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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Το πρώτο κεφάλαιο της διατριβής επιχειρεί να παρουσιάσει όλες τις πτυχές της βιολογίας 

που απαιτούνται για την πλήρη κατανόηση του πειράµατος των µικροσυστοιχιών. 

Συγκεκριµένα στο κεφάλαιο αυτό επιχειρείται µια συνοπτική περιγραφή των λειτουργιών 

του κυττάρου, αλλά και των ιδιοτήτων του DNA. Αυτό γίνεται µε έµφαση στην ιδιότητα 

της υβριδοποίηση, στην οποία στηρίζεται η παρούσα τεχνολογία. Τέλος, το πρώτο 

κεφάλαιο αναφέρεται και σε διάφορες βιολογικές έννοιες, οι οποίες χρησιµοποιούνται στο 

φάσµα των εφαρµογών των µικροσυστοιχιών, όπως για παράδειγµα οι πολυµορφισµοί του 

DNA. 

 

Στο δεύτερο κεφάλαιο περιγράφονται οι βασικές αρχές του πειράµατος των 

µικροσυστοιχιών. Σκοπός του κεφαλαίου αυτού είναι η περιγραφή όλων των βηµάτων και 

των διαδικασιών που προηγούνται της εξαγωγής και της επεξεργασίας των εικόνων. Τα 

βήµατα αυτά αφορούν την κατασκευή των ίδιων των µικροσυστοιχιών αλλά και την 

διαδικασία του βιολογικού πειράµατος. Τέλος κάνουµε µια συνοπτική περιγραφή των 

συνόλων δεδοµένων, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν κατά την διάρκεια της διατριβής µε 

σκοπό την αξιολόγηση των µεθόδων οι οποίες αναπτύχθηκαν. 

 

Το τρίτο κεφάλαιο παρουσιάζει την βιβλιογραφική ανασκόπηση (state-of-the-art) στο 

πεδίο της επεξεργασίας των εικόνων. Τρία είναι τα βασικά στάδια τα οποία περιλαµβάνει 

η επεξεργασία εικόνας, και αυτά περιγράφονται ξεχωριστά. Τα τρία αυτά στάδια είναι ο 

εντοπισµός των κηλίδων µε παράλληλη τοποθέτηση ενός πλέγµατος στην εικόνα, η 

κατάτµηση των κηλίδων, και τέλος η εξαγωγή των ποσοτικοποιηµένων τιµών. Σκοπός του 

κεφαλαίου είναι να γίνει µια αναλυτική ανασκόπηση της βιβλιογραφίας, περιγράφοντας 

όλες τις εργασίες που έχουν αναπτυχθεί από τους ερευνητές και για τρία στάδια της 

επεξεργασίας των εικόνων. Ιδιαίτερη έµφαση δίνεται στην εξελικτική πορεία της έρευνας 

στο πεδίο αυτό.  
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Το τέταρτο κεφάλαιο περιγραφεί αναλυτικά την έρευνα που διεξήχθει στα πλαίσια της 

παρούσας διατριβής, για τον εντοπισµό των κηλίδων και την τοποθέτηση του πλέγµατος 

στις εικόνες. Όπως θα δούµε κατά την διάρκεια της διατριβής ασχοληθήκαµε µε εικόνες 

όπου προέρχονται από τις δύο κατασκευαστικές προσεγγίσεις των µικροσυστοιχιών. Αυτές 

οι προσεγγίσεις αφορούν την χωροθέτηση των βιολογικών αλληλουχιών επάνω στην 

µικροσυστοιχία, η οποία γίνεται είτε µε τετραγωνική είτε µε εξαγωνική δοµή. Η παρούσα 

διατριβή καταλήγει σε µια ενιαία µεθοδολογία για τον εντοπισµό των κηλίδων σε εικόνες 

και από τις δύο προσεγγίσεις. 

 

Στο πέµπτο κεφάλαιο αναπτύσσεται η προτεινόµενη µεθοδολογία για την κατάτµηση των 

εικόνων. Για τον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων της εικόνας σε εικονοστοιχεία σήµατος 

ή εικονοστοιχεία υποβάθρου χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές Μηχανικής Μάθησης (Machine 

Learning). Η παρούσα διατριβή έχει προσφέρει τρεις µεγάλες καινοτοµίες στο στάδιο της 

κατάτµησης. Η πρώτη αφορά το διάνυσµα των χαρακτηριστικών που τροφοδοτεί τους 

αλγορίθµους, το οποίο διευρύνθηκε σηµαντικά για την εισαγωγή χαρακτηριστικών περάν 

αυτών που εξάγονται από την φωτεινότητα του κάθε εικονοστοιχείου. Η δεύτερη 

καινοτοµία είναι η εισαγωγή της τρίτης κλάσης εικονοστοιχείων. Εκτός από τις κλάσεις 

του σήµατος και του υποβάθρου, εισάγαµε µια τρίτη κλάση, µε σκοπό να συµπεριληφθούν 

σε αυτήν όλα εκείνα τα εικονοστοιχεία που δεν θέλουµε να λάβουν µέρος στον 

υπολογισµό των ποσοτικοποιηµένων τιµών. Εκτός από τα παραπάνω, για πρώτη φορά 

έγινε χρήση τεχνικών ταξινόµησης για τον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων, αυξάνοντας 

σε µεγάλο βαθµό την ακρίβεια της µεθοδολογίας.  

 

Το τελευταίο κεφάλαιο συνοψίζει τα αποτελέσµατα της έρευνας που διεξήγαµε κατά την 

διάρκεια της παρούσας διδακτορικής διατριβής, καταλήγοντας σε χρήσιµα συµπεράσµατα 

για την συνεισφορά της στο συγκεκριµένο πεδίο έρευνας. 

 



Κεφάλαιο 1ο: Βιολογικό Υπόβαθρο 

1.1.Βασικές Έννοιες 

Βασική προϋπόθεση για την κατανόηση όλων των διαδικασιών που διενεργούνται σε ένα 

πείραµα µικροσυστοιχιών είναι η γνώση των βασικών αρχών της βιολογίας που διέπουν 

αυτήν την τεχνολογία. Όσον αφορά στις βιολογικές διαδικασίες είναι πολλά αυτά που 

πρέπει να αποσαφηνιστούν, ξεκινώντας από τον ρόλο των γονιδίων και του DNA στους 

ζώντες οργανισµούς, και συνεχίζοντας µε τις διαδικασίες της αντιγραφής του, της 

έκφρασης των γονιδίων αλλά και της υβριδοποίησης των συµπληρωµατικών αλυσίδων. 

 

Η ικανότητα των κυττάρων να αποθηκεύουν, να ανακαλούν και να µεταφράζουν τις 

γενετικές πληροφορίες συνιστά ίσως την πιο σηµαντική ιδιότητα για την δηµιουργία και 

την συντήρηση ενός ζωντανού οργανισµού. Κατά την κυτταρική διαίρεση, όλες οι 

κληρονοµικές πληροφορίες µεταβιβάζονται από ένα κύτταρο στα θυγατρικά του κύτταρα, 

και κατ’ αυτόν τον τρόπο από έναν οργανισµό στους απογόνους του µέσω των 

αναπαραγωγικών κυττάρων [1-4]. Κάθε κύτταρο αποθηκεύει τις γενετικές πληροφορίες ως 

γονίδια (genes). Αυτά είναι και τα οποία καθορίζουν τα χαρακτηριστικά ενός είδους στο 

σύνολο του αλλά και τα χαρακτηριστικά των επιµέρους οργανισµών που ανήκουν στο 

είδος αυτό. 
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Η σύσταση των γονιδίων αποτέλεσε στις αρχές του εικοστού αιώνα ένα πεδίο έρευνας που 

απασχόλησε σε µεγάλο βαθµό τους ερευνητές. ∆ιάφορες ιδιότητες ήλθαν το επίκεντρο της 

έρευνας, όπως για παράδειγµα η αντιγραφή των γενετικών πληροφοριών σε εκατοµµύρια 

αντίγραφα, η ακρίβεια στην αντιγραφή, αλλά και ο τρόπος µε τον οποίο αποθηκεύονται 

όλες αυτές οι πληροφορίες στον περιορισµένο χώρο ενός κυττάρου. Τα αποτελέσµατα των 

πρώτων µελετών άρχισαν να διαφαίνονται στα µέσα περίπου του 20ου αιώνα, όπου από 

έρευνες που έγιναν κυρίως σε µύκητες διαπιστώθηκε ότι οι γενετικές αυτές πληροφορίες 

αποτελούνται κυρίως από οδηγίες για την δηµιουργία πρωτεϊνών. Οι πρωτεΐνες [5-6] είναι 

µακροµόρια, τα οποία επιτελούν τις περισσότερες από τις κυτταρικές λειτουργίες. Πιο 

συγκεκριµένα, οι πρωτεΐνες λειτουργούν ως δοµικοί λίθοι για διάφορες κυτταρικές δοµές, 

δρουν ως ένζυµα που καταλύουν όλες τις χηµικές αντιδράσεις του κυττάρου, ρυθµίζουν 

την έκφραση των γονιδίων, επιτρέπουν στα κύτταρα την µετακίνηση αλλά και την 

επικοινωνία µεταξύ τους. Οι πρωτεΐνες που µπορεί να συνθέσει ένα κύτταρο είναι αυτές 

που καθορίζουν τις ιδιότητες του, αλλά και τις λειτουργίες του. Η άλλη καθοριστική 

ανακάλυψη που σηµειώθηκε εκείνη την περίοδο ήταν η ταυτοποίηση του 

δεοξυριβονουκλεϊκού οξέος (DeoxyriboNucleic Acid – DNA) [7-8] ως πιθανού φορέα των 

γενετικών πληροφοριών. Ο µηχανισµός όµως κατά τον οποίο αντιγράφονται οι γενετικές 

πληροφορίες για να µεταφερθούν από ένα κύτταρο σε ένα άλλο, αλλά και ο ρόλος των 

οδηγιών που περιέχονται στο DNA για την σύνθεση των πρωτεϊνών παρέµεναν άγνωστα 

µέχρι που οι Watson και Crick το 1953 [9] καθόρισαν την δοµή του DNA. Η δοµή του 

DNA έλυσε αµέσως το ανεξήγητο του τρόπου αντιγραφής του και πρόσφερε τις πρώτες 

ενδείξεις για το πώς ένα µόριο DNA µπορεί να κωδικοποιεί τις οδηγίες για την σύνθεση 

των πρωτεϊνών. Στα παρακάτω εδάφια, θα εξετάσουµε τον τρόπο µε τον οποίο η δοµή του 

DNA επιτρέπει την αξιόπιστη αντιγραφή και διατήρηση των γενετικών οδηγιών, αλλά και 

τον τρόπο µε τον οποίο ένα µόριο DNA µπορεί να κωδικοποιεί τις πληροφορίες για την 

σύνθεση και εξειδίκευση των πρωτεϊνών. 

 

Τα κύτταρα δεν περιέχουν µόνο έναν περίτεχνο εξοπλισµό για την ακριβή αντιγραφή των 

γενετικών πληροφοριών αλλά και εξειδικευµένα ένζυµα για την επιδιόρθωση των λαθών 

που µπορούν συµβούν κατά την αντιγραφή του DNA. Παρά την ασφαλιστική αυτή 

δικλείδα. αυτών των συστηµάτων που προστατεύουν τις γενετικές πληροφορίες από λάθη 
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κατά την αντιγραφή και από τυχαίες βλάβες, ορισµένες φορές συµβαίνουν µόνιµες 

αλλαγές ή µεταλλάξεις (mutations). Καµιά φορά η µεταλλάξεις του DNA, οι οποίες συχνά 

επηρεάζουν τις πληροφορίες που κωδικοποιεί, µπορεί να ωφελήσει έναν οργανισµό. 

Κάποιες µεταλλάξεις µπορεί περιστασιακά για παράδειγµα να καταστήσουν τα βακτήρια 

περισσότερο ανθεκτικά στα αντιβιοτικά που χρησιµοποιούνται για την καταπολέµηση 

τους. Επίσης, η συσσώρευση µεταλλάξεων στο DNA που συµβαίνουν σε µεγάλης 

διάρκειας χρονικά διαστήµατα είναι αυτή που συµβάλει στην ποικιλότητα που κάνει το 

ένα είδος διαφορετικό από το άλλο, αλλά και στην διαφορετικότητα των οργανισµών που 

ανήκουν στο ίδιο είδος. Ωστόσο, οι περισσότερες µεταλλάξεις είναι επιβλαβείς για έναν 

οργανισµό εφόσον συνδέονται µε την εµφάνιση των κληρονοµικών νοσηµάτων. 

Μεταλλάξεις που συµβαίνουν στα κύτταρα του σώµατος κατά την διάρκεια της ζωής ενός 

ανθρώπου, µπορούν επίσης να προκαλέσουν κάποια επίκτητη νόσο, µε 

χαρακτηριστικότερο παράδειγµα να αποτελούν οι διάφορες µορφές του καρκίνου [10-13].  

 

1.2.Η δοµή και η λειτουργία του DNA 

Όπως αναφέρθηκε ήδη οι βιολόγοι είχαν αναγνωρίσει την ύπαρξη των γονιδίων στις αρχές 

περίπου του 20ου αιώνα µέσα στα χρωµοσώµατα, τα οποία ήταν τότε γνωστά ως 

νηµατοειδείς δοµές στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων, όπως φαίνεται και στο 

Σχήµα 1.1.  

 

 

Σχήµα 1.1: Η ύπαρξη των γονιδίων στα χρωµοσώµατα των ζωντανών οργανισµών. 
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Όταν ξεκίνησαν οι βιοχηµικές αναλύσεις των χρωµοσωµάτων βρέθηκε ότι αυτά 

αποτελούνται από DNA και από πρωτεΐνες. ∆εδοµένου ότι το µόριο του DNA φάνταζε ένα 

πολύ απλό µόριο, επικράτησε η άποψη ότι τα γονίδια έπρεπε να αποτελούνται από 

πρωτεΐνες, οι οποίες έχουν πολύ µεγαλύτερη χηµική ποικιλοµορφία. Ωστόσο µε την 

πάροδο του χρόνου εξετάζοντας την δοµή και τις χηµικές ιδιότητες του DNA αποδείχθηκε 

ότι παρά τη χηµική απλότητα του, είναι ιδανικό για να είναι αυτό η πρώτη ύλη για τα 

γονίδια. Έτσι, από πειράµατα που έγιναν σε µια µεγάλη ποικιλία οργανισµών, φτάσαµε 

στο συµπέρασµα ότι τα γονίδια κάθε κυττάρου αποτελούνται από DNA.  

 

Στις µέρες µας, το γεγονός ότι το DNA είναι το γενετικό υλικό είναι τόσο θεµελιώδες για 

τη βιολογική σκέψη, ώστε να φαίνεται δύσκολο να συνειδητοποιήσουµε το τεράστιο 

νοητικό κενό που κάλυψε αυτή η ανακάλυψη. Ωστόσο, στα µέσα του προηγούµενου αιώνα 

οι βιολόγοι δεν µπορούσαν να αποδεχτούν ότι το γενετικό υλικό είναι το DNA, και αυτό 

λόγω της χηµικής του σύστασης η οποία κρίθηκε εξαιρετικά απλή, για ένα µόριο το οποίο 

έχει την µεγαλύτερη ευθύνη για την δηµιουργία της ζωής. Και είναι γεγονός ότι τo DNA 

είναι ένα µακρύ πολυµερές, αποτελούµενο από τέσσερα µόνο είδη δοµικών µονάδων, οι 

οποίες µάλιστα µοιάζουν µεταξύ τους από χηµικής άποψης. Όσο η τεχνολογία 

εξελισσόταν το DNA υποβλήθηκε σε διάφορα πειράµατα, ένα εκ τον οποίων ήταν ο 

καθορισµό της τρισδιάστατης ατοµικής δοµής του µορίου του µε ανάλυση της περίθλασης 

ακτίνων Χ [14]. Το πείραµα αυτό έδειξε ότι το DNA αποτελείται από δύο κλώνους 

(double-stranded) που περιελίσσονται σε µια έλικα, συµπέρασµα το οποίο ήταν 

αποφασιστικής σηµασίας. Πάνω σε αυτό το συµπέρασµα στηρίχθηκε και το µοντέλο που 

πρότειναν οι Watson και Crick για την δοµή του DNA, και το οποίο κατέστησε αντιληπτές 

τις δυνατότητες του DNA για την αντιγραφή του και την αποθήκευση της γενετικής 

πληροφορίας. Η δίκλωνη αλυσίδα του DNA παρουσιάζεται στο Σχήµα 1.2. 

 

Όπως φαίνεται και στο σχήµα 1.2 ένα µόριο DNA αποτελείται από δυο µακριές 

πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες, οι οποίες µε την σειρά τους αποτελούνται από τέσσερα είδη 

νουκλεοτιδίων. Οι αλυσίδες αυτές αναφέρονται ως αλυσίδες DNA (DNA chains) ή κλώνοι 

DNA (DNA strands) και συνδέονται µε δεσµούς υδρογόνου µεταξύ των βάσεων των 

νουκλεοτιδίων. Τα νουκλεοτίδια αποτελούνται από µία πεντόζη, µε την οποία συνδέονται 

µία ή περισσότερες φωσφορικές οµάδες, και µία αζωτούχα βάση. 
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Σχήµα 1.2: Η δίκλωνη αλυσίδα του DNA. 

Στην περίπτωση των νουκλεοτιδίων του DNA η πεντόζη που συνδέεται µε µία φωσφορική 

οµάδα είναι η δεοξυριβόζη, ενώ η βάση µπορεί να είναι η αδενίνη (Α), η κυτοσίνη (C), η 

γουανίνη (G) ή η θυµίνη (Τ). Τα νουκλεοτίδια συνδέονται οµοιοπολικά µεταξύ τους σε µία 

αλυσίδα µέσω των σακχάρων και των φωσφορικών οµάδων τους, δηµιουργώντας έτσι ένα 

σκελετό από εναλλασσόµενες µονάδες σακχάρου-φωσφορικής οµάδας-σακχάρου-

φωσφορικής οµάδας, ο οποίος ονοµάζεται σάκχαρο-φωσφορικός σκελετός (Sugar-

Phosphate backbone). Οι τέσσερις δοµικές µονάδες διαφέρουν µεταξύ τους µόνο ως προς 

τη βάση τους. Έτσι τα ίδια σύµβολα που χρησιµοποιούνται για τις βάσεις (A, C, G και T) 

χρησιµοποιούνται επίσης και για τα τέσσερα διαφορετικά νουκλεοτίδια. δηλαδή τις βάσεις 

µαζί µε τα σάκχαρα και τις φωσφορικές οµάδες τους. 

 

Οι δύο αλυσίδες στη διπλή έλικα (double helix) του DNA συνδέονται µε δεσµούς 

υδρογόνου µεταξύ των βάσεων των διαφορετικών κλώνων. Έτσι, όλες οι βάσεις είναι 

τοποθετηµένες στο εσωτερικό της έλικας, ενώ τα σάκχαρα και η φωσφορική οµάδα στο 

εξωτερικό της, όπως ακριβώς φαίνεται στο σχήµα 1.3. Μόνο οι συµπληρωµατικές βάσεις, 

δηλαδή η A µε την T και η G µε την C, συνδέονται µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογόνου. 
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Αυτό ουσιαστικά συµβαίνει λόγω της σύνδεσης µίας ογκώδους βάσης µε δύο δακτυλίους 

(µία βάση πουρίνης) µε µία βάση ενός δακτυλίου (µία βάση πυριµιδίνης).  

 

Σχήµα 1.3: Η δοµή του DNA 

Ο τρόπος µε τον οποίο συνδέονται µεταξύ τους τα νουκλεοτίδια, προσδίδει σε έναν κλώνο 

DNA χηµική πολικότητα. Καθαρά για λόγους σύµβασης, και λόγο περαιτέρω 

λεπτοµερειών στους χηµικούς δεσµούς των νουκλεοτιδικών µονάδων, έχει επικρατήσει τα 

δύο άκρα µιας αλυσίδας να συµβολίζονται ως 3’ το ένα και ως 5’ το άλλο. Τα ζεύγη των 

βάσεων τοποθετούνται στο εσωτερικό της διπλής έλικας, και εκεί όπου ελαχιστοποιείται η 

ενέργεια. ∆εδοµένου ότι κάθε ζεύγος βάσεων έχει παρόµοιο εύρος, διατηρεί τον σακχαρο-

φωσφορικό σκελετό σε ίση απόσταση κατά µήκος του µορίου του DNA, ενώ οι σακχαρο-

φωσφορικοί σκελετοί περιελίσσονται ο ένας γύρω από τον άλλο για να σχηµατίσουν µία 

διπλή έλικα. Αυτό συµβαίνει µόνο όταν οι δύο κλώνοι της είναι αντιπαράλληλοι 

(antiparallel), δηλαδή µόνο όταν η πολικότητα του ενός κλώνου έχει αντίθετο 

προσανατολισµό από την πολικότητα του άλλου. Έτσι, ο κάθε κλώνος ενός µορίου DNA 

περιέχει µία αλληλουχία νουκλεοτιδίων, η οποία είναι ακριβώς συµπληρωµατική 

(complementary) προς την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του άλλου κλώνου, γεγονός το 

οποίο διαδραµατίζει ουσιαστικό ρόλο στην αντιγραφή του DNA. Στην 

συµπληρωµατικότητα των δύο κλώνων βασίζεται και η ιδιότητα της υβριδοποίησης, η 

οποία είναι και ακρογωνιαίος λίθος της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών. 
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Ένα πολύ σηµαντικό ζήτηµα αφορά στην µεταφορά και την κληρονοµικότητα γενετικών 

πληροφοριών µε την χηµική τους µορφή για την δηµιουργία ενός οργανισµού. Την στιγµή 

δηλαδή που ένα κύτταρο διαιρείται, οι βιολογικές πληροφορίες που περιέχονται στα 

γονίδια πρέπει να αντιγραφούν µε ακρίβεια και να µεταβιβαστούν στα δύο θυγατρικά 

κύτταρα. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω η εξήγηση δίδεται από την διαλεύκανση της 

δοµής της διπλής έλικας του DNA. 

 

Η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων στo DNA είναι αυτή που καθορίζει την κωδικοποίηση 

των πληροφοριών κατά µήκος µιας αλυσίδας. Μπορούµε να υποθέσουµε ότι υπάρχει ένα 

αλφάβητο, το οποίο αποτελείται από τέσσερα µόνο γράµµατα (τα γράµµατα της κάθε 

βάσης A, C, G, T) και µε το οποίο καταγράφονται τα βιολογικά µηνύµατα στη χηµική 

δοµή του DNA. Οι οργανισµοί διαφέρουν µεταξύ τους επειδή τα αντίστοιχα µόρια του 

DNA τους έχουν διαφορετική αλληλουχία νουκλεοτιδίων και, εποµένως, περιέχουν 

διαφορετικά βιολογικά µηνύµατα. 

 

Τα γονίδια επίσης περιέχουν τις οδηγίες για την παραγωγή των πρωτεϊνών, τον τρόπο 

δηλαδή µε τον οποίο αυτές κωδικοποιούνται. Οι ιδιότητες µιας πρωτεΐνης, οι οποίες είναι 

υπεύθυνες για τη βιολογική λειτουργία της καθορίζονται από την τρισδιάστατη δοµή της 

,ενώ η δοµή της πρωτεΐνης µε τη σειρά της, καθορίζεται από την αλληλουχία των 

αµινοξέων από τα οποία αποτελείται. Έτσι, η γραµµική αλληλουχία των νουκλεοτιδίων 

ενός γονιδίου πρέπει µε κάποιο τρόπο να προδιαγράφει τη γραµµική αλληλουχία των 

αµινοξέων µιας πρωτεΐνης. Ωστόσο, η ακριβής αντιστοιχία ανάµεσα στο αλφάβητο των 

τεσσάρων νουκλεοτιδίων του DNA και στο αλφάβητο των είκοσι αµινοξέων των 

πρωτεϊνών δεν είναι προφανής από τη δοµή του DNA. Τα περισσότερα γονίδια είναι 

βραχέα τµήµατα DNA που κωδικοποιούν, κατά περίπτωση, µια µόνο πρωτεΐνη. Ωστόσο, 

το τµήµα του DNA ενός γονιδίου δεν χρησιµοποιείται στο σύνολο του για την 

κωδικοποίηση της πρωτεΐνης που καθορίζεται από το γονίδιο αυτό. Ένα µεγάλο τµήµα του 

είναι επιφορτισµένο να καθορίζει πότε και σε ποιες ποσότητες θα παράγεται η πρωτεΐνη 

που κωδικοποιείται από το γονίδιο, οι οποίες ονοµάζονται ρυθµιστικές περιοχές του 

γονιδίου. 
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Όλες οι πληροφορίες που περιέχει το DNA ενός οργανισµού ονοµάζονται γονιδίωµα 

(genome). Γονιδίωµα επίσης ονοµάζεται αντίστοιχα και το DNA που περιέχει αυτές τις 

πληροφορίες. Μία τάξη µεγέθους των πληροφοριών που περιέχονται στο γονιδίωµα 

µπορεί να δοθεί από τον αριθµό των νουκλεοτιδίων του. Το ανθρώπινο γονιδίωµα για 

παράδειγµα περιέχει περίπου τρία δισεκατοµµύρια (3x109) νουκλεοτίδια, ενώ αριθµός των 

νουκλεοτιδίων ενός µικρού γονιδίου του ανθρώπου είναι της τάξη των µερικών 

εκατοντάδων. 

 

1.3.Αντιγραφή του DNA 

Κατά την διάρκεια της διαίρεσης του κυττάρου, το DNA του αντιγράφεται για να 

µεταδώσει τις γενετικές πληροφορίες στον νέο κύτταρο. Όπως αναφέρθηκε και ανωτέρω η 

δοµή της διπλής έλικας είναι αυτή που εξηγεί τον τρόπο µε τον οποίο το DNA παράγει 

ακριβή αντίγραφα.  

 

Οι δύο κλώνοι του DNA αποτελούνται από αλληλουχία συµπληρωµατικών βάσεων. Έτσι 

κάθε ένας από τους κλώνους µπορεί να λειτουργήσει ως εκµαγείο (template) για να 

δηµιουργήσει µία νέα συµπληρωµατική αλυσίδα. Αρχικά λοιπόν οι δύο κλώνοι του DNA 

διαχωρίζονται και ο καθένας τους ξεχωριστά δηµιουργεί τον συµπληρωµατικό του, 

αντιγράφοντας έτσι ακριβώς όλες τις γενετικές πληροφορίες µε µια πολύ απλή διαδικασία. 

Εφόσον κάθε αρχικός κλώνος λειτουργεί ως εκµαγείο για τη σύνθεση ενός νέου κλώνου, η 

καθεµία από τις δυο νέες διπλές έλικες του DNA θα αποτελείται από έναν αρχικό κλώνο 

και από έναν άλλο, εντελώς νέο κλώνο. Μεγάλη εντύπωση βέβαια προκαλείται και από 

την ποσότητα των νουκλεοτιδίων που πρέπει να αντιγραφούν σε ένα µικρό διάστηµα ώστε 

να λάβει χώρα η αντιγραφή ολόκληρου του γονιδιώµατος. Το επίτευγµα αυτό 

πραγµατοποιείται από ένα σύµπλεγµα πρωτεϊνών, οι οποίες, σχηµατίζουν ένα είδος 

«αντιγραφικής µηχανής» (“replication machine”). Με την αντιγραφή του DNA από το 

αρχικό µόριο του DNA παράγονται δυο πλήρεις διπλές έλικες, στην οποία µε εξαίρεση 

λίγων λαθών, η κάθεµία έχει την ίδια αλληλουχία νουκλεοτιδίων µε την αρχική. 
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Προκειµένου να χρησιµοποιηθούν ως εκµαγεία, οι δύο κλώνοι απαιτείται πρώτα η διπλή 

έλικα να διαχωριστεί ώστε να εκτεθούν αζευγάρωτες οι βάσεις. Οι δύο κλώνοι της διπλής 

έλικας του DNA συνδέονται µε δεσµούς υδρογόνου, οι οποίοι µεν µπορεί να είναι 

ασθενείς µεµονωµένα, ωστόσο δεδοµένου ότι είναι πάρα πολύ σε αριθµό κρατούν τους 

δύο κλώνους σταθερά συνδεδεµένους. Για τον διαχωρισµό των δύο κλώνων απαιτείται 

θερµοκρασία παραπλήσια µε το σηµείο ζέσεως του νερού, ώστε να απελευθερωθεί η 

απαιτούµενη ενέργεια για την διάσπαση των δεσµών υδρογόνου. Εποµένως, κάτι άλλο 

είναι αυτό που πρέπει να δώσει την ώθηση ώστε να ξεκινήσει η διαδικασία της 

αντιγραφής. Τον ρόλο αυτό διαδραµατίζουν ειδικές εναρκτήριες πρωτεΐνες (initiator 

proteins), οι οποίες σκοπεύουν στην σύνδεση τους µε το DNA για να διασπάσουν τους 

δεσµούς υδρογόνου ανάµεσα στις βάσεις. 

 

Ο διαχωρισµός της διπλής έλικας δεν συµβαίνει ταυτόχρονα αλλά ξεκινά από 

συγκεκριµένες θέσεις του DNA, οι οποίες καλούνται αφετηρίες αντιγραφής (replication 

origins) και χαρακτηρίζονται από µια συγκεκριµένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Αυτές 

αποτελούνται από αλληλουχίες DNA που προσελκύουν τις εναρκτήριες πρωτεΐνες όπως 

επίσης και από τµήµατα DNA που διανοίγονται πολύ εύκολα. Είναι γεγονός ότι ένα ζεύγος 

βάσεων Α-Τ συνδέεται µε λιγότερους δεσµούς υδρογόνου από ένα ζεύγος G-C (βλ. σχήµα 

1.3), και άρα ένα τµήµα DNA πλούσιο σε ζεύγη Βάσεων Α-Τ ανοίγει σχετικά εύκολα. Με 

αυτό το δεδοµένο οι αφετηρίες αντιγραφής συνήθως είναι αλληλουχίες DNA πλούσιες σε 

Α-Τ. 

 

∆εδοµένου ότι το DNA ξετυλίγεται ξεκινώντας από τις αφετηρίες και συνεχίζοντας στις 

υπόλοιπες βάσεις, µπορεί κανείς να υποθέσει ότι η απλοί οργανισµοί, το γονιδίωµα των 

οποίων αποτελείται από εκατοµµύρια (και όχι δισεκατοµµύρια βάσεις όπως το ανθρώπινο 

γονιδίωµα) µπορούν να αντιγράψουν το DNA τους µε πολλαπλάσια ταχύτητα απ’ ότι οι 

πολυπλοκότεροι οργανισµοί. Ωστόσο, ενώ οι απλοί οργανισµοί έχουν µόνο µία αφετηρία 

αντιγραφής στο DNA τους, το ανθρώπινο DNA περιέχει περίπου 10,000 αφετηρίες στις 

οποίες ξεκινάει διαδικασία της αντιγραφής σχεδόν ταυτόχρονα. Κατ’ αυτόν τον τρόπο η 

ταχύτητα της αντιγραφής αυξάνεται σηµαντικά. 
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Όταν µια εναρκτήρια πρωτεΐνη συνδεθεί στην αφετηρία αντιγραφής του DNA και 

διαχωρίσει τοπικά τους δύο κλώνους, προσελκύει µια οµάδα πρωτεϊνών, καθεµία από τις 

οποίες διαπεραιώνει µια ειδική λειτουργία, µε σκοπό να διενεργήσουν την αντιγραφή του 

DNA. 

 

Στα σηµεία ακριβώς των αφετηριών της αντιγραφής όπου οι δύο κλώνοι της έλικας 

αρχίζουν να διαχωρίζονται δηµιουργούνται διχάλες αντιγραφής (replication forks). Από τις 

διχάλες αυτές οι πρωτεΐνες µετακινούνται κατά µήκος του DNA, και χρησιµοποιούν τον 

κάθε κλώνο ως εκµαγείο για τη σύνθεση ενός θυγατρικού κλώνου. Είναι εύκολο να 

κατανοήσει κανείς ότι σε κάθε αφετηρία αντιγραφής δηµιουργούνται δυο διχάλες, που 

αποµακρύνονται από την αφετηρία προς αντίθετες κατευθύνσεις διαχωρίζοντας την διπλή 

έλικα του DNA. Γι’ αυτόν ακριβώς των λόγο η αντιγραφή ονοµάζεται αντιγραφή διπλής 

κατεύθυνσης (bidirectional).  

 

Το σύµπλεγµα πρωτεϊνών, το οποίο ανοικοδοµεί την νέα αλληλουχία περιέχει ένα ένζυµο 

γνωστό ως DNA πολυµεράση (DNA polymerase) που συνθέτει το νέο DNA 

χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο έναν από τους παλαιούς κλώνους. Το ένζυµο καταλύει την 

προσθήκη νουκλεοτιδίων στο 3' άκρο ενός επιµηκυνόµενου κλώνου DNA, µέσω του 

σχηµατισµού ενός φωσφοδιεστερικού δεσµού µεταξύ του 3' άκρου και της 5'-φωσφορικής 

οµάδας του εισερχόµενου νουκλεοτιδίου. Η DNA πολυµεράση δεν αποσυνδέεται από το 

DNA κάθε φορά που προσθέτει ένα νουκλεοτίδιο στην αυξανόµενη αλυσίδα, αντίθετα, 

παραµένει συνδεδεµένη µε το DNA και µετακινείται κατά µήκος του DNA βήµα-βήµα για 

πολλούς κύκλους της αντίδρασης πολυµερισµού.  

 

∆ύο βασικές ιδιότητες της DNA πολυµεράσης είναι καλό να αναφερθούν σε αυτό το 

σηµείο. Η πρώτη έχει να κάνει µε το γεγονός ότι η DNA πολυµεράση καταλύει την 

αύξηση µιας αλυσίδας DNA µόνο προς την µια κατεύθυνση. Αντίθετα, είδαµε ότι ο 

σακχαρο-φωσφορικός σκελετός κάθε κλώνου µιας διπλής έλικας DNA έχει µια 

συγκεκριµένη χηµική κατεύθυνση ή πολικότητα, που καθορίζεται από τον τρόπο µε τον 

οποίο το κάθε σάκχαρο συνδέεται µε το επόµενο. Επίσης είδαµε ότι οι δύο κλώνοι της 

διπλής έλικας έχουν αντίθετη κατεύθυνση. Με αυτόν τον τρόπο ο ένας νέος κλώνος DNA 
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δηµιουργείται πάνω σε εκµαγείο που έχει κατεύθυνση (3'-5'), ενώ ο άλλος κλώνος πάνω σε 

εκµαγείο που έχει την αντίθετη κατεύθυνση (5'-3').  

 

Η DNA πολυµεράση προσθέτει νέες νουκλεοτιδικές µονάδες µόνο στο 3' άκρο της 

αλυσίδας. Θα περίµενε κανείς να υπάρχει και ένα δεύτερο ένζυµο το οποίο να δηµιουργεί 

της νουκλεοτιδικές µονάδες στην αντίθετη κατεύθυνση. ∆εδοµένου όµως ότι τέτοιο 

ένζυµο δεν υπάρχει στην φύση ο κλώνος του DNA που πρέπει να συντίθεται ασυνεχώς µε 

την αντίθετη κατεύθυνση, σε διαδοχικά µικρά τµήµατα, µε την DNA πολυµεράση να 

λειτουργεί σε αντίθετη κατεύθυνση από την κατεύθυνση της διχάλας αντιγραφής. Ο 

κλώνος του DNA που συντίθεται ασυνεχώς κατ' αυτόν τον τρόπο αποκαλείται 

καθυστερηµένος κλώνος (lagging strand), ενώ ο κλώνος που συντίθεται συνεχώς 

αποκαλείται προπορευόµενος κλώνος (leading strand). 

 

Η δεύτερη σηµαντική ιδιότητα της DNA πολυµεράσης αναφέρεται στο γεγονός ότι µπορεί 

να διορθώνει τα λάθη που µπορεί να συµβούν κατά την διάρκεια της αντιγραφής. Παρά το 

γεγονός ότι η αντιγραφή λαµβάνει χώρα µε πολύ µεγάλη ακρίβεια η πιστότητας αυξάνεται 

ακόµη περισσότερο από την ιδιότητα αυτή της DNA πολυµεράσης. Είναι ενδεικτικό να 

αναφέρουµε ότι κατά την αντιγραφή του DNA µπορεί να συµβεί ένα λάθος µόνο στα 10 

εκατοµµύρια νουκλεοτίδια.. Αν και όπως αναφέρουµε δύο συµπληρωµατικές βάσεις 

συνδέονται µεταξύ τους, ωστόσο υπάρχουν και άλλα ζεύγη που µπορούν να συνδεθούν 

µεταξύ των τεσσάρων βάσεων, τα οποία όµως συνδέονται µε πολύ ασθενέστερους 

δεσµούς. Τέτοια ζεύγη για παράδειγµα είναι τα ζεύγη G-T και C-A, τα οποία βέβαια 

συµβαίνουν πολύ σπάνια. Αν όµως τέτοια λάθη αρχίσουν να συσσωρεύονται µε την 

πάροδο του χρόνου και µετά από πολλές αντιγραφές του DNA µπορεί να αποβούν µοιραία 

για την ζωή του κυττάρου. Η DNA πολυµεράση έχει την ιδιότητα να ελέγχει αν το 

νουκλεοτίδιο που έχει προστεθεί προηγουµένως ζευγαρώνει µε το σωστό νουκλεοτίδιο του 

εκµαγείου. Μόνο αν το ζεύγος των βάσεων που έχει δηµιουργηθεί είναι σωστό, η 

πολυµεράση θα προχωρήσει να προσθέτει τα επόµενα νουκλεοτίδια. Στην αντίθετη 

περίπτωση, το ένζυµο αφαιρεί το αταίριαστο νουκλεοτίδιο, διασπώντας τον 

φωσφοδιεστερικό δεσµό που µόλις σχηµάτισε, το απελευθερώνει και στη συνέχεια 

δοκιµάζει ξανά. 
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Η DNA πολυµεράση λοιπόν είναι εκείνο το ένζυµο, το οποίο δηµιουργεί τον νέο κλώνο 

στα εκµαγεία του διαχωρισµένου κλώνου από το DNA. Ωστόσο, όπως περιγράψαµε 

ανωτέρω η DNA πολυµεράση για να προσθέτει νουκλεοτίδια πρέπει να είναι συνδεδεµένη 

σε κάποιο ήδη ζευγαρωµένο νουκλεοτίδιο, να ελέγξει αν η συµπληρωµατική βάση 

προστέθηκε σωστά και µετά να συνεχίσει στο επόµενο. Μετά τον διαχωρισµό όµως των 

δύο κλώνων του DNA δεν υπάρχει κανένα ζευγαρωµένο νουκλεοτίδιο ώστε να συνδεθεί η 

DNA πολυµεράση. Για το σκοπό αυτό απαιτείται ένα διαφορετικό ένζυµο η πριµάση, 

ικανό να αρχίζει µια νέα πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα µε απλή σύνδεση δύο 

νουκλεοτιδίων, χωρίς να χρειάζεται ένα ζευγαρωµένο άκρο. Το ένζυµο αυτό απλώς 

χρησιµοποιεί τον κλώνο εκµαγείο για να δηµιουργήσει ένα µικρό κοµµάτι ενός άλλου 

νουκλεϊκού οξέος που είναι γνωστό ως ριβουνουκλεϊκό οξύ (ribonucleic acid - RNA). Το 

κοµµάτι αυτό RNA, το οποίο περιέχει περίπου 10 νουκλεοτίδια, σχηµατίζει ένα 

ζευγαρωµένο 3' άκρο ζευγαρώνοντας τα νουκλεοτίδια του µε το εκµαγείο. Το σηµείο αυτό 

πλέον µπορεί να αποτελέσει ένα σηµείο έναρξης για την δράση της DNA πολυµεράση. Με 

βιολογικούς όρους λέµε ότι το RNA λειτουργεί ως εκκινητής (primer) για τη σύνθεση του 

DNA. Ένας κλώνος RNA από χηµική άποψη µοιάζει πολύ µε έναν µονό κλώνο DNA. 

Ωστόσο, οι επιµέρους µονάδες του είναι ριβονουκλεοτίδια, στα οποία το σάκχαρο είναι η 

ριβόζη και όχι η δεοξυριβόζη. Επίσης, διαφέρει από το DNA δεδοµένου ότι αντί για 

θυµίνη (Τ) περιέχει ουρακίλη (U). Η ουρακίλη ζευγαρώνει µε την αδενίνη και, έτσι, ο 

εκκινητής RNA συντίθεται πάνω στο εκµαγείο µε βάση τους κανόνες 

συµπληρωµατικότητας των βάσεων, ακριβώς όπως και ένας νέος κλώνος DNA. Το σχήµα 

1.4 αντιπαραθέτει το µόριο του DNA µε αυτό του RNA. 

∆εδοµένης της κατεύθυνσης, µε την οποία η DNA πολυµεράση συνθέτει DNA στον 

προπορευόµενο κλώνο, ένας εκκινητής RNA χρειάζεται µόνο για την έναρξη της 

αντιγραφής σε µια αφετηρία αντιγραφής. Αντίθετα, στον καθυστερηµένο κλώνο, όπου η 

σύνθεση του DNA είναι ασυνεχής, νέοι εκκινητές απαιτούνται συνεχώς. Καθώς 

µετακινείται η διχάλα αντιγραφής, αφήνει εκτεθειµένο ένα νέο τµήµα ασύζευκτων 

βάσεων. Έτσι κατά µήκος του καθυστερηµένου κλώνου σχηµατίζονται διάφοροι νέοι 

εκκινητές RNA. Η DNA πολυµεράση προσθέτει ένα δεοξυριβονουκλεοτίδιο στο 3' άκρο 

κάθε εκκινητή για να ξεκινήσει τη σύνθεση ενός κλώνου DNA, τον οποίο συνεχίζει να 

επιµηκύνει έως ότου συναντήσει τον επόµενο εκκινητή RNA. 
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Σχήµα 1.4: Το Ριβονουκλεϊκό οξύ (RNA) σε σύγκριση µε το δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ (DNA). 

Για την δηµιουργία του καθυστερηµένου κλώνου τρία ακόµα ένζυµα απαιτούνται µε 

σκοπό να αποµακρύνουν τους πολλούς εκκινητές και να τους αντικαταστήσουν µε DNA, 

αλλά και για να ενώσουν τα επιµέρους τµήµατα που δηµιουργούνται από την ασυνεχή 

δηµιουργία του και τα οποία είναι γνωστά ως κλάσµατα του Οκαζάκι (Okazaki fragments) 

[15-16]. Συγκεκριµένα, µια νουκλεάση (nuclease) αποδοµεί τον εκκινητή RNA, µια 

πολυµεράση επιδιόρθωσης (repair polymerase) αντικαθιστά το RNA από DNA και, τέλος, 

το ένζυµο λιγκάση του DNA (DNA ligase) συνδέει το 5'-φωσφορικό άκρο ενός νέου 

κλάσµατος DNA µε το 3'-υδροξυλικό άκρο του επόµενου κλάσµατος.  

 

Εκτός από τη DNA πολυµεράση, µία οµάδα από πολλές πρωτεΐνες εµπλέκονται στην 

αντιγραφή του DNA. Οι περισσότερες από τις πρωτεΐνες αυτές θεωρείται ότι συνδέονται 

σ' ένα µεγάλο πολυενζυµικό σύµπλοκο, το οποίο µετακινείται ως ενιαία µονάδα κατά 

µήκος του DNA, επιτρέποντας την σύνθεση και των δύο κλώνων µε ένα συντονισµένο 

ρυθµό. Η κυριότερη πρωτεΐνη που πρέπει να αναφερθεί είναι η ελικάση (helicase), η οποία 

µετακινείται γρήγορα κατά µήκος του DNA, ξετυλίγοντας παράλληλα τη διπλή έλικα. 

Όπως είδαµε προηγουµένως, για να αρχίσει η αντιγραφή του DNA η διπλή έλικα πρέπει 

να είναι ανοικτή και να ανοίγει συνεχώς καθώς η διχάλα αντιγραφής προχωρεί, ώστε να 
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αποκαλύπτονται µονόκλωνα εκµαγεία για την πολυµεράση. Έχοντας παραθέσει όλη την 

απαιτούµενη γνώση για την διαδικασία της αντιγραφής του DNA, µπορούµε να την 

συνοψίσουµε στο σχήµα 1.5. 

  

Σχήµα 1.5: Η διαδικασία της αντιγραφής. 

1.4.Μεταλλάξεις και Απλοί Νουκλεοτιδικοί Πολυµορφισµοί 

 Η διαδικασία της αντιγραφής αποδεικνύεται να είναι πολύ ακριβής ώστε να µην επιτρέπει 

να συµβεί κάποια µόνιµη αλλαγή στο DNA του οργανισµού. Μια τέτοια µόνιµη αλλαγή 

αποκαλείται µετάλλαξη (mutation) και µπορεί να έχει σηµαντικές επιπτώσεις στην ζωή 

του κυττάρου. Η τεχνολογία των µικροσυστοιχιών µε την πάροδο του χρόνου επεκτάθηκε 

σε διάφορα πεδία της βιολογικής έρευνας. Ένα από αυτά είναι ο εντοπισµός των 

µεταλλάξεων στο DNA. Μια µετάλλαξη που επηρεάζει έστω και ένα ζεύγος 

νουκλεοτιδίων µπορεί να καταστρέψει έναν οργανισµό αν συµβεί σε µια ζωτική θέση στην 

αλληλουχία του DNA. Όταν η µετάλλαξη αφορά ένα µόνο νουκλεοτίδιο τότε ονοµάζεται 

απλός νουκλεοτιδικός πολυµορφισµός (single-nucleotide polymorphism ή SNP). Έχει 

επικρατήσει µε τον όρο SNP να εννοούµε τις µεταλλάξεις, οι οποίοι αφορούν µόνο ένα 

νουκλεοτίδιο αλλά και που εµφανίζονται στο 1% και άνω του πληθυσµού. Οι απλοί 

νουκλεοτιδικοί πολυµορφισµοί λοιπόν έχουν οδηγήσει σε διάφορες παραλλαγές γονιδίων 

τα οποία ονοµάζονται αλληλόµορφα (alleles). Για παράδειγµα εάν έχουµε δύο 

αλληλουχίες AAGCCTA και AAGCTTA οι οποίες βρίσκονται στο ίδιο κλάσµα ενός 

γονιδίου, τότε µπορούµε να πούµε ότι στην περίπτωση αυτή υπάρχει ένας απλός 

νουκλεοτιδικός πολυµορφισµός αλλά και δύο αλληλόµορφα του γονιδίου αυτού. 

Παρόµοιο παράδειγµα µπορούµε να δούµε σχηµατικά στο σχήµα 1.6. 
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Σχήµα 1.6: Ένας απλός νουκλεοτιδικός πολυµορφισµός (SNP). 

Η έρευνα τα τελευταία χρόνια έχει στραφεί προς τον εντοπισµό των απλών 

νουκλεοτιδικών πολυµορφισµών, αλλά και την ευθύνη που έχουν στην δηµιουργία 

παθογενειών και ασθενειών. Όπως θα δούµε και στο επόµενο κεφάλαιο η εταιρία Illumina 

έχει ήδη κατασκευάσει µικροσυστοιχίες γι αυτό τον σκοπό, όπως αυτές προέκυψαν στα 

πλαίσια ενός διεθνούς προγράµµατος που ονοµάζεται Hapmap [17-18]. H διαδικασία 

λοιπόν του εντοπισµού όλων αυτών τον πολυµορφισµών που υπάρχουν στον πληθυσµό 

βρίσκεται ήδη σε καλό σηµείο καθώς έχουν εντοπιστεί περί τα 5 από τα 10 εκατοµµύρια, 

όπως υπολογίζονται. Αυτό το γεγονός όµως δεν σηµαίνει ότι και όλοι αυτοί οι 

πολυµορφισµοί µπορεί να προκαλέσουν την εµφάνιση παθογενειών. Έτσι, πέραν του 

εντοπισµού, απαραίτητο είναι να επισηµανθούν οι πολυµορφισµοί εκείνοι, οι οποίοι 

παίζουν κάποιο ρόλο στην εξέλιξη ασθενειών.  

 

1.5.Γονιδιακή Έκφραση 

Η έκφραση των γονιδίων [19-20] σε πρωτεΐνες είναι και το πεδίο µε το οποίο 

ασχολήθηκαν τα πρώτα πειράµατα µικροσυστοιχιών [21-25]. Όταν ένα κύτταρο του 

οργανισµού χρειαστεί κάποια πρωτεΐνη, το DNA δεν είναι αυτό που κατευθύνει την 

σύνθεση της. Η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του DNA που απαιτείται για την 
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δηµιουργία της πρωτεΐνης αυτής αντιγράφεται σε µορφή RNA. Τα RNA αντίγραφα των 

τµηµάτων του DNA χρησιµοποιούνται ως εκµαγεία που κατευθύνουν τη σύνθεση των 

πρωτεϊνών. Πιο γενικά δηλαδή, η ροή των γενετικών πληροφοριών στα κύτταρα γίνεται 

από το DNA στο RNA και από εκεί στις πρωτεΐνες. Αυτές είναι οι µορφές από τις οποίες 

διέρχονται οι γενετικές πληροφορίες κατά την έκφραση ενός γονιδίου, γεγονός το οποίο 

αποτελεί µια από τις πιο θεµελιώδεις αρχές της Βιολογίας. ∆ύο είναι οι βασικοί 

µηχανισµοί µε τους οποίους οι γενετικές πληροφορίες µεταπηδούν από την µια µορφή 

στην άλλη, η µεταγραφή και η µετάφραση. Η έκφραση των γενετικών πληροφοριών 

συνοψίζονται στο σχήµα 1.7. 

 

Σχήµα 1.7: Οι διαδικασίες µε τις οποίες εκφράζεται η γενετική πληροφορία. 

1.5.1.Μεταγραφή του DNA σε RNA 

Η έκφραση ενός τµήµατος των γενετικών οδηγιών ενός κυττάρου ξεκινά µε την αντιγραφή 

της κατάλληλης αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων του DNA, δηλαδή του κατάλληλου 

γονιδίου, σε µια αλληλουχία νουκλεοτιδίων του RNA. Αυτός ο µηχανισµός ονοµάζεται 

µεταγραφή (transcription) επειδή παρόλο που οι πληροφορίες αντιγράφονται σε µια 

διαφορετική χηµική µορφή, εξακολουθούν να γράφονται ουσιαστικά στην ίδια γλώσσα, 

δηλαδή στη γλώσσα των νουκλεοτιδίων. Όπως και το DNA, το RNA είναι ένα γραµµικό 

πολυµερές που αποτελείται από τέσσερα διαφορετικά νουκλεοτίδια, τα οποία συνδέονται 

µεταξύ τους µε φωσφοδιεστερικούς δεσµούς. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω η δύο 

βασικές διαφορές του RNA από το DNA είναι το σάκχαρο, αλλά και η µία εκ των 

τεσσάρων βάσεων. Παρά το γεγονός ότι οι χηµικές αυτές διαφορές δεν είναι µεγάλες, εν 

τούτοις το DNA και το RNA διαφέρουν πολύ ως προς τη δοµή τους. Αφενός τo DNA 

συναντάτε στα κύτταρα πάντα µε την µορφή µιας δίκλωνης έλικας σε αντίθεση µε το RNA 

το οποίο είναι µονόκλωνο. Αφετέρου, µια αλυσίδα RNA µπορεί να διπλωθεί σε ποικίλες 
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δοµές, όπως διπλώνεται µια πολυπεπτιδική αλυσίδα για να σχηµατίσει την τελική δοµή 

µιας πρωτεΐνης, ή για να µεταφέρει πληροφορίες από το DNA στις πρωτεΐνες.  

 

Η διαδικασία της µεταγραφής, είναι µια διεργασία παρόµοια µε αυτήν της αντιγραφής του 

DNA. Και η µεταγραφή όπως και η αντιγραφή του DNA ξεκινάει µε τον διαχωρισµό της 

διπλής έλικας σε κάποιο κοµµάτι του DNA. Ακολουθώντας τους κανόνες της 

συµπληρωµατικότητας των βάσεων, το RNA συντίθεται έχοντας ως εκµαγείο τον έναν 

κλώνο της διπλής έλικας. Όταν ένα εισερχόµενο ριβονουκλεοτίδιο ταιριάζει καλά µε ένα 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο του εκµαγείου, τότε θα συνδεθεί οµοιοπολικά µε την αυξανόµενη 

αλυσίδα του RNA µε µια ενζυµικά καταλυόµενη αντίδραση. Το παράγωγο RNA από την 

διαδικασία της µεταγραφής ονοµάζεται µετάγραφο (transcript). Τα ένζυµα που 

χρησιµοποιούνται για τη µεταγραφή αποκαλούνται RNA πολυµεράσες (RNA 

polymerases). Αντίστοιχα µε την DNA πολυµεράση που καταλύει την αντιγραφή του 

DNA, οι RNA πολυµεράσες καταλύουν το σχηµατισµό των φωσφοδιεστερικών δεσµών 

που συνδέουν τα νουκλεοτίδια µεταξύ τους και δηµιουργούν τον σακχαροφωσφορικό 

σκελετό της αλυσίδας του RNA. Με παρόµοιο τρόπο µε την DNA πολυµεράση η RNA 

πολυµεράση µετακινείται βήµα-βήµα κατά µήκος του DNA, προχωρώντας µπροστά και 

ξετυλίγοντας την έλικα του DNA ώστε να αποκαλυφθεί µια νέα περιοχή του εκµαγείου 

κατάλληλη για ζευγάρωµα συµπληρωµατικών βάσεων. 

 

Εκτός από τις µεγάλες οµοιότητες της µεταγραφής µε την αντιγραφή του DNA υπάρχουν 

και µεγάλες διαφορές µεταξύ των δύο αυτών µηχανισµών. Ο κλώνος του RNA που 

παράγεται από την διαδικασία της µεταγραφής δεν συνδέεται µε το εκµαγείο όπως γίνεται 

στην αντιγραφή του DNA, αλλά πίσω από την περιοχή όπου προστέθηκαν τα 

ριβονουκλεοτίδια, η έλικα του DNA αναδιοργανώνεται και εκτοπίζει την αλυσίδα του 

RNA. Τα µόρια του RNA είναι πολύ µικρότερα του µορίου του DNA εφόσον αυτά 

παράγονται από ένα µικρό κοµµάτι του DNA. Ενδεικτικά µπορεί κανείς να αναφέρει ότι 

το DNA ενός ανθρώπινου χρωµοσώµατος µπορεί να περιέχει έως και 250 εκατοµµύρια 

ζεύγη νουκλεοτιδίων, ενώ τα περισσότερα µόρια του RNA περιέχουν το µέγιστο λίγες 

χιλιάδες νουκλεοτίδια. Άλλες σηµαντικές διαφορές έχουν να κάνουν µε την κατάλυση των 

µηχανισµών από τις αντίστοιχες πολυµεράσες. Η RNA πολυµεράση καταλύει τη σύνδεση 

ριδονουκλεοτιδίων και όχι δεοξυριβονουκλεοτιδίων όπως η DNA πολυµεράση. Η RNA 
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πολυµεράσες δεν διαθέτουν τη δυνατότητα ελέγχου της πιστότητας του µεταγράφου, σε 

αντίθεση µε την DNA πολυµεράση όπως είδαµε ανωτέρω. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα το 

γεγονός ότι η RNA πολυµεράση δεν χρειάζεται εκκινητές για να ξεκινήσει την µεταγραφή, 

ενώ προδίδει και το γεγονός ότι η µεταγραφή δεν χρειάζεται να είναι εξίσου ακριβής όσο η 

αντιγραφή του DNA, επειδή το RNA δεν χρησιµοποιείται για τη µόνιµη αποθήκευση των 

γενετικών πληροφοριών των κυττάρων. 

 

Τα περισσότερα από τα γονίδια του DNA σκοπεύουν στον καθορισµό των αλληλουχιών 

των αµινοξέων των πρωτεϊνών που θα παραχθούν. Το RNA που µεταγράφεται από αυτά 

τα γονίδια ονοµάζεται αγγελιοφόρο RNA (messenger RNA - mRNA). Στους 

ευκαριωτικούς οργανισµούς, ένα µόριο mRNA περιέχει πληροφορίες, οι οποίες έχουν 

µεταγραφεί από ένα µόνο γονίδιο και κωδικοποιεί µια µοναδική πρωτεΐνη. Αντιθέτως, στα 

βακτήρια, µια οµάδα από γειτονικά γονίδια µεταγράφονται σ' ένα ενιαίο mRNA, το οποίο 

όµως περιέχει τις πληροφορίες για αρκετές διαφορετικές πρωτεΐνες. Τα υπόλοιπα γονίδια 

παράγουν µη αγγελιοφόρα µόρια RNA, τα οποία χρησιµεύουν ως δοµικά και ενζυµικά 

συστατικά των κυττάρων και παίζουν καίριο ρόλο στη µετάφραση του γενετικού 

µηνύµατος σε πρωτεΐνη. ∆ύο άλλα είδη RNA είναι το ριβοσωµατικό RNA (ribosomal 

RNA - rRNA), το οποίο σχηµατίζει το κέντρο των ριβοσωµατίων, πάνω στα οποία 

πραγµατοποιείται η µετάφραση του mRNA σε πρωτεΐνη, και το µεταφορικό RNA (transfer 

RNA - tRNA), το οποίο σχηµατίζει τους συναρµολογητές που επιλέγουν τα αµινοξέα και 

τα συγκρατούν στην κατάλληλη θέση πάνω στο ριβοσωµάτιο για να ενσωµατωθούν σε µια 

πρωτεΐνη. 

 

∆εδοµένου ότι µόνο µικρά κοµµάτια του DNA µεταγράφονται σε RNA, µε κάποιο τρόπο 

θα πρέπει να υποδεικνύεται στην RNA πολυµεράση από ποιο σηµείο του DNA θα ξεκινάει 

την µεταγραφή και σε ποιο σηµείο θα σταµατάει. Ένα µόριο RNA πολυµεράσης τείνει να 

προσκολληθεί πάνω στο DNA και στη συνέχεια να µετακινηθεί κατά µήκος του DNA 

µέχρι να εντοπίσει µια περιοχή, η οποία ονοµάζεται υποκινητής (promoter). Ο παράγοντας 

σίγµα (σ) (sigma factor), που περιέχεται στην RNA πολυµεράση είναι υπεύθυνος για τον 

εντοπισµό της αλληλουχίας του υποκινητή πάνω στο DNA. Όταν η πολυµεράση 

προσδεθεί στον υποκινητή και συνθέσει ένα τµήµα RNA µήκους περίπου 10 

νουκλεοτιδίων, ο παράγοντας σίγµα απελευθερώνεται, οπότε το ένζυµο είναι πλέον 
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ελεύθερο να µετακινηθεί προς τα εµπρός και να συνεχίσει τη µεταγραφή χωρίς τον 

παράγοντα. Μετά την απελευθέρωση από την αλληλουχία τερµατισµού του DNA, η RNA 

πολυµεράση επανασυνδέεται µε έναν ελεύθερο παράγοντα σίγµα και αναζητά έναν 

υποκινητή, όπου µπορεί να αρχίσει ξανά τη διεργασία της µεταγραφής. Όταν η RNΑ 

πολυµεράση εντοπίσει τον υποκινητή, ο οποίος περιέχει µια αλληλουχία νουκλεοτιδίων 

που σηµατοδοτεί τη θέση έναρξης για τη σύνθεση του RNA, προσδένεται ισχυρά επάνω 

στο µόριο του DNA. Στην συνέχεια η RNA πολυµεράση διανοίγει την περιοχή της διπλής 

έλικας που βρίσκεται ακριβώς µπροστά της και έτσι αποκαλύπτει τα νουκλεοτίδια σ' ένα 

βραχύ τµήµα του DNA κάθε κλώνου. Ένας από τους κλώνους DNA δρα ως εκµαγείο ώστε 

να τοποθετηθούν σωστά οι συµπληρωµατικές βάσεις. Η διαδικασία συνεχίζεται έως ότου 

η RNA πολυµεράση συναντήσει ένα δεύτερο σήµα πάνω στο DNA, την αλληλουχία 

τερµατισµού (stop site), οπότε σταµατά και απελευθερώνει τόσο το DNA εκµαγείο όσο 

και τη νεοσυντεθειµένη αλυσίδα του RNA. Τα παραπάνω δίνουν µια γενική περιγραφή 

του µηχανισµού της  µεταγραφής στους προκαρυωτικούς οργανισµούς. Ο µηχανισµός 

παρουσιάζεται και στο σχήµα 1.8. 

 

Υπάρχει διαφοροποίηση του µηχανισµού της µεταγραφής από τους προκαρυωτικούς 

στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Το βακτηριακό DNA είναι άµεσα εκτεθειµένο στο 

κυτταρόπλασµα, το οποίο περιέχει τα ριβοσωµάτια πάνω στα οποία επιτελείται η σύνθεση 

των πρωτεϊνών. Αντίθετα, στα ευκαρυωτικά κύτταρα, το DNA περικλείεται στον πυρήνα. 

Η µεταγραφή γίνεται στον πυρήνα ενώ η πρωτεϊνοσύνθεση στα ριβοσωµάτια δηλαδή στο 

κυτταρόπλασµα. Εποµένως, για να µετεφρασθεί ένα ευκαρυωτικό mRNA πρέπει 

προηγουµένως να µεταφερθεί έξω από τον πυρήνα διαµέσου των µικρών πόρων του 

πυρηνικού περιβλήµατος. 

 

Έτσι το πρωτογενές µετάγραφο (primary transcript) που παράγεται από την µεταγραφή 

στον πυρήνα, υφίσταται κάποια επεξεργασία ώστε στην συνέχεια να διοχετευθεί στο 

κυτταρόπλασµα όπου θα γίνει η µετάφραση. Η επεξεργασία αυτή για τα πρωτογενή 

µετάγραφα που προορίζονται να γίνουν µόρια mRNA, περιλαµβάνει τον σχηµατισµό της 

καλύπτρας του RNA (RNA capping) και την πολυαδενυλίωση (polyadenylation). Οι δύο 

αυτές τροποποιήσεις αφενός αυξάνουν τη σταθερότητα των µορίων του mRNA αφετέρου 

χρησιµοποιούνται από τον πρωτεϊνοσυνθετικό µηχανισµό ως ένδειξη ότι και τα δύο άκρα 
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του mRNA είναι παρόντα και, εποµένως, ότι το µήνυµα είναι πλήρες. Η κάθε µία από 

αυτές της τροποποιήσεις ουσιαστικά οριοθετεί το ένα από τα δύο άκρα της αλληλουχίας. 

 

Σχήµα 1.8: Ο µηχανισµός της µεταγραφής. 

 

1.5.2.Αντίστροφη µεταγραφή 

Η αντίστροφή µεταγραφή είναι µια διεργασία, η οποία χρησιµοποιείται ευρέως στην 

τεχνολογία των µικροσυστοιχιών. Μέσω αυτής της διεργασίας παράγεται το 

συµπληρωµατικό DNA µε χρήση του οποίου δηµιουργούνται οι αντίστοιχες cDNA 

µικροσυστοιχίες. Σύµφωνα µε το κεντρικό δόγµα της βιολογίας, οι πρωτεΐνες παράγονται 

έπειτα από µεταγραφή του DNA σε mRNA. Τα γονίδια στα ευκαρυωτικά κύτταρα 

συνήθως περιέχουν εσώνια σε αντίθεση µε τα γονίδια στα προκαρυωτικά κύτταρα. Τα 

εσώνια (ή αλλιώς ιντρόνια) δεν µεταφράζονται σε αµινοξέα, και για τον λόγο αυτόν πρέπει 

να αφαιρεθούν από το mRNA πριν από την µετάφραση. 

 

Ορισµένες φορές για παράδειγµα, χρειάζεται να εκφραστούν ευκαρυωτικά γονίδια από 

προκαρυωτικά κύτταρα. Αυτό συνήθως γίνεται µε την µεταφορά του DNA ενός 

ευκαρυωτικού κυττάρου σε ένα προκαρυωτικό κύτταρο-ξενιστή, το οποίο θα µεταγραφεί 

σε mRNA και θα µεταφραστεί σε πρωτεΐνη. Τα προκαρυωτικά κύτταρα, όπως αναφέρθηκε 

όµως δεν έχουν τη δυνατότητα να αφαιρέσουν τα εσώνια από το πρόδροµο mRNA, 
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εποµένως η αφαίρεσή τους πρέπει να γίνει πριν την µεταφορά. Για τον λόγο αυτόν από το 

mRNA παράγεται το συµπληρωµατικό DNA, το οποίο δεν περιέχει εσώνια. 

 

Το cDNA είναι ένα µόριο, το οποίο έχει υποστεί τις απαραίτητες αποκοπές και 

επεξεργασίες, ώστε να είναι έτοιµο προς µετάφραση. Για την σύνθεση του cDNA 

χρησιµοποιείται το ένζυµο, την αντίστροφη µεταγραφάση. Το cDNA χρησιµοποιείται 

ευρύτατα για την κλωνοποίηση γονιδίων ευκαρυωτικών κυττάρων σε προκαρυωτικά, ώστε 

να παραχθεί η πρωτεΐνη, που αυτά κωδικοποιούν, σε µεγάλες ποσότητες. Κάθε 

προκαρυωτικό κύτταρο που δέχεται το γονίδιο πολλαπλασιάζεται, παράγοντας έτσι ένα 

βακτηριακό κλώνο. Το σύνολο των βακτηριακών κλώνων που περιέχουν αντίγραφα όλων 

των ώριµων mRNA των γονιδίων που εκφράζονται σε έναν κυτταρικό τύπο ονοµάζεται 

cDNA βιβλιοθήκη. 

 

1.5.3.Μετάφραση 

∆εδοµένου ότι υπάρχουν και πρωτεϊνικές µικροσυστοιχίες καλό είναι να κάνουµε µια 

µικρή αναφορά στον τρόπο µε τον οποίο τελικά µεταφράζεται η γενετική πληροφορία από 

το RNA σε πρωτεΐνη. Οι ερευνητές είχαν ήδη εξάγει το γεγονός ότι οι πληροφορίες που 

κωδικοποιούνται στο DNA αντιγράφονται αρχικά σε RNA και κατόπιν σε πρωτεΐνες, πριν 

από τα µέσα του 20ου αιώνα. Ωστόσο, εκκρεµούσε ακόµα το ερώτηµα, πώς οι πληροφορίες 

που περιέχονται στη γραµµική αλληλουχία του RNA µεταφράζονται σε µια γραµµική 

αλληλουχία ενός πολύ διαφορετικού από χηµικής άποψης συνόλου µονάδων, δηλαδή τα 

αµινοξέα στις πρωτεΐνες. 

 

Το παραγόµενο από τον µηχανισµό της µεταγραφής mRNA περιέχει όλες τις απαραίτητες 

πληροφορίες στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων του για την σύνθεση µιας πρωτεΐνης. Η 

µετατροπή των πληροφοριών του RNA σε πρωτεΐνη αντιπροσωπεύει µια µετάφραση των 

πληροφοριών σε µια άλλη γλώσσα που χρησιµοποιεί πολύ διαφορετικά σύµβολα. Η 

δυσκολία στην κατανόηση της µετάφρασης έγκειται στο γεγονός ότι στο mRNA οι 

δοµικές µονάδες είναι τα τέσσερα διαφορετικά νουκλεοτίδια, ενώ στις πρωτεΐνες 

υπάρχουν είκοσι διαφορετικά αµινοξέα. Στις αρχές της δεκαετίας του 1960 όµως 
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αποκρυπτογραφήθηκε η αντιστοιχία των αµινοξέων των πρωτεϊνών µε τα νουκλεοτίδια 

του mRNA. Αντιστοιχία αυτή ονοµάζεται γενετικός κώδικας (genetic code) [26-27] και 

παρουσιάζεται στον πίνακα 1.1. 

Πίνακας 1.1: Ο γενετικός κώδικας. 

 

Για την δηµιουργία των πρωτεϊνών η αλληλουχία των νουκλεοτιδίων ενός µορίου mRNA 

διαβάζεται διαδοχικά ανά οµάδες τριών νουκλεοτιδίων. Οι δυνατοί συνδυασµοί τριών 

νουκλεοτιδίων είναι 4x4x4 = 64. Ωστόσο, στις πρωτεΐνες υπάρχουν συνήθως µόνο 20 

διαφορετικά αµινοξέα. Εποµένως, είτε ορισµένες τριπλέτες νουκλεοτιδίων δεν 

χρησιµοποιούνται ποτέ είτε ορισµένα αµινοξέα καθορίζονται από περισσότερες από µια 

τριπλέτες, όπως φαίνεται και στον πίνακα 1.1. Κάθε οµάδα τριών διαδοχικών 

νουκλεοτιδίων του RNA αποκαλείται κωδικόνιο (codon) και κάθε κωδικόνιο καθορίζει 

ένα αµινοξύ. 

 

1.6.Υβριδοποίηση νουκλεϊκών οξέων 

Η υβριδοποίηση [28-29] των νουκλεϊκών αλληλουχιών είναι η πιο σηµαντική ιδιότητα, 

την οποία εκµεταλλεύεται η τεχνολογία των µικροσυστοιχιών. Εάν ένα γονίδιο 

αποµονωθεί από το γονιδίωµα σαν ένα κοµµάτι DNA είναι σηµαντικό να µπορούσαµε να 
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γνωρίζουµε το χρωµόσωµα από το οποίο προήλθε, καθώς επίσης και την θέση του πάνω 

στο χρωµόσωµα. Επίσης είναι σηµαντικό να µπορούσαµε να γνωρίζουµε σε ποια κύτταρα 

του οργανισµού µεταγράφεται το συγκεκριµένο γονίδιο, ή αν υπάρχουν κύτταρα και 

άλλων οργανισµών που διαθέτουν παρόµοια γονίδια. Εργαστηριακά όλα τα παραπάνω 

υλοποιήθηκαν µε την χρήση της ιδιότητας της υβριδοποίησης, πάνω στην οποία 

στηρίχθηκαν και τα παράλληλα πολλαπλά πειράµατα που διενεργούνται σε µια 

µικροσυστοιχία. Σύµφωνα µε την ιδιότητα αυτή ένας κλώνος DNA µπορεί να ζευγαρώσει 

εκλεκτικά µε έναν δεύτερο κλώνο, µε συµπληρωµατική αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Σε 

προηγούµενα εδάφια συζητήθηκε το γεγονός ότι οι δύο κλώνοι µιας διπλής έλικας DNA 

συνδέονται µε σχετικά ασθενείς δεσµούς υδρογόνου, οι οποίοι µπορούν να διασπαστούν 

είτε µε θέρµανση του DNA είτε µε έκθεση του σε διαλύµατα µε ακραίες τιµές pH. Με τον 

τρόπο αυτόν διαχωρίζονται οι δύο κλώνοι του DNA χωρίς όµως να διασπούν τους 

οµοιοπολικούς δεσµούς που συνδέουν τα νουκλεοτίδια µεταξύ τους σε κάθε κλώνο. Η 

λογική της υβριδοποίησης ακολουθεί ακριβώς την αντίστροφη διαδικασία. Αν δηλαδή η 

θερµοκρασία ελαττωθεί σταδιακά στα φυσιολογικά επίπεδα ή αν το pH επανέλθει σε 

ουδέτερη τιµή, οι συµπληρωµατικοί κλώνοι θα δηµιουργήσουν πάλι διπλές έλικες, 

αποκαθιστώντας τους συµπληρωµατικούς δεσµούς υδρογόνου. Η υβριδοποίηση 

παρουσιάζεται στο σχήµα 1.9. 

 

Σχήµα 1.9: Η διεργασία της υβριδοποίηση του DNA. 
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Η υβριδοποίηση συµβαίνει ανάµεσα σε δύο οποιεσδήποτε µονόκλωνες αλυσίδες 

νουκλεοτιδικών οξέων (DNA/DNA, RNA/RNA ή RNA/DNA) µε την προϋπόθεση ότι θα 

έχουν συµπληρωµατική αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Η ικανότητα ενός µονόκλωνου 

µορίου νουκλεϊκού οξέος να σχηµατίζει διπλή έλικα µόνο µε ένα συµπληρωµατικό είναι 

και αυτή, η οποία αξιοποιείται από την τεχνολογία των µικροσυστοιχιών. 

 

Η υβριδοποίηση χρησιµοποιείται ουσιαστικά για τον εντοπισµό συγκεκριµένων 

αλληλουχιών σε δείγµατα. Για τον σκοπό αυτό είναι απαραίτητο να αποµονωθεί µια 

αλληλουχία γνωστή ως ανιχνευτής (probe). Ένας DNA ανιχνευτής είναι ένα βραχύ, 

µονόκλωνο µόριο, µε µήκος που κυµαίνεται συνήθως από 10 έως 1000 νουκλεοτίδια, το 

οποίο χρησιµοποιείται σε αντιδράσεις υβριδισµού για την ανίχνευση µορίων νουκλεϊκών 

οξέων µε συµπληρωµατική αλληλουχία. Οι ανιχνευτές πλέον παράγονται στο εργαστήριο 

µε µη ενζυµατικές µεθόδους, σε αντίθεση µε τα προηγούµενα χρόνια όπου λαµβάνονταν 

µόνο από φυσικές πηγές. 

 

1.7.Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης  

Η µεγάλες ποσότητες των δειγµάτων που χρειάζονται για ένα πείραµα µικροσυστοιχιών 

απαιτούν µια γρήγορη και αξιόπιστη τεχνική. Η διαδικασία που ακολουθούνταν 

παλαιότερα για την αποµόνωση ενός γονιδίου ήταν η κλωνοποίηση µέσω DNA 

βιβλιοθηκών. Αυτό συνέβαινε έως ότου αναπτύχθηκε η τεχνική της Αλυσιδωτής 

Αντίδραση Πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction – PCR) [30-36], η οποία είναι µια 

ταχύτερη, φθηνότερη και πιο αποδοτική τεχνική που είχε πολλές εφαρµογές. Με την 

χρήση της PCR µια αλληλουχία νουκλεοτιδίων αντιγράφεται γρήγορα και αξιόπιστα σε 

µεγάλες ποσότητες, in vitro και χωρίς να χρειάζονται κύτταρα. 

 

Η όλη διαδικασία στηρίζεται στην χρήση της DNA πολυµεράσης, η οποία δρα 

επαναληπτικά για την δηµιουργία πολλών αντιγράφων. Μικρά κοµµάτια της αλληλουχίας 

των νουκλεοτιδίων λειτουργούν ως εκκινητές (primers), τα οποία υβριδοποιούνται µε το 

εκµαγείο, καθοδηγώντας έτσι την DNA πολυµεράση. Ο σχεδιασµός των εκκινητών γίνεται 

µε τέτοιον τρόπο ώστε να είναι δυνατή η εκκίνηση της αντιγραφής σε κάθε κλώνο της 
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διπλής έλικας. ∆εδοµένου ότι οι εκκινητές παρασκευάζονται µε χηµική σύνθεση, η τεχνική 

PCR χρησιµοποιείται µόνο για την κλωνοποίηση κλασµάτων DNA µε γνωστή αλληλουχία 

των δύο άκρων τους. Μετά από µερικές δεκάδες κύκλους της PCR, η DNA πολυµεράση 

παράγει έναν πολύ µεγάλο αριθµό αντιγράφων όπως ακριβώς φαίνεται στο σχήµα 1.10. 

 

 

Σχήµα 1.10: Η αλυσιδωτή Αντίδραση πολυµεράσης. 

Αρχικά σχεδιάζονται και συντίθεται τα δύο ολιγονουκλεοτίδια που θα δράσουν ως 

εκκινητές, ανάλογα µε την αλληλουχία η οποία θα αντιγραφεί. Ο κάθε ένας από τους 

εκκινητές αυτούς είναι συµπληρωµατικός µε την αλληλουχία ενός κλώνου της δίκλωνης 

έλικας του DNA στα δύο αντίθετα άκρα της επιλεγµένης περιοχής. Με την βοήθεια τον 

εκκινητών θα ξεκινήσει η in vitro σύνθεση του DNA από την DNA πολυµεράση. Όπως 

φαίνεται και στο σχήµα 1.10 η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατοποιείται 

επαναληπτικά σε πολλούς κύκλους. Ο πρώτος κύκλος ξεκινάει µε ένα δίκλωνο µόριο 

DNA, το οποίο θερµαίνεται µε σκοπό να διαχωριστούν οι δύο κλώνοι. Μετά τον 

διαχωρισµό των κλώνων η θερµοκρασία του µείγµατος της αντίδρασης ελαττώνεται, 

οπότε οι εκκινητές που βρίσκονται σε µεγάλη περίσσεια µπορεί να υβριδοποιηθούν µε τις 

συµπληρωµατικές προς αυτούς αλληλουχίες στους δύο κλώνους του DNA. Οι επόµενοι 

κύκλοι ξεκινούν ξανά µε θέρµανση έτσι ώστε να διαχωριστούν οι νεοσυντεθειµένοι 

κλώνοι του DNA και τα βήµατα ακολουθούνται όπως ακριβώς και κατά τον πρώτο κύκλο. 

Στους επόµενους κύκλους επίσης οι παραγόµενοι κλώνοι λειτουργούν και αυτοί µε τη 

σειρά τους ως εκµαγεία. Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι γίνεται χρήση µιας ειδικής 
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DNA πολυµεράσης, η οποία είναι εξαιρετικά σταθερή και ανθεκτική στην αύξηση της 

θερµοκρασίας κατά την οποία συντελείτε ο διαχωρισµός της δίκλωνης αλυσίδας του DNA. 

Με την χρήση της ειδικής αυτής πολυµεράσης δεν απαιτείται η συνεχής πρόσθεση νέας 

πολυµεράσης στο µείγµα σε κάθε νέο κύκλο, εποµένως, δεν είναι απαραίτητο να 

προστίθεται ξανά µετά από κάθε κύκλο της αντίδρασης. Τα επιθυµητά ποσά του DNA που 

απαιτούνται επιτυγχάνονται σε περίπου 30 κύκλος. Ο κάθε κύκλος διπλασιάζει την 

ποσότητα του DNA που είχε συντεθεί στον προηγούµενο κύκλο. Όσον αφορά την 

ταχύτητα της PCR, µε την αυτοµατοποίηση της επαναληπτικής διαδικασίας επιτυγχάνεται 

η κλωνοποίηση ενός κλάσµατος του DNA µέσα σε λίγες ώρες χωρίς την παρουσία 

κυττάρων, σε αντίθεση µε τις παραδοσιακές τεχνικές κλωνοποίησης που απαιτούσαν 

αρκετές ηµέρες.  

 

1.8.Συµπεράσµατα 

Στο κεφάλαιο αυτό ανατρέξαµε στις βασικές αρχές τις βιολογίας. Συγκεκριµένα 

αναπτύχθηκαν οι αρχές που διέπουν το DNA, η διεργασίες της αντιγραφής του και της 

έκφρασης του σε πρωτεΐνες. Γίνεται εύκολα αντιληπτό ότι ένα πείραµα µικροσυστοιχιών 

είναι βασισµένο στις θεµελιώδης αρχές της βιολογίας, και όχι σε περίπλοκες διαδικασίες. 

Η παράλληλη όµως πειραµατική διαδικασία, η οποία µπορεί να εξετάσει ένα µεγάλο 

πλήθος γονιδίων και άλλων βιολογικών αλληλουχιών, είναι και αυτή που προσδίδει 

τεράστια σηµασία στην τεχνολογία αυτή. Το ανθρώπινο γονιδίωµα αποτελείται από 

εκατοµµύρια γονίδια και για τον λόγο αυτό η µεµονωµένη διερεύνηση γονιδίων δεν 

µπορεί να εξάγει χρήσιµα συµπεράσµατα. ∆εδοµένου ότι πλέον η τεχνολογία των 

µικροσυστοιχιών έχει καταφέρει την κατασκευή πλακιδίων ολόκληρου του ανθρώπινου 

γονιδιώµατος, αναµένεται τα προσεχή χρόνια η συνεισφορά των µικροσυστοιχιών στην 

βιολογική έρευνα να αυξηθεί σηµαντικά. 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο: Εισαγωγή στις Μικροσυστοιχίες  

 

2.Εισαγωγή στις µικροσυστοιχίες 

2.1. Ιστορική αναδροµή 

Η τεχνολογία µικροσυστοιχιών είναι µια τεχνολογία, η οποία εξελίσσεται µε γοργούς 

ρυθµούς τα τελευταία δέκα µε δεκαπέντε χρόνια και παρέχει το µέσο ώστε να επιτύχουµε 

µε ταχύτητα παράλληλα πειράµατα υβριδοποίησης. Με τη υπάρχουσα τεχνολογία, ένα 

πείραµα υβριδοποίησης µπορεί να παράγει τα πρότυπα έκφρασης εκατοντάδων χιλιάδων 

γονιδίων ταυτόχρονα. Ένα πείραµα µικροσυστοιχιών, όπως και τα περισσότερα πειράµατα 

γενετικής, περιλαµβάνει συνήθως την απόκτηση και την επικύρωση µεγάλου συνόλου 

δεδοµένων. Τα σύνολα δεδοµένων αυτά περιέχουν µία ποικιλία από διαφορετικές 

πληροφορίες, από τις αλληλουχίες των γονίδιων ή των κλώνων που τοποθετούνται σε µια 

µικροσυστοιχία, έως τις ποσοτικοποιηµένες τιµές έκφρασης για κάθε γονίδιο κάτω από 

διαφορετικές πειραµατικές συνθήκες. Η διαδικασία ενός πειράµατος µικροσυστοιχιών 

αρχίζει από το βιολογικό του σχεδιασµό και την κατασκευή της συστοιχίας, συνεχίζεται µε 

την λήψη της εικόνας και την επεξεργασία της, και τελειώνει µε την συγκέντρωση των 
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δεδοµένων και την ανάλυση τους. Η ανάλυση των δεδοµένων θα οδηγήσει πιθανώς σε µια 

νέα βιολογική υπόθεση, η οποία θα απαιτήσει στη συνέχεια επανάληψη του πειράµατος, 

νέα κατασκευή της συστοιχίας κ.ο.κ. Ο παραπάνω κύκλος διεργασιών έχει ονοµαστεί 

κύκλος ζωής των µικροσυστοιχιών, και φαίνεται στο σχήµα 1. 

 

Σχήµα 2.1: Ο κύκλος ζωής των µικροσυστοιχιών 

Κατά τη διάρκεια κάθε επανάληψης του κύκλου ζωής των µικροσυστοιχιών, παράγονται 

νέα στοιχεία, τα οποία µπορούν στη συνέχεια να χρησιµοποιηθούν είτε σε επόµενες 

επαναλήψεις, είτε στα επόµενα βήµατα της ίδια επανάληψης. Παραδείγµατος χάριν, τα 

δεδοµένα που συνδέονται µε τη διαδικασία κατασκευής της µικροσυστοιχίας, τα οποία 

περιέχουν πληροφορίες για τις θέσεις των αλληλουχιών πάνω στην µικροσυστοιχία, 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν στην επεξεργασίας εικόνας για να αυτοµατοποιήσουν 

πολλές πτυχές της λειτουργίας. Ωστόσο, οι µέθοδοι οι οποίες προτείνονται για την 

επεξεργασία εικόνας στην παρούσα εργασία είναι αυτόµατες και δεν απαιτούν καµιά εκ 

των προτέρων γνώση που να πηγάζει από προηγούµενα βήµατα. Λόγω επίσης του µεγάλου 

όγκου των δεδοµένων που παράγονται στα πειράµατα µικροσυστοιχιών, η αρωγή ευφυών 

πληροφοριακών συστηµάτων καθίσταται απαραίτητη. 

 

∆υο είναι οι βασικές απαιτήσεις που µπορούν να συµβάλουν στην περαιτέρω εξέλιξη των 

µικροσυστοιχιών. Αφενός πρέπει να υπάρχει συνεχής εξέλιξη του υλικού (Hardware) για 

την κατασκευή της µικροσυστοιχίας, αφετέρου να υλοποιηθούν τα υπολογιστικά εργαλεία 

για την ανάλυση του πλήθους των δεδοµένων που θα παραχθούν, ώστε αυτά να 
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συµβάλουν στην κατανόηση των λειτουργιών των βιολογικών συστηµάτων. Με τη 

σταθερή πρόοδο στην ανάπτυξη του υλικού των µικροσυστοιχιών, ο διαθέσιµος σήµερα 

εξοπλισµός µπορεί να παράγει µικροσυστοιχίες µε εκατοντάδες χιλιάδες βιολογικές 

αλληλουχίες. Όσον αφορά στην ανάπτυξη των κατάλληλων εργαλείων για την αξιοποίηση 

του µεγάλου όγκου δεδοµένων, υπάρχουν δύο σηµαντικά ζητήµατα, µε τα οποία η 

επιστήµη της πληροφορικής συνεισφέρει. Το πρώτο έχει να κάνει µε την εξαγωγή των 

ποσοτικοποιηµένων τιµών από την εικόνα. Η διαδικασία αυτή όπως θα δούµε εκτενώς 

στην παρούσα διατριβή λαµβάνει χώρα µε την χρήση τεχνικών επεξεργασίας εικόνας. Το 

δεύτερο και εξίσου σηµαντικό ζήτηµα είναι η επεξεργασία των εξαγόµενων από την 

εικόνα δεδοµένων, µε σκοπό την εξόρυξη νέας γνώσης. Η παρούσα διδακτορική διατριβή 

ασχολείται µε το σχεδιασµό και την υλοποίηση ευφυών πληροφοριακών συστηµάτων για 

την επεξεργασία των εικόνων των µικροσυστοιχιών. 

 

Ως προποµπός της τεχνολογίας αυτής µπορεί να χαρακτηριστεί η εργασία των Fodor και 

των συνεργατών του [37] το 1991, οι οποίοι χρησιµοποίησαν την φωτολιθογραφία µε 

σκοπό να εντοπίσουν ένα µονόκλωνο αντίσωµα ανάµεσα σε 1024 συνθετικά πεπτίδια. Η 

πρώτη ωστόσο εργασία µικροσυστοιχιών παρουσιάστηκε το 1995 από τους Schena et al. 

[38], οι οποίοι ανέλυσαν την έκφραση 45 γονιδίων κάνοντας χρήση συµπληρωµατικό 

DNA (cDNA). Η ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων ήταν και η πρώτη εφαρµογή της 

τεχνολογίας αυτής. Ένα καθοριστικό βήµα για την διάδοση της τεχνολογίας έκανε η 

εταιρία Affimetrix, η οποία το 1996 παρήγαγε τις πρώτες µικροσυστοιχίες προς διάθεση 

στο εµπόριο [39]. Όσο το υλικό των µικροσυστοιχιών εξελίσσεται, δίνεται η δυνατότητα 

στις ερευνητικές οµάδες να αναπτύσσουν µικροσυστοιχίες µε όλο και µεγαλύτερο αριθµό 

ανιχνευτών. Αυτό είχε ως αποτέλεσµα οι ερευνητές του Stanford να παρουσιάσουν την 

πρώτη µικροσυστοιχία ολόκληρου γονιδιώµατος για τον ζυµοµύκητα (µαγιά) [40]. 

Αντίστοιχα µε την πάροδο των χρόνων όλο και περισσότερα βιολογικά πεδία έρευνας 

εύρισκαν εφαρµογή στις µικροσυστοιχίες. Έτσι η εταιρία Illumina το 2001 [41] 

δηµιούργησε την πρώτη µικροσυστοιχία για τον εντοπισµό πολυµορφισµών στο DNA 

αναπτύσσοντας µία νέα τεχνολογία, τα λεγόµενα Beads, τα οποία είναι τρισδιάστατα 

πλέγµα από ανιχνευτές µε σκοπό την επιτάχυνση της υβριδοποίησης, αλλά και την 

βελτίωση της αξιοπιστίας της. Η πρώτες κλινικές εφαρµογές των µικροσυστοιχιών 

εµφανίζονται το 2004, οι οποίες στόχευαν στην πρόβλεψη και την διάγνωση διαφόρων 
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νοσηµάτων [42-44]. Σήµερα η εν λόγο τεχνολογία έχει καταφέρει να φτάσει σε επίπεδο 

διερεύνησης ολόκληρου του ανθρώπινου γονιδιώµατος, όπου η επεξεργασία των 

παραγόµενων δεδοµένων γίνεται µε πολύ γοργούς ρυθµούς από εργαστήρια-επί-πλινθίου 

(Lab-on-Chip). Η ιστορική αναδροµή της τεχνολογίας µε τα γεγονότα «ορόσηµα» τα 

οποία αναφέρθηκαν ανωτέρω παρουσιάζονται στο Σχήµα 2.1. 

 

Σχήµα 2.2: Η εξελικτική πορεία της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών. 

Η ραγδαία εξέλιξη της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών µπορεί εύκολα να φανεί και από 

τον αριθµό των δηµοσιεύσεων σε επιστηµονικά περιοδικά και σε πρακτικά διεθνών 

συνεδρίων. Οι δηµοσιεύσεις, οι οποίες σχετίζονται µε την τεχνολογία των 

µικροσυστοιχιών και οι οποίες αφορούν ολόκληρο τον κύκλο ζωής των µικροσυστοιχιών, 

αυξάνονται µε γεωµετρική πρόοδο τα τελευταία δέκα περίπου χρόνια. Αυτό συνιστά µια 

ένδειξη ότι η βιολογική επιστήµη έχει επενδύσει πολλά στην συγκεκριµένη τεχνολογία. Ο 

όγκος βέβαια τον δεδοµένων που παράγονται απαιτεί ταυτόχρονη ενασχόληση και άλλων 

επιστηµών µε το συγκεκριµένο αντικείµενο, όπως της πληροφορικής. Το σχήµα 2.2 

παρουσιάζει τον αριθµό των δηµοσιεύσεων των σχετικών µε την τεχνολογία 

µικροσυστοιχιών από την πρώτη εµφάνιση της µέχρι και σήµερα. 
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Σχήµα 2.3: Η ραγδαία εξέλιξη της τεχνολογίας µικροσυστοιχιών όπως αποτυπώνεται από τον αριθµό των 

δηµοσιεύσεων τα τελευταία χρόνια. 

Από την ραγδαία εξέλιξη της τεχνολογίας απορρέουν πολλές παραλλαγές και ένας 

µεγάλος αριθµός εφαρµογών των µικροσυστοιχιών, µε σκοπό την διερεύνηση των 

βιολογικών λειτουργιών. 

 

2.2. Προετοιµασία του Πειράµατος και βιολογικό πείραµα 

Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται όλα τα βήµατα, τα οποία ακολουθούνται κατά την 

διάρκεια του κύκλου ζωής ενός πειράµατος µικροσυστοιχιών, έως ότου καταλήξουµε στο 

ζητούµενο της παρούσας διδακτορικής διατριβής, το οποίο είναι η επεξεργασία των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών. Παρά το µεγάλο πλήθος των εφαρµογών και την ποικιλία 

των ειδών των µικροσυστοιχιών, ένα πείραµα ακολουθεί µια τυποποιηµένη διαδικασία. 

Στο τέλος του κεφαλαίου, θα περιγραφούν οι βάσεις δεδοµένων µε εικόνες 

µικροσυστοιχιών, οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν για την αξιολόγηση των µεθόδων.  

 

Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή, η κατασκευή µιας µικροσυστοιχίας και τα στάδια του 

ίδιου του βιολογικού πειράµατος είναι εκείνα τα οποία προηγούνται στον κύκλο ζωής. Το 

πέρας αυτών των σταδίων σηµατοδοτεί την εξαγωγή της προς επεξεργασία εικόνας. Μέχρι 

την στιγµή της λήψης της εικόνας ακολουθούνται πέντε βασικά στάδια, όπως φαίνονται 

και στο σχήµα 2.3. 
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Αρχικά διευκρινίζεται ο λόγος για τον οποίο διεξάγεται το κάθε πείραµα. Ανάλογα µε το 

βιολογικό ερώτηµα που τίθεται επιλέγεται η εφαρµογή των µικροσυστοιχιών που πρέπει 

να χρησιµοποιηθεί, το είδος των αλληλουχιών που πρέπει να αποµονωθούν, ποιοι δηλαδή 

συγκεκριµένα θα είναι οι ανιχνευτές που θα χρησιµοποιηθούν. Στην συνέχεια λαµβάνει 

χώρα η κατασκευή της µικροσυστοιχίας, κατά την οποία εκτυπώνονται οι ανιχνευτές 

επάνω στο υπόστρωµα. Ακολουθεί η ανάµειξη και η υβριδοποίηση των φθοριζόντων 

δειγµάτων µε τους ανιχνευτές. Τέλος η µικροσυστοιχία σαρώνεται µε σκοπό την εξαγωγή 

των εικόνων. 

 

 

Σχήµα 2.4: Τα στάδια του κύκλου ζωής των µικροσυστοιχιών τα οποία προηγούνται της επεξεργασία των 

εξαγόµενων εικόνων. 

2.2.1. Βιολογικό Ερώτηµα  

Από την πρώτη εµφάνιση των µικροσυστοιχιών, έχει αναπτυχθεί ένα ευρύ φάσµα 

εφαρµογών. Η πιο βασική από αυτές έχει να κάνει µε κλινικές εφαρµογές, όπως για 

παράδειγµα η διάγνωση και η θεραπεία ασθενειών. Μέσω των µικροσυστοιχιών µπορεί να 

βρεθεί η προδιάθεση κάποιου ανθρώπου να εµφανίσει ένα νόσηµα, αλλά και να προβλέψει 

επικίνδυνους παράγοντες κατά την διάρκεια της θεραπείας του. Πέραν των κλινικών 

εφαρµογών οι µικροσυστοιχίες έχουν εφαρµογές στην ανακάλυψη και ανάπτυξη 

φαρµάκων [45-47], αλλά και στην ανάλυση των τροφών [48-50]. 
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Τα διαφορετικά είδη µικροσυστοιχιών µπορούν επίσης να κατηγοριοποιηθούν ανάλογα µε 

της βιολογικές αλληλουχίες, οι οποίες χρησιµοποιούνται και οι οποίες υποβάλλονται σε 

υβριδοποίηση µαζί µε τα προς εξέταση δείγµατα. Στο σχήµα 2.4 παρουσιάζονται τα είδη 

των µικροσυστοιχιών που έχουν αναπτυχθεί µέχρι σήµερα, σε αντιστοιχία µε το είδος των 

βιολογικών αλληλουχιών. 

 

Σχήµα 2.5: Κατηγοριοποίηση των ειδών των µικροσυστοιχιών ανάλογα µε της βιολογικές αλληλουχίες που 

χρησιµοποιούνται. 

Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή η πρώτη εφαρµογή των µικροσυστοιχιών αφορά 

στην έκφραση των γονιδίων. Οι µικροσυστοιχίες αυτές έκαναν χρήση µονόκλωνων 

αλληλουχιών συµπληρωµατικού DNA, οι οποίες υβριδοποιούνταν µε αλληλουχίες RNA. 

Σκοπός τους είναι η ποσοτικοποίηση των επιπέδων της έκφρασης κάθε γονιδίου µέσω του 

ποσοστού της υβριδοποίησης των δειγµάτων µε τους ανιχνευτές. Την ίδια εφαρµογή 

εξυπηρετεί και το Genechip της εταιρίας Affimetrix, το οποίο διατέθηκε λίγα χρόνια 

αργότερα στην αγορά. Τέλος αλληλουχίες από RNA κάνει χρήση και το Beadchip τις 

εταιρίας Illumina. Η συγκεκριµένη όµως µικροσυστοιχία έχει δηµιουργηθεί για τον 

εντοπισµό πολυµορφισµών στα δείγµατα. Εκτός από τις µικροσυστοιχίες, η οποίες έχουν 

ως βάση τους το RNA, υπάρχουν και άλλες που έχουν ως βάση τους άλλες βιολογικές 

αλληλουχίες. Οι χρωµοσωµατικές ανωµαλίες για παράδειγµα είναι ένα πεδίο που απαιτεί 

παραδοσιακά µεγάλη διερεύνηση, εξετάζοντας τον καρυότυπο των χρωµοσωµάτων. Τα 

πρώτα χρόνια αυτό συνέβαινε µε την χρήση µικροσκοπίου και µε την µέθοδο FISH 

(Fluorescence in situ Hybridization). Αργότερα και για αυτήν την εφαρµογή αναπτύχθηκα 

οι µικροσυστοιχίες aCGH (array Comparative Genomic Hybridization), οι οποίες 

υβριδοποιούν αλληλουχίες DNA [51]. Τέλος, παρά το γεγονός ότι οι DNA και οι RNA 
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µικροσυστοιχίες µπορούν να ποσοτικοποιήσουν µε ακρίβεια τα επίπεδα έκφρασης ενός 

γονιδίου σε ένα κύτταρο, δεν µπορούν να µετρήσουν το ποσοστό των πρωτεϊνών, οι οποίες 

µεταφράζονται σε αυτό. Το γεγονός αυτό οδήγησε στην δηµιουργία ενός νέου είδους 

µικροσυστοιχιών των πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών [52]. 

 

2.2.2. Εκτύπωση των ανιχνευτών 

Το δεύτερο στάδιο του κύκλου ζωής των µικροσυστοιχιών είναι η εκτύπωση των 

ανιχνευτών. Η διαδικασία της εκτύπωσης (printing) αφόρα στην δηµιουργία της 

µικροσυστοιχίας, και πιο συγκεκριµένα στον τρόπο µε τον οποίο οι ανιχνευτές 

τοποθετούνται πάνω στο γυάλινο υπόστρωµα. Οι µέθοδοι για την εκτύπωση των 

µικροσυστοιχιών γενικά χωρίζονται σε δύο µεγάλες κατηγορίες, την εκτύπωση µε επαφή 

(contact printing) και την εκτύπωση χωρίς επαφή (non-contact printing). Κατά την 

διάρκεια µιας εκτύπωσης µε επαφή, η συσκευή εκτύπωσης έρχεται σε φυσική επαφή µε 

την επιφάνεια του υποστρώµατος, σε αντίθεση µε την εκτύπωση χωρίς επαφή κατά την 

οποία καµιά φυσική επαφή δεν υπάρχει µεταξύ συσκευής εκτύπωσης και επιφανείας της 

µικροσυστοιχίας.  

 

Οι δυο παραπάνω κατηγορίες κατηγοριοποιούνται περαιτέρω σε δύο υποκατηγορίες την 

σειριακή (serial) και την παράλληλη (parallel) προσέγγιση [53]. Η σειριακή προσέγγιση 

γίνεται µε επαναλαµβανόµενες κινήσεις της συσκευής εκτύπωσης και για τον λόγο αυτό 

έχει περιορισµούς στην χρονική διάρκεια που απαιτείται για την ολοκλήρωση της 

διαδικασίας. Έτσι, για την εκτύπωση πολύ µεγάλου αριθµού ανιχνευτών χρησιµοποιείται η 

παράλληλη προσέγγιση, η οποία όµως δεδοµένου ότι είναι πιο καινούργια και πιο 

απαιτητική τεχνολογικά είναι λιγότερο αξιόπιστη. Όλες βέβαια οι παραπάνω τεχνικές 

στοχεύουν στην αποδοτική, οµοιόµορφή, και ισόποση τοποθέτηση των ανιχνευτών επάνω 

στην επιφάνεια εκτύπωσης. Επίσης επιδιώκουν στο χαµηλό κόστος, αλλά και την αποφυγή 

προβληµάτων που µπορεί να προκύψουν, όπως της µόλυνσης της επιφάνειας, που όπως θα 

δούµε παρακάτω µπορεί να επηρεάσει σηµαντικά την ανάλυση της εικόνας και κατ’ 

επέκταση την επεξεργασία των εξαγόµενων δεδοµένων. Στο σχήµα 2.5 παρουσιάζεται ένα 

δενδρόγραµµα µε τις υπάρχουσες τεχνικές για την εκτύπωση των µικροσυστοιχιών, τις 

οποίες θα δούµε συνοπτικά παρακάτω. 
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Όπως θα δούµε και παρακάτω πολύ σηµαντικό στην ανάλυση της εικόνας των 

µικροσυστοιχιών και την αξιοπιστία των αλγορίθµων είναι η οµοιοµορφία των κηλίδων 

στην εικόνα, και η ακρίβεια στις θέσεις που τοποθετούνται. Αυτό δεν µπορεί να επιτευχθεί 

πάντα στον βέλτιστο βαθµό διότι εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως, οι ιδιότητες 

της επιφάνειας που θα τοποθετηθούν οι ανιχνευτές, και το ιξώδες των δειγµάτων. 

∆ευτερεύοντες παράγοντες που µπορούν επίσης να επηρεάσουν την εκτύπωση είναι η 

ακρίβεια της ροµποτικής συσκευής, η υγρασία, η θερµοκρασία αλλά και η µόλυνση στον 

αέρα (π.χ. σκόνη) του περιβάλλοντος, στο οποίο λαµβάνει χώρα η εκτύπωση. 

 

 

Σχήµα 2.6: Η τεχνικές για την εκτύπωση µικροσυστοιχιών. 

Η µεγάλη ταχύτητα µε την οποία γίνεται η εκτύπωση εισάγει µεγάλη αδράνεια στο δείγµα 

µε αποτέλεσµα ένα µέρος του δείγµατος να χύνεται έξω από τα πηγάδια της επιφάνειας 

που πρέπει να τοποθετηθεί. Σε αυτό το γεγονός µεγάλο ρόλο διαδραµατίζει και η τάση 

επιφανείας του δείγµατος. Όλα τα παραπάνω αναφέρονται γιατί όπως θα δούµε 

δηµιουργούν διάφορα τεχνουργήµατα (artefacts) στην εικόνα κατά την διάρκεια της 

σάρωσης. 
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2.2.2.1.Εκτύπωση µε επαφή 

Όπως αναφέρθηκε και ανωτέρω η εκτύπωση µε επαφή αφορά στις τεχνικές, στις οποίες η 

συσκευή εκτύπωσης και η µικροσυστοιχία έχουν φυσική επαφή κατά την διάρκεια της 

εκτύπωσης. Όπως φαίνεται και στο σχήµα 2.5 για την κατηγορία αυτή χρησιµοποιούνται 

εκτυπωτές ακίδων (είτε συµπαγών ακίδων (solid pins), είτε ακίδων µε σχισµή (split pins)) 

ή εκτυπωτές νανο-αιχµών (nano-tips), για σειριακή εκτύπωση. Αντίθετα για παράλληλη 

εκτύπωση χρησιµοποιείτε η τεχνική των µικροσφραγίδων (microstamps). 

 

Μια από τις περισσότερο διαδεδοµένες τεχνικές µε επαφή για την εκτύπωση των 

µικροσυστοιχιών είναι η εκτύπωση µε ακίδες [54]. Μια ροµποτική συσκευή χρησιµοποιεί 

µια σειρά από ακίδες, οι οποίες εκτυπώνουν στην επιφάνεια τους ανιχνευτές. Μια τέτοια 

συσκευή φαίνεται στο σχήµα 2.6. 

 

Σχήµα 2.7: Συσκευή εκτύπωσης µικροσυστοιχιών µε ακίδες. 

Η πρώτες µικροσυστοιχίες που κατασκευάστηκαν στο Πανεπιστήµιο του Στάνφορντ 

δηµιουργήθηκαν χρησιµοποιώντας ακίδες [38]. Η τεχνική της εκτύπωσης µε ακίδες 

συνέχισε να χρησιµοποιείται πάρα πολύ κυρίως σε µη εµπορικό επίπεδο. Ένας τοµέας 

έρευνας για την εκτύπωση µε ακίδες αφορά τον σχεδιασµό των ίδιων των ακίδων. Στο 

σχήµα 2.7 παρουσιάζονται τέσσερα είδη ακίδων που έχουν χρησιµοποιηθεί για την 

εκτύπωση µικροσυστοιχιών [55-56]. 
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Σχήµα 2.8: ∆ιαφορετικοί σχεδιασµοί ακίδων: α) συµπαγής ακίδα β), γ), και δ) διαφορετικές ακίδες µε 

σχισµή. 

Ο πιο απλός σχεδιασµός για µια ακίδα είναι η συµπαγής ακίδα, όπως φαίνεται στο σχήµα 

2.7α. Ο περισσότερο διαδεδοµένος σχεδιασµός ακίδων είναι οι ακίδες µε σχισµή. Το 

µεγάλο πλεονέκτηµα αυτού του σχεδιασµού έγκειται στο γεγονός ότι µέσα στην σχισµή 

µπορεί να χωρέσει µεγαλύτερη ποσότητα του ανιχνευτή. Με αυτόν τον τρόπο ο 

εκτυπωτής, εκτυπώνει σειριακά αρκετούς ανιχνευτές χωρίς να χρειάζεται να λαµβάνει τον 

ανιχνευτή κάθε φορά. Αντίθετα οι εκτυπωτές µε συµπαγείς ακίδες κάνουν διαρκώς την 

κίνηση από το πηγάδι φόρτωσης του ανιχνευτή, στο υπόστρωµα εκτύπωσης. Τέλος, όπως 

φαίνεται στα σχήµατα 2.7 β), γ) και δ) υπάρχουν διαφορετικοί τύποι σχισµών [57]. 

 

Η εκτύπωση µε ακίδες είναι µια σειριακή τεχνική κατά την οποία είτε µια ακίδα είτε µια 

οµάδα από ακίδες εκτυπώνει επαναληπτικά επάνω στο υπόστρωµα τους ανιχνευτές. Μια 

εναλλακτική τεχνική εκτύπωσης είναι η εκτύπωση µε µικροσφραγίδες [58-59]. Με τις 

µικροσφραγίδες χιλιάδες ανιχνευτές εκτυπώνονται ταυτόχρονα, σε µια διαδικασία, η οποία 

είναι εύκολα υλοποιήσιµη. Οι ανιχνευτές προσροφώνται σε µια επιφάνεια µε 

συγκεκριµένο µοτίβο (patterned surface), η οποία θυµίζει σφραγίδα, και στην συνέχεια 

µεταφέρονται επάνω στο υπόστρωµα µε φυσική επαφή. Πολύ σηµαντικό ρόλο σε αυτήν 

την διαδικασία διαδραµατίζει το υλικό, από το οποίο είναι κατασκευασµένες οι 

µικροσφραγίδες. Συνήθως, για να επιτευχθεί καλύτερη επαφή της σφραγίδας και του 

υποστρώµατος γίνεται χρήση ελαστοµερών υλικών. 
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Η τελευταία τεχνική εκτύπωσης µικροσυστοιχιών µε επαφή, είναι η τεχνική των 

νανοαιχµών [60-61]. Η τεχνική αυτή αναπτύχθηκε λόγω των αυξηµένων απαιτήσεων της 

τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών να τοποθετήσει περισσότερους ανιχνευτές επάνω σε µια 

µικροσυστοιχία. Έτσι µε την τεχνική αυτή εκτυπώνονται ανιχνευτές σε κλίµακα µικρότερη 

της τάξεως µεγέθους των µικρόµετρων. Η βάση της τεχνικής αυτής είναι η Μικροσκοπία 

Ατοµικής ∆ύναµης (Atomic Force Microscopy – AFM). Σύµφωνα µε αυτήν κατά την 

επαφή µιας AFM αιχµής µε το υπόστρωµα, το δείγµα τοποθετείτε επάνω στο υπόστρωµα 

λόγω τριχοειδούς δράσεως. 

 

2.2.2.2.Εκτύπωση Χωρίς επαφή 

Σε αντίθεση µε τις τεχνικές µε επαφή, οι τεχνικές χωρίς επαφή δεν επιτρέπουν την άµεση 

επαφή του ροµποτικού εκτυπωτή µε το υπόστρωµα. Οι τεχνικές αυτές είναι βασισµένες σε 

φωτοχηµικές µεθόδους και σε ακτίνες λέιζερ. Το βασικό πλεονεκτήµατα των τεχνικών 

χωρίς επαφή είναι η ελαχιστοποίηση του θορύβου στις παραγόµενες εικόνες. Αυτό 

επιτυγχάνεται για δύο λόγους. Το γεγονός ότι κανένα σηµείο του εκτυπωτή δεν έρχεται σε 

επαφή µε το υπόστρωµα, αλλά διατηρείται µεταξύ τους απόσταση, κρατάει το υπόστρωµα 

καθαρό από διαφόρους τύπους µολύνσεων. Αυτό απαλλάσσει τις εικόνες από 

τεχνουργήµατα λόγω µολύνσεων. Εκτός από την µόλυνση του υποστρώµατος όµως, µε 

την χρήση τεχνικών χωρίς επαφή αποφεύγετε η υπερχείλιση δείγµατος σε άλλα σηµεία του 

υποστρώµατος. Για τους παραπάνω λόγους οι εικόνες οι οποίες παράγονται χωρίς την 

επαφή του εκτυπωτή µε το υπόστρωµα παρέχουν εικόνες πολύ καλύτερης ποιότητας. 

 

Οι φωτοχηµικές τεχνικές εκτύπωσης είναι βασισµένες στην χηµική επεξεργασία του 

υποστρώµατος και την έκθεση του στην UV ακτινοβολία. Οι βασικές προσεγγίσεις αυτής 

της κατηγορίας είναι η εκτύπωση µε φωτολιθογραφία (photolithography) [62-65], και η 

φωτοχηµική προτυποποίηση (photochemical patterning) [62,66-67]. Στις τεχνικές 

φωτολιθογραφίας ένα φωτοαντιδραστικό υλικό επιστρώνεται επάνω στο υπόστρωµα, και 

κατόπιν εκτίθεται σε ακτινοβολία UV µέσω µιας φωτοµάσκας. Με τον τρόπο αυτό 

δηµιουργούνται επάνω στο υπόστρωµα ανοιχτές περιοχές, στις οποίες θα προσκολληθούν 

οι ανιχνευτές. Στην συνέχεια το υπόστρωµα βυθίζεται σε έναν διαλύτη για να καθαριστεί 

από το φωτοαντιδραστικό υλικό. Οι τεχνικές της φωτοχηµικής προτυποποίησης δεν 
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διαφέρουν πολύ από αυτές της φωτολιθογραφίας. Η µόνη διαφορά είναι ότι δεν 

επιστρώνεται το υπόστρωµα από το φωτοπαθές  υλικό, αλλά χρησιµοποιούνται µόρια 

φωτοχηµικών ενώσεων, τα οποία είτε ενεργοποιούνται είτε απενεργοποιούνται από την 

έκθεση τους στην ακτινοβολία UV. 

 

Μια ευρέως διαδεδοµένη τεχνική εκτύπωση χωρίς επαφή είναι η λεγόµενη τεχνική 

χορήγησης σταγονιδίων (Droplet Dispensing). Η κατηγορία αυτή όπως φανερώνει και η 

ονοµασία της στοχεύει στην τοποθέτηση σταγονιδίων των ανιχνευτών στο υπόστρωµα. Ο 

Zeng [68] πρότεινε την χρησιµοποίηση των ήδη υπαρχόντων τεχνικών µε ακίδες, χωρίς 

όµως αυτές να έχουν επαφή µε το υπόστρωµα. Έτσι η τεχνική αυτή χρησιµοποιεί τις 

ακίδες µε σχισµή, οι οποίες χρησιµοποιούνται και στην αντίστοιχη τεχνική µε επαφή. 

Αφού η ακίδα φορτωθεί µε τον ανιχνευτή επιταχύνεται προς το υπόστρωµα και 

επιβραδύνεται απότοµα πριν την επαφή µε το υπόστρωµα, µε αποτέλεσµα ο ανιχνευτής να 

τοποθετείται επάνω στο υπόστρωµα λόγω ορµής. Στην ίδια κατηγορία ανήκει και η 

προσέγγιση η οποία εκµεταλλεύεται την τεχνολογία της εκτύπωσης µε έκχυση µελάνης 

(ink-jet printing) [69]. Η προσέγγιση αυτή µάλιστα έχει πολύ µικρότερο κόστος από την 

προηγούµενη, η οποία απαιτεί ροµποτικό εκτυπωτή µεγάλης ακρίβειας. 

 

Η πιο πρόσφατη τεχνική για την εκτύπωση των ανιχνευτών είναι η εκτύπωση µε λέιζερ, η 

οποία έχει χρησιµοποιηθεί µέχρι στιγµής για την εκτύπωση πρωτεϊνικών µικροσυστοιχιών 

[70]. Κατά την εκτύπωση χρησιµοποιείται ένας δίσκος χαλαζία, επάνω στον οποίο 

επιστρώνεται µείγµα βιολογικών δειγµάτων γλυκερίνης [71-72]. Ένα παλµικό λέιζερ 

σαρώνει την επιφάνεια του δίσκου εξατµίζοντας µικρές περιοχές της επίστρωσης. Κατά 

την διαδικασία απελευθερώνονται σταγονίδια, τα οποία συσσωρεύονται στο υπόστρωµα. 

Τα σταγονίδια είναι πολύ µικρότερα από αυτά που τοποθετούνται στο υπόστρωµα µε τις 

τεχνικές των ακίδων. Το γεγονός αυτό καθιστά την συγκεκριµένη τεχνική εκτύπωση 

πλεονεκτικότερη επειδή απαιτούνται πολύ µικρότερα ποσά βιολογικών δειγµάτων, σε 

σχέση µε τις άλλες τεχνικές, αλλά και επειδή επιτυγχάνονται πολύ µικρότερες κηλίδες 

[72]. 
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2.2.3. Υβριδοποίηση των δειγµάτων µε τους ανιχνευτές 

Η βασική ιδέα σε ένα πείραµα µικροσυστοιχιών είναι ο προσδιορισµός του ποσοστού της 

υβριδοποίησης των ανιχνευτών µε τα δείγµατα. Ανάλογα µε την βιολογική υπόθεση, έχουν 

επιλεγεί οι κατάλληλοι ανιχνευτές, οι οποίοι είναι εκτυπωµένοι επάνω στην 

µικροσυστοιχία από κατασκευής, όπως είδαµε στα προηγούµενα εδάφια. Στην συνέχεια 

λαµβάνονται και αποµονώνονται τα προς εξέταση δείγµατα. Ένα σηµαντικό σηµείο για 

την διαδικασία της υβριδοποίησης είναι η διάκριση των δειγµάτων. Τα δύο διαφορετικά 

δείγµατα (π.χ. κανονικό και παθογενές) πρέπει να είναι διακριτά µετά το πείραµα ώστε να 

συµπεράνουµε ποιο από τα δύο έχει υβριδοποιηθεί και ποιο όχι. Για τον λόγο αυτό, 

προτού λάβει χώρα η υβριδοποίηση των δειγµάτων µε τους ανιχνευτές της 

µικροσυστοιχίας, στα προς εξέταση δείγµατα προσκολλούνται φθορίζουσες ουσίες. Οι 

ουσίες που έχουν χρησιµοποιηθεί περισσότερο στην τεχνολογία των µικροσυστοιχιών 

είναι οι Cy3 και Cy5. Τις φθορίζουσες ουσίες Cy3 και Cy5 εισήγαγε πρώτος ο Ernst [73] 

το 1989. Μια τυπική µορφή των δύο ουσιών φαίνεται στο σχήµα 2.8. 

 

 

Σχήµα 2.9: Οι δοµή των φθοριζουσών ουσιών Cy3 και  Cy5. 

Οι ουσία Cy3 διεγείρεται κατά µέγιστο σε µήκος κύµατος 550 nm ενώ εκπέµπει κατά 

µέγιστο σε µήκος κύµατος 570 nm, δηλαδή στο παράθυρο του ορατού πράσινου του 

ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος. Αντίθετα η ουσία Cy5 διεγείρεται κατά µέγιστο σε µήκος 

κύµατος 649 nm ενώ εκπέµπει κατά µέγιστο σε µήκος κύµατος 670 nm, δηλαδή στο 

παράθυρο του ορατού κόκκινου του ηλεκτροµαγνητικού φάσµατος. Πέραν των ουσιών 

Cy3 και Cy5 στην βιβλιογραφία έχουν χρησιµοποιηθεί και άλλες  φθορίζουσες ουσίες. 
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Μερικές από αυτές παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1 µαζί µε τα µέγιστα µήκη κύµατος στα 

οποία διεγείρονται και εκπέµπουν. 

 

Μετά την προσκόλληση των φθοριζουσών ουσιών τα δύο δείγµατα αναµιγνύονται µε νερό 

και τοποθετούνται στην µικροσυστοιχία σε όλες τις θέσεις όπου υπάρχουν ανιχνευτές. 

Σύµφωνα µε τις αρχές της υβριδοποίησης που εξετάσαµε στο προηγούµενο κεφάλαιο, οι 

συµπληρωµατικές αλυσίδες δειγµάτων και ανιχνευτών θα δηµιουργήσουν υβρίδια. Μετά 

από λίγες ώρες, η διαφάνεια πλένεται ώστε να αποµακρυνθούν τα δείγµατα, τα οποία δεν 

έχουν υβριδοποιηθεί. Στο σηµείο αυτό το βιολογικό πείραµα έχει ολοκληρωθεί και οι 

µικροσυστοιχία είναι έτοιµη για να σαρωθεί ,και να εξαχθούν οι εικόνες. 

 

Πίνακας 2.1: ∆ιαφορετικές φθορίζουσες ουσίες που χρησιµοποιούνται στην τεχνολογία µικροσυστοιχιών. Τα 

µέγιστα µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής φαίνονται στην δεύτερη και την Τρίτη στήλη του πίνακα 

αντίστοιχα. 

 

 

2.2.4. Σάρωση 

Αφού τα δείγµατα υβριδοποιηθούν η µικροσυστοιχία τοποθετείται σε σαρωτή (scanner). Η 

σάρωση της µικροσυστοιχίας γίνεται και στα δύο µήκη κύµατος, στα οποία εκπέµπουν οι 

φθορίζουσες ουσίες. Για της φθορίζουσες ουσίες Cy3 και Cy5 για παράδειγµα, οι σαρωτές 
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συνήθως χρησιµοποιούν µήκη κύµατος εκποµπής του λέιζερ 532 nm και 635 nm ενώ 

ταυτόχρονα χρησιµοποιούν ζωνοπερατά φίλτρα σε µήκη κύµατος 550-600 nm και 655-695 

nm µε σκοπό την αποφυγή του θορύβου υποβάθρου. Με τον τρόπο αυτόν καθίσταται πιο 

εύκολος ο διαχωρισµός των δύο δειγµάτων, τα οποία εκπέµπουν σε διαφορετικά µήκη 

κύµατος. Σκοπός της διαδικασίας της σάρωσης είναι βέβαια η ποσοτικοποίηση της 

φωτεινότητας που εκπέµπουν τα δείγµατα στην θέση του κάθε ανιχνευτή. Στο παρακάτω 

σχήµα  2.9 παρουσιάζονται δύο ευρέως χρησιµοποιούµενοι σαρωτές µικροσυστοιχιών, 

των εταιριών Genepix και Agilent. 

 

 

Σχήµα 2.10: ∆ύο πολύ γνωστοί σαρωτές µικροσυστοιχιών a) της εταιρίας Genepix και β) της εταιρίας 

Agilent. 

Από την σάρωση προκύπτουν δύο εικόνες επιπέδων γκρι 16-bit ή 8-bit, στις οποίες 

αποτυπώνονται οι ανιχνευτές που έχουν υβριδοποιηθεί µε τα δύο δείγµατα, δεδοµένου ότι 

φανερώνουν σε ποια σηµεία της εικόνας έχουν κατακρατηθεί οι φθορίζουσες ουσίες. Η 

δύο εικόνες επιπέδων γκρι θεωρούνται η κάθε µία ως ένα κανάλι και ψευδοχρωµατίζονται 

µε κόκκινο και πράσινο χρώµα αντίστοιχα. Κατ’ αυτόν τον τρόπο προκύπτει η δικαναλική 

εικόνα µικροσυστοιχιών, η οποία είναι πολύ βολική στην οπτική αναπαράσταση του 

πειράµατος. Η εικόνα αυτή είναι στην πραγµατικότητα µια έγχρωµη RGB εικόνα της 

οποία το µπλε κανάλι είναι µηδενικό. Παρατηρώντας µια έγχρωµη εικόνα 

µικροσυστοιχιών, µπορούν να εξαχθούν άµεσα τα ακόλουθα τέσσερα συµπεράσµατα 

ανάλογα µε το χρώµα της εικόνας στη περιοχή του κάθε ανιχνευτή: α) εάν είναι πράσινο 

τότε ο ανιχνευτής έχει υβριδοποιηθεί µόνο µε το δείγµα το οποίο ψευδοχρωµατίστηκε ως 

πράσινο, β) αν είναι κόκκινο τότε, αντίστοιχα ο ανιχνευτής έχει υβριδοποιηθεί µόνο µε το 
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δείγµα που ψευδοχρωµατίστηκε κόκκινο, γ) αν είναι κίτρινο τότε έχουν υβριδοποιηθεί και 

τα δύο δείγµατα µε τον ανιχνευτή και τέλος, δ) αν είναι µαύρο τότε δεν έχει υβριδοποιηθεί 

κανένα από τα δύο δείγµατα µε τον ανιχνευτή. 

 

Πέραν του γεγονότος ότι µε την έγχρωµη εικόνα µικροσυστοιχιών γίνεται εύκολα 

αντιληπτό ποιο από τα δείγµατα έχει υβριδοποιηθεί µε ποιους ανιχνευτές, η εικόνα αυτή 

δίνει και την δυνατότητα εφαρµογής πολυκαναλικών τεχνικών επεξεργασίας εικόνας. Στο 

σχήµα 2.10 φαίνεται ένα τµήµα µίας εικόνας µικροσυστοιχιών όπως αυτή προκύπτει κατά 

την σάρωση. Αριστερά στο σχήµα παρουσιάζονται οι δύο εικόνες επιπέδων γκρι, ενώ 

δεξιά φαίνεται η δικαναλική εικόνα. 

 

Σχήµα 2.11: Τα δύο κανάλια στο αριστερό µέρος της εικόνας και οι έγχρωµη εικόνα µικροσυστοιχιών. 

Χρησιµοποιώντας την ορολογία της επεξεργασίας των εικόνων των µικροσυστοιχιών, η 

κάθε κυκλική περιοχή που προέρχεται από την υβριδοποίηση ενός ανιχνευτή µε τα 

δείγµατα ονοµάζεται κηλίδα (spot). Λόγου του µεγάλου αριθµού των ανιχνευτών που 

υπάρχουν σε µια µικροσυστοιχία, και κατ’ επέκταση του µεγάλου αριθµού κηλίδων σε µια 

εικόνα µικροσυστοιχιών, συνηθίζεται η χωροθέτηση των ανιχνευτών σε τετράγωνες 

περιοχές πάνω στην µικροσυστοιχία. Αυτές οι περιοχές ονοµάζοντας συστάδες ή υπο-

πλέγµατα (blocks or subgrids).  



 44

 

Σχήµα 2.12: Εικόνα µικροσυστοιχιών µε 16 συστάδες και 576 κηλίδες σε κάθε συστάδα 

Η εικόνα που παρουσιάζεται στο σχήµα 2.11 είναι µια εικόνα από την βάση δεδοµένων 

του Πανεπιστηµίου του Στάνφορντ, η οποία όπως φαίνεται περιέχει 16 συστάδες από 

κηλίδες (4 στον κατακόρυφο και 4 στο οριζόντιο άξονα). Η κάθε συστάδα, περιέχει 24 

κηλίδες στον κατακόρυφο άξονα, και 24 στον οριζόντιο. ∆ηλαδή η κάθε συστάδα αυτής 

της εικόνας περιέχει 576 κηλίδες, ενώ συνολικά ολόκληρη η εικόνα περιέχει 9216 κηλίδες. 

Γενικά, όπως εύκολα γίνεται αντιληπτό ο αριθµός των κηλίδων και των συστάδων είναι 

καθαρά θέµα κατασκευής της µικροσυστοιχίας κατά την διαδικασία της εκτύπωση, µε 

αποτέλεσµα να υπάρχει µεγάλη ποικιλοµορφία των εικόνων σε αυτό το επίπεδο. 

 

2.3.Σύνολα ∆εδοµένων 

Κατά την διεξαγωγή της παρούσας διατριβής χρησιµοποιήθηκαν πραγµατικές αλλά 

προσοµοιωµένες εικόνες µικροσυστοιχιών µε σκοπό την αξιολόγηση των µεθόδων οι 

οποίες αναπτύχθηκαν. Οι πραγµατικές εικόνες προέρχονται κυρίως από την βάση 

δεδοµένων του Στάνφορντ, στην οποία υπάρχει πρόσβαση µέσω διαδικτύου. Επίσης 

χρησιµοποιήθηκαν σαρωµένες εικόνες, οι οποίες λήφθηκαν στα πλαίσια ερευνητικού 

έργου χρηµατοδοτούµενου από την Ευρωπαϊκή Ένωση και µε το όποιο η παρούσα 



 45 

διατριβή είχε άµεση συνεργασία. Οι προσοµοιωµένες εικόνες δηµιουργήθηκαν από τον πιο 

διαδεδοµένο προσοµοιωτή µικροσυστοιχιών. Όπως θα δούµε παρακάτω, διενεργήθηκαν 

διάφορες παρεµβάσεις στον κώδικά του προσοµοιωτή ώστε να παρέχει επισηµείωση των 

εικόνων µε πληροφορία ανά εικονοστοιχείο, καθώς επίσης και για να παρέχει εικόνες στις 

οποίες οι κηλίδες είναι χωροθετηµένες σε εξαγωνικό πλέγµα.   

 

2.3.1. Βάση δεδοµένων του Στάνφορντ 

Η βάση δεδοµένων του Στάνφορντ [74] είναι µια από της µεγαλύτερες βάσεις δεδοµένων 

µικροσυστοιχιών. Περιέχει έναν πολύ µεγάλο αριθµό από πειράµατα µικροσυστοιχιών, για 

κάθε ένα από τα οποία παρέχει ανεπεξέργαστες εικόνες, όπως αυτές παράγονται από την 

διαδικασία της σάρωσης, αλλά και κανονικοποιηµένα δεδοµένα όπως αυτά εξάγονται από 

τις εικόνες µε την βοήθεια γνωστών λογισµικών πακέτων (κυρίως µε χρήση του πακέτου 

το ScanAlyze [75]). Η συγκεκριµένη βάση παρέχει επίσης την δυνατότητα ανάλυσης και 

απεικόνισης των δεδοµένων µε την χρήση διαδικτυακών διεπαφών. Οι δύο βασικοί λόγοι 

για τους οποίους δηµιουργήθηκε η βάση δεδοµένων του Στάνφορντ ήταν η εξυπηρέτηση 

των ερευνητών του ίδιου του Πανεπιστηµίου του Στάνφορντ, αλλά και γενικά η 

δηµοσιοποίηση των δεδοµένων αυτών. Για τους παραπάνω λόγους η βάση δεδοµένων του 

Στάνφορντ επιτρέπει στους χρήστες την φόρτωση των πειραµάτων τους στην βάση µέσω 

διαδικτύου, χρησιµοποιώντας συγκεκριµένο πρωτόκολλο για την µορφή των δεδοµένων 

και των εικόνων. Για παράδειγµα, η βάση δέχεται δεδοµένα τα οποία έχουν προκύψει από 

τα λογισµικά πακέτα GenePix [76] και ScanAlyze. Συγκεκριµένα όσον αφορά τις εικόνες, 

η βάση δεδοµένων του Στάνφορντ παρέχει, τις TIFF εικόνες επιπέδων του γκρι (16-bit) 

και την δικαναλική εικόνα GIF µε την οποία επιτρέπεται στον χρήστη να βλέπει µια 

απεικόνιση των δεδοµένων. Από την εικόνα αυτή ο χρήστης µπορεί να λάβει τις 

πληροφορίες για τον ανιχνευτή που βρίσκεται σε κάθε µια κηλίδα. Επίσης µπορεί να λάβει 

τα δεδοµένα που έχουν προκύψει για την υβριδοποίηση του ανιχνευτή αυτού µε τα 

δείγµατα, από την επεξεργασία µε τα πακέτα που προαναφέρθηκαν. 
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2.3.2. Εικόνες από την µικροσυστοιχία CNV370 της Illumina 

Ένα άλλο σύνολο εικόνων που χρησιµοποιήθηκε για την αξιολόγηση των µεθόδων έχει 

εξαχθεί από πειράµατα σε σταθµό της εταιρίας Illumina (Illumina Station) [77]. Η 

παραγωγή των εικόνων έγινε στα πλαίσια χρηµατοδοτούµενου προγράµµατος από την 

ευρωπαϊκή ένωση, σχετικό µε την έγκαιρη διάγνωση της ρευµατοειδούς αρθρίτιδας και 

της σκλήρυνσης κατά πλάκας. Συγκεκριµένα, οι εικόνες προέρχονται από την 

µικροσυστοιχία CNV370, η οποία κάνει χρήση της τεχνολογίας των beads που έχει 

αναπτύξει η ίδια εταιρία. Η τεχνολογία αυτή αφορά στην ταχύτερη και πιο αξιόπιστη 

υβριδοποίηση των δειγµάτων µε τους ανιχνευτές. Για τον σκοπό αυτό για κάθε έναν από 

τους ανιχνευτές δηµιουργείται έναν 3-διάστατο πλέγµα από την αλληλουχία του. 

 

Οι 3 βασικές ιδιότητες της µικροσυστοιχίας συνοψίζονται παρακάτω:  

� Η ανάλυση της παραλλαγής αριθµού αντιγράφων (Copy Number Variation) 

εξετάζει τις παραλλαγές του ανθρώπινου γονιδιώµατος. Οι παραλλαγές αυτές, 

καθώς και η συσχέτιση τους µε διάφορες ασθένειες βρίσκονται στο επίκεντρο της 

έρευνας των βιολόγων. Η µικροσυστοιχία HumanCNV370-Duo BeadChip 

δηµιουργήθηκε στα πλαίσια του παγκόσµιου προγράµµατος HumanHap, και 

αποτελεί την βασική µικροσυστοιχία για τις µελέτες συσχέτισης ασθενειών µε το 

ανθρώπινο γονιδίωµα. 

� Η µικροσυστοιχία αναλύει δύο δείγµατα ταυτόχρονα, υβριδοποιώντας τα µε πάνω 

από 370,000 ανιχνευτές, κάνοντας χρήση της ανάλυσης Infinium χωρίς να 

χρειάζεται την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης.  

� Η µικροσυστοιχία περιέχει περίπου 4.3 µεγαβάσεις από συγκεκριµένη περιοχή του 

ανθρώπινου γονιδιώµατος, η οποία περιέχει πολλά γονίδια τα οποία έχουν ήδη 

συσχετιστεί µε διάφορα αυτοάνοσα νοσήµατα όπως ο διαβήτης τύπου Ι, η 

σκλήρυνση κατά πλάκας, η µαλάρια κ.α.. 

 

Το σχήµα 2.12 δείχνει την µικροσυστοιχία CNV370 και την εικόνα, η οποία εξάγεται από 

ένα µέρος της µικροσυστοιχίας αυτής. 
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Σχήµα 2.13: Η µικροσυστοιχία Beadchip CNV370 της εταιρίας Illumina και η εξαγόµενη εικόνα. 

Η βασική ιδιότητα των εικόνων, που προέρχονται από την µικροσυστοιχία CNV370 και η 

οποία επηρέασε την εργασία που έγινε στα πλαίσια της διατριβής, σχετίζεται µε τη δοµή 

που έχουν η εικόνες όσον αφορά στην χωροθέτηση των ανιχνευτών. Σε αντιπαράθεση µε 

τις συνηθισµένες εικόνες µικροσυστοιχιών, στις οποίες η κηλίδες βρίσκονται 

τοποθετηµένες σε γραµµές και στήλες, στην περίπτωση της συγκεκριµένης 

µικροσυστοιχίας οι κηλίδες είναι τοποθετηµένες στις κορυφές εξαγωνικού πλέγµατος. Το 

γεγονός αυτό, όπως θα εξετάσουµε και στο τέταρτο κεφάλαιο δηµιουργεί αυξηµένες 

απαιτήσεις από έναν αλγόριθµο εντοπισµού των κηλίδων. 

 

2.3.3. Προσοµοιωµένες Εικόνες 

Πολλές φορές οι πραγµατικές εικόνες µικροσυστοιχιών δεν επαρκούν για να καλύψουν 

την µεγάλη ποικιλοµορφία που µπορεί να συναντήσει κανείς στις εικόνες 

µικροσυστοιχιών. Για τον λόγο αυτό οι περισσότερες εργασίες αξιολογούνται κάνοντας 

χρήση και προσοµοιωµένων εικόνων. Ο προσοµοιωτής του Nykter [78] είναι ο 

περισσότερο διαδεδοµένος προσοµοιωτής, και ταυτόχρονα ο προσοµοιωτής µε τις 
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µεγαλύτερες δυνατότητες για την δηµιουργία εικόνων µικροσυστοιχιών. Ο προσοµοιωτής 

αυτός είναι αρθρωτός (modular), δηλαδή αποτελείτε από ανεξάρτητες µονάδες που 

συνιστούν τµήµατα µιας δοµής ή συστήµατος. Η κάθε µία από τις µονάδες είναι 

ανεξάρτητη και είτε µπορεί να µην χρησιµοποιηθεί κατά την προσοµοίωση είτε µπορεί να 

αντικατασταθεί. Το σχήµα 2.13 παρουσιάζει το διάγραµµα των µονάδων του 

προσοµοιωτή. 

 

 

Σχήµα 2.14: ∆ιάγραµµα µε τις µονάδες του προσοµοιωτή του Nykter. 

Η µονάδα της εισαγωγής αρχείου είναι υπεύθυνη για την µετατροπή των εισαγόµενων 

δεδοµένων στην διαµόρφωση που χρησιµοποιεί ο προσοµοιωτής. Ένα αρχείο εισαγωγής 

συνήθως περιλαµβάνει τους λόγους του πράσινο µε το κόκκινο κανάλι για κάθε έναν 

ανιχνευτή της εικόνας, ωστόσο µπορεί να περιέχει και τις θέσεις των ανιχνευτών στην 

µικροσυστοιχία, αλλά και διάφορες ακόµα πληροφορίες για τον κάθε ανιχνευτή. Αν τα 

παραπάνω δεν περιλαµβάνονται τότε ο προσοµοιωτής δηµιουργεί µόνος του αυτά τα 

δεδοµένα. 

 

Η πιο σηµαντική µονάδα για την δηµιουργία ρεαλιστικών δεδοµένων µικροσυστοιχιών 

είναι η µονάδα που διαχειρίζεται τον βιολογικό θόρυβο των δεδοµένων. Η µονάδα αυτή 

είναι υπεύθυνη για τον καθορισµό των στατιστικών χαρακτηριστικών των δεδοµένων, που 

αφορούν κυτταρικές διεργασίες, αστοχίες κατά την προετοιµασία του πειράµατος κ.α. 

 

Η µονάδα κατασκευής της µικροσυστοιχίας είναι εκείνη, η οποία αποφασίζει για την 

χωροταξική δοµή των κηλίδων επάνω στην εικόνα. Ο προσοµοιωτής ενδέχεται να έχει ήδη 

την πληροφορία αυτή, αν του έχουν δοθεί οι θέσεις των κηλίδων από την µονάδα 

εισαγωγής αρχείου. Σε αυτήν την περίπτωση η συγκεκριµένη µονάδα παρακάµπτεται και ο 
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προσοµοιωτής χωροθετεί τις κηλίδες ανάλογα µε το αρχείο εισόδου. Ωστόσο, αν αυτή η 

πληροφορία δεν υπάρχει στο αρχείο εισόδου ο προσοµοιωτής πρέπει να χωροθετήσει σε 

γραµµές και στήλες τις κηλίδες της εικόνας. Η συγκεκριµένη µονάδα είναι εκείνη η οποία 

προσθέτει σφάλµατα στις θέσεις των κηλίδων αυξάνει η µειώνει την διακύµανση του 

µεγέθους των κηλίδων, και γενικά διαµορφώνει την χωροταξία της εικόνας µε µια σειρά 

από παραµέτρους. 

 

∆ιάφορα σφάλµατα στην υβριδοποίηση των δειγµάτων µε τους ανιχνευτές 

προσοµοιώνονται από την µονάδα της υβριδοποίησης. Αυτά τα σφάλµατα µπορεί να έχουν 

αντίκτυπο στο σχήµα των κηλίδων. Έτσι ο προσοµοιωτής του Nykter δίνει την δυνατότητα 

να δηµιουργήσει κηλίδες µε κυκλικό σχήµα, αλλά και κηλίδες µε ελλειπτικό σχήµα. Σε 

αυτήν την κατηγορία των σφαλµάτων συµπεριλαµβάνεται και η εκποµπή από την ίδια την 

µικροσυστοιχία, που έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση του θορύβου υποβάθρου στην 

εικόνα. Τέλος ο προσοµοιωτής προσθέτει τεχνουργήµατα από γρατζουνιές στο υπόστρωµα 

ή από δείγµα που έχει χυθεί εκτός των θέσεων των ανιχνευτών. 

 

Η µονάδα της σάρωσης προσοµοιώνει αντίστοιχα την διαδικασία της σάρωσης της 

µικροσυστοιχίας ώστε να παραχθεί η εικόνα.  Αυτή η διαδικασία µπορεί να εισάγει 

σφάλµατα στην εικόνα, τα οποία έχει προβλέψει ο προσοµοιωτής να φαίνονται στην 

εικόνα. Το ποιο χαρακτηριστικό παράδειγµα αφορά το γεγονός ότι σάρωση ενδέχεται να 

γίνει υπό µικρή γωνία, µε αποτέλεσµα η µικροσυστοιχία να φαίνεται λίγο στραµµένη ως 

προς τα όρια της ίδιας της εικόνας.  

 

Ο προσοµοιωτής τέλος έχει και µια µονάδα η οποία προσοµοιώνει την διαδικασία της 

επεξεργασίας της εικόνας, η οποία ονοµάζεται µονάδα ανάγνωσης της εικόνας.Όλες η 

παραπάνω µονάδες διαχειρίζονται από τον χρήστη µε την βοήθεια ενός µεγάλου αριθµού 

παραµέτρων. Όλες αυτές οι παράµετροι είναι οµαδοποιηµένες σε 5 οµάδες ρυθµίσεων 

ανάλογα µε την µονάδα την οποία επηρεάζουν. Οι 5 οµάδες ρυθµίσεων είναι:  

� Οι γενικές ρυθµίσεις του προσοµοιωτή, από τις οποίες καθορίζονται τα γενικά 

χαρακτηριστικά των εικόνων και των δεδοµένων που θα προσοµοιωθούν. Για 

παράδειγµα από της γενικές ρυθµίσεις ορίζεται αν ο προσοµοιωτής θα 
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προσοµοιώσει µια cDNA µικροσυστοιχία ή µια µικροσυστοιχία της εταιρίας 

Affymetrix. 

� Οι ρυθµίσεις θορύβου, οι οποίες καθορίζουν όλα τα είδη του θορύβου που µπορούν 

να επηρεάσουν την εξαγωγή της εικόνας µιας µικροσυστοιχίας. 

� Οι ρυθµίσεις κατασκευής, οι οποίες καθορίζουν την τελική χωροταξική δοµή της 

µικροσυστοιχίας. 

� Οι ρυθµίσεις υβριδοποίησης, οι οποίες καθορίζουν την ποιότητα της 

µικροσυστοιχίας και κατ’ επέκταση της εικόνας. 

� Οι ρυθµίσεις σάρωσης, οι οποίες περιλαµβάνουν παραµέτρους που ρυθµίζουν τις 

φωτεινότητες της τελικής εξαγόµενης εικόνας, της υφής τους κτλ. 

 

Λόγω του µεγάλου αριθµού των παραµέτρων, ο ίδιος ο προσοµοιωτής προτείνει 

συγκεκριµένες τιµές για µια σειρά από παραµέτρους µε σκοπό να δηµιουργήσει τρείς 

κλιµακώσεις στην ποιότητας των εικόνων: καλές (good), κανονικές (normal), και κακές 

(bad). 

 

2.4.Συµπεράσµατα 

Από τα εδάφια τα οποία προηγήθηκαν εύκολα καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι το πεδίο 

των µικροσυστοιχιών είναι πολύπλοκο. Όλα τα επιµέρους στάδια έχουν αναπτυχθεί 

πολύπλευρα, γεγονός το οποίο έχει άµεση επίπτωση στα επόµενα στάδια και συγκεκριµένα 

στα στάδια που απαιτούν ανάπτυξη λογισµικού. Έτσι και η επεξεργασία της εικόνας των 

µικροσυστοιχιών καλείται να καλύψει την ποικιλοµορφία των µικροσυστοιχιών, που έχει 

προκύψει από της διαφορετικές κατασκευαστικές και βιολογικές προσεγγίσεις. Από τα 

εξειδικευµένα λογισµικά πακέτα του παρελθόντος πρέπει περάσουµε σε γενικευµένες 

µεθοδολογίες και σουίτες εργαλείων. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3o: Βιβλιογραφική ανασκόπηση 

 

3.Βιβλιογραφική ανασκόπηση 

3.1.Εισαγωγή στις εικόνες µικροσυστοιχιών 

Στο κεφάλαιο αυτό θα παρουσιαστεί η βιβλιογραφική ανασκόπηση στο πεδίο της 

επεξεργασία των εικόνων των µικρoσυστοιχιών. Σκοπός είναι να περιγραφούν όλες οι 

εργασίες που έχουν υλοποιηθεί σε όλα τα στάδια της επεξεργασίας των εικόνων, από την 

εξαγωγή τους από το στάδιο της σάρωσης έως και την παραγωγή των δεδοµένων. 

 

Στην ιδανική περίπτωση, µια εικόνα µικροσυστοιχιών πρέπει να έχει τις ακόλουθες 

ιδιότητες [38,79]: 

� όλες οι συστάδες να έχουν το ίδιο µέγεθος,  

� τα διαστήµατα µεταξύ των συστάδων να είναι ίσα, 

� η απόσταση µεταξύ κηλίδων να είναι η ίδια, 

� η θέση των κηλίδων πρέπει να είναι κεντροθετηµένες σωστά στα σηµεία που ορίζει 

το εκάστοτε πλέγµα,  
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� η µορφή των κηλίδων πρέπει να είναι τέλεια κυκλική και το ίδιο πράγµα πρέπει να 

συµβαίνει για όλες τις κηλίδες της εικόνας,  

� δεν πρέπει να υπάρχουν µολύνσεις και άλλα αντικείµενα στην µικροσυστοιχία, τα 

οποία θα προκαλέσουν τεχνουργήµατα στην παραγόµενη εικόνα  

� πρέπει να υπάρχει ελάχιστη και οµοιόµορφη ένταση του θορύβου υποβάθρου στην  

εικόνα.  

Εάν όλοι αυτοί οι εξιδανικευµένοι όροι ικανοποιούνταν, ο στόχος της επεξεργασίας 

εικόνας θα µπορούσε να ολοκληρωθεί εύκολα από ένα απλό λογισµικό [80]. Ένα 

πρόγραµµα, το οποίο θα προσοµοίωνε µια σειρά κυκλικών δίσκων µε καθορισµένες 

διαστάσεις και καθορισµένα διαστήµατα µεταξύ τους, θα µπορούσε να υπερτεθεί της 

εικόνα εντοπίζοντας όλες της κηλίδες της. Τα εικονοστοιχεία που θα βρίσκονταν µέσα σε 

αυτούς τους κυκλικούς δίσκους θα θεωρούνταν εικονοστοιχεία σήµατος ενώ εκείνα που 

θα βρίσκονταν στο εξωτερικό των κυκλικών δίσκων θα ορίζονταν ως εικονοστοιχεία 

υποβάθρου. Εντούτοις, σχεδόν όλοι οι παραπάνω όροι παραβιάζονται στις πραγµατικές 

εικόνες µικροσυστοιχιών. Οι πραγµατικές εικόνες παρουσιάζουν µια σειρά από 

προβλήµατα, τα οποία καλούνται να παρακάµψουν οι µέθοδοι επεξεργασίας εικόνας. 

Τέτοια προβλήµατα είναι η µικρή µετατόπιση των κηλίδων από τις κεντροθετηµένες 

θέσεις τους, η απόκλιση της µορφής των κηλίδων από το κυκλικό σχήµα, τα διαφορετικά 

µεγέθη των κηλίδων µέσα στην ίδια εικόνα, και τέλος ο θόρυβος στις εικόνες, ο οποίος 

παρουσιάζεται είτε υπό την µορφή τεχνουργηµάτων, είτε υπό την µορφή θορύβου 

υποβάθρου. 

 

Αναλύοντας τους λόγους για τους οποίους δεν ισχύουν οι παραπάνω όροι στις 

πραγµατικές εικόνες, διαπιστώνεται ότι οι περισσότεροι από αυτούς παραβιάζονται λόγο 

των µηχανικών περιορισµών κατά την διαδικασία της εκτύπωσης των µικροσυστοιχιών. 

Όπως αναφέρθηκε και στο προηγούµενο κεφάλαιο, όσο αναπτύσσεται η τεχνολογία των 

µικροσυστοιχιών αυξάνεται και η απαίτηση για περισσότερους ανιχνευτές επάνω σε µια 

µικροσυστοιχία. Το γεγονός αυτό όµως είναι αντικρουόµενο µε το θεµελιώδες πρόβληµα 

στην κατασκευή µίας µικροσυστοιχίας το οποίο είναι η διασφάλιση ότι όλες οι κηλίδες 

είναι χωρικά διακριτές µέσα στην παραγόµενη εικόνα. Οι αδυναµία των ροµποτικών 

συστηµάτων να κρατήσουν την ισορροπία στις δύο αυτές απαιτήσεις, έχουν επιπτώσεις 
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στην ποιότητα της κατασκευής. Συγκριµένα, υπάρχουν διάφοροι παράγοντες που 

συντελούν στην απόκλιση του σχήµατος των κηλίδων από το κυκλικό, αλλά και στην 

διαφορετικότητα των µεγεθών των κηλίδων σε µια µικροσυστοιχία,. Μερικοί από αυτούς 

είναι: 

� το γεγονός ότι τα µεγέθη των σταγονιδίων ενός διαλύµατος DNA (κυρίως όταν 

χρησιµοποιούνται ακίδες κατά την εκτύπωση) µπορούν να ποικίλουν  

� οι συγκεντρώσεις του DNA και του άλατος στο διάλυµα µπορούν να αλλάξουν µε 

τον χρόνο, κάνοντας τη µορφή των κηλίδων να αποκλίνει από το κυκλικό 

� η πυκνότητα του διαλύµατος που τοποθετείται σε έναν ανιχνευτή µπορεί να είναι 

ανοµοιόµορφη 

 

Ένα άλλο πρόβληµα των πραγµατικών εικόνων, για το οποίο πρέπει να γίνει ιδιαίτερη 

αναφορά, είναι ο θόρυβος που παρουσιάζουν οι εικόνες και οι αιτίες που τον προκαλούν. 

Ο θόρυβος στις εικόνες εµφανίζεται είτε υπό την µορφή τεχνουργηµάτων είτε υπό την 

µορφή θορύβου υποβάθρου. Τα τεχνουργήµατα δηµιουργούνται από την 

αεροµεταφερόµενη σκόνη, η οποία µπορεί να µολύνει τη µικροσυστοιχία δηµιουργώντας 

σήµα φθορισµού στις σαρωµένες εικόνες. Επίσης τεχνουργήµατα µπορούν να 

δηµιουργηθούν από ακαθαρσίες και γρατσουνιές στην επιφάνεια του υποστρώµατος 

προκαλώντας στίγµατα στην εικόνα. Φωτεινά αντικείµενα µπορούν τέλος να 

δηµιουργηθούν από την υπερχείλιση των δειγµάτων έξω από τις θέσεις των ανιχνευτών. 

Από την άλλη µεριά, ο θόρυβος υποβάθρου δηµιουργείται είτε από την εκποµπή του ίδιου 

το υποστρώµατος είτε από ανακλάσεις της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας κατά την 

σάρωση της µικροσυστοιχίας.  

 

Όλα τα παραπάνω προβλήµατα των εικόνων µπορούν να προκαλέσουν σφάλµατα στα 

αποτελέσµατα και για τον λόγο αυτό πρέπει να αντιµετωπιστούν από τις µεθόδους 

επεξεργασίας των εικόνων ώστε να µην έχουν επιπτώσεις στην ποιότητα των εξαγόµενων 

δεδοµένων. Για την αντιµετώπιση όλων αυτών των φαινοµένων οι διαδικασία της 

επεξεργασίας εικόνας αναπτύσσεται σε τρία στάδια [81-83], όπως φαίνεται στο παρακάτω 

διάγραµµα του σχήµατος 3.1. 
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Σχήµα 3.1: Γενικό διάγραµµα ροής της επεξεργασίας των εικόνων των µικροσυστοιχιών  

Όπως φαίνεται στο σχήµα 3.1 τα στάδια τις επεξεργασίας των εικόνων των 

µικροσυστοιχιών είναι: 

� Ο εντοπισµός των κηλίδων και η τοποθέτηση πλέγµατος (spot addressing and 

gridding) που στοχεύει στον προσδιορισµό της θέσης κάθε κηλίδας στην εικόνα, 

και στην υπέρθεση ενός πλέγµατος επάνω σε αυτή µε σκοπό κάθε κηλίδα να 

αποµονωθεί σε µια µικρή περιοχή της εικόνας. 

� Η κατάτµηση (segmentation), η οποία συντελείται ξεχωριστά για κάθε κηλίδα και 

έχει σκοπό των διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σήµατος από τα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου.  

� Η εξαγωγή της έντασης (intensity extraction), η οποία στοχεύει στην 

ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης µεταξύ των ανιχνευτών και των δειγµάτων. 

 

3.2.Εντοπισµός των κηλίδων και τοποθέτηση πλέγµατος 

Ο θεµελιώδης στόχος της επεξεργασίας µίας εικόνας µικροσυστοιχιών είναι η µέτρηση της 

ένταση των παρατεταγµένων κηλίδων ώστε να ποσοτικοποιηθούν τα επίπεδα της 

υβριδοποίησης που αντιστοιχούν σε αυτά. Πιο συγκεκριµένα, η επεξεργασία της εικόνας 
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αλλά και των δεδοµένων των µικροσυστοιχιών, θα αξιολογήσει και την αξιοπιστία της 

ποσοτικοποίησης των κηλίδων και θα παρέχει τις προειδοποιήσεις για πιθανά προβλήµατα 

κατά τη διάρκεια της διαδικασίας κατασκευής και υβριδοποίησης της µικροσυστοιχίας. 

Προτού να εκτελεστούν όµως αυτές οι διαδικασίες, προηγείται το βήµα του εντοπισµού 

των θέσεων των κηλίδων µέσα στην εικόνα. Παρακάτω θα ακολουθήσει µια συνοπτική 

περιγραφή των υπαρχουσών προσεγγίσεων που χρησιµοποιούνται µέχρι σήµερα για τον 

εντοπισµό των κηλίδων.  

 

Ο εντοπισµός των κηλίδων είναι εν γένει µία δύσκολη διαδικασία, της οποίας τα βήµατα 

είναι συγκεχυµένα. Όλοι δηλαδή οι ερευνητές δεν ακολουθούν µια τυποποιηµένη 

διαδικασία. Ωστόσο, αν κανείς ανατρέξει σε ολόκληρη την βιβλιογραφία θα διαπιστώσει 

ότι υπάρχουν συγκεκριµένα βήµατα, τα οποία όµως οι ερευνητές τα ακολουθούν κατά 

περίπτωση. Τα βήµατα δε αυτά αν συγκεντρωθούν, µπορεί να εξαχθεί µια χρονική σειρά 

µε την οποία εφαρµόζονται. Τα διάγραµµα ροής του σχήµατος 3.2 παρουσιάζει 

συγκεντρωµένα όλα τα βήµατα τα οποία οι ερευνητές κατά περίπτωση χρησιµοποιούν για 

να ολοκληρώσουν την διαδικασία του εντοπισµού των κηλίδων στην εικόνα. 

 

Σχήµα 3.2: ∆ιάγραµµα ροής του εντοπισµού των κηλίδων 



 56

Όπως φαίνεται στο σχήµα 3.2 πολλές από τις εργασίες ξεκινούν µε την βελτίωση των 

εικόνων µε σκοπό να απαλείψουν τον όποιο θόρυβο στην εικόνα. Με αυτό τον τρόπο θα 

γίνει πολύ πιο εύκολη η περεταίρω επεξεργασία για τον εντοπισµό των κηλίδων. Οι 

περισσότερες εργασίες όµως δεν εφαρµόζουν το βήµα αυτό διότι από µόνη της η βελτίωση 

µεγάλων εικόνων είναι µια χρονοβόρα διαδικασία και απαιτεί πολλούς πόρου του 

συστήµατος. Έτσι το ισοζύγιο µεταξύ των πλεονεκτηµάτων µιας βελτιωµένης εικόνας και 

των υψηλών απαιτήσεων από το σύστηµα, ωθεί τους ερευνητές να παρακάµπτουν το βήµα 

αυτό. Αντίθετα το βήµα του διαχωρισµού των συστάδων είναι απαραίτητο. Κάθε συστάδα 

από κηλίδες πρέπει να επεξεργαστεί ξεχωριστά, και άρα µια µέθοδος εντοπισµού των 

κηλίδων είτε χρειάζεται έναν αυτόµατο διαχωρισµό είτε θα δέχεται ως είσοδο τις 

επιµέρους συστάδες των εικόνων. Τα επόµενα βήµατα διαχωρίζονται ανάλογα µε την 

προσέγγιση που επιλέγεται. Όπως θα δούµε και παρακάτω οι µέθοδοι τις βιβλιογραφίας 

χωρίζονται σε δύο µεγάλες κατηγορίες: (α) την ολιστική προσέγγιση, η οποία δηµιουργεί 

το πλέγµα απευθείας πάνω στην εικόνα χωρίς να λαµβάνει υπόψη τις θέσεις της κάθε 

κηλίδας στην εικόνα, και (β) την προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα όπου η κάθε κηλίδα αφού 

εντοπιστεί η θέση της στην εικόνα αντιστοιχίζεται µε µια περιοχή, η οποία αποµονώνει 

την κηλίδα από τις υπόλοιπες κηλίδες. Ως προ-τελευταίο βήµα σηµειώνεται η τοποθέτηση 

του πλέγµατος. Οι µέθοδοι που ακολουθούν την ολιστική προσέγγιση έχουν ως αυτοσκοπό 

το βήµα αυτό. Σκοπός τους δηλαδή είναι καθαυτή η δηµιουργία ενός πλέγµατος που να 

αποµονώνει τις κηλίδες της εικόνας όσο το δυνατών καλύτερα.. Αντίθετα η µέθοδοι που 

εντοπίζουν τις θέσεις της κάθε κηλίδας ξεχωριστά (προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα) 

ενδέχεται να παραλείπουν το βήµα αυτό. Στην ουσία, και σε αυτήν την περίπτωση το βήµα 

αυτό δεν παραλείπεται αλλά απλώς δεν εφαρµόζεται κάποιος έξυπνος αλγόριθµος για την 

υλοποίηση του. Η εύκολη λύση σε αυτήν την περίπτωση είναι η τοποθέτηση ενός 

τετράγωνου κελιού γύρω από το εντοπισµένο κέντρο της κηλίδας. Τέλος πολλές από τις 

µεθόδους εισάγουν ένα τελευταίο βήµα κατά το οποίο βελτιώνεται το παραγόµενο πλέγµα. 

Αυτό γίνεται κυρίως από τις µεθόδους που ακολουθούν την ολιστική προσέγγιση, διότι 

στην ολιστική προσέγγιση οι επιµέρους θέσεις των κηλίδων δεν έχουν συµπεριληφθεί 

κατά την επεξεργασία και έτσι το πλέγµα χρειάζεται βελτίωση σε τοπικό επίπεδο για να 

αντιµετωπίσει τις αποκλίσεις των θέσεων των κηλίδων από τις κεντροθετηµένες θέσεις 

τους. 
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Τα πρώτα χρόνια που άρχισαν να παρουσιάζονται εργασίες για την επεξεργασία των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών η κατηγοριοποίηση των µεθόδων για το στάδιο του 

εντοπισµού των κηλίδων γίνονταν ανάλογα µε την παρέµβαση του χρήστη στην 

διαδικασία [84]. Έτσι οι µέθοδοι χωρίζονται σε χειροκίνητες (manual), ηµι-αυτόµατες 

(semi-automated), και αυτόµατες (automated). Οι χειροκίνητες µέθοδοι είχαν δύο βασικές 

απαιτήσεις από τους χρήστες. Αφενός απαιτούσαν µια σειρά από παραµέτρους των 

εικόνων και αφετέρου ο χρήστης ήταν αυτός που έπρεπε χειροκίνητα να µετακινήσει το 

παραγόµενο πλέγµα στην εικόνα έως ότου τοποθετηθεί στην κατάλληλη θέση. Μερικές 

από τις παραµέτρους που απαιτούνται είναι η διάµετρος των κηλίδων, ο αριθµός των 

συστάδων, ο αριθµός των κηλίδων σε κάθε συστάδα, ο αριθµός των κηλίδων σε κάθε 

γραµµή και στήλη από κηλίδες σε κάθε συστάδα, οι απόσταση µεταξύ δύο γειτονικών 

συστάδων, η απόσταση µεταξύ δύο γειτονικών συστάδων κ.α. Το πιο χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αυτής της κατηγορίας είναι το πρόγραµµα ScanAlyze [75]. Οι ηµι-αυτόµατες 

µέθοδοι  [85] αναφέρονται στις µεθόδους, οι οποίες απαιτούν από τον χρήστη τις τιµές 

µόνο των παραµέτρων, πραγµατοποιώντας όλες τις υπόλοιπες διαδικασίες αυτόµατα. 

Τέλος οι αυτόµατες µέθοδοι δεν απαιτούν καµία πληροφορία η παρέµβαση από τον 

χρήστη. 

 

Κατηγοριοποιώντας όλες τις µεθόδους που έχουν παρουσιαστεί στην βιβλιογραφία για το 

στάδιο του εντοπισµού τον κηλίδων, προκύπτει το δενδρόγραµµα του σχήµατος 3.3. Όπως 

αναφέρθηκε και ανωτέρω οι µέθοδοι κατηγοριοποιούνται σε δύο κατηγορίες, την ολιστική 

προσέγγιση και την προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα. Η ολιστική προσέγγιση εν γένει 

χρησιµοποιεί τις προβολές της εικόνας µε σκοπό να εξάγει τις παραµέτρους που 

απαιτούνται για την δηµιουργία του πλέγµατος. Ωστόσο υπάρχουν και ολιστικές µέθοδοι, 

οι οποίες δηµιουργούν το πλέγµα χωρίς την αξιοποίηση των προβολών. Από την άλλη 

µεριά η µέθοδοι «κηλίδα µε κηλίδα» αντιµετωπίζουν δύο βασικά βήµατα, εφόσον σκοπός 

τους είναι να προσδιορίσουν τις θέσεις όλων των κηλίδων (είτε υψηλής είτε χαµηλής 

φωτεινότητας). Έτσι πρώτα εντοπίζουν τα φωτεινά αντικείµενα της εικόνας µε απλές 

µεθόδους κατάτµησης, και εν συνεχεία προσδιορίζουν τις θέσεις όπου πιθανόν υπάρχουν 

κηλίδες χαµηλής φωτεινότητας που δεν εντοπίζονται από το προηγούµενο βήµα. Στο 

σχήµα επισηµαίνεται επίσης η αρχική κατηγοριοποίηση των µεθόδων σε χειροκίνητες, 

ηµι-αυτόµατες και αυτόµατες, αλλά και το γεγονός ότι σε περίπτωση που οι κηλίδες στην 
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εικόνα είναι χωροθετηµένες µε βάση εξαγωνικό πλέγµα, οι µέθοδος για τον αυτόµατο 

εντοπισµό των κηλίδων ακολουθεί την προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα.  

 

 

 

Σχήµα 3.3: ∆ενδρόγραµµα των µεθόδων για των εντοπισµό των κηλίδων 

Παρακάτω θα ακολουθηθεί το διάγραµµα ροής του σχήµατος 3.2 µε σκοπό να 

αναπτυχθούν ένα-ένα όλα τα επιµέρους βήµατα που έχουν χρησιµοποιηθεί από τις 

εργασίες της βιβλιογραφίας για το στάδιο του εντοπισµού των κηλίδων. 

 

3.2.1.Βελτίωση της εικόνας 

Σκοπός της βελτίωσης της εικόνας είναι η απαλοιφή κάθε είδους θορύβου από την εικόνα. 

Ο θόρυβος στην εικόνα των µικροσυστοιχιών παρουσιάζεται µε την µορφή είτε 

τεχνουργηµάτων είτε θορύβου υποβάθρου. Ιδιαίτερα τα τεχνουργήµατα στην εικόνα 

µπορούν να προκαλέσουν προβλήµατα στον εντοπισµό των κηλίδων διότι πολλές φορές  

αναγνωρίζονται από τις µεθόδους ως κηλίδες. Αναµφισβήτητα λοιπόν η επεξεργασία µιας 

εικόνας απαλλαγµένης από τον θόρυβο των τεχνουργηµάτων είναι ευκολότερη από τον 

εντοπισµό των κηλίδων στην αρχική γεµάτη θόρυβο εικόνα. Ωστόσο οι µέθοδοι που 
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αναπτύσσονται για τον εντοπισµό τον κηλίδων µπορούν από µόνες τους να παρακάµπτουν 

σε µεγάλο βαθµό την ύπαρξη των τεχνουργηµάτων δεδοµένου ότι εκµεταλλεύονται τις 

συµµετρίες της εικόνας, γνωρίζοντας σε ποιες θέσεις κατά προσέγγιση αναµένεται να 

υπάρχει κηλίδα. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε τις απαιτήσεις σε χρόνο και σε πόρους 

του συστήµατος για την βελτίωση της εικόνας, οδηγεί τους ερευνητές στην αποφυγή του 

βήµατος αυτού στην ροή των µεθόδων τους.  

 

∆ιάφορα φίλτρα έχουν χρησιµοποιηθεί για την βελτίωση της εικόνας. Συγκεκριµένα στο 

πεδίο των µικροσυστοιχιών έχει γίνει χρήση του φίλτρου διαµέσου (median filter) [86], 

του µεταβλητού φίλτρου διαµέσου (adaptive median filter) [87], αλλά και του red hat 

φίλτρου [86-87]. Επίσης για την βελτίωση της εικόνας έχουν χρησιµοποιηθεί 

µορφολογικοί τελεστές (morphological operators) [88] αλλά και διάφοροι 

µετασχηµατισµοί όπως ο Hough µετασχηµατισµός [89] και ο στατικό κυµατοειδής 

µετασχηµατισµός (Stationary Wavelet Transform) [54]. Όλα τα παραπάνω φίλτρα και οι 

µορφολογικοί τελεστές εφαρµόζονται κατά την διάρκεια της προεπεξεργασίας της εικόνας 

και στα δύο κανάλια της. Την καινοτοµία στην βελτίωση της εικόνας έκαναν το 2004 οι 

Lukac et al.  [90-91] οι οποίοι πρότειναν µια σειρά από φίλτρα τα οποία βελτιώνουν 

πολυκαναλικές εικόνες. Τα φίλτρα αυτά δηλαδή δεν εφαρµόζονται σε κάθε ένα κανάλι 

ξεχωριστά αλλά απευθείας στην πολυκαναλική εικόνα. ∆εδοµένου ότι και εικόνες των 

µικροσυστοιχιών είναι πολυκαναλικές εικόνες (έχουν δύο κανάλια) οι Lukac et al. για την 

αξιολόγηση των φίλτρων τους χρησιµοποίησαν και εικόνες µικροσυστοιχιών µε τα 

αποτελέσµατα µάλιστα να παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Τα φίλτρα αυτά λέγονται: 

φίλτρα διάµεσου διανύσµατος (Vector Median Filter – VMF), σταθµισµένα φίλτρα 

διάµεσου διανύσµατος (Weighted Vector Median Filters – WVMF), και φίλτρο 

διεύθυνσης βασικού διανύσµατος (Basic Vector Directional Filter). Στο σχήµα 3.4 

παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των φίλτρων αυτών για τρείς διαφορετικές κηλίδες. 

Όπως φαίνεται και από το σχήµα, τα φίλτρα δρουν αποτελεσµατικά στην εικόνα των 

µικροσυστοιχιών εξοµαλύνοντας τα τεχνουργήµατα και τον κρουστικό θόρυβο (impulse 

noise). 

 

Εκτός από την εξοµάλυνση της εικόνας, το βήµα της βελτίωσης των εικόνων των 

µικροσυστοιχιών έχει έναν ακόµα ρόλο. Αυτός είναι η περιστροφή της εικόνας. 
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Ειδικότερα τα πρώτα χρόνια, όπου το υλικό του πειράµατος δεν είχε εξελιχτεί, στις εικόνες 

παρατηρούταν συχνά το φαινόµενο η µικροσυστοιχία να µην είναι αποτυπωµένη 

παράλληλα µε την εικόνα, αλλά να παρουσιάζει µικρή στρέψη. Το γεγονός αυτό 

δυσκόλευε τις αυτόµατες µεθόδους επεξεργασίας, η οποίες υλοποιούνταν µε σκοπό να 

επεξεργαστούν µια συµµετρική εικόνα όπου οι κηλίδες είναι τοποθετηµένες σε 

κατακόρυφες στήλες και οριζόντιες γραµµές. Για τον λόγο αυτό, πολλές µέθοδοι σε αυτό 

το αρχικό βήµα διορθώνουν την γωνία στρέψης της µικροσυστοιχίας ως προς τα όρια της 

εικόνας. 

 

 

Σχήµα 3.4: Το αποτέλεσµα των πολυκαναλικών φίλτρων σε τρεις διαφορετικές κηλίδες 

Για να το επιτύχουν αυτό οι περισσότερες µέθοδοι εντοπίζουν της τέσσερις γωνίες των 

συστάδων [92], υπολογίζουν την κλίση µεταξύ τους και στρέφουν αντίστοιχα την εικόνα. 

Η συγκεκριµένη τεχνική βέβαια αντιµετωπίζει προβλήµατα όταν στις τέσσερις άκρες της 

συστάδας υπάρχουν σκοτεινές κηλίδες, οι οποίες δεν µπορούν να εντοπιστούν εύκολα. 

Έτσι οι Deng και Duan [93] πρότειναν µία µέθοδο, η οποία είναι βασισµένη στο φάσµα 

ισχύος (Power Spectra) για να υπολογίσουν την στρέψη που έχει η µικροσυστοιχία σε 

σχέση µε την εικόνα. Στο σχήµα 3.5 παρουσιάζεται η τρόπος µε τον οποίο η µέθοδος αυτή 

εντοπίζει, αν υπάρχει, την κλίση µεταξύ µικροσυστοιχίας και εικόνας. 
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Η µέθοδος εξάγει το φάσµα ισχύος της εικόνας και από αυτό προσδιορίζει την γωνία κατά 

την οποία είναι στραµµένη η µικροσυστοιχία σε σχέση µε τα όρια της εικόνας. Τα 

τελευταία χρόνια, όπου ο εξοπλισµός του πειράµατος των µικροσυστοιχιών έχει εξελιχθεί 

σηµαντικά, οι εικόνες σπάνια έχουν πρόβληµα στρέψης και έτσι οι νέες µέθοδοι δεν 

συµπεριλαµβάνουν κανένα αλγόριθµο διόρθωση της κλίσης της µικροσυστοιχίας. 

 

 

Σχήµα 3.5: ∆ιόρθωση της στρέψης των εικόνων µικροσυστοιχιών υπολογίζοντας το φάσµα ισχύος τις 

εικόνας.: α) εικόνα χωρίς στρέψη, β) στραµµένη εικόνα. 

 

3.2.2.∆ιαχωρισµός των συστάδων 

Ο διαχωρισµός των συστάδων είναι ένα βήµα, το οποίο θα έπρεπε να συµπεριλαµβάνουν 

όλες οι αυτόµατες µέθοδοι για τον εντοπισµό των κηλίδων. Είναι αναγκαίο η επεξεργασία 

των εικόνων να γίνεται για κάθε µία συστάδα ξεχωριστά, γεγονός το οποίο σηµαίνει ότι αν 

µια µέθοδος δεν έχει συµπεριλάβει το βήµα διαχωρισµού των συστάδων ή θα δέχεται ως 

είσοδο µικροσυστοιχίες µε µόνο µια συστάδα, ή θα πρέπει ο διαχωρισµός της εικόνας µε 

περισσότερες συστάδες να γίνεται χειροκίνητα από τον χρήστη. Είναι ωστόσο γεγονός ότι 

το βήµα αυτό είναι ίσως το πιο εύκολο βήµα της επεξεργασία των εικόνων, και για τον 

λόγο αυτό δεν είναι στο επίκεντρο της έρευνας. Ο διαχωρισµός των συστάδων γίνεται µε 

την χρήση των προβολών της εικόνας [94-96]. Οι προβολές της εικόνας είναι τα δύο 
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µονοδιάστατα σήµατα, τα οποία προκύπτουν από το άθροισµα των φωτεινοτήτων των 

εικονοστοιχείων στην κατακόρυφη και την οριζόντια διεύθυνση. Συγκεκριµένα για την 

εξαγωγή της κατακόρυφης προβολής αθροίζονται οι εντάσεις των εικονοστοιχείων για 

κάθε στήλη εικονοστοιχείων της εικόνας. Αντίστοιχα η οριζόντια προβολή εξάγεται από 

το άθροισµα της κάθε γραµµής από εικονοστοιχεία στην εικόνα. Για τον διαχωρισµό των 

συστάδων εντοπίζονται οι µεγάλες κοιλάδες των δύο προβολών. Τα σηµεία στα οποία 

βρίσκονται οι κοιλάδες αυτές υποδεικνύουν τις θέσεις που θα χωριστούν οι συστάδες. Από 

την κατακόρυφη προβολή εξάγονται οι τεταγµένες, ενώ από την οριζόντια προβολή οι 

τετµηµένες, των σηµείων στα οποία θα χωριστεί εικόνα. Την διαδικασία αυτή παρουσιάζει 

η το σχήµα 3.6. 

 

Σχήµα 3.6: Η κατακόρυφη και η οριζόντια προβολή µιας εικόνας µε 16 συστάδες. Η ευθείες που ορίζονται 

από της κοιλάδες των δύο προβολών χωρίζουν την εικόνα στις επιµέρους συστάδες, στα σηµεία στα οποία 

τέµνονται. 

Όπως θα δούµε στο επόµενο εδάφιο οι προβολές της εικόνας χρησιµοποιούνται κατά βάση 

στην ολιστική προσέγγιση, µε σκοπό την εξαγωγή του πλέγµατος 

 



 63 

3.2.3.Ολιστική Προσέγγιση 

Η ολιστική προσέγγιση αναφέρεται στις µεθόδους εκείνες, οι οποίες δηµιουργούν ένα 

πλέγµα στα µέτρα της κάθε εικόνας, µε σκοπό να αποµονώσουν σε κάθε κελί του µια και 

µόνο κηλίδα. Για να το επιτύχουν αυτό οι αυτόµατες µέθοδοι απαιτείται η εξεύρεση µιας 

σειράς από παραµέτρους, όπως το µέγεθος των κηλίδων, η απόσταση µεταξύ γειτονικών 

κηλίδων, ο αριθµός των κηλίδων κ.ο.κ.. Η πλειονότητα των µεθόδων [94-98] που 

ακολουθούν αυτήν την προσέγγιση χρησιµοποιούν τις προβολές της εικόνας. Η προβολές 

της εικόνας πέραν των µεγάλων κοιλάδων, οι οποίες δηµιουργούντα από τα κενά µεταξύ 

γειτονικών συστάδων, παρουσιάζουν µικρότερες κοιλάδες οι οποίες δηµιουργούνται 

ανάµεσα στις γραµµές και τις στήλες από κηλίδες, όπως δείχνει το σχήµα 3.7. 

 

Σχήµα 3.7. Η οριζόντια προβολή µίας συστάδας. 

Για τις περιπτώσεις όπου εικόνες χαρακτηρίζονται από πολύ θόρυβο οι προβολές 

επεξεργάζονται, όπως ακριβώς θα επεξεργαζόταν ένα µονοδιάστατο σήµα. Σκοπός της 

επεξεργασίας των προβολών είναι η έµφαση των κορυφών και των κοιλάδων του σήµατος. 

Καθιστώντας τις κορυφές και τις κοιλάδες του σήµατος περισσότερο εµφανείς οι µέθοδοι 

µπορούν τις εντοπίζουν αποτελεσµατικότερα και µε µεγαλύτερη αξιοπιστία. Η η βελτίωση 

των προβολών γίνεται µε χρήση διάφορων τεχνικών επεξεργασίας σήµατος. Στην 

βιβλιογραφία έχουν εφαρµοστεί διάφοροι συνδυασµοί µορφολογικών πράξεων 

(morphological operators) [99-102], αλλά και εξοµάλυνση των προβολών µε χρήση 
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φίλτρων εξοµάλυνσης (smoothing filters) [103-104]. Η µέθοδοι αυτές συνεχίζουν µε την 

εξεύρεση του βέλτιστου πλέγµατος, προσδιορίζοντας τις παραµέτρους που χρειάζονται. 

 

Στην ολιστική προσέγγιση κατατάσσονται επίσης, ορισµένες εργασίες, οι οποίες 

δηµιουργούν το πλέγµα χωρίς να εντοπίζουν µεµονωµένα τις θέσεις της κάθε κηλίδας, 

αλλά οι οποίες δεν κάνουν χρήση των προβολών της εικόνας για τον σκοπό αυτό. Η 

κυριότερη µεθοδολογία είναι αυτή των Bariamis et. al. [105-107], η οποία είναι βασισµένη 

στις Μηχανές ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης (Support Vector Machines - SVMs). Πιο 

συγκεκριµένα, η µέθοδος αυτή αφού εντοπίσει τα φωτεινά αντικείµενα δηµιουργεί τις 

βέλτιστες ευθείες µεταξύ γραµµών και στηλών των αντικειµένων αυτών εκµεταλλευόµενη 

την διαδικασία εκπαίδευσης των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης, οι οποίες εξ 

ορισµού εντοπίζουν το βέλτιστο υπερεπίπεδο πού διαχωρίζει ένα σύνολο δεδοµένων 

σύµφωνα µε συγκεκριµένα χαρακτηριστικά. Τέλος στην ολιστική προσέγγιση µπορεί να 

καταταγεί η εργασία των Zacharia et. al. [108-109] που διαχειρίζεται την τοποθέτηση 

πλέγµατος ως ένα πρόβληµα βελτιστοποίησης το οποίο αντιµετωπίζει µε χρήση γενετικών 

αλγόριθµων. Η µέθοδος αυτή χωρίζει την εικόνα σε λωρίδες (είτε οριζόντιες για τον 

εντοπισµό των γραµµών, είτε κατακόρυφες για τον εντοπισµό των στηλών) την θέση και 

το µέγεθος των οποίων βελτιστοποιεί µε τον γενετικό αλγόριθµο. Και η δύο παραπάνω 

µέθοδοι δηµιουργούν ολιστικά το πλέγµα το οποίο αποµονώνει την κάθε κηλίδα στην 

εικόνα. 

 

3.2.4.Προσέγγιση Κηλίδα µε κηλίδα 

Σε αντίθεση µε την ολιστική προσέγγιση η προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα δηµιουργεί το 

πλέγµα και αποµονώνουν την κάθε κηλίδα ξεχωριστά, αφού πρώτα εντοπίσουν τα κέντρα 

όλων των κηλίδων της εικόνας. Ο εντοπισµός όλων των κηλίδων έχει δύο βασικά 

µειονεκτήµατα. Αφενός απαιτούν πολύ µεγαλύτερη υπολογιστική ισχύς και είναι 

χρονοβόρα διαδικασία σε σχέση µε µια ολιστική προσέγγιση, αφετέρου πρέπει να 

αντιµετωπιστεί το γεγονός ότι υπάρχουν πολλές κηλίδες σε µια εικόνα µικροσυστοιχιών 

που προέρχονται από ανιχνευτές που δεν έχουν υβριδοποιηθεί µε τα δείγµατα και ως εκ 

τούτου έχουν πολύ χαµηλή φωτεινότητα. Ωστόσο, η µέθοδοι που υλοποιούν µια 

προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα έχουν µεγαλύτερη ακρίβεια στον εντοπισµό των κέντρων 
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των κηλίδων, και στην αντιστοίχιση µιας περιοχής γύρω από αυτές, αφού αντιµετωπίζουν 

το πρόβληµα των µικρών µετατοπίσεων των κηλίδων από τις συµµετρικές θέσεις.  

 

Για την υλοποίηση µιας προσέγγισης κηλίδα µε κηλίδα αρχικά εντοπίζονται οι φωτεινές 

κηλίδες της εικόνας µε απλές µεθόδους κατάτµησης εικόνας. Σκοπός αυτής της 

κατάτµησης δεν είναι να βρεθούν ακριβώς τα εικονοστοιχεία σήµατος και υποβάθρου, 

αλλά απλώς να βρεθούν όλα τα φωτεινά αντικείµενα της εικόνας, τα οποία είναι 

πιθανότατα οι φωτεινές κηλίδες. Έτσι, στο σηµείο αυτό δεν χρησιµοποιούνται πολύπλοκες 

µέθοδοι κατάτµησης, ώστε να µην χρειαστούν πολλοί πόροι από το σύστηµα. Ο 

εντοπισµός και διαχωρισµός των εικονοστοιχείων σήµατος και υποβάθρου γίνεται 

αναλυτικά στο επόµενο στάδιο της επεξεργασίας της εικόνας για κάθε µια κηλίδα 

ξεχωριστά. Πολλές µέθοδοι για το εντοπισµό των φωτεινών κηλίδων περιορίζονται σε µια 

απλή κατωφλίωση (thresholding) της εικόνας [110-111]. Η εικόνα µετατρέπεται σε 

δυαδική όπου µε 0 σηµειώνονται τα εικονοστοιχεία χαµηλής φωτεινότητας και µε 1 τα 

εικονοστοιχεία που µετέχουν σε φωτεινά αντικείµενα της εικόνας. Το κατώφλι πολλές 

φορές επιλέγεται ευριστικά [110] ενώ άλλες φορές χρησιµοποιούνται µέθοδοι µεταβλητού 

κατωφλιού [111] (adaptive thresholding) όπως είναι η µέθοδος του Ότσου [112]. Μια 

επίσης διαδεδοµένη τεχνική για τον εντοπισµό των φωτεινών κηλίδων είναι η τεχνική 

Σύµπτωσης Προτύπων (Template Matching) [113]. Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούν αυτήν 

την τεχνική [92, 114-115] εκµεταλλεύονται το γεγονός ότι τυπικά µια κηλίδα πρέπει να 

έχει κυκλικό σχήµα και η κατανοµή της έντασης της να προσεγγίζει την κανονική 

κατανοµή. Με αυτό τον τρόπο, γίνεται και µια επιλογή των φωτεινών αντικειµένων 

απορρίπτοντας τα φωτεινά αντικείµενα τα οποία δεν πληρούν αυτές τις προϋποθέσεις ως 

προς το σχήµα τους και την κατανοµή της φωτεινότητας τους. Ωστόσο, εφαρµόζοντας την 

τεχνική σύµπτωσης προτύπων θα απορριφθούν και κηλίδες των οποίων το σχήµα 

αποκλίνουν πολύ από το κυκλικό λόγο ανοµοιοµορφίας της υβριδοποίησης, γεγονός όµως 

το οποίο δεν έχει πολλές συνέπειες σε αυτήν την φάση της επεξεργασίας διότι αυτές θα 

εντοπιστούν από την επόµενη διαδικασία µαζί µε τις κηλίδες χαµηλής φωτεινότητας. Είναι 

προτιµότερο σε αυτήν την φάση να εντοπιστούν µόνο τα αντικείµενα που σίγουρα 

προέρχονται από την υβριδοποίηση των ανιχνευτών, χωρίς να συµπεριληφθούν και πολλά 

τεχνουργήµατα σε αυτά, πληρώνοντας ένα τίµηµα σε µη εντοπισµένες πραγµατικές 

κηλίδες. Παρόµοια τεχνική µε την σύµπτωσης προτύπων χρησιµοποιούν στην µέθοδό τους 
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και οι Brandle et al. [85] θεωρώντας και αυτοί ότι η κατανοµή της έντασης µιας τυπική 

κηλίδα ακολουθεί κανονική κατανοµή. 

 

Μετά τον εντοπισµό των φωτεινών κηλίδων οι µέθοδοι που κάνουν χρήση της 

προσέγγισης κηλίδα µε κηλίδα καλούνται να προσδιορίσουν τις θέσεις των κέντρων των 

κηλίδων χαµηλής φωτεινότητας. Αυτό γίνεται χρησιµοποιώντας τις συµµετρίες που έχει 

µια εικόνα µικροσυστοιχιών [114-117]. Συγκριµένα, σκοπός είναι να εξαχθούν διάφορα 

χαρακτηρίστηκα από το σύνολο των ήδη εντοπισµένων φωτεινών κηλίδων, µε σκοπό να 

προσδιοριστούν µε αρκετή ακρίβεια οι θέσεις της εικόνας όπου αναµένεται να υπάρχουν 

µη-υβριδοποιηµένοι ανιχνευτές. Έτσι από τις εντοπισµένες φωτεινές κηλίδες 

υπολογίζονται οι µέσες τιµές διάφορων µεγεθών, όπως για παράδειγµα οι διάµετροι τους, 

η απόσταση µεταξύ δύο γειτονικών κηλίδων κ.α.. Ανατρέχοντας σε κάθε εντοπισµένη 

φωτεινή κηλίδα και χρησιµοποιώντας τις ανωτέρω τιµές µπορούν να εξαχθούν κατά 

προσέγγιση οι θέσεις γειτονικών κηλίδων χαµηλής φωτεινότητας. Η διαδικασία αυτή 

γίνεται επαναληπτικά για κάθε µια εντοπισµένη φωτεινή κηλίδα µε σκοπό να 

προσδιοριστούν οι θέσεις κάθε µιας κηλίδας χαµηλής φωτεινότητας. Για τον λόγο αυτό 

και η συγκεκριµένη προσέγγιση αναφέρεται και ως προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα. Πιο 

εξελιγµένες µέθοδοι αυτής της κατηγορίας κάνουν χρήση γράφων (graph models) [110, 

118]. Η µέθοδος των Jung et al. είναι η κυριότερη µέθοδος, αυτής της κατηγορίας και είναι 

βασισµένη στον γράφο του Κ-στού κοντινότερου γείτονα (k-Nearest Neighbors graph) 

[119]. Για κάθε εντοπισµένη φωτεινή κηλίδα βρίσκεται η κοντινότερη γειτονική κηλίδα. 

Αν σε ένα ζευγάρι γειτονικών κηλίδων ισχύει ότι η κάθε κηλίδα από τις δύο έχει για 

κοντινότερη την άλλη κηλίδα του ζευγαριού, τότε αυτές αποτελούν ένα αµοιβαίο 

(reciprocal) ζευγάρι. Οι κηλίδες οι οποίες επαληθεύουν αυτήν την συµµετρία παραµένουν 

συνδεδεµένες. Στην συνέχεια εντοπίζονται οι περιοχές µέσα στην κάθε συστάδα όπου 

υπάρχουν συνδεδεµένες κηλίδες. Ο αλγόριθµος διατρέχει αυτά τα ζευγάρια και µε 

διάφορους κανόνες εντοπίζει τις θέσεις των κηλίδων, οι οποίες δεν έχουν εντοπιστεί από 

την αρχική κατάτµηση, λόγω της χαµηλής τους φωτεινότητας.  
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3.2.5.Τοποθέτηση Πλέγµατος 

Η τοποθέτηση του πλέγµατος αφορά στην αποµόνωση της κάθε κηλίδας σε ένα κελί, 

δηλαδή σε µια µικρή περιοχή της εικόνας. Αυτός είναι και ο σκοπός που εξυπηρετεί το 

παρόν στάδιο της επεξεργασίας µια εικόνας µικροσυστοιχιών. Το στάδιο της κατάτµησης, 

το οποίο ακολουθεί, εφαρµόζεται σε κάθε ένα κελί ξεχωριστά, γεγονός που απαιτεί η 

τοποθέτηση των κηλίδων στα κελία τους να είναι ακριβής. Μέσα στο κάθε κελί πρέπει 

αφενός να περιέχονται όλα τα εικονοστοιχεία σήµατος της κηλίδας, και αφετέρου να µην 

υπάρχουν εικονοστοιχεία από γειτονικές κηλίδες.  

 

Οι ολιστικές µέθοδοι εξορισµού δηµιουργούν απευθείας το πλέγµα που θα διαχωρίσει τις 

κηλίδες της εικόνας. Κάποιες από αυτές χτίζουν εξαρχής το πλέγµα στην σωστή του θέση 

[104-109], κάποιες άλλες όµως [75, 97-98] δηµιουργούν ένα πλέγµα χρησιµοποιώντας τις 

παραµέτρους που αναφέρθηκαν στο εδάφιο των ολιστικών προσεγγίσεων και στην 

συνέχεια το τοποθετούν στην θέση που πρέπει, είτε χειροκίνητα [75], είτε µε αυτόµατο 

τρόπο [97-98]. Το γεγονός ότι κάποιες από τις ολιστικές µεθόδους λοιπόν απαιτούν την 

τοποθέτηση του παραγόµενου πλέγµατος αποτελεί και τον λόγο για τον οποίο το βήµα 

αυτό δεν συµπεριλήφθηκε στον κλάδο του σχήµατος 3.2 για την προσέγγιση κηλίδα µε 

κηλίδα. Ωστόσο, οι µέθοδοι οι οποίες κατεξοχήν χρειάζονται αυτό το βήµα είναι αυτές που 

ακολουθούν την προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα. 

 

Όσον αφορά στην προσέγγιση κηλίδας µε κηλίδα, οι περισσότερες από τις µεθόδους [110, 

117-119] δεν εφαρµόζουν κάποια ευφυή τεχνική για την δηµιουργία των κελιών. Έχοντας 

εξάγει χαρακτηριστικά για το µέγεθος της κάθε κηλίδας απλώς την καταχωρούν σε ένα 

τετράγωνο κελί κεντροθετηµένο στο εντοπισµένο κέντρο της κηλίδας και το οποίο έχει 

µέγεθος πλευράς ίσο µε την απόσταση δύο γειτονικών κηλίδων. Η προσέγγιση όµως αυτή 

µπορεί να προκαλέσει προβλήµατα λόγω των µικρών µετατοπίσεων των κηλίδων, αλλά 

και του ενδεχόµενου τα κέντρα των κηλίδων να µην έχουν εντοπιστεί µε ακρίβεια. Σε 

αυτήν την περίπτωση είναι πολύ πιθανό το κελί είτε να µην περιέχει όλα τα εικονοστοιχεία 

σήµατος της κηλίδας, είτε να περιέχει εικονοστοιχεία σήµατος γειτονικών κηλίδων. Για 

τον λόγο αυτό µερικές µέθοδοι [92, 114-115] κάνουν χρήση του Βορονόι διαγράµµατος 

[120], το οποίο όπως θα δούµε και στο επόµενο κεφάλαιο αποδίδει την χωρικά βέλτιστη 
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περιοχή σε κάθε κελί, συνυπολογίζοντας τα κέντρα και των γειτονικών κηλίδων. Στο 

σχήµα 3.8 φαίνεται το αποτέλεσµα της µεθόδου των Jung και Gho, οι οποίοι απέδωσαν 

ένα σταθερό τετράγωνο κελί σε κάθε κηλίδα, αλλά και το αποτέλεσµα ενός πλέγµατος που 

παρήχθει µε την χρήση Βορονόι διαγράµµατος. 

 

 

Σχήµα 3.8: Η τοποθέτηση πλέγµατος σε µια εικόνα µικροσυστοιχιών. (α) Τοποθέτηση σταθερού κελιού σε 

κάθε µία κηλίδα, (β) εφαρµογή του διαγράµµατος Βορονόι. 

Το Βορονόι διάγραµµα χρησιµοποιήθηκε και από την προτεινόµενη µεθοδολογία που 

αναπτύχθηκε στα πλαίσια της παρούσας διατριβής. Τα πλεονεκτήµατα του Βορονόι 

διαγράµµατος θα µελετηθούν εκτενώς σε σχέση µε την τετριµµένη προσέγγιση των 

σταθερών τετράγωνων κελιών, δεδοµένου ότι η προτεινόµενη µεθοδολογία για την τον 

εντοπισµό των κηλίδων και την τοποθέτηση πλέγµατος µπορεί να επεξεργάζεται και 

εικόνες στις οποίες οι κηλίδες είναι χωροθετηµένες σε εξαγωνικό πλέγµα. 

 

3.2.6.Βελτίωση του πλέγµατος 

Ως τελευταίο βήµα των µεθόδων για τον εντοπισµού των κηλίδων και την τοποθέτηση του 

πλέγµατος, πολλές µέθοδοι [89, 97, 114-115, 121-122] επιχειρούν να βελτιώσουν το 

πλέγµα το οποίο έχει παραχθεί. Η διαδικασία αυτή έχει µεγάλη σηµασία κυρίως για τις 

µεθόδους ολιστικής προσέγγισης δεδοµένου ότι οι µέθοδοι αυτές δεν µπορούν να 
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αντιµετωπίσουν τις µικρές µετατοπίσεις των κηλίδων από τις συµµετρικές σχέσεις και 

γενικά τα τοπικά προβλήµατα τα οποία ενδέχεται να παρουσιαστούν σε µία εικόνα. Στην 

προσπάθεια τους αυτή επιστρατεύουν διάφορους µετασχηµατισµούς, οι οποίοι δέχονται το 

παραγόµενο πλέγµα ως είσοδο. Οι κυριότεροι µετασχηµατισµοί που έχουν χρησιµοποιηθεί 

για τον σκοπό αυτό είναι: (α) ο µετασχηµατισµός Affine [123] τον οποίο χρησιµοποίησε o 

Galinsky [114-115], (β) ο µετασχηµατισµός Hough [124] που χρησιµοποίησαν οι Bozinov 

et al. [89] και τέλος (γ) ο µετασχηµατισµός Radon [125] που πρώτοι εφήρµοσαν οι 

Antoniol et al. [121].  

 

Μετά την ολοκλήρωση του σταδίου του εντοπισµού των κηλίδων και της αποµόνωσης 

κάθε κηλίδας στην εικόνα σε ένα κελί, ακολουθεί η κατάτµηση των κηλίδων η οποία 

γίνεται σε κάθε ένα κελί ξεχωριστά. 

 

3.3.Κατάτµηση των κηλίδων 

Όπως αναφέρθηκε και ανωτέρω η κατάτµηση µιας εικόνας έχει σκοπό την οµαδοποίηση 

εικονοστοιχείων µε παρόµοια χαρακτηριστικά.. Με αυτό τον τρόπο η διαδικασία της 

κατάτµησης διαχωρίζει την εικόνα σε περιοχές ή εντοπίζει αντικείµενα. Είναι πάρα πολλές 

οι εφαρµογές για τις οποίες απαραίτητη προϋπόθεση για περεταίρω επεξεργασία είναι ο 

προσδιορισµός περιοχών η αντικειµένων µέσα σε µια εικόνα. Ένα παράδειγµα τέτοιων 

εφαρµογών είναι και η επεξεργασία των εικόνων των µικροσυστοιχιών. Απαραίτητη 

προϋπόθεση για την ποσοτικοποίηση της έντασης της κάθε κηλίδας είναι ο εντοπισµός της 

περιοχής σήµατος της κηλίδας από την οποία θα υπολογίσουµε την ένταση της. Έτσι η 

κατάτµηση στην επεξεργασία των εικόνων των µικροσυστοιχιών εµπίπτει στον 

διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σήµατος από τα εικονοστοιχεία υποβάθρου.  

 

Έρευνες στο πεδίο των µικροσυστοιχιών έχουν δείξει ότι η κατάτµηση των εικόνων παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην ποιότητα των εξαγόµενων δεδοµένων [126]. Μια αποτυχία στο 

στάδιο της κατάτµησης µπορεί να προκαλέσει λανθασµένα συµπεράσµατα για κάποια 

βιολογική λειτουργία. Πολλές είναι η εργασίες οι οποίες έχουν παρουσιαστεί στην 

βιβλιογραφία για την κατάτµηση των εικόνων των µικροσυστοιχιών. Οι µέθοδοι που 
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προτείνονται στις εργασίες αυτές µπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε τέσσερις βασικές 

κατηγορίες [81]:  

� Μέθοδοι σταθερού η µεταβλητού κύκλου (Fixed and adaptive circle).  

� Μέθοδοι βασισµένες στο ιστόγραµµα της εικόνας (histogram-based). 

� Μέθοδοι µεταβλητού σχήµατος (adaptive shape). 

� Μέθοδοι βασισµένες σε τεχνικές οµαδοποίησης (clustering-based). 

Γενικεύοντας περαιτέρω την παραπάνω κατηγοριοποίηση των µεθόδων µπορούµε να 

αναφέρουµε ότι οι πρώτες τρεις κατηγορίες εµπίπτουν σε µεθόδους βασισµένες σε 

τεχνικές επεξεργασία εικόνας (Image Processing) ενώ η τέταρτη είναι βασισµένη σε 

τεχνικές µηχανικής µάθησης (Machine Learning). Σύµφωνα µε το γεγονός αυτό το σχήµα 

3.9 παρουσιάζει µια γενική επισκόπηση των µεθόδων για την κατάτµηση των εικόνων των 

µικροσυστοιχιών µε την µορφή δέντρου.  

 

Σε αυτά τα πλαίσια κατηγοριοποίησης των µεθόδων κατάτµησης η παρούσα διατριβή 

προτείνει την χρήση τεχνικών ταξινόµησης για την κατάτµηση των εικόνων. Όπως 

φαίνεται και στο σχήµα 3.9 η προσέγγιση αυτή µπορεί να καταταγεί στις µεθόδους 

κατάτµησης µε χρήση τεχνικών µηχανικής µάθησης. Όπως θα δούµε και παρακάτω οι 

τεχνικές αυτές έχουν το πλεονέκτηµα ότι ταξινοµούν άµεσα τα εικονοστοιχεία τις εικόνας 

σε εικονοστοιχεία σήµατος ή υποβάθρου. Σε αντίθεση οι τεχνικές οµαδοποίησης 

δηµιουργούν οµάδες εικονοστοιχείων, οι οποίες πρέπει να χαρακτηριστούν ως σήµα ή 

υπόβαθρο σύµφωνα µε µια σειρά κανόνων. Έτσι το κάθε εικονοστοιχείο χαρακτηρίζεται 

έµµεσα από τον χαρακτηρισµό της οµάδας στην οποία ανήκει. Στα παρακάτω εδάφια θα 

αναπτυχθούν οι µεθοδολογίες που έχουν χρησιµοποιηθεί για την κατάτµηση των κηλίδων 

σύµφωνα µε το δενδρόγραµµα του σχήµατος 3.9. 

3.3.1.Μέθοδοι βασισµένες σε τεχνικές επεξεργασίας εικόνων 

Οι µέθοδοι, οι οποίες είναι βασισµένες σε τεχνικές επεξεργασίας εικόνας χωρίζονται σε 

τρεις κατηγορίες όπως φαίνεται στο δενδρόγραµµα του σχήµατος 3.9. Οι µέθοδοι 

σταθερού ή µεταβλητού κύκλου είναι µέθοδοι, οι οποίες αναπτύχθηκαν κυρίως στα 

πλαίσια εµπορικών πακέτων για την επεξεργασία των εικόνων. Οι µέθοδοι αυτές απλώς 

υπερθέτουν ένα κύκλο επάνω από κάθε κηλίδα της µικροσυστοιχίας, Τα εικονοστοιχεία τα 
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οποία βρίσκονται εντός του κύκλου θεωρούνται εικονοστοιχεία σήµατος ενώ τα 

εικονοστοιχεία εκτός του κύκλου θεωρούνται εικονοστοιχεία υποβάθρου. Οι µέθοδοι οι 

οποίες είναι βασισµένες στο ιστόγραµµα τις εικόνας, υπολογίζουν ένα κατώφλι 

φωτεινότητας πάνω από το οποίο ένα εικονοστοιχείο θεωρείται εικονοστοιχείο σήµατος 

ενώ κάτω από το οποίο θεωρείται εικονοστοιχείο υποβάθρου. Με την πάροδο του χρόνου 

πιο εξελιγµένες τεχνικές επεξεργασίας εικόνας άρχισαν να χρησιµοποιούνται για την 

κατάτµηση των εικόνων των µικροσυστοιχιών. Οι µέθοδοι αυτές ήταν κυρίως βασισµένες 

στους αλγορίθµους του υδροκριτή (Watershed) και των αναπτυσσόµενων περιοχών (Seed 

Region Growing - SRG), καθώς επίσης και στον εντοπισµό των ακµών (edge detection) 

των κηλίδων. 

 

3.3.1.1.Μέθοδοι σταθερού ή µεταβλητού κύκλου 

Η προσέγγιση του σταθερού κύκλου (fixed circle) αποτελεί την πρώτη προσέγγιση 

µεθόδων για κατάτµηση εικόνων µικροσυστοιχιών. Η προσέγγιση αυτή χρησιµοποιήθηκε 

για πρώτη φορά από το πακέτο ScanAlyze [75], το οποίο δηµιουργήθηκε από τον Eisen το 

1999 στο Πανεπιστήµιο του Στάνφορντ, αλλά εφαρµόστηκε και αργότερα από άλλες 

ερευνητικές οµάδες [127]. Η µέθοδος σταθερού κύκλου που χρησιµοποιείται για την 

κατάτµηση της εικόνας απλώς τοποθετεί ένα κύκλο γύρω από κάθε κηλίδα. H θέση και η 

διάµετρος του κύκλου που εφαρµόζεται µπορεί να προσαρµοστεί από τον χρήστη, η 

διάµετρος όµως που ορίζει ο χρήστης είναι η ίδια για όλες τις κηλίδες της εικόνας. Όλα τα 

εικονοστοιχεία τα 
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Σχήµα 3.9: ∆ενδρόγραµµα των µεθόδων που έχουν παρουσιαστεί στην βιβλιογραφία για την κατάτµηση των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών. 
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οποία βρίσκονται µέσα στον κύκλο θεωρούνται εικονοστοιχεία σήµατος, ενώ όλα τα 

εικονοστοιχεία εκτός του κύκλου, αλλά µέσα στο κελί της εικόνας που περιέχει µια κηλίδα 

(όπως ορίστηκε από την διαδικασία της τοποθέτησης του πλέγµατος), θεωρούνται 

εικονοστοιχεία υποβάθρου. Γίνεται φανερό ότι παρά το γεγονός ότι η µέθοδος αυτή είναι 

απλή στην υλοποίηση της, έχει πάρα πολλές αδυναµίες. Αφενός είναι απαραίτητη η 

παρέµβαση του χρήστη, και αφετέρου αδυνατεί να κάνει κατάτµηση σε µη ιδανικές 

εικόνες µικροσυστοιχιών, όπως αυτές αναφέρθηκαν στο πρώτο εδάφιο του κεφαλαίου 

αυτού. Στο σχήµα 3.10 φαίνεται το αποτέλεσµα της εφαρµογής µιας µεθόδου σταθερού 

κύκλου σε µια περιοχή µια εικόνας µικροσυστοιχιών.  

 

Σχήµα 3.10: Κατάτµηση µε µέθοδο σταθερού κύκλου. 

Η άρση του περιορισµού της σταθερής ακτίνας του κύκλο για όλες τις κηλίδες της εικόνας 

ήταν το αµέσως επόµενο βήµα για τις µεθόδους επεξεργασίας εικόνων µικροσυστοιχιών. 

Έτσι αναπτύχθηκαν οι µέθοδοι µεταβλητού κύκλου [128] οι οποίες όµως και αυτές 

διατηρούσαν την θεώρηση ότι το σχήµα των κηλίδων είναι πάντα κυκλικό. Κάποιες από 

τις µεθόδους αυτές απαιτούσαν την παρέµβαση του χρήστη όσον αφορά στην ακτίνα της 

κάθε κηλίδας, ενώ άλλες προσδιορίζουν την ακτίνα της κάθε κηλίδας µε αυτόµατο τρόπο. 

Για παράδειγµα το πρόγραµµα Dapple [129] υπολογίζει την ακτίνα του κύκλου που θα 

υπερτεθεί πάνω από µια κηλίδα κάνοντας χρήση της Λαπλασιανής τεχνικής εντοπισµού 

ακµών (Laplacian-based edge detection). Αντιθέτως, οι µέθοδοι οι οποίες απαιτούν από 

τον χρήστη να ορίσει το µέγεθος της κάθε κηλίδας είναι εξαιρετικά χρονοβόρες λόγο του 

µεγάλου αριθµού των κηλίδων που βρίσκονται σε κάθε εικόνα. Μια τέτοια µέθοδο 

χρησιµοποιούσαν οι πρώτες εκδόσεις του πακέτου Genepix [130]. Στο σχήµα 3.11 

παρουσιάζεται η περιοχή µιας εικόνας, οι οποία έχει επεξεργαστεί µε το πρόγραµµα 

Genepix. Είναι εµφανές ότι το αποτέλεσµα του προγράµµατος Genepix προσεγγίζει µε 

καλύτερο τρόπο την εικόνα µικροσυστοιχιών από το πρόγραµµα ScanAlyze. Τα γονίδια τα 
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οποία έχουν µερικώς υβριδοποιηθεί και έχουν δηµιουργήσει µικρότερες κηλίδες στην 

εικόνα έχουν προσοµοιωθεί µε έναν κύκλο ο οποίος αντιστοιχεί στο µέγεθος τους. 

 

Σχήµα 3.11: Κατάτµηση µε το πρόγραµµα Genepix  

Τέλος πρέπει να αναφέρουµε την µέθοδο των Rueda και Qin [131], οποίοι επιχείρησαν να 

κάνουν ένα ακόµα βήµα γενίκευσης των µεθόδων σταθερού ή µεταβλητού κύκλου, 

αίροντας τον περιορισµό του κυκλικού σχήµατος της κηλίδας, και προσπαθώντας να 

προσδιορίσουν την βέλτιστη έλλειψη η οποία προσοµοιώνει καλύτερα την κάθε κηλίδα 

της εικόνας. 

 

3.3.1.2.Μέθοδοι βασισµένες στο ιστόγραµµα της εικόνας 

Με την πάροδο του χρόνου οι µέθοδοι κατάτµηση απέβαλαν ολοένα τους περιορισµούς 

για το µέγεθος των κηλίδων, το σχήµα των κηλίδων και τα άλλα χαρακτηριστικά µίας 

ιδανικής εικόνας µικροσυστοιχιών, κάνοντας χρήση των φωτεινοτήτων των 

εικονοστοιχείων και του ιστογράµµατος της εικόνας, µε σκοπό να διαχωρίσουν τα 

εικονοστοιχεία σήµατος και υποβάθρου. Πιο συγκεκριµένα οι µέθοδοι αυτές προσπαθούν 

µέσα στο κελί της κάθε κηλίδας να υπολογίσουν µια τιµή κατωφλιού στην φωτεινότητα 

των εικονοστοιχείων. Όσα εικονοστοιχεία έχουν φωτεινότητα µεγαλύτερη από αυτό το 

κατώφλι αυτόµατα χαρακτηρίζονται ως εικονοστοιχεία σήµατος, ενώ αντίθετα όσα έχουν 
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φωτεινότητα χαµηλότερη από το κατώφλι χαρακτηρίζονται ως εικονοστοιχεία υποβάθρου 

[97,132-136].  

 

Ο πιο διαδεδοµένος τρόπος προσδιορισµού του κατωφλιού στο πεδίο της κατάτµησης 

εικόνων µικροσυστοιχιών [132-134] είναι βασισµένος στο τεστ των Mann και Whitney 

[137]. Το Μann-Whitney τεστ, το οποίο λέγεται και Wilcoxon τεστ, είναι ένα στατιστικό 

τεστ, το οποίο στοχεύει στην εύρεση µιας σηµαντικής διαφοράς µεταξύ των πληθυσµών 

δύο συνόλων Α και Β ανεξαρτήτως της κατανοµής που ακολουθούν τα στοιχεία των δύο 

πληθυσµών. Στην περίπτωση των εικόνων των µικροσυστοιχιών οι δύο πληθυσµοί είναι οι 

φωτεινότητες εικονοστοιχείων σήµατος και υποβάθρου. Ο αρχικός αυτός διαχωρισµός των 

εικονοστοιχείων έχει γίνει µε µια κυκλική µάσκα όπως ακριβώς διαχωρίζονται τα 

εικονοστοιχεία στις µεθόδους σταθερού κύκλου. Το τεστ είναι βασισµένο στο Wilcoxon 

άθροισµα των τάξεων. Αυτό ορίζεται ως το άθροισµα της τάξης των στοιχείων ενός 

πληθυσµού εικονοστοιχείων Α, τα οποία έχουν ταξινοµηθεί µαζί µε τα εικονοστοιχεία 

στοιχεία του άλλου πληθυσµού Β. Τα εικονοστοιχεία δηλαδή και των δύο πληθυσµών 

έχουν τεθεί σε αύξουσα σειρά ανάλογα µε την τιµή της φωτεινότητας τους. Το 

εικονοστοιχεία µε την µικρότερη  φωτεινότητα και από τους δύο πληθυσµούς θεωρείται 

ότι έχει τάξη 1, ενώ το µεγαλύτερο τάξη a bn n+ , εάν υποθέσουµε ότι το σύνολο Α έχει an  

στοιχεία και το σύνολο Β έχει bn . Το Wilcoxon άθροισµα για το σύνολο Α θα είναι: 

( ) ( ) ( )1 2 ... ,ASW rank a rank a rank aµ= + + +  (3.1) 

Στην συνέχεια υπολογίζονται τα στατιστικά µεγέθη Uβ  και aU  αντίστοιχα για τα δύο 

σύνολα Β και Α: 

( )1
,

2
b b

b a

n n
U n n SWβ β

⋅ −
= ⋅ + −  (3.2) 

και  

( )1
,

2
a a

a b a a

n n
U n n SW

⋅ −
= ⋅ + −  (3.3) 
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Έπειτα η τιµή iU  που προκύπτει από το σύνολο µε τα λιγότερα στοιχεία συγκρίνεται µε 

µία τιµή U  η οποία προκύπτει από ένα πίνακα πιθανοτήτων του τεστ και έχει να κάνει και 

µε τον αριθµό των στοιχείων των δύο πληθυσµών. Αν τα δύο σύνολα έχουν των ίδιο 

αριθµό στοιχείων τότε προς σύγκριση µε την τιµή U  τίθεται η µικρότερη από τις τιµές Uβ  

και aU . Έως ότου οι τιµή του iU  να συγκλίνει στην τιµή U , οι διαδικασία συνεχίζεται 

επαναληπτικά µεταφέροντας εικονοστοιχεία από τον ένα πληθυσµό στον άλλο. 

 

Οι µέθοδοι ιστογράµµατος ενδέχεται να µην είναι τόσο σταθερές όταν ένα κελί 

περιλαµβάνει εικονοστοιχεία από γειτονικές κηλίδες ή τεχνουργήµατα. Επίσης τα 

αποτελέσµατα αυτών των µεθόδων είναι απογοητευτικά όταν η φωτεινότητα της κηλίδας 

είναι χαµηλή λόγο περιορισµένης υβριδοποίησης, και άρα ο διαχωρισµός τον 

εικονοστοιχείων σήµατος από τα εικονοστοιχεία υποβάθρου γίνεται πολύ δύσκολα. 

 

3.3.1.3.Μέθοδοι Μεταβλητού σχήµατος 

Η κατηγορία αυτή αναφέρεται στις µεθόδους, οι οποίες είναι βασισµένες σε εξελιγµένους 

αλγορίθµους επεξεργασία εικόνας. Το βασικό πλεονέκτηµα αυτών των προσεγγίσεων 

αφορά στο γεγονός ότι είναι απαλλαγµένες από κάθε είδους προϋποθέσεις και 

περιορισµούς σχετικά µε το σχήµα και το µέγεθος των κηλίδων. Οι αλγόριθµοι 

επεξεργασίας εικόνας που κατά κύριο λόγω έχουν χρησιµοποιηθεί για την κατάτµηση των 

κηλίδων είναι ο αλγόριθµος των αναπτυσσόµενων περιοχών και ο αλγόριθµος του 

υδροκριτή, ενώ ορισµένες από τις µεθόδους εντοπίζουν τις ακµές των κηλίδων. 

 

Ο αλγόριθµος των αναπτυσσόµενων περιοχών (Seed Region Growing – SRG) [138] 

επιλέγει τυχαία µικρές περιοχές από εικονοστοιχεία, που ονοµάζονται «σπόροι» (seeds), 

και οι οποίοι χρησιµοποιούνται ως σηµεία από τα οποία ξεκινά η ανάπτυξη των περιοχών. 

Στις εικόνες µικροσυστοιχιών «σπόροι» ορίζονται όχι µόνο για να  αναπτυχθούν οι 

περιοχές του σήµατος, αλλά και για να αναπτυχθούν οι περιοχές του υπόβαθρου. Σε κάθε 

επανάληψη ο αλγόριθµος συλλέγει όλα τα εικονοστοιχεία τα οποία συνορεύουν µε την 

περιοχή «σπόρο» και τα ιεραρχεί σύµφωνα µε διάφορα κριτήρια. Το πιο διαδεδοµένο 
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κριτήριο [139] εξαρτάται µόνο από την φωτεινότητα των εικονοστοιχείων και δίνεται από 

την σχέση: 

( ) ( ) ( ) , ,Cr i I i I j j S= − ∈  (3.4) 

όπου S είναι η αναπτυσσόµενη περιοχή, ( )I i  είναι η φωτεινότητα του εικονοστοιχείου i  

το οποίο είναι ένα εικονοστοιχείου γειτονικό της περιοχής S, ενώ, ( )I j  είναι η µέση τιµή 

της φωτεινότητας της αναπτυσσόµενης περιοχής S στην παρούσα επανάληψη του 

αλγορίθµου. Αφού ο αλγόριθµος ιεραρχήσει τα εικονοστοιχεία λαµβάνει το 

εικονοστοιχείο, το οποίο δίνει την µικρότερη τιµή του κριτηρίου Cr , και αποφασίζει για 

αυτό το εικονοστοιχείο αν πρέπει να ανείκει στην οµάδα που ορίζουν οι «σπόρων» (σήµα 

ή υπόβαθρο) ή αν είναι συνοριακό εικονοστοιχείο της περιοχής. Εάν όλα τα γειτονικά του 

εικονοστοιχεία ανήκουν στην ίδια περιοχή τότε και αυτό κατατάσσεται σε αυτήν την 

περιοχή. Σε αντίθετη περίπτωση το εικονοστοιχείο αυτό θεωρείται συνοριακό 

εικονοστοιχείο. ∆ύο διαφορετικές προσεγγίσεις της εφαρµογής του αλγορίθµου 

αναπτυσσόµενων περιοχών έχουν προταθεί για την κατάτµηση των κηλίδων. Η πρώτη 

προσέγγιση των Yang et al. [140] χρησιµοποιεί ως «σπόρους» για τα εικονοστοιχεία 

σήµατος µια τετράγωνη περιοχή κεντροθετηµένη στο εικονοστοιχείο µε την υψηλότερη 

φωτεινότητα του κελιού και µέγεθος ίσο µε το 1/3 του κελιού. Ως «σπόρος» υποβάθρου 

χρησιµοποιούνται τα εικονοστοιχεία των ακµών του κελιού. Η δεύτερη προσέγγιση [141] 

χρησιµοποιεί ως «σπόρο» σήµατος το κεντρικό εικονοστοιχείο του κελιού ενώ ως 

«σπόρο» υποβάθρου τις τέσσερις γωνίες του κελιού. 

 

Ο δεύτερος αλγόριθµος που έχει χρησιµοποιηθεί από τις µεθόδους µεταβλητού σχήµατος 

είναι ο αλγόριθµος του υδροκριτή (Watershed) [142]. Ό αλγόριθµος του υδροκριτή είναι 

ένας πολύ διαδεδοµένος αλγόριθµος, ο οποίος είναι βασισµένος στην µαθηµατική 

µορφολογία, και ο οποίος έχει χρησιµοποιηθεί πολύ και στο πεδίο της κατάτµησης 

εικόνων µικροσυστοιχιών. Η εικόνα θεωρείται ως µια ανάγλυφη τοποθεσία, η οποία έχει 

πολλά πηγάδια στα σηµεία που υπάρχουν κηλίδες όπως δείχνει το σχήµα 3.12.  
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Σχήµα 3.12: Μέρος µιας εικόνας µικροσυστοιχιών θεωρούµενη ως ανάγλυφη τοποθεσία. 

Ο αλγόριθµος θεωρεί ότι στην ανάγλυφη τοποθεσία βρέχει. Ανά πάσα στιγµή όσο το νερό 

γεµίζει την τοποθεσία εικόνα κατατέµνεται  από τις προβολές της επιφάνειας του νερό. 

Κάποιες ερευνητικές οµάδες έχουν επιλέξει να υλοποιήσουν όλη την επεξεργασία των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών µε χρήση µαθηµατική µορφολογίας [99-102]. Έτσι για την 

διαδικασία της κατάτµησης κάνουν χρήση του υδροκριτή. Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία ο 

υδροκριτής εφαρµόζεται είτε στην αρχική εικόνα [143-144], είτε στην κλίση (gradient) της 

εικόνας [145]. Η έξοδος του αλγορίθµου είναι η εικόνα χωρισµένη σε περιοχές, τις οποίες 

ορίζει η επιφάνεια του νερού. 

 

Πέραν των δύο βασικών αλγορίθµων έχουν γίνει και άλλες µεµονωµένες προσπάθειες 

βασισµένες σε τεχνικές επεξεργασίας εικόνας. Οι περισσότερες από αυτές είναι 

βασισµένες σε τεχνικές εντοπισµού των ακµών των κηλίδων. Συγκεκριµένα, ο Kornaros 

[146] κάνει χρήση της τεχνικής του Sobel [147], ενώ οι Kim et al. [148] χρησιµοποιούν 

ένα Γκαουσιανό φίλτρο για να εντοπίσουν τις ακµές. Εντοπισµό των ακµών των κηλίδων 

έχουν προτείνει και οι Srinark και Kambhamettu [149], οι οποίοι κάνουν χρήση µοντέλων 

ενεργών περιγραµµάτων (Active Contours). Τέλος οι Gjerstad et al. [150-151], 

χρησιµοποίησαν µια µεθόδου βασισµένη στην τεχνική σύµπτωσης προτύπων, θεωρώντας 

ότι η κηλίδα έχει ένα τυπικό κυκλικό σχήµα και η κατανοµή της φωτεινότητας της 

ακολουθεί δισδιάστατη κανονική κατανοµή. 
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3.3.2.Μέθοδοι βασισµένες σε τεχνικές Μηχανικής Μάθησης 

Οι τελευταίες µέθοδοι που εµφανίζονται στην βιβλιογραφία χρησιµοποιούν τεχνικές 

µηχανικής µάθησης και πιο συγκεκριµένα οµαδοποίησης. Γενικά η κατάτµηση µιας 

οποιοσδήποτε εικόνας, τα τελευταία έχει στραφεί προς τις µεθόδους οµαδοποίησης, οι 

οποίες εξυπηρετούν τον ίδιο ακριβώς σκοπό µε αυτόν της κατάτµηση, αφού θεωρούν ως 

δείγµατα τα χαρακτηριστικά των εικονοστοιχείων. Αλγόριθµοι όπως ο Κ-µέσων (K-

means), ο ασαφής αλγόριθµος C-µέσων, ο αλγόριθµος Προσδοκίας-Μεγιστοποίησης 

(Expectation-Maximization-EM), ο αλγόριθµος διαµερισµού γύρω από το µέσο 

(Partitioning Around Medoid - PAM) και τα τυχαία Μαρκοβιανά πεδία (Markov Random 

Fields – MRF) έχουν χρησιµοποιηθεί µε σκοπό να οµαδοποιήσουν εικονοστοιχεία της 

εικόνας µε παρόµοια χαρακτηριστικά και να αποφανθούν αν είναι εικονοστοιχεία σήµατος 

ή υποβάθρου. Τέλος είναι αξιοσηµείωτη µια υβριδική µέθοδος που συνδυάζει τις µεθόδους 

που χρησιµοποιούν τεχνικές επεξεργασίας εικόνας µε αυτές που χρησιµοποιούν τεχνικές 

µηχανικής µάθησης.  

 

3.3.2.1.Κατάτµηση µε τον αλγόριθµο Κ-µέσων 

Η κατάτµηση αυτής της κατηγορίας είναι βασισµένη στο κλασικό αλγόριθµο 

οµαδοποίησης Κ-µέσων (K-means) [152]. Ο αλγόριθµος, τον οποίο θα περιγράψουµε πιο 

αναλυτικά στα επόµενα κεφάλαια, ξεκινά µε την αρχικοποίηση των κεντροειδών 

(centroids) και στην συνέχεια επαναληπτικά κατατάσσει όλα τα εικονοστοιχεία της 

εικόνας σε µια από τις οµάδες. Η απόφαση λαµβάνεται σύµφωνα µε την απόσταση που 

έχει το κάθε εικονοστοιχείο από το κεντροειδές της κάθε οµάδας. Στο πεδίο έρευνας των 

µικροσυστοιχιών ο αλγόριθµος Κ-µέσων έχει εφαρµοστεί από πολλές ερευνητικές οµάδες, 

µε διάφορες παραλλαγές [153-160]. Οι περισσότερες µέθοδοι από αυτές τροφοδοτούν τον 

αλγόριθµο Κ-µέσων µόνο µε τις φωτεινότητες των εικονοστοιχείων ως χαρακτηριστικό, 

και ορίζουν τον αριθµό των οµάδων ίσο µε 2 (µία οµάδα για τα εικονοστοιχεία σήµατος 

και µια οµάδα για τα εικονοστοιχεία υποβάθρου). Ωστόσο, κάποιες από αυτές τις 

µεθόδους καινοτοµούν σε ορισµένα θέµατα όπως είναι η εξαγωγή των χαρακτηριστικών 

και αριθµός των οµάδων. Οι Wu et al. [156] δηµιούργησαν ένα διάνυσµα 

χαρακτηριστικών για να τροφοδοτήσουν τον αλγόριθµο, το οποίο αποτελούνταν από τις 

φωτεινότητες των εικονοστοιχείων αλλά και από τις συντεταγµένες τους στην εικόνα. 
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Αξιοσηµείωτη είναι και η εργασία των Wang et al. [159] οι οποίοι είναι και οι πρώτοι που 

χρησιµοποίησαν τον αλγόριθµο θέτοντας τον αριθµό των οµάδων ίσο µε 3. Ωστόσο, στην 

εργασία τους αυτή δεν δόθηκε καµιά φυσική υπόσταση στην τρίτη οµάδα 

εικονοστοιχείων, την οποία απλώς την συγχώνευσαν σε ύστερο χρόνο µε την οµάδα των 

εικονοστοιχείων σήµατος. Αντίθετα, η µεθοδολογία η οποία προτείνεται από την παρούσα 

διατριβή χρησιµοποιεί στοχευόµενα την τρίτη οµάδα ως κατηγορία τεχνουργηµάτων, τα 

εικονοστοιχεία της οποίας πρέπει να αποκλειστούν από την διαδικασία της 

ποσοτικοποίησης. Τέλος αξίζει να αναφερθεί η εργασία των Battiato et al. [153], η οποία 

είναι µια πολυκαναλική προσέγγιση θέτοντας των αριθµό των οµάδων ίσο µε 4, µια 

δηλαδή για κάθε χρώµα που εµφανίζεται σε µια έγχρωµη εικόνα µικροσυστοιχιών 

(κόκκινο, πράσινο, κίτρινο όταν έχουν υβριδοποιηθεί και τα δύο δείγµατα µε τον 

ανιχνευτή, και µαύρο όταν δεν έχει υβριδοποιηθεί κανένα από τα δύο δείγµατα). Η 

προσέγγιση αυτή έχει περισσότερο ποιοτικό χαρακτήρα, εφόσον βοηθάει στην εύρεση των 

ανιχνευτών που υβριδοποιούνται ή δεν υβριδοποιούνται µε τα δείγµατα, ενώ δεν 

διαχωρίζει τα εικονοστοιχεία σήµατος µε τα εικονοστοιχεία υποβάθρου µε σκοπό την 

εξαγωγή των ποσοτικοποιηµένων τιµών. 

 

3.3.2.2.Κατάτµηση µε τον ασαφή αλγόριθµο C-µέσων 

Στο ίδιο µήκος κύµατος µε την κατάτµηση µε τον αλγόριθµο Κ-µέσων είναι βασισµένη και 

η κατάτµηση µε τον ασαφή αλγόριθµό C-µέσων (Fuzzy C-means – FCM) [161]. Η 

µέθοδοι, οι οποίες κάνουν χρήση [155, 161] του ασαφούς αλγόριθµου C-µέσων δεν είναι 

πολλές στην βιβλιογραφία. Στην παρούσα διατριβή επιχειρήθηκε σύγκριση µεταξύ των 

δύο αλγορίθµων στο πεδίο της κατάτµηση µικροσυστοιχιών σύµφωνα µε την οποία ο 

ασαφής αλγόριθµός C-µέσων επικρατεί του σαφούς αλγόριθµου Κ-µέσων. Η διαφορά των 

δύο µεθόδων απορρέει από το γεγονός ότι στην κατάτµηση µε τον ασαφή αλγόριθµό C-

µέσων το κάθε εικονοστοιχεία δεν αντιστοιχίζεται αυστηρά µε κάποια από τις οµάδες, 

αλλά χαρακτηρίζεται από ένα ποσοστό συµµέτοχής στην κάθε οµάδα. Τον αλγόριθµο θα 

αναπτύξουµε αναλυτικά στα επόµενα κεφάλαια. 
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3.3.2.3.Κατάτµηση µε τυχαία Μαρκοβιανά πεδία 

Μια άλλη µέθοδο [162-165] για τον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σήµατος από τα 

εικονοστοιχεία υποβάθρου είναι η µέθοδος που στηρίζεται στα τυχαία Μαρκοβιανά πεδία 

(Marcov Random Field - MRF). Η τεχνική αυτή κατάτµησης έχει χρησιµοποιηθεί σε 

διάφορα πεδία έρευνας, τα οποία απαιτούν επεξεργασία εικόνας, και είναι βασισµένη στην 

Μπεϋζιανή θεωρία. Αν υποθέσουµε ότι η εικόνα I είναι η πραγµατοποίηση ενός τυχαίου 

πεδίου F, και ότι το c* δηλώνει τον πραγµατικό χαρακτηρισµό για ένα εικονοστοιχείο, 

τότε έστω ότι το ĉ  θα είναι ένας προσδιορισµός του c*. Η βασική ιδέα της µεθόδου είναι 

να προσδιοριστεί το c* δοθέντος του y, το οποίο επιτυγχάνεται µε την µεγιστοποίηση της 

εκ των υστέρων (a posteriori) πιθανότητας: 

( ) ( )ˆ max | ,
c

c p I c p c=  (3.5) 

Η εκ των προτέρων πυκνότητα πιθανότητας (prior density) του c µοντελοποιείται από τον 

παρακάτω τύπο: 

( ) ( )exp ,p c uβ∝  (3.6) 

Όπου β  είναι µια θετική σταθερά, η οποία ελέγχει το µέγεθός των οµάδων των 

εικονοστοιχείων που θα δηµιουργηθούν, ενώ το u συµβολίζει τον αριθµό των γειτόνων 

που ανήκουν στην ίδια οµάδα. Τέλος, η υπό συνθήκη πυκνότητα πιθανότητας της εικόνας 

µοντελοποιείται µε µια Γκαουσιανή κατανοµή: 

( ) ( )2

2

1
| exp ,

22

I
p c I

µ
σσ π

 − − 
=        

 (3.7) 

Όπου µ  και σ  είναι η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση της Γκαουσιανής αντιστοίχως. Ο 

τύπος από τον οποίο µεγιστοποιείται η εκ των υστέρων πυκνότητα δίνεται ως εξής: 

( ) ( )2

02

1
log , 1, , ,

2
i i i i

i

Q I u i kµ β σ
σ

 
= − − + = 
 

K  (3.8) 

Όπου 0I  είναι η ένταση του εικονοστοιχείου, iµ  και iσ  είναι η µέση τιµή και η τυπική 

απόκλιση της κλάσης i και k είναι ο αριθµός των κλάσεων (στην περίπτωση των εικόνων 
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των µικροσυστοιχιών k=2). Εντοπίζοντας τα ελάχιστα της παραπάνω συνάρτησης τα 

εικονοστοιχεία χαρακτηρίζονται ως σήµα ή υπόβαθρο.  

 

3.3.2.4.Κατάτµηση µε διαµερισµό γύρω από το µέσο 

Η κατάτµηση µε διαµερισµό γύρω από το µέσο (Partition Around Medoids – PAM) [166] 

προτάθηκε ως µια πιο εξελιγµένη µέθοδος από την κατάτµηση µε το αλγόριθµο Κ-µέσων. 

Σε αντίθεση µε των αλγόριθµο Κ-µέσων που ελαχιστοποιεί το τετραγωνικό σφάλµα των 

χαρακτηριστικών µε το κεντροειδές, η κατάτµηση µε διαµερισµό γύρω από το µέσο 

ελαχιστοποιεί ένα άθροισµα ανοµοιότητας. Η µέθοδος πρώτα υπολογίζει τα µέσα 

(medoids), τα οποία χαρακτηρίσουν κάθε οµάδα, και τα οποία ελαχιστοποιούν την µέση 

ανοµοιότητα των εικονοστοιχείων που βρίσκονται στην οµάδα. Τέλος κάθε εικονοστοιχείο 

της εικόνας αντιστοιχίζεται στην οµάδα του µέσου που βρίσκεται πιο κοντά σε αυτό [154, 

157-158]. 

 

3.3.2.5.Κατάτµηση µε Μοντέλα Μεικτών Γκαουσιανών 

Τέλος µια αρκετά διαδεδοµένη µέθοδος [167-172] για την οµαδοποίηση των 

εικονοστοιχείων είναι η κατάτµηση µε Μοντέλα Μεικτών Γκαουσιανών (Gaussian 

Mixture Model – GMM). Η µέθοδος αυτή θεωρεί ότι η κατανοµή των φωτεινοτήτων µιας 

τυπικής κηλίδας στην εικόνα ακολουθεί ένα µείγµα κανονικών κατανοµών. Οι οµάδες των 

εικονοστοιχείων επιλέγονται µεγιστοποιώντας την εκ των υστέρων πιθανότητα. Για τον 

σκοπό αυτό γίνεται χρήση του αλγόριθµου Προσδοκίας-Μεγιστοποίησης (EM) [173]. Η 

προσέγγιση αυτή µπορεί να αποδειχθεί ότι είναι περισσότερο αποδοτική από τους άλλους 

αλγόριθµους όταν οι οµάδες έχουν πολύ διαφορετικό µέγεθος, (γεγονός το οποίο µπορεί 

να συµβεί συχνά όταν χρησιµοποιούνται πάνω από δύο οµάδες), αλλά και όταν τα 

χαρακτηριστικά που χρησιµοποιούνται για κάθε εικονοστοιχείο δεν είναι ανεξάρτητα 

[170]. 
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3.3.3.Υβριδική Μέθοδος 

Πέραν των δύο µεγάλων κατηγοριών των µεθόδων για την κατάτµηση ο Rahnenführer και 

ο Bozinov [174-175] προσπάθησαν να συνδυάσουν τις δύο αυτές κατηγορίες υλοποιώντας 

µια υβριδική µέθοδο. Παρόµοια διαδικασία ακολούθησαν στο µέλλον και άλλες µέθοδοι 

[176]. Η υβριδική µέθοδος είναι η επέκταση µιας προηγούµενης εργασίας, η οποία ήταν 

βασισµένη στον αλγόριθµο οµαδοποίησης Κ-µέσων. Η συνεισφορά της µηχανικής 

µάθησης στην συγκεκριµένη µεθοδολογία έγκειται στην χρήση οµαδοποίησης για να 

προσεγγιστούν τα εικονοστοιχεία σήµατος. Έχοντας ήδη αποφασίσει η µέθοδος έναν 

ικανό αριθµό εικονοστοιχείων σήµατος, τοποθετώντας µια κυκλική µάσκα γύρο από την 

κάθε κηλίδα, τα εικονοστοιχεία που βρίσκονται εκτός αυτής οµαδοποιούνται σε δύο 

κατηγορίες, η περισσότερο φωτεινή από τις οποίες συµπεριλαµβάνονται τελικά στα 

εικονοστοιχεία σήµατος. 

 

3.4.Εξαγωγή Εντάσεων 

Το τελικό στάδιο της επεξεργασίας εικόνων µικροσυστοιχιών περιλαµβάνει την εξαγωγή 

των εντάσεων της κάθε κηλίδας. Οι εντάσεις αυτές υπολογίζονται από τις φωτεινότητες 

των εικονοστοιχείων που έχουν χαρακτηριστεί ως σήµα ή υπόβαθρο. Σηµειώνοντας τις 

εντάσεις σήµατος µε fR  και fG  αντίστοιχα για τις κόκκινες και τις πράσινες εντάσεις και 

bR , bG  τις εντάσεις του υποβάθρου, λαµβάνουµε τις διορθωµένες εντάσεις ως: 

,f bR R R= −  (3.9) 

Και 

,f bG G G= −  (3.10) 

Ο λογαριθµικός λόγος των κόκκινων και πράσινων εντάσεων υπολογίζεται ως: 

2log ,
R

M
G

 =  
 

 (3.11) 

Ενώ η λογαριθµική ένταση µιας κηλίδας, η οποία είναι µία ποσότητα που αντιπροσωπεύει 

την ολική ένταση της κηλίδας δίνεται ως εξής: 
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( )2

1
log ,

2
A R G= ⋅  (3.12) 

Η επιλογή του λογάριθµου µε βάση 2 γίνεται µε σκοπό όταν διπλασιάζεται η ένταση να 

έχουµε µοναδιαία µεταβολή σε αυτά τα µεγέθη. Έτσι για παράδειγµα Μ=0 σηµαίνει ότι 

έχουµε ίσες εντάσεις για τα δύο δείγµατα, δηλαδή ότι τα δύο δείγµατα έχουν εκφραστεί 

ισόποσα., Μ=1 σηµαίνει διπλάσια διαφορά στις εντάσεις κ.ο.κ. Τέλος πολλές φορές 

χρησιµοποιείται ο απλός λόγος RAT µεταξύ των διορθωµένων τιµών των δύο καναλιών: 

.
R

RAT
G

=  (3.13) 

Όπως και στην εξ. 3.5 θα συµβολίζεται µε αστερίσκο η πραγµατική τιµή µιας µεταβλητής 

(η τιµή από την επισηµείωση), ενώ η τιµή που προσδιορίζεται από µια µέθοδο θα 

συµβολίζεται µε µία «γωνία» από πάνω της. Έτσι τον λόγο RAT θα τον συναντήσουµε ως 

ˆRAT  και *RAT . 

 

Τα πρώτα χρόνια που άρχισαν να αναπτύσσονται οι µέθοδοι επεξεργασίας των εικόνων 

των µικροσυστοιχιών συζήτηση γινόταν όσον αφορά στα εικονοστοιχεία που πρέπει να 

θεωρηθούν ως εικονοστοιχεία υποβάθρου. Το πρόγραµµα ScanAlyze [75] θεωρεί ως 

εικονοστοιχεία υποβάθρου όλα τα εικονοστοιχεία που βρίσκονται εκτός του σταθερού 

κύκλου. Μία άλλη προσέγγιση χρησιµοποίησε το προγράµµατα Quantarray [136], 

σύµφωνα µε το οποίο θεωρείται ένας δακτύλιος οµόκεντρος µε την κηλίδα µέσα από τον 

οποίο λαµβάνονται τα εικονοστοιχεία υποβάθρου. Η προσέγγιση αυτή ήταν περισσότερο 

αποδοτική από την προηγούµενη, διότι περιόριζε τον κίνδυνο να συµπεριληφθούν στα 

εικονοστοιχεία υποβάθρου, τα εικονοστοιχεία που είναι πολύ κοντά στα εικονοστοιχεία 

σήµατος (των εικονοστοιχείων αυτών η φωτεινότητα είναι επηρεασµένη από την υψηλή 

φωτεινότητα των εικονοστοιχείων σήµατος). Τέλος υπήρχε και η προσέγγιση, την οποία 

χρησιµοποιεί το πρόγραµµα Genepix [130] λαµβάνοντας τα εικονοστοιχεία υποβάθρου 

από τις τετραγωνικές περιοχές ανάµεσα στις γειτονικές κηλίδες. Αυτές οι περιοχές είναι οι 

πιο αποµακρυσµένες περιοχές από κάθε κηλίδα. Οι τρεις προσεγγίσεις αυτές 

αποτυπώνονται στο σχήµα 3.13. 
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Σχήµα 3.13: Οι περιοχές από τις οποίες λαµβάνονταν τα εικονοστοιχεία υποβάθρου από τις πρώτες µεθόδους 

κατάτµησης.  

Με την πάροδο του χρόνου και ενώ οι πιο εξελιγµένες µέθοδοι κατάτµησης έκαναν την 

εµφάνιση τους, οι προσεγγίσεις αυτές έπαψαν να χρησιµοποιούνται, καθώς τα 

εικονοστοιχεία σήµατος και τα εικονοστοιχεία υποβάθρου προσδιορίζονται σαφώς. Οι 

εντάσεις σήµατος της κάθε κηλίδας fR  και fG  συνήθως υπολογίζονται ως η µέση 

φωτεινότητα των εικονοστοιχείων σήµατος, ενώ η διάµεσος τιµή των εντάσεων των 

εικονοστοιχείων υποβάθρου ορίζει την ένταση του υποβάθρου της κάθε κηλίδας. 

 

Η συνεισφορά της παρούσας διατριβής για εξαγωγή της έντασης των κηλίδων απορρέει 

έµµεσα, όπως θα δούµε σε επόµενα κεφάλαια, από το γεγονός ότι όλες οι µέθοδοι 

κατάτµησης υλοποιήθηκαν µε γνώµονα την εξαίρεση τεχνουργηµάτων αλλά και άλλων 

φωτεινών εικονοστοιχείων, από τα εικονοστοιχεία σήµατος και υποβάθρου. Έτσι τα 

εικονοστοιχεία από τα οποία υπολογίζονται τα παραπάνω µεγέθη  και εξάγεται η 

ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης, είναι τα αντιπροσωπευτικότερα από τις οµάδες του 

σήµατος και του υποβάθρου. 

 

3.5.Συµπεράσµατα 

Στο κεφάλαιο αυτό έγινε µια αναλυτική επισκόπηση της βιβλιογραφίας στο πεδίο της 

επεξεργασίας των εικόνων µικροσυστοιχιών. Σε διάφορα σηµεία του κεφαλαίου έγινε 

αντιληπτό ότι η παρούσα επιστηµονική στάθµιση δίνει µεγάλα περιθώρια βελτίωσης των 
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µεθόδων. Η ανάγκη γενικευµένων αλλά και ευφυών προσεγγίσεων στον εντοπισµό των 

κηλίδων, µε σκοπό να αντιµετωπιστούν η διαφορετικότητα των µικροσυστοιχιών αλλά και 

ο συνεχώς αυξανόµενος αριθµός των ανιχνευτών, είναι ένα πεδίο έρευνας. Για 

παράδειγµα, φαίνεται ελκυστική µια γενικευµένη µέθοδος, η οποία να µπορεί να 

επεξεργαστεί εικόνες µικροσυστοιχιών, οι κηλίδες των οποίων χωροθετούνται είτε σε 

τετραγωνικό είτε σε εξαγωνικό πλέγµα, και η οποία αναπτύχθηκε στην παρούσα διατριβή. 

Ένα άλλο αντικείµενο που επιδέχεται µεγάλη βελτίωση είναι η σωστότερη επιλογή των 

εικονοστοιχείων σήµατος και υποβάθρου κατά την διαδικασία της κατάτµησης. Έχει 

µεγάλη σηµασία για την εξαγωγή της έντασης µιας κηλίδας, να γίνεται λαµβάνοντας 

υπόψη στους υπολογισµούς τα σωστά εικονοστοιχεία. Λανθασµένος υπολογισµός της 

έντασης µια κηλίδας οδηγεί άµεσα σε λανθασµένα συµπεράσµατα για την βιολογική 

συµπεριφορά του ανιχνευτή. Τα παραπάνω σηµεία είναι και αυτά τα οποία απασχόλησαν 

την παρούσα διδακτορική διατριβή. Όπως θα δούµε στα επόµενα κεφάλαια, η παρούσα 

διατριβή συνεισέφερε καινοτόµες λύσεις στα παραπάνω ζητήµατα.



   

Κεφάλαιο 4o: Εντοπισµός Κηλίδων και 

τοποθέτηση πλέγµατος  

 

4.Εντοπισµός Κηλίδων και τοποθέτηση πλέγµατος 

4.1.Εισαγωγή 

Η διαδικασία της εύρεσης των κηλίδων αποτελεί την έναρξη της επεξεργασίας των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών. Είναι και αυτή µια διαδικασία η οποία είναι εξαιρετικά 

κρίσιµη, διότι οποιαδήποτε αποτυχία της µεταφέρεται αυτόµατα και στα επόµενα στάδια 

της επεξεργασίας των εικόνων. Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφονται όλες οι τεχνικές που 

χρησιµοποιήθηκαν για το στάδιο αυτό, µε σκοπό να καταλήξουµε σε µια ενιαία 

µεθοδολογία. Η γενίκευση των µεθόδων έγινε για την αντιµετώπιση της διαφορετικότητας 

στην φύση των εικόνων όσον αφορά στο πλέγµα το οποίο είναι τοποθετηµένα τα 

βιολογικά αντικείµενα επάνω στην γυάλινη επιφάνεια (και κατ’ επέκταση οι κηλίδες στην 

παραγόµενη εικόνα). Υπάρχουν δηλαδή δύο διαφορετικά ήδη µικροσυστοιχιών, το ένα 

έχει τοποθετηµένες τις κηλίδες σε γραµµές και στήλες ενώ στο άλλο οι κηλίδες είναι το 

τοποθετηµένες µε εξαγωνική δοµή [114-115]. ∆ηλαδή οι δύο διαφορετικοί τύποι 
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µικροσυστοιχιών χρησιµοποιούν είτε τετραγωνικό πλέγµα είτε εξαγωνικό πλέγµα 

αντίστοιχα. Η πρώτες µικροσυστοιχίες δηµιουργήθηκαν µε τετραγωνικό πλέγµα, όσο όµως 

η τεχνολογία εξελισσόταν και όσο η απαίτηση για εξέταση µεγαλύτερου αριθµού 

βιολογικών δεδοµένων µεγάλωνε, δηµιουργήθηκε η ανάγκη για περισσότερους ανιχνευτές 

σε µία µικροσυστοιχία. Έτσι, για την εξοικονόµηση χώρου εφαρµόστηκε το εξαγωνικό 

πλέγµα για την χωροθέτηση των ανιχνευτών, όπως φαίνεται και στο σχήµα 4.1. Μάλιστα 

µικραίνοντας και λίγο την ακτίνα της κάθε κηλίδας ο χώρος που µπορεί να εξοικονοµηθεί 

αυξάνεται σηµαντικά.  

 

Σχήµα 4.1: Σύγκριση µεταξύ του τετραγωνικού και του εξαγωνικού πλέγµατος 

Ο πρώτος στόχος της παρούσας διατριβής ήταν η δηµιουργία ενός αλγορίθµου, ο οποίος 

να επεξεργάζεται εικόνες µε εξαγωνικό πλέγµα, δεδοµένου ότι µέχρις στιγµής στην 

βιβλιογραφία είχε παρουσιαστεί µόνο µια εργασία. Επίσης η χωροθέτηση των ανιχνευτών 

σε εξαγωνικό πλέγµα θα χρησιµοποιείται ολοένα και περισσότερο για την εξοικονόµηση 

χώρου στην µικροσυστοιχία. Στην συνέχεια το ζητούµενο ήταν η γενίκευση της 

προτεινόµενης µεθοδολογίας ώστε να µπορεί να λειτουργήσει και στους δύο τύπους 

πλέγµατος. 

 

Γενικά οι µεθοδολογία ακολουθεί τυποποιηµένα βήµατα σαν αυτά που είδαµε στο 

προηγούµενο κεφάλαιο. Το σχήµα 4.2 παρουσιάζει σε πρώτο επίπεδο το διάγραµµα ροής 

της µεθοδολογίας. 
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Σχήµα 4.2: Τα τέσσερα βήµατα σταδίου της εύρεσης των κηλίδων και της τοποθέτηση του πλέγµατος  

Ένα βασικό πρώτο βήµα είναι ο διαχωρισµός των συστάδων της εικόνας. Η εικόνα θα 

διαχωριστεί στις επιµέρους συστάδες, οι οποίες στην συνέχεια θα επεξεργαστούν η 

καθεµία ξεχωριστά. Στην συνέχεια εντοπίζονται όλα τα φωτεινά αντικείµενα της εικόνας, 

τα οποία και πιθανότατα είναι κηλίδες. Πέραν όµως των φωτεινών κηλίδων που υπάρχουν 

στην εικόνα και που εντοπίζονται σχετικά εύκολα λόγω της υψηλής τους φωτεινότητας, 

µια αυτόµατη µέθοδος πρέπει να εντοπίζει και τις θέσεις των κηλίδων εκείνων που έχουν 

πολύ µικρή φωτεινότητα και οι οποίες προέρχονται από την ελλιπή υβριδοποίηση των 

δειγµάτων µε τους ανιχνευτές κατά την διάρκεια του βιολογικού πειράµατος. Τέλος, 

εφόσον η µέθοδος έχει εντοπίσει τις θέσεις όλων των κηλίδων στην εικόνα ένα πλέγµα 

τοποθετείται µε σκοπό να αποµονώσει την κάθε κηλίδα µέσα σε ένα κελί. Τα κελία αυτά 

που περιέχουν µία µόνο κηλίδα είναι αυτά που θα υποστούν την κατάτµηση κάθε ένα 

ξεχωριστά, ώστε τελικά να βρεθούν τα εικονοστοιχεία σήµατος και τα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου για την κάθε κηλίδα. 
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4.2.Εύρεση των Συστάδων 

Η εύρεση των συστάδων, η οποία υλοποιήθηκε κατά την διάρκεια της διατριβής είναι 

βασισµένη στην ολιστική προσέγγιση όπως αυτή αναφέρθηκε στο 3ο Κεφάλαιο. 

Ανεξάρτητα από το πλέγµα το όποιο χρησιµοποιήθηκε για την κατασκευή της 

µικροσυστοιχίας, οι προβολές της εικόνας µπορούν εύκολα να αναδείξουν τις συστάδες 

της εικόνας. Από τις προβολές της εικόνας θα βρεθούν τα σηµεία στα οποία θα χωριστεί η 

εικόνα στις επιµέρους συστάδες. Μια εικόνα µικροσυστοιχιών ωστόσο µπορεί να έχει 

γραµµές και στήλες από συστάδες, ή µόνο µια γραµµή από συστάδες, ή µόνο µια στήλη 

από συστάδες. Αντίστοιχα, στις τρεις αυτές περιπτώσεις είτε είναι απαραίτητες και η 

οριζόντια και η κατακόρυφη προβολή της εικόνας, είτε µόνο η κατακόρυφη, είτε µόνο η 

οριζόντια.  

 

 

Σχήµα 4.3: Κατακόρυφη προβολή µια εικόνας µικροσυστοιχιών η οποία περιέχει τέσσερις συστάδες σε µια 

γραµµή, η µια δίπλα στην άλλη. 

Παραδείγµατος χάριν στο σχήµα 4.3 παρουσιάζεται µια εικόνα µικροσυστοιχιών, η οποία 

έχει συστάδες µόνο σε οριζόντια παράταξη (σε µια γραµµή δηλαδή από συστάδες), µε 

αποτέλεσµα για την εύρεση των κοιλάδων που σηµαίνονται µε τα βέλη να απαιτείται µόνο 

η κατακόρυφη προβολή της εικόνας. Αντιθέτως, το παρακάτω σχήµα 4.4 δείχνει µια 

εικόνα, η οποία περιέχει και γραµµές και στήλες από συστάδες, και κατά συνέπεια είναι 

απαραίτητες και οι δύο προβολές. 
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Σχήµα 4.4: Εικόνα µικροσυστοιχιών η οποία περιέχει γραµµές και στήλες από συστάδες. 

 

4.2.1.Αρχική Προσέγγιση 

Σε πρώτο στάδιο, θέλοντας να δηµιουργήσουµε µια µέθοδο για τον εντοπισµό των 

κηλίδων σε εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος, επεξεργαστήκαµε τις δύο προβολές τις 

εικόνας, µε σκοπό να γίνουν πολύ ποιο ευδιάκριτες από ότι ήταν αρχικά. Αρχικά οι 

προβολές εξοµαλύνθηκαν µε χρήση ενός φίλτρου διαµέσου. Όπως φαίνεται στο σχήµα 

4.5α, µετά την εφαρµογή του φίλτρου η κορυφές στο σήµα εξοµαλύνονται αρκετά, ενώ οι 

κοιλάδες µένουν ανέπαφες. Αντί να εντοπίσουµε τις κοιλάδες σε αυτήν την φάση, είναι 

περισσότερο βολικό να εντοπιστούν οι κορυφές στην κλίση (gradient) του σήµατος. Κατ’ 

αυτόν τον τρόπο, η µέθοδος πλέον θα εντοπίζει τα σηµεία στο σήµα, στα οποία η κλίση 

του σήµατος αυξοµειώνεται απότοµα. 

 

Γενικά η κλίση οποιουδήποτε µονοδιάστατου σήµατος δίνεται από την σχέση: 

,
dProj

Proj i
dx

∇ =  (4.1) 
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Όπου Proj  είναι µια από τις προβολές της εικόνας. Η κλίση του σήµατος απεικονίζεται 

στο σχήµα 4.5.γ.  

 

Σχήµα 4.5: Τα αποτελέσµατα των τεσσάρων βηµάτων της επεξεργασίας των προβολών της εικόνας. 

Για να εντοπιστούν οι κορυφές στην κλίση του σήµατος, οι οποίες αντιστοιχούν στα 

σηµεία που θα χωριστεί οι εικόνα στις επιµέρους συστάδες, το µονοδιάστατο σήµα της 

κλίση της προβολής σαρώνεται παραθυρικά µε ένα παράθυρο 25 σηµείων. Ένα καινούργιο 

σήµα δηµιουργείται όπως φαίνεται στο σχήµα 4.5δ. Το εκάστοτε κεντρικό σηµείο του 

συρόµενου παραθύρου απόκτα τιµή ίση µε την διαφορά του µέγιστου µείων το ελάχιστο 

που περιλαµβάνονται σε αυτό το παράθυρο. Η τιµή του σήµατος στο σηµείο i δηλαδή 

δίνεται από την σχέση: 

( ) max ( ) min ( ),1D window windowW i i i= −  (4.2) 

Όπως παρατηρούµε στο σχήµα 4.5.δ οι κορυφές του σήµατος έχουν γίνει πλέον 

ευδιάκριτές και εύκολα διαχωρίσιµες από το υπόλοιπο σήµα µε µια απλή κατωφλίωση. 

Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι το µέγεθος του παραθύρου µπορεί να φαίνεται πολύ 
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αυστηρά καθορισµένο, είναι αποδεκτό όµως δεδοµένου ότι τα µεγέθη των κηλίδων είναι 

της ίδιας τάξης µεγέθους για οποιαδήποτε εικόνα µικροσυστοιχιών, ενώ το ίδιο ισχύει και 

για τις αποστάσεις µεταξύ των συστάδων. Επίσης µικρές αποκλίσεις στο µέγεθος του 

παραθύρου αυτού δεν αλλάζει τίποτα δραµατικά ως προς τον διαχωρισµό των συστάδων. 

 

Στην συνέχεια όλα τα υπόλοιπα σηµεία του τελικού σήµατος απαλείφονται µε την 

εφαρµογή ενός κατωφλιού. ∆εδοµένου ότι το µέγιστα έχουν γίνει εξέχοντα εφαρµόζοντας 

όλα τα παραπάνω βήµατα ένα απλό κατώφλι είναι αρκετό για να διαχωρίσουµε της 

κορυφές του σήµατος από τα υπόλοιπα σηµεία. Στην περίπτωση µας το κατώφλι ορίστηκε 

να είναι: 

2* ( ),1 1DTh mean W=  (4.3) 

Ο εντοπισµός των συστάδων τελειώνει µε την επαλήθευση των σηµείων διαχωρισµού που 

έχουν βρεθεί. Όπως φαίνεται και στο σχήµα 4.5δ εκτός των σηµείων που έχουν βρεθεί και 

τα οποία αντιστοιχούν στις κοιλάδες, έχουν εντοπιστεί και κορυφές κοντά στα όρια της 

εικόνας τα οποία αντιστοιχούν στα σηµεία που ξεκινάει η πρώτη συστάδα και που 

τελειώνει η τελευταία συστάδα. Οι κορυφές αυτές είναι µικρότερες από τις άλλες λόγω 

του γεγονός ότι δεν είναι σηµεία τα οποία βρίσκονται ανάµεσα σε δύο συστάδες αλλά 

είναι δίπλα µόνο σε µία. Αυτό το γεγονός µπορεί να δηµιουργήσει πρόβληµα στην µέθοδο 

γιατί καµιά φορά οι κορυφές αυτές είναι τόσο µικρές ώστε να απαλείφονται από το 

κατώφλι 1Th . Για τον λόγο αυτό στα τελικά σηµεία προς επαλήθευση προσθέτουµε και τα 

άκρα της εικόνας. Τα σηµεία αυτά εξετάζονται ανά δύο, ώστε τα σηµεία τα οποία έχουν 

µέση τιµή σήµατος ανάµεσα τους µεγαλύτερη από το κατώφλι 1Th  είναι και αυτά τα οποία 

τελικά θα αποτελέσουν τα σηµεία διαχωρισµού. Η διαδικασία επαλήθευσης των σηµείων 

διαχωρισµού φαίνεται στο σχήµα 4.6. Όπως φαίνεται στο σχήµα η µέση τιµή του αρχικού 

σήµατος ανάµεσα από το ζευγάρι που είναι κοντά στις τιµές (~2000,~4000) είναι υψηλή. 

Αντίθετα, τα δύο σηµεία κοντά στις τιµές 8000, έχουν ανάµεσα τους µέση τιµή σήµατος 

πολύ χαµηλή και για τον λόγο αυτό απορρίπτονται. 
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Στην περίπτωση που υπάρχουν στην εικόνα σειρές και στήλες από συστάδες, 

δηµιουργούνται δύο διανύσµατα V  και H  για την κατακόρυφη και για την οριζόντια 

προβολή αντίστοιχα: 

1 21, , , , , ,
vN vV v v v D =  K  (4.4) 

1 21, , , , , ,
hN hH h h h D =  K  (4.5) 

όπου vD και hD  είναι οι διαστάσεις της εικόνας στην κατακόρυφο και την οριζόντια 

κατεύθυνση, αντίστοιχα, ενώ vN  και hN  είναι οι αριθµοί των κοιλάδων που έχουν 

εντοπιστεί στις δύο κατευθύνσεις. Τα δύο αυτά διανύσµατα περιέχουν τις συντεταγµένες 

στις οποίες θα χωριστεί η εικόνας µε σκοπό να αποµονωθούν οι επιµέρους συστάδες. 

 

 

Σχήµα 4.6: Η διαδικασία της επαλήθευσης των κοιλάδων που έχουν εντοπιστεί. 

 

4.2.2.Γενικευµένη προσέγγιση 

Επιχειρώντας την γενίκευση της µεθόδου για να επεξεργάζεται και τους δύο τύπους 

εικόνων, διαπιστώσαµε ότι οι εικόνες που κάνουν χρήση εξαγωνικού πλέγµατος παράγουν 

προβολές µε διαφορετικά χαρακτηριστικά. Στο σχήµα 4.7 φαίνεται αυτή η διαφορά. Όπως 

παρατηρείται οι δύο προβολές (οριζόντια και κατακόρυφη) µιας εικόνας µε τετραγωνικό 
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πλέγµα είναι παρόµοιες. Σε αυτές υπάρχουν υψηλές κορυφές και «βαθιές» κοιλάδες, οι 

οποίες φτάνουν περίπου µέχρι το µηδέν. Σε αναντιστοιχία ενώ η κατακόρυφη προβολή της 

εικόνας µε εξαγωνικό πλέγµα έχει και αυτή παρόµοια χαρακτηριστικά µε τις 

προαναφερθείσες, η οριζόντια προβολή είναι διαφορετική. Η κοιλάδες σε αυτήν την 

περίπτωση δεν είναι το ίδιο «βαθιές». Αυτό προκύπτει από το γεγονός ότι η κηλίδες της 

εικόνας τώρα δεν είναι χωροθετηµένες σε γραµµές (η µια δίπλα στην άλλη). 

  

Σχήµα 4.7: Οι προβολές µια εικόνας τετραγωνικού πλέγµατος και µια εικόνας εξαγωνικού πλέγµατος. 

Η παραπάνω διαφοροποίηση στην φύση των προβολών του εξαγωνικού πλέγµατος δεν 

αφήνει περιθώρια στην προηγούµενη προσέγγιση να λειτουργήσει σωστά σε εικόνες µε 

εξαγωνικό πλέγµα. Για να γενικευθεί λοιπόν όλη η µεθοδολογία του εντοπισµού των 

κηλίδων και της τοποθέτησης του πλέγµατος απαιτήθηκε η αντικατάσταση του βήµατος 

αυτού µε µια διαδικασία που να λειτουργεί και στους δύο τύπους εικόνων. Το βασικό 

πρόβληµα το δηµιουργεί το κατώφλι 1Th , η επιλογή του οποίου πλέον περιπλέκεται πολύ. 

Για τον λόγο αυτό υλοποιήθηκε ένας αλγόριθµος ο οποίος είναι εµπνευσµένος από τον 

αλγόριθµο του υδροκριτή [142], µε σκοπό να αποφευχθεί η χρήση κατωφλίωσης. 

Θεωρήστε λοιπόν την προβολή της εικόνας σαν την κατακόρυφη τοµή µια τοπογραφικής 

περιοχής, και ότι στην περιοχή αυτή ξεκινάει να βρέχει. Οι κοιλάδες της προβολής 

αρχίζουν να γεµίζουν µε νερό. Η επιφάνεια του νερού που συνέχεια ανεβαίνει λειτουργεί 

ως ένα κινητό κατώφλι το οποίο θα σταµατήσει να ανεβαίνει µόλις µια από τις κοιλάδες 

ξεχειλίσει σε µια από τις δύο διπλανές τις. Η διαδικασία αυτή φαίνεται στο σχήµα 4.8. 
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Όντας η προβολή γεµίσει µε νερό, από την ποσότητα του νερού προσδιορίζεται ο 

χωρητικότητα της κάθε µιας κοιλάδας. Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως υπάρχουν 

δύο τύποι κοιλάδων. Οι µεγάλες κοιλάδες οι οποίες σχηµατίζονται από τις περιοχές 

ανάµεσα στις συστάδες της εικόνας, και οι µικρές κοιλάδες οι οποίες δηµιουργούνται από 

τις περιοχές ανάµεσα στις κηλίδες. Για τον διαχωρισµό των συστάδων πρέπει να 

εντοπιστούν οι µεγάλες κοιλάδες και να διαχωριστούν από τις µικρές. 

 

Σχήµα 4.8: Καθώς το νερό γεµίζει την προβολή της εικόνας η επιφάνεια του λειτουργεί ως µεταβλητό 

κατώφλι. Τελικά το νερό σταµατάει όταν µια κοιλάδα ξεχειλίσει από νερό (στο σηµείο που επισηµαίνεται µε 

τον κύκλο. Στην προβολή δηµιουργούνται µικρές και µεγάλες κοιλάδες. 

Για το σκοπό αυτό η χωρητικότητα της κάθε κοιλάδας χρησιµοποιείται ως χαρακτηριστικό 

και τροφοδοτούν τον αλγόριθµο Κ-µέσων [152] ο οποίος διαχωρίζει τις συστάδες σε δύο 

οµάδες. Από τις συντεταγµένες των µεγάλων κοιλάδων στο σήµα των προβολών εξάγονται 

οι συντεταγµένες των σηµείων που διαχωρίζουν την εικόνα στις επιµέρους συστάδες. 

 

Η µεθοδολογία εκµεταλλεύεται την οµαδοποίηση των κοιλάδων και για τον προσδιορισµό 

της απόστασης δύο γειτονικών κηλίδων. Η απόσταση αυτή θα χρειαστεί για το βήµα του 

εντοπισµού των µη υβριδοποιηµένων κηλίδων. Για τον υπολογισµό της γίνεται χρήση των 

κοιλάδων µε µικρή χωρητικότητα αφού αυτές είναι που προκύπτουν από τις περιοχές στην 

εικόνα που διαχωρίζουν τις κηλίδες. Έτσι για κάθε ζεύγος διαδοχικών κοιλάδων χαµηλής 

χωρητικότητας υπολογίζεται η απόσταση τους στο σήµα των προβολών. Την επικρατούσα 
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τιµή όλων αυτών των αποστάσεων που υπολογίζονται, την ονοµάζουµε επικρατούσα 

απόσταση (mode_dist) και είναι αυτή η οποία θα χρησιµοποιήσουµε αργότερα για να 

προσοµοιώσουµε την απόσταση µεταξύ δύο γειτονικών κηλίδων. 

 

Στην γενικευµένη προσέγγιση είναι απαραίτητο για την µετέπειτα διαδικασία να γίνει η 

αναγνώριση του πλέγµατος που χρησιµοποιεί η εικόνα. Ένας έξυπνος τρόπος για να 

επιτευχθεί ο στόχος αυτός είναι η διερεύνηση της προβολής της εικόνας στραµµένης κατά 

45ο και κατά 60ο. Εάν µια εικόνα τετραγωνικού πλέγµατος στραφεί κατά 45ο οι κηλίδες 

της θα βρεθούν διατεταγµένες σε κατακόρυφη διάταξη. Αντίστοιχα σε κατακόρυφη 

διάταξη θα βρεθούν οι κηλίδες σε µια εικόνα εξαγωνικού πλέγµατος εάν αυτή στραφεί 

στις 60ο, όπως φαίνεται στο σχήµα 4.9 στα δεξιά. Στρέφοντας λοιπόν την προς εξέταση 

εικόνα στις παραπάνω µοίρες και εξάγοντας τις προβολές της σε αυτήν την διεύθυνση 

παρατηρούµε ότι η φύση των δύο προβολών είναι τελείως διαφορετική.  

 

 

Σχήµα 4.9: Μια εικόνα εξαγωνικού πλέγµατος στραµµένη στις 45ο και στις 60ο, και οι προβολές της σε αυτές 

τις διευθύνσεις.. 

Όπως φαίνεται στο σχήµα 4.9 η τυπική απόκλιση της προβολής στις 60ο µιας εικόνας 

εξαγωνικού πλέγµατος είναι πολύ µεγαλύτερη από αυτή στις 45ο, δεδοµένου ότι το σήµα 

παρουσιάζει µεγάλες διακυµάνσεις. Σύµφωνα µε το γεγονός αυτό η µέθοδος µπορεί 
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εύκολα να αποφανθεί αυτόµατα ποιο είναι το πλέγµα που χρησιµοποιεί η κάθε προς 

επεξεργασία εικόνα από τον παρακάτω κανόνα: 

( ) ( )
( ) ( )

o o

o o

IF std 60   > std 45  THEN "hex"

IF std 45   > std 60  THEN "rec"
 (4.6) 

Η παραπάνω απόφαση θα χρησιµοποιηθεί στο βήµα του εντοπισµού των µη 

υβριδοποιηµένων κηλίδων. 

 

4.3.Εντοπισµός των υβριδοποιηµένων κηλίδων  

Μετά τον διαχωρισµό της εικόνας στις επιµέρους συστάδες ακολουθεί ο εντοπισµός των 

φωτεινών αντικειµένων σε καθεµιά από τις συστάδες. Τα φωτεινά αυτά αντικείµενα είναι 

πιθανότατα κηλίδες, οι οποίες αντιστοιχούν σε ανιχνευτές που έχουν υβριδοποιηθεί µε τα 

δείγµατα. Εκτός όµως από φωτεινές κηλίδες, αντικείµενα µπορεί να εντοπιστούν και από 

διάφορα τεχνουργήµατα που υπάρχουν στην εικόνα. Τα αντικείµενα αυτά µάλιστα µπορεί 

να είναι παρόµοιου µεγέθους µε τις κηλίδες. Ο εντοπισµός των φωτεινών αντικειµένων 

είναι κατά κανόνα βασισµένος σε µεθόδους κατάτµησης της εικόνας [177], µε την 

διαφορά ότι λαµβάνει χώρα µόνο για τον εντοπισµό των αντικειµένων και η ακρίβεια του 

σε επίπεδο εικονοστοιχείων δεν είναι ο κυριότερος στόχος. Άλλωστε κάθε κηλίδα θα 

κατατµηθεί µε ακρίβεια στο επόµενο στάδιο της επεξεργασίας των εικόνων των 

µικροσυστοιχιών, όπως θα δούµε στο επόµενο κεφάλαιο. Επίσης από το συγκεκριµένο 

βήµα δεν προσδοκούµε την εύρεση όλων των κηλίδων της εικόνας αφού εξαρχής 

γνωρίζουµε ότι στην εικόνα θα υπάρχουν και σκοτεινές κηλίδες από ανιχνευτές, οι οποίοι 

δεν έχουν υβριδοποιηθεί µε τα δείγµατα. Ωστόσο, όσο µεγαλύτερος είναι ο αριθµός των 

σωστά εντοπισµένων κηλίδων από το βήµα αυτό, τόσο πιο εύκολος θα είναι ο εντοπισµός 

των µη υβριδοποιηµένων κηλίδων. Η µέθοδος που προτείνεται για αυτήν την διαδικασία 

ακολουθεί τρία βήµατα όπως φαίνεται και στο σχήµα 4.10. 

 

Μια µέθοδος κατάτµησης εφαρµόζεται αρχικά µε σκοπό να µετατρέψουµε την εικόνα σε 

δυαδική και να ξεχωρίσουµε τα φωτεινά αντικείµενα µέσα στην εικόνα. Η κατάτµηση 

αυτή εφαρµόζεται σε ολόκληρη την εικόνα και δεν έχει καµιά σχέση µε την κατάτµηση 
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που εφαρµόζεται αργότερα σε κάθε µια κηλίδα ξεχωριστά για τον διαχωρισµό των 

εικονοστοιχείων σήµατος από τα εικονοστοιχεία υποβάθρου. Είναι σηµαντικό επειδή µια 

εικόνα µικροσυστοιχιών είναι µεγάλη σε µέγεθος η τεχνική για την αρχική αυτή 

κατάτµηση που θα εφαρµοστεί να είναι αποτελεσµατική, γρήγορη και να απαιτεί µικρή 

υπολογιστική ισχύ. ∆ύο τεχνικές είναι αυτές οι οποίες εφαρµόστηκαν για αυτό τον σκοπό. 

Αρχικά χρησιµοποιήσαµε την τεχνική σύµπτωσης προτύπου (Template Matching) [113], 

ενώ σε µια άλλη εργασία χρησιµοποιήθηκε η τεχνική κατάτµησης του Ότσου (Otsu) [112]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.10: ∆ιάγραµµα ροής για τον εντοπισµό των υβριδοποιηµένων κηλίδων. 

 

Η σύµπτωσης προτύπου είναι µία τεχνική, κατά την οποία σαρώνεται ολόκληρη η εικόνα, 

εντοπίζοντας αντικείµενα που έχουν µεγάλη οµοιότητα µε το πρότυπο που 

χρησιµοποιείται. Η επιλογή του προτύπου στην προκειµένη περίπτωση αποτελεί σίγουρα 

ένα θέµα περαιτέρω διερεύνησης. Το καταλληλότερο πρότυπο για να προσοµοιώσει µια 

κηλίδα [92,114-115], όπως θεωρητικά αυτή θα έπρεπε να είναι, είναι µια Γκαουσιανή 

κατανοµή δύο διαστάσεων µε µέγεθός περίπου ίσο µε αυτό µια πραγµατικής κηλίδας όπως 

δίνεται από τη σχέση: 

Αρχική Κατάτµηση
(Σύµπτωση Προτύπων – Otsu)

Εύρεση αντικειµένων µε 8-
συνδεσιµότητα

Υπολογισµός των κέντρων µάζας

Αρχική Κατάτµηση
(Σύµπτωση Προτύπων – Otsu)

Εύρεση αντικειµένων µε 8-
συνδεσιµότητα

Υπολογισµός των κέντρων µάζας
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2 2

22

2

1
, , 1,2, ,11,

2

i j

i jGT e i j
σ

πσ

 +
−  
 = = K  (4.7) 

Όπου σ  είναι η τυπική απόκλιση, i είναι ο δείκτης της γραµµής των εικονοστοιχείων και j 

ο δείκτης των στηλών. Το σχήµα 4.11 απεικονίζει ένα 11Χ11 δυσδιάστατο πρότυπο όπως 

ακριβώς χρησιµοποιήθηκε για να εντοπίσει τις κηλίδες στην εικόνα. 

 

Σχήµα 4.11: ∆υσδιάστατο πρότυπο οι φωτεινότητες του οποίου ακολουθούν κανονική κατανοµή. 

Με αυτό το πρότυπο σαρώνεται παραθυρικά ολόκληρη η εικόνα και το εικονοστοιχείο, 

στο οποίο κεντροθετείται το πρότυπο κάθε φορά, χαρακτηρίζεται αν είναι ή όχι 

εικονοστοιχείο που ανήκει σε µια κηλίδα. Αυτό γίνεται υπολογίζοντας τον συντελεστή 

συσχέτισης του προτύπου αυτού µε την 11Χ11 γειτονιά το εικονοστοιχείου στο οποίο 

είναι κεντροθετηµένο το πρότυπο. Αυτό µας δίνει ένα µέτρο της οµοιότητας της γειτονίας 

του εικονοστοιχείο µε το πρότυπο. Αν συµβολίσουµε το πρότυπο µε i jGT  και την γειτονιά 

της εικόνας µε ijW2D  ο συντελεστής συσχέτισης (correlation coefficient) δίνεται από την 

σχέση: 

2 2

( )( )

,

( ( ) )( ( ) )

i j ij

i j

i j ij

i j i j

GT GT W2D W2D

cc

GT GT W2D W2D

− −

=

− −

∑∑

∑∑ ∑∑
 (4.8) 

όπου GT  είναι η µέση τιµή των φωτεινοτήτων του προτύπου, W2D είναι η µέση τιµή των 

φωτεινοτήτων του παραθύρου της εικόνας που είναι κεντροθετηµένο το πρότυπο. Ο 

συντελεστής συσχέτισης παίρνει τιµές από -1 έως 1. Η τιµή -1 υποδηλώνει ότι το πρότυπο 
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µε το παράθυρο της εικόνας δεν παρουσιάζουν καµία οµοιότητα, ενώ τιµή ίση µε 1 

σηµαίνει ότι το παράθυρο και η εικόνα είναι απόλυτα ίδια. Για την ολοκλήρωση της 

µετατροπής της εικόνας σε δυαδική απαιτείται να οριστεί ένα κατώφλι για τον συντελεστή 

συσχέτισης πάνω από το οποίο το εικονοστοιχείο θα θεωρείται σήµα, ενώ κάτω από το 

οποίο το εικονοστοιχείο θα θεωρείται υπόβαθρο. Μετά από αρκετά πειράµατα που έγιναν 

αυτό το κατώφλι για την τιµή του συντελεστή συσχέτισης ορίστηκε να είναι 0.3cc = . 

 

Το βασικό πλεονέκτηµα αυτής της τεχνικής έγκειται στο γεγονός ότι έχει την δυνατότητα 

να απαλείψει αντικείµενα της εικόνας που µπορεί να είναι φωτεινά, που δεν έχουν όµως 

σχήµα παρόµοιο µε το σχήµα που πρέπει να έχει µια κηλίδα. Αντιθέτως, η τεχνική αυτή 

µειονεκτεί γιατί αφενός απαιτείται το µέγεθος του προτύπου, και αφετέρου γιατί 

απαιτείται µια τιµή κατωφλίωσης για τον συντελεστή συσχέτισης.  

 

Η άλλη τεχνική που χρησιµοποιήθηκε για την αρχική κατάτµηση είναι η τεχνική του 

Ότσου, η οποία είναι µια αυτόµατη τεχνική κατωφλίωσης. Η κατωφλίωση αυτή θα 

οδηγήσει στον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σε δύο κλάσεις. Έστω ότι 1L  και 2L  είναι 

αντίστοιχα η κλάση των εικονοστοιχείων µε φωτεινότητα χαµηλότερη του κατωφλιού και 

η κλάση των εικονοστοιχείων που έχουν φωτεινότητα υψηλότερη του κατωφλιού. Αν το 

κατώφλι για παράδειγµα βρεθεί να είναι το επίπεδο το γκρι 2Th , τότε οι δύο κλάσεις θα 

περιέχουν τα επίπεδα του γκρι: 

{ }
{ }

1 2

2 2 2

0,1, ,

1, 2, , 1

L Th

L Th Th L

=


= + + −

L

L

 (4.9) 

όπου L  είναι ο συνολικός αριθµός των επιπέδων του γκρι της εικόνας. Εάν 2 2,  c Totσ σ  είναι 

η διακύµανση της κλάσης, και η συνολική διακύµανση αντίστοιχα, ένα βέλτιστο κατώφλι 

µπορεί να βρεθεί ελαχιστοποιώντας την παρακάτω εξίσωση σε σχέση µε το 2Th : 

2

2
,c

Tot

Opt
σ
σ

=  (4.10) 

Το βέλτιστο κατώφλι δηλαδή 2
optTh  θα δίνεται από την σχέση: 
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( )
2

2 arg min ,opt

Th

Th Opt=  (4.11) 

ισχύουν ότι: 

( )
1 1

22

0 0

,  ,
L L

Tot T i T i

i i

i P iPσ µ µ
− −

= =

= − =∑ ∑  (4.12) 

2 2
1 2 1 2 1 2 1

0

( ) ,  w ,  w 1 ,
2Th

c i

i

w w P wσ µ µ
=

= = = −∑  (4.13) 

2

2

22 1
01 1

,  ,  ,  ,
1

Th
T Th iT

Th i i

i

n
iP P

w n

µ µ µ
µ µ µ

µ =

−
= = = =

− ∑  (4.14) 

όπου in  είναι ο αριθµός των εικονοστοιχείων του ι-οστού επιπέδου του γκρι και n  είναι ο 

συνολικός αριθµός των εικονοστοιχείων ο οποίος ορίζεται ως: 

1

0

L

ii
n n

−

=
=∑  (4.15) 

Τέλος iP  είναι η πιθανότητα εµφάνισης του ι-οστού επιπέδου του γκρι. 

 

Σε σχέση µε την τεχνική της σύµπτωσης προτύπων η τεχνική του Ότσου είναι σαφώς πιο 

γρήγορη και λιγότερο απαιτητική ως προς την υπολογιστική ισχύ. Επίσης δεν θεωρεί το 

µέγεθος της κάθε κηλίδας ότι είναι 10 περίπου εικονοστοιχεία ούτε ότι η κατανοµή της 

φωτεινότητας των εικονοστοιχείων είναι κανονική. Εποµένως η τεχνική αυτή είναι 

απαλλαγµένη από τις θεωρήσεις αυτές, οι οποίες πηγάζουν από τα χαρακτηριστικά που 

πρέπει θεωρητικά να έχει µια κηλίδα. Ωστόσο αυτό το γεγονός αποτελεί και µειονέκτηµα 

της Ότσου σε σχέση µε την τεχνική σύµπτωσης προτύπων διότι η τεχνική σύµπτωσης 

προτύπων καταφέρνει να κάνει µια πρώτη επιλογή των πραγµατικών κηλίδων µέσα σε όλα 

τα φωτεινά αντικείµενα που εντοπίζονται και τα οποία µπορεί να περιέχουν πολλά 

τεχνουργήµατα. 

 

Για να εντοπιστούν και να σηµειωθούν τα αντικείµενα της εικόνας δεν αρκεί να βρεθούν 

τα εικονοστοιχεία τα οποία ανήκουν σε φωτεινά αντικείµενα, αλλά να βρεθούν τα 
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συνδεδεµένα αντικείµενα. Για τον σκοπό αυτό εντοπίζονται τα συνδεδεµένα αντικείµενα 8 

γειτόνων. (8-connected objects). ∆ύο δηλαδή εικονοστοιχεία θεωρούνται ότι βρίσκονται 

στο ίδιο αντικείµενο όταν αυτά γειτνιάζουν µε συνδετικότητα 8-γειτονιάς (δηλαδή όταν 

έχουν τουλάχιστον µια κοινή κορυφή, όπως ακριβώς φαίνεται στο σχήµα 4.12. Το 

εικονοστοιχείο iP  στο παρακάτω σχήµα έχει συνδετικότητα 8-γειτονιάς µε όλα τα 

γραµµοσκιασµένα εικονοστοιχεία.  

 

Σχήµα 4.12: Συνδετικότητα 8-γειτονιάς 

Το τελικό βήµα του εντοπισµού των κηλίδων που αντιστοιχούν σε υβριδοποιηµένα 

δείγµατα είναι υπολογισµός των κέντρων των αντικειµένων που έχουν εντοπιστεί. Τα 

κέντρα αυτά θα χρησιµοποιηθούν για να προσδιοριστούν οι θέσεις των κηλίδων χαµηλής 

φωτεινότητας στο επόµενο βήµα. Στην επεξεργασία µικροσυστοιχιών έχει επικρατήσει 

αντί να υπολογίζεται το καθαρά γεωµετρικό κέντρο της κάθε κηλίδας, να υπολογίζεται το 

κέντρο µάζας [110]. Στο κέντρο µάζας δεν συνεισφέρουν µόνο η συντεταγµένες των 

εικονοστοιχείων που αποτελούν το αντικείµενο, αλλά και η φωτεινότητα τους. Η 

φωτεινότητα του εικονοστοιχείου λειτουργεί σαν συντελεστής βαρύτητας στις 

συντεταγµένες των εικονοστοιχείων του αντικειµένου. Οι συντεταγµένες του κέντρου 

µάζας ( ),X Y  µιας κηλίδας δίνονται από της παρακάτω εξισώσεις: 

,
i i

i Obj

i

i Obj

x I

X
I

∈

∈

=
∑

∑
      ,

i i

i Obj

i

i Obj

y I

Y
I

∈

∈

=
∑

∑
 (4.16) 
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όπου ix  και iy  είναι οι συντεταγµένες του ι-οστού εικονοστοιχείου, iI  είναι η 

φωτεινότητα του ι-οστού εικονοστοιχείου ,ενώ Obj  είναι η λίστα από τα εικονοστοιχεία 

που ανήκουν στο συγκεκριµένο αντικείµενο. Γενικά για να αποφευχθεί η σύγχυση των 

συντεταγµένων ενός κέντρου µιας κηλίδας στην εικόνα, και των συντεταγµένων ενός 

εικονοστοιχείου στην εικόνα, όταν απευθυνόµαστε σε κέντρο θα χρησιµοποιούµε 

κεφαλαία γράµµατα, ενώ όταν απευθυνόµαστε σε εικονοστοιχεία µε πεζά. 

 

Παρά το γεγονός ότι και ο εντοπισµός των φωτεινών κηλίδων µπορεί να ακολουθηθεί ως 

έχει είτε για τετραγωνικό είτε για εξαγωνικό πλέγµα, µια καινοτόµος µέθοδος για την 

απαλοιφή τεχνουργηµάτων χρησιµοποιήθηκε ως µέρος της µεθοδολογίας αυτής για το 

τετραγωνικό µόνο πλέγµα. Η µέθοδος αυτή είναι βασισµένη στην τεχνική ανεύρεσης των 

εκτρόπων (outliers detection) [178]. Το τετραγωνικό πλέγµα ευνοεί µια τέτοιου είδους 

τεχνική διότι οι κηλίδες είναι τοποθετηµένες σε γραµµές και στήλες. Η µέθοδος που 

προτείνεται επιδιώκει ουσιαστικά να απαλείψει τα τεχνουργήµατα τα οποία βρίσκονται 

ενδιάµεσα στις γραµµές ή στις στήλες των κηλίδων, και τα οποία είναι πιθανότατα 

προϊόντα κάποιας σκόνης ή άλλης µόλυνσης πάνω στην µικροσυστοιχία κατά την διάρκεια 

της σάρωσης. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιούνται οι συντεταγµένες των κέντρων µάζας 

που έχουν υπολογιστεί ανωτέρω. Πιο συγκεκριµένα αν τα κέντρα µάζας ενός αντικειµένου 

ικανοποιούν τις παρακάτω συνθήκες, τα αντικείµενα αυτά χαρακτηρίζονται ως έκτροπες 

και απαλείφονται: 

( ) ( ) ( )mean 2*stddev ,x xX p COL COL< −  (4.17) 

( ) ( ) ( )mean 2*stddev ,x xX p COL COL> +  (4.18) 

( ) ( ) ( )mean 2*stddev ,y yY p ROW ROW> −  (4.19) 

( ) ( ) ( )mean 2*stddev ,y yY p ROW ROW> +  (4.20) 

Όπου X , Y  είναι οι συντεταγµένες του κέντρου µάζας της κηλίδας p , xCOL  είναι το 

διάνυσµα των τετµηµένων x των κηλίδων υψηλής φωτεινότητας που ανήκουν στην στήλη 

στην οποία ανήκει και το p , και yROW  είναι το διάνυσµα των τεταγµένων y των κηλίδων 
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υψηλής φωτεινότητας που ανήκουν στην γραµµή της συστάδας στην οποία ανήκει και το 

p . 

 

4.4.Εντοπισµός των κηλίδων που δεν έχουν υβριδοποιηθεί 

Μια αξιόπιστη µέθοδός για τον εντοπισµό των κηλίδων χαµηλής φωτεινότητας µπορεί να 

περιορίσει σε µεγάλο βαθµό τις «χαµένες τιµές» (missing values), οι οποίες 

παρουσιάζονται στα παραγόµενα δεδοµένα. Η αντιµετώπιση των χαµένων τιµών αποτελεί 

άλλο ένα πεδίο έρευνας στην επεξεργασία των δεδοµένων. Στο εδάφιο αυτό θα 

αναπτύξουµε την αρχική προσέγγιση [179-180] που υλοποιήθηκε για εικόνες 

τετραγωνικού πλέγµατος, ενώ µετέπειτα θα περιγραφεί η γενικευµένη προσέγγιση που 

ακολουθήθηκε σε αυτό το βήµα [181-183]. 

 

4.4.1.Εντοπισµός µη υβριδοποιηµένων κηλίδων σε εικόνες τετραγωνικού 

πλέγµατος 

Το βασικό χαρακτηριστικό του τετραγωνικού πλέγµατος είναι το γεγονός ότι η κηλίδες 

είναι παραταγµένες στην εικόνα σε γραµµές και στήλες. Αυτό όπως φάνηκε και ανωτέρω 

µε την εφαρµογή της τεχνικής της ανεύρεσης εκτρόπων, το τετραγωνικό πλέγµα δίνει την 

δυνατότητα της επεξεργασία των γραµµών και των στηλών των κηλίδες. Ο εντοπισµός 

των κηλίδων χαµηλής φωτεινότητας ξεκινά µε τον εντοπισµό των τεσσάρων γωνιών (των 

κηλίδων στις τέσσερεις γωνίες) της συστάδας. Αυτό είναι εύκολο να γίνει γιατί έχοντας 

εντοπίσει αρκετές κηλίδες από την συστάδα µπορούµε εύκολα να υποθέσουµε που 

περίπου θα βρίσκονται η τέσσερις «γωνιακές» κηλίδες. Για παράδειγµα, το κέντρο της 

κηλίδας στην επάνω αριστερή γωνία της συστάδας αναµένεται να έχει τετµηµένη x 

περίπου ίση µε τις τετµηµένες των κέντρων, τα οποία ανήκουν στην πρώτη στήλη της 

συστάδας, ενώ η τεταγµένη y είναι ίση περίπου µε τις τεταγµένες των κηλίδων που 

ανήκουν στην πρώτη γραµµή της συστάδας. Αν δεν έχει εντοπιστεί κανένα αντικείµενο 

κοντά στην γειτονιά αυτή τότε τοποθετείται ένα κέντρο κηλίδας µε τετµηµένη ίση µε την 

µέση τιµή των τετµηµένων των κηλίδων που ανήκουν στην πρώτη στήλη της συστάδας 

και τεταγµένη ίση µε την µέση τιµή των τεταγµένων των κηλίδων που ανήκουν στην 

πρώτη γραµµή της συστάδας. Αυτό γίνεται για να αντιµετωπιστεί η περίπτωση κάποιες 
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από της γωνιακές κηλίδες να είναι κηλίδες χαµηλής φωτεινότητας που δεν έχουν 

εντοπιστεί από το προηγούµενο βήµα. Είναι σηµαντικό να γίνει αυτό γιατί οι γωνιακές 

κηλίδες είναι σηµεία αρχής και τέλος του αλγορίθµου.  

 

Μια βασική ποσότητα που χαρακτηρίζει το πλέγµα των κηλίδων, η οποία θα 

χρησιµοποιηθεί κατά την διάρκεια της επεξεργασίας, είναι η επικρατούσα απόσταση 

µεταξύ γειτονικών κηλίδων (mode_dist) όπως αυτή ορίστηκε στο εδάφιο 4.2.2. Η 

προτεινόµενη µέθοδος για το τετραγωνικό πλέγµα είναι µια προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα. 

Κατά την επεξεργασία διατρέχονται η γραµµές της συστάδας εξετάζοντας την απόσταση 

των διαδοχικών κηλίδων. Σε κάθε επανάληψη του αλγορίθµου εξετάζεται ένα ζεύγος 

διαδοχικών κηλίδων. Η µέθοδος προσθέτει µη υβριδοποιηµένες κηλίδες στα σηµεία που η 

απόσταση µεταξύ των δύο διαδοχικών εντοπισµένων κηλίδων είναι πολλαπλάσια από την 

επικρατούσα απόσταση. Όταν συµβαίνει αυτό, ο αριθµός των κηλίδων Q  που θα 

προστεθούν µεταξύ δύο γειτονικών κηλίδων υψηλής φωτεινότητας ( p  και 1p + ) ορίζεται 

από τον παρακάτω τύπο: 

( ) ( )( )
( )

1
1 ,

mode
p

x x

sx

S p S p
Q

d

 + − = −
 
 

 (4.21) 

όπου xS  είναι το διάνυσµα των τετµηµένων x την κηλίδων υψηλής φωτεινότητας, και 
psxd  

είναι το διάνυσµα όλων των ευκλείδειων αποστάσεων. Οι συντεταγµένες των  κέντρων 

των κηλίδων χαµηλής φωτεινότητας  που θα προστεθούν στο πλέγµα xNE  και yNE  

δίνονται από τις σχέσεις: 

( ) ( ) ( )( )* median ,
px x sxNE q S p q d= +  (4.22) 

και 

( ) ( )mean ,y yNE q ROW=  (4.23) 

όπου yROW  είναι το διάνυσµα των τεταγµένων y των κέντρων των κηλίδων υψηλής 

φωτεινότητας των κέντρων που ανήκουν στην γραµµή που ανήκουν και τα p  και 1p + . 
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Αφού η µέθοδος διατρέξει όλη την συστάδα, η διαδικασία της ανεύρεσης εκτρόπων, όπως 

αυτή περιγράφεται από τις εξισώσεις (4.17-4.20) επαναλαµβάνεται µε σκοπό να 

απαλειφθούν κέντρα µη υβριδοποιηµένων κηλίδων, τα οποία δεν έχουν τοποθετηθεί 

σωστά από την παραπάνω διαδικασία. Τελικά τα κέντρα τα οποία απαλείφονται 

αντικαθίστανται µε κέντρα τα οποία έχουν τετµηµένη την µέση τιµή των τετµηµένων των 

κέντρων που ανήκουν στην ίδια στήλη της συστάδας και τεταγµένη την µέση τιµή των 

τεταγµένων των κέντρων που ανήκουν στην ίδια γραµµή της συστάδας. 

 

Η παραπάνω διαδικασία δεν γίνεται µόνο διατρέχοντας τις γραµµές της συστάδας αλλά 

επαναλαµβάνεται και η ίδια µε τις αντίστοιχες εξισώσεις και για τις στήλες από κηλίδες. Η 

προτεινόµενη µέθοδος για τον προσδιορισµό των κέντρων των κηλίδων χαµηλής 

φωτεινότητας παρουσιάζεται στο σχήµα 4.13 για την περίπτωση όπου προσδιορίζονται οι 

θέσεις των κέντρων διατρέχοντας µια στήλη. 

 

Με αυτήν την διαδικασία ένα πλήρες πλέγµα έχει δηµιουργηθεί που περιέχει όλα τα 

κέντρα που αντιστοιχούν στις κηλίδες που υπάρχουν στην συστάδα, και που είναι 

απαλλαγµένο από οποιαδήποτε τεχνούργηµα.  

 

 

Σχήµα 4.13: Η διαδικασία εντοπισµού µη υβριδοποιηµένων κηλίδων για εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος. 
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4.4.2.Γενικευµένη αλγόριθµος εντοπισµού των µη υβριδοποιηµένων 

κηλίδων 

Η παραπάνω προσέγγιση για τον εντοπισµό των θέσεων των σκοτεινών κηλίδων για το 

τετραγωνικό πλέγµα είναι αναµφίβολα βασισµένη στις µεθόδους τις οποίες ονοµάσαµε 

στην ανασκόπηση της βιβλιογραφίας προσεγγίσεις κηλίδα-µε-κηλίδα. Η θέση κάθε 

κηλίδας χαµηλής φωτεινότητας προσδιορίζεται από τις θέσεις των γειτόνων της, 

ανατρέχοντας σε κάθε µια κηλίδα ξεχωριστά. Όπως ήδη αναφέρθηκε στο εδάφιο 4.1 ο 

βασικός λόγος για τον οποίο χρησιµοποιήθηκε το εξαγωνικό πλέγµα αντί του 

τετραγωνικού ήταν καθαρά η οικονοµία χώρο. Αναπόφευκτα λοιπόν, η εικόνα µιας 

µικροσυστοιχίας που έχει χρησιµοποιήσει εξαγωνικό πλέγµα για την χωροθέτηση των 

κηλίδων της θα περιέχει έναν πολύ µεγάλο αριθµό από κηλίδες σε σχέση µε την εικόνα 

µιας µικροσυστοιχίας που χρησιµοποιεί τετραγωνικό πλέγµα. Ενδεικτικά αναφέρουµε ότι 

το σύνολο δεδοµένων µε τετραγωνικό πλέγµα που χρησιµοποιήσαµε και το οποίο λάβαµε 

από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ [74], περιέχει περίπου 600 κηλίδες ανά συστάδα, 

ενώ οι εικόνες από τα πειράµατα της Illumina [184] περίπου 150000. Το τεράστιο πλήθος 

των κηλίδων απαιτεί έναν πιο έξυπνο αλγόριθµο για την επεξεργασία της κάθε συστάδας. 

 

Ο γενικευµένος αλγόριθµος ο οποίος αναπτύχθηκε για τον εντοπισµό των µη 

υβριδοποιηµένων κηλίδων σκοπεύει στην αξιοποίηση των ιδιοτήτων των δύο πλεγµάτων. 

Σκοπός είναι ο εντοπισµός να µην γίνεται κηλίδα µε κηλίδα, αλλά οι θέσεις των κηλίδων 

της εικόνας να εξάγεται άµεσα από τις κορυφές του πλέγµατος. Ο αλγόριθµο αυτός 

ονοµάστηκε αλγόριθµος των αναπτυσσόµενων οµόκεντρων πολυγώνων (Growing 

Concentric Polygons – GCP). Τα πολύγωνα τα οποία αναπτύσσονται αναφέρονται είτε σε 

τετράγωνα όταν η εικόνα χρησιµοποιεί τετραγωνικό πλέγµα για την χωροθέτηση των 

κηλίδων, είτε σε εξάγωνα όταν κάνει χρήση εξαγωνικού πλέγµατος. Τρεις βασικές 

ιδιότητες που ισχύουν και στους δύο τύπους πλεγµάτων χρησιµοποιήθηκαν για την 

υλοποίηση του αλγορίθµου: 

 

� Κάθε κηλίδα στην εικόνα αποτελεί κέντρο ενός πολυγώνου. 

� Κάθε κηλίδα στην εικόνα αποτελεί κέντρο οµόκεντρων πολύγωνων. 
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� Ο αριθµός των κηλίδων τα οποία είναι τοποθετηµένα στο περίγραµµα των 

οµόκεντρων πολυγώνων είναι εύκολα υπολογίσιµος. 

 

Στο σχήµα 4.14 αναπαρίστανται οι τρεις αυτές ιδιότητες για το εξαγωνικό πλέγµα.  

 

Σχήµα 4.14: Οι τρεις ιδιότητες του πλέγµατος που χρησιµοποιήσαµε για την ανάπτυξη του αλγορίθµου των 

αναπτυσσόµενων οµόκεντρων πολυγώνων. α) οποιαδήποτε κηλίδα είναι κέντρο πολυγώνου, β) οποιαδήποτε 

κηλίδα είναι κέντρο οµόκεντρων πολυγώνων γ) ο υπολογισµός των κηλίδων στο περίγραµµα το κάθε 

πολυγώνου µπορεί να υπολογιστεί. 

 

Σχήµα 4.15: Τα επίπεδα των οµόκεντρων πολυγώνων και ο αριθµός των κηλίδων επάνω στο περίγραµµα 

τους. 

Ο αριθµός των κηλίδων iN  που βρίσκονται επάνω στο περίγραµµα του ι-οστού πολύγονου 

εξαρτάται µόνο από το επίπεδο του οµόκεντρου πολυγώνου, και διαφοροποιείται βέβαια 

ανάλογα µε το πολύγωνο που χρησιµοποιείται ως δοµική µονάδα (τετράγωνο ή εξάγωνο). 

Αυτό γίνεται εύκολα κατανοητό αν κοιτάξουµε αναδροµικά τα επίπεδα των πολυγώνων 
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και τις κηλίδες επάνω στο περίγραµµα τους όπως φαίνονται στο σχήµα 4.14γ. Αναδροµικά 

λοιπόν µπορούν να εξαχθούν τα συµπεράσµατα του σχήµατος 4.15 και για τα 

αναπτυσσόµενα τετράγωνα και για τα αναπτυσσόµενα εξάγωνα. 

 

Οι αριθµοί των κηλίδων επάνω στο περίγραµµα του κάθε πολυγώνου υπολογίζονται: 

8 ,rec

lN l= ⋅  (4.24) 

για τα οµόκεντρα τετράγωνα και: 

6 ,hex

lN l= ⋅  (4.25) 

όπου l  είναι το επίπεδο του οµόκεντρου πολυγώνου. Για το αριθµό δύο διαδοχικών 

πολυγώνων ισχύει επίσης ότι: 

8,rec rec

l l iN N −− =  (4.26) 

και 

6.hex hex

l l iN N −− =  (4.27) 

 

Ο Αλγόριθµος των αναπτυσσόµενων οµόκεντρων πολυγώνων περιγράφεται συνοπτικά 

από τον ψευδοκώδικα του Σχήµατος 4.16.  

 

Σχήµα 4.16: Ψευδοκώδικας του αλγόριθµου των αναπτυσσόµενων οµόκεντρων πολυγώνων. 
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Ο αλγόριθµος ξεκινάει µε την επιλογή µιας κηλίδας, η οποία έχει ήδη εντοπιστεί από το 

βήµα του εντοπισµού των υβριδοποιηµένων κηλίδων. Η επικρατούσα απόσταση δύο 

γειτονικών κηλίδων είναι η ακτίνα του πολυγώνου πρώτου επιπέδου (όταν αναφερόµαστε 

σε ακτίνα πολυγώνου εννοούµε την ακτίνα του περιγεγραµµένου κύκλου του πολυγώνου), 

καθώς επίσης και προσαύξηση της ακτίνας των οµόκεντρων πολυγώνων, όπως φαίνεται 

και στο σχήµα 4.17, για τα αναπτυσσόµενα εξάγωνα.  

 

Σχήµα 4.17: Η σχέση της επικρατούσας τιµής των αποστάσεων δύο γειτονικών κηλίδων µε τις ακτίνες των 

οµόκεντρων εξαγώνων. 

Η ακτίνα σε κάθε επανάληψη του αλγορίθµου δίνεται από σχέση: 

* ,r mod_dist l=  (4.28) 

Σε κάθε µια επανάληψη του αλγορίθµου όπου το επίπεδο των πολυγώνων αυξάνεται κατά 

ένα, η ακτίνα του οµόκεντρου πολυγώνου αυξάνεται τόσο όσο είναι η επικρατούσα 

απόσταση. Όπως φαίνεται και στον ψευδοκώδικα ο αλγόριθµός επιλέγει τυχαία ένα ήδη 

εντοπισµένο αντικείµενο ως σηµείο έναρξης του αλγορίθµου και το οποίο κατ’ επέκταση 

θα είναι το κέντρο των οµόκεντρων πολυγώνων. Με κέντρο το σηµείο αυτό και ακτίνα 

πολυγώνου αρχικοποιηµένα ίση µε την επικρατούσα τιµή των αποστάσεων των γειτονικών 

κηλίδων ξεκινούν οι επαναλήψεις του αλγορίθµου. Σε κάθε επανάληψη του αλγορίθµου 

αυξάνεται κατά ένα το επίπεδο των πολυγώνων. Η κηλίδες τοποθετούνται πάνω στο 

περίγραµµα του τρέχοντος πολυγώνου, ενώ ο αριθµός τους καθορίζεται από τις εξισώσεις 

(4.24-4.25). Τέλος, καθεµία από της παραγόµενες κηλίδες επαληθεύονται µε τις κηλίδες 
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που έχουν ήδη βρεθεί. Για καθεµία παραγόµενη κηλίδα εξετάζεται η 3Χ3 γειτονιά της, µε 

σκοπό αν υπάρχει ένα ήδη εντοπισµένο αντικείµενο σε αυτήν, η παραγόµενη κηλίδα 

απαλείφεται και παραµένει η ήδη εντοπισµένη. 

 

Για να αυξηθεί η ευστάθεια του αλγόριθµου συµπεριλήφθηκαν τρεις βελτιώσεις για να 

αντιµετωπίσουν προβλήµατα, τα οποία παρουσιάστηκαν κατά την εφαρµογή του. Όσο 

περνούν οι επαναλήψεις του αλγορίθµου και το επίπεδο των πολυγώνων αυξάνεται, η 

επικρατούσα απόσταση σταµατάει να προσοµοιώνει µε ακρίβεια την προσαύξηση της 

ακτίνας των οµόκεντρων πολυγώνων. Αυτό συµβαίνει λόγο του γεγονότος ότι η εικόνα 

είναι ένα ψηφιοποιηµένο σήµα και το κάθε εικονοστοιχείο της αντιστοιχίζεται µε µια 

πραγµατική απόσταση κατά την ψηφιοποίηση της. Για να γίνει κατανοητό πως αυτό 

επηρεάζει τον αλγόριθµο ας θεωρήσουµε την ιδανική περίπτωση  το κάθε εικονοστοιχείο 

της εικόνας να αντιστοιχεί ακριβώς σε 1 µm πραγµατικής απόστασης. Ας υποθέσουµε 

επίσης ότι η πραγµατική απόσταση µεταξύ δύο κηλίδων είναι 10 µm και ότι η 

επικρατούσα τιµή που υπολογίστηκε στο εδάφιο 4.2.2 είναι 10 εικονοστοιχεία. Σε αυτήν 

την περίπτωση ξεκινώντας από ένα τυχαίο κέντρο, το πολύγωνο του πρώτου επιπέδου θα 

είχε ακτίνα 10 εικονοστοιχεία που θα αντιστοιχούσαν σε 10 µm, το δεύτερο 20 

εικονοστοιχεία που θα αντιστοιχούσαν σε 20 µm, κ.ο.κ. Ας θεωρήσουµε τώρα την 

περίπτωση κατά την οποία το ένα εικονοστοιχείο δεν αντιστοιχεί σε ακριβώς 1 µm αλλά 

σε 1.04 µm. Ας υποθέσουµε επίσης ότι η πραγµατική απόσταση µεταξύ δύο γειτονικών 

παραµένει 10 µm. Ο αλγόριθµος λόγω στρογγυλοποίησης θα υπολογίσει την επικρατούσα 

τιµή των αποστάσεων πάλι 10 εικονοστοιχεία δεδοµένου ότι: 

1.04 9 9.36

1.04 10 10.4

1.04 11 11.44

⋅ =


⋅ =
 ⋅ =

 (4.29) 

Άρα τα 10 εικονοστοιχεία εξακολουθούν να προσοµοιώνουν καλύτερα την απόσταση 

µεταξύ δύο γειτονικών κηλίδων. Ωστόσο στο τρίτου επιπέδου πολύγωνο που θα παραχθεί 

µετά από δύο επαναλήψεις ο αλγόριθµος θα προσοµοιώσει την ακτίνα του εξαγώνου 

αυτού µε 30 εικονοστοιχεία ενώ θα έπρεπε να προσοµοιωθούν µε 30/1.04=28.84 δηλαδή 

µε 29 εικονοστοιχεία. Αυτά τα λάθη στρογγυλοποίησης συσσωρεύονται µε τις πολλές 

επαναλήψεις και µετά από ένα αριθµό επαναλήψεων τα πολλαπλάσια της επικρατούσας 
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τιµής των αποστάσεων των γειτονικών κηλίδων σταµατούν να προσοµοιώνουν τις ακτίνες 

των οµόκεντρων πολυγώνων. 

 

Για να αντιµετωπιστεί το πρόβληµα που προκύπτει από τις στρογγυλοποιήσεις, σε κάθε 

επανάληψη δεν εξετάζονται αυστηρά τα πολλαπλάσια της επικρατούσας τιµής αλλά και 

τιµές για την ακτίνα του εκάστοτε εξαγώνου ίσες µε (r-2, r-1, r+1, r+2), οι οποίες 

λαµβάνουν ένα σκορ ανάλογα µε τον αριθµό των κέντρων που βρίσκονται πάνω στο 

περίγραµµα τους. Σε κάθε επανάληψη δηλαδή πέντε διαφορετικά οµόκεντρα πολύγωνα 

λαµβάνουν τιµή σύµφωνα µε τον τύπο: 

100%,correct
rad

i

N
S

N
= ⋅  (4.30) 

όπου correctN  είναι ο αριθµός των κηλίδων που έχουν πέσει πάνω στο περίγραµµα του 

πολυγώνου, iN είναι ο συνολικός αριθµός των κηλίδων που έχουν δηµιουργηθεί για το i-

οστό πολύγωνο. Το πολύγωνο που επιλέγεται τελικά για να τοποθετηθούν στο περίγραµµα 

του τα κέντρα των παραγόµενων κηλίδων είναι αυτό που έχει την µεγαλύτερη τιµή radS . 

 

Εφόσον η σωστή ακτίνα του τρέχοντος πολυγώνου δεν είναι η ακτίνα r που έχει 

καθοριστεί εξαρχής από την εξίσωση 4.29 αλλά µια εκ των (r-2, r-1, r+1, r+2), αυτό θα 

πρέπει να συνυπολογιστεί για την επόµενη επανάληψη του αλγορίθµου. Έτσι στο τέλος 

της συγκεκριµένης επανάληψης διορθώνεται η τιµή της ακτίνας που θα χρησιµοποιηθεί 

για την επόµενη επανάληψη. Αν για παράδειγµα το πολύγωνο που θα επιλεγεί είναι το 

εξάγωνο µε ακτίνα r+1, η ακτίνα µε την οποία θα λειτουργήσει η επόµενη επανάληψη θα 

είναι ίση µε: 

1 1,i ir r mod_dist−= + +  (4.31) 

Όπου ir  είναι η ακτίνα της επανάληψης που ξεκινάει τώρα, ενώ 1ir−  είναι η ακτίνα µε την 

οποία ξεκίνησε η προηγούµενη επανάληψη. 
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Ο τρόπος µε τον οποίο λειτουργεί η διόρθωση σε µια εικόνα µε εξαγωνικό πλέγµα 

φαίνεται στο σχήµα 4.18. Μέχρι και την 6η επανάληψη φαίνεται τα κέντρα των 

παραγόµενων κηλίδων είναι σωστά τοποθετηµένα. Ήδη από την 7η επανάληψη όµως τα 

συσσωρευµένα λάθη στρογγυλοποίηση έχουν αρχίσει να επιδρούν αρνητικά στον 

αλγόριθµο. Περισσότερο αισθητό είναι αυτό στις δύο κατακόρυφες ακµές του 7ου 

εξαγώνου τις οποίες έχουµε επισηµάνει στο σχήµα µε δύο ορθογώνια πλαίσια. 

Παρατηρούµε ότι τα κέντρα σε αυτές τις ακµές έχουν τοποθετηθεί µεν µέσα στα όρια των 

κηλίδων αλλά δείχνουν ότι τείνουν να ξεφύγουν από αυτές. Πράγµατι στην 8η επανάληψη 

παρατηρούµε ότι έχει ενεργοποιηθεί η εν λόγω διόρθωση που περιγράψαµε ανωτέρω, 

διορθώνοντας την ακτίνα του 8ου εξαγώνου κατά ένα εικονοστοιχείο περισσότερο 

(διόρθωση +1). Στην διορθωµένη αυτή τιµή της ακτίνας θα προστεθεί στην επόµενη 9η 

επανάληψη η επικρατούσα τιµή ώστε να προκύψει η ακτίνα του 9ου εξαγώνου. Πέντε 

ακτίνες για το 9ο εξάγωνο θα εξεταστούν ξανά κ.ο.κ.. 

 

Η δεύτερη βελτίωση που έχει γίνει στο αλγόριθµο αφορά στο σηµείο εκκίνησης του 

αλγορίθµου, το οποίο όπως έχουµε αναφέρει ότι επιλέγεται τυχαία από τα φωτεινά 

αντικείµενα που έχουν ήδη εντοπιστεί. Ένα τέτοιο αντικείµενο έχει πάρα πολλές 

πιθανότητες να είναι κάποια κηλίδα της εικόνας, δεν µπορεί όµως να αποκλειστεί η 

περίπτωση να είναι κάποιο τεχνούργηµα. Επίσης υπάρχει µια ακόµα περίπτωση που 

µπορεί να δηµιουργήσει πρόβληµα στην τυχαία επιλογή του σηµείου εκκίνησης. Μερικές 

φορές δύο γειτονικές κηλίδες είναι πολύ φωτεινές µε αποτέλεσµα να επηρεάζουν και τα 

υπόλοιπα εικονοστοιχεία της γύρω περιοχής (που κανονικά είναι εικονοστοιχεία 

υποβάθρου) αυξάνοντας τις φωτεινότητες και αυτών σε υψηλότερα επίπεδα από ένα 

τυπικό εικονοστοιχείο υποβάθρου. 

 

Έτσι κατά τον εντοπισµό των υβριδοποιηµένων κηλίδων µπορεί να εντοπιστούν οι 

συγκεκριµένες δύο κηλίδες ως ένα αντικείµενο. Όταν υπολογιστούν τα κέντρα µάζας του 

κάθε εντοπισµένου αντικειµένου το κέντρο µάζας του συσσωµατώµατος των δύο κηλίδων 

θα υπολογιστεί να είναι κάπου ανάµεσα στις δύο πολύ φωτεινές κηλίδες. Τέτοια 

συσσωµατώµατα κηλίδων που περιλαµβάνουν παραπάνω από µια κηλίδα µπορεί να 

δηµιουργηθούν και στην περίπτωση που κατά την διάρκεια του βιολογικού πειράµατος 

χυθεί φθορίζον δείγµα κάπου πάνω στην µικροσυστοιχία.  
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Σχήµα 4.18: Η διόρθωση των λαθών στρογγυλοποίησης  
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Η λάθος επιλογή του σηµείου έναρξης θα µπορούσε να οδηγεί σε απόλυτη αποτυχία του 

αλγορίθµου. Για να αποφευχθεί αυτός ο κίνδυνος η προτεινόµενη µέθοδος βελτιστοποιεί 

τις θέσεις των ήδη παραγόµενων κηλίδων σε κάθε επανάληψη του αλγορίθµου. Πιο 

συγκεκριµένα, κατά την διάρκεια της ι-οστής επανάληψης όλες οι κηλίδες που έχουν 

παραχθεί από το ξεκίνηµα του αλγορίθµου έως και την ι-οστή επανάληψη θεωρούνται ως 

ένα άκαµπτο πλέγµα. ∆εν επιτρέπονται δηλαδή σχετικές κινήσεις µεταξύ των κέντρων από 

το οποίο αποτελείται. Για το πλέγµα αυτών των σηµείων υπολογίζεται το άθροισµα των 

φωτεινοτήτων που έχουν τα συγκεκριµένα σηµεία στην αρχική εικόνα. ∆εδοµένου ότι τα 

κέντρα αυτά πρέπει να είναι κέντρα κηλίδων, πρέπει προφανώς τα περισσότερα να έχουν 

υψηλή φωτεινότητα (εκτός αν είναι κέντρα σκοτεινών κηλίδων). Όλο αυτό το πλέγµα κατά 

την διάρκεια µιας επανάληψης έχει την δυνατότητα να µετακινηθεί κατά δύο 

εικονοστοιχεία είτε πάνω είτε κάτω, είτε αριστερά, είτε δεξιά, είτε στις διαγώνιες 

διευθύνσεις. Η κατεύθυνση που θα µετακινηθεί το πλέγµα των σηµείων µεγιστοποιεί το 

άθροισµα των φωτεινοτήτων των σηµείων στην αρχική εικόνα. Όσο υψηλότερο είναι το 

άθροισµα των φωτεινοτήτων τόσο πιθανότερο είναι τα κέντρα του πλέγµατος να είναι 

κέντρα κηλίδων. Το πλέγµα αυτό µπορούµε να πούµε ότι ακολουθεί ένα µικρό µονοπάτι 

στην εικόνα το οποίο µεγιστοποιεί την φωτεινότητα των σηµείων του στην αρχική εικόνα. 

∆ύο κινήσεις ανά επανάληψη είναι αρκετές εφόσον αυτό µπορεί να γίνει σε όλες τις 

επαναλήψεις. Εάν δεν υπήρχε ένα όριο στον αριθµό των εικονοστοιχείων που µπορεί να 

κινηθεί το πλέγµα µπορεί να δηµιουργούταν πρόβληµα στις πρώτες επαναλήψεις, εφόσον 

στις πρώτες επαναλήψεις τα παραγόµενα κέντρα είναι λίγα σε αριθµό και έτσι δεν υπάρχει 

µεγάλη αξιοπιστία όσον αφορά στο άθροισµα των φωτεινοτήτων τους. Όσο ο αλγόριθµός 

προχωράει σε µεγαλύτερου επιπέδου εξάγωνα η συνεισφορά της συγκεκριµένης 

βελτίωσης σχεδόν εξαλείφεται εφόσον το πλέγµα έχει τοποθετηθεί σωστά από τις πρώτες 

επαναλήψεις. Στο σχήµα 4.19 φαίνεται από την πρώτη επανάληψη ότι το κέντρο που 

τυχαία έχει επιλεγεί για την ανάπτυξη του αλγορίθµου δεν ανταποκρίνεται σε ένα 

πραγµατικό κέντρο κηλίδας, διότι οι δύο κηλίδες στις οποίες βρίσκεται ενδιάµεσα  έχουν 

εντοπιστεί ως ένα ενιαίο αντικείµενο (συσσωµάτωµα). Ωστόσο παρατηρούµε ότι από την 

4η επανάληψη το κέντρο αυτό έχει µετακινηθεί και έχει βρει την κηλίδα που στην αρχή 

βρισκόταν κάτω από το κέντρο. Μαζί µε το σηµείο εκκίνησης έχουν µετακινηθεί και όλα 

τα υπόλοιπα κέντρα τα οποία είχαν µέχρι εκείνη την στιγµή παραχθεί. 
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Σχήµα 4.19: Βελτιστοποίηση της θέσης του σηµείου εκκίνησης του αλγορίθµου. 

Τέλος η 3η βελτίωση του αλγορίθµου έχει στόχο την αποφυγή προβληµάτων στρέβλωσης 

στην εικόνα. Παρά τις δύο παραπάνω βελτιώσεις όταν ο αλγόριθµος φτάνει σε πολύ 

µεγάλου επιπέδου πολύγωνα αδυνατεί να εντοπίσει µε ακρίβεια (στην 3Χ3 περιοχή) τις 

κηλίδες πάνω στο περίγραµµα των πολυγώνων λόγω της στρέβλωσης της εικόνας. Είναι 

σηµαντικό να αναφέρουµε ότι σε µια συστάδα ό αλγόριθµός πραγµατοποιεί εκατοντάδες 

επαναλήψεις, και άρα παράγει εκατοντάδες οµόκεντρα πολύγωνα. Για να αντιµετωπιστεί 

το παραπάνω πρόβληµα ο αλγόριθµος δεν ξεκινάει από ένα µόνο σηµείο εκκίνησης αλλά 

από περισσότερα. Στην αρχή δηλαδή ο αλγόριθµος επιλέγει τυχαία ένα σύνολο σηµείων 
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ώστε το καθένα να αναπτυχθεί µόνο σε µια περιοχή της εικόνας. Με τον τρόπο αυτό τα 

µέγιστα επίπεδα των οµόκεντρων πολυγώνων θα µειωθούν σε µεγάλο βαθµό. Στο 

παρακάτω σχήµα 4.20 φαίνεται µια περιοχή της εικόνας στην οποία αναπτύσσονται 

οµόκεντρα εξάγωνα από τέσσερα διαφορετικά σηµεία εκκίνησης. 

 

Σχήµα 4.20: Τέσσερα σηµεία εκκίνησης του αλγορίθµου. 

Ο βέλτιστος αριθµός των σηµείων εκκίνησης είναι και αυτό ένα θέµα περαιτέρω µελέτης 

ώστε να επιτευχθούν τα καλύτερα αποτελέσµατα. 

 

4.5.Τοποθέτηση πλέγµατος  

Η τοποθέτηση του πλέγµατος είναι µια διαδικασία, η οποία στις περισσότερες εργασίες 

στην βιβλιογραφία δεν γίνεται µε ευφυή τρόπο [75, 92, 97, 110]. Αφού εντοπιστούν τα 

κέντρα των κηλίδων οι µέθοδοι απλώς τοποθετούν µια τετράγωνη περιοχή γύρω από αυτά, 

µε καθορισµένο µέγεθος. Όπως παρατηρείται και στο παρακάτω σχήµα 4.21 µια τέτοια 

τετραγωνική περιοχή µπορεί να περιέχει την ζητούµενη κηλίδα αλλά ανάλογα µε το 

µέγεθος του τετραγώνου µπορεί να περιέχει και εικονοστοιχεία από γειτονικές κηλίδες. Το 

φαινόµενο αυτό µπορεί να γίνει πολύ πιο αισθητό στο εξαγωνικό πλέγµα όπου γύρω από 
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την ζητούµενη κηλίδα υπάρχουν έξι γειτονικές κηλίδες σε πολύ κοντινή απόσταση. Επίσης 

το φαινόµενο µπορεί να γίνει ακόµα πιο έντονο όταν το κέντρο της κηλίδας δεν έχει 

εντοπιστεί µε µεγάλη ακρίβεια. Σε αυτή την περίπτωση η πιθανότητα να υπάρχουν στην 

τετράγωνη περιοχή εικονοστοιχεία σήµατος από γειτονικές κηλίδες είναι πολύ µεγάλη, 

όπως φαίνεται και στο σχήµα 4.21 στα τετράγωνα γκρι πλαίσια. 

 

Σχήµα 4.21: Απλή απόδοση τετράφωνου κελιού σε κάθε εντοπισµένη κηλίδα. 

Η τεχνική η οποία λύνει σε πολύ µεγάλο ποσοστό αυτό το πρόβληµα είναι η εφαρµογή του 

Βορονόι διαγράµµατος [120]. Το Βορονόι διάγραµµα έχει και στο παρελθόν εφαρµοστεί 

στο συγκεκριµένο πρόβληµα [114-115]. 

 

Ας υποθέσουµε ότι { }1 2, ,..., nP p p p= είναι  ένα σύνολο σηµείων στο επίπεδο. Για να 

δηµιουργηθεί το Βορονόι διάγραµµα, κάθε σηµείο του επιπέδου αντιστοιχίζεται µε ένα 

από τα σηµεία του P. Πιο συγκεκριµένα, σε κάθε ip  αντιστοιχίζονται όλα τα σηµεία του 

επιπέδου που είναι κοντινότερα σε αυτό από οποιοδήποτε άλλο σηµείο του συνόλου P. Για 

τον σκοπό αυτόν χρησιµοποιείτε η ευκλείδεια απόσταση και εποµένως µε µαθηµατικούς 

όρους του διάγραµµα ορίζεται ως: 

{ }( ) : ,d i i jV p x p x p x j i= − ≤ − ∀ ≠  (4.32) 

όπου ( )d iV p  είναι το διάγραµµα Βορονόι διάγραµµα ενώ x είναι το σηµείο το οποίο θα 

αντιστοιχιστεί σε ένα από τα σηµεία ip . 
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Από τα παραπάνω εξάγονται οι βασικές ιδιότητες του Βορονόι διαγράµµατος: 

1. Το κάθε σηµείο ip  περικλείεται από ένα κελί Βορονόι, το οποίο περιέχει σηµεία 

του επιπέδου που είναι πιο κοντά στο ip . 

2. Κάθε ακµή του Βορονόι διαγράµµατος αποτελείται από σηµεία του επιπέδου τα 

οποία ισαπέχουν από δύο σηµεία του συνόλου P. 

3. Κάθε κόµβος του Βορονόι διαγράµµατος στον οποίο τέµνονται τρεις ακµές του 

είναι ένα σηµείο του επιπέδου το οποίο ισαπέχει από τρία σηµεία του συνόλου P. 

Στο σχήµα 4.22 φαίνεται αριστερά ένα σύνολο σηµείων του επιπέδου και δεξιά η 

εφαρµογή του Βορονόι διαγράµµατος για αυτά τα σηµεία.  

 

Σχήµα 4.22: Voronoi διάγραµµα τυχαίων σηµείων στο επίπεδο. 

Η εφαρµογή του Βορονόι διαγράµµατος στις εικόνες µικροσυστοιχιών γίνεται 

χρησιµοποιώντας τα κέντρα των κηλίδων που έχουν ήδη βρεθεί από τα δύο προηγούµενα 

βήµατα. Κάθε εικονοστοιχείο της εικόνας αντιστοιχίζεται µε το πιο κοντινό κέντρο 

κηλίδας, µε αποτέλεσµα τελικά, ένα κελί Βορονόι να δηµιουργηθεί γύρω από το κάθε 

κέντρο. ∆εδοµένου λοιπόν ότι η κάθε κηλίδα περιέχει τα πιο κοντινά εικονοστοιχεία του 

κέντρου της κηλίδας, το Βορονόι διάγραµµα αποτελεί µια πολύ αξιόπιστη χωρικά λύση 

για το πρόβληµα της τοποθέτησης του πλέγµατος. Εκτός αυτού η εφαρµογή του Βορονόι 

διαγράµµατος δίνει ακόµα µια λύση, στην περίπτωση όπου τα βήµατα εντοπισµού των 

κηλίδων δεν έχουν εντοπίσει µε ακρίβεια το κέντρο. Σε αυτές τις περιπτώσεις όπως είδαµε 

και παραπάνω το κελί που θα περιέχει την κηλίδα είναι πολύ πιθανό να περιέχει και 

εικονοστοιχεία από κάποια ή κάποιες γειτονικές κηλίδες. Με την χρήση του Βορονόι 
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διαγράµµατος το κελί της κάθε κηλίδας δεν εξαρτάται µόνο από το κέντρο της, αλλά και 

από τα κέντρα των γειτόνων της. Έτσι αν µια κηλίδα δεν έχει εντοπιστεί µε απόλυτη 

ακρίβεια, αλλά οι γειτονικές της κηλίδες είναι σωστά εντοπισµένες τότε τα κελιά που θα 

δηµιουργηθούν θα είναι ακριβή. Αυτό φαίνεται στο σχήµα 4.23, στο οποίο το κέντρο της 

σηµειωµένης κηλίδας δεν έχει εντοπιστεί σωστά (βρίσκεται στα όρια της κηλίδας) µε την 

συνεισφορά όµως των γειτονικών κέντρων το Βορονόι διάγραµµα έχει δηµιουργήσει ένα 

κελί που περιέχει εικονοστοιχεία σήµατος µόνο από την εν λόγω κηλίδα. 

 

Σχήµα 4.23: Τα κέντρα των γειτονικών κηλίδων συνεισφέρουν σηµαντικά ώστε το κελί να τοποθετηθεί 

σωστά 

Ένα από τα βασικά προβλήµατα που προκύπτουν από την εφαρµογή του Βορονοι 

διαγράµµατος στις εικόνες των µικροσυστοιχιών είναι η συµπεριφορά του στα όριο της 

κάθε συστάδας. Τα κέντρα τον κηλίδων που βρίσκονται στην πρώτη ή τελευταία στήλη ή 

γραµµή από κηλίδες της συστάδας, δεν έχουν δίπλα του άλλες κηλίδες ώστε να 

περιορίσουν το Βορονόι διάγραµµα. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τα κελία αυτών των 

κηλίδων να εκτίνονται µέχρι τα όρια της εικόνας. Για τον λόγο αυτό προσθέσαµε γύρο από 

την συστάδα τεχνητά κέντρα κηλίδων µε την ύπαρξη των οποίων θα περιοριστεί το 

διάγραµµα. Αυτό φαίνεται στο παρακάτω σχήµα 4.24. 
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Κάθε κελί Βορονόι θα επεξεργαστεί ένα-ένα ξεχωριστά κατά την διαδικασία της 

κατάτµησης, ώστε να διαχωριστούν σε αυτό τα εικονοστοιχεία σήµατος από τα υποβάθρου 

και να υπολογιστούν οι ποσοτικοποιηµένες τιµές για κάθε µια κηλίδα.  

 

 

Σχήµα 4.24: Η τοποθέτηση τεχνιτών κέντρων γύρω από την συστάδα για τον περιορισµό του Βορονόι 

διαγράµµατος. 

 

4.6.Αποτελέσµατα 

Τα αποτελέσµατα της παραπάνω µεθοδολογίας θα παρουσιαστούν σε τρία εδάφια. Στο 

πρώτο εδάφιο παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της αρχικής προσέγγισης κηλίδα µε 

κηλίδα που υλοποιήθηκε για εικόνες µε τετραγωνικό πλέγµα [179-180]. Στο δεύτερο 

εδάφιο θα παρουσιαστούν τα αποτελέσµατα τις µεθοδολογίας σε σύνολο πραγµατικών 

εικόνων µε εξαγωνικό πλέγµα [181-182]. Ενώ στο τελευταίο εδάφιο θα παρουσιαστούν 

αποτελέσµατα από τέσσερα διαφορετικά σύνολα εικόνων (και τετραγωνικού και 

εξαγωνικού πλέγµατος) συµπεριλαµβανοµένων και προσοµοιωµένων εικόνων όπως 

εξήχθησαν από την γενικευµένη µέθοδο εντοπισµού των κηλίδων [183]. 
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4.6.1.Αρχική προσέγγιση τετραγωνικού πλέγµατος 

Για την αξιολόγηση της µεθόδου συγκρίναµε τα κέντρα των κηλίδων, τα οποία εντοπίσαµε 

µε την προτεινόµενη µέθοδο, και τα κέντρα από το αρχείο της επισηµείωσης της βάσης 

δεδοµένων του Στάνφορντ. Η επισηµείωση δεν περιείχε τα κέντρα της κάθε κηλίδας αλλά 

τις συντεταγµένες που οριοθετούν το τετράγωνο κελί της κάθε κηλίδας. Έτσι εµείς 

συγκρίναµε τα κέντρα που εντοπίσαµε, µε το κέντρο αυτής της τετράγωνης περιοχής το 

οποίο εύκολα υπολογίσαµε από το αρχείο της επισηµείωσης. Πρέπει να επισηµάνουµε 

επίσης ότι στην αρχική µας αυτή προσέγγιση επεξεργαστήκαµε ξεχωριστά τα δύο κανάλια 

τις εικόνας και έτσι παρουσιάζονται αποτελέσµατα και ανά κανάλι. 

 

Στην συνέχεια υπολογίστηκαν οι κατακόρυφες και οι οριζόντιες αποστάσεις (σε 

εικονοστοιχεία) των κέντρων που υπολογίσαµε µε τα κέντρα της επισηµείωσης. Από τις 

αποστάσεις αυτές εξήγαµε τα ιστογράµµατα τους, τα οποία µας δίνουν µια πληροφορία για 

τον αριθµό των κηλίδων που εντοπίστηκαν επιτυχώς και των αριθµό των κηλίδων που 

εντοπίστηκαν µε µικρή απόσταση από τα κέντρα της επισηµείωσης. Το ιστόγραµµα είναι 

ένα ραβδόγραµµα των συχνοτήτων εµφάνισης { }0 1 2, , , ,jn n n n= K  για κάθε µία τιµή 

απόστασης. Για παράδειγµα 2n  είναι ο αριθµός των εντοπισµένων κέντρων τα οποία έχουν 

βρεθεί 2 εικονοστοιχεία µακριά από το αντίστοιχο επισηµειωµένο κέντρο. Τα 

ιστογράµµατα των κατακόρυφων και οριζόντιων αποστάσεων φαίνονται στο σχήµα 4.25 

 

Σχήµα 4.25: Ιστογράµµατα των οριζόντιων και κατακόρυφων αποστάσεων των κέντρων των εντοπισµένων 

µε τα κέντρα της επισηµείωσης. 
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Οι οριζόντιες και κατακόρυφες αποστάσεις των κέντρων δεν είναι διαισθητικά αντιληπτές 

εύκολα. Για τον λόγο αυτό υπολογίσαµε και την δισδιάστατη απόσταση των κέντρων. Πιο 

συγκεκριµένα υπολογίστηκε η απόσταση Ευκλείδεια (Euclidean) id  (σε εικονοστοιχεία) 

των κέντρων που εντοπίστηκαν από την µέθοδο και των επισηµειωµένων κέντρων. Το 

ιστόγραµµα των ευκλείδειων αποστάσεων φαίνεται στο σχήµα 4.26. 

 

Σχήµα 4.26: Ιστόγραµµα των ευκλείδειων αποστάσεων των κέντρων που εντοπίστηκαν µε τα επισηµειωµένα 

κέντρα. 

Όπως παρατηρούµε και στο σχήµα η συντριπτική πλειοψηφία των αποστάσεων δεν 

ξεπερνά την απόσταση των πέντε εικονοστοιχείων. Το γεγονός αυτό, σε συνδυασµό µε το 

γεγονός ότι η ακτίνα µιας κηλίδας είναι περίπου 5 εικονοστοιχεία για το συγκεκριµένο 

σύνολο εικόνων του Στάνφορντ, σηµαίνει ότι η συντριπτική πλειοψηφία των κέντρων έχει 

εντοπιστεί µέσα στα όρια της κηλίδας.  

 

Με σκοπό να εξάγουµε αριθµητικά αποτελέσµατα για την αξιολόγηση της µεθόδου 

υπολογίστηκε η µέση τιµή των αποστάσεων και η τυπική απόκλιση των αποστάσεων id , 

όπως δίνονται από τις παρακάτω σχέσεις: 
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Επίσης µε βάση τα παραπάνω υπολογίσαµε την ακρίβεια (Accuracy) της µεθόδου. 

Θεωρήσαµε δηλαδή ότι η κηλίδες των οποίων τα κέντρα έχουν βρεθεί µέχρι και 5 

εικονοστοιχεία µακριά από τα κέντρα της επισηµείωσης, έχουν εντοπιστεί σωστά. H 

ακρίβεια Acc, της µεθόδου δίνεται από των τύπο: 

,correctN
Acc

N
=  (4.35) 

όπου correctN  είναι η αριθµός των σωστά εντοπισµένων κέντρων, ενώ Ν είναι ό συνολικός 

αριθµός των κηλίδων της εικόνας.  

Πίνακας 4.1: Η ακρίβεια των κέντρων που εντοπιστήκαν µε στα όρια της θεωρητικής κηλίδας, η µέση τιµή 

και η τυπική απόκλιση των αποστάσεων των κέντρων που εντοπίστηκαν µε τα κέντρα της επισηµείωσης. 

Κανάλι 
Acc  

(%) 

d  

(εικονοστοιχεία) 

dσ  

(εικονοστοιχεία) 

Κόκκινο 98.4 2.7306 1.0985 

Πράσινο 99.8 2.3402 1.0693 

 

Ο πίνακας 4.1 παρουσιάζει τις ολικές τιµές της ακρίβειας, της µέσης τιµής και της τυπικής 

απόκλισης των αποστάσεων και για τα δύο κανάλια της εικόνας. Όπως παρατηρείται οι 

ολικές τιµές της ακρίβειας είναι εξαιρετικά υψηλές. Για τις επιµέρους συστάδες οι 

ακρίβεια κυµάνθηκε από 70,1% έως και 100%. Επίσης µπορούµε να παρατηρήσουµε ότι 

κατά µέσον όρο τα κέντρα των κηλίδων που εντοπίστηκαν δεν απέχουν πάνω από 3 
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εικονοστοιχεία απόσταση από τα κέντρα της επισηµείωσης, ενώ η τυπική απόκλιση των 

αποστάσεων αυτών είναι περίπου 1 εικονοστοιχείο. 

 

4.6.2.Εξαγωνικό Πλέγµα 

Τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν στην εργασία [182] αφορούν στην αξιολόγηση της 

µεθόδου σε σύνολο πραγµατικών εικόνων εξαγωνικού πλέγµατος πρώτου η µεθοδολογία 

γενικευτεί ώστε να επεξεργάζεται και εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος. Για τον σκοπό 

αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι εικόνες από την µικροσυστοιχία CNV370. Κρίνεται σκόπιµο 

να παρουσιαστούν σε σχήµα τα αποτελέσµατα του κάθε βήµατος ξεχωριστά σε ένα τµήµα 

της εικόνας. Τα αποτελέσµατα αυτά απεικονίζονται στο σχήµα 4.27. 

 

Σχήµα 4.27: Τα αποτελέσµατα της µεθοδολογίας για εικόνες µε εξαγωνικό πλέγµα: α) µέρος της αρχικής 

εικόνας, β) το αποτέλεσµα του εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων γ) το αποτέλεσµα του αλγόριθµου των 

αναπτυσσόµενων οµόκεντρων πολυγώνων δ) το αποτέλεσµα της εφαρµογής του Βορονόι διαγράµµατος. 
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Στο σχήµα 4.27α φαίνεται ένα κοµµάτι της αρχικής εικόνας την οποία επεξεργαστήκαµε, 

ενώ τα σχήµατα 4.27β, 4.27γ και 4.27δ δείχνουν τα αποτελέσµατα των βηµάτων του 

εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων, του εντοπισµού των σκοτεινών κηλίδων και της 

εφαρµογής του Βορονόι διαγράµµατος αντίστοιχα. Στο σχήµα 4.27β οι άσπροι σταυροί 

αναπαριστούν τα κέντρα µάζας των αντικειµένων που έχουν εντοπιστεί µε 8-

συνδετικότητα. Όπως παρατηρούµε αυτά είναι κυρίως κέντρα φωτεινών κηλίδων, όπως 

αυτές απεικονίζονται στην εικόνα. Υπάρχουν βέβαια και φωτεινές κηλίδες για τις οποίες 

δεν έχει αντιστοιχηθεί κάποιο κέντρο µάζας. Αυτό το φαινόµενο συµβαίνει στις πολύ 

φωτεινές κηλίδες, οι οποίες κατά το βήµα του εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων 

εντοπίζονται ως ένα αντικείµενο µαζί (συσσωµάτωµα) µε τις γειτονικές τους κηλίδες. Από 

την άλλη µεριά, στο σχήµα 4.27β φαίνονται και σκοτεινές κηλίδες ή σκοτεινές περιοχές 

στις οποίες θα έπρεπε να υπάρχουν κηλίδες και οι οποίες δεν έχουν εντοπιστεί. Τα κέντρα 

αυτών των κηλίδων εντοπίζονται στο επόµενο βήµα της µεθόδου όπως φαίνεται στο σχήµα 

4.27γ. Τέλος όπως παρουσιάζει το σχήµα 4.27δ η εφαρµογή του Βορονόι διαγράµµατος 

αποδίδει µια περιοχή σε κάθε µια κηλίδα της εικόνας. 

 

Για την αριθµητική αξιολόγηση της µεθόδου, όπως ακριβώς έγινε και για την αρχική µας 

προσέγγιση σε εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος, τα κέντρα τα οποία εξήχθησαν από την 

εφαρµογή της µεθόδου  συγκρίθηκαν µε αυτά της επισηµείωσης του συνόλου εικόνων. 

Συγκεκριµένα, υπολογίστηκε η ευκλείδεια απόσταση µεταξύ των εντοπισµένων κέντρων 

και των κέντρων της επισηµείωσης, και από αυτές εξήχθησαν τα ιστογράµµατα τους. 

 

Σχήµα 4.28: Το ιστόγραµµα των αποστάσεων µεταξύ των εντοπισµένων κέντρων και των κέντρων της 

επισηµείωσης. 
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Όπως φαίνεται στο σχήµα 4.28 η πλειοψηφία των κέντρων που έχουν εντοπιστεί δεν 

υπερβαίνουν την απόσταση των δύο εικονοστοιχείων από τα κέντρα της επισηµείωσης. 

∆εδοµένου ότι οι εικόνες που χρησιµοποιήσαµε έχουν κηλίδες µε ακτίνα 3 εικονοστοιχεία, 

η πλειοψηφία των κέντρων που εντόπισε η µέθοδος βρίσκεται µέσα στα όρια της κηλίδας. 

 

Σε αντιστοιχία µε το τετραγωνικό πλέγµα για να εξάγουµε την ακρίβεια της µεθόδου 

θεωρήσαµε ότι ένα κέντρο έχει εντοπιστεί σωστά όταν η απόσταση του από το κέντρο της 

επισηµείωσης είναι µικρότερη από την ακτίνα των κηλίδων, δηλαδή από 3 εικονοστοιχεία. 

Το κατώφλι των 2 εικονοστοιχείων είναι και αυτό βασισµένο όπως και στο τετραγωνικό 

πλέγµα στο γεγονός ότι τα κέντρα, τα οποία εντοπίστηκαν είναι κέντρα µάζας και όχι 

χωρικά κέντρα, όπως αυτά της επισηµείωσης. Πέραν της ακρίβεια της µεθόδου, όπως έγινε 

και στην περίπτωση του τετραγωνικού πλέγµατος, υπολογίστηκαν η µέση τιµή και η 

τυπική απόκλιση των αποστάσεων. Η τρείς αυτές τιµές µαζί µε τις συχνότητες εµφάνισης 

των αποστάσεων παρουσιάζονται στον πίνακα 4.2. Η τιµές αυτές εξήχθησαν δεδοµένου 

ότι ο αλγόριθµος εκκινεί από 100 αρχικά σηµεία, για τα οποία η µέθοδος παρουσίασε τα 

καλύτερα αποτελέσµατα. 

Πίνακας 4.2: Τα αποτελέσµατα της προτεινόµενης µεθόδου µε χρήση 100 αρχικών σηµείων.  

   
Συχνότητες των αποστάσεων 

(%) 

Acc Mean STD n0 n1 n2 n3 n4 

99.57 0.9722 0.4850 12.73 77.76 9.08 0.42 0.01 

 

Με σκοπό να διερευνήσουµε τον ρόλο των πολλαπλών αρχικών σηµείων του αλγορίθµου 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε διαφορετικό αριθµό σηµείων εκκίνησης. Τα 

αποτελέσµατα της µεθόδου για τα διαφορετικά αυτά πειράµατα φαίνονται στον Πίνακα 

4.3. Στον πίνακα αυτόν παρουσιάζονται οι τιµές της ακρίβειας της µεθόδου, καθώς επίσης 

και η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση των αποστάσεων των εντοπισµένων κέντρων µε τα 

κέντρα της επισηµείωσης, για κάθε περίπτωση διαφορετικού πλήθους σηµείων εκκίνησης. 
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Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα, η προτεινόµενη µέθοδος δίνει πολύ καλά 

αποτελέσµατα, (ακρίβεια περίπου 99%) για εικόνες που χρησιµοποιούν εξαγωνικό πλέγµα 

για την χωροθέτηση των κηλίδων. Όπως φαίνεται από τους πίνακες 4.2 και 4.3, η 

πλειονότητα των εντοπισµένων από την µέθοδο κέντρων, είτε έχει µε ακρίβεια εντοπιστεί 

(έχουν απόσταση µηδέν από τα επισηµειωµένα κέντρα) είτε βρίσκονται στην 3 επί 3 

γειτονιά των επισηµειωµένων κέντρων (δηλαδή έχουν απόσταση 1 εικονοστοιχείο). 

Παρατηρούµε βεβαία ότι τα κέντρα τα οποία έχουν εντοπιστεί µε ακρίβεια (µηδενική 

απόσταση), είναι πολύ λιγότερα σε πλήθος από αυτά τα οποία έχουν βρεθεί σε απόσταση 

ενός εικονοστοιχείου µακριά. Για παράδειγµα, όπως φαίνεται και στο ιστόγραµµα του 

σχήµατος 4.28, τα κέντρα που είναι µε ακρίβεια εντοπισµένα είναι στον αριθµό περίπου 

75000, ενώ εκείνα που έχουν απόσταση 1 εικονοστοιχείο από τα επισηµειωµένα είναι 

περίπου 460000. 

Πίνακας 4.3: Τα αποτελέσµατα της µεθόδου για διαφορετικό πλήθος σηµείων εκκίνησης. 

# 
σηµείων 

εκκίνησης 

Συχνότητες αποστάσεων 

(%) Acc 

(%) 
mean STD 

n0 n1 n2 n3 n4 n5 

9 11.60 77.19 10.46 0.75 0.01 0.00 99.24 1.0039 0.5015 

25 10.91 81.10 7.17 0.80 0.02 0.00 99.18 0.9792 0.4631 

49 13.00 78.87 7.67 0.44 0.02 0.00 99.54 0.9762 0.4739 

64 14.46 76.96 8.07 0.49 0.02 0.00 99.49 0.9466 0.4941 

100 12.73 77.76 9.08 0.42 0.01 0.00 99.57 0.9722 0.4850 

169 13.76 77.33 8.39 0.50 0.02 0.00 99.48 0.9568 0.4912 

289 17.01 73.55 8.76 0.65 0.03 0.00 99.32 0.9314 0.5307 

400 17.92 72.48 8.86 0.70 0.03 0.00 99.27 0.9244 0.5413 

625 19.72 68.60 10.74 0.92 0.02 0.00 99.06 0.9293 0.5820 

900 19.55 66.65 12.60 1.15 0.04 0.00 98.80 0.9550 0.6080 

1225 20.29 64.55 13.84 1.28 0.04 0.00 98.68 0.9623 0.6283 

1600 20.86 62.95 14.58 1.54 0.07 0.00 98.39 0.9701 0.6493 
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2025 20.63 63.99 13.74 1.55 0.08 0.00 98.36 0.9648 0.6424 

2500 19.88 64.61 13.76 1.65 0.09 0.01 98.25 0.9749 0.6414 

3025 18.93 67.69 12.24 1.06 0.07 0.01 98.86 0.9568 0.6002 

4225 21.90 65.03 11.68 1.26 0.10 0.02 98.61 0.9270 0.6279 

 

Αυτό το φαινόµενο οφείλεται στο γεγονός ότι η εικόνα είναι ένα ψηφιοποιηµένο 

δισδιάστατο σήµα και η απόσταση ενός εικονοστοιχείου από ένα κεντρικό εικονοστοιχείο 

µεταφράζεται πρακτικά στο γεγονός ότι το εντοπισµένο κέντρο µπορεί να βρίσκεται σε 8 

διαφορετικά εικονοστοιχεία της εικόνας (δηλαδή τα 8 γειτονικά εικονοστοιχεία του 

κεντρικού εικονοστοιχείου). Αν θεωρηθεί ότι τα κέντρα µε απόσταση 1 από τα 

επισηµειωµένα κέντρα είναι ισόποσα κατανεµηµένα στους 8 γείτονες του κεντρικού 

εικονοστοιχείου τότε για κάθε έναν από αυτούς αντιστοιχούν περίπου 57500 

εικονοστοιχεία, πλήθος το οποίο φαίνεται λογικό δεδοµένου ότι τα εντοπισµένα κέντρα µε 

απόλυτη ακρίβεια είναι 75000. 
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Σχήµα 4.29: Το πλήθος των κέντρων για κάθε απόστασης µεταξύ των εντοπισµένων και επισηµειωµένων 

κέντρων σε συνάρτηση µε το πλήθος των σηµείων εκκίνησης. 

Με σκοπό να απεικονιστούν γραφικά αυτά τα αποτελέσµατα, σχεδιάστηκαν τα σχήµατα 

4.29 και 4.30. Το σχήµα 4.29 είναι το γράφηµα του πλήθους των κέντρων που 

εντοπίστηκαν 0, 1, 2 και 3 εικονοστοιχεία µακριά από τα επισηµειωµένα κέντρα, σε 
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συνάρτηση µε το πλήθος των σηµείων εκκίνησης. Στο γράφηµα αυτό υπάρχουν τέσσερις 

καµπύλες, µια για κάθε συχνότητα των αποστάσεων.  Στο σχήµα 4.30 φαίνεται η 

µεταβολή της ακρίβειας, της µέσης τιµής και της τυπικής απόκλισης των αποστάσεων σε 

συνάρτηση µε το πλήθος των σηµείων εκκίνησης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 4.30: Η ακρίβεια της µεθόδου, η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση των αποστάσεων σε συνάρτηση µε 

το πλήθος των σηµείων εκκίνησης.  
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Σχετικά µε τον ρόλο των πολλαπλών σηµείων εκκίνησης, όπως φαίνεται στο σχήµα 4.30 

και στον πίνακα 4.3, η ακρίβεια της µεθόδου αυξάνεται µέχρι ο αριθµός των σηµείων 

εκκίνησης γίνει 100. Όσο µεγαλώνει από εκεί και πέρα το πλήθος των σηµείων εκκίνησης 

η ακρίβεια µειώνεται. Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο γεγονός ότι µπορεί να αυξάνεται ο 

αριθµός των σηµείων εκκίνησης που χρησιµοποιεί ο αλγόριθµος και τα οποία είναι λάθος 

εντοπισµένα από την διαδικασία του εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων. Κάποια από αυτά 

η διαδικασία βελτιστοποίησης αδυνατεί να διορθώσει. Εκτός από την πτώση της ακρίβειας 

της µεθόδου το φαινόµενο αυτό ευθύνεται για την αύξηση της µέσης τιµής και της τυπικής 

απόκλισης των αποστάσεων. Σχετικά µε τον ρόλο των πολλαπλών σηµείων εκκίνησης, 

άλλο ένα συµπέρασµα εξάγεται από το σχήµα 4.29. 

 

Στο σχήµα αυτό φαίνεται ότι όσο περισσότερα είναι τα σηµεία εκκίνησης τόσο αυξάνονται 

και τα κέντρα τα οποία εντοπίζονται µε απόλυτη ακρίβεια (µηδενική απόσταση από τα 

επισηµειωµένα κέντρα). Αντίθετα, τα κέντρα, τα οποία εντοπίζονται στην 3Χ3 γειτονιά 

των επισηµειωµένων κέντρων συνεχώς µειώνονται. 

 

4.6.3.Γενικευµένη Μέθοδος 

Στο εδάφιο αυτό θα προσθέσουµε αποτελέσµατα τα οποία εξήχθησαν µετά την γενίκευση 

της µεθόδου για τους δύο τύπους πλέγµατος. Για την αξιολόγηση της γενίκευσης 

χρησιµοποιήθηκαν 4 διαφορετικά σύνολα εικόνων. Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν 

εικόνες από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ, από την µικροσυστοιχία CNV370, 

καθώς επίσης και προσοµοιωµένες εικόνες, οι οποίες παρήχθησαν από τον προσοµοιωτή 

του Nykter [78]. 

 

Όπως ακριβώς και στα προηγούµενα αποτελέσµατα εξάγαµε τα ιστογράµµατα των 

αποστάσεων µεταξύ των εντοπισµένων και των αντίστοιχων επισηµειωµένων κέντρων, για 

κάθε ένα από τα τέσσερα σύνολα εικόνων. Τα ιστογράµµατα παρουσιάζονται στο σχήµα 

4.31. 
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Σχήµα 4.31: Ιστογράµµατα των αποστάσεων για κάθε ένα σύνολο εικόνων. 

Σε αντιστοιχία µε τα προηγούµενα αποτελέσµατα υπολογίστηκε για κάθε ένα σύνολο 

εικόνων η µέση τιµή και η τυπική απόκλιση των αποστάσεων, καθώς επίσης και η 

ακρίβεια της µεθόδου όπως ορίστηκαν στις εξισώσεις 4.33-4.35 αντίστοιχα. Τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 4.4 

Πίνακας 4.4: Αριθµητικά αποτελέσµατα τις γενικευµένης µεθοδολογίας σε τέσσερα διαφορετικά σύνολα 

εικόνων. 

Σύνολο 

Εικόνων 
Περιγραφή 

Θεωρητική 

Ακτίνα 

Mean 

(εικονοστοιχεία) 

STD 

(εικονοστοιχεία) 

Acc 

(%) 

SMD 
Πραγµατικές, 
τετραγωνικό 

πλέγµα 
5 2.52 2.59 92.8 

Nykter_rec 
Προσοµοιωµένες, 

τετραγωνικό 
πλέγµα 

5 ή 7 1.77 1.16 98.9 

CNV370 
Πραγµατικές, 

Εξαγωνικό πλέγµα 
3 1.88 0.82 99.8 

Nycter_he
x 

Προσοµοιωµένες, 
Εξαγωνικό πλέγµα 

5 ή 7 1.94 2.32 97.5 
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Πρέπει να σηµειωθεί ότι η ακρίβεια της µεθόδου (Acc) υπολογίστηκε για κάθε σύνολο 

δεδοµένων θεωρώντας κάθε φορά ότι το εντοπισµένο κέντρο βρίσκεται εντός των ορίων 

της θεωρητικής ακτίνας των κηλίδων του εκάστοτε συνόλου. Όπως φαίνεται από τον 

πίνακα 4.4 η µέθοδος παρουσιάζει υψηλή ακρίβεια κυρίως στα τρία από τα τέσσερα 

σύνολα εικόνων. Λίγο χαµηλότερα ποσοστά στην ακρίβεια παρουσιάζει η µέθοδος για τις 

πραγµατικές εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος. 

 

4.7.Συµπεράσµατα 

Στο παρόν κεφάλαιο µελετήσαµε την µεθοδολογία, η οποία προτείνεται για τον εντοπισµό 

των κηλίδων και την τοποθέτηση του πλέγµατος. Η µεθοδολογία αυτή αποτελείται από 

τέσσερα βήµατα. Αρχικά, εντοπίζονται η συστάδες της εικόνες, οι οποίες αποµονώνονται 

µε την χρήση των προβολών της εικόνας στις δύο διευθύνσεις (οριζόντια και 

κατακόρυφη). Στην συνέχεια σε κάθε µια από τις συστάδες εντοπίζονται τα αντικείµενα 

υψηλής φωτεινότητας, τα οποία πιθανότατα είναι οι κηλίδες της εικόνας. Το τρίτο βήµα 

της µεθοδολογίας αφορά στον εντοπισµό των κηλίδων που δεν έχουν εντοπιστεί. Η 

κηλίδες αυτές είναι σκοτεινές λόγω του χαµηλού βαθµού υβριδοποίησης των ανιχνευτών 

µε τα δείγµατα. Ο σκοπός του βήµατος αυτού είναι να προσδιοριστούν οι θέσεις στης 

οποίες βρίσκονται η κηλίδες χαµηλής φωτεινότητας στην εικόνα. Το τελευταίο βήµα της 

µεθοδολογίας είναι η τοποθέτηση του πλέγµατος, δηλαδή η αποµόνωση της κάθε κηλίδας 

µέσα σε ένα κελί. Όπως θα δούµε στο επόµενο κεφάλαιο κάθε κελί από αυτά θα 

κατατµηθεί ξεχωριστά ώστε να εξαχθούν οι λόγοι υβριδοποίησης των δειγµάτων για κάθε 

µια κηλίδα της εικόνας. Η µεθοδολογία έχει γενικευτεί ώστε να επεξεργάζεται εικόνες, οι 

οποίες έχουν είτε τετραγωνική είτε εξαγωνική δοµή. 

 

Η διαδικασία, η οποία ακολουθήθηκε για τον εντοπισµό των συστάδων στην εικόνα είναι 

βασισµένη στην ολιστική προσέγγιση του εντοπισµού των κηλίδων. Το συγκεκριµένο 

βήµα κάνει χρήση των προβολών της εικόνας, στις οποίες εντοπίζει τις κοιλάδες, µε σκοπό 

να βρεθούν τα σκοτεινά µονοπάτια που διαχωρίζου τις συστάδες µεταξύ τους. Το βήµα 

αυτό αρχικά σχεδιάστηκε µε σκοπό την επεξεργασία των προβολών ώστε οι κοιλάδες και 

οι κορυφές τους να γίνουν περισσότερο διακριτές. Έτσι θα ήταν εύκολο να εντοπιστούν 

από µια αυτόµατη µέθοδο διαχωρισµού των συστάδων. Ωστόσο, κατά την γενίκευση της 
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µεθοδολογίας διαπιστώθηκε ότι η φύση των προβολών µιας εικόνας που κάνει χρήση 

εξαγωνικού πλέγµατος διαφοροποιείται. Η διατριβή προσανατολίστηκε σε µια 

προσέγγιση, η οποία είναι απαλλαγµένη από κάθε είδους κατώφλι, για να φέρεις εις πέρας 

τον διαχωρισµό των συστάδων. Ένα σηµαντικό σηµείο που πρέπει να αναφέρουµε είναι το 

γεγονός ότι το βήµα του διαχωρισµού των συστάδων όπως ακριβώς υλοποιήθηκε µπορεί 

να αποτελέσει από µόνο του µια ολιστική µέθοδο για την τοποθέτηση πλέγµατος σε 

εικόνες µικροσυστοιχιών τετραγωνικού πλέγµατος. Εφόσον έχουν εντοπιστεί όλες οι 

κοιλάδες των προβολών (και οι κοιλάδες µικρού όγκου και οι κοιλάδες µεγάλου όγκου) 

και έχουν διαχωριστεί µεταξύ τους µε την χρήση του αλγόριθµου Κ-µέσων, αρκεί να 

δηµιουργηθούν διαχωριστικές γραµµές στα σηµεία που βρίσκονται οι κοιλάδες µικρού 

όγκου. Αυτό θα γινόταν βέβαια στην περίπτωση που θέλαµε να επεξεργαστούµε µόνο 

εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος, όπου οι κηλίδες είναι χωροθετηµένες σε γραµµές και 

στήλες. Επειδή όµως σκοπό µας είναι η δηµιουργία µια γενικευµένης µεθοδολογίας και για 

τους δύο τύπους µικροσυστοιχιών, η επεξεργασία των εικόνων συνεχίστηκε µε τον 

εντοπισµό των θέσεων όλων των κηλίδων (προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα). 

 

Για το βήµα του εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων µέσα στην κάθε συστάδα 

υλοποιήθηκαν δύο διαφορετικές µέθοδοι. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω η ακρίβεια σε 

επίπεδο εικονοστοιχείου αυτού του βήµατος δεν είναι το ζητούµενο. Μια απλή µέθοδος 

κατάτµησης για τον εντοπισµό των φωτεινών κηλίδων αρκεί για να εντοπίσει κηλίδες 

υψηλής φωτεινότητας στην εικόνα. Η δύο τεχνικές οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν είχαν µία 

βασική διαφορά. Η τεχνική σύµπτωσης προτύπου στόχευε στην εύρεση των αντικειµένων 

εκείνων, τα οποία πέραν του γεγονότος ότι είναι φωτεινά έχουν και οµοιότητα στο µέγεθος 

και στο σχήµα µε µια τυπική κηλίδα. Με τον τρόπο αυτόν µπορούν να αποκλειστούν 

τεχνουργήµατα τα οποία προέρχονται από θόρυβο. Ωστόσο, εφόσον το µέγεθος των 

κηλίδων ποικίλει από εικόνα σε εικόνα, αλλά και από κηλίδα σε κηλίδα, η σύγκριση των 

αντικειµένων µε ένα πρότυπο προκαθορισµένου µεγέθους, εκτός του ότι µπορεί να 

προκαλέσει λάθη χρειάζεται και εκ των προτέρων γνώση. Από την άλλη µεριά, η χρήση 

της τεχνικής του Ότσου εντοπίζει όλα τα φωτεινά αντικείµενα της εικόνας χωρίς κανέναν 

περιορισµό (συµπεριλαµβανοµένων και των τεχνουργηµάτων), έχει όµως το πλεονέκτηµα 

ότι δεν χρησιµοποιεί καµιά εκ των προτέρων γνώση. 
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Ο εντοπισµός των κηλίδων που δεν έχουν υβριδοποιηθεί είναι µια αναπόφευκτη 

διαδικασία για τις προσεγγίσεις κηλίδα µε κηλίδα. Αυτό συµβαίνει διότι σε µια εικόνα 

µικροσυστοιχιών πάντα θα υπάρχουν σκοτεινές κηλίδες, οι οποίες έχουν προκύψει από µη 

υβριδοποιηµένα ζεύγη ανιχνευτών-δειγµάτων. ∆εδοµένου ότι µια προσέγγιση κηλίδα µε 

κηλίδα απαιτεί την ανεύρεση των θέσεων όλων των κηλίδων της εικόνας, οι σκοτεινές 

κηλίδες πρέπει και αυτές να εντοπιστούν. Για τον σκοπό αυτό κατά την διάρκεια της 

διδακτορικής διατριβής αναπτύχθηκε αρχικά µια προσέγγιση κηλίδα µε κηλίδα για εικόνες 

τετραγωνικού πλέγµατος. Η προσέγγιση αυτή εντοπίζει σε κάθε επανάληψη την θέση µίας 

κηλίδας λαµβάνοντας υπόψη την θέση γειτονικών φωτεινών κηλίδων. Η ανάγκη µιας πιο 

γρήγορης προσέγγισης λόγω της αύξησης των ανιχνευτών σε µια µικροσυστοιχία, αλλά 

και η χρήση του εξαγωνικού πλέγµατος οδήγησαν στην δηµιουργία ενός έξυπνου 

αλγορίθµου, ο οποίος εντοπίζει κηλίδες επάνω στο περίγραµµα οµόκεντρων εξαγώνων. Ο 

αλγόριθµος αυτός τέλος γενικεύτηκε ώστε να επεξεργάζεται και εικόνες µε τετραγωνικό 

πλέγµα. Αυτό έγινε απλώς συµπεριλαµβάνοντας ως δοµική µονάδα στον αλγόριθµο και 

οµόκεντρα τετράγωνα. Έτσι ολοκληρώθηκε ο αλγόριθµος των αναπτυσσόµενων 

οµόκεντρων πολυγώνων. Το µεγάλο πλεονέκτηµα του αλγόριθµου αυτού είναι το γεγονός 

ότι ξεπερνά τις προσεγγίσεις κηλίδα µε κηλίδα, εντοπίζοντας πολλές κηλίδες σε µια 

επανάληψη, αλλά και το γεγονός ότι µπορεί να εφαρµοστεί και στους δύο τύπους εικόνων 

µε µια απλή αλλαγή της δοµικής µονάδας. Το πρώτο πλεονέκτηµα δίνει την δυνατότητα 

της παραλληλοποίησης του αλγόριθµου, στοιχείο πολύ σηµαντικό για την επιτάχυνση της 

επεξεργασίας των εικόνων. 

 

Σηµαντικός είναι ο ρόλος της εφαρµογής του Βορονόι διαγράµµατος στην τοποθέτηση 

πλέγµατος κυρίως όταν η εικόνα έχει τις κηλίδες χωροθετηµένες σε εξαγωνικό πλέγµα. Η 

εφαρµογή του Βορονόι διαγράµµατος πλεονεκτεί για δύο βασικούς λόγους. Η χρήση 

απλώς µιας τετράγωνης περιοχής προκαθορισµένου µεγέθους για την αποµόνωση της κάθε 

κηλίδας, είναι προβληµατική διότι πολλές φορές στις άκρες της τετράγωνης περιοχής 

εµπεριέχονται εικονοστοιχεία από γειτονικές κηλίδες. Η χρήση του Βορονόι διαγράµµατος 

λύνει το πρόβληµα, αντιστοιχίζοντας στην κάθε κηλίδα µια εξάγωνη περιοχή. Το δεύτερο 

πλεονέκτηµα της χρήσης του Βορονόι διαγράµµατος αφόρα στο γεγονός ότι έχει την 

δυνατότητα να αποδίδει την σωστή περιοχή σε µια κηλίδα ακόµα και αν το κέντρο της δεν 

έχει εντοπιστεί µε απόλυτη ακρίβεια, αλλά µε µερικά εικονοστοιχεία απόκλιση. Αυτό 
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συµβαίνει επειδή για την δηµιουργία του κελιού που θα περικλείει µια κηλίδα δεν 

χρησιµοποιούνται µόνο οι συντεταγµένες του κέντρο της ίδιας της κηλίδας αλλά και οι 

συντεταγµένες των γειτονικών της κηλίδων. 

 

Στα πλαίσια των αποτελεσµάτων της γενικευµένης µεθόδου επιχειρήθηκε µια σύγκριση 

των προσεγγίσεων που αναπτύχθηκαν στα πλαίσια της διατριβής για τον εντοπισµό των 

κηλίδων και την τοποθέτηση πλέγµατος. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στον πίνακα 4.5. 

 

Όπως φαίνεται στον πίνακα 4.5 η γενικευµένη µέθοδος παρουσιάζει συγκρίσιµα 

αποτελέσµατα µε τις πρώτες προσεγγίσεις. Συγκεκριµένα, η γενικευµένη µέθοδος 

παρουσιάζει περίπου ίδια ακρίβεια στα τρία από τα τέσσερα σύνολα εικόνων. Όσων 

αφορά στην σύγκριση της γενικευµένης µεθόδου µε την εργασία [182], είναι αναµενόµενα 

τα αποτελέσµατα εφόσον αυτή είναι η µέθοδος η οποία γενικεύτηκε για να επεξεργάζεται 

και εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος. Σε σύγκριση µε την αρχική προσέγγιση [179-180], 

παρουσιάζεται διαφοροποίηση στα αποτελέσµατα στο πραγµατικό σύνολο εικόνων. Το 

σύνολο εικόνων από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ αποτελείται από εικόνες, οι 

οποίες έχουν παραχθεί τα πρώτα χρόνια της εξέλιξης των µικροσυστοιχιών, µε 

αποτέλεσµα οι εικόνες αυτές να παρουσιάζουν πολύ θόρυβο, αλλά και να έχουν 

προβλήµατα στρέψης. 

Η αρχική µας προσέγγιση είχε την δυνατότητα να αντιµετωπίζει την στρέψη των εικόνων, 

µε την χρήση ενός αλγορίθµου, ο οποίος δεν ενσωµατώθηκε στην γενικευµένη 

µεθοδολογία. Όπως αναφέρθηκε στο 3ο κεφάλαιο τα προβλήµατα στρέψης των εικόνων 

των µικροσυστοιχιών έχουν πλέον εξαλειφτεί, και οι νέες µέθοδοι στην βιβλιογραφία δεν 

περιλαµβάνουν τέτοιες τεχνικές. Τα προβλήµατα στρέψης των εικόνων από την βάση 

δεδοµένων του Στάνφορντ είναι και αυτά τα οποία προκαλούν την διαφορά στην ακρίβεια 

ως 6 περίπου ποσοστιαίες µονάδες.  
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Πίνακας 4.5: Συγκριτικά αποτελέσµατα των προσεγγίσεων που αναπτύχθηκαν στην παρούσα διατριβή για 

τον εντοπισµό των κηλίδων, µε χρήση και των τεσσάρων συνόλων εικόνων. 

Σύνολο 

εικόνων 
Ποσότητα [179-180] [182] 

Γενικευµένη 

Μέθοδος[183] 

SMD 

Mean 1.35 

- 

2.52 

Std 1.30 2.59 

Acc 98.7 92.8 

Nykter_rec 

Mean 1.74 

- 

1.77 

Std 1.03 1.17 

Acc 99.3 99.0 

CNV370 

Mean 

- 

0.10 1.88 

Std 0.59 0.82 

Acc 99.5 99.8 

Nykter_hex 

Mean 

- 

2.00 1.94 

Std 2.30 2.32 

Acc 97.2 97.5 

 



   

Κεφάλαιο 5: Κατάτµηση εικόνων µικροσυστοιχιών 

5.Κατάτµηση εικόνων µικροσυστοιχιών 

 

5.1.Εισαγωγή 

Στο κεφάλαιο περιγράφεται η µεθοδολογία, η οποία ακολουθήθηκε µε σκοπό την 

κατάτµηση των εικόνων. Η κατάτµηση στοχεύει στον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων 

σήµατος, των εικονοστοιχείων υποβάθρου και των εικονοστοιχείων που ανήκουν σε 

κάποιο τεχνούργηµα της εικόνας [81,185]. Το στάδιο αυτό εφαρµόζεται σε κάθε µια 

κηλίδα της εικόνας ξεχωριστά, καθώς επεξεργάζονται τα κελία που έχουν προκύψει από το 

προηγούµενο στάδιο. Η κατάτµηση που προτείνεται είναι βασισµένη στην εφαρµογή 

τεχνικών Μηχανικής Μάθησης [186]. Ήδη όπως αναφέρθηκε και στην βιβλιογραφική 

ανασκόπηση, οι τεχνικές οµαδοποίησης για το συγκεκριµένο πρόβληµα έχουν επικρατήσει 

τα τελευταία χρόνια, δεδοµένου ότι η κατάτµησης µιας εικόνας εµπίπτει στα πλαίσια της 

οµαδοποίησης προτύπων. Η συνεισφορά της παρούσας διδακτορικής διατριβής συνίσταται 

κυρίως σε τρεις τοµείς, ι) στα χαρακτηριστικά που χρησιµοποιήθηκαν και τα οποία θα 

τροφοδοτήσουν της τεχνικές µηχανικής µάθησης, ιι) στο γεγονός ότι για πρώτη φόρα 

εφαρµόστηκαν τεχνικές ταξινόµησης για την κατάτµηση της εικόνας µε επίβλεψη, και ιιι) 

στο γεγονός ότι για πρώτη φορά χρησιµοποιήθηκε τρίτη κλάση εικονοστοιχείων στην 
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οποία και δόθηκε φυσική υπόσταση. Είναι η κλάση η οποία περιέχει εικονοστοιχεία τα 

οποία δεν πρέπει να ληφθούν υπόψη κατά την ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης.  

 

Παρακάτω περιγράφονται αναλυτικά τα τρία βασικά βήµατα όλης της διαδικασίας της 

κατάτµηση που ακολουθήθηκαν, την εξαγωγή των χαρακτηριστικών, την µείωση της 

διάστασης του διανύσµατος χαρακτηριστικών, και τέλος την κατάτµηση της εικόνας µε 

τον χαρακτηρισµό των εικονοστοιχείων. Τα βήµατα αυτά φαίνονται στο διάγραµµα ροής 

της µεθοδολογίας το οποίο απεικονίζεται στο σχήµα 5.1. 

 

 

Σχήµα 5.1: ∆ιάγραµµα ροής της µεθοδολογίας για την κατάτµηση. 

5.2.Εξαγωγή των χαρακτηριστικών 

Το πρώτο βήµα της κατάτµησης σχετίζεται µε την εξαγωγή των χαρακτηριστικών των 

εικονοστοιχείων, τα οποία θα τροφοδοτήσουν είτε τους αλγόριθµους οµαδοποίησης είτε 

τους ταξινοµητές. Πληθώρα µεθόδων [154-155, 157, 169] έχουν υλοποιηθεί για την 

κατάτµηση των κηλίδων, οι οποίες κάνουν χρήση αλγορίθµων οµαδοποίησης, όπως όµως 
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αναφέρθηκε στο 3ο κεφάλαιο οι µέθοδοι αυτοί τροφοδοτούν τους αλγορίθµους µόνο µε 

την φωτεινότητα των εικονοστοιχείων. Η προτεινόµενη µεθοδολογία δηµιούργησε ένα 

διάνυσµα χαρακτηριστικών για κάθε εικονοστοιχείο, στοχεύοντας στην πιο αξιόπιστη 

κατάτµηση τους. Τα χαρακτηριστικά τα οποία χρησιµοποιηθήκαν είναι στο σύνολο τους 

14 και µπορούν να χωριστούν σε τρεις κύριες κατηγορίες [187-189]. Η πρώτη κατηγορία 

σχετίζεται µε τις τιµές της φωτεινότητας του εικονοστοιχείου και των γειτόνων του. Η 

δεύτερη κατηγορία µε την θέση του εικονοστοιχείου µέσα στο κελί της κάθε κηλίδας. Ενώ 

τέλος η κατανοµή και το σχήµα µιας κηλίδας όπως αυτή προσεγγίζεται θεωρητικά 

χαρακτηρίζει την τρίτη κατηγορία χαρακτηριστικών. Τις κατηγορίες αυτές 

χαρακτηριστικών τις έχουµε ονοµάσει χαρακτηριστικά φωτεινότητας, χωρικά 

χαρακτηριστικά, και χαρακτηριστικά σχήµατος αντίστοιχα. 

 

Χαρακτηριστικά Φωτεινότητας: Η φωτεινότητα του εικονοστοιχείου είναι το 

χαρακτηριστικό το οποίο κατεξοχήν χρησιµοποιείται για τις µεθόδους κατάτµησης οι που 

κάνουν χρήση τεχνικών Μηχανικής Μάθησης. Όσο περισσότερο φωτεινό είναι ένα 

εικονοστοιχείο τόσο αυξάνεται η πιθανότητα το εικονοστοιχείο αυτό να είναι 

εικονοστοιχείο σήµατος. Πέραν τούτου όµως πολύ σηµαντική πληροφορία µπορούν να 

προσφέρουν και η τιµές της φωτεινότητας της κοντινής γειτονιάς του συγκεκριµένου 

εικονοστοιχείου. Μεγέθη όπως η µέση τιµή της, η τυπική απόκλιση και η εντροπία της 

γειτονίας του εικονοστοιχείου µπορούν να προσφέρουν σηµαντική πληροφορία. Για 

παράδειγµα όταν η µέση τιµή της γειτονιάς ενός εικονοστοιχείο είναι υψηλή υπάρχουν 

πολλές πιθανότητες το εικονοστοιχείο αυτό να είναι εικονοστοιχείο σήµατος διότι 

φαίνεται ότι βρίσκεται σε ένα φωτεινό αντικείµενο της εικόνας. Αντίθετα, αν για ένα 

εικονοστοιχείο, που το ίδιο έχει υψηλή φωτεινότητα, η µέση τιµή της γειτονίας του είναι 

χαµηλή, είναι πιθανό η φωτεινότητα του εικονοστοιχείου να είναι υψηλή λόγο κρουστικού 

θορύβου (salt-and-pepper noise). Ένα τέτοιο εικονοστοιχείο µπορεί να σηµαίνει επίσης ότι 

βρίσκεται στα όρια της κηλίδας. Αντίστοιχα η µικρή τυπική απόκλιση και η µικρή 

εντροπία της γειτονιάς αυξάνουν την πιθανότητα το εικονοστοιχείο να βρίσκεται µέσα σε 

κάποια κηλίδα. Στην παρούσα εργασία µόνο η 3X3 γειτονιά των εικονοστοιχείων 

χρησιµοποιήθηκε, ενώ θα µπορούσε ενδεχοµένως να χρησιµοποιηθεί και η 5Χ5 γειτονιά. 

Το θεωρητικό όµως µέγεθος µιας κηλίδας (το οποίο συνήθως δεν ξεπερνά τα 10 

εικονοστοιχεία σε διάµετρο) δεν αφήνει περιθώρια για την χρησιµοποίηση µεγαλύτερων 
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γειτονιών από εικονοστοιχεία. Η χρήση και άλλων χαρακτηριστικών, εκτός από αυτά που 

σχετίζονται µε την φωτεινότητα του εικονοστοιχείου, γίνεται απαραίτητη εφόσον θέλουµε 

να αποκλείσουµε εικονοστοιχεία που προέρχονται από τεχνουργήµατα. Τα εικονοστοιχεία 

αυτά είναι εξίσου φωτεινά µε τα εικονοστοιχεία που ανήκουν σε κηλίδες, ενώ τίποτα δεν 

περιορίζει ένα τεχνούργηµα να είναι παρόµοιου µεγέθους µε µια κηλίδα. 

 

Χωρικά χαρακτηριστικά: Τα χαρακτηριστικά αυτά περιλαµβάνουν τις συντεταγµένες του 

εικονοστοιχείου στο κελί της κηλίδας. ∆ύο εικονοστοιχεία µε κοντινές συντεταγµένες 

είναι πιθανό να ανήκουν στην ίδια κατηγορία. Εκτός των συντεταγµένων ως χωρικό 

χαρακτηριστικό ορίζεται και η απόσταση του εικονοστοιχείου από το κέντρο της κηλίδας. 

Το κέντρο της κηλίδας είναι γνωστό από την διαδικασία της εύρεσης των κηλίδων. Μικρή 

απόσταση από το κέντρο της κηλίδας αποτελεί ένδειξη ότι το εικονοστοιχείο ανήκει στα 

εικονοστοιχεία σήµατος, ενώ αντίθετα µεγάλη απόσταση µπορεί να σηµαίνει ότι το 

εικονοστοιχείο είναι εικονοστοιχείο υποβάθρου. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, η απόσταση του 

εικονοστοιχείο από το κέντρο της κηλίδας είναι εκείνο το χαρακτηριστικό, το οποίο 

συνεισφέρει περισσότερο από τα αλλά στον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σήµατος µε 

τα εικονοστοιχεία που ανήκουν σε κάποιο τεχνούργηµα. Συνήθως τα τεχνουργήµατα 

παρόλο που είναι πολύ φωτεινά, δεν βρίσκονται στο κέντρο του κελιού της κηλίδας αλλά 

κοντά στα όρια του. 

 

Χαρακτηριστικά σχήµατος: Αυτή η κατηγορία περιέχει ένα χαρακτηριστικό, το οποίο 

υπολογίζει την οµοιότητα της γειτονιάς του εικονοστοιχείου µε την κατανοµή µιας 

θεωρητικής κηλίδας. Το σχήµα και η κατανοµή των φωτεινοτήτων των εικονοστοιχείων 

µέσα σε µια θεωρητική κηλίδα µπορεί µε αρκετά καλό τρόπο να προσεγγιστεί από µια 

δυσδιάστατη Γκαουσιανή κατανοµή. Επίσης το µέγεθος µιας κηλίδας είναι συνήθως 

περίπου 10 εικονοστοιχεία διάµετρος. Με δεδοµένα τα παραπάνω δηµιουργήθηκε µια 

δυσδιάστατη Γκαουσιανή σχηµατοµορφή µεγέθους 11X11 της οποίας η οµοιότητα 

εξετάζεται µε την 11X11 γειτονιά του εικονοστοιχείου. Ο βαθµό οµοιότητας τους 

εκφράζεται από τον συντελεστή συσχέτισης (correlation coefficient) µεταξύ των δύο. Ο 

συντελεστής συσχέτισης παίρνει τιµές από -1 έως 1 και όσο προσεγγίζει την µονάδα τόσο 

µεγαλύτερη είναι οι οµοιότητα των δύο αυτών περιοχών. Έτσι, όσο µεγαλύτερος είναι ο 
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συντελεστής συσχέτισης τόσο περισσότερο πιθανό είναι τα εικονοστοιχείο να βρίσκεται 

µέσα σε µια κηλίδα και αντιστρόφως. 

 

Όλα τα παραπάνω χαρακτηριστικά εκτός από τα χαρακτηριστικά θέσης λαµβάνονται και 

από τα δύο κανάλια της εικόνας. Αντιθέτως, τα χαρακτηριστικά θέσης είναι τα ίδια και για 

τα δύο κανάλια. Συνοπτικά τα χαρακτηριστικά των εικονοστοιχείων αναγράφονται στον 

παρακάτω πίνακα 5.1, στον οποίον υπάρχουν και όλοι οι µαθηµατικοί τους τύποι. Επίσης 

το σχήµα 5.2 απεικονίζει ένα κελί µιας κηλίδας και τον τρόπο µε τον οποίο εξάγονται τα 

χαρακτηριστικά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.2: Η διαδικασία εξαγωγής των χαρακτηριστικών. Τα χαρακτηριστικά φωτεινότητας σχετίζονται µε 

την φωτεινότητα του iP  και της 3x3 γειτονίας του και για τα δύο κανάλια της εικόνας. Τα χαρακτηριστικά 

θέσης είναι οι συντεταγµένες του εικονοστοιχείου iP  και οι αποστάσεις του εικονοστοιχείου από το κέντρο 

C. Τα χαρακτηριστικά σχήµατος είναι ο συντελεστής συσχέτισης της 11Χ11 δισδιάστατης κανονικής 

κατανοµής µε την 11Χ11 γειτονιά του iP  και για τα δύο κανάλια της εικόνας. 
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Πίνακας 5.1: Τα χαρακτηριστικά που εξάγονται για κάθε εικονοστοιχείο της εικόνας 
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5.3.Μείωση της διάστασης των χαρακτηριστικών µε χρήση Ανάλυσης 

Κύριων Συνιστωσών. 

∆εδοµένου ότι µια εικόνα µικροσυστοιχιών είναι κατεξοχήν µια µεγάλη σε µέγεθος εικόνα 

η διαδικασία της ταξινόµησης θα πρέπει να επιταχυνθεί µειώνοντας την διάσταση του 

διανύσµατος χαρακτηριστικών. Το γεγονός ότι κάποια από τα χαρακτηρίστηκα που 

χρησιµοποιούµε δεν είναι ανεξάρτητα µεταξύ τους, κάνει την χρήση της Ανάλυσης 

Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis – PCA) [190] την η καλύτερη 

επιλογή για να επιτύχουµε το σκοπό αυτό. Η Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών προβάλει τα 

χαρακτηριστικά που έχουν εξαχθεί σε ένα σύστηµα αξόνων, οι κατευθύνσεις του οποίου 

µεγιστοποιούν την διασπορά. Οι κατευθύνσεις αυτές προσδιορίζονται από τα ιδιοδιάνυσµα 

του πίνακα συνµεταβλητότητας, τα οποία αντιστοιχούν στις µεγαλύτερες ιδιοτιµές. 

Καταυτόν τον τρόπο τα τελικά χαρακτηριστικά τα οποία θα τροφοδοτήσουν τις τεχνικές 

µηχανικής µάθησης είναι ένας γραµµικός συνδυασµός των αρχικών χαρακτηριστικών. 

Συγκεκριµένα η ανάλυση κύριων συνιστωσών µειώνει την πλεονάζουσα πληροφορία που 

περιέχεται στα δεδοµένα δηµιουργώντας νέα σειρά προτύπων στην οποία οι άξονες του 

νέου συστήµατος συντεταγµένων τείνουν προς την κατεύθυνση που µειώνεται η 

διακύµανση. Η µέση τιµή των αρχικών δεδοµένων ορίζει και την αρχή του 

µετασχηµατισµένου συστήµατος, οι άξονες του οποίου είναι αµοιβαία ορθογώνιοι. Στο 

σχήµα 5.3 φαίνεται ένα παράδειγµα όπου ο δισδιάστατος χώρος µετασχηµατίζεται από την 

ανάλυση κυρίων συνιστωσών µε σκοπό οι νέοι άξονες να ελαχιστοποιούν την διακύµανση 

των δεδοµένων. Το µετασχηµατισµένο σύστηµα αξόνων είναι το σύστηµα µε άξονες τους 

V1 και V2. 
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Σχήµα 5.3: ∆ισδιάστατο παράδειγµα κατά το οποίο τα οι άξονες µετασχηµατίζεται ελαχιστοποιώντας την 

διακύµανση 

Στο πρώτο στάδιο της υλοποίηση του αλγορίθµου υπολογίζεται ο πίνακας 

συνδιακύµανσης ,C των αρχικών δεδοµένων. Από τον πίνακα συνδιακύµανσης, 

προσδιορίζονται οι ιδιοτιµές il  σύµφωνα µε την εξίσωση: 

[ ]0, 1, 2, , ,i i nC Il- = Ξ K  (5.1) 

όπου n  είναι το πλήθος των αρχικών προτύπων και I  είναι ο µοναδιαίος πίνακας. Τα 

ιδιοδιανύσµατα ie  ορίζουν τους άξονες των συνιστωσών και προκύπτουν από την 

εξίσωση: 

( ) 0.i ieC Il- =  (5.2) 

Οι κύριες συνιστώσες παράγονται από τη σχέση: 

,P = T DΧ  (5.3) 

όπου D  είναι ο πίνακας των αρχικών δεδοµένων και T  είναι ο πίνακας µετασχηµατισµού 

που δίνεται από τον τύπο: 
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Η γραµµικοί συνδυασµοί των χαρακτηριστικών που προκύπτουν από την ανάλυση κύριων 

συνιστωσών είναι ανεξάρτητοι µεταξύ τους και ταξινοµηµένοι κατά φθίνουσα 

διακύµανση. Ο πίνακας διασποράς των µετασχηµατισµένων δεδοµένων είναι διαγώνιος µε 

στοιχεία που συνίστανται από τις ιδιοτιµές. Η ποσοστιαία συνολική διακύµανση είναι ένα 

µέτρο µε το οποίο καθορίζεται πολλές φόρες πόσους από τους γραµµικούς συνδυασµούς 

των δεδοµένων θα λάβουµε τελικά. Αυτή δίνεται από την σχέση: 
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Από τα 14 χαρακτηριστικά που αρχικά χρησιµοποιήθηκαν και για ποσοστό Var=95%, 

τελικά τις τεχνικές µηχανικής µάθησης που χρησιµοποιήσαµε τις τροφοδότησαν 5 ή 6 

γραµµικοί συνδυασµοί τους. 

 

5.4.∆ιαχωρισµός Εικονοστοιχείων µε χρήση τεχνικών Μηχανικής 

Μάθησης  

Η κατάτµηση µιας εικόνας εξ ορισµού είναι η διαδικασία κατά την οποία εικονοστοιχεία 

µε παρόµοια χαρακτηρίστηκα οµαδοποιούνται. Κατά συνέπεια, εύλογα το συγκεκριµένο 

πρόβληµα προσεγγίζεται τα τελευταία χρόνια µε τεχνικές οµαδοποίησης, οι οποίες 

εφαρµόζονται στα εικονοστοιχεία της εικόνας. Ένα βασικό µειονέκτηµα των εξελιγµένων 

τεχνικών επεξεργασίας εικόνας είναι το γεγονός ότι χρησιµοποιούν κυρίως 

χαρακτηρίστηκα φωτεινότητας των εικονοστοιχείων και είναι πολύ δύσκολο έως αδύνατο 

να ενσωµατωθούν άλλα χαρακτηρίστηκα που προκύπτουν από την φύση του εκάστοτε 

προβλήµατος. Με την χρήση τεχνικών οµαδοποίησης νέα χαρακτηριστικά µπορούν να 

ενσωµατωθούν στο εξαγόµενο διάνυσµα χαρακτηριστικών όπως είδαµε στο δεύτερο 

εδάφιο αυτού του κεφαλαίου. Ένα άλλο πλεονέκτηµα της χρήσης των τεχνικών 

οµαδοποίησης σε σχέση µε τις τεχνικές επεξεργασίας εικόνας αφορά στον αριθµό των 

οµάδων που οµαδοποιείς τα εικονοστοιχεία. Ανάλογα µε το πρόβληµα και την φύση των 

εικόνων το ζητούµενο της κατάτµησης µπορεί να είναι είτε ο διαχωρισµός των 

εικονοστοιχείων σε έναν προκαθορισµένο αριθµό οµάδων, είτε η µελέτη όλων των οµάδες 

που θα προκύψουν ανεξαρτήτως του αριθµού. Τέτοιου είδους προβλήµατα ευνοούνται από 

την χρήση των τεχνικών οµαδοποίησης για την κατάτµηση, είτε θέτοντας εξαρχής των 

αριθµό των οµάδων, είτε προσθέτοντας έναν αλγόριθµο προσδιορισµού του αριθµού των 

οµάδων. Αντίθετα, µε την χρήση τεχνικών επεξεργασίας εικόνας είναι περισσότερο 

περίπλοκό να χωρίσεις τα εικονοστοιχεία σε έναν προκαθορισµένο αριθµό οµάδων αν η 

φύση του προβλήµατος το απαιτεί. Τέτοιες απαιτήσεις έχει το πρόβληµα της κατάτµησης 
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των εικόνων των µικροσυστοιχιών, το οποίο από την φύση του σκοπεύει στον διαχωρισµό 

των εικονοστοιχείων σήµατος από τα εικονοστοιχεία υποβάθρου.  

 

Στην βιβλιογραφία όλες οι µέθοδοι που είναι βασισµένες σε τεχνικές οµαδοποίησης 

χρησιµοποιούν προκαθορισµένο αριθµό οµάδων ίσο µε δύο [160, 162, 167], µε σκοπό να 

διαχωρίσουν τα εικονοστοιχεία υποβάθρου µε τα εικονοστοιχεία σήµατος. Η παρούσα 

διδακτορική διατριβή εισήγαγε την τρίτη οµάδα µε σκοπό σε αυτήν να καταχωρηθούν 

εικονοστοιχεία που πρέπει να εξαιρεθούν από την διαδικασία της εξαγωγής των 

ποσοτικοποιηµένων τιµών. Παρακάτω περιγράφονται αναλυτικά οι τρεις κατηγορίες από 

εικονοστοιχεία, στις οποίες θα τα διαχωρίσει η κατάτµηση, α) τα εικονοστοιχεία σήµατος, 

β) τα εικονοστοιχεία υποβάθρου και γ) τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων. Κατά την 

υλοποίηση της µεθοδολογίας υλοποιήθηκαν και προβλήµατα δύο κατηγοριών 

(εικονοστοιχεία σήµατος και εικονοστοιχεία υποβάθρου) µε σκοπό την ανάδειξη της 

χρησιµότητας της τρίτης κατηγορίας. 

 

Εικονοστοιχεία σήµατος: Τα εικονοστοιχεία σήµατος είναι τα εικονοστοιχεία που 

αντιπροσωπεύουν την ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης κάθε ανιχνευτή µε τα δείγµατα. 

Η µέση φωτεινότητα δηλαδή αυτών των εικονοστοιχείων είναι αυτή που κυρίως θα 

συνεισφέρει στις ποσοτικοποιηµένες τιµές που θα προκύψουν από την διαδικασία της 

εξαγωγής της έντασης για κάθε µια κηλίδα. Πρακτικά, τα εικονοστοιχεία σήµατος είναι τα 

εικονοστοιχεία που βρίσκονται µέσα στα όρια της κηλίδας. Το βασικό χαρακτηριστικό 

των εικονοστοιχείων αυτών είναι η υψηλή φωτεινότητα τους. Αυτό βέβαια συµβαίνει όταν 

ανήκουν σε κάποια κηλίδα όπου ο ανιχνευτής που της αντιστοιχεί έχει υβριδοποιηθεί µε 

τουλάχιστον ένα από τα δείγµατα. Αντίθετα τα εικονοστοιχεία σήµατος µιας µη-

υβριδοποιηµένης κηλίδας έχουν χαµηλή φωτεινότητα. Στις περισσότερες περιπτώσεις 

βέβαια, ακόµα και για κηλίδες µε µικρό βαθµό υβριδοποίησης, τα εικονοστοιχεία σήµατος 

έχουν υψηλότερη φωτεινότητα από το υπόβαθρο της εικόνας. Ένα άλλο χαρακτηριστικό 

που έχουν τα εικονοστοιχεία αυτά είναι η κοντινή απόσταση που έχουν από το κέντρο της 

κηλίδας ή του κελιού που αποµονώνει µια κηλίδα. 
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Εικονοστοιχεία υποβάθρου: Τα εικονοστοιχεία υποβάθρου είναι τα εικονοστοιχεία, τα 

οποία χαρακτηρίζουν τoν θόρυβο υποβάθρου της περιοχής γύρω από την κηλίδα. Ενώ θα 

αναµενόταν τα εικονοστοιχεία αυτά να έχουν µηδενική φωτεινότητα, αυτό δεν συµβαίνει. 

Φαινόµενα εκποµπής του ίδιου του υποστρώµατος αλλά και φαινόµενα ανάκλασης κατά 

την διάρκεια της σάρωσης αυξάνουν σε µικρό βαθµό την φωτεινότητα τους, 

δηµιουργώντας θόρυβο υποβάθρου στην εικόνα. Η µέση ή η διάµεσος τιµή των 

εικονοστοιχείων υποβάθρου αφαιρείται από την µέση τιµή των εικονοστοιχείων σήµατος 

µε σκοπό να προκύψουν οι διορθωµένες τιµές. Τα φαινόµενα της εκποµπής και της 

ανάκλασης από το υπόστρωµα µπορεί να συµβαίνουν τοπικά σε µια µικροσυστοιχία, 

γεγονός που σηµαίνει ότι δεν αρκεί να εντοπιστούν τα εικονοστοιχεία υποβάθρου από ένα 

σηµείο της εικόνας και αυτά να χρησιµοποιηθούν για την διόρθωση των τιµών όλων των 

κηλίδων. Πρέπει δηλαδή για κάθε µια κηλίδα να εντοπίζονται και τα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου µέσα στο κελί της. Τα εικονοστοιχεία υποβάθρου βρίσκονται έξω από τα όρια 

της κηλίδας, γεγονός που σηµαίνει ότι η απόσταση τους από το κέντρο του κελιού είναι εν 

γένει µεγαλύτερη από αυτήν των εικονοστοιχείων σήµατος.  

 

Εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων: Την τρίτη κλάση εικονοστοιχείων την εισάγαµε µε 

σκοπό να κατηγοριοποιήσουµε τα εικονοστοιχεία, οι φωτεινότητες των οποίων δεν θα 

πρέπει να συµπεριληφθούν στους υπολογισµούς των διορθωµένων τιµών και κατ’ 

επέκταση στους υπολογισµούς των λόγων µεταξύ των δύο καναλιών. Την ονοµάσαµε έτσι 

επειδή τα εικονοστοιχεία που συµπεριλαµβάνονται σε αυτήν είναι κυρίως εικονοστοιχεία 

από τεχνουργήµατα που υπάρχουν στην εικόνα. Τα τεχνουργήµατα αυτά µπορεί να 

προέρχονται είτε από µολύνσεις πάνω στην µικροσυστοιχία, είτε από γρατζουνιές στην 

επιφάνεια του υποστρώµατος, είτε από σταγόνες των φθοριζόντων δειγµάτων σε σηµεία 

εκτός των θέσεων των ανιχνευτών. Τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων είναι 

εικονοστοιχεία υψηλής φωτεινότητας τα οποία πιθανότατα θα συµπεριλαµβάνονταν στα 

εικονοστοιχεία σήµατος, αλλοιώνοντας έτσι τις ποσοτικοποιηµένες τιµές. Πέραν των 

εικονοστοιχείων των τεχνουργηµάτων η κατηγορία αυτή περιέχει και τα εικονοστοιχεία 

των σκοτεινών οπών που πολλές φορές βρίσκονται µέσα στις κηλίδες µε σχήµα ντόνατς 

(donut spots) [191]. Οι οπές αυτές δηµιουργούνται από ελλειπή και ανοµοιογενή 

υβριδοποίηση µεταξύ του ανιχνευτή και του δείγµατος. Τέλος η κατηγορία αυτή περιέχει 

εικονοστοιχεία από το περίγραµµα της κηλίδας. Τα τρία είδη εικονοστοιχείων που έχει 
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αυτή η κατηγορία συνήθως έχουν παρόµοιες φωτεινότητες και αυτός είναι ο λόγος που τα 

συµπεριλάβαµε σε µια ενιαία κατηγορία. Για παράδειγµα τα εικονοστοιχεία των 

σκοτεινών οπών και τα εικονοστοιχεία του περιγράµµατος της κηλίδας είναι χαµηλότερης 

φωτεινότητας από τα εικονοστοιχεία σήµατος, ωστόσο είναι επηρεασµένα από την 

φωτεινότητα του σήµατος που είναι πολύ κοντά τους και συνεπώς η φωτεινότητα τους 

είναι κατά πολύ υψηλότερη των εικονοστοιχείων υποβάθρου. Με απλά λόγια, µπορούµε 

να αναφέρουµε ότι η τρίτη κατηγορία αποτελεί µια δεξαµενή εικονοστοιχείων, τα οποία 

δεν πρέπει να συµπεριληφθούν στην διαδικασία της εξαγωγής των ποσοτικοποιηµένων 

τιµών, γεγονός που δεν συµβαίνει µε την χρήση δύο οµάδων. Στην περίπτωση των δύο 

οµάδων τα εικονοστοιχεία αυτά συµπεριλαµβάνονται κατά περίσταση είτε στα 

εικονοστοιχεία σήµατος, είτε στα εικονοστοιχεία υποβάθρου, αλλοιώνοντας της ποσότητες 

που εξάγονται.  

 

5.4.1.Κατάτµηση χωρίς επίβλεψη 

Οι κατάτµηση χωρίς επίβλεψη είναι βασισµένη σε τεχνικές οµαδοποίησης. Τα 

εικονοστοιχεία µε παρόµοια χαρακτηριστικά οµαδοποιούνται σε δύο οι τρεις οµάδες. Οι 

αλγόριθµοι που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι περισσότερο διαδεδοµένοι αλγόριθµοι για 

προβλήµατα οµαδοποίησης και έχουν χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για την κατάτµηση 

εικόνων µικροσυστοιχιών, αλγόριθµο Κ-µέσων (K-means) [152] και τον ασαφή αλγόριθµο 

Κ-µέσων (Fuzzy C means - FCM) [161]. Ωστόσο, η προτεινόµενη µέθοδος αφενός 

χρησιµοποιεί το καινοτόµο σύνολο χαρακτηριστικών, και αφετέρου εισάγει και την τρίτη 

οµάδα εικονοστοιχείων µε σκοπό να καταχωρηθούν εκεί όλα τα εικονοστοιχεία 

τεχνουργηµάτων. ∆ιάφορες παραλλαγές των δύο αλγορίθµων, του αριθµού των οµάδων, 

και του συνόλου των χαρακτηριστικών υλοποιήθηκαν. 

 

5.4.1.1.Οµαδοποίηση µε τον αλγόριθµο Κ-µέσων 

Η πρώτη προσέγγιση που υλοποιήθηκε είναι βασισµένη στον αλγόριθµο οµαδοποίησης K-

µέσων. Ο αλγόριθµος Κ-µέσων χρησιµοποιεί ένα κριτήριο τετραγωνικού σφάλµατος, το 

οποίο και υπολογίζεται για κάθε µια οµάδα. Το κριτήριο τετραγωνικού σφάλµατος για την 

οµαδοποίηση σε τρεις οµάδες δίνεται από της σχέση: 
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Σηµειώστε πως οι αρχικές τιµές για τα κεντροειδή ανατίθενται τυχαία. Η ανάθεση θα 

µπορούσε να γίνει είτε τυχαία είτε χρησιµοποιώντας τις τιµές των Κ πρώτων στοιχείων. Σε 

κάθε επανάληψη του αλγορίθµου κάθε εικονοστοιχείο ανατίθεται σε µια από τις οµάδες 

και στην συνέχεια τα κεντροειδή της κάθε οµάδας επαναπροσδιορίζονται 

συµπεριλαµβάνοντας και τα νέα εικονοστοιχεία που έχουν ανατεθεί σε αυτήν την 

επανάληψη. Τα βήµατα του αλγορίθµου κατά την διάρκεια µιας επανάληψης φαίνονται 

στο σχήµα 5.4.  

 

Ο αλγόριθµος συνήθως τελειώνει όταν ικανοποιείται ένα κριτήριο σύγκλισης. Το κριτήριο 

σύγκλισης θα µπορούσε να βασιστεί στο τετραγωνικό σφάλµα, αλλά αυτό δεν είναι 

απαραίτητο. Για παράδειγµα, ο αλγόριθµος θα µπορούσε να τερµατίζει όταν δεν υπάρχει 

κανένα εικονοστοιχείο (ή υπάρχουν ελάχιστα) που να ανατίθεται σε διαφορετικές οµάδες. 

Άλλες τεχνικές τερµατισµού απλά τερµατίζουν µετά από ένα συγκεκριµένο πλήθος 

επαναλήψεων. Μπορεί να προβλεφτεί ένας µέγιστος αριθµός επαναλήψεων που να 

εγγυάται τον τερµατισµό του αλγορίθµου ακόµα και αν δεν συγκλίνει.  
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Σχήµα 5.4: Τα βήµατα που εκτελεί επαναληπτικά ο αλγόριθµος Κ-µέσων 

 

5.4.2.Οµαδοποίηση µε τον Ασαφή αλγόριθµο Κ-µέσων 

Μερικές από τις µεθόδους για την κατάτµηση των µικροσυστοιχιών, αντί να 

χρησιµοποιήσουν τον αλγόριθµο Κ-µέσων, ο οποίος είναι ένας σαφής αλγόριθµος που 

αναθέτει εξ’ ολοκλήρου κάθε εικονοστοιχείο σε µία και µόνο οµάδα, χρησιµοποιούν τον 

ασαφή αλγόριθµο C-µέσων (Fuzzy C-means ή FCM). Ο ασαφής αλγόριθµος C-µέσων 

είναι µια τεχνική οµαδοποίησης κατά την οποία το σύνολο δεδοµένων (στην προκειµένη 

περίπτωση τα εικονοστοιχεία µέσα στο κελί της κηλίδας) οµαδοποιούνται σε οµάδες, όπου 

το κάθε εικονοστοιχείο ανήκει σε κάθε µια οµάδα µε ένα βαθµό συµµετοχής. Για να γίνει 

αυτό κατανοητό ας υποθέσουµε στο δικό µας πρόβληµα ότι ένα πολύ φωτεινό 

εικονοστοιχείο που είναι κοντά στο κέντρο του κελιού θα έχει µεγάλο βαθµό συµµετοχής 

στην οµάδα των εικονοστοιχείων σήµατος, ενώ µικρότερους βαθµούς συµµετοχής στις 

οµάδες υποβάθρου και τεχνουργηµάτων. 

 

Σε αντιστοιχία µε τον αλγόριθµο K-µέσων ο οποίος ελαχιστοποιεί το τετραγωνικό 

σφάλµα, έτσι και ο ασαφής αλγόριθµος C-µέσων είναι βασισµένος στην ελαχιστοποίηση 

µιας αντικειµενικής συνάρτησης όπως αυτή δίνεται από την σχέση: 
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όπου, ikx  είναι το διάνυσµα χαρακτηριστικών του ι-οστού εικονοστοιχείου, kM  είναι το 

κεντροειδές της κάθε οµάδας, iku  είναι ο βαθµός συµµετοχής του εικονοστοιχείο µε 

διάνυσµα χαρακτηριστικών ikx  για κάθε οµάδα, 
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 είναι η Ευκλείδεια απόσταση 

µεταξύ του διανύσµατος χαρακτηριστικών ikx  και του κεντροειδούς kM , kn  είναι ο 

αριθµός των εικονοστοιχείων που ανήκουν στην Κ-οστή οµάδα. Η παράµετρος γ  είναι το 

εκθετικό βάρος του iku , ο οποίος ελέγχει την ασάφεια της εξαγόµενης οµάδας. Σύµφωνα 

µε τα παραπάνω το κάθε εικονοστοιχείο αντιστοιχίζεται στην κατηγορία για την οποία έχει 

τον µεγαλύτερο βαθµό συµµετοχής. 

 

5.4.2.1.Αντιστοίχιση οµάδων µε κατηγορία 

Η οµαδοποίηση των εικονοστοιχείων δεν ολοκληρώνει την κατάτµηση των κηλίδων. Αυτό 

που επιτυγχάνει µέχρι στιγµής είναι η οµαδοποίηση των εικονοστοιχείων σε δύο ή τρεις 

οµάδες, χωρίς όµως να έχουν αντιστοιχηθεί αυτές οι οµάδες µε το υπόβαθρο, το σήµα ή τα 

τεχνουργήµατα στην εικόνα. Για να ολοκληρωθεί η κατάτµηση της εικόνας απαιτείται η 

αντιστοίχηση των παραγόµενων οµάδων εικονοστοιχείων µε τις κατηγορίες 

εικονοστοιχείων που υπάρχουν στην εικόνα. Η διαδικασία αυτή όπως εφαρµόζεται σε ήδη 

υπάρχουσες µεθόδους [154-155, 157], γίνεται µε την χρήση απλών κανόνων. 

Συγκεκριµένα εφαρµόζεται ο κανόνας της υψηλότερης µέσης φωτεινότητας της οµάδας. Η 

οµάδα δηλαδή η οποία έχει την υψηλότερη µέση φωτεινότητα χαρακτηρίζεται ως σήµα 

ενώ η οµάδα µε την χαµηλότερη µέση φωτεινότητα ως υπόβαθρο. Ο κανόνας αυτός 

παρουσιάζει σχεδόν απόλυτη ακρίβεια όταν οι µέθοδοι πραγµατοποιούν την κατάτµηση 

για δύο κατηγορίες εικονοστοιχείων. Είναι πολύ σπάνιο φαινόµενο τα εικονοστοιχεία του 

υποβάθρου να έχουν µεγαλύτερη µέση φωτεινότητα από αυτά του σήµατος. Ωστόσο, η 

χρήση της τρίτης οµάδας περιπλέκει αρκετά αυτήν την διαδικασία. Στο σχήµα 5.5 

φαίνονται τα αποτελέσµατα της εφαρµογής του κανόνα υψηλότερης φωτεινότητας για δύο 

ενδεικτικές κηλίδες κατά την οµαδοποίηση των εικονοστοιχείων της εικόνας σε τρεις 

οµάδες. Είναι αρκετές οι φορές όπου στην τρίτη οµάδα εµπεριέχεται ένα τεχνούργηµα 
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υψηλής φωτεινότητας, γεγονός το οποίο προσδίδει στην τρίτη οµάδα µέση τιµή 

φωτεινότητας µεγαλύτερη από εκείνη που έχει η οµάδα του σήµατος. Το αποτέλεσµα της 

κατάτµησης για µια τέτοια περίπτωση φαίνεται στο σχήµα 5.5β. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 5.5: Αποτέλεσµα της κατάτµησης που φανερώνει την αδυναµία του κανόνα υψηλότερης 

φωτεινότητας να αντιστοιχίσει σωστά τις παραγόµενες οµάδες µε τις κατηγορίες εικονοστοιχείων: α) 

αποτέλεσµα σωστής αντιστοίχισης, β) αποτέλεσµα λανθασµένης αντιστοίχισης. 

Όπως παρατηρείται στο σχήµα 5.5β το τεχνούργηµα το οποίο βρίσκεται στην κάτω-δεξιά 

περιοχή του κελίου, έχει υψηλότερη φωτεινότητα από τα εικονοστοιχεία της ίδιας της 

κηλίδας. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τα εικονοστοιχεία του τεχνουργήµατος και τα 

εικονοστοιχεία του περιγράµµατος της κηλίδας, που αποτελούν την οµάδα των 

τεχνουργηµάτων, να κατηγοριοποιούνται ως εικονοστοιχεία σήµατος, ενώ τα 

εικονοστοιχεία της κηλίδας, τα οποία έχουν την δεύτερη κατά σειρά µεγαλύτερη µέση 

φωτεινότητα από τις τρεις οµάδες κατηγοριοποιούνται ως εικονοστοιχεία τεχνουργήµατος. 

Η αδυναµία αυτή της διαδικασίας που είναι βασισµένη σε κανόνες σαφέστατα µπορεί να 

βελτιωθεί µε την προσθήκη νέων κανόνων. Ωστόσο αναδεικνύει το γεγονός ότι η 

οµαδοποίηση κατηγοριοποιεί έµµεσα το κάθε εικονοστοιχείο σε µια κατηγορία, µέσω της 

κατηγοριοποίησης της οµάδας στην οποία ανήκει. Το γεγονός αυτό έδωσε το έναυσµα για 

την υλοποίηση µιας διαφορετικής προσέγγισης για την κατάτµηση των εικόνων των 

µικροσυστοιχιών, στην οποία το κάθε εικονοστοιχείο θα ταξινοµείται απευθείας σε µία 

από τις κατηγορίες. 

 

α)

β)

α)

β)
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5.4.3.Κατάτµηση µε επίβλεψη 

Σε αυτό το εδάφιο περιγράφεται η προτεινόµενη µεθοδολογία για την κατάτµηση των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών µε επίβλεψη. Η πρωτοτυπία της µεθοδολογίας αυτής 

έγκειται στο γεγονός ότι είναι βασισµένη σε τεχνικές ταξινόµησης. Η βασική ιδέα είναι η 

ταξινόµηση όλων των εικονοστοιχείων της εικόνας σε δύο οι τρεις κατηγορίες, οι οποίες 

αντιπροσωπεύουν τα εικονοστοιχεία σήµατος, τα εικονοστοιχεία υποβάθρου και τα 

εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων στην εικόνα. ∆ιάφορες παραλλαγές δοκιµάστηκαν είτε σε 

επίπεδο των χαρακτηριστικών που θα τροφοδοτήσουν τους ταξινοµητές, είτε σε επίπεδο 

ταξινοµητών. Πιο συγκεκριµένα έχουν χρησιµοποιηθεί διαφορετικά σύνολα 

χαρακτηριστικών αλλά και γραµµικών συνδυασµών αυτών µε την χρήση της ανάλυσης 

κύριων συνιστωσών, ενώ κυρίως δύο διαφορετικοί ταξινοµητές, ο Μπεϋζιανός 

ταξινοµητής [192] αλλά και οι µηχανές διανυσµάτων υποστήριξης [193]. Η προτεινόµενη 

προσέγγιση αποδεικνύεται να είναι πολύ πιο αξιόπιστη από τις προσεγγίσεις, οι οποίες 

είναι βασισµένες σε τεχνικές οµαδοποίησης και οι οποίες έχουν επικρατήσει τα τελευταία 

χρόνια στην βιβλιογραφία. Αυτό συµβαίνει καθώς µε την χρήση ταξινοµητή κάθε 

εικονοστοιχείο της εικόνας άµεσα χαρακτηρίζεται σε ποια από τις κατηγορίες ανήκει. 

Αντίθετα όπως έχει ειπωθεί και ανωτέρω οι µέθοδοι κατάτµησης, οι οποίες είναι 

βασισµένες στις τεχνικές οµαδοποίησης, πρώτα οµαδοποιούν τα εικονοστοιχεία και την 

συνέχεια τα χαρακτηρίζουν έµµεσα χαρακτηρίζοντας την οµάδα την οποία ανήκουν, µε 

χρήση απλών κανόνων. Οι κανόνες πολλές φορές αποτυγχάνουν να χαρακτηρίσουν σωστά 

τις οµάδες πλήττοντας έτσι και την αξιοπιστία των µεθόδων. 

 

Ο µεγάλος αριθµός των εικονοστοιχείων τα οποία πρέπει να ταξινοµηθούν απαιτούν έναν 

γρήγορο και αξιόπιστο ταξινοµητή. Για τον λόγο αυτό ο πρώτος ταξινοµητής που 

δοκιµάστηκε για να αντιµετωπίσει το συγκεκριµένο πρόβληµα ήταν ο Μπεϋζιανός 

ταξινοµητής. Στην συνέχεια θέλοντας να αυξήσουµε την ακρίβεια της µεθόδου 

δοκιµάστηκαν πιο εξελιγµένοι ταξινοµητές όπως οι γραµµικές και µη γραµµικές Μηχανές 

∆ιανυσµάτων Υποστήριξης (Support Vector Machines - SVM). 
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5.4.3.1.Μπεϋζιανός Ταξινοµητής 

Η ιδέα του Μπεϋζιανού ταξινοµητή είναι ο προσδιορισµός της a posteriori πιθανότητας το 

εικονοστοιχείο να ανήκει σε µια κλάση. Αυτό γίνεται µε την βοήθεια του κανόνα του 

Μπέυζ, ο οποίος δίνεται από την παρακάτω σχέση: 

2

1

( | ) ( ) ( | ) ( )
( | ) ,

( )
( | ) ( )

i i i i
i

i i

i

p f w P w p f w P w
P w f

p f
p f w P w

=

= =

∑
 

(5.10) 

όπου, Df R∈  είναι το διάνυσµα χαρακτηριστικών, D είναι η διάσταση του διανύσµατος 

χαρακτηριστικών, : 1,2iw i =  είναι οι δύο κλάσεις, ( )iP w  είναι η a priori πιθανότητα ένα 

εικονοστοιχείο να ανήκει στην κλάση iw , ( | )iP w f  είναι η υπό συνθήκη a posteriori 

πιθανότητα ένα εικονοστοιχείο να ανήκει σε µια κλάση, ( )p f  είναι η πυκνότητα 

πιθανότητας όλων των εικονοστοιχείων, και ( | )ip f w είναι η υπό συνθήκη πυκνότητα 

πιθανότητας όλων των εικονοστοιχείων που ανήκουν στην κλάση iw . 

 

Το θεώρηµα µπορεί να εφαρµοστεί µε διάφορες συναρτήσεις πυκνότητας πιθανότητας, 

ωστόσο αυτό εξαρτάται από την φύση των δεδοµένων. Εµείς χρησιµοποιήσαµε µια 

Γκαουσιανή συνάρτηση πυκνότητας πιθανότητας η οποία δίνεται από την σχέση: 

11
( ) ( )

2
1/ 2/ 2

1
( ) ,

(2 )

T
i i if f

D

i

p f e
µ µ

π

−− − Σ −
=

Σ
 (5.11) 

όπου iµ  και iΣ  είναι το διάνυσµα µέσων τιµών και ο πίνακας συνµεταβλητότητας των 

χαρακτηριστικών για την κλάση iw  αντίστοιχα, όπου δίνονται από τους τύπους: 

111
,  ,

i

i i

f wi

f
N

µ µ
∈

= ∈ ℜ∑  (5.12) 

Και 
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11 111
, ,

i
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i i i i
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f f
N

µ µ ×

∈

Σ = − Σ ∈ℜ∑  (5.13) 

Όπου iN είναι των εικονοστοιχείων που ανήκουν στην κλάση iw . 

 

Κατά την φάση εκπαίδευσης προσδιορίζονται το διάνυσµα µέσων τιµών και ο πίνακας 

συνµεταβλητότητας για κάθε µια από της κλάσης. Κατά την φάση ελέγχου, δοθέντων του 

διανύσµατος µέσων τιµών, του πίνακα συνµεταβλητότητας και της Γκαουσιανής 

συνάρτησης πυκνότητας πιθανότητας προσδιορίζεται η εκ των υστέρων πιθανότητα κάθε 

εικονοστοιχείου να ανήκει σε καθεµία από τις κλάσεις, σύµφωνα µε την εξίσωση 5.10 . 

 

Ο Μπεϋζιανός ταξινοµητής είναι εύκολα υλοποιήσιµος και σε αντίθεση µε άλλους 

ταξινοµητές απαιτείται µόνο ένα πέρασµα των δεδοµένων εκπαίδευσης. Επίσης η 

ταξινόµηση κατά Μπέυζ µπορεί εύκολα να χειριστεί ελλειπή δεδοµένα απλά 

παραλείποντας την αντίστοιχη πιθανότητα όταν υπολογίζει τις πιθανοφάνειες του 

εικονοστοιχείου για κάθε κατηγορία. Από την άλλη πλευρά παρόλο που η προσέγγιση του 

Μπέυζ είναι αρκετά απλή στην χρήση της δεν δίνει πάντα ικανοποιητικά αποτελέσµατα. 

Αυτό συµβαίνει γενικά όταν τα χαρακτηριστικά δεν είναι ανεξάρτητα. Αυτός είναι και ο 

λόγος για τον οποίο εφαρµόστηκε η Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών.  

 

5.4.3.2.Μηχανές ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης  

Οι Μηχανές ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης (Support Vector Machines – SVM) είναι 

γραµµικές συναρτήσεις, στόχος των οποίων είναι η προσέγγιση ενός υπερεπιπέδου που 

διαχωρίζει ακριβέστερα τα δείγµατα σε δύο κατηγορίες (θεωρώντας ότι το πρόβληµα 

περιλαµβάνει δύο κατηγορίες), µεγιστοποιώντας το περιθώριο στο χώρο των 

χαρακτηριστικών. Οι Μηχανές ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης αναζητούν ένα υποσύνολο των 

εικονοστοιχείων, το οποίο δηµιουργεί τα όρια µεταξύ των δύο κατηγοριών (διανύσµατα 

υποστήριξης). Ας υποθέσουµε το σύνολο εκπαίδευσης για δύο κατηγορίες 

( ) ( ) ( ){ }* * *
1 2 21, , , , , ,i if c f c f c

ur uur ur

K , όπου τα { } 2
21, , , if f f ∈

ur uur ur

K �  είναι τα διανύσµατα 
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χαρακτηριστικών για κάθε εικονοστοιχείο, *
ic  είναι η κατηγορία στην οποία ανήκει το 

εικονοστοιχείο µε διάνυσµα χαρακτηριστικών if . και είναι είτε 0 (για το υπόβαθρο) είτε 1 

(για το σήµα). Το υπερεπίπεδο το οποίο χωρίζει τα διανύσµατα χαρακτηριστικών στον 

χώρο δίνεται από την σχέση: 

0,wx b− =
r

 (5.14) 

όπου το διάνυσµα w
r

είναι το κάθετο διάνυσµα στο υπερεπίπεδο, ενώ το b ορίζει την 

µετατόπιση του υπερεπιπέδου από την αρχή του διανύσµατος w
r

. 

 

Το σχήµα 5.6 παρουσιάζει ένα δισδιάστατο παράδειγµα κατά το οποίο οι µηχανές 

διανυσµάτων υποστήριξης επιλέγουν το υπερεπίπεδο (στον δισδιάστατο χώρο είναι µια 

γραµµή), το οποίο µεγιστοποιεί το περιθώριο µεταξύ των δύο κατηγοριών. 

 

Στο παράδειγµα φαίνεται ότι πολλές γραµµές ( 1 2 3, ,H H H ) µπορούν να χωρίσουν το 

σύνολο εκπαίδευσης, οι µηχανές διανυσµάτων υποστήριξης όµως επιλέγουν την γραµµή, η 

οποία µεγιστοποιεί το περιθώριο όπως φαίνεται στο διάγραµµα στα δεξιά του σχήµατος 

5.6. 

 

Σχήµα 5.6: Εύρεση του βέλτιστου υπερεπιπέδου για των διαχωρισµό των προτύπων από τις µηχανές 

διανυσµάτων υποστήριξης. Αριστερά φαίνονται τρία υπερεπίπεδα που χωρίζουν µπορούν να χωρίσουν τα 

πρότυπα, ενώ δεξιά φαίνεται το υπερεπίπεδο το οποίο µεγιστοποιεί το περιθώριο. 
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Για προβλήµατα που δεν είναι γραµµικά διαχωρίσιµα, µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

µέθοδοι πυρήνων που µετασχηµατίζουν ένα µη γραµµικό χώρο εισόδου σε ένα γραµµικό 

χώρο χαρακτηριστικών. Είναι δηλαδή ένας µη γραµµικός µετασχηµατισµός από το χώρο 

εκπαίδευσης των χαρακτηριστικών των εικονοστοιχείων, σε ένα χώρο χαρακτηριστικών 

µεγαλύτερης διάστασης κατασκευάζοντας το διαχωριστικό υπερεπίπεδο στον νέο χώρο. 

Κάποιοι γνωστοί πυρήνες είναι ο πολυωνυµικός πυρήνας, ο πυρήνας ακτινικών 

συναρτήσεων βάσης και ο σιγµοειδής πυρήνας. Για τον διαχωρισµό των εικονοστοιχείων 

χρησιµοποιήθηκε ο πυρήνας ακτινικών συναρτήσεων βάσης. 

 

Η δυική µορφή των µηχανών διανυσµάτων υποστήριξης αναδεικνύει ότι ο διαχωρισµός 

των προτύπων από το υπερεπίπεδο είναι συνάρτηση µόνο των διανυσµάτων υποστήριξης. 

Η δυική µορφή δίνεται από την σχέση: 

( ) ( ) [ ]
1 1 1

1
max , , 0, ,

2

m m m

a i i j i j ii j

i i j

W a a c c k f f a a a C
= = =

= − ∈∑ ∑∑
ur ur

 (5.15) 

1

0,
m

i i

i

c a
=

=∑  (5.16) 

Όπου m  είναι ο αριθµός των διανυσµάτων των χαρακτηριστικών if
ur

, C  είναι παράµετρος 

των µηχανών διανυσµάτων υποστήριξης, ενώ οι όροι ia  είναι η δυική αναπαράσταση του 

διανύσµατος των βαρών και οι οποίοι βελτιστοποιούνται κατά την διάρκεια της 

εκπαίδευσης. Τέλος ( ),i jkn f f
ur ur

 είναι η συνάρτηση του πυρήνα όπου στην περίπτωση 

είναι ο πυρήνας ακτινικών συναρτήσεων βάσης και δίνεται από την σχέση: 

( )
2

, .i jf f

i jkn f f e
γ− −

=
ur urur ur

 (5.17) 

Όπου γ  είναι και αυτή παράµετρος του πυρήνα. Το σχήµα 5.7 αναπαριστά ένα 

παράδειγµα µη γραµµικών διανυσµάτων υποστήριξης. 



 

 

 

160

 

Σχήµα 5.7: Παράδειγµα µη γραµµικών µηχανών διανυσµάτων υποστήριξης στον τρισδιάστατο χώρο. 

Η επιτυχία της ταξινόµησης µε τις µηχανές διανυσµάτων υποστήριξης εξαρτάται σε 

µεγάλο βαθµό από την βελτιστοποίηση των παραµέτρων C  και γ . Για τον λόγο αυτό 

εφαρµόσαµε την τεχνική της δικτυωτής αναζήτησης (Grid Search), για την 

βελτιστοποίηση των παραµέτρων. Πρακτικά η µέθοδος αυτή εξετάζει την ακρίβεια τις 

µεθόδου για όλα τα πιθανά ζεύγη των δύο παραµέτρων επιλέγοντας το ζεύγος για το οποίο 

η µέθοδος γίνεται πιο αξιόπιστη. Στο σχήµα 5.8 απεικονίζεται ένα παράδειγµα τις τεχνικής 

της δικτυωτής αναζήτησης. Από την εφαρµογή της, εξάχθηκε ότι για το πρόβληµα δύο 

κλάσεων (κατηγοριοποίηση των εικονοστοιχείων σε εικονοστοιχεία σήµατος και 

υποβάθρου) το βέλτιστο ζεύγος παραµέτρων C  και γ  είναι το (16,1), ενώ για το 

πρόβληµα τριών κλάσεων (εικονοστοιχεία σήµατος, υποβάθρου και τεχνουργηµάτων), το 

βέλτιστο ζεύγος είναι (16,2). 

 

Ο σχεδιασµός των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης αφορά προβλήµατα που έχουν 

δύο µόνο κατηγορίες, αλλά χρησιµοποιώντας τεχνικές όπως ένας-εναντίον-ενός και ένας-

εναντίον-όλων είναι δυνατή η εφαρµογή τους σε προβλήµατα µε περισσότερες κατηγορίες. 

Ένα άλλο µειονέκτηµα είναι η ευαισθησία σε µη ισορροπηµένες κατηγορίες, δηλαδή σε 

περιπτώσεις που ο αριθµός προτύπων κάθε κατηγορίας διαφέρει σηµαντικά 
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Σχήµα 5.8: Η τεχνική δικτυωτής αναζήτησης για την βελτιστοποίησης δύο παραµέτρων. Η διαβαθµίσεις στο 

χρώµα του διαγράµµατος αντιστοιχούν στην ακρίβεια της µεθόδου. Όσο πιο σκούρο είναι το χρώµα τόσο η 

µέθοδος παρουσιάζει µεγαλύτερη αξιοπιστία. Το ζεύγος που θα επιλέξει η µέθοδος για τις παραµέτρους θα 

είναι το ζεύγος το οποίο βρίσκεται στο πιο σκούρο σηµείο του διαγράµµατος. 

 

5.5.Σύνολα δεδοµένων 

Η συγκεκριµένη µεθοδολογία αξιολογήθηκε χρησιµοποιώντας δύο σύνολα δεδοµένων. 

Πιο συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν και πραγµατικές εικόνες από την βάση δεδοµένων 

µικροσυστοιχιών του Στάνφορντ [74] αλλά και προσοµοιωµένες εικόνες, οι οποίες 

δηµιουργήθηκαν από τον προσοµοίωση που πρότεινε ο Nykter και οι συνεργάτες [78]. Το 

πρόβληµα το οποίο αντιµετωπίστηκε όσον αφορά στην αξιολόγηση αυτής της 

µεθοδολογίας έγκειται στο γεγονός ότι οι µέθοδοι, οι οποίες είναι βασισµένες σε τεχνικές 

µε επίβλεψη απαιτούν την επισηµείωση των δειγµάτων. Στην προκειµένη περίπτωση 

δηλαδή απαιτείται η επισηµείωση για κάθε ένα από τα εικονοστοιχεία της εικόνας. Όπως 

έχει ήδη αναφερθεί και ανωτέρω οι εικόνες της βάσης δεδοµένων του Στάνφορντ είναι 

επισηµειωµένες µε την χρήση του προγράµµατος ScanAlyze, η επισηµείωση όµως αυτή 

δεν περιέχει πληροφορία για κάθε εικονοστοιχείο της εικόνας αλλά για κάθε µια κηλίδα. 

Για να εξάγουµε την απαιτούµενη πληροφορία για τις συγκεκριµένες εικόνες 

προσεγγίσαµε τον τρόπο µε τον οποίο λειτούργησε το συγκεκριµένο πρόγραµµα µε σκοπό 
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να εξάγει την επισηµείωση. Όπως αναφέρθηκε και στο κεφάλαιο της ανασκόπησης της 

βιβλιογραφίας το συγκεκριµένο πρόγραµµα ήταν από τα πρώτα που κυκλοφόρησαν για 

την ανάλυση των εικόνων και έκανε χρήση της µεθόδου σταθερού κύκλου. Γνωρίζοντας 

λοιπόν από το αρχείο της επισηµείωσης που µας παρέχει η βάση δεδοµένων του 

Στάνφορντ, το κέντρο που έχει εντοπίσει την κάθε κηλίδα αλλά και την ακτίνα του 

κύκλου, εξήγαµε τον χαρακτηρισµό του κάθε εικονοστοιχείου το οποίο θα µας έδινε το 

συγκεκριµένο πρόγραµµα. Όπως γίνεται αντιληπτό η βάση δεδοµένων δεν µας δίνει 

κανένα στοιχείο για τυχόντα τεχνουργήµατα στην εικόνα, και εποµένως δεν µπορούµε 

στην περίπτωση των πραγµατικών εικόνων να αξιολογήσουµε την µεθοδολογία µας για 

τρεις κατηγορίες εικονοστοιχείων. Αυτός είναι και ο βασικός λόγος, ο οποίος δίνει µεγάλη 

αξία στην χρησιµοποίηση προσοµοιωµένων εικόνων για την αξιολόγηση της 

συγκεκριµένης µεθοδολογίας. 

 

∆εδοµένου ότι ο προσοµοιωτής χρειάζεται µια σειρά δεδοµένων ως είσοδο για να παράξει 

τις εικόνες, και µε σκοπό οι εικόνες αυτές να προσεγγίζουν όσο το δυνατόν περισσότερο 

πραγµατικές εικόνες µικροσυστοιχιών, χρησιµοποιήθηκαν τα δεδοµένα του 

επισηµειωµένου αρχείο από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ ως είσοδο στον 

προσοµοιωτή. Συγκεκριµένα χρησιµοποιηθήκαν οι συντεταγµένες της κάθε κηλίδας στην 

εικόνα αλλά και η µέση φωτεινότητα τους. Καταυτόν τον τρόπο αλλά και 

παραλλάσσοντας τις διάφορες παραµέτρους του προσοµοιωτή δηµιουργήσαµε εικόνες 

καλής, κανονικής, και κακής ποιότητας. Η κλιµάκωση της ποιότητας των 

προσοµοιωµένων εικόνων συζητήθηκε στο 3ο κεφάλαιο. 

 

Ο προσοµοιωτής δεν έχει προβλεφθεί να συµπεριλαµβάνει στην έξοδο του πληροφορίες 

για κάθε ένα από τα εικονοστοιχεία της εικόνας. Αυτό επιτευχθεί µε συγκεκριµένες, 

στοχευµένες παρεµβάσεις/βελτιώσεις, οι οποίες έγιναν στον κώδικά του προσοµοιωτή, ο 

οποίος ήταν ανοιχτός στο ευρύ κοινό. Σκοπός των βελτιώσεων αυτών ήταν να εξάγεται 

ταυτόχρονά µε την δηµιουργία των εικόνων και µία εικόνα, ίδιου µεγέθους µε την 

παραγόµενη εικόνα, η οποία θα επισηµειώνει σε ποια κατηγορία ανήκει το κάθε 

εικονοστοιχείο της εικόνας. Η εικόνα αυτή ξεκινάει µε όλες τις τιµές µηδενικές και 

προσθέτει τιµές κατά την διάρκεια της προσοµοίωσης. Προσθέτει 1 εκεί όπου ο 
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προσοµοιωτής τοποθετεί κηλίδα και 2 όπου ο προσοµοιωτής τοποθετεί κάποιο 

τεχνούργηµα, ενώ όσα εικονοστοιχεία µένουν στην εικόνα αυτήν µε µηδενική τιµή θα 

είναι και τα εικονοστοιχεία που θα αντιπροσωπεύουν το υπόβαθρο της εικόνας. Πέραν των 

τεχνουργηµάτων στην ίδια κατηγορία τοποθετούνται και τα εικονοστοιχεία στο 

περίγραµµα της κάθε κηλίδας. Τα εικονοστοιχεία αυτά δεν πρέπει να συµπεριλαµβάνονται 

ως εικονοστοιχεία σήµατος γιατί µειώνουν την µέση τιµή φωτεινότητας της κηλίδας, αλλά 

ούτε και ως εικονοστοιχεία υποβάθρου γιατί αυξάνουν την διάµεσο τιµή του υποβάθρου. 

Σε κάθε µια από της δυο αυτές περιπτώσεις η διορθωµένες τιµές, οι οποίες θα εξαχθούν 

και θα αντιπροσωπεύουν την ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης, θα είναι επηρεασµένες 

από τα εικονοστοιχεία αυτά. 

 

5.6.Αποτελέσµατα 

Τα αποτελέσµατα της κατάτµησης θα παρουσιαστούν παρακάτω για κάθε προσέγγιση 

ξεχωριστά. Αριθµητικά και σχηµατικά αποτελέσµατα έχουν εξαχθεί ξεχωριστά για την 

κατάτµηση µε επίβλεψη και για την κατάτµηση χωρίς επίβλεψη. Τα αποτελέσµατα αυτά 

παρουσιάστηκαν σε διάφορες εργασίες στα πλαίσια της διατριβής [180,186-189]. Στο 

τελευταίο εδάφιο του κεφαλαίου θα δούµε µια αναλυτική συγκριτική µελέτη µεταξύ των 

δυο προσεγγίσεων. Σκοπός των αποτελεσµάτων είναι η διαλεύκανση της συνεισφοράς των 

καινοτόµων σηµείων που εισήγαγε η παρούσα διατριβή, όπως για παράδειγµα την 

εισαγωγή της τρίτης κατηγορίας εικονοστοιχείων, την εισαγωγή του καινοτόµου συνόλου 

των χαρακτηριστικών, αλλά και τέλος την χρήση τεχνικών ταξινόµησης για των 

διαχωρισµό των εικονοστοιχείων. 

5.6.1.Κατάτµηση χωρίς επίβλεψη 

Στην πρώτη φάση των αποτελεσµάτων µελετήθηκε η συµβολή της τρίτης οµάδας στο 

πρόβληµα, αλλά και η συνεισφορά των παραπάνω χαρακτηριστικών. Για τον λόγο αυτό 

υλοποιήθηκε η απλή προσέγγιση του αλγορίθµου Κ-µέσων µε δύο οµάδες. Στον αντίποδα 

χρησιµοποιήθηκε ο ασαφής αλγόριθµος C-µέσων θέτοντας τις οµάδες ίσες µε τρία. (C=3). 

Συγκεκριµένα υλοποιήθηκαν δύο µέθοδοι κατάτµησης βασισµένες στον αλγόριθµο Κ-

µέσων για να κατατάξουν τα εικονοστοιχεία σε δύο κατηγορίες (εικονοστοιχεία σήµατος 

και εικονοστοιχεία υποβάθρου). Η πρώτη [154-155] από αυτές χρησιµοποιεί µόνο τις 
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φωτεινότητες των δύο καναλιών ως χαρακτηριστικά των εικονοστοιχείων, ενώ η δεύτερη 

[156] χρησιµοποιεί εκτός από τις φωτεινότητες, τις συντεταγµένες του κάθε 

εικονοστοιχείου αλλά και την ευκλείδεια απόσταση τους από το κέντρο της κηλίδας. Η 

προτεινόµενη µέθοδος πρόσθεσε επίσης στα χαρακτηριστικά τις µέσες τιµές και τις 

τυπικές αποκλίσεις της 3Χ3 γειτονίας του εικονοστοιχείου, καθώς επίσης και τον 

συντελεστή συσχέτισης της 11X11 γειτονίας του εικονοστοιχείου µε το Γκαουσιανό 

πρότυπο. Στο σχήµα 5.9 φαίνονται τα αποτελέσµατα των τριών µεθόδων σε µία τυπική 

κηλίδα, σε µία κηλίδα µε τεχνούργηµα στο κελί της, και σε µία κηλίδα µε σκοτεινή οπή 

στο κέντρο της (donut spot). 

Τυπική

κηλίδα

Κηλίδα

«ντόνατ»

Κηλίδα µε

Τεχνούργηµα

Εικόνα
K-µέσων

2 χαρακτ.

2 κλάσεις

K-µέσων

5 χαρακτ.

2 κλάσεις

Ασαφής C-µέσων

11 χαράκτ

3 κλάσεις

 

Σχήµα 5.9: Τα αποτελέσµατα της κατάτµησης των τριών υλοποιηµένων µεθόδων για τρεις ενδεικτικές 

κηλίδες. 

Τα αποτελέσµατα των µεθόδων που υλοποιήθηκαν για δύο οµάδες εικονοστοιχείων (Κ=2) 

απεικονίζονται ως δυαδική εικόνα, όπου τα εικονοστοιχεία υποβάθρου είναι τα µαύρα 

εικονοστοιχεία ενώ τα εικονοστοιχεία σήµατος τα άσπρα. Στο αποτέλεσµα της µεθόδου µε 

τρείς οµάδες φαίνονται και περιοχές µε γκρι εικονοστοιχεία, οι οποίες αντιπροσωπεύουν 

τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων (τα εικονοστοιχεία δηλαδή της τρίτης κατηγορίας). 

Πρέπει να σηµειώσουµε ότι για την αξιολόγηση της κατάτµησης χωρίς επίβλεψη 

χρησιµοποιήθηκαν εικόνες από την βάση του Στάνφορντ. 
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Σχολιάζοντας το παραπάνω σχήµα καταδεικνύεται η σηµαντικότητα της χρήσης της τρίτης 

οµάδας. Ας παρατηρήσουµε τα αποτελέσµατα για την κάθε µια κηλίδα ξεχωριστά. Η 

τυπική κηλίδα παρουσιάζεται να έχει κατατµηθεί µε αρκετά µεγάλη ακρίβεια και από τις 

τρείς µεθόδους. Η µόνη διαφοροποίηση φαίνεται στα αποτελέσµατα της µεθόδου µε τρείς 

οµάδες, η οποία έχει κατατάξει τα εικονοστοιχεία του περιγράµµατος της κηλίδας στην 

τρίτη κατηγορία. Αυτό το γεγονός έχει νόηµα διότι υπάρχουν εικονοστοιχεία του 

περιγράµµατος που είναι χαµηλότερης φωτεινότητας από αυτά του σήµατος, και τα οποία 

οι άλλες δύο µέθοδοι έχουν συµπεριλάβει είτε στα εικονοστοιχεία σήµατος είτε στα 

εικονοστοιχεία υποβάθρου. Η µεγάλη διαφοροποίηση όµως που παρέχει η χρήση τρίτης 

οµάδας στις µεθόδους που είναι βασισµένες σε τεχνικές οµαδοποίησης φαίνεται στις άλλες 

δύο κηλίδες που χρησιµοποιήθηκαν. Η δεύτερη κηλίδα είναι µια κηλίδα µε σκοτεινή οπή 

στο κέντρο της, η οποία έχει προκύψει από ελλειπή και ανοµοιογενή υβριδοποίηση των 

δειγµάτων µε τον ανιχνευτή. Παρατηρούµε ότι η προσέγγιση που χρησιµοποίει ως 

χαρακτηριστικά µόνο τις φωτεινότητες των εικονοστοιχείων έχει εξαιρέσει τα 

εικονοστοιχεία της σκοτεινής οπής από τα εικονοστοιχεία σήµατος. Αυτό το γεγονός 

πράγµατι θα παράγει µια αρκετά ρεαλιστική τιµή για την µέση τιµή του σήµατος της 

κηλίδας. Ωστόσο τα εικονοστοιχεία της σκοτεινής οπής έχουν κατατµηθεί ως 

εικονοστοιχεία υποβάθρου, γεγονός που θα προκαλέσει αύξηση της διαµέσου τιµής του 

υποβάθρου κατά την εξαγωγή των ποσοτικοποιηµένων τιµών. Αντίθετα, η προσέγγιση που 

χρησιµοποιεί και γεωµετρικά χαρακτηριστικά, κατατάσσει τα εικονοστοιχεία της 

σκοτεινής οπής στα εικονοστοιχεία σήµατος. Σε αυτήν την περίπτωση η µέση τιµή των 

εικονοστοιχείων σήµατος θα είναι ελαφρώς αυξηµένη σε σχέση µε την πραγµατική. Είναι 

ξεκάθαρο από το σχήµα ότι η χρήση της τρίτης οµάδας έχει εξαιρέσει τα εικονοστοιχεία 

της σκοτεινής οπής και από τις δύο οµάδες από τις οποίες θα υπολογιστούν οι διορθωµένες 

τιµές της έντασης. Τέλος, παρόµοιο φαινόµενο παρατηρείται για τα εικονοστοιχεία των 

δύο τεχνουργηµάτων στην τρίτη ενδεικτική κηλίδα που χρησιµοποιήσαµε. Τα 

εικονοστοιχεία των τεχνουργηµάτων κατατάσσονται µε µεγάλη ακρίβεια στην τρίτη 

οµάδα, σε αντίθεση µε τις προσεγγίσεις που χρησιµοποιούν δύο οµάδες, οι οποίες τα 

συµπεριλαµβάνουν είτε στα εικονοστοιχεία υποβάθρου είτε στα εικονοστοιχεία σήµατος. 
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Σχήµα 5.10: Τα διαγράµµατα διασποράς και τα διαγράµµατα Μ-Α των τριών µεθόδων βασισµένων σε 

τεχνικές οµαδοποίησης  α) ∆ιάγραµµα διασποράς του Κ-µέσων µε 2 χαρακτηρίστηκα και K=2,  β) 

∆ιάγραµµα Μ-Α του Κ-µέσων µε 2 χαρακτηρίστηκα και K=2 γ) ∆ιάγραµµα διασποράς του Κ-µέσων µε 7 

χαρακτηρίστηκα και K=2, δ) ∆ιάγραµµα Μ-Α του Κ-µέσων µε 7 χαρακτηρίστηκα και K=2, ε) ∆ιάγραµµα 

διασποράς του ασαφούς C-µέσων µε 11 χαρακτηρίστηκα και C=3, στ) ∆ιάγραµµα Μ-Α του ασαφούς C-

µέσων µε 11 χαρακτηρίστηκα και C=3. 

Στο σχήµα 5.10 φαίνονται τα διαγράµµατα διασποράς (scatter plots) και τα διαγράµµατα 

M-A (M-A plots) των τριών προσεγγίσεων. Το διάγραµµα διασποράς είναι το διάγραµµα 

των λογαριθµικών διορθωµένων τιµών για το κόκκινο κανάλι, έναντι στις λογαριθµικές 
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διορθωµένες τιµές του πράσινου καναλιού για κάθε µία από της κηλίδες της εικόνας. Το 

διάγραµµα Μ-Α είναι το διάγραµµα που στον κατακόρυφο άξονα έχει την τιµή Μ ενώ στον 

οριζόντιο την τιµή Α της κάθε κηλίδας, όπως αυτές ορίστηκαν από της σχέσεις 3.11 και 

3.12. Και τα δύο αυτά διαγράµµατα παρέχουν µια γενική επισκόπηση του βιολογικού 

πειράµατος.  

 

Από την φύση του το πείραµα των µικροσυστοιχιών σκοπεύει στον εντοπισµό ανιχνευτών, 

οι οποίοι έχουν διαφορετική συµπεριφορά κατά την υβριδοποίηση των δύο δειγµάτων µε 

αυτούς. Το πιθανότερο σε ένα πείραµα µικροσυστοιχιών είναι τα δύο δείγµατα να έχουν 

παρόµοιες υβριδοποιήσεις µε τους ανιχνευτές, δηλαδή παρόµοιες ποσοτικοποιηµένες τιµές 

και για τα δύο κανάλια της εικόνας. Οι ανιχνευτές εκείνοι που αποκλίνουν από αυτήν την 

συµπεριφορά, είναι οι ανιχνευτές ενδιαφέροντος, εφόσον η αλληλουχία τους ενώ 

βρίσκεται στον ένα από τα δείγµατα δεν βρίσκεται στο άλλο. Είναι προφανές για 

παράδειγµα το ενδιαφέρον που θα παρουσιάζει ένα γονίδιο στις µικροσυστοιχίες cDNA 

εάν αυτό παρουσιάζει µεγάλο επίπεδο έκφρασης σε ένα καρκινικό δείγµα, ενώ ταυτόχρονα 

παρουσιάζει µικρό επίπεδο έκφρασης στο αντίστοιχο κανονικό δείγµα. Σύµφωνα µε τα 

παραπάνω αναµένεται η πλειοψηφία των ποσοτικοποιηµένων τιµών να είναι παρόµοια στα 

δύο κανάλια της εικόνας για την ίδια κηλίδα. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τα σηµεία στο 

διάγραµµα διασποράς να συνωστίζονται στην διαγώνιο, ενώ στο διάγραµµα Μ-Α 

αναµένεται να συνωστίζονται στον οριζόντιο άξονα. Τα σηµεία τα οποία δεν ακολουθούν 

τις παραπάνω συµπεριφορές, είναι αυτά τα οποία προέρχονται από ανιχνευτές που 

παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για το εκάστοτε βιολογικό πρόβληµα. Όσον αφορά 

στην απόδοση των µεθόδων που υλοποιήθηκαν, τα δύο αυτά διάγραµµα µπορούν να 

δώσουν ένα ποιοτικό συµπέρασµα για την ακρίβεια τους. Όσο µεγαλύτερη είναι η 

διασπορά των σηµείων στα διαγράµµατα αυτά, τόσο αναδεικνύεται ότι η µέθοδος δεν 

υπολογίζει σωστά τις τιµές για την κάθε κηλίδα. Στο σχήµα 5.10 παρατηρούµε ότι οι 

µέθοδος που χρησιµοποίει δύο οµάδες και µόνο τις φωτεινότητες των εικονοστοιχείων για 

χαρακτηριστικά, παρουσιάζει µεγάλη διασπορά των σηµείων και στο διάγραµµα 

διασποράς και στο διάγραµµα Μ-Α. Τα σηµεία στα διαγράµµατα για τις άλλες δύο 

µεθόδους είναι σαφώς πιο συγκεντρωµένα στην διαγώνιο του διαγράµµατος διασποράς και 

στον οριζόντιο άξονα του διαγράµµατος Μ-Α.  
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Με σκοπό να λάβουµε αριθµητικά αποτελέσµατα για να αξιολογήσουµε τις µεθόδους, 

υπολογίστηκε ο λόγος RAT (Εξ. 3.13) µεταξύ των διορθωµένων τιµών για το κόκκινο και 

το πράσινο κανάλι. Για κάθε µια κηλίδα της εικόνας ο λόγος RAT δίνεται από την 

επισηµείωση της βάσης δεδοµένων του Στάνφορντ. Έτσι δίνεται η δυνατότητα της 

σύγκρισης των επισηµειωµένων τιµών του λόγου RAT, µε τις τιµές του λόγου που 

υπολογίστηκαν από τις τρεις προσεγγίσεις. Ένα καλό µέτρο για την σύγκριση είναι το 

τετραγωνικό σφάλµα (Square Error - SE) των τιµών του λόγου RAT µεταξύ της 

επισηµείωσης, και των προσεγγίσεων που υλοποιήθηκαν. Το µέσο τετραγωνικό σφάλµα 

δίνεται από την σχέση: 

( ) ( )( )2
* ˆ ,SE RAT k RAT k= −  (5.18) 

( )*RAT k  είναι ο λόγος RAT της επισηµείωσης για την k-οστή κηλίδα και ( )ˆRAT k  είναι ο 

λόγος RAT που έχει προσδιορίσει η εκάστοτε µέθοδος για την k-οστή κηλίδα της εικόνας. 

 

Για πολλές κηλίδες της εικόνας το τετραγωνικό σφάλµα υπολογίζεται αρκετά υψηλό. 

Αυτό συµβαίνει κυρίως σε κηλίδες που αντιστοιχούν σε ανιχνευτές που δεν έχουν 

υβριδοποιηθεί µε τα δείγµατα. Χρήσιµα συµπεράσµατα µπορούν να εξαχθούν 

δηµιουργώντας το διάγραµµα του αριθµού των σωστά κατατµηµένων κηλίδων για 

διάφορες τιµές του τετραγωνικού σφάλµατος. Σωστά κατατµηµένες κηλίδες για κάθε τιµή 

του τετραγωνικού σφάλµατος, θεωρούµε τις κηλίδες για τις οποίες το τετραγωνικό 

σφάλµα είναι µικρότερο της τιµής αυτής. Στο σχήµα 5.11 φαίνονται οι καµπύλες, για κάθε 

µία από τις προσεγγίσεις που υλοποιήσαµε, του αριθµού των κηλίδων που έχουν 

κατατµηθεί σωστά συναρτήσει των διαφόρων τιµών του τετραγωνικού σφάλµατος. Για 

παράδειγµα, αν θεωρήσουµε τετραγωνικό σφάλµα µικρότερο του δύο (SE<2) τότε 

παρατηρείται ότι ο αλγόριθµος Κ-µέσων, µε χαρακτηριστικά µόνο τις φωτεινότητες, 

υπολογίζει σωστά τους λόγους RAT από περίπου 28000 κηλίδες, ενώ οι άλλες δύο 

υλοποιήσεις προσδιορίζουν σωστά τους λόγους 33000 κηλίδων.  
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Σχήµα 5.11: Αριθµός σωστά κατατµηµένες κηλίδες για κάθε τιµή των τετραγωνικών σφαλµάτων του λόγου 

RAT. 

Στο σχήµα 5.11 παρατηρούµε ότι η πράσινη καµπύλη η οποία αντιστοιχεί στον ασαφή 

αλγόριθµο C-µέσων µε τις τρεις οµάδες, υπερτερεί της µπλε καµπύλης που αντιστοιχεί 

στον αλγόριθµό Κ-µέσων για δύο οµάδες. Ωστόσο ή διαφορά των δύο υλοποιήσεων δεν 

είναι πολύ µεγάλη. Για κάποιες τιµές του τετραγωνικού σφάλµατος φτάνει περίπου στις 

500 περισσότερες σωστά κατατµηµένες κηλίδες. Είναι σηµαντικό να αναφέρουµε βέβαια 

ότι ο τρόπος µε τον οποίο έχουν επισηµειωθεί οι εικόνες της βάσης του Στάνφορντ (µε την 

χρήση του προγράµµατος ScanAlyze) προσεγγίζεται πιο καλά από την χρήση δύο οµάδων 

και αυτό έχει αντίκτυπο στα αποτελέσµατα. Όπου υπάρχουν σκοτεινές οπές η 

επισηµείωση έχει συµπεριλάβει τα εικονοστοιχεία τους ως εικονοστοιχεία σήµατος, ενώ 

τα εικονοστοιχεία από τεχνουργήµατα έχουν συµπεριληφθεί πάντα στα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου. Αυτό σηµαίνει ότι µια προσέγγιση δύο οµάδων συµφωνεί περισσότερο µε την 

επισηµείωση των συγκεκριµένων εικόνων. Παρά το γεγονός αυτό όµως ο ασαφής 

αλγόριθµος C-µέσων µε ολόκληρο το σύνολο των χαρακτηριστικών παρουσιάζει 

καλύτερα αποτελέσµατα από τις άλλες δύο προσεγγίσεις. 



 

 

 

170

Στο τελευταίο εδάφιο του κεφαλαίου παρουσιάζονται αποτελέσµατα της ακρίβειας για τις 

παραπάνω προσεγγίσεις σε επίπεδο εικονοστοιχείου, µε σκοπό να συγκριθούν µε τις 

προσεγγίσεις που υλοποιήθηκαν µε κατάτµηση µε επίβλεψη. 

 

5.6.2.Κατάτµηση µε επίβλεψη  

Η υλοποίηση της κατάτµησης µε επίβλεψη ανέδειξε και την αναγκαιότητα για 

αποτελέσµατα σε επίπεδο εικονοστοιχείου για την αξιολόγηση των µεθόδων. Όπως 

αναφέρθηκε στο εδάφιο 5.5, µε κατάλληλες παρεµβάσεις εξάγαµε την επισηµείωση σε 

επίπεδο εικονοστοιχείων για το σύνολο των εικόνων από την βάση δεδοµένων του 

Στάνφορντ, αλλά και για τις εικόνες που προέκυψαν από την προσοµοίωση. Έτσι στάθηκε 

δυνατός ο υπολογισµός της ακρίβεια των µεθόδων σε επίπεδο εικονοστοιχείων. Η 

ακρίβεια αυτή εκφράζει το ποσοστό επιτυχίας του χαρακτηρισµού των εικονοστοιχείων 

σύµφωνα µε τον χαρακτηρισµό της επισηµείωσης. Παρακάτω θα παρουσιαστούν τα 

αποτελέσµατα της κατάτµησης µε επίβλεψη, αρχικά για τις πραγµατικές εικόνες από την 

βάση δεδοµένων του Στάνφορντ, για τις οποίες η επισηµείωση χαρακτηρίζει τα 

εικονοστοιχεία σε δύο κατηγορίες. Εν συνεχεία θα παρουσιαστούν τα αποτελέσµατα για 

τις προσοµοιωµένες εικόνες για τις οποίες υπάρχει στην επισηµείωση και ο 

χαρακτηρισµός για τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων. 

 

5.6.2.1.Πραγµατικές εικόνες 

Στο σχήµα 5.12 φαίνεται το αποτέλεσµα της εφαρµογής της κατάτµησης µε επίβλεψη για 

τρεις κηλίδες της εικόνας. Συγκεκριµένα το αποτέλεσµα αυτό προέκυψε από την 

εφαρµογή των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης, όπως αυτά παρουσιάστηκαν στην 

εργασία των Giannakeas et al. (2010) [189]. Στο σχήµα αυτό έχουν επιλεγεί µια κηλίδα 

πολύ υψηλής φωτεινότητας, µια κηλίδα µε κανονικά επίπεδα φωτεινότητας και µια κηλίδα 

χαµηλής φωτεινότητας. 
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Περιγραφή Κόκκινο 

Κανάλι 

Πράσινο 

Κανάλι 
Επισηµείωση Αποτέλεσµα 

Υβριδοποιηµένη  

κηλίδα 

    

Κηλίδα χαµηλής 

Φωτεινότητας 

    

Κηλίδα υψηλής 

Φωτεινότητας 

    

Σχήµα 5.12: Οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων της κατάτµησης µε επίβλεψη. 

Για να αξιολογήσουµε την µέθοδο για το πρόβληµα δύο κλάσεων των πραγµατικών 

εικόνων ορίσαµε την ευαισθησία (Se), την εξειδίκευση (Sp) και την ακρίβεια (Acc) ως 

εξής: 

#
,

#

of correctly identified background pixels
Se

total of background pixels
=  (5.19) 

#
,

#

of correctly identified signal pixels
Sp

total of signal pixels
=  (5.20) 

#
.

#

of correctly identified pixels
Acc

total of pixels
=  (5.21) 

 

Στον πίνακα 5.2 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ευαισθησίας, της εξειδίκευσης και 

της ακρίβειας για τις πραγµατικές εικόνες από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ, µε 

χρήση του Μπεϋζιανού ταξινοµητή και των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης. 
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Πίνακας 5.2: Τα αποτελέσµατα της ευαισθησίας, της εξειδίκευσης και της ακρίβειας για τις πραγµατικές 

εικόνες µε χρήση του Μπεϋζιανού ταξινοµητή και των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης. 

Ταξινοµητής 
Sp 

(%) 

Se 

(%) 

Acc 

(%) 

Bayes 83.25 89.19 86.22 

SVM 96.62 98.59 97.59 

 

Όπως φαίνεται στον πίνακα 5.2 η κατάτµηση µε επίβλεψη παρουσιάζει υψηλά ποσοστά 

ακρίβειας. Συγκεκριµένα η ακρίβεια της µεθόδου µε χρήση Μπεϋζιανού ταξινοµητή 

υπολογίζεται σε 86.22% ενώ µε χρήση Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης ξεπερνά το 

97%. Το γεγονός ότι οι Μηχανές ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης είναι ένας πιο εξελιγµένος 

αλγόριθµος σε σχέση µε τον απλό Μπεϋζιανό ταξινοµητή δικαιολογεί µια τέτοια διαφορά. 

Μια καλύτερη εικόνα της αξιοπιστίας της κατάτµησης µε επίβλεψη θα διαφανεί 

συγκρίνοντας την προσέγγιση αυτή µε προσεγγίσεις οι οποίες στηρίζονται σε τεχνικές 

οµαδοποίησης, όπως θα δούµε αργότερα. 

 

5.6.2.2.Προσοµοιωµένες εικόνες 

Με παρόµοιο τρόπο µε αυτόν που παρουσιάστηκαν τα αποτελέσµατα της κατάτµησης µε 

επίβλεψη για τις πραγµατικές εικόνες από την βάση δεδοµένων του Στάνφορντ, για την 

οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων επιλέχθηκαν τρεις ενδεικτικές κηλίδες από κάθε 

προσοµοιωµένο σύνολο εικόνων (καλές, κανονικές και κακές εικόνες). Τα αποτελέσµατα 

αυτά προέκυψαν µε την χρήση Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης. Στο σχήµα 5.13 

απεικονίζονται σε κάθε στήλη το κόκκινο κανάλι, το πράσινο κανάλι, η εικόνα 

επισηµείωσης, και το αποτέλεσµα της κατάτµησης µε επίβλεψη αντιστοίχως. Στις εικόνες 

της επισηµείωσης και στις εικόνες του αποτελέσµατος τα εικονοστοιχεία σήµατος 

επισηµαίνονται µε λευκό χρώµα, τα εικονοστοιχεία υποβάθρου µε µαύρο ενώ τα 

εικονοστοιχεία της τρίτης κατηγορίας των τεχνουργηµάτων µε γκρι χρώµα. 
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Κόκκινο 

Κανάλι 

Πράσινο 

Κανάλι 
Επισηµ. Αποτέλ. 

Καλές 

Εικόνες 

Υβριδοποιηµένη 

Κηλίδα 
    

Κηλίδα χαµηλής  

Φωτεινότητας 
    

Κηλίδα υψηλής 
φωτεινότητας  

    

Κανονικές 

Εικόνες 

Κηλίδα χαµηλής  

Φωτεινότητας 
    

Κηλίδα υψηλής 
φωτεινότητας  

    

Κηλίδα µε οπή 

(donut) 
    

Κακές 

Εικόνες 

Κηλίδα µε 
θόρυβο 

υποβάθρου     

Κηλίδα µε 
τεχνούργηµα 

    

Κηλίδα χαµηλής  

φωτεινότητας µε 

τεχνούργηµα     

Σχήµα 5.13: Οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων της κατάτµησης µε επίβλεψη. 
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Όπως φαίνεται στο σχήµα 5.13, η µέθοδος εντοπίζει µε ακρίβεια τις κηλίδες υψηλής 

φωτεινότητας. Στον αντίποδα υπάρχουν περιπτώσεις όπου η κηλίδα δεν είναι ξεκάθαρη 

στην εικόνα µε αποτέλεσµα η µέθοδος να δυσκολεύεται να χαρακτηρίσει σωστά τα 

εικονοστοιχεία. Τέτοιες περιπτώσεις συµβαίνουν όταν η κηλίδα είναι χαµηλής 

φωτεινότητας και υπάρχει θόρυβος, είτε υπό την µορφή θορύβου υποβάθρου, είτε υπό την 

µορφή τεχνουργηµάτων. Όπως φαίνεται στο σχήµα 5.13 σε κάποιες από τις περιπτώσεις 

έχουν χαρακτηριστεί λάθος τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων. Ωστόσο, τα 

εικονοστοιχεία αυτά δεν θα συµπεριληφθούν στην ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης της 

κάθε κηλίδας και αυτό είναι και το νόηµα της εισαγωγής αυτής της κατηγορίας. Τα 

εικονοστοιχεία τα οποία είναι αµφισβητήσιµο αν πρέπει να συµµετέχουν στην 

ποσοτικοποίηση ως εικονοστοιχεία σήµατος ή υποβάθρου δεν πρέπει να λαµβάνονται 

υπόψη. 

 

Σε αντιστοιχία µε το πρόβληµα των δύο κλάσεων για να εξαχθούν αριθµητικά 

αποτελέσµατα για την αξιοπιστία της µεθόδου, ορίσαµε την ακρίβεια µέσω του πίνακα 

σύγχυσης (Confusion Matrix). Όσο ο αλγόριθµος χαρακτηρίζει τα εικονοστοιχεία ο 

πίνακας σύγχυσης υπολογίζεται από την σχέση: 

�( ) �( )* *, , 1,i i i iCM c c CM c c= +  (5.22) 

όπου �ic  είναι η πραγµατική κλάση που ανήκει το εικονοστοιχείο, και *
ic  η κλάση στην 

οποία το κατατάσσει η µέθοδος. Η ακρίβεια της µεθόδου δίνεται από τον τύπο: 

( )
.

#

trace CM
Acc

of all pixels
=  (5.22) 

 

Στον πίνακα 5.3 παρουσιάζονται οι τιµές της ακρίβειας της µεθόδου για το πρόβληµα 

τριών κλάσεων των προσοµοιωµένων εικόνων. 
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Πίνακας 5.3: Ακρίβεια της µεθόδου για το πρόβληµα τριών κλάσεων των προσοµοιωµένων εικόνων. 

 
Σύνολο  

Εκπαίδευσης 

Σύνολο 

Ελέγχου 

Dataset 

Good Normal Bad 

Bayes 50 spots 
14450 pixels 

300 spots 
86700 pixels 

95.52 71.24 55.18 
SVM 96.03 93.24 71.35 

 

Όπως φαίνεται στο σχήµα η εφαρµογή των Μηχανών ∆ιανυσµάτων Υποστήριξης 

παρουσιάζει ακρίβεια µεγαλύτερη από 93% για τις καλές και τις κανονικές εικόνες. 

Αντίθετα η ακρίβεια πέφτει στο 71% για τις κακές προσοµοιωµένες εικόνες οι οποίες είναι 

έχουν πολύ θόρυβο. Στον πίνακα 5.3 φαίνεται επίσης η αξιοπιστία των Μηχανών 

∆ιανυσµάτων Υποστηρίξεις σε σχέση µε τον Μπεϋζιανό ταξινοµητή. Ο Μπεϋζιανός 

ταξινοµητής φαίνεται να παρουσιάζει παραπλήσια ακρίβεια µε της Μηχανές ∆ιανυσµάτων 

Υποστήριξης για τις καλές εικόνες, όσο όµως πέφτει η ποιότητα των εικόνων αδυνατεί να 

ανταποκριθεί. 

 

5.7.Συµπεράσµατα 

Στο κεφάλαιο αυτό αναπτύχθηκε η µεθοδολογία για την κατάτµηση εικόνων 

µικροσυστοιχιών. Η κατάτµηση ξεκινά µε την εξαγωγή των χαρακτηριστικών για κάθε 

εικονοστοιχείο του κελιού µιας κηλίδας. Η µέθοδος προτείνει ένα καινοτόµο διάνυσµα 

χαρακτηριστικών, το οποίο στοχεύει στον καλύτερο διαχωρισµό των εικονοστοιχείων 

σήµατος και υποβάθρου αλλά και στον εντοπισµό των εικονοστοιχείων τεχνουργηµάτων. 

Την κατηγορία αυτήν των τεχνουργηµάτων την εισάγαµε στο πρόβληµα µε σκοπό να 

καταχωρηθούν σε αυτή τα εικονοστοιχεία τα οποία πρέπει να εξαιρεθούν από την 

διαδικασία της ποσοτικοποίησης. ∆εδοµένου ότι κάποια από τα χαρακτηριστικά δεν είναι 

ανεξάρτητα µεταξύ τους, εφαρµόζεται η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών, για την µείωση 

της διάστασης του διανύσµατος χαρακτηριστικών και την εξαγωγή ανεξάρτητων 

γραµµικών συνδυασµών τους. Για των διαχωρισµό των εικονοστοιχείων της εικόνας 

εφαρµόστηκαν δύο ειδών µέθοδοι βασισµένες σε τεχνικές µηχανικής µάθησης. Ο 

αλγόριθµος Κ-µέσων και ο ασαφής αλγόριθµος C-µέσων χρησιµοποιήθηκαν για την 

προσέγγιση που είναι βασισµένη σε τεχνικές οµαδοποίησης, ενώ ο Μπεϋζιανός 

ταξινοµητής και ο ταξινοµητής µηχανών διανυσµάτων υποστήριξης εφαρµόστηκαν για 

την προσέγγιση µε επίβλεψη που είναι βασισµένη σε τεχνικές ταξινόµησης. Είναι η πρώτη 
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φορά που εφαρµόζονται τεχνικές ταξινόµησης στο πεδίο της κατάτµησης των 

µικροσυστοιχιών. 

Πίνακας 5.4: Συγκριτικά αποτελέσµατα µεθόδων χωρίς επίβλεψη και µεθόδων µε επίβλεψη. 

Εργασία Αλγόριθµος Χαρακτηριστικά 

Σύνολο δεδοµένων 

(Acc %) 

Πραγ. 

 

Προσ. 

Good 

Προσ. 

Norm

al 

Προσ. 

Bad 

Bozinov et al.  

[154] 
K-means ( ),RI i j , ( ),GI i j  61.9 64.9 61.6 44.6 

Ergüt et al. 

[155] 
FCM ( ),RI i j , ( ),GI i j  62.4 65.0 61.5 43.6 

Wu et al. 

[156] 
K-means 

( ),RI i j , ( ),GI i j , 

i , j ,
EuclD  70.3 64.7 63.4 44.8 

-. K-means 

( ),RI i j , ( ),GI i j , 
Window

R
I , Window

G
I ,

Rσ ,
Gσ , i , j

,
EuclD , Χαρακτηριστικά 

σχήµατος 

69.1 73.0 67.3 50.5 

Giannakeas et 

al., 2009 

[180] 
FCM 

( ),RI i j , ( ),GI i j , 
Window

R
I , Window

G
I ,

Rσ ,
Gσ , i , j

,
EuclD , Χαρακτηριστικά 

σχήµατος 

69.4 78.4 67.8 49.0 

- K-means Όλα τα χαρακτηριστικά 70.5 73.5 70.1 50.9 

- FCM Όλα τα χαρακτηριστικά 71.7 78.3 69.7 49.4 

Giannakeas et 

al. 2007 

[87] 
Bayes Όλα τα χαρακτηριστικά 86.2 95.5 71.2 55.2 

Giannakeas et 

al. 2010 

[188] 

SVM Όλα τα χαρακτηριστικά 97.6 96.0 93.2 71.3 

 

Στο παρόν εδάφιο επιχειρείται µια άµεση σύγκριση των δύο προσεγγίσεων, υλοποιώντας 

παραλλαγές των δύο προσεγγίσεων, οι οποίες έχουν παρουσιαστεί στο παρελθόν. Η 

σύγκριση αυτή αναδεικνύει τα πλεονεκτήµατα των προσεγγίσεων µε επίβλεψη έναντι των 

προσεγγίσεων χωρίς επίβλεψη. Συγκεκριµένα, για να συγκρίνουµε τις δύο προσεγγίσεις 

χρησιµοποιήσαµε τους αλγορίθµους και τα σύνολα χαρακτηριστικών που αναφέρθηκαν 

ανωτέρω όπως αυτά παρουσιάστηκαν στις εργασίες [180, 187-188]. Επίσης 

χρησιµοποιήσαµε για τις µεθόδους χωρίς επίβλεψης το σύνολο των χαρακτηριστικών, για 

το οποίο δεν έχει παρουσιαστεί εργασία στην βιβλιογραφία. Αυτό έγινε για να υπάρχει 
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άµεση σύγκριση των δύο προσεγγίσεων µε το ίδιο σύνολο χαρακτηριστικών. Για την 

εξαγωγή της ακρίβειας της κάθε προσέγγισης χρησιµοποιήθηκαν τα 4 διαφορετικά σύνολα 

δεδοµένων (πραγµατικές εικόνες, good – normal – bad προσοµοιωµένες εικόνες) 

προσδιορίζοντας την ακρίβεια σε επίπεδο εικονοστοιχείου. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται στον πίνακα 5.4. 

 

Όσον αφορά στην συνεισφορά του διανύσµατος χαρακτηριστικών από τον πίνακα 5.4 

συµπεραίνουµε ότι όσο προστίθενται περισσότερα χαρακτηριστικά η ακρίβεια της 

µεθόδου αυξάνεται. Συγκεκριµένα η προσέγγιση των Wu et al. [156], η οποία 

χρησιµοποιεί και χωρικά χαρακτηριστικά υπερτερεί της µεθόδου των Bozinov et al. [154] 

οι οποίοι χρησιµοποιούν µόνο την φωτεινότητα των εικονοστοιχείων. Αντίστοιχα 

παρόµοια αύξηση στην ακρίβεια της µεθόδου παρατηρείται συγκρίνοντας την εργασία των 

Wu et al. και τις προσεγγίσεις που χρησιµοποιούν ολόκληρο το προτεινόµενο διάνυσµα 

χαρακτηριστικών. 

 

Το βασικό συµπέρασµα που εξάγεται από τον πίνακα 5.4 είναι η µεγάλη διαφορά που 

παρουσιάζεται στην ακρίβεια µεταξύ των προσεγγίσεων της κατάτµησης µε ή χωρίς 

επίβλεψη. Όπως φαίνεται στον πίνακα 5.4, στις περισσότερες περιπτώσεις η µεγαλύτερη 

ακρίβεια των προσεγγίσεων µε επίβλεψη υπερβαίνει άνω των είκοσι ποσοστιαίων 

µονάδων την µεγαλύτερη ακρίβεια των προσεγγίσεων χωρίς επίβλεψη. Η αξιοσηµείωτη 

αυτή διαφορά σε ένα ποσοστό οφείλεται στο γεγονός ότι οι ταξινοµητές εκπαιδεύονται και 

είναι σαφώς πιο αποδοτικοί από τις τεχνικές οµαδοποίησης. Ωστόσο, ο λόγος αυτός δεν 

είναι ο κυριότερος λόγος που προκαλεί την µεγάλη διαφορά στα ποσοστά της ακρίβειας. Η 

κατάτµηση που είναι βασισµένη στους ταξινοµητές χαρακτηρίζει άµεσα το κάθε ένα 

εικονοστοιχεία σε µία κατηγορία. Αντιθέτως, η κατάτµηση που είναι βασισµένη σε 

τεχνικές οµαδοποίησης πρώτα δηµιουργεί οµάδες εικονοστοιχείων και εν συνεχεία 

χαρακτηρίζει την κάθε οµάδα. Έτσι τα εικονοστοιχεία χαρακτηρίζονται έµµεσα από τον 

χαρακτηρισµό της οµάδας. Σύµφωνα µε τον κανόνα της υψηλότερης φωτεινότητας η 

οµάδες µε υψηλή φωτεινότητα χαρακτηρίζονται ως σήµα, ενώ η οµάδα µε την χαµηλή 

µέση φωτεινότητα χαρακτηρίζεται ως υπόβαθρο. Αυτός ο κανόνας πολύ δύσκολα θα κάνει 

λάθος στα προβλήµατα δύο κλάσεων, διότι είναι σχεδόν απίθανο µέσα σε ένα κελί µια 
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κηλίδας το υπόβαθρο να έχει υψηλότερη φωτεινότητα από το σήµα, ακόµα και στις 

περιπτώσεις των µη-υβριδοποιηµένων κηλίδων. Στην περίπτωση όµως του προβλήµατος 

των τριών κλάσεων, όπου υφίσταται και η κατηγορία των τεχνουργηµάτων, ο κανόνας 

αυτός ενδέχεται να αποτύχει. Η αποτυχία του κανόνα συµβαίνει κυρίως όταν υπάρχουν 

φωτεινά τεχνουργήµατα στο κελί της κηλίδας. Σε αυτήν την περίπτωση η κατηγορία των 

τεχνουργηµάτων θα χαρακτηριστεί λανθασµένα ως σήµα. Οι επιπτώσεις στην ακρίβεια της 

µεθόδου σε επίπεδο εικονοστοιχείων είναι πολύ µεγάλες. Αµέσως χαρακτηρίζονται 

λανθασµένα όλα τα εικονοστοιχεία σήµατος και όλα τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων, 

το µεγαλύτερο µέρος δηλαδή των εικονοστοιχείων του κελίου. Αυτή είναι και η κυριότερη 

αιτία όπου η κατάτµηση χωρίς επίβλεψη έχει τόσο µεγάλη διαφορά σε ποσοστά ακρίβεια 

σε σχέση µε την κατάτµηση µε επίβλεψη. Με τον άµεσο χαρακτηρισµό του κάθε 

εικονοστοιχείου που γίνεται από τους ταξινοµητές αποφεύγεται ο µαζικός λανθασµένος 

χαρακτηρισµός εικονοστοιχείων. 



   

Κεφάλαιο 6ο: Συµπεράσµατα 

6.Συµπεράσµατα 

Οι µικροσυστοιχίες αποτελούν µια τεχνολογία η οποία έχει αναπτυχθεί για βιολογικούς 

και γενετικούς σκοπούς τα τελευταία δέκα πέντε περίπου χρόνια. Η ανάπτυξη των 

µικροσυστοιχιών αυτά τα χρόνια είναι ραγδαία, ενώ ανάλογες είναι και οι απαιτήσεις της 

τεχνολογίας, από τα πληροφοριακά συστήµατα που θα κλιθούν να επεξεργαστούν τον 

µεγάλο όγκο των δεδοµένων που παράγονται, έως τον ίδιο το εξοπλισµό για την 

διεξαγωγή του πειράµατος. Η παρέµβαση της επιστήµης της πληροφορικής στις 

µικροσυστοιχίες γίνεται σε δύο διαφορετικά επίπεδα. Ξεκινάει από την επεξεργασία των 

εικόνων που παράγονται από την σάρωση της µικροσυστοιχίας. Σκοπός της επεξεργασίας 

της εικόνας είναι η εξαγωγή των ποσοτικοποιηµένων τιµών της υβριδοποίησης που 

λαµβάνει χώρα κατά την διάρκεια του βιολογικού πειράµατος. Εν συνεχεία η 

ποσοτικοποιηµένες τιµές της υβριδοποίησης των δειγµάτων µε τον κάθε ανιχνευτή 

επεξεργάζονται περαιτέρω µε σκοπό την εξαγωγή νέας βιολογικής γνώσης. 

 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή αναπτύχθηκαν ευφυείς µέθοδοι για την επεξεργασία 

εικόνων µικροσυστοιχιών. Η συνεισφορά της διατριβής στην παρούσα στάθµιση της 

επεξεργασίας των εικόνων των µικροσυστοιχιών αναδεικνύεται στα δύο βασικά στάδια 
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της. Τα καινοτόµα στοιχεία υλοποιήθηκαν άµεσα στο στάδιο του εντοπισµού των κηλίδων 

της εικόνας, αλλά και στο στάδιο της κατάτµησης των κηλίδων. Έµµεσος είναι ο 

αντίκτυπος τους στην εξαγωγή των εντάσεων της κάθε κηλίδας. Συνοπτικά, κατά την 

διάρκεια της διατριβής ερευνήθηκε το πεδίο του εντοπισµού των κηλίδων στην εικόνα, 

καταλήγοντας σε µία γενικευµένη µέθοδο, η οποία καλύπτει όλο το φάσµα των εικόνων 

που εξάγονται από τις υπάρχουσες τεχνολογίες. Σκοπός της µεθόδου ήταν να 

αντιµετωπιστεί και ο ολοένα αυξανόµενος αριθµός των ανιχνευτών, και κατ’ επέκταση 

των κηλίδων στην εικόνα. Σχετικά µε το στάδιο της κατάτµησης η παρούσα διατριβή 

συµβάλει στον ορθολογικό διαχωρισµό των εικονοστοιχείων σήµατος από τα 

εικονοστοιχεία υποβάθρου. Αυτό επιτυγχάνεται κυρίως µε την χρήση τεχνικών 

ταξινόµησης και µε την επέκταση του διανύσµατος χαρακτηριστικών για κάθε ένα 

εικονοστοιχείο. Επίσης συµβάλει σε αυτό η ιδέα του αποκλεισµού των εικονοστοιχείων, η 

φωτεινότητα των οποίων έχει αµφισβητούµενη προέλευση. Τα παραπάνω δίδουν την 

δυνατότητα στην περισσότερο αξιόπιστη εξαγωγή των εντάσεων για κάθε µια 

υβριδοποίηση των ανιχνευτών µε τα δείγµατα. 

 

Για τον εντοπισµό των κηλίδων ακολουθήσαµε µια διαδικασία τεσσάρων βηµάτων, η 

οποία συνεχώς εξελίσσονταν καταλήγοντας σε µια γενικευµένη µέθοδο για την 

επεξεργασία εικόνων που προέρχονται είτε από µικροσυστοιχίες µε τετραγωνική 

χωροθέτηση των ανιχνευτών είτε από µικροσυστοιχίες µε εξαγωνική χωροθέτηση. Με τον 

τρόπο αυτό η µέθοδος που αναπτύχθηκε εξυπηρετεί την ποικιλοµορφία των 

µικροσυστοιχιών που έχει προκύψει από τις διαφορετικές προσεγγίσεις της εκτύπωσης των 

ανιχνευτών σε µια µικροσυστοιχία. Και στα τέσσερα βήµατα που ακολουθήθηκαν 

προστέθηκαν καινοτόµα σηµεία µε σκοπό τον πιο αξιόπιστο εντοπισµό των κηλίδων. 

 

Περισσότερο σηµαντική είναι η συνεισφορά του αλγορίθµου των αναπτυσσόµενων 

οµόκεντρων πολυγώνων για τον εντοπισµό των µη υβριδοποιηµένων κηλίδων. Ο 

αλγόριθµος αυτός προχώρησε ένα βήµα παραπέρα τις προσεγγίσεις κηλίδα µε κηλίδα, 

εκµεταλλευόµενος τις κοινές ιδιότητες των δύο πλεγµάτων. Όπως αναπτύξαµε στο 4ο 

κεφάλαιο η προσέγγιση αυτή εντοπίζει σε κάθε επανάληψη την θέση µίας κηλίδας 

λαµβάνοντας υπόψη µόνο την θέση γειτονικών φωτεινών κηλίδων. Αυτόν τον περιορισµό 
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είχε και η αρχική προσέγγιση που υλοποιήσαµε στα πλαίσια αυτής της διατριβής για τον 

εντοπισµό κηλίδων σε εικόνες τετραγωνικού πλέγµατος, γεγονός το οποίο την άφηνε 

εκτεθειµένη σε τοπικού χαρακτήρα προβλήµατα της εικόνας. Με την γενικευµένη µέθοδο, 

εκµεταλλευόµενοι τις κοινές ιδιότητες των πλεγµάτων προσδιορίζονται πολλές θέσεις των 

σκοτεινών κηλίδων σε κάθε επανάληψη του αλγορίθµου, καθιστώντας εφικτή την 

παραλληλοποίηση της διαδικασίας. Ο δε προσδιορισµός των θέσεων δεν γίνεται τοπικά 

µόνο από τις θέσεις των γειτονικών κηλίδων αλλά προσδιορίζονται σύµφωνα µε τις 

ιδιότητες ολόκληρου του πλέγµατος από κηλίδες. 

 

Ένα άλλο πλεονέκτηµα της µεθοδολογίας απορρέει από το γεγονός ότι κατά την εκτέλεση 

του αλγορίθµου των αναπτυσσόµενων πολυγώνων το πλέγµα µε τα κέντρα των κηλίδων 

ξαναχτίζεται από την αρχή, και επαληθεύεται µε τα κέντρα που έχουν βρεθεί από το βήµα 

του εντοπισµού των φωτεινών κηλίδων. Κατ΄ αυτόν τον τρόπο από τα εντοπισµένα 

φωτεινά αντικείµενα που έχουν βρεθεί στο πλέγµα θα παραµείνουν µόνο αυτό που 

αντιστοιχούν σε πραγµατικές κηλίδες, απαλλάσσοντας το πλέγµα από κέντρα 

τεχνουργηµάτων. 

 

Όσον αφορά στο στάδιο της κατάτµησης των εικόνων η παρούσα διατριβή προσέφερε 

τρεις βασικές καινοτοµίες ώστε να βελτιωθεί ο χαρακτηρισµός των εικονοστοιχείων. Η 

σωστή επιλογή των εικονοστοιχείων που θα χρησιµοποιηθούν για να εξαχθούν οι τιµές της 

υβριδοποίησης των ανιχνευτών µε τα δείγµατα, είναι το πιο σηµαντικό σηµείο για το 

στάδιο της επεξεργασίας των µικροσυστοιχιών. Για την σωστή επιλογή των 

εικονοστοιχείων εφαρµόστηκαν τεχνικές ταξινόµησης για την κατάτµηση της εικόνας, 

χρησιµοποιήθηκε τρίτη κλάση εικονοστοιχείων στην οποία και δόθηκε φυσική υπόσταση, 

ενώ τέλος επεκτάθηκε το διάνυσµα των  χαρακτηριστικών. 

 

Για την πιο αξιόπιστη κατάτµηση των εικονοστοιχείων της εικόνας µε χρήση τεχνικών 

µηχανικής µάθησης, η παρούσα διατριβή επέκτεινε το διάνυσµα των χαρακτηριστικών των 

εικονοστοιχείων. Όπως αναφέρθηκε οι µέθοδοι που έχουν παρουσιαστεί στην 

βιβλιογραφία τροφοδοτούν τους αλγορίθµους µόνο µε την φωτεινότητα των 

εικονοστοιχείων. ∆εδοµένης της ύπαρξης τεχνουργηµάτων στις εικόνες µικροσυστοιχιών 
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µόνο η φωτεινότητα των εικονοστοιχείων δεν αρκεί για να χαρακτηρίσει την φύση των 

εικονοστοιχείων. Για τον λόγο αυτό στο διάνυσµα χαρακτηριστικών προστέθηκαν 

χαρακτηρίστηκα που αφορούν την φωτεινότητα της γειτονιάς των εικονοστοιχείων, 

γεωµετρικά χαρακτηρίστηκα και τέλος χαρακτηριστικά που αναδεικνύουν την οµοιότητα 

της γειτονιάς του εικονοστοιχείου µε την σχηµατοµορφή µιας τυπικής κηλίδας στην 

εικόνα. Τα αποτελέσµατα που παρουσιάστηκαν, αποδεικνύουν ότι η προσθήκη των 

επιπλέον χαρακτηριστικών βελτίωσαν κατά πολύ την απόδοση της µεθόδου σε συνδυασµό 

µε την εισαγωγή της τρίτης κατηγορίας εικονοστοιχείων. 

 

Η τρίτη κατηγορία εικονοστοιχείων εισήχθη µε σκοπό να κατηγοριοποιήσουµε τα 

εικονοστοιχεία, οι φωτεινότητες των οποίων δεν θα πρέπει να συµπεριληφθούν στους 

υπολογισµούς των ποσοτικοποιηµένων τιµών. Τα εικονοστοιχεία τεχνουργηµάτων είναι 

εικονοστοιχεία υψηλής φωτεινότητας, τα οποία πιθανότατα θα συµπεριλαµβάνονταν στα 

εικονοστοιχεία σήµατος, αλλοιώνοντας έτσι τις ποσοτικοποιηµένες τιµές. Επίσης από την 

ποσοτικοποίηση εξαιρούνται τα εικονοστοιχεία των σκοτεινών οπών που πολλές φορές 

βρίσκονται µέσα στις κηλίδες µε σχήµα ντόνατς και τα εικονοστοιχεία από το περίγραµµα 

της κηλίδας. Τα τρία είδη εικονοστοιχείων που έχει αυτή η κατηγορία συνήθως έχουν 

παρόµοιες φωτεινότητες και αυτός είναι ο λόγος που τα συµπεριλάβαµε σε µια ενιαία 

κατηγορία. Με τις υπάρχουσες µεθόδους τα εικονοστοιχεία αυτά λαµβάνονταν είτε στον 

υπολογισµό των εικονοστοιχείων σήµατος είτε στον υπολογισµό των εικονοστοιχείων 

υποβάθρου κατά περίπτωση. Και στις δύο περιπτώσεις οι τελικές τιµές υβριδοποίησης 

υπολογίζονταν αλλοιωµένες. Αποκλείοντας όµως τα εικονοστοιχεία αυτά από τους 

υπολογισµούς  δεν υπάρχει κανένα αντίκτυπο στις τιµές της υβριδοποίησης.  

 

Ίσως το πιο σηµαντικό από τα αποτελέσµατα της διατριβής εξήχθη από την σύγκριση των 

µεθόδων για την κατάτµηση που είναι βασισµένες σε τεχνικές µηχανικής µάθησης 

(Πίνακας 5.4). Από αυτό διαπιστώνει κανείς ότι η χρήση των ταξινοµητών στο πεδίο της 

κατάτµησης των µικροσυστοιχιών πρέπει να επεκταθεί περεταίρω. Η αξιοσηµείωτη 

διαφορά των µεθόδων σε ένα ποσοστό οφείλεται στο γεγονός ότι οι ταξινοµητές 

εκπαιδεύονται και είναι σαφώς πιο αποδοτικοί από τις τεχνικές οµαδοποίησης. Η 

κατάτµηση που είναι βασισµένη στους ταξινοµητές πλεονεκτεί όµως επίσης διότι 
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χαρακτηρίζει άµεσα το κάθε ένα εικονοστοιχεία σε µία κατηγορία. Αντιθέτως, η 

κατάτµηση που είναι βασισµένη σε τεχνικές οµαδοποίησης πρώτα δηµιουργεί οµάδες 

εικονοστοιχείων και εν συνεχεία χαρακτηρίζει την κάθε οµάδα. Έτσι τα εικονοστοιχεία 

χαρακτηρίζονται έµµεσα από τον χαρακτηρισµό της οµάδας. Η χρήση λοιπόν τεχνικών 

ταξινόµησης που προτάθηκε από την παρούσα διδακτορική διατριβή αποδεικνύεται πολύ 

αποτελεσµατική για τον αξιόπιστο διαχωρισµό των εικονοστοιχείων της εικόνας.  

 

Όσον αφορά στην εξαγωγή των ποσοτικοποιηµένων τιµών της υβριδοποίησης οι 

παρεµβάσεις που µπορεί να κάνεις δεν είναι πολλές. Οι τιµές οι οποίες εξάγονται για κάθε 

κηλίδα είναι συγκεκριµένες και αποσκοπούν στην σύγκριση της υβριδοποίησης των 

ανιχνευτών για τα διαφορετικά δείγµατα. Ωστόσο έµµεση είναι η συνεισφορά σε αυτό το 

πεδίο όσο πιο αξιόπιστη είναι η κατάτµηση των εικονοστοιχείων. Όσο πιο σωστή είναι η 

επιλογή των εικονοστοιχείων σήµατος και των εικονοστοιχείων υποβάθρου τόσο οι 

ποσοτικοποιηµένες τιµές της έντασης της κάθε κηλίδας ανταποκρίνονται στην 

πραγµατικότητα. 

 

Οι τιµές οι οποίες εξάγονται από την επεξεργασία των εικόνων των µικροσυστοιχιών εν 

συνεχεία επεξεργάζονται µε σκοπό την ανακάλυψη νέας γνώσης. Η πιο συνηθισµένη 

επεξεργασία είναι η οµαδοποίηση των εντάσεων µε σκοπό να οµαδοποιηθούν οι 

ανιχνευτές που έχουν την ίδια συµπεριφορά στο πείραµα. Σίγουρα τα ποσά της 

υβριδοποίησης είναι και τα πιο σηµαντικά για να καταλήξει κανείς σε συµπεράσµατα 

βιολογικού ενδιαφέροντος. Θα ήταν όµως ενδιαφέρον να µελετηθεί στο µέλλον µήπως και 

άλλα χαρακτηρίστηκα που µπορούν να εξαχθούν από την επεξεργασία των εικόνων είναι 

εφικτό να συνεισφέρουν σε χρήσιµα συµπεράσµατα. Για παράδειγµα το µέγεθος και το 

σχήµα της κηλίδας είναι χαρακτηριστικά που προδίδουν τον τρόπο µε τον οποίο έλαβε 

χώρα η υβριδοποίηση. Με τον τρόπο αυτό η επεξεργασία των εικόνων θα τροφοδοτήσει τα 

εξαγόµενα δεδοµένα µε παραπάνω στοιχεία τα οποία µπορεί να αποβούν χρήσιµα.  

 

Όσον αφορά τέλος στην αξιοπιστία των µεθόδων για την επεξεργασία των 

µικροσυστοιχιών, θα ήταν ενδιαφέρουσα η µελέτη της απόδοσης των µεθόδων σε σχέση 

µε τον αριθµό των µη-υβριδοποιηµένων ανιχνευτών. Ο αριθµός των ανιχνευτών που δεν 
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θα υβριδοποιηθούν µε τα δείγµατα δεν είναι γνωστός και προδιαγεγραµµένος από το 

πείραµα. Σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζει η στοχευόµενη επιλογή των ανιχνευτών για το 

εκάστοτε πείραµα. Ωστόσο µια µέθοδος εντοπισµού των κηλίδων στην εικόνα, οφείλει να 

είναι ακριβείς όσο µεγάλος και να είναι ο αριθµός των µη υβριδοποιηµένων κηλίδων στην 

εικόνα. Είναι καλό λοιπόν να µελετηθεί στο µέλλον πόσες πολλές µπορεί να είναι οι 

σκοτεινές κηλίδες σε µια εικόνα και πόσο αυτό µπορεί να επηρεάσει την ακρίβεια των 

µεθόδων. 
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Περίληψη 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή στοχεύει στην εξαγωγή βιολογικών δεδοµένων από 

εικόνες που παράγονται από το πείραµα των µικροσυστοιχιών. Σύµφωνα µε την 

υπάρχουσα βιβλιογραφία διάφορες µέθοδοι έχουν προταθεί την επεξεργασία των 

εικόνων των µικροσυστοιχιών, οι οποίες συνήθως ακολουθούν τα τρία ακόλουθα 

στάδια: 

1. Εντοπισµός των κηλίδων και τοποθέτηση πλέγµατος: στοχεύει στον ακριβή 

εντοπισµό της θέσης κάθε κηλίδας. Η αυτοµατοποίηση αυτού του βήµατος είναι 

κρίσιµη για τη διευκόλυνση της ανάλυσης του µεγάλου αριθµού πειραµάτων. 

2. Κατάτµηση: διαχωρίζει τα εικονοστοιχεία σήµατος από τα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου.  

3. Εξαγωγή έντασης: αποτελείται από τον υπολογισµό της µέσης έντασης  των 

κηλίδων σε σχέση µε την ένταση του υποβάθρου.  

 

Κατά την διάρκεια της διατριβής υλοποιήθηκε µια αυτόµατη µέθοδος για το πρώτο 

στάδιο της επεξεργασίας, τον εντοπισµό των κηλίδων. Για πρώτη φορά 

παρουσιάστηκε στην βιβλιογραφία µια µέθοδος, η οποία µπορεί να επεξεργαστεί 

εικόνες µικροσυστοιχιών µε διαφορετική προσέγγιση εκτύπωσης των 

µικροσυστοιχιών. ∆ύο είναι οι προσεγγίσεις για την εκτύπωση της µικροσυστοιχίας: 

(α) ανιχνευτές τοποθετηµένοι στις κορυφές τετραγωνικού πλέγµατος και (β) 

ανιχνευτές τοποθετηµένοι στις κορυφές εξαγωνικού πλέγµατος. Η γενικευµένη 

µέθοδος η οποία υλοποιήθηκε αρχικά αναγνωρίζει το πλέγµα της εικόνας, και στην 

συνέχεια υλοποιεί έναν καινοτόµο αλγόριθµο για να εντοπίσει τα κέντρα όλων των 

ανιχνευτών στην εικόνα. Ο αλγόριθµος αυτός, οποίος ονοµάστηκε Αλγόριθµος 

Οµόκεντρων Αναπτυσσόµενων Πολυγώνων, εκµεταλλεύεται τις κοινές ιδιότητες των 

δύο πλεγµάτων εντοπίζοντας τα κέντρα επάνω στο περίγραµµα οµόκεντρων 

τετραγώνων ή εξαγώνων. Επίσης βελτιστοποιεί τις θέσεις των κέντρων που 

παράγονται. Τέλος η µέθοδος κάνει χρήση του διαγράµµατος Βορονόι για να 

αποµονώσει τον κάθε ανιχνευτή. 
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Στην συνέχεια της διατριβής προχωρήσαµε στην υλοποίηση µιας καινοτόµου µεθόδου 

για την κατάτµηση (δεύτερο στάδιο επεξεργασίας) των εικόνων µε χρήση τεχνικών 

ταξινόµησης. Η µέθοδος αυτή καινοτοµεί σε τρία σηµεία, µε σκοπό να αποκλείσει από 

την ποσοτικοποίηση της υβριδοποίησης τα εικονοστοιχεία που προέρχονται από 

διάφορα τεχνουργήµατα της εικόνας. Για τον σκοπό αυτό (α) επεκτάθηκε το διάνυσµα 

των χαρακτηριστικών των εικονοστοιχείων, (β) εισήχθη τρίτη κλάση εικονοστοιχείων 

µε σκοπό να λειτουργήσει ως δεξαµενή των εικονοστοιχείων που δεν θέλουµε να 

συµπεριλάβουµε στις ποσοτικοποιηµένες τιµές και τέλος (γ) για πρώτη φορά έγινε 

τεχνικών ταξινόµησης για τον χαρακτηρισµό των εικονοστοιχείων στις τρεις κλάσεις. 

 

Για την αξιολόγηση των µεθόδων χρησιµοποιήθηκαν εικόνες µικροσυστοιχιών από 

την βάση δεδοµένων µικροσυστοιχιών του Στάνφορντ, εικόνες µικροσυστοιχιών από 

σταθµό της Illumina, αλλά και προσοµοιωµένες εικόνες από των προσοµοιωτή του 

Nykter και των συνεργατών του, ο οποίος χρησιµοποιείται ευρέως στην βιβλιογραφία. 

Τα αποτελέσµατα της διατριβή για τον εντοπισµό των ανιχνευτών παρουσίασαν 

υψηλά ποσοστά ακρίβεια, τα οποία κυµαίνονται από 92-99%, ενώ η γενικευµένη 

µέθοδος που υλοποιήθηκε παρουσίασε εξίσου υψηλά ποσοστά µε εξειδικευµένες 

µεθόδους για τις δύο προσεγγίσεις εκτύπωσης. Όσον αφορά στην κατάτµηση 

επιλέχθηκαν µε ακρίβεια τα εικονοστοιχεία σήµατος και τα εικονοστοιχεία 

υποβάθρου, από τα οποία εξήχθησαν οι ποσοτικοποιηµένες τιµές. Από την 

ποσοτικοποίηση εξαιρέθηκαν µε επιτυχία εικονοστοιχεία από τεχνουργήµατα που 

εµφανίστηκαν στις εικόνες 
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Abstract 

 

Microarrays provide a simple way to measure the level of hybridization of known probes 

of interest with one or more samples under different conditions. Microarray image 

processing consists of three main stages. The first stage, called spot addressing and 

gridding, is the procedure for the detection of each spot in the image and the isolation of 

each spot into a cell. In the second stage, which is known as segmentation stage, each spot 

of the image is segmented, to separate the signal from the background pixels. Finally, in 

the third stage the intensity of each spot is extracted and several quantities can be 

calculated. 

 

For the first stage a generalized method for the spot addressing and the gridding of 

microarray images is introduced, where the spots are structured either in hexagonal or in 

rectangular grid. Initially the method indentifies the grid of the image. Next, the method 

utilizes the properties of both the rectangular and the hexagonal grid, to estimate the 

locations of the non-hybridized spots. This step detects a number of empty spots in each 

iteration of the proposed Growing Concentric Polygon (GCP) algorithm. The GCP 

algorithm grows a rectangular or a hexagonal form, for the rectangular structured images 

or the hexagonal structured images, respectively, detecting a number of spots on the 

polygon’s contour.  

 

For the segmentation stage a novel pixel-by-pixel supervised segmentation method, which 

is based on classification techniques, is proposed. The method classifies the pixels of the 

image into three categories using Bayes classifier or Support Vector Machines (SVM). 

Apart from the signal and the background pixels, the third class includes pixels of artefacts, 

pixels of the contour of the spot, and pixels of inner holes which exist in donut spots. A set 

of features from each pixel is used as input for the classification. The proposed method, is 

advantageous compared to the clustering-based methods, due to the direct characterization 

of each pixel to the designated category. Otherwise, using clustering techniques different 

clusters are generated but no distinction exists between them unless a set of rules is applied 

to separate them.  
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For the evaluation of the method, both rectangular and hexagonal structured images are 

employed from the Standard Microarray Database, CNV370 beadchip of Illumina, as well 

as, simulated images generated by the Nykters simulator. The method results in high 

accuracy in the detection of the spots ranging from 92 – 99% depending on the dataset 

used. Additionally, high accuracy results are performed in the segmentation stage, where 

the signal and background pixels are extracted. Pixels from artefacts are excluded from the 

intensity extraction stage, to provide more reliable values for the levels of hybridization. 
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