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Streszczenie

Niniejsza praca opisuje algorytm automatyzujacy proces zliczania ognisk
histonu y-H2AX w obrazach mikroskopowych. Ogniska te s3 miejscami,
w ktorych doszto do fosforylacji biatka histonu H2AX w pozycji seryny
139 wskutek dwuniciowych pgknie¢ DNA. Proponowana metoda dziata
dwuetapowo. Najpierw w obrazie mikroskopowym selekcjonowane sa
obiekty uznawane za komorki, a nastgpnie na obszarze tych obiektow
poszukiwane sg miejsca wyznakowane barwnikiem fluorescencyjnym
zwigzanym z przeciwcialem anty—y-H2AX — miejsca te wskazuja na
lokalizacj¢ ognisk y-H2AX.

Stowa kluczowe: y-H2AX, dwuniciowe peknigcia DNA, przetwarzanie
obrazow, obrazy biomedyczne, segmentacja wododziatowa.

Method for cell finding and histone y-H2AX
foci counting in images for detecting DNA
double-strand breaks

Abstract

This paper describes an algorithm for automating the process of counting
foci of histone Y-H2AX in microscope images. Foci are the places where
there occurred H2AX protein phosphorylation on Ser139 site in response
to DNA double-strand breaks (DSBs). In a y-H2AX genotoxic test the
number of foci per a single cell is counted. The proposed method works in
two stages. The first stage is segmentation of a microscopic image (Fig.
la) for selecting cell regions. For this purpose fusion of binarization
methods is used — for the each pixel the result is obtained by comparison
of the results from the Otsu method, the triangle method and the method in
which the threshold is equal to the image average brightness. The pixel is
classified as an object’s pixel when at least two methods give such results.
For improving segmentation results a morphological filter is used. The
results (Fig. 1b) usually comprise regions representing single cells (Fig.
Ic) and a set of agglomerated cells (Fig. 1d). A modified watershed
segmentation and region classify method is used for separation of agglomerated
cells into regions representing only one cell. The final result (Fig.le)
contains only regions representing single cells. In the second stage for each
single cell region the foci (which are marked with a fluorescent indicator
joined with anti— Y-H2AX antibody) are found (Fig. 3) with use of watershed
segmentation on the pseudogradient image (which is obtained by aggregation
of the results of cell image binarization with different thresholds; Fig. 2).
The final results in form of foci number as a function of time after irradiation
(Fig. 4) are similar to the test results of non-lethal DNA damages founded
in the literature (e.g. [5]) — this allows stating that the presented method
gives good results.

Keywords: y-H2AX, double-strand breaks (DSB), image processing,
biomedical images, watershed segmentation.

1. Wprowadzenie

1.1. Tto biologiczne

Choroby nowotworowe sg bardzo rozpowszechnione we wspot-
czesnym $wiecie. W krajach rozwinigtych stanowig one, po

chorobach uktadu krazenia, druga w kolejnosci przyczyne zgo-
néw. Jednym z grozniejszych egzogennych czynnikoéw kancero-
gennych jest promieniowanie jonizujace. Prowadzi ono do uszko-
dzenia DNA w sposob zaréwno bezposredni jak i posredni. Dzia-
tanie bezposrednie polega na bombardowaniu nici DNA przez
wigzke promieniowania, jednak poziom uszkodzen wywotywa-
nych przez nie jest stosunkowo niewielki w poréwnaniu z dziata-
niem posrednim, polegajacym na dziataniu wolnych rodnikoéw
powstajacych w wyniku radiolizy czasteczek wody. To wtasnie
wolne rodniki indukujg szereg reakcji destruktywnie wplywaja-
cych na komorke.

Medycyna réwniez wykorzystuje promieniowanie jonizujace,
ktére aktualnie, obok chirurgii i chemioterapii, jest jedna z najsze-
rzej stosowanych metod leczenia nowotworow. Catkowita dawke
promieniowania niszczaca komorki nowotworowe podaje sig
w wielu seansach (sg to tzw. dawki frakcjonowane), zeby nie
naraza¢ pacjenta na nadmierng ekspozycje¢. Powaznym problemem
w radioterapii jest jednak ryzyko wystapienia odczyndéw popro-
miennych u pacjentéw po zakonczeniu terapii. Ryzyko to ograni-
cza wysoko$§¢ podawanej dawki promieniowania. Obecnie, pomi-
mo wielu badan, nie ma testu predykcyjnego, ktory pozwalalby na
rozpoznanie pacjentow o wysokim poziomie ryzyka wystapienia
odczynu popromiennego. Uszkodzenia DNA indukowane przez
promieniowanie jonizujagce moga prowadzi¢ do $mierci komorki
(co jest celem radioterapii) lub moga wywota¢ zmiany cytogene-
tyczne, w tym mutacje [7, 12]. Aby im zapobiec specyficzne
biatka sprawdzaja poprawno$¢ kodu genetycznego, a w wypadku
wykrycia nieprawidtowo$ci uruchamiajg mechanizmy naprawcze.
W zalezno$ci od rodzaju uszkodzen inicjowane sg rdzne rodzaje
tych mechanizmow.

Najbardziej powszechne uszkodzenia DNA to uszkodzenie po-
jedynczych zasad (ang. base damage, BD) poprzez ré6znego rodza-
ju mutacje punktowe (substytucja, insercja, delecja) oraz jednoni-
ciowe peknigcia DNA (ang. single-strand break, SSB). W tym
wypadku odpowiednie enzymy wycinaja uszkodzony element nici
i odbudowuja ja na podstawie matrycy komplementarnej nici
DNA przez co naprawa ta jest bardzo szybka i wiernie odwzoro-
wuje stan sprzed uszkodzenia.

Dwuniciowe pgknigcie DNA (ang. double-strand break, DSB)
to uszkodzenie materialu genetycznego podczas ktorego dwie
komplementarne nici DNA ulegaja pgknigciu w miegjscach poto-
zonych blisko siebie [7, 9]. Juz nawet pojedyncze nienaprawione
DSB moze sprowadzi¢ komoérke na szlak apoptozy, dlatego
uszkodzenia te czgsto klasyfikowane sg jako jedne z najniebez-
pieczniejszych. Moga one zosta¢ naprawione w procesach homo-
logicznej rekombinacji (HR) polegajacej na uzyciu chromatydy
siostrzanej jako matrycy oraz poprzez niechomologiczne taczenie
koncoéw (NHEJ), ktore ,,skleja” rozdzielone nici DNA. Obie me-
tody sa zasadniczo powolne jednak pierwsza z metod napraw-
czych jest dos¢ dokladna, podczas gdy w drugiej moga wystapic¢
btedy. Nieprawidtowo naprawione lub nie wykryte uszkodzenie
w najlepszym wypadku sprowadzi komorke na szlak apoptozy.
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Jesli tak sie nie stanie, nastgpi mutacja, ktora wywota nowotwor
lub w przypadku komoérek piciowych spowoduje wady wrodzone
lub choroby dziedziczne u potomstwa.

1.2. Test y-H2AX

Do niedawna ilosciowa ocena DSB w komorce prowadzona by-
fa za pomoca metod takich jak [7]: elektroforeza zelowa w zmien-
nym polu magnetycznym (PFGE), test elucji DNA oraz test kome-
towy (SCGE) jednak byly to metody o malej czutoéci nie pozwa-
lajace na ocene lokalizacji uszkodzen DNA w jadrze. Dopiero
kilka lat temu odkryto, Zze podczas powstawania DSB dochodzi
réwniez do fosforylacji biatka histonu H2AX w pozycji seryny
139 (po fosforylacji histon ten oznaczanany jest jako y-H2AX),
ktory bierze udziat w tworzeniu kompleksu naprawczego dwuni-
ciowych przerw DNA. Potaczenie tej wiedzy z metodami immu-
nocytochemicznymi wigzania ufosforylowanego histonu z odpo-
wiednimi przeciwciatami znakowanymi fluorochromami i mikro-
skopia fluoroscencyjng pozwolito na obserwowanie pojedynczych
ognisk y-H2AX réwnowaznych obecnosci DSB w jadrze.

Istota testu bazujacego na ogniskach y-H2AX jest ustalenie
liczby tego typu ognisk w kazdej komérce (typowy obraz uzyski-
wany w trakcie tego testu przedstawia rysunek la). Manualne ich
rozpoznawanie i zliczenie jest dtugotrwate oraz obarczone duzym
btedem. Z tego powodu coraz czesciej probuje si¢ rozwigzaé ten
problem wykorzystujac metody cyfrowego przetwarzania i analizy
obrazoéw, jednakze poniewaz test y-H2AX powstat stosunkowo
niedawno w literaturze nie ma zbyt wielu propozycji rozwigzania
tego zadania. Proponowane rozwigzania najczgséciej sprowadzaja
si¢ do zastosowania w tym zadaniu metod opracowanych na po-
trzeby innych zastosowan. Jedna z gtéwnych wad takiego podej-
$cia jest odrzucanie z procesu analizy komorek, ktore si¢ ze soba
stykaja (tak potaczone komorki czesto stanowia duza czes¢ komo-
rek widocznych na obrazie) co przektada si¢ na konieczno$é¢ do-
starczenia odpowiednio wigkszej liczby obrazéow do analizy.

Rys. 1. Kolejne etapy przetwarzania obrazu biomedycznego przedstawiajacego
skupiska komorek: a) obraz oryginalny, b) obraz po binaryzacji
i operacjach morfologicznych, ¢) obszary wstegpnie zaklasyfikowane jako
komorki, d) obszary pierwotnie odrzucone, e) obszary zaklasyfikowane
jako komorki po zastosowaniu metody dzialdéw wodnych i ponownej
klasyfikacji obszarow odrzuconych

Fig. 1. Steps of biomedical image processing with agglomerated cells (regions
joined to each other): a) original image, b) the image after binarization
and postprocessing operations, ¢) regions originally classified as cells,
d) rejected regions, ¢) regions classified as cells after the watershed
method and reclassification of the rejected regions
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Jedng z nielicznych dedykowanych propozycji rozwigzania tego
zadania jest metoda przedstawiona w pracy [1]. W pracy tej zwro-
cono takze uwage na to, ze istniejagce metody w mato efektywny
sposob wykorzystuja komorki tworzace zgrupowania. Zapropo-
nowane rozwigzanie tego problemu wykorzystuje transformate
Hougha - wada tego podejscia jest duzy naktad obliczeniowy.

W niniejszej pracy przedstawiono nowa metode lokalizacji
ognisk y-H2AX, przy czym problem nieuwzgledniania komorek
zagregowanych zostal rozwigzany przy zastosowaniu metody
bazujacej na transformacji wododziatowe;.

2. Opis opracowanej metody

2.1. Etap selekcji obszaréw reprezentujacych
pojedyncze komérki

W obrazach biomedycznych najczesciej nalezy oddzieli¢ obiekt
od tta, aby przejs¢ do dalszej analizy. Histogramy maja wigc
rozktad bimodalny, gdzie wystgpuja dwa gléwne piki: jeden od-
powiedzialny za tlo, drugi za$ za obiekty. Niestety w wigkszosci
przypadkow oba te rozktady zachodza na siebie sprawiajac, ze nie
mozna jasno sprecyzowac, ktore piksele w nachodzacych na siebie
cze$ciach histogramu nalezg do tla, a ktére do obiektu. Czgsto
stosowang w takim przypadku metoda binaryzacji jest metoda
Otsu [4, 6, 11].

W przypadku obrazéw komoérek z wyznakowanymi wspomnia-
ng metoda immunocytochemiczna ogniskami histonu y-H2AX
istnieje rowniez niewielki trzeci rozktad odpowiadajacy wiasnie
tym ogniskom. W wypadku segmentacji takich obrazow metoda
Otsu uzyskuje si¢ warto$¢ progu binaryzacji przesunigta nieco
w strong ciemniejszych pikseli obrazu, co skutkuje zwykle rozro-
stem obszarow wokot komorek o jasniejsze piksele tla. Aby roz-
wigza¢ ten problem zastosowano fuzje wynikéw uzyskanych
kilkoma metodami binaryzacji tj. metodami: Otsu. trojkata [13]
oraz $redniej (warto§¢ progu binaryzacji rowna jest Sredniej jasno-
$ci obrazu) — wynik binaryzacji uzyskano poprzez wybor pikseli,
ktore przynajmniej przez dwie metody klasyfikowane sa jako
piksele reprezentujace obiekt. Dzigki temu rozwigzaniu udato si¢
poprawi¢ wynik binaryzacji.

Po zastosowaniu powyzszych metod uzyskujemy jednak nieco
poszarpane krawedzie obszarow oraz niewielkie punkty, ktdre sa
artefaktami obrazu i mimo ich stosunkowo duzej jasnosci powinno
si¢ je zaklasyfikowa¢ do tla. Aby skutecznie rozwigzaé ten pro-
blem zastosowano proste operacje morfologiczne pozwalajace na
usunig¢cie niewielkich obszarow. Dodatkowo dziatania te pozwoli-
ly rdwniez na ,,wygtadzenie” ksztattu komorki.

W idealnej sytuacji, po zastosowaniu segmentacji powstatby
obraz binarny, w ktorym kazdy obszar reprezentowalby jedna
komorke. Jednak czgsto uzyskane obszary reprezentuja ztaczone
ze sobg komorki, badz tez inne artefakty pochodzace np. od zasto-
sowanego zrodla $wiatta (rys. 1b). Nawet w wypadku idealnych
warunkow przeprowadzania do$wiadczenia i akwizycji obrazow,
nie mozna unikngé tego typu przypadkoéw. Dlatego algorytm
zostal wyposazony w kilka dodatkowych funkcji pozwalajacych
na zwigkszenie liczby znajdowanych w obrazach obszaréw repre-
zentujacych pojedyncze komorki.

Realizacja tego zadnia polegata na opracowaniu odpowiedniego
klasyfikatora [3, 9]. Jako pierwsza cech¢ klasyfikujaca obszary
wybrano nastepujacy wspotczynnik ksztattu

k=325m-A4-L2, (1)

gdzie 4 to pole powierzchni obszaru, a L to jego obwod; jako
dopuszczalny zakres przyjeto x€<0,95; 1,05>. Wybor tej cechy
wynika z tego, ze jezeli ksztalt obszaru jest zblizony do kota to
istnieje duze prawdopodobienstwo, ze jest to pojedyncza komor-
ka, a nie ich skupisko (rys. 1¢). W przypadku obszarow o innym
ksztalcie obszary te sa najczesciej ,,zlepionymi” ze soba komor-
kami (rys. 1d).
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Aby nie odrzuca¢ catego tego zbioru obszaréw (a tym samym
znacznie zmniejszy¢ liczbg branych pod uwage komorek) opra-
cowana metoda zostala uzupetlniona o etap rozdzielenia takich
obszar6w za pomoca zmodyfikowanej metody segmentacji wodo-
dziatowej [8] (oryginalna metoda zostata zaproponowana przez
Beuchera i Lantuejou w 1979 [2]). Jezeli stopien ztaczenia komo-
rek nie jest zbyt duzy takie rozwiazanie jest wystarczajace.
W prezentowanej metodzie obszar uzyskany po binaryzacji
i reprezentujacy potaczone komoérki poddawany jest erozji morfo-
logicznej, a nastgpnie wyznaczana jest transformacja odlegtosci
euklidesowych kazdego piksela danego obszaru do jego krawedzi.
Dzigki temu powstaje mapa poziomicowa, na podstawie, ktorej
mozliwe jest wyznaczenie dziatbw wodnych rozdzielajacych
poszczegblne obszary. Kolejnym krokiem jest ponowne spraw-
dzenie wspolczynnika ksztaltu (1) tak otrzymanych obszarow -
tym razem dopuszczalne odchylenie przyjeto jako £10% wartosci
idealnej. Pozwala to na uwzglednienie w dalszej analizie obsza-
roéw, ktorych kotowos$¢ zostata znieksztalcona podczas segmenta-
cji wododzialowej. Dodatkowo ostatecznie usunigto rowniez
obszary stykajace si¢ z krawedzig obrazu gdyz nie daja one petnej
informacji o komoérkach. Obszary spehiajace te wymagania dopi-
sywane sa do zbioru obszaréw potencjalnie reprezentujacych
pojedyncze komorki (rys. le).

Rys. 2. Pogladowe przedstawienie dziatania algorytmu lokalizujacego ogniska
histonéw w pojedynczych komoérkach: a) obraz komorki i b) jego
prezentacja w 3D (0§ OZ reprezentuje jasnosé), ¢) wynik binaryzacji
dla pewnej warto$¢ progu i d) wykres 3D z zaznaczonym progiem,

e) pseudogradientowy obraz bedacy ztozeniem wynikow binaryzacji
z r6znymi warto$ciami progu, f) wynik poszukiwania ognisk histonow

Fig. 2. Presentation of exemplary results obtained from the algorithm for histone
foci extraction from a single cell: @) image of single cell and b) its presentation
as a 3D chart (axis OZ represents brightness), ¢) results of image binarization
for one threshold value and @) 3D chart with threshold presentation,

e) pseudogratient image obtained by the aggregation of the binarization
results with different threshold values, f) results of the foci finding

Wspotczynnik kotowosci niestety nie pozwala na usunigcie ar-
tefaktow np. pochodzacych od Zrédia $wiatta czy zanieczyszczen
znajdujacych si¢ preparacie. Dlatego tez w proponowanej meto-
dzie wprowadzono dodatkowe warunki. Po pierwsze sprawdzane
jest pole powierzchni obszarow, ktore zaklasyfikowano do komo-
rek wilasciwych. Wielko$¢ ta dla konkretnego rodzaju komorek
i przy podobnych warunkach akwizycji jest zblizona. Warto$¢

odniesienia 4 zostata ustalona jako mediana powierzchni obsza-
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row wybranych przez eksperta jako obszary reprezentujace poje-
dyncze komorki. Jezeli powierzchnia Ag obszaru O nie spetnia
warunku

05<dy-A7'<2 )

to obszar ten jest przenoszony do grupy obszaréw odrzuconych.

Dodatkowo sprawdzono homogenno$¢ fotometryczng obsza-
row. Poniewaz odblaski pochodzace od podswietlenia preparatu
w mikroskopie maja podobna jasno$¢ na calej swojej powierzchni,
wigc obszary O nie spelniajgce warunku

max(/,) —min(/,,) > 60/255 3
peO pe0

s przyjmowane jako obszary nie reprezentujagce komorek; 7, to
jasnosc¢ piksela p nalezacego do obszaru O.

Zastosowane warunki (1) - (3) sa na tyle restrykcyjne, ze mozna
przyjaé, iz wszystkie obszary spelniajace te wymagania reprezen-
tuja komorki. Natomiast wprowadzenie metod rozdziatu zgrupo-
wan komorek znaczaco zwigksza liczbe komorek analizowanych
na kolejnym etapie. W przypadku wykorzystania tej metody
w praktyce laboratoryjnej rozwiazanie takie pozwoli na zmniej-
szenie ilosci pobieranego materiatu i liczby koniecznych do przy-
gotowania preparatow mikroskopowych co przektada si¢ na skro-
cenie czasu potrzebnego do przeprowadzenia badan oraz na
zmniejszenie kosztu ich wykonania.

2.2. Etap zliczania ognisk histonowych

Duza lokalna zmienno$¢ jasnosci poszczegdlnych pikseli repre-
zentujacych punkty komorki uniemozliwita stosowanie binaryza-
¢ji z jednym globalnym progiem dla calej komorki. Rozwigzaniem
tego problemu okazalo si¢ sporzadzenie mapy poziomicowej
i wykorzystanie segmentacji wododzialowe;.

Tab. 1.  Algorytm zliczania ognisk histonowych zapisany w pseudokodzie
Tab. 1. Algorithm of the histon foci counting written in pseudocode

ALGORYTM  Algorytm zliczania ognisk histonowych

DANE: oryginalny obraz achromatyczny / o poziomach szaro$ci
z zakresu <0;1>€R, obraz binarny B

PARAMETRY: poczatkowa warto$¢ progu binaryzacji #, krok zmiany
progu At

1. Ponumeruj od 1 do L obszary w B reprezentujace pojedyncze
komorki, gdzie L to liczba takich obszardéw.

2. forO=1:L

3. Okresl wspolrzedne W pikseli nalezacych do obszaru O w B,
odnotuj powierzchni¢ PO tego obszaru, wykorzystujac W z obra-
zu oryginalnego I pobierz piksele tworzace obraz komorki repre-
zentowanej przez O.

4. fort=ty:At: 1

5. Dokonaj binaryzacji obszaru komorki z progiem ¢, w kolej-
nych iteracjach dodawaj wyniki tworzac pseudogradientowy ob-
raz G (rys. 2).

6. end

7. Na otrzymany obraz G podziataj zmodyfikowana segmentacja
wododzialowa (opis w rozdziale 2.1.)

8. Zlicz liczbe powstatych obszarow F oraz ich catkowita po-
wierzchni¢ PF

. if PF>PO" 15%

10. Odnotuj, ze liczba ognisk histonowych wskazuje na to, ze

komorka znajduje si¢ na szklaku apoptotycznym i ich liczba mo-
ze przektamywaé wynik, odrzu¢ komorke w procesie zliczania
ognisk w obrazie, dodaj do zbioru komorek apoptotycznych.

11. end

12. end
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Mapa poziomicowa tworzona jest z poziomic bedacych wyni-
kami kolejnych binaryzacji pikseli nalezacych do danej komorki
uzyskiwanych dla coraz to wigkszej wartosci progu. Takie roz-
wigzanie ograniczylo ilo§¢ informacji o obszarze do poziomu
niezbednego do znalezienia ognisk y-H2AX. Wartos¢ kolejnych
progéw wyznaczana jest od warto§ci minimalnej ustalonej przez
uzytkownika i z okreslonym przez niego krokiem do maksymalnej
warto$ci jasno$ci. Kazda poziomica zawiera tylko piksele, ktore
dla danej komorki maja poziom jasnosci wyzszy niz warto$¢
progu. Przez dodanie do siebie tak otrzymanych poziomic tworzo-
na jest mapa poziomicowa, ktéra mogta zosta¢ posegmentowana
przy wykorzystaniu wspomnianej wezesniej metody wododziato-
wej. Zastosowanie takiego podejscia pozwala na prawidlowa
segmentacj¢ ognisk histonowych nawet wowczas gdy dla nizszych
warto$ci progu binaryzacji kilka obiektow zlewalo si¢ w jeden

(rys. 2¢if).

Rys. 3. Przyktadowe wyniki poszukiwania ognisk y-H2AX; a) oryginalny obraz,
b) wynik pracy algorytmu: na obszarze kazdej znalezionej pojedynczej
komorki wpisana jest informacja o liczbie znalezionych ognisk
(zaznaczone jasnymi punktami)

Fig. 3.  Exemplary result of histone y-H2AX foci founding; a) original image,

b) result obtained from the algorithm: on each cell the number of its
v-H2AX foci is presented (foci are depicted as bright spots)

Po wyznaczeniu w kazdej pojedynczej komorce pikseli naleza-
cych do poszczegolnych ognisk y-H2AX. wystarczy je jedynie
zaindeksowaé i w efekcie uzyskac¢ informacje o liczbie ognisk
w kazdej komorce. Warto$¢ ta jest wynikiem testu y-H2AX.

3. Wyniki i podsumowanie

Testujac algorytm wykorzystano dane pochodzace z ekspery-
mentu, w ktérym traktowano komorki raka okreznicy (HTC116)
promieniowaniem jonizujacym o dawce 2 Gy. Serie obrazow
wykonywane byly w réznym czasie po napromienieniu.
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Rys. 4. Wykresy ilustrujagce zmiang liczby ognisk y-H2AX w zaleznosci od czasu
po napromienieniu: a) wykres $redniej liczby ognisk w komorkach,
b) wykres zaleznosci odsetka komoérek majacych powyzej 4 ognisk

Fig. 4.  Chart illustration of number change of histone y-H2AX foci as a function
of time after irradiation: a) chart of the average foci number in cells,
b) time graph of the percentage of cells having more than 4 foci
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Na wykresach przedstawionych na rysunkach 4 i 5 mozna za-
uwazy¢ charakterystyczng zalezno$¢ zgodnie, z ktorg w komor-
kach poddanych promieniowaniu jonizujacemu w ciggu pierwszej
godziny poziom uszkodzen mierzonych liczbg ognisk ufosforylo-
wanego histonu H2AX roénie, a nast¢pnie spada do wartosci
ustalonej pokrywajac si¢ z wykresem kontroli. Wzrost liczby
ognisk moze by¢ spowodowany zaréwno uszkadzajacym dzial-
niem napromienienia, zwlaszcza reakcjami powstatych wolnych
rodnikdow, jak 1 poczatkiem procesoOw naprawczych, podczas
ktorych réwniez dochodzi do dwuniciowych nacigé, ktore osta-
tecznie powodujg fosforylacje histonu H2AX. Nalezy zwrodci¢
uwage, ze w komorkach kontrolnych réwniez nastgpuje dosé
znaczny wzrost liczby ognisk y-H2AX, co mozna tlumaczy¢
pojawianiem si¢ naci¢¢ nici DNA w wyniku tworzenia si¢ widetek
replikacyjnych w intensywnie proliferujacych komoérkach.

Analizujac wyniki otrzymywane po kazdym etapie dziatania
metody oraz poréwnujac uzyskane wykresy (rys. 4) z podobnymi
wykresami prezentowanymi w literaturze (np. w [5]) mozna
stwierdzi¢, ze przedstawiona metoda pozwala na prawidlowa
realizacj¢ zadania znajdowania ognisk y-H2AX.

Autorzy pracy skladajq serdeczne podzigkowania Pani prof. Marii Widel za inspi-
racje, cenne uwagi oraz udostepnienie wynikow badan laboratoryjnych. Praca
zostata czgSciowo sfinansowana ze Srodkéw na dziatalnos¢ statutowq Instytutu
Automatyki Politechniki Slgskiej (BK 214/RAul/2011 temat 4). Czesé badar wyko-
rzystanych w pracy zostata przeprowadzona w Centrum Biotechnologii, BioinZynierii
i Bioinformatyki SLASK4 BIO-FaRMA w Gliwicach (http://www.biofarma.polsl.pl/).
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