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Zusammenfassung

In dieser Arbeit entwickeln wir einen Algorithmus, der junction-associated inter-
mittend lammelipodia (JAIL) in Mikroskopie-Videos von Endothelzellen automa-
tisch detektiert.

Dazu werden wir neben dem biologischen Hintergrund der JAIL zunéchst diver-
se grundlegende Verfahren aus der Bildverarbeitung kennen lernen. Im weiteren
Verlauf der Arbeit geht es um die explizite Verarbeitung eines JAIL-Videos. Dies
schliet sowohl die Vorverarbeitung durch Entrauschung und Segmentierung der
Daten als auch die Anwendung einiger selbst entwickelter Methoden zur Detektion
von JAIL mit ein.
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1 Einleitung

In dieser Arbeit beschéiftigen wir uns mit der Detektion von junction-associated
intermittent lammelipodia, kurz JAIL. Diese sind noch nicht sehr lange erforscht,
jedoch besteht die Vermutung, dass sie eine wichtige Rolle fiir medizinische und
biologische Aspekte jeglicher Art spielen. Das Ziel dieser Arbeit ist es, einen Algo-
rithmus zu erstellen, der JAIL in Mikroskopie-Videos von Endothelzellen automa-
tisch detektiert. Dazu haben wir von Prof. Dr. Med. Hans-Joachim Schnittler und
Dr. rer. nat. Jochen Seebach aus dem Institut fiir Anatomie und Vaskulare Biologie
der WWU Miinster solche Videos gestellt bekommen. Das in dieser Arbeit betrach-
tete Video befindet sich als MAT-Datei mit dem Namen p20 wvideo.mat auch auf
der beiliegenden CD. Es zeigt Endothelzellen und die immer wieder dazwischen
auftauchenden JAIL-Formationen.

Fiir die Programmierung haben wir Matlab von der Firma MathWorks in der Ver-
sion R2014b benutzt. Die Ergebnisse der Programmierung befinden sich ebenfalls
auf der beiliegenden CD.

Die Arbeit strukturiert sich wie folgt. In Kapitel 2 werden wir zunéchst den biolo-
gischen Hintergrund sowie die Bedeutung der JAIL sehen. Das Hauptaugenmerk
liegt dabei auf dem Zusammenhang zwischen JAIL und Endothelzellen sowie der
Funktion der JAIL innerhalb eines Endothels.

Daraufhin geht es in Kapitel 3 mit den Grundlagen der Bildverarbeitung weiter.
Hier fithren wir zunéchst die mathematische Definition eines Bildes ein, um dann
einige grundlegende und héaufig genutzte Verfahren der Bildverarbeitung kennen-
zulernen.

Kapitel 4 beschéftigt sich mit den ersten Schritten, die wir zur Vorverarbeitung
der Rohdaten angewandt haben. Dies beinhaltet neben der Extraktion des fiir uns
essentiellen Video-Kanals das Entfernen des Bildrauschens mithilfe des Kullback-
Leibler-Datenterms und der TV-Regularisierung sowie die Segmentierung der Zell-
wande zur Eingrenzung der moglichen JAIL-Koordinaten.

In Kapitel 5, dem Hauptteil dieser Arbeit, geht es um die Verfahren, die fir die
Detektion der JAIL getestet wurden. Hier lernen wir zunéchst verschiedene Ver-
fahren zur Suche nach kreis- und halbkreisférmigen Strukturen kennen. Die darauf
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folgenden Verfahren dienen zur Uberpriifung der gefundenen und zur Entfernung
falsch positiver JAIL.

Kapitel 6 beschéftigt sich anschlieSfend mit dem Workflow, der im Endeffekt von
uns genutzt wurde. Hier wird verdeutlicht, inwieweit die in den vorherigen Kapiteln
erkléarten Verfahren zu einem Algorithmus zusammengesetzt wurden. Des Weiteren
sehen wir hier das Ergebnis des Algorithmus anhand eines JAIL-Beispiels.

Zum Schluss erfolgt in Kapitel 7 ein Fazit mit einem Ausblick auf weitere For-
schungen. Im Fazit werden zunéchst die wichtigsten Inhalte und Ergebnisse der
Arbeit noch einmal zusammengefasst. Mit dem Ausblick geben wir darauthin ei-
nige Ansatzpunkte, in welche Richtung moégliche weiterfithrende Forschungen zum
Thema dieser Arbeit gehen kénnten.



2 Biologischer Hintergrund

In diesem Kapitel werden wir uns mit dem biologischen Hintergrund der junction-
associated intermittent lammelipodia (JAIL), beschaftigen. Wir werden uns hierbei
im Wesentlichen auf [T'S] beziehen.

In den uns zugrundeliegenden Videos sehen wir benachbarte Endothelzellen, die
zusammen ein einschichtiges Endothel bilden, welches das Innere der Blutgeféifie
auskleidet. Sie bilden damit eine regulierbare Barriere zwischen dem Blutgefafl und
dem Extravasalraum, also dem Fliissigkeitsraum auflerhalb des Gefafles. Durch die-
se Barriere lasst sich der Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut steuern. Die
Dichte des Endothels hingt dabei von der Art des Gewebes und des dort notwendi-
gen Stoffaustausches ab. So bilden die Endothelzellen im zentralen Nervensystem
beispielsweise eine kontinuierliche, kaum durchlédssige Barriere - die sogenannte
,Blut-Hirn-Schranke“. Der unkontrollierte Ubertritt von Blutbestandteilen oder
im Blut gelosten Substanzen ist somit verhindert. In der Niere dagegen bilden die
Endothelzellen ein fenestriertes Endothel, welches kleine Fenster zur Durchlassig-
keit einiger Molekiile bildet. In der Milz wird sogar ein diskontinuierliches Endothel
gebildet, welches Liicken in der Schicht aufweist und somit einen Durchtritt von
Zellen erméglicht (nach [BT, S. 20]).

In unseren Beispiel-Videos sehen wir Endothelzellen der Venen einer Nabelschnur
(, Human umbilical vein endothelial cell* oder kurz ,HUVEC").

Die Bildung eines Endothels wird iiber sogenannte Adhérenz-Verbindungen rea-
lisiert. Diese sind Verbindungen zwischen Aktin-Filamenten zweier benachbarter
Endothelzellen, die das Endothel mechanisch verstirken. Dafiir werden sogenannte
VE-Cadherine (,,vascular endothelial cadherin®) benétigt. Wird eine solche Ver-
bindung unterbrochen, bildet sich nun ein JAIL. Er triagt zur VerschlieBung dieser
Verbindung bei, indem er die Plasma-Membranen von benachbarten Zellen iiber-
lappt und dort die Formation neuer VE-Cadherin-Ablagerungen vereinfacht. Dar-
aufhin konnen sich die Membranen an dieser Stelle wieder verschlieBen. Die lokale
Konzentration der VE-Cadherine steht also im Zusammenhang mit der Haufigkeit
einer JAIL-Formation. Daher bilden sich JAIL vorzugsweise in subkonfluenten Zel-
len, also an relativ liickenhaften Zell-Zell-Kontakten.

In Abbildung 2.1 sehen wir den unterschiedlichen Einfluss der Konzentration von
VE-Cadherin in konfluenten bzw. subkonfluenten Zell-Zell-Kontakten.
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Abbildung 2.1: Unterschied der JAIL-Formation bei subkonfluenten (A) und
konfluenten Endothelzellen (B) (aus [TS])

Um die VE-Cadherine von den JAIL unterscheiden zu konnen, wurde das fiir die
Bildung von Aktinfilamenten benétigte Protein p20 mit einem griin fluoreszie-
renden Protein (,, FGFP“) und die VE-Cadherine mit einem rot fluoreszierenden
Protein (,,mCherry“) markiert.

Zur Veranschaulichung der Bildung eines JAIL zeigt Abbildung 2.2 die Nahauf-
nahme eines wachsenden JAIL im Zeitraffer.
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Abbildung 2.2: Aufnahme eines wachsenden JAIL (gelbe Pfeile) im Zeitraffer,
der neue VE-Cadherin-Ablagerungen (gepunktete Linie) indu-
ziert (nach [TS])

Da JAIL also die Verbindungen zwischen Zell-Zell-Kontakten von Endothelzel-
len beeinflussen, spielen sie eine wichtige Rolle hinsichtlich der Regulierung von
Gewebebildung, Zellpolaritiat oder Zellausbreitung. Auflerdem sind sie essentielle
Bestandteile der Themen Wundheilung und Entziindungen.

Die Videos der JAIL beinhalten zwei Kanéle. Einen, der die griin fluoreszierende
p20-Konzentration zeigt und einen fiir die rot fluoreszierenden VE-Cadherine. Da
die Bildung von JAIL in dem griinen Kanal deutlich wird, ist nur dieser Kanal fiir
uns interessant. Den roten Kanal konnen wir dementsprechend unberticksichtigt
lassen.

Weiteres zum biologischen Hintergrund der JAIL kann in [T'S] nachgelesen werden.



3 Grundlagen der Bildverarbeitung

In diesem Kapitel beziehen wir uns auf [BD, Kap. 1] und gehen zunéchst der
grundlegenden Frage nach: ,Was ist iiberhaupt ein Bild?“ Weiterhin stellen wir
kurz die grundlegenden Verfahren in der Bildverarbeitung dar.

3.1 Was ist ein Bild?

Ein Bild kann auf verschiedene Arten entstehen. Es gibt zum Beispiel Bilder,
die mit einer Digitalkamera aufgenommen wurden und alltdgliche Szenen auf ei-
ne zweidimensionale Ebene iibertragen. Weiterhin gibt es das Scan-Verfahren,
durch das analoge Fotografien digitalisiert werden kénnen. Die Computertomo-
graphie (CT) bietet eine weitere moderne Art, Bilder zu erstellen. Hierbei werden
im Unterschied zu den vorherigen Verfahren durch Rontgenscans aus verschiede-
nen Richtungen dreidimensionale Bilder erzeugt. In dieser Arbeit verwenden wir
Mikroskopie-Videos. Diese bestehen aus einer Folge von zweidimensionalen Bil-
dern, die mit Mikroskopie-Technik aufgenommen wurden.

Wir sehen, dass es sich bei Bildern nicht zwangsldufig um zweidimensionale Ob-
jekte handeln muss. Daher wird im Allgemeinen von d-dimensionalen Bildern fiir
d € N gesprochen. Fiir diese Arbeit stellt der Fall d = 2 jedoch das Hauptaugen-
merk dar.

Kommen wir zuriick zu der Frage, was eigentlich ein Bild ist, beziehungsweise wie
es im mathematischen Sinne zu verstehen ist.

Definition 1. (Bild)
FEin Bild u ist eine Funktion

u: ) — F|

die jedem Punkt aus dem Definitionsbereich €} einen Farbwert aus dem Farbraum
F' zuordnet.

Hierbei unterscheiden wir zwischen diskreten und kontinuierlichen Bildern. Fiir
diskrete Bilder gilt der Definitionsbereich 2 C N%, wohingegen bei kontinuierlichen
Bildern Q C R? vorausgesetzt wird. In dieser Arbeit handelt es sich stets um
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diskrete Bilder. Man kann sie sich als Matrix der Grofle M x N mit M, N € N
vorstellen. Ein Element dieser Matrix wird als Bildpunkt oder Pixel bezeichnet.
Der erste Pixel u(0,0) liegt oben links im Bild und der letzte Pixel u(M, N') unten
rechts, wobei der erste Wert dem y-Wert entspricht und der zweite Wert dem
x-Wert. Ein fiir uns typisches Bild ist also wie folgt aufgebaut:

[ u(0,0) u(0,1) w0, N —1) ]
u(1,0) u(1,1) u(l, N — 1)
w(M —1,0) w(M—1,1) - w(M—1,N —1)]

Fiir den Farbraum F' haben wir ebenfalls verschiedene Moglichkeiten. So gilt fiir
o Schwarz-Weil-Bilder bzw. Binérbilder F' = {0,1},
e Graubilder mit diskretem Farbraum und k bit Farbtiefe F' = {0,...,2F — 1}
e Farbbilder mit k bit Farbtiefe und N Farbkanilen F' = {0,...,2F — 1},

Bei Graubildern entspricht 0 der Farbe schwarz und 1 bzw. 2% — 1 der Farbe weiS.
In Farbbildern, wie zum Beispiel Bildern im RGB-Raum mit F' = {0,...,255}3,
steigt die Intensitdt der drei Farben Rot, Grin und Blau mit hoheren Werten.
Auch hier entspricht [0, 0, 0] schwarz und [255, 255, 255] weif.

3.2 Wie verarbeitet man ein Bild?

In der Bildverarbeitung gibt es verschiedene grundlegende Verfahren, die immer
wieder auftauchen. Wir werden uns hier auf diejenigen Verfahren beschranken, die
in dieser Arbeit von Bedeutung sind.

Das erste grundlegende Prinzip und eines der wichtigsten Elemente zur Weiter-
verarbeitung von Bildern ist das Entrauschen. Rauschen entspricht fehlerhaften
Informationen in einem Bild. Dies konnen beispielsweise helle oder dunkle Punkte
sein, die nicht zum eigentlichen Bild gehoren. Solche Intensitatsfehler kann man
als Realisierungen von unabhéngigen Zufallsvariablen ansehen, die auf jedem Pixel
getrennt arbeiten. Das einfachste Modell ist dabei das additive Rauschen. Hierbei
gilt fiir die gemessenen Daten F' bei einem optimalen Bild u und Rauschen o

F=u+6.

Die Aufgabe des Entrauschens ist es, diese Storungen weitestgehend zu eliminieren,
ohne dabei wichtige Strukturen im Bild zu verlieren. In Kapitel 4.2 kommen wir
wieder auf dieses Thema zu sprechen.
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Ein weiteres essenzielles Konzept der Bildverarbeitung ist die Kantendetekti-
on. Kanten dienen dazu, Objekte im Bild voneinander zu trennen bzw. von dem
Hintergrund zu unterscheiden. Zur Detektion der Kanten stehen verschiedene Ope-
ratoren zur Verfiigung. Beispiele hierfiir sind (nach [BB, Kap. 7.3])

e der Sobel-Operator (siehe Kapitel 5.1.1, Gleichung (5.2))
e der Vorwarts-Differenzen-Operator (siehe Kapitel 5.1.2; Gleichung (5.3)).

—1 0 1 -1 -1 -1
e der Prewitt-Operator |[—1 O 1| bzw. | 0 0 0
-1 0 1 1 1 1

in Abbildung 3.1 sehen wir Beispiele der verschiedenen Kanten-Operatoren.

Abbildung 3.1: Kantenbilder am Beispielbild Lena. Originalbild (a) und Kanten-
bilder mit Sobel-Operator (b), Vorwérts-Differenzen-Operator
(¢) und Prewitt-Operator (d).
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Wir werden vor allem in Kapitel 5.1 auf die Benutzung von Kantenbildern zuriick-
greifen.

Die Kanten-Operatoren nutzen das Prinzip der Faltung, was uns zur néchsten
wichtigen Grundlage fiir diese Arbeit bringt.

Definition 2. (Faltung - nach [We, S.265]).
Die Faltung zweier L'-Funktionen f und g auf R? ist definiert als

(f x9)@) = [ Flz = y)g(w)dy

bzw. 1m diskreten 2-dimensionalen Fall

(f x9)(z,y) = i i flz—v,y—pg(v,p).

p=—m v=—n

fir einen Faltungskern g der Gréfle (2m+ 1) x (2n+ 1).

Im diskreten Fall bedeutet dies, dass der Faltungskern, also beispielsweise einer
unserer Kanten-Operatoren, einmal iiber jeden einzelnen Pixel des Bildes gelegt
wird. Der Kern wird dabei mit seinem Mittelpunkt (0,0) auf den jeweils zu be-
trachtenden Pixel gelegt, was voraussetzt, dass er eine Grofle von (2m+1) x (2n+1)
mit m,n € Ny hat. Ublicherweise wihlt man hier m = n. Der Faltungswert des
aktuellen Pixels berechnet sich dann aus dem Skalarprodukt der Pixel des Kerns
und derjenigen Pixel des Bildes, die von dem Kern abgedeckt werden. Hierbei ist
zu beachten, dass der Wert oben links im Kern mit dem Wert unten rechts im
Bildausschnitt multipliziert wird, der zweite Wert der oberen Zeile des Kerns mit
dem zweitletzten Wert der unteren Zeile des Bildausschnitts usw. Fiir die Berech-
nung der Randwerte wird als Wert aulerhalb des Bildrandes die 0 gewahlt. So
entsteht ein Faltungsbild, welches hohe Werte an den Stellen aufweist, wo eine
moglichst grofie Ubereinstimmung des Bildes mit dem Faltungskern auftritt. Eine
Veranschaulichung der diskreten Faltung sehen wir an einem Beispiel in Abbildung
(3.2).

Wir wollen nun ein Verfahren zur Detektion parametrisierbarer Strukturen einfiih-
ren, die Hough-Transformation. Dieses wird auf einem Binarbild ausgefiihrt,
welches zunachst mittels Kantendetektion erstellt wird. Darauthin wird ein Para-
meterraum gebildet, in den fiir jeden Punkt auf einer Kante alle moglichen Pa-
rameter fiir diejenige Struktur eingetragen werden, nach der gesucht wird. Somit
wird aus dem Problem der Merkmalsextraktion ein Problem der Maximumfindung
im Parameterraum, welches im Allgemeinen leichter zu I6sen ist. Auflerdem ist bei
diesem Verfahren keine Konturverfolgung notwendig, was eine hohe Robustheit
gegeniiber Liicken oder Storungen in einer dieser Strukturen bedeutet.
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Abbildung 3.2: Visualisierung der diskreten Faltung fiir ein (3 x 4)-Bild mit
einem (3 x 3)-Kern (nach [T])

Ein Beispiel fiir eine parametrisierbare Struktur ist eine Gerade. Diese kann im
Allgemeinen in der Form

Gmb:y:mm—i—b

beschrieben werden, wobei (z,y) einen Punkt auf der Geraden, m ihre Steigung
und b den Schnittpunkt mit der y-Achse darstellt. Betrachtet man einen Punkt
(x;,y;) auf einer Kante, so lisst er sich durch unendlich viele Geraden mit der Ei-
genschaft y; = mx; +b erzeugen. Alle diese Geraden kénnen im mb-Parameterraum
als eine Gerade

dargestellt werden. Betrachtet man nun eine Gerade G, im Bild, so fithrt jeder
Punkt auf ihr zu einer Geraden im mb-Raum. Alle diese Geraden schneiden sich
dann im Punkt (myg, by), sodass der Parameterraum an dieser Stelle ein Maximum
aufweist (nach [J]). Abbildung 3.3 verdeutlicht den Zusammenhang zwischen Bild-
und Parameterraum. Naheres zu unserer Nutzung der Hough-Transformation wird
in Kapitel 5.1.1 erlautert.

10
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Abbildung 3.3: Die Punkte (1,2), (3,4) und (4,5) im Bildraum (links) fithren
jeweils zu einer Geraden im mb-Raum (rechts). Diese schneiden
sich im Punkt (1,1), was auf eine Gerade der Form y = x4+ 1 im
Bild hindeutet (nach [J]).

Hat man wie in unserem Fall eine Sequenz von aufeinanderfolgenden Bildern vor-
liegen, so stoBt man in der Bildverarbeitung immer wieder auf den Begriff des
optischen Flusses. Dieses Verfahren wird zur Analyse von Bewegungen eines
Objekts verwendet. Es basiert auf den Verdnderungen der Grauwerte der einzel-
nen Bilder. Somit gilt die Annahme, dass sich der Grauwert eines Pixels von einem
Frame zum néchsten verschiebt, also

u(r,t) = u(z +w,t+1),

wobei u(z,t) die Intensitit des Pixels mit Koordinaten x = (z1,79)7 zur Zeit t
und w = (wy,wy) den Verschiebungsvektor darstellt. Es wird angenommen, dass
die Intensitit entlang einer Kurve z(t) mit %2 = v(z,t) konstant ist. Mit der
multivariablen Kettenregel gilt dann (nach [DB])

du  Ou . Ou dx;

=1

0 = u; + Vu - v. (3.1)

Diese Gleichung wird auch als ,optical flow constraint* bezeichnet, was sich als ein
lineares inverses Problem betrachten lasst. Unter einem inversen Problem versteht
man im Allgemeinen ein Problem, bei dem von einer beobachteten Wirkung auf
deren Ursache geschlossen werden muss (nach [Ri, S. vii]). Daher schreiben wir

11
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(3.1) durch Tauschen der Positionen von v und Vu um zu
(Vu)' v = —u,.
Mit den Definitionen von ¢g := —u; und

A LP(Q)? — LP(Q),
Av = (Vu)" - v

erfiilllt die Gleichung das inverse Problem Av = ¢ fiir p = 1 oder p = 2. Naheres
zu diesem Thema kann in [KA] und [BP] nachgelesen werden.

12



4 Vorverarbeitung

In diesem Kapitel werden wir die drei Schritte kennen lernen, die zur Vorverarbei-
tung der Rohdaten benutzt wurden. Diese sind neben dem Extrahieren des fiir uns
wichtigen griinen Kanals die Entfernung von Rauschen sowie die Segmentierung
der Zellwinde zur Eingrenzung der moglichen JAIL-Koordinaten.

4.1 Extraktion des p20-Kanals

Wie schon in Kapitel 2 beschrieben, enthalten die Videos der JAIL zwei verschiede-
ne Kanéle. Die Bildung von JAIL-Formationen wird in dem griinen Kanal deutlich.
Dieser zeigt die Konzentration des p20-Proteins, welches mit dem EGFP markiert
wurde.

Um fir uns unbendétigte Informationen aus den Daten zu entfernen, miissen wir
uns also den grinen Kanal aus dem Video extrahieren. Dazu haben wir das
zur Analyse von biologischen Bild-Dateien frei verfiigbare Programm Icy (http:
//www.icy.bioimageanalysis.org/) benutzt. Hiermit kann man sich die beiden
Kanale der Videos unabhangig voneinader anschauen oder sich einen bestimmten
Kanal extrahieren. Weiterhin kann man Videos mit dem Matlab Im- und Expor-
ter direkt in Form einer 3D-Matrix nach Matlab exportieren oder sich diese von
Matlab nach Icy importieren. Auf diese Weise haben wir fiir den griinen Kanal des
Videos die MAT-Datei mit dem Namen p20 video.mat erstellt.

4.2 Entrauschung

Im Folgenden halten wir uns - falls nicht anders erwéhnt - an [SB].

Die Videos der JAIL wurden mit einem Konfokalmikroskop, also einem speziellen
Lichtmikroskop erstellt. Die Rekonstruktion solcher Bilder ist in der Regel ein
schlecht gestelltes inverses Problem. Schlecht gestellt bedeutet, dass bereits kleine
Messfehler grofie Fehler in der Ursache nach sich ziehen (nach [Ri, S. vii]). Ziel der
Rekonstruktion ist es, aus den gemessenen Daten eine Naherung des eigentlichen
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Bildes zu berechnen. Folgende Gleichung konnen wir dazu aufstellen:

f=FKa.

Dabei sind K ein kompakter linearer Operator, f die exakten Daten und @ das
gewiinschte exakte Bild. In der Praxis liegen jedoch nur verrauschte Versionen f
und K von f und K vor. Dementsprechend suchen wir nach einer approximativen
Losung v von u mit

f=Ku.

K ist nun ein semi-diskreter Operator basierend auf K, der w in den diskre-
ten Raum RY abbildet. Zur Schétzung von w wird in der Statistik iiblicher-
weise die Maximum-a-posteriori-Methode (MAP) im Zusammenhang mit dem
Satz von Bayes benutzt und geschieht durch eine Maximierung der a-posteriori-
Wahrscheinlichkeitsdichte p(u|f), der sogenannten Likelihood-Funktion. Der Satz
von Bayes sagt Folgendes aus.

Satz 1. (Satz von Bayes - nach [BK, S. 491]).
Fiir zwei Ereignisse A und B gilt

) = KA HEL
Beweis. Es gilt
plal) = o) pANB)=p(B)-p(AlB).  (41)
Ebenso gilt
P(AN B) = p(B 1 A) = p(A) - p(B| ). (42)

Aus (4.1) und (4.2) folgt

p(B) - p(A|B) = p(A) - p(B|A)

_ p(A) - p(BIA)
)

= pAB) = P
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Bei Aufnahmen mit einem Fluoreszenzmikroskop entsteht aufgrund der statistisch
verteilten Emission von Photonen Poissonrauschen, auch Schrotrauschen genannt.
Es kann also jedes Pixel f; unseres verrauschten Bildes f durch eine Poisson-

verteilte Zufallsvariabe F; mit Erwartungswert (Ku); beschrieben werden. Daher
betrachten wir die Poisson-Verteilung

u)fi
p(7l) = [T e o (49

Zur Anwendung des Satzes von Bayes benotigen wir weiterhin Informationen tiber
die a-priori-Wahrscheinlichkeitsverteilung p(u). Diese wird meistens als sogenannte

Gibbs-Funktion gewéhlt (siche [GG]), also
pu) = e MY, (4.4)

wobei A ein positiver Parameter und R ein konvexes Funktional ist. Mit (4.3) und
(4.4) gilt nach dem Satz von Bayes

ul F) — (K“)fe—(m)i) oA L
) =11 (5, - (45)

Wir wenden nun die MAP-Methode an und berechnen durch Maximierung von 4.5
das optimale 4. Aufgrund der Monotonie des Logarithmus konnen wir anstelle der
Likelihood-Funktion auch die Log-Likelihood-Funktion betrachten.

@ = argmax {p(ulf)}
uGL1 ()

= argmax {logp(u|f)}
uEL1 (©)

(Ku)f ) 1 }
—(Ku); —AR(u)

= arg max < log e e

weLl (@) { H( Jil p(f)

© arg max logH Ku fz ~(Ku); )eAR(“)}
uEL1 ()

uELfr(Q)

= arg min
ueL_l'_ Q)

{
= arg min { logH (Ku)fie s ) e_’\R(“)}
{Z — filog(Ku);) + AR(u)}

Hierbei ist LY (Q) = {u € L'(Q) : u > 0 fast iberall}. Weiterhin haben wir in (¥*)
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die beiden von v unabhéngigen Ausdriicke f;! und —= weggelassen. Als kontinu-

p(f)
ierliche Darstellung erhalten wir somit

@ = arg min {/Q (Ku — flog(Ku)) dp + /\R(u)} .

uELi_ (©)

Der Datenterm, den wir erhalten, entspricht bis auf einige von u unabhéingige
Ausdriicke der berithmten Kullback-Leibler-Divergenz

Als Regularisierungsterm R nehmen wir die Totale Variation (TV) von u, auch als

Jo |Vu| bezeichnet, die durch
/ |Vu|dp = sup {/ udivzdr : z € C3°(;R"), |2(z)| < 1Vx € Q}
Q Q

definiert ist. Diese garantiert neben einer Unterdriickung des Rauschens einen ho-
hen Erhalt an wichtigen Informationen im Bild, wie zum Beispiel scharfen Kanten
oder homogenen Fliachen (nach [CC]).

Wir erhalten somit das zu losende Minimierungsproblem mit einem Kullback-
Leibler-Datenterm und der totalen Variation als Regularisierer

min {/Q (Ku — flog(Ku)) dp + )\/Q |Vu| du} : (4.6)

u

Im Folgenden benétigen wir einige Begriffe aus der konvexen Optimierung, die wir
zunachst definieren wollen.

Definition 3. (konvexe Funktion - nach [Wi, S. 32])
Sei C C R" eine konvexe Menge. Dann ist f : C — R U {oo} eine konveze
Funktion, falls gilt

fOr+(1—-0)y) <Of(x)+(1—-0)f(y) Vz,yeC,06elo1]

Definition 4. (zuldssige Funktion - nach [Ro, S. 24])
Eine konvexe Funktion f heifit zuldssig, falls

e f(x) < oo fiir mindestens ein x und

o —00 < f(x) fir alle x

qgilt.
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Zur Losung von (4.6) benutzen wir einen primal-dualen Algorithmus, der 2010
von Antonin Chambolle und Thomas Pock in [CP] vorgestellt wurde. Er dient der
Losung eines primal-dualen Minimierungsproblems in Sattelpunktform

min max (Kz,y) + G(z) — F*(y). (4.7)

Dabei sind X und Y zwei endlich-dimensionale reele Vektorrdume mit Skalar-
produkt (-,-) und Norm || - || = (-,-)2. Die Abbildung K ist ein stetiger linearer
Operator mit induzierter Norm

|K| = max{||Kz|| : 2 € X mit |Jz] < 1}. (4.8)

Weiterhin sind G : X — [0,+00) und F* : Y — [0,+00) zuldssig, konvex und
unterhalbstetig, wobei F* die konjugierte Funktion einer konvexen und unterhalb-
stetigen Funktion F' ist.

Fiir den Algorithmus von Chambolle und Pock bendtigen wir zunéchst die Defini-
tion des Proximal-Operators.

Auflerdem beinhaltet der Algorithmus noch einen Relaxationsschritt.

17



Kapitel 4. Vorverarbeitung 4.2. Entrauschung

Folgende Schritte beinhaltet das Verfahren (nach [CP, S. 4]).

Algorithmus von Chambolle und Pock:
Initialisierung: Wéhle o, 7 > 0,60 € [0,1], (z°,9°) € R™ x R™ und setze 7° = 2°.
Iterationen fir n > 0 : Aktualisiere z™, y" und z" wie folgt:

Yyt = (I +oVEF*) Y (y" + o Kz")
gt = (I +7VG) Yz — 7 KTy th)

j:n—‘rl — .Cl}n+1 + 0<xn+1 _ xn)

Um den Algorithmus anwenden zu konnen, miissen wir das Minimierungsproblem
(4.6) zunédchst in ein Problem in Sattelpunktform (4.7) umwandeln. Dazu bené-
tigen wir die in der Optimierung haufig verwendete erweiterte charakteristische
Funktion einer Menge S C R (nach [CP, S. 24])

0 falls z € S
X = ’ ’ 4.9
s(@) {+m falls = ¢ S (49)

Da es sich in unseren Videos um eine Abfolge von t diskreten Bildern der Grofie
(M x N) handelt, setzen wir voraus, dass = (M x N xt) C R? gilt. Damit konnen
wir nun wie folgt die Sattelpunktform von (4.6) bestimmen. Hierbei wéihlen wir A
als Gewichtung fiir den Kullback-Leibler-Datenterm und fiir den Operator K wie
bei der Entrauschung iiblich die Identitdt /. Dann gilt

min{)\/ﬂ(x—flogx) dx—l—/ﬂ|Vm|dx}

xT

T

:min{A/Q(x—flogx)dx...
...+m3x{/g(mdivy)dz y(z)| < 1Vz ey e CSO(Q,R”)}}

:minmax{)\/ (x — flogx)dx + / (x divy) dz}, sd. Jy(2)| <1Vze€ Qx>0
Q Q
='min max {)\/Q(x — flogz)dx + /Q(x divy) dz 4+ X(0,00) () + Xy(y)}

mit V= {z:]z| <1}

(:*)mxin max{ )\/ (z — flogx) dz + X(0,00)(2) —/ (Vz-y)dz+ Xy(y) }
y Q & ——
=G(z) =(Kz,y) == (y)
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(*) folgt hierbei aus der mehrdimensionalen partiellen Integration mit verschwin-
dendem Randterm, da y € C§°(€2, R™).

Als néchstes benotigen wir die Proximaloperatoren fiir £ und G. Da F™* lediglich
die charakteristische Funktion der Menge Y beschreibt, gilt

Y

Proxop(9) = D

Die Berechnung von prox.,(y) gestaltet sich dagegen ein wenig komplizierter. Es
gilt nach Definition 7

12
proX,¢(y) = arg min {HUQTQH + )\/Q(v — flogv) dv 4 X(0,00) (v)} (4.10)
2 2 2 d
:argmin{fQ(U ;Jy—l—y) U—i—)\/(v—flogv)dv—i—X(om)(v)}.
v T Q

Die charakteristische Funktion X wird zunédchst nicht berticksichtigt. Stattdessen
wird sie nach Berechnung des Proximaloperators tiber eine Maximumfunktion der
Form max(prox,, 0) realisiert.

Weiterhin fithren wir eine komponentenweise Berechnung durch. Aus (4.10) folgt
somit

i — Yi Afi
Uy, My
T (%
& v M =J
T U; T
o v — AT f; _ Yy
TV; T
_ (Y
& v — AT f; —(—A)Tvz
T
< U?—(yi—/\>7'vi:/\7'fi
-

Mit Verwendung der p-g—Formel folgt

Ly L (yi 2 9
pI“OXTG(y)—?}Z—2( )\)T:i:\/4<7_ )\) T2 + AT f;

T

1 11
= Z(yi — A1) £/ (5yi — =A7T)2 .
5 (Ui = AT) \/ (59 = GAT)? + AT f;
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Als letzten Schritt bendtigen wir nun noch eine Diskretisierung des Gradienten
Vu. Dazu sei X = R cin endlich dimensionaler Vektorraum mit Standardska-
larprodukt

(u,v)x =D u; vy, u,v € X.
,L"j
Der Gradient Vu ist ein Vektor im Vektorraum Y = X x X. Zur Diskretisierung

von V : X — Y benutzen wir finite Differenzen mit Schrittweite h = 1 und
Neumann-Randbedingungen

1]
wobei
()t = § g~ falls G <M g Jig sy falls <N
“oo falls i = M’ w00 falls j = N

(nach [CP, S. 21]).

4.3 Segmentierung

Es ist bekannt, dass JAIL nur in unmittelbarer Néahe der Zellwande auftreten. Da-
her ist es sinnvoll, eine Umgebung der Zellwande zu segmentieren, deren Radius der
Grofle eines JAIL entspricht. Dadurch lassen sich falsch positive JAIL innerhalb
einer Zelle ausschliefSen. Der hierzu benotigte Verlauf der Zellwidnde wurde mithil-
fe des ,CellBorderTrackers® (siehe [ST]) erstellt und uns zur Verfiigung gestellt.
Abbildung 4.1 zeigt ein Beispielbild der Verwendung des CellBorderTrackers, der
nach [ST] eine Genauigkeit von 90% aufweist.

Es hat sich herausgestellt, dass wir fiir eine bessere Erkennung der richtigen JAIL
auf drei unterschiedlich grofie Segmentierungen der Zellwande zurtickgreifen miis-
sen. Die grundlegende Segmentierung umfasst einen Umgebungsradius von 30 Pi-
xeln. Diese Umgebungsgrofle reicht aus, um JAIL jeglicher Grofle einzuschliefen.
Sucht man nun nicht im gesamten Bild nach moglichen JAIL, sondern nur in dem
segmentierten Bild, so lassen sich Strukturen im Inneren einer Zelle direkt aus-
schlieflen.

Abbildung 4.2 zeigt diese grundlegende Segmentierung am Beispiel eines Frames
mit einem JAIL unten links im Bild. Da wir hier einen sehr deutlichen JAIL vorlie-
gen haben, werden wir von nun an samtliche Abbildungen zur Veranschaulichung
der Verfahren an diesem Beispiel zeigen.
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Abbildung 4.1: Endothelzellen (links) und gekennzeichnete Zellgrenzen mithilfe
des CellBorderTrackers (rechts)

Abbildung 4.2: Originalbild (links) und segmentiertes, entrauschtes Bild (rechts)

In Kapitel 5.1.2 wird erkléirt, dass zur Faltung eines Bildes mit einem Gauss-
Kreis zunachst das Kantenbild erstellt werden muss. Wiirde man dieses nun von
dem obigen segmentierten Bild erstellen, so wiirden die Kanten der Umgebung als
Kante mit sehr hohem Wert gezéhlt. Um dies zu verhindern, benutzen wir daher
eine weitere Segmentierung, deren Umgebungsradius um fiinf Pixel hoher als zuvor
eingestellt ist. Hiervon wird dann zunachst das Kantenbild erstellt, um daraufhin
mithilfe der ersten Segmentierung die falschen Kanten, also die dufleren fiinf Pixel
der Umgebung zu entfernen. Abbildung 4.3 verdeutlicht dieses Vorgehen.
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Abbildung 4.3: Grofie Segmentierung mit falschen Kanten (links) und Uberreste
ohne falschen Kanten nach Vergleich mit urspriinglicher Segmen-
tierung (rechts)

Die dritte und kleinste Segmentierung wird benutzt, um sicherzustellen, dass nur
diejenigen JAIL in Betracht gezogen werden, deren Mittelpunkte sich in unmit-
telbarer Néhe zur Zellwand befinden. Hierfiir nehmen wir einen Umgebungsradius
von fiinf Pixeln. Mithilfe dieser Segmentierung loschen wir alle Pixel in dem gefal-
teten Bild (siehe Kap. 5.1.2), die nicht in der Umgebung liegen. Werden also JAIL
mit einem Mittelpunkt aulerhalb dieser Umgebung gefunden, so werden diese als
falsch positive JAIL gewertet. In Abbildung 4.4 sehen wir den Verlauf der Zell-
wande und das in Kapitel 5.1.2 vorgestellte Faltungsbild mit » = 17, segmentiert
mit der 5-Pixel-Umgebung fiir die Zentren der JAIL. Das zugrundeliegende Frame
ist das gleiche wie in Abbildung 4.3. Man erkennt dabei im Faltungsbild anhand
der gelben Pixel unten links im Bild das Zentrum des deutlich sichtbaren JAIL.

Abbildung 4.4: Verlauf der Zellwénde (links) und Faltungsbild mit zuldssiger
Umgebung fir JAIL-Zentren (rechts)
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5 Verfahren zur JAIL-Detektion

In diesem Kapitel werden wir die Verfahren kennen lernen, die in dieser Arbeit zur
Detektion der JAIL getestet wurden. Diese sind die Hough-Transformation sowie
die Faltung mit Gauss-Kreisen und -Halbkreisen zur Erkennung von kreisférmigen
Strukturen, das Optical-Flow-Verfahren zur Bewegungsanalyse, das Aufsummie-
ren von Intensitaten, die Benutzung von Zusammenhangskomponenten sowie die
Akkumulation von Faltungswerten.

5.1 Detektion kreisformiger Strukturen

Da ein JAIL stets eine kreisférmige Struktur beschreibt, spielt die Detektion sol-
cher Strukturen eine wesentliche Rolle in dieser Arbeit. Sie wird als erstes Ver-
fahren zur JAIL-Detektion benutzt und bildet damit eine grundlegende Liste der
potenziellen JAIL. Aus dieser Liste werden dann mit den spéter erklarten Ver-
fahren moglichst viele falsch positive JAIL geloscht. Da bei dem Vergleich der
JAIL-Liste mit den anderen Verfahren also keine neuen potenziellen JAIL mehr
hinzukommen, wahlen wir die Parameter und Thresholds bei dieser Detektion so,
dass zwar auch falsche JAIL erkannt werden, dafiir aber moglichst alle richtigen
JAIL mit dabei sind.

5.1.1 Die Hough-Transformation

In diesem Abschnitt beziehen wir uns auf [Rh].

In Abschnitt 3.2 haben wir bereits die Hough-Transformation zur Detektion para-
metrisierbarer Strukturen am Beispiel von Geraden kennen gelernt. Da zur Detek-
tion der JAIL nicht nach Geraden, sondern nach kreisformigen Strukturen gesucht
werden muss, ist es notwendig die Hough-Transformation fiir Kreise anzuwenden.
Ein Kreis mit Mittelpunkt (c;,cs) und Radius r kann als Koordinatengleichung
mit

(z—c)’+(y—c)* =77
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oder in Parameterdarstellung mit

xr = c1 + 1cos(p),

y = cp + rsin(y) (5.1)

fir 0 < ¢ < 27 dargestellt werden. Somit fiithrt jeder Punkt (z,y) auf einem
moglichen Kreis mit Mittelpunkt (c1,¢2) und bekanntem Radius r im Bildraum
zu einem Kreis mit Mittelpunkt (z,y) und Radius r im Parameterraum (siche

Abbildung 5.1).

y A e A

> >
X c

Abbildung 5.1: Darstellung der Hough-Transformation fiir Kreise mit bekann-
tem Radius. Jeder Punkt im Bildraum (links) generiert einen
Kreis im Parameterraum. Alle diese Kreise schneiden sich in dem
Mittelpunkt des Kreises im Bildraum (aus [Rh, S. 2])

In unserem Falle eines unbekannten Radius wird ein dreidimensionaler Raum mit
dem Radius als dritter Dimension gebildet. Fiir die moglichen Radien zwischen 5
und 30 Pixeln bildet also jeder Kantenpunkt (z,y) im Bildraum einen Kegel im
Parameterraum (z,y, r), der sich aus mehreren Kreisen mit verschiedenen Radien
zusammensetzt. Liegt nun ein Kreis mit Mittelpunkt (¢, c2) und Radius 7y im
Bildraum vor, so schneiden sich alle diese Kegel im Punkt (¢, ¢2,79) des Parame-
terraums. An dieser Stelle liegt dementsprechend der hochste Wert vor. Um die
passenden Objekte im Bildraum zu finden, sucht man also nach lokalen Maxima
im Parameterraum.

Bei der von uns benutzten und in Matlab vordefinierten Funktion imfindcircles.m
wird das Kantenbild zunéchst mit dem Sobel-Operator erstellt, der aufgrund von
doppelter Gewichtung der zentralen Filterzeile bzw. -spalte neben der Kantende-
tektion eine zusétzliche Glattung orthogonal zur Ableitungsrichtung bewirkt. Dies
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geschieht mithilfe von Faltungen des Bildes und der jeweiligen Operatoren S, und
Sy in z- und y-Richtung. Sei also F' unser Ursprungsbild, dann gilt (nach [BB, S.
122]) fiir die beiden Gradienten

1 0 —1
Gry=SyxF =12 0 =2|%F,
1 0 -1
| ——

Sobel-Operator
in z-Richtung

(5.2)
1 2 1
G,=S8,«F=[0 0 0]|=xF
-1 -2 -1

Sobel-Operator
in y-Richtung

Durch Zusammenbringen der beiden Ergebnisse mittels

G=,/G2+G2

entsteht dann das richtungsunabhangige Kantenbild. Zusétzlich kann man der
Funktion einen Threshold ,EdgeThreshold“ mitgeben. Dieser Wert zwischen 0
und 1 gibt an, welche Art von Kanten gefunden werden sollen. Ein hoher Wert
bedeutet, dass nur starke Kanten gefunden werden, wéihrend ein niedriger Wert
auch schwache Kanten zuldsst. Wird der Funktion kein Wert mitgegeben, so wird
er automatisch mithilfe der Funktion graythresh.m ermittelt.

Fir die in dem entstandenen Bild enthaltenen Kantenpunkte wird anschlieffend
wie oben beschrieben der Parameterraum erstellt. Der Unterschied hierbei liegt
darin, dass in der Matlab-Funktion fiir unbekannte Radien kein dreidimensio-
naler, sondern ein zweidimensionaler Parameterraum erstellt wird. Hier werden
dann die Werte fiir alle Radien akkumuliert, sodass ein weiterer Schritt zur Schét-
zung der jeweiligen Radien notig ist. Hierflr gibt es zwei Methoden, zum einen
das ,, Two-Stage-Verfahren“ und zum anderen das ,,Phase-Coding-Verfahren“ (né-
heres zu dieser nachtréglichen Schétzung der Radien kann in [AK, S.795-803],
[YP, S.71-77] und [Da, Kap. 10] nachgelesen werden). Trotz dieses zusétzlich no-
tigen Schrittes ist das gesamte Verfahren auf diese Weise weniger speicher- und
rechenintensiv als bei der Nutzung eines dreidimensionalen Parameterraumes (sie-
he Matlab-Dokumentation zu imfindcircles.m).

Neben den schon beschriebenen optionalen Parametern gibt es weitere Werte, die
man der Funktion mitgeben kann. So ware da beispielsweise die Sensitivitat ,,Sen-
sitivity* zur Kreisdetektion. Dieser Wert liegt ebenfalls zwischen 0 und 1 und
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wird, falls nicht explizit mitgegeben, standardméaflig auf 0.85 gesetzt. Fin hoherer
Wert liefert mehrere Kreise, wobei dadurch das Risiko einer hoheren Fehlerrate
besteht. Auflerdem gibt es den Parameter ,ObjectPolarity“, den man der Funkti-
on als ,bright* oder ,dark* mitgeben kann. So werden nur die Kreise gefunden,
die heller beziehungsweise dunkler als der Hintergrund sind. Aufgrund der hohen
Intensitdaten der JAIL haben wir uns hier fiir die Suche nach hellen Kreise ent-
schieden.

Wir haben den Code aus Algorithmus 1 unter Nutzung der Matlab-Funktion im-
findcircles.m verwendet:

Algorithm 1 Hough-Transformation fiir Kreise, Find__ Circles.m

Input:
Video > entrauschtes Video
RR > Radius-Range, bei uns 5-30
KT > Kanten-Threshold, bei uns 0.01
Methode > Methode zur Radius-Schéatzung, bei uns ,, TwoStage*
Polaritat > Verhéltnis Objekt zu Hintergrund, bei uns , bright*
Output:
Zentren > Mittelpunkte der gefundenen Kreise
Radien > Radien der gefundenen Kreise
1: Video=Video/max(Video) > Normierung des Videos

2: for all Frames of Video do

[Zentren, Radien| = imfindcircles(Frame, RR, ...
..., Methode, KT, Polaritat)
4: end for

5: return [Zentren, Radien|

Die hohe Variabilitat an Parametern sowie die zum Teil fehlende Kenntnis tiber den
genauen Ablauf der Hough-Transformation in Matlab haben uns dazu motiviert,
ein eigenes Verfahren zur Detektion von kreisférmigen Strukturen zu programmie-
ren. Dieses werden wir in den folgenden Abschnitten 5.1.2 und 5.1.3 erlautern.
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5.1.2 Faltung mit Gauss-Kreisen

Anstelle der Hough-Transformation kann man auch mit einer geeigneten Faltung
des Kantenbildes nach kreisformigen Strukturen suchen. Als Faltungskerne dienen
uns dabei Kreise verschiedener Grofle, die mit der Gauss-Funktion geglattet wer-
den. Die Grofle der Kreise, nach denen wir suchen, liegt auch hier bei einem Radius
zwischen 5 und 30 Pixeln. Damit sind die Gréflen aller moglichen JAIL abgedeckt.
Wir benodtigen zunéchst einen Faltungskern fg. Damit der geglittete Kreis kom-
plett in dem Kern enthalten ist, wird fiir fg bei jeweiligem Radius r eine Grofie
von (4r + 1) x (4r + 1) festgelegt. In diesen Kern wird ein Kreis mit Radius r
,gezeichnet®. Es werden also Einsen in diejenigen Pixel des Kerns geschrieben, die
dann zusammen einen moglichst runden Kreis ergeben (aufgrund der Diskretheit
unserer Bilder und des Kerns kann kein vollstdndig perfekter Kreis entstehen). Um
dem Kreis eine gewisse Grundbreite zu geben, wird er anschlieend auf eine Breite
von 5 Pixeln (r —2,...,r + 2) erweitert.

Die Glattung der Kreise geschieht daraufhin mit einem Gaussfilter der Grofie
(7 x 7). Da ein kleiner JAIL der Form eines Kreises ndher kommt als ein grofier
JAIL (vgl. Abbildung 5.2), miissen wir die Standardabweichung fiir den Gaussfil-
ter an den Radius anpassen. Als geeignetste Anpassung hat sich hierfir o = /r
bewahrt.

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 5.2: JAIL zur Zeit seines Auftretens (links) und kurz vor dem Ver-
schwinden (rechts). Je mehr ein JAIL wiéchst, desto mehr verliert
er seine kreisformige Struktur.

Damit Kreise mit groBem Radius nicht automatisch einen hoheren Faltungswert er-
zielen als Kreise mit kleinerem Radius, wird jeder Gauss-Kreis noch mittels m

normiert. Abbildung 5.3 zeigt zwei Gauss-Kreise mit verschiedenen Radien.
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Abbildung 5.3: Kreise mit Radius 10 (links) bzw. 20 (rechts), geglittet mit
Gaussfilter der GréBe (7 x 7), Standardabweichungen o = /10
bzw. o = 1/20.

5 10 15 20 25 30 35 40

Als néachstes benotigen wir das Kantenbild fx. Hierzu benutzen wir den ,Vorwérts-
Differenzen-Operator®, der jeden Pixel mit dem jeweils nachsten benachbarten
Pixel in x- und y-Richtung vergleicht. Fiir die Ableitungen in z- und y-Richtung
gilt demnach

ZZ =u(zr+1) —u(x) bzw. ;IZ =u(y+1) —u(y). (5:3)

Das Kantenbild fx wird dann durch die Berechnung der Norm der beiden Ablei-

tungen festgelegt, also
du’ du\’
o=y (1) +(3)

Nun erfolgt die Faltung des Kantenbildes mit dem Gauss-Kreis. Zur Visualisie-
rung dieser Faltung mit einem Gauss-Kreis passender Grofe ist in Abbildung 5.4
der Ausschnitt aus Kanten- und Faltungsbild eines deutlich zu erkennenden JAIL
dargestellt.
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Abbildung 5.4: Ausschnitt des Kantenbildes mit dem Vorwérts-Differenzen-
Operator (vgl. (5.3)) eines deutlichen JAIL (links) und Faltungs-
bild durch Gauss-Kreis mit passendem Radius 17 (rechts).

Die hohen Werte im Faltungsbild deuten auf den Mittelpunkt
eines Kreises im Kantenbild hin.

5
5

3
8

8

Damit nicht alle Koordinaten mit einem hohen Faltungswert einem moglichen
Kreismittelpunkt zugeordnet werden, teilen wir das Faltungsbild in Raster der
GroBe (40 x 40) ein. In diesen Rastern wird dann nur der jeweils maximale Wert
behalten, alle anderen Pixel bekommen den Wert 0 zugewiesen. Liegt der Wert
eines Pixels der Faltung nun iiber einem den Faltungswerten angepassten Thres-
hold, so wird er zusammen mit seinen Koordinaten und dem Radius, nach dem
aktuell gesucht wird, zu den jeweiligen Listen der bereits gefundenen potenziellen
JAIL hinzugefiigt.

Im letzten Schritt werden die Werte aller gefunden Kreise in unmittelbarer Nahe
zueinander miteinander verglichen. Dies ist notwendig, da fiir einen JAIL mit Ra-
dius 7 nicht nur die Faltung mit dem genau passenden Gauss-Kreis einen hohen
Wert liefert, sondern auch die mit Gauss-Kreisen, die einen etwas kleineren oder
grofferen Radius haben. Deshalb vergleichen wir alle Kreise miteinander, deren z-
und y-Koordinaten nicht weiter als 20 Pixel auseinander liegen. Auch hier behal-
ten wir nur den Kreis mit dem groften Faltungswert. Alle restlichen Kreise werden
zusammen mit ihren jeweiligen Werten und Radien aus der Liste geloscht.

Fir die Umsetzung der Suche nach Kreisen in Matlab haben wir den Code aus
Algorithmus 2 verwendet.
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Algorithm 2 Faltung mit Gauss-Kreisen, gauss kreise.m

Input:
Video > entrauschtes Video
r > Radius, nach dem gesucht werden soll
Segl > Segmentierung der Zellwiande im Kantenbild (Abb. 4.3)
Seg?2 > Segmentierung der Zellwéande fiir die Kreis-Zentren (Abb. 4.4)
RG > Raster-Grofle, bei uns 40
Fr > Threshold fiir den Faltungswert
Output:
Zentren > Mittelpunkte der gefundenen Kreise
Radien > Radien der gefundenen Kreise
Werte > Faltungswerte der gefundenen Kreise
1. KG=4x*xr+1 > Grofe des Faltungskerns
2: Kern = Kreis in (KG x KG)-Matrix > wie im Text beschrieben
3: Faltung von Kern mit Gauss-Filter > Filtergrofie (7 x 7),0 = /1
4: Kern = Kern/Summe(Kern) > Normierung
5: for all Frames of Video do
6: Kante = Kantenbild des Frames > Vorwérts-Differenzen-Operator*
7: Segmentierung von Kante mittels Segl
8: Falt = Faltung von Kante und Kern
9: Segmentierung von F'alt mittels Seg2
10 Behalte in jedem (RG x RG)-Raster nur den maximalen Wert
11: for all Pixel in Falt do
12: if Pizel > F'T then
13: Schreibe Koordinaten des Pixels in Liste Zentren
14: Schreibe r in Liste Radien
15: Schreibe Wert des Pixels in Liste Werte
16: end if
17: end for
18: end for
19: return [Zentren, Radien, Werte]
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5.1.3 Gauss-Halbkreise und Richtungsableitungen

Eine Moglichkeit zur Optimierung der Suche nach JAIL bietet an Stelle der Faltung
mit Kreisen die Faltung mit Halbkreisen. Da ein JAIL nie einen vollstandigen Kreis
beschreibt, liefert die Suche nach Halbkreisen eine in Relation héhere Ubereinstim-
mung des Kantenbildes mit dem Gauss-Kern. Hier suchen wir nach Halbkreisen
in 8 unterschiedliche Richtungen. Von Halbkreisen, die nach oben zeigen und bei
uns die Richtungsnummer 1 erhalten, gehen wir also im Uhrzeigersinn und 45°-
Schritten zu den Halbkreisen, die nach oben links zeigen und die Richtungsnummer
8 bekommen.

Zum Erstellen der Faltungskerne verfahren wir zunachst genauso wie schon in Ka-
pitel 5.1.2 beschrieben. Von einem fertigen Gauss-Kreis wird dann fiir den neuen
Faltungskern lediglich noch die Hélfte der Pixel geloscht, sodass nur noch ein Halb-
kreis tibrig bleibt, der in die jeweils passende Richtung zeigt. Abbildung 5.5 zeigt
alle 8 moglichen Halbkreise.

10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40

Abbildung 5.5: Gauss-Halbkreise in alle 8 Richtungen, r = 10.

Wir suchen nun nacheinander nach Halbkreisen in jede der 8 Richtungen und pro
Richtung nach Radien zwischen 5 und 30 Pixeln. Bei dieser Suche machen wir
Gebrauch von den Richtungsableitungen 2—;‘ und %‘, deren Berechnung mit dem
,Vorwirts-Differenzen-Operator® wir schon in Gleichung (5.3) gesehen haben. Das
Ergebnis der Berechnung der Richtungsableitungen sehen wir in Abbildung 5.6

anhand des gleichen Ausschnitts eines JAIL wie schon zuvor in Abbildung 5.4.
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Abbildung 5.6: Ausschnitt eines JAIL (a) und den dazugehérigen Richtungs-
ableitungen in z- (b) und y-Richtung (c)

Fiir jede der beiden Richtungsableitungen berechnen wir nun eine Faltung. Wir
benotigen also einen Kern fiir die Faltung des Gradienten in z-Richtung und einen
fiir die Faltung in y-Richtung. Im Beispiel dieses nach rechts zeigenden JAIL miis-
sen wir aufgrund der Definition der Faltung fiir eine hohe Ubereinstimmung des
Kerns und der Richtungsableitungen einen Halbkreis benutzen, der nach links aus-
gerichtet ist. Der nach obiger Anleitung gebildete Halbkreis besitzt ausschliellich
positive Werte. Wie in Abbildung 5.6 zu erkennen ist, ergibt die Ableitung in z-
Richtung negative Werte an der rechten Kante des JAIL, wahrend die Ableitung
in y-Richtung am oberen Teil positive und am unteren Teil negative Werte ergibt.
Dies liegt daran, dass der Gradient von den kleinen Werten auflerhalb eines JAIL
in Richtung der groflen Werte im Inneren des JAIL zeigt. Hierbei ist zu beachten,
dass Matlab die x-Richtung eines Bildes von links nach rechts und die y-Richtung
von oben nach unten ansieht.

Um also auf moglichst hohe positive Werte im Faltungsbild zu kommen, sollte der
Kern fiir die Faltung in z-Richtung auf der linken Seite negative und auf der rech-
ten Seite positive Werte aufweisen. Der Faltungskern in y-Richtung sollte analog
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dazu negative Werte im oberen Bereich sowie positive Werte im unteren Bereich
des Halbkreises enthalten. Somit ist im Falle eines JAIL garantiert, dass sich bei
der Faltung positive Werte der Richtungsableitung mit positiven Werten des Fal-
tungskerns und negative Werte der Richtungsableitung mit negativen Werten des
Faltungskerns multiplizieren. Ein hoher Gesamtwert der Faltung ist dementspre-
chend das Resultat.

Dieses Ergebnis erreichen wir durch eine Multiplikation eines Pixels aus dem ur-
spriinglichen Faltungskern mit seinem jeweiligen Abstand vom Mittelpunkt in
z- und y-Richtung. Damit der Abstand der Halbkreispixel zum Mittelpunkt bei
grofflen Halbkreisen genauso gewertet wird wie bei kleinen Halbkreisen, wird der
Abstand normiert. Fiir unser Beispiel sei also s ein nach links zeigender Gauss-
Halbkreis mit Radius r. Weiterhin sei s, der neue Faltungskern fiir die z-Richtung
sowie s, der fir die y-Richtung. Dann gilt

norm = \/(] —mid)2 + (i — mid)?,
$2(i,7) = 8(i,7) * (j — mid)/ norm, (5.4)

sy(1,7) = s(4,j) * (i — mid)/ norm

fiir mid = round(*5) und é,5 € {1,...,4r + 1}.

Fiir den zum Beispiel-JAIL passenden Radius r» = 17 sind die neuen Faltungskerne

in Abbildung 5.7 dargestellt.

Abbildung 5.7: Faltungskerne mit Richtungsinformation eines nach links zeigen-
den Halbkreises in z- (links) und y-Richtung (rechts), r = 17

-0.005
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Mit diesen Kernen falten wir nun die beiden Richtungsableitungen und addieren
d

die beiden Ergebnisse miteinander. Sei also G, = ¢ und G, = 2—;. AuBerdem sei
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fr das endgiiltige Faltungsbild. Dann gilt

fr(i,J) = (Ga x 52) (i, ) + (Gy * 8) (6, )

fir (i,7) € Q.
Mit diesem Ergebnis geht das Verfahren dann genauso weiter, wie es am Ende von
Kapitel 5.1.2 bei der Faltung mit ganzen Kreisen erklart wurde.

Um dieses Verfahren der Detektion von Halbkreisen nicht nur an den Videos von
JAIL zu testen, haben wir uns als Testbeispiel zwei verschieden grofie Ellipsen
erzeugt. Eine Ellipse der Form

ZL'2 y2
E = —=+=<1
R

mit dem Ursprung als Mittelpunkt und Radien r, in z-Richtung sowie r, in y-
Richtung und 7, > r, sollten sowohl kleine, nach auflen zeigende Halbkreise am
linken und rechten Rand aufweisen als auch grofie, nach oben und unten zeigen-
de Halbkreise am oberen und unteren Rand. Wir sehen in Abbildung 5.8 genau
dieses Ergebnis an den zwei Ellipsen. Dies ldsst auf eine hohe Genauigkeit der
Halbkreiserkennung mit diesem Verfahren schlieflen.

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

Abbildung 5.8: Ellipsen mit (r,,7,) = (18,10) (links) und (r,,r,) = (23,15)
(rechts). Die roten Kreise stellen die gefundenen Halbkreise mit
jeweiliger Richtungsnummer dar.

Zur Darstellung von Halbkreisen in Matlab haben wir der Einfachheit halber auf
die Kreisdarstellung mittels viscircles.m zuriickgegriffen und die Richtungsnummer
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des Halbkreises an die Position seines Mittelpunktes geschrieben. Die Nummern
gehen dabei von 1 fiir einen Halbkreis, der nach oben zeigt, im Uhrzeigersinn bis
zur 8 fir einen Halbkreis, der nach oben links zeigt (vgl. Abbildung 5.5).

Wir haben die Faltung mit Gauss-Halbkreisen mit dem Code aus Algorithmus 3
ausgefiihrt.

Algorithm 3 Faltung mit Gauss-Halbkreisen, gauss halbkreise_bestimmen.m

Input:

Video > entrauschtes Video
r > Radius, nach dem gesucht werden soll
Segl > Segmentierung der Zellwédnde im Kantenbild (Abb. 4.3)
Seg2 > Segmentierung der Zellwénde fir die Kreis-Zentren (Abb. 4.4)
RG > Raster-Grofle, bei uns 40
Fr > Threshold fiir den Faltungswert
RN > Richtungsnummer der Halbkreise

Output:

[T T e S e S O e G e G e

19:
20:

21:

Zentren > Mittelpunkte der gefundenen Kreise
Radien > Radien der gefundenen Kreise
Werte > Faltungswerte der gefundenen Kreise

KG=4xr+1 > Grofe des Faltungskerns
Kern = Kreis in (KG x KG)-Matrix > wie im Text beschrieben
Faltung von Kern mit Gauss-Filter > Filtergrofie (7 x 7),0 = /1
Losche nicht benotigte Hélfte des Kreises > abhangig von RN
Kern = Kern/Summe(Kern) > Normierung
Erstelle sz und sy > sieche Beschreibung im Text
for all Frames of Video do
|Gz, Gy| = Ableitungen in z- und y-Richtung > ,Vorwérts-Differenzen®
Segmentierung von Gx und Gy mittels Segl
Falt = (Gx * sx) + (Gy * sy)
Segmentierung von Falt mittels Seg2
Behalte in jedem (RG x RG)-Raster nur den maximalen Wert
for all Pixel in Falt do
if Pizel > F'T then
Schreibe Koordinaten des Pixels in Liste Zentren
Schreibe r in Liste Radien
Schreibe Wert des Pixels in Liste Werte
end if
end for
end for

return [Zentren, Radien, Werte]
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5.2 Optischer Fluss

Ein JAIL ist kein statisches Objekt, sondern dehnt sich im Laufe seiner Existenz
halbkreisformig aus. Daher ist es sinnvoll, das Verfahren des optischen Flusses an-
zuwenden, welches Informationen tiber die Bewegung einer Struktur liefert. Zur
Berechnung des optischen Flusses in - und y-Richtung haben wir eine Toolbox
bereitgestellt bekommen. Details zur Implementierung dieser Toolbox koénnen in
[Di] nachgelesen werden.

Da wir sowohl eine hohe Robustheit gegeniiber Rauschen anstreben als auch Un-
stetigkeiten im Bewegungsfeld erlauben wollen, benutzen wir das L' — T'V-Modell

argmin||u; + Vu - o1 + ad |Vl
i=1

Der Testalgorithmus der Toolbox ermittelt die Bewegungsfelder von jeweils zwei
aufeinanderfolgenden Frames. Fiir ein Video mit n Frames bekommt man also n—1
Bewegungsfelder in x- und genauso viele in y-Richtung. Als Beispiel dazu sehen
wir in Abbildung 5.2 zwei aufeinanderfolgende Frames eines JAIL und die berech-
nete Bewegung dazwischen als Vektorfeld, dass sich aus den Bewegungsfeldern in
beide Richtungen zusammensetzt. Um ein moglichst inhomogenes Bewegungsfeld
zwischen zwei Frames der entrauschten Daten zu bekommen, hat sich dabei der
Parameter o = 0.006 bewéhrt.

20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

Abbildung 5.9: Zwei aufeinanderfolgende Frames eines JAIL mit dem optischen
Fluss zwischen ihnen (rechts), v = 0.006.
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Zum Loschen von falsch positiven JAIL benutzen wir nun die euklidische Norm

lwlls = w2 +wy

der beiden Bewegungsfelder w, und w,. Davon erstellen wir zunéchst ein Binérbild
mithilfe eines Thresholds. Um auch hier genug Spielraum zu haben und nicht zu
viele Pixel zu 16schen, wéahlen wir dessen Wert als 1. Mithilfe dieses Binarbildes
iiberpriifen wir nun jeden gefundenen JAIL mit Radius r. Wir testen die Uberein-
stimmung der Flow-Norm mit einer Kreisscheibe um den Mittelpunkt des JAIL.
Diese bekommt einen inneren Radius von r — 4 und einen aufleren Radius von
r 4+ 4. Uberdeckt die Kreisscheibe nun weniger als 20 iibrig gebliebene Pixel der
Flow-Norm, so wird angenommen, dass es sich um einen falsch detektierten JAIL
handelt und er wird geltscht.

5.3 Aufsummierung der Intensitaten

Da die Pixel eines JAIL aufgrund des grin fluoreszierenden Proteins EGFP, mit
dem das p20-Protein fir die Bildung von Aktinfilamenten markiert wurde (vgl.
Kapitel 2), eine hohere Intensitéit als seine Umgebung aufweisen, kann man mit
einem Vergleich der Intensitédten falsch positive JAIL ausschliefen. Hierzu gehen
wir die Liste der potenziellen JAIL durch und tiberpriifen jeweils, ob zur Zeit des
Auftritts ein lokales Maximum in der Intensitdtenkurve tiber die Zeit ¢ vorliegt
oder nicht. Wir vergleichen dabei nur die Intensitiaten in einer kreisformigen Um-
gebung U um den JAIL mit Mittelpunkt mid = (m,, m,) € R™*". Der Radius der
Umgebung entspricht dabei dem ermittelten Radius r des JAIL. Es gilt also

U= {69 i=m2 G -m)r < v},

Fiir jedes Frame werden nun alle Intensititen in dieser Umgebung aufsummiert
und als Kurve iiber die Zeit dargestellt. Fiir die Intensitat der Umgebung zur Zeit
t gilt somit

It)= > f(i,j.1).

(3,7)€eU

Befindet sich in einer Zeitspanne von einem Frame vor bis einem Frame nach der
Detektion des JAIL ein lokales Maximum in der Intensitdten-Kurve, so wird er
weiterhin als potenzieller JAIL gewertet. Andernfalls wird er als falsch positiver
JAIL aus der Liste geloscht.

Ein Beispiel fiir diese Kurve bei einem positiven JAIL sehen wir in Abbildung
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5.10. Hierbei geht es um den JAIL in Frame 8 unseres Ausschnittes (oben rechts
in der Abbildung). Wir vergleichen also die Intensitaten eines jeden Frames in der
Umgebung U mit Radius » = 17 um den Mittelpunkt des JAIL aus Frame 8. Da
in diesem Frame ein deutlich zu erkennendes Maximum in der Intensitatenkurve
vorliegt, wird der JAIL nicht aus der Liste geloscht.

©) d)

Abbildung 5.10: Frame 7 (a), 8 (b) und 9 (c) eines JAIL-Ausschnittes mit insge-
samt 11 Frames und die passende Intensitaten-Kurve (d). Der
rote Kreis entspricht der Umgebung U um den Mittelpunkt des
JAIL aus Frame 8 mit dazugehorigem Radius r = 17.

Fir die Aufsummierung der Intensitaten in Matlab haben wir den Code aus Algo-
rithmus 4 benutzt.
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Algorithm 4 Aufsummierung der Intensitaten, check intensities.m

Input:
Video > verrauschtes Original-Video
U > Umgebung um aktuellen JAIL
FN > FrameNumber, Zeitpunkt des JAIL-Auftritts
Output:
IsJail > 0 (kein JAIL) oder 1 (JAIL)

Y Werte := leerer Vektor > Lange = Anzahl der Frames
for all Frames of Video do
t := Nummer des aktuellen Frames
Summe =Y. I(x,y,t) >V(z,y) e U
YWerte(t) = Summe
end for
IsJail :=0
suche lokale Maxima in Y Werte
for all Maxima do
if Maximum liegt bei Zeit t € {FN —1,..., FN + 1} then
IsJail =1
end if
. end for

—_ = =
w22

. return IsJail

—_
=

5.4 Connected Components

Eine weitere Idee, die Anzahl falsch positiver JAIL zu verringern, ist die Ver-
wendung der sogenannten ,,Connected Components®. Da ein JAIL typischerweise
ein zusammenhéngendes Konstrukt mit hohen Intensitdatswerten darstellt, suchen
wir in der Nahe eines potenziellen JAIL nach Zusammenhangskomponenten und
l16schen ihn, falls sich keine solche Komponente in der Nédhe befindet. Um diese
Komponenten sinnvoll zu bestimmen, benotigt man zunéchst einmal ein Binarbild.
Dabei spielt die Grofle des Intensitaten-Thresholds eine wichtige Rolle. Wahlt man
diesen zu klein und erstellt dann das Binérbild, erhalt man zu wenige und zu grofle
Komponenten. Andersherum werden zu viele kleine Komponenten gefunden, wenn
der Threshold zu grof§ gewahlt ist. Um moglichst alle korrekten JAIL beizubehal-
ten, hat sich der Intensitatswert 90 hierbei als am geeignetsten herausgestellt. In
Abbildung 5.11 sind Ergebnisse mit verschieden groflen Thresholds dargestellt.
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Abbildung 5.11: Originalbild (a) und Bindrbilder mit Intensitéats-Thresholds 70
(b), 80 (c¢) und 90 (d)

In diesem Binarbild suchen wir nun Zusammenhangskomponenten. Hierbei zah-
len Pixel, die sich in einer Achter-Nachbarschaft, der sogenannten ,Chessboard-

Metrik“ (vgl. [SR, S. 9])
Rs(,y) = {(u, w) : max(fju — [, [w —y|) = 1}

zueinander befinden, zur gleichen Komponente. Der Unterschied zu einer Vierer-
Nachbarschaft oder ,,City-Block-Metrik*

Ry(z,y) = {(v,w) : [u — 2| + |w —y[ =1}

ist in Abbildung 5.12 dargestellt.
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(a) (b)

Abbildung 5.12: Vierer-Nachbarschaft (a) und Achter-Nachbarschaft (b) (aus
K7, S. 397])

Da bei diesem Verfahren auch allein stehende Pixel als eigene Komponente gezahlt
werden, bendtigen wir nun einen weiteren Threshold, der die Mindestgrofie einer
Komponente bestimmt. Um auch die kleinsten JAIL mit einzuschlielen, hat sich
hier der Wert von 40 Pixeln als minimale Gréfe bewéhrt. Abbildung 5.13 illustriert
die Zusammenhangskomponenten des Binérbildes aus Abbildung 5.11.

Abbildung 5.13: Zusammenhangskomponenten ohne (links) und mit Grofen-
Threshold 40 (rechts). Die Farbabstufungen dienen zur Unter-
scheidung der verschiedenen Komponenten.

Der Vergleich der Zentren von gefundenem JAIL und Zusammenhangskomponen-
ten in seiner Umgebung liefert nun eine Aussage dariiber, ob der JAIL als falsch po-
sitiv aus der Liste geloscht wird oder nicht. Hier werden die x- und y-Koordinaten
der beiden Zentren verglichen. Sind diese jeweils mehr als 12 Pixel voneinander
entfernt, so wird der JAIL gel6scht.

41



Kapitel 5. Verfahren zur JAIL-Detektion 5.5. Faltungswerte akkumulieren

Fiir die Berechnung der Connected Components in Matlab haben wir den Code in
Algorithmus 5 benutzt:

Algorithm 5 Connected Components, conn__comp.m

Input:
Video > verrauschtes Original-Video
GT > Groflen-Threshold, bei uns 40
1T > Intensitéts-Threshold, bei uns 90
Output:
Zentren > Mittelpunkte der Connected Components

1: Video(Video < IT) =0
2: Video(Video > IT) =1

for all Frames of Video do
berechne Connected Components > 8er-Nachbarschaft
if Anzahl Pixel einer Komponente < GT then
l6sche Komponente
end if
berechne Mittelpunkte fiir jede Komponente
Schreibe Mittelpunkte in Liste Zentren
10: end for

11: return Zentren

5.5 Faltungswerte akkumulieren

Ein Ansatz flir eine mogliche Zeitstetigkeit bei der Erkennung von JAIL ist die
Akkumulation der Faltungsbilder iiber die Zeit. Dabei konnte man in einem drei-
dimensionalen Ort-Radius-Diagramm mit den Koordinatenachsen (z,y,r) nach
einer Abfolge von hellen Werten in r-Richtung suchen, welche auf einen wachsen-
den JAIL hindeuten. Der Wert eines Punktes in diesem Diagramm wird mit der
Abbildung

T
(x,y,7) >—>/O fr(x,y,rt)dt (5.5)

berechnet, wobei fr ein Faltungsbild, x und y die Bildkoordinaten, » den Radius,
t die Zeit und T die Anzahl der Frames darstellt.
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Zur Verdeutlichung dieser Idee haben wir uns ein kleines Testbeispiel erstellt. Es
besteht aus einem Video der Grofie (71 x 71 x6), in denen ein nach unten zeigender,
wachsender Halbkreis zu sehen ist. Dieser behélt seinen Mittelpunkt im Punkt
(36,36) und hat in dem ersten Frame einen Radius von 5 Pixeln und wird mit

jedem Frame um 5 Pixel grofer, bis er im sechsten Frame einen Radius von 30
Pixeln aufweist (siche Abbildung 5.14).

Abbildung 5.14: Selbst erstelltes Testbeispiel. Ein statischer Halbkreis, der von
einem Radius von 5 Pixeln im ersten Frame zu 30 Pixeln im
letzten Frame wéachst.

Wir suchen nun mit der in Kapitel 5.1.3 erklarten Methode nach Halbkreisen in
dem Testbeispiel. Hierbei legen wir das Augenmerk der Suche der Einfachheit
halber nur auf diejenigen Halbkreise, die ebenfalls nach unten zeigen. Wenn wir
Gleichung (5.5) auf unser Testbeispiel beziehen, erhalten wir mithilfe der diskreten
Form

[§
(l‘,y,’r) — ZfF(xayaryt)
t=1
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das gewiinschte Ort-Radius-Diagramm. Um eine bessere Visualisierung der Fal-
tungswerte mit wachsendem Radius zu bekommen, ohne dabei zwischen mehreren
Frames hin und her zu wechseln, permutieren wir das Diagramm und vertauschen
die y- und die r-Achse. In Abbildung 5.15 sehen wir Frame 36 aus diesem Dia-
gramm, also ein (30 71)-Bild, welches die Faltungswerte der verschiedenen Radien
und z-Koordinaten iiber die Zeit aufsummiert und fiir festes y = 36 zeigt.

5
1
10
1
15
25
30
10 20 30 40 50 60 70

-0.05

3

Abbildung 5.15: Akkumulierte Werte der Faltungen des Testbeispiels mit nach
unten zeigenden Gauss-Halbkreisen (weitere Erlauterungen im
Text).

Hier kann man bei x = 36 die hochsten Werte der Faltungen erkennen. Diese
treten in regelméafigen Abstédnden von r = 5 bis r = 30 in dem Bild auf.

Wir haben nun ein statisches Beispiel mit einem Halbkreis gesehen, der sich nicht
bewegt, sondern nur auf der Stelle wéchst. Fiir die Praxis und unsere Videos von
JAIL ist so ein einzelnes Bild jedoch wenig aussagekriftig, da es sich dabei um
Objekte mit einer gewissen Bewegung von Frame zu Frame handelt. Um dieses
Verfahren also nutzen zu konnen, wéare es zunichst einmal sinnvoll, einen JAIL
iiber die Zeit seiner Existenz zu verfolgen. Darauthin konnte man eventuell an-
hand dieser Bewegung von einem Frame zum néchsten einen ebenso statischen
Wachstumsvorgang erzeugen wie in unserem Testbeispiel.

Zur Veranschaulichung dieser Problematik sehen wir in Abbildung 5.16 ein wei-
teres Testbeispiel. Im Unterschied zum vorherigen Halbkreis verdndert dieser nun
jedoch seine Position und wandert von oben links zur Mitte des Bildes. Der Radius
verandert sich genau wie bei dem obigen Beispiel und wachst von » = 5 im ersten
Frame zu r = 30 im sechsten Frame.
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10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 5.16: Weiteres selbst erstelltes Testbeispiel. Der Kreis aus Abbildung
5.14 ist hier nicht mehr statisch, sondern bewegt sich von oben
links in die Mitte des Bildes.

Eine Abfolge von hellen Werten in einem einzigen Bild kdnnen wir nun nicht mehr
erkennen. Wir miissten also anhand der Bewegung des Halbkreises in denjenigen
Bildern nach hohen Werten suchen, die den jeweils passenden y-Wert des Halb-
kreismittelpunktes représentieren. Da sich dieser in dem Beispiel von (10, 10) in
regelméfBigen Abstdnden von 5 Pixeln zu (35,35) verschiebt, wéiren das die Fra-
mes 10, 15,20, 25, 30 und 35 in dem Akkumulator mit Koordinatenachsen (x,r,y).
Abbildung 5.17 zeigt diese 6 Frames.
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0 20 30 40 50 60 70 0 20 30 40 5 60 70 0 20 30 40 5 60 70

10 20 30 40 5 60 70 0 20 3 40 50 60 70 10 20 30 40 S 60 70

Abbildung 5.17: Akkumulierte Werte der Faltungen des zweiten Testbeispiels.
Die dargestellten Frames sind diejenigen, die den jeweiligen y-
Wert des Mittelpunktes aus Abbildung 5.16 repriasentieren. Der
rote Kreis zeigt die Stellen, an denen sich die Mittelpunkte mit
passendem Radius befinden.

Wir sehen hier, dass an den richtigen Stellen, die durch die roten Kreise in der Ab-
bildung markiert sind, hohe Werte der akkumulierten Faltungen auftreten. Diese
sind aber nicht die einzigen und auch nicht immer die grofiten Werte. Eine mog-
liche Erklarung dafiir konnte die Akkumulierung der Faltungswerte tiber die Zeit
sein, die bei einem sich bewegenden und wachsenden Kreis an vielen Stellen im
Bild hohe Werte fiir verschiedene Radien liefert.
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6 Workflow

In diesem Kapitel werden wir auf die in Kapitel 4 und 5 erklarten Verfahren zu-
riickkommen und den daraus zusammengesetzten Workflow erkldaren. Wir werden
also sehen, welche Verfahren letztendlich in welcher Reihenfolge angewandt wur-
den und was dabei fiir Ergebnisse herausgekommen sind.

Der erste Schritt war die Entrauschung mithilfe der Kullback-Leibler-Divergenz
und der TV-Regularisierung. Wir haben festgestellt, dass das Kantenbild eines
JAIL zum Teil eine ungleiche Verteilung an hohen Werten innerhalb der Kante
aufweist. Dadurch wére die Erkennung von Kreisen und Halbkreisen erheblich
geschwécht worden. Deshalb haben wir vor dem Entrauschen des Videos alle Werte,
die hoher als 120 waren, auf 120 heruntergesetzt. Das Kantenbild war somit sehr
viel gleichméafiger, wie Abbildung 6.1 zeigt.

10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 6.1: Kantenbild eines JAIL nach Entrauschung ohne (links) und mit
runtergesetzten Werten (rechts)
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Nach diesem Heruntersetzen der hohen Werte konnte das Video entrauscht wer-
den. Wir haben dafiir den Wert A = 8.5 als Gewichtung fiir den Kullback-Leibler-
Datenterm gewahlt. Als die fiir den Algorithmus von Chambolle und Pock notwen-
digen Parameter haben wir 0 = 7 = % sowie 6 = 1 gewahlt, womit der Algorithmus
laut [CP] konvergiert. Abbildung 6.2 zeigt das Ergebnis der Entrauschung an dem
Ausschnitt eines JAIL. Aufgrund der langen Laufzeit des Programms wurde das
Video einmalig entrauscht und abgespeichert. In dem Workflow wird es also nur
noch eingeladen und nicht jedes Mal erneut entrauscht.

075
07
4065
06
055
05
045
04

Abbildung 6.2: Ausschnitt eines JAIL vor (links) und nach der Entrauschung
(rechts)

20 40 60 80 100 120

Vor diesem Einlesen des entrauschten Videos steht die Eingabe aller benttigten Pa-
rameter. Neben den bereits in den einzelnen Kapiteln erklarten Parametern kann
man hier den gewiinschten Ausschnitt des Videos bestimmen. Falls also nicht das
gesamte Video bearbeitet werden soll, gibt man hier das Start- und das Endframe
sowie die z- und y-Koordinaten des Ausschnittes an. Nach Erstellung der Segmen-
tierungen werden dann das entrauschte Video, das Original-Video sowie die drei
verschiedenen Segmentierungen auf eine einheitliche Gréfle geschnitten.

In Tabelle 6.1 haben wir die zu wahlenden Parameter des Workflows noch einmal
zusammengefasst.

Wie bereits erwahnt werden nun die drei in Kapitel 4.3 erklarten Segmentierungen
erstellt. Das entrauschte Video wird daraufhin zundchst mithilfe der Segmentierung
mit dem groBten Umgebungsradius von 35 Pixeln segmentiert (siehe Abbildung
4.2). Dieses Video wird dann zusammen mit den anderen beiden Segmentierungen
der Funktion gauss halbkreise_bestimmen.m mitgegeben.
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Tabelle 6.1: Wahlbare Parameter fir den Workflow

Mit dieser Funktion folgt dann die Detektion der Halbkreise. Da sich die anféng-
liche Suche nach ganzen Kreisen als wenig praktikabel erwiesen hat, benutzen
wir nur noch Halbkreise fiir die Detektion von JAIL. Vor allem in Bezug auf die
Ausrichtung der JAIL bekommen wir somit Informationen, die wir bei der Kreis-
detektion nicht bekommen wiirden. Wir haben am Ende von Kapitel 5.1.3 am
Beispiel von Ellipsen gesehen, dass das vorgestellte Verfahren im Grunde seinen
Zweck erfillt und genau die passenden vier Halbkreise detektiert. Leider ist dies
bei den vorliegenden Daten nicht der Fall. Hier werden fast ausschlielich die klein-
sten Kreise, also die mit Radius » = 5 mit einem hohen Wert versehen. Abbildung
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6.3 zeigt dies anhand von vier aufeinanderfolgenden Frames unseres tiblichen Bei-
spiels. Auch hier geht die Halbkreisnummer von 1 (nach oben) bis 8 (nach oben
links). Wir werden in den folgenden Abbildungen die Kantenbilder der entrausch-
ten Daten zeigen, da man die Kontur der JAIL so deutlicher erkennen kann.

20 20

40 40
60 60
80 80
100 ; 100

120 120

20 40 60 80 100 120

20 20

40 40
60 60
80 80
100 = 100

120 120

20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

Abbildung 6.3: Kantenbilder von vier aufeinander folgenden Frames eines JAIL
und die detektierten Halbkreise.

Der Grund fiir diesen Fehler ist uns nicht genau bekannt. Das Ergebnis der ge-
fundenen Halbkreise ldsst sich jedoch verbessern, indem wir bei der Erstellung
der Faltungskerne in z- und y-Richtung in Gleichung (5.4) auf die Normierung
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der Abstédnde verzichten. Obwohl dies mathematisch gesehen nicht sinnvoll ist,
werden daraufhin neben einigen falsch positiven auch die richtigen, zu dem JAIL
passenden Halbkreise gefunden. Dies zeigt Abbildung 6.4. Ob wir die Normierung
im Workflow letztendlich benutzen moéchten oder nicht, kénnen wir mithilfe des
Parameters ,, Normierung* , den wir als 0 oder 1 wahlen kénnen, entscheiden.

20 20
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80 80
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120 120
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120 120

20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

Abbildung 6.4: Die gleichen Frames wie in Abb. 6.3. Durch Auslassen der Nor-
mierung in Gleichung (5.4) werden passendere Halbkreise detek-
tiert.

Fiir den Rest dieses Kapitels werden wir mit diesen Ergebnissen weiter arbeiten,
um die Auswirkungen der anderen Verfahren zu zeigen.
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Das erste Verfahren, dass nach der Detektion der Halbkreise in unserem Workflow
ausgefithrt wird, ist die Aufsummierung der Intensitaten (Kapitel 5.3). Es wird
also fiir jeden gefundenen Halbkreis iiberpriift, ob in diesem Frame ein Maximum
an Intensitdten in der Umgebung des Mittelpunktes vorliegt. Ist dies nicht der Fall,
wird der potenzielle JAIL aus der Liste geloscht. Abbildung 6.5 zeigt das Ergebnis
nach Ausfithrung dieses Verfahrens. Wir sehen hier, dass dadurch in jedem Frame
ein falsch positiver JAIL geloscht wird.

20 20
40 40
60 60
8O 80
100 i 100
120 120
20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120
20 20
40 40
60 60
80 80
100 = 100
120 120

20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

Abbildung 6.5: Ergebnis nach Detektion der Halbkreise und Uberpriifung der
Intensitaten
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Das néchste Verfahren zur Aussortierung falsch erkannter JAIL ist der Abgleich
mit den Connected Components. Wie in Kapitel 5.4 erklart, wird hier tiberpriift, ob
in der unmittelbaren Néhe eines JAIL eine Zusammenhangskomponente mit hohen
Intensitatswerten und einer minimalen Anzahl an Pixeln exisitert. Wir sehen in
Abbildung 6.6, dass dadurch weitere falsch detektierte JAIL entfernt werden.
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Abbildung 6.6: Ergebnis nach Detektion der Halbkreise, Uberpriifung der Inten-
sitdten und Abgleich mit den Connected Components.
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Das dritte und damit letzte angewendete Verfahren in unserem Workflow ist der
Vergleich mit der Optical-Flow-Norm, welches wir in Kapitel 5.2 kennen gelernt
haben. In dem oben gezeigten Beispiel andert sich hierbei jedoch nichts mehr und
der Halbkreis mit Richtungsnummer 7 im vierten Frame bleibt als einziger falsch
positiver JAIL in diesem Beispiel bestehen. Dies ist auf die Form des JAIL zu die-
sem Zeitpunkt zuriickzufiihren, die in dessen rechten oberen Ecke eine zusétzliche
Ausbeulung in Form eines kleinen Halbkreises bildet.
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7 Fazit und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die automatische Detektion von JAIL in Mikroskopie-
Videos zu realisieren. Die Umsetzung folgte in Matlab; ein bewéhrtes Hilfspro-
gramm dazu war Icy.

Bevor wir im Verlauf der Arbeit einige getestete und benutzte Verfahren zur Detek-
tion der JAIL gesehen haben, haben wir zunéchst den biologischen Hintergrund der
JAIL kennengelernt. Dies beinhaltete neben einem Uberblick iiber den Zusammen-
hang zwischen JAIL und Endothelzellen auch die Darstellung der Bedeutsamkeit
von JAIL fiir die Biologie.

Weiterhin haben wir einen Einblick in die mathematischen Grundlagen der Bild-
verarbeitung bekommen. Nach der mathematischen Definition eines Bildes wurden
hier die Grundlagen der wichtigsten Verfahren fiir die Bearbeitung eines Bildes vor-
gestellt.

Das néchste Kapitel ,Vorverarbeitung® beinhaltete die drei ersten Schritte, die
wir zur Verarbeitung der JAIL-Videos benutzt haben. Diese waren die Extraktion
des p20-Kanals, die Entrauschung der Daten mittels Kullback-Leibler-Datenterm
und TV-Regularisierung sowie die Segmentierung zur Eingrenzung der moglichen
JAIL-Koordinaten in einer Umgebung der Zellwénde.

Weiterhin haben wir im néichsten Kapitel die verschiedenen Verfahren zur JAIL-
Detektion aufgefiihrt, die den Hauptteil der Programmierarbeit ausgemacht haben.
Neben der Detektion von kreis- und halbkreisformigen Strukturen waren dies der
optische Fluss zwischen jeweils zwei Frames, die Aufsummierung der Intensitdten
in einer Umgebung eines JAIL, die Verwendung der Connected Components sowie
die Akkumulation der Faltungswerte. Diese wurden benutzt, um diejenigen JAIL
zu 10schen, die durch die Detektions-Verfahren moglicherweise als falsch positiv
erkannt wurden.

Im letzten Kapitel haben wir dann noch den schliellich verwendeten Workflow
kennengelernt, der aus den Verfahren der vorherigen Kapitel zusammengesetzt
wurde.

Wie schon in Kapitel 6 beschrieben, ist das endgiiltige Ergebnis aus verschiedenen
Griinden noch nicht ganz wie erwartet. Neben dem grundlegenden Problem der
unterschiedlichen Formen und Gréflen der JAIL bereitet vor allem die angespro-
chene Normierung in Gleichung (5.4) Probleme im Hinblick auf die Detektion. Der
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Versuch, trotz dieser Normierung die richtigen Halbkreise als JAIL zu erkennen,
ohne kleine Kreise den grofleren und passenderen vorzuziehen, wére ein moglicher
Ansatzpunkt fiir zukiinftige Forschungen. Hier ist auch die Standardabweichung
fir die Gauss-Glattung der Faltungskerne zu nennen, die mit ¢ = /r eventuell
noch nicht ganz optimal gewéhlt worden ist.

Eine Weiterfiihrung und Optimierung der in Kapitel 5.5 angefithrten Idee von einer
Akkumulation der Faltungswerte zur Zeitstetigkeit detektierter JAIL stellt einen
weiteren Ansatzpunkt zur zuséitzlichen Erforschung dar. Hier konnte man eventu-
ell mit kleineren Ausschnitten des Videos arbeiten, um durch Aufsummierung der
Werte iiber weniger Frames einen zu homogenen Akkumulator zu vermeiden.
Auf Dauer problematisch ist sicherlich auch die hohe Laufzeit des gesamten Algo-
rithmus. Der Versuch, diese auch fiir grole Ausschnitte eines Videos effektiver zu
gestalten, wiirde die Testphasen enorm erleichtern.

Nicht zuletzt wére es nach diesen Schritten weiterhin sinnvoll, noch weitere Videos
als das von uns betrachtete hinzuzunehmen und mit dem Algorithmus zu testen.
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