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Introduction

In biomedical research, three-dimensional (3D) cell
culture systems, collectively referred to as "-oids" such as
spheroids, organoids, tumoroids, and assembloids, have
emerged as physiologically relevant models. In contrast to
traditional two-dimensional (2D) cultures, these systems
more accurately mimic the spatial architecture and
intercellular dynamics of native tissues. As such, they hold
considerable promises for pharmacological screening and
therapeutic evaluation. However, a significant obstacle to
their potential is the limited options for non-invasive
high-content screening (HCS) imaging methods. In order
to broaden the applicability of complex 3D-o0id models in
clinical research, reliable HCS technologies and image
analysis methods must be developed, enabling precise
quantification of dynamic cellular behaviours and

structural features.



Aims

Our objective was to propose a high-throughput
light-sheet  fluorescence microscopy (LSFM)-based
imaging and single-cell level analysis platform for

3D-oids.

The platform starts with the generation of multicellular
spheroid models that are prepared for imaging using a
variety of treatments, such as optical clearing methods and
commercial staining procedures. To ensure consistency
and reproducibility, we introduced the SpheroidPicker
system that uses automated pre-selection and transfer of
morphologically homogeneous samples. A key innovation
of the platform is the development of a custom multiwell
plate, specifically designed to facilitate LSFM imaging of
3D-oids, optimising both throughput and image quality.
Finally, the platform integrates advanced 3D data analysis
tools capable of extracting detailed single-cell
information, thereby enabling insights into cellular
heterogeneity and spatial organisation within the

spheroids.



Results

To address key limitations in 3D spheroid imaging and
analysis, we developed HCS-3DJX, a unified platform that
integrates sample handling, imaging, and data processing.
In this thesis, five closely connected aims were pursued to
establish a reproducible and scalable workflow for

high-resolution 3D screening.

First, we highlighted that in 3D research, standardising
protocols for spheroid formation, imaging, and analysis
significantly enhances reproducibility and methodological
transparency. By requiring a minimum set of experimental
parameters, ensuring protocol homogeneity, and
promoting thorough metadata documentation, the
MISpherolD crowdsourced knowledgebase contributes to

improving reproducibility across laboratories.

Second, we developed a standardised methodology for the
quantitative evaluation of optical clearing protocols
tailored to 3D multicellular samples. Optical clearing
protocols have traditionally lacked objective evaluation,

making protocol optimisation difficult and comparisons



unreliable. To address this, we introduced the intensity
variance metric that enabled the consistent and
reproducible assessment of clearing efficacy. This
approach facilitates protocol benchmarking and supports
the selection of optimal clearing strategies for

high-resolution imaging of complex 3D cell cultures.

Third, we integrated robotic automation into the sample
handling workflow to enable precise and reproducible
spheroid selection and transfer. Manual manipulation of
3D cultures often introduces variability and limits
throughput, undermining experimental consistency. To
overcome this, we developed the SpheroidPicker system,
a deep learning-guided robotic platform capable of
morphology-based spheroid selection and automated
transfer between standard and high-throughput formats.
This approach ensures controlled experimental conditions,
reduces human bias, and significantly accelerates sample

processing.

Fourth, we developed a HCS multiwell imaging plate
specifically engineered for LSFM, enabling rapid



screening of multicellular 3D-oids at single-cell
resolution. Conventional LSFM systems are often limited
in throughput and offers complicated sample pre-handling.
The multiwell plate overcomes these limitations by
integrating an optically optimised foil-based approach that
supports automated imaging of intact 3D-oids. This design
ensures high-resolution acquisition across wells whilst
maintaining spatial fidelity, thereby facilitating scalable

and reproducible 3D screening.

Lastly, to extract biologically meaningful features from
large volumetric datasets, we implemented a robust image
analysis pipeline. Existing tools often fall short in
resolving cellular-level features within dense multicellular
environments, limiting biological insight. Our pipeline
combines Al-driven segmentation with 3D feature
extraction algorithms to accurately quantify single-cell
morphology, spatial distribution, and phenotypic diversity
across large volumetric datasets. This capability enables
accurate characterisation of complex 3D-oid architecture
and cellular heterogeneity, supporting robust 3D

high-content screening in biomedical research.



Osszefoglalas

Ez a dolgozat a HCS-3DX platformot mutatja be, mint egy
egységes megoldast a haromdimenzids (3D) sejtkulturak
egysejt szinti képalkotasara és elemzésére. A dolgozat
soran Ot szorosan Osszefliggd célkitlizést valositottunk
meg, amelyek egyiitt egy nagy ateresztOképességl,
reprodukdlhatd és  automatizalt munkafolyamatot
eredményeztek. Habar szamtalan protokoll és képalkotd
eljaras létezik, a szferoidokkal végzett munkank soran
szamos, mas laboratoriumokban is tapasztalt technikai
problémaval talalkoztunk. Ezért a szferoidmintak
eloallitasatol  kezdve  egészen az  automatikus,
egysejtszintli  képfeldolgozasig  olyan  eljarasokat
fejlesztettiink ki, amelyek képesek athidalni ezeket a
technikai kihivasokat. A tézis ezen fejlesztések
Osszefoglalasat tartalmazza, kiilonos tekintettel a legujabb

megoldasokra.

Munkénk soran foglalkoztunk a szferoidmodellek
eldallitasaval, dokumentalasaval és adatfeldolgozéasaval
kapcsolatos  publikacidés hidnyossagokkal, amelyek

gyakran nem tartalmaztak elegendd informacioét a



kisérletek reprodukalhatésagadhoz. Ennek érdekében a
MISpherolD konzorciummal kozdsen dolgoztunk egy
nyilvanos adatbazis létrehozasan, amelynek célja a
protokollok standardizélasa és atlathatdsaga, eldsegitve a

laboratoriumok kozotti tuddsmegosztast.

A 3D sejtkulturdk esetében a képalkotds nehézségekbe
iitkdzhet a fokozott fénytdrés miatt. Bar szamos optikai
clearing protokoll foglalkozik a mintdk térésmutatdjanak
javitasaval, ezek 0sszehasonlitasara és értékelésére eddig
nem létezett kellden preciz és objektiv modszer. Ezért
szlikségesnek éreztiik egy kvantitativ kiértékelési rendszer
kidolgozasat az  optikai  clearing  protokollok
Osszehasonlitasara, amelyet kifejezetten a 3D mintakhoz
optimalizaltunk. Az altalunk bevezetett intenzitas
variancia-metrika lehetévé teszi a kiilonb6zd clearing
oldatok hatékonysaganak objektiv és reprodukalhato
kiértékelését, tamogatva a legmegfelelobb eljarasok

kivalasztasat a jobb képmindség érdekében.

A szferoidok automatikus morfologia-alapu
kivalogatasahoz fejlesztettiik a SpheroidPicker pipettazo

robotot, amely mesterséges intelligencia-alapu képanalizis



modszerek révén képes a szferoidok detektalasara és
morfoldgiai analizisére, majd dathelyezi azokat a
sejttenyészté  edénybdl a  képalkotdsra  hasznalt
mintatartoba. A SpheroidPicker hasznalatdval lehetévé
valt a hasonlé morfologiaju szferoidok szakértok
teljesitményét meghalad6, automatikus kigytjtése. A
rendszer képes teljesen automatizalt mikdodésre,

ugyanakkor van lehetdség felhasznalé  vezérelt

mukodtetésre is.

A megfeleld6 képmindséget Dbiztositd modszerek
kidolgozasat kovetden egy HCS képalkoté mintatartd
lemez  megtervezését  valositottuk meg, amely
kompatibilis az altalunk hasznalt szelektiv = sik
megvilagitasi mikroszkoppal. 3D nyomtatd és vakuum
foliazé  technologidk haszndlataval eldallitottuk a
prototipust, amely lehetévé tette, hogy akér tobb mintat
vizsgaljunk meg egyetlen lemezen. A mintatartd szamos
kisérletben volt tesztelve, ahol megallapitottuk, hogy
lehetévé teszi a mintdk gyorsabb detektalasat megfeleld

képmindség mellett.



A mintatartd alkalmasnak bizonyult nagy mennyiségi
képi adathalmaz eldallitasara, ezért sziikségess¢ valt egy
3D képfeldolgoz6 rendszer fejlesztése. Ennek érdekében
mesterséges intelligencian alapuld képelemzd szoftvert
fejlesztettiink, amely képes nagy térfogatd 3D
adathalmazokbol sejtszintli morfolégiai és fenotipusos
jellemzok pontos kinyerésére 3D szegmentacios ¢és

klasszifikacidos modszerek révén.

Osszefoglalva, a HCS-3DX platform lehetdvé tette az
egysejtszintli, preciz és automatizalt munkafolyamatokat,
igy nagy szdmi minta feldolgozasdra is alkalmas. A
platform széleskorli alkalmazhatosaga 1) lehetdségeket

biztosit mind az alap-, mind az alkalmazott kutatasban.
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