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Streszczenie

W pracy przedstawiono propozycj¢ metody segmentacji obiektow beda-
cych skupiskami — przyktadem takich obiektow sg tzw. komety, ktore sa
wynikiem jednokomoérkowej elektroforezy zelowej. Opracowana metoda
dziata dwuetapowo: etap 1. to segmentacja stuzaca wyznaczeniu elemen-
tow sktadowych nalezacych do obiektow, etap 2 wykorzystuje minimalne
drzewo rozpinajace do okre$lenia zbioru elementow tworzacych poszcze-
golne obiekty, obszar poszczegélnych obiektow wyznaczany jest jako
otoczka wypukta odpowiedniego drzewa rozpinajacego.

Stowa Kkluczowe: analiza obrazéw, segmentacja obrazow, obiekty
w postaci skupisk, minimalne drzewo rozpinajace, test kometowy, jedno-
komorkowa elektroforeza zelowa.

Graph-based aggregate object image
segmentation method on example
of comet assay images

Abstract

This paper deals with a problem of segmentation of aggregate objects, that
is objects which are formed by a set of unconnected elements smaller than
the object itself. Images of such a type of objects are very difficult for
segmentation. An example of this type of objects are “comets” (Fig. 1, left
column) from Single Cell Gel Electrophoresis images (also called comet
assay images). In comet assay images the comet region is formed
by unconnected fragments of DNA. Because of not satisfying results of
comet segmentation with use of the standard methods, a new method for
segmentation of such images was developed. The new method works in
two stages. The first stage is the image segmentation—for comets the
Bernsen binarization method (Egs. (1) and (2)) with median filtering of the
obtained results was chosen—the result of this stage is a set of comet
elements ¢; which represent DNA fragments (Fig. 1, the 2™ column). In the
second stage the minimum spanning trees 7, are created (Fig. 1, 3
column)—graph vertexes v; represent elements e;, and length dj; of edge e;
between vertexes v; and v; is equal to the closest distance between pixels of
elements e; and e—then for each connected tree 7), its convex hull which
defines the region of comet K,, (Fig. 1, the 4™ column) is created. In case of
defects appearing in comet images, the incorrect region can be rejected e.g.
by use of geometrical or photometrical features of the regions.

Keywords: image analysis, image segmentation, aggregate objects,
minimum spanning tree, comet assay, single cell gel electrophoresis.

1. Wprowadzenie

Coraz czeSciej obraz lub sekwencja obrazéw jest waznym,
a czasem jedynym zrédlem informacji o badanym obiekcie lub
procesie. Pozyskanie tych informacji z obrazow wymaga wyko-
rzystania odpowiednich metod z zakresu przetwarzania i analizy
obrazéw. Jednym z najwazniejszych i zarazem najtrudniejszych
proceséw jakie nalezy przeprowadzi¢ w celu wyekstrahowania
z obrazow takich informacji jest proces segmentacji obrazow.

W ogblnym przypadku koniecznos$¢ realizacji tego procesu za-
chodzi kazdorazowo, gdy celem przetwarzania jest uzyskanie
informacji o cechach konkretnego obiektu przedstawionego na
analizowanym obrazie. Jako$¢ wyniku segmentacji decyduje
W znacznym stopniu o poprawnosci catego procesu analizy obra-
z6w. Najlepsze wyniki uzyskiwane sa, gdy segmentacji podlegaja
obiekty spdjne, dla ktérych reprezentujace je piksele charakteryzu-
ja sie duza jednorodnoscia cech np. jasnosci lub barwy i dodatko-
wo istnieje dobrze rozpoznawalna réznica miedzy pikselami re-
prezentujacymi obiekt a innymi pikselami. Niestety w przypadku
rzeczywistych danych takie warunki praktycznie nie wystepuja.
Powaznym problemem jest segmentacja obiektow niespojnych.
Jednym z rodzajow takich obiektow sa obiekty w postaci skupisk
wielu mniejszych elementdéw o okreslonych cechach — przykta-
dem takich obiektéw sa tzw. komety otrzymywane w wyniku
jednokomorkowej elektroforezy zelowej (rys. 1, lewa kolumna).

2. Problem segmentacji obrazéw
z jednokomorkowej elektroforezy zelowej

Jednokomorkowa elektroforeza zelowa (ang. single cell gel
electrophoresis, SCGE) okres§lana w skrocie jako test kometowy
(ang. comet assay) [4, 5, 7] jest metoda oceny stopnia uszkodzenia
pojedynczych komoérek poddanych dziataniu czynnikow stresuja-
cych komoérki takich jak np. promieniowanie jonizujace
i stosowany jest m.in. do indywidualizowanego planowania lecze-
nia chorych z chorobg nowotworowa. Ocena stopnia uszkodzenia
komorek polega na okresleniu ilosci DNA, ktore pod wplywem
pola elektrycznego, znalazto si¢ poza jadrem komoérkowym,
z ktérego pochodzi. Ocena calego testu kometowego wyznaczana
jest na podstawie wynikow oceny stopnia uszkodzenia wszystkich
komorek (zwykle wymaga si¢ by ocenie poddano co najmniej 100
komorek) w ramach danej probki (w przypadku planowania lecze-
nia w onkologii pojedyncza probka sa to komorki pobrane od
jednego pacjenta w jednym czasie).

Przeprowadzenie testu kometowego wymaga odpowiedniego
przygotowania materiatu biologicznego tzn. m.in. odpowiedniego
wybarwienia komoérek barwnikami fluorescencyjnymi i przenie-
sienia ich na odpowiednie podtoze; ocena stanu komoérek doko-
nywana jest poprzez obserwacje mikroskopowa przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego. Ocena ta dokonywana jest zazwy-
czaj wizualnie przez odpowiednio przeszkolonego laboranta co
skutkuje stosunkowo niska doktadnos$cia, powtarzalnoscia i wia-
rygodno$cia otrzymywanych wynikow. Dodatkowo taki sposob
oceny skutkuje wystepowaniem duzego zrdznicowania wynikow
migdzy poszczegélnymi laborantami i w praktyce uniemozliwia
wiarygodne porownywanie wynikow testow kometowych otrzy-
manych w réznym czasie lub ré6znych osrodkach.

W celu eliminacji tych niekorzystnych zjawisk coraz czgsciej
do oceny wynikow testu kometowego stosowane sg metody kom-
puterowego przetwarzania i analizy obrazow. Zwykle jednak nie
sa to metody automatyczne, a jedynie rozwigzania wspomagajace
laboranta w niektoérych czynnos$ciach i wymagajace jego nieustan-
nego zaangazowania. Podstawowym problemem wystepujacym
przy ocenie testu kometowego jest okre§lenie obszaru komety
czyli obszaru zajmowanego przez DNA pochodzace z tego same-
go jadra komorkowego. Wyznaczenie takiego obszaru ze wzgledu
na wystepujacy brak bezposredniej styczno$ci poszczegoélnych
fragmentéw DNA (a zatem rowniez spOjnosci obszaru zajmowa-
nego przez kometg) nie jest zadaniem trywialnym.
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Rys. 1. Wyniki dziatania kolejnych etapéw metody grafowej; w kolumnach od lewej: oryginalne obrazy kometowe, wyniki 1. etapu dziatania metody tzn. wyszukiwania
elementow e; (reprezentujacych w tym przypadku fragmenty DNA), minimalne drzewa rozpinajace 7), rozpigte na elementach e;, oryginalne obrazy z zaznaczonymi
obszarami komet wyznaczonymi przez otoczki wypukle rozciggniete na poszczegolnych drzewach rozpinajacych 7,

Fig. 1. Results of different stages of the graph based image segmentation method; in columns from left side: original comet assay images, results after 1. stage it is
segmentation of elements e; (which represents in this case DNA fragments), minimum spanning trees 7, spanned on e;, comets regions obtained by creation of

convex hull for each tree 7, superimposed on original comet assay images

Prawidlowa segmentacje komet utrudniaja ponadto:

e zazwycza] wystepujaca niewielka rdznica jasnosci migdzy
brzegowymi punktami nalezacymi do komety a jej tlem,

e zbyt bliskie w stosunku do siebie potozenie komet w preparacie,
a takze nakladanie si¢ na siebie fragmentéw komet,

o artefakty bedace wynikiem niewlasciwego przygotowania
preparatu oraz bledy popetnione podczas akwizycji obrazow.
Wszystkie te czynniki powoduja, ze segmentacja obrazéw ko-

metowych jest zadaniem, ktore jeszcze nie doczekato si¢ skutecz-

nego rozwigzania.

3. Opis grafowej metody segmentacji

Podstawowym zalozeniem prezentowanej metody jest rezygna-
cja z przyjmowanego czg¢sto niejawnie zatozenia, ze obiekty sa to
spojne, prawie jednorodne, zbiory pikseli lezace na prawie jedno-
rodnym tle. Zamiast tego przyjeto, ze kazdy obiekt utworzony jest
przez pewien zbior elementow. Przy takim podejsciu zadanie
segmentacji obiektow sprowadza si¢ do:

o znalezienia w obrazie tych elementow czyli ich segmentacji

oraz

e ustalenia przynalezno$ci poszczegdlnych elementéw do kon-
kretnych obiektow.

Dla realizacji drugiego z tych zadan istotne jest to, ze zwykle

odlegtosci migdzy sasiadujacymi ze sobg elementami e; nalezacy-

mi do tego samego obiektu O, s3 mniejsze niz odleglosci migdzy

sgsiadujacymi ze sobg elementami nalezacymi do r6znych obiek-

tow. Wynika z tego, ze powinien istnie¢ prog dr pozwalajacy na

rozréznienie od siebie tych odlegtosci, a przez to okreslenie zbio-

réow elementow tworzacych poszczegodlne obiekty. Obserwacja

tego faktu pozwala zaproponowa¢ przedstawiony w tabeli 1 dwu-

etapowy grafowy algorytm segmentacji obiektow w postaci sku-

pisk. W celu zastosowania przedstawionej metody do konkretnego

zastosowania konieczne jest ustalenie:

e jaka metoda segmentacji najlepiej sprawdzi si¢ w zadaniu seg-
mentacji elementdw e; tworzacych obiekty,

¢ metody wyznaczania odlegtosci migdzy tymi elementami.

Tab. 1.  Zarys algorytmu grafowej metody segmentacji
Tab. 1. Outline of the graph based image segmentation method

ALGORYTM Segmentacja obiektow w postaci skupisk

DANE: segmentowany obraz

PARAMETRY: etap 1. — parametry metody segmentacji, etap 2. — warto$¢ progu dr

EtAP 1.
Segmentacja obrazu w celu wydzielania elementoéw e; tworzacych obiekty O,
ETAP2.

e Tworzenie minimalnych drzew rozpinajacych 7, — wierzchotki v; grafu, na
ktérym rozpinane jest T, reprezentuja elementy e;, a dhugos¢ d;; krawedzi e;
taczacej wierzchotki v; i v; jest rowna najmniejszej odlegltosci migdzy ele-
mentami e; i ¢, przy czym d;<dr

e Dla kazdego spojnego drzewa 7, tworzona jest jego otoczka wypukta, ktora
okresla obszar obiektu O,

W przypadku zadania segmentacji obrazow kometowych ele-
menty e; odpowiadajg fragmentom DNA, a obiekty O, odpowiada-
Jja poszczegblnym kometom K.

Na podstawie przeprowadzonych testow do segmentacji po-
szczegblnych fragmentdow DNA zdecydowano si¢ wykorzystaé
metod¢ binaryzacji lokalnej w postaci metody Bernsena [1]
i nastgpujacej po niej filtracji medianowej jej wyniku (rys. 1,
2. kolumna). Podobnie jak w wigkszos$ci metod lokalnych lokalny
prog binaryzacji T(i,j) w metodzie Bersena wyznacza si¢ na
podstawie analizy otoczenia piksela (i,j) w postaci, zazwyczaj,
prostokatnego okna W (i, j) o wymiarach m X n (wymiary okna sg
zazwyczaj nieparzyste) i ze $rodkiem w punkcie (i,j). Warto§é
lokalnego progu binaryzacji wyznaczany jest wg zaleznosci

(Imax ) + lnin () dla CGj) = ¢

I=C
T dla C(i,j)<c

T(@i,)) = {
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gdzie C(i,)) = Lmax(i,j) — Imin(i,j) jest kontrastem w oknie

WC(Q,)), a Ipin(i,j) 1 Ipax(i,j) to odpowiednio najmniejszy

i najwigkszy poziom jasno$ci w oknie W (i,j), natomiast 74 to

globalny prog binaryzacji, a ¢ to progowa warto$¢ kontrastu.
Wartos$¢ piksela obrazu po binaryzacji jest rowna

o (1 jezeli I(i,j)=T(@,))
B(w)—{o jezeli 1(i,)) < T(,j) @

gdzie I(i,j) to poziom szarosci piksela (i,j) binaryzowanego
obrazu. Prezentowane w pracy wyniki zostaly uzyskane dla naste-
pujacych parametréw metody Bernsena: wielko$¢ okna 5x5,
progowa  wartos¢ kontrastu ¢=22, progu globalnego

T, =Ty +0,2, gdzie 7, jest wartoScia progu wyznaczong
globalnie metodg Otsu [6] dla danego obrazu (przyjeto, ze pozio-
my szarosci obrazoéw zapisane sg w zakresie <0, 1> ), dla filtracji

medianowe;j takze przyjeto okno o wymiarach 5x5.

Jako odlegto$¢ dj; migdzy sgsiadujgcymi elementami e; i e; przy-
jeto najmniejsza odlegto$¢ miedzy pikselami nalezacymi do tych
elementow — rozwiazanie to wymaga wigkszych naktadow obli-
czeniowych niz wyznaczanie dj; jako odlegto$ci miedzy $rodkami
cigzkosci elementow e; i e; jednak daje znacznie lepsze wyniki.

Do tworzenia drzewa rozpinajagcego wykorzystano algorytm
Kruskala [2, 3] (zarys algorytmu prezentuje tabela 2). Zaletg tego
algorytmu w stosunku do innych standardowych algorytmow
tworzenia minimalnego drzewa rozpinajacego jest rozrost drzewa
od najkrétszych krawedzi e; przez co mozliwe jest stosowanie
ograniczenia d;<drjuz na etapie tworzenia drzew 7}, a nie dopiero
po ich utworzeniu — takie rozwigzanie zmniejsza potrzebny
naktad obliczeniowy.

Tab. 2. Algorytm Kruskala zapisany w pseudokodzie
Tab. 2. Kruskal’s algorithm written in pseudocode

ALGORYTM Tworzenia minimalnego drzewa rozpinajacego metoda Kruskala

DANE: graf G o wierzchotkach v; i krawedziach e;

1. utworz las L wierzchotkow v; (kazdy wierzchotek tworzy osobne
drzewo) oraz zbiér S krawedzi e;;

2. while S#0

3. z § wybierz e; o najmniejszej dtugosci i usun ja z S
4. if e; taczy rozne drzewa w L then

5. dodaj ¢; do L i polacz te drzewa

6. else

7. skasuj e;

8. end

9. end

Wiyniki stosowania metody grafowej do segmentacji obrazow
kometowych prezentuje rysunek 1. W celu usuni¢cia z rozwigza-
nia obszarow, ktore nie sg kometami mozna metod¢ uzupehié
o0 etap przetwarzania konicowego i poprzez poréwnanie cech geo-
metrycznych lub fotometrycznych otrzymanych obszaréw i obsza-
réw wzorcowych mozna odrzuci¢ obszary nie bedace kometami.

4. Podsumowanie
Przeprowadzone do tej pory testy wskazuja, ze jakos¢ segmen-

tacji komet przy zastosowaniu prezentowej metody jest znacznie
lepsza niz ma to miejsce w przypadku stosowania standardowych

metod segmentacji i co wazne dla obrazow komet pozyskanych

w podobnych warunkach nie bylo koniecznosci kazdorazowej

zmiany parametrow metody wraz ze zmiang obrazu testowego.

Cecha ta powinna znaczaco ulatwi¢ stosowanie tej metody

w praktyce. Planowane sa badania majace na celu okre$lenie zasad

doboru parametréw metody na potrzeby segmentacji obrazow

kometowych co moze otworzy¢ droge do automatyzacji segmen-
tacji obrazow kometowych ta metoda.

Z punktu widzenia mozliwych innych zastosowan metody gra-
fowej niz tylko segmentacja komet istotne jest to, ze do poprawne;j
pracy algorytmu konieczne jest spelnienie jedynie dwoch, jak sig¢
wydaje, niezbyt restrykcyjnych wymagan tj.:

1. spelnione musi by¢ zatozenie o mozliwo$ci stosowania progu dr
do rozréznienia poszczegblnych obiektow O, na podstawie od-
legtosci migdzy nalezacymi do nich elementami e;,

oraz

2. etap 1. powinien zakonczy¢ si¢ znalezieniem reprezentatywne-
go zbioru elementow e; tworzacych obiekty O,.

Wymagania te maja charakter uniwersalny — w zaden sposob
nie bazujg na specyficznych cechach obrazéw kometowych oraz
na wilasnosciach zastosowanej metody segmentacji elementow
tworzacych obiekty. Dzigki takim wilasno§ciom prezentowana
metoda powinna znalez¢ zastosowanie do segmentacji innych
obiektow w postaci skupisk. Dostosowanie dziatania metody do
innego typu obrazéw wymaga jedynie ustalenia parametréw bina-
ryzacji (ewentualnie wyboru innej metody segmentacji lepiej
sprawdzajacej si¢ w danym zastosowaniu), okreslenia sposobu
wyznaczania odlegto$ci miedzy elementami tworzacymi obiekty
oraz okre$lenia warto$ci progu dr. Dodatkowym atutem metody
grafowej jest duza mozliwo$¢ zrownoleglenia jej dziatania.

Uniwersalny charakter przyjetych w nowej metodzie rozwigzan
powoduje, ze podejscie to moze takze zosta¢é wykorzystane na
etapie przetwarzania koncowego innych metod segmentacji do
poprawy jako$ci wynikow uzyskiwanych tymi metodami.

Praca zostala czesciowo sfinansowana ze srodkow na dziatalnosé statutowq Instytutu
Automatyki Politechniki Slgskiej (BK 214/RAul/2011 temat 4). Czesé¢ badar wykorzy-
stanych w pracy zostata przeprowadzona w Centrum Biotechnologii, Bioinzynierii
i Bioinformatyki SL4SKA BIO-FARMA w Gliwicach (http://www.biofarma.polsLpl/).
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