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ABSTRAKT

Rozvoj moderni mediciny umoziiuje studovat lidsky genom a odhalovat predispozice pro
odlisné nemoci. Jednou z takovych technik je analyza lidského karyotypu, tedy souboru
vSech chromosomi. Nejdulezitéjsim krokem pii analyze karyotypu je detekce
chromosomu a jejich kategorizace. V praci jsem navrhl novy algoritmus pro detekci
a kategorizaci chromosomi do sedmi skupin z mikroskopického snimku vzorku DNA.
Implementace algoritmu byla provedena v prostiedi Matlab. Pro ovéfeni presnosti
segmentace a klasifikace chromosomu byl algoritmus testovan na snimcich ze dvou
databazi (117 a 38 snimku). Sensitivita segmentace ¢ini 88% a pozitivni prediktivni

hodnota segmentace je 92%. Usp&snost parovani chromosomd je 77%.

KLICOVA SLOVA

Chromosom, lidsky karyotyp, cytogenetika, barvici metody chromosomd,

predzpracovani obrazu, analyza obrazu

ABSTRACT

The development in modern medicine has allowed to study human genome and detect
predispositions to several diseases. One of very promising techniques is the analysis
of human karyotype, i.e., the number and appearance of chromosomes in the cell nucleus.
The most important step in the karyotype analysis is the chromosome detection
and categorization. In this work, a new algorithm for detection of chromosomes from
an image of microscopic DNA sample and their categorization into seven groups was
developed. The algorithm was implemented in Matlab. The accuracy of segmentation
and classification was tested on a set of images from two databases with 117 and 38
images, respectively. The sensitivity of the developed segmentation reached 88% while
the value of positive predictivity of segmentation reached 92%. The success rate

of chromosome pairing achieves 77%.

KEYWORDS

Chromosome, human karyotype, cytogenetic, chromosome staining methods, image
preprocessing, image analysis
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UvoD

Rozvoj moderni mediciny umoziiuje studovat lidsky genom a odhalovat predispozice pro
Siroké spektrum nemoci. Chromosomalni vySetfeni dnes patii mezi nedilnou soucast
genetickych diagnostickych vySetfeni. Cilem chromosomalniho vySetfeni je sestavit
lidsky karyotyp. Z lidského karyotypu je mozné urcit strukturni nebo numerické aberace,
které predikuji genetické onemocnéni. Chromosomy je mozné pozorovat v optickém

nebo fluorescencnim mikroskopu a dale tridit dle klasifikacnich znakd.

Pro pracovniky v genetickych laboratofi, ktefi lidsky karyotyp sestavuji vétsinou
manualné, je tato ¢innost Casove velmi narocna. Sestaveni karyotypu je tedy nejen ¢asove
narocné, ale 1 drahé. Proto vznika poptavka pro automatizovanych systémech pro detekci
a klasifikaci obrazt mitotickych chromosomu. Navrh téchto systému vyzaduje specifické
znalosti z oblasti digitalniho zpracovani signalu, bioinformatiky a vypocetni techniky.

Cilem prace je navrhnout novy algoritmus a implementovat ho v prostfedi Matlab.
Pfed samotnou implementaci je provedena reSerSe zabyvajici se cytogenetickymi
metodami a zakladnimi metodami barveni chromosomut. Duraz je kladen na moznosti
zpracovani lidského karyotypu a nasledné diagnostiky genetickych onemocnéni. Prace

rovnéz shrnuje algoritmy zabyvajici se segmentaci chromosomu.

Navrzeny algoritmus by mél byt schopen automaticky segmentovat a klasifikovat
chromosomy mitotickych chromosomu. Algoritmus by nemél byt Casové narony a mél
by umét sestavit lidsky karyotyp. Dale je nutné vyhodnotit strukturni a numerické
aberace. Navrzeny algoritmus je primarné zaméfen na ¢asto pouzivané techniky barveni
Q a G pruhovani. Kvalita algoritmu je vyhodnocena na snimcich z vefejné dostupnych

databazi.



1 CYTOGENETIKA

Cytogenetika je védni obor, ktery se zabyva studiem bunéCnych struktur nesoucich
genetickou informaci. Cytogenetickymi metodami se zjistuje pocet, tvar a struktura
chromosomu, a hledaji se pfi¢iny a nasledky zmén na chromosomech. Zakladni
vySetfovaci metodou cytogenetiky je chromosomova analyza. Vysledkem této analyzy je
karyotyp, ktery oznacuje usporadanou sadu chromosomi dané buriky. Pfi studiu jsou
chromosomy pozorovany ve svételném mikroskopu v dobé, kdy dochazi k déleni buriky
(metafaze). VySetfeni se nejCastéji vyuziva pro stanoveni karyotypu s vrozenymi vadami

v prenatalni diagnostice nebo pii asistované reprodukci. [1], [2]

Prvni historické zminky o cytogenetice jsou jiz z roku 1888, kdy W. Waldeyer
zavedl pojem chromosom. V prvni poloviné 20. stoleti byly studovany karyotypy
nejrazngjSich zivoCisnych druht a daly tak vznik prvnim obsahlym ptehledim. Tyto
cytogenetické vysledky vSak casto nebyly spravné diky technické nedokonalosti
metodickych postupti. AZ v roce 1956 védci Tjio a Levan vyvinuli efektivni metodiku
analyzy chromosomi a stanovili pocet lidskych chromosomu na pocet 46. Na konci 70.
let doslo k dalsimu metodickému objevu, ktery spocival v zavedeni diferencialniho
barveni chromosomu. Tyto metody umoziovaly podrobnéjsi analyzu chromosomu
a urCeni karyotypu. Zatim k posledni velké metodické inovaci doslo ke konci 80. let, kdy
se cytogenetika prevazné dostala na molekularni uroveni. Jedna se o techniku hybridizace

a vyuziti imunochemickych metod znaceni sond pomoci fluorochroma. [2], [3]

1.1 Chromosom

Chromosomy jsou specifické barvitelné struktury, které l1ze pozorovat pod svételnym
mikroskopem pii déleni v jadru buiky. Chromosomy jsou slozeny z DNA, RNA

a histont. Zarucuji rovnomeérné rozdéleni genetické informace do dcefinych bunék.

Z chemického hlediska jsou chromosomy slozeny z histonovych bilkovin, které tvofti
kostru chromosomu. Histonové bilkoviny se ucastni replikaci DNA, ochrany DNA,
regulace replikace aj. Na tuto kostru se dale namotavaji molekuly DNA (1,6-8,2 cm).
Tento komplex DNA a histond se nazyva chromatin. Struktura chromatinu se sklada
z nukleozomu a solenoidu. Zakladni strukturou je nukleozom, ktery je tvoren
histonovymi molekulami obtoCenych kolem DNA. Vyssi struktura Solenoid je tvofena

spiralovitym uspofadanim nukleozomu. Solenoid je usporadan do pravidelnych smycek



kolem matrice a tvoii zakladni segment chromosomu. Chemickou strukturu chromosomu

znazortiuje obrazek 1. [4],[5]
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Obrazek 1: Struktura chromosomu [1]

Chromosom je pentlicovity Utvar zpravidla tvofeny dvéma rameny, mezi nimiz je
ztenena oblast nazyvana centromera. Koncova ¢ast ramen se potom oznacuje jako
telomera. Tato ramena nebyvaji stejné dlouha, proto u chromosomu rozlisSujeme kratké
(p rameno) a dlouhé rameno (q rameno). Ramena se dale déli na oblasti a pruhy.
Pro uréeni konkrétniho mista v karyotypu je pouzit Ctyfmistny kod, kde prvni znak urcuje
chromosom, druhy rameno, tfeti oblast a ¢tvrty pruh. Napftiklad kod 2q12 oznacuje druhy
chromosom, dlouhé rameno, oblast jedna a pruh dva. Pfi pozorovani chromosomu
v metafazi je chromosom tvoren dvéma chromatidami, které jsou spojeny v oblasti
centromery, protoze jiz doSlo k replikaci DNA. Chromosomy se dé€li podle umisténi

centromery a délky ramen do ¢ty skupin, které jsou zobrazeny na obrazku 2:

e Metacentricky chromosom — centromera je umisténa piiblizné uprostred
chromosomu a de¢li chromatidy na pfiblizné dvé stejné dlouhd ramena.

Chromosom pifipomina tvarove pismeno X.

e Submetacentricky chromosom — centromera je umisténa smérem k telomeram

a chromatidy jsou rozd¢leny na dlouhé a kratké rameno.

e Akrocentricky chromosom — centromera d€li chromatidy na jedno extrémné

kratké rameno a jedno extrémné dlouhé rameno.

e Telocentricky chromosom — centromera je umisténa v oblasti telomer
a pfipomina tvarové pismeno V. Na rozdil od predeslych chromosomu se tento

typ chromosomu v karyotypu clovéka nevyskytuje.
Bézné bunky v lidském organismu jsou diploidni, coz znamena, ze vSechny
chromosomy v organismu jsou v parech. Kazdy chromosom se tedy v buiice vyskytuje

dvakrat. Vyjimku v lidském organismu typicky tvoii pohlavni buiiky, které jsou haploidni

(obsahuji pouze jednu sadu). U autozoml (nepohlavni chromosomy) se u obou part
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nachazi geneticka informace, ktera dava vznik stejnym znaktm. U heterozéma (pohlavni
chromosomy) se u pari nachazi jiné genetické informace, které davaji vznik odliSnym
znakam. [4],[5]

metacentricky submetacentricky akrocentricky telocentricky
chromosom chromosom chromosom chromosom
centromera dlouhe
ramenao

kratke
rameno

Obrazek 2: Typy chromosomu podle polohy centromery [2]

1.2 Lidsky karyotyp

Normalni lidsky karyotyp se sklada z dvaceti tfi pard chromosomu, celkem tedy ze 46
chromosomu. Z téchto 23 pard chromosomu je 22 part tvofeno autozomy a tvori
homologni pary. Posledni par je heterogenni a tvoii pohlavni chromosomy. V lidském
karyotypu se u muzského pohlavi vyskytuji chromosomy XY. Jedna se o heterogametické
pohlavi. U zenského pohlavi se vyskytuji chromosomy XX (homogametické pohlavi).
Dulezité je si uvédomit, ze muz ma pouze jeden chromosom X oproti Zené, ktera ma dva.
Z tohoto duvodu je nachylnéjsi na néktera geneticka onemocnéni oproti zene, protoze

nema potencialné zdravou kopii.

Vysetfeni karyotypu u dospélého Clovéka nebo ditéte je relativné snadné, staci
odebrat krev. Komplikovangjsi vySetfeni ovS§em nastava pii vySeteni plodu matky, kdy

musi byt pouzita néktera z invazivnich metod odbéru bunééného materialu.

Obraz z vySetieni zdravého zenského karyotypu, ktery obsahuje 46 chromosomd, je
mozno vidét na obrazku 3. V pravé Casti u jednotlivych obrazka se nachazi chromosomy
sefazené do karyotypu. V levé Casti se nachazi ideogramy danych chromosomu (jedna se
o standardizaci chromosomu s pfesné danymi oblastmi a pruhy). Chromosomy
v karyotypu tfidime podle morfologickych znaka jako je velikost, typ chromosomu

a pozice centromery do sedmi skupin [5], [6], [7], [8]:
e Skupina A — velké metacentrické chromosomy — 1, 2, 3
e Skupina B — velké submetacentrické chromosomy — 4, 5

e Skupina C — stfedni submetacentrické chromosomy -5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, X
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e Skupina D — stfedni akrocentrické chromosomy — 13, 14, 15
e Skupina E — malé submetacentrické chromosomy — 16, 17, 18
e Skupina F — malé metacentrické chromosomy — 19, 20

e Skupina G — malé akrocentrické chromosomy — 21, 22, Y
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Obrazek 3: Zdravy muzsky karyotyp s ideogramy [3]

1.3 Chromosomové aberace

Pod pojmem chromosomové aberace si mizeme predstavit mutace, které méni jejich tvar
a strukturu. Nékteré chromosomové mutace se u nositele neprojevi, jiné jsou neslucitelné

se zivotem.

Chromosomové aberace mohou byt bud vrozené nebo ziskané. U vrozenych
chromosomalnich aberacich jsou mutace pfitomné jiz od pocatku vyvoje jedince. Tyto
aberace jsou pfitomny ve vSech bunkach vtéle a pfenasi se dale
na potomky. Typicky se jedna o inverze nebo balancované translokace. Ziskané
chromosomové aberace vznikaji az béhem Zzivota jedince ptisobenim odlisnych vnéjsich
vlivil na jedince nebo jako disledek poruchy reparacnich mechanismt. V somatickych
bunkach je charakteristickym poskozenim zlom v chromosomu a nasledné chybné
spojeni. Muze dojit i ke ztraté casti chromosomu. Tyto mutace mohou vést k aktivaci

onkogeni a mohou byt pfi¢inou vzniku fady nemoci, jako napriklad diabetes,
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ateroskler6za a nadorové onemocnéni. Dal§im dusledkem mize byt zrychlené starnuti
bunék a tkani, které snizuji kvalitu zivota postizeného. V gametickych burikach se ziskané
aberace chromosomu projevi snizenou plodnosti jedinci. Gametické aberace nepfizniveé
ovliviiuji vyvoj zarodku poruchami metabolismu a zvySenou pravdépodobnosti k uréitym
onemocnénim (nadorové onemocnéni, hypertenzni nemoc, diabetes). [2], [9], [10], [12]

Chromosomové aberace dale rozdélujeme podle morfologie, na numerické aberace
a strukturni aberace. Numerické aberace jsou zpusobeny abnormalnim poctem
chromosomu v karyotypu, tedy jiny pocet nez Ctyficet Sest. Aberace je zptisobena chybou
pfi rozdé€lni dcefinych bunék béhem bunécného déleni nebo poruchou fertilizace
(oplozenim vajicka dvéma spermiemi). Chromosomalni struktura je neporuSena,
ale obsahuje nestandardni mnozstvi genetického materialu. Numerické aberace dale

délime:

e Polyploidie — jedna se o zmnozeni celé chromosomalni sady. Lidsky karyotyp
normalné obsahuje 46 chromosomu (2n), u triploide je v karyotypu obsazeno
69 chromosomu (4n) a u tetraploidie dokonce 92 chromosomu (4n). Polyploidie

neni sluditelna se zivotem.

e Aneuploidie — znamena, ze v karyotypu chybi nebo pfebyva néjaky chromosom.
Konkrétni chromosom muiZe byt bud’ znasoben nebo ztracen. Pfi nasobeni se jedna
o trisomii (tfi kopie chromosomu) a tetrasomii (Ctyfi kopie chromosomu).
Pfi ztraté mluvime o monosomii (jedna kopie chromosomu) nebo nulisomii
(zadna kopie chromosomu). Tyto aberace jiz jsou slucitelné se zivotem, ale nositel
ma zpravidla néjakou télesnou vyvojovou vadu nebo snizenou inteligenci
a plodnost. Existuje cela fada klasickych syndromi zptsobené touto aberaci. Mezi
nejznaméjsi patii Downlv syndrom (trisomii 21. lidského chromosomu),
Edwardstv syndrom (trisomie 18. chromosomu), Patautiv syndrom(trisomie 13.

chromosomu) a Turnertv syndrom (zena ma jeden chromosom X).

Strukturni aberace jsou méné Casté nez numerické. Aberace jsou zpusobeny
chromosomovymi zlomy, které jsou nasledkem chromosomalni nestability. V klinické
mediciné nemaji velky vyznam, ale jsou spojeny s nadorovym onemocnénim.
Chromosomy jsou charakterizovany poruchou struktury, pficemz mnozstvi genetického
materialu muze, ale i nemusi byt zachovano. Pokud neni zachovano, dochazi ke zméné
znaki jedince. Strukturni aberace délime na balancované a nebalancované.
U balancovanych strukturnich aberacich je zachovano pavodni mnozstvi genetického
materialu (mUze piejit na potomka a stat se nebalancovanym). Nebalancované aberace
nemaji puvodni mnozstvi genetického materialu, bud’ chybi nebo piebyva. Podle

charakteru zmény ve struktufe chromosomu rozliSujeme zakladni druhy poruch. Mezi
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nejCastjsi patii delece, duplikace, inverze, inzerce a translokace.

Delece je zptusobena zlomem chromosomu, kdy dochazi ke ztraté tiseku chromosomu.
Pokud dochazi k jednomu zlomu, tak dojde ke ztraté termindlniho konce. Pokud
ke dvoum, dochazi ke ztraté segmentu ulozeného mezi centromerou a terminalnim
koncem. Delece zptisobuje nebalancovany karyotyp. Duplikace se projevuje znasobenim
segmentu chromosomu. Byvaji méné nebezpecné nez delece. Tento druh poruchy
zpusobuje také nebalancovany karyotyp. U inverze dojde na jenom chromosomu ke dvou
zlomim. Vznikly segment se otoci o 180° a zpét se zacleni do chromosomu. Pokud jsou
zlomy na stejném raménku a usek nezahrnuje centromeru, jednd se o paracentrickou
inverzi. Pokud je na kazdém raménku jeden zlom a invertovany usek zahrnuje centromeru
mluvime o pericentrické inverzi. Inverze patfi mezi balancované aberace a obvykle
se neprojevi ve fenotypu (soubor vSech pozorovatelnych vlastnosti a znaku zivého
organismu). U inzerce je z jednoho chromosomu usek odstranén a vlozen do jiného
chromosomu bud’ v ptivodnim sméru nebo invertované. Ke vzniku této aberace jsou
potfeba minimalné 3 zlomy, dva na jednom chromosomu a jeden na druhém. Inzerce je
pomérné vzacna a jedna se o nebalancovanou aberaci. Translokace je zaména dvou usekt
dvou chromosomu. Muze dojit jak k balancované, tak k nebalancované translokaci.
Pokud je zaména dvou usekii mezi dvéma homolognimi chromosomy, tak vznika
reciproka translokace. Zde zistava pocet chromosomu stejny. Pokud ale dojde k fuzi
dvou ramen akrocentrického chromosomu, tak jedinec stouto translokaci ma
o chromosom mén¢ a translokaci nazyvame robertsonskou. Na obrazku 4 jsou ilustrovany
jiz popsané strukturni aberace. [10], [11], [12], [13]

Delece Duplikace Inverze

i

I+ 14

Inzerce Translokace

L1 -

v

P W—

—! chromosom 20
chromosom 20

chromosom 4

chromosom 4 chromasom 4

chromasaom 20

chromosom 20 chramosom 4

EELEEEE

Obrazek 4: Priklady strukturnich chromosomovych aberaci [4]
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2  IDENTIFIKACE A VIZUALIZACE
CHROMOSOMU

Prvnim  krokem k ziskani lidského karyotypu je pfiprava chromosomu
k mikroskopickému pozorovani. Chromosomy, jak jiz bylo zminéno v pfedchozi
kapitole, jsou ziskany z délicich se bunék z periferni krve. NejCastéji jsou pouzity
lymfocyty. Buiky jsou dale kultivovany v mediu a nasledné zastaveny pii déleni
v metafazi mitézy. K zastaveni déleni je pouzit mitoticky jed kolchicin. Do suspenze
je dale pridan hypotonicky roztok z divodu sedimentace a zvétSeni chromosomu.
Poslednim krokem je fixace suspenze na mikroskopickém sklicku a ziskani obrazu

chromosomu.

Chromosomy jsou pro lepsi vizudlni reprezentaci barveny. Pouzivaji se pruhové
barvici metody nebo molekularni metody, které jsou popsany dale v této kapitole.
Ptiprava a barveni chromosomt je velmi dilezitym krokem. Pfi Spatném provedeni muaze
dojit ke ztraté informaci v obraze. Pii dlouhém ptisobenim hypotonického roztoku muze
dojit k rozpadu chromosomu. Pokud bude hypotonicky roztok pasobit na chromosomy
kratce, maze dojit ke Spatnému rozprostieni chromosomi na mikroskopickém sklicku.
Pokud k tomuto dojde, postrada dalsi analyza smysl a je nutné vySetfeni podstoupit
znovu. Duilezitym faktorem pfi analyze je i snimac, kterym je pofizen obraz chromosomt.
Pfi nizkém rozliSeni neni mozné spravné identifikovat jednotlivé chromosomy
do karyotypu. [12], [14]

2.1 Pruhovaci barvici metody

Chromosomové preparaty barvime zakladnimi pruhovacimi technikami z divodu jejich
zvyraznéni. Pti barveni se na chromosomech vytvafi pruhy dané Sitky a intenzity. Podle
postupu barveni chromosomu rozliSujeme odli$na rozlozeni pruhd. Pruhovaci metody
byly zavedeny v letech 1968 az 1971. Do té doby byly pouzivany jenom konvencni

metody klasického barveni.

Klasicky obarvené chromosomy jsou homogenné obarvené barvou bez jakéhokoliv
pruhovani. Takto obarvené chromosomy muzeme rozd¢lit do nékolika skupin podle délky
a polohy centromery. U této metody barveni je mozné urcCit pocet a hrubou stavbu
chromosomu. Nalezenou aberaci neni mozné urcit podrobngji, 1ze ur€it pouze zda je

v dané burice pfitomna. Ptiklad klasického barveni je zobrazen na obrazku 5.
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Obrazek 5: Snimek obarvenych chromosomu pomoci klasického barveni [5]

G pruhovani

G pruhovani je nejcastéji pouzivané barveni chromosomt. Divodem je rychlost a cena
pii dostatecném zachovanim informace. G pruhovani je zaloZeno na pusobeni trypsinu
a nasledném obarveni chromosomu Geimsovym roztokem. Pocet pruht je dan stupném
kondenzace chromosomu. Tmavé zbarvené prouzky jsou tvofeny useky DNA
s pfevladajicim adeninem a thyminem. Svétlé prouzky odpovidaji DNA s pievladajicim
guaninem a cytosinem. Kazdy pruh ma své Cislo, které slouzi k popisu strukturnich zmén
a lokalizaci gent a jinych sekvenci DNA. Na rozdil od klasického barveni lze odhalit
strukturni i numerické abnormality. Obrazek 6 zobrazuje snimek chromosomu barvené

pomoci G pruhovani.
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Obrazek 6: Snimek obarvenych chromosomii pomoci G pruhovani [6]



C pruhovani

C pruhovani docilime pouzitim nasyceného hydroxidu barnatého pifi vyssi teploté
a naslednym barvenim Giemsovym barvivem. Pruhy vznikaji v centromerickych
oblastech vSech autozoml, X chromosomu a v distalni casti dlouhych ramen Y
chromosomu, coz je mozné vidét na obrazku 7. Tyto oblasti jsou bohaté na repetitivni
sekvence DNA. Nejvyrazn¢jsi bloky centromerického chromatinu jsou na chromosomech
1, 9 a 16. Toto barveni pomaha sledovat chromosomové polymorfismy postihujici okoli
centromery. Snimek ziskany timto pruhovanim slouzi jako dopliikkové vySetieni.

Ze snimku lze sice urcit karyotyp, ale neni mozné urcit strukturni abnormality.
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Obrazek 7: Snimek obarvenych chromosomu pomoci C pruhovani [6]

Q pruhovani

Pii Q pruhovanim jsou chromosomy barveny ve vodném roztoku chinakrinu. Pouzivaji
se 1 fluorescencni barviva akridinova oranz nebo 33258 Hoechst. Tyto barviva vytvaii
na chromosomech pruhy podobné G pruhovani, ale snimek Ize vidét pouze
ve fluorescencnim mikroskopu, ktery ma filtry odpovidajici excitatnim a emitovanym
vlnovym délkam. Obrazek 8 zobrazuje snimek z fluorescenéniho mikroskopu, kde je
pouzito Q pruhovani. Jedna z nevyhod je, Ze neni trvalé a s ¢asem se sniZuje intenzita
fluorescen¢niho zateni. Tudiz je proces barveni Casoveé narocnéjsi. Dalsi nevyhodou je,
Ze pro snimani je potfebny fluorescenéni mikroskop, tudiz je cely proces i podstatné
drazsi nez podobné G pruhovani. I pres tyto zapory se toto barveni v praxi pouziva.
Duvodem je Setrné zachovani morfologie chromosomu. Snimek je tedy vhodny nejen pro
sestaveni karyotypu ale i pro zjisténi strukturnich abnormalit.
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Obrazek 8: Snimek obarvenych chromosomii pomoci Q pruhovani [7]

R pruhovani

Pfi R pruhovani jsou na chromosomy pfi vySSich teplotach jesté pred barvenim
aplikovany fosfatové pufry. Pasobenim pufri dochazi k denaturaci pirevazné adeninu
a guaninu. Nasledné jsou preparaty chromosomu barveny Geimsovym barvivem. Timto
zpusobem jsou ziskany reverzné obarvené pruhy (proto R pruhovani), které jsou presnym
opakem G pruhi a Q pruhti. Tudiz tam, kde jsou G pruhy a Q pruhy svétlé, tam jsou R
pruhy tmavé a opacné. R se pruhy vytvari v oblastech bohatych na chromatin, a tak 1ze
této barvici metody vyuzit pfi detekci malych strukturnich abnormalit. Obrazek 9
znazorfiuje chromosomovy snimek barveny R pruhovanim. [15], [16], [17], [18]

Obrazek 9: Snimek obarvenych chromosomit pomoci R pruhovani [7]
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2.2  Molekularni metody

S rozvojem molekularni biologie pfichazi nové techniky vizualizace chromosomil.
Metody molekularni  cytogenetiky  slouzi k  detekci  submikroskopickych
chromosomalnich aberaci, které by nebyly zachytitelné v pruhovacich metodach.

V molekularni cytogenetice se jedna predevsim o hybridizaci in situ. To je metoda,
kterd vyuziva lokalizaci a identifikaci specifického useku DNA pomoci denaturace
a nasledné reasociace DNA. Denaturace DNA je dosazeno zahfivanim molekul DNA
na teplotu 94 °C az 96 °C, kdy zanikaji vodikové mustky a vlakna DNA se tak oddéli.
K Hybridizaci dochazi podle pravidel komplementarity, kde je spojeno vlakno DNA
s druhym vldknem s oznacenou sondou. K hybridizaci dochazi pii teploté ptiblizné 37°C.
K Hybridizaci dochazi v biologickém materialu, tedy in situ. Sondy byly dfive znaCeny
radioaktivng, ale v souc¢asné dobé se pouzivaji fluorescencéné znac¢ené sondy (Hybridizace
in situ fluorescen¢ni-FISH). Vysledky Ize dale pomoci pocitacovych programt upravovat
ve smyslu zesileni signalu a potlaceni nespecifického pozadi.

Molekularni studium bunék v interfazi pifinasi nové informace o biologicky
vyznamnych vrozenych 1 ziskanych chromosomovych abnormalitach. Zakladnimi
metodami lze studovat poruchy funkce genu, uréovat jejich roli v patogenezi u vrozenych
onemocnéni, popiipadé urcovat maligni bunééné transformace. Molekularni metody
zvySuji citlivost cytogenetickych metod o nékolik fadi. Mezi nejCastéjsi pouzivané
molekularni metody patii FISH a komparativni genomova hybridizace (CGH).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Tato metoda je zalozena na hybridizaci in situ, kde sonda vyuziva imunofluorescence.
U piimo znacenych sond je detekce mozna ve fluorescencnim mikroskopu. Plati, ¢im vice
jsou chromosomy kondenzované, tim vyssi je rozliseni, ale stava se méné prehlednym.
Pro barveni se nejCastéji pouziva propidium jodid (Cervené zbarvené chromosomy
ve fluorescenénim mikroskopu) nebo 4,6-diamidino 2-phenylindol (tzv. DAPI), ktery
chromosomy barvi modfe. Sondy délime na centromerické, lokus specifické
a telomerické. Pokud chceme naptiklad zjistit translokaci na chromosomu 16, tak
pouzijeme sondu specifickou pro danou oblast chromosomu a centromerické sondy
pro chromosom 16. Tim zjistime, zda jsou vSechny alely na svych mistech. Metoda FISH
se pfevazné vyuziva pii studiu karyotypu bunék v metafazi a v interfazi, pfi uréovani
pocetnich a strukturnich chromosomovych odchylek a pfi detekci rezidualnich chorob.
Obrazek 10 zobrazuje snimek ziskany kvalitativni FISH metodou s pouzitim peptidovych
sond. Telomery jsou zobrazeny zluté, zatimco DNA v chromosomech je modra.
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Obrazek 10: Znaceni telomer v snimku FISH metodou [ 8]

Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace (CGH) umoziiuje mapovat a detekovat relativni
pocet kopii odlisnych genomu. Metoda je zaloZena na porovnavani dvou rozdilnych DNA
usekti. Jednou barvou znaCime standartni chromosomalni vybavu a druhou barvou
vySetfovanou. Za normalnich podminek jsou oba vzorky zbarveny stejn€. Oblasti
zmnozeni nebo ztraty DNA sekvenci, jako jsou delece, duplikace nebo amplifikace jsou
zvyraznény rozdilnou barvou homologi (parovych chromosoma). CGH nelze vyuzit
u jednoduchych translokaci, inverzi a inzerci, pii kterych se neméni pomér poctu kopii
sekvenci DNA. Obrazek 11 znazoruje vysledek metody CGH, kde snimek obsahuje
cervené a zelen¢ barvené chromosomy. Pokud je chromosom zbarveny do zelena znaci
vétsi pocet chromosoml nez v referenénim vzorku. Pokud je chromosom zbarveny
do Cervena znaci mensi pocet chromosomu nez v referencnim vzorku. Chromosomy 13
a 21 jsou Cervené barvy, coz zna¢i monosomii. Chromosom X je zeleny, tudiz obsahuje
vice chromosomti. Chromosom Y je Cerveny z cCehoz plyne, Zze obsahuje méné
chromosomii nez v referencnim vzorku. Zkoumany snimek tedy znazorniuje zensky

karyotyp (referen¢ni snimek obsahuje muzsky karyotyp). [19], [20], [21], [22]

Obrazek 11: Vyhodnoceny snimek Zenského karyotypu s monosomii na 13. a 21. chromosomu
metodou CGH [9]
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3 ZPRACOVANI OBRAZOVYCH SNIMKU

S vyvojem cytogenetickych metod se zvySuji 1 naroky na rychlost automatické analyzy
cytogenetickych obrazd. Analyzu mitotickych chromosomi muzeme provadét
na snimcich ziskanych zakladnimi vizualiza¢nimi technikami. Proto je nutné pouzit
odlisny postup pii detekci a klasifikaci snimk ziskanych pruhovacimi metodami

a snimku ziskanych molekularnimi metodami.

Tato prace se zaméfuje na zpracovani chromosomu ziskanych pruhovacimi
technikami barveni. Zpracovani obrazovych snimka se sklada z nékolika krokd. Nejdiive
je nutné snimek mitotickych chromosomu piedzpracovat, aby detekce jednotlivych
chromosomi byla co nejsnazsi. Dal§im krokem je detekce a separace chromosomu
od pozadi. Protoze se jedna o automatickou analyzu, je v této Casti vzdy nutné
chromosomy zkontrolovat, zda-li se vyseparovaly spravné. Pokud by doslo k chybné
separaci, byla by nasledna analyza bezcenna. Poslednim krokem zpracovanim snimku
mitotickych chromosomu je klasifikace a urCeni, zda se jedna o zdravy karyotyp.
Klasifikace je zalozena na ziskani klasifikacnich znak z jednotlivych chromosomu. [22],
[23], [24]

3.1  Predzpracovani obrazu

Ukolem piedzpracovani obrazu je zvysit vytéznost informace z obrazu pro nejjednodussi
identifikaci chromosomu a posléze znaku v jednotlivych chromosomech. Nékteré obrazy
byvaji zaruseny odliSnymi druhy ruseni, které je nutné pred analyzou odstranit.

V prvnim kroku se musi obraz prevést z barevného na Sedotonovy, protoze dalsi
analyza probiha v Sedotonovém obrazu. Po pfevedeni nastava filtrace. Hojn€ vyuzivanym
filtrem je medianovy filtr. Filtr uspésné eliminuje zkresleni zname jako ,,pepf a sul”
(nédhodné ¢erné nebo bilé pixely v obraze), viz. obrazek 12. NejCastéji pouzivana velikost
masky medianového filtru je 3 x 3.

MeC

Obrazek 12: Snimek s ruSenim ,,sul a pept™ (vlevo), snimek po medianové filtraci (vpravo)
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Dalsi filtrace spoCivaji v linearnich nebo nelinearnich transformacich jasovych
hodnot. Tyto transformace vedou k zvyraznéni vySSich frekvenci v obraze, tedy
k zvyraznéni hran pro lepsi detekci. Dalsi moznosti upravy jsou prumérovaci filtry, které

maji tendenci rozmazavat, a tedy znehodnocovat informaci v obraze. [25], [26]

3.2 Detekce chromosomu

V literatufe se vyskytuje fada segmentac¢nich metod pro detekci chromosomu a separaci
od pozadi. Jednad se o metody segmentace zalozené na detekci hranic, segmentaci
rozvodim, segmentaci pomoci aktivnich kontur nebo segmentace metodou Otsu. V praci

budou blize popsany metody Otsu a aktivnich kontur. [27], [28], [29]

Otsu metoda

Otsu metoda vychazi z histogramu. Na obraz se divame jako na dvé skupiny boda
s danymi intenzitami a snazime se najit takovy prah, pfi kterém jsou v obou skupinach
mezi pixely minimalni rozptyly, zatimco mezi skupinami maximalni rozptyly. Metoda se
snazi minimalizovat chybu mezi pozadim a popfedim. Optimalniho prahu je docileno

pomoci snizovani spolecnych rozptyld obou skupin podle vzorct:

0 (T) = 1 (T (T) [ (T) — 1o (T)]?

(M
T-1
m(T) = Y () @
i=0
N-1
no(M = ) p(D) @
i=T
(T) = Tz_l ip(i) 4)
T L,
(T) = Ni ip(H) 5)
AT L@

kde ¢,°(T) je vzajemny rozptyl obou skupin, T je aktualni zkoumana hodnota prahu a /0,

N-1] je rozsah Grovni intenzity. p(i) je pocet pixeld o dan€ intenzité.

Pro kazdou uvazovanou hladinu je nutné rozdélit pixely podle hodnoty prahu

do skupin. V kazdé skupiné se pocita pramér. Rozdil umocnime na druhou

22



a vynasobime podtem pixeld v kazdé skuping. Uréenim maximalni hodnoty obn(T)
zjistime 1 prah. Tento postup je nicméné vypocetné narocny a Castéji se vyuziva vypoctu
podle histogramu. Pfi zvySovani prahu dochazi k presunu pixelt z jedné skupiny do druhé

skupiny. Staci tedy upravovat jenom n a ¢ podle vzorcu:

ny(T +1) = n,(T) + ny

(6)
ny(T +1) = n,(T) + ny )
_ (Mg (T) +nyT
U (T+1) = to(Tno(T) + neT )

no(T+1) '

kde nrje Cetnost pixell o intenzité rovné prahu.

Aktivni kontury

Metoda aktivnich kontur je zaloZzena na minimalizaci hodnoty energie, ktera piislusi dané
kiivce. Energie je slozena sexterni a interni energie. Externi energie je zavisla
na vlastnostech obrazu a lokéalni pozici bodu kiivky. Interni energie je nezavisla
na segmentovaném obraze a zavisi jenom na tvaru a vlastnostech kfivky. V praxi je
mozné aktivni kontury rozdélit podle vypoctu externi energie na metody s vyuzitim
gradientu a bez vyuziti gradientu. Dale bude popsana metoda s vyuzitim gradientu, tzv.
metoda hada.

Metody vyuzivajici gradient jako parametr pro vypocet externi energie je vyhodné
pouzit v nezaSuméném obraze s vyraznymi hranami. Metoda hada patii k nejstar$im
a nejjednodussim metodam aktivnich kontur. Had je z definice spilne, ktery se snazi
o minimalizaci energie. Energie je dana externi silou, ktera ma tendenci posouvat hada
smérem k rostoucimu gradientu do mista hrany. Interni slozka energie ma snahu zachovat

hladkost kiivky. Cela energie kfivky je zadana parametrem s a je dana rovnici:

1
Esnake = f Eint(v(s)) + Eext(v(s))dS; (10)
0
kde v(s) je parametricky zadana kiivka s normalizovanym parametrem s. v (s) je mozné

zapsat i v kartézskych souradnicich jako v(s)={x(s), y(s)}. Ein: je interni energie, E.. je

externi energie. Tyto energie je mozné rozepsat jako:
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Esnake = f Eint(v(s)) + Eimage(v(s)) + Ecom(v(s))dsr (1D
0

kde Eimnage reprezentuje externi energii v nezmeénéné podobé€. Interni energie je rozdélena
do Eiu, ktera reprezentuje silu pro zachovani kfivky a Ecom, ktera vyjadiuje pruzné sily
kiivky. Nasledn€ je potfebné rozepsat jednotlivé energie z divodu explicitniho vypoctu.

Prvni Cast interni energie lze rozepsat jako:

1
Eine = z(f%(s)lvs(s)l2 + B()vss(s)1?), (12)

kde « a f jsou zadané empirické vahy. vy a v jsou prvni a druhou derivaci kiivky podle
parametru s. Energie obrazu je dana souctem energii z dat z obrazu, které je mozné

rozepsat rovnici:
Eimage = WlineEline + WedgeEedge + WtermEtermr (13)

kde w odpovida empiricky zadanym vaham, které specifikuji dany typ problému. Dil¢i
energie mohou byt vypocitany danym zptsobem. Ej,e muzeme nahradit v nejjednodussi
formé¢ intenzitou obrazu, Eeqee s€ pocita pomoci prvni derivace v obraze a Eerm j€ mozné
vypocitat pomoci sméru gradientu rozmazaného objektu. Posledni potfebnou energii 1ze
vypocitat na zaklad€ analogie s pruzinou, kterou teoreticky predstavuje. Energie pruziny

je dana rovnici:
Ecom = —k(s; — 52)2: (14)
kde s; a s2 jsou dva body kfivky. Spojenim vSech vysSe zminénych energii ziskame

iterativni feSeni pro jednotlivé body kiivky, které se budou posunovat smérem k hranam
ktivky. [28], [30], [31]

3.3 Separace chromosomii

Nékteré detekované chromosomy obsahuji dva ¢i vice prekryvajicich se chromosomd.
Dalsim krokem pfi zpracovani obrazu je nutné tyto shluky dvou ¢i vice chromosomu
rozdelit. V této podkapitole budou popsany dvé vybrané metody, které se danou
problematikou zabyvaji. Prvni metoda vyuziva konkavnich boda v obryse chromosomu.

Druha metoda je zalozena na vypoctu jednochromosomového skore. [32], [33], [34]

Rozdéleni chromosomu pomoci konkavnich a konvexnich bodu

Rozdéleni dotykajicich se chromosomt pomoci konkavnich a konvexnich bodu vychazi

z binarniho obrazu ziskané pomoci prahovani Otsu. Z binarniho obrazu je nasledné
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ziskan obrys chromosomu. Pro vyhlazeni obrysu chromosomu je vyzito aproximace
polygonem. Obrys chromosomu ma tvrdé pfechody mezi pixely, a proto je pro vyhlazeni
pouzito polygonu a medianového filtru. Body zakfiveni jsou poté pocitany z funkce
zakftiveni v celé délce obrysu chromosomu. Body x a y jsou vyjadieny parametrickou

rovnici s parametrem t:
x=x(t)ay= y(t), (14)

kde x a y jsou polohy bodu v obryse a ¢ je pozice v obryse. Tyto body jsou nasledné
postupné derivovany. Druha derivace nam fika, zda prvni derivace klesa nebo stoupa.
Bod, kde je druha derivace vétsi nez nula, je konvexni. Konkavnost nastava v bod¢, kde

druha derivace mensi nez nula. Druhé derivace zakfiveni obrysu je definovana rovnici:

-2, 03

@'2+y'2)2
kde C je bod funkce zakfiveni obrysu a [ je pozice zakfiiveni souradnic. Vysledna funkce
zakfiveni je vykreslena v grafu s ozna¢enymi konkavnimi a konvexnimi body (obrazek
13). Konvexni body, oznacené v obrazku modre, urcuji konce chromosomu. Konkéavni
body oznacené v obraze ¢ervené urcuji ¢tyii body, kde dochazi k dotyku chromosomu

(obrazek 14a). Tyto body pomahaji naslednému rozdéleni chromosomu.

Zakfiveni obrysu chromosomu
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Obrazek 13: Zakfiveni obrysu chromosomu s konkavnimi a konvexnimi body [10]

Po ziskani ¢tyf konkavnich bodi je vypoctena stiedova linie chromosomu.
Pomoci stfedové linie jsou nasledné vzdy spojeny dva a dva body, které jsou nejblize
ke stfedové linii. Timto zpGsobem jsou ziskany cCtyfi fiktivni pfimky, které slouzi
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k rozdéleni chromosomu. Obrazek 14b znazoriiuje stiedovou linii spolu s ervené
vyznac¢enymi konkavnimi body a zluté vyzna¢enymi fiktivnimi pfimkami. Obrazek 14c
znazoriiuje binarni obraz spolecné s fiktivnimi pfimkami, které rozdeluji prekryvajici

chromosomy na dva samostatné chromosomy. [33], [39]

2) b)

Obrazek 14: Rozd¢leni chromosomu pomoci konkavnich bodi [10]
a) obrys chromosomu se zvyraznénymi konkavnimi a konvexnimi body, b) stfedova linie

chromosomu s body s vyzna¢enymi piimky. ¢) binami obraz s vyzna¢enymi pfimkami rozdéleni

Rozdéleni chromosomu na zakladé vypoctu SCS (Jednochromosomové skore)

Vypocet jednochromosomového skore slouzi jako rozhodovaci kritérium, zda se jedna
o vice chromosomu nebo o osamoceny chromosom. Obraz je stejn€ jako v minulé metodé
segmentovan pomoci Otsu metody. Z binarnich obrazi jsou nasledné vypocitany
sttedové linie chromosomi. Na vypocet stifedovych linii byl pouzit modifikovany
algoritmus pivodné urCeny pro snimky sitnice. Vychozi bod je umistén do stfedu shluku
anasledné je odhadnut lokalni primeér a smér chromosomu. Bod je poté posunut ve sméru
chromosomu a vypocet se iterativné opakuje, dokud neni vypoctena cela stiedova linie

ve vS§ech moznych smérech.

U kazdého shluku je vypocitano skoré, které odhaduje tvar chromosomu. Skoré
se pocita pomoci stiedni linie a pruméru chromosomu. Postupnym rozsifovanim oblasti
okolo stfedové linie az do priméru chromosomu ziskame odhad plochy shluku

chromosomt. Jednochromosomové skore je vypocteno pomoci rovnice:

A(C 16
SCM(C) = ﬁ > toem) (16)

kde A(C) je plocha segmentovaného shluku, A(C’ ) je plocha shluku, ktera je odhadnuta

pomoci stiedové linie a pruméru, tsqp, je heuristicky zvoleny prah na hodnoté 0,2. Pokud

SCS prekroci tuto hodnotu jedna se o shluk dvou a vice chromosomi.
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Jedna-li se o shluk, nasleduje hledani bodt piekryvu nebo dotyku chromosomu.
Hledani spociva v nalezenim lokalnich minim v obrysu chromosomu vzdy mezi dvéma
body. Kazdy segment dvou chromosoma s;; = [k - ki] je definovan pocatecnim bodem
ki, koncovym bodem kj, a orientaci v;;. Vzdalenost mezi dvéma segmenty je definovana

rovnici:

512XS323 (17)

|512]

(S12,S34) =

Vsechny body, jejichz vzdalenost je mensi nez pramér chromosomu a zarover se
jejich orientace li§i méné nez m/6 , jsou body povazovany za body dotyku. Poté jsou
hladovym algoritmem hledany dvojice nejblizsich dvou piimek, které spojuji Ctyfi body
a tvofi mnohouhelnik. Pokud jsou tyto dvé pfimky rovnobézné, tak jsou tyto ¢tyfi body
vyhodnoceny jako piekryv a naslednymi fiktivnimi pfimkami rozdéleny. Pokud jsou
nalezeny pouze dva body jedna se o dotyk dvou chromosomu. U dotyku jsou
chromosomy rozdéleny pomoci trackovaciho algoritmu. Trackovaci algoritmus hleda
cestu mezi dvéma body s moznou nejnizsi intenzitou a poté dojde k rozdéleni. Rozdéleni
shluku ¢tyf chromosomu je mozné vidét na obrazku 15. Na obrazku jsou barevné

rozdeleny dva prekryvy a jeden prekryv. [34], [35]

Obrazek 15: Barevné rozdélené chromosomy [11]

3.4  Klasifika¢ni znaky

Klasifika¢ni znaky jsou dulezitymi prvky slouzicimi k automatickému vyhodnoceni
karyotypu. Mitotické chromosomy vykazuji zna¢nou tvarovou rozmanitost, proto je
nékteré klasifikacni znaky zjistit obtizné&jsi nez jiné. U nékterych klasifikacnich znaku
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muze dojit ke nespravnému urceni, které vede ke Spatnému vyhodnoceni karyotypu.
Klasifika¢ni znaky muzeme délit na geometrické znaky a znaky pruhovaci. Mezi
geometrické znaky patfi obsah chromosomu, jeho délka nebo pozice centromery
chromosomu. Pruhovaci klasifikacni znaky jsou typické pro pruhovaci techniky a davaji
nam informace o struktufe daného chromosomu. Mezi tento klasifikacni znak patii jasovy

profil pruhti, vypocteny z kolmic stiedové linie.

Nejcastéjsi kombinace klasifikacnich znakli nam umoziuji chromosomy zaradit
do sedmi skupin podle velikosti, spravné chromosom otocit, ale také naparovat

homologické chromosomy, ¢imz se da urcit pohlavi, druh onemocnéni aj.

Obsah chromosomu

Nejsnaze ziskatelnym klasifikacnim znakem je obsah chromosomu. Obsah chromosomu
se ziska z binarniho obrazu mitotického chromosomu a jako suma vsech pixelt v dané
kontufe v obrazu. Binarni obraz, ze kterého se ziska klasifikacni znak obsah, je mozné
vidét na obrazku 16. Spravné urceni tohoto klasifika¢niho znaku zalezi pouze
na predchozi segmentaci chromosomu od pozadi. Pokud segmentace probéhne uspésné,
tak 1 vypocet tohoto klasifikacniho znaku bude spravny. Tento klasifika¢ni znak poméaha

k rozdéleni chromosomu podle velikosti.

Obrazek 16: Binarni obraz pro vypocet obsahu chromosomu

Délka chromosomu

Druhym klasifikacnim znakem, ktery lze z chromosomu ziskat je délka chromosomu.
Vypocet délky chromosomu jiz neni tak jednoduché, jako je zji§téni obsahu chromosomu.
Pro ziskani délky chromosomu je nutné vypocitat sttedovou linii chromosomu, protoze

chromosomy jsou ohnuté pod odliSnymi thly a detekce v jedné linii tedy neni mozna.

Stfedova linie chromosomu se pocita z binarniho obrazu, ktery je znazornén
na obrazku 16. Existuji dal$§i postupy pro ziskani stfedové linie. Jeden ze zplsobu je
iterativni ztenCovani binarni obrazu. Operace ztencovani vede k odebirani pixeld z obrysu

objektu. Operace je zastavena, jakmile se obraz neméni. Dals§i moznosti, jak ziskat
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sttedovou linii je aproximace vypoctu tzv. linii dohoteni. Idea metody vychazi z analogie
s hasenim pozart pomoci zakladani protipozara (Jakmile nekontrolovany pozar dorazi
k mistu spaleném protipozarem, nemuze se dale Sifit). Binarni obraz je povazovan za tzv.
travnaté pole, které je po okrajich (obrysu obrazu) zapaleno. Pozar se §ifi konstantni
rychlosti ke stfedu objektu. V misté, kde se dva pozary v opacném sméru setkaji vznika
linie dohoteni. Dalsi metoda k ziskani stfedové linie spoc¢iva ve vypoctu distancni mapy.
Vypocet distan¢ni matice je vytvoren na zakladé vzdalenosti pixelt. Vypocet vzdalenosti
je pomoci euklidovské vzdalenosti. Jedna se o transformaci, kdy je kazdému bodu objektu
v obraze pfifazena hodnota, ktera se rovna jeho vzdalenosti k nejbliz§Simu bodu pozadi.
Distan¢ni mapa je tedy Sedotonovy obraz s nezapornymi hodnotami, ktery popisuje
vlastnosti binarniho obrazu. Pfi¢emz hodnoty uprostied objektu maji nejvyssi hodnotu.

Dalo by se fici, ze lokalni maxima v distanni mapé koresponduji se sttedovymi liniemi.

Popsané metody detekuji 1 falesné linie, a proto je nutné tyto fale$né linie
odstranit. Detekované faleSné linie je mozné vidét na obrazku 17a. K odstranéni
falesnych linii se pouzivaji trackovaci algoritmy. Po odstranéni falesnych linii je dal$im
nedostatkem absence stiedové linie az k obrysu chromosomu (obréazek 17b). Tudiz dalSim
krokem je dopocitani sttedové linie az k obrysu. Dopocitana stfedova linie je mozna vidét
na obrazku 17c.

Tento klasifikacni znak slouzi také k zjisténi velikosti, jak tomu bylo v ptipadé
obsahu chromosomu. Zaroveti tento klasifika¢ni znak slouzi k ur€eni zbylych dvou

klasifikacnich znak. Tudiz pfi nespravném vypoctu stiedové linie dochazi ke Spatné

detekci i polohy centromery a jasového profilu chromosomu.

a) b) c)

Obrazek 17: Chromosomy se stfedovou linii
a) chromosom se stfedovou linii a falesnymi konci, b) chromosom stfedovou linii a bez

falesnych koncii, ¢) chromosom s prodlouzenymi konci az k obrysu chromosomu
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Poloha Centromery

Z morfologického hlediska je centromera nejuzsi misto chromosomu v podélném smeéru.
Poloha centromery vychazi ze stfedové linie. Na stfedovou linii jsou pomysiné kladeny
kolmice a je zji§tovana Sitka v podélném sméru chromosomu. Timto zptisobem je ziskan
1 D signal, kde globalni minimum je pravé pozice centromery. Chromosom se stiedovou
linii a Cervenou vyznafenou centromerou je zobrazen v horni ¢asti obrazku 18. Ve spodni

Casti obrazku 18 je zobrazena Sitka chromosomu spole¢né s vyznacenym mistem
globalniho minima.

Sifka chromosomu
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Obrazek 18: Horni ¢ast chromosom se stfedovou linii a pozici centromery a spodni ¢ast Sitka

signalu chromosomu s ozna¢enym mistem centromery

Pomoci polohy centromery a délky chromosomu lze zatfadit kazdy chromosom
do jedné ze sedmi skupin. Dals§i vyuziti pozice centromery spociva v zjisténi, jak je
chromosom otoceny. Vychazi se ze vzorce:

[P (18)
L
kde p je pozice centromery v signale, d je celkova délka chromosomu a [ pomér mezi
pozici centromery a délkou chromosomu. Pokud [/ piekroci prah 0,5, tak dojde k otoCeni

chromosomu o 180°. Pfi urovani pozice centromery dochézi k chybnému urcent, jestlize
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signal neobsahuje pouze jedno globalni minimum, ale vice globalnich minim. V tomto
ptipadé¢ je Sitka chromosomu ve vSech bodech stfedové linie podobna. Tato chyba se

vyskytuje u chromosomd, které jsou pfili§ ohnuté nebo $patné segmentovany od pozadi.
Jasovy profil chromosomu

Poslednim znakem, ktery se taky zjistuje ze sttedové linie, je jasovy profil chromosomu.
Podobn¢ jako u pozice centromery, tak i u jasovych profild chromosomu jsou pomysiné
kladeny kolmice na stfedovou linii (horni €ast obrazku 19). Zkolmic je nasledné
vypocitana primérna intenzita a medianova intenzita. Jasové profily chromosomt mizou
slouzit k porovnani homolognich part chromosomu, k urovani trisomii a monosomii
nebo k zjisténi pohlavi jedince. Primémou a medianovou intenzitu je mozné videét
v spodni casti obrazku 19. [22], [36], [37], [38], [39]

Jasovy profil chromosomu

T T lll
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Obrazek 19: Horni ¢ast chromosom se stiedovou linii a spodni ¢ast primémy a medianovy

jasovy profil
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4 REALIZACE OBRAZOVE ANALYZY

Cilem prace je navrh a realizace algoritmu pro automatické vyhodnoceni karyotypu
ze snimku mitotickych chromosomu. Navrzené feSeni je realizovano v prostiedi Matlab
tvorené standartnimi knihovnami. Algoritmus je testovan na obrazech ze dvou volné
dostupnych zdroju. [12], [13]

Protoze je G a Q pruhovani nejCastéj§i metodou, zaméfil jsem se primarné
na obrazy mitotickych chromosoml z téchto barvicich technik. Molekularni metody
vizualizuji pfimo urcené strukturni aberace, a proto se jako vstupni obraz do algoritmu
nehodi. Velmi zalezi i na zpisobu pofizeni snimku a nasledné kompresi. Snimky s nizkou

kvalitou jiz neobsahuji potfebné informace a je velmi obtizné snimky dale zpracovavat.

Vstupni Predzpracovani | Segmentace Separace
obraz obrazu "| chromosomu piekryvi

.

i Vystupni A Klasifikace Separace dotyki
obraz chromosomu

Obrazek 20: Blokovy diagram obrazové analyzy mitotickych chromosomu

Obrazek 20 znazortiuje blokovy diagram algoritmu. Celd analyza se sklada
z péti moduld, které jsou podrobnéji popsané v nasledujicich podkapitolach. Jako vstup
do algoritmu jsou pouzity snimky ve formatu jpg a bmp. Po nalteni obrazu nastava
predzpracovani a segmentace obrazii chromosomu od pozadi obrazu. Dal§im krokem je
separace prekryvajicich se a dotykajicich se chromosomu. Nasleduje analyza obrazu
mitotickych chromosomt. Analyza spoCiva v zafazeni chromosomu do sedmi skupin
podle velikosti. V kazdé skupin€ jsou nasledné parovany homologni pary chromosomu

a je vykreslen vysledny obraz lidského karyotypu. [10], [18]

4.1 Predzpracovani obrazu

Prvni modul je pfedzpracovani vstupniho obrazu. Pfedzpracovani obrazu je rozdéleno
do nékolika kroka. Obrazek 21 znazornuje blokovy diagram ve kterém jsou zobrazeny

kroky pfedzpracovani.

Vstupni Sedotonovy -~ Medianova || Ekvalizace Predzpraco-
obraz obraz filtrace histogramu vany obraz

Obrazek 21: Blokovy diagram pfedzpracovani obrazu
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Vstupem algoritmu je Sedotonovy obraz. Barevné obrazy jsou automaticky
prevedeny na Sedotonové obrazy. Odlisné barvici techniky zpusobuji to, Ze obraz ma
jinou barvu pozadi. Pokud obraz obsahuje tmavé pozadi, dalsim krokem je invertovani
jasovych hodnot obrazu. Algoritmus dale zpracovava obraz se svétlym pozadim.
Medianova filtrace se v obraze vyuziva z davodu eliminace zkresleni typu , Pepft a sul*,
vznikajici pfi pofizeni snimku. V algoritmu je pouzita medianova filtrace s velikosti
masky 3 x 3. [33]

Poslednim krokem je uprava jasu obrazu pomoci ekvalizace histogramu. Jedna se

o transformaci s vyuzitim vSech hladin Sedi rovhomémé. Cilem této transformace je

,,roztahnout* histogram na celou skalu Sedi, aby doslo ke zvySeni dynamického rozsahu.

V Sedoténovém obrazu je Cernd barva reprezentovana nulou a bila barva reprezentovana

jedni¢kou. Naptiklad pokud se nejvyssi hodnota jasu vyskytuje jako 0,85 a nejnizsi

hodnota jako 0,15, pak je obraz transformovan podle transformacni funkce, viz. obrazek

22b. Obrazek 22a zobrazuje originalni vstupni obraz spolecné s histogramem. Obrazek

22c¢ znézortiuje obraz po ekvalizaci spole¢né€ s histogramem. Tato linearni transformace
1ze matematicky vyjadrit pomoci rovnice:

_ fik —min(f)
ik = max(f) — min(f)’

(19)

kde fi« je hodnota aktualniho pixelu, min(f) je minimum vstupniho obrazu a max(f) je

maximum vstupniho obrazu. [39]
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Obrazek 22: Transformace s vyuzitim ekvalizace histogramu
a) originalni snimek mitotickych chromosomu (nahofte) a histogram z originalniho obrazu
(dole), b) transformacni funkce pro zménu intenzity, c) vysledny snimek se zvySenym
kontrastem (nahofe) a histogramem z vysledného obrazu (dole).
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4.2  Segmentace chromosomi od pozadi

Vstupem do druhého modulu je predzpracovany obraz. Tento modul slouzi k segmentaci

chromosomi od pozadi snimku. Segmentace chromosomu se sklada z n¢kolika kroki:

1. Ziskani masky pruhovaci metodou Otsu a odstranéni necistot
2. Aplikace aktivnich kontur s maskou z predchoziho kroku

3. Ohranicené kontury v obraze a vybér chromosomui

V prvnim kroku je nutné nejprve spocitat prah Otsu metodou, ktera byla popsana
v minulé kapitole. Timto krokem ziskame prah pro tvorbu binarni masky, kterd je nutna
pro dali zpracovani. Ukazka binarni masky je zobrazena v levé Casti v obrazku 23.
Z obrazku je patrné, ze binarni obraz obsahuje necistoty nebo chybné vybrané pixely
uprostied chromosomu. Proto je na masku pouzit medianovy filtr. Velikost masky
medianového filtru byla nastavena na velikost 2% puvodni velikosti vstupniho obrazu.
Timto krokem ziskame binarni masku (prava ¢ast obrazku 23) s hladSimi prechody

v obraze, ktery neobsahuje zminéné nedostatky. Binarni obraz vSak spojil nékteré

chromosomy dohromady. Tento problém je feSen v dal§im kroku.

Obrazek 23: Binarni obraz po naprahovani Otsu metodou (vlevo) a binarni obraz po

naprahovani a nasledné medianové filtraci (vpravo)

Druhy krok je zalozen na metod¢ aktivnich kontur, ktera byla rovnéz blize
predstavena v piedchozi kapitole. Metoda vyuziva uzavienou kiivku, kterd aproximuje
hranici chromosomu podle okolnich pixeli. Vstupem pro funkci je binarni maska
a Sedotonovy obraz. Aktivni kontury se pocitaji v iteracich. Algoritmus vyuziva pouze 50
iteraci, kdy dosahuje dostatecné presnosti. Obrazek 24 znazortiuje srovnani ohraniceni
chromosomu s odliSnymi metodami a postupy. Obrazek 24a zobrazuje ohrani¢eni po Otsu
prahovani. Je patrné, ze obraz obsahuje detekované necistoty a zbytky kratsich ramen
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chromosomu. Obrazek 24b zobrazuje Otsu prahovani s medianovou filtraci. Z obrazu je
patrné, ze se nékteré chromosomy spojily, ale doslo k nutné eliminaci necistot. Obrazek
24c obsahuje obé metody a pridava aktivni kontury, které spolehlivé rozdéli spojené
chromosomy. Bohuzel nedoslo k ohraniceni kratSich ramen chromosomi, které nejsou
dostateCné jasoveé vyrazné. Obrazek 25 zobrazuje obraz kontury chromosomu

v pfedzpracovaném obraze a obraz jeho binarni masky.

a)%\_ \ A A\ A G\
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Obrazek 24: Srovnani segmentace chromosomu

a) ohrani¢eni chromosomu pomoci Otsu metody, b) ohrani¢eni chromosomu pomoci Otsu

metody s medianovou filtraci, ¢) ohrani¢eni chromosomu pomoci aktivnich kontur.

Poslednim krokem je vybér vzdy jedné uzaviené kontury do nového obrazu.
Vstupni obraz je rozdélen do nékolika skupin podle uzaviené kontury (pokud obsahuje
46 chromosomu, je rozdélen do 46 skupin). Jednotlivé skupiny jsou vyfiznuty do nového
obrazu a jsou ulozeny jako binarni masky, ale také jako Sedotonovy obrazy s informacemi
z predzpracovaného obrazu. Idealné by mélo byt vyseparovano 46 chromosomu, tedy 46
novych obrazii. Mezi chromosomy se objevuji také objekty jako jadérko, které je

mnohonasobné vétsi nez chromosom. Tyto objekty jsou z dalsi analyzy vyfazeny.

Obrazek 25: Ohraniéené chromosomy pomoci aktivnich kontur (vlevo) a binarni maska

s vybérem chromosomu (vpravo)
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4.3  Separace prekryvi u chromosomi

Tento modul realizuje detekci piekryvii a posléze separaci chromosomu. Separace
chromosomt je zalozena na ziskani stfedové linie obrazu. Obrazek 26 popisuje jednotlivé

Casti algoritmu pro rozdéleni chromosomu.

Segmentované Stredova linie - Separace na dva
chromosomy chromosomu chromsomy

A
s

Separované Stied protnuti

chromosomy chromosomu

Obrazek 26: Blokovy diagram pro separaci prekryvajicich se chromosomi.

Do této casti algoritmu vstupuji jednotlivé binarni obrazy segmentovanych
chromosomi z predeslé Casti. Z binarnich obrazti (obrazek 27a) jsou nasledné pocitany
sttedové linie, pomoci iterativniho ztencovani obrysu binarniho obrazu. Jakmile se obraz
neméni je cyklus zastaven. Tento druh vypoctu stitedové linie obcCas vede k vytvareni
falesnych koncl stfedové linie (obrazek 27b). K odstranéni faleSnych konct stredové
linie je pouzit morfologicky operator uzavieni, ktery je aplikovan na vstupni binarni obraz
a znovu spocita stiedovou linii (obrazek 27¢). Tento krok odstrani vétSinu faleSnych
konct. Pokud ne, nasleduje trackovaci algoritmus. Odstranéni faleSnych konci pomoci
trackovaciho algoritmu je vyuzito pouze pokud je ve stfedové linii vic jak dva konce.
Trackovaci algoritmus hled4 od stfedu protnuti dvou stfedovych linii konce, a pocita
jejich vzdalenost. Jakmile vzdalenost konci stiedové linie od stiedu stfedové linie
prekroCi zadany prah, je tato Cast stfedové linie odstranéna. Prah je heuristicky uréen
na vzdalenost 10 pixelt. Vzdalenost mezi stfedy a konci stiedové linie je pocitana pomoci

euklidovské vzdalenosti, ktera lze vyjadrit rovnici [41]:

e(k,s) = \/ (ky — 5% + (ky — 5,)2, (20)

kde k» a ky vyjadiuji pozici konce stiedové linie a sx, sy vyjadiuji pozici stiedu stievové

linie a e vyjadiuje vypoctenou euklidovskou vzdalenost.
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Obrazek 27: Stfedova linie v binarnich obrazech
a) binami obraz chromosomu, b) chromosom se stfedovou linii bez pouziti morfologické

operace uzavieni, c) chromosom se stfedovou linii s pouzitim morfologické operace uzavieni

Jakmile je urCena stfedova linie, je nutné zjistit poCet konct ve stiedové linii. Pokud
jsou nalezeny dva konce, jedna se o jeden chromosom a vypocet kon¢i. Pokud je nalezeno
ve stiedové linie vice nez dva konce, tak obraz postupuje dale ke zpracovani. Na obrazku
28a je demonstrovan osamoceny chromosom s nalezenymi dvéma konci stfedové linie.
Obrazek 28b zobrazuje obraz chromosomu s ¢tyfmi konci a snalezenym stiedem

prekryvu, ktery postupuje dale do této Casti algoritmu.

b ot

Obrazek 28: a) Obrys chromosomu se stiedovou linii a detekovanymi dvéma konci, b) obrys

chromosomu se stfedovou linii a detckovanymi ¢tyfmi konci a jednim stfedem.

Stred prekryvu je vyhodnocen jako misto, kde se setkaji alespon tfi Casti stiedové
linie. Po zjisténi stfedu nasleduje detekce okolnich bodu u stfedu chromosomu, tak aby
mohlo dojit k separaci. V okoli stiedu dochazi k nartstu okolnich bodti vzdy o jeden pixel
z kazdé strany v cyklu. Dochazi tedy k jakémusi zvétSovani ¢tverce. Cyklus je zastaven
dvéma zpuasoby. Prvni zptiisob ukonceni je po dosazeni okraje obrazu. Druhy zptisob
ukonceni spociva v nalezeni Ctyf od sebe oddélitelnych skupin bodua.

V prvnim piipadé€ je v ¢tverci urCen pocet oddélitelnych skupin bodii s opacnou

intenzitou pixeld, nez je intenzita u stfedu. Pokud jsou nalezeny tfi skupiny bodu, jedna
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se o prekryv, ktery si mizeme predstavit jako pismeno T. Z piekryvu jsou dale vybrany
dvé skupiny bodu, které maji nejmensi obsah. Nasledné je v téchto dvou skupinach vzdy
nalezen bod, ktery je nejblize ke stfedu. Tyto dva body tvorti fiktivni pfimku, kterou je
shluk chromosomt rozdélen. Na obrazku 29a je vidét binarni obraz s nalezenymi dvéma
body a Sedotonovy shluk dvou chromosomu. Obrazek 29b jiz znazorfiuje binarni
a Sedotonovy obraz, ktery byl rozdélen fiktivni pfimkou. Pfi pfekryvu do pismene T

dochazi ke ztraté ¢asti chromosomu.

a) b)

Obrazek 29: Rozd¢leni prekryvajicich se chromosomu do pismene T s ¢ervenymi znackami

Druhy zptisob ukonceni cyklu spociva v nalezeni Ctyf od sebe oddélitelnych
skupin bodu s opacnou intenzitou pixelt, nez je intenzita ve stiedu. Jedna se tedy o
prekryv do pismene X. Z kazdé skupiny je vybran bod, ktery je nejblize ke stredu. Takto
nalezené body je mozno vidét v horni ¢asti obrazku 30a. Nalezené body nasledné separuji
chromosomy ve dvou krocich. V prvnim kroku je nahodné vybran jeden bod. K tomuto
bodu jsou spocteny vzdalenosti zbylych bodu. Nejblizsi bod k nahodné vybranému bodu
urcuje prvni dva body, které se maji spojit. Zbylé dva body spoji druhou pfimku, jak je
mozno vidét na obrazku 30b v horni ¢asti. V druhém kroku je spojen ndhodny bod
s druhym nejbliz§im bodem. Tyto body tvoii prvni pfimku a zbylé dva body druhou
pfimku. Timto dochézi k separaci druhého chromosomu, viz horni ¢ast obrazku 30c.
Dolni ¢asti obrazku 30 znazorfiuji tfi obrazy. Obrazek 30a puvodné prekiiZeny
chromosom. Obrazek 30b separovany prvni chromosom. Obrazek 30c zobrazuje
separovany druhy chromosom. Z obrazu je ziejmé, ze prekiizené Casti obrazu byly
znehodnoceny a v nasledné analyze mohou zptsobovat chyby.
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Obrazek 30: Rozd¢leni prekryvajicich se chromosomu do pismene X s ¢ervenymi znackami

Po separaci chromosomy podstupuji znovu vypocet stiedové linie a vypocet poctu
koncu stiedové linie. Pokud je pocCet konct vétsi nez dva, tak vysledny obraz postupuje

znovu do separace prekryvli chromosomu.

4.4  Separace dotyki u chromosomii

Dalsim krokem algoritmu je separace dotykajicich se chromosomi (vétsinou se jedna
o spojeni dvou chromosomu). Pravé proto tento modul fesi rozdéleni dvou dotykajicich
chromosomti. Chromosomy jsou v misté dotyku charakterizovany zuzenim a zvySenim
jasové hodnoty oproti zbytku chromosomu, ¢ehoz je v algoritmu vyuzito. Centromera je

také charakterizovana zizenim, ale obsahuje nizsi jasové hodnoty.

Do ¢tvrtého modulu vstupuji vSechny obrazy z predeslé ¢asti. U téchto obrazu
se dale pracuje se stfedovou linii (obrazek 31a). Stfedova linie je prochazena po tfech
pixelech od prvniho bodu do posledniho bodu. Na prostfedni pixelu ze tii je spoCtena
kolmice v obou smérech a je vybrana usecka jasovych hodnot z Sedotonového obrazu.
Jedna se tedy o narovnani chromosomu. Narovnany chromosom je mozné vidét
v usecce je dale vypoCtena prumérna hodnota jasu. Timto krokem ziskame dva 1 D
signaly, a to §itku chromosomu (obrazek 31c) a primérnou intenzitu chromosomu
(obrazek 31d). V Sifce chromosomu je nasledné hledano minimum (Cervené znacky
v obrazku 31a a obrazku 31d). Pokud je minimum mensi nez prah a primérna jasova

hodnota vét§i nez prah, tak je danad pozice vyhodnoceno jako misto dotyku. Prah je
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nastaven pro $ifku jako dvé tfetiny z primérné Sitky chromosomu a pro intenzitu jako
jeden a pul nasobek primérné hodnoty z priméru intenzit. Misto dotyku je zobrazeno
cervené na obrazku 31a. Mistem dotyku je vedena opét kolmice a chromosom je rozdélen
na dva samostatné chromosomy, pro které je spoCitan obsah. Obsah chromosomu je
kontrolnim prvkem velikosti chromosomu. Pokud je obsah chromosomu mensi nez 2%

velikosti puivodniho obrazu, tak k rozdéleni chromosomu nedojde.

a)

b)

Sifka chromosomu
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Obrazek 31: Separace dotykajicich se chromosomu
a) chromosom se stifedovou linii s ¢ervené zvyraznénym mistem dotyku, b) narovnany
chromosom, ¢) §itka chromosomu v 1 D signalu s vyzna¢enym mistem dotyku, d) praimérmna

intenzita chromosomu s vyzna¢enym mistem dotyku

Separace dotykajicich se chromosomt je poslednim krokem algoritmu, ktery se fadi
k segmentaci a separaci chromosomu. Separované chromosomy je mozné vidét
na obrazku 32, kde jsou vykresleny podle obsahu binarniho obrazu do nového obrazu.

Po segmentaci dojde k vypsani poctu chromosomu a zda se jedna o zdravy karyotyp.
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Obrazek 32: Vysledny obraz po segmentaci chromosomu

4.5 Klasifikace chromosomi do karyotypu

Klasifikace chromosomt probiha pouze na zdravé sestavé chromosomt. Chromosomy
jsou zarazeny do lidského karyotypu podle klasifika¢nich znaku, které byli podrobnéji
popsany v kapitole tii. V této praci je pro vyhodnoceni karyotypu pouzito dvou

klasifikac¢nich znakt: obsah chromosomu a jasovy profil.

Obrazek 33 zobrazuje blokovy diagram popisujici vyhodnoceni lidského karyotypu.
Prvnim krokem je vypocet obsahti chromosomu na zakladé binarnich obrazi a jasovych
profilt na zaklade stiedové linie. Naslednym krokem je urCeni pohlavi. Pohlavi je urceno
pomoci skore. Skore je vypocteno pomoci sparovanych chromosomu ve skupiné D.
Dle pohlavi jsou chromosomy rozdéleny do sedmi skupin podle obsahu. V kazdé skupiné
nasledné dochazi k parovani chromosomt. Jakmile jsou sparovany vSechny

chromosomy, dojde k vykresleni obrazu s lidskym karyotypem.

Urceni pohlavi

Segmentovany Vypocet obsahu ) Vypocet Parovani chromosomu
obraz chromosomu jasovych profila ve skupin¢ D

v

Lidsky Parovani chrpn}osomﬁ Vypodet skore
karyotyp v 7 skupinach

Obrazek 33: Blokovy diagram vyhodnoceni lidského karyotypu
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Obsah chromosomu

Obsah chromosomu je pocitan z binarnich obrazii segmentovanych chromosomu.
V binarnim obraze jsou chromosomy znazornéné svétlymi pixely (hodnota 1) a okoli
tmavymi pixely (hodnota 0). Vypocet obsahu chromosomu spociva v souctu vsech
hodnot pixelil v daném obraze. Obsah chromosomu slouzi k zafazeni jednotlivych
chromosomti do jedné ze sedmi skupin (A az G). Ve skupiné A jsou chromosomy

s nejveétsim obsahem a ve skupiné G s nejmensim obsahem.

Jasovy profil chromosomu

Pro vypocet jasovych profild se znovu vyuzije stiedova linie chromosomu. Na rozdil
od segmentace, je nutné v klasifikaci stfedovou linii prodlouzit az do konce obrysu
obrazu, viz obrazek 34a. Prodlouzeni stfedové linie az ke konci spociva v zjisténi
smeérnice koncu stfedové linie. Smérnice je pocitana poslednimi tfemi body z téchto
koncli. Ve sméru smérnice jsou postupné dopocitany pixely az k obrysu chromosomu.

Dopocitana stiedova linie az k obrysu chromosomu je zobrazena na obrazku 34b.

a) b)

Obrazek 34: Stiedova linie (vlevo) a stfedova linie s prodlouzenymi konci (vpravo)

Nasledné jsou urCeny jasové profily chromosomu. Jasové profily jsou pocitany
analogicky jako v minulé podkapitole sjednim rozdilem. Misto vypoctu pruméru je
z dané kolmice sjasovymi hodnotami vybrana medidnova hodnota jasu. Medianovy
jasovy profil chromosomu je zobrazen v spodni ¢asti obrazku 35. V horni casti je
vykreslen Sedotonovy obraz chromosomu spolecné se stitedovou linii, kterou jsou vedené
kolmice.
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Jasovy profil chromosomu
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Obrazek 35: Chromosom se stfedovou linii spole¢né s medianovym jasovym profilem

Urceni pohlavi

Ve tfetim kroku je nutné nastavit pohlavi manualné, nebo vyuzit funkci k automatickému
urCeni chromosomu. Pfi automatické detekci se vyuziva faktu, ze zensky a muzsky
karyotyp se li§i v po&tu chromosomd, které jsou zatazeny ve skuping C. Zensky karyotyp
obsahuje 16 chromosomu ve skupiné C a 4 chromosomy ve skupiné G. Zatimco muzsky

karyotyp obsahuje 15 chromosomi ve skupiné C a 5 chromosomt ve skupiné G. [5]

Rozdilny pocet chromosomt u pohlavi ve skupin€é C nam vytvafi odli§né sestavy
chromosomt ve skupiné D. Proto je vyuzito parovani ve skupin€ D a nasledn€ vypocteno
skore. Nejprve jsou parovany homologni chromosomy pro zenu (27. az 32. chromosom)
a poté pro muze (26. az 31. chromosom). Pohlavi, které dosdhne mensiho skore je

vyhodnoceno jako vysledné. Skore je pocitano z jasovych profili a pomoci kvadratické
odchylky signalu (RMSD) s vahovanim.

Parovani homolognich chromosomu spociva v postupnym porovnavani vzdy dvou
jasovych profild ve skupiné D. Chromosomy maji odliSnou délku jasovych profilt
a zaroven mohou byt oto¢eny o 180°. Proto je v prvnim kroku nutné krat§i chromosom
otoCit o 180° a pocitat vSe dvakrat. Jednou pro otoCeny signal a podruhé pro pivodni
signal. Vybran je signal s mensi hodnotou kriterialni funkce. V druhém kroku je signal

s menS$i délkou jasového profilu posouvan po signalu s vétsi délkou jasového profilu
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v okné. Velikost okna je praveé délka krat§iho chromosomu. Vzdy dva jasové profily jsou
postupné porovnavany podle kvadratické odchylky, ktera je vahovana podilem obsahu

chromosomu. Kvadraticka odchylka 1ze matematicky vyjadrit [41]:

RMSD:J Itv=1(51(t1)v—52(t))2, (21)

kde RMSD znaéni kvadratickou odchylku mezi dvéma jasovymi profily, si() je jasovy
profil prvniho chromosomu v pozici ¢ a s;(¢) je jasovy profil druhého chromosomu
v pozici t, N je délka kratsiho chromosomu. Pomér obsah chromosomi lze vyjadrit

pomoci rovnice:

051

052)

w = kde O4; < Oy, (22)

kde Os; je obsah prvniho chromosomu a Oy, je obsah druhého chromosomu. Tyto dvé
rovnice spole¢né vyjadiuji kriterialni funkei:
RMSD
C =

—w (23)

kde RMSD znac¢ni kvadratickou odchylku mezi dvéma jasovymi profily a w je pomér

obsahu dvou chromosomu.

Timto zptuisobem dochazi k porovnani kazdého chromosomu s kazdym v ramci
skupiny D. Hodnoty jsou zapisovany do matice 6x6. Z matice je nasledné vybrano
minimum a chromosomy s minimem jsou sparovany a hodnota kriterialni funkce je
ulozena. Vypocet se opakuje, dokud nejsou sparované vSechny chromosomy. Princip je
vysvétlen na obrazku 36. Na obrazku 36a je zobrazeno Sest jasovych profilt
s dendrogramem (diagram znazortiujici podobnost chromosomu), které jsou vzajemné
porovnavany. Cervenou &arou je zobrazen prah. Na obrazku 36b je zobrazen dalsi krok,
kde jsou dva chromosomy uz sparovany a porovnavaji se jenom ¢tyfi chromosomy.
Obrazek 36b je posledni krok, kde jsou zarazeny zbylé dva chromosomy. Vysledné skore
se rovna sumé vSech tfi hodnot minim kriterialni funkce. Na zaklad€ mensi hodnoty skoré

je nasledné rozhodnuto o pohlavi.
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Obrazek 36: Princip parovani homolognich chromosomu

Parovani chromosomu v 7 skupinach

Po urCeni pohlavi nasleduje rozdéleni chromosomli do sedmi skupin podle obsahu.
V jednotlivych skupinach jsou chromosomy parovany stejnym zpusobem jako
pfi ur€ovani karyotypu. Pomoci kriterialni funkce z jasovych profilti a obsahu je hledano
minimum Vv matici. Matice je postupné zmenSovana o dva chromosomy, dokud
neobsahuje pouze posledni dva chromosomy. Tento proces je uplatnén u vSech skupin
kromé skupiny A. Ve skupiné A jsou parovany pouze Ctyfi nejvét§i chromosomy. Je to
z divodu, Ze tyto chromosomy maji podobny obsah. Paty a Sesty chromosom je podstatné

menS$i a v algoritmu dochazelo k chybnému vyhodnoceni.

Jakmile jsou sparovany vSechny chromosomy ve vSech skupinach je vykresleny
obraz karyotypu. U zenského karyotypu se ve skupiné C na tfetim misté nachazi parovy
chromosom X. U muzského karyotypu, je ur¢en jako chromosom X ten chromosom, ktery
neni sparovany s ostatnimi (lichy pocet chromosomu - jeden zistane). Chromosom Y je
uréen obdobnég, ale ve skupiné G. Vysledny zdravy zensky karyotyp je zobrazen
na obrazku 37.
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Obrazek 37: Vysledny zdravy zensky karyotyp

Poslednim krokem této Casti algoritmu, ktery je volitelny, je vykresleni ideogramu
z jasovych hodnot jednotlivych chromosomu. Ideogramy byli upraveny na stejnou délku
v homolognich parech. Z divodu zlepSeni kontrastu bylo pouzito ekvalizace histogramu

na jednotlivé chromosomy. Ideogramy z predchoziho klasifikovaného obrazu je mozné
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vidét na obrazku 38.

Obrazek 38: Ideogramy zdravého zenského karyotypu
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4.6 Grafické uzivatelské rozhrani

Algoritmus byl pro jednodussi obsluhu vybaven grafickym uzivatelskym rozhranim
(GUD), které je zobrazeno na obrazku 39. Podrobnéjsi navod je popsan v ptiloze B. GUI
je rozdéleno do 4 kvadranti. V prvnim kvadrantu se zobrazuje nateny obraz. Treti
kvadrant zobrazuje segmentovany obraz a ctvrty kvadrant vykresluje klasifikovany lidsky

karyotyp. Druhy kvadrant obsahuje ovladaci prvky se zakladnimi funkcemi:

e Nacist obraz — spousti dialogové okno, pro vybér vstupniho obrazu

e Konec — tlacitko ukonceni program Matlab.

e Segmentace obrazu — automatické segmentace chromosomu od pozadi.

e Prah detekce Sifky — manualni prah Sitky pro detekci dotykajicich se
chromosomt (vychozi hodnota 0,66).

e Prah detekce intenzity — manualni prah intenzity pro detekci dotykajicich se
chromosomi (vychozi hodnota 1,5).

e Rozdélit prekryv chromosomu — po vybéru dojde k rozdéleni prekryvi

¢ Rozdélit dotyk chromosomu — po vybéru dojde k rozdéleni dotykt

¢ Smazat chromosom — po vybéru odstrani vybrany chromosom.

e Kilasifikace chromosomu — automatické klasifikaci lidského karyotypu.

e Karyotyp — vybérovy seznam, pro vybér pohlavi nebo vyhodnoceni.

e Zobrazit ideogramy — v novém okn¢ se zobrazi ideogramy chromosomad.
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5 DISKUZE A VYSLEDKY

Algoritmus byl testovan na dvou databazich obrazi mitotickych chromosomu. Prvni
databaze [12] obsahuje 117 snimki mitotickych chromosomi s Q pruhy. Druha databaze
[13] se sklada z 38 snimkia mitotickych chromosomt s G pruhy. Obé databaze obsahuji
snimky zdravych lidskych karyotypa. Kazdy obraz tedy obsahuje pfesné 46 chromosomu.
Uspé&snost detekce je rozdélena na Gsp&Snost segmentace chromosomt (segmentace
od pozadi, rozdéleni prekryvi a dotyki chromosomt) a uspésnost klasifikace

chromosomu (parovani chromosomu a urceni pohlavi karyotypu).

Pro vyhodnoceni segmentace je nutné si vysvétlit nasledujici zkratky, pomoci

kterych se hodnoti ispéSnost detekce:

e SP (skutecné pozitivni detekce) —jedna se o spravné detekované chromosomy.
e FN (faleSné negativni detekce) — jedna se o falesSné detekované objekty, které byly
detekovany (shluk vice chromosomu, necistoty).

e FP (fale$né pozitivni detekce) — jedna se o chromosomy, které nebyly detekovany.

Senzitivita S* udava pravdépodobnost pozitivni detekce, je-li v analyzovaném obrazu

detekovany chromosom. Vypocet senzitivity je matematicky vyjadien pomoci rovnici:

SP

St=—"__
SP + FN,

(24)

kde SP je skutecné pozitivni detekce a FN faleSne negativni detekce.

Pozitivni prediktivni hodnota P* pak udava pravdépodobnost pfitomnosti chromosomu
v piipadé pozitivni detekce. Vypocet pozitivni prediktivni hodnoty probiha pomoci

vztahu:

SP

Pt=—"
SP + FP,

(25)

kde SP je skute¢né pozitivni detekce a FP je fale$Sné pozitivni detekce. [42]

Pro vyhodnoceni uspé$nosti parovani chromosomu je uspésnost pocitana jako
podil spravné klasifikovanych mitotickych chromosomi ku v§em klasifikovanym partm
mitotickych chromosom®. Usp&snost urdeni pohlavi je pak vyhodnocena jako podil

spravné ur¢enych pohlavi ku vSem testovanym obraziim mitotickych chromosomad.
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5.1 Vyhodnoceni a diskuze segmentace obrazu

SegmentacCni Cast algoritmu byla testovana, na zminénych dvou databazich se snimky
mitotickych chromosomu. Prvni databaze obsahovala snimky s Q pruhovanim. Tyto
snimky byly v dobré kvalit¢ ulozeny v bezeztraitovém formatu. Druha databaze
obsahovala snimky s G pruhovéni. Snimky G pruhovani byly v horsi kvalité, protoze byly
ulozeny v ztratové formatu JPG. Vyhodnoceni bylo provedeno na kazdé databazi zvlast.

Vysledky testovani jsou zobrazeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Uspé&snost segmentace chromosomii

S*[%] Pt [%]
Q pruhovani 89,2 91,3
G pruhovani 86,4 92.4

Senzitivita snimkd s Q pruhy je vySsi nez senzitivita snimka z G pruhy. Nizsi
segmentacni schopnost byla zptsobena kvalitou snimku s G pruhy. Tyto vysledky jsou
srovnatelné s jinymi autory [33] a [34], ktefi se zabyvaji podobnou problematikou.
Publikované metody nebyly na takto velkém poctu obrazt. Dale se vzdy zaméiili pouze

na jeden druh pruhovaci techniky.

Segmentace chromosomu se sklada z dil¢ich Casti, kde mohlo dochazet k odlisSnym
druhtim selhani detekce. Segmentace od pozadi je zaloZena na vicefazové detekci
zalozené na metodé Otsu a aktivnich kontur. Po metodé Otsu prahovani algoritmus
odstrafiuje drobné necistoty. V této fazi dochéazelo k zmenSovani akrocentrickych
chromosomi (obrazek 40a) a tudiz k zhorSovani klasifikace chromosomi. Dal§im Castym
problémem bylo nalezeni stfedové linie. U nékterych obrazii dochazelo k odstranéni
nejen faleSnych koncq, ale i pravych, které definovaly prekryv. Z tohoto diivodu nebyl
chromosom spravné rozdélen. Dalsi chybné segmentace byly zplisobeny chromosomy,
které se dotykaly. Proto byly vyhodnoceny jako ohnuty chromosom. Takové
chromosomy nebyly rozdé€leny, protoze jsou prekryty konci chromosomd, coz je mozné
vidét na obrazku 40b. V misté dotyku je Sitka chromosomu i intenzita srovnatelna
se zbylymi ¢astmi chromosomu. Pokud doSlo k selhani algoritmu, je mozny manualni

zasah a chromosomy tak rozdélit ru¢né.

a) ‘ b)
Obrazek 40: Nespravna segmentace a separace chromosomu
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5.2  Vyhodnoceni a diskuze klasifikace obrazu

Klasifikace chromosom1 je siln€ zavisla na predchozi segmentaci obrazu. Pokud dojde
ke ztraté dat u nékterych chromosomd, dojde k chybnému parovani. U snimku z obou
databazi byla pocitana UspéSnost parovani dvou homolognich chromosomu
a uspésnost spravného urceni pohlavi. Do vypoctu uspéSnosti nebyly zahrnuty snimky,
které neobsahovali 46 chromosomd, nebo &ast chromosomu chybé&la. Uspé&snost

klasifikace je zobrazena v tabulce 2.

Tabulka 2: Uspé&snost klasifikace chromosomit

UspéSnost parovani [%] | UspéSnost ureni pohlavi [%]

Q pruhovani 78,6 83,2

G pruhovani 76,7 80,9

Uspé&snost parovani dvou homolognich chromosomd je siln& ovlivnéna nékolika
faktory. Prvnim je nizké rozliSeni pruhti ve snimcich. U snimk( neni uvedeno ani
rozliSeni pruht, tudiz neni mozné automatické srovnani s ideogramem. Kdyby vsechny
snimky mély pevné dané rozliSeni pruhii, byla by mozna analyza sideogramem
a uspésnost by byla vyssi. Dal§im faktorem je vyuziti pouze dvou klasifikacnich znakd.
V algoritmu je vyuzit obsah chromosomu a jasovy profil chromosomu. Pozice
centromery ani délka chromosomu neni vyuzita. Pozice centromery neni v algoritmu
vyuzita z divodu absence zizenych mist na chromosomech (Gspésnost nalezeni byla pod
50%). Délka neni vyuzita, z davodu lepsich vysledkt pfi zjisténi obsahu chromosomu.

Karyotyp se spravné déli do 7 skupin pravé podle délky chromosomu a pozice
centromery. Jelikoz detekce pozice centromery dosahovala nizké uspéSnosti, bylo
rozdéleni do 7 skupin modifikovano na rozdéleni pouze podle obsahu chromosomi.
Tento klasifikani znak se pocita ze segmentovaného chromosomu, ktery muze byt
nespravneé segmentovan a muze dochazet ke Spatnému zarazeni do skupiny. Tudiz v jedné
skupin€ muze byt §patné zafazen chromosom z jiné skupiny a poté dochazi ke Spatnému

parovani ve zbylych skupinach.

V jednotlivych skupinach dochazi k parovani homolognich chromosomt pomoci
kvadratické odchylky signalu, ktera je vahovana podilem obsahi. Tento vztah se ukazal
jako nejuspésné€jsi pii parovani. V praci bylo pouzito i parovani chromosomu podle
korelaci dvou jasovych profila, ale vysledky byly horsi nez vyuzita metoda (uspéSnost
parovani homolognich chromosomu byla pod 65%).
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Vyhodnoceni karyotypu se zamétuje pouze na zdravy karyotyp. Pokud je pred
klasifikaci segmentovano 45 chromosomu, je vypsano, ze se jedna o monosomii, ale
uz neni urceno, ktery chromosom neni obsazen. To stejné plati i pii segmentaci 47
chromosomti. Dojde k vypsani, Ze se jedna o trisomii, ale neni uz uréeno, o ktery
chromosom je obsazen trikrat. Monosomie a trisomie neni v praci zjiStovana, protoze
databaze neobsahuji snimky s timto druhem onemocnénim a algoritmus by nemohl byt

radné testovan.

V praci jsem se dale zaméfil na vypocet ideogramu chromosomu. Ideogramy jsou
pocitany z medidnovych jasovych hodnot v chromosomu. Intenzity v ideogramu jsou
nasledné upraveny pomoci ekvalizace histogramu z divodu zvyraznéni pruh.
Porovnanim téchto ideogramii s normalizovanymi ideogramy nam urcuje strukturni
aberace. Snimky z databazi ale obsahuji snimky chromosomu s nizkym rozliSenim,
a proto neni tento druh analyzy mozny. Srovnani vytvorenych ideogrami
s normalizovanymi je mozny vidét na obrazku 41. Na obrazku 4la mizeme vidét
chromosom s ¢ervené vyznacenou centromerou. Na obrazku 41b jeho ideogram, ktery je
pocitan ekvalizace histogramu z medianovych jasovych hodnot. Obrazek 41c zobrazuje
normalizovany ideogram. Z obrazku je patrné, ze prechody mezi jednotlivymi pruhy

nejsou tak zfetelné jak pruhy u normalizovaného ideogramu a detekce strukturnich

a) ! b) i c}g

Obrazek 41: Chromosom s ideogramy

aberaci tak neni mozna.

a) obraz chromosomu segmentovany z obrazu, b) ideogram tvoreny z jasovych profilu, ¢)

normalizovany ideogram
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo navrhnout a zrealizovat algoritmus pro obrazovou analyzu
mitotickych chromosomd. V uvodnich kapitolach je popsana problematika, ktera
se zaméfuje na cytogenetické metody, metody identifikace chromosomu a odliSna
geneticka onemocnéni. Dale jsou s praci popsany postupy a techniky zpracovani obrazu

mitotickych chromosomi.

Metody pro zobrazeni chromosomu délime na pruhovaci techniky a molekularni
techniky. Prace se zaméfuje na analyzu chromosomu pomoci pruhovacich technik.
Konkrétné se jedna o G pruhovaci a Q pruhovaci techniku. Tyto metody barveni nam

poskytnou informaci o numerickych a strukturnich aberacich.

Navrhnuty algoritmus je slozen z péti modultl a je implementovan v prostredi
Matlab. Prvni modul slouzi k pfedzpracovani obrazu. Druhy az ¢tvrty modul slouzi
k segmentaci chromosomti od pozadi, segmentaci piekryvajicich se a dotykajicich
se chromosomi. Paty modul se zameéfuje na klasifikaci chromosomd do lidského

karyotypu.

Segmentace chromosomu od pozadi (druhy modul) je zaloZen na vicefazové detekci,
ktera vychazi z metody Otsu a technice aktivnich kontur. Algoritmus dale fesi segmentaci
prekryvajicich se chromosomu (tfeti modul) pomoci vypoctu stiedové linie. Pii prekryvu
sttedové linie dojde k oznacCeni, ze se jedna o dva ¢i vice prekryvajicich se chromosomd.
Ctvrty modul algoritmu je separace dotykajicich se chromosomd. Chromosomy jsou
rozdeleny na zakladé nizsi Sitky a vyssi intenzity v misté dotyku. Timto krokem ziskame

osamocené chromosomy, které mizeme analyzovat.

Paty modul vyuziva k analyze dvou klasifika¢nich znakt. Prvnim klasifikacnim
znakem je obsah chromosomu a druhym jasovy profil chromosomu. Pomoci obsahu
chromosomu jsou chromosomy rozdéleny do sedmi skupin. V kazdé skupiné dochazi
k parovani homolognich chromosomt pomoci hledani minima kriterialni funkce. Jakmile
jsou vSechny chromosomy sparovany, dochazi k vykresleni lidského karyotypu. Soucasti

analyzy obrazu je 1 urCeni pohlavi.

Algoritmus je doplnén o wuzivatelské grafické rozhrani, které zptehlediuje
algoritmus. V piipadé Spatné segmentace muze dojit k manualni opravé a spravné
separaci chromosomu. Robustnost algoritmu byla testovana na snimcich ze dvou
databazi, které obsahuji snimky mitotickych chromosomu ziskané G pruhovanim
a Q pruhovanim. Tyto databaze obsahuji celkem pfes 150 snimkd s obrazy mitotickych

chromosomt. Vysledky segmentace jsou urCeny pomoci senzitivity a pozitivni
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prediktivni hodnoty. Senzitivita segmentace pro Q pruhovani je 89,2%, a pro G pruhovani
je 86,4%. Pozitivni prediktivni hodnota je pro Q pruhovani 91,3% a pro G pruhovani
92,4%. Uspé&snost parovani chromosomi je pro Q pruhovani 78,6% a pro G pruhovani

76,7%. Uspé&snost uréeni pohlavi &ini pro Q pruhovani XX 83,2 %a G pruhovani 80,9%.

Navrhnuty algoritmus zvlada vyhodnotit, zda se jedna o numerickou aberaci, nebo
o zdravého jedince. Strukturni aberaci neni mozné vyhodnotit, protoze snimky maji
velkou variabilitu kvality a také rozliSeni pruhti. Pravé podle poctu pruht se chromosomy
porovnavaji s ideogramy a tim vyhodnocuji strukturni aberace.

Mezi hlavni pfinosy navrzeného algoritmu patfi moznost zpracovavat dva typy
obrazu, dal§im piinosem je vyhodnoceni lidského karyotypu s dostateCnou piesnosti.

Vyssi uspésnosti by mohlo byt docileno normalizaci obrazu mitotickych chromosomd.
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PRILOHY

A. Slozky a soubory uloZzené na CD

e Lubos_Jaros_DP.pdf — text diplomové prace.
e Program — slozka obsahuje skripty a funkce vytvoreného algoritmu spolu s

testovacim obrazem.



B. Navod k GUI pro vyhodnoceni lidského karyotypu

Vsechny programové casti byly vytvoreny a otestovany v prostiedi Matlab R2015a
na displeji s rozliSenim 1920x1200. Program se spousti v prostiedi Matlab pomoci skriptu
ObrazovaAnalyza GUILm. Po spusténi se objevi okno se dvéma tlacitky, které je vidét
na obrazku 42. Tlagitko NACIST OBRAZ spousti dialogové okno, kde je nutné si vybrat
obraz k analyze. Druhé tlacitko KONEC ukoncuje cely program i prostredi Matlab.

5T OBRAZ

SEGMENTACE CHROMOSOMU

KLASIFIKACE CHROMOSOMU

Obrazek 42: GUI po spusténi

Po nacteni obrazu se zobrazi tlaCitko SEGMENTOVAT OBRAZ v ovladaci ¢asti
segmentace obrazu, které je mozné videét na obrazku 43. Tlagitko spousti automatickou

segmentaci obrazu a separaci prekryvu a dotykti chromosomii.

nadisToRAZ | | «omc

SEGMENTACE CHROMOSOMU

KLASIFIKACE CHROMOSOMU

Obrazek 43: GUI po nacteni obrazu
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Po segmentaci obrazu se vykresli segmentovany obraz a zobrazi dalsi ovladaci
prvky, které je vidét na obrazku 44. Pole POCET SEGMENTOVANYCH
CHROMOSOMU vypisuje hodnotu, kolik bylo celkem segmentovano chromosomu.

V segmentacni Casti se zobrazi dva posuvniky a tfi tlacCitka. Posuvniky PRAH
DETEKCE SIRKY a PRAH DETEKCE INTENZITY slouZi k posouvani praht
pii chybné separaci dotykti chromosomi. Maximalni hodnota prahu detekce Sitky je
1, minimalni hodnota §itky je 0, vychozi hodnota je 0,66. Maximalni hodnota prahu
intenzity chromosomu je 3, minimalni hodnota intenzity je 0, vychozi hodnota je 1,5. Pfi
zmén€ posuvnikd je nutné znovu kliknout na tlatitko SEGMENTOVAT OBRAZ.
Tlagitko ROZDELIT PREKRYV V CHROMOSOMU slouzi k separaci prekryvi.
Po kliknuti na tlacitko se objevi kurzor, kterym musi obsluha kliknout na sted
prekryvajicich se chromosomu v obraze segmentovanych chromosomd. Chromosomy se
automaticky rozdé€li a obraz segmentovanych chromosoma piekresli. Tlacitko
ROZDELIT DOTYK CHROMOSOMU slouZi k separaci dvou dotykajicich se
chromosomu. Po kliknuti se objevi rovnéz kurzor, kde musi obsluha vybrat dva body
v obraze. Body tvofi pomyslnou pfimku, kterou bude veden fez. Tento fez rozdéli
chromosom ve dva a opét vykresli do segmentovaného obrazu. Poslednim tladitkem
se segmentacni Casti je ODSTRANIT CHROMOSOM. Opét se objevi kurzor, ktery

odstrani vybrany chromosom. Tlacitko slouzi k odstranéni necistot v obrazu.

V klasifikagni &asti se zobrazi tlagitko, pole a vyb&rovy seznam. V poli ANALYZA
se po segmentaci vypiSe, zda se jedna o zdravy karyotyp, monosomii nebo trisomii.
Obsluha musi zkontrolovat, zda segmentace prob¢hla uspé$né. Ve vybérovém poli
KARYOTYP je na vybér ze tfi moznosti (muz, zena, vyhodnoceni). Vyhodnoceni slouzi
k urCeni pohlavi. Tlacitko KLASIFIKACE OBRAZU slouzi k zafazeni lidského
karyotypu. Klasifikace je mozna jenom pokud se jedna o zdravy karyotyp. Pokud je
ve vybérovém poli KARYOTYP vybrano vyhodnoceni, tak se do pole ANALYZA vypise

pohlavi jedince. Dale se vykresli obraz chromosomt zatazenych do sedmi skupin.
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y obraz
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Obrazek 44: GUI po segmentaci obrazu

Po klasifikaci (obrazek 45) dojde k zobrazeni posledniho tlacitka ZOBRAZIT
IDEOGRAMY. Tlagitko slouzi k vykresleni ideogramti v novém okné (obrazek 46).

y obraz
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Obrazek 45: GUI po klasifikaci obrazu
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Obrazek 46: Ideogramy chromosomu



