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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του πλοειδισμού των καρκινικών κυττάρων με εφαρμογή στη διάγνωση του καρκίνου του προστάτη. Η μεθοδολογία που αναπτύχθηκε περιλαμβάνει αρχικά την ανάπτυξη αλγορίθμων για την κατάτμηση εικόνων μικροσκοπίου με σκοπό την απομόνωση των καρκινικών πυρήνων τόσο από το υπόβαθρο, όσο και από τα κυτταρικά συσσωματώματα. Στη συνέχεια υπολογίζεται η ένταση της φωτεινότητας με απώτερο στόχο την ποσοτικοποίηση του περιεχόμενου στους πυρήνες DNA.

Συγκεκριμένα, υλοποιήθηκαν αλγόριθμοι για όλα τα στάδια της επεξεργασίας εικόνας, και δόθηκε ιδιαίτερη έμφαση στους αλγόριθμους της κατάτμησή της εικόνας. Υλοποιήθηκαν οι πλέον σημαντικές τεχνικές κατάτμησης, όπως η κατωφλίωση, ένας αριθμός εφαρμογών της τεχνικής watershed και μία εφαρμογή του μετασχηματισμού απόστασης. Συγκεκριμένα, αναπτύχθηκαν δύο τεχνικές κατωφλίωσης, η τεχνική κατωφλίωσης ελάχιστου σφάλματος των Kittler et al. και η μη παραμετρική μέθοδος κατωφλίωσης του Otsu. Οι δύο αυτές τεχνικές δεν δίνουν ικανοποιητικά αποτελέσματα για την κατάτμηση της εικόνας, όμως μπορούν να χρησιμοποιηθούν όπου χρειάζεται διακριτοποίηση τιμών. Από τις δύο μεθόδους, τα καλύτερα αποτελέσματα τα έδωσε η τεχνική του Otsu. Επίσης, εφαρμόστηκε η τεχνική watershed σε εικόνες που περιείχαν πληροφορία για το σχήμα των πυρήνων (μετασχηματισμός απόστασης), σε εικόνες που περιέχουν πληροφορία για τις ακμές των πυρήνων (εικόνα της gradient). Τα αποτελέσματα πάλι δεν ήταν ικανοποιητικά, γιατί παρουσιάστηκε υπέρ-κατάτμηση. Υλοποιήθηκε και μία τρίτη εφαρμογή του αλγορίθμου watershed, όπου έγινε επιλογή των τοπικών ελαχίστων από τα οποία θα ξεκινήσει η εφαρμογή του. Ούτε αυτή τη φορά τα αποτελέσματα ήταν ικανοποιητικά, γιατί παρουσιάστηκε υπό-κατάτμηση και κάποιοι πυρήνες δεν αναγνωρίστηκαν. Τέλος, αναπτύχθηκε αλγόριθμος που βασίζεται στο μετασχηματισμό απόστασης της εικόνας. Τα αποτελέσματα του αλγορίθμου αυτού κρίθηκαν ικανοποιητικά και χρησιμοποιήθηκαν στην υπόλοιπη εργασία. 
Έπειτα αναπτύχθηκαν μεθοδολογίες για το διαχωρισμό των ανεξάρτητων πυρήνων και των συσσωματωμάτων, που βασίζονταν στην κυκλικότητα και τα εμβαδά των αντικειμένων που αναγνωρίστηκαν. Οι αλγόριθμοι αυτοί εφαρμόστηκαν σε μία χαρακτηριστική εικόνα και τα αποτελέσματα που προέκυψαν σε κάθε στάδιο παρουσιάζονται στην εργασία. Ο αλγόριθμος που έδωσε τα καλύτερα αποτελέσματα χρησιμοποιήθηκε στο στάδιο της εξαγωγής χαρακτηριστικών, όπου μετρήθηκε η ένταση της φωτεινότητας καθενός από τους πυρήνες. Η ένταση της φωτεινότητας των πυρήνων μπορεί στη συνέχεια να χρησιμοποιηθεί για τον πλοειδισμό των πυρήνων, δηλαδή για τη μέτρηση της περιεχόμενης ποσότητας DNA, αφού η ένταση της φωτεινότητάς ενός επισημασμένου πυρήνα είναι αντιστρόφως ανάλογη της περιεκτικότητάς του σε DNA (όσο περισσότερο DNA περιέχει ο πυρήνας, τόσο περισσότερη χρωστική ουσία απορροφά, συνεπώς το χρώμα του είναι πιο σκούρο και η ένταση της φωτεινότητάς του μικρότερη).

Η μεθοδολογία αυτή είναι πολύ χρήσιμη, γιατί προσφέρει τη δυνατότητα αυτόματης κατάτμησης εικόνων μικροσκοπίας και τον υπολογισμό της περιεχόμενης ποσότητας DNA, ανεξάρτητα από πιθανές ανομοιομορφίες της εικόνας. Είναι μια μέθοδος που δεν εξαρτάται από το χρήστη, είναι γρήγορη και οδηγεί σε αντικειμενικά συμπεράσματα. 

ΛΕΞΕΙΣ-ΚΛΕΙΔΙΑ
απεικονιστική κυτταρομετρία, κατάτμηση, πλοειδισμός DNA, κατωφλίωση, watershed, μετασχηματισμός απόστασης, καρκίνος του προστάτη.
ABSTRACT

The scope of this thesis is the detection and quantification of the DNA ploidy of cancer cells with application on the prostate cancer prognosis. The methodology developed includes the implementation of algorithms aiming to isolate cancer cell nuclei from the background, as well as from cell incorporations. After that, the luminance of each nuclei is measured, in order to reach to the quantification of the DNA contained in it.

Specifically, algorithms for all the stages of image processing were implemented, with emphasis on segmentation. Several of the most used segmentation techniques were implemented (thresholding, some applications of the watershed segmentation and some applications of the distance transformation). In particular, two thresholding techniques were implemented, the Minimum Error Thresholdng method by Kittler et al. and the Non Parametric Thresholding method by Otsu. The image segmenting results of these two methods are inadequate. However, they can be used whenever binarization of values is needed. The results of Otsu’s method are more satisfying than the results of Kittler’s method. 

After that, watershed segmentation was used on images that contained information about the nuclei’s shape (distance transformation) or on images that contain information about the nuclei’s edges (gradient of the image). Again, the results were not satisfying, due to over-segmentation. Another implementation of the watershed algorithm was made, in which the application of the algorithm began from automatically chosen regional minima. Once again, the results were not very satisfying, due to under-segmentation and loss of data, as several nuclei didn’t get isolated from the background. Finally, an algorithm based on the distance transformation of the image was implemented. The results of this algorithm were satisfying and were used in the rest of the project.

After the image segmentation, two methodologies for the separation of individual cell nuclei form the cell incorporation, based on the roundness and the area of the isolated objects, were implemented.  These algorithms were applied on a typical cell image and the results of each stage are presented in the thesis. The algorithm that lead to the most satisfying results was used, and the results were used in the next stage, the feature extraction stage, where the luminance of each nucleus was measured. The luminance of each nucleus can be used in DNA ploidy, that is for the quantification of the DNA contained in it, as the luminance of a stained nucleus is indicative of the amount of DNA that the specific nucleus contains. To be more specific, the more DNA a nucleus contains, the more it stains and the smaller its luminance.  

This methodology is very useful, as it leads to automatic segmentation of microscopy images and the computation of the DNA content of the nuclei, regardless of possible unevenness of the image. It is a method that is not dependent on the user; it is fast and leads to objective conclusions.

KEYWORDS

image cytometry, segmentation, DNA ploidy, thresholding, watershed, distance transformation, prostate cancer
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Πίνακας Εικόνων
19Εικ. 1: Διάγραμμα του κυτταρικού κύκλου. Διακρίνονται η φάσεις ζωής των κυττάρων: η φάση G1 (η περίοδος μεταξύ της μίτωσης και της σύνθεσης της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), η φάση S (σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), η φάση G2 (η περίοδος μεταξύ της σύνθεσης DNA και της μίτωσης) και η φάση Μ (μίτωση). Επίσης, διακρίνεται η φάση G0 (φάση ανάπαυσης).


24Εικ. 2 : Η δομή του προστατικού αδένα, όπου οι αριθμοί αντιστοιχούν στην αρίθμηση των ζωνών που αναφέρθηκαν παραπάνω. Το 1 αντιστοιχει στην περιφερική ζώνη, το 2 στην κεντρική ζώνη, το 3 στη ζώνη μετάβασης και το 4 στην πρόσθια ζώνη. Με Β συμβολίζεται η ουροδόχος κύστη, με U η ουρήθρα και με SV το σπερματικό κυστίδιο.


27Εικ. 3: Διάγραμμα της δομής του προστατικού αδένα, με αναφορά στους αγωγούς, στα αδενικά κύτταρα και στις σχέσεις τους με τις φλέβες


27Εικ. 4: Φυσιολογικός προστατικός αδένας (εικόνα από μικροσκόπιο).
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30Εικ. 7: Οι αρχιτεκτονικές αλλαγές κάθε βαθμού, όπως περιγράφονται από τον Gleason.
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49Εικ. 12: Η εικόνα που προέκυψε μετά την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας (αλγόριθμος 2).
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57Εικ. 16: Κατάτμηση της εικόνας με εφαρμογή watershed στη συμπληρωματική της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης της αρχικής εικόνας. Παρατηρείται ότι η κατάτμηση της εικόνας είναι πολύ κακή, αφού αναγνωρίζονται ως πυρήνες περιοχές του υποβάθρου που περιέχουν τους πυρήνες.
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59Εικ. 18: Κατάτμηση της εικόνας με εφαρμογή watershed στην εικόνα της gradient. Παρατηρείται εύκολα η υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation) των πυρήνων.


60Εικ. 19: Η εικόνα που προκύπτει από την αφαίρεση της τιμής 92 από την τιμή της έντασης κάθε pixel της εικόνας.


61Εικ. 20: Η εικόνα των τοπικών ελαχίστων (regmin) της εικόνας.


62Εικ. 21: Η δυαδική εικόνα των τοπικών ελαχίστων της εικόνας.


63Εικ. 22: Τα τοπικά ελάχιστα και τα σύνορα που προκύπτουν από την κατάτμηση watershed


64Εικ. 23: Τα σύνορα που προκύπτουν για κάθε πυρήνα


65Εικ. 24: Κατάτμηση της εικόνας με τη μέθοδο seeded watershed με τα τοπικά ελάχιστα (seeds) της εικόνας 20. Παρατηρείται ότι υπάρχει υπό-κατάτμηση (under-segmentation) κάποιων πυρήνων, ενώ κάποιοι άλλοι δεν αναγνωρίζονται καθόλου ως πυρήνες.


66Εικ. 25: Η εικόνα των τοπικών ελαχίστων για όριο κατωφλίωσης για την regmin threshold=0.2


67Εικ. 26: Κατάτμηση της εικόνας για τα τοπικά ελάχιστα της Εικ.23. Η κατάτμηση είναι καλύτερη από την κατάτμηση της Εικ. 25, αλλά πάλι παρατηρείται υπό-κατάτμηση (under-segmentation) και απώλεια πληροφορίας λόγω της μη αναγνώρισης πυρήνων.


68Εικ. 27: Τα όρια των κυττάρων με βάση το μετασχηματισμό απόστασης. Αν και παρατηρείται υπό-κατάτμηση (under-segmentation), η κατάτμηση που επιτυγχάνεται είναι η καλύτερη που έχει επιτευχθεί μέχρι τώρα, αφού εντοπίζονται όλοι οι πυρήνες.


69Εικ. 28: Οπτικοποίηση του label matrix-τα κύτταρα που αναγνωρίστηκαν παρουσιάζονται με διαφορετικά χρώματα.


70Εικ. 29: Τα κύτταρα με το μαύρο κύκλο είναι αυτά που έχουν κυκλικότητα σμεγαλύτερη από το όριο κυκλικότητας που προέκυψε από την τεχνική του Otsu.


71Εικ. 30: Το ιστόγραμμα των εμβαδών όλων των αντικειμένων που αναγνωρίστηκαν (ανεξάρτητα κύτταρα και συσσωματώματα).


72Εικ. 31: Τα κύτταρα με τον κύκλο στο εσωτερικό τους έχουν εμβαδόν μικρότερο από το εμβαδόν που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσηss του Otsu.




1 Ο ΚΥΤΤΑΡΙΚΟΣ ΚΥΚΛΟΣ

Το κύτταρο 

Τα κύτταρα δεν είναι απλά μια ‘δεξαμενή’ χημικών ουσιών, αλλά ένα περίπλοκο σύστημα μεμβρανών, κυστιδίων και οδών σημάτων. Είναι το δομικό συστατικό όλων των οργανισμών. Αν και ο ανθρώπινος οργανισμός αποτελείται από ένα πλήθος διαφορετικών κυττάρων, οι αλληλεπιδράσεις των οποίων διέπονται από κάποιες αρχές, η ζωή κάθε ανθρώπου ξεκινάει από ένα μόνο κύτταρο, που είναι το γονιμοποιημένο ωάριο. Όλα τα κύτταρα του ανθρώπινου οργανισμού περιέχουν ακριβώς γενετικό κώδικα (DNA), οργανωμένο σε χρωμοσώματα. Είναι όμως δυνατό να χτίσουν διαφορετικά όργανα, χάρη στις διαδικασίες της κυτταρικής διαίρεσης και της διαφοροποίησης.

Τα υγιή κύτταρα έχουν την ικανότητα να διπλασιάζονται μέσω της κυτταρικής διαίρεσης, καθώς και τη δυνατότητα να εξειδικεύονται, ώστε να επιτελούν συγκεκριμένες λειτουργίες (διαφοροποίηση). Η κυτταρική διαίρεση είναι μια διαδικασία που εξασφαλίζει τη διατήρηση του οργανισμού, όταν εσωτερικές (π.χ. ο φυσιολογικός θάνατος των ερυθρών αιμοσφαιρίων) ή εξωτερικές (τραυματισμός) επιδράσεις προκαλούν κάποια κυτταρική απώλεια. Έχει παρατηρηθεί ότι όσο πιο διαφοροποιημένα είναι τα κύτταρα που δομούν έναν ιστό, τόσο σπανιότερα πολλαπλασιάζονται. Αυτό σημαίνει ότι ένας ιστός που αποτελείται από πολύ διαφοροποιημένα κύτταρα ‘επιδιορθώνεται’ δυσκολότερα μετά από τραυματισμό από ότι ένας ιστός του οποίου τα κύτταρα παρουσιάζουν μικρότερη διαφοροποίηση. Δηλαδή όσο πιο διαφοροποιημένο είναι ένα κύτταρο, τόσο σπανιότερα βρίσκεται στον ενεργό κύκλο αναπαραγωγής. Για παράδειγμα, τα κύτταρα του επιθηλίου που δεν παρουσιάζουν μεγάλη διαφοροποίηση, πολλαπλασιάζονται γρήγορα μετά από τραυματισμό του δέρματος, σε αντίθεση με τα κύτταρα του ήπατος, που παρουσιάζουν έντονη διαφοροποίηση και γι’ αυτό επιτελούν και πιο πολύπλοκες διεργασίες, τα οποία πολλαπλασιάζονται πιο αργά.  
Κυτταρικός κύκλος

Προτού ένα κύτταρο διαιρεθεί, πρέπει να μεγαλώσει σε μέγεθος, να διπλασιάσει το DNA του και να μοιράσει τα χρωμοσώματα του στα δύο θυγατρικά κύτταρα. Μετά την ολοκλήρωση της κυτταρικής διαίρεσης, τα θυγατρικά κύτταρα διέρχονται από κάποια στάδια προετοιμασίας για την καινούρια διαίρεση. Αυτές οι μεταβάσεις των κυττάρων καθορίζουν τον κυτταρικό κύκλο, ο οποίος αποτελείται από τέσσερις φάσεις: τη φάση G1 (Gap 1: η περίοδος μεταξύ της μίτωσης και της σύνθεσης της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), τη φάση S (σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), τη φάση G2 (η περίοδος μεταξύ της σύνθεσης DNA και της μίτωσης) και τη φάση Μ (μίτωση). Στη φάση Μ εκτελείται η κυτταρική διαίρεση, οπότε το κύτταρο διαιρείται σε δύο νέα όμοια κύτταρα (έχουν δηλαδή πανομοιότυπα χρωμοσώματα). Τα κύτταρα που βρίσκονται στις τέσσερις αυτές φάσεις ονομάζονται πολλαπλασιαζόμενα (proliferating). 
Καρκίνος

Αντίθετα με τα υγιή, τα καρκινικά κύτταρα δεν παρουσιάζουν διαφοροποίηση και η βασική τους λειτουργία είναι ο πολλαπλασιασμός. Έτσι, ενώ στους φυσιολογικούς ιστούς ένας ακριβής ρυθμιστικός μηχανισμός καθορίζει τη συνεχή μετάβαση κατάστασης πολλαπλασιασμού και ανάπαυσης, ώστε να διατηρείται σταθερός ο αριθμός των κυττάρων, στους καρκινικούς όγκους τα κύτταρα αναπαράγονται σχεδόν ανεξέλεγκτα. Όταν τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα, τα κύτταρα μπορεί να διαιρούνται πριν ολοκληρωθεί η διαίρεση των χρωμοσωμάτων ή κάποια χρωμοσώματα μπορεί να πολλαπλασιαστούν περισσότερο από μία φορές πριν τη διαίρεση του κυττάρου. Αυτό οδηγεί σε γενετική αστάθεια, και με τη σειρά του, μπορεί να προκαλέσει ακόμη μεγαλύτερο πρόβλημα στον έλεγχο του γενετικού κύκλου. Εφ’ όσον παράγονται περισσότερα κύτταρα από αυτά που χρειάζεται ο οργανισμός, δημιουργείται όγκος. Η κατάσταση στην οποία τα κύτταρα του όγκου αρχίζουν να εισβάλλουν σε άλλα μέρη του σώματος ονομάζεται μετάσταση. Οι γενετικές αλλαγές που σχετίζονται με τους καρκινικούς όγκους δεν είναι συγκεκριμένες, αλλά διαφορετικές σε κάθε άτομο, κάτι που σημαίνει ότι και η εξέλιξη της ασθένειας, αλλά και η θεραπεία που πρέπει να ακολουθηθεί διαφέρει από ασθενή σε ασθενή.  

Τα καρκινικά κύτταρα, όσο εξακολουθούν να οξυγονώνονται και να τρέφονται ικανοποιητικά, βρίσκονται εντός του κυτταρικού κύκλου, ενώ αν το περιβάλλον τους πάψει να είναι ευνοϊκό, εισέρχονται στη φάση G0 (dormant phase), όπου και αναπαύονται, δηλαδή δεν πραγματοποιούν αναπαραγωγικές δραστηριότητες. Αν οι συνθήκες παραμείνουν μη ευνοϊκές για κάποιο χρονικό διάστημα (π.χ. έλλειψη οξυγόνου και γλυκόζης), τα κύτταρα της φάσης G0 οδηγούνται στη νέκρωση (N) και αργότερα στη λύση (L, lysis). Κατά τη νέκρωση το κύτταρο υφίσταται μορφολογικά, αλλά έχει απολέσει πολλές από τις βασικές του λειτουργίες, όπως την αναπαραγωγική. Μετά τη λύση, το κύτταρο παύει να υφίσταται μορφολογικά (διάλυση του κυττάρου) και, φυσικά, λειτουργικά.  

Κάπως ανάλογα συμπεριφέρονται και τα υγιή κύτταρα, με τη διαφορά ότι είναι δυνατό να βρεθούν σε κατάσταση ανάπαυσης για μεγάλο χρονικό διάστημα, μέχρι να εκτελέσουν τη λειτουργία στην οποία έχουν εξειδικευτεί. Αν ο ιστός παρουσιάσει κάποια ανάγκη,  είναι δυνατό να ενεργοποιηθούν και προωθηθούν στον κυτταρικό κύκλο. Πρέπει να σημειωθεί ότι ορισμένοι ερευνητές ορίζουν τον κυτταρικό κύκλο ως το διάστημα μεταξύ δύο διαδοχικών μιτώσεων. Ο ορισμός αυτός συμπεριλαμβάνει τη φάση G0, αφού ενδέχεται ένα κύτταρο, μετά από μία μίτωση, να εισέλθει στη φάση αυτή, και να παραμείνει σε αυτή ως ότου εξωτερικοί παράγοντες του επιτρέψουν να εισέλθει ξανά στη φάση G1.  Στην επόμενη εικόνα παρουσιάζεται ο κύκλος ζωής ενός φυσιολογικού κι ενός καρκινικού κυττάρου.
[image: image3.png]¢

>

@ @ co-d>

9




Εικ. 1: Διάγραμμα του κυτταρικού κύκλου. Διακρίνονται η φάσεις ζωής των κυττάρων: η φάση G1 (η περίοδος μεταξύ της μίτωσης και της σύνθεσης της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), η φάση S (σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA), η φάση G2 (η περίοδος μεταξύ της σύνθεσης DNA και της μίτωσης) και η φάση Μ (μίτωση). Επίσης, διακρίνεται η φάση G0 (φάση ανάπαυσης).

ΠΛΟΕΙΔΙΣΜΟΣ ΤΟΥ DNA (DNA PLOIDY)

Ορισμός

Ο όρος ‘πλοειδισμός του DNA’, στην κυτταρογενετική σημαίνει ‘σύνθεση χρωμοσωμάτων’, ενώ στην κυτταρομετρία εκφράζει την περιεκτικότητα των κυττάρων του κύριου κυτταρικού πληθυσμού σε πυρηνικό DNA. 

Η μέτρηση της ποσότητας του DNA που περιέχεται στους πυρήνες των κυττάρων ερευνάται σαν ένας σημαντικός προγνωστικός δείκτης. Η εξέταση στηρίζεται στις διαφορές που υπάρχουν στο ποσό του πυρηνικού DNA μεταξύ φυσιολογικών και νεοπλασματικών κυττάρων.

Διάκριση των όγκων με βάση την περιεκτικότητα των κυττάρων τους σε DNA

Είναι γνωστό ότι τα φυσιολογικά κύτταρα του ανθρώπου περιέχουν σταθερή ποσότητα πυρηνικού DNA και σταθερό, διπλοειδικό, αριθμό χρωμοσωμάτων (αν και μερικά φυσιολογικά κύτταρα είναι απλοειδικά ή πολυπλοειδικά, όπως τα γεννητικά και τα μεγακαρυοκύτταρα, αντίστοιχα). Επίσης, οι καλοήθεις όγκοι τείνουν να είναι πολυπλοειδικοί, αν και η καλοήθης υπερπλασία (benign hyperplasia) και τα καλοήθη ενδοκρινικά αδενώματα (benign endocrine adenomas) παρουσιάζουν απλοειδισμό σε ποσοστό 30%, χωρίς αυτό να δείχνει κακοήθη μετάλλαξη.   Αντίθετα, στα κακοήθη νεοπλασματικά κύτταρα παρουσιάζονται γενετικές μεταβολές και σχεδόν πάντα εμφανίζουν χρωμοσωματικές ανωμαλίες, με αποτέλεσμα συχνά να έχουν και παθολογικά αυξημένο ποσό πυρηνικού DNA. Οι μεταβολές αυτές μπορεί να είναι (α) η λανθασμένη ένωση, που μπορεί να οδηγήσει σε μείωση ή αύξηση των χρωμοσωμάτων, (β) η δομική επαναδιάταξη του δομικού υλικού που έχει σαν αποτέλεσμα την εξάλειψη ή το διπλασιασμό και (γ) ο ενδοδιπλασιασμός που οδηγεί στο σχηματισμό τετραπλοειδικών, οκταπλοειδικών κ.λπ. κυττάρων. Οι αριθμητικές μεταβολές συνίστανται σε αύξηση ή (σπανιότερα) σε μείωση του αριθμού των χρωμοσωμάτων. Ορισμένες φορές έχουν παρατηρηθεί διαφορετικοί συνδυασμοί χρωμοσωματικών ανωμαλιών  σε όγκους του ίδιου τύπου, όπως και σε διαφορετικούς κλώνους του ίδιου όγκου. Η ανάλυση εικόνας, δείχνει μεν τη μεταβολή στην ποσότητα του DNA των κυττάρων, όχι όμως και το είδος των χρωμοσωματικών μεταβολών που την προκάλεσαν. 


Το αποτέλεσμα των μετρήσεων του πυρηνικού DNA εκφράζεται με το δείκτη DNA (DNA index), που είναι η σχέση ανάμεσα στο σχετικό ποσό του DNA  που έχουν τα εξεταζόμενα νεοπλασματικά κύτταρα στη φάση G0G1 και στο σχετικό ποσό DNA που έχουν τα φυσιολογικά κύτταρα στην ίδια φάση. Επομένως, ο δείκτης DNA  δείχνει σε ποιο βαθμό τα νεοπλασματικά κύτταρα απέχουν από τα φυσιολογικά, διπλοειδικά κύτταρα ως προς την περιεκτικότητα σε DNA.


Οι συγγραφείς διακρίνουν τους όγκους με βάση τον πλοειδισμό του DNA με τρεις διαφορετικούς τρόπους.


 1ος τρόπος διάκρισης των όγκων: Διπλοειδικοί είναι οι όγκοι που έχουν δείκτη DNA ίσο με τη μονάδα (δηλαδή η ποσότητα του πυρηνικού DNA των κυττάρων αντιστοιχεί σε κανονικό αριθμό χρωμοσωμάτων), ενώ απλοειδικοί είναι οι όγκοι με δείκτη DNA διαφορετικό από τη μονάδα, που αντιστοιχεί πάντοτε σε παθολογική σύνθεση των χρωμοσωμάτων. Ένας δείκτης DNA ίσος με τη μονάδα μπορεί να αντιστοιχεί σε φυσιολογικό, ελαφρώς διαταραγμένο ή πολύ ανώμαλο καρυότυπο (αφού υπάρχουν και οι ποιοτικές διαταραχές των χρωμοσωμάτων, που δεν προκαλούν μεταβολές στην ποσότητα του DNA, όμως είναι υπεύθυνες για καρκινογένεση).


2ος τρόπος διάκρισης των όγκων: Ευπλοειδικοί είναι οι όγκοι, των οποίων τα κύτταρα του κύριου κυτταρικού πληθυσμού  έχουν, είτε κανονικό ποσό DNA (που αντιστοιχεί σε κανονικό αριθμό χρωμοσωμάτων), οπότε πρόκειται για διπλοειδικούς όγκους, είτε το ποσό του DNA είναι ακέραιο πολλαπλασιο του κανονικού (οπότε αντιστοιχεί σε ακέραιο πολλαπλασιο του κανονικού αριθμού των χρωμοσωματων). Τέτοιοι είναι οι τετραπλοειδικοί, οι οκταπλοειδικοί κ.λπ. όγκοι. Συνεπώς, σύμφωνα με αυτόν το διαχωρισμό, απλοειδικοί είναι οι όγκοι, στους οποίους τα κύτταρα του κύριου πληθυσμού έχουν ποσό DNA που βρίσκεται έξω από τα ακέραια πολλαπλάσια του κανονικού ποσού.


3ος τρόπος διάκρισης των όγκων: Διπλοειδικοί είναι οι όγκοι τα κύτταρα των οποίων έχουν κανονικό ποσό DNA, ενώ όλοι οι άλλοι χαρακτηρίζονται ως μη διπλοειδικοί. Με τη δίακριση αυτή, ως μη διπλοειδικοί χαρακτηρίζονται και οι τετραπλοειδικοί, οκταπλοειδικοί κ.λπ. και φυσικά οι απλοειδικοί.


Οι απλοειδικοί όγκοι χαρακτηρίζονται ως υποδιπλοειδικοί, περιδιπλοειδικοί, τετραπλοειδικοί, περιτετραπλοειδικοί, πενταπλοειδικοί κλπ, αν και μερικοί συγγραφείς χαρακτηρίζουν διπλοειδικούς τους υποδιπλοειδικούς και τους περιπλοειδικούς όγκους. Αυτή η υποδιαίρεση των όγκων δεν αφορά την παρούσα εργασία, αφού δεν έχει πρακτική σημασία για τους όγκους του ουρογεννητικού συστήματος.


Ο μηχανισμός που προκαλεί την απλοειδία δεν είναι απόλυτα γνωστός. Κατά μία άποψη, η απλοειδία συμβαίνει σε ένα από τα πολλά στάδια της καρκινογένεσης, κατά την οποία τα κύτταρα υφίστανται διαδοχικές μεταβολές που τα καθιστούν ικανά να αντέχουν στις μεταβολές του μικροπεριβάλλοντός τους και να διαφεύγουν από τους μηχανισμούς ελέγχου της κυτταρικής ανάπτυξης. Υπό αυτήν την έννοια,  η απλοειδία αποτελεί ένα πλεονέκτημα για τα καρκινικά κύτταρα. 


Ένας άλλος όρος που έχει δύο διαφορετικές έννοιες είναι η πολυπλοειδία. Όταν η πολυπλοειδία αναφέρεται στα κύτταρα, χαρακτηρίζει εκείνα που ο αριθμός των χρωμοσωμάτων τους είναι ακέραιο πολλαπλάσιο του φυσιολογικού, δηλαδή του αριθμού χρωμοσωμάτων (και κατ’ επέκταση της ποσότητας DNA) των διπλοειδικών κυττάρων. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, σε ορισμένα νεοπλασματικά κύτταρα παρατηρείται διπλασιασμός των χρωμοσωμάτων. Ο πιο πιθανός μηχανισμός είναι η διαταραχή της μίτωσης ή η σύντηξη δύο κυττάρων. Οι δύο αυτές διαταραχές έχουν περιγραφεί ως αποτέλεσμα της επιδράσεως καρκινογόνων ουσιών και ιών. 

Η πολυπλοειδία όμως παρατηρείται πολύ συχνά στο φυτικό και στο ζωικό βασίλειο ως φυσιολογικό φαινόμενο και μπορεί να θεωρηθεί ότι είναι βιολογικό προνόμιο. Ακόμα και στον άνθρωπο, παρατηρείται σε ορισμένα φυσιολογικά κύτταρα, όπως τα μεγακαρυοκύτταρα και τα κύτταρα του ήπατος και του θυροειδούς, των σπερματοδόχων κύστεων και του ουροθηλίου, καθώς και στον καρδιακό μυ, όταν υπάρχει υπερτροφία των κοιλιών. Η φυσιολογική πολυπλοειδία υποδηλώνει, κατά μία άποψη, την ύπαρξη ενός ενδογενούς μηχανισμού του κυττάρου, ο οποίος ρυθμίζει την περιεκτικότητά του σε DNA. Ο μηχανισμός αυτός μπορεί να καταργείται μετά από βλάβη του DNA που οφείλεται στη δράση χημικών καρκινογόνων ουσιών ή ιών κι ενδεχομένως αποτελεί τρόπο σχηματισμού τετραπλοειδικών κυττάρων κατά την εξέλιξη της καρκινογένεσης. Επίσης, έχει διαπιστωθεί από πειράματα σε πειραματόζωα ότι στα νεοπλασματικά κύτταρα, αρχικά διπλασιάζεται το DNA, ώστε να γίνει τετραπλοειδικό, και στη συνέχεια, μετά από προσθήκη ή απώλεια χρωμοσωμάτων, αυτό μετατρέπεται σε ανευπλοειδικό. 


Όταν η πολυπλοειδία αναφέρεται στο νεόπλασμα, σημαίνει την ύπαρξη περισσότερων από ένα μη διπλοειδικών κυτταρικών πληθυσμών, δηλαδή με κύτταρα που έχουν δείκτη DNA διαφορετικό της μονάδας. Στην περίπτωση αυτή, η πολυπλοειδία είναι αποτέλεσμα της ετερογένειας του όγκου, που είναι ένα όχι σπάνιο φαινόμενο των κακοηθών νεοπλασμάτων. [Christopher S. Foster and David G. Bostwick, 1997]

ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΠΑΘΟΛΟΓΙΑΣ ΤΟΥ ΠΡΟΣΤΑΤΗ

 Δομή και λειτουργία του προστάτη

Ο όρος ‘προστάτης’ παράγεται από την ελληνική λέξη ‘προΐσταμαι’ και αποδίδεται στον Ερώφιλο από την Αλεξάνδρεια, που χρησιμοποίησε τον όρο αυτό το 335π.Χ. για να περιγράψει το όργανο που βρίσκεται μπροστά από την ουροδόχο κύστη. Λεπτομερείς ανατομικές περιγραφές δεν παρουσιάστηκαν μέχρι την Αναγέννηση. Παρότι, λοιπόν, η ύπαρξη του προστάτη ήταν γνωστή εδώ και 2300 χρόνια περίπου,  ακριβείς περιγραφές της εσωτερικής δομής, της φυσιολογίας και της παθολογίας του αδένα δεν παρουσιάστηκαν παρά σχετικά πρόσφατα.

Ο προστάτης αδένας είναι ένα σύνθετο όργανο που αποτελείται από επιθηλιακά λοβίδια, στρώμα και μυϊκά στοιχεία. Ανατομικά, ο προστάτης αδένας έχει σχήμα ανεστραμμένου κάστανου με την κορυφή προς τα κάτω και βρίσκεται πίσω από την ηβική σύμφυση. Προς τα επάνω, συνδέεται με τον αυχένα της ουροδόχου κύστης και προς τα κάτω με την άνω επιφάνεια της περιτονίας του ουρογεννητικού διαφράγματος. Στην εφηβική ηλικία παρατηρείται ταχεία ανάπτυξη μέχρι την Τρίτη δεκαετία της ζωής μέχρι το 45ο έτος της ηλικίας, οπότε αρχίζει σιγά σιγά να υπερπλάσσεται μέχρι το τέλος της ζωής του ατόμου, ενώ πολύ σπάνια είναι δυνατό να ατροφήσει σταδιακά.

Ο προστατικός αδένας αποτελείται από τέσσερις ανατομικές ζώνες, σύμφωνα με το πρότυπο του McNeal  για τον προστάτη. 

1. Την περιφερική ζώνη: είναι η περιοχή που δομεί το πίσω και κατώτερο τμήμα του αδένα και καταλαμβάνει το 70% του όγκου του προστάτη. Σε αυτήν την περιοχή παρουσιάζεται η πλειονότητα των καρκίνων (60-70%).

2. Η κεντρική ζώνη: καταλαμβάνει το 25% του όγκου του προστάτη, και σε αυτή βρίσκονται οι σπερματικοί πόροι. Στη ζώνη αυτή παρουσιάζονται οι περισσότερες φλεγμονώδεις αποφύσεις (π.χ. προστατίτιδα).

3. Η ζώνη μετάβασης: αυτή καταλαμβάνει μόνο το 5% του όγκου του προστάτη. Στη ζώνη αυτή παρουσιάζεται η καλοήθης προστατική υπερπλασία και αποτελείται από δύο πλευρικούς λοβούς και τον περιουριθρικούς αδένες. Στην περιοχή αυτή παρουσιάζεται το 25% περίπου των καρκίνων του προστάτη.

4. Η πρόσθια ζώνη: είναι ινωμυώδης, χωρίς αδενικές δομές.

Στην επόμενη εικόνα παρουσιάζεται η δομή του προστατικού αδένα, όπου οι αριθμοί αντιστοιχούν στην παραπάνω αρίθμηση των ζωνών. Με Β συμβολίζεται η ουροδόχος κύστη, με U η ουρήθρα και με SV το σπερματικό κυστίδιο. [Mark Frydenberg and Nathan Lawrentschuk]
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Εικ. 2 : Η δομή του προστατικού αδένα, όπου οι αριθμοί αντιστοιχούν στην αρίθμηση των ζωνών που αναφέρθηκαν παραπάνω. Το 1 αντιστοιχει στην περιφερική ζώνη, το 2 στην κεντρική ζώνη, το 3 στη ζώνη μετάβασης και το 4 στην πρόσθια ζώνη. Με Β συμβολίζεται η ουροδόχος κύστη, με U η ουρήθρα και με SV το σπερματικό κυστίδιο.
Κατά την τελευταία δεκαετία παρουσιάστηκε αυξημένο ενδιαφέρον για τις βασικές ασθένειες του προστάτη, όπως η καλοήθης προστατική υπερπλασία-ΚΠΥ (benign prostatic hyperplasia, BPH) και το καρκίνωμα του προστάτη. Αυτό είναι  αποτέλεσμα των δημογραφικών αλλαγών, που οδήγησαν σε αυξημένη αναλογία του αρσενικού πληθυσμού που φτάνει σε μια ηλικία που είναι πολύ επιρρεπείς σε τέτοιες παθήσεις, αλλά και στην εισαγωγή ενός αριθμού καινούριων διαγνωστικών και θεραπευτικών μεθόδων για τις δύο αυτές παθήσεις.

O καρκίνος του προστάτη αποτελεί τη δεύτερη αιτία θανάτου στις Ηνωμένες Πολιτείες, όπου το 2001 διαγνώστηκαν 198.000 νέες περιπτώσεις, και καταγράφηκαν 31.500 θάνατοι από τη νόσο, όπως είχε ήδη προβλεφθεί [Landis et al. 1999]. Αυτός ο υψηλός ρυθμός συμβάντων και θνησιμότητας, προκάλεσε το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για έρευνα, έτσι ώστε να βελτιωθεί η πρόληψη, να επιτευχθεί έγκαιρη διάγνωση και να παρέχεται κατάλληλη θεραπεία. κι εν μέρει στην εισαγωγή ενός αριθμού καινούριων διαγνωστικών και θεραπευτικών μεθόδων για τις δύο αυτές παθήσεις.

Το 1999 ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας στο 2ο Διεθνές Συνέδριο για τον καρκίνο του προστάτη, έδωσε ιδιαίτερη έμφαση στη σημασία της βιοψίας και στους εξαγόμενους από αυτή παράγοντες για τη διάγνωση της νόσου. [Bostwick et al. 2000]

 Σταδιοποίηση του καρκινώματος του προστάτη

Η σταδιοποίηση του καρκινώματος του προστάτη έχει διαγνωστική, προγνωστική, αλλά και θεραπευτική σημασία. [Καλινδέρης 1999] Τα στάδια από τα οποία μπορεί να περάσει ένα καρκίνωμα είναι τα παρακάτω.

Στάδιο Α Τοπική ανάπτυξη του όγκου ενδοπροστατικά, χωρίς να υπάρχει υπόνοια κατά την ψηλάφιση. Αποτελεί νεκροτομικό εύρημα που συναντάται τυχαία σε ποσοστό κάτω από 5%.

Στάδιο Β Το νεόπλασμα εντοπίζεται μέσα στον αδένα κι έχει διάμετρο περίπου

            1,5cm.

Στάδιο C Το νεόπλασμα δεν περιορίζεται μέσα στον αδένα, αλλά διηθεί και την

                προστατική κάψα.

Στάδιο D1 Υπάρχουν τοπικές μεταστάσεις μέσα στους πυελικούς λεμφαδένες ή

επέκταση προς το τρίγωνο της κύστης, προκαλώντας απόφραξη ή         υδρονέφρωση.

Στάδιο D2 Διασπορά του όγκου, προς απομακρυσμένους λεμφαδένες, οστά πνεύμονες.

 Οι δευτερεύουσες συνέπειες της απόφραξης του προστάτη

Η μεγέθυνση του προστάτη, είτε οφείλεται σε καλοήθη είτε σε κακοήθη πάθηση, έχει ως αποτέλεσμα μειωμένη ελαστικότητα της προστατικής ουρήθρας και αυξανόμενη απόφραξη εκροής. Οι δευτερεύουσες αλλαγές παρουσιάζονται στον αδένα και οφείλονται σε υπερπλασία του αδενικού τοιχώματος και στη δημιουργία κυστιδίων. Επίσης, μπορεί να προκύψει μεγέθυνση του ανώτερου τμήματος της ατραπού, συχνότερα στην περίπτωση καλοήθους παρά κακοήθους παθήσεως. Οι δευτερεύουσες αλλαγές στον εξωστήρα μυ είναι υπεύθυνες για τα δυσάρεστα συμπτώματα που σχετίζονται με την απόφραξη του προστάτη και είναι η νυκτουρία (νυκτερινή ούρηση), η συχνοουρία και η ακράτεια. Η μη εμφανής αιτία αυτών των συμπτωμάτων παραμένει υπό αμφισβήτηση, αλλά πιθανότατα σχετίζεται, εν μέρει, με την ανάπτυξη αστάθειας στην εξώθηση της αποφραγμένης κύστης. Σε μοντέλα ζώων,  απόφραξη στην έξοδο της κύστης προκαλεί υπερτροφία του μυός εξώθησης, διήθηση κολλαγόνου και την ανάπτυξη ακούσιων συστολών εξώθησης (αστάθεια). Έχουν προταθεί κάποιες εξηγήσεις γι’ αυτές τις ακούσιες συστολές εξώθησης, εκ των οποίων η πιο αποδεκτή είναι η απονεύρωση που σχετίζεται με την απόφραξη μαζί με την ανάπτυξη μετα-συνδετικής υπερευαισθησίας σε διαβιβαστές μύες. Είναι σχεδόν βέβαιο ότι αυτό είναι μόνο ένα μέρος μιας σύνθετης συνολικής εικόνας, με άλλους παράγοντες να είναι η αλλαγμένη λειτουργία των επινεφριδίων, η δυσλειτουργία των προσαγωγών νεύρων και ανισορροπία των νευροδιαβιβαστών πεπτιδίων. Όποιες κι αν είναι οι εξηγήσεις για τις δευτερεύουσες επιδράσεις της απόφραξης της κύστης, είναι ξεκάθαρο ότι αποτελεσματική περίθαλψη της καλοήθους ή κακοήθους απόφραξης εκροής μπορεί να οδηγήσει σε χειροτέρευση των δευτερευουσών αλλαγών της κύστης, εάν δεν είναι τόσο προχωρημένη.

 Παθολογία του προστάτη και δείκτες εξέλιξης

Για την ακριβή διάγνωση οποιουδήποτε καρκίνου απαιτείται κυτταρολογική και/ή ιστολογική επιβεβαίωση των εξακριβωμένων κριτηρίων κακοήθειας. Από αυτή την άποψη, ο προστάτης είναι ένα εξαιρετικά πολύπλοκο όργανο. Κάποιοι από τους παράγοντες που συνεισφέρουν στη δύσκολη ερμηνεία των παθολογικών ευρημάτων από τον προστάτη είναι οι μεγάλες διακυμάνσεις στη φυσιολογική ιστολογία, οι αλλαγές που σχετίζονται με συχνά ευρήματα φλεγμονών, καθώς και αλλαγές των επιπέδων των ορμονών. Όλα αυτά συνδυάζονται με πολλές εκδηλώσεις της πιο συνηθισμένης κακοήθειας, που είναι το αδενοκαρκίνωμα. 

Παρόλες αυτές τις σημαντικές δυσκολίες, παρουσιάζεται όλο και μεγαλύτερη βελτίωση στις διαγνωστικές μεθόδους. Τα κλινικά υλικά που χρησιμοποιούν οι παθολόγοι βελτιώνονται συνεχώς και οι βιοψίες, που είναι η πιο συνηθισμένη μέθοδος στη διάγνωση του καρκίνου, πραγματοποιούνται με νέες τεχνικές κι εξελιγμένες συσκευές που δίνουν εξαιρετικά δείγματα για ιστολογική ερμηνεία (π.χ. spring-loaded συσκευές βιοψίας). Αυτά, σε συνδυασμό με την υπερηχητική καθοδήγηση του γιατρού που κάνει τη βιοψία, ελαχιστοποιούν τα σφάλματα δειγματοληψίας. Τέλος, με την εφαρμογή των τεχνικών ανοσοχημείας, κατέστη δυνατό να γίνεται ακριβής διάγνωση κακοήθειας σε αμφιλεγόμενες (με τη χρήση άλλων τεχνικών) περιπτώσεις και να εξεταστεί αν καρκίνοι άγνωστης αιτιολογίας προέρχονται από μεταστάσεις του προστάτη.

Στις μέρες μας, το βασικότερο όριο στο πρόβλημα του καρκίνου του προστάτη είναι η ικανότητα διαφοροποίησης ανάμεσα στους άντρες που παρουσίασαν καρκίνο του προστάτη αλλά αυτό το γεγονός δε θα επηρεάσει τη μακροζωία τους και την ποιότητα της ζωής τους (λόγω αδράνειας του καρκίνου) και σε αυτούς που ο καρκίνος τους είναι πιο επιθετικός και απαιτείται συστηματική θεραπεία. Στην κατάταξη των ασθενών σε μία από αυτές τις κατηγορίες θα βοηθήσει η εφαρμογή των ‘δεικτών κακοήθειας’, που άρχισαν να ερευνώνται πρόσφατα.  

Μέθοδοι λήψης δειγμάτων για παθολογική ερμηνεία του προστάτη είναι η βιοψία με βελόνα, η παρακέντηση του προστάτη με λεπτή βελόνα και αναρρόφηση για κυτταρολογική εξέταση, η διουρηθρική αφαίρεση και η ανοικτή προστατεκτομή. [Καλινδέρης 1999] Η πλέον συνηθισμένη μέθοδος  είναι η βιοψία με βελόνα, που μπορεί να ληφθεί με χρήση μιας ποικιλίας συσκευών. Οι spring-loaded συσκευές βιοψίας είναι οι ευρύτερα χρησιμοποιούμενες και μπορούν να δώσουν πολύ καλά δείγματα, όμως είναι επίπονες για τον ασθενή. Για τη λήψη καλύτερων δειγμάτων, οι συσκευές αυτές χρησιμοποιούνται σε συνδυασμό με καθοδήγηση του γιατρού από απεικόνιση υπερήχων, για την επίτευξη καλύτερης δειγματοληψίας. 


Σε ορισμένες χώρες, ειδικά στη Σκανδιναβία, η μέθοδος που χρησιμοποιείται ευρύτατα είναι η παρακέντηση του προστάτη με λεπτή βελόνα και αναρρόφηση για κυτταρολογική εξέταση. Η τεχνική αυτή δίνει την ευκαιρία να δειγματοληφθεί μία μεγάλη περιοχή του αδένα και προκαλεί μικρό ρυθμό ανάπτυξης της νόσου, κι έχει κάποιους υποστηρικτές. Παρότι όμως παρατηρήθηκε πολύ μεγάλη συσχέτιση των αποτελεσμάτων που προέκυψαν από αυτή τη μέθοδο της βιοψίας με βελόνα με τα αποτελέσματα της αναρρόφησης, παρουσιάζονται διαφορές στα αποτελέσματα από ινστιτούτο σε ινστιτούτο. Αυτό, σε συνδυασμό με τη δυσκολία της συσχέτισης του βαθμού αναρρόφησης με τα πιο συνηθισμένα ιστολογικά συστήματα βαθμονόμησης και τη συνεχόμενη βελτίωση των συσκευών βιοψίας, έχει οδηγήσει στη μείωση της χρήσης αυτής της μεθόδου. [Christopher S. Foster and David G. Bostwick, 1997]


Ένας φυσιολογικός προστάτης αποτελείται από μία μείξη κοίλων περιοχών, στρωμάτων που αποτελούνται από λείους μύες και κύτταρα συνδετικού ιστού, με παρεμβαλλόμενο κολλαγόνο, φλέβες και λεμφικό κι επιθηλιακό ιστό. Τα κυλινδρικά εκκριτικά κύτταρα είναι μακριά με ωχρό έως διαφανές κυτταροπλασμα. Αυτά τα κύτταρα εκκρίνουν Ειδικό Προστατικό Αντιγόνο (Prostatic-Specific Antigen, PSA), το οποίο από εδώ και στο εξής θα αναφέρεται ως PSA. Αντίθετα, τα νευροενδοκρινικά κύτταρα είναι ακανόνιστα κατανεμημένα στους αγωγούς και στους λοβούς, με τα περισσότερα να βρίσκονται στους πόρους. Ο προστάτης έχει τα περισσότερα νευροενδοκρινικά κύτταρα από όλα τα όργανα του ουροποιογεννητικού συστήματος. Οι αδένες δομούνται με ανοικτούς ή κλειστούς τύπους κυττάρων. Τα κύτταρα ανοικτού τύπου είναι προσανατολισμένα προς τον πόρο, παρακολουθώντας τα συστατικά του. Η λειτουργία τους δεν είναι ξεκάθαρη, αλλά πιθανολογείται ότι αυτά τα κύτταρα είναι επιφορτισμένα με την τοπική ρύθμιση της λειτουργίας του κυττάρου με την παρακρινική αποδέσμευση πεπτιδίων. Όσο αυξάνεται η ηλικία του ατόμου, η δομή του προστάτη γίνεται πιο περίπλοκη, με περισσότερους αγωγούς και διακλαδώσεις του αδένα. Στον καλοήθη καρκίνο του προστάτη, ο επιθηλιακός ιστός αποτελείται από δύο στρώματα κυττάρων, το ένα από βασικά κύτταρα (επίπεδα κύτταρα με οριζόντιο προσανατολισμό) και το άλλο από κύτταρα τα οποία είναι τοποθετημένα κάθετα στα βασικά, αλλά ο πυρήνας τους είναι τοποθετημένος όπως ο πυρήνας ενός βασικού κυττάρου. Τα βασικά κύτταρα, των οποίων η λειτουργία παραμένει άγνωστη, δεν είναι εύκολο να αναγνωριστούν με τις συνηθισμένες ιστολογικές εξετάσεις, ωστόσο το στρώμα που συνθέτουν μπορεί εύκολα να αναγνωριστεί, με χρήση ουσίας που αναγνωρίζει μόνο αυτά. Αυτό είναι ένα πολύ σημαντικό στοιχείο, αφού το στρώμα των βασικών κυττάρων απουσιάζουν σχεδόν πάντα από το καρκίνωμα του προστάτη, γεγονός που δίνει μία ακριβή ανοσοχημική επιβεβαίωση για την ύπαρξη καλοήθους ή κακοήθους ιστού. 

Στην παρακάτω εικόνα δίνεται ένα διάγραμμα της δομής του προστατικού αδένα, με αναφορά στους αγωγούς, στα αδενικά κύτταρα και στις σχέσεις τους με τις φλέβες. Μπορεί κανείς να διακρίνει τα κύτταρα ανοικτού και κλειστού τύπου (τα δεύτερα είναι προσανατολισμένα προς την αντίθετη από τον αδένα πλευρά). Επίσης, διακρίνεται το στρώμα βασικών κυττάρων, η βασική μεμβράνη και οι φλέβες.
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Εικ. 3: Διάγραμμα της δομής του προστατικού αδένα, με αναφορά στους αγωγούς, στα αδενικά κύτταρα και στις σχέσεις τους με τις φλέβες

Λόγω της ευρέως διαδεδομένης φύσης της καλοήθους προστατικής υπερπλασίας, (BPH) οι περισσότεροι από τους άντρες που θα εξεταστούν για καρκίνο του προστάτη θα παρουσιάσουν ιστολογική καλοήθη προστατική υπερπλασία. Ιστολογικά, η καλοήθης προστατική υπερπλασία είναι μία πολύ μεταβλητή οντότητα, που κυμαίνεται από μία υψηλή επιθηλιακή μεταβλητή μέχρι έναν ινωμυώδη τύπο από τον οποίο απουσιάζουν επιθηλιακά συστατικά. Στις επόμενες εικόνες παρουσιάζεται ένας φυσιολογικός προστατικός αδένας κι ένας προστατικός αδένας που παρουσιάζει καλοήθη προστατική υπερπλασία.
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Εικ. 4: Φυσιολογικός προστατικός αδένας (εικόνα από μικροσκόπιο).
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Εικ. 5: Προστατικός αδένας που έχει προσβληθεί από καλοήθη προστατική υπερπλασία (εικόνα από μικροσκόπιο)

 Το προκαρκινικό στάδιο

Η έγκαιρη διάγνωση και θεραπεία του καρκίνου συνήθως εξαρτάται από την ικανότητα αναγνώρισης των προκαρκινικών αλλαγών. Η ακριβής ταυτοποίηση των ενδείξεων των επιθετικών καρκινωμάτων του προστάτη καθυστέρησε αρκετά χρόνια σε σχέση με άλλα όργανα, όπως για παράδειγμα τη μήτρα. Αυτό εν μέρει οφείλεται στις τεχνικές δυσκολίες που παρουσιάζονται στη λήψη πολλών δειγμάτων για βιοψίες από το ίδιο σημείο του προστάτη, σε σχέση με τη δυνατότητα των επαναλαμβανόμενων τεστ Παπανικολάου. Ακόμη και στην περίπτωση που υπάρχει καθοδήγηση από υπέρηχους, είναι δύσκολο να ξέρουμε με σιγουριά ότι το δείγμα που παίρνουμε από μια δεύτερη βιοψία είναι από την ίδια ή μια παρόμοια με την αρχική περιοχή. Για το λόγο αυτό, η ερμηνεία των αλλαγών στον προστάτη εμποδίζεται από την έλλειψη πληροφοριών που αφορούν την εξέλιξη συγκεκριμένων αλλοιώσεων.  


Ωστόσο, στα μέσα της δεκαετίας του ‘80 παρουσιάστηκε σημαντική πρόοδος στην αναγνώριση των ενδείξεων κακοήθειας γενικότερα, όταν οι McNeal και  Bostwick ανακοίνωσαν την ύπαρξη κάποιων αλλαγών που ονόμασαν ‘ενδοσκληρίδια δυσπλασία’ (intraductal dysplasia). Πρόκειται για κυτταρική ανωμαλία και παρουσιάζει πολυμορφισμό του πυρήνα και διακριτούς πυρηνίσκους, και πρότειναν να θεωρείται ένδειξη της ύπαρξης κακοήθειας. Εφ’ όσον τα ευρήματα αυτά παρατηρούνται και στον καρκίνο του προστάτη, η κυτταρική αυτή ανωμαλία προστέθηκε στις ενδείξεις κακοήθειας του προστάτη, με την ονομασία ‘προστατική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία’ (prostatic intraepithelial neoplasia, PIN). Ένα άλλο ξεχωριστό χαρακτηριστικό του καρκίνου του προστάτη είναι η συχνή εύρεση αδένων που μεγαλώνουν ακουμπώντας ο ένας πάνω στον άλλο, χωρίς στρώμα παρεμβολής. Κυτταρολογικά, παρουσιάζονται διαφορές μεταξύ διαφόρων καρκίνων του προστάτη, αλλά, γενικά, παρουσιάζονται μεγάλοι πολυμορφικοί πυρήνες και διακριτοί πυρηνίσκοι. Η επόμενη εικόνα είναι μία φωτογραφία προστατικού αδένα (από μικροσκόπιο) που παρουσιάζει προστατική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία με τα προηγούμενα χαρακτηριστικά.
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Εικ. 6: Προστατικός αδένας που παρουσιάζει προστατική ενδοεπιθηλιακή νεοπλασία με τα χαρακτηριστικά που περιγράφηκαν παραπάνω. Διακρίνονται οι αδένες που ακουμπούν ο ένας στον άλλο χωρίς στρώμα παρεμβολής.
 Ιστολογική βαθμονόμηση


Όπως συμβαίνει και σε άλλα οργανικά συστήματα, έτσι και στον προστάτη, ο βαθμός της κακοήθειας ή η διαφορά της από το φυσιολογικό έχει καθιερωθεί ως ένας σημαντικός διαγνωστικός δείκτης. Η ιστοπαθολογική διάγνωση βασίζεται κυρίως στις δομικές ανωμαλίες, που καθορίζονται σύμφωνα με τις πέντε κατηγορίες κατά Gleason. Το επικρατέστερο προγνωστικό μέτρο αποτελεί η διαβάθμιση κατά Gleason (GS), η οποία προσδιορίζεται με βάση το βαθμό ανωμαλίας των εκάστοτε δύο επικρατέστερων υποπληθυσμών καρκινικών δομών [Harding and Theodorescu 2000]. Το σύστημα Gleason, εκτός του ότι δίνει ενδιαφέρουσες προγνωστικές πληροφορίες, είναι κι εύχρηστο για τους παθολόγους. Παρά ταύτα, η ακρίβεια του (GS) για πρόβλεψη της νόσου ανέρχεται μόλις στο 58,3% [Narain et al. 2001] κι εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την ικανότητα κι εμπειρία του παθολόγου. Άλλωστε, υπάρχει σημαντική αβεβαιότητα να γίνει η ταξινόμηση σε διάφορες κατηγορίες και δεν είναι δυνατό να ταυτοποιηθούν μικροσκοπικοί όγκοι [Rubin et al. 2000 Harding and Theodorescu 1999]. Στην παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται οι αρχιτεκτονικές αλλαγές κάθε βαθμού, όπως περιγράφονται από τον Gleason. 
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Εικ. 7: Οι αρχιτεκτονικές αλλαγές κάθε βαθμού, όπως περιγράφονται από τον Gleason.

Ο βαθμός ανωμαλίας κυμαίνεται από 2 έως 10. Ο πιο συνηθισμένος βαθμός Gleason είναι ο βαθμός 3, που δείχνει τη μεγαλύτερη ποικιλότητα στην αρχιτεκτονική, το όρια μεταξύ των ζωνών του προστάτη και το μέγεθος, το σχήμα και την κανονικότητα  του αδένα. Οι βαθμοί Gleason 4 και 5 δείχνουν πολύ πιο επιθετικά νεοπλάσματα. 

Σε πολλές περιπτώσεις δεν είναι δυνατό  να εντοπιστεί ότι η προέλευση του καρκίνου είναι ο προστάτης, ειδικά σε βλάβες που ο καρκίνος επεκτείνεται σε περιοχές πίσω από τον προστάτη ή όταν υπάρχουν μεταστάσεις. Λύση στο πρόβλημα αυτό επιχειρείται να δοθεί με τη μέτρηση της ποσότητας του PSA, που είναι ένα αμφισβητούμενο ανοσοϊστολογικό μέσο διάγνωσης του καρκίνου του προστάτη σε τέτοιες κλινικές περιπτώσεις. Επίσης, υπάρχει μεγάλη συσχέτιση του βαθμού Gleason με το μέγεθος του προστάτη [McNeal 1992], καθώς και με τη διήθηση της κάψας, τη διήθηση των σπερματικών κυστιδίων και τις μεταστάσεις στους λεμφαδένες. [Oesterling 1987] Δυστυχώς όμως, συνήθως είναι δύσκολο να υπολογιστεί ακριβώς το μέγεθος του προστάτη πριν την εγχείρηση. 

 PSA και παθολογικό στάδιο

Το Eιδικό Προστατικό Αντιγόνο είναι μία πρωτεάση που εκκρίνεται από το κυτταρόπλασμα των προστατικών κυττάρων. Η φυσιολογική του τιμή κυμαίνεται από 0-4 ngr/ml. Η τιμή του εξαρτάται από τον όγκο του προστάτη επί καλοήθους υπερπλασίας και από την ηλικία. Αυξανομένης της ηλικίας, αυξάνουν οι φυσιολογικές τιμές (αντικατοπτρίζοντας την αύξηση του όγκου του προστάτη με την ηλικία) και φτάνουν στα 6.5 ngr/ml στην έβδομη δεκαετία. Επί καρκινώματος είναι συνήθως διαφοροποιημένο κι εξαρτάται από το βαθμό διαφοροποίησης των κυττάρων. Καλά διαφοροποιημένα κύτταρα έχουν υψηλότερες τιμές από τα αδιαφοροποίητα. Η ανεύρεση υψηλών τιμών ειδικού προστατικού αντιγόνου, αποτελεί ένδειξη για περαιτέρω διερεύνηση του ατόμου και δεν έχει απόλυτη διαγνωστική αξία. Αποτελεί όμως σπουδαίο δείκτη παρακολούθησης της πορείας του καρκινώματος του προστάτη που βρίσκεται σε συντηρητική αγωγή ή μετεγχειρητική παρακολούθηση.

 Πλοειδισμός του DNA στον καρκίνο του προστάτη

Τα ευρήματα της εξέτασης του πλοειδισμού του DNA των καρκινικών κυττάρων γίνεται μέρος του ιατρικού φακέλου όλο και περισσότερων ασθενών που παρουσιάζουν καρκίνο, επειδή αναγνωρίζεται η συμβολή του στην πρόγνωση της νόσου. Η κατανομή του πυρηνικού DNA των κυτταρικών πληθυσμών των όγκων προσθέτει επιπλέον πληροφορία σε κυτταρολογικές και ιστολογικές μελέτες που σχετίζονται με την πρόγνωση του καρκίνου του προστάτη. Όγκοι με ανώμαλα αυξημένες, απλοειδικές τιμές  DNA, γενικώς, δείχνουν πιο κακοήθη συμπεριφορά από όγκους με σχεδόν διπλοειδικές τιμές DNA [Magdalena Brys, 1998]. Πιο συγκεκριμένα:
· Έχει προκύψει από μελέτες με μόνο ένα μεταβαλλόμενο χαρακτηριστικό (δηλαδή από την εξέταση όγκων που διαφέρουν μόνο σε ένα χαρακτηριστικό τους) ότι διπλοειδικοί όγκοι συνδέονται με ευνοϊκά αποτελέσματα, σε αντίθεση με τους ανευπλοειδικούς, ανεξάρτητα από το στάδιο ή τη θεραπεία. Για παράδειγμα, ασθενείς που βρίσκονται στα στάδια D1 και D2 της ασθένειας και οι όγκοι τους είναι διπλοειδικοί, αν ακολουθήσουν θεραπεία με αντιανδρογόνα, έχουν πολλές πιθανότητες επιτυχούς ανταπόκρισης στη θεραπεία, όσον αφορά την εξέλιξη της ασθένειας και την επιβίωσή τους. Ασθενείς που βρίσκονται στο στάδιο C της ασθένειας κι έχουν επίσης διπλοειδικούς όγκους, έχουν θετική εξέλιξη, όσον αφορά την εξέλιξη της ασθένειας τους, ενώ για ασθενείς στα στάδια Α και Β, ο πλοειδισμός του DNA είναι ένας πολύ καλός προγνωστικός δείκτης για την πορεία της ασθένειας.

· Από αναλύσεις με πολλά μεταβαλλόμενα χαρακτηριστικά (δηλαδή από την εξέταση όγκων που διαφέρουν σε περισσότερα από ένα χαρακτηριστικά τους), προέκυψε ότι ο πλοειδισμός του DNA είναι ένας ανεξάρτητος προγνωστικός δείκτης. Συνδέεται συχνά με το βαθμό του όγκου: όγκοι χαμηλού βαθμού είναι πολύ συχνά διπλοειδικοί, ενώ όγκοι υψηλού βαθμού είναι συνήθως απλοειδικοί. Οι συνηθισμένοι (μεσαίου βαθμού) όγκοι, και δεν έχουν συγκεκριμένη εξέλιξη, ο πλοειδισμός του DNA δίνει κλινικά χρήσιμη προγνωστική πληροφορία κι επιτρέπει την αναγνώριση υποομάδων που πρέπει να αντιμετωπιστούν με διαφορετική θεραπεία.


Στην περίπτωση που δεν υπάρχουν πληροφορίες σχετικά με το στάδιο της ασθένειας, ο απλοειδισμός του DNA σχετίζεται με ανεπαρκή αποτελέσματα και χρησιμεύει σα δείκτης πρόγνωσης για την πορεία της ασθένειας, την επιβίωση του ασθενούς και την ανταπόκρισή του σε ορμονική θεραπεία. Επίσης μελέτες πάνω στον πλοειδισμό με χρήση απεικονιστικής κυτταρομετρίας (ICM) κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το περιεχόμενο πυρηνικό DNA είναι σημαντική ένδειξη της πορείας της ασθένειας και της πιθανότητας επιβίωσης του ασθενούς. Τέλος, από μελέτες με απεικονιστική κυτταρομετρία αποδείχθηκε ότι διπλοειδικοί όγκοι ανταποκρίνονται καλύτερα σε θεραπεία με αντιανδρογόνα, από ότι οι απλοειδικοί όγκοι. 

Απεικονιστική κυτταρομετρία
Κυτταρομετρία

Η κυτταρομετρία έχει ως αντικείμενο το χαρακτηρισμό και τη μέτρηση των κυττάρων και των κυτταρικών συστατικών. Μπορεί οι μετρήσεις αυτές να αφορούν φυσικές (π.χ. μήκος, όγκο) ή βιοχημικές ιδιότητες (π.χ. πρωτεϊνικό ή λιπιδικό περιεχόμενο) ή συνδυασμό αυτών των δύο (π.χ. κατανομή κάποιων κυτταρικών περιεχομένων). 

Ορισμός απεικονιστικής κυτταρομετρίας

Η απεικονιστική κυτταρομετρία (Image Cytometry, ICM) έχει ως αντικείμενο τη μέτρηση των ιδιοτήτων του κυττάρου με χρήση εικόνων λαμβανομένων από μικροσκόπιο. Οι εικόνες μπορούν να αναλυθούν οπτικά, δηλαδή μετρώντας το μέγεθος των κυττάρων ή μετρώντας τον αριθμό των χρωματισμένων κηλίδων σε κάθε κύτταρο. Η οπτική ανάλυση μπορεί να γίνει σε ηλεκτρονικό υπολογιστή αυτοματοποιημένα ή μη, π.χ. τα όρια ενός κυττάρου μπορούν να βρεθούν με τη χρήση κάποιου αλγόριθμου ή να τα χαράξει ο χρήστης χρησιμοποιώντας το ποντίκι. Το βασικό μειονέκτημα της απεικονιστικής κυτταρομετρίας είναι η ανιαρή διαδικασία της μέτρησης και της επισήμανσης, ενώ η μη αυτοματοποιημένη διαδικασία είναι πολύ επιρρεπής στα προβλήματα που δημιουργούνται από έναν υποκειμενικό παρατηρητή, είναι δηλαδή πολύ πιθανό, αν η μη αυτοματοποιημένη ανάλυση γίνει δεύτερη φορά από το ίδιο ή διαφορετικό πρόσωπο, τα αποτελέσματα που θα προκύψουν να είναι εντελώς διαφορετικά. Αυτό το μειονέκτημα ξεπερνιέται με την αυτοματοποιημένη ανάλυση (ψηφιακή απεικονιστική κυτταρομετρία). Βασικό πλεονέκτημα της απεικονιστικής κυτταρομετρίας είναι η χωρική ανάλυση (spatial resolution), που απαιτείται για μελέτες που αφορούν χαρακτηριστικά όπως υποκυττάριες μεταβολές και σύνολα κυττάρων με ετερογενείς αποκρίσεις. Ένα άλλο πλεονέκτημα είναι η δυνατότητα μελέτης χρονικών φαινομένων. Χρησιμοποιώντας κάποιες ουσίες, είναι δυνατό να δοθεί συγκεκριμένο χρώμα σε βιολογικά συστατικά, και με τον τρόπο αυτό δίνεται η ευκαιρία να μελετηθούν όχι μόνο ο αριθμός, το σχήμα και το μέγεθος των κυττάρων, αλλά και τμήματά τους και, κάτι που είναι πολύ σημαντικό, η μεταφορά κάποιων ουσιών δια μέσου των κυττάρων. [Lindblad 2002]

 Η χρησιμότητα της απεικονιστικής κυτταρομετρίας
Η μεγάλη χρησιμότητα της απεικονιστικής κυτταρομετρίας οφείλεται στο ότι τα κύτταρα λίγο-πολύ παραμένουν στο φυσικό τους περιβάλλον και ότι οι εικόνες μπορούν εύκολα να ξανά-αναλυθούν ή να εξεταστούν οπτικά, αν τα αποτελέσματα είναι αμφίβολα. Επίσης, είναι δυνατή η οπτική επιλογή των κυττάρων που θα αναλυθούν, η χρήση εσωτερικού ελέγχου και η χρήση μικρής ποσότητας ιστού. Επίσης, η απεικονιστική κυτταρομετρία  εκτός από την ποσοτική εκτίμηση, δίνει τη δυνατότητα και της μορφολογικής εξέτασης των κυττάρων, η οποία μπορεί να γίνει είτε με το μικροσκόπιο είτε από την οθόνη του υπολογιστή. Το πλεονέκτημα αυτό επιτρέπει τη διάκριση των νεοπλασματικών κυττάρων ή πυρήνων από τα υπόλοιπα στοιχεία του υποστρώματος και την ταυτοποίησή τους (ως επιθηλιακών κυττάρων, λεμφοκυττάρων κλπ). Η διάκριση γίνεται με βάση τα μορφολογικά χαρακτηριστικά του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα, τα οποία διαφέρουν από κύτταρο σε κύτταρο, ακόμη και στον ίδιο όγκο. Για παράδειγμα, διπλοειδικά κύτταρα τείνουν να ανήκουν σε όγκους που βρίσκονται σε αρχικό παθολογικό στάδιο με μικρό βαθμό Gleason, ενώ τα απλοειδικά κύτταρα  τείνουν να ανήκουν σε όγκους προχωρημένου σταδίου με μεγάλο βαθμό Gleason. Επίσης, ο αριθμός πολλών απλοειδικών κυττάρων σε έναν όγκο είναι ενδεικτικός της ταχύτητας με την οποία πολλαπλασιάζεται ο όγκος αυτός, αφού τα κύτταρα που βρίσκονται σε φάση πολλαπλασιασμού του πυρηνικού τους DNA είναι απλοειδικά (η ποσότητα του πυρηνικού DNA δεν είναι ακέραιο πολλαπλάσιο της περιεχόμενης ποσότητας DNA ενός φυσιολογικού κυττάρου). Επομένως, όσο περισσότερα είναι τα απλοειδικά κύτταρα, τόσο γρηγορότερα αυξάνεται το μέγεθος του όγκου. Έτσι, όταν εξετάζεται ένας ετερογενής κυτταρικός πληθυσμός, που αποτελείται από νεοπλασματικά (καλοήθη και κακοήθη) και από φλεγμονώδη κύτταρα, δίνεται η δυνατότητα επιλογής μόνο των κυττάρων που ενδιαφέρουν τη διάγνωση, αυξάνοντας έτσι σημαντικά την ευαισθησία της εξέτασης.
Εφαρμογή της απεικονιστικής κυτταρομετρίας στον πλοειδισμό DNA
Η ποσοτικοποίηση του πυρηνικού DNA (DNA ploidy) με απεικονιστική κυτταρομετρία εφαρμόζεται για τη διάγνωση κακοηθών όγκων και την πρόγνωση της πορείας της νόσου. Εικόνες που έχουν προκύψει από μικροσκοπία χρησιμοποιούνται σαν είσοδοι σε αλγόριθμους επεξεργασίας εικόνας. Με τη βοήθεια των αλγορίθμων αυτών πραγματοποιείται προεπεξεργασία και κατάτμηση των εικόνων ώστε να απομονωθούν οι καρκινικοί πυρήνες από το υπόβαθρο. Η όλη επεξεργασία έχει τελικό σκοπό τη μέτρηση της έντασης χρώσης των πυρήνων και μέσω αυτής την ποσοτικοποίηση του περιεχομένου στους πυρήνες DNA. 
Το περιεχόμενο DNA των πυρήνων δεν υπολογίζεται απ’ ευθείας με την κυτταρομετρία. Αυτό που υπολογίζεται είναι η ολοκληρωμένη οπτική πυκνότητα (Integrated Optical Density, IOD), που είναι το κυτταρομετρικό αντίστοιχο του περιεχόμενου DNA. Η ολοκληρωμένη οπτική πυκνότητα είναι η ένταση της φωτεινότητας των επισημασμένων (καρκινικών) πυρήνων, και όσο μικρότερη είναι αυτή, τόσο μεγαλύτερη είναι η ποσότητα του περιεχόμενου DNA. 
Η μετατροπή της έντασης φωτεινότητας των καρκινικών πυρήνων σε ποσότητα πυρηνικού DNA πραγματοποιείται με τη χρήση κατάλληλων κυττάρων γνωστής περιεκτικότητας DNA. Η κλίμακα που χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση του πυρηνικού DNA είναι η κλίμακα c, όπου 2c είναι η μέση τιμή του περιεχόμενου DNA φυσιολογικών (διπλοειδικών) κυτταρικών πληθυσμών που βρίσκονται στις φάσεις G0-G1 του κυτταρικού κύκλου (κυτταρικός πληθυσμός αναφοράς).

Η διαδικασία που ακολουθείται για την ποσοτικοποίηση του πυρηνικού DNA των καρκινικών κυττάρων είναι η εξής: Μετά την κατάτμηση της εικόνας και την απομόνωση των επισημασμένων (καρκινικών) πυρήνων, μετράται η ΙΟD του κάθε πυρήνα και συγκρίνεται με την τιμή 1c, δηλαδή η ποσότητα του περιεχόμενου DNA εκφράζεται στην κλίμακα c. Εφ’ όσον οι μετρήσεις γίνονται σε πληθυσμό κυττάρων, τα αποτελέσματα εμφανίζονται σε ιστόγραμμα. Το μέγεθος των κλάσεων ενός τέτοιου ιστογράμματος είναι προσαρμοσμένο στην ακρίβεια των μετρήσεων, δηλαδή όσο μικρότερη είναι η μεταβλητότητα στην κορυφή του ιστογράμματος του κυτταρικού πληθυσμού αναφοράς, τόσο μικρότερο είναι και το μέγεθος των κλάσεων στο ιστόγραμμα του υπό εξέταση κυτταρικού πληθυσμού. Η κορυφή του ιστογράμματος είναι η κλάση στην οποία βρίσκονται τα περισσότερα κύτταρα.


Ένας παράγοντας που παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην ποσοτικοποίηση του πυρηνικού DNA των καρκινικών κυττάρων είναι η σωστή κατάτμηση της εικόνας. Δυσκολίες παρουσιάζονται εξ αιτίας των ανομοιομορφιών που παρουσιάζονται στο φόντο, οι οποίες οφείλονται στους εξής λόγους: 

1. Η ένταση της φωτεινότητας του υποβάθρου μπορεί να είναι ανομοιόμορφη, εξ αιτίας του πάχους του δείγματος και της ύπαρξης αντικειμένων σε επίπεδα κάτω από το επιφανειακό. Αυτή η ανομοιομορφία του φόντου καθιστά το διαχωρισμό υποβάθρου-αντικειμένων δυσκολότερο από την ιδανική περίπτωση του απόλυτα ομοιόμορφου υποβάθρου.

2.  Οι μεταβολές της φωτεινότητας στο εσωτερικό των πυρήνων μπορεί να έχουν σαν αποτέλεσμα το διαχωρισμό ενός πυρήνα σε περισσότερα από ένα τμήματα κατά την κατάτμηση, με αποτέλεσμα την υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation).

3. Τέλος, συνήθως οι πυρήνες των κυττάρων σχηματίζουν συσσωματώματα, δυσκολεύοντας (και συχνά καθιστώντας αδύνατο) το διαχωρισμό τους σε ανεξάρτητους πυρήνες. 

Πιθανά σφάλματα είναι η μη αναγνώριση όλων των πυρήνων του κυτταρικού πληθυσμού ή/και η αναγνώριση και τμημάτων του υποβάθρου της εικόνας σα μέλη του κυτταρικού πληθυσμού. Στην περίπτωση αυτή η πληροφορία που είναι διαθέσιμη για τα υπόλοιπα τμήματα της επεξεργασίας, καθώς και τα τελικά αποτελέσματα που θα εξαχθούν θα είναι λανθασμένα. Προκειμένου να αντιμετωπιστούν αυτά τα προβλήματα, μέχρι τώρα η επιλογή των πυρήνων ενδιαφέροντος γινόταν χειροκίνητα από το χρήστη. Ωστόσο, με τον τρόπο αυτό εισάγονται ακόμα περισσότερα σφάλματα, τα οποία οφείλονται στην υποκειμενική παρέμβαση του χρήστη. Μια άλλη παράμετρος η οποία πρέπει να ληφθεί υπόψη είναι ο χρόνος επεξεργασίας των εικόνων, καθώς η χειροκίνητη επιλογή των καρκινικών κυττάρων αυξάνει σημαντικά το χρόνο επεξεργασίας κάθε δείγματος.
Η εργασία αυτή συνεισφέρει στην κατεύθυνση αυτή εξετάζοντας το πρόβλημα της  κατάτμησης των εικόνων με σκοπό την εύρεση ενός αλγορίθμου ο οποίος θα μπορεί να απομονώσει ικανοποιητικά τους περισσότερους, αν όχι όλους, τους ανεξάρτητους πυρήνες από μία εικόνα μικροσκοπίας. Αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα οι μετρήσεις που θα γίνουν για την ποσοτικοποίηση του περιεχόμενου DNA των καρκινικών πυρήνων να είναι όσο το δυνατόν πιο αντικειμενικές και η διαδικασία κατάτμησης να είναι όσο το δυνατό λιγότερο χρονοβόρα.
ΨΗΦΙΑΚΗ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΤΙΚΗ ΚΥΤΤΑΡΟΜΕΤΡΙΑ

Βιολογική όραση

Στη βιολογική όραση, ο εγκέφαλος αναλαμβάνει το καθήκον της ανάλυσης εικόνας. Το οπτικό σύστημα των οργανισμών μπορεί να καταλήξει σε συμπεράσματα σχετικά με ποιοτικά χαρακτηριστικά των εικόνων, αλλά δεν μπορεί να εξάγει ποσοτικές πληροφορίες. Για παράδειγμα, το ανθρώπινο οπτικό σύστημα μπορεί να εξάγει την πληροφορία ότι ένα αντικείμενο είναι πολύ φωτεινό (ποιοτική πληροφορία), όμως δεν μπορεί να πει πόσο φωτεινό είναι (ποσοτική πληροφορία). Αντίθετα, οι υπολογιστές μπορούν να δώσουν ποσοτικές πληροφορίες για τα χαρακτηριστικά μιας εικόνας, χωρίς όμως να μπορούν να δώσουν ποιοτικές πληροφορίες. Η απόλυτη φωτεινότητα (luminance) ενός αντικειμένου είναι ανεξάρτητη από τη φωτεινότητα των γύρω αντικειμένων. Το ανθρώπινο οπτικό σύστημα αντιλαμβάνεται τη σχετική φωτεινότητα (brightness) ενός αντικειμένου, δηλαδή τη φωτεινότητα του αντικειμένου σε σχέση με τη φωτεινότητα του φόντου του. Επιπλέον, η οπτική αντίληψη του ανθρώπινου ματιού είναι ευαίσθητη στις αντιθέσεις φωτεινότητας της εικόνας κι όχι στην καθ’ αυτή φωτεινότητα. Το ανθρώπινο μάτι μπορεί να διακρίνει μόνο μερικές δεκάδες αποχρώσεις (επίπεδα) του γκρίζου σε γκρίζες εικόνες (gray-level images), ενώ είναι σε θέση να διακρίνει χιλιάδες χρώματα σε έγχρωμες εικόνες. [Σ. Κόλλιας, 2001]

Ψηφιακές εικόνες

Οι εικόνες απεικονίζονται από τους υπολογιστές σε ψηφιακή μορφή (ψηφιακές εικόνες). Οι ψηφιακές εικόνες αποτελούνται από διακριτά στοιχεία, τα pixels. Το χρώμα του κάθε pixel περιγράφεται από έναν διακριτό αριθμό. Σε μία γκρίζα εικόνα, η απόχρωση του γκρι κάθε pixel δίνεται από έναν αριθμό από το 0 ως το 255 που αντιστοιχεί στη φωτεινότητα (ή επίπεδο του γκρίζου) του pixel. Στις έγχρωμες εικόνες, κάθε φασματικό κανάλι (συνήθως κόκκινο, πράσινο και μπλε) παριστάνεται από μία ξεχωριστή γκρίζα εικόνα. Στις τρισδιάστατες εικόνες, η τρίτη διάσταση παριστάνεται από διακριτές τομές του απεικονιζόμενου όγκου. Στην περίπτωση αυτή, τα pixels αναφέρονται ως voxels. Στις δύο διαστάσεις, ένα pixel μπορεί να έχει γείτονες ως προς τις ακμές του ή ως προς τις γωνίες του, ενώ στις τρεις διαστάσεις, μπορεί να έχει γείτονες ως προς τις έδρες, τις ακμές και τις γωνίες του. 

Ψηφιακή απεικονιστική κυτταρομετρία

Η ανάλυση εικόνων ασχολείται με την εξαγωγή πληροφορίας από εικόνες. Η ανάλυση ψηφιακών εικόνων ασχολείται με την εξαγωγή ποσοτικής πληροφορίας από ψηφιακές εικόνες με τη χρήση υπολογιστών. Στην ψηφιακή απεικονιστική κυτταρομετρία,  τα αντικείμενα μελέτης είναι εικόνες κυττάρων που έχουν ληφθεί από μικροσκόπιο, συνεπώς η ψηφιακή απεικονιστική κυτταρομετρία είναι η μέτρηση των ιδιοτήτων των κυττάρων με τη χρήση υπολογιστή.  
Μικροσκοπία

1.1.1 Το μικροσκόπιο

Από τις πρώτες παρατηρήσεις πρωτόζωων από τον Leenvenhock ως τις σημερινές εξειδικευμένες μελέτες, το μικροσκόπιο εξακολουθεί να είναι το βασικό όργανο για τη μελέτη του κυττάρου, που είναι η δομική βάση της ζωής. Στα πρώτα μικροσκόπια χρησιμοποιούνταν ένας μόνο βαθμός μεγέθυνσης (συγκλίνων φακός) μεταξύ του ματιού και του προς παρατήρηση αντικειμένου, με τρόπο τέτοιο, ώστε το αντικείμενο να βρίσκεται ανάμεσα στο πρώτο εστιακό επίπεδο και το φακό. Υπό αυτές τις συνθήκες, ο φακός δίνει το είδωλο του αντικειμένου φανταστικό, ορθό και μεγεθυσμένο. 

Εξέλιξη του πρώτου μικροσκοπίου είναι το σύνθετο μικροσκόπιο, με το οποίο επιτυγχάνονται μεγαλύτερες μεγεθύνσεις. Το σύγχρονο μικροσκόπιο αποτελείται από 

ένα σταθερό τμήμα, τη βάση, πάνω στο οποίο είναι προσαρτημένες διατάξεις όπως το οπτικό τμήμα, η στήριξη των προς μελέτη παρασκευασμάτων (η αντικειμενοφόρος πλάκα), το σύνολο των μηχανισμών κίνησης για εστίαση και η συσκευή φωτισμού. Το φως διέρχεται από το σύστημα φωτισμού στο συναγωγό σύστημα, που είναι ένα σύστημα φακών που επιτρέπει τον ομοιόμορφο φωτισμό του δείγματος. Η ένταση της δέσμης ρυθμίζεται κατάλληλα με τη χρήση διαφράγματος.

Το σύστημα των δύο φακών που συμμετέχουν στη διαδικασία σχηματισμού του ειδώλου του αντικειμένου αποτελείται από δύο φακούς, που είναι

· ο αντικειμενικός φακός. Είναι τοποθετημένος κοντά στο προς παρατήρηση αντικείμενο. Οι αντικειμενικοί φακοί είναι τοποθετημένοι σε μια υποδοχή που περιστρέφεται, έτσι ώστε να γίνεται εύκολα η αντικατάστασή τους και να αλλάζει η μεγέθυνση ανάλογα με τις ανάγκες της παρατήρησης. Ο αντικειμενικός φακός δίνει το αντικείμενο πραγματικό αντεστραμμένο και μεγεθυσμένο κοντά στο εστιακό επίπεδο του δεύτερου φακού, που είναι

· ο προσοφθάλμιος φακός. Είναι τοποθετημένος κοντά στο μάτι του παρατηρητή. Ο προσοφθάλμιος φακός λειτουργεί όπως ένας φακός μεγεθύνσεως, δίνοντας ένα φανταστικό μεγεθυσμένο είδωλο, που παραμένει αντεστραμμένο.

Η συνολική μεγέθυνση του τελικού ειδώλου σε σχέση με το αντικείμενο είναι το γινόμενο των μεγεθύνσεων του αντικειμενικού και του προσοφθάλμιου φακού. Για παράδειγμα, για αντικειμενικό φακό με μεγέθυνση 40x και προσοφθάλμιο φακό με μεγέθυνση 10x, η συνολική μεγέθυνση είναι 400x. Εκτός όμως από τη μεγέθυνση, το μικροσκόπιο προσφέρει τη δυνατότητα να αναδειχθούν τα δομικά στοιχεία που αποτελούν τα αντικείμενα. Στην επόμενη εικόνα φαίνονται τα οπτικά και μηχανικά χαρακτηριστικά ενός σύνθετου μικροσκοπίου.
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	1. Φωτισμός

2. Βίδες για εστίαση του φωτός

3. Φίλτρα

4. Διάφραγμα

5. Συμπυκνωτής δέσμης

6. Βάση

7. Αντικειμενικός φακός

8. Υψομετρική ρύθμιση του συμπυκνωτή δέσμης

9. Μηχανικός έλεγχος της βάσης

10. Κοινός έλεγχος εστίασης

11. Λεπτός έλεγχος εστίασης

12. Προσοφθάλμιοι φακοί.




Εικ. 8: Σύνθετο μικροσκόπιο: τα οπτικά και τα μηχανικά χαρακτηριστικά

Τα βασικά χαρακτηριστικά του μικροσκοπίου

Τα βασικά χαρακτηριστικά ενός μικροσκοπίου είναι 

· Η διακριτική ικανότητα

· Το βάθος εστίασης

· Η διάμετρος πεδίου

και περιγράφονται παρακάτω.

Διακριτική ικανότητα

Ως όριο διακριτικής ικανότητας ορίζεται η ελάχιστη απόσταση μεταξύ δύο σημείων του παρατηρούμενου αντικειμένου που μπορούν να παρατηρηθούν ξεχωριστά. Το όριο αυτό για το μάτι του ανθρώπου είναι περίπου 0.1mm ενώ για ένα καλής ποιότητας οπτικό μικροσκόπιο είναι περίπου 0.2 μm, δηλ. 500 φορές βελτιωμένη.

Το όριο διακριτικής ικανότητας (l.r. : limit of resolution), δίνεται από τη σχέση (Abbe):
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όπου
λ είναι το μήκος κύματος του χρησιμοποιούμενου φωτός, 

· Ν.Α.  είναι το αριθμητικό άνοιγμα του αντικειμενικού φακού (που καθορίζει τη γωνία εισόδου του φωτός σε αυτόν), Ν.Α. = n sinθ, 

· n είναι o δείκτης διάθλασης του μέσου που παρεμβάλλεται μεταξύ του αντικειμενικού φακού και του δείγματος, και 

· θ είναι η γωνία που σχηματίζει μια φωτεινή ακτίνα που προέρχεται από το αντικείμενο και συλλέγεται από τον αντικειμενικό φακό, με τον άξονά του. 

Επειδή η διακριτική ικανότητα είναι περιορισμένη μια μεγέθυνση πέρα από κάποιο όριο (μέγιστη χρήσιμη μεγέθυνση), δεν παρέχει καμία επιπλέον πληροφορία. Μεγαλύτερη μεγέθυνση από το όριο αυτό θα έχει σαν αποτέλεσμα να ελαττωθεί η ποιότητα του ειδώλου. Έτσι στην πράξη δεν χρησιμοποιούνται μεγεθύνσεις μεγαλύτερες από 2500x. 

Η διακριτική ικανότητα μπορεί να βελτιωθεί και επομένως να χρησιμοποιηθούν και μεγαλύτερες μεγεθύνσεις ενεργώντας κατά τρεις τρόπους:

1. Ελαττώνοντας το λ,

2. Αυξάνοντας το θ, δηλαδή το άνοιγμα του αντικειμενικού φακού και

3. Αυξάνοντας το n με παρεμβολή μεταξύ αντικειμενικού και δείγματος ενός μέσου με δ.δ. > 1. Το μέσο που χρησιμοποιείται είναι συνήθως ένα ειδικό έλαιο.

Στο τέλος του 19ου αιώνα χρησιμοποιώντας αντικειμενικούς φακούς με ειδικά έλαια, επιτεύχθηκε μία τιμή του N.A. 1.4, η οποία επιτρέπει στα οπτικά μικροσκόπια να ξεχωρίζουν δύο σημεία τα οποία απέχουν μεταξύ τους 0.2 μm. Με εξαίρεση ορισμένων ασυνήθιστων υγρών ως μέσα, ή με χρήση υπεριώδους πηγής φωτός, το όριο αυτό παραμένει μέχρι και σήμερα για τα οπτικά μικροσκόπια.
Βάθος εστίασης

Ως βάθος εστίασης (Depth of Field) ορίζουμε το μικρό πάχος του παρασκευάσματος στο οποίο μπορούμε να εστιάσουμε με το μικροσκόπιο. Το βάθος εστίασης εξαρτάται από τον αντικειμενικό φακό που χρησιμοποιούμε και καθώς το Ν.Α. αυξάνει, μειώνεται σημαντικά. 
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Διάμετρος πεδίου

Η διάμετρος του πεδίου είναι αντιστρόφως ανάλογη της ολικής μεγέθυνσης.

Επεξεργασία ψηφιακών εικόνων

Κατά την επεξεργασία μίας ψηφιακής εικόνας ακολουθείται μία διαδικασία, η οποία αποτελείται από τα ίδια βήματα, αν και οι εφαρμογές μπορεί να είναι πολύ διαφορετικές μεταξύ τους. 

Το πρώτο από αυτά τα βήματα είναι φυσικά προετοιμασία του προς εξέταση αντικειμένου, που στην περίπτωση της ψηφιακής απεικονιστικής κυτταρομετρίας είναι ιστός που προέρχεται από βιοψία, οπότε η προετοιμασία περιλαμβάνει λήψη του ιστού και επεξεργασία του για να λάβουμε το επιθυμητό αποτέλεσμα (δηλαδή ‘χρωματισμός’ του πυρηνικού DNA των καρκινικών κυττάρων). Ακολουθεί η λήψη της εικόνας του αντικειμένου. Στο βήμα αυτό πρέπει να ληφθεί υπ’ όψιν και η απαιτούμενη ποιότητα της εικόνας. Το επόμενο βήμα είναι η προεπεξεργασία της εικόνας, δηλαδή η διόρθωση των ατελειών που δεν ήταν δυνατό να αποφευχθούν κατά τη λήψη της (π.χ. ανομοιομορφίες στην ένταση, περιστροφή της εικόνας). Έπειτα, κι αυτό είναι το πιο δύσκολο κομμάτι της διαδικασίας, πρέπει να γίνει διαχωρισμός των προς εξέταση αντικειμένων από το φόντο της εικόνας, κι αυτό θα γίνει κατά την κατάτμηση της εικόνας. Μετά την κατάτμηση, ακολουθεί η εξαγωγή χαρακτηριστικών των αντικειμένων ενδιαφέροντος (που είναι τα δεδομένα για το επόμενο βήμα) και, τέλος, γίνεται επεξεργασία των δεδομένων αυτών για την εξαγωγή συμπερασμάτων. Παρακάτω περιγράφονται τα στάδια επεξεργασίας της εικόνας από τον υπολογιστή, δηλαδή από την προεπεξεργασία της εικόνας μέχρι τη την επεξεργασία των δεδομένων.

Προεπεξεργασία

Η προεπεξεργασία της εικόνας αποσκοπεί στη μείωση των ατελειών που εισήγαγε το σύστημα απεικόνισης. Κάποιες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στην προεπεξεργασία εικόνας είναι η μείωση των ανομοιομορφιών της εικόνας, η εξομάλυνση για την απαλοιφή του θορύβου και όξυνση των ακμών της εικόνας. 

Το στάδιο της προεπεξεργασίας είναι πολύ σημαντικό, αφού από το αποτέλεσμά του καθορίζεται σε μεγάλο βαθμό η ποιότητα της κατάτμησης. Η εικόνα πρέπει να φιλτράρεται με τρόπο τέτοιο που να μειώνεται ο θόρυβος και να εξομαλύνεται η εσωτερική υφή των αντικειμένων ενδιαφέροντος, χωρίς όμως να επηρεάζονται τα όριά τους. 

Ένας τρόπος να επιτευχθεί αυτό το φιλτράρισμα είναι η εφαρμογή στην εικόνα εναλλασσόμενων openings και closings, τα οποία βασίζονται στην ανακατασκευή (reconstruction). Τα φίλτρα ανακατασκευής ανήκουν στην τάξη των συνδεδεμένων τελεστών (connected operators), οι οποίοι έχουν την θεμελιώδη ιδιότητα της αλληλεπίδρασης με την εικόνα μέσω επίπεδων ζωνών [Πέτρος Μαραγκός 2005]. Δεν απομακρύνουν συνιστώσες συχνότητας (όπως κάνουν τα γραμμικά φίλτρα) και δεν επηρεάζουν το σχήμα (όπως συμβαίνει με την εφαρμογή ενός απλού opening ή closing). Αυτό που ουσιαστικά κάνουν είναι να απομακρύνουν και να συγχωνεύουν επίπεδες ζώνες της εικόνας (δηλαδή ομοιόμορφες περιοχές).

Η διαδικασία που ακολουθείται είναι η εξής: Έστω η εικόνα f κι ένας marker m=f
[image: image13.wmf]O

rB,  όπου r=1,2,3,… και 
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είναι το σύμβολο της erosion. Ο τελεστής reconstruction opening ‘μεγαλώνει’ συνεχώς το marker, μέχρι ανακατασκευαστούν όλα τα αντικείμενα της εικόνας f  στα οποία ταιριάζει. Το reconstruction opening απομακρύνει φωτεινές περιοχές που είναι μικρότερες από το δομικό στοιχείο (structuring element, m), με αποτέλεσμα να γεμίζουν τα διάκενα στα αντικείμενα της εικόνας και αυτά να γίνονται ομοιόμορφα. Ομοίως, το reconstruction closing απομακρύνουν τις σκοτεινές περιοχές που είναι μικρότερες από το structuring element, απομακρύνουν το θόρυβο από το φόντο της εικόνας, κάνοντάς το ομοιόμορφο. Ο συνδυασμός των δύο φίλτρων ανακατασκευής (reconstruction filters) οδηγεί στην απαλοιφή του θορύβου από την εικόνα, χωρίς να επηρεαστούν τα όρια των περιοχών ενδιαφέροντος.

Κατάτμηση

Κατάτμηση είναι η διαδικασία κατά την οποία μία εικόνα χωρίζεται στα αντικείμενα, ή μέρη, από τα οποία αποτελείται και το φόντο της. Συνήθως είναι το πιο κρίσιμο και το πιο δύσκολο βήμα στην επεξεργασία εικόνας και είναι καθοριστικό για την επιτυχία ή μη της τελικής ανάλυσης. Για το λόγο αυτό, ο αριθμός των μεθόδων κατάτμησης εικόνας που έχουν αναπτυχθεί είναι σχεδόν ο ίδιος με τον αριθμό των προβλημάτων κατάτμησης που υπάρχουν. Η αυτόματη κατάτμηση πυρήνων κυττάρων σε δισδιάστατες ή τρισδιάστατες εικόνες επιτρέπει τη μελέτη των ανεξάρτητων πυρήνων κυττάρων στο φυσικό τους χώρο (δηλαδή μέσα στον ιστό). Η αυτόματη κατάτμηση εικόνων είναι προτιμότερη από τη ‘χειροκίνητη’ χάραξη των ορίων κάθε πυρήνα με τη χρήση ποντικιού, αφού είναι πιο αντικειμενική. Ένα άλλο πλεονέκτημα του αυτοματισμού είναι ότι αυξάνεται η ποσότητα των  δεδομένων στα οποία μπορεί να εφαρμοστεί η κάθε μέθοδος, αφού ο ίδιος αλγόριθμος μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις εικόνες, ανεξάρτητα από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά τους.  


Παρ’ όλα αυτά, συχνά εμφανίζονται προβλήματα στην αυτόματη κατάτμηση εικόνων κυττάρων στον ιστό, κι αυτά οφείλονται στις παρακάτω τρεις αιτίες.

4. Συνήθως η ένταση της φωτεινότητας του φόντου είναι ανομοιόμορφη, εξ αιτίας του πάχους του δείγματος και της ύπαρξης αντικειμένων σε επίπεδα κάτω από το επιφανειακό. Αυτή η ανομοιομορφία του φόντου καθιστά το διαχωρισμό φόντου-αντικειμένων δυσκολότερο από την ιδανική περίπτωση του απόλυτα ομοιόμορφου φόντου.

5.  Οι μεταβολές της φωτεινότητας στο εσωτερικό των πυρήνων μπορεί να έχουν σαν αποτέλεσμα το διαχωρισμό ενός πυρήνα σε περισσότερα από ένα τμήματα κατά την κατάτμηση, με αποτέλεσμα την υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation).

6. Τέλος, συνήθως οι πυρήνες των κυττάρων σχηματίζουν συσσωματώματα, δυσκολεύοντας (και συχνά καθιστώντας αδύνατο) το διαχωρισμό τους σε ανεξάρτητους πυρήνες. 

Στη συνέχεια αναφέρονται κάποιες από τις βασικότερες τεχνικές κατάτμησης  εικόνας.

Κατωφλίωση

Η κατωφλίωση είναι ένα χρήσιμο εργαλείο στην κατάτμηση γκρίζων εικόνων και βασίζεται στο γεγονός ότι τα αντικείμενα μίας εικόνας μπορούν να διακριθούν από το φόντο βάσει του χρώματός τους (επίπεδο του γκρίζου). Χρησιμοποιώντας  το ιστόγραμμα της εικόνας, γίνεται κατάλληλη επιλογή κάποιου επιπέδου του γκρίζου, που θα χρησιμοποιηθεί ως κατώφλι ανάμεσα στις τιμές των pixels των αντικειμένων και του φόντου. Η αρχική, γκρίζα, εικόνα μπορεί να μετατραπεί σε δυαδική, έτσι ώστε τα τμήματα της εικόνας που αντιστοιχούν σε αντικείμενα να εμφανίζονται στη δυαδική εικόνα άσπρα, ενώ τα υπόλοιπα τμήματα (φόντο) να εμφανίζονται στη δυαδική εικόνα μαύρα (ή το αντίθετο). Μπορεί η μέθοδος αυτή να φαίνεται απλή, είναι όμως πολύ βασική στην επεξεργασία εικόνας. 

Υπάρχουν διάφοροι τρόποι για τον καθορισμό του ορίου αυτού. Στην ιδανική περίπτωση, στο ιστόγραμμα της γκρίζας εικόνας υπάρχει μία βαθιά και απότομη ‘κοιλάδα’ ανάμεσα στις δύο κορυφές που αντιστοιχούν στα αντικείμενα (η μία) και το φόντο (η άλλη), και το επιθυμητό κατώφλι επιλέγεται να είναι η μικρότερη τιμή της κοιλάδας αυτής. Στις περισσότερες εικόνες όμως δεν είναι εύκολο να διακριθεί η κοιλάδα αυτή, εξ αιτίας της ύπαρξης θορύβου, οπότε το τμήμα του ιστογράμματος που πρέπει να αντιστοιχεί στην κοιλάδα είναι επίπεδο, είτε επειδή οι δύο κορυφές είναι διαφορετικές σε ύψος, οπότε δεν υπάρχει αξιοσημείωτη κοιλάδα.

Watershed segmentation
O αλγόριθμος watershed είναι ένας από τους πιο δημοφιλείς αλγόριθμους κατάτμησης και βασίζεται στην αναλογία των εναλλαγών του επιπέδου φωτεινότητας μίας εικόνας με τις εναλλαγές του υψομέτρου σε ένα τοπίο.  Αν η εικόνα αντιστοιχιστεί με ένα τοπίο και η ένταση της φωτεινότητας κάθε pixel αντιστοιχιστεί με υψόμετρο, στις περιοχές της εικόνας που έχουν μεγάλη φωτεινότητα αντιστοιχεί περιοχή του τοπίου που βρίσκεται σε μεγάλο υψόμετρο. Αν στο τοπίο που αναφέρθηκε αρχίσει να πέφτει νερό, ο πλημμυρισμός θα αρχίσει από τις περιοχές με χαμηλό υψόμετρο (κοιλάδες) και θα ανέβει προς τις περιοχές μεγάλου υψομέτρου (κορυφές). Όταν νερό που έχει ξεκινήσει από διαφορετικές κοιλάδες φτάσει σε κάποια κορυφή που τις χωρίζει, δημιουργείται το όριο ανάμεσα στις δύο αυτές κοιλάδες. Σύμφωνα με την αντιστοίχιση που προτάθηκε παραπάνω, αν κανείς «πλημμυρήσει» την εικόνα, ξεκινώντας από τα σημεία χαμηλότερης έντασης (δηλαδή μικρότερου υψομέτρου), το νερό θα γεμίσει τις περιοχές της εικόνας, σταματώντας στα όρια τοπικού μεγίστου (που είναι οι ακμές των σχημάτων της εικόνας). Όταν το νερό που πλημμυρίζει δύο γειτονικές περιοχές φτάσει στο ίδιο μέγιστο, τότε «χτίζεται» το όριο των δύο περιοχών και με τον τρόπο αυτό πραγματοποιείται η κατάτμηση της εικόνας. [Π. Μαραγκός 2005] 

Εφ’ όσον στις εικόνες οι περιοχές των πυρήνων είναι πιο σκοτεινές από το φόντο της εικόνας, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ο αλγόριθμος watershed για την κατάτμηση τους. Ο αλγόριθμος watershed μπορεί να χρησιμοποιηθεί με διάφορους τρόπους.

Με βάση την πληροφορία που προκύπτει από το σχήμα των πυρήνων.

Στην περίπτωση αυτή, εφαρμόζεται στην εικόνα ο μετασχηματισμός απόστασης (distance transformation). Όταν σε μια δυαδική εικόνα εφαρμοστεί ο μετασχηματισμός απόστασης, προκύπτει μια γκρίζα εικόνα όπου κάθε pixel είναι ενδεικτικό της απόστασης του αντίστοιχου σημείου της δυαδικής εικόνας από το κοντινότερο σημείο του φόντου. Αυτό σημαίνει ότι όσο πιο μακριά είναι ένα pixel της δυαδικής εικόνας από το φόντο, τόσο πιο φωτεινό είναι το αντίστοιχο pixel της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, δηλαδή τόσο μεγαλύτερη είναι η ένταση της φωτεινότητας του. Ο μετασχηματισμός απόστασης βρίσκει εφαρμογή σε πολλά προβλήματα στην επεξεργασία εικόνας, όπως την περιγραφή του σχήματος, την αναγνώριση αντικειμένων, αλλά και την κατάτμηση εικόνων.
Στην κατάτμηση εικόνων, αξιοποιείται το γεγονός ότι κάθε pixel στην εικόνα του μετασχηματισμού απόστασης είναι ενδεικτικό της απόστασης του αντίστοιχου pixel της αρχικής εικόνας από το φόντο. Αν λοιπόν υπολογιστεί η συμπληρωματική εικόνα της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, θα προκύψει μία εικόνα που θα έχει πολύ μικρή ένταση φωτεινότητας στις περιοχές των κυττάρων που είναι πιο μακριά από το φόντο (οι περιοχές αυτές θα είναι πολύ σκούρες), ενώ όσο τα pixel πλησιάζουν στο φόντο θα έχουν μεγαλύτερη ένταση της φωτεινότητας και οι περιοχές που αντιστοιχούν στο φόντο θα έχουν τη μέγιστη ένταση φωτεινότητας (θα είναι χρώματος λευκού). Αν λοιπόν εφαρμοστεί ο αλγόριθμος  watershed στην ανάστροφη της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, ο ‘πλημμυρισμός’ θα ξεκινήσει από τις περιοχές ελαχίστου (δηλαδή τις περιοχές που βρίσκονται πιο μακριά από το φόντο) και θα ‘χτίσει’ τα όρια στις περιοχές που βρίσκονται τα όρια των κυττάρων.

Με βάση την πληροφορία που προκύπτει από τις ακμές των πυρήνων.

Στις ακμές των αντικειμένων παρατηρείται απότομη εναλλαγή της φωτεινότητας. Αυτό μπορεί να αξιοποιηθεί στην κατάτμηση εικόνων, ειδικά σε εικόνες που το φόντο δεν είναι ομοιόμορφο. Όταν υπολογιστεί η gradient (βαθμωτή κλίση) της εικόνας προκύπτει η εικόνα της gradient, όπου κάθε pixel παίρνει τιμές πολύ κοντά στο μηδέν (δηλαδή αντιστοιχεί σε μαύρο) όταν γύρω από το αντίστοιχο pixel της αρχικής εικόνας δεν υπάρχει μεγάλη εναλλαγή στη φωτεινότητα, ενώ πλησιάζει στην τιμή ένα όσο αυξάνεται η εναλλαγή στη φωτεινότητα γύρω από το pixel αυτό (δηλαδή εκεί η εικόνα της gradient πλησιάζει το άσπρο). Αν στην εικόνα της gradient εφαρμοστεί ο αλγόριθμος watershed, το ‘νερό’ θα ξεκινήσει από τα χαμηλότερα τμήματα της εικόνας, δηλαδή τα τμήματα όπου η μεταβολή της φωτεινότητας στην αρχική εικόνα είναι μικρή, και θα φτάσει στα υψηλότερα, δηλαδή στα τμήματα όπου η μεταβολή της φωτεινότητας είναι έντονη (δηλαδή στις ακμές των αντικειμένων). 

Seeded watershed segmentation
Συνήθως, όταν εφαρμοστεί η απλή watershed κατάτμηση σε μία εικόνα, το αποτέλεσμα είναι over-segmentation, εξ αιτίας της εναλλαγής της έντασης της φωτεινότητας στο εσωτερικό των πυρήνων των κυττάρων, αλλά και του φόντου. Ένας τρόπος να αποφευχθεί αυτό είναι να αγνοηθούν κάποια ελάχιστα, ώστε ο «πλημμυρισμός» να ξεκινάει από συγκεκριμένα σημεία μόνο κι όχι από όλα. Αυτό επιτυγχάνεται με χρήση της seeded watershed κατάτμησης, στην οποία το «νερό» να ξεκινάει από συγκεκριμένα σημεία, που αποκαλούνται seeds (σπόροι), που δίνονται σαν είσοδος στην κατάτμηση.

Οι ‘σπόροι’ μπορεί να δίνονται από το χρήστη ή αυτόματα. Οι μέθοδοι στις οποίες οι ‘σπόροι’ δίνονται από το χρήστη είναι πιο αξιόπιστες, αφού ο χρήστης ξεχωρίζει τα αντικείμενα και τοποθετεί ένα ‘σπόρο’ σε κάθε ένα από αυτά. Είναι όμως μια μέθοδος μη αυτοματοποιημένη και ως εκ τούτου πιο χρονοβόρα. Επίσης, η κάθε εικόνα πρέπει να αντιμετωπιστεί ξεχωριστά. Αντίθετα, οι αυτοματοποιημένες μέθοδοι μπορούν να χρησιμοποιηθούν για κάθε εικόνα, ανεξαρτήτως των ειδικών χαρακτηριστικών της, επομένως απαιτείται λιγότερος χρόνος για την επεξεργασία των δεδομένων. Παρ’ όλα αυτά, μπορεί να γίνει λάθος στην τοποθέτηση των ‘σπόρων’, με αποτέλεσμα να παρουσιαστεί υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation), αν τοποθετηθεί πάνω από ένας σε κάθε αντικείμενο, ή υπό-κατάτμηση (under-segmentation), αν τοποθετηθεί λιγότερο από ένας σπόρος ανά αντικείμενο. Επίσης, υπάρχει η πιθανότητα τοποθέτησης ‘σπόρου’ σε τμήμα του φόντου,  με αποτέλεσμα την αναγνώριση τμήματος του φόντου ως αντικειμένου. Γενικά, οι αυτοματοποιημένες μέθοδοι προτιμούνται από τις μη αυτοματοποιημένες, αφού δεν εξαρτώνται από το χρήστη, επιτρέπουν την επεξεργασία περισσότερων δεδομένων και δεν απαιτείται η παρουσία κάποιου χρήστη για να έρθει εις πέραν η διαδικασία της κατάτμησης.

Ένα παράδειγμα αυτόματης εισόδου των σημείων εκκίνησης είναι ο h-maxima μετασχηματισμός. ο οποίος φιλτράρει τα μέγιστα της εικόνας και κρατάει μόνο αυτά που είναι μεγαλύτερα από μία σταθερά h (ή ισοδύναμα ότι απορρίπτει τα ελάχιστα που είναι μικρότερα από την τιμή h). Η επιλογή της τιμής του h είναι πολύ σημαντικός παράγοντας για τη σωστή κατάτμηση της εικόνας. Όσο μικρότερη είναι η τιμή του h, τόσο περισσότερα τοπικά ελάχιστα θα χρησιμοποιηθούν ως αφετηρία για το μετασχηματισμό watershed, και για πολύ μικρή τιμή του h μπορεί να προκύψουν περισσότερα από ένα σημεία εκκίνησης για κάθε αντικείμενο, κάτι που θα οδηγήσει σε over-segmentation, ενώ για πολύ μεγάλο h θα προκύψουν πολύ λίγα σημεία εκκίνησης και είναι πιθανό σε κάποια αντικείμενα να μην αντιστοιχεί κανένα. Και σε αυτήν την περίπτωση, η watershed κατάτμηση εφαρμόζεται στην κλίση (gradient) της εικόνας.

Κατάτμηση της εικόνας μόνο με βάση την πληροφορία που προκύπτει από το σχήμα των πυρήνων
Η πληροφορία που λαμβάνεται για το σχήμα των πυρήνων από το μετασχηματισμό απόστασης, που περιγράφηκε παραπάνω, μπορεί να αξιοποιηθεί και διαφορετικά για την κατάτμηση της εικόνας. 


Τα στοιχεία του πίνακα του μετασχηματισμού απόστασης της εικόνας που αντιστοιχούν στα pixels που βρίσκονται στα όρια των αντικειμένων έχουν την τιμή 1. Όταν υπολογίζεται ο συμπληρωματικός πίνακας του πίνακα του μετασχηματισμού απόστασης της εικόνας, τα pixels αυτά παίρνουν την τιμή 0, και είναι τα μοναδικά που έχουν αυτήν την τιμή. Χρησιμοποιώντας αυτήν την ιδιότητα, μπορούν να βρεθούν τα όρια των αντικειμένων.
Εξαγωγή χαρακτηριστικών
Αφού τα αντικείμενα ενδιαφέροντος έχουν διαχωριστεί από το φόντο της εικόνας, μπορεί κανείς να εξάγει έναν μεγάλο αριθμό χαρακτηριστικών που μπορεί να ενδιαφέρουν στην περαιτέρω ανάλυση. Τα χαρακτηριστικά αυτά μπορεί να είναι 
· Μορφομετρικά, δηλαδή χαρακτηριστικά που έχουν σχέση με το σχήμα των αντικειμένων. Τα πιο απλά είναι το εμβαδόν και η περίμετρος του αντικειμένου. Επίσης, τέτοια χαρακτηριστικά είναι η κυκλικότητα (roundness) του αντικειμένου,  που είναι ένας από τους δείκτες κατάληψης χώρου του αντικειμένου (compactness index), το εμβαδόν του μικρότερου κυρτού πολυγώνου (΄η πολυέδρου για τις τρισδιάστατες εικόνες) που καλύπτει το αντικείμενο (convex area) και η περίμετρος του πολυγώνου αυτού (convex perimeter). Η εξαγωγή των χαρακτηριστικών αυτών βασίζεται μόνο στη θέση των pixels των αντικειμένων στην εικόνα.

· Χαρακτηριστικά της έντασης, που περιγράφουν μόνο τα επίπεδα του επιπέδου του γκρίζου, χωρίς να ενδιαφέρει η θέση των pixels των αντικειμένων στην εικόνα. Τέτοια είναι η ολοκληρωμένη ένταση (δηλαδή το άθροισμα των τιμών των εντάσεων των pixels κάθε αντικειμένου), η μέση τιμή των τιμών των εντάσεων των pixels κάθε αντικειμένου και το εύρος των τιμών των εντάσεων κάθε αντικειμένου (δηλαδή η διαφορά της μικρότερης τιμής έντασης από τη μεγαλύτερη).

· Χαρακτηριστικά υφής ή δομής. Αυτά τα χαρακτηριστικά είναι πιο περίπλοκα, καθώς περιγράφουν συνδυασμό των παραπάνω χαρακτηριστικών (μορφομετρικά και χαρακτηριστικά της έντασης). Ένα παράδειγμα τέτοιου χαρακτηριστικού είναι το εύρος της έντασης της περιφέρειας του αντικειμένου.

Η επιλογή του χαρακτηριστικού που θα εξαχθούν εξαρτάται από το αντικείμενο της μελέτης. Μετά από την επιλογή των κατάλληλων χαρακτηριστικών, ακολουθεί η επεξεργασία τους για την εξαγωγή συμπερασμάτων.

Σκοπός της εργασίας είναι η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του πλοειδισμού των καρκινικών κυττάρων, με εφαρμογή στη διάγνωση του καρκίνου του προστάτη. Η μεθοδολογία που θα ακολουθηθεί περιλαμβάνει:

· κατάτμηση εικόνων μικροσκοπίου και απομόνωση των καρκινικών πυρήνων

· μέτρηση της έντασης της φωτεινότητας των πυρήνων που απομονώθηκαν και ποσοτικοποίηση του DNA 

Η ποσοτικοποίηση του DNA γίνεται με βάση την ένταση της φωτεινότητας των πυρήνων. Όσο περισσότερο DNA περιέχεται σε έναν πυρήνα, τόσο περισσότερη χρωστική θα απορροφάει, επομένως το χρώμα του θα είναι πιο σκούρο από τους πυρήνες που περιέχουν μικρότερη ποσότητα  DNA. 

ΑΛΓΟΡΙΘΜΟΙ-ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Αντικείμενο της εργασίας

 
Σκοπός αυτής της εργασίας είναι η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του πλοειδισμού των καρκινικών κυττάρων με εφαρμογή στη διάγνωση καρκίνου του προστάτη. Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε περιλαμβάνει:

· κατάτμηση εικόνων μικροσκοπίου και απομόνωση των καρκινικών πυρήνων

· μέτρηση της έντασης της φωτεινότητας των πυρήνων που απομονώθηκαν και ποσοτικοποίηση του DNA 

Η ποσοτικοποίηση του DNA  γίνεται με βάση την ένταση της φωτεινότητας των πυρήνων. Όσο περισσότερο DNA περιέχεται σε έναν πυρήνα, τόσο περισσότερη χρωστική θα απορροφάει, επομένως το χρώμα του θα είναι πιο σκούρο από τους πυρήνες που περιέχουν μικρότερη ποσότητα  DNA. 
Οι πυρήνες που απομονώθηκαν είναι όλοι καρκινικοί. Η περιεχόμενη ποσότητα DNA ενδιαφέρει στη μελέτη, γιατί είναι ενδεικτική της φάσης του κυτταρικού κύκλου στον οποίο βρίσκεται το κύτταρο. Ο αριθμός των κυττάρων που βρίσκονται στη φάση του πολλαπλασιασμού του DNA είναι ένας σημαντικός προγνωστικός δείκτης, αφού μπορεί να δείξει πόσο γρήγορα πολλαπλασιάζονται τα καρκινικά κύτταρα και, συνεπώς, το ρυθμό με τον οποίο αναπτύσσεται ο καρκινικός όγκος.
Πειραματική διάταξη

Οι εικόνες που ελήφθησαν από το μικροσκόπιο ψηφιοποιήθηκαν με χρήση ενός συστήματος ψηφιακής απεικονιστικής μικροσκοπίας, το οποίο αποτελείται από ένα μικροσκόπιο οπτικό και φθορισμού συνδεδεμένο με μία CCD camera, η έξοδος της οποίας οδηγείται μέσω ενός frame grabber σε έναν υπολογιστή για αποθήκευση και επεξεργασία της εικόνας του μικροσκοπίου. 

Το διάγραμμα του συστήματος ψηφιακής απεικονιστικής κυτταρομετρίας δίνεται στην επόμενη εικόνα.
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Εικ. 9: Η πειραματική διάταξη που χρησιμοποιήθηκε για τη λήψη και την ψηφιοποίηση των εικόνων

Πιο συγκεκριμένα, η διάταξη οπτικής απεικονιστικής μικροσκοπίας η οποία χρησιμοποιείται αποτελείται από ένα μικροσκόπιο Olympus BX-50, οπτικό και φθορισμού, με φωτισμό πρόσπτωσης (epifluorescent microscope). Για τη συλλογή των εικόνων χρησιμοποιείται ένας αντικειμενικός φακός 40x UPlanFl (με αριθμητικό άνοιγμα NA=0.75), με διορθώσεις για σφαιρικές και χρωματικές εκτροπές. 

Η συλλογή των εικόνων γίνεται με μια έγχρωμη CCD κάμερα (KP-C571, Hitachi), 795x596 pixels, που έχει κατάλληλα προσαρμοσθεί (c-mount adapter) στην άκρη του σωλήνα φωτογραφικής καταγραφής (trinocular tube) του μικροσκοπίου, όπου με τη βοήθεια μετακινούμενου πρίσματος μπορεί να γίνει αποκλειστική ή σύγχρονη, ως προς τους προσοφθαλμίους φακούς, παρατήρηση. Οι συλλεγόμενες από τη CCD εικόνες φθορισμού, ψηφιοποιούνται με έναν έγχρωμο PCI ψηφιοποιητή πεδίων (frame grabber) (Matrox Meteor, Matrox Electronic Systems Ltd.). Ο έλεγχος της λήψης και μεταφοράς των εικόνων γίνεται με τη χρήση του προγράμματος Image Pro Plus (Media Cybernetics).

Λήψη δειγμάτων και χρωματισμός των κυτταρικών πυρήνων

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το προς εξέταση αντικείμενο είναι ιστός που προέρχεται από βιοψία (προστάτη), οπότε η προετοιμασία περιελάμβανε λήψη του ιστού και επεξεργασία του (δηλαδή ‘χρωματισμός’ του πυρηνικού DNA των καρκινικών κυττάρων). Πιο συγκεκριμένα, η συλλογή δεδομένων για τη μελέτη του πλοείδισμού του DNA πραγματοποιήθηκε με βιοψία λεπτής βελόνας. Για την επισήμανση των πυρήνων στα δείγματα αυτά και στη συνέχεια την ποσοτικοποίηση της περιεκτικότητας των κυττάρων σε DNA χρησιμοποιήθηκε η χρώση Feulgen. Η τεχνική βιοψίας με λεπτή βελόνα στην περίπτωση του υπολογισμού του πλοειδισμού του πυρήνα πλεονεκτεί καθώς δίνει ολόκληρα μεμονωμένα κύτταρα.

Μια χαρακτηριστική εικόνα που λήφθηκε με τον τρόπο αυτό είναι η παρακάτω. Στην εικόνα αυτή εφαρμόστηκαν όλες οι μέθοδοι που αναπτύσσονται παρακάτω.

[image: image16.emf]
Εικ. 10:Η προς επεξεργασία εικόνα.

Ανάπτυξη αλγορίθμων

Στα παρακάτω περιγράφονται οι αλγόριθμοι που αναπτύχθηκαν για κάθε στάδιο της επεξεργασίας εικόνας και παρατίθενται τα αποτελέσματα της εφαρμογής τους στην εικόνα 10. 

Προεπεξεργασία των εικόνων

Το φόντο δεν ήταν ομοιόμορφο, ενώ υπήρχαν και μαύρα σημάδια (ακαθαρσίες που δε φαίνονται με γυμνό μάτι, αλλά στο μικροσκόπιο μεγεθύνθηκαν). Επίσης, σε πολλές περιπτώσεις, τα αντικείμενα ενδιαφέροντος, δηλαδή οι πυρήνες των καρκινικών κυττάρων, δεν ήταν επαρκώς χρωματισμένα κι επικαλύπτονταν μεταξύ τους, δημιουργώντας συσσωματώματα. 

Η προεπεξεργασία της εικόνας αποσκοπεί στη μείωση των ανεπιθύμητων ατελειών που εισήγαγε το σύστημα απεικόνισης. Κάποιες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στην προεπεξεργασία εικόνας είναι η μείωση των ανομοιομορφιών της εικόνας, η εξομάλυνση για την απαλοιφή του θορύβου και όξυνση των ακμών της εικόνας. 

Για την προεπεξεργασία των εικόνων υλοποιήθηκαν δύο αλγόριθμοι κι επιλέχθηκε αυτός που έδωσε τα καλύτερα αποτελέσματα.

1ος αλγόριθμος  Η εικόνα μετατράπηκε από έγχρωμη σε γκρίζα, μετά εξομαλύνθηκε με την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing και, τέλος, μετατράπηκε σε double.

2ος αλγόριθμος  Χρησιμοποιήθηκε μόνο το 2ο φασματικό κανάλι της εικόνας (δηλαδή το πράσινο), συνεπώς δεν ήταν πια απαραίτητη η μετατροπή της σε γκρίζα, κι έπειτα ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία με τον πρώτο αλγόριθμο.

Παρακάτω παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της εφαρμογής καθενός από αυτούς στην εικόνα που αναφέρθηκε προηγουμένως.

[image: image17.emf]
Εικ. 11: Η εικόνα που προέκυψε μετά την μετατροπή της αρχικής σε γκρίζα και την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing (αλγόριθμος 1).
[image: image18.emf]
Εικ. 12: Η εικόνα που προέκυψε μετά την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας (αλγόριθμος 2).

Μπορεί εύκολα να παρατηρήσει κανείς ότι στην εικόνα που παίρνουμε από τον αλγόριθμο 1 (Εικ.11), το φόντο δεν είναι όσο ομαλό είναι στην εικόνα που παίρνουμε από τον αλγόριθμο 2 (Εικ.12). Αυτό καθιστά τον αλγόριθμο 2 πιο κατάλληλο για την προεπεξεργασία των εικόνων, και από εδώ και στο εξής θα χρησιμοποιείται ο αλγόριθμος 2, δηλαδή οι μέθοδοι του επόμενου βήματος θα εφαρμοστούν στην Εικόνα 12.

Κατάτμηση

Κατά την κατάτμηση μιας εικόνας, η εικόνα χωρίζεται στα αντικείμενα, ή μέρη, από τα οποία αποτελείται και το φόντο της. Αυτό είναι το πιο κρίσιμο και το πιο δύσκολο βήμα στην επεξεργασία εικόνας και είναι καθοριστικό για την επιτυχία ή μη της τελικής ανάλυσης. Για το λόγο αυτό, έχει αναπτυχθεί ένας μεγάλος αριθμός μεθόδων κατάτμησης εικόνας. Η αυτόματη κατάτμηση πυρήνων κυττάρων σε δισδιάστατες ή τρισδιάστατες εικόνες επιτρέπει τη μελέτη των ανεξάρτητων πυρήνων κυττάρων στο φυσικό τους χώρο (δηλαδή μέσα στον ιστό). Η αυτόματη κατάτμηση εικόνων είναι προτιμότερη από τη ‘χειροκίνητη’ χάραξη των ορίων κάθε πυρήνα με τη χρήση ποντικιού, αφού είναι πιο αντικειμενική. Ένα άλλο πλεονέκτημα του αυτοματισμού είναι ότι αυξάνεται η ποσότητα των  δεδομένων στα οποία μπορεί να εφαρμοστεί η κάθε μέθοδος, αφού ο ίδιος αλγόριθμος μπορεί να εφαρμοστεί σε όλες τις εικόνες, ανεξάρτητα από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά τους. Για τους λόγους αυτούς, η εργασία αυτή ασχολείται αποκλειστικά με την αυτόματη κατάτμηση εικόνων. 


Τις περισσότερες φορές, η αυτόματη κατάτμηση αντικειμένων παρουσιάζει αδυναμίες. Μπορεί κατά την κατάτμηση να μην αναγνωρίζονται όλα τα αντικείμενα, και κάποια να θεωρούνται τμήματα του φόντου ή, αντίθετα, τμήματα του φόντου να αναγνωρίζονται σαν αντικείμενα. Οι αδυναμίες αυτές οφείλονται στην ανομοιομορφία της έντασης της φωτεινότητας του φόντου, στις μεταβολές της φωτεινότητας στο εσωτερικό του κυττάρου (γεγονός που οδηγεί σε over-segmentation) και στην ύπαρξη συσσωματωμάτων πυρήνων (γεγονός που οδηγεί σε under-segmentation). [C.Wahlby, I.-M. Sintorn, F. Erlandsson, G. Borgefors, E. Bengtsson, 2004]

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός τεχνικών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κατάτμηση της εικόνας. Ορισμένες από αυτές υλοποιήθηκαν και παρουσιάζονται παρακάτω. 

Κατωφλίωση

Η κατωφλίωση είναι ένα χρήσιμο εργαλείο στην κατάτμηση γκρίζων εικόνων και βασίζεται στο γεγονός ότι τα αντικείμενα μίας εικόνας μπορούν να διακριθούν από το φόντο βάσει του χρώματός τους (επίπεδο του γκρίζου). Χρησιμοποιώντας  το ιστόγραμμα της εικόνας, γίνεται κατάλληλη επιλογή κάποιου επιπέδου του γκρίζου, που θα χρησιμοποιηθεί ως κατώφλι ανάμεσα στις τιμές των pixels των αντικειμένων και του φόντου. Η αρχική, γκρίζα, εικόνα μπορεί να μετατραπεί σε δυαδική, έτσι ώστε τα τμήματα της εικόνας που αντιστοιχούν σε αντικείμενα να εμφανίζονται στη δυαδική εικόνα άσπρα, ενώ τα υπόλοιπα τμήματα (φόντο) να εμφανίζονται στη δυαδική εικόνα μαύρα. Μπορεί η μέθοδος αυτή να φαίνεται απλή, είναι όμως πολύ βασική στην επεξεργασία εικόνας. 

Αν η εικόνα είναι τέλεια, το κατάλληλο κατώφλι για την κατωφλίωση μπορεί να βρεθεί με απλή επισκόπηση του ιστογράμματος. [Nobuyuki Otsu, 1979]. Όμως η ύπαρξη θορύβου στις περισσότερες προς επεξεργασία εικόνες καθιστά αδύνατη την εύρεση της τιμής κατωφλίου με αυτόν τον τρόπο, κι έτσι είναι απαραίτητη η ανάπτυξη αλγοριθμών που κάνουν αυτή τη δουλειά, με υπολογισμό και ανάλυση του ιστογράμματος. Παρακάτω περιγράφονται δύο τεχνικές υπολογισμού του βέλτιστου κατωφλίου, η τεχνική κατωφλίωσης ελαχίστου σφάλματος (minimum error thresholding) των Kittler et al και η μη παραμετρική μέθοδος κατωφλίωσης, του Nobuyuki Otsu.

Τεχνική κατωφλίωσης ελαχίστου σφάλματος (minimum error thresholding) [J.Kittler and J. Illingworth 1986]

Οι Kittler et al. πρότειναν μια απλή τεχνική για την επιλογή της βέλτιστης τιμής του κατωφλίου τ. 
Έστω h(g) το ιστόγραμμα μίας εικόνας, L τα διακριτά επίπεδα γκρίζου τόνου και Τ μία αυθαίρετη τιμή κατωφλίου. Για την περιγραφή των δύο παραγόμενων πληθυσμών των pixels χρησιμοποιούμε μία κανονική πυκνότητα πιθανότητας h(g|i,T) με παραμέτρους μi(Τ), σi(Τ) και πιθανότητα Ρi(Τ) που δίνονται από τις σχέσεις
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            0, για i=1                                 Τ, για i=1

                           όπου α =                        (4)        και b =                        (5)

             Τ+1, για i=2                             L-1, για i=2

Η δεσμευμένη πιθανότητα e(g,T) για το επίπεδο γκρίζου τόνου g να αντικατασταθεί στην εικόνα από τη σωστή δυαδική τιμή δίνεται από τη σχέση

                                           1, για g
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                                           2, για g>Τ

Καθώς η h(g) είναι ανεξάρτητη από τα i, στην ανάλυση αγνοείται ο παρονομαστής της παραπάνω σχέσης (6).

Από τη λογαρίθμηση του αριθμητή και πολλαπλασιασμό επί -2, προκύπτει

                                                                   1, για g
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   με i =                                (7)

                                                                   2, για g>Τ

Η σχέση αυτή μπορεί να θεωρηθεί ως ένας δείκτης της επίδοσης της σωστής ταξινόμησης. Η μέση απόδοση για όλη την εικόνα μπορεί να χαρακτηριστεί από μία συνάρτηση-κριτήριο. 
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Καθώς η τιμή του Τ μεταβάλλεται, τα μοντέλα των κατανομών των πληθυσμών αλλάζουν. Η τιμή του κατωφλίου τ που δίνει τη μικρότερη τιμή για τη συνάρτηση-κριτήριο αντιστοιχεί στη βέλτιστη μοντελοποίηση κι επομένως στο ελάχιστο σφάλμα ταξινόμησης
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 EMBED Equation.3  [image: image28.wmf]T
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Από το συνδυασμό των σχέσεων (7) και (8) προκύπτει 

                                    J(T) =
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Με αντικατάσταση των σχέσεων (1) έως (3) στη σχέση (8) προκύπτει η παρακάτω σχέση για το J(T)
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Ο προσδιορισμός των τιμών της ομαλής συνάρτησης J(T) και η εύρεση του ελαχίστου (Τ) είναι μία υπολογιστικά εύκολη διαδικασία. 

Το αποτέλεσμα της εφαρμογής της τεχνικής κατωφλίωσης των Kittler et al. στην Εικόνα 12  (στην εικόνα που προέκυψε μετά την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας) είναι το επόμενο.

[image: image33.emf]
Εικ. 13:Μετατροπή της εικόνας σε δυαδική με την τεχνική των Kittler et al
Μη παραμετρική μέθοδος κατωφλίωσης (Otsu), [Nobuyuki Otsu 1979]

Το 1979 ο Nobuyuki Otsu πρότεινε μια μη παραμετρική μέθοδο κατωφλίωσης, η οποία είναι η παρακάτω.

Έστω L διακριτά επίπεδα γκρίζου τόνου, ni το πλήθος των pixels που έχουν επίπεδο γκρίζου τόνου I και Ν=n0+n1+…+nL-1 το συνολικό πλήθος των pixels τα εικόνας. Για κανονικοποιημένο ιστόγραμμα θα ισχύουν
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Τα υποθέσουμε ότι με μια τιμή κατωφλίου Τ δημιουργούνται δύο κλάσεις C1 και C2 (φόντο και αντικείμενα, αντίστοιχα). Συνεπώς οι αντίστοιχες πιθανότητες για τα κλάσεις και οι μέσες τιμές τα είναι
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όπου 

ω(Τα)=
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είναι οι μηδενικές και πρώτης τάξης, αντίστοιχα, αθροιστικές ροπές του ιστογράμματος μέχρι το επίπεδο Τ, και μτ=μ(L-1)=
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είναι η ολική μέση τιμή για την εικόνα. Για οποιοδήποτε Τ ισχύει 
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Οι διακυμάνσεις των κλάσεων είναι
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Για την αξιολόγηση τα απόδοσης του διαχωρισμού με την επιλογή της τιμής κατωφλίου εισάγουμε τα εξής όρους
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όπου 


[image: image51.wmf]2

1

2

2

1

2

2

2

2

1

1

2

)

(

)

(

)

(

m

m

w

w

m

m

w

m

m

w

s

t

t

-

=

-

+

-

=

B

     (24)


[image: image52.wmf]2

2

2

2

1

1

2

s

w

s

w

s

+

=

W

     (25)


[image: image53.wmf]å

-

=

-

=

1

0

2

2

)

(

L

i

i

T

T

p

i

m

s

   (26)

είναι η διακύμανση μεταξύ των κλάσεων, η διακύμανση σε κάθε κλάση και η ολική διακύμανση, αντίστοιχα. Επομένως το πρόβλημα μπορεί να αντιμετωπιστεί σαν ένα πρόβλημα βελτιστοποίησης για την επιλογή της τιμής Τ που μεγιστοποιεί κάποιον από τα όρους τα σχέσης (23). Ισχύει ότι 
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άρα οι τρεις όροι τα (23) είναι ισοδύναμοι, άρα αρκεί να βρεθεί το Τ που μεγιστοποιεί οποιονδήποτε από τα λ, κ, n. Επειδή ο υπολογισμός του n είναι ευκολότερος, επιλέγουμε να λύσουμε αυτό. Είναι (συναρτήσει του Τα) 
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 EMBED Equation.3  [image: image56.wmf])]
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Τελικά η βέλτιστη τιμή κατωφλίου, τ, που μεγιστοποιεί το n, είναι το τ που μεγιστοποιεί την ποσότητα 
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Το αποτέλεσμα της εφαρμογής της τεχνικής κατωφλίωσης του Otsu στην Εικόνα 12  (στην εικόνα που προέκυψε μετά την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας) είναι το επόμενο.

[image: image58.emf]
Εικ. 14:Μετατροπή της εικόνας σε δυαδική με την τεχνική του Nobuyuki Otsu
Μπορεί εύκολα να παρατηρήσει κανείς ότι η τεχνική του Otsu δίνει καλύτερο αποτέλεσμα για τη συγκεκριμένη εικόνα, επειδή παρατηρείται καλύτερος διαχωρισμός μεταξύ κυττάρων που βρίσκονται κοντά το ένα στο άλλο, αλλά και καλύτερος διαχωρισμός φόντου-κυττάρων. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι εικόνες που μελετήθηκαν στη συγκεκριμένη εργασία δεν είναι ιδανικές, αφού

· παρατηρείται επικάλυψη μεταξύ κάποιων πυρήνων

· μερικές δεν είναι καλά εστιασμένες

· σε κάποιες οι πυρήνες δεν είναι καλά χρωματισμένοι

· το φόντο δεν είναι ομοιόμορφο, εξ αιτίας του πάχους του δείγματος και της ύπαρξης αντικειμένων σε επίπεδα κάτω από το επιφανειακό.

Εξ αιτίας των παραπάνω, η απλή κατωφλίωση δεν είναι ενδεδειγμένη μέθοδος διαχωρισμού των πυρήνων. Η τεχνική κατωφλίωσης του Otsu θα χρησιμοποιηθεί όμως στις επόμενες τεχνικές κατάτμησης της εικόνας, όπου απαιτείται η διακριτοποίησή τιμών. 
[image: image59.wmf]

 EMBED Equation.3  [image: image60.wmf]
Watershed segmentation
O αλγόριθμος watershed είναι ένας από τους πιο δημοφιλείς αλγόριθμους κατάτμησης και βασίζεται στην αναλογία των εναλλαγών του επιπέδου φωτεινότητας μίας εικόνας με τις εναλλαγές του υψομέτρου σε ένα τοπίο.  Αν η εικόνα αντιστοιχιστεί με ένα τοπίο και η ένταση της φωτεινότητας κάθε pixel αντιστοιχιστεί με υψόμετρο, στις περιοχές της εικόνας που έχουν μεγάλη φωτεινότητα αντιστοιχεί περιοχή του τοπίου που βρίσκεται σε μεγάλο υψόμετρο. Αν στο τοπίο που αναφέρθηκε αρχίσει να πέφτει νερό, ο πλημμυρισμός θα αρχίσει από τις περιοχές με χαμηλό υψόμετρο (κοιλάδες) και θα ανέβει προς τις περιοχές μεγάλου υψομέτρου (κορυφές). Όταν νερό που έχει ξεκινήσει από διαφορετικές κοιλάδες φτάσει σε κάποια κορυφή που τις χωρίζει, δημιουργείται το όριο ανάμεσα στις δύο αυτές κοιλάδες. Σύμφωνα με την αντιστοίχιση που προτάθηκε παραπάνω, αν κανείς «πλημμυρήσει» την εικόνα, ξεκινώντας από τα σημεία χαμηλότερης έντασης (δηλαδή μικρότερου υψομέτρου), το νερό θα γεμίσει τις περιοχές της εικόνας, σταματώντας στα όρια τοπικού μεγίστου (που είναι οι ακμές των σχημάτων της εικόνας). Όταν το νερό που πλημμυρίζει δύο γειτονικές περιοχές φτάσει στο ίδιο μέγιστο, τότε «χτίζεται» το όριο των δύο περιοχών και με τον τρόπο αυτό πραγματοποιείται η κατάτμηση της εικόνας. [Π. Μαραγκός 2005] 

Εφ’ όσον στις εικόνες οι περιοχές των πυρήνων είναι πιο σκοτεινές από το φόντο της εικόνας, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ο αλγόριθμος watershed για την κατάτμηση τους. Ο αλγόριθμος watershed μπορεί να χρησιμοποιηθεί με διάφορους τρόπους.
Με βάση την πληροφορία που προκύπτει από το σχήμα των πυρήνων.
Στην περίπτωση αυτή, εφαρμόζεται στην εικόνα ο μετασχηματισμός απόστασης (distance transformation). Όταν σε μια δυαδική εικόνα εφαρμοστεί ο μετασχηματισμός απόστασης, προκύπτει μια γκρίζα εικόνα όπου κάθε pixel είναι ενδεικτικό της απόστασης του αντίστοιχου σημείου της δυαδικής εικόνας από το κοντινότερο σημείο του φόντου. Αυτό σημαίνει ότι όσο πιο μακριά είναι ένα pixel της δυαδικής εικόνας από το φόντο, τόσο πιο φωτεινό είναι το αντίστοιχο pixel της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, δηλαδή τόσο μεγαλύτερη είναι η ένταση της φωτεινότητας του. Ο μετασχηματισμός απόστασης βρίσκει εφαρμογή σε πολλά προβλήματα στην επεξεργασία εικόνας, όπως την περιγραφή του σχήματος, την αναγνώριση αντικειμένων, αλλά και την κατάτμηση εικόνων. Παρακάτω δίνεται η εικόνα του μετασχηματισμού απόστασης της Εικόνας 14 (της εικόνας που προέκυψε από την αρχική με κατωφλίωση με βάση την τεχνική του Otsu).

[image: image61.emf]
Εικ. 15: Ο μετασχηματισμός απόστασης της συμπληρωματικής της εικόνας που προέκυψε από την κατωφλίωση της αρχικής εικόνας με βάση την τεχνική του Otsu (Εικόνα 14).

Στην κατάτμηση εικόνων, αξιοποιείται το γεγονός ότι κάθε pixel στην εικόνα του μετασχηματισμού απόστασης είναι ενδεικτικό της απόστασης του αντίστοιχου pixel της αρχικής εικόνας από το φόντο, δηλαδή όσο πιο μεγάλη ένταση έχει ένα pixel της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, τόσο πιο μακριά από το φόντο βρίσκεται το αντίστοιχο pixel της αρχικής εικόνας. Αν λοιπόν εφαρμοστεί ο αλγόριθμος  watershed στην ανάστροφη της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης, ο ‘πλημμυρισμός’ θα ξεκινήσει από τις περιοχές ελάχιστης έντασης (δηλαδή τις περιοχές που βρίσκονται πιο μακριά από το φόντο) και θα ‘χτίσει’ τα όρια στις περιοχές που βρίσκονται τα όρια των κυττάρων. Παρακάτω δίνεται το αποτέλεσμα της κατάτμησης της αρχικής εικόνας με εφαρμογή του αλγόριθμου watershed στο μετασχηματισμό απόστασης της αρχικής εικόνας.

[image: image62.emf]
Εικ. 16: Κατάτμηση της εικόνας με εφαρμογή watershed στη συμπληρωματική της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης της αρχικής εικόνας. Παρατηρείται ότι η κατάτμηση της εικόνας είναι πολύ κακή, αφού αναγνωρίζονται ως πυρήνες περιοχές του υποβάθρου που περιέχουν τους πυρήνες.
Με βάση την πληροφορία που προκύπτει από τις ακμές των πυρήνων.

Στις ακμές των αντικειμένων παρατηρείται απότομη εναλλαγή της φωτεινότητας. Αυτό μπορεί να αξιοποιηθεί στην κατάτμηση εικόνων, ειδικά σε εικόνες που το φόντο δεν είναι ομοιόμορφο. Όταν υπολογιστεί η gradient (βαθμωτή κλίση) της εικόνας προκύπτει η εικόνα της gradient, όπου κάθε pixel παίρνει τιμές πολύ κοντά στο μηδέν (δηλαδή αντιστοιχεί σε μαύρο) όταν γύρω από το αντίστοιχο pixel της αρχικής εικόνας δεν υπάρχει μεγάλη εναλλαγή στη φωτεινότητα, ενώ πλησιάζει στην τιμή ένα όσο αυξάνεται η εναλλαγή στη φωτεινότητα γύρω από το pixel αυτό (δηλαδή εκεί η εικόνα της gradient πλησιάζει το άσπρο). Παρακάτω δίνεται η εικόνα της gradient της αρχικής εικόνας. 

[image: image63.emf]
Εικ. 17: Η εικόνα της gradient της εικόνας που προέκυψε μετά την εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας. Οι περιοχές με ανοιχτό χρώμα είναι οι ακμές των αντικειμένων της αρχικής εικόνας.
 Αυτά τα χαρακτηριστικά της εικόνας της gradient αξιοποιούνται στην κατάτμηση εικόνας ως εξής: Αν εφαρμοστεί ο αλγόριθμος watershed στην εικόνα της gradient, ο ‘πλημμυρισμός’ θα ξεκινήσει από τα χαμηλότερα τμήματα της εικόνας, δηλαδή τα τμήματα όπου η μεταβολή της φωτεινότητας στην αρχική εικόνα είναι μικρή, και θα φτάσει στα υψηλότερα, δηλαδή στα τμήματα όπου η μεταβολή της φωτεινότητας είναι έντονη (δηλαδή στις ακμές των αντικειμένων). Έτσι, τα σύνορα των περιοχών θα συμπίπτουν με τα όρια των αντικειμένων. Παρακάτω δίνεται το αποτέλεσμα της κατάτμησης της αρχικής εικόνας με εφαρμογή του αλγόριθμου watershed στην εικόνα της gradient της αρχικής εικόνας. 

[image: image64.emf]
Εικ. 18: Κατάτμηση της εικόνας με εφαρμογή watershed στην εικόνα της gradient. Παρατηρείται εύκολα η υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation) των πυρήνων.
Μπορεί εύκολα να παρατηρήσει κανείς ότι με τη μέθοδο αυτή προκύπτει υπέρ-κατάτμηση της εικόνας (over-segmentation).

Seeded watershed segmentation
Συνήθως, όταν εφαρμοστεί η απλή watershed κατάτμηση σε μία εικόνα, το αποτέλεσμα είναι over-segmentation, εξ αιτίας της εναλλαγής της έντασης της φωτεινότητας στο εσωτερικό των πυρήνων των κυττάρων, αλλά και του φόντου. Ένας τρόπος να αποφευχθεί αυτό είναι να αγνοηθούν κάποια ελάχιστα, ώστε ο ‘πλημμυρισμός’ να ξεκινάει από συγκεκριμένα σημεία μόνο κι όχι από όλα. Αυτό επιτυγχάνεται με χρήση της seeded watershed κατάτμησης, στην οποία το ‘νερό’ ξεκινάει από συγκεκριμένα τοπικά ελάχιστα, αγνοώντας τα υπόλοιπα, που αποκαλούνται seeds (σπόροι) ή σημεία εκκίνησης. Τα  σημεία εκκίνησης δίνονται σαν είσοδος στην κατάτμηση.

Τα τοπικά ελάχιστα μπορεί να δίνονται από το χρήστη ή αυτόματα. Επειδή στα πλαίσια της εργασίας αυτής δόθηκε έμφαση στον αυτοματισμό των μεθόδων, θα παρουσιαστεί η μέθοδος seeded watershed segmentation με αυτόματη επιλογή των τοπικών ελαχίστων. Η μέθοδος αυτή είναι ο h-maxima μετασχηματισμός. ο οποίος φιλτράρει τα μέγιστα της εικόνας και κρατάει μόνο αυτά που είναι μεγαλύτερα από μία σταθερά h (ή ισοδύναμα ότι απορρίπτει τα ελάχιστα που είναι μικρότερα από την τιμή h). Η επιλογή της τιμής του h είναι πολύ σημαντικός παράγοντας για τη σωστή κατάτμηση της εικόνας. Όσο μικρότερη είναι η τιμή του h, τόσο περισσότερα τοπικά ελάχιστα θα χρησιμοποιηθούν ως αφετηρία για το μετασχηματισμό watershed, και για πολύ μικρή τιμή του h μπορεί να προκύψουν περισσότερα από ένα σημεία εκκίνησης για κάθε αντικείμενο, κάτι που θα οδηγήσει σε over-segmentation, ενώ για πολύ μεγάλο h θα προκύψουν πολύ λίγα σημεία εκκίνησης και είναι πιθανό σε κάποια αντικείμενα να μην αντιστοιχεί κανένα. Και σε αυτήν την περίπτωση, η watershed κατάτμηση εφαρμόζεται στην κλίση (gradient) της εικόνας.

Τα παραπάνω εφαρμόστηκαν στην Εικόνα 12, έστω εικόνα f1, (εικόνα που προέκυψε από την εξομάλυνση της αρχικής εικόνας με εφαρμογή πολλαπλών opening και closing στο δεύτερο φασματικό κανάλι της αρχικής εικόνας). Η εικόνα αυτή χρησιμοποιήθηκε σαν είσοδος στον αλγόριθμο regional_minima, ο οποίος αφαιρεί από αυτήν τη σταθερά h, την οποία εισάγει ο χρήστης, οπότε προκύπτει η εικόνα g, η οποία παρουσιάζεται παρακάτω για h =92.

[image: image65.emf]
Εικ. 19: Η εικόνα που προκύπτει από την αφαίρεση της τιμής 92 από την τιμή της έντασης κάθε pixel της εικόνας.

Κατόπιν πραγματοποιείται reconstruction opening της εικόνας f1 από την εικόνα g και η εικόνα που προκύπτει αφαιρείται από την εικόνα f1. Η εικόνα που προκύπτει περιέχει όλες τις ‘κορυφογραμμές’ της αρχικής εικόνας. Η συμπληρωματική της εικόνας αυτής είναι η εικόνα των τοπικών ελαχίστων (regmin) και παρουσιάζεται παρακάτω.

[image: image66.emf]
Εικ. 20: Η εικόνα των τοπικών ελαχίστων (regmin) της εικόνας.

Έπειτα, διακριτοποείται η εικόνα regmin με την τεχνική του Otsu  και προκύπτει μία δυαδική εικόνα όπου τα τοπικά ελάχιστα παρουσιάζονται άσπρα και τα υπόλοιπα τμήματα της εικόνας μαύρα. Η εικόνα αυτή είναι η επόμενη.
 [image: image67.emf]
Εικ. 21: Η δυαδική εικόνα των τοπικών ελαχίστων της εικόνας.

Μπορεί να παρατηρήσει κανείς ότι κάποια από αυτά τα τοπικά ελάχιστα προκύπτουν από αλληλοεπικάλυψη κάποιων πυρήνων. Αυτό θα δημιουργήσει πρόβλημα στην κατάτμηση watershed που ακολουθεί,  αφού αυτά τα τοπικά ελάχιστα θα επιβληθούν ως τα μοναδικά ελάχιστα της εικόνας f και ο ‘πλημμυρισμός’ της εικόνας θα ξεκινήσει από εκεί. Η εικόνα των τοπικών ελαχίστων (markers) μαζί με τα όρια που προκύπτουν από την κατάτμηση watershed είναι η επόμενη.

[image: image68.emf]
Εικ. 22: Τα τοπικά ελάχιστα και τα σύνορα που προκύπτουν από την κατάτμηση watershed
Κατόπιν, υπολογίζεται η gradient της εικόνας και τα τοπικά ελάχιστα επιβάλλονται και στην εικόνα της gradient. Στην εικόνα που προκύπτει εφαρμόζεται κατάτμηση watershed κι εμφανίζονται τα σύνορα που προκύπτουν για κάθε περιοχή (πυρήνα). Η εικόνα που προκύπτει είναι η επόμενη.

[image: image69.emf]
Εικ. 23: Τα σύνορα που προκύπτουν για κάθε πυρήνα

Τέλος, τα σύνορα που προέκυψαν υπερτίθενται στην αρχική εικόνα, ώστε να διαπιστωθεί αν τα όρια που βρέθηκαν είναι ακριβή. Η εικόνα αυτή είναι η επόμενη.
[image: image70.emf]
Εικ. 24: Κατάτμηση της εικόνας με τη μέθοδο seeded watershed με τα τοπικά ελάχιστα (seeds) της εικόνας 20. Παρατηρείται ότι υπάρχει υπό-κατάτμηση (under-segmentation) κάποιων πυρήνων, ενώ κάποιοι άλλοι δεν αναγνωρίζονται καθόλου ως πυρήνες.
Μπορεί να παρατηρήσει κανείς ότι κι εδώ ανιχνεύονται συσσωματώματα πυρήνων σαν ένας πυρήνας, καθώς επίσης και ότι ατέλειες του φόντου αναγνωρίζονται σαν αντικείμενα ενδιαφέροντος. Αυτό οφείλεται στα τοπικά ελάχιστα που επιβλήθηκαν στην εικόνα. Αν π.χ. γινόταν κατωφλίωση της εικόνας των τοπικών ελαχίστων (regmin), όχι με το όριο που βρέθηκε από την τεχνική του Otsu, αλλά π.χ. με όριο  0.2, η εικόνα των τοπικών ελαχίστων θα ήταν η επόμενη.

[image: image71.emf]
Εικ. 25: Η εικόνα των τοπικών ελαχίστων για όριο κατωφλίωσης για την regmin threshold=0.2

Η τελική εικόνα που προκύπτει είναι η επόμενη.

[image: image72.emf]
Εικ. 26: Κατάτμηση της εικόνας για τα τοπικά ελάχιστα της Εικ.23. Η κατάτμηση είναι καλύτερη από την κατάτμηση της Εικ. 25, αλλά πάλι παρατηρείται υπό-κατάτμηση (under-segmentation) και απώλεια πληροφορίας λόγω της μη αναγνώρισης πυρήνων.
Με απλή σύγκριση βλέπει κανείς ότι η κατάτμηση στην Eικ. 26 είναι καλύτερη από την Eικ. 24, κυρίως γιατί απορρίφθηκαν κάποια τοπικά ελάχιστα που αντιστοιχούσαν σε ατέλειες του υποβάθρου. Παρ’ όλα αυτά, πάλι δεν αναγνωρίζονται όλοι οι πυρήνες. Όμως η μέθοδος αυτή δεν είναι αυτόματη, συνεπώς δεν μπορεί να επιλεγεί ως κατάλληλη για χρήση στα επόμενα βήματα. 

Κατάτμηση της εικόνας μόνο με βάση την πληροφορία που προκύπτει από το σχήμα των πυρήνων.

Η πληροφορία που λαμβάνεται για το σχήμα των πυρήνων από το μετασχηματισμό απόστασης, που περιγράφηκε παραπάνω, μπορεί να αξιοποιηθεί κι αλλιώς για την κατάτμηση της εικόνας. 

Τα  στοιχεία του πίνακα του μετασχηματισμού απόστασης που αντιστοιχούν στα pixels που βρίσκονται στα όρια των αντικειμένων έχουν την τιμή 1. Όταν υπολογίζεται ο συμπληρωματικός πίνακας του πίνακα του μετασχηματισμού απόστασης της εικόνας, τα στοιχεία αυτά παίρνουν την τιμή 0, και είναι τα μοναδικά που έχουν αυτήν την τιμή. Χρησιμοποιώντας αυτήν την ιδιότητα, μπορούν να βρεθούν τα όρια των αντικειμένων. Τα όρια που προέκυψαν με τον τρόπο αυτό δίνονται στην επόμενη εικόνα.
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Εικ. 27: Τα όρια των κυττάρων με βάση το μετασχηματισμό απόστασης. Αν και παρατηρείται υπό-κατάτμηση (under-segmentation), η κατάτμηση που επιτυγχάνεται είναι η καλύτερη που έχει επιτευχθεί μέχρι τώρα, αφού εντοπίζονται όλοι οι πυρήνες.
Εξαγωγή χαρακτηριστικών

Στα προηγούμενα, παρουσιάστηκε η κατάτμηση της εικόνας και τα όρια που προκύπτουν μετά από την επεξεργασία των εικόνων με διάφορες μεθόδους. Οι εικόνες αυτές παρουσιάστηκαν για να γίνει καλύτερη η οπτικοποίηση του αποτελέσματος και δεν είναι αυτές που θα χρησιμοποιηθούν στη συνέχεια για την ομαδοποίηση των αντικειμένων και την εξαγωγή συμπερασμάτων. Αυτό θα γίνει με επεξεργασία της αντίστοιχης δυαδικής εικόνας, στην οποία τα αντικείμενα που αναγνωρίστηκαν θα παρουσιάζονται άσπρα και το φόντο θα παρουσιάζεται μαύρο.

Το MATLAB επεξεργάζεται την εικόνα αυτή και ‘μετράει’ τα αντικείμενα που βρίσκονται στην εικόνα, φτιάχνοντας έναν πίνακα ίσων διαστάσεων με την εικόνα, έτσι ώστε στη θέση καθενός pixel που αντιστοιχεί στο φόντο να βρίσκεται η τιμή 0, ενώ τα pixel που αντιστοιχούν στο ίδιο αντικείμενο έχουν όλα την ίδια τιμή (άρα στις θέσεις που αντιστοιχούν στα pixel του πρώτου αντικειμένου βρίσκεται η τιμή 1, στις θέσεις που αντιστοιχούν στα pixel του δεύτερου αντικειμένου βρίσκεται η τιμή 2 κλπ μέχρι το τελευταίο αντικείμενο). Ο αριθμός που καταχωρείται στο κάθε αντικείμενο ονομάζεται ταμπέλα (label) και ο πίνακας που προκύπτει ονομάζεται label matrix. Προφανώς, οι πυρήνες που ακουμπούν μεταξύ τους αναγνωρίζονται σαν ένα αντικείμενο. 

Παρακάτω δίνεται μια οπτικοποίηση του label matrix, όπου τα διαφορετικά αντικείμενα δίνονται με διαφορετική απόχρωση χρώματος.
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Εικ. 28: Οπτικοποίηση του label matrix-τα κύτταρα που αναγνωρίστηκαν παρουσιάζονται με διαφορετικά χρώματα.

Το χαρακτηριστικό των αντικειμένων που θα χρησιμοποιηθεί για την εξαγωγή συμπερασμάτων είναι η ένταση των φωτεινοτήτων των ανεξάρτητων πυρήνων. 

Τα αριθμητικά αποτελέσματα που προέκυψαν μέχρι τώρα δεν είναι το τελικό επιθυμητό αποτέλεσμα. Από την προηγούμενη διαδικασία έχουν επιλεγεί από την εικόνα όχι μόνο μεμονωμένοι πυρήνες ενδιαφέροντος αλλά και συσσωματώματα τους και πιθανόν κάποια τμήματα του υποβάθρου. Τα υπόλοιπα αντικείμενα εκτός από τους πυρήνες ενδιαφέροντος θα πρέπει με κάποια κριτήρια να απορριφθούν, διαφορετικά, θα προκύψουν λανθασμένα αποτελέσματα και θα γίνει εξαγωγή λανθασμένων συμπερασμάτων. Τα κριτήρια απόρριψης των μη επιθυμητών αντικειμένων τα οποία εξετάστηκαν στην εργασία αυτή είναι  το εμβαδόν των αντικειμένων και η κυκλικότητα τους.  
Διαχωρισμός με βάση την κυκλικότητα

Όσο πιο κοντά στη μονάδα είναι η κυκλικότητα (roundness) ενός σχήματος, τόσο πιο πολύ το σχήμα αυτό πλησιάζει τον  κύκλο (η κυκλικότητα του κύκλου είναι ίση με τη μονάδα). Το σχήμα των πυρήνων είναι σχεδόν κυκλικό, ενώ τα συσσωματώματα πυρήνων έχουν πιο ακανόνιστο σχήμα. Συνεπώς τα αντικείμενα που αναγνωρίστηκαν και είναι όντως ανεξάρτητοι πυρήνες θα έχουν κυκλικότητα πιο κοντά στη μονάδα απ’ ότι τα συσσωματώματα πυρήνων. Εάν λοιπόν επιλεγεί κατάλληλο κατώφλι στις τιμές της κυκλικότητας των πυρήνων μπορεί να γίνει εφικτός ο διαχωρισμός των συσσωματωμάτων πυρήνων από τους ανεξάρτητους πυρήνες. Πιθανές τιμές του κατωφλίου αυτού είναι η μέση τιμή των καμπυλοτήτων των αντικειμένων, το κατώφλι που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσης του Otsu ή κάποια τιμή που εισάγει αυθαίρετα ο χρήστης. Στην εργασία αυτή θέλοντας να ελαχιστοποιήσουμε την συνεισφορά του χρήστη και να αυτοματοποιήσουμε όσο το δυνατόν την όλη διαδικασία επιλέξαμε την τεχνική κατωφλίωσης του Otsu.
Στην πράξη, αυτό γίνεται ως εξής: Μετά από τη δημιουργία του label matrix, θα γίνει ο υπολογισμός της κυκλικότητας κάθε αντικειμένου από τον τύπο Roundness=
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, όπου Roundness είναι η κυκλικότητα του αντικειμένου, area είναι το εμβαδόν του (που θα υπολογιστεί όπως πριν) και perimeter είναι η περίμετρός του. Οι καμπυλότητες που υπολογίστηκαν εισάγονται σε έναν πίνακα και συγκρίνονται με την τιμή που τέθηκε σαν όριο. Όσες είναι μεγαλύτερες από το όριο αυτό εισάγονται σε έναν δεύτερο πίνακα και θα χρησιμοποιηθούν στην επεξεργασία των δεδομένων. Στην εικόνα που ακολουθεί, τα κύτταρα που έχουν στο εσωτερικό τους έναν μαύρο κύκλο είναι αυτά που έχουν κυκλικότητα μεγαλύτερη από το όριο που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσης του Otsu.
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Εικ. 29: Τα κύτταρα με το μαύρο κύκλο είναι αυτά που έχουν κυκλικότητα σμεγαλύτερη από το όριο κυκλικότητας που προέκυψε από την τεχνική του Otsu.

Διαχωρισμός με βάση το εμβαδόν

Το εμβαδόν των συσσωματωμάτων είναι κατά πολύ μεγαλύτερο από το εμβαδόν των ανεξάρτητων πυρήνων. Αυτό οφείλεται στην υπό-κατάτμηση (under-segmentation) που με τη σειρά της οφείλεται στην επικάλυψη κάποιων πυρήνων και την αδυναμία διαχωρισμού τους από τον αλγόριθμο (και πολλές φορές ούτε από έναν παρατηρητή της εικόνας), αφού δεν υπάρχουν ευκρινή όρια μεταξύ τους. Επομένως, η απόρριψη των συσσωματωμάτων μπορεί να γίνει με βάση αυτήν την ιδιότητα, δηλαδή αν απορριφθούν τα αντικείμενα με εμβαδόν μεγαλύτερο από ένα όριο (που μπορεί να είναι η μέση τιμή των εμβαδών των αντικειμένων, το κατώφλι που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσης του Otsu ή κάποια τιμή που θα εισάγει ο χρήστης). Στην επόμενη εικόνα δίνεται το ιστόγραμμα των εμβαδών των αντικειμένων που αναγνωρίστηκαν ως πυρήνες.
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Εικ. 30: Το ιστόγραμμα των εμβαδών όλων των αντικειμένων που αναγνωρίστηκαν (ανεξάρτητα κύτταρα και συσσωματώματα).

Στην πράξη, ο διαχωρισμός αυτός γίνεται ως εξής. Μετά από τη δημιουργία του label matrix, υπολογίζεται από το MATLAB το εμβαδόν (δηλαδή το σύνολο των pixels) του κάθε αντικειμένου, τα εμβαδά αυτά εισάγονται σε έναν πίνακα και μετά συγκρίνονται με την τιμή που τίθεται ως όριο. Όσα αντικείμενα είναι μικρότερα από την τιμή αυτή εισάγονται σε έναν άλλο πίνακα και θα χρησιμοποιηθούν στο επόμενο βήμα (στην επεξεργασία των δεδομένων). Στην εικόνα που ακολουθεί, τα κύτταρα που έχουν στο εσωτερικό τους έναν μαύρο κύκλο είναι αυτά που έχουν εμβαδόν μικρότερο από το όριο που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσης του Otsu.
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Εικ. 31: Τα κύτταρα με τον κύκλο στο εσωτερικό τους έχουν εμβαδόν μικρότερο από το εμβαδόν που προκύπτει από την τεχνική κατωφλίωσηss του Otsu.

Μπορεί κανείς να παρατηρήσει ότι με τον τρόπο αυτό απορρίπτονται κάποια ανεξάρτητα κύτταρα, ενώ αναγνωρίζονται σαν ανεξάρτητα κύτταρα κάποια συσσωματώματα μικρών κυττάρων. Τα ανεξάρτητα κύτταρα που απορρίπτονται εδώ είναι λιγότερα από την προηγούμενη περίπτωση. Αυτό είναι φυσικό, αφού αρκετά μεμονωμένα κύτταρα δεν έχουν κυκλικό σχήμα (κι ακόμα περισσότερο τα καρκινικά, που δεν είναι φυσιολογικά), οπότε αυτά απορρίπτονταν με την προηγούμενη μέθοδο διαχωρισμού. Για το λόγο αυτό στην υπόλοιπη επεξεργασία θα γίνεται ο διαχωρισμός με βάση το εμβαδόν των κυττάρων, δηλαδή τα αντικείμενα που θα θεωρηθούν ανεξάρτητοι πυρήνες και θα ληφθούν υπ’ όψιν στην υπόλοιπη επεξεργασία είναι αυτά που στην εικόνα 31 έχουν ένα μαύρο κύκλο στο εσωτερικό τους.

Αφού έχει γίνει ο διαχωρισμός των κυττάρων, πρέπει στα κύτταρα αυτά να μελετηθεί η ένταση της φωτεινότητάς τους. Η ένταση της φωτεινότητας είναι ενδεικτική της περιεχόμενης ποσότητας DNA, αφού όσο περισσότερο DNA περιέχει ένας πυρήνας, τόσο περισσότερη χρωστική απορροφάει, άρα τόσο πιο έντονα χρωματισμένος θα εμφανίζεται στην εικόνα. Στην εργασία αυτή υλοποιήθηκε αλγόριθμος που υπολογίζει τη μέση τιμή της έντασης φωτεινότητας κάθε ανεξάρτητου πυρήνα.
1.1.2 Επεξεργασία των δεδομένων
Μετά τον υπολογισμό της φωτεινότητας του κάθε κυττάρου από το MATLAB, υπολογίζεται η μέση τιμή των εντάσεων της φωτεινότητας κάθε ανεξάρτητου κυττάρου. Η πληροφορία αυτή θα χρησιμοποιηθεί για τον πλοειδισμό των πυρήνων. Αυτό όμως είναι πέρα από τα όρια της παρούσας εργασίας.
1.2 Συζήτηση
Το αντικείμενο της εργασίας αυτής ήταν η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του πλοειδισμού των καρκινικών κυττάρων με απώτερο στόχο την εφαρμογή της μεθοδολογίας αυτής στον καρκίνο του προστάτη. Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε περιλαμβάνει την κατάτμηση εικόνων μικροσκοπίου με σκοπό την απομόνωση των καρκινικών πυρήνων κι έπειτα μέτρηση της έντασης και ποσοτικοποίηση του περιεχόμενου στους πυρήνες DNA. Η μεθοδολογία αυτή εφαρμόστηκε σε εικόνες μικροσκοπίου όπου διακρίνονται επισημασμένοι πυρήνες καρκινικών κυττάρων από βιοψία προστάτη.

Πιο αναλυτικά, αναπτύχθηκαν αλγόριθμοι για όλα τα στάδια της επεξεργασίας και κατάτμησης εικόνας, ξεκινώντας από την προεπεξεργασία της εικόνας για την εξομάλυνσή της και την απαλοιφή των ατελειών που πιθανόν παρουσιάζει, μέχρι την εξαγωγή των χαρακτηριστικών που θα δώσουν τα στοιχεία που απαιτούνται για τον πλοειδισμό των πυρήνων. Η εικόνα παρουσίαζε κάποιες ατέλειες, όπως η αλληλοεπικάλυψη ή ο κακός χρωματισμός κάποιων πυρήνων, ανομοιομορφίες του φόντου ή η κακή εστίαση κάποιων εικόνων. Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο το στάδιο της προεπεξεργασίας.

Κατά την προεπεξεργασία της εικόνας, αναπτύχθηκαν δύο αλγόριθμοι. Με τον πρώτο, η εικόνα μετατρέπεται σε γκρίζα κι εφαρμόζονται πολλαπλά openings και closings, τα οποία βασίζονται στην ανακατασκευή (reconstruction). Με τον δεύτερο, τα πολλαπλά openings και closings εφαρμόζονται στο δεύτερο φασματικό κανάλι της εικόνας. Μετά από σύγκριση ανάμεσα στα αποτελέσματα των δύο εικόνων, αποφασίστηκε ότι στην υπόλοιπη επεξεργασία θα χρησιμοποιηθεί το αποτέλεσμα του δεύτερου αλγόριθμου, γιατί είναι μια εικόνα πιο ομαλή από αυτήν που προκύπτει από τον πρώτο αλγόριθμο.

Το επόμενο στάδιο της επεξεργασίας της εικόνας είναι η κατάτμηση. Για την κατάτμηση της εικόνας υλοποιήθηκαν διάφορες τεχνικές. Η πρώτη είναι η τεχνική της απλής κατωφλίωσης. Για την απλή κατωφλίωση υλοποιήθηκαν δύο τεχνικές, η τεχνική κατωφλίωσης ελάχιστου σφάλματος των Kittler et al. και η μη παραμετρική μέθοδος κατωφλίωσης του Otsu. Καμία από τις δύο δεν έδινε το επιθυμητό αποτέλεσμα, αφού η εικόνα στην οποία εφαρμόστηκαν δεν είναι ιδανική. Το πρόβλημα που παρουσιάστηκε και καθιστούσε τις τεχνικές αυτές ακατάλληλες για την κατάτμηση της εικόνας ήταν ότι οδηγούσαν σε υπό-κατάτμηση της εικόνας (under-segmentation).  Οι τεχνικές αυτές εμφανίζουν αδυναμία στην αναγνώριση των ορίων ανάμεσα σε πυρήνες που βρίσκονταν πολύ κοντά ο ένας στον άλλον, ή αλληλοεπικαλύπτονταν, με αποτέλεσμα να αναγνωρίζονται συσσωματώματα πυρήνων ως ανεξάρτητοι πυρήνες. Παρότι τα αποτελέσματα της απλής κατωφλίωσης δεν είναι ικανοποιητικά για την κατάτμηση της εικόνας, οι τεχνικές αυτές μπορούν να χρησιμοποιηθούν όπου απαιτείται διακριτοποίηση εικόνας. Από τη σύγκριση των δυαδικών εικόνων που προέκυψαν από την εφαρμογή κάθε μίας από τις τεχνικές αυτές, βγήκε το συμπέρασμα ότι η τεχνική του Otsu δίνει καλύτερο αποτέλεσμα από ότι η τεχνική των Kittler et al. Επομένως, στην υπόλοιπη επεξεργασία, όπου απαιτείται η διακριτοποίηση εικόνας θα χρησιμοποιείται η τεχνική του Otsu. 

Η δεύτερη τεχνική που υλοποιήθηκε για την κατάτμηση της εικόνας βασίστηκε στον αλγόριθμο watershed. Ο αλγόριθμος watershed εφαρμόστηκε με τρεις τρόπους: σε εικόνα που έδινε πληροφορίες για το σχήμα των πυρήνων (εικόνα του μετασχηματισμού απόστασης της αρχικής εικόνας), σε εικόνα που έδινε πληροφορίες για τις ακμές των πυρήνων της αρχικής εικόνας (εικόνα της gradient της αρχικής εικόνας) και με την τεχνική seeded watershed segmentation. Η εφαρμογή του αλγορίθμου watershed στην εικόνα του μετασχηματισμού απόστασης οδηγεί σε πολύ κακή κατάτμηση της εικόνας (κόβει την εικόνα σε κομμάτια μέσα στα οποία περιέχονται πυρήνες μαζί με φόντο). Η εφαρμογή του αλγορίθμου watershed στην εικόνα της gradient της αρχικής εικόνας οδηγεί σε υπέρ-κατάτμηση (over-segmentation) της εικόνας, αφού και η ένταση της φωτεινότητας στο εσωτερικό των πυρήνων δεν είναι ομοιόμορφη, αντίθετα υπάρχουν απότομες εναλλαγές. Τέλος, η εφαρμογή της seeded watershed segmentation, αν και δεν παρουσιάζει τόσο έντονο πρόβλημα όσο οι δύο προηγούμενες τεχνικές, δεν είναι ικανοποιητική, γιατί δεν αναγνωρίζει καθόλου κάποιους πυρήνες, ενώ δεν μπορεί να διακρίνει τα όρια ανάμεσα στους πυρήνες που αλληλεπικαλύπτονται. 

Η τελευταία τεχνική που χρησιμοποιήθηκε για την κατάτμηση της εικόνας βασίστηκε στο μετασχηματισμό απόστασης. Ο αλγόριθμος αυτός βασίζεται στην εύρεση της συμπληρωματικής εικόνας της εικόνας του μετασχηματισμού απόστασης. Με την τεχνική αυτή αναγνωρίζονται όλοι οι πυρήνες της εικόνας, αν και πάλι δεν ανιχνεύονται τα όρια ανάμεσα στους πυρήνες που αλληλεπικαλύπτονται. Η αδυναμία αυτή θα ξεπεραστεί με διαχωρισμό των αντικειμένων που αναγνωρίστηκαν ως ανεξάρτητοι πυρήνες και απομονώθηκαν, σε ανεξάρτητους πυρήνες και συσσωματώματα. Ο διαχωρισμός αυτός πραγματοποιήθηκε με κριτήρια απόρριψης τα οποία βασίστηκαν στην κυκλικότητα των αντικειμένων και στο εμβαδόν τους. Η κυκλικότητα επιλέχθηκε ως κριτήριο απόρριψης καθώς οι ανεξάρτητοι πυρήνες είναι πιο κυκλικοί από τα συσσωματώματα. Το εμβαδόν επιλέχθηκε σαν κριτήριο απόρριψης, καθώς τα συσσωματώματα πυρήνων έχουν μεγαλύτερο εμβαδόν από τους ανεξάρτητους πυρήνες. Το αποτέλεσμα του αλγόριθμου αυτού θα χρησιμοποιηθεί για την εξαγωγή των χαρακτηριστικών ενδιαφέροντος των πυρήνων και την επεξεργασία τους. 

Αφού έγινε ο διαχωρισμός των ανεξάρτητων πυρήνων από τα συσσωματώματα και τα δεύτερα αποκλείστηκαν από την περαιτέρω επεξεργασία, υπολογίστηκε η ένταση της φωτεινότητας καθενός από τους ανεξάρτητους πυρήνες. Η ένταση της φωτεινότητας είναι το χαρακτηριστικό των πυρήνων που μπορεί να δώσει πληροφορίες σχετικά με το περιεχόμενο στους πυρήνες DNA, πληροφορία που είναι απαραίτητη για τον πλοειδισμό των καρκινικών κυττάρων. Η ένταση της φωτεινότητας των πυρήνων είναι το κυτταρομετρικό αντίστοιχο της περιεχόμενης στους πυρήνες ποσότητας DNA, αφού η ποσότητα της χρωστικής ουσίας που θα απορροφηθεί από τον πυρήνα είναι ανάλογη της ποσότητας DNA που αυτός περιέχει. Όσο περισσότερη χρωστική ουσία απορροφηθεί από τον πυρήνα, τόσο πιο σκούρος θα εμφανίζεται στην εικόνα, άρα τόσο μικρότερη θα είναι η ένταση της φωτεινότητάς του. Με βάση λοιπόν την πληροφορία που προκύπτει από τον αλγόριθμο που αναπτύχθηκε στην εργασία αυτή, μπορεί να γίνει υπολογισμός του πλοειδισμού των καρκινικών πυρήνων. 

Με ανάπτυξη κατάλληλου αλγορίθμου που θα επεξεργάζεται τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την εργασία αυτή, μπορεί να επιτευχθεί η ποσοτικοποίηση του πλοειδισμού των καρκινικών πυρήνων. Για τον πλοειδισμό των καρκινικών πυρήνων, πρέπει να συγκριθεί η περιεχόμενη στους καρκινικούς πυρήνες ποσότητα DNA με τη μέση ποσότητα DNA που περιέχεται σε πρότυπους (δηλαδή διπλοειδικους) πυρήνες. Η μέση ποσότητα  DNA που περιέχεται στους πρότυπους πυρήνες μπορεί να βρεθεί αν η εικόνα που περιέχει τους πρότυπους πυρήνες εισαχθεί στον αλγόριθμο που υλοποιήθηκε στην εργασία αυτή και χρησιμοποιήθηκε για τη μέτρηση της έντασης της φωτεινότητας των καρκινικών πυρήνων. Τα αποτελέσματα που θα προκύψουν (δηλαδή οι μέσες φωτεινότητες των κυττάρων) πρέπει να μπουν σε ένα ιστόγραμμα. Η μέση τιμή των εντάσεων φωτεινότητας είναι η μέση τιμή της κλάσης που περιέχει τους περισσότερους πυρήνες, και αυτή θα θεωρηθεί ως η ποσότητα DNA που περιέχεται σε ένα διπλοειδικό κύτταρο. Τελικά, η ποσότητα DNA που περιέχεται στους καρκινικούς πυρήνες, θα συγκριθεί με την ποσότητα DNA που περιέχεται στους φυσιολογικούς, διπλοειδικούς πυρήνες, ώστε να βγει συμπέρασμα για τον πλοειδισμό των καρκινικών κυττάρων.  

Ο πλοειδισμός των καρκινικών κυττάρων μπορεί να δώσει σημαντικά στοιχεία για την εξέλιξη της νόσου, όπως για παράδειγμα το ρυθμό με τον οποίο αναπτύσσεται ο καρκινικός όγκος. Αν βρεθούν πολλά απλοειδικά κύτταρα σε έναν όγκο, σημαίνει ότι υπάρχουν πολλά κύτταρα που βρίσκονται στη φάση αντιγραφής του DNA, οπότε ο όγκος αναπτύσσεται με γρήγορο ρυθμό. Επίσης, ο πλοειδισμός μπορεί να δώσει στοιχεία για την επιλογή της κατάλληλης θεραπείας που πρέπει να ακολουθηθεί. Για παράδειγμα, έχει παρατηρηθεί ότι διπλοειδικοί όγκοι ανταποκρίνονται καλύτερα σε θεραπεία με αντιανδρογόνα, από ότι οι απλοειδικοί όγκοι. 

 Για να εξαχθούν όμως τα σωστά συμπεράσματα, πρέπει να έχει γίνει σωστή κατάτμηση της εικόνας, έτσι ώστε να αναγνωριστούν όσο το δυνατόν περισσότεροι ανεξάρτητοι πυρήνες και όσο το δυνατόν λιγότερα συσσωματώματα ή κομμάτια του φόντου, γεγονός που θα οδηγήσει στην εξαγωγή λανθασμένων συμπερασμάτων. Η εργασία αυτή συνεισφέρει στην κατεύθυνση αυτή εξετάζοντας το πρόβλημα της  κατάτμησης των εικόνων με σκοπό την εύρεση ενός αλγορίθμου ο οποίος θα μπορεί να απομονώσει ικανοποιητικά τους περισσότερους, αν όχι όλους, τους ανεξάρτητους πυρήνες από μία εικόνα μικροσκοπίας. Αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα οι μετρήσεις που θα γίνουν για την ποσοτικοποίηση του περιεχόμενου DNA των καρκινικών πυρήνων να είναι όσο το δυνατόν πιο αντικειμενικές και η διαδικασία κατάτμησης να είναι όσο το δυνατό λιγότερο χρονοβόρα.
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ
Παρακάτω δίνεται ο κώδικας ΜATLAB που υλοποιήθηκε για την επεξεργασία των εικόνων. 
ΠΡΟΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ
function [f] =e3omalunsh_alg1 (f) % metatroph ths eikonas se double grayscale ki omalopoihsh ths-afairesh 8orubou me telestes reconstuction.
figure;imshow(f);
ff=f; 
f=rgb2gray(f); 
figure;imshow(f);
for n=1:5
    s=strel('disk',n);
    marker=imerode(f,s);
    A=imreconstruct(marker,f);
    B=255-A;

    marker=imerode(B,s);
    f=255-imreconstruct(marker,B);
end;
f=double(f);
figure;imshow(f);
function [f] =e3omalunsh_alg2 (f) % epe3ergasia tou 2ou fasmatikou                     

%kanaliou ths eikonas kai apaloifh 8orubou. Ε3omalunsh ths eikonas me xrhsh telestwn reconstruction
figure;imshow(f);
ff=f; 
f=f(:,:,2);
figure;imshow(f);
for n=1:5
    s=strel('disk',n);
    marker=imerode(f,s);
    A=imreconstruct(marker,f);
    B=255-A;
    marker=imerode(B,s);
    f=255-imreconstruct(marker,B);
end;
figure;imshow(f);
ΚΑΤΑΤΜΗΣΗ
Διακριτοποίηση

function [opt_t_kittler]=kittler_thres(h,g) % euresh tou katwfliou thw eikonas apo to istogramma ths me thn texnikh twn Kittler et al.
t=1;
a=zeros(1,256);
P=(ones(1,256))*h;
hg=h.*g;
ahg=(ones(1,256)*hg);
while t<257
    for j=1:t
        a(j)=1;
    end
    P1(t)=a*h;
    P2(t)=P-P1(t);
    ahg1(t)=a*hg;
        if (P1(t)>0)
            m1(t)=ahg1(t)/P1(t);
            s1(t)=(a*(((g-m1(t)).^2).*h))/P1(t);
            sigma1(t)=sqrt(s1(t));
        else sigma1(t)=0;m1(t)=0;
        end
    ahg2(t)=ahg-ahg1(t);
        if (P2(t)>0)
            m2(t)=ahg2(t)/P2(t);
            temp(t)=(ones(1,256))*((g-m2(t)).^2.*h);
            temp1(t)=a*(((g-m2(t)).^2).*h);
            s2(t)=(temp(t)-temp1(t))/P2(t);
            sigma2(t)=sqrt(s2(t));
        else sigma2(t)=0;m2(t)=0;
        end
    if (sigma1(t)>0) & (sigma2(t)>0)
       J(t)=1+2*(P1(t)*log10(sigma1(t))+P2(t)*log10(sigma2(t)))-2*(P1(t)*log10(P1(t))+P2(t)*log10(P2(t)));
    else J(t)=0;
    end  
t=t+1;
end
opt_J=min(J);
opt_t_kittler=find(J==opt_J);
if length(opt_t_kittler)>1
    opt_t_kittler=max(opt_t_kittler);
end
function [opt_t_otsu]=otsu_thres(h,g); % euresh tou katwfliou thw eikonas apo to istogramma ths me thn texnikh tou Otsu
x1=length(h);
N=(ones(1,x1))*h;
a=zeros(1,x1);
n=h;
p=n/N;
gp=g.*p;
mT=(ones(1,x1))*gp;
t=1;
while t<x1+1
    for k=1:t
        a(k)=1;
    end
    w(t)=a*p;
    m(t)=a*gp;
    if (w(t)>0) & (w(t)<1)
        sb(t)=((mT*w(t)-m(t))^2)/(w(t)*(1-w(t)));
    else sb(t)=0;
    end
    t=t+1;
end
opt_sb=max(sb);
opt_t_otsu=find(sb==opt_sb);
if length(opt_t_otsu)>1
    opt_t_otsu=max(opt_t_otsu);
end
function [bw]=to_binary(f,threshold) % metatroph mias eikonas f se duaikh me xr;hsh katwfliou threshold
[x2,x3]=size(f);
bw=ones(x2,x3);
for i=1:x2
    for j=1:x3
        if f(i,j)<threshold bw(i,j)=0;
        else bw(i,j)=1;
        end
    end
end
bw=double(bw);
figure;imshow(bw);
Watershed segmentation
I. Με βάση την πληροφορία για το σχήμα των κυττάρων

%katatmhsh me efarmogh tou metasxhmatismou watershed sto metasxhmatismo
%apostashs ths eikons
f=imread('25.tif');
f=e3omalunsh_alg2(f);
[h,g]=imhist(f);
[opt_t_otsu]=otsu_thres(h,g);
[bw]=otsu_binary(f,opt_t_otsu);
I= bwdist(bw); 
figure, imshow(I,[]); 
I=imcomplement(I);figure, imshow(I,[])
I1= watershed(I);
figure, imshow(I1,[]);
k=I1==0;
figure;imshow(k);
f=double(f);
w=max(k,f/255);
figure, imshow(w,[]);

IΙ. Με βάση την πληροφορία για τις ακμές των κυττάρων

%katatmhsh me efarmogh watershed sthn eikona ths gradient ths eikonas
f=imread('25.tif');
f1=e3omalunsh_alg2(f);
f2=double(f1);
figure;imshow(f2,[]);
[x,y]=gradient(f2);
grad=sqrt(x.^2 + y.^2);
figure;imshow(grad,[]);
g=imclearborder(grad);
im3 = watershed(g);
figure, imshow(im3,[])
i=im3==0;
figure;imshow(i)
w=max(i,f2/255);
figure, imshow(w,[]);
IΙΙ. Seeded watershed segmentation

function [g,regmin]=regional_minima (p,f) % euresh twn topikwn elaxistwn      

                    %apo ta opoia 8a 3ekinhsei o plhmmurisms twn eikonwn
f1=255-f; 
g=f1-p; 
figure;imshow(g);
regmin=255-imreconstruct(g,f1)-f;
figure;imshow(regmin,[]);
function [pose2,f]=epibolh_minima(f,regmin1)
%allagh ths topologias ths eikonas,epibolh twn markers ws ta monadika elaxista.
%Yperthesi twn markers sthn eikona
%H eikona 8a exei twra topika elaxista opou to regmin einai mh mhdeniko
f=double(f);
pose=imimposemin(f,regmin1);
pose2=double(pose);
figure;imshow(pose2);
function [w,m]=efarmogi_watershed(pose2)
%efarmogh metasxhmatismou watershed-eurwsh eniaiou shmadeuth
w=watershed(pose2);
figure;imshow(w,[]);
m=w==0;
figure;imshow(m);
function [jk,jn,jm,m2,jb]=teliki_epe3ergasia (regmin1,m,f,m2)
%allagh topologias tou gradient tis filtrarismens eikonas, 
%efarmogh watershed gia katatmhsh, uperthesh ths katatmhshs sthn arxikh
%eikona.Yperthesh twn markers sthn prohgoumenh eikona 
jk=max(regmin1,m);
figure;imshow(jk,[]);
[x,y]=gradient(f);
grad=sqrt(x.^2 + y.^2);
jn=imimposemin(grad,jk);
jm=watershed(jn);
figure;imshow(jm,[]);
m2=jm==0;
m2=imclearborder(m2);
figure;imshow(m2,[]);
jb=max(m2,f/255);
figure;imshow(jb,[]);
filename='25.tif';
f=imread(filename);
[f] =e3omalunsh_alg2 (f);
[g,regmin]=regional_minima (92,f);
[h,g]=imhist(regmin);
[opt_t_otsu]=otsu_thres(h,g);
[regmin1]=to_binary(regmin,opt_t_otsu);
[pose2,f]=epibolh_minima(f,regmin1);
[w,m]=efarmogi_watershed(pose2);
[jk,jn,jm,m2,jb]=teliki_epe3ergasia (regmin1,m,f);
Εφαρμογή του μετασχηματισμού απόστασης
function [w,l] =dist (bw,f) %briskei ta oria twn antikeimenwn me bash thn plhroforia pou prokuptei apo to metasxhmatismo apostashs
I= bwdist(bw); 
figure, imshow(I,[]); 
I=imcomplement(I);
figure, imshow(I,[]);
s=strel('disk',2);
I=imclose(I,s);
figure; imshow(I,[]);
k=I==0;
figure;imshow(k);
l=imclearborder(k);
f=double(f);
w=max(l,f/255);
figure, imshow(w);
ΕΞΑΓΩΓΗ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΩΝ
function [thresh,inten,L,Roundness2,all_cells2, all_round, threshold] = kuklikothtes (m2,filename)
%upologismos ths kuklikothtas tou ka8e antikeimenou kai aporripsh twn
%antikeimenwn pou exoun kuklikothta mikroterh apo kapoia timh
m2 = imclearborder(m2);
figure;imshow(m2);
m2 = imfill(m2,'holes');
figure;imshow(m2);%briskw ta oria ka8e kuttarou
[B,L] = bwboundaries(m2,'noholes');%gemizw to eswteriko twn kuttarwn etsi wste na emfanizontai aspra ta kuttara kai mauro to fonto
                                   %'optikopoiw' ton pinaka L (label matrix) kai sxediazw ta oria twn kuttarwn
Roundness=ones(1,length(B));
imshow(label2rgb(L, @jet, [.5 .5 .5],'shuffle'))
hold on
for k = 1:length(B)
  boundary = B{k};
  plot(boundary(:,2), boundary(:,1), 'w', 'LineWidth', 2)
end
stats = regionprops(L,'Area','Centroid');
all_cells1=[stats.Area]; %pinakas pou periexei ta embada olwn twn antikeimenwn   
all_cells2=all_cells1; %kratame ena antigrafo
for k = 1:length(B) %gia ka8e orio 
  % pairnw tis suntetagmenes ka8e oriou pou antistoixei sth label k
  boundary = B{k};
  % briskoume thn perimetro tou antikeimenou k
  delta_sq = diff(boundary).^2;    
  perimeter = sum(sqrt(sum(delta_sq,2)));
  % upologizw to embadon tou antikeimenou k
  area = stats(k).Area;
  % upologizw to metro ths kampulothtas tou antikeimenou k
  roundness = 4*pi*area/perimeter^2;
  Roundness(k)=roundness;
  Roundness2=Roundness; %kratame ena antigrafo tou Roundness
end
[opt_t_otsu,threshold_otsu]=otsu_thres(Roundness);
% krataw mono ta antikeimena pou exoun kampulothta mikroterh apo to orio threshold kai bazw enan mauro kuklo sto kentro tous (kanw to 
% embadon twn upoloipwn=0 kai thn kampylothta tous=0)
for k = 1:length(B) %gia ka8e orio 
  if Roundness(k) > threshold
     Roundness2(k)=Roundness(k);
     all_cells2(k)=all_cells1(k);
     centroid = stats(k).Centroid;
     plot(centroid(1),centroid(2),'ko');
  else all_cells2(k)=0;Roundness2=0;
  end
end
n=length(all_cells2);
i=1;
i1=1;
i2=1;
while i<n+1
    if all_cells2(i)>0 all_round(i1)=all_cells2(i); i1=i1+1;
    else garbage(i2)=all_cells2(i); i2=i2+1;
    end    
i=i+1;
end
function [B,L,opt_area,not_single,single,all_cells1,ind] = embada (m2)
%diaxwrismos twn antikeimenwn me bash to embadon tous-aporripsh twn
%antikeimenwn me embadon megalutero apo to orio pou prokuptei apo thn
%texnikh tou Otsu
m2 = imfill(m2,'holes');
figure;imshow(m2);%briskw ta oria ka8e kuttarou
[B,L] = bwboundaries(m2,'noholes');%gemizw to eswteriko twn kuttarwn etsi wste na emfanizontai aspra ta kuttara kai mauro to fonto
                                   %'optikopoiw' ton pinaka L (label matrix) kai sxediazw ta oria twn kuttarwn
imshow(label2rgb(L, @jet, [.5 .5 .5],'shuffle'))
hold on
for k = 1:length(B)
  boundary = B{k};
  plot(boundary(:,2), boundary(:,1), 'w', 'LineWidth', 2)
end
stats = regionprops(L,'Area','Centroid');
all_cells1=[stats.Area]; %pinakas pou periexei ta embada olwn twn antikeimenwn  
all_cells2=all_cells1; %kratame ena antigrafo
[n,xout]=hist(all_cells1);
n=n'; xout=xout';
[opt_hist]=otsu_thres(n,xout);
opt_area=xout(opt_hist);
i1=1; i2=1;
for k = 1:length(B)
    if all_cells1(k)<opt_area single(i1)=all_cells1(k);
       i1=i1+1;
       centroid = stats(k).Centroid;
       plot(centroid(1),centroid(2),'ko');
       ind(i1)=k;
    else not_single(i2)=all_cells1(k); 
       i2=i2+1;
    end
end
function [sum_int_single,mean_int_single,inten]=intens(ind,filename,L,B)
%upologismos ths entashs ths fwteinothtas tou ka8e kuttarou
len=length(B);
half_len=len/2;
fnew=imread(filename);
[fnew] =e3omalunsh_alg2 (fnew);
si=size(fnew);
i1=1;i2=1;
for k=1:len
    for y=1:length(ind)
        if ind(y)==k t=1;
            for i=1:si(1)
               for j=1:si(2)
                   if L(i,j)==k inten(t)=fnew(i,j);t=t+1;
                   else a=1;
                   end
               end
            end
        end
    end
inten=double(inten);
sint(k)=sum(inten);
[q,p]=hist(inten);
mean_inten(k)=mean(inten); %h mesh timh twn entasewn fwteinothtas twn pixel
sum_inten(k)=sum(q.*p); %to a8roisma twn entasewn fwteinothtas twn pixel
    if sint(k)>0 sum_int_single(i1)=sum_inten(k);mean_int_single(i1)=mean_inten(k);i1=i1+1;
    else i2=i2+1;
    end
inten(:)=0;
end
Τελική εφαρμογή για κατάτμηση κι εξαγωγή χαρακτηριστικών.
filename='25.tif';
f=imread(filename);
[f] =e3omalunsh_alg2 (f);
[h,g]=imhist(f);
[opt_t_otsu]=otsu_thres(h,g);
[bw]=to_binary(f,opt_t_otsu);
[w,l] =dist (bw,f);
[B,L,opt_area,not_single,singles,all_cells1,ind] = embada (l);
[sum_int_single,mean_int_single,inten]=intens(ind,filename,L,B);
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