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Abstrakt

Zmény vpoCtu a ve struktufe chromozomi jsou pii¢inou fady vaznych
onemocnéni. K odhaleni chromozomadlnich zmén slouzi cytogenetickd vySetfeni, kterd
nejcastéji vedou k sestaveni karyotypu. Pro tcely cytogenetickych analyz se chromozomy
vizualizuji pomoci vhodnych metod a nejCastéji se ndsledné sestavuji do karyotypu.
ProtoZze rucni stanoveni karyotypu je Casové i financn€ ndrocné, vyviji se ptistupy k
automatickému karyotypovéni pomoci pocitatového softwaru.

Automatické karyotypovaci systémy klasifikuji chromozomy do tfid na zdklade
identifikacnich znaka, specifickych pro kazdy chromozom. Automatickou klasifikaci vSak
nejvice limituje pfitomnost piekryvajici se a silné ohnutych chromozomd, pfitomnych v
témeér kazdé mitdze. Presnost a spolehlivost karyotypovacich systémi stdle zdvisi na
zasahu uzivatele. Cilem vyvoje novych pfistupt k automatickému karyotypovani je tedy
zejména prekondni vyse zminénych problému a dale vyvoj takovych klasifika¢nich metod,

které umozni klasifikaci chromozomu do part bez lidské kontroly.

Klicova slova
Karyotyp, automatické karyotypovédni, chromozomadlni znaky, vizualizace

chromozom, chromozomadlni aberace, shlukova analyza, distan¢ni matice, dendrogram

Abstract

Changes in chromosome number and structure may cause serious diseases.
Cytogenetic tests leadin to set of karyotype are done for detecting these abnormalities.
Chromosomes are visualised with proper methods and karyotype is made up most often.
Manual karyotyping is time-consuming and expensive task. Because of this, researchers
have been developing automated karyotyping systems.

Karyotyping systems classify chromosomes into classes based on their
characteristic features. Overlapping and bent chromosomes are limitations for automatic
classification since they ocur at almost every mitosis. Accuracy and reliability of
karyotyping systems still depend on the human intervention. Overcoming of these

problems and development of fully automated system is the aim of modern approaches.

Keywords
Karyotype, automatic karyotyping, chromosome features, chromosome

visualization, chromosome abberation, cluster analysis, distance matrix, dendrogram
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1 Uvod

Sestaveni karyotypu patii mezi zdkladni cytogenetickd vySetfeni. Karyotyp
prehledné poskytuje informaci o celkovém poctu chromozomi, pohlavi jedince a o
piipadnych chromozomadlnich zménach, at' uZ pocetnich ¢i strukturnich. Pro diagnostiku
genetickych onemocnéni, podminé€nych zejména numerickymi a vétSimi strukturdlnimi
aberacemi, je sestaveni karyotypu kliCové.

Manudlni sestaveni karyotypu je ¢asové i financn€ ndro¢né a vyzaduje zkuSenosti
cytogenetického odbornika. Tato skute¢nost motivuje vyvoj pocitacovych programi pro
automatické karyotypovani. Ackoli byvaji tyto programy pro klasifikaci chromozomu
oznacovany jako automatické, zatim se jednd spiSe o polo-automatické ndstroje, které
usnadnuji praci cytogenetickym laborantim.

Hlavni ptekdZzkou na cesté k automatickému karyotypovani je tvarovd rozmanitost
jednotlivych chromozomd, zachycenych na mikroskopickych snimcich. Ackoli sami o sobé
maji chromozomy obdélnikovy tvar, v preparatech urCenych k analyze jsou Casto rtzné
stoCeny nebo pokiiveny, CdsteCné nebo upln€ se prekryvaji nebo dotykaji. Ne&které
chromozomy mohou byt ohnuté do takové miry, Ze neni mozné na nich odhadnout
klasifikacni znaky. Obecné je pak analyza mnohdy ztizena kvalitou samotnych snimkd,
které mohou byt Spatn€ nasvétleny nebo jsou v nich piitomny nezidouci artefakty, vzniklé
v disledku barveni chromozom.

Teoretickd Cast prace se zabyva cytogenetickymi onemocnénimi a jejich ptiinami,
vysvétluje pojem chromozomu a jejich chovani béhem bunécného cyklu. Cilem této prace
je predstavit techniky vizualizace chromozomut a techniky zpracovani mikroskopickych
snimkd chromozomu. Teoretickd Cast prace se zabyva jak klasickymi, tak molekuldrné
biologickymi metodami vizualizace chromozom.

Cilem této priace je navrhnout algoritmus, ktery ze vstupniho obrazu G-
pruhovanych chromozomt vyhodnoti karyotyp Clovéka. G-pruhované chromozomy byli
zvoleny z toho davodu, ze G-pruhovéni je v cytogenetickych laboratofich nejCastéjsi
metoda vizualizace chromozomu. Je rychld, ekonomickd a lze s ni detekovat nejCastéjsi
pficiny genetickych onemocnéni.

Samotné vyhodnoceni karyotypu je zaloZeno na identifikac¢nich znacich, které jsou
pro chromozomy charakteristické. Neékteré tyto znaky, jako napiiklad délka, obsah ¢i
poloha centromery jsou pro nékteré chromozomy spole¢né. Znak, jakym je sled pruhti na
chromozomech vytvofeny G-pruhovéanim, je pro kazdy chromozom unikétni.

Teoretickd Cast prace se zabyva cytogenetikou, samotnymi chromozomy a jejich
chovdnim béhem bunécného cyklu. Vénuje se genetickym onemocnénim a mozZnostem jak
co nejrychleji a s nejvétsi presnosi ziskat informace o jejich pfiCiné — tedy sestaveni

karyotypu.



1 Cytogenetika

Cytogenetika se zabyvd studiem bun€k a bun&Cnych struktur, zejména v souvislosti
s prenosem genetické informace. Cytogenetické studie se tykaji pfedevS§im struktury a
funkce chromozomu a jejich chovani béhem bunééného déleni [1].

Cytogenetika se rozviji od konce 19. stoleti, nejvice od roku 1956, kdy Tjio a Levan
urCili spravny pocet lidskych chromozomi [2]. Z této doby (1960) pochédzi Denverska
klasifikace chromozoma do sedmi skupin. V obdobi 50. let 20. stoleti bylo tedy mozné
identifikovat pouze zmény v po¢tu chromozom.

Na pocatku 70. let byla objevena novd technika barveni chromozomda, kterd
umoznila jejich podélnou diferenciaci [3]. Na zadklad€ prvni pruhovaci techniky barveni
byly s postupem cCasu vyvinuty dal$i, které umoZziiuji spolehlivé odhalit strukturni
prestavby chromozomil vétsi nez 5 — 10 Mb [4]. Strukturni pfestavby mensiho rozsahu
(200 — 300 kB) jsou spolehliveé identifikovdny aZz metodami molekuldrni cytogenetiky.
Jejich zdklad byl poloZen na konci 80. let, kdy byla zavedena metoda hybridizace in situ
[5].

Strukturni a pocetni zmény chromozoml jsou predmétem zdjmu klinické
cytogenetiky [1]. Dusledkem vrozenych genetickych zmén vznikaji v populaci vazna
geneticka onemocnéni. U vétSiny plodd, postizenych chromozomovymi aberacemi dochdzi
ke spontannim abortiim. Aberace slucitelné se Zivotem jsou spojeny s t€zkymi vyvojovymi
vadami, mentdlni retardaci ¢i s neplodnosti, nekteré vedou k onkologickym onemocnénim.

Rutinni soucdsti klasickych cytogenetickych vySetfeni je sestaveni karyotypu.
Provddi se pro posouzeni chromozomové vybavy jedinci s pifpadnymi vrozenymi
chromozomadlnimi aberacemi, v prendtdlni diagnostice a pfi asistované reprodukci [6]. Své

uplatnéni nachézi také v onkocytogenetice.

1.1 Lidsky karyotyp

Velikost lidského diploidniho genomu je 6,4-10° parG bazi [1]. Toto mnoZstvi
genetické informace je rozdéleno do 46 chromozomu — 22 homolognich pari autozomu a 1
par gonozomu (pohlavnich chromozomil). Autozomy jsou ocislovany od 1 do 22, pohlavni
chromozomy jsou oznaceny velkymi pismeny X a Y. Gonozomy determinuji pohlavi. U
Zeny se vyskytuji v konstituci XX, u muze XY.

Karyotyp je standardni zptisob obrazové prezentace lidskych chromozomu pro
diagnostické ucely [7]. Chromozomy jsou v karyotypu vhodné orientovdny a sestaveny do
homolognich part. Vzhled karyotypu se fidi standardnimi klasifikaénimi pravidly ISCN

(An International System for Human Cytogenetic Nomenclature), viz Obrdazek 1 [8]. Na
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zékladé karyotypu jsou provadéna cytogenetickd vySetfeni za tUcelem odhaleni

chromozomalnich abnormalit [5].
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Obrazek 1: Chromozomy barvené pomoci G-pruhovani
a) snimek metafdznich chromozomi muZze: 46, XY a b) piislusny karyotyp. Pfevzato z [3].

1.2 Chromozomadlni aberace

Chromozomadlni aberace ptredstavuji jakékoli odchylky od standardniho poctu
(numerické aberace) a struktury chromozom? (strukturni aberace) [9]. Casto se jednd o
rozsdhlé zmeény, které nejsou slucitelné se Zivotem. Aberace, které se vyskytuji u
narozenych jedinc maji vétSinou zavazné klinické projevy. Existuji vSak i takové aberace,
které se nemuseji fenotypoveé vibec projevit nebo jsou jeji nositelné pouze prenaseCi a
aberace se muZe projevit az u pristi generace.

Chromozmadlni zmény jsou pfiCinou poloviny spontdnnich aborti béhem prvniho

trimestru [10]. Nejcastéjsi zménou v karyotypu je trizomie (27%), dale polyploidie (10%),

monozomie pohlavnich chromozomu (9%) a strukturni prestavby (2%).

Numerické aberace

Mezi numerické aberace patii polyploidie a aneuploide [9]. Polyploidie, zmnoZeni
celé sady chromozomd, nejsou u Clovéka slucitelné se zivotem. U narozenych jedincu je
popsdna pouze aneuploidie, ztrata ¢i nadbytek jednoho, vzicnéji vice chromozomu [5].
Aneuploidie postihuji jak autozomy tak gonozomy.

Nejzndmé&j$i a nejCastéji se vyskytujici aneuploidii u cCloveéka je trizomie
chromozomu 21, zndma jako Downtv syndrom [1]. Lidé s Downovym syndromem trpi
riznymi télesnymi malformacemi, maji charakteristiky Sikmy vzhled oc¢i a v dlani tzv.

opici ryhu. Vyskytuje se u nich lehka mentdlni retardace.
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Kromé Downova syndromu jsou v klinické praxi popsdny trizomie chromozomu 13
(Patautv syndrom) a 18 (Edwardstv syndrom). Obé tyto trizomie vSak maji tak zavazny
klinicky projev, Ze postiZeni jedinci umiraji v brzké dob& po narozeni.

Numerické aberace, které postihujici gonozomy a jsou slucitelné se Zivotem jsou
trizomie X a Klinefeltertiv syndrom s karyotypovou konfiguraci 47, XXY. Trizomie X se
vyskytuje u Zen s obvykle normdlnim fenotypem. V nékterych piipadech je u postizenych
trizomii X snizend plodnost a lehkd mentdlni retardace. Klinefelterav syndrom postihuje
muze, ktefi jsou neploidni. Fenotypovym projevem Klinefelterova syndromu je vysoké
§ithlé télo, mald varlata, zvétSend prsa o fidké ochlupeni [1].

Monozomie existuje u ¢lovéka pouze jedind, a to monozomie chromozomu X,
znama jako Turnerv syndrom. Vyskytuje se u zen, které jsou sterilni, s opozdénym

sexudlnim vyvojem, maji malou postavu a charakteristickou koZn{ fasu na krku.

Strukturni aberace

Strukturni abnormality jsou méné Casté neZ numerické a témer nemaji klinicky
vyznam [1]. U n€kterych abnormalit v§ak byla zjiSténa souvislost s patogenezi nddorovych
onemocnéni. PfenaSeCi strukturnich abnormalit jsou vétSinou zdravi jedinci, avSak hrozi u
nich tvorba nebalancovanych gamet.

Zmény ve struktufe chromozomu vznikaji jako ndsledek chromozomovych zlomu.
S ohledem na to, zda dochdzi ke ztrat¢ genetického materidlu ¢i nikoliv, rozliSujeme
piestavby balancované a nebalancované. U nebalancovanych pifestaveb €ast chromozomu
chybi nebo naopak piebyva.

Mezi nebalancované piestavby fadime delece a duplikace [5]. Delece predstavuje
ztratu Casti chromozomu. Nositel delece je monozomicky pro tu Cast genetické informace,
kterd byla deletovdna. Naproti tomu pii duplikacich dochdzi ke zmnoZeni Casti
chromozomu. ProtoZe pfi duplikaci burika nepfichédzi o geneticky materidl, je jeji klinicky
projev méné zavazny nez je tomu u deleci.

Balancovanymi pfestavbami jsou inverze a translokace. Béhem inverze dochdzi
k preruSeni chromozomu dvéma zlomy, uvolnéni segmentu a jeho opétovné zaclenéni
do chromozomu v inverzni podobé€. U translokaci dochdzi k pifemisténi uvolné€ného
chromozomového segmentu na jiny chromozom.

Znamy jsou reciproké translokace, predstavujici vyménu segmentl mezi
nehomolognimi chromozomy, kdy nedochézi ke ztrat€ genetického materialu. Tyto aberace
jsou bézné a neSkodné. Dalsi zndmou translokaci je Robertsonskd translokace, pfi které
fazuji dva akrocentrické chromozomy a ztraci svd kratkd raménka. Robertsonska

translokace nema Skodlivé nasledky [5].
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1.3 Chromozomy

Chromozomy jsou jaderné utvary, tvofené chromatinem [1]. Na vystavbé
chromatinu se spole€né¢ s molekulou DNA podileji bazické nukleoproteiny — histony a
kyselé proteiny nehistonové povahy. Histony 1ze rozdé&lit do péti zdkladnich tfid: H1, H2A,
H2B, H3 a H4. Tyto proteiny zodpovidaji za sprdvné sbaleni nukleohistonového
(chromatinového) vldkna pfi kondenzaci chromozomu, viz Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.. Oktamer histonai H2A, H2B, H3 a H4 vytvdii spole¢né s ovinutou
dvouSroubovici DNA ttvar nazyvany nukleozom. Jednotlivé nukleozomy jsou spojeny
mezernikovou sekvenci DNA navdzanou na histon H1, jenZ cely systém stabilizuje.

Struktura chromatinu se odviji od fize bunécného cyklu, ktery je zobrazen na
Obrazek 2. Béhem interfaze (fize mezi bunénymi délenimi) se chromatin vyskytuje bud’
ve své primdrni nebo sekunddrni struktufe. Primdrni strukturu pfedstavuje samotné
nukleohistonové vldkno Siroké 10 nm, sekunddrni struktura je pak reprezentovano

cylindrickym solenoidem. Solenoid vznika svinutim primérniho vlédkna a je 30 nm Siroky.

Frometaphass Metaphase Anaphase Teloghase

Faze bunétného déleni
(mitdza)

L1

W5

a2

W Frophase

W Frometaphase
u Mataphase

1 Anaphase

1 Telophase
Obrazek 2: Bunécny cyklus a faze bunécného déleni

Dalsi kondenzace probihd az na pocatku mitotického déleni a vede k mikroskopicky
viditelnym chromozomim. Bunécné déleni se skladd ze ctyf hlavnich fazi: profaze,
metafize, anafize a telofdze. V profazi se solenoid staci do smycek, radidlné odbocujicich
z centrdlniho proteinového skeletu nehistonové povahy. Dal§i kondenzaci radidlnich
smycek vznikaji vldkna Sirokd okolo 300 nm. Metafdze predstavuje posledni fazi
kondenzace chromozomu, kdy se vldkna sklddaji v 600 nm Sirokou chromatidu. Proces

kondenzace ndzorné ukazuje Obrazek 3.
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centralni
proteinowy skelet

solenoid

Obrazek 3: Proces kondenzace chromozomu.
Viz text. Pfevzato a upraveno z [50].

V metafazi jsou chromozomy kondenzovdny na setiny az tisiciny své ptavodni
délky. Dosahuji velikosti v fadu desitek mikrometrd a jsou tedy vhodné k pozorovani pod
svételnym mikroskopem. Kondenzované metafdzni chromozomy jsou také nejvhodnéjsi

pro barveni jadernymi barvivy.

metafazni
chromozom

11nm
nukleozomy

30nm vlakno
chromatinu 2nm

molekula DNA

Obrazek 4: Rizné uspoiadiani DNA v chromozomech

Na obrdzku 1ze pozorovat navinuti dvouSroubovice DNA na histonovy oktamer (1 1nm nukleozom) a svinuti
primdrniho vlakna v 30nm Siroky solenoid aZ po vysledny metafazni chromozom. Pievzato z [1].

Pocet identifikovatelnych pruh (tzv. band resolution) je zdavisly na stupni
mitotického dé€leni. Plati, ze ¢im je stadium mitézy ranéj$i, tim vice pruht lze na
chromozomu detekovat [11]. Pocet viditelnych pruhti na haploidni sadé chromozomu jedné
buriky, zachycenych v pozdni metafdzi (nejCastéji), je ptiblizn€ 350. V poloving profize je
pruha 1250 — 2000 [12].
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Na Obrazek 5 lze vidét ideogramy pro rtuzné stupné€ kondenzace chromozomu.
Ideogramy piedstavuji standardni referenci. Jednd se o schématickou reprezentaci
chromozom?, kterd vyjadiuje jejich relativni velikost a sled pruht. Na ideogramu lze také
rozliSit polohu centromery a kratké (p-) a dlouhé (g-) raménko. Ideogramy jsou definovany
mezinarodni klasifikaci ISCN [8].

155 M 155
154 154
15 153 153

15.2 15.2
151 151

n.2 1.2 11.2

m 111

q 7n q H| q n
2 2.3 222
FE]

24 24

5 5
25 >

a) b) c)

Obrazek 5: Ideogramy G-pruhovaného lidského chromozomu ¢. 11.
RozliSeni a) 350 pruhti, b) 550 pruhu a ¢) 850 pruhi. Pfevzato a upraveno z [11]

Vhodnost urcitého stupné kondenzace chromozomu pro detekci abnormalit je dan
doporu€enimi Asociace pro klinickou cytogenetiku. Tabulka uddvéd souvislost detekce

urCitych aberaci s poctem pruhti na chromozomech

Tabulka 1: Minimalni rozliSeni na G-pruhovanych chromozomech pro detekci urcité abnormality

Typ abnormality pocet detekovatelnych pruha

aneuploidie <300

velkd strukturni pfestavba 300

mensi strukturni prestavba | 400

mikrodelece 700

Z predchozi textu vyplyvd, Ze znalost miry kondenzace analyzovaného
chromozomu je zdsadni pro sprdvnou identifikaci chromozomu podle standardni reference.
Na zakladé informace o pfitomném poctu pruhti jsou také detekovany piipadné

chromozomalni aberace. Nejmensi pocet pruhti haploidni sady se pohybuje kolem 300, je
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tedy zfejmé, Ze urCeni pocCtd pruhii jejich pocitinim by bylo Casové naro¢né. V
cytogenetickych laboratofich byva pocet pruhti odhadovan na zdklad€ urcitych znaka
chromozomi, viditelnych pfi urcitém stupni kondenzace chromatinu [11]. Vybér nékterych

znakll, umoziujicich urceni poctu pruhii na chromozomech je uveden v Tabulka 2.

Tabulka 2: Identifikacni znaky pro hodnoceni stupné kondenzace chromozomu
Pfevzato a upraveno z [11].

,Band resolution” snimku | Viditelné znaky

300 2 tmavé pruhy na 8p
3 tmavé pruhy na 10q
viditelné 20p12

500 rozliSeni 7q33 a 7q35

3 tmavé pruhy na 11p
viditelné 14q32.2

a tmavé pruhy na 18q

700 rozliSeni 2p25.2
rozliSeni 2q37.2
rozliSeni 10g21.1 a 10g921.3

1.4 Stavba metafdznich chromozomii

Na metafdznich chromozomech 1ze pozorovat dvé chromatidy. Dvouchromatidovy
chromozom vznikd po replikaci DNA pted jadernym délenim. Jeho charakteristicky tvar
lze vidét na Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.. Obé chromatidy obsahuji stejnou
genetickou informaci a jsou tvofeny jedinou molekulou DNA.

Ob¢ chromatidy se stykaji v misté primdrni konstrikce neboli centromery, kterou
tvoii chromatin s vysokym obsahem repetitivnich sekvenci [1]. Centromera udrZuje obé
chromatidy ve spojeni a umoZiiuje napojeni na mikrotubuly délictho vieténka (pfes
kinetochor), ¢imZ zodpovida za spravny rozchod chromozoml béhem bunécného déleni.

Konce chromozomti - telomery, jsou podobné jako centromera, tvofeny
repetitivnimi sekvencemi. Na rozdil od centromer jsou vSak repetitivni sekvence telomer u

v§ech chromozomi shodné (TTAGGG) a lisi se pouze poctem opakovani.

1.5 Morfologické déleni

Oblast primédrni konstrikce (centromery) rozdé€luje chromozom na kratké (p-) a
dlouhé (q-) raménko [1]. Jednotlivdi ramena chromozomu jsou charakteristickd sledem

svétlych a tmavych pruht, které ¢islujeme arabskymi Cislicemi smérem od centromery ke
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konci chromozomu. Napf. 20p12 oznacuje pruh na kratkém raménku chromozomu 20,
ktery se nachdzi v blizkosti centromery. Pfi urCitém stupni kondenzace jsou je$té né&které
zékladni pruhy rozdé€leny na dal$i subpruhy, napt. 5p13.1.

Podle poméru kratSiho ramene k celkové délce chromozomu (centromericky index
CI) rozliSujeme tfi, né€kdy Ctyfi hlavni skupiny chromozomii — metacentrické,
(submetacentrické), akrocentrické a telocentrické. Morfologické déleni chromozomu na
zékladé centromerického indexu uvadi Tabulka 3. Chromozomy 1, 3, 16, 19 a 20 jsou
metacentrické, 13, 14, 15, 21 a 22 jsou akrocentrické [13]. Zbyvajici chromozomy patii do
skupiny submetacentrickych chromozomu. Telocentrické chromozomy se v lidskych
burikdch nevyskytuji [14].

Tabulka 3: RozliSeni chromozomi podle centromerického indexu

Typ chromozomu Centromericky index
Metacentricky 0,39 - 0,50
Submetacentricky 0,13 -0,38
Akrocentricky do 0,13
Telocentricky 0
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2 Cytogenetické metody pro vizualizaci a

identifikaci chromozomu

Chromozomy urCené pro analyzu karyotypu se ziskdvdji v cytogenetickych
laboratotfich z bun€k zastavenych v metafdzi ¢i prometafdzi bunéného déleni pomoci
kolchicinu, alkaloidu ktery napadd mikrotubuly dé€liciho vieténka a znemoZiiuje tak dalsi
postup déleni [12].

Pro cytogenetickd vySetfeni se vyuZivaji buiiky periferni krve, nejCastéji lymfocyty,
piipadn¢ fibroblasty [15]. Prenatdlni diagnostika vyuzivd bunék zplodové vody,
onkocytogenetika bun€k odebiranych piimo z nddoru ¢i kostni dfen€. Po odbéru se burky
kultivuji na vhodném médiu. Rada bun&nych typa pii kultivaci spontdnné proliferuje,
nekteré typy (napf. lymfocyty periferni krve) je k déleni potfeba stimulovat pomoci
mitogenu (latek, které navozuji mitotické déleni) [16].

Po sbéru jsou burnky vystaveny pusobeni hypotonického solného roztoku (nejcastéji
KCl). Jadro nabird vodua zvétSuje se. Uvolnéné chromozomy jsou fixovdny na podloZnim
skle a obarveny jadernymi barvivy. NejlepSich vysledku je dosahovano pii inkubaci 10 —
30 min [16]. Neni-li pasobeni roztoku dostatecné, chromozomy jsou staZzené a téméf je
nelze vizualizovat. Naopak piili§ dlouhé puasobeni roztoku vede k velkému rozptylu
chromozom, piipadné k protrZeni jadra a jejich ztrate.

Pusobeni hypotonického roztoku je zastaveno pomoci Carnoyova fixacniho
roztoku: 60% etanol, 30% chloroform a 10% ledova kyselina octova. Fixa¢ni roztok také
udrzuje jadro ve stabilnim stavu a umoziuje barveni chromozomu. Chromozomy je mozné
na podloZni sklo fixovat bud’ piimo — roztlakovd metoda nebo ze suspenze po centrifugaci
—nakapanim. Po odpafeni fixacniho roztoku jsou chromozomy pfipraveny k barveni.

Pred objevem pruhovacich technik v 70. létech 20. stoleti bylo vyuZivdno tzv.
konvencnich technik barveni. Konvenéné barvené chromozomy jsou barevné homogenni
po celé délce [3]. Toto barveni umoZziuje rozde€lit chromozomy do sedmi skupin (A — G)
s ohledem na jejich délku a polohu centromery. AZ s rozvojem pruhovéni, které umoziuje
vizualizovat podélnou diferenciaci chromozomu lze specificky identifikovat jednotlivé
chromozomy.

Pruhovaci barvici techniky umoZziiuji odhalit pouze chromozomové prestavby vetsi
nez 4 - 6 miliont partu bazi [17]. Za Gcelem identifikace zmén v fadu tisict paru bazi byla
v roce 1969 poprvé zavedena do laboratorni praxe metoda in sifu hybridizace (ISH) [3].
Zaroven s timto objevem byly polozeny zdklady pro rozvoj molekuldrné cytogenetickych
piistupt pro vizualizaci chromozomu. Dnes jsou tyto metody béZné vyuZivany v klinické
praxi. Zakladni moderni metodou pro vySetfeni strukturnich a pocetnich zmeén

chromozomu je fluorescenéni hybridizace in situ (FISH).
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Chromozomy fixované na podloZnim skle a obarvené G-pruhovaci technikou lze
pozorovat pomoci svételného mikroskopu s imerznim objektivem (100 x zvétSeni) [1].
Fluorescen¢né znaCené chromozomy lze pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu. Obraz
chromozomu je nejprve hodnocen zkusenym cytogenetickym laborantem. Mitézy vhodné
v analyze mohou byt pomérné vzidcné, zdroven nékteré chromozomy mohou chybét
v disledku procesu zpracovani. Mikroskopy jsou vybaveny digitdlnim fotoaparatem pro

mikrofotografii, ktery umoriuje pfevod obrazu do pocitace pro jeho dalsi zpracovani

2.1 Pruhovaci barvici techniky

Pruhovaci barvici techniky umoZiuji vizualizovat chromozom pomoci sledu
svétlych a tmavych pruht [15]. Pruh je definovan jako oblast chromozomu, ktera je svoji
intenzitou odliSnd od svého bezprostfedniho okoli. Kazdy chromozom disponuje unikdtnim
vzorcem pruhu, tedy je sled pruhi na chromozomu znak vhodny pro identifikaci. Nejcasté&ji

se k barveni vyuzivd G-pruhovéni a R-pruhovani [12].

Q-pruhovani (quinacrine)

Pro Q-pruhovéni jsou vyuZzivédna fluorescen¢ni barviva [3]. Poprvé byly Q-pruhy
pozorovdny za pouZiti barviva chinakrinu. Na chromozomech 1lze s pomoci
fluorescenéniho mikroskopu pozorovat specifické svétlé a tmavé pruhy. Tyto pruhy
odpovidaji specifité jednotlivych fluorochromt ke konkrétnim parim bazi v DNA.

AT-specifické fluorochromy (napf. chinakrin, DAPI, Hoechst 33258) vytvéii na
chromozomech pruhledné pruhy (Q-pruhy), které svoji pozici odpovidaji G-pruhtim. GC-
specifické fluorochromy (napt. chromomycin) zobrazuji pruhy neprihledné (zarici) a tyto

jsou pozi¢né podobné R-pruhtim.

G-pruhovani (Giemsa)

G-pruhy se vytvaii na chromozomech, které jsou nejprve vystaveny pusobeni
proteolytického enzymu (nejCastéji trypsinu) a poté jsou obarveny Giemsovym barvivem.
Vznikly sled tmavych a svétlych pruht je pro kazdy chromozom jedinecny. Ackoli existuje
celd fada barvicich technik, vhodnych pro analyzu karyotypu, v cytogenetickych
laboratofich se nejcast&ji vyuziva pravé G-pruhovani [11]. Divodem je financni i Casova
nendroCnost pfi soucCasném zachovédni poZadované informace. Obrazek 1 zobrazuje

chromozomy barvené pomoci G-pruhovéni.

R-pruhovani (reverse)
Inkubaci preparat v horkych roztocich pufri s ndslednym obarvenim pomoci
Giemsova barviva (nejCatéji) vznikaji na chromozomech R-pruhy [3]. R-pruhované

chromozomy maji obrdceny jas pruht oproti G-pruhovani a Q-pruhovani. R-pruhy se
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vytvaii v oblastech genové bohatych oblastech chromatinu. Této skute¢nosti je mozno
vyuZzit pro detekci malych strukturnich pfestaveb, které vedou k fenotypovym projevim
[16].

C-pruhovani (centromere)

C-pruhy vznikaji na chromozomech po jejich inkubaci v roztoku hydroxidu
barnatého, opét s ndslednym barvenim Giemsovym barvivem [3]. C-pruhy se objevuji
v oblastech, kde je vysoky obsah repetitivnich sekvenci. Takovymi oblastmi jsou zejména
centromery, telomery, interkaldrni useky a oblasti pfilehlé k NOR. C-pruhovani je
vyuzivdno jako dopliikové vySetfeni pro verifikaci aberaci postihujicich centromery,

piipadné dalsi heterochromatinové useky [1].

Pruhovani s vysokym rozliSenim (high-resolution banding)

Tento typ pruhovdni umozZiiuje vizualizovat chromozomy v profdzi ¢i ranné
metafdzi bunécné déleni [16]. Chromozomy nejsou pln€¢ kondenzované a jejich ,,band
resolution” je maximadlni. High-resolution pruhovani lze dosdhnout nékolika zpusoby.
Bunécné cykly v kultufe jsou synchronizovdny a buinky jsou vystaveny pusobeni
kolcemidu. Kolcemid je derivéat kolchicinu, vieténkové jedu. Pro high-resolution pruhovéni
se pouzivd z toho divodu, Ze jeho pusobeni neni tak silné jako pusobeni kolchicinu.
Pouzita davka je navic na dolni prahové hranici.

Podobného vysledku jako pfi pusobeni kolcemidu lze dosdhnout jsou-li buriky
kultivovény spole¢né s latkami, které maji schopnost se inkorporovat do DNA a brdnit

kondenzaci chromozomu.

2.2 Molekuldarné cytogenetické metody

Fluorescencni hybridizace in situ

Pomoci FISH lze lokalizovat a vizualizovat Zddané sekvence DNA, a to jak na
metafaznich, tak na interfiznich chromozomech [5]. MoZnost detekce konkrétnich useku
na interfizni DNA ptedstavuje velkou vyhodu této metody. V klinické praxi tim odpada
nutnost kultivace bun€k, a tak se podstatné zkracuje doba nutnd k ziskdni vysledka
cytogenetického vySetfeni.

Zékladem piistupu FISH je proces hybridizace, tedy komplementarni spojeni dvou
vldken nukleovych kyselin. Jako matrice slouZi jeden fetézec vySetrované DNA, ke
kterému se vaZze umeéle pripravend sekvence (sonda). DNA sondy mohou byt
komplementarni k urCitym genim, chromozomovym usekim nebo i k celym
chromozomum.

Aby se oba fetézce mohli spojit, je nejdiive nutné puavodni dvouSroubovici

denaturovat, nejcastéji za pusobeni vysoké teploty (100°C) v piitomnosti destabilizujicich
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latek. Denaturace probihd pfimo na podloZznim skle, tzv. ,,na misté“, tedy in situ, odtud
nazev metody.

V dobé svého objevu byly hybridizacni DNA sondy za tcelem vizualizace znaceny
radioaktivni latkou (napf. *H, '*C) [5]. Dnes se pouzivd vyhradné fluorescen¢niho znacent,
a to bud piimo samotnymi fluorescen¢nimi barvivy nebo protilditkami s vdzanymi
fluorescenénimi  barvivy. Chromozomy hybridizované s DNA sondou znacenou

fluorescen¢ni latkou 1ze pozorovat ve fluorescenénim mikroskopu.

Obriazek 6: Mikroskopicky snimek metafiaznich chromozomi hybridizujich se sondami specifickymi

pro centromerickou oblast chromozomii 7 (zelené) a 8 (¢ervené)

<13

Problémem ,klasické* FISH je maly pocet rozeznatelnych sekvenci béhem jedné
hybridizace (aplikace 3 - 4 znaCenych sond). Dalsi nevyhodou je nutnost predem urcit
detekované sekvence. FISH tedy neni moZné ucelné vyuZit k detekci nezndmych aberaci,
ale pouze k ovéfeni jejich pritomnosti.

Za ucelem odstranéni téchto nevyhod byli vyvinuty moderni metody, které
umoznuji simultanni vizualizaci v§ech chromozomu v rozdilnych barvach [49]. V klinické
praxi se nejcastéji vyuzivd M-FISH, SKY a CGH. Dvé z téchto metod — M-FISH a CGH

jsou vhodné k vytvoreni karyotypu a také se k tomuto tcelu vyuZzivaji.

M-FISH

Multiplex (multicolor) fluorescence in situ hybridization byla pfedstavena v roce
1996 [18]. Vyuzivd 24 rozdiln€ znaCenych sond a umoziuje tak rozliSeni vSech 24
chromozomt. Sondy jsou znaceny jak jednotlivymi fluorochromy, tak jejich riznou

vzdjemnou kombinaci.
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Pocet kombinaci & je ddn vzorcem:

k=2"—1, (1)

kde n je pocet pouzitych fluorochromu. Je zfejmé, Ze pii pouZiti jiz péti spektralné
odlisnych fluorochromt 1ze detekovat vSech 24 chromozomu.

S vyuZitim tdzkopasmovych filtri jsou nasnimany samostatné obrazy pro kazdy
zpéti fluorochromti. Nasledné jsou ziskané snimky zkombinovany a jednotlivym
chromozomim je pfifazena specifickd barva. Z vySe uvedeného vyplyvd, ze M-FISH
neumoziuje rozliSit strukturni aberace na jednom chromozomu, napft inverze, delece nebo

duplikace nebot’ tyto jsou vyobrazeny stejnou barvou [19].

Obrazek 7: Karyotyp sestaveny na zakladé metody M-FISH.
Prevzato z [20].

SKY

Princip znacCeni chromozomu je u spektrdlnitho karyotypovani stejny jako u M-
FISH, tyto dvé metody se od sebe liSi pouze procesem snimdni. Svétlo emitované
z fluorochromti prochéazi pres interferometr a je zobrazeno pomoci CCD kamery [21].
Vzniklé interferogramy prochdzi Fourierovou transformaci a ze ziskanych piisluSnych
spekter je mozné jednotlivym chromozomim pfifadit falesné barvy.

SKY je spolecné s M-FISH vhodnou metodou pro detekci drobnych
interchromozomadlnich pfestaveb, které jsou pod rozliSovaci schopnosti pruhovacich
technik [17].
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CGH

Komparativni genomovd hybridizace (Comparative Genomic Hybridization) je
metoda, kterd slouZi k detekci a mapovani jednotlivych genovych sekvenci nebo celych
chromozoml [22]. Jeji princip spocivd v méfeni rozdili v poctu kopii nebo davky
konkrétniho chromozomového tdseku mezi dvéma raznymi vzorky DNA.

Jako sonda slouzi DNA izolovand ze vzorku vySetfované tkdn¢€. Tato DNA se znaci
fluorochromem zelené barvy. VySetfovand DNA hybridizuje s kontrolni, zdravou DNA,
kterd se znali Cervenym fluorochromem. Pfi stejném zastoupeni bazi v obou vzorcich
detekujeme signdl Cervené a zelené sondy v pomeéru 1:1. Pokud v jednom ze vzorka
geneticky materidl pfebyva nebo naopak chybi, detekovany pomér se odsouva od pomeéru
1:1. Je-li pomér mensi neZ jedna, pak jsou na sond¢ urCité dseky deletovany, pfi poméru
vetsim neZ jedna jsou useky amplifikovéany.

CGH umoziiuje citlivou identifikaci deleci a amplifikaci, o kterych neni pfedem
nutné veédét kde se nachdzeji [23]. Nejvétsi uplatnéni CGH je v onkocytogenetice pro

studium chromozomovych aberaci u nddorovych bunek.

23



3 Zpracovani obrazovych snimku

mitotickych chromozomu

Rostouci pocet rutinnich cytogenetickych analyz a zvySujici se ndroky na rychlost
zpracovani vysledki, motivuji vyvoj metod pro poloautomatické ¢i automatické sestaveni
karyotypu. Ruzné piistupy ke karyotypovani pomoci pocitace se vyvijeji od 60. let.

Pro sestaveni karyotypu je nezbytnd identifikace vSech 46 chromozomad.
Automatické sestaveni karyotypu pomoci pocitacového softwaru se dée v ne€kolika
zakladnich krocich: predzpracovani obrazu, segmentace (detekce chromozomi), zisk

specifickych znaku a klasifikace [6].

3.1 Predzpracovdni obrazu

Udelem predzpracovani digitalizovaného mikroskopického snimku je ziskat obraz
v takové formé, kterd nejvice podporuje nalezeni specifickych znaki, které jsou vhodné
k identifikaci jednotlivych chromozomua [24]. Na zdkladé téchto znakd je ndsledné
provedena klasifikace.

Zékladem je ptevod vstupniho RGB obrazu na Sedoténovy a pro nékteré dalsi
operace také na bindrni obraz. V zavislosti na kvalit¢ snimku je mozné vyuzit filtraci
obrazu k odstranéni Sumu. Aplikace napi. medidnového filtru je vhodnd pro odstranéni
Sumu typu ,,stl a pepi* a také k vyhlazeni hran chromozomu, coZ usnadfiuje dalsi praci
s obrazem a vede k presnéjsi analyze znaku [24]. K separaci jednotlivych chromozomi od
pozadi se nejéastéji vyuzivd prahovdni. Casto je vyuZivdno adaptivniho prahovéni,
hysterezni prahovédni nebo prahovani metodou Otsu [25].

Prahovaci metody sami o sobé neumoZziuji separaci dotykajicich se ¢i
prekryvajicich se chromozomu [26]. Tento problém je jednou z hlavnich prekazek v plné
automatickém karyotypovani. Z tototo divodu lze systémy pro automatické karyotypovani
povazovat spiSe za ndstroje pro usnadnéni neZ za pln€ automatizované systémy,

nevyzadujici zdsah lidského operatora.

3.2 Klasifikacni znaky

Zakladem automatického ¢i poloautomatického karyotypovdni je nalezeni
identifikacnich znakd chromozomi, na zdklad¢€ kterych mohou byt chromozomy spolehlivé
zafazeny do jedné z 24 skupin [15]. NejCastéji se k tomuto udcelu vyuzivd délka

chromozomu, centromericky index (CI) a charakteristicky sled pruhda.
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Analyzované znaky vyZaduji rdznou miru apriorni informace, nutné k jejich
vypoctu [27]. Prvni kategorie obsahuje znaky, které lze odelist piimo ze samotného
segmentovaného snimku (napt. plocha), v druhé kategorii jsou znaky, které pro vypocet
vyzaduji znalost podélné osy (napi. délka), tfeti kategorie obsahuje znaky zaloZené na
znalosti jak podélné osy tak piislusnych profila. Posledni, ¢tvrta kategorie zahrnuje znaky,
vyzadujici znalost polohy centromery a orientace chromozomu (napf. index centromery).

Analyzované znaky Ize rozdelit do dvou hlavnich skupin [28]. Prvni skupinu tvofi
tzv. geometrické znaky, druhd skupina znakd vychdzi z pruhovaciho vzorce. Mezi

nejvyznamnéjsi geometrické znaky patii délka chromozomu a poloha centromery [29].

3.3 Detekce znaku

Mitotické chromozomy zachycené na mikroskopickych snimcich vykazuji zna¢nou
tvarovou rozmanitost. Témeér vSechny chromozomy vykazuji ur€ity stupeni ohnuti, ktery
Casto komplikuje zisk charakteristickych znakti [30]. Z dGvodu nerigidni povahy
chromozoml nelze klasifikacni znaky pocitat podél rovnych linii (horizontdlnich C¢i
vertikdlnich). Obejit ohnuti chromozomu a ziskat tak znaky s dostateCnou piesnosti
umoZziuje detekce podélné osy chromozomu.

Podélnd osa symetrie popisuje tvar objektu na zdkladé topologického skeletonu
[31].

Zpusobti detekce podélné osy byla navrZena celd tada, NejcCast&ji je pro zisk
topologického skeletonu vyuzivdna tzv. transformace podélné osy (medial axis transform —
MAT), zndm4 také jako skeletonizace [32]. Pojmy MAT a skeletonizace jsou v literatuie
Casto povazovdny za synonyma. Ve skuteCnosti skeletonizace pfedstavuje operaci na
bindrnim obraze, kdy dochdzi k postupnému ztencovani objektu aZ do zachovéni jeden
pixel Siroké stfedové osy. MAT vychdzi z “distance transform” funkce [33]. V obraze,
ktery proSel operaci “distanc transform” je MAT reprezentovdna pixely s nejvySsi
hodnotou intenzity a tedy maximdlni vzdalenosti od hranice objektu, Obrazek 8.
Vysledkem obou operaci je topologickd kostra objektu — skeleton. Tuto kostru je mozno

povazovat za vhodnou aproximaci podélné osy chromozomu.
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a) b)

Obrazek 8: a) binarni obraz chromozomu, b) obraz chromozomu po pouZiti ,,distance

transform* funkce, c) topologicka kostra chromozomu, ziskana procesem ztencovani na obraze b).

Prevzato a upraveno z [32].

Znalost podélné osy umozZnuje ucinit dalsi krok v analyze — ziskat tzv. ,,profily*
[27]. Pod pojmem "profil" rozumime vysledek ptfevodu 2D obrazu chromozomu na 1D
graf, viz Obrdzek 9. Profil je tedy jednodimenziondlni funkce jedné proménné a
reprezentuje vhodné vlastnosti chromozomu, nejcastéji Sitku (profil tvaru) a sled pruha

(jasovy profil).

Tvarovy profil reprezentuje $itku chromozomu. Jeho vypocet je realizovan podél

kolmice k podélné ose v kazdém jejim bod¢. Je definovan jako:

te1(gi X dy) / X1 9is )

tedy podil sumy soucinu intenzity pixelu g; a jeho vzddlenosti d; od sttedové osy a
sumy pfisluSnych vzdalenosti. Minimum tohoto profilu indikuje potencidlni pozici

centromery.
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Jasovy profil nese informaci o specifickém sledu pruhi jednotlivych chromozomu
[27]. Hodnoty jasového profilu jsou, stejn€ jako v predchozim piipad€, vypocteny jako
primérnd hodnota intenzit pixeld ve sméru kolmém na podélnou osu v urcité zvolené

sekvenci bodu:

=1 9i/n. €))

T[A/\'k\//\/\_/\/\/\
P e WP A ¥ Sansian ¥

Obrazek 9: Chromozomy barvené pomoci G-pruhovani
Jejich pftislusny jasovy profil (nahofe) a tvarovy profil (dole). Pfevzato z [27].

S ohledem na vyuziti sledu pruhti na chromozomu pfi jeho klasifikaci jsou dileZité
tfi faktory [32]:
1. S&itka pruhu
2. primeérnd intenzita pixeld v rdmci pruhu

3. relativni pozice vzhledem k centromefe Ci ostatnim pruhim.

Délka chromozomu je zdkladnim a zaroven vyznamnym morfologickym znakem,
vhodnym pro klasifikaci [34]. Pozvolna klesd od chromozomu ¢. 1 k chromozomu ¢. 22
[26]. Jeho vyhodou je snadny vypocet, ktery za predpokladu dobré segmentace
predstavuje podet pixeld podélné osy. Cast&ji neZ samotnd délka se v analyze vyuZivéd

délky normalizované:
Ly =4, 4

kde I; je délka i-tého chromozomu a I; je soucet délek vSech 46 chromozomu. Délka sama o
sobé& klasifikaci neumoniuziuje, v kombinaci s polohou centromery lze v§ak chromozomy
zatadit do sedmi skupin (A- G).
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DalSim vyznamnym identifika¢nim znakem je poloha centromery. Kromé uréeni
spravné orientace chromozomu, usnadiiuje znalost polohy centromery samotnou klasifikaci
[35]. Z morfologického hlediska se jednd o nejuzsi ¢ast chromozomu v podélném sméru
[13]. Pro automatickou lokalizaci centromery byla navrZena fada postupu. Stale vyuzZivany
piistup, navrZzeny jiz vroce 1988, je detekce globdlntho minima ve tvarovém profilu
chromozomu [27]. Tato metoda vSak davd spolehlivé vysledky pouze v piipadé, Ze
chromozomy nejsou silné¢ ohnuty. Pokud jsou chromozomy ohnuté, neni Casto moZné

v jasovym profilu detekovat Zddné vyznamné minimum, viz Obrazek 10.

9 11
10

8 centromera £
9
7 1 8
7

6 J
6
5 - 5

0 50 100 0 50 100
a) b)

Obrazek 10: Tvarovy profil chromozomu, detekce centromery

a) jasovy profil rovného chromozomu s vyraznym minimem. b) jasovy profil zakfiveného chromozomu bez
ziejmého minima. Pievzato a upraveno z [14].

Pro detekci dobfe patrné centromery na chromozomech jejichZ ohnuti od svislé osy
neni vétSi neZ 90% lze aplikovat jednoduchy algoritmus, ktery pro detekci centromery

vytvaii projekce ve smeéru fadka a sloupct binarniho obrazu, viz Obrazek 11 [33].

Obrazek 11: Horizontalni projekce s minimem naznacujicim pozici centromery.

Nalezena centromera je v obraze chromozomu oznacena bilou linii. Pfevzato z [13].
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V tomto piipadé je projekci myslena suma hodnot intenzit pixeld v jednotlivych
fadcich (horizontélni projekce V) ¢i sloupcich (vertikdlni projekce V). Protoze hodnoty
intenzit pixeld v bindrnim obraze jsou pouze 1 a 0, hodnoty V, a V, jsou dany poCtem

pixeld v piislusném radku resp. sloupci. [13].

Vp(x) = X3=1 f (2,3,
(&)

V() =Xy, f(x,p). (6)
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4 Realizace programu pro Kklasifikaci

chromozomu

Navrh vlastniho algoritmu je zaloZen na metodach zpracovani obrazovych snimka
mitotickych chromozomu, které jsou popsany v pfedchozich kapitolach. Algoritmus je
realizovén v prostiedi vypocetniho programu MATLAB R2012b. Vyhodou MATLABu je
dispozice knihovny funkci pro zpracovani obrazu, tzv. Image Processing Toolbox.

Vlastni algoritmus byl testovan na mikroskopickych snimcich roztlaku metafdznich
chromozomu. ProtoZe na chromozomech v analyzovanych snimcich neni patrnd pozice
centromery, jsou pro klasifikaci zvoleny nésledujici znaky: délka, obsah a jasovy profil

chromozomu. Souhrnny prubéh algoritmu demostruje nasledujici vyvojovy diagram.

Mikroskopicky snimek
mitotickych chromozom(

Segmentace obrazu

Pritomnost dotykajicich se a
feknyvajicich se chromozoma?

Separace

NE

Zisk podélne osy
chromozomu

Zisk jasovych profild
chromozomil

Klasifikace

( Vysledny karyotyp )

Obrazek 12: Vyvojovy diagram navrzeného algoritmu
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4.1 Segmentace obrazu

Vstupem algoritmu je Sedoténovy obraz, v némz je pied aplikaci dalSich metod
nezbytné rozliSit samotné chromozomy a oddélit je od pozadi. V této prici jsou snimky
segmentovdny pomoci hysterezniho prahovédni. Prdh je vypocCten automaticky pomoci
Otsuho prahovaci metody [36].

Metoda Otsu vychdzi z analyzy histogramu, pfesné€ji z relativni cCetnosti
jednotlivych intenzit. Optimdlni prah je hledan iterativné pomoci rozptylu. V kazdé iteraci
je po€itan rozptyl uvnitt a mezi dvéma tiidami, vzniklymi rozd€lenim histogramu prahem ¢.
Optimdlni prih je takové 7, pro které plati, Ze je pfi ném hodnota rozptylu mezi tfidami
maximalni (coZ odpovidd minimélni hodnot€ rozptylu uvnitf tiid).

Ziskany prdh je vyuZit pro hysterezni prahovani. Hysterezni prahovani vyuziva
dvou praht Ty,, a Ty které jsou 10% pod a nad Otsuho prahem [24]. Pro pfevod
Sedoténového obrazu A na bindrni obraz B plati:

e pokud A(i, j) < Trow, pak B(i, j) = 1,
e pokud A(i, j) > Tien, pak B(i, j) = 0.

V piipadé, Ze se hodnota A(i, j) nachdzi mezi prahy Ti,w a Thign, pak je piislusSné
hodnoté B(i, j) ptifazena hodnota 0 pouze tehdy, kdyZ se ve Ctyfokoli A(i, j) nachdzi
hodnota 0. Obrazek 13 ilustruje vysledek hysterezniho prahovani vstupniho snimku.

Obrizek 13: Sedoténova a binarni verze téhoZz obrazu mitotickych chromozomu

4.2 Separace prekryvajicich se chromozomii

Soucasné pocitacové systémy pro automatickou tvorbu karyotypu jsou interaktivni, a to

zejména z divodu piitomnosti dotykajicich a piekryvajicich se chromozomua [37].
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Prozatimni védecka Cinnost byla vénovdna minimalizaci lidského zdsahu, av§ak kompletné
automaticky systém je zatim otdzkou budoucnosti [38].

Detekce prekryvajicich se klastri byla ve vlastnim algoritmu navrzena dvéma zpusoby.
Prvni pfistup vyuzivd skeletonizace binarntho obrazu a nalezeni koncovych bodi
ziskanych skeletonu, viz Obrazek 14. V piipad€, Ze pocet tzv. end-pointl je veétsi nez dva,
lze predpokladat, Ze dany objekt muZe byt klastrem piekryvajicich se ¢i dotykajicich se

chromozomu.

a) b)
Obrazek 14: Jednotlivé chromozomy, binarni a skeletonizované verze

a) bindrni verze chromozomi, b) skeletonizace, v¢etn¢ naznacenych koncovych bodu

Pristup k této automatické detekci klastri vSak komplikuje piitomnost tzv.
zbyte€nych vétvi (spurious branches) [39]. Presto, Ze se v algoritmu vyskytuje krok pro
odstranéni téchto vétvi, neni vylouceno, Ze ne€které klastry budou chybné detekovany. Aby
byla pfi detekci zajiSténa dostateCnd piesnost, disponuje algoritmus druhym piistupem pro
detekci klastri — manudlnim vybérem pomoci tlacitka mysi.

Po oznaceni jsou vybrané klastry uloZeny do buiikkového pole, které umoziuje
snadny piistup k datim a jejich dalsi analyzu. Protoze algoritmus téméf vyhradné pracuje
s jednotlivymi chromozomy, je téchto tzv. buiikovych poli (cell arrays) €asto vyuzivano
pro ukladani dat riznych typa.

Samotnd separace vyuZivd aproximace hranice chromozomu polygonem [40].
K ziskdni novych vrcholi polygonu je pouzit Douglas-Peuckeriv algoritmus [41].
Nésledné jsou detekovany ty vrcholy polygonu, jejichZ dhel je konkdvni. Tyto vrcholy jsou
povaZzovany za potencidlni body, mezi kterymi mohou vést délici linie. Aproximace

polygonem a detekce konkdvnich vrcholt je ilustrovdana na Obrazek 15.
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b)

Obrazek 15: Aproximace hranice chromozomu polygonem
a) hranice chromozomu (zelen¢) a jeji aproximace polygonem (Cerven¢), b) vyznaceni konkdvnich tihlli na
polygonu

Z Obrazek 15 lze téZ odhadnout, Ze body, které algoritmus hledd, maji nejvétsi
hodnotu tupého dhlu. Tyto body jsou vrcholem ctyfihelnikové oblasti, spolecné pro oba
klastry. Pfes tvarovou rozmanitost chromozomu je automatickd detekce téchto bodu
vétSinou ucinnd. V piipadech kdy neni (Obrdzek 16a), je opét vyZadovdn zdsah lidského

operétora pro ptipadnou korekci (Obrizek 16b).

4 F

a) b)

Obrazek 16: Oznaceni vrcholu ¢tyiihelnikové oblasti spole¢né pro oba klastry
a) chybné oznaceni vrcholu Ctyftihelnika, b) spravné oznaceni vrchold Ctyfihelnika
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Jsou-li vrcholy uzndny za spravné, je mozné jimi definovat Ctyfihelnikovou oblast,
spolecnou pro oba klastry. Je-li tato oblast v bindrni verzi snimku nastavena na hodnotu
pozadi, ramena jsou separovdna a je mozno s nimi naklddat jako se samostatnymi objekty.

Chromozomalni klastr je rozd€len na 5 €asti — sftedovou Cast a Ctyfi ramena, Obrazek 17.

Obrazek 17: CtyFi oznacCena ramena chromozomu a prekryvajici se ¢ast

V kazdém klastru existuje 6 kombinaci ramen, které mohou vytvofit vysledny
chromozom, jak ukazuje Obrazek 18. Pro kazdou z Sesti kombinaci byly vypocteny dva
znaky, na zdkladé kterych je moZné z Sestice vybrat vhodnou kombinaci. Témito znaky
jsou pomér obsahu chromozomu a obsahu konvexni obalky a dile velikost negativnich

thld.

2 w2

Obrazek 18: Kombinace ramen a stfedové spole¢né ¢asti pro jeden chromozomalni klastr

Zelen€ vyznaceni konvexni obélky
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Pomér obsahu chromozomu a obsahu konvexni obdlky neddvd vzdy dobré
vysledky. Pomoci pfitomnosti negativnich dhli byly detekovany spravné kombinace ve
vSech piipadech za predpokladu, Ze byla hranice chromozomu dostateCné vyhlazena.

Nasledujici obrazek ukazuje vysledek separace Ctyt prekryvajicich se chromozomad.

R

Obrazek 19: Vysledek separace piekryvajicich se chromozomi

4.3 Separace dotykajicich se chromozomii

Problém dotykajicich se chromozomu je v této praci feSen manudlnim vybérem
bodil, mezi kterymi je vytvorena separacni linie. Body jsou vybirdny kliknutim tlacitka
myS$i, jejich soufadnice jsou uloZeny do matice, pfi¢emZ nezdlezi na potadi vybeéru.
Nasledné jsou vybirdny pouze soufadnice patiici bodim, mezi kterymi se dotykajici se
chromozomy maji rozdélit. Pfi hledani soufadnic pixelu délici linie je zohledéna x-ova a y-
ova vzdalenost koncovych bodd. Pro vétsi ze vzdalenosti se pixely dopliuji od jednoho
bodu ke druhému s krokem 1, pro mensi vzdalenost je volen krok mens$i nez 1. Jeho
velikost je ddna pomérem menSi ku vétSi vzdélenosti. V poslednim kroku jsou nové
ziskané souradnice nastaveny na hodnotu pozadi. Tim jsou chromozomomy programem

povazovany za dva samostatné objekty, jak 1ze vidét na Obrazek 20.
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Obrazek 20: Manualni separace dotykajicich se chromozomu

Lev4 Cast obrazku ilustruje dotykajici se chromozomy pred rozdélenim. Body, mezi kterymi je vytvofena
linie z Cernych pixeld, jsou vybrany tlacitkem mySi. Pravéd ¢dst zobrazuje zvétSené misto separace.

Dalsi zpracovani se tyka jednotlivych chromozomu, proto jsou jako jednotlivé
objekty z celkového obrazu vyfiznuty a uloZeny jak v bindrni tak v Sedoténové verzi.
Pomoci implementované funkce v Matlabu je zjiSténa orientace hlavni osy chromozomu

k ose x. Nésledné je kaZzdy chromozom rotovén do vertikélni polohy.

4.4 Vyhodnoceni lidského karyotypu

Chromozomy je mozné uspofadat do karyotypu pomoci identifikacnich znaka.
V této praci jsou vyuzity znaky jako je délka, obsah a jasovy profil chromozomu.
Klasifikace je provedena na zdkladé korelaci jasovych profild. Délka a obsah slouZi
k pomocnym vypoctim. Chromozomy na analyzovanych snimcich nemaji patrnou
centromeru a proto nemd vyznam vyuZzivat délku jako klasifikacni znak.

Samotna klasifikace je provedena pomoci shlukové analyzy. Vstupem
klasifika¢niho algoritmu je distancni matice RMSD a korelacnich koeficienti jasovych
profild. Na zdkladé distanéni matice je metodou hierarchického shlukovani vytvoren

dendrogram, ze kterého je mozné odecist spravné klasifikované chromozomy.

4.5 Zisk specifickych znakit chromozomii

Detekce podélné osy
Zakladem pro zisk specifickych znakd je detekce podélné osy. V navrzeném

algoritmu je podélnd osa ziskdna metodou ztencCovani bindrniho obrazu chromozomu
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pomoci implemetované funkce bwmorph s argumentem thin. V disledku vypocetniho
algoritmu je délka této osy krat$i nezZ je samotnd délka chromozomu, jak lze vidét na
Obrazek 21 a), proto je zapotiebi ji prodlouzit ke koncim chromozomu.

Cely skeleton je dopocitdn pomoci €asti algoritmu, ktery vyhleda aktudlni koncové
body a vypocitd sklon pfimky, aproximujici posledni tfi pixely skeletonu. Na zdklade
znalosti sklonu pfimky a bodu, kterym tato pifimka prochdzi, 1ze nalézt dalSi body pfimky
v urcité euklidovské vzdélenosti od vychoziho bodu. Jsou-li soufadnice vychoziho bodu x;,
v1, sklon pfimky m a vzdélenost od tohoto bodu d, pak soufadnice hledaného bodu x4, ya

jsou dény néasledujicimi rovnicemi:
Xq = Xq + — (7)

Ya=M1 +ﬁ (8)

Algoritmus iterativné pocitd body x4, ys4 s rostouci vzdalenosti d od koncového
bodu skeletonu. Ve chvili, kdy je dosaZeno hranice chromozomu je cyklus ukoncen.
Vsechny ziskané body jsou nastaveny na hodnotu 1. Ve vysledku je vytvorena podélnd osa
chromozomu od jednoho konce chromozomu ke druhému, jak ilustruje Obrazek 21 b) a c).

Obrazek 21: Hranova reprezentace chromozomu s naznacenou podélnou osou

a) hranové reprezentace chromozomu vcetn¢ topologické kostry (aproximace podélné osy), ziskané procesem
»zten¢ovani, b) tentyZ chromozom s prodlouZenou osou, c¢) zobrazeni skeletonu pies Sedoténovou verzi
chromozomu.
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Obsah a délka chromozomu

Obsah chromozomu odpovidd poctu bilych pixeld v bindrnim obraze chromozomu.

Délka chromozomu je zjisténa jako pocet pixelt skeletonu po jeho prodlouZeni k okrajum

chromozomu, obrazek 22.

.
)

'L

Obrazek 22: Sedotonova verze, binarni verze a topologicka kostra chromozomu

Obsah chromozomu odpovidd poctu bilych pixell v bindrni verzi chromozomu. Délku chromozomu

reprezentuje pocet bilych pixeli jeho topologické kostry. Obsah chromozomu vlevo: 4011 pixela, délka:

176 pixeli.. Obsah chromozomu vpravo: 1373 pixeli, délka: 70 pixell

V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny sestupné sefazené hodnoty obsaht a délek

pro jednu skupinu 46 chromozomu.

Tabulka 4: Pfiklady obsahu jednotlivych chromozomu

3400 2073 3668 2053 2555 1569 936 3398 1380 1617
1574 2373 3874 2800 1544 968 4011 1594 3078 3673
3532 1373 1991 2859 1984 1221 2853 4636 2511 966
4813 981 4794 2031 2922 2594 2751 3622 3119 4990
2271 3013 3041 1553 3269 1940
Tabulka 5: Priklady délek jednotlivych chromozomu
226 208 201 188 176 173 170 162 157 153
152 145 140 136 136 134 132 130 129 127
123 120 120 118 110 109 105 100 95 93
93 79 78 77 76 74 74 73 70 69
65 56 52 50 49 49

Zisk jasovych profilu

Jasové profily vSech chromozomu je mozné ziskat sestrojenim kolmic na podélnou

osu [42]. Tato konstrukce je, aZ na extrémni pfipady, nezdvisld na sto¢eni chromozomu.

Pro zvySeni pfesnosti pfi vytvafeni jasového profilu jsou jednotlivé pruhy zvyraznény

pomoci adaptivni ekvalizace histogramu, Obrazek 23 [43].
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a) b)

Obrazek 23: Zvyseni kontrastu Sedotonového obrazu chromozomu

a) origindlni verze, b) verze se zvySenym kontrastem

Jednotlivé kolmice jsou vytvoreny na zdkladé lokdlniho sklonu podélné osy [11].
Algoritmus prochdzi pixely podélné osy od jednoho konce k druhému. Pro kazdy pixel je
zjisStén lokdlni sklon z pfedchoziho a néasledujiciho pixelu — aproximacni pifimka.
Konstrukce kolmic vychdzi ze skuteCnosti, Ze jsou-li dvé pfimky kolmé, pak sklon jedné
znich je negativni reciprokou hodnotou sklonu druhé. Znalost sklonu kolmice a bodu,
kterym prochdzi (stfedovy bod aproximacni pifimky), umoZiuje iterativné ziskdvat
soutfadnice kolmice na obé€ strany od piisluSné aproximaéni pifimky smérem k hranici
chromozomu.

Pomoci sestrojenych kolmic Ize ziskat jasové profily, které reprezentuji sled pruht
na chromozomu. Hodnoty jasového profilu jsou ziskany jako medidn intenzit pixelt podél
vSech ptimek na podélnou osu. Kazdy jasovy profil je pfed dalSim pouZitim interpolovin
kubickym splinem. Vysledkem je vektor hodnot, ktery reprezentuje rozloZeni intenzity jasu

podél celého chromozomu.
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Obrazek 24: Jasovy profil chromozomu

a) dolni ¢ast obrazku zobrazuje jasovy profil chromozomu interpolovany kubickym splinem a normalizovany
na délku od nuly do jedné. Ve stiedu je zobrazen median intenzit jasu, vypocitany z hodnot ziskanych podél

s Mz

kolmic na podélnou osu, které jsou naznaena na chromozomu v horni ¢asti obrazku

4.6 Klasifikace

Pro klasifikaci chromozomi byla zvolena shlukova analyza. Shlukova analyza
(cluster analysis) tfidi data do shlukd (klastrti) tak, aby si vramci jednoho shluku byla
podobnéjsi nez data zruznych shlukt [44]. Klasifikace dat do shlukd je zaloZena na
znacich, kterymi jsou data popsdna. Jako klasifikacnich znaku bylo vyuzito délky, obsahu a
jasového profilu chromozomi, jejichz zisk je popsan v predchozi kapitole.

Pro vyjadfeni miry podobnosti (tzv. vzdalenosti) znakti se vyuZivaji tzv. metriky
[45] . Metrik existuje celd fada a jejich volba ovliviiuje vysledné zafazeni objektu do
urcitého shluku. V této praci je podobnost obsahu a délky chromozomi porovnana pomoci
vypoctu RMSD, v pifipadé jasového profilu je jeSt€¢ vyuZit korelani koeficient.
Vypoctenymi hodnotami vzdlenosti je naplnéna distanéni matice, kterd vstupuje do
shlukové analyzy. Grafickym vyjddfenim vysledku shlukovéni je dendrogram.

Pri klasifikaci chromozomi se predpoklada, ze klasifikacni znaky homologniho
paru jsou si podobnéjSi nez znaky chromozomi nehomolognich. Tento pfedpoklad
komplikuje skuteCnost, Ze znaky v ramci homologniho pard nejsou identické, naopak,
mnohdy lze nalézt vétSi podobnost napi. mezi nehomolognimy chromozomy blizké délky

[46]. Nasledujici vyvojovy diagram ilustruje prubéh klasifikacniho algoritmu.
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Obrazek 25: Vyvojovy diagram klasifika¢niho algoritmu
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Vypocet RMSD a korelacniho koeficientu
Mira podobnosti jednotlivych znakd chromozomu je hodnocena na zakladé RMSD (root

mean square deviation) koeficientu. Cim je hodnota koeficientu bliz§i nule, tim je

podobnost vEtsi.

S (e — xz,i)z ©)

n

RMSD =

Obsah a délka chromozomu predstavuji vektory hodnot, pro které lze bez dalSich
tiprah RMSD spocitat. V piipadé vypoctu RMSD jasovych profili je nejprve potieba
sjednodit jejich raznou délku, danou riznou délkou chromozomi. K tomuto ucelu je
vyuzito podvzorkovani (decimace) profila s celoCiselnym faktorem D. Faktor D je ziskan
jako pomér aktudlniho a nejkrat§itho jasového profilu. Spektrum profilu je filtrovdno
antialiasingovym filtrem, aby vynechdni nékterych hodnot nevedlo k vyrazné zmeéné
prubéhu profilu. Nésledné je vybran kazdy D-ty vzorek, ¢imz je sjednocena délka vSech
jasovych profila.

ProtoZe na snimcich neni patrnd poloha centromery, neni v této Césti algoritmu
zndma orientace chromozomu. Z toho divodu je nutné vypocitat korelace pro dvé skupiny
jasovych profilt. Algoristmus iterativné€ vybira vZdy jeden jasovy profil, spocita korelace s
ostatnimi, pak tento profil oto¢i a znovu spocitd vSechny korelace. Ve vysledku vznikaji
dvé distancni matice, které jsou prochdzeny pozice po pozici a je urCeno, kterd z hodnot je
mensi. Tato hodnota je pak prekopirovdna do treti, vysledné matice.

Podobnost jasovych profild je kromé pomoci RMSD hodnocena také pomoci
Pearsonova korelaéniho koeficientu, rovnice 10. Korelaéni koeficient udava linearni
zavislost dvou statistickych veli¢in a nabyvd hodnot v intervalu (—1,1). Hodnoty +1
nabyva koeficient v pifipad€, Ze mezi veliCinami je absolutni zdvislost. Kladné hodnoty
reprezentuji pozitivni zdvislost (ob& veli€iny stoupaji), zdporné negativni (jedna veliCina
stoupd, druhd klesd). Pokud mezi veliCinami neexistuje linedrni zdvislost, nabyva

koeficient hodnoty O.

= ?:1(9‘1,1' - JZ1)(352,1' - 322)
B (10)
\/(Z?=1(x1,i - JZ1)2 Z?=1 Xoi — JZ2)

Distanéni matice
Jak jiz bylo zmin€no, vypoctené hodnoty RMSD a korela¢niho koeficientu napliuji

distan&ni matice. Cast distanéni matice pro RMSD a korelaéni koeficient ilustruje Tabulka
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6 a Tabulka 7. ProtoZe vSak distancni matici nemohou vytvéret zdporné hodnoty, jsou
zéporné hodnoty korelaCniho koeficientu prevedeny na kladné pfictenim hodnoty 1 a
podé€lenim hodnotou 2. Je zohlednéno. Ze mira korelace je pfi pouZiti RMSD opacnd nez
pii pouZiti korelacniho koeficientu. Korelace je maximdlni pii RMSD =0 apiir =1. V
dendrogramu plati, ze ¢im vice se vzdalenost bliZ{ nule, tim je vztah dvou objektd silné&jsi.
Proto je mira podobnosti mezi dvéma objekty vyjadiena jakor, = 1 — 7.

Hodnoty délky a obsahu jsou po vypoctu distan¢ni matice normalizovdny na
interval (0, 1) pomoci min-max normalizace, jak ilustruje rovnice 9 [47]. VSechny znaky
tak ovliviuji klasifikaci se stejnou vahou.

x — min(x;)

!
Xi

(1)

- max(x;) — min(x;)

Tabulka 6: Cast distanéni matice pro RMSD jasovych profili

chr. ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[E—

0| 0,171| 0,122| 0,105] 0,151] 0,121] 0,142| 0,130| 0,118 | 0,126

0,171 0| 0,146| 0,165| 0,203| 0,176| 0,098| 0,154| 0,154| 0,161

0,122 0,146 0f 0,113| 0,177| 0,132| 0,127| 0,115]| 0,101| 0,127

0,105| 0,165| 0,113 0| 0,188| 0,158 0,138| 0,109 0,113| 0,121

0,151] 0,203| 0,177| 0,188 0| 0,123| 0,192| 0,184| 0,194| 0,171

0,121| 0,176 0,132] 0,158] 0,123 0| 0,158| 0,165| 0,130| 0,183

0,142| 0,098| 0,127| 0,138| 0,192| 0,158 0| 0,142| 0,112| 0,125

0,130| 0,154 0,115] 0,109| 0,184 | 0,165| 0,142 0] 0,121 0,114

O|X0[QA| NN~ |W[IN

0,118| 0,154| o,101| 0,113| 0,194| 0,130| 0,112| 0,121 0] 0,138

[
=]

0,126 | 0,161| 0,127| 0,121} 0,171| 0,183 | 0,125| 0,114 | 0,138 0

Tabulka 7: Cast distanéni matice pro korelaéni koeficient jasovych profili

chr. ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[E—

0| 0,654| 0429| 0,341| 0,331| 0,342| 0,601| 0,414| 0,384| 0,380

0,654 0| 0441| 0,565| 0,506| 0,606| 0,203| 0,397| 0,511| 0,403

0,429 | 0,441 0| 0,336 0,449| 0,403| 0,448 0,269 0,266| 0,310

0,341 | 0,565| 0,336 0| 0,556| 0,560| 0,491| 0,288| 0,297| 0,371

0,331 0,506| 0,449| 0,556 0| 0,139| 0,528| 0,465| 0,533| 0,407

0,342 0,606| 0,403| 0,560| 0,139 0| 0,666 0494| 0425 0,599

0,601 | 0,203 0,448| 0,491| 0,528 | 0,666 0| 0,395| 0,381| 0,205

0,414| 0,397 0,269| 0,288| 0,465| 0,494 | 0,395 0| 0,264| 0,279

O| 0| QN[N B |WIN

0,384 0,511] 0,266| 0,297| 0,533| 0,425| 0,381 | 0,264 0] 0,315

[
=]

0,380 0,403| 0,310 0,371] 0,407| 0,599| 0,205| 0,279 0,315 0
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Dendrogram

Dendrogram je graficky vystup hierarchického shlukovani. Pii vertikdlni orientaci
denrogramu je na pomyslené ose y uvedna vzalenost mezi shluky. Cim je tato vzalenost
mensi, tim vice jsou si jednotlivé shluky podobné. V této préci je dendrogram sestaven na
zéklad¢é distan¢ni matice pomoci implementované funkce linkage. Pro sestaveni
dendrogramu byla zvolena metoda UPGMA [48]. Na Obrazek 26 lze vidét dendrogram pro
RMSD obsahu chromozomu. Dendrogramy pro RMSD akorelaéni koeficient jasovych
profild jsou soucasti piiloh.
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Obrazek 26: Dendrogram (RMSD obsahu chromozomu)

Srovnani s ideogramy

Jak jiz bylo zminovéano v predchozich kapitoldch, pocet pruhii na chromozomu
zavisi na stupni bunécného déleni. ProtoZze neni zndmo z jaké fize dé€leni analyzované
snimky pochazi, byl navrZen algoritmus, ktery odhaduje “band resolution” snimkt [11].

Odhad poctu pruhti vychdzi z druhé derivace jasovych profila interpolovanych
kubickym splinem. Je zaloZen na predpokladu, ze kde se v jasovém profilu méni prubéh
funkce z konvexni na konkdvni a naopak, tam jsou hranice pruh na chromozomu. Protoze
plati, Ze kde je funkce konvexni, tam je druhd derivace kladnd a kde konkdvni, tam je
druha derivace zapornd, byl odhad poctu pruhi na zakladé hodnot druhé derivace stanoven

nésledujicim zpisobem:
Y=1 kde d">0
Y=0 kde d"=0 (12)
Y= -1 kde d7" <0
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V jasovém profilu odpovidaji konvexni Casti funkce tmavum pruhtim a konkavn{
Casti pruhiim svétlym. Analogicky, v noveé vytvoreném vektoru hodnot Y odpovidaji tmavé
pruhy hodnoté 1, svétlé hodnoté -1. Vyneseni hodnot vektoru Y do grafu je na oObrizek
217.

Hodnota znaménka

0 0.2 04 0.6 0.8 1
Mormalizovana délka chromozomu

Obrazek 27: Zména znaménka druhé derivace jasového profilu

Pocet ,,vrcholt” v grafu na obrazku 27 tedy reprezentuje pocet pruht na jednom
chromozomu. Pocet je zjiSteén tak, Ze algoritmus hleda ve vektoru Y ty pozice, kde dochdzi
ke zmén€ znaménka. Pro chromozom v horni €asti obriazku 27 je tato hodnota 33 pro
spodni chromozom 32. Soucet vSech hodnot davd pocet pruhid v diploidni sadé
chromozomu. Pro analyzovany pfipad je tato hodnota 1068. Pro haploidni sadu pak 534,

coz odpovida rozliSeni chromozomu zachycenych v metafazi bunééného déleni.
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5 Diskuze vysledku

Tato prace je zaméfena na klasifikaci chromozomi pomoci shlukové analyzy.
Navrzeny algoritmus byl testovan na mikroskopickych snimcich chromozomu bez apriorni
informace. Tedy neni naptf. pfedem zndmo z jaké faze mitotického déleni chromozomy
pochdzeji a tedy neni znam tzv. banding resolution (rozliSeni pruht - soucet pruhti na vsech
chromozomech haploidni sady) Z tohoto divodu je tézké jednoznacné prifadit takovou
standardni referenci (ideogram), kterd svym rozliSenim odpovida rozliSeni analyzovanych
chromozomi.

Chromozomy na analyzovanych snimcich nemaji patrnou polohu centromery, proto
neni mozné provést klasifikaci do sedmi tfid podle délky a polohy centromery. TéZ neni
mozné podle centromery urcit spravnou orientaci chromozomu. Tyto skute¢nosti ovliviiuji
ndvrh dalStho algoritmu, ktery zohlediiuje absenci nékteré informace — napf. zminéné
orientace chromozomu.

Do klasifika¢niho algoritmu vstupuje vektor obsaht v§ech chromozomu a déle cell
array s uloZenymi jasovymi profily. Mira korelace obsahii chromozomi je hodnocena
pomoci jejich kvadratické odchylky (RMSD). Klasifikace chromozomt podle miry
korelace jejich jasovych profili je provedena na zdkladé vypoCtu jejich kvadratické
odchylky (RMSD) a Pearsonova korelac¢niho koeficientu.

Obrazek 26 ukazuje dendrogram, ktery vychdzi z distanéni matice obsaha.
Dendrogramy jasovych profila jsou soucasti piiloh této prace. Dalsi text diponuje obrazky,
které vznikly odeCtenim z dendrogramu, aby bylo moZno zhodnotit s jakou pfesnosti
probiha klasifikace na zdklad¢ té které metriky (RMSD/Korela¢ni koeficient).

Pro sestaveni distanéni matice obsahu chromozomu byla vypoctena kvadraticka
odchylka jednotlivych obsaht. Ze 23 potencidlnich pard, bylo zaklasifikovano 16, z toho 3
predstavuji skute€n€é homologni pédr. Tabulka 8 obsahuje indexy z dendrogramu pro
spravné zatazené chromozomy. Indexy v tabulce odkazuji jak do denrogramu tak do

obrazka chromozomovych pard.
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Obrizek 28: Chromozomy zaiazené do paru dle RMSD obsahu
Spravn¢ zatazené chromozomy jsou vypsany v Tabulka 8 a v tabulce 9
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Tabulka 8: Procentudlni dspésnost pii hlediani homolognich para

Pomoci RMSD obsahu, RMSD jasového profilu a pomoci korelacniho koeficientu

RMSD obsahu

RMSD jasového profilu

Korelacni koeficient
jasového profilu

kritérium
vsechny spravné vsechny spravné vsechny spravné
nalezené nalezené nalezené nalezené nalezené nalezené
pary pary pary pary pary pary
index
chromozomu 31| 33 6| 11| 28| 31| 30| 32| 33| 40 0| 32
13| 17 9| 22 1| 27 13 17 50 12
1 8| 23| 25| 15| 35 31 21 13| 17
31 20 4 8 14| 35| 33| 40
5| 36 39| 42 19| 27| 14| 35
14| 37 29| 34 200 42| 19| 27
19 39 18] 36 41 45
421 43 25| 41 5 12
24| 27 71 22 18] 36
12| 41 30| 32 23| 46
23] 25 30 32
2 4
6| 11
15| 44
9| 22
16| 30
pocet
nalezenych
part 16 3 10 1 11 6
Uspésnost 18,75% 10% 54,54%




Tabulka 9: Procentudlni dspés$nost pii hlediani homolognich para

pomoci korela¢niho koeficientu jasovych profilii, omezeni intervalu vybéru

Korela¢ni koeficient Korelaéni koeficient . Kore!a(:nl' koe.ficient
kritérium jasového profilu, 20% jasového profilu, 10% IpER DS, 1T
tolerance tolerance toIeranc?, bez
separovanych chr.
vsechny spravné vsechny spravné vsechny spravné
nalezené nalezené nalezené nalezené nalezené nalezené
pary pary pary pary pary pary
index
chromozomu a1l 33 13| 17 33| 40 33| 40| 10| 32| 30| 32
13| 17| 20 38| 13| 17| 13| 17 71 26| 13| 17
20| 38 8 21| 20| 38| 20| 38 1| 27| 23| 25
8| 21| 24| 36 3 8 5| 12 14} 37 9| 22
1| 27 51 12| 24| 23| 23| 25| 19| 24
241 36| 10| 15| 37| 42 3 8
51 12 50 12 13| 17
14| 37 23| 25 20 38
23| 24 10| 46 231 25
18| 22 221 44 12| 29
10| 15 7| 26 31| 33
7| 16 30 32 10| 18
30 32 9| 22
pocet
nalezenych
part 13 6 12 5 13 4
Uspésnost 46,15% 41,66% 30,77%

Klasifikace chromozomt podle miry korelace jejich jasovych profila je provedena
na zékladé vypoctu jejich kvadratické odchylky (RMSD) a Pearsonova korelacniho
koeficientu. Z Obrdzek 29 a Obrazek 30 je patrné, Ze presné€jSi klasifikace vychdzi
z korelac¢niho koeficientu. Pomoci vypoctu RMSD jasovych profili bylo klasifikovano 10
part, z toho 1 spravné. Pomoci korelacniho koeficientu bylo ziskano 11 part, z toho 6

spravng.
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Obrizek 29: Chromozomy klasifikované do paru pomoci RMSD jasovych profilu
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Obrazek 30: Chromozomy Klasifikované do pari pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu

Obrazek 29 a Obrazek 30 ukazuji, Ze je Casto nalezena korelace mezi jasovymi
profily chromozomil zna¢né odlisné délky. Z tohoto diivodu byl navrzen piistup, ktery
omezuje rozsah délek (pocet hodnot) jasovych profili v ramci kterého se korelace hleda. Je
stanovena procentudlni odchylka délky kazdého chromozomu, kterd predstavuje meze
intervalu, do kterého musi jasovy profil druhého potencidlniho chromozomu svoji délkou
spadat.

Test korelace je proveden pouze mezi t€émi chromozomy, jejichZ rozdil délek neni
vetsi neZ nastavend tolerance. Meze intervalu vhodnych délek jsou nastaveny na +10%
(Obrézek 31) a £20% (Obrazek 32) délky jasového profilu (kterd koresponduje s délkou
chromozomu). Chromozomy zafazené do parti pomoci korelace jejich jasovych profilt na
intervalu omezené délky ukazuji obrazky 31 a 32.
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Obrazek 31: Chromozomy klasifikované do part pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu, omezeni
vybéru na 10%.
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Obrazek 32: Chromozomy Klasifikované do pari pomoci Pearsonova Kkorela¢niho Kkoeficientu,
tolerance 20%

Separované chromozomy maji jasovy profil ¢asteCné poSkozen v dusledku ztraty
informace v misté, kde doslo k pfekryvu. Bylo testovdno, zda mé tato zména zdsadni vliv
na presnost klasifikace. V rdmci 10% odchylky byly provedeny dvé& klasifikace, jedna se
vSemi 46 chromozomy, z druhé byly rozseparované chromozomy vylouceny. Vysledek
klasifikace bez separovanych chromozomu je na oObrazek 33. Spravné zaklasifikované

homologni pary ze vSech typu klasifikaci uvadi Tabulka 8.
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Obrazek 33: Chromozomy Klasifikované do pari pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu bez
separovanych chromozomu, tolerance 10%

V tabulce 10 jsou uvedeny indexy vSech spravné zaklasifikovanych part pomoci
kombinaci vSech pouzitych metod. Pomoci porovnani téchto pard se standardni referenci
byla urCena jejich ISCN C¢isla. Obrazek 34 zobrazuje vSechny sprdvné klasifikované
homologni péry vcetné€ jejich standradni reference — ideogramu [51]. Uvedend Ccisla

cs Ms

odpovidaji ¢islim chromozomu v karyotypu.

Tabulka 10: Seznam spravné zaklasifikovanych homolognich paru

Cislo Indexy
chromozomu | chromozomu
16 6 11

19 9 22

11 23 25

20 30 32

8 5 12
3 13 17
2 33 40
9 14 35
7 19 27
4 20 38
5 8 21

10 24 36

17 10 15
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Obrazek 34: Spravné serazené homologni pary zarazené do prisluSnych ISCN kategorii
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Zavér

V této praci byly shrnuty metody vizualizace chromozomu slouZzici k identifikaci
chromozomt z mikroskopickych snimkt. V zdkladu byly popsdny obecné skute¢nosti,
které se sestavovanim karyotypu souvisi, napf. popis chromozomu a jejich chovani béhem
bunécného cyklu. V préci jsou zminéna onemocnéni, jejichZ ptfi€inou jsou zmény v poctu
¢i ve struktufe chromozomu a kterd jsou tedy duvodem k cytogenetickému vySetieni.
Nejcastéjsi cytogenetickd vysetfeni vedou pravé k sestaveni karyotypu.

PrekdZkou na cesté k automatickému karyotypovdni je pfitomnost prekryvajicich se
a dotykajicich se chromozomu. Analyzovany snimek takové chromozomy obsahoval. Byl
navrzen poloautomaticky pfistup pro separaci piekryvajicich se a dotykajicich se
chromozomu.

Karyotyp je sestavovan na zakladé znaki chromozomu, které umoziuji jejich
rozlideni. Cést této price se vénuje identifikaci téchto znakd jak v teoretické, tak praktické
Casti. IdentifikaCnich znaki je celd fada a zdlezi na uvazeni autort klasifikanich
algoritmu, které znaky budou detekovat a vyuzivat k analyze. Tato prace se drzi znakd,
které jsou k identifikaci vyuZivany nejCastéji, tedy jsou zminovany v prevdzné vetSing
citovanych ¢lanka.

Pi navrhu vlastniho klasifikacniho algoritmu bylo vyuzito hlavné jasovych profilt
chromozomi. Pro zjisténi korelaci mezi profily byla pouzita metoda RMSD a Pearsontv
korelaéni koeficient. Klasifikace chromozomi podle miry korelace jejich jasovych profila
byla provedena pomoci shlukové analyzy. Ruzné modifikace zakladniho piistupu za
ucelem zvySeni presnosti klasifikace jsou uvedeny v diskuzi.

Identifikace chromozomd, jejich zafazeni do homolognich part a sestaveni do
karyotypu bez pocitacové podpory je Casoveé ndro¢né a finan¢né€ neefektivni. Na rozvoji
automatického karyotypovaciho systému se v souladu s rozvojem informacnich technologii
pracuje uz tfi desetileti. Ani nejnovéjsi pristupy vSak stdle neumoZziuji pln€ automatickou

klasifikaci chromozomu.
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CGH

CI

DNA
FISH
MAT
M-FISH

Mb
NOR
RMSD
SKY
UPGMA

Comparative genomic hybridization — Komparativni genomovd
hybridizace

Centromericky index

Deoxyribonucleic acid — kyselina deoxyribonukleovd

Fluorescence in situ hybridization — fluorescencni in situ hybridizace
Medial axis transform — transformace podélné osy

Multicolor Fluorescence in situ hybridization - vicebarevnd
fluorescencni in situ hybridizace

Megabazi

Nucleolus organizer region — oblast organizdtoru jadérka

Root mean square deviation (kvadratickd odchylka)

Spectral karyotyping — spektrdlni karyotypovdani

Unweighted pair-group method using aritmetic averages
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A. Jasovy profil chromozomu
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B. Dendrogramy

Dendrogram pro RMSD jasovych profilia
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Dendrogram pro korela¢ni koeficient jasovych profila
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