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Metoda automatycznego wyznaczania
indeksu mitotycznego populacji komorek cebuli
z wykorzystaniem drzewa decyzyjnego

1. Wprowadzenie

Mitoza jest procesem przemian w jadrze komérkowym i cytoplazmie zmierzajacym do
wytworzenia komorek potomnych, bgdacych doktadnymi kopiami komorek somatycznych
organizméw. Najwazniejsze przemiany w trakcie mitozy zachodza w jadrze komoérkowym,
ktorego materiat ulega organizacji w chromosomy, rozdzielane nastgpnie migdzy komorki
potomne. Za pomoca mikroskopu mozna zaobserwowaé zmiang liczby sktadnikoéw jadra
komorkowego, ich ksztattu oraz potozenia. Obserwacje wystgpowania mitozy i jej etapow
umozliwiaja pomiar aktywnosci mitotycznej w populacji komorek. Wiedza na temat inten-
sywnosci podzialow komorek jest wykorzystywana do oceny wptywu réznych czynnikow
na stan organizmow i ich zdolno$¢ do przezycia w warunkach skazen chemicznych lub pro-
mieniowania jonizujacego [1, 2, 3]. Elementarnym wskaznikiem aktywnoS$ci mitotyczne;j
populacji komorek jest indeks mitotyczny zwiazany z udzialem procentowym komoérek da-
nej populacji podlegajacych mitozie [4].

Istnieje kilka rozwiazan komercyjnych umozliwiajacych automatyczny pomiar indek-
su mitotycznego [5], jednakze wewngtrzne algorytmy ich dziatania nie sa udostgpnione.
Wobec roéznych sposobdw przygotowania preparatow, w zaleznosci od badanych tkanek,
nalezy stosowac rozne metody automatycznej obrobki obrazu w szczegélnosci w zakresie
segmentacji [6]. Autorzy zaproponowali okre§lone rozwiazania segmentacji, ekstrakcji
cech oraz klasyfikacji dostosowane do preparatéw tkanki merystematycznej cebuli (Allium
cepa), powszechnie wykorzystywanych w badaniach naukowych w Katedrze Cytologii
i Cytochemii Uniwersytetu Lodzkiego.

2. Stanowisko badawcze

System akwizycji obrazow sktada si¢ z mikroskopu optycznego OLYMPUS CH20
z halogenowym zrédtem $wiatta, pracujacego w jasnym polu, kamery CCD i komputera
osobistego PC z karta akwizycji FG podtaczona do magistrali PCI (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat blokowy stanowiska pomiarowego. M — mikroskop optyczny,
O3 —trinokular, CCD — kamera CCD z interfejsem Y/C, FG — karta akwizycji obrazu,
PC — komputer z oprogramowaniem

Swiatto z mikroskopu przechodzace przez cienka warstwe badanego preparatu i uktad
optyczny z obiektywem 100x tworzy obraz RGB na matrycy CCD kamery. Kamera podta-
czona jako trzeci okular mikroskopu wyprowadza obraz PAL (768x576) w formie sygnatu
analogowego Y/C do karty grabbera w komputerze.

Preparaty stanowia przekroje merystemu korzeniowego cebuli. Stolik mikroskopowy
w chwili obecnej pozycjonuje si¢ manualnie w kierunkach X, Y, Z w celu wprowadzenia
w pole widzenia izogniskowania kolejnych obiektow jader komorkowych. Obrazy od-
wzorowane podczas akwizycji sa zapisywane do plikow bitmapy w celu dalszej obrobki.
Segmentacja komorek, jader komoérkowych lub ich sktadowych podczas mitozy oraz roz-
poznawanie udziatu jader interfazowych w badanej populacji zostaty przeprowadzone za
pomoca zestawu procedur opracowanego dla srodowiska MATLAB R14.

3. Segmentacja obrazow z preparatow Allium cepa

Badane preparaty, wybarwione metoda Feulgena, zapewniaja ttumienie $wiatta prze-
chodzacego przez nie, proporcjonalnie do zawartosci DNA w danym miejscu probki. Wobec
tego, jadra komorkowe lub ich oderwane fragmenty z chromosomami zawierajacymi DNA
sa widoczne na obrazach preparatow jako obszary ciemniejsze od otaczajacego je tta. Od-
powiedni dobér barwnika umozliwia takze uwidocznienie wigkszosci $cian komorek jako
ciemnych krawedzi, ale skontrastowanych stabiej w poréwnaniu ze skupieniami chromoso-
méw jader. Komoérki pochodzace z centralnych czesci przekrojow korzeniowych maja
ksztatt prawie prostokatny i dziela si¢ podczas mitozy, z zachowaniem okreslonego kierun-
ku w obrgbie pola jednego obrazu przy stosowanym powigkszeniu mikroskopu (rys. 2).

Autorzy opracowali wczesniej metod¢ wyznaczania kierunku podziatu komorek w ob-
razie oraz wyodrebniania poszczegdlnych komorek [7]. Wykorzystuje ona wykrywanie kra-
wedzi komorek [8] (rys. 2) za pomoca detektora Canny’ego [9] przy réwnoczesnym masko-
waniu krawedzi elementow jader. W drugim kroku tej metody przeprowadza si¢ segmentacje
skupisk chromosoméw tworzacych jadra lub ich fragmenty. Podstawg jej stanowi lokalne
progowanie pod maska krawedzi elementow jadra w obszarze ROI kazdej komorki.
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Rys. 2. Przykltadowy obraz preparatu A/lium: a) z wykrytymi krawedziami
poszczegbélnych komorek i wyznaczonym kierunkiem podziatlu komoérkowego;
b) z wykrytymi automatycznie granicami komorek

W ramach segmentacji przeprowadza si¢ takze redukcje artefaktow wynikajacych
z dwoch przyczyn:
1) zetknigcia si¢ jadra ze Sciana komorki,
2) nakladania si¢ obrazu badanego jadra zcieniami innych jader spoza ptaszczyzny
ostrosci.

4. Algorytmy uczenia faz mitozy
oraz wyznaczania indeksu mitotycznego

Indeks mitotyczny opisuje poziom (stopien) mitozy w badanej populacji komorek.
Definiuje si¢ go jako [4, 6]:

Ml=ﬁ26(q (S))#1) 1)

gdzie:
d(w,) — operator konwersji wartosci false abo true wyrazenia logicznego w,, na od-
powiednig warto$¢ liczbowa 0 albo 1,
C(S,) — Kklasa przypisana i-temu elementowi S; € S zbioru danych opisujacych jadra
komorek,
I — klasa oznaczajaca interfaze,
IS| — liczno$¢ zbioru S.

Aby wyznaczy¢ indeks MI powinno si¢ policzy¢ wszystkie komorki zawierajace jadra
i rozpozna¢ oraz zliczy¢ te, ktore sa w stadium mitozy tj. poza interfazg. Poniewaz klasy
mitozy sg znane i dobrze rozréznialne wizualnie, trzeba zdefiniowaé¢ charakterystyczne dla
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nich cechy (atrybuty). Dane opisujace poszczegélne jadra komorek to zestawy wartosci
tych atrybutow. Nalezy nauczy¢ automatyczny system rozpoznajacy interpretowania tych
wartosci.

Na rysunkach 3a i3b przedstawiono gtéwne moduly proponowanych algorytmow
uczenia i klasyfikacji wraz ze wstgpnym przetwarzaniem danych obrazowych. Omawiane
w rozdziale 3 segmentacje zostaty objg¢te wspolnym blokiem oznaczonym linig przerywana.
Podczas uczenia faz mitozy ekspert zaznacza dowolny element jadra komorki wymaskowa-
nego w procesie segmentacji i wybiera z listy przypisywana mu fazg¢ (jedna z siedmiu). Na
obecnym etapie prac nie uwzglednia si¢ komodrek z jadrami nierozpoznawalnymi, tylko
usuwa je z listy danych.

a) l l

| Akwizycja obrazu | Akwizycja obrazu

: Segmentacja obszarow : : Segmentacja obszarow 1
i komorek ; | komorek 1
! 1 ! i 1 i
! Segmentacja elementow | | i Segmentacja elementow |
i jadra | ! jadra ;

Klasyfikacja faz mitozy
przez eksperta

Koniec obrazow ?

NIE

Koniec obrazow ?

Wydobywanie cech
pierwotnych (atrybutow)

Wydobywanie cech elementow
pierwotnych (at’rybutéw) +
elementow Transformacja PCA
1 i klasyfikacja danych
Transformacja PCA 1
i budowa drzewa " —
decyzyjnego wg metody Wyliczanie indeksu
c4.5 mitotycznego

Rys. 3. Przebiegi algorytmow: a) uczenia faz mitozy; b) estymacji indeksu mitotycznego MI

Po automatycznej ekstrakcji atrybutow wykonywana jest ich transformacja metoda
PCA [10, 11] iich redukcja do czterech sktadowych glownych. Algorytm uczacy buduje
binarne drzewo decyzyjne na podstawie transformowanych cech (wtérnych). Drzewo to
jest wykorzystywane w algorytmie klasyfikujacym (rys. 3b) do rozpoznania stanéw inter-
fazy lub mitozy (bez rozrdzniania jej poszczegolnych stadiow). Ostatecznie wyliczany jest
indeks mitotyczny wedtug rownania (1).
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Drzewa decyzyjne uwaza si¢ za odpowiednie narzgdzia do klasyfikacji roznych typow
danych pozyskiwanych z preparatow biologicznych komorek, okrzemek i réznych innych
mikroorganizmow [12]. Umozliwiaja one osiaganie wzglednie matych btedow klasyfikacji,
zwlaszcza przy niewielkich ilosciach danych i duzej liczbie atrybutéw, w porownaniu z me-
todami sieci neuronowych lub klasyfikatorami statystycznymi. Przy rozwiagzywaniu proble-
mu identyfikacji stadiow mitozy podejscie wykorzystujace drzewa decyzyjne nasladuje spo-
sob rozumowania ekspertow wykonujacych to samo zadanie.

5. Ekstrakcja cech jader komoérkowych

Aby rozrézni¢ fazy mitozy i interfazg, autorzy wybrali okreslone cechy topologiczne,
geometryczne i teksturalne, jakimi mozna scharakteryzowac jadro komoérkowe lub jego
poszczegdlne elementy — skupienia chromosomow. Sg to rowniez cechy brane pod uwagg
przez specjalistow podejmujacych decyzje o klasyfikacji faz jader komoérkowych. Jako
podstawg do wydobywania cech wzigto obrazy luminancji preparatu komorkowego i binar-
ne maski calych jader lub ich elementéw po segmentacji, przypisane poszczegdlnym ko-
morkom.

Zgodnie ze stanem wiedzy biologéw przyjeto model zaktadajacy szes¢ klas jader ko-
morkowych [13] odpowiadajacych poszczegdlnym fazom mitozy: wcezesnej i péznej profa-
zie {P,, P,}, metafazie {M}, anafazie {4} oraz wczesnej i poznej telofazie {7}, T,} (rys. 4).

C={I,R.P,,M,AT,T;} @

b)

-—

Rys. 4. Przyktadowe obrazy jader Allium w réznych stadiach mitozy: a) wczesna profaza Py;
b) pdzna profaza P,; c) metafaza M; d) anafaza A; ¢) wczesna telofaza T'; f) pozna telofaza T,
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Siodma klasg reprezentuja jadra interfazowe {I} wystepujace pomiedzy cyklami mito-
zy (rys. 5). Klasy te wymieniono w réwnaniu (2).

a ' %\ R
) / : b) [

Rys. 5. Przyktadowe obrazy jader A/lium w stadium interfazy: a) bez jaderka;
b) z widocznym pojedynczym jaderkiem

Na podstawie obrazéw zrodtowych jader iich binarnych masek latwo zauwazy¢, ze
jadra lub ich elementy w interfazie, wczesnej profazie i wezesnej lub pdznej telofazie maja
stosunkowo stabo rozwinigte brzegi oraz posiadaja ksztatty zblizone do elipsy w odrdznie-
niu od pozostatych rodzajow faz. Ponadto jadra w stadium interfazy oraz wczesnej telofazy
nie zawieraja wewnatrz istotnych ,,przeswitow” wynikajacych z rozsuwania si¢ w procesie
podziatu mitotycznego ciemno wybarwionych chromosoméw. Obserwowane wahania ja-
snosci w ich wnetrzu wynikaja z lokalnych wahan koncentracji chromatyny. Najsilniejsze
wahania tego typu dotycza jaderek — ultraclementow odpowiedzialnych za syntezg RNA.
Wystepuja one w postaci od jednego do trzech obszarow o ksztalcie elipsoidalnym, struk-
turalnie jednorodnych i wyraznie ciemniejszych od otaczajacego je materiatu jadra (rys. 5b).
Poniewaz maja one wptyw na charakterystyke zmian jasno$ci wewnatrz jadra powinny by¢
rozrézniane poprzez dodatkowa segmentacj¢. Poza interfaza, jaderka mozna zaobserwowac
takze w stadium wczesnej profazy i poznej telofazy. Tylko interfaza, wezesna profaza i poz-
na telofaza charakteryzuja si¢ istnieniem jednego obiektu jadra. W pozostalych fazach ob-
serwuje si¢ wiele elementow zdezintegrowanego jadra — oddzielnych skupisk chromoso-
mow ostatecznie koncentrujacych si¢ na dwoch przeciwnych koncach komorki w celu
utworzenia jader potomnych.

Ilos¢ obserwowanych elementdéw jadra — skupisk chromosomow stanowi wobec tego
jedna z cech wyrdzniajacych klasy odpowiadajace wzmiankowanym fazom.

Na podstawie powyzszych spostrzezen wytypowano nizej wymienione podstawowe
cechy inwariantne wzgledem skali, translacji i rotacji obrazu stosowane w zagadnieniach
przetwarzania obrazéw [12, 14].

— Liczba elementow NE:
TIlos¢ skupien materiatu jadrowego w obrebie komorki. Odpowiada liczbie Eulera wo-
bec eliminacji ,,dziur” w obiektach. Interfaza, wczesna profaza i pézna telofaza z zato-
zenia odpowiadaja jednoelementowym skupieniom. Na etapie segmentacji usuwane sa
artefakty o zbyt matej powierzchni i zbyt duzej jasnosci wewngtrzne;.
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Eliptycznos¢ EL [12]:
Wskaznik oceniajacy podobienstwo ksztattu elementéw jadra do elipsy. Zastosowano
go w odniesieniu do najwigkszego elementu jadra w kazdej komorce.

L16n?,  jezeli I <1/(16m 2
L - 1 Jez 1 ( ) I = K20 Moz —H11 3)
.. ’ 4

1/ (11 -16m? ), przeciwnie Hoo

gdzie: W,, — p, g € [0,1] — momenty centralne 2 rzedu dla maski binarnej elementu.
Wskaznik eliptycznosci miesci si¢ w zakresie [0,1] 1 osiaga warto§¢ 1 dla doskonalej
elipsy.
Zwarto$¢ CP [8, 14]:
Stanowi miarg odleglosci ksztattu elementu jadra w badanej komorce od ksztaltu kota.
Dla kota CP = 1, w innych przypadkach jest odpowiednio wigksze.

2
4m-P

CP =

)

gdzie:

L — obwdd maski binarnej elementu jadra,

P — pole powierzchni maski elementu.
Odchylenie od elipsy ED:
Wskaznik zaproponowany przez autoréw, zblizony do EL. Ocenia on $rednig odle-
glos¢ konturu badanego obiektu od elipsy najlepiej do niego dopasowanej w sensie
sredniokwadratowym [15]. Wyliczana odlegltos¢ nie odpowiada mierze euklidesowej,
ale jest z nia zgodna. Wskaznik ten uzyskuje si¢ ze wzoru:

3 mean| f; + f, —2a|
- a+b

ED ()

gdzie:
a, b — duzy i maty promien elipsy dopasowanej do elementu jadra
f1,/>» — ogniskowe dopasowanej elipsy.

Rozwazane cechy teksturalne odnosza si¢ do wszystkich elementdéw jadra wewnatrz

komorki. Ich definicje oparte sa o dane uzyskane z macierzy wspolwystgpowania pozio-
mow jasnosci GLCM (Gray Level Cooccurence Matrix) [16, 17] dla obrazu luminancji
o zredukowanej liczbie poziomoéw jasnosci. Ponadto korzysta si¢ z macierzy kodowania
biezacej dlugosci GLRL (Gray Level Run Length Matrix) [18]. Macierze GLCM i GLRL
dotycza jedynie obszarow wymaskowanych elementow jadra. Jest to realizowane poprzez
przesunigcie przyjetego zakresu jasnosci elementéw powyzej poziomu odniesienia 0 zare-
zerwowanego dla maski podtoza. Nastgpnie pierwszy wiersz i kolumna macierzy GLCM
oraz pierwszy wiersz GLRL, wyrazajace kontakt z ta maska, sa eliminowane z dalszych
rozwazan. Wykorzystuje si¢ przy tym funkcje MATLAB graycomatrix z pakietu Image
Processing Toolbox oraz grayrlmatrix z pakietu uzupetniajacego [19].
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Po uzgodnieniu z ekspertami przyj¢to, ze obserwowane zmiany jasnosci wewnatrz ele-
mentdéw jadra, poza pewnymi wyjatkami, nie wykazuja zachowan kierunkowych. Wobec
tego usredniono macierz GLRM dla kierunkéw: 0°, 45°, 90°, 135°, oraz macierz GLRL dla
kierunku poziomego i pionowego. Przy podanych zatozeniach wzigto pod uwagg nastgpu-
jace wskazniki tekstury [20]:

— Kontrast CT:
. .12 ..
CT=Y|i-j|["PpG.J) (6)
iJ
gdzie:

Pp — usredniona kierunkowo macierz GLCM dla odlegtosci D = 10 pikseli,
i,j — indeksy macierzy Pp, z zakresu [1, 64].

— Jednorodno$¢ H (Homogeneity):

PD(ir J)

H= — (N
it |i= ]
gdzie:
P, — usredniona kierunkowo macierz GLCM dla D = 10 pikseli,
i,j — indeksy macierzy P, z zakresu [1, 64].
— Nierownomierno$¢ biezacej dtugosci RLN (Run Length Nonuniformity):
1oy Y
RIN=——3 | > Pr(i, J) ®)
Nr iZ\im

Pp — usredniona kierunkowo macierz biezacych dtugosci,

[a, b] — badany zakres biezacych dtugosci Py (a =5, b = 10),
Np — suma warto$ci elementdw macierzy Pp w podanych zakresach,
M — ilo$¢ poziomow jasnosci dla analizy (M = 8).

6. Budowa drzewa decyzyjnego

Autorzy napisali procedur¢ budowy drzewa decyzyjnego oparta na algorytmie C4.5
[21, 22, 23], niezaleznie od dostgpnej w $Srodowisku MATLAB (Statistics Toolbox) [10]
funkcji treefit dysponujacej kilkoma innymi kryteriami dyskryminacji w wezlach. Jest ona
dostosowana do konkretnego zadania rozpoznawania stanu mitozy iumozliwia kontrolg
warunkéw wytwarzania lisci, wlaczajac w to odpowiednie przycinanie drzewa w trakcie
jego budowy. Zostata napisana w ,,M” kodzie z intencja pdzniejszego jej przettumaczenia na
jezyk C. Zgodnie z algorytmem C4.5, progi dyskryminacji w wegztach sa wyznaczane na
podstawie tzw. wspotczynnika wzmocnienia informacyjnego IGR (Information Gain Ratio).
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W okreslonym wezle drzewa wylicza sig, dla kazdego z atrybutow danych A4 i kazdego
z mozliwych potozen progu dyskryminacji 7 w jego dziedzinie S,, wspotczynniki wzmoc-
nienia informacyjnego IGR [12, 21]. Nastgpnie wybiera si¢ prog dyskryminacji T atrybu-
tu 4 o najwigkszym wspotczynniku IGR,, (réwn. (9)).

1 I (T
T Ig(T,Sy)
gdzie:
I(S,) — entropia klas w zbiorze S, danych atrybutu A przed podziatem,
I(T,S,) — suma wazona entropii klas w zbiorach S,,,S,, po podziale progiem T,

I(T,S,) — entropia podziatu danych progiem T.

a) T ST R b) 1
0.75
E E 0.5
0.25

Rys. 6. Przyktadowe przebiegi /GR w weztach drzewa decyzyjnego z rysunku 7:
a) zwarto$ci CP na poziomie 1; b) kontrastu CT na poziomie 4

Rysunki 6a i 6b przedstawiaja przyktadowe przebiegi wspotczynnikow IGR dla drze-
wa z rysunku 7.

Ponizej pokazano przebieg zastosowanego algorytmu budowy drzewa. W ponizszym
opisie |S|] oznacza liczno$¢ zbioru danych S, k,= 1% — progowy btad rozpoznawania interfa-
zy, kg= 1% — prog przycinania drzewa wyrazony poprzez réznicg wzgledna btgdow klasyfi-
kacji wezta N i jego potomkow N, N,. Symbole / oraz ~I opisuja przynaleznos¢ danej opi-
sanej zbiorem atrybutéw odpowiednio do klasy interfazy albo mitozy.

Drzewo (S)

Krok 1. Jesli jest spetniony warunek (10) to: oznacz wezet jako 1i§¢, przypisz mu klasg
dominujacej fazy 7 albo ~/, wyjdz z procedury.

[I|<ky|S| Tub |1]=(1-k;)|S| (10)
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Krok 2. Oblicz dla kazdego atrybutu 4 warto$ci maksymalne /GR,, w zbiorze danych S,
i odpowiadajace im progi dyskryminacji 7).

IGRy; (Tyy,A) = max (IGR(T,A)) 11

Krok 3. Wybierz atrybut 4 z najwigksza wartoscia IGR,, , i odpowiadajacy mu prog dys-
kryminacji T, -

IGRyax (Tyax )= max (IGRy; (Tys,A)) (12)

Krok 4. Podziel zbi6r danych S na podzbiory S, = {S: S, =Ty}, S, = {8: S, > T) 4y} Za
pomoca progu T,y Wybranego atrybutu A.

Krok 5. Jezeli S| = @ albo S, = I, to: oznacz wezet jako li¢, przypisz mu klasg¢ dominuja-
cej fazy I albo ~I, wroé z procedury.

Krok 6. Jezeli jest spelniony warunek przycinania (13), to: oznacz wezet jako lisé, przy-
pisz mu klasg¢ dominujacej fazy 7 albo ~I, wr6¢ z procedury. Eg, E,, Eg, — ilosci
btegdnie sklasyfikowanych danych w zbiorze S i jego potomkach.

E¢-Egq —E
—S 51 5 < kS (13)
5]
Krok 7. Zapamigtaj biezacy wezet drzewa N do celow klasyfikacji. N;, N, oznaczaja wezty
potomne odpowiadajace zbiorom S, S,.

N(Tyax »N1,N2) (14)
Krok 8. Wywotaj rekurencyjnie:

Drzewo(S)
(15)
Drzewo(S,)

Krok 9. Wroé.

Algorytm proponowany przez autorow pozwala na natychmiastowe uzyskanie drzewa
przycigtego metoda REP (Reduced Error Pruning) [24] poprzez sprawdzanie warun-
ku (13) rozrostu drzewa.

Dla pordéwnania, na rysunku 8 przedstawiono drzewo utworzone na zbiorze testo-
wym S metoda treefit programu MATLAB, przyjmujac jako kryterium dyskryminacji meto-
d¢ dewiancji statystycznej. Liczby poziomow niezbgdnych do oddzielenia interfazy i struk-
tury obydwu uzyskanych drzew sa podobne.
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CP=Tge

RLN STy

CT T

Rys. 7. Proponowane drzewo decyzyjne dla zbioru testowego S
do klasyfikacji stadiéw interfazy / oraz mitozy ~/

CP<Tep

RLN < Tg T EL<Tg

NE< 1 NES1ED<Tey o
Y o b,

Rys. 8. Drzewo decyzyjne uzyskane metoda treefit do klasyfikacji stadiow interfazy / oraz mitozy ~/
z wykorzystaniem reguly podziatu przez dewiancj¢ statystyczna (statistical deviance)

7. Klasyfikacja i wyznaczanie indeksu MI

Blad klasyfikacji dla proponowanego drzewa klasyfikacji zostat oceniony przy uzyciu
metody 10-krotnej walidacji skrosnej [10, 12].

Caty dostepny zbidr danych S o licznoéci |S] opisany przez siedem atrybutow 4 = {NE,
EL, CP, ED, CT, H, RLN} podzielono losowo na k = 10 wzajemnie roztacznych podzbio-
row {S;, S,, ..., ¢}, 0 zblizonych rozmiarach. Klasyfikator byt trenowany i testowany 10
razy; za i-tym razem (1 = i = 10) trenowany na zbiorze S\S; i testowany na S;. Do podziatu
losowego danych na grupy wykorzystano funkcj¢ MATLAB-a [25]:

indeksy = crossvalind (' Kfold ,[S], k) (16)
gdzie:
[S] — zbiér danych w formie tablicy z kolumnami atrybutéw (cech),
k=10 — liczba grup danych,
indeksy — wektor indekséw grup danych.
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Za miarg bledu klasyfikacji przyjeto liczbe btednych klasyfikacji odniesiona do liczby
prébek w zbiorze danych [26]:

e==3.8(Ci(S) =/ (5)) (17)

gdzie:
d(w,) — operator konwersji warto$ci false abo true wyrazenia logicznego w;, na
odpowiednia warto$¢ liczbowa 0 albo 1,
|IS| — liczno$¢ zbioru S klasyfikowanych komorek,
C,, C; — warto$ci klas rzeczywistej oraz rozpoznanej w dziedzinie {/, ~I} przypi-
sane i-tej danej zbioru S.

Estymowany indeks mitotyczny MI"

MI':ﬁZB(C{ (8)#1) (18)

gdzie:
d(w,) — operator konwersji warto$ci false abo true wyrazenia logicznego w;, na
odpowiednia warto$¢ liczbowa 0 albo 1,
Ci(S) — wynik klasyfikacji przypisany i-temu elementowi zbioru S,
I — klasa oznaczajaca interfaze,
|S| — liczno$¢ zbioru S klasyfikowanych komoérek.

Jezeli postawi¢ hipotezg [27] o przynaleznosci danej komorki Allium do stadium inter-
fazy, to tatwo zauwazy¢, ze blad klasyfikacji (rown. (17)) jest suma bledow pierwszego
idrugiego rodzaju dla tej hipotezy. Z rownan (1), (17), (18) wynika, ze przyjmowany
standardowo btad pomiaru indeksu mitotycznego e,,, (réwn. (19))

ey =MI'=MI (19)

jest r6znica obu typow bledow. Nalezy wigc oczekiwac, ze bedzie on nizszy niz e, zwlasz-
cza dla populacji I oraz ~I z podobnym prawdopodobienstwem a’priori.

8. Wyniki pomiarow i wnioski

Przeprowadzono wyznaczanie indeksu mitotycznego dla populacji komérek Allium
o licznosci |S| = 172 probki. Wzigto pod uwage prezentowany wyzej algorytm C4.5 i propo-
nowany zestaw siedmiu cech pierwotnych A = {NE, EL, CP, ED, CT, H, RLN}. Uzyskane
wyniki przedstawiono w tabeli 1.
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Wyniki dwoch serii 10 prob 10-krotnych warlIi‘?izgias}(ros'nych z uzyciem procedury na bazie C4.5
Cechy pierwotne PCA, 4 komponenty gtéwne
waidagi | wad | v | (P e | e | B

klas%;l);(aql vdvrQZz;r‘())Vv;/ MT klasg;ﬁ(ac]l :jvfzz;f\())vv;/ MI

[%] [%]
1 8,14 2+5 0 4,65 2+4 0
2 6,98 3+6 0 4,65 3+5 0
3 6,98 2+6 0 5,81 34 0
4 6,98 3+7 0 5,81 2+7 0
5 5,81 2+6 0 4,65 3:6 0
6 8,14 3+5 0 5,81 1+4 0
7 8,14 3+6 0 5,81 34 0
8 6,98 3+5 0 4,65 2+4 0
9 6,98 2+6 0 5,81 2+5 0
10 4,65 3+6 0 4,65 3+5 0
Srednio 6,98 - 0 5,23 - 0

MI=0.5116

Do rozpatrywanych danych zastosowano takze metod¢ PCA [11]. Wyznaczono skta-
dowe gtowne dla wektora cech pierwotnych jako wektory wlasne ich macierzy kowariancji.
Dokonano projekcji danych na przestrzen wektorow wiasnych. Wykorzystano funkcje
princomp z pakietu StatisticsToolbox [10] srodowiska MATLAB.

Wyniki klasyfikacji dla czterech glownych cech (o najwigkszych wartosciach wta-
snych) zobrazowano w tabeli 2.

Dla 10 prob 10-krotnych walidacji uzyskano sredni btad klasyfikacji o 1,75% nizszy
niz w przypadku petnego zestawu cech pierwotnych. Podobny poziom bledéw klasyfikacji
otrzymano dla drzewa z wykorzystaniem reguly dewiancji statystycznej do wyznaczania
progéw decyzyjnych w weztach (tab. 2).

Btad estymacji indeksu mitotycznego e, z przyczyn wyjasnionych w poprzednim
rozdziale jest niewykrywalny, tzn. ponizej 0,6% dla populacji |S] = 172 komorek.

Wyniki pomiaréw wskazuja na mozliwos¢ skutecznego pomiaru indeksu mitotyczne-
go populacji komoérek z wykorzystaniem proponowanych atrybutéw. Czas wykonywa-
nia algorytmu C4.5, w porownaniu z metodami wbudowanymi MATLAB-a, jest dluzszy
(tab. 3) zuwagi na wykorzystywanie przy jego budowie jezyka "M’ $rodowiska MATLAB-a
i brak optymalizacji zapisow macierzowych. Po jej zastosowaniu lub zakodowaniu proce-
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dur w jezyku C czas ten ulegnie istotnemu skroceniu. Jezeli bierze si¢ pod uwagg catosé
prezentowanej metody (rys. 3a, 3b), to duzo wigkszy naktad czasu przypada na wykonywa-
nie procedur segmentacji komorek, elementow jader i ekstrakeji cech.

Tabela 2
Wyniki serii 10 prob 10-krotnych walidacji skro$nych
przy uzyciu funkcji treefit,
podziatu na bazie dewiancji statystycznej
i redukcji do 4 komponentéw glownych metoda PCA

Nr Bh?(d B Btad )
walidacji klasyfikacji estymatora MI
(%] [%]
1 6,98 0
2 3,49 0
3 4,65 0
4 6,98 0
5 6,98 0
6 6,98 0
7 4,65 0
8 5,81 0
9 5,81 0
10 6,98 0
Srednio 5,93 0
MI=0.5116
Tabela 3

Poréwnanie $rednich czaséw wykonywania serii 10 prob 10-krotnych
walidacji skrosnych dla r6znych algorytmow uczenia/ klasyfikacji

Sredni czas Sredni czas
Metoda uczenia klasyfikacji
[s] [s]
Metoda C4.5 bez PCA 4,93 0,05
Metoda C4.5 z PCA(4) 4,01 0,05
Dewiancja statystyczna bez PCA 0,71 0,12
Dewiancja statystyczna z PCA (4) 0,53 0,12

Dewiancja statystyczna — funkcja treefit, Pentium 4, 3 GHz
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Aby skutecznie wydobywac cechy teksturalne interfazy eliminuje si¢ obszary jaderek
z rozwazanych powierzchni. W naszych badaniach, eliminujac jaderka, postuzyliSmy sig
informacja a priori o przynaleznosci jadra do klasy interfazy. W warunkach praktycznych
brak tej informacji nalezy zastapi¢ pomocnicza klasyfikacja z wykorzystaniem drzewa za-
wierajacego atrybuty inne niz teksturalne. Bedzie to powigkszac btedy klasyfikacji stanéw
mitozy. Do pelnej automatyzacji pomiaréw MI nalezy zastosowaé automatyczny naped sto-
lika w kierunkach X, Y, Z. Aby uzyska¢ ostre krawgdzie jader komérkowych przy powigk-
szeniu obiektywu 100x, trzeba kilkakrotnie zmienia¢ ptaszczyzng ostro$ci w tym samym
polu widzenia.

W przysztoéci autorzy zamierzaja zoptymalizowaé przebieg algorytmu rozpoznawa-
nia, aby poprawi¢ jego wydajnos¢. Nalezatoby takze zastosowac kart¢ akwizycji obrazu
wspotpracujaca ze Srodowiskiem MATLAB i zapewniajaca przesyltanie obrazu bezpos$red-
nio do jego przestrzeni pamigci. Ponadto dotaczone bgda inne cechy elementéw jader
umozliwiajace skuteczna klasyfikacje¢ poszczegdlnych stadiow mitozy.
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