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Streszczenie

W pracy przedstawiono metody poprawy wynikow segmentacji obiektow
w postaci skupisk. Poprawa jakos$ci segmentacji dla takich obiektow moze
by¢ uzyskana m.in. poprzez odpowiednie potaczenie filtracji dolnoprzepu-
stowej (np. filtracji medianowej) z metodami pozwalajacymi na okreslenie
przynaleznosci poszczegdlnych obszaré6w uzyskanych po segmentacji
wybrang metoda do obszarow wynikowych reprezentujacych obiekty
interesujace z punktu widzenia celu segmentacji (w pracy zastosowano
w tym celu operacj¢ morfologicznego zamknigcia oraz metode grafowa
wykorzystujaca koncepcje minimalnego drzewa rozpinajacego). W pracy
zwrécono takze uwage na mozliwo$¢ poprawy wynikow segmentacji
poprzez wyznaczenie otoczki wypuktej rozpigtej na obszarach spetniaja-
cych okreslone wymagania. Wyniki dziatania opisanych metod przedsta-
wiono na przykladzie poprawy wynikow segmentacji obrazéw otrzyma-
nych w wyniku jednokomorkowej elektroforezy zelowe;.

Stowa kluczowe: analiza obrazow, segmentacja obrazow, binaryzacja
obrazow, filtracja obrazow, operacje morfologiczne, obrazy kometowe.

Selected methods for improvement of image
segmentation of cluster-structured objects
on an example of comet assay images

Abstract

This paper deals with the problem of segmentation of cluster-structured
objects, that is the objects which are formed by a set of unconnected
elements smaller than the object. Images representing such objects are
very difficult for segmentation. A good example of cluster-structured
objects are “comet” images from Single Cell Gel Electrophoresis (comet
assay). In the analysis of comet assay images a pivotal role plays the
detection of comet regions - the comet region is formed by unconnected
fragments of DNA (Fig. 1) which originate from the same cell nucleus.
Because those regions are not solid, the usage of standard segmentation
methods leads to poor results (Fig. 2). Pre- and post-processing methods
can be used for improvement of segmentation results. Some of them are
presented in the paper. The aim of the work was not the selection of the
best improvement method of the comet assay segmentation results but the
presentation of different approaches which could be used in the case of
segmentation of this kind of objects. The first presented method is based
on the idea of artificial removing of connectivity lack - this is done by the
usage of a low-pass filter with large window before segmentation (Fig. 3).
The next method uses the morphological closing for assignment of regions
r; to the metaregion R; which represent one comet (Fig. 4). For improving

Ry shape the idea of convex hull spanned on 7 € R, is used (Fig. 5). In

this method the assignment condition is enclosed in structuring elements -
because of limitations of the discrete space, in which the structuring
element is defined, there are also some limitations of conditions which can
be used. This drawback does not exist in the last of the presented method
which uses the conception of the minimum spanning tree for assignment of
regions 7; to Ry In this method the segmentation result is represented by
graph G, whose vertexes v; represent regions r;, and length dj; of edge e;
between vertexes v;, and v; is equal to the closest distance between pixels of 7;
and 7; (distances dj; in general case can be variously defined). In G the minimum

spanning trees 7} are searched, such that Ve; €7, :d; <& , then for each Ty its

convex hull is created - it defines the region of comet K, (Fig. 6).

Keywords: image analysis, image segmentation, image binarization,
image filtering, morphological operations, comet assay images.

1. Wstep

Informacja obrazowa jest waznym, a w niektorych przypadkach
jedynym zrodlem danych o analizowanych obiektach lub proce-
sach. W celu pozyskania danych obrazy lub ich sekwencja musza
by¢ poddane procesowi analizy, a etapem warunkujagcym jego
prawidtowg realizacj¢ jest segmentacja obrazéw. Celem segmen-
tacji jest wydzielenie w obrazie fragmentéw, okreslanych mianem
obszarow (ang. image regions), ktore sa interesujace z punktu
widzenia danego zastosowania. W idealnym przypadku znalezione
w obszary o; powinny odpowiada¢ rzeczywistym obiektom O,,
jednak osiagnigcie tego celu jest zazwyczaj bardzo trudne nawet
dla stosunkowo prostych obrazéw. Duzymi utrudnieniami
w prawidlowej realizacji tak rozumianej segmentacji sg m.in.:

* duze zréznicowanie cech pikseli, ktéore powinny naleze¢ do tego
samego obszaru,

* male zréznicowanie cech pikseli, ktore powinny naleze¢ roz-
nych sasiadujacych ze soba obszarow,

* obecnos¢ tekstur w obrazach,

* brak spdjnos¢ migdzy pikselami, ktéore powinny zosta¢ wydzie-
lone z obrazu jako jeden obszar.

Wystepowanie tych zjawisk powoduje, ze segmentacja obrazow

zwykle jest prowadzona jako proces przynajmniej dwuetapowy.

Typowym schematem dziatania zgodnym z takim podejs$ciem jest

rozwigzanie, w ktérym pierwszym etapem jest wlasciwa segmen-

tacja, a drugim jest proces poprawy uzyskanych wynikow tzw.

przetwarzanie koncowe. Najczgsciej spotykanym przyktadem takie-

go procesu jest usuwanie nadsegmentacji (ang. oversegmentation)

tzn. nadmiarowego podziatu obrazu na obszary. Proces przetwa-

rzania koncowego polega w tym przypadku na przylaczaniu,

zgodnie z pewnymi przyjetymi regutami, nieprawidtowo wydzie-

lonych obszaréw do sasiadujacych z nimi obszarow, ktore zostaty

uznane za prawidlowo wyznaczone [1].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie metod - zaréwno
przetwarzania wstepnego, jak i przetwarzania koncowego - pro-
wadzacych do zmniejszenia nadsegmentacji, ktore mozna wyko-
rzysta¢ do poprawy wynikdw segmentacji obrazéw przedstawiajg-
cych obiekt lub obiekty w postaci skupisk - obiekty te sa celem
analizy 1 znajduja si¢ na tle nie majacym znaczenia z punktu wi-
dzenia celu analizy.

Dla zilustrowania roznic wynikajacych ze stosowania poszcze-
golnych metod wyniki ich stosowania przedstawiono dla obrazow
pochodzacych z  jednokomorkowej elektroforezy  zelowej
(ang. single cell gel electrophoresis) - metoda ta nazywana jest
takze testem kometowym (ang. comet assay), a uzyskane obrazy
(ze wzglgdu na swoje wizualne podobienstwo do komet w kosmo-
sie) nazywane sg obrazami kometowymi - przyktadowy obraz tego
typu przedstawia rysunek 1. Test kometowy jest uznang i szeroko
stosowana metodg oceny ilosci wystapien dwuniciowych uszko-
dzen DNA w pojedynczych komorkach, ktore zostaty poddane
dziataniu czynnikéw uszkadzajacych takich jak np. promieniowa-
nie jonizujace [4-6]. Ocena stopnia uszkodzenia pojedynczej
komorki polega na okresleniu ilosci DNA, ktére pod wptywem
pola elektrycznego znalazlo si¢ poza jej jadrem. Na podstawie
oceny stopnia uszkodzenia wielu komérek w ramach danej probki
dokonuje si¢ oceny catego testu kometowego.
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Rys. 1. Przyktadowy obraz kometowy (a) oraz jego przestrzenne przedstawienie
w psudokolorach - 0§ OZ reprezentuje poziomy szarosci oryginalnego

obrazu po ich unormowaniu do zakresu (0,1)

Fig. 1. Example of comet assay image (@) and its pseudo colour 3D
representation - Z-axes represents grey level value of the original

images normalised to the range [0,1]

Ocena stanu komorek zazwyczaj przeprowadzana jest na pod-
stawie oceny wizualnej przez odpowiednio przeszkolong osobe
podczas obserwacji komorek przez mikroskop fluorescencyjny.
Wadami takiego sposobu oceny sa m.in. niska doktadnos$¢ i po-
wtarzalno$¢ oraz duze zréznicowanie wynikow oceny realizowa-
nej przez rézne osoby, trudno$¢ w przy poréwnywaniu wynikéw
testow kometowych otrzymanych w ré6znym czasie lub w r6znych
os$rodkach. Z tego wzgledu coraz czgsciej do oceny wynikow testu
kometowego wykorzystywane sg rozwigzania bazujace na kompu-
terowym przetwarzaniu i analizie cyfrowych obrazow komet.

W przypadku komputerowej oceny obrazéw kometowych du-
zym problemem jest okreslenie obszaru pojedynczej komety czyli
obszaru zajmowanego przez DNA pochodzace z jadra danej ko-
morki - w dalszej cze$ci pracy problem ten okreslany jest mianem
segmentacji obrazow kometowych. W przypadku idealnej segmen-
tacji tego typu obrazow kazda kometa jest reprezentowana przez
jeden spojny obszar a na obrazie wynikowym wystepuja jedynie
obszary reprezentujace komety. Trudno$¢ w realizacji tego zadnia
wynika bezposrednio z cech tych obrazow, a zwlaszcza z braku
wyraznej granicy miedzy obszarem tla i obszarem komety. Grani-
ca ta, w ogbélnym przypadku, ma posta¢ grup pikseli reprezentuja-
cych fragmenty DNA mig¢dzy ktorymi znajduja si¢ grupy pikseli
reprezentujace tlo - problem przenikajacych si¢ obszaréw tla
i komety jest dobrze widoczny na rysunku 1b. Negatywny wptyw
tego zjawiska nasila wraz ze zwigkszaniem powigkszenia optycz-
nego stosowanego podczas akwizycji obrazow komet.

2. Segmentacja obrazéw kometowych

Ze wzgledu na wlasnosci obrazow kometowych (jasny obiekt
na ciemnym tle) oraz szybko$¢ dziatania do segmentacji obrazow
kometowych najczesciej stosowane sg metody bazujace na idei

przydziatu pikseli p(i,j) obrazu wejsciowego I/ do jednej
z dwoch klas {c,,c,} reprezentujacych odpowiednio tlo oraz
obiekty na podstawie progowania poziomoéw szarosci (i, j) tych

pikseli. Wynikiem tego procesu jest obraz binarny

N Ja gdy I(i,j)<1(i,j)
B(l"])_{cz gdy I(i,j)Zr(i,j)
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gdzie warto$¢ 7 jest tzw. progiem binaryzacji. W pracy przedsta-
wiono wyniki dla wartosci 7 statej dla catego obrazu (binaryzacja
globalna). Ponadto na potrzeby wizualizacji wynikdw przyjeto
¢, =0 i ¢, =1 dlaunormowanej skali poziomow szarosci (0,1) .

Na rysunku 2 przedstawiono przyktadowe wyniki binaryzacji
pewnego obrazu kometowego (rys. 2a) dla réznych wartosci
globalnego progu 7 . Cechg szczegdlng uzyskanych wynikow jest
brak spojnosci migdzy grupami pikseli, ktore reprezentuja frag-
menty DNA nalezace do tej samej komety - z punktu widzenia
celu segmentacji jest to efekt niepozadany. Taki brak spojnosci
wynika wprost z faktu, ze poszczegdlne komety sa skupiskami -
w tym przypadku skupiskami fragmentéw DNA pochodzacymi
z tego samego jadra komorkowego - a nie obiektami spojnymi.
Zdecydowana wickszo$¢ metod segmentacji nie jest przystosowa-
na do segmentacji obiektow w postaci skupisk i ich stosowanie dla
obiektow takich jak komety da podobne wyniki jak te uzyskane
w efekcie zastosowania progowania.

3. Metody poprawy jakosci segmentaciji
obrazéw kometowych

Aby za pomoca metod segmentacji przeznaczonych do segmen-
tacji obiektow spojnych uzyska¢ wynik pozadany z punktu widze-
nia oceny obrazéw kometowych mozna zastosowac jedno z dwoch
podej$é. Podejscie pierwsze polega na zapobieganiu wystapienia
nadsegmentacji poprzez sztuczng likwidacje w segmentowanym

g) 7=40

h) =50

Rys. 2. Wyniki binaryzacji obrazu kometowego (a) dla réznych warto$ci progu
binaryzacji 7 (b—h), warto$ci 7 podano dla 8-bitowej skali szaro$ci

Fig. 2. Results of binarization of comet assay image () obtained for different
values of the binarization threshold 7 (b—4), threshold values are given
for 8-bit greyscale
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Rys. 3. Wyniki binaryzacji obrazu kometowego z rysunku 2a) po filtracji
medianowej z oknem 51x51 (a) dla roznych wartosci progu binaryzacji
7 (b—d), wartosci 7 podano dla 8-bitowego kodowania skali szarosci

Fig. 3. Examples of binarization results of comet assay image 2a) after usage
of median filter with window size 51x51 (a) for different values of the
binarization threshold 7, threshold values are given for 8-bit greyscale

obrazie braku spdjnosci miedzy grupami pikseli reprezentujacymi
fragmenty DNA - efekt ten mozna osiagna¢ np. poddajac obraz
filtracji dolnoprzepustowej z odpowiednio duza maska. Przykta-
dowy wynik zastosowania takiego podej$cia do obrazu z rysunku
2a) przedstawiono na rysunku 3. - binaryzacja w tym przypadku
zostala poprzedzona filtracja medianowa z oknem o wymiarach
51x51 pikseli (oznaczmy to rozwiazanie jako METODA 1.). W celu
pozostawienia na obrazie jedynie obszaréw reprezentujacych
komety konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych operacji np.
usuwania z obrazu obszaréw o zbyt matej powierzchni.

Podejscie drugie jest realizowane w ramach przetwarzania kon-
cowego 1 polega na usuwaniu nadsegmentacji poprzez laczenie
poszczegblnych obszaréw w wicksze obszary (niekoniecznie
spojne) lub tez ich usuwanie. Ze wzglgdu na to, ze poszczegolne
obszary po segmentacji obrazow kometowych nie sgsiadujg ze
soba (sa oddzielone od siebie obszarem reprezentujacym tlo)
standardowe metody usuwania nadsegmentacji (np. takie jak
opisane w [1]) sa nieprzydatne. W przypadku braku spojnosci
miedzy taczonymi obszarami (co zachodzi dla obrazéw kometo-
wych) jako kryterium laczenia obszaréw mozna przyjaé odlegtosé
geometryczng w przestrzeni obrazu mi¢dzy tymi obszarami.

Wygodnym narzedziem pozwalajacym na realizacj¢ tego celu
jest wykorzystanie operacji morfologicznych [2] np. w postaci
operacji morfologicznego zamknigcia. Ze wzgledu na mozliwo$é
wystepowania w wyniku segmentacji duzej liczby bardzo matych,
w tym rowniez 1-pikselowych, obszaro6w zastosowanie operacji
morfologicznej powinno zosta¢ poprzedzone filtracja, ktorej ce-
lem jest usunigcie z obrazu obszaréw bedacych wynikiem zaszu-
mienia obrazu (podobny wynik da zastosowanie filtracji przed
segmentacjg). Przyktadowe wyniki zastosowania filtracji media-
nowej, a nastgpnie morfologicznego zamknigcia przedstawia
rysunek 4 (METODA 2.). Podobnie jak w przypadku wynikow
z METODY 1. (rys. 3) w celu pozostawienia w obrazie wynikowym
jedynie obszaréw reprezentujacych komety konieczne jest prze-
prowadzenie dodatkowych operacji, w wyniku ktérych usunigte
zostang z obrazu obszary nie reprezentujace komet. Filtracja me-
dianowa zostata przeprowadzona dla okna axa pikseli, dla

ae {5, 15} . Jako maske operacji morfologicznego zamknigcia
przyjeto przyblizenie kota w przestrzeni dyskretnej - za elementy
maski przyjmowano piksele, dla ktorych odlegtos¢ d od ich
srodka do $rodka maski spelniata warunek d<r, gdzie
re {5, 15, 31} . Rozmiar maski jest parametrem wptywajacym na
to jak duzy fragment obrazu wokot kolejnych obszarow jest trak-
towany jako cze$¢ przynalezna do jednego obszaru. Wielko$¢

okna filtracji wplywa natomiast na wielko$¢ obszarow usuwanych
z segmentacji oraz na ksztatt konturow obszarow.

e) a=5,r=31

N a=15,r=31

Rys. 4. Wyniki binaryzacji obrazu z rysunku 2a) uzyskane dla sekwencji operacji:
progowanie z progiem 7 =25 , filtracja medianowa z oknem o wymiarach
axa , morfologiczne otwarcie z maska w postaci kota $rednicy r pikseli

Fig. 4. Examples of binarization results of comet assay image 2a) for sequence
of operation: binarization with 7 =25, median filtering with window size
axa , morphological closing with disk shape mask with diameter r pixels

Wada tej metody jest trudno§¢ uzyskania (nawet dla duzych
wartosci a) tagodnego przebiegu konturé6w obszarow 7, . Problem
ten mozna rozwigza¢ przyjmujac za obszar komety K, obszar R,
wyznaczony przez otoczke wypukla (ang. convex hull) rozpigta na
obszarze r, spelniajacym warunki uznania go za obszar reprezen-
tujacy komete. Rezultaty zastosowania takiego podejscia dla
obrazow z rysunku 4. przedstawiono na rysunku 5. W celu pozo-
stawienia na obrazach jedynie obszaréw reprezentujacych komety
z obrazow zostaty usunigte obszary 7, ktorych pole a, <25000 .

Stosowanie operacji morfologicznych do realizacji taczenia ob-
szar6Ow na podstawie ich odleglo$ci geometrycznej wigze sig¢
z pewnymi niedogodno$ciami wynikajacymi m.in. z faktu wyko-
rzystywania przestrzeni dyskretnej oraz rownoleglej realizacji
operacji dla wszystkich obszaréw. Przyktadem takiej niedogodno-
$ci jest trudno$¢ (szczegdlnie dla matych wartosci) doktadnego
przelozenia wymaganego warunku geometrycznego w postaci
odlegtosci migdzy obszarami na maske¢ stosowang przy realizacji
operacji morfologiczne;j.

Problemow takich pozbawiona jest METODA 3. wykorzysujaca
podejscie zaproponowane w pracy [3]. W rozwigzaniu tym obraz
po segmentacji O jest reprezentowany przez graf G, ktérego
wierzchotki v, reprezentujg obszary r,, natomiast wagi d,; przy-

pisane do krawedzi e, tego grafu reprezentujg odlegto$¢ migdzy
obszarami 7, i r;. Graf G jest grafem pelnym dzigki czemu
zawiera on informacje o odleglos¢ d, dla V{ri,r/.} €0 . W celu
wyznaczenia obszaréw 7, ktore powinny zosta¢ polaczone w G
poszukiwane s3 minimalne drzewa rozpinajace 7, , takie ze dtu-
gos¢ krawedzi e, €T, spetnia warunek d; <¢. Kazde takie
drzewo reprezentuje jeden metaobszar R, ={r;:v, €T, }. W celu
wyznaczenia ksztattu obszaru R, i tym samym ksztaltu komety

wyznaczana jest otoczka wypukla rozpigta na obszarach », € R, .
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b) a=15, r=5

¢) a=5, r=15 d) a=15, r=15

e) a=5,r=31 N a=15,r=31

Rys. 5. Poprawa ksztattu obszaréw reprezentujacych komety poprzez rozpigcie
otoczek wypuktych na obszarach r; spetniajacych okreslone warunki
(w tym przypadku a; < 25000, gdzie a; to pole powierzchni obszaru r;),
danymi wejsciowymi procedury sa wyniki przedstawione na rysunku 4

Fig. 5. Improvement of the shape of comet regions obtained by the spanning of
convex hulls on regions r; fulfilling specific conditions (in this case
a;<25000, where ¢; it is area of region r;),the results presented Fig. 4
are the input data for this procedure

Rozwigzanie to pozwala na pelng dowolnos¢ np. w wyborze
metryki zastosowanej do wyznaczania odleglosci migdzy obsza-
rami, co wigcej wartosci d; mogg uwzglednia¢ nie tylko odlegtos¢
geometryczng migdzy 7; i ;, ale rowniez réznice np. $rednich
poziomdéw szaro$ci tych obszarow lub ich powierzchni. Kosztem
ptaconym za takg elastycznos¢ jest zwigkszona w stosunku do
METOD 1. 1 2. ztozono$¢ obliczeniowa.

Przyktadowy wynik zastosowania tej metody do poprawy wy-
nikow segmentacji obrazow kometowych przedstawia rysunek 6.
W celu lepszego pordwnania z wynikami prezentowanymi na
rysunkach 4. i 5. jako graniczng warto$¢ d przyjeto £=2r - co
wynika tego, ze przy stosowaniu operacji morfologicznych taczo-
ne sg obszary, ktore znajdujg si¢ w odlegltosci nie wigkszej niz 2r
co jest konsekwencjg rownolegltego stosowania operacji morfolo-
gicznych dla wszystkich obszarow. Wartodci d; reprezentujg
geometryczne odleglosci (w tym przypadku wykorzystano kla-
syczng odlegtos$¢ euklidesowa) miedzy obszarami, rozumiane jako
odlegto$¢ migdzy najblizszymi pikselami odpowiednich obszarow.

4. Podsumowanie

W pracy przedstawiono metody jakie mogg by¢ zastosowane do
poprawy wynikow segmentacji, otrzymanych dowolng metoda, obiek-
tow w postaci skupisk (jako przyktad przedstawiono ich zastosowanie
do poprawy wynikéw binaryzacji). Metody te mozna takze wykorzy-
sta¢ do poprawy niektorych bledow segmentacji obiektow spojnych.

Z punktu widzenia wykorzystania poszczegolnych metod najwaz-
niejszymi roéznicami miedzy nimi sa ztozonos¢ obliczeniowa oraz
mozliwy zakres wpltywu przez uzytkownika na przebieg ich dziatania.
Jezeli we wszystkich metodach stosowana jest ta sama metoda filtracji
to najwigksza zlozonoscig obliczeniowg charakteryzuje si¢ METODA 3.
Miejsce pozostatych metod w takim rankingu uzaleznione jest od
przyjetych paramentow tych metod tzn. wielkosci okien filtracji oraz
maski operacji morfologicznej. Duza zaleta METODY 3. w poréwnaniu
do METOD 1.1 2., jest natomiast jej elastyczno$¢ w zakresie mozliwo-
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b) a=15, d=10

d) a=15, d=30

€) a=5, d=62 7 a=15, d=62

Rys. 6. Wyniki poprawy segmentacji przy wykorzystaniu podejécia grafowego
(bez usuwania obszaréw nie reprezentujacych komet): zielone kontury -
obszary wynikowe, linie czerwone - krawedzie drzew rozpinajacych,
biale obszary - dane wejsciowe (z rys. 4)

Fig. 6. Results of segmentation improvement by the usage of graph approach
(without removing regions not representing comets): green contours -
resulting regions, red lines - edges of spanning trees, white regions -
input data (from Fig. 4)

$ci dostosowania dziatania metody do potrzeb wynikajacych z cech
zadania. Wynika to m.in. z mozliwo$¢ definiowania w tej metodzie
odlegltosci migdzy obszarami nie tylko na podstawie ich potozenia
w obrazie, ale takze na podstawie innych cech tych obszarow.

Istotng cecha r6znigca METODE 3. od obu pozostatych metod jest
takze sposob realizacji procesu lgczenia obszar6w - w METODZIE 3.
jest on sekwencyjny, a w przypadku METOD 1. i 2. taczenie obszarow
realizowane jest rownolegle. Zaleta sekwencyjnej realizacji tego
procesu jest m.in. mozliwo$¢ dotaczania obszaréw w dowolnej zdefi-
niowanej kolejnosci np. wedlug ich malejacej wielkosci (takie kryte-
rium odpowiada malejagcemu znaczeniu poszczegodlnych obszardw
z punku widzenia ich wpltywu na wynik analizy obrazu). Takich
mozliwosci nie ma w przypadku, gdy tacznie odbywa si¢ rownolegle.

Praca czgsciowo finansowana ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach pro-
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