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Abstrakt

Mikroskopia fluorescencyjna jest jedna z najszybszych technik wizualizacji uszkodzen
w materiale DNA wywolanych czynnikami fizycznymi lub chemicznymi. Z tego wzgledu
nieustannie rozwija si¢ obszar algorytmoéw sluzacych do analizy zdje¢ z mikroskopii
fluorescencyjnej. Raport ten zawiera przedstawienie opracowanych algorytmoéow stuzacych do
oceny wzglednej liczby uszkodzen DNA, ktorych wizualizacja odbywa si¢ przy
wykorzystaniu barwnikow fluorescencyjnych Alexa Fluor 488 oraz DAPI. Przedstawione
zostaly réwniez sposoby okreslania poziomu szumu na zdjg¢ciach, redukcji szumu z zdje¢,
okreslenia stosunku sygnatu pochodzacego od Alexa Fluor 488 do DAPI w komorkach.

Abstract

The fluorescence microscopy is one of the fastest techniques of DNA damage visualisation
induced by physical or chemical factors. For this reason, the area of algorithms for images
analysis from fluorescence microscopy continually develops. This report contains
presentation of algorithms elaborated for the assessment of relative amount of DNA damage,
visualised with the fluorescent dyes Alexa Fluor 488 and DAPI. Methods of the determination
of the noise level and signal to noise ratio in the images, as well as methods of noise reduction
and image quality optimization have been presented.



1. Wprowadzenie

Dziatanie promieniowania jonizujacego no poziomie atomowym oraz molekularnym moze
doprowadzi¢ do uszkodzen zywych komorek. Czgécig komorki najbardziej wrazliwg na wptyw
dziatania promieniowania jonizujacego jest jej materiat genetyczny — DNA. Promieniowanie
moze indukowac w czasteczkach DNA pojedyncze lub podwojne przerwania helisy tancuchow
polinukleotydowych. W przypadku, gdy mechanizmy naprawcze nie sg wstanie naprawic
powstatych uszkodzen moze doj$¢ do Smierci komoérki lub mutaciji w kolejnych jej pokoleniach
[1]. Pojedyncze przerwania helisy sg sprawniej naprawiane przez mechanizmy naprawy DNA
komorki w porownaniu do podwdjnych przerwan tancuchow, co wynika z wzajemnej
komplementarno$ci obydwu tancuchoéw polinukleotydowych. Czestos¢ wystepowania
podwojnych uszkodzen tancuchow DNA w komorce zalezy od wielkosci dawki
promieniowania jonizujacego, pochtonigtej przez dang komorke.

Jedna z technik wizualizacji podwdjnych peknie¢ DNA jest mikroskopia fluorescencyjna.
Technika ta oparta jest na epifluorescenyjnym systemie optycznym, umozliwiajagcym detekcje
i identyfikacje sygnatu pochodzacego od fluorochromu, po wzbudzeniu $wiattem o okres$lone;
dhugosci fali.

Fluorochomem wykorzystywanym w niniejszej publikacji do detekcji sygnatu od podwdjnych
uszkodzen tancucha DNA byl barwnik Alexa Fluor 488. Barwnik ten zostat wykorzystany
W oparciu o metodg y-H2AX test. W metodzie tej Alexa Fluor 488 zwigzany jest z biatkiem
histonowym H2AX, ktore bierze udziat w tworzeniu kompleksu naprawczego dwuniciowych
peknig¢ DNA (histon H2AX ulega fosforylacji, dajac y-H2AX) [2]. Barwnik Alexa Fluor 488
wzbudzany $wiattem o dlugosci fali 488 nm emituje promieniowanie fluorescencyjne
0 dlugosci fali 519 nm, ktore jest obserwowane w mikroskopie fluorescencyjnym. Mikroskop
fluorescencyjny wyposazony jest w kamere CCD, ktora odpowiada za akwizycje zdjec
fluorescencyjnych obrazow komorek. Liczba ognisk y-H2AX odpowiada liczbie podwojnych
uszkodzen tancuchow DNA. Jednak w przypadku, kiedy komorka pochtoneta duzg dawke
promieniowania (w niniejszej pracy powyzej 20 Gy), ogniska w komodrce przestajg byc
rozpoznawalne. Z tego wzgledu do okreslenia liczby uszkodzen DNA opracowano
I wykorzystano nowa metodg¢ analizy sygnatu fluorescencyjnego.

2. Materialy i metody

2.1 Uklad mikrowiazki rentgenowskiej do badan radiobiologicznych na poziomie
komérkowym

W celu doprowadzenia do uszkodzen i spowodowania podwojnych przerwan nici DNA,
komorki zostaly poddane ekspozycji na promieniowanie rentgenowskie przy wykorzystaniu
mikrowigzki rentgenowskiej IFJ PAN [3]. Uklad mikrowigzki rentgenowskiej do badan
radiobiologicznych na poziomie komdérkowym zostal skonfigurowany tak jak przedstawia to
Rysunek 1.
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Rysunek 1. Schemat oraz fotografia uktadu mikrowiazki rentgenowskiej do badan
radiobiologicznych [4].

Zrédtem promieniowania jonizujacego w tym uktadzie jest lampa rentgenowska Hamamatsu
L9191 wyposazona w anode tytanowa. Napigcie przyspieszajace lampy wynosito 40 KV, a prad
anodowy lampy 30 pA. Wigzka rentgenowska ogniskowana byla przy wykorzystaniu ptasko-
eliptycznych zwierciadet wielowarstwowych (Rigaku), zoptymalizowanych dla energii 4,5 keV
(Ko Ti). Szerokos¢ potowkowa (FWHM) zogniskowanej wigzki wynosita 15 pm. Skolimowana
wigzka rentgenowska trafiata na szalke, w ktorej znajdowaty si¢ komorki. Szalka umieszczona
byta na zautomatyzowanym stoliku, gdzie dwa precyzyjne silniki krokowe umozliwiaty
pozycjonowanie preparatu w dwoch wzajemnie prostopadtych osiach. Sterowanie silnikami
pozwolito na skanowanie wigzka rentgenowska probki w wybranych obszarach [5].

Podglad probki w czasie jej naswietlania odbywat si¢ przy wykorzystaniu mikroskopu
optycznego wyposazonego w kamerg CCD.

2.2 Hodowla komorkowa oraz preparatyka probek

Eksperyment przeprowadzano na hodowlanej linii komérkowej raka gruczotu krokowego PC-
3 [6]. Po okresie inkubacji komoérki byty pasazowane na foli¢ Mylarowa, wylozong na dnie
szalki Perttiego, w ktorej znajdowat sie otwor o $rednicy 10 mm, tak jak zostalo to pokazane
na Rysunku 2.

Rysunek 2. Szalka Perttiego z 10 mm otworem w dnie, pokryta folig Mylarowg i wypetniona
pozywka komorkowa [4].



Po czasie 16-18 godzin inkubacji, kiedy stwierdzono, ze komorki dobrze przylegaja do dna
szalki, byta ona umieszczana w uktadzie mikrowiazki rentgenowskiej i poddawana ekspozycji
na promieniowanie rentgenowskie.

Po napromienieniu komorki byty inkubowane, a nastepnie ptukane w soli fizjologicznej - PBS
I utrwalane w 1,5% roztworze paraformaldehydu - PFA. Po odciagni¢ciu utrwalacza PFA,
komorki zalewane byty 70% roztworem etanolu i przechowywane w temperaturze -20°C przez
okres od 2 dni do 2 tygodni. Immunowybarwianie podwojnych peknie¢ tancuchéw DNA
rozpoczeto od permabilizacji blon komorek roztworem Triton-X. Po kolejnym ptukaniu PBS,
komorki inkubowane byly w roztworze zawierajacym przeciwciata anty-histonowe y-H2AX
[8]. Przeciwciala anty-histonowe y-H2AX tacza si¢ z fosforylowanymi histonami H2AX
W miejscach, gdzie nastapity podwojne uszkodzenia tancuchow DNA. Po ptukaniu w TBP
(0,2% Triton X, 1% albuminy surowicy bydlgcej (BSA) w PBS), komoérki zanurzano w
roztworze zawierajacym barwnik fluorescencyjny Alexa Fluor 488. Nastepnie komorki
poddawano kolejnemu plukaniu w roztworze TBP zawierajacym barwnik fluorescencyjny
DAPI (4 ', 6-diamidyno-2-fenyloindol), ktory wigze si¢ z DNA, co pozwala na wizualizacje
catych tancuchow DNA [4].

2.3 Wizualizacja podwodjnych uszkodzen DNA

Dzigki zastosowanym do preparatyki probek barwnikom fluorescencyjnym DAPI oraz Alexa
Fluor 488 mozliwa byta identyfikacja tancuchéw DNA oraz podwdjnych uszkodzen tancuchow
DNA indukowanych promieniowaniem rentgenowskim. Maksimum absorpcji przypada na
Swiatlo o dlugos$¢ fali 358 nm 1488 nm, z kolei maksimum emisji wystepuje dla Swiatta o
dhugosci fali 461 nm i1 519 nm odpowiednio dla DAPI i Alexa Fluor 488 [2]. Fluorescencyjne
zdjecia obrazow komorek byly pozyskiwane przy wykorzystaniu mikroskopu
epifluorescencyjnego Olympus BX51, wyposazonego w lampe rtgciowa Olympus U-RLF-T
oraz kolorowag kamer¢ CCD QImagingm. Akwizycja zde¢ odbywata si¢ przy uzyciu dwoch
filtrow U-MNU2 (360 nm — 370 nm) oraz U-MNG2 (530 nm — 550 nm). Zastosowanie
kombinacji tych filtrow pozwolito na uzyskanie wizualizacji podwojnych peknig¢ w
tancuchach DNA tak jak przedstawiono to ponizej (Rysunek 3).

Rysunek 3. Natozenie wybarwien komorek otrzymanych przy uzyciu DAPI i Alexa Fluor 488



W wyniku nalozenia dwoch wybarwien lancuchy DNA widoczne sg na pozyskiwanych
obrazach fluorescencyjnych jako obszary $wiecace barwa niebieskg, natomiast ogniska
podwojnych peknie¢ DNA odpowiadaja czerwonym punktom.

Liczba ognisk podwojnych uszkodzen DNA zalezna jest od dawki promieniowania
jonizujacego — im wigksza dawka, tym wigksza liczba podwdjnych uszkodzen. Jednak
w przypadku kiedy komorki otrzymaty dawke powyzej 20 Gy (tak jak dla potrzeb powyzszego
eksperymentu), liczba ognisk podwodjnych przerwan DNA byta tak duza, ze ich identyfikacja
w komorce stata si¢ niemozliwa. Przypadek taki zostal przedstawiony ponizej (Rysunek 4).

Rysunek 4. Ogniska podwojnych przerwan nici DNA: a) ogniska rozréznialne b) ogniska nie
rozroznialne.

3. Okreslenie sygnalu fluorescencyjnego od podwojnych uszkodzen DNA

W sytuacji, kiedy w komoérce nie mozna okresli¢ w sposob ilosciowy podwdjnych uszkodzen
DNA powstatych w wyniku ekspozycji na promieniowanie rentgenowskie, nalezy wybra¢ inng
metode okreSlajagca  zaleznos¢ intensywnos$ci  sygnatu fluorescencyjnego od dawki
pochlonigtego promieniowania jonizujgcego.
Metoda, ktora zostata zaproponowana w niniejszej pracy polega na okresleniu stosunku
intensywnosci barwy czerwonej w komoérce (podwojne uszkodzenia DNA) do intensywnosci
barwy niebieskiej (DNA). Im wigksza liczba podwdjnych uszkodzen DNA indukowanych
promieniowaniem rentgenowskim tym wiekszy stosunek tych dwoch barw, co mozna wyrazi¢
0g6lng zalezno$cia:

K== (1)
gdzie:
K — wzgledna liczba podwojnych uszkodzen DNA,
R — intensywnos¢ barwy czerwonej sygnatu fluorescencyjnego,

B — intensywnos$¢ barwy niebieskiej sygnatu fluorescencyjnego.

W celu okreslenia stosunku dwoch barw znajdujacych si¢ na zdjeciach obrazéw komorek
zastosowano algorytm, ktorego zasad¢ dziatania opisano w dalszej czg$ci pracy.

3.1 Ogolna charakterystyka zdje¢¢ z mikroskopii fluorescencyjnej



Na zdjeciach fluorescencyjnych pozyskanych z mikroskopu mozna wyr6zni¢ trzy obszary:
szum, sygnat fluorescencyjny od komorki naswietlonej oraz sygnat fluorescencyjny od komorki
nienaswietlonej (Rysunek 5).

Rysunek 5. Zdjecie fluorescencyjne obrazu komoérek z wyrdznionymi obszarami: a) szum, b)
sygnal fluorescencyjny od komorki naswietlonej, ¢) oraz sygnat fluorescencyjny od komorki
nienaswietlone;.

Szum na powyzszych obrazach powstaje w wyniku rejestracji przez kamer¢ $wiatla, ktore
emituje lampa rtgciowa, otoczenie (laboratoryjne warunki zewng¢trzne) oraz medium, w ktérym
umieszczone sg komorki oraz poprzez niedoskonatlo$¢ uzytej elektroniki (tzw. prad ciemny).
Poziom $wiecenia szumu jest taki sam zaréwno dla obszaréw, w ktorych wystepuja komorki
jak 1 poza nimi. W idealnym przypadku tlo (obszar, w ktorym nie zaobserwowano komorek)
powinno by¢ calkowicie czarne, ale stan taki w praktyce jest nieosiggalny. Sygnat
fluorescencyjny od komorki naswietlonej powstaje w wyniku natozenia na siebie dwoch barw,
czerwonej oraz niebieskiej, emitowanych przez zastosowane barwniki odpowiednio Alexa
Fluor 488 oraz DAPIL. W zaleznosci od liczby uszkodzen powstatych w komorce udziat barwy
czerwonej w tych obszarach bedzie posiadat odpowiednig wartos¢.

Sygnal fluorescencyjny od komorki nienaswietlonej sktadajacy sie gltéwnie z niebieskiej
komponenty barwy powstaje w wyniku barwienia DAPI. Komorki nienaswietlone znajdujg si¢
poza zasiggiem wigzki promieniowania rentgenowskiego.

3.2 Okreslenie poziomu intensywnosci szumu na zdjeciach fluorescencyjnych

Zdjecia pozyskiwane z mikroskopu fluorescencyjnego sa zapisywane w 8 bitowym formacie
JPG. Oznacza to, ze barwa odpowiadajaca danemu pikselowi zdjecia jest kombinacjg liniowa
trzech podstawowych barw: czerwonej, zielonej oraz niebieskiej, co mozna zapisaé
W nastgpujacy sposob:

barwaij =RU+GU+BU (2)
gdzie:
barwa;; — barwa piksela (i),



R;j — warto$¢ barwy czerwonej piksela ij,
B;j — wartos¢ barwy zielonej piksela ij.

— warto$¢ barwy niebieskiej piksela ij,

Sktadowe R;j, G;j, B;j przyjmujg wartosci od 0 do 255. Z tego wzgledu istnieje mozliwo$¢
odczytu zdjecia w trzech sktadowych barwach osobno. Operacja ta zostala pokazana na
przyktadowym zdj¢ciu komorek — Rysunek 6. Zdjecie to, zwane dalej Obraz, zostato uzyte do
przedstawienia metody okreslenia sygnatu fluorescencyjnego od podwoéjnych uszkodzen DNA
W niniejszym raporcie.

® 4

Obraz R Obraz G Obraz B

Obraz

Rysunek 6. Zdjgcie fluorescencyjne obrazu komorek i jego odczyt w trzech sktadowych
barwach osobno

Do analizy poszczegdlnych obszaréw wymienionych wczesniej uzyto zdje¢ z kanatu
czerwonego (R) oraz niebieskiego (B). Zielony kanat (G) nie byt brany w tym przypadku pod
uwage. Aby uzyska¢ Obraz R 1 Obraz B pozbawiony szumu, nalezy znalez¢ Srednig wartos¢
barwy czerwonej oraz niebieskiej piksela tta - STR;j(q), $7Bjj(q)- W tym celu z zdjg¢ Obraz R i
Obraz B nalezy wycia¢ obszary, w ktorych znajduja si¢ komorki. Wycinanie obszarow,
w ktérych znajdowaty sie¢ komorki (wszystkie!) odbywato si¢ przy wykorzystaniu obrazu
binarnego — Maska,). Obraz ten powstawat przez binaryzacje zdj¢cia Obraz B metodg Otsu [8]
—Rysunek 7.
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Rysunek 7. Zdjgcie binarne wszystkich komoérek - Maskag) powstate w wyniku uzycia metody
binaryzacji Otsu na Obraz B

Biale piksele obrazu binarnego reprezentujace komorki posiadaja warto$¢ 255, natomiast
czarne piksele z obszaru tta warto$¢ 0. Wycinanie z obrazéw obszaréw, w ktorych znajdowaty
si¢ komorki odbywa si¢ poprzez odejmowanie od zdjg¢ obrazu maski, co mozna zapisac:

Obraz R — Maskaqy = Obraz Rg) (3)
Obraz B — Maskag,) = Obraz B 4)
gdzie:
Obraz R4y — Obraz R bez komoérek,
Obraz B 4y — Obraz B bez komorek.

Wynik przedstawionego odejmowania zdj¢¢ od siebie zostal zaprezentowany ponize;j.

Obraz R ObrazR

Obraz B Maska,, Obraz By,

Rysunek 8. Graficzne przedstawienie operacji odejmowania zdjeé



Na podstawie Maska), Obraz R() oraz Obraz B(s) uzyskano histogramy wartosci pikseli tych
obrazéw — Rysunek 9.
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Rysunek 9. Rozktad wartosci pikseli dla obrazow: Maska), Obraz R oraz Obraz Ba)

Z otrzymanych histogramoéw uzyskano informacjg o liczbie pikseli znajdujacych si¢ w obszarze
komorek — n (piksele o wartos$ci 255 Maskaga)), iliczba pikseli w obszarze tla — n) (piksele
0 wartosci 0 Maska)), oraz obliczono $rednig warto$¢ barwy czerwonej oraz niebieskiej
piksela tta - $7R; (), ST B, j(q) wedlug rownat:

‘p 2ijRij(a)
STRU(a) = —n(a) (5)
(op _ 2ijBija
STBU(a) - ) (6)
gdzie:
R;j(q) — Warto$¢ barwy czerwonej piksela z obszaru tla,

Bij(a) — Warto$¢ barwy czerwonej piksela z obszaru tla.
Odejmujge otrzymane warto$ci STR;j(q), ST'B;jq) 0d obrazow otrzymano obrazy ,,czyste” —
pozbawione szumu — Obraz Rc i Obraz Bc, co mozna zapisac:

Obraz R — $rR;jq) = Obraz Rc (7)
Obraz B — $rB;jq) = Obraz Bc (8).

Wynik przedstawionego odejmowania wartosci $rednich od obrazow zostal zaprezentowany
ponizej — Rysunek 10.
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Rysunek 10. Zdjgcia obrazow komoérek z szumem oraz zdjecia obrazéw komorek po odjeciu
Szumu.

Pod odjeciu od zdjg¢ Obraz R i Obraz B $redniej wartosci szumu otrzymane zdjecia posiadaja
mniejszg intensywnos¢ barwy czerwonej 1 niebieskiej w obszarze tla, ale rOwniez w obszarze
wystepowania komoérek. Szum wystepuje na obszarze catego zdjecia, ale okreslenie jego
sredniej wartosci jest mozliwe tylko z odczytu wartosci pikseli wystepujacych w obszarach tla.
Kolejne operacje, czyli okreslanie sygnatu od komoérek naswietlonych oraz nienaswietlonych
sg przeprowadzane na zdjg¢ciach pozbawionych szumu — Obraz Rc i Obraz Bc.

3.3 Okreslenie poziomu intensywnosci sygnalu komorek naswietlonych na
zdjeciach fluorescencyjnych

W celu wyznaczenia wzglednej liczby uszkodzen w komoérkach naswietlonych zgodnie
Z og6lnym rownaniem (1), nalezy wyznaczy¢ stosunek sredniej warto§¢ barwy czerwonej -
$TR; j(») do $redniej wartosci barwy niebieskie;j - $rB; i) W pikselach reprezentujgcych obszar
naswietlonych komorek. Aby méc wyznaczy¢ $rednie wartosci barw nalezy z zdje¢ Obraz Rc
I Obraz Bc wycia¢ wszystkie komorki nienaswietlone (niebieskie), w ten sposob by na
zdjeciach pozostaly tylko komodrki naswietlone (czerwone). Pozyskiwanie zdje¢ na ktorych
znajdywaly si¢ tylko komoérki naswietlone, wykonywane byto przy wykorzystaniu obrazu
binarnego — Maska,). Obraz ten powstawat przez binaryzacje zdjecia Obraz Rc metodg Otsu
[8] — Rysunek 11.
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Rysunek 11. Zdjecie binarne naswietlonych komoérek - Maskagp) powstate w wyniku uzycia
metody binaryzacji Otsu na Obraz Rc

Czarne piksele obrazu binarnego reprezentujace komorki naswietlone posiadaja wartos¢ 0,
natomiast biale piksele z obszaru tta oraz komoérek nienaswietlonych, posiadajg wartos¢ 255.
Wycinanie z obrazéw obszaréw z komorkami nienaswietlone oraz tlem odbywa si¢ poprzez
odejmowanie od zdje¢ (Obraz Rc, Obraz Bc) obrazu maski (Maskag)), co mozna zapisac:

Obraz Rc — Maska,y = Obraz Rcy, 9)
Obraz Bc — Maska,y = Obraz B, (10)
gdzie:
Obraz Rc,y — Obraz Rc bez komorek nienaswietlonych i tha,
Obraz Bc,y — Obraz Bc bez komorek bez komorek nienaswietlonych i tta.

Wynik przedstawionego odejmowania zdje¢ 1 maski komorek naswietlonych zostat
zaprezentowany ponize;j.
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Obraz Re Maskay, Obraz Rey,

Obraz Be Maskay, Obraz Bey,

Rysunek 11 Graficzne przedstawienie operacji odejmowania maski komorek naswietlonych od
zdjec

Z otrzymanych Maska,), Obraz Rc(,) oraz Obraz Bcp) wyznaczono histogramy wartosci pikseli
tych obrazéw — Rysunek 12.
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Rysunek 12. Rozktad wartosci pikseli dla obrazéw: Maska(), Obraz Rc) oraz Obraz B,

Na podstawie otrzymanych histogramow uzyskano informacje o liczbie pikseli znajdujacych
si¢ w obszarze komorek naswietlonych— nep) (piksele o wartosci 0 Maska)), oraz obliczono
srednig warto$¢ barwy czerwonej i1 niebieskiej piksela znajdujacego si¢ w obszarze komorki
naswietlonej - $TR;jp,y, $TB; ) wedlug rownat:

. YijRij

ST'Rij(b) = _Jn(b])(b) (11)
, _ 2ijBijw)

SrBij(b) = W (12)

gdzie:
R;jp) — warto$¢ barwy czerwonej piksela z obszaru komorki naswietlonej,
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B jpy — warto$¢ barwy czerwonej piksela z obszaru komorki naswietlone;.

Za niepewno$¢ wyznaczonych wielko$ci przyjeto ich odchylenia standardowe, ktore zostaly
obliczone wg rownan:

_ 2 |Zij(Rijp)—STR;j(v))?
u(Rijpy) = \/ — (13)

2ij(Bijp)—STBij(p))*

u(Bijpy) = \/ — (14)

gdzie:

u(R;jp)) — odchylenie standardowe od $redniej warto$ci barwy czerwonej piksela w obszarze
komorki naswietlonej,

u(Bjjp)) — odchylenie standardowe od $redniej wartosci barwy niebieskiej piksela w obszarze

komorki naswietlone;.

Niepewno$¢ stosunku — u(Ky), Sredniej wartosci czerwonej piksela (S7R;j)) do Sredniej
warto$ci niebieskiej piksela ($TR;j,)) W obszarze komorki naswietlonej wyznaczono

Z niepewnosci ztozonej okreslonej rownaniem:

2 |(8TByjmy))*u(Rijp)) + TR (b)) *u? (Bij(b))
u(Kwy) = \/ GrBiay (15)

Wzgledng liczbg uszkodzen w komoérkach naswietlonych, opisang rownaniem ogdlnym (1),
mozna wigc przedstawi¢ jako:

-
Ky = =22 + u(Ky) (16).

érBij(b)

3.4 OkresSlenie poziomu intensywnos$ci sygnalu komorek nienaswietlonych na
zdjeciach fluorescencyjnych

W celu wyznaczenia wzglednej liczby uszkodzen w komoérkach nienaswietlonych zgodnie
Z ogolnym réwnaniem (1), wykonane zostaty analogiczne operacje jak w przypadku komorek
naswietlonych. Zasadnicza réznica w tym przypadku polegata na tym, ze aby moéc wyznaczy¢
stosunek sredniej wartos¢ barwy czerwonej - STR; () do $Sredniej warto$ci barwy niebieskiej -
$rB;j(c) w pikselach reprezentujgcych obszar nienaswietlonych komorek postuzono sig innym
rodzajem maski wycinajacej wszystkie komorki na§wietlone (czerwone) oraz tto z zdje¢ Obraz
Rc i Obraz Bc. Pozyskiwanie takich zdje¢ wykonywane bylo przy wykorzystaniu obrazu
binarnego — Maska). Obraz ten powstawat przez kombinacj¢ dwoch obrazéw binarnych [9]:
odwrotnosci obrazu Maskag) i obrazu Maska) — Rysunek 13.
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Rysunek 13. Otrzymywanie obrazu Maska) przy uzyciu funkcji XOR na odwrotnosci obrazu
Maska ) i obrazie Maska)

Dzigki zastosowaniu operatora XOR — alternatywy wzajemnie wykluczajacej si¢ uzyskano

obraz binarny Maska).

Czarne piksele obrazu binarnego

reprezentujgce  komorki

nienaswietlone posiadajg warto$§¢ 0, natomiast biate piksele z obszaru tla oraz komorek
naswietlonych, posiadajg wartos¢ 255. Wycinanie z obrazéw obszaréw z komodrkami
na$wietlonymi oraz ttem odbywa si¢ poprzez odejmowanie od zdje¢ (Obraz Rc, Obraz Bc)
obrazu maski (Maskay)), co mozna zapisac:

Obraz Rc — Maska;) = Obraz Rc,

Obraz Bc — Maska() = Obraz Bc(,

gdzie:

Obraz Rc(.y — Obraz Rc bez komorek naswietlonych i tha,

Obraz Bc(.y — Obraz Bc bez komorek bez komorek naswietlonych i tha.
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Wynik odejmowania zdje¢ od maski komorek nienaswietlonych zostal zaprezentowany

ponizej.
e
e .
. L |
. . . L |
“
Obraz Re Maska, Obraz Rey,
e
e .
® | —
. L
“
Obraz Be Maska, Obraz Bey,

Rysunek 14. Graficzne przedstawienie operacji odejmowania maski komorek nienaswietlonych
od zdjec

Z otrzymanych Maskac), Obraz Rc() oraz Obraz Bc() wyznaczono histogramy wartosci pikseli
tych obrazéw — Rysunek 15.

Histogram Maska Histogram Obraz Rc Histogram Obraz Bc
fc) fe) fc)
4000 3500 -
1200000 - %600 3000 -
3000 2500
© o 2500 o
‘S 800000 ‘e ‘e 2000+
@ @ 2000 @
N S 00 & 1500+
N 400000 N 1000 N 4000
500 500
ol | ] —— : : , : 0- . ,
0 255 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
wartosc wartosc R, wartosc B

iie) ij(c)

Rysunek 15. Rozktad wartosci pikseli dla obrazéw: Maska), Obraz Rc() oraz Obraz Bcy

Na podstawie otrzymanych histogramow uzyskano informacje o liczbie pikseli znajdujacych
si¢ w obszarze komorek nienaswietlonych— N (piksele o warto$ci 0 Maskayc)), oraz obliczono
srednig warto$¢ barwy czerwonej i niebieskiej piksela znajdujacego si¢ w obszarze komorki
nienaswietlonej - STR; (), $TBjj() wedtug rownan:

. 2ijRijc
ST'Rij(C) ==L U@ (19)

o)
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. 2ij Bij(c

gdzie:
R;j(c) — wartos¢ barwy czerwonej piksela z obszaru komorki nienaswietlonej,

Bij(c) — wartos¢ barwy czerwonej piksela z obszaru komorki nienaswietlone;.

Podobnie jak w przypadku okreslania niepewnosci wyznaczanych wielkosci dla obszaréw
komorek napromienionych, za niepewnos¢ wyznaczonych wielko$ci przyjeto ich odchylenia
standardowe, ktore zostaty obliczone wg réwnan:

_ 2 [Zij(Rij)=STRyj(0))?
u(Rye) = * [P (21)

_ 2|Xij(Bij)—$TBij(c))?
u(Bye) = 2L (22)

gdzie:
uU(R;j()) — odchylenie standardowe od $redniej wartosci barwy czerwonej piksela w obszarze

komorki nienaswietlonej,
u(Bjj(c)) — odchylenie standardowe od sredniej wartosci barwy niebieskiej piksela w obszarze

komorki nienaswietlone;.

Niepewno$¢ stosunku — u(K(()), Sredniej wartosci czerwonej piksela ($7R;j)) do $redniej
wartoSci niebieskiej piksela ($7R;j)) w obszarze komorki nienaswietlonej wyznaczono

Z niepewnosci ztozonej okreslonej rownaniem:

__ 2 |(87Byjc)*u? (Rijc)) + TR j( ) *u? (Bij(c))
u(Ky) = \/ $rBe)" (23)

Wzgledna liczbe uszkodzen w komorkach nienaswietlonych, opisang ogélnym réwnaniem (1),
mozna wigc przedstawi¢ jako:

éTRij(c)

érBij(C) -

Wyniki uzyskane przy wykorzystaniu wyzej opisanych algorytmoéw, dla zdjecia Obraz zostaty
przedstawione w tabeli ponizej.

Tabela 1 Srednia warto$¢ piksela barwy czerwonej i niebieskiej
z obszaru tla (0bszar a))

Rij(a) $1Bij(a)

0,16 26,08

16



Tabela 2 Srednia warto$é¢ piksela barwy czerwonej i niebieskiej

z obszaru komorki naswietlonej (obszar b))
STR; () u(R;jw)) STB;jp) u(B;jmp)) K@) u(Kp))
239,49 1,72 110,65 5,39 2,16 0,11

Tabela 3 Srednia warto$¢ piksela barwy czerwonej i niebieskiej
z obszaru komorki nienaswietlonej (obszar c))
STR;j(c u(R;j(c)) STBjijc u(Bijc)) K u(K))
10,09 11,05 110,09 4,76 0,09 0,10

Przy wykorzystaniu prezentowanych algorytmow zostata dokonana analiza wzglgdnej liczby
uszkodzen DNA w komorkach, poddanych na ekspozycje promieniowania rentgenowskiego,
ktorego dawka wynosita: 23,5; 47,0 oraz 70,0 Gy. Wyniki uzyskane z tego eksperymentu
zostaty opublikowane [10], a zalezno$¢ wzglednej liczby uszkodzen DNA od pochlonigtej
dawki zostata pokazana ponizej (Rysunek 16).

25 50 75
dawka, Gy
Rysunek 16. Wzgledna liczba uszkodzen DNA indukowanych promieniowaniem

rentgenowskim w zaleznosci od dawki dla linii komorkowej PC-3

4. Whioski

W niniejszym raporcie przedstawiona zostala w sposob ogdélny metoda okreslania
intensywnos$ci oraz zalezno$ci migdzy intensywnos$cia dwoéch roéznych barw sygnatu
fluorescencyjnego. Sygnat fluorescencyjny pochodzit od dwoéch roznych specyficznych
barwnikow fluorescencyjnych: Alexa Fluor (czerwony) orazi DAPI (niebieski).
W przedstawionej pracy udato si¢ okresli¢ i otrzymac:
1. poziom szumu wystepujacy na zdjeciach mikroskopii fluorescencyjnej, tak jak zostato
opisane to rownaniami (5) i (6);
2. zdjecia fluorescencyjne zredukowane o poziom szumu (Rysunek 10);
3. zdjecia fluorescencyjne z obszarami, na ktorych wystepuja tylko komorki danego
rodzaju: naswietlone lub nienaswietlone (Rysunek 11, Rysunek 14);
4. wzgledng ilos¢ uszkodzen  wystepujaca w  komoérkach  naswietlonych
I nienaswietlonych, tak jak zostato osiane to rownaniami (16) i (24);
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5. niepewno$¢ wyznaczania wzglednej liczby uszkodzen zgodnie z réwnaniami (15)
1 (23).

Zastosowane rozwigzania oraz przedstawiony sposob obliczen mozna zaimplementowac do
skryptu dziatajacego w srodowisku roznych programow graficznych np.: ImagelJ, ImagePro lub
Matlab. W celu poprawnego dziatania zaproponowanych algorytméw powinny by¢ zachowane
takie same warunki akwizycji zdje¢ takie jak np. intensywno$¢ $wiecenia zrodla Swiatla
mikroskopu fluorescencyjnego, czas akwizycji kamery, czulo$§¢ kamery, oswietlenie
zewngtrzne (laboratorium), powigkszenie optyczne.
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