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Bevezeto

A mikroszképos kép elemzése valt alapvetd fontossaguva
kiilonb6z6 teriileteken, mint példaul a patologia, a
gyogyszerfelfedezés és a személyre szabott orvoslds. A
gyogyszerkutatasban a high-content screening (HCS)
modszerrel vizsgéljak a sejtek reakciojat, akar tobb ezer
kiilonb6z6 gyodgyszerre, amely képfeldolgozas segitségével
kvantifikalhato. Az egysejt profilozas, mélyebb molekularis
¢s fenotipusos betekintést tesz lehetové, olyan modszerekkel,
mint Computer Assisted Microscopy isolation (CAMI) és a
deep visual proteomics (DVP). Ezek a modszerck a
mikroszkopos képalkotast, mesterséges intelligencia altal
segitett sejtszegmentalast, a 1ézer mikrodiszekciot és az
ultraszenzitiv molekularis elemzést foglaljadk magukban. A
korrelativ mikroszkopiai kisérletek soran mikron pontossagu
navigaciora van sziikség a mikroszkopok kozott [1], [2].
Fizikai tulajdonsagokbol szarmazé okokbol, példaul a minta
kiszaraddsa, a membran hajldsa a targylemezen vagy a
motorvezérld hibai miatt ez a probléma kihivast jelent. [3]. A
legmodernebb regisztraciés modszerek megfeleld képzéshez
manualis kép igazitast igényelnek [4], [5], ami idéigényes, és
az szakértdi annotatorok szama korlatozott.

Az utébbi idében egyre tobb kutatds fokuszal a 3D
sejtkultirakra, mint példaul a spheroid-ok, amelyek
relevansabb modelleket kindlnak a gyogyszeres teszteléshez
¢és a rakkutatashoz [6], [7], [8], [9], [10]. Azonban a
standardizalt protokollok hianya és a spheroid-ok manualis
kivalasztasanak jellege kihivast jelent a high-content
alkalmazasok szamara [11].

A gyobgyszertesztek sordan standardizalt kornyezet azért
hatasat sokkal precizebben lehet vizsgalni. Jelenleg a
spheroid-ok valogatisa manualis moddszerrel torténik: a
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szakértdé szemmel ¢és egy pipetta segitségével probalja
mikroszkop alatt kivalogatni az egyformanak tiné spheroid-
okat. A modszer szubjektiv, a kivalasztas erGsen fligg a
szakértd véleményétdl. Mindazonaltal a sikeres spheroid
kivalasztas lehetdve teszi a tovabbi analiziseket, mint példaul
a gyogyszer screen-elés vagy a nagy felbontasu 3D
képalkotés.

1. Multimodalis mikroszkopos kép regisztracio

Egy fejezet a korrelativ mikroszkopiabol szarmazo képek
automatikus illesztését targyalja. A Deep Visual Proteomics
modszer alkalmazasakor a kutatonak kézzel kell igazitania a
sejtek kontarjait, hogy azok precizen illeszkedjenek. Ez a
folyamat kiilondsen id6igényes, ha a sejtek szama tobb ezerre
nd. Ezért az automatizalas jelentésen csokkentené a manualis
munka iddigényét. A klasszikus kép regisztracids
algoritmusok (SIFT, fazis-keresztkorrelacid) viszonylag jol
miitkodnek egymodalis képeken, azonban a multimodalis
képek illesztése bizonyos esetekben nehézkes vagy lehetetlen
feladat klasszikus modszerekkel.

Fejlesztettiink egy olyan regisztracios algoritmust, amely
képes athidalni a klasszikus képalgoritmusok korlatait.
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Abra 1. A multimodalis adathalmazokbol egy-egy
reprezentativ képpar. [12]

Négy kiilonboz6 adathalmazt készitettiink, ahol az elsd
sejtkultarakrol késziilt fluoreszcens és vilagos latoterti
képekkel, a masodik H&E-vel festett vesetumor kiilonb6zo
képalkotasi korilmények kozott, a harmadik Immun
hisztokémiai modszerrel festett bor mintak, a negyedik pedig
konfokalis ¢és szuper rezoluciés modszerrel készitett
képparok (Abra 1). A képek MATLAB Control Point
Selection tool segitségével lettek felannotalva. Az
keépparokbol készitettiink egy az annotacidk alapjan illesztett
¢s egy illesztés nélkiili adathalmazt.

A kiilonboz6 regisztracios algoritmusok két 1épésbdl allnak.
Eldszor stilus transzfer segitségével 1.-es Modalitasu képpé
transzformaltuk a 2. Modalitastt. Az igy kapott transzformalt
¢s az 1. Modalitast képet regisztraltuk 6ssze a kovetkezd
modszerekkel: Scale-Invariant Feature Transform (SIFT),
SuperPoint, és fazis-keresztcorrelacié (Abra 2).
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Abra 2. A regisztracios algoritmus 1épései.[12]

A kovetkezd style transzfer modszereket teszteltik a
regisztracios algoritmusban: U-Net [13], Pix2pix [14], [15],
CycleGAN [14], Contrastive unpaired translation (CUT) [16]
¢s Contrastive Multimodal Image Representation (CoMIR)
[5] (Abra 3). A CycleGAN és a CUT modszer feliigyelt és
feliigyelet nélkiili adathalmazon is tanitottuk, mivel ezek az
algoritmusok parositatlan adathalmazra lettek fejlesztve.

A Example results of different styletransfer methods
Real fluorescent Real brightfield
Multimodal 4
registration task
CycleGAN CUT
Unet Pix2pix CycIeGAN unsupervised cut unsupervised

- ‘ ...

Abra 3. A kiilonbozd style transzfer modszerek
eredményeinek kvantitativ 6sszehasonlitasa. [12]

A kiértékelésekhez az “atlagos sarokpont hiba” metrikat
alkalmaztuk.
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Az 0Osszehasonlitas alapja harom style transzfer nélkiili
regisztracid volt. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
legkisebb hibdkat a feliigyelt U-Net ¢és a SuperPoint
kombindciodja adta. A klasszikus modszerek sok esetben meg
sem tudtdk oldani a regisztracidos problémat, vagy csak
nagyon magas hibaval, mint példaul a fluoreszcens
vilagoslatoteri képparok. A feliigyelet nélkiili médszerek
kozott A CUT és a SuperPoint algoritmus adta a legkisebb
hibaértékeket (Abra 4.).

Mean average corner error values (%)
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Abra 4. A regisztracios algoritmusok kvalitativ
Osszehasonlitasa. A-D oszlopokban a négy adathalmaz
tesztjein vett eredmények lathatoak. Az elfogadott hibahatar
szaggatott vonallal lett jelolve. [12]

Wilcoxon teszt segitségével kimutattuk a legjobb feliigyelt és
feliigyelet nélkiili algoritmus kozott statisztikailag nincs

szignifikans kiilonbség.
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2. Automatikus 3D sejtkultura valogaté robot

A kovetkezé fejezet egy olyan mikroszkdp rendszer
fejlesztését és vizsgalatait mutatja be, amely képes az
automatikus 3D sejtkultira valogatasara.

A fejlesztett rendszer képes spheroid-okat, a felhasznalot
segitve  félautomatikus valogatdsdra, mindezt eldre
meghatarozott kritériumok alapjan. Modszeriinkkel az
elokészitési  folyamatban  kizarhatjuk az  emberi
szubjektivitast.

Az eszkoz 10 alkotdelemei egy sztered mikroszkdp motorizalt
asztallal, egy mikromanipulator, egy fecskendé pumpa, és
egy szamitogép (Abra 5). Készitettiink egy C++ szoftvert,
amely vezérli a hardvert, futtatja a szegmentacios algoritmust
¢s lehetévé teszi, hogy konnyen valogatni lehessen a
spheroid-ok koziil.
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Abra 5. SpheroidPicker rendszer felépitése és fébb elemei.

Motorized stage 7

A rendszer a piacon kaphat6 well-platek €s petricsészék
jelentds részével kompatibilis. A mikromanipulator mozgatja
a pipettat a spheroid-hoz. Az els6 hasznalat el6tt egy egyszerti
kalibracios 1épés sziikséges, hogy kép koordinata
rendszernek megfelelden tudja mozgatni a pipettat.

A szoftverben integralva van egy Mask R-CNN [18]
architekturaji mélytanuld6 modell is, amely spheroid
szegmentaciora lett tanitva. Szegmentéacids maszkok alapjan
kiszamitja a megtalalt objektumok fébb tulajdonsagait, mint
tertilet, kertilet, korszerliség €és tomegkozéppont.

A rendszer az asztal mozgatdsdnak segitségével eldre
megadott teriileteket képes szkennelni és a Mask RCNN
modell segitségével szegmentalni a spheroid-okat.
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A felhasznald el6re definialhat kritériumokat, amelyek
alapjan  a  szlri a  megtaldlt  objektumokat.
Ezutan elindul a transzfer folyamat. A mikroszkop asztala
kozépre allitja az egyik kivalasztott objektumot. Az X-
tengely pontosan fel¢ mozgatja a pipettat, majd a Z tengely
leengedi kozel a plate aljdhoz. A fecskendd pumpa 3-4 pm
folyadékkal felszivja a spheroid-ot. Ezutdn a Pipetta
felemelkedik, majd az asztal a cél plate-t és well-jét kozépre
allitja. Z tengely leereszkedik ¢és megadott mennyiségii
folyadékkal kiteszi a spheroid-ot. Z tengely ekkor ujra
felemelkedik és rendszer kezdi elolr6l a folyamatot a
kovetkezo spheroid-dal, vagy ha nincs tobb kiveszi a pipettat
a képbdl és befejezi a kisérletet.

Az automatikus spheroid gyljtés mindségét
Osszehasonlitottuk egy szakértdével. Feladat soran olyan
spheroid-okat kellett valasztani, amelyek 21000-29000 pm?
(178um atlagos atmérének felel meg) kozotti teriilettel €s
0.815-n¢l nagyobb korszerliséggel rendelkeznek. A
SpheroidPicker és a szakérté is 42-42 spheroid-ot gyjtott
Ossze. Az eredmények alapjan a SpheroidPicker ~1.6x kisebb
szorassal dolgozik (Abra 6).
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Abra 6. A szakérté és a SpheroidPicker altal gyiijtott
spheroid-ok teriileteink 6sszehasonlitasa. [17]

A Dbiologiai kompatibilitds is meg lett vizsgalva. 3 féle
sejtvonalat vizsgaltunk meg T47D, 5-8F ¢és Huh-7D12.
Ezeket tobbféle festékkel jeloltiik: Etidium-homodimer 1 az
elhalt sejteket, Calcein AM az €16 sejteket a Hoechst, pedig a
sejtmagokat (Abra 7A). Elészér megvizsgaltuk, hogy a
spheroid-ok tulélik a transzferalast. Majd hosszatavon 24 és
48 ora utan is leellendriztik. Kimutattuk, hogy a kirakast
kovetden a sejtek nem karosodnak. (Abra 7B) Harombol
kettd sejtvonal szignifikdnsan novekszik, 24 ¢és 48 ora
elteltével (Abra 7C).
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Abra 7. Biologiai kompatibilitas tesztelése. A. A kiilonbozé
sejtvonalakbol egy-egy reprezentativ példa transzferalas elott
¢és utan. Vizualisan is lathato a sejtek novekedése 24, illetve
48 ora elteltével. B. A sejtvonalak teriiletének vizsgélata 24-
48 ora elteltével. C. Sejtvonalak teriiletének vizsgalata
kozvetlen az atrakas el6tt és utan. [17]
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