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Metoda segmentacji obrazow mikroskopowych
komorek roslinnych znakowanych radiograficznie
do wyznaczania poziomu syntezy DNA

w jadrach komorkowych

1. Wprowadzenie

Autoradiografia §ladowa stanowi istotng technik¢ badania zmian ilo§ciowych DNA
zachodzacych podczas cyklu komodrkowego roslin. Polega ona na lokalizacji zwiazkow
promieniotworczych w komorkach i tkankach. Tkanke poddaje si¢ inkubacji w roztworach
zawierajacych izotopy (np. tryt 3 H), ktore zostaja wbudowane w struktury komérkowe po-
niewaz material zywy nie odroznia znajdujacych si¢ w srodowisku zwiazkéw radioaktyw-
nych i zuzywa je w ten sam sposéb jak analogiczne czastki nieradioaktywne. Miejsca wia-
czania izotopu wykrywa si¢ dzigki naswietlaniu emulsji fotograficznej, nalozonej na skraw-
kach sporzadzonych z tej tkanki. Emulsja ta, wytwarza ziarna metalicznego srebra
w miejscach naswietlania. Natomiast brak $ladow radioaktywnos$ci w preparacie §wiadczy
o tym, ze w danym okresie badany zwiazek ten nie byl syntetyzowany. Metoda w pelni
pozwala wigc wskaza¢ aktualny stan metaboliczny komorki. Badaniu poddawaé mozna
roznorodne tkanki zarowno zwierzgce jak i roslinne np. komoérki merystematyczne systemu
korzeniowego ro$liny [2, 7-9].

Tradycyjna metoda wizualnego zliczania ziaren znacznika na obrazie preparatu jest
niezwykle uciazliwa i nieefektywna [12]. Automatyzacja procesu zliczania poprzez digita-
lizacje 1 odpowiednia obrobke komputerowa obrazu mikroskopowego ulatwia pomiary
i poprawia ich doktadno$¢. Warunkiem uzyskania wysokiej doktadnosci pomiaru jest za-
stosowanie wlasciwej segmentacji obrazu. Pierwsze metody automatyzacji w autoradiogra-
fii zaproponowano wraz z pojawieniem si¢ komputerow osobistych [1, 12, 13]. Pomimo
uplywu czasu nie opracowano w tej dziedzinie jednolitej metody, powszechnie uznanej
i stosowanej do wszystkich typow znakowanych preparatéw tkankowych. Podstawowe
ograniczenie stanowi etap segmentacji obrazu. Jej przebieg i zastosowane metody sa bo-
wiem uwarunkowane wieloma czynnikami, takimi jak struktura materialu biologicznego
poddanego obserwacji, metody preparatyki czy technika obserwacji mikroskopowe;.
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Zaproponowana segmentacja obrazéw z autoradiograméw umozliwia lokalizacje ob-
szarow wystepowania komorek roslinnych, tta preparatu i znacznika w postaci ziaren sre-
bra. Dotyczy preparatdw komorek merystematycznych systemu korzeniowego rzodkiewki
Raphanus sativus. Aby ja przeprowadzi¢, nalezy okresli¢ podstawowe cechy morfologicz-
ne identyfikujace kazdy z wymienionych obszarow w tej klasie preparatow.

2. Stanowisko badawcze

Do pobierania obrazéw mikroskopowych wykorzystano stanowisko badawcze pier-
wotnie opracowane dla laboratorium Katedry Cytologii i Cytochemii Roslin UL do pomia-
row zawartosci DNA w jadrach komorkowych [4]. Sktada si¢ ono nastgpujacych modutow:

— mikroskopu optycznego OLYMPUS CH20 z halogenowym zrédtem $wiatta,
— kamery CCD SSC-DC50AP,

— karty akwizycji obrazu,

— komputera PC z systemem Windows.

Schemat blokowy systemu akwizycji i obrobki obrazéw przedstawiono na rysunku 1.
Obraz mikroskopowy powstaje w wyniku ttumienia §wiatla przechodzacego przez preparat
zawierajacy badane jadra komoérkowe wyznakowane radiograficznie trytem (3H) i wybar-
wione metoda Feulgena. Stopien tlumienia §wiatla poza obszarem znacznikow jest pro-
porcjonalny do zawartosci DNA w danym miejscu preparatu. Ziarna srebra wystgpujace na
powierzchni jader po procesie znakowania powoduja silniejsze tlumienie $wiatta w po-
réwnaniu z ich otoczeniem. Kamera CCD podtaczona jako trzeci okular mikroskopu zapi-
suje w matrycy obraz absorpcji $wiatla, ktory nastepnie transmituje do komputera w stan-
dardzie PAL (768%576 pikseli) poprzez interfejs CVBS albo Y/C.

CVBS
' ™ '"T-" C [vc | Fo T PC

probka
trinokular PCI

Rys. 1. Schemat blokowy stanowiska badawczego: M — optyczny mikroskop absorpcyjny,
C — kamera CCD z interfejsem Y/C lub CVBS, FG — karta akwizycji obrazu,
PC — komputer z oprogramowaniem do obrobki obrazéw

Karta akwizycji ponownie digitalizuje obraz w celu umozliwienia dalszej obrobki
programowej. Badany preparat zawierajacy wybarwione jadra komorkowe rosliny i radio-
znaczniki ma postac cienkiego plastra tkanki roslinnej pomigdzy dwoma szkietkami. Zosta-
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je on umieszczony na stoliku mikroskopu przemieszczajacym si¢ w kierunkach x, y, z
przestrzeni, aby wycentrowaé i zogniskowa¢ badana grupe jader w polu widzenia kamery.

Algorytm segmentacji autoradiogramow zostat przygotowany jako sekwencja okreslo-
nych funkcji w srodowisku MATLAB 7 z wykorzystaniem funkcji bibliotecznych wbudo-
wanego pakietu przetwarzania obrazow (Image Processing Toolbox) [15]. Srodowisko to
stanowi cz¢$¢ wyposazenia programowego komputera PC w ramach stanowiska badawcze-
go (rys. 1). Program akwizycji obrazow mikroskopowych umozliwia ich zapis do plikow
bitmapy tworzacych zroédto danych do dalszego przetwarzania i analizy poprzez opracowa-
ny algorytm, realizujacy metodg segmentacji zaproponowana przez autorow.

3. Algorytm segmentacji

Segmentacji podlegaja obrazy preparatéw komorkowych wybarwionych metoda Feul-
gena 1 znakowanych radiograficznie [12]. Widoczne na nich jadra komorkowe charaktery-
zuje jednolity, purpurowy odcien i duzy stopnien nasycenia barwa zwiazany z wysoka za-
warto$cia DNA (rys. 4a). Tto preparatow wypetnione balsamem kanadyjskim, zawiera ode-
rwane fragmenty cytoplazmy i jader oraz niespecyficznie powstate ziarna srebra, ktore
nalezy wyeliminowac¢ z rozwazan [3, 7, 8]. Tto posiada staby poziom nasycenia barwa przy
zachowaniu statego odcienia, identycznego jak w przypadku jader komérkowych.

Ziarna srebra znakujace preparat nie przepuszczaja $wiatta mikroskopu, wigc odpo-
wiadajace ich potozeniu punkty obrazu moga nie by¢ w ogdle oSwietlone lub o$wietlone
w jedynie niewielkim stopniu $wiattem rozpraszanym z najblizszego otoczenia. Obnizenie
jasnos$ci pikseli stanowi wobec tego podstawowe kryterium wyrdzniania skupien znaczni-
kéw. Zaobserwowano, ze pojedyncze obiekty znacznika lub ich mate skupienia sa zawsze
ciemniejsze od tta komorki, ale z przecigtna jasnos$cia wyzsza w pordwnaniu z duzymi pola-
mi skupien.

Dla oceny syntezy DNA bierze si¢ pod uwagg jedynie ziarna wyst¢pujace na tle jader
komorkowych, $wiadczace o wewnatrzkomorkowej lokalizacji izotopdw promieniotwor-
czych wiazanych przez komorki w procesie syntezy DNA. Ilosci znacznikow 1 zajmowane
przez nie pola mozna mierzy¢ poprzez analiz¢ dwuwymiarowego obrazu preparatu obser-
wowanego w mikroskopie, poniewaz izotopowe znakowanie preparatu ma charakter proce-
su powierzchniowego. Stabiej wyr6znialne pod wzgledem jasnosci, niewielkie $lady zna-
kowania moga znajdowac si¢ tuz pod powierzchnia jader, nieco glgbiej od pozostatych
obiektow.

Aby przeprowadzi¢ segmentacj¢ obrazu badanego autoradiogramu nalezy wyznaczyc¢:

— obszar skupien znacznikow na podstawie ich obnizonej jasnosci,
— obszar wystgpowania jader komorkowych na podstawie podwyzszonej saturacji
wzgledem tha preparatu.

Najmniegjsze, znacznie rozjasnione grupy ziaren powinny byé dodatkowo rozpoz-
nawane jako lokalne wahania poziomu jasnosci w ograniczonych polach powierzchni pre-
paratu.
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Akwizycja obrazu RGB
IraB(X: ¥)

Konwersje obrazu RGB Progowanie obrazu réznico-
Iy, ly, ] = YUV(Irgg) wego luminancji
[|H1 lS' IV] = HSV('RGB) JYD = T(lYDr tYD)

!

Wyréwnanie tta obrazu ¥
Jasnoslm v L BKG( Sumowanie obrazéw binar-
VE~ V™ (Iv) nych skupisk ziaren

+ Je = Jve + Jyp

Kompensacja tta znacznikow l

w obrazie luminang;ji

lyp = ly — MED(ly, w) Wyznaczenie wskaznikow
aktywnosci DNA z obrazéow

l Jgoraz Jg

Progowanie obrazu saturac;ji
Js = T(ls, ts)

STOP
I (e )

Progowanie obrazu jasnosci
Jve = T(lve, tve)

Rys. 2. Przebieg algorytmu segmentacji obrazu mikroskopowego preparatu komorkowego
znakowanego radiograficznie. MED(Zy, w) — filtr medianowy w oknie wxw pikseli na obrazie Iy,
BKG(/y) — operacja wyréwnywania tta obrazu jasnosci Iy, T(Ig, t5), T(Iyg, tyg),

T(Iyp, typ) — operacje wyznaczania progéw i progowania argumentow obrazowych [Iy, I, 1]
oraz [Iy, Is, Iy] — obrazy skladowe odpowiednio po transformacji YUV oraz HSV

Proponowana segmentacja obrazu dla okre$lenia skupisk znacznikow radiograficz-
nych obejmuje nastgpujace etapy (rys. 2):

1. Wyodrgbnienie obrazow saturacji /5, luminancji Iy oraz jasnosci /;, z kolorowego obra-
zu RGB.

2. Detekcja 1 kompensacja zmian tla obrazow jasnosci I}, — I oraz luminancji Iy — gy,
odpowiednio poprzez operacje morfologiczne i filtracje medianowa.

3. Progowanie obrazu saturacji w celu okreslenia obszaru zawierajacego komorki (jadra
komérek) oraz ich tto Ig — Js.

4. Progowanie obrazu sktadowej jasnosci w przestrzeni HSV zawierajacej wicksze
obiekty skupien I}, — Jy.

5. Progowanie obrazu luminancji ze skompensowanym ttem dla wykrycia matych, sta-
biej widocznych ziaren Iy, — Jy.
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6. Sumowanie logiczne binarnych obrazow Jj + Jy.

7. Eliminacja artefaktow obiektowych po rozpoznaniu i etykietowaniu wszystkich sku-
pisk przy wykorzystaniu kryterium najmniejszej powierzchni lub rozpigtosci w kie-
runkach poziomym i pionowym.

8. Zapamigtanie dla kazdego obrazu binarnego z wykrytymi obiektami znacznikéw wy-
maganych parametrow do wyliczenia wskaznikow aktywnosci DNA.

3.1. Konwersja obrazu RGB do przestrzeni HSV oraz YUV

Pierwotny obraz barwny Ipgp, uzyskany z kamery CCD, uwidacznia rézne rodzaje
substancji zarowno organicznych, jak i nieorganicznych obecnych w badanym preparacie
ro$linnym. Naleza do nich: tto preparatu, wybarwione jadra komérkowe i skupienia znacz-
nikow — ziaren srebra. Tworza one na obrazie tacznie trzy rdzne typy obszarow, przemie-
szane ze soba, a nawet naktadajace si¢ wzajemnie.

Dla tych obszarow trzeba zdefiniowa¢ unikalne zestawy wspolnych cech morfologicz-
nych umozliwiajacych ich klasyfikacjg¢. Doktadne okreslenie potozenia i rozmiarow takich
obszarow stanowi istot¢ prowadzonego procesu segmentacji.

W metodzie Feulgena wykorzystywanej do wybarwienia preparatu st¢zenie barwnika
w danym punkcie obrazu jest proporcjonalne do zawartos§ci DNA [4, 12], wigc nasycenie
barwy osiaga wysokie warto$ci na powierzchniach jader komorkowych, co umozliwia ich
odroznienie od otaczajacego tta. Obraz saturacji Iy w przestrzeni HSV [15, 16] na podsta-
wie oryginalu Ipp, uzyskuje si¢ poprzez zaleznos¢

0 max [ p;p(x,)=0

vV Ie(x,y)= min pep (X, (1
(x.») s(o) 1——RGB( ) max [ pGp(x,y)# 0
max [ p;p(x,y)

gdzie:
min /p;p(x, ¥) — minimalna warto$¢ sktadowej RGB piksela (x, y),
max Ipgp(x, ¥) — maksymalna wartos¢ sktadowej RGB piksela (x, y).

Skupienia znacznikéw rozrézniane sa poprzez zmniejszong jasno$¢ odpowiadajacych
im pikseli (rys. 4a). Sktadnik jasnosci /), przestrzeni HSV jest wyznaczany ze sktadowych

Irgp (x, y) jako

V' 1y (x,y)=max Ipgp(x,) (2)
(x,»)

Aby otrzymac obrazy g oraz [y, zastosowano konwersj¢ RGB — HSV przy uzyciu
funkcji bibliotecznej programu MATLAB [15]

Upls. 1y ]=rgb2hsv (Ipgp) 3

Najmniejsze skupienia ziaren moga posiada¢ maksymalng sktadowa koloru /z;5(x,»)
poréwnywalng z otaczajacym materialem biologicznym jadra i nie bgda wowczas wyrdz-
niane w obrazie /. Usunigcie tego mankamentu jest mozliwe poprzez wykrywanie lokal-
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nych zmian luminancji obrazu na niewielkich obszarach odpowiadajacych najmniejszym
skupieniom ziaren srebra. Przez takie obszary rozumie si¢ kwadraty o wymiarach bokoéw
kilkanascie razy mniejszych od szacunkowych rozpigtosci pionowych i poziomych obiek-
tow jader komorkowych (komorek).

Wyznaczenie obrazu luminancji /y w przestrzeni YUV [17] przeprowadzono za pomoca
popularnego wzoru uwzgledniajacego czuto$é ludzkiego oka na zmiany sktadowych koloru

V Iy (x,)=0,299%1p(x,y)+0,587 %15 (x,y)+0,114*I5(x,y) 4
(x,»)

gdzie: Ip, I, Ip— warto$ci sktadowych RGB piksela (x, ).

3.2. Detekcja i kompensacja nieréwnosci tla

Sktadowa saturacji /g w przestrzeni HSV moze podlega¢ progowaniu globalnemu,
poniewaz potencjalna nierdwnomierno$¢ oswietlenia tta nie ma wptywu na rozktad nasyce-
nia barwy, co wynika z postaci rownania (1).

Obraz luminancji /y poddaje sig filtracji medianowej [5, 15, 14] w oknie 11x11 pikseli
z wykorzystaniem odpowiedniej funkcji bibliotecznej] MATLAB [15]

(V)[D(x,y) = medfilt2 (Iy (x,y) ,[w,w]) &)
Xy

gdzie [w, w] — rozmiar okna filtrujacego wokot kazdego piksela (x, y) obrazu /y.

Filtracja ta usuwa obiekty najmniejszych znacznikow, traktujac je jako typowe zakto-
cenia typu salt and pepper noise bez naruszania krawedzi obiektow jader komorkowych.
Odejmowanie obrazéw luminancji przed i po filtracji eksponuje drobne skupienia, czgsto
niewykrywalne, lub zredukowane powierzchniowo w obrazie jasnosci ;. Obraz réznicowy

(xvy) Iyp (x,y) = Iy (x,y) =Ip(x,) ©)

réwnoczesnie wyrownuje mozliwe nierownosci oswietlenia tta. Obraz jasno$ci pikseli
opisany rownaniem (1) powinien podlega¢ wyréwnywaniu wolnozmiennej sktadowe;j tta —
np. poprzez morfologiczna operacj¢ domknigcia [10, 15, 14]. Realizuje sig ja przy uzyciu
elementu strukturalnego s w postaci dysku o $rednicy 2*R, przekraczajacej maksymalne
oczekiwane rozmiary najwigkszych skupien znacznikdw.

vV Iyp(x,y)= imclose(IV (x,»), s)
(x.»)
(7
s = strel(‘disk " R)

W efekcie opisanych wyzej dziatan obrazy wynikowe Iy oraz Iy, zawieraja ciemne
obszary odpowiednio wigkszych i mniejszych skupisk znacznikow na jasnym wyrowna-
nym tle (rys. 4d, e) i moga by¢ poddane globalnemu progowaniu w celu wydzielenia tych
obszaréw z rozwazanych obrazow.
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3.3. Progowanie i laczenie binarnych obrazow skupien

Progowanie obrazu saturacji jest poprzedzone filtracja medianowa w oknie 3%3 pikse-
le dla usunigcia drobnych artefaktéw nasycenia niezwiazanych z faza powierzchni jader
komérkowych.

Zastosowano algorytm Otsu [6, 15] (rys. 3) wyznaczania progu tg oparty na poszuki-
waniu maksimum wariancji pomigdzy dwoma zaktadanymi klasami jasnosci — tta obrazu
i obiektow jader widocznych na tym tle. Wyliczanie progu ta metoda i jego zastosowanie do
obrazu saturacji opiera si¢ na funkcjach bibliotecznych MATLAB-a [15]:

Js(x,y)=T(Ig(x,y), tg)

(®)
tg = graythresh (IS (x,y))
gdzie:
graythresh() — wybor progu obrazu /¢ metoda Otsu,
T() — funkcja im2bw progowania obrazu.
Funkcja progowania 7() w przypadku saturacji ma postac

1 Ig(x,y)=>t
A4 JS(x,y)={ § )

(x.7) 0 Ig(x,y)<t

Obrazy Iy oraz Iy (podrozdz. 3.2) posiadaja znormalizowane zakresy wartosci pik-
seli w przedziale [0,1]. Skupienia znacznikow zajmuja znikoma czgs¢ calej powierzchni
obrazow, zgodnie z wiedza a priori o strukturze badanych preparatow [3, 7, 12]. Wobec
tego dominujace iloSciowo piksele tta, wyrdwnanego w poprzednim etapie algorytmu, im-
plikuja jednomodalne histogramy wartosci Iy oraz I, (rys. 3b, ¢). Warto$¢ mody odpo-
wiada ustalonemu poziomowi jasnego tla obrazow. Piksele wystepujace w obregbie skupien,
z jasno$ciami ponizej tta (rys. 4c), moga zmienia¢ warto$ci w szerokim zakresie ponizej tej
mody. Stad przyjmuje si¢ zasad¢ wyznaczania globalnego progu poszukiwanych obiektow
wzgledem poziomu mody histogramu obrazu (rys. 3b, ¢). Autorzy niniejszej publikacji za-
proponowali regule

t=mod(hy(z;))—k*Az;, Az =%, i[0,1] (10)

gdzie:
N — liczba przedziatow histogramu w zakresie wartosci [0, 1],
k — warto$¢ przesunigcia progu ponizej mody.

W wyniku doswiadczenia przyjeto wartosci N = 64 oraz k = 2.
Funkcja progowania w przypadku jasnosci i luminancji ma posta¢ odwrocona

1 I(x, t
V Iy =i TSt (11)
(x,) 0 I(x,y)>t

gdzie [ — oznaczenie obrazow Iy lub 1.
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Rys. 3. Przyktadowe histogramy obrazow sktadowych z przestrzeni HSV i YUV przetwarzanych
podczas segmentacji (rys. 4): a) obrazu saturacji z progiem ¢g wyliczonym metoda Otsu;
b) sktadowej jasnosci V z wyrdwnanym ttem i progiem ¢p;; ¢) réznicowej luminancji
z progiem ty;, po odjgciu obrazu jej mediany i ograniczeniu do warto$ci mody

Otrzymane obrazy binarne znacznikéw podlegaja logicznemu sumowaniu a nast¢pnie
maskowaniu poprzez binarny obraz saturacji Jg w celu uzyskania ostatecznego wyniku —
petnego obrazu skupisk ziaren na tle jader komorkowych.

(xvy)JG(an’) =(Jye(x, ») W yp(x, 1) N Js(x, ) (12)
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3.4. Usuwanie artefaktow ze zbioru obiektow

Binarne obiekty znacznikdw uwazane sg za artefakty, jezeli posiadaja pola powierzchni
ponizej okreslonego minimum ustalonego dla pojedynczego ziarna lub ich wymiary w pew-
nych kierunkach sa mniejsze niz dopuszczalne. Wszystkie obiekty ziaren w obrazie binar-
nym J; podlegaja etykietowaniu (funkcja bwlabel() w rownaniach (13)) przy zalozeniu
8-punktowego sasiedztwa w ramach kazdego z nich.

Nastgpnie obiekty te sa testowane pod wzgledem wartosci pola oraz rozpigtosci w po-
ziomie i pionie (funkcja regionprops()w rownaniach (13)). Zastosowano nast¢pujace funk-
cje z pakietu obrazowego MATLAB [15]:

vV Ji(x,y)= bwlabel(JG (x, ), 8)
(x,)

(13)
p = regionprops (J 1, Area',' BoundingBox ')

Sprawdzono, ze nalezy usuwac obiekty o polu pojedynczego piksela lub o wymiarze
pojedynczego piksela w pionie lub poziomie (p.Area lub p.BoundingBox(3) i p.Bounding-
Box(4)). Pikselom takich obiektow identyfikowanym okreslong etykieta w obrazie J; przy-
pisuje si¢ warto$¢ #a na obrazie wynikowym J.

4. OKkreslenie poziomu syntezy DNA

Poziom syntezy DNA definiuje sig, zliczajac standardowe ziarna radioznacznika osa-
dzone na okreslonej powierzchni badanych jader komorkowych. Ziarna moga by¢ uwazane
za pojedyncze w pewnych, okreslonych do§wiadczalnie granicach wahan pola powierzchni
wzgledem pola ziarna referencyjnego [12]. Wszystkie wigksze obszary traktowane sa jako
skupienia znacznika. Umowna liczba ziaren w skupieniu wynika z podziatu jego pola po-
wierzchni przez pole ziarna referencyjnego.

Powierzchnia ziarna referencyjnego jest przyjmowana arbitralnie lub stanowi §rednia
powierzchnig obliczona dla wybranego pola ziaren znacznika uwazanych za pojedyncze.

Poziom aktywno$ci DNA komodrek merystematycznych definiuje si¢ jako [11, 12]:

— $rednia liczbg referencyjnych ziaren znacznika na powierzchni jednej komorki w ba-
danej populacji,

— catkowita, wyliczona liczbg ziaren referencyjnych znacznika odniesiona do catkowitej
powierzchni wszystkich komoérek (jader) wyrazonej w jednostkach powierzchni tych
ziaren (lub w jednostkach fizycznych).

Liczba ziaren referencyjnych N jest zazwyczaj wyznaczana na jeden z ponizszych
sposobow [11, 12]:

1)

Ng =(Cs) 4 < aL{ﬁj“”’L (14)
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gdzie:
Ag; — catkowite pole powierzchni ziaren znacznika,
agpr — pole powierzchni ziarna referencyjnego,
a,a; — zmierzona i graniczna warto$¢ pola dla pojedynczych ziaren,
C; — liczba pojedynczych ziaren znacznika.

A
log -6
Ay

Ng=——" (15)
AREF
log| 1— "2
g( AG]

Ay — catkowite pole powierzchni badanych komorek,
Ag, apgr — jak w rownaniu (14).

2)

przy czym:

Sposob 2) zawiera statystyczna korekte uwzgledniajaca naktadanie sig ziaren.

Rozwazana metoda segmentacji zapewnia wyznaczenie zardéwno liczby, powierzchni
poszczegolnych ziaren (skupien ziaren), jak i catkowitego pola powierzchni wszystkich
badanych komorek. Stanowi wigc podstawe do okreslenia stopnia aktywnosci DNA w ba-
danej serii autoradiogramow.

5. Wyniki

Na rysunkach 4a—f przedstawiono obrazy wynikowe na wybranych etapach dzialania
algorytmu segmentacji wg proponowanej wyzej metody. Mozna tatwo zaobserwowac (rys.
4b), ze wyliczona saturacja duzych skupien znacznikow nie ulega zmniejszeniu, a powigk-
sza si¢ wyraznie wewnatrz mniejszych skupien. Jej obserwowalne wahania na samych
brzegach skupien mozna tatwo wyeliminowaé¢ poprzez dwuwymiarowa filtracje mediano-
wa obrazu /g w oknie 3x3 piksele.

Sklejenia znacznikow o wigkszych powierzchniach sa tatwe do identyfikacji przez
progowanie obrazu jasnosci /i (rys. 4c, d). Niewielkie obiekty ziaren, rozjasnione w porow-
naniu z pozostalymi moga by¢ jednak pomijane (detal 1 na rys 4d). Zostang one dodatkowo
wychwycone na réznicowym obrazie luminancji Iy, (rys. 4e).

Przy wyliczaniu progu z réwnania (10) liczba stupkéw histogramu N oraz wartos¢ k
przesunigceia klasyfikujacych progéw wzgledem mody histogramu moze wymagac indywi-
dualnego doboru dla danej serii preparatow komorkowych.

Dokonano przeliczenia powierzchni zajgtej przez znaczniki na tle powierzchni zajgtej
przez jadra komérkowe dla serii 10 obrazéow (728%576 pikseli) z autoradiogramoéw komo-
rek roslinnych. Badaniu poddano probki komérek merystematycznych pobranych ze szczy-
tu korzenia rzodkiewki. Oznakowano je poprzez inkubacj¢ w tymidynie SHTdR. Powoduje
to redukcje AgBr w emulsji fotograficznej rozprowadzonej na powierzchni preparatu
w trakcie jego przygotowywania. Probki zostaly pozniej wybarwione metoda Feulgena
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i utrwalone w balsamie kanadyjskim. W badaniach zastosowano obicktyw o powigkszeniu
40x%, poniewaz z uwagi na grubos$¢ preparatow przy wigkszych powigkszeniach obiektywu
nastgpuje widoczne naruszenie gigbi ostro$ci obrazu w polu widzenia. Po ustawieniu ostro-
$ci mikroskopu na glgbokosci jader komorkowych, obiekty znacznika w tle preparatu i na
granicy jader komorkowych moga ulegaé rozmyciu i posiada¢ zafalszowane rozmiary.

Rys. 4. Wybrane etapy przetwarzania obrazu mikroskopowego komorek merystematycznych korzenia
rzodkiewki: a) obraz zrodlowy RGB; b) obraz saturacji /g z przestrzeni HSV; c) obraz jasnosci /7,
z przestrzeni HSV po wyréwnaniu tta; d) obraz jasnosci I, po progowaniu; e) réznicowy obraz
luminancji Iy, po progowaniu; f) obraz RGB po segmentacji z zaznaczonymi na czarno skupieniami
znacznikow; 1 — przyktadowy, niewielki obiekt znacznika ,,zgubiony” na obrazie Iy i ,,wykryty”
na obrazie Iy
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6. Podsumowanie i wnioski

Po zastosowaniu proponowanej metody segmentacji do opisanej wyzej serii 10 obra-
706w, przeliczenie liczby ziaren znacznika zgodnie z rOwnaniem (14) daje btad wzgledny ok.
8% przy poréwnaniu z obliczeniami wykonanymi przez operatora. Na obrazach badanych
autoradiograméw powinny by¢ widoczne zarowno ciemne obiekty komorek, jak i jasno
oswietlone tlo. Zasadnicze zmiany sposobu wybarwiania, o§wietlenia preparatu itp. moga
powodowac¢ konieczno$¢ doswiadczalnego doboru przesuni¢¢ progu w rownaniu (10).

Dla duzych, zwartych skupien znacznikéw bardzo trudno przelicza¢ ich pola po-
wierzchni w odniesieniu do pola pojedynczego znacznika — wymaga to naktadania precy-
zyjnych siatek pomiarowych na powierzchni obrazu. Problem ten stanowi potencjalne Zro-
dto biedu przy wyznaczaniu poziomu syntezy DNA w jadrach komodrkowych. Wyniki
uzyskane w zliczaniu automatycznym, dla serii preparatow okreslonej w rozdziale 5, zosta-
ly zweryfikowane pozytywnie przez specjalistow z zakresu cytologii roslin. Przedstawiony
algorytm zrealizowany w $rodowisku MATLAB 7 jest wykonywany ma komputerze PC
z procesorem Celleron 2000 i pamigcia RAM 512 MB, w czasie pojedynczych sekund dla
kazdego z badanej serii 10 obrazow PAL, a wigc nieporownanie szybciej niz zliczanie
znacznikOw przez operatora. Wykorzystanie tego algorytmu w laboratoryjnym uktadzie
pomiarowym, pokazanym na rysunku 1, umozliwia eliminacj¢ btedow ludzkich zaréwno na
etapie identyfikacji jak i zliczania poszczegdlnych skupien znacznikow. W przypadku pre-
paratdw z mniej zaggszczonymi komorkami niz na rysunku 4, mozliwe jest takze badanie
aktywnosci DNA preparatéw odniesieniu do pojedynczych komérek (jader komorkowych).
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