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Introduction

All living entities adapt to their environment. This
phenomenon can be observed as morphological
differences both at the macro- and microscales.
Microscopy became a crucial tool for cell biology because
it allowed researchers to go beyond the limits of the human
eye and recognise structural differences between

individual cells.

Machine learning earned a crucial role in cell biology and
in medical image analysis. One of the reasons behind that
is developments in microscopy and computational cell
biology led to a massive increase in data volume,
frequently as large as millions of images per study.
Researchers nowadays prefer these high-content
screenings, however analysing the produced datasets
manually is either time-consuming or downright
impossible. Another reason is that there is a chance that
machines could see useful properties in images that are
invisible for the human eye. It is in everyone’s interest to

get precise medical diagnosis and reliable treatment



suggestions and to achieve this, it is important to improve

the accuracy of machine learning algorithms.

AiIms

Our objective was to demonstrate how considering the
cellular microenvironment during machine learning
training impacts classification accuracy and determine the
optimal distance from the cell of interest where the
classifier performs with the highest efficiency. To
accomplish this, we followed three main paths: 1) use
information from the cell and its environment as input for
classical machine learning algorithms, 2) use a fisheye-
like transformation on original biological images and use
these datasets as inputs for deep learning algorithms and
3) investigate the crucial steps required in 3D, such as 3D
image acquisition, 3D cell annotation, 3D cell
segmentation, and use a 3D co-culture dataset in which we

distinguished phenotypes.

The main findings of this thesis are as follows.



1) Taking into account the environmental features of
cells can enhance the accuracy of machine
learning-based phenotypic classification.

2) Combining the cellular microenvironment with
fisheye transformation can improve deep learning-
based single-cell phenotyping.

3) Incorporating neighbourhood features can increase

classification accuracy in 3D cell cultures.

Results

Firstly, we analysed images of MCF-7 cell culture and
urinary bladder cancer tissue sections, with classical
supervised machine learning methods. We defined two
approaches to represent the microenvironment: the K-
nearest neighbours (KNN) and the N-distance methods.
We extracted regular and neighbourhood features, and we
have seen that while the local features of cells can be
similar across different phenotypic classes, the
neighbourhood features are able to identify them. The

results of our analysis demonstrated that the incorporation



of neighbourhood features significantly enhances the
accuracy of machine learning-based classification,
regardless of whether the data originates from cell cultures
or tissue sections. The optimal size of the neighbourhood
varied according to the specific dataset and classifier used.
Notably, our findings emphasised the substantial impact of
neighbourhood features on tissue section phenotyping,

with performance improvement close to 20%.

Secondly, we introduced a novel approach of representing
images to deep-learning-based image classification
networks. The fundamental concept revolves around the
following notion: the original image includes both the
object of interest, as well as its surrounding
microenvironment  within a  pre-defined range.
Subsequently, a fisheye-like spatial sampling technique is
applied to transform the images. The fisheye sampling
collects more pixels from the close proximity of the object
of interest, and the resolution decreases for larger
proximity. Our findings demonstrated that the proposed
transformation highly outperforms conventional machine-

learning techniques and deep-learning-based classifiers.



This performance was evaluated across various datasets
including cell cultures, scans of cancerous tissues, and

real-life images.

In the third part of the thesis, we discussed the
enhancement of microscopy image quality through optical
clearing and assessed the efficacy of various clearing
protocols. Then, we explored the difficulties and remedies
associated with annotating and segmenting cells in three
dimension. Lastly, we shared our achieved progress in
investigating cells and their microenvironment within 3D
co-cultures consisted of carcinoma and fibroblast cells.
Similar to the first part, we used KNN and N-distance
measurements to determine which cells we consider
neighbours, and then performed the classifications with
supervised machine learning algorithms. Our results
showed, that including the neighbourhood features in the
machine learning process increased phenotypic
classification accuracy. Furthermore, we could distinguish
the two cell types with 87.5% accuracy, solely by
considering the shape attributes of the cells and their

neighbours.



Overall, the research demonstrates that integrating the
cellular microenvironment into machine learning-driven
analysis enhances single-cell phenotypic classification.
This highlights the importance of considering macro-
structures within cellular systems, ultimately advancing
the understanding and potential applications of image

analysis in various scientific contexts.

Osszefoglalas

Ez a dolgozat a mikroszkopikus képelemzéssel
kapcsolatos kutatasainkat mutatja be. Célunk az volt, hogy
egysejtes szinten, kiilondsen a sejtbioldgia €s a patologia
Osszefliggéseben értékes felismeréseket nyerjiink dsszetett
képadathalmazokbol. Megmutattuk, hogy a sejtek
mikrokornyezetének figyelembevétele milyen hatéssal
van az egyes sejtek fenotipus jellemzésére, feliigyelt gépi

tanulds és mélytanulasi technikak segitségével.

Elészor MCF-7 sejttenyészetrél ¢€s hugyhodlyagrakos
szoveti metszetekrdl késziilt képeket elemeztiink

klasszikus felligyelt gépi tanuldsi moddszerekkel. Két



megkozelitést hasznaltunk a mikrokornyezet
meghatarozasara: a K-kozelebbi szomszéd (KNN) ¢s az
N-tavolsag modszerét. Lokalis ¢és  szomszédsagi
jellemzoket vontunk ki és azt lattuk, hogy mig a sejtek
helyi jellemz06i hasonldak lehetnek a kiilonbozo fenotipus
osztalyokban, a szomszédsagi jellemzok képesek
megkiilonboztetni 6ket. Eredményeink azt mutattdk, hogy
a szomszédsagi jellemzOk bevondsa jelentdsen noveli a
gépi tanuldson alapulé osztdlyozds pontossagat,
fiiggetleniil attol, hogy az adatok sejtkultirakbol vagy
szoveti metszetekbdl szdrmaznak. A szomszédsag
optimalis mérete az adott adathalmaztol és az alkalmazott
osztalyoz6tol fliggden valtozott. Eredményeink kiemelik a
szomszédsagi jellemzOk jelentds hatasat a szoveti
metszetek fenotipizalasa esetében, ahol a

teljesitményjavulas megkozelitette a 20%-0t.

Ezutan a képek reprezentalasanak ujszeri megkdozelitését
mutattuk  be, amelyek a mélytanuldson alapuld
képosztalyozo6 halozatok bemeneteként funkcionalhatnak.
Az elvarasaink a kovetkezdk voltak a bemeneti képekkel

kapcsolatban: az eredeti kép tartalmazza mind a



szamunkra érdekes objektumot, mind pedig az azt
koriilvevé mikrokdrnyezetet egy eldre meghatdrozott
tartomanyon beliil. Ezt kdvetden egy halszemoptika-szerii
térbeli mintavételi technikat alkalmazunk a képek
atalakitdsara. A halszemoptika-szerli mintavételezés tobb
képpontot gylijt Ossze a vizsgalt objektum kozvetlen
kozelébdl, mint a tavolabb elhelyezkedd képteriiletekrol.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a javasolt
transzformacio nagymértékben feliilmulja a hagyomanyos
gépi tanuldsi technikdkat és a mélytanulason alapuld
osztalyozokat. Ezt a  teljesitményt  kiillonbozo
adathalmazokon, koztiik sejttenyészeteken, rdkos szoveti

metszeteken és valos életbdl szdrmazo képeken értékeltiik.

Harmadik 1épésben 3D sejtkultirdkkal foglalkoztunk.
Vizsgaltuk a mikroszkopos képmindség optikai tisztitassal
torténd javitasat és kilonbozo tisztitasi protokollok
hatékonysaganak mérését. Ezutan a sejtek
haromdimenzidés annotaldsaval és szegmentalasaval
kapcsolatos nehézségeket és ezek megoldasait targyaltuk.
Végiil megosztottuk a sejtek ¢és mikrokornyezetiik

vizsgalataban elért eredményeinket a karcinoma- és



fibroblaszt sejtekbdl allo 3D ko-kultarak esetében. Az elsd
részhez hasonléan KNN ¢és N-tavolsag mérésekkel
hatdroztuk meg, hogy mely sejteket tekintjik
szomszédnak, majd feligyelt gépi tanulasi
algoritmusokkal végeztik el az osztalyozasokat.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a szomszédsagi
jellemz6k bevonasa a gépi tanulédsi folyamatba ndvelte a
fenotipus osztalyozasi pontossagot. 87,5%-0s
pontossaggal tudtuk megkiilonbdztetni a két sejttipust a
szferoidokon beliil, kizarélag a sejtek és szomszédaik

alaki jellemzdinek figyelembevételével.

Osszességében a kutatds azt mutatja, hogy a sejtek
mikrokornyezetének integraldsa a gépi tanulas altal
vezérelt elemzésbe javitja az egysejtes fenotipus
osztalyozast. Ez ravilagit a mikrostruktardk sejtes
rendszereken beliili figyelembevételének fontossagara,
ami végsd soron a képelemzés megertését €s lehetséges
alkalmazasait segiti eld kiilonb6z6 tudomdanyos

kontextusokban.
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Nyilatkozat

Alulirott Dr. Horvath Péter a jelolt (Toth Timea)
témavezetdjeként kijelentem, hogy a ,,Single-cell image
analysis and machine learning methods using the cellular
microenvironment” cimt disszertacio a jelolt sajat
munkdja, melyet a témavezetésem mellett Onalloan
készitett el. Kijelentem, hogy a disszertacié megfelel az

SZTE TTIK Biologia Doktori Iskola kovetelményeinek.

Felelos szerzéként kijelentem, hogy To6th Timea
jelentésen hozzajarult az alabb felsorolt, a doktori eljaras

alapjaul szolgal6 tudomanyos publikaciok eredményéhez

e Toth, T., Balassa, T., Bara, N., Kovacs, F.,
Kriston, A., Molnar, C., Haracska, L., Sukosd, F.,
Horvath, P. (2018) Environmental properties of
cells improve machine learning-based phenotype

recognition accuracy. Scientific Reports 8, 10085



e Toth, T., Bauer, D., Sukosd, F., Horvath, P. (2022)
Fisheye transformation enhances deep-learning-
based single-cell phenotyping by including
cellular microenvironment. Cell Reports Methods,
2(12), 100339.

Igazolom tovabba, hogy az ebben a dolgozatban
bemutatott eredményeket mas PhD dolgozat nem mutatta
be és a jovoben sem hasznaljak fel tudomanyos fokozat

megszerzéséhez.
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