Automatisches Segmentieren
von Mikroarraybildern

Dissertation zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Ingenieurwissenschaften (Dr.-Ing.)

der

Technischen Fakultat der Universitat Bielefeld

vorgelegt von

Mathias Katzer



Dipl.-Inform. Mathias Katzer

AG Angewandte Informatik

Technische Fakultat

Universitét Bielefeld

email: mkatzer@techfak.uni-bielefeld.de

Abdruck der genehmigten Dissertation zur Erlangung
des akademischen Grades Doktor-Ingenieur (Dr.-Ing.).
Der Technischen Fakultdt der Universitat Bielefeld

am 22. Oktober 2003 vorgelegt von Mathias Katzer.

Gutachter:

Prof. Dr. Franz Kummert
PD Dr. Anke Becker

Prifungsausschuss:

Prof. Dr. Jens Stoye
Prof. Dr. Franz Kummert
PD Dr. Anke Becker
Dr. Christian Bauckhage

Gedruckt auf alterungsbestdndigem Papier nach 1ISO 9706



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt denjenigen, die mir durch Diskussionen, und Anregungen
geholfen haben, diese Arbeit voranzubringen. Neben den Betreuern Prof. Dr. Kummert
und PD Dr. Anke Becker méchte ich hier besonders Prof. Curtis Altmann (Florida
State University, Tallahassee, USA) und Alexander Sczyrba (Arbeitsgruppe Praktische
Informatik, Universitéat Bielefeld) nennen.

Auch die Unterstltzung durch meine Familie hat nicht weniger zum Gelingen die-
ser Arbeit beigetragen. Ebenfalls danke ich den Mitgliedern der Arbeitsgruppe Ange-
wandte Informatik und des Graduiertenkollegs Bioinformatik fir die gute Arbeitsat-
mosphare und Zusammenarbeit.

Dartberhinaus bin ich allen zu Dank verpflichtet, die ihre Bilddaten zur Verfligung
gestellt haben:

A. Becker, H. Kuster, Zentrum f. Genomforschung, Universitat Bielefeld
M. Jones, Chugai Pharm., Tokyo

M. Cherry, T. Boussard, Stanford University, USA

J. Landgrebe, Universitat Gottingen

A. Sporman, Stanford University, USA

S. Huang, Sloan Kettering Memorial Cancer Center, New York, USA
A. Viale, Rockefeller University, New York, USA

T. Speed, University of California at Berkeley, USA

D. Kreil, FlyChip, Cambridge, UK

M. Beyrouthy, Florida State University, Tallahassee, USA

V. Brendel, lowa State University, USA

Gottingen, Januar 2004



Abstract

Gene expression experiments using microarray hybridisation have become a wide-
spread method in scientific as well as industrial research. Analysis of microarray im-
ages is a bottleneck of array data analysis pipelines, as it is usually performed using in-
teractive computer programs. Apart from practical concerns, automation of microarray
gridding and feature segmentation is most important to achieve constant data quality,
which is a precondition to the integration of different expression data sets. Therefore,
image processing methods that are applicable regardless of the employed array design
and laboratory protocols are highly useful.

In this work a Markov random field (MRF) based approach to high level grid seg-
mentation is proposed, which is robust to common problems encountered with array
images and does not require calibration. The MRF framework allows to separate the
heuristic modeling of spot grid layouts from the segmentation algorithm itself.

Also proposed is an active contour method for spot signal segmentation. Active
contour models describe objects in images by local properties of their boundaries and
thereby enable robust segmentation of irregularly shaped array spots. The traditional
active contour model must be generalized for successful application to microarray spot
segmentation.

The methods proposed in this work are implemented in the AIM (Automatic Image
processing for Microarray experiments) system. The results of the system evaluation
using a sample of 23 different types of microarray images show the usefulness of the
MRF grid segmentation approach. The evaluation of quantitative image analysis is
much more difficult since it seems hardly possible to produce authoritative as well as
biologically relevant calibration data. The quantitative analysis of array spots using the
active contour model reproduces the results of a fine tuned interactive image analysis
with a commercial image processing tool (Imagene). Active contour segmentation is
less sensitive to variations of grid segmentation than the well known Mann-Whitney
segmentation.
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1 Einfiihrung

Die Biologie unterteilt die Erbinformation der Organismen in einzeébene die je-

weils eine oder mehrere bestimmte Funktionen einnehmen. Wahrend die Basense-
guenzen der Gene inzwischen fast routinemafig ,gelesen werden kdnnen, sind die
oft vernetzten Funktionen der Gene viel miihsamer und schwieriger zu verstehen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit Methoden der Bildverarbeitung zur Aus-
wertung von Mikroarray-Experimenten. Diese Methode erlaubt die Beobachtung der
Aktivierung oderExpressiorvieler Gene gleichzeitig, und wird deshalb als wertvolles
Hilfsmittel zur Untersuchung von Genfunktionen und deren Wechselwirkungen ange-
sehen.

Mikroarrayexperimente werden oft zentralisiert betrieben, weil sie sich vergleichs-
weise gut automatisieren lassen, aber auch umfangreiche Infrastruktur erfordern. Dazu
zahlen technisches Gerat zur Durchfiihrung der Experimente, spezifische Softwaresys-
teme fur die Experimentplanung und -auswertung und deren Integration mit Systemen,
in denen die gewonnenen Informationen genutzt, gespeichert und weitergegeben wer-
den kdnnen.

Es wird seit langerer Zeit an Expressionsdatenbanken gearbeitet, die analog zu den
Sequenzdatenbanken viele kleine Datensatze zusammenfuhren und sie dadurch opti-
mal nutzbar machen. Die grof3ten Hindernisse dabei sind bisher die mangelnde Stan-
dardisierung der Datengewinnung und -aufbereitung.

Die Mikroarray-Methoden liefern als Rohdaten Fluoreszenzaufnahmen, die tausen-
de bis zehntausende von Messpunkten, die sogenaBSpigtsabbilden. Zur Experi-
mentauswertung missen die Spots zunachst segmentiert werden. In der Literatur wird
die Segmentierung tblicherweise in zwei Schritte unterteilt, did@tsessierungder
Gittersegmentierungnd als Spot- oder Sighalsegmentierung bezeichnet werden. Die
Bildsegmentierung wird in den meisten Fallen noch immer mit Hilfe interaktiver Pro-
gramme in Handarbeit verrichtet. Dieser Zustand ist zunehmend unbefriedigend: Ers-
tens passt die halbautomatische Segmentierung nicht in das Konzept einer automati-
sierten Experimentdurchfiihrung und zweitens wirkt sich die globale Segmentierung
auf die Signalsegmentierung und damit auf die quantitative Auswertung aus, hat also
Einfluss auf Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von Messwerten.

Es gibt bisher nur wenige veroffentlichte Ergebnisse Giber automatische Gitterseg-
mentierung und es sind noch keine Verfahren bekannt, die ohne Kalibrierung oder
besondere Annahmen tber den Entwurf der Mikroarrays auskommen. Wahrend dies
Teilproblem in spezialisierten industriellen Anwendungen geldst ist, gibt es fur die
Gittersegmentierung unter weniger kontrollierten Bedingungen, wie sie bei der Inte-
gration von Daten aus verschiedenen Quellen herrschen, noch Bedarf fiir neue Bild-
verarbeitungsmethoden.

Die automatische Signalsegmentierung ist bereits intensiver bearbeitet worden, weil
dieser Teil der Mikroarraybildsegmentierung bei der Arbeit mir interaktiven Systemen
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noch wesentlich aufwandiger ist als die Gittersegmentierung. Auch hier gibt es noch
Bedarf fur robustere und leichter anwendbare Verfahren, die die automatische Signal-
segmentierung weniger abhéngig von der Gittersegmentierung machen und genauere
Segmentierung der oft sehr unregelmafig geformten Messpunkte ermdglichen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt sowohl Methoden zur automatischen Gitterseg-
mentierung als auch zur Signalsegmentierung. Um die Verfahren anwendungsnah eva-
luieren zu kdnnen, ist deren Einbindung in ein Gesamtsystem nétig, das die Handha-
bung und Speicherung der verschiedenen Daten in strukturierter Form ermdglicht. Der
Entwurf fir das Mikroarray-Bildverarbeitungssystem stellt die Verbindung zwischen
den Einzelaspekten der Gitter- und Signalsegmentierung her.

Zur Systemevaluation ist eine heterogene Stichprobe von Mikroarraybildern nétig,
damit die Eignung der Gittersegmentierung fur Arrays verschiedener Herkunft unter-
sucht werden kann. Die Evaluation der Signalsegmentierung erfordert idealerweise
Kalibrierdaten mit bekanntem Auswertungsergebnis. Solche Daten stehen bisher nicht
zur Verfigung, weil die Komplexitat der biologischen Systeme, die mit Mikroarrayex-
perimenten untersucht werden, keine echten Kalibrierexperimente zulasst. Die biolo-
gische Relevanz kinstlich erzeugter Kalibrierdaten ist fragwurdig.

Die Segmentierung von Mikroarraybildern ist auch fur die Bildverarbeitung an sich
ein interessantes Problem, weil diese Daten durch ihre von ,gewéhnlichen” Bildern
verschiedenen Eigenschaften neue Sichtweisen auf Bildverarbeitungsmethoden moti-
vieren.

Die ersten beiden Kapitel dieser Arbeit beschreiben die biologischen und techni-
schen Grundlagen der Mikroarray-Methoden, aus denen sich Anforderungen an ein
automatisches Segmentierungssystem ergeben. Es folgt ein Uberblick tiber die in der
Literatur beschriebenen Ergebnisse und Systeme, an die sich ein Kapitel zur Struktur
des in dieser Arbeit entwickelten Systems anschlief3t. Die folgenden Abschnitte gehen
auf die Details der verwendeten Bildverarbeitungsmethoden ein. An die Beschreibung
der Bildverarbeitungsmethoden schlief3t sich das Kapitel tber die Systemevaluation
an. Die Arbeit endet mit der Diskussion der erreichten Ergebnisse und mit Ausblicken
auf weitere Forschung.



2 Biologische Grundlagen

Der folgende Abschnitt fasst zum Verstandnis der Mikroarray-Methoden relevante
Grundlagen der Biologie zusammen. Die Ausfuhrungen lehnen sich an das Kapitel
KK des Lehrbuches ,Molekulare Genetik” von Rolf Knipp€rsi[66] sowie an das vierte
Kapitel aus ,Molecular Cell Biology* von Harvey Lodish und anderen [34] an. Die
thematische Auswahl und Gewichtung ist im Hinblick auf die spater in Absdhnitt 3
dargestellten typischen Anwendungen von Mikroarray-Methoden getroffen worden.
Umfassende Darstellungen sind in den aufgeftihrten und weiteren Lehrbiichern, z.B.
dem von Lewin|[[73] zu finden.

21 Zellen

Alle lebenden Wesen bestehen aus Zellen. Einfache Organismen bestehen aus nur einer
Zelle, wahrend Menschen und S&augetiere aus Billionen von Zellen aufgebaut sind.
Zellen besitzen eine Hulle in der ein komplexes biochemisches System arbeitet, das
sich durch die Kontrolle des Stoffwechsels, also des Stoffaustausches mit der Umwelt
und des Stoffumsatzes im Inneren, selbst aufrechterhalt.

Lebewesen werden nach dem inneren Aufbau ihrer Zellen eingeteilt. Die einfachste
und evolutionshistorisch vermutlich alteste Klasse bildenRi@karyoten zu denen
Bakterien, Archaebakterien und Blaualgen gehdren. Prokaryoten besitzen im Gegen-
satz zu den komplizierterdBukaryoterals wichtigstes Merkmal keinen abgeschlos-
senen Zellkern. Beispiele fiir einfache Eukaryoten sind Hefen und Amoben[ Abb. 2.1
zeigt modellhaft die Bestandteile einer eukaryotischen Zelle. Die verschiedenen dar-
gestellten Organellen sind von Membranen umschlossene Bereiche, in denen einzelne
Funktionen der Zelle lokalisiert sind, z.B. die Erbgutspeicherung im Zellkern oder die
Bereitstellung von Energie durch die Mitochondrien.

In hdher entwickelten, vielzelligen Organismen gibt es verschieden spezialisierte
(oder differenzierte) Zellen, wie z.B. Nerven-, Muskel-, Leber- und Blutzellen, die
jeweils eine bestimmte Funktion und dementsprechende Eigenschaften besitzen. In-
nerhalb der erwéhnten Zelltypen lassen sich noch feinere Unterscheidungen treffen, so
dass die Anzahl verschiedener Zelltypen beim Menschen mit ca. 320 angegeben wird.

Trotz aller biologischen Vielfalt gibt es eine kleine Anzahl von Stoffklassen, die die
biochemischen Ablaufe wesentlich bestimmen. Sie werden in den nachsten Abschnit-
ten charakterisiert.

2.2 Proteine

Proteine sind eine der wichtigsten in Lebewesen vorkommenden Stoffklassen, denn
sie sind als Katalysatoren und Regulatoren an fast allen biochemischen Ablaufen der
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Abbildung 2.1:Aufbau einer Zelle eines hoheren (eukaryotischen) Lebewesens
(©Die Nobel Stiftung)

Zellen beteiligt. Man teilt Proteine nach ihrer Funktion in die folgenden Klassen ein:
1. Enzyme (Proteine mit Katalysatorfunktionen)
2. Strukturproteine (Gerustfunktionen)
3. Regulatoren (DNA-bindende Proteine)
4. Transmembran- und Kanalproteine (Stofftransport durch Membranen)
5. Transportproteine (Stofftransport innerhalb von Membranen)

Alle Proteine sind Kettenmolekiile aus etwa zwanzig bis zu mehreren tausend Ami-
nosauren. Dies sind Molekile mit einem Amino- und einem Carboxy-Ende, die bei
der Proteinsynthese die sogenannte Peptidbindung (sieh¢ Apb. 2.2) eingehen. Amino-
sauren haben eine Seitenkette, die fur ihre biochemische Funktion wesentlich ist.

In Proteinen treten 20 Aminosauren mit verschiedenen Seitenketten auf, die sehr
verschiedene Eigenschaften in Bezug auf ihre Ladungsverteilung, Hydrophilitat, Li-
pophilitat etc. besitzen. Die langen Kettenmolekile sind keineswegs starr, denn in den
Aminosauren gibt es an dem zentralen C-Atom, deneine Rotationssymmetrie um
die Achsen der Bindungen zu den Carboxy- und Aminogruppen. Die Aminosaureket-
ten ,falten“ sich daher. Die Seitenketten beeinflussen die Auspragung der Rotations-
freiheitsgrade und bestimmen mit ihren Eigenschaften wesentlich die Wechselwirkung
zwischen Teilen der gesamten Kette. Der Vorgang der Proteinfaltung ist sehr kompli-
zZiert und entzieht sich noch einer genauen Vorhersage.
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Abbildung 2.2:Die Struktur des Aminosaure-Grundgerustes mit der Seitenkette (SK),
nach der die 20 Aminosauren unterschieden werden. Aminosauren
werden bei der Proteinsynthese unter Wasserabspaltung (rote Ellipse)
durch sog. Peptidbindungen verkettet. Die Bindungen(ayAtom
haben Rotationsfreiheitsgrade (blau).

Die Katalysatorfunktion der Enzyme ist in bestimmten Bereichen auf der Molekulo-
berflache, den aktiven Zentren, lokalisiert. Durch Temperaturerhéhung oder die Ver-
wendung von Lésungsmitteln l&sst sich die Faltung aufheben; die Enzyme verlieren
dann ihre Katalysatoreigenschaften. Man hat festgestellt, das bei vorsichtiger Wieder-
herstellung der Normalbedingungen die urspriinglichen Eigenschaften zurtickkehren.
Dies interpretiert man so, dass die energiegunstigste Faltung der Ketten nur von der
Aminosauresequenz vorherbestimmt ist. Wenn die Umweltbedingungen langsam ver-
andert werden, bringt die Thermodynamik das Molekdl in die energetisch optimale
Faltung, wahrend es bei rascher Abkihlung in einem anderen Zustand verbleibt. Die
Aminoséuresequenz ist also die wesentliche Information Uber ein Protein. Abgesehen
von Veranderungen, die die Faltungseigenschaften und die aktiven Zentren unbeein-
flusst lassen, muss ein Organismus deshalb seine Aminosauresequenzen erhalten und
weitervererben.

2.3 Die Erbinformationstriger DNA und RNA

Zwischen 1940 und 1950 wurden mehrere grundlegende Experimente durchgefiihrt,
die die Desoxyribonucleinsaure (Desoxyribonuleic Acid, DNA) als Trager der Erbin-
formation identifizierten. Das erste Experiment @IT. Avery et. al[/7] wird ,Trans-
formation von Bakterien* genannt. Zu diesem Experiment bendtigt man einen Bak-
terienstamm, der eine Mutation, d.h. eine dauerhafte, erbliche Verdnderung aufweist.
Der von Avery benutzte Stamm konnte aufgrund einer Mutation eine bestimmte Ami-
nosaure nicht selbst herstellen. Solche Bakterien konnen nur auf Nahrbéden wachsen,
denen diese Aminosaure zugesetzt wurde, wogegen die nicht mutierte Form auch auf
aminosaurefreien Nahrbdden gedeiht. Das Transformationsexperiment besteht darin,
DNA aus nicht mutierten Bakterien zu extrahieren und zusammen mit den mutierten
Bakterien auf einen aminoséaurefreien Nahrboden zu geben. Man beobachtet, dass die-
se Bakterien sich dann auch ohne die Zugabe der Aminosaure teilen. Offenbar haben
die Bakterien durch die Wildform-DNA die Fahigkeit zur Synthese der Aminosaure
wiedergewonnen. Dieses und andere Experimente hat man mit vielen verschiedenen
Bakterienarten wiederholt und immer war das Ergebnis, dass mit der DNA Erbin-
formation transportiert wird. Schlie3lich haben 1953 Watson und Crick die Struktur
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der DNA aufgeklart. Im Zellkern kommt die DNA in Form der von ihnen entdeckten
a-Doppelhelix vor. Sie besteht aus zwei langen Kettenmolekulen, die sich spiralfor-
mig ineinanderlegen (siehe Ajb. P.3). Die beiden einzelnen Ketten haben das gleiche
Grundgerust aus abwechselnd einer Phosphatgruppe und einem Zucker, der Desoxy-
ribose (siehe Abl. 2/4). An dem Ring der Zuckermolekiile ist jeweils eine der Ba-
sen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) oder Cytosin (C) gebunden. Einen Zucker
mit Phosphat und Base bezeichnet man als Nucleotid. Die Doppelhelix-Struktur wird
durch Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den nach innen zeigenden Basen auf-
rechterhalten (siehe Abp. 2.5), wobei die Paarungen Adenin - Thymin und Guanin -
Cytosin der energiegiinstigste Regelfall sind. Je weniger paarende Basen vorhanden
sind, um so instabiler ist die Doppelhelix-Struktur.

Abbildung 2.3:Die Doppelhelix-Struktur der DNA, innenliegend sind die Basen zu
sehen (Quelle: PDB [10])
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Abbildung 2.4:Das Nucleotid Desoxythymidinmonophosphat (dTMP)

Die Kohlenstoffatome der Desoxyribose werden, wie in der Abbildung gezeigt, von
1’ bis 5’ numeriert. Das Phosphat ist am 5’-Kohlenstoff gebunden und die Base be-
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findet sich jeweils am 1'-Kohlenstoff. Bei der Kettenbildung (siehe Abbildung 2.6)
bindet immer ein 3’ Kohlenstoff an das Phosphat des nachsten Nukleotids. Die Enden
von DNA-Einzelstrangen nennt man deswegen 3’- und 5’-Ende. lad@oppelhelix
laufen die beiden Strange aufgrund der Eigenschaften des Zucker-Phosphat-Gerustes
in entgegengesetzter Richtung, an den Enden treffen also jeweils ein 5’ und ein 3’-
Einzelstrangende zusammen.

Die Basensequenzen der Einzelstrange sind wegen der Bindungseigenschaften der
Basen untereinander und der Gegenlaufiglesiers-komplementéar

" / H\ H\ . e HiN/H
\C/ N\ /NfH --- o\\ /(:H3 IC \Cic/ \Cic/
ﬂ\ VA VAN A~ N '
C\N: c/N o N\C—N/C H " C< >/Ci N/\‘
\H o/ N\ /N H==== o

Adenin Thymin Guanin Cytosin

Abbildung 2.5:Struktur und Paarung der Basen

Abbildung 2.6:Eine kurze DNA mit der Basensequenz ACGT

Die beiden Strange der Doppelhelix lassen sich durch &uRere Energiezufuhr in Form
von Temperatur- oder pH-Wert-Erhéhung trennen. Diesen Vorgang nennt man Dena-
turierung oder ,Schmelzen®. Die Schmelztemperatur bzw. die erforderliche Dissozia-
tionsenergie einer DNA hangt von der Lange der Nukleotidkette und vom Verhalt-
nis des Anteils von GC-Paaren zum Anteil von AT-Paaren ab, denn die GC-Paare mit
drei Wasserstoffbriicken enthalten mehr Energie als AT-Paare mit nur zwei Bindungen.
Kommen ungepaarte Basen vor, sinkt dadurch naturlich ebenso die Schmelztempera-
tur. Eine DNA mit vier Basenpaaren hat eine ausreichend hohe Dissoziationsenergie
um bei Raumtemperatur eine stahileHelix bilden zu kénnen.

Die Denaturierung ist grundsatzlich umkehrbar. Bei richtiger Wahl von Temperatur
und Salzgehalt des Losungsmittels finden die komplementéren Einzelstrange wieder
zusammen (Reassoziation).

Der Rekombinationsvorgang wird auch als Hybridisierung bezeichnet, wenn die
beiden Einzelstrange verschiedener Herkunft sind. Hybridisierungsexperimente er-
moglichen einen (groben) Vergleich der Sequenzen zweier Organismen, ohne die Se-
guenz selbst zu kennen.

Die unerwiinschte Hybridisierung von nur teilweise komplementéaren Nukleinsaure-
sequenzen nennt man Kreuzhybridisier@g

Cross-hybridization. The hydrogen bonding of a single- stranded DNA sequence that is partially but
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Anzahl Anzahl
Art
Basenpaare Chromosomen

FadenwurnmCaenorhabditis elegans 80 * 10° 4
Ackerschmalwandrabidopsis thaliana 125 % 109 5
Hefe Saccharomyces cerevisiae 1340 % 106 16
KrallenfroschXenopus laevis 3000 * 10° 18
MenschHomo sapiens 3000 * 106 23
Mais Zea mays 5000 * 10° 10

Tabelle 2.1:Der Umfang der Basensequenzen einiger Organismen. Jedes Chromosom
enthélt eine lange Doppelhelix

2.3.1 Restriktionsenzyme

Fir zahlreiche Untersuchungen an DNA ist es zweckma&fig und notig, die in der Na-
tur vorkommenden sehr langen DNA-Molekille (siehe Taljelle 2.1) zu zerteilen. Dazu
werden eine Reihe von Enzymen, die Restriktionsendonucleasen, benutzt. Sie kom-
men in jeder Zelle natirlich vor und dienen dort zum Abbau artfremder, in die Zel-

le eingedrungener DNA. Restriktionsendonucleasen erkennen eine spezifische DNA-
Teilsequenz und schneiden dort das Molekil. Jeder Organismus hat seine eigenen,
charakteristischen Restriktionsendonukleasen. Falls deren Erkennungssequenz in der
eigenen DNA vorkommt, ist sie dort durch eine zusatzliche Methylgruppe an einer
Adenin- oder Cytosinbase geschiitzt. Man spricht auch von Modifikation in Form von
methylierten Basen. Zum systematischen Zerteilen der chromosomalen DNA kombi-
niert man verschiedene Restriktionsendonukleasen. Auf diese Weise legt man Biblio-
theken von definierten DNA-Stlicken an, die in Verbindung mit Hybridisierungsansét-
zen aulRerst nutzlich sind. Eine andere Klasse von Enzymen, die Exonukleasen, bauen
DNA von den Enden her ab. Auch sie sind wichtige Hilfsmittel der Molekulargenetik.

Ein Nachweisverfahren: Der Southern-Blot

Ein klassisches Nachweisverfahren mit dem Hybridisierungsansatz iStodeinern-

Blot [96]: Durch Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente nach Lange und damit
indirekt auch nach ihrer Sequenz aufgetrennt. Ein Abdruck (,,Blot*) des Gels, mit dem
die DNA auf eine Membran Ubertragen wird, dient anschlieRend als Hybridisierungs-
substrat fur eine Probe von (z.B. radioaktiv) markierten DNA-Einzelstrangen. Wegen
der Auftrennung der Sequenzen im Gel wird die DNA der Probe nur an bestimmten
Stellen des Substrats geeignete Komplementarstrange finden und dort hybridisieren.
Die gebildeten Doppelstrange lassen sich durch ihre Radioaktivitat mit einem aufge-
legten Rontgenfilm detektieren. Bei Verwendung geeigneter DNA-Fragmente kdnnen
die in der Probe vorkommenden DNA-Sequenzen getrennt nachgewiesen werden.

not entirely complementary to a singlestranded substrate. Often, this involves hybridizing a DNA
probe for a specific DNA sequence to the homologous sequences of different spesieSusan
Allender-Hagedorn und Charles Hagedorn, An Agricultural And Environmental Biotechnology An-
notated Dictionary, http://filebox.vt.edu/cals/cses/chagedor/glossary.html
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2.3.2 Die Ribonukleinsaure

In der Zelle kommt neben DNA noch eine weitere Nukleinsaure vor, die Ribonukle-
insaure (Ribonucleic Acid, RNA). Das nachste Kapitel beschaftigt sich mit ihrer Be-
deutung. RNA unterscheidet sich von DNA dadurch, dass das Kettengerist nicht mit
Desoxyribose, sondern mit Ribose aufgebaut und die Base Thymin (T) durch Uracil
(U) ersetzt ist. RNA hat wegen des unterschiedlichen Gerlistes andere Flexibilitatsei-
genschaften als DNA und kommt in der Natur in der Regel einzelstrangig vor. RNA-
Molekile falten sich in sich selbst zu Schleifen, wenn entsprechend komplementéare
Teilsequenzen vorhanden sind. Sol@ekundarstrukturehaben oftmals eine biolo-
gische Funktion als Bindestelle fiir Proteine.

RNA kann auch mit komplementadren DNA-Einzelstrangen hybridisieren, was im
Northern BlotVerfahren zu Nachweiszwecken ausgenutzt wird. Man unterscheidet
drei in der Zelle vorkommende Typen von RNA:

e MRNA
Die DNA des Zellkerns wird nicht direkt zur Proteinsynthese herangezogen,
sondern es werden Kopien der Gene in Form von RNA-Molektlen angefertigt.
Diese RNA heil3t Boten-RNA (Messenger-RNA) oder kurz mRNA.

e tRNA
Die Transfer-RNA oder tRNA spielt eine zentrale Rolle bei der Ubersetzung von
Nukleinsauresequenzen in Aminosauresequenzen.

o rRNA
Die Partikel an denen die Proteinsynthese ablauft, die Ribosomen, bestehen zum
Teil aus RNA, der ribosomalen RNA (rRNA).

2.4 Genexpression

Unter dem Begriff Genexpression werden die Prozesse zusammengefasst, die ausge-
hend von der Basensequenz der DNA zur Aminosauresequenz der Proteine fihren. Die
Messung der Genexpression offpressionsanalysst die haufigste Anwendung der
Mikroarray-Technologie.

2.41 Gene und ihre Struktur

Die DNA liegt in Zellen gewdhnlich als Doppelstrang vor. Prokaryoten besitzen im
haufigsten Fall einen Doppelstrang aus zwei ringférmigen DNA-Molekilen, der den
groRRten Teil der DNA-Menge in der Zelle ausmacht. Neben digSeromosongibt
es diePlasmide die nicht unbedingt fester Bestandteil des Erbgutes sind.

Protein- oder RNA-kodierende Sequenzen kénnen grundsatzlich auf beiden Stran-
gen der DNA liegen. Lange Zeit war die folgende Definition des Begriffs 'Gen’ gultig:

Als Genbezeichnen wir einen DNA-Abschnitt, der die Information zur
Herstellung eines Proteins tragt. Die Gesamtzahl der Gene eines Organis-
mus nennen wiGenom[66]
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In prokaryotischen Genomen liegen die Gene nahezu lickenlos dicht und sind viel-
fach funktionsbezogen in sogenann@peronsgruppiert.

Im Gegensatz dazu sind die Chromosomen der eukaryotischen Organismen von der
Kernmembran umschlossen und enthalten lineare DNA-Molekule. Besonders bei ho-
heren Tieren und Pflanzen sind umfangreiche nichtkodierende Bereiche zwischen den
Genen vorhanden. Die Sequenzen in der N&he der Gene haben zum Teil regulatorische
Funktionen, wie die im nachsten Abschnitt beschriebenen Promotorsequenzen. Die
eukaryotische DNA enthalt auch lange Wiederholungssequenzen, die bei der DNA-
Replikation wahrend der Zellteilung eine Rolle spielen. Vielfach ist die Funktion der
nichtkodierenden Bereiche unklar.

Durch (indirekten) Sequenzvergleich der Boten-RNA mit der genomischen DNA-
Sequenz hat man festgestellt, dass die proteinkodierenden Sequenzen auf eukaryoti-
schen Chromosomen héaufig durch nichtkodierende Bereiche unterbrochen sind, die
in der im Zellplasma beobachteten RNA nicht mehr vorkommen. Man bezeichnet die
kodierenden SequenzbereicheBk®onsund die nichtkodierenden alistrons

Der als Genexpression bezeichnete Weg von der DNA-Sequenz zum Protein glie-
dert sich grob in folgende Teile: die als Transkription oder RNA-Synthese bezeichnete
Ubersetzung der DNA-Sequenz in die komplementare RNA-Sequenz, das anschlie-
Rende Entfernen der IntronSfleiRel, die Ubersetzung der RNA-Sequenz in eine
Aminosauresequenz und deren anschlieRende Verknipfung zum Priosgislétior
sowie mogliche chemische Veranderungen am fertig verketteten Prptestiransla-
tionale Modifikation.

2.4.2 Transkription

Die Transkription ist der allgemeine Prozess zur Herstellung von RNA. Die daran we-
sentlich beteiligten Enzyme sind die RNA-Polymerasen. Unter geeigneten Bedingun-
gen (Temperatur, lonenkonzentration, ausreichend Nukleotide vorhanden) funktioniert
die Transkription auch im Reagenzglas. Die RNA-Polymerasen verschiedener Orga-
nismen weisen einen komplizierten Aufbau aus etwa einem Dutzend (Prokaryoten)
bis Gber 30 (Eukaryoten) Untereinheiten auf. Im folgenden wird die prokaryotische
Transkription in vereinfachter Form dargestellt, an der wesentlich das aus drei Un-
tereinheiten bestehende Minimal- oder Core-Enzym undrditntereinheit beteiligt

sind. Zunachst muss das Enzym an die Stelle des Genanfangs auf der DNA gebracht
werden. Dabei sind die sogenannten Promotorsequenzen auf der DNA entscheidend.
Diese sind nicht einheitlich; es gibt aber z.B. bei dem gut untersuchten Bakterium
Escherichia colieinen Musterpromotor, dem alle Promotorsequenzen mehr oder we-
niger ahnlich sind. Er besteht aus einer Basenfolge 5’-TATAAT-3’, der Pribnow- oder
TATA-Box, zehn Basen vor dem Gen und einer AT-reichen Region 35 Nukleotide vor
der kodierenden Sequenz, die idealerweise 5-TTGACA-3' lautet. Diese Sequenz ist
eine Konsensus-Sequenz, weil sie mit einem Alignment-Verfahren als Kompromiss
der tatsachlich auftretenden Promotorsequenzen ermittelt wird.

Das AusmaR der Ahnlichkeit des Promotors zum Musterpromotor beeinflusst die
Haufigkeit, mit der dieser Prozess gestartet wird. Gemeinsam mit der Geschwindigkeit
des Ubergangs von der Initiations- zur Elongationsphase bestimmt dies die Haufigkeit
der Transkription des Gens. Die als Regulation bezeichnete Kontrolle Uber die Tran-
skription erfolgt durch verschiedene, von zelleigenen und dufReren Faktoren abhangige
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Mechanismen (siehe Abschritt P.5). Die Beobachtung der Transkriptionstatigkeit un-
ter gezielten Einfliissen kann deswegen Aufschluss liber die Regulationsmechanismen
geben. Man hat festgestellt, dass die mRNA in der Zelle mit gro3er Frequenz synthe-
tisiert und schnell wieder abgebaut Viirdie Konzentration der mRNA der Gene im
Zellplasma ist also dazu geeignet, Einblicke in die Regulationsverhaltnisse zu geben,
weil sie die Transkriptionstéatigkeit auch zeitlich aufgeldst wiedergibt. Fur die Zelle
ist der hohe Aufwand des dauernden Synthetisierens und Abbauens von mRNA nétig,
weil er die lebenswichtige schnelle Reaktion auf Ver&nderungen der Umweltbedingun-
gen ermdglicht (z.B. die Hitzeschockreaktion).

Die o-Untereinheit der RNA-Polymerase reagiert sehr spezifisch auf das Promotor-
Motiv. Sie bindet an die Promotorstelle der DNA woraufhin die lokale Entwindung der
Doppelhelix einsetzt. Dann startet die eigentliche RNA-Synthese: in dem ged6ffneten

Fertige RNA

..............

Chromosomen-—
DNA

Core-Enzym

- .
Bewegung des Enzyms

Abbildung 2.7:Schematische Darstellung des Transkriptionsvorgangs

Doppelstrangstiick von ca. 12 Basenpaaren werden RNA-Nukleotide komplementar
zur DNA aneinandergefiigt. In dieser Initiationsphase kann die Synthese noch mehr-
mals abbrechen und neu beginnen. Danach l6st sich-tlietereinheit aus dem Tran-
skriptionskomplex aus DNA, Core-Enzym und RNA-Anfang und die Transkription
geht in die Elongationsphase Uber. Hierbei wandert das Core-Enzym auf der DNA
weiter, wobei immer ein Fenster im Doppelstrang gedffnet bleibt, in dem die RNA-
Synthese fortgefuihrt wird (siehe Abbildung]2.7). Dabei kann es wiederum zu Fehlver-
suchen kommen, bevor sich die RNA von der DNA [8st und das Enzym weiterruickt.
Der Prozess endet, wenn eine Terminationssequenz erreicht wird, die die Bildung einer
haarnadelartig geformten Schleife in der RNA verursacht. Man vermutet, dass diese
Schleife das Enzym beeinflusst und so zum Abbrechen der Reaktion fuhrt.

Reifung der mRNA: SpleiBen und Prozessieren

Das primére Transkriptionsprodukt enthalt noch alle Introns und kann im Fall proka-
ryotischer Transkription mehrere Gene eines Operons umfassen.

2Man hat radioaktiv markierte RNA-Bausteine in eine Zellkultur gegeben, kurz danach alle RNA aus
den Zellen extrahiert und die mRNA von den anderen RNA-Typen durch Zentrifugation getrennt.
Fast ausschliesslich die mRNA enthielt radioaktive Bausteine.
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Introns kdénnen Langen von etwa 30 bis einige tausend Basen einnehmen, aber es
gibt als gemeinsames Merkmal an den Ubergangsstellen zu den Exons die Sequenz-
muster AGGU am 5’-Ende des Introns und CAGG am 3’-Ende, vor dem eine Folge von
Pyrimidinbasen und ein Adenosin zu finden sind, die bei der Einleitung des Spleil3vor-
gangs wichtig sind [66]. Das Entfernen des Introns lauft in Form von zwei Transester-
Reaktionen ab, bei denen sich zunachst eine Schleife bildet, in der die Intron-Enden
verbunden werden. Im zweiten Schritt wird die Schleife abgetrennt und gleichzeitig
die Verbindung der angrenzenden Exons hergestellt. Bei manchen Transkripten ein-
facher Organismen lauft der Splei3prozel’ spontan ab und kann im Reagenzglas ohne
Zugabe von Proteinen nachvollzogen werden. Die Sekundéarstruktur der RNA spielt
hier offenbar die entscheidende Rolle. Man nennt diese oakatalytisches Splei-
BenoderSelbstspleifen

In den meisten Fallen wird der Spleil3prozel’ jedoch durchHsgéeiRosonkataly-
siert. Dieser Komplex aus zahlreichen Proteinen und RNA-Molekilen findet sich nur
im Zellkern von Eukaryoten. Er bildet sich mit Hilfe von RNA-Bindeproteinen jeweils
an den Spleif3stellen neu aus seinen Komponentersrdeh nuclear ribonucleoprote-
in (SnRNP) - PartikelnErst die ,gereiften* mRNA-Molekiile verlassen den Zellkern,
so dass die dort aufzufindenden Sequenzen nie die Intron-Sequenzen der genomischen
DNA enthalten.

Durch den Splei3prozel? werden im Regelfall einfach alle Introns eines Transkripts
entfernt. Es kdnnen aber auch ein oder mehrere Exons mit herausgeschnitten werden,
da das beschriebene Sequenzmuster der Spleil3stelle auch an den Enden einer Sequenz
aus zwei Introns mit dazwischenliegendem Exon auftritt. Prozesse dieser Art sind in
der Literatur unter dem Begrifflternatives SpleiRelmeschrieben. Sie ermdéglichen die
Kodierung verwandter, aber verschiedener Proteine durch eine gemeinsame Sequenz.
Klassische Beispiele sind vier verschiedene Myelin-Proteine auf der Oberflache von
Neuronen, die durch alternatives SpleiRen einer Primérsequenz entstehen und zwei
verschiedene Spleil3varianten des Calcitonin-Gens, die in verschiedenen Zelltypen auf-
treten. Die Existenz des alternativen SpleilRens motiviert einen neuen Genbegriff fur
Eukaryoten:

Ein Genist eine Transkriptionseinheit, oft eine hintereinanderliegende
Reihe von Exons und Introns, die gemeinsam transkribiert werden.

Die Details der Funktion des SpleiRapparates sind noch nicht vollstéandig erforscht.
Es gibt neuere Ansatze, mit Hilfe von Mikroarray-Techniken Einblick in die Funkti-
onsweise des SpleilRapparates zu gewinner [32, 50, 110].

Spleil3prozesse haben einen wesentlichen Anteil an der Genregulation; man schatzt,
dass bei etwa 35% der menschlichen Gene alternatives Spleil3en auftritt [50].

2.4.3 Translation und Synthese

Der Zellapparat Ubersetzt mit Hilfe der Ribosomen die Sequenz der mRNA in eine
Proteinsequenz. Durch Experimente mit kiinstlicher mRNA (zunéchst eine poly-U-
Sequenz, dann kompliziertere aber regelmaRige Basenfolgen) wurde folgendes heraus-
gefunden: In der Struktur der tRNA liegt die Kodierung von Aminosauren durch Ba-
senfolgen. Es gibt tRNAs flir jede der 20 Aminosauren. Die tRNA-Aminosdurepaare
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binden jeweils spezifisch aneinander. AuRerdem hybridisieren die tRNAs jeweils mit
einem bestimmten Basentriplett, wobei verschiedene tRNAs die gleiche Aminoséu-
re aber verschiedene Tripletts haben kénnen. Wegen ihrer Kodierungseigenschaften
heiRen die Tripletts auch Codons, die komplementéren Dreiersequenzen werden An-
ticodons genannt. Es gibt vier verschiedene Basen, somit kdnnen 64 Codons gebildet
werden. Eine Zuordnungstabelle der Codons und Aminoséauren findet man in Lehr-
blichern([66]. Nach der Beladung der tRNAs mit Aminosauren findet die eigentliche
Translation am Ribosom statt. Wie bei der Transkription gibt es auch hier einen In-
itiationsvorgang, der das richtige der drei méglichen Leseraster auf der mRNA findet.
Man hat bei zahlreichen Proteinen an dem zuerst synthetisierten Ende die Aminosaure
Methionin gefunden, die das Codon AUG hat. Diese Beobachtung fihrte zu der Er-
kenntnis, dass dieses Codon die Proteinsynthese einleitet. Tatsachlich beginnen 92%
der proteincodierenden Sequenzen bei Bakterien und komplizierteren Organismen mit
diesem Codon und 7% der tbrigen mit GUG oder UUG. Am Komplex aus Ribosom
und mMRNA docken nun sukzessive beladene tRNAs mit passenden Anticodons zur
gerade abgearbeiteten Stelle der mRNA an. Das Ribosom verknipft die Aminosauren
und gibt anschlielend die tRNAs zur erneuten Beladung frei. Spezielle Mechanismen
stellen die richtige Richtung der Verkettung der Aminosauren (durch vortibergehende
Blockade der Aminogruppe des Initiations-Methionins) und die Vermeidung von ,Le-
sefehlern” sicher. Ein Korrekturmechanismus ist erforderlich, weil die Hybridisierung
von nur drei Basen bei Raumtemperatur nicht mehr spezifisch genug ist, um zu ver-
hindern, dass gelegentlich ein mMRNA-Codon mit einer tRNA mit falschem Anticodon
zusammenkommt. Die Korrektur wird durch voriibergehende Energiezufuhr erreicht,
wodurch die schwéacheren, fehlerhaften Hybridisierungen mit hoher Wahrscheinlich-
keit aufgebrochen werden. Die Proteinsynthese endet mit dem Auftreten eines der drei
Stop-Codons UAA, UAG und UGA, die keine Aminosaure kodieren. Der mit dem
Start-Codon beginnende und mit einem Stop-Codon endende Sequenzabschnitt wird
,Offenes Leseraster” (open reading frame, ORF) genannt. Nach dem Stop-Codon ist
die mRNA ublicherweise nicht zu Ende, die nachfolgende 3’-untranslatierte Region
beeinflul3t unter anderem die Haltbarkeit in der Zelle und damit die je mMRNA-Molekdl
produzierte Proteinmenge. Die mRNA durchlauft die Translation und Proteinsynthese
mehrfach. In Bakterienzellen, die keinen abgeschlossenen Zellkern haben, beginnt die
Translation schon an der unfertigen mRNA, so dass die mMRNA direkt im Zellplasma
transkribiert wird.

2.5 Genregulation

Die vorangegangenen Abschnitte haben erlautert, wie die Nukleinsduresequenzen der
Chromosomen in Proteine Ubersetzt werden. In der Regel wird nur ein Bruchteil des
gesamten Geninventars einer Zelle gleichzeitig exprimiert. Es gibt eine Anzahl von
Genen, die nur bei der Zellteilung aktiv werden, andere werden in Abh&ngigkeit von
Umweltbedingungen wie Sauerstoffversorgung oder Vorhandensein bestimmter Nahr-
stoffe bendétigt. Bei hoheren Organismen mit differenzierten Zellen gibt es zelltyp-
spezifische Genexpression, obwohl jede Zelle das gesamte Genom in sich tragt. Die
Mechanismen, die die Expression kontrollieren, werden zusammenfasséhehats
gulationbezeichnet.
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Den reversiblenRegulationsvorgédngen, also z. B. der Stoffwechselumstellung je
nach Sauerstoffversorgung oder der Zellzyklusregulation liegt meist ein relativ gut un-
tersuchter Prozess zugrunde, der am Beispiel der Regulatidacd&ene vork. coli
im folgenden Abschnitt naher erlautert wird.

Dagegen wirken bei den eukaryotischen, vielzelligen Organismen und insbesondere
bei deren irreversiblen Differenzierungsvorgangen vielfaltige, weniger gut erforschte
Mechanismen, auf die hier nicht eingegangen wird.

Regulation der Transkription: Das Modell von Jacob und Monod

J. Monod und F. Jacob haben 1961 ein Modell der Genregulation beschrieben, das in
seinen Grundzlgen bis heute verwendet wird [51].

Es gibt u.a. inE. coli eine gut untersuchte Gruppe von Genen ([zesOperon
lacZ, lacY, lach, die drei Enzyme zur Verdauung von Milchzucker (Lactose) kodieren.

In gewdhnlicherk. coli-Zellen sind die Produkte dieser Gene nur in verschwindend
geringer Menge vorhanden, solange keine Lactose zur Verflgung steht. Fihrt man
Lactose zu, so werden die drei Gene nach kurzer Zeit stark exprimiert. Diesen Vorgang
bezeichnet man als induzierte Expression.

Monod und Mitarbeiter fanden einéh coli-Stamm () mit einer Mutation in dem
lacl-Gen direkt vor demac-Operon, der digac-Gene unabhéngig von der Lactose-
konzentration immer stark exprimiert.

Man brachte irkE. coli-Zellen mit der {~)-Mutation ein Plasmid ein, das d&ecl-

Gen und dagac-Operon enthielt. In diesen Zellen wurde das-Operon wie in den
Wildtypzellen reguliert. Kontrollversuche bei denen thel-Mutation auf dem Plas-
mid liegt bestéatigen den Befund.

Aufgrund dieser Beobachtungen stellte man folgendes Modell 2uf[66]:

1. Daslacl-Gen stellt einen Repressor her, der sich im nichtinduzierten
Zustand an einen DNA-Abschnitt vor der Gen-FolgeZ, lacY, lacAdie
Operatorsequenz) bindet und dadurch deren Transkription verhindert.

2. Induzierende Molekile heften sich an den Repressor, der dadurch seine
Bindungseigenschaften andert und von der DNA abféllt. BeGene
sind dann frei fur die Transkription.

Spater fand man heraus, dass der Repressor aus vier gleichen Untereitheliten (
Produkt) besteht. Die DNA bindet an zwei Seiten des Repressorkomplexes und bildet
dabei eine Schleife, die den Promotor tlesOperons verdeckt. Diec-Gene werden
gemeinsam transkribiert, und somit wirkt der Repressor auf die ganze Gengruppe.

Neben demiacl-Repressor wirkt noch ein weiteres Protein an lderRegulation
mit, das sogenannte CAP-Protein. Seine Wirkung hangt indirekt vom Vorhandensein
von Glukose ab. Der Glukosetransportmechanismus der Zelle erzeugt in seinem Ru-
hezustand, wenn also keine Glukose im Medium vorhanden ist, eine gewisse Menge
zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP). Wenn Glukose transportiert wird, sinkt
der cAMP-Spiegel. Zwei CAP-Proteine (CAMP receptor protein) bilden zusammen
mit cAMP einen Komplex, der an eine Stelle der DNA nahe blgicAPromotor bindet
und dabei die DNA etwas biegt. Durch diese Biegung wird die Affinitdt der RNA-
Polymerase zurtac-Promotor erhoht, ditac-Expression also verstarkt. Der Sinn die-
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2.6 Zusammenfassung

ses Mechanismus besteht darin, dass die Zelle Glukose mit geringerem Aufwand ver-
werten kann als Lactose. Wenn also Glukose vorhanden ist, sollte die Lactoseverdau-
ung gedrosselt werden.

So wie hier dargestellt wirken also die Wechselwirkungen zwischen RNA-Polymer-
ase und dem Promotor, zwischen Repressor und Operator und zwischen dem cAMP/-
CAP-Komplex und dem Promotor auf die Stérke der Expressiotadebene.

Die lac-Regulation ist ein spezielles Beispiel, das aber als Modell fir die Regula-
tion vieler anderer Gene brauchbar ist. Unterschiede missen nattrlich in der Art der
Induktion bestehen.

In der eukaryotischen Transkriptionsregulation spielen weitere Sequenzmotive und
DNA-bindende Proteine (die Transkriptionsfaktoren) wichtige Rollen.

Ein anderes, bei Bakterien gefundenes bekanntes Prinzip ist die Genregulation durch
Attenuation, die auf Gene bzw. Operons der Aminosauresynthesewege wirkt. Sie ba-
siert auf Sekundarstruktureffekten der mRNA und der Kopplung von Transkription
und Translation, ist also ein rein prokaryotischer Mechanismus.

In Anhang[A werden biologische Prozesse zur Vervielfachung von Nukleinséu-
ren beschrieben, an die sich im Zusammenhang mit der Mikroarraytechnologie ge-
nutzte biotechnische Verfahren anlehnen, namlich die reverse Transkription und die
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR).

2.6 Zusammenfassung

Die vorangegangenen Abschnitte haben einen Uberblick tiber die Grundlagen der Gen-
expression gegeben. Die Eigenschaften der wichtigsten beteiligten Stoffgruppen, der
Proteine und der Nukleinsauren wurden vorgestellt. In der Transkription wird von der
genomischen DNA eine Kopie in Form von mRNA angelegt, die in der Translation in
Aminosauresequenzen Ubersetzt wird. Die Genexpression wird durch die Genregulati-
on, deren wichtigste Auspragung durch das Modell von Jacob und Monod beschrieben
ist, koordiniert. Auch die beschriebenen SpleiRvorgange an der unreifen mRNA kén-
nen als Regulationsmechanismen angesehen werden. Die Genregulationsprozesse sind
sehr vielfaltig und hier bei weitem nicht umfassend dargestellt.
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2 Biologische Grundlagen
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3 Parallelisierte
Hybridisierungsansatze

Dieser Abschnitt wird verschiedene auf Hybridisierungsanséatzen beruhende Metho-
den beschreiben, die man in der Biologie verwendet, um Einblick in Funktion und
Wechselwirkungen von Genen bzw. ihrer Produkte zu erlangen. Die Mikroarray-Hy-
bridisierung, mit der sich der Hauptteil dieser Arbeit beschéftigt, wird ausfuhrlicher
dargestellt.

3.1 Motivation

Die sténdige Verbesserung der Sequenzierverfahren hat dazu gefuhrt, dass sich heute
vergleichsweise schnell eine groRe Menge von Sequenzdaten fiir einen gegebenen Or-
ganismus beschaffen lasst, auch wenn eine vollstandige Genomsequenzierung immer
noch mit hohen Kosten verbunden ist. Die Methoden der experimentellen Untersu-
chung der biologischen Funktionen der Sequenzen haben sich noch nicht in gleicher
Weise entwickelt. Das lasst sich aus der Tatsache schlief3en, dass nur ein kleiner Teil
der Funktionsbeschreibungen (Annotationen) in den offentlichen Sequenzdatenban-
kenE] auf experimentellen Untersuchungen beruht. In den meisten Fallen existieren
nur Funktionshypothesen aufgrund von Homologie (Sequenzéhnlichkeit).

Die existierenden experimentellen Ansatze zur systematischen Untersuchung der
Funktion vieler Sequenzen oder gar ganzer Genome stiitzen sich auf Expressionsana-
lyseverfahren. Die Funktion einer Sequenz wird dabei durch die Bedingungen cha-
rakterisiert, unter denen Expression stattfindet oder unterdriickt wird. Dies Prinzip
unterliegt einigen Einschrankungen: Erstens kann offensichtlich nicht die Funktion
von Genprodukten selbst untersucht werden, sondern nur die Bedingungen der Gen-
expression. Zweitens kénnen nur wenige Bedingungen im gleichen Experiment vari-
iert werden, wenn man verschiedene Effekte trennen kdnnen will. Je allgemeiner ein
Experiment angelegt ist desto weniger detaillierte Aussagen werden sich aus den Er-
gebnissen ableiten lassen. Dennoch werden Expressionsanalysemethoden oft genutzt,
denn sie lassen sich als Hybridisierungsansatz gut fur viele Gene oder Sequenzen par-
allelisieren.

Es gibt grundsatzlich die Moglichkeit, Genexpression anhand der Genprodukte, der
Proteine, direkt zu messen. In diesen Bereich gehdren z.B. die 2D-Gelverfahren zur
Trennung von Proteinen nach pH-Wert und isoelektrischem Punkt. Auf diesen An-
satz der Genexpressionsanalyse soll hier nicht weiter eingegangen werden. Ein an-
derer Ansatz besteht in der Beobachtung der Transkriptionstatigkeit der Zelle durch

INur 1.1% der Annotationen in der EMBL-Sequenzdatenbank sind mit dem entsprechenden Attribut
versehen
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3 Parallelisierte Hybridisierungsansiéitze

Quantifizierung der mRNA, also der Zwischenstufe zwischen genomischer DNA und
Aminoséauresequenz (siehe Abschnitt 2.4.2).

Im Folgenden wird nun die Entwicklung der heute zur Verfugung stehenden, auf
Hybridisierungsanséatzen beruhenden Expressionsanalyseverfahren skizziert.

In dieser Arbeit nicht behandelt werden Revers-Transkriptions-PCR-Verfahren. Die-
se Familie von Methoden eignet sich fir genauere quantitative Messung der Expressi-
on eines Gens oder weniger Gene. RT-PCR wird zur Uberpriifung der mit den weniger
prazisen Arrayverfahren gefundenen Hypothesen eingesetzt.

3.2 Vorlaufertechnologien der
Mikroarray-Hybridisierung

3.2.1 Southern-Blot

Einer der ersten parallelen Hybridisierungsanséatze war der sogergouttern-Blot

[96]. Man zerteilt dabei zundchst genomische DNA mit Hilfe von Restriktionsenzy-
men in viele Fragmente unterschiedlicher Lange. Durch Agarose-Gel-Elektrophorese
werden die Fragmente nach ihrer Lange aufgetrennt. Wenn die Restriktionsenzyme
so gewahlt werden, dass keine Fragmente mit gleicher Lange aber unterschiedlicher
Sequenz entstehen, wird dadurch indirekt auch eine Aufteilung nach verschiedenen
Sequenzen erreicht. Von dem Gel wird anschliel3end ein Abdruck auf einer Membran
angefertigt, auf der sich die nach Lange getrennten Einzelstrange der Fragmente anla-
gern (siehe Abh. 3]1). Damit sind die Hybridisierungssonden vorbereitet.

Will man das Auftreten bestimmter mRNA-Sequenzen in der Zelle untersuchen,
so muss die RNA extrahiert und in einem aufwandigen Verfahren gereinigt werden.
Man benutzt dabei mit einem RNA-bindenen Substrat gefiillte Saulen, durch die der
Zellextrakt hindurchsickert. Unerwiinschte Zellbestandteile knnen bei niedriger Salz-
konzentration aus der Saule ausgewaschen werden. Die RNA lasst sich anschlieRend
bei erhohter Salzkonzentration aus dem Substrat I6seiNdrthern BlotVerfahren
bringt man die so gewonnene RNA direkt auf dem Gelabdruck zur Hybridisierung (es
bilden sich dann RNA-DNA-Hybride).

Haufiger wendet man jedoch dieverse Transkriptiorfsiehe auch Anhar|g|A) an,
bei der zur RNA basenkomplementare DNA-Strat@emplementary DNA, cDNAY-
zeugt werden. Dazu wird das Enzym 'reverse Transkriptase’ benutzt, das ursprtinglich
bei Viren entdeckt wurde, fiir die es eine wichtige Rolle bei der Infektion von Wirtszel-
len spielt. Die reverse Transkription ermdglicht die Markierung der Probensequenzen,
indem Nukleotide mit einem eingebauten Fluoreszenzfarbstoff verwendet werden. Die
verketteten Nukleotide lassen sich dann mit entsprechenden optischen Verfahren leicht
nachweisen.

Die reverse Transkription hat weiterhin den Vorteil, dass jedes RNA-Molekul mehr-
fach kopiert werden kann und somit ein Verstarkungseffekt auftritt. In vielen Fallen ist
die Uberhaupt zur Verfigung stehende RNA-Menge zu klein, um sie sinnvoll in einem
Hybridisierungsexperiment zu nutzen. Eine wirkungsvolle Mdglichkeit die Menge zu
vergroRRern sind PCR-Verfahren mit Zufallsprimern (siehe Anligng A).

Beim Blot-Verfahren wird traditionell die Markierung mit dem radioaktiven Phos-
phor 32P oder besser dem weniger ,harten* Strat#ftf anstelle von Fluoreszenz-
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3.2 Vorlaufertechnologien der Mikroarray-Hybridisierung

markern benutzt. Die markierte cDNA wird auf den Gelabdruck gebracht, wo sie mit
komplementaren Sequenzen Doppelstrange bildet. Das Auftreten von Hybridisierun-
gen wird bei einem gelungenen Blot auf eng begrenzte Abschnitte der Gelspuren be-
grenzt sein. Nach Abwaschen nicht hyridisierten Materials kann die Radioaktivitéat der
cDNA in diesen 'Banden’ durch einen Réntgenfilm empfindlich nachgewiesen wer-
den. Je nach Zusammensetzung der Probe ergibt sich ein spezifisches Bandenmuster.
In vielen Experimenten wird die Beeinflussung bestimmter Sequenzen durch Verglei-
che der Bandenmuster mehrerer Blots abgelesen.

Gelelektrophorese Hybridisierung
Spur mit
Spur mit genomischen Hybridisierte Probe

Langenmarkern Restriktionsfragmenten an einem spezifischen

\ / Fragment
[ N \

\

Kathode @

Anode @

Agarose-Gel Abdruck ("Blot") des
Gels auf Membran
mit Gbertragenen
DNA-Fragmenten

Abbildung 3.1:Zum Southern-BlatLinks: Auftrennen von DNA-Fragmenten durch
Gelelektrophorese. Das Gel fillt einen schmalen Raum zwischen zwei
Glasplatten, in die Vertiefungen am oberen Rand werden die Restrik-
tionsfragmente eingebracht. Abhangig von ihrer L4nge wandern die
Fragmente im elektrischen Feld unterschiedlich schnell durch die po-
rose Feinstruktur des Gels. Der Nachweis der Fragmente kann z.B.
durch Farbung mit Ethidiumbromid erfolgen. Rechts: Die langensor-
tierten Fragmente werden durch Salzldsungen denaturiert und an eine
Membran gekoppelt. Auf diese Membran werden radioaktiv markierte
DNA-Proben zur Hybridisierung aufgebracht.

Das Southern-Blot-Verfahren ist relativ unkompliziert anzuwenden, wenn geeignete
Restriktionsfragmente hergestellt werden kénnen. Ein Nachteil ist, dass relativ wenig
Kontrolle Uber die Fragmente besteht. Man kann nicht ohne weiteres ein interessantes
Fragment isolieren und weiteren Untersuchungen unterziehen. Aus diesem Grund wird
haufig mit sogenannteDNA-Bibliothekergearbeitet, mit denen man DNA-Molekile
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3 Parallelisierte Hybridisierungsansiéitze

isoliert aufbewahren und in grélRerer Menge replizieren kann. Ein klassisches Ver-
fahren benutzt hierzu gentechnische Methoden (vgl. [34], Abschnitte 7.2 u. 7.3). Re-
striktionsfragmente oder cDNA-Gemische werden dabei in das Genom von Viren oder
in Plasmide einzelliger Organismen wie coli eingeschleust. Durch starkes Verdiin-
nen der so manipulierten Kultur werden die Trager der einzelnen Fragmente isoliert.
Die Kulturen die aus den vereinzelten, modifizierten Organismen wachsen sind gene-
tisch identisch und tragen somit alle die gleiche, eingeschleuste DNA in sich. Man
bezeichnet sie auch akdone die gesamten Klone bilden die Bibliothek. Um in der
Bibliothek vorhandene Sequenzen nachzuweiSensenemer Bibliothek), nutzt man
analog zum Southern-Blot den Hybridisierungsansatz.

3.2.2 Kolonie- und Membran-Hybridisierung

Eine sehr rudimentéare Form des Screenings benutzt Abdriicke der Kulturplatten der
Bibliothek auf Nylon- oder Nitrozellulosemembranen. Auf der Membran werden die
zur Klonierung benutzten Zellen oder Viren zerstort, wodurch die DNA frei wird. Die
Doppelstrange werden denaturiert (siehe Abschniit 2.3) und durch Bestrahlung mit
UV-Licht oder Hitzeeinwirkung an die Membran gebunden, womit ein Hybridisie-
rungssubstrat fir markierte cDNA-Proben hergestellt ist.

Der offensichtliche Vorteil des Verfahrens ist die grof3e Einfachheit. Nachteilig wirkt
sich aus, dass neben den urspriinglich zur Herstellung der Bibliothek verwendeten
DNA-Sequenzen auch die DNA der Tragerorganismen auf das Hybridisierungssubstrat
gelangt. Die Hybridisierung wird dadurch unspezifisch.

In einer verbesserten Variante des Verfahrens findet die DNA-Extraktion vor dem
Aufbringen auf das Substrat statt. Die DNA der einzelnen Klone kann gereinigt und
mit Hilfe von Stempelwerkzeugen in dichterer Packung auf Membranen aufgebracht
werden. Abbildungy 3]2 zeigt eine Radiographie einer solchen Membran nach der Hy-
bridisierung. Bei genauerem Hinsehen erkennt man die bei der Membranhybridisie-
rung Ublicherweise verwendeten Replikatenmuster. Die Klone sind in Quadraten ge-
druckt, wobei jeweils an gegeniiberliegenden Positionen der gleiche Klon aufgebracht
wird. Dadurch wird bei der Auswertung die Erkennung von Fehlmessungen erleichtert.
Weitere Verbesserungen kdnnen erreicht werden, indem durch PCR-Verfahren aus der
Koloniezellen-DNA bessere Hybridisierungssonden isoliert werden. Dadurch sinkt die
Gefahr der Kreuzhybridisierung. Die Stempeltechnik kann auch bei der Koloniehybri-
disierung zur Erreichung héherer Packungsdichten eingesetzt werden.

3.2.3 Mikroarray-Hybridisierung

Die bisher behandelten Verfahren erfordern einen relativ geringen Aufwand an Geréaten
und Material, unterliegen daftir aber verschiedenen Einschrankungen:

e Die Packungsdichte der Messpunkte auf Membranen reicht nicht aus, um die
Genexpression eines Organismus global untersuchen zu kénnen.

¢ Vergleichende Messungen erfordern mehrere Hybridisierungen.

e Automatisierung erscheint schwierig/unangemessen.

Es sind zwei Typen von Mikroarray-Verfahren entwickelt worden, die diese Ein-
schrankungen weitgehend aufheben.
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3.2 Vorléufertechnologien der Mikroarray-Hybridisierung

Abbildung 3.2: Eine Radiografie einer Hybridisierungsmembran. Der Kontrast ist ge-
genlber den Rohdaten verstarkt. (Bild zur Verfigung gestellt von Kat-
ja Manthey, Lehrstuhl Genetik, Universitat Bielefeld)

In-Situ synthetisierte Oligonukleotid-Arrays

Der technologisch fortgeschrittenste Typ sind die von Affymetrix entwickelten Oligo-
nukleotid-Arrays [[41]. Das Hybridisierungssubstrat wird hier mit synthetisch herge-
stellten kurzen DNA-Molekilen (20-60 Nukleotide) bestlickt. Der Syntheseprozess
basiert wie die Herstellung von integrierten Schaltungen auf einem photolithografi-
schen Verfahren: Zunéachst werden sog. Linker auf einer Trageroberflache aufgebracht,
die an einem Ende chemisch an das Substrat binden und am anderen Ende eine zu-
nachst blockierte 3’-Bindestelle fir Nukleotide haben. Die Blockierung kann durch
Belichtung aufgehoben werden. Man belichtet die mit Linkern versehene Oberfla-
che durch eine Maske, wodurch in frei definierbaren Zonen die Linker-Enden reak-
tiv werden. AnschlieBend wird die Oberflache mit einem Nukleotid Uberspiilt, dessen
3’-Bindestelle wiederum photosensitiv blockiert ist. An den zuvor belichteten Stellen
binden die Nukleotide an die Linker-Molekuile und bilden so den Anfang einer Nukleo-
tidkette. Man belichtet sukzessiv mit weiteren Masken fiir die anderen drei Nukleotide
und kann so an allen belichteten Stellen der Oberflache das gewiinschte Nukleotid an
die Linker binden lassen. Der Vorgang wird mit weiteren Maskensétzen wiederholt,
wodurch sich sukzessive beliebige Sequenzen aufbauen lassen.

Mit dieser Herstellungsmethode lassen sich Hybridisierungssonden fiir 64000 Oli-
gonukleotidsequenzen auf einer Flache wanx 11mm unterbringen. Die Geome-
trie ist durch die Belichtungsmasken sehr genau definiert. Die Hybridisierung erfolgt
mit fluoreszenzmarkierter cDNA, die mit Scannermikroskopen nachgewiesen werden
kann (siehe Abschniff] 4). Radioaktive Marker kbnnen nicht gut in der erforderlichen
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3 Parallelisierte Hybridisierungsansiéitze

Auflésung abgebildet werden.

Da sich die Sonden nur bis zu einer Lange von 20-40 Nukleotiden zuverlassig syn-
thetisieren lassen, sind besondere Verfahren beim Experimententwurf und bei der Aus-
wertung nétig: Die Sondensequenzen missen spezifisch fir die Zielsequenzen sein,
weshalb ggf. mehrere Sonden fiir eine langere Zielsequenz benétigt werden. Bei der
Quantifizierung der Zielsequenz missen daher Signale mehrerer Sonden verrechnet
werden.

Nachteile dieser Technologie sind der hohe Stiickpreis und die mangelnde Flexibi-
litat. Anderungen der synthetisierten Sequenzen erfordern neue Masken und verursa-
chen extrem hohe Kosten. Neuere Entwicklungen, die die starren Masken durch rekon-
figurierbare Mikrospiegelanordnungen ersetzen, haben sich bisher noch nicht durch-
gesetzt([4]7, 94].

Der genaue Aufbau der Masken wird von den Herstellern nicht veréffentlicht, wes-
halb man bei der Auswertung auf Dienstleistungen oder mitgelieferte Software ange-
wiesen ist.
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3.3 Gedruckte DNA-Mikroarrays

3.3 Gedruckte DNA-Mikroarrays

Alternativ zur in-Situ-Synthese von DNA-Sonden auf dem Array selbst kann man
auch anderweitig hergestellte DNA-Molekiile mechanisch auf Hybridisierungssubstra-
te aufdrucken([89]. Dabei kdnnen synthetische Oligonukleotide oder langere cDNA
benutzt werden.

Man kann heute gedruckte Arrays mit einigen zehntausend Punkten herstellen. Die
Packungsdichte ist geringer als bei den in-Situ-synthetisierten Arrays, weshalb fir
ein Hybridisierungsexperiment mit einem gedruckten Array mehr Probenmaterial ge-
braucht wird. Der wesentliche Vorteil des Verfahrens ist neben den geringeren Stlck-
kosten seine groRRere Flexibiliat: Die Arrays konnen relativ unkompliziert mit verschie-
denen Sequenzen bedruckt werden, ohne dass neue, aufwendige Masken hergestellt
werden mussen.

Die klassische und nach wie vor haufigste Anwendung fir gedruckte Mikroarrays
ist die differentielle Expressionsanalyse, die am Ende des nachsten Abschnitts genauer
beschrieben wird.

3.3.1 Herstellung von Mikroarrays

Dieser Abschnitt beschreibt die Herstellung gedruckter DNA-Arrays und die dadurch
verursachten Eigenschaften der Bilddaten.

Hybridisierungssonden

Die Auswahl der auf das Array aufzubringenden Sondensequenzen ist wesentlicher
Teil des Experimentdesigns und stellt ein eigenes Kapitel der Bioinformatik dar. Die
Sequenz der Hybridisierungssonden braucht aber (wie auch beim Southern-Blot) nicht
unbedingt bekannt sein, um die Mikroarray-Hybridisierung durchfihren zu kénnen.

Es kommen in aller Regel PCR-Verfahren zur Anwendung, um ausgehend von ei-
ner cDNA-Bibliothek oder synthetisierten Oligonukleotiden Material in ausreichender
Menge herzustellen.

Substrate

Traditionell werden Mikroarrays auf Glasstreifen im Objekttragerformat gedruckt, denn
Glas ist ein glinstiges Material, weil es mechanisch stabil, nicht pords, kaum fluores-
zierend und gut durchlassig fur die bei der Bildaufnahme benutzten Wellenlangen ist.
AuBerdem kann DNA kovalent an die Oberflache gebunden werden.

Die Glasoberflache wird dazu (meist mit Poly-L-Lysin oder Silanen) beschichtet,
wodurch neben der Bindefahigkeit auch eine erhdhte Oberflachenspannung erreicht
wird, die zu gleichmafiger geformten DNA-Punkten fiihrt. Fertig beschichtete Glaser
mit verschiedenen Beschichtungen und Eigenschaften werden kommerziell angebo-
ten [47]. Die Blockierung der Zwischenrdume zwischen den bedruckten Zonen der
Oberflache muss jeweils auf die verwendete Beschichtung abgestimmt sein. Eine von
Holloway und anderen beschriebene Versuchsréihe [47] zeigt, dass die Wahl der Be-
schichtungen sehr groRen Einfluss auf die Bildqualitat bzw. die zu erwartende Hinter-
grundintensitat hat.
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3 Parallelisierte Hybridisierungsansiéitze

Drucken von Mikroarrays

Die Roboter, mit denen die PCR-Produkte aus der DNA-Bibliothek auf das Substrat
aufgebracht werden, bezeichnet manfaisyer. Das in den ersten Arbeiten beschrie-
bene Prinzip ist im Wesentlichen bis heute unveréndert gebliebén [22, 139,147, 89
Es basiert auf einem karthesischen Roboter, der einen Druckkopf mit einer Anord-
nung von Spitzen zwischen den PCR-Platten, Glasstreifen und einer Wascheinrichtung
transportiert (siehe auch Agb. B.3).

Die Druckspitzen nehmen kleine Mengen DNA-L&sung aus den (i. a. genormten)
PCR-Platten auf und werden auf jedem der Glasstreifen abgesetzt, wobei kleine Trop-
fen der DNA-LAsungen, die spateren Messpunkte @jmots zurtickbleiben. In der
Wascheinrichtung wird verbleibende DNA mit entionisiertem Wasser und Ultraschall-
einwirkung aus den Spitzen ausgespult, bevor sie mit neuer DNA fir den nachsten
Durchlauf bestiickt werden. Nach jedem Zyklus rtickt die Druckposition auf den Gla-
sern spalten- und zeilenweise weiter, wodurch jede Druckspitze eine Gitteranordnung
(Grid, manchmal auch alBlock bezeichnet) von Messpunkten erzeugt. Ublich sind
rechteckige Gitter, aber vereinzelt werden auch hexagonale Gitter verwendet, um eine
hohere Packungsdichte zu erzielen.

Zahlreiche Detailverbesserungen haben seit den fritlhen Arbeiten zu grél3erer Ge-
nauigkeit, Geschwindigkeit und Zuverlassigkeit der Gerate gefuhrt.

Dazu gehotren z.B. die Verwendung von kleinen Tropfringen um jede Druckspit-
ze. Die DNA-L6sungen werden nicht mit den Spitzen selbst aus den Platten aufge-
nommen, sondern mit den Ringen, in denen ein kleiner Tropfen héngen bleibt. Beim
Drucken sticht dann die Spitze durch den Tropfen, wodurch die Ubertragene Flissig-
keitsmenge gleichmaRiger bleiben soll.

Bei anderen Geraten werden anstelle von Federspitzen Disen in der bekannten Tin-
tenstrahltechnologie eingesetzt [81]. Dadurch erreicht man eine sehr gleichmafige
Punktform, die Technik gilt aber als langsam und damit ungeeignet fir grof3e Arrays.

Die technisch ausgefeilteren Apparaturen sind teuer, weshalb immer noch einfache
Geréate benutzt werden, wie der von Brown und Eisen [22] beschriebene, aus Standard-
bauteilen selbst zusammenzusetzende Arrayer.

Es gibt einige typische Eigenschaften der auf einem karthesischen Roboter basie-
renden Arrayer-Konstruktion, die fir die Bildsegmentierung wichtig sind:

1. Die Kanten der Glasstreifen sind nicht immer nach den Koordinatenachsen des
Roboters ausgerichtet.

2. Die Abstande der Druckspitzen bzw -diisen sind im Allgemeinen nicht Vielfache
der Punktabstande auf dem Array.

3. Die Nadeln in den herkdmmlichen Druckkdpfen missen vertikal beweglich sein,
damit sie beim Aufsetzen auf das Glas moglichst geringe Kraft erfahren. Da-
durch kdnnen sie schwingen und sich drehen.

Nach dem Trocknen kann es je nach verwendeter Beschichtung erforderlich sein,
die Arrays noch einmal in Wasserdampf zu ,rehydrieren”, um eine gleichmaligere
Form und GréRRe der DNA-Punkte zu erreichen. AnschlieRend muss die DNA (z.B.
durch UV-Bestrahlung) kovalent an die Oberflachenbeschichtung gebunden werden.
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Druckkopf mit 4 Spitzen, S
durch Roboter transportiert = o /
—

Microtiter—Platte mit
DNA-LGsungen

Glasstreifen mit aufgedruckten
Gittern von DNA-Punkten

Abbildung 3.3:Prinzip des Druckens von Mikroarrays

Damit spater keine weitere DNA an die unbedruckte Oberflache bindet, muss sie blo-
ckiert werden. Die dazu verwendete Methode ist abhangig von der Beschichtung der
Glasoberflache. Durch die Blockierung kénnen erhebliche Unterschiede der Oberfla-
cheneigenschaften zwischen bedruckten und unbedruckten Bereichen auftreten.

3.3.2 Hybridisierung

Die Probenvorbereitung (RNA-Extraktion, reverse Transkription und Fluoreszenzmar-
kierung) in einem Mikroarrayexperiment verlauft analog zu dem in Absdhnjtt 3.2 skiz-
Zierten Southern-Blot-Verfahren. Bei auf Glas gedruckten Mikroarrays werden aus-
schlie3lich Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der revers transkribierten RNA be-
nutzt.

Die eigentliche Hybridisierung lauft in einem dinnen Flussigkeitsfilm z.B. unter ei-
nem Deckglaschen ab. Stringente Hybridisierung wird durch Erhéhung von Salzgehalt
und/oder Temperatur der Hybridisierungsldésung erreicht. Diese Parameter miissen auf
die Schmelztemperatur der Zielsequenzen abgestimmt werden, die durch ihre Lange
und GC-Gehalte abzuschéatzen ist.

Beim Kammerverfahrenvird das Array wahrend des mehrere Stunden dauernden
Prozesses in einem Behalter mit hoher Luftfeuchtigkeit gelagert, um das Austrocknen
von den Randern des Deckglases her zu verhindern. Nach der Hybridisierung wird
das Deckglas durch Absptlen vorsichtig entfernt, um Kratzer zu vermeiden. Reste
der Hybridisierungsfliissigkeit und unspezifisch gebundene DNA werden in mehre-
ren Waschgangen mit Salzlésungen entfernt. Fir die Starke der Waschlésungen ist
ein Kompromiss zwischen tolerierter Kreuzhybridisierung und Schwachung des ge-
winschten Hybridisierungssignals zu treffen.

Aufwandigere Hybridisierungsautomaten vermeiden die Verwendung von Deckgla-
sern.

Nach dem Waschen werden die Arrays in einer Zentrifuge trockengeschleudert und
kénnen anschlieend gescannt werden. Die Durchflihrung der Hybridisierung und des
Waschens erfordert rasches Arbeiten, denn zu friilhes Trocknen der Oberflache fihrt zu
einem starken Stérsignal durch nicht mehr entfernbare Verunreinigungen.
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3 Parallelisierte Hybridisierungsansiéitze

Wahrend der Hybridisierung bilden sich wegen der begrenzten Diffusionsgeschwin-
digkeit ,Konzentrationstrichter” der jeweiligen Zielsequenzen um die Spots, weshalb
ein Mindestabstand insbesondere zwischen replizierten Spots der gleichen Sequenz
sinnvoll ist. Die Gré3e des bedruckten Bereiches bestimmt allerdings auch die nétige
RNA-Menge je Hybridisierung, die in manchen Experimenten ein begrenzender Fak-
tor ist. Mogliche Auswege sind dann die dichtere Packung der Messpunkte oder die
Vervielfachung der aus der RNA gewonnenen cDNA durch PCR mit Zufallsprimern.

3.3.3 Bildaufnahme

Bei der Hybridisierung bilden sich Doppelstrédnge aus den gedruckten Sonden und den
mit Fluoreszenzmarkern versehenen cDNA-Molekilen, die aus der zu untersuchenden
RNA hergestellt werden. Zum Nachweis der Hybridisierung auf den einzelnen Mess-
punkten werden daher Fluoreszenzbilder aufgenommen.

Fur die Bildaufnahme werden zwei verschiedene Prinzipien angewandt, ndmlich ein
Abtastverfahren, das die Intensitéaten der Bildpixel sequentiell misst und ein Verfahren,
bei dem das ganze Bild simultan durch eine CCD-Kamera aufgenommeri wird [19].

Fluoreszenz wird durch die Verteilung der quantenmechanischen Energiezustande
der (Valenz-) Elektronen in Molekiilen verursacht. Fluoreszierende Stoffe besitzen ei-
ne Licke zwischen zwei dicht besetz@andenm Spektrum. Bestrahlt man ein fluo-
reszentes Molekul mit Licht einer Energie im Band etwas Uber der Licke, so nimmt
das Molekdl die Lichtenergie mit hoher Wahrscheinlichkeit auf, denn im Band liegen
ja viele mogliche Energiezustande dicht beieinander.

Nach der Anregung wird die Energie zunachst in kleinen Schritten wieder abge-
geben, bis der untere Rand des Bandes erreicht ist. Von dort kann die Energie nur
in einem gréReren Schritt, der bis ins ndchste Band reicht, abgegeben werden. Wenn
die Lucke hinreichend groR ist, reicht die Energie der dabei abgegebenen Strahlungs-
guanten (did-luoreszenzstrahlungus, um sie gut nachweisen zu kénnen. Wegen der
Anregungiiberder Bandkante muss die emittierte Strahlung aber immer energiedrmer
sein als die anregende Strahluigidkes-Verschiebuhg

Die Stokes-Verschiebung macht sehr selektive Fluoreszenzmessungen mdglich: Das
(optimal) anregende und das vom Fluoreszenzstoff emittierte Licht haben verschiede-
ne Wellenldngen. Man regt die Fluoreszenz mit von Natur aus schmalbandigem La-
serlicht an und verwendet schmalbandige Farbfilter fir die Emissionswellenlange, um
die Anregungsstrahlung und das Tageslicht aus der Messung der Fluoreszenz heraus-
zuhalten.

Konfokale Laserabtastmikroskopie

Die konfokale Laserabtastmikroskopie benutzt das oben beschriebene allgemeine Prin-
zip der Fluoreszenzmessung in einer Mikroskopoptik. Zuséatzlich schrénkt eine Loch-
blende im Okular-Brennpunkt des Strahlengangs (deswegen die Bezeidkoming

kal) die raumliche Empfindlichkeit ein. Die Abbildufpg B.4 zeigt den Aufbau der Optik.
Die Lochblende vor dem Detektor flihrt dazu, dass alle Strahlung, die nicht aus dem
Fokuspunkt auf der Arrayoberflache kommt, abgeschirmt wird (z.B. Fluoreszenzstrah-
lung eines Fingerabdrucks auf der Arrayunterseite). Die hohe Ortsauflésung erfordert
praziseste Positionierung der Arrayoberflache. Sie muss sich immer in der nur eini-
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3.3 Gedruckte DNA-Mikroarrays

ge um tiefen Fokusebene befinden, sonst ergeben sich Schwankungen der Intensitéat.
Deshalb sollten bei der Arrayherstellung besonders plan geschliffene Glaser verwen-
det werden. Der Trager fur das Array muss ebenfalls sehr genau und verschlei3arm
gearbeitet sein. Zunehmend werden auch Gerate ohne die Lochblendenoptik angebo-
ten, die nicht so hohe Anforderungen an die mechanische Prazision der Arrays stellen.
Zur Aufnahme der gesamten Arrayoberflache wird der Glastrager zeilenweise durch
den Fokuspunkt der beschriebenen Apparatur bewegt. Der Antrieb 1angs der Zeilen er-
folgt direkt und in der anderen Richtung tGiber eine Gewindespindel. Da bei der Abtast-
ung Zeilenvor- und -riicklauf genutzt werden, kann besonders bei hohen Auflésungen
ein Versatz von mehreren Pixeln zwischen aufeinanderfolgenden Bildzeilen entstehen.
Um verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe messen zu knnen, miissen Laser und Emis-
sionsfilter gewechselt werden. Dadurch erklart sich vermutlich eine gelegentlich beob-
achtete Verschiebung zwischen den einzelnen Bildern, wie sie z.B. if Abb. 3.6 auf Sei-
te[30 zu erkennen ist (rote und griine Rander an den gelben Punkten). Die Verschiebung
kann auch Uber das Array variieren. Ein Erklarungsansatz dafir ist die Warmeausdeh-
nung der Transportspindel im Betrieb, denn theoretisch verlangert eine Temperatur-
erhéhung um 10K eine Stahlspindel der Lange eines Objekttragers um gaalkd
eine typische Bildpixelausdehmﬁbg

CCD-Kamera

Die Bildaufnahme mit Hilfe vorCharge Coupled Devi¢€CD)-Kameras unterschei-
det sich von der konfokalen Abtastmikroskopie im wesentlichen durch die zeitglei-
che Detektion der Fluoreszenzstrahlung auf einer gréReren Flache. Zur Erzeugung
der Anregungsstrahlung wird entweder wie bei der Abtastmikroskopie Laserlicht be-
nutzt oder es werden Blitzlampen und Filter eingesetzt [19]. Die Arrayoberflache wird
groR¥flachig mit dem Anregungslicht bestrahlt. Das Fluoreszenzlicht wird auch bei der
CCD-Bildaufnahme durch Filter von der Anregungsstrahlung getrennt und von einer
Optik auf die CCD-Oberflache projiziert. Ein CCD besteht aus vielen Ladungsspei-
chern, die sich beleuchtungsabhangig aufladen. Nach einer gewissen Belichtungszeit
wird die Beleuchtungsintensitéat durch Messung der Ladung in den Zellen bestimmt.
Ubliche CCDs sind nicht gro genug, um ein ganzes Mikroarray bei der Standard-
auflésung von 1Qu/Pixel abzubilden. Deshalb werden meistens mehrere Teilbilder
aufgenommen und zusammengesetzt. Weil die Fluoreszenzstrahlung sehr schwach ist,
kénnen Belichtungszeiten von bis zu 10 Minuten nétig sein [19]. Es gibt wegen der
groRflachigen Anregung einen Uberstrahlungseffekt, d.h. Streulicht von hellen Bildbe-
reichen ist Uberall sichtbar. CCD-Mikroarraybilder erscheinen oft viel gleichméaRiger
und rauscharmer als sequentiell abgetastete Bilder. Abbi[duhg 3.5 zeigt zum Vergleich
die Histogramme von einem CCD-Bild und einem Abtastmikroskop-Bild.

3.3.4 Differentielle Expressionsanalyse

Der folgende Abschnitt erlautert die quantitative Bildauswertung fur den haufigsten
Typ von Mikroarrayexperimenten, die differentielle Genexpressionsanalyse.

2In der in Abstanden von etwa 8 min. eingescanmteiArrayserie der Stichprobe (siehe KEI). 8) sinkt
die Verschiebung von der ersten Zeile des ersten Bildes an Uber die néchsten Bilder erst schnell und
dann immer langsamer ab. Vermutlich war das Gerat am Anfang kalt.
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Abbildung 3.4:Die Optik eines Array-Scanners (nach Schena [88])

Quantifizierung von Expressionsverhiltnissen

Ein Grofteil der bekannten Arbeiten, in denen gedruckte cDNA-Mikroarrays einge-
setzt werden, beschreibt vergleichende Genexpressionsstudien([2} [35,/89,98, 106], in
denen Proben von Zellen immer paarweise verglichen werden. Um die Unterschiede
der Genexpression zwischen den beiden Proben zu bestimmen, markiert man deren
cDNA mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, die selektiv nachweisbar sind. Die
markierten cDNA-Proben werdegemischzur Hybridisierung auf das Array gebracht

(fur dies Beispiel nehme man an, das Array trage fur jedes Gen des untersuchten Orga-
nismus einen gedruckten DNA-Punkt). Man nennt dies Verfahren auch konkurrieren-
de Hybridisierung, denn die Sonden-DNA bildet Doppelstrange mit cDNA aus beiden
Proben. Nach der Hybridisierung sieht man in tberlagerten Fluoreszenzaufnahmen
der beiden Farbstoffe die Unterschiede der cDNA-Proben bzw. der Genexpression in
den beiden Proben als Farbunterschiede der Messpunkte (sietfe Abb. 3.6). Messpunk-
te, deren zugehdrige Sequenzen nicht oder nur in geringer Menge in der RNA-Probe
vorhanden waren, sind gar nicht bzw. nur sehr schwach sichtbar.

Solange keine Sattigung der Sonden-DNA auftritt, ergibt sich wegen der Hybridi-
sierungskinetik [33] ndherungsweise ein linearer Zusammenhang zwischen der Menge
einer bestimmten cDNA-Sequenz in den Proben und der Menge der auf dem dazuge-
horigen Array-Punkt gebildeten Doppelstrange. Er gilt indirekt auch fur die Menge
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Abbildung 3.5:Ausschnitte von Histogrammen von Bildern der FlyChip-Stichprobe
(siehe Seiterj I§9/1P0). Die Maxima gehoéren jeweils zur Hinter-
grundintensitat. Die geringere Streuung des Hintergrundrauschens bei
der CCD-Aufnahme und die verschiedene Kalibrierung sind deutlich
sichtbar.

des Farbstoffs, der mit der cDNA auf dem Messpunkt gebunden wird.

Weil die Linearitat fir beide Proben gilt, gibt das Verhéltnis der Fluoreszenzinten-
sitaten der beiden Farbstoffe Anderungen der Zusammensetzung der cDNA-Proben
wieder und damit indirekt auch das Verhéltnis der mRNA-Mengen in den untersuch-
ten Zellen. Zwischen der gesuchten Farbstoff-Fluoreszenzintehitétd der Dichte
p des gedruckten DNA-Materials an einer Stallauf dem Substrat besteht also idea-
lisiert der in GI. (3.1) formulierte lineare Zusammenhang.

1(®) = ep(®) (3.1)

In die Konstante: gehen die Menge des durch die Hybridisierung auf dem Mess-
punkt abgelagerten Farbstoffs und auch die Gesamtmenge der verwendeten RNA, der
Anteil farbstofftragender Nukleotide in der cDNA und die Detektionsempfindlichkeit
der Bildaufnahme ein.

Die gemessenmtensitat enthalt neben der Farbstofffluoreszenz nactj GJ. (3.1) zu-
satzlich Hintergrundanteile, die von Verunreinigungen und nicht perfekter Nullpunkt-
kalibrierung der Bildaufnahme verursacht werden. Die Beschaffenheit des Hinter-
grundsignals hangt sehr von der Oberflachenbehandlung und -beschaffenheit des Mi-
kroarrays ab. In den meisten Mikroarraybildern beobachtet man eine konstante Hin-
tergrundkomponente mit Uberlagerten, scharfen Spitzen (Partikel), deren Dichte Uber
die Gesamtflache des Arrays variiert. Mogliche Ursachen fiir das Hintergrundsignal
sind die Kalibrierfehler (Offset) des Bildaufnahmegerétes und Fluoreszenzstrahlung
von nicht abgewaschener Hybridisierungslosung oder anderen Verunreinigungen der
Substratoberflache. Schwankungen von Konzentration und Schichtdicke der Hybridi-
sierungslosung dirften zur Ortsabhangigkeit des Hintergrundsignals beitragen (siehe
auch Anhang E).
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Abbildung 3.6:Ein Ausschnitt aus einem Mikroarraybild. Die Fluoreszenzaufnahmen
sind als Rot- und Griinkomponente im RGB-Farbraum dargestellt, die
benutzten Farbstoffe sin@y3 (griin, 523nm) undCy5 (rot, 635nm).

Bei starken Veranderungen zwischen Referenz und manipulierter Pro-
be erscheinen die Punkte rein rot oder rein grun, bei geringer Veran-

derung mischen sich die Farben zu Gelbténen. Schwach exprimierte
Gene liefern nur ein geringes Hybridisierungssignal, so dass die ent-
sprechenden Punkte nur wenig Farbstoff tragen und dunkel erscheinen.
Die gelben Punkte sind am unteren Rand leicht rot und oben leicht

grin; hierbei handelt es sich um ein Artefakt der Bildaufnahme.

Normalisierung

Wenn das Verhdltnis der Intensitéaten beider Kanéle gebildet wird, fallb(digAb-
hangigkeit wegen der konkurrierenden Hybridisierung weg. Man braucht daher kei-
ne absolute Kalibrierung zwischen Genexpression und Fluoreszenzintensitat, jedoch
missen die je nach Kanal verschiedenen systematischen Storfaktoren in den Konstan-
tenc korrigiert werden. Diese Korrekturen werden unter dem Befiffmalisierung
zusammengefasst. Man nutzt dazu aus dem jeweiligen Experimententwurf folgende
Annahmen Uber die Verteilung der Expressionsraten oder -verhaltnisse, aufgrund de-
rer die Daten von vielen Messpunkten gemeinsam korrigiert werden [11].

Gleichung [(3.R) beschreibt den gebrauchlichsten Ansatz zur Verhéltnisberechnung
flr einen Messpunkt:

f . _ 7bg
R = IGrUn ~ IGrun IGrUn 3.2
DIl Ine— 1Y (3:2)
Rot Rot ~ ‘Rot

IGrin Und IRet bezeichnen die gemessenen unkorrigierten Intensitaten der Bild-
kanéle, von denen geschéatzte Hintergrundanf@%abgezogen werden. Diese Glei-
chung gilt punktweise an jeder Stelle des Messpunktes, wenn man die pixelweise Kor-
respondenz der zwei Bildkanéle voraussetzt. Dann kénnen aus der Verteilung der pi-
xelweise nach GI[(3]2) berechneten Verhéltnisse eine Gesamtschéatzung fir den Mess-
punkt und Merkmale fur deren Zuverlassigkeit berechnet werden (,Pixel-by-Pixel*-
Ansatz). Messpunktbezogene Qualitdtsmerkale, die sich auf pixelweise Korrespon-
denz der Kanale stiitzen, sind z. B. der lineare Korrelationskoeffizient der Intensita-
ten der Messpunktpixel [59] oder die sog. ,Spot Ratio Variability* von Brown und
anderen([21].
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3.3 Gedruckte DNA-Mikroarrays

Will man die pixelgenaue Korrespondenz zwischen den Kanalen nicht voraussetzen,
bildet man das Verhaltnis der Gesamtintensitaten in beiden Kanalen.

Die Hintergrundschatzungen werden meistens aus den Intensitaten der Pixel in der
direkten Umgebung des Messpunktes berechnet (siehe auch Abschnjitt 4.2.3). Das Auf-
treten von Messpunkten, die dunkler als ihre Umgebung sind (sog. ,schwarze L6-
cher"), lasst diese Praxis fragwuirdig erscheinen. Schwarze Lécher werden vermutlich
durch die von der Blockierung bewirkten Unterschiede der Oberflacheneigenschaften
innerhalb und au3erhalb der Messpunkte verursacht.

Zur Bestimmung von Intensitats- und Hintergrundwerten missen zunachst die zu
jedem Messpunkt gehérenden Signalpixel bestimmt werden. Der Abgchniit 4.2.3 geht
naher auf Segmentierungsverfahren zu diesem Zweck ein.

Yang und andere beschreiben verbesserte Anséatze zur Normalisierung, die auch
nichtlineare Verzerrungen der Intensitat und Abhangigkeiten der Normalisierung von
der Position auf dem Array beriicksichtigen [108]. Dazu werden Kontroll-Messpunkte
von Verdiinnungsreihen von DNA-Sequenzen benutzt, die Hybridisierungssignale lie-
fern, deren relative GroRRe bekannt ist. Aus den Messdaten dieser Kontrollpunkte wird
mit parameterfreien Regressionsverfahren eine Normalisierungskennlinie geschétzt,
nach der die tbrigen Daten Kkorrigiert werden. Bretz und andere [17] bemerken, dass
die systematischen Storfaktoren sequenzabhangig sind. Sie untersuchen verschiedene
replizierte Hybridisierungsstrategien auf ihre Eignung fir eine verbesserte Normali-
sierung.

Im Kapitel[4 wird die Modellierung der konkurrierenden Hybridisierung noch ein-
gehender behandelt.

Replikate zur Qualitatssicherung

Die Zuordnung genau einer Sequenz zu einem Gen ist eine idealisierte Vorstellung.
Tatsachlich gibt es in Sequenzdatenbanken meist mehrere ahnliche Eintrage zu einem
Gen (oder verschiedene Klone in DNA-Bibliotheken), die aus verschiedenen Quellen
stammen und deshalb nicht genau gleich sind. Fir die Messung der Expression missen
daher im Experimententwurf geeignete, spezifische Sonden bestimmt werden. Prinzi-
piell kann es also verschiedene Sondensequenzen fur ein und dasselbe Gen geben.
Ebenso werden manchmal die gleichen Sondensequenzen an mehreren Messpunkten
auf ein Array aufgedruckt. Derartige replizierte Messpunkte sind zur Evaluation der in
dieser Arbeit beschriebenen Bildverarbeitungsmethoden nutzlich, weil ihre Konsistenz
nur von ortsabhangigen Effekten auf dem Array selbst gestort wird.

Andere Formen von Replikaten sind die technischen Replikate, unter denen man
Wiederholungen der Probenvorbereitung (reverse Transkription, Farbmarkierung) mit
verschiedenen Arrays aber gleichem RNA-Material versteht und biologische Replika-
te, bei denen das gesamte Experiment vor der RNA-Gewinnung mit gleichen Bedin-
gungen wiederholt wird. Wenn bei technischen Replikaten die Farbstoffe vertauscht
werden, spricht man von ,Dye-Swap“-Experimenten. Diese Methode deckt systemati-
sche Fehler durch Unterschiede der Detektionsempfindlichkeiten und der Effizienz des
Farbstoffeinbaus in die cDNA auf[1l7,131, 108]. Die Varianz von technischen und bio-
logischen Replikaten dieser Arten ist wesentlich héher als die von mehrfach gedruck-
ten Messpunkten, weil mehr Verfahrenschritte fur die einzelnen Replikate getrennt
durchgefiihrt werden. Biologische Replikate haben die héchste Varianz, weil z. B. die
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Individuenstreuungen mit in die Messung eingehen. In der statistischen Auswertung
kdnnen die unterschiedlichen Replikattypen sehr nutzlich sein, um die verschiedenen
Fehlerquellen zu analysieren [17]. Die meisten Stérfaktoren kénnen nicht ohne weite-
res separat kalibriert werden.

3.3.5 Typische Anwendungen von Mikroarray-Hybridisierung

Bei komplexeren Fragestellungen kann es durchaus auch mehr als zwei Proben geben,
die dann in mehreren Hybridisierungen untersucht werden mussen. Die Entscheidung
darlber, welche Proben verglichen werden, wie die Normalisierung erfolgen kann und
welche Auswertungsmethode benutzt wird, richtet sich nach der Fragestellung des Ex-
periments. Die Arbeiten von Kerr und Churchill [63], von Yang und Speed [109] und
von Bretz und anderen [17] behandeln Entwurfstechniken zur Ermittlung der besten
Hybridisierungsstrategie bei gegebener Fragestellung.

Es gibt einige immer wieder benutzte Experimenttypen, die im Folgenden skizziert
sind.

e ScreenenDie Uberblicksweise Untersuchung der Genexpression bzw. die lden-
tifikation von Kandidaten fur detailliertere Untersuchungen ist die einfachste
und weit verbreitete Anwendung der Mikroarrayhybridisierungl [3],
[49]. Es wird zumeist eine Referenzprobe (Wildtyp, Normalbedingungen, etc.)
gegen eine Probe unter experimentellem Einfluss (Mutante, variierte Umweltbe-
dingung) verglichen. Eine typische Methode der Experimentauswertung ist die
Identifikation der differentiell exprimierten Gene mit dem t-Tési [95].

e Typisieren von Expressionsmusteftle Zellen der héheren Lebewesen tragen
das vollstandige Genom in sich, aber nur ein kleiner Teil davon kommt abhangig
von der Differentiation zur Expression, wodurch sich charakteristigsipeessi-
onsprofileergeben. Tumorgewebe verschiedener Typen hat ebenso charakteris-
tische Expressionsprofile, wodurch sich medizinische Anwendungsmaoglichkei-
ten ergeben habehl![2,190]. Als Referenz dienen Mischungen von RNA-Proben
vieler Zelltypen oder RNA von gesundem Gewebe in der Tumorklassifikations-
studie. Eine verbreitete Auswertungsmethode flr diesen Experimenttyp ist die
Clusteranalyse, wobei die Datenvektoren den verschiedenen Zell- oder Gewebe-
typen zugeordnet sind. Man kann das Typisieren von Expressionsmustern auch
als Verallgemeinerung des Screening-Ansatzes auf mehr als zwei Kategorien
(oder Klassen) verstehen.

e Zeitreihen Wenn die Interaktion verschiedener Gene untersucht werden soll, ist
die Aufnahme von Zeitreihen der Genexpression sinnvoll. Die Referenz ist da-
bei eine an einem Startzeitpunkt genommene mRNA-Probe, die gegen mRNA-
Proben von spateren Zeitpunkten verglichen wird[[35, 98]. Die Datenauswertung
erfolgt ebenfalls typischerweise durch Clusteranalyse, wobei die Datenvektoren
hier aber Genen zugeordnet sind. lhre Komponenten beschreiben den Expressi-
onszustand des jeweiligen Gens zu verschiedenen Zeitpunkten.

32



3.3 Gedruckte DNA-Mikroarrays

Andere Anwendungen von Mikroarray-Hybridisierung

e Unterscheiden von Splei3varianten:

Ares und andere beschreiben ein Mikroarray, das Oligonukleotidsonden fir die
Exon-Exon-Ubergangsstellen der reifen mRNAs vom Hefegenen erithalt [32].
Mit entsprechenden Kontrollen und Normalisierungen weisen sie damit das Auf-
treten verschiedener Splei3varianten vieler Gene gleichzeitig nach.

3.3.6 Expressionsdatenbanken

Es wird angestrebt, analog zu den Sequenzdatenbanken Expressionsdatenbanken auf-
zubauen, die die Ergebnisse vieler Experimente zusammenfihren und fir umfassende
Analysen zuganglich machen [62].

Es gibt mehrere Systeme, mit denen solche Konzepte verfolgt werden:

¢ Die Stanford Microarray Database [44] ist die alteste und bislang umfangreichs-
te Mikroarray-Datenbank. Sie wird von der Genetikabteilung der Stanford Uni-
versity, USA, betrieben, wo die gedruckten Mikroarrays erfunden worden sind.

e Der Gene Expression Omnibus [37] wird vom National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI), USA, betrieben und ist weniger auf Daten von gedruck-
ten Glas-Mikroarrays spezialisiert.

e GeneX [75] wird vom National Center for Genome Resources (NCGR), USA,
und IBM entwickelt und verfolgt ebenfalls einen technologietbergreifenden An-
satz.

e Die Expressionsdatenbank ArrayExpresss [16] ist ein Projekt des Europaischen
Bioinformatik-Institutes (EBI) in Cambridge.

Expressionsdatenbanken enthalten komplexe Datensatze, die neben den Expressi-
onswerten selbst viele Nebeninformationen Uber das Experiment und verwendete Ma-
terialien, Methoden und Geréte umfassen.

Die MGED - Gesellschaft (Microarray Gene Expression Data Society) hat Empfeh-
lungen Uber die mindestens erforderlichen Informationen Uber Mikroarrayexperimente
als Richtlinie fur die Veroéffentlichung von Daten herausgegeben (Minimum Informati-
on About a Microarray Experiment, MIAME)[15]. Dazu ist das Datenmodell MAGE-

OM (Microarray Gene Expression Object Model) fur Mikroarray-Expressionsdaten
vorgeschlagen worden, dessen Umsetzung in dem XML (eXtensible Markup Lan-
guage) - Format MAGE-ML (MicroArray Gene Expression Markup Language) die
Schnittstelle fur den Datenaustausch zwischen Expressionsdatenbanken [101]. MAGE-
OM enthélt ein kontrolliertes Vokabular, das die universale Annotation von Mikroar-
ray-Expressionsdatensatzen ermdglicht.

Die Standardisierung der Speicherung und des Austausches von Mikroarraydaten ist
vergleichsweise weit vorangeschritten. Zur effektiven Nutzung von Expressionsdaten-
banken missen auch Standards geschaffen werden, die die Daten selbst vergleichbar
machen. Darunter fallen robuste Methoden zur Extraktion von Intensitdtsmesswerten
und zur Normalisierung. Der Stand der Forschung in diesem Bereich ist noch weit von
abschlieRenden Ergebnissen entfernt.
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Neben den oben aufgelisteten Expressionsdatenbanksystemen gibt es zahlreiche
Systeme, die mehr als Werkzeug zum Entwurf von Arrays und zur Bearbeitung und
Auswertung von Expressionsmessungen beim Experimentator gedacht sind. Ein Bei-
spiel ist das EMMA-System (EST Meets MicroArray)[8], das fur die Evaluation der
in dieser Arbeit beschriebenen Methode zur Messpunktsegmentierung benutzt wird.
EMMA stellt Benutzerschnittstellen zur Dateneingabe, Normalisierung, Visualisie-
rung und statistischen Auswertung bereit und enthalt Datenbankfunktionalitdten zur
Speicherung von Experimentdaten und Auswertungen.

3.4 Automatische Mikroarray-Bildverarbeitung

3.4.1 Problembestimmung und Motivation

Die Auswertung von Mikroarraybildern umfasst als ersten SchrittAdieessierung
(GittersegmentierungGridding ) der gedruckten Punkte, womit die eindeutige Zu-
ordnung von logischen Koordinaten der Gitteranordnung (Gitter-Zeile-Spalte) zu Bild-
ausschnitten gemeint ist, die jeweils genau einen Messpunkt umschliel3en. Der zweite
Schritt ist die quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitat einzelner Spots bzw.
der jeweiligen Bildausschnitte. Dazu gehort die pixelgenaue Segmentierung signaltra-
gender und nicht-signaltragender Bildbereiche, die Schatzung der Hintergrundintensi-
tat und die Berechnung von Intensitatsverhaltnissen.

Die Aufteilung in Gitter- und Signalsegmentierung beschreibt die Struktur des Ar-
beitsablaufes der Bildauswertung mit interaktiven Systemen. Darin ist die Gitterseg-
mentierung im Wesentlichen manuell auszufuhren, wahrend die anschlieRende Seg-
mentierung und Quantifizierung der Spot-Intensitaten mit weitgehend automatischen,
nicht interaktiven Verfahren erfolgt. Wegen der vielféltigen méglichen Stérungen wird
die Signalsegmentierung in vielen Fallen visuell Gberprift und korrigiert und defekte
oder verunreinigte Messpunkte werden markiert oder ausgesondert.

Die existierenden Verfahren zur Signalsegmentierung erfordern die Vorgabe von
Naherungswerten fir die Position und Groéf3e des auszuwertenden Spots. Man hat
gezeigt, dass die Ergebnisse der Intensitatsschatzung empfindlich von diesen Initia-
lisierungen abhéngen konnen [59, 107]. Im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit und
Integrierbarkeit von Daten aus verschiedenen Experimenten folgt daraus ein Bedarf so-
wohl fir standardisierte, automatische Verfahren fir die Gittersegmentierung als auch
fur robustere Spot-Segmentierung.

Zu diesen mehr theoretischen Uberlegungen kommen praktische Aspekte: Beim Be-
trieb von Expressionsdatenbanken oder bei Einrichtungen, die viele Experimente als
Dienstleistung durchfuhren, gibt es ein erhebliches Datenaufkommen, das eine ma-
nuelle Segmentierung nicht wiinschenswert erscheinen lasst. Eine detaillierte visuelle
Uberprifung von Spot-Segmentierungen ist in derartigen Anwendungsszenarien kaum
zu leisten; automatische Bildverarbeitungsmethoden sind unbedingt erforderlich. Ei-
nige der in Abschnitt 3.3]6 aufgefuihrten Datenbanken nehmen mit beliebigen Werk-
zeugen quantifizierte Arraydaten an, obwohl es unter den gegebenen Voraussetzungen
ratsam scheint, die Rohbilder zu speichern und alle Expressionsexperimente einer ge-
meinsamen Datenbasis mit den gleichen Methoden auszuwerten.

34



3.4 Automatische Mikroarray-Bildverarbeitung

3.4.2 Eigenschaften von Mikroarraybildern

Im Abschnitt 3.8 sind die Array-Herstellung, die Hybridisierung und die Bildaufnah-
me und typischerweise dabei verwendete Methoden und Geréte beschrieben. Daraus
ergeben sich verschiedene konkrete Anforderungen an Bildverarbeitungssysteme zur
automatischen Mikroarray-Bildauswertung.

Zusammengefasst mussen folgende Punkte berlcksichtigt werden:

1. Jede einzelne Druckspitze erzeugt ein periodisches Gitter von Messpunkten,
aber nur ein Teil der Punkte gibt ein Signal, wahrend andere dunkel bleiben.

2. Jedes einzelne der gedruckten Gitter ist ndherungsweise periodisch, bis auf die
durch Schwingungen etc. verursachten kleineren Stérungen.

3. Das globale Muster der Messpunkte ist im Allgemeinen nicht periodisch. Die
globale Periodizitat hangt von der Anordnung der Druckspitzen im Arrayer ab.

4. Die Abstande von Zeilen und Spalten von Messpunkten in jedem Gitter sind
im Allgemeinen nicht kalibriert. Gitterzeilen- und Gitterspaltenabstand kénnen
unterschiedlich sein.

5. Lucken zwischen den Gittern sind oft, aber nicht immer vorhanden.

6. Die Achsen aller Gitter in einem Array sind untereinander parallel, aber nicht
unbedingt parallel zum Bildkoordinatensystem oder den Kanten des Glassub-
strats.

7. Bis auf die Schwingungsstorungen und globale Rotationen ist die Anordnung
der Messpunkte auf gemeinsam gedruckten Arrays gleich.

8. Die Messpunkte haben im Allgemeinen keine einheitliche Form und variieren
in ihrer Grof3e.

9. Eingetrocknete Hybridisierungsfliissigkeit erzeugt ein grof3flachiges, sehr inten-
sives Storsignal an den Bildrandern.

10. Reste der Waschlésungen und Artefakte des Hybridisierungsprozesses rufen ein
uber die Arrayoberflache variables Hintergrundsignal hervor.

11. Die Gesamtintensitat hangt von unkalibrierten Gerateeinstellungen ab (Laserin-
tensitat, Detektorverstarkung).

12. Bei der Bildaufnahme treten zwischen den Grauwertbildern der einzelnen Kanéa-
le Verschiebungen bis zu einigen Pixeln auf. Die Verschiebung kann Uber das
Gesamtbild variieren.

13. Die Bildaufnahme dauert je nach Gerat hochstens 10 bis 15 Minuten, wahrend
die Vorbereitung eines Mikroarrayexperiments Monate dauern kann.

Die ersten sieben Punkte sind fir die Gittersegmentierung von Bedeutung, wahrend
die tbrigen Punkte alle Aspekte der Verarbeitung von Mikroarraybildern betreffen.
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Viele fur die Segmentierung interessante Parameter wie z.B. die Mel3punktabstéande
sind prinzipiell bekannt oder kénnen bei der Arrayherstellung vorgegeben werden.
Gewohnlich sind die im Entwurf vorgegebenen Messpunktkoordinaten, physikalische
GittergrofRen und andere geometrische Parameter eines Mikroarrays in Dateien oder
Datenbanken vorhanden. Unmittelbar ist davon fur die Bildsegmentierung aber nur
die Information Uber die logische Struktur der Messpunktanordnung verwertbar, weil
die oben aufgelisteten Stérfaktoren nicht erfasst werden.

Als Eingabeparameter der in dieser Arbeit beschriebenen Verfahren werden deshalb
nur die Anzahlen von Spalten und Zeilen von Messpunkten je Gitter neben den Bildern
selbst verlangt. Optional kann auch die Struktur des Druckkopfes, also die Zahl von
Zeilen und Spalten von Druckspitzen, vorgegeben werden.

Die Bildaufnahmedauer gibt den in einem integrierten, automatisierten System fur
die Bildauswertung zur Verfiigung stehenden Zeitrahmen vor. Der Zeit- und Arbeits-
aufwand fur das Experiment insgesamt ist wesentlich hoher, weshalb die méglichst
vollstdndige Auswertung auch von nicht optimal verlaufenen Experimenten notwen-
dig ist. Unerkannte Fehler der Gittersegmentierung sind aus dem gleichen Grund weit-
gehend inakzeptabel, es sollte also mdglichst eine automatische Rickweisung von un-
sicheren Ergebnissen geben.

Die Abbildung 3.7 lal3t viele der oben aufgezahlten Storfaktoren erkennen, und zahl-
reiche weitere Beispiele sind im Anhanp E sowie im Abschniit 8.2 zu finden.

3.5 Zusammenfassung

Dieses Kapitel enthalt einen Uberblick tiber Methoden zur Genexpressionsmessung in
der Genomforschung. Die in dieser Arbeit vorwiegend behandelten gedruckten Mi-
kroarrays erméglichen durch konkurrierende Hybridisierung die differentielle Expres-
sionsanalyse von zwei Proben auf einem einzigen Substrat. Dabei kbnnen mehrere
Zehntausend Sequenzen aus einer Oligonukleotid- oder cDNA-Bibliothek gleichzeitig
betrachtet werden.

Daneben gibt es das altere Southern-Blot-Verfahren, bei dem gegen Restriktions-
fragmente hybridisiert wird, Membranhybridisierungen und die technisch aufwandi-
gen in-situ-Oligonukleotidarrays.

Neben den noétigen Nasslaborverfahren werden die Bildaufnahmetechnik und das
gewdhnlich verwendete lineare Modell des Hybridisierungssignals skizziert und ei-
nige typische Klassen von Experimenten aufgefihrt. Ein allgemeiner Uberblick tiber
statistische Methoden zur Analyse von Mikroarrayexpressionsdaten findet sich z. B.
im Uberblicksartikel von Smyth und anderén|[95].

Um die Mikroarrayexpressionsdaten handhabbar zu machen und optimal zu analy-
sieren sind Datenbanksysteme erforderlich. Die Quantifizierung der Rohdaten ist eines
der noch nicht befriedigend gelésten Probleme der Experimentauswertung, da es noch
keine vollautomatischen, standardisierten Methoden gibt, die fur die Integration und
Auswertung groéf3erer Mengen von Expressionsdaten nétig sind.

Die Bildsegmentierung ist ein Teil dieses Problems. Spezifische Eigenschaften von
Mikroarraybildern, die beim Entwurf eines Bildverarbeitungssystems zu berticksichti-
gen sind, werden im letzten Abschnitt aufgelistet.
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3.5 Zusammenfassung

Abbildung 3.7:Ein Beispielbild aus der NMHy-Stichprobe (sighe|8.2). Neben der of-
fensichtlichen Rotation ist erkennbar, dass die Messpunktgitter nicht
aufeinander ausgerichtet sind, also kein global periodisches Raster vor-
handen ist.
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4 Systemansatze

41 Ziele

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von automatischen Bild-
verarbeitungsmethoden fur Mikroarraybilder, die zu biologisch relevanten Ergebnis-
sen beitragen. Ein erstes konkretes Ziel ist, die bisher mit viel Handarbeit verbundene
Gittersegmentierung mit Bildverarbeitungsmethoden zu automatisieren, wodurch ins-
besondere flr Hochdurchsatzexperimente und andere Anwendungen mit hohem Da-
tenaufkommen Vereinfachungen zu erreichen sind. Dabei missen die Eigenschaften
der Bilddaten berlcksichtigt werden, die aus den Eigenschaften der Mikroarrayver-
fahren und ihrer Anwendungsumfelder folgen. Die Gittersegmentierung initialisiert
die quantitative Auswertung und ist deshalb indirekt auch fiir die spatere Auswertung
des Gesamtexperiments bedeutsam.

Darlber hinaus wird untersucht, ob mit neuen Bildverarbeitungsmethoden die quan-
titative Bildauswertung direkt verbessert werden kann. Dies Ziel ist erheblich kom-
plexer, weil die Definition von ,verbessern“ auf das jeweilige Experiment und seine
biologisch formulierte Fragestellung bezogen sein muss. Durch den starkeren Bezug
auf die eigentlich bearbeitet@mlogischerProbleme ist es aber auch von besonderem
Interesse.

Es ist naheliegend und erforderlich, Lésungsanséatze als System mit offenen Schnitt-
stellen zu implementieren, wenn der Erfolg im Hinblick auf die biologischen Frage-
stellungen gemessen werden soll, denn Bildsegmentierung und -auswertung missen
mit Werkzeugen flr abstraktere, experimentbezogene Analysen integrierbar sein, um
ihre Auswirkungen auf nachfolgende Analyseschritte untersuchen zu kénnen.

Im Folgenden werden einige in der Literatur beschriebene Ansatze zur Gitter- und
Signalsegmentierung vorgestellt, eingeordnet und anschliel3end der eigene Systement-
wurf motiviert und dargestellt.

4.2 Andere Ansatze und Methoden

Automatisches Segmentieren von Mikroarraybildern ist bisher nicht sehr umfassend
als Bildverarbeitungsproblem bearbeitet worden. Anfanglich wurde die manuelle Git-
tersegmentierung unter anderem wegen der noch kleinen Stiickzahlen von Arrays noch
nicht als Problem angesehen (siehe z. B. Y. Chen [28]), so dass zunéchst intensiver an
Methoden zur Signalsegmentierung und -interpretation gearbeitet wurde.
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4.21 Gittersegmentierung-Problemorientierte Ansitze

In diesem Abschnitt werden verschiedene Verfahren beschrieben, die direkt aus An-
wendungszusammenhangen heraus entwickelt worden sind oder aus anderen Griinden
vorrangig das Ziel der Bereitstellung eines Softwarewerkzeugs zur Mikroarraybildseg-
mentierung verfolgen.

Achsenprojektion der Intensitat

Jain, Tokuyasu, Snijders und andere beschreiben ein System zur automatischen, quan-
titativen Mikroarray-Bildauswertung [53].
Das beschriebene Verfahren gliedert sich in folgende Schritte:

1. Schéatzen von Spot- und Grid-Abstéanden aus Projektionen der Intensitat auf die
Bildkoordinatenachsen

2. Bestimmung einer Gitteranordnung aus den Projektionen
3. Neuberechnung von lokalen Achsenprojektionen flr jedes Gitter

4. Maximierung der Gesamtintensitat an den Gitterknoten durch spalten- und zei-
lenweises Verschieben der Gitter

5. Optimieren der Positionen einzelner Spots

[o2]

. Signalsegmentierung (Schwellwertsegmentierung mit lokalem Histogramm)

Das verwendete Schatzverfahren fiir Spot- und Gitterabstande ist nicht nédher spe-
zifizert. Die Autoren geben eine Erfolgsquote der automatischen Gittersegmentierung
von 80-90% auf einer teilweise 6ffentlich zugénglichen Stichprobe an (siehe 8.2).

Das Verfahren ist nicht robust gegen Rotationen und helle Verunreinigungen.

Segmentierung von Membranradiografien

Steinfath [100] und Bréandle [20] beschreiben Werkzeuge und Methoden vorwiegend
zur Auswertung der Radiographien von Membranhybridisierungen. Steinfath benutzt
zur Gittersegmentierung globale Achsenprojektionen und einen Algorithmus, der pro-
jektive Verzerrungen der Membran schatzt und korrigiert. Die Segmentierung stitzt
sich wesentlich auf ein detailliertes, nur flr Hybridisierungsmembranen giltiges In-
tensitatsverteilungsmodell.

Brandle benutzt ebenfalls Achsenprojektionen, formuliert seinen Ansatz aber sehr
allgemein Uber die Radontransformation. Dadurch wird Rotationsrobustheit erreicht,
allerdings nur durch sehr aufwandige Grauwertprojektionen auf mehrere, nicht an
das Bildkoordinatensystem gebundene Achsen. Brandle setzt Gaussfunktionen fiir die
raumliche Intensitatsverteilung der Messpunkte an und beschreibt Schatzverfahren
zum simultanen Anpassen der Parameter vieler Punkte.
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Semiautomatische und andere Ansatze

Es gibt zahlreiche Softwarepakete zur interaktiven Mikroarray-Bildauswertung. Meis-
tens ist darin die Segmentierung teilweise automatisiert.

e ScanAlyzevon M. Eisen ist in den Anfangszeiten der Mikroarray-Methode ent-
standen[[38] und wird noch immer verbreitet genutzt. Die Gittersegmentierung
geschieht rein interaktiv.

e Dapplevon J. Buhler ist fiir die halbautomatische Auswertung von Bildserien
konzipiert. Das Programm verlangt die vollstdndige numerische Angabe der ge-
druckten Gitteranordnung sowie der Position des Spots oben links in jedem Bild.
Die Spot-Positionen werden damit lokal flr gréf3te Intensitéat optimiert. Zur Si-
gnalsegmentierung werden anschliel3end Kreise an die Messpunkte angepasst.

Als einziges der frei verfigbaren Programe bi&appledie Mdglichkeit, auf
einem handklassifizierten Teil der Quantifizierungsergebnisse einen Klassifika-
tor zu trainieren, mit dem z. B. fehlerhafte Messpunkte in den tbrigen Bildern
markiert werden kénnen.

e Spotvon Yang et al.[[107] benutzt ein Bild einer Serie als Template zur Gitter-
segmentierung. Auch hier missen interaktiv die Ecken der Gitter angegeben
werden.

Zur Signalsegmentierung wird Seeded Region Growing [1] benutzt.

4.2.2 Gittersegmentierung -Methodenorientierte Ansitze
Verallgemeinerte Hit-or-Miss-Transformation

Vesanen, Tiainen und Yli-Harja beschreiben eine Verallgemeinerung der Hit-Miss-
Transformation zur Segmentierung von Spots in Filter-Arraybilderni[103]. Sie geben
zusatzlich ein Verfahren an, mit dem aus einer klassifizierten Stichprobe ein struktu-
rierendes Element gelernt werden kann und evaluieren die Methoden durch Vergleich
mit der Mann-Whitney-Segmentierung (Si¢he 7.2.1) auf zwei Beispielbildern.

Die Hit-Miss-Transformation wird als Rangordnungsoperation auf Grauwerten ver-
allgemeinert, um Invarianz gegeniiber Veranderungen der globalen Bildintensitat zu
erreichen. Zum Lernen der Masken wird das Problem als Lernen boolescher Funktio-
nen formuliert und mit entsprechenden Methoden aus der Literatur bearbeitet.

Die in der Evaluation verwendeten Bilder zeigen kaum Gré3envariation der Spots,
weshalb unklar bleibt, wie allgemein das Verfahren anwendbar ist. Ein Vorteil gegen-
Uber der Mann-Whitney-Segmentierung ist, dass die keine N&herungen der Spotposi-
tionen bekannt sein missen, daftr wird aber eine klassifizierte Stichprobe bendétigt.

Morphologische Operationen

Mehrere Arbeiten beschreiben Segmentierungsverfahren, in denen morphologische
Operationen zur Spotsegmentierung zum Einsatz kommeénl[5, 43, 46].

Angulo und Serrd 5] sowie Hirata und anderel[46] beschreiben sehr &hnliche Bild-
verarbeitungsketten zur Gitter- und Spot-Segmentierung, die fast ausschlief3lich aus
morphologischen Operationen konstruiert sind. Das Griddingverfahren benutzt wie
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der zuvor in Abschnift 4.2]1 beschriebene Ansatz Achsenprojektionen. Die Rohbilder
werden hier vor der Projektion mit eineapeningOperator behandelt, der benach-
barte helle Spots zu geschlossenen, hellen Bereichen verbindet. Zur Schatzung der
SpotgréfRe wird das sog. ,morphologische Ausléschungsspektrum* eines Bildes ein-
gefuhrt, das mit Hilfe einer Folge von Erosionen mit quadratischen strukturierenden
Elementen zunehmender GréRe definiert wird. In dem Spektrum ist Uber der GroRRe des
strukturierenden Elements der Anteil der lokalen Intensitdtsmaxima des Ausgangsbil-
des aufgetragen, der bei der jeweiligen Elementgrof3e nicht mehr erhalten bleibt. Wenn
die Spots annéhernd gleich grof3 sind, ergibt sich bei der entsprechenden ElementgréRe
ein Maximum.

Auch in diesem Verfahren wird eine zweite, lokale Achsenprojektion berechnet, mit
der die einzelnen Messpunktpositionen bestimmt werden. Fur die Aufbereitung und
Zerlegung der Projektion geben die Autoren einen heuristischen, aus mehreren ein-
dimensionalen morphologischen Operationen, Mittel- und Schwellwertberechnungen
aufgebauten Algorithmus an. Rotationen und eng benachbarte oder versetzte Gitter
werden nicht behandelt.

Zur Spot-Segmentierung wird die Wasserscheiden-Transformation benutzt, die auf
ein Differenzbild aus dem stark geglatteten Originalbild und dem dilatierten Original-
bild angewendet wird.

Die Autoren schlagen eine modifizierte Wasserscheiden-Transformation vor, die das
Problem der Ubersegmentierung I6sen soll: Zunachst werden dhnlich den Saatpixeln
im Seeded Region Growing-Verfahren Marker an vermutete Positionen von Spots im
Bild gesetzt. Das Vorgehen birgt offenbar technische Schwierigkeiten, wenn Marker
auf dunkle Spotpositionen gesetzt werden, denn es wird folgende Heuristik zur Spot-
Detektion verwendet:

1. Wenn in der Umgebung der geschatzten Spotposition kein lokales Intensitéts-
maximum existiert, ist der Spot dunkel und es wird kein Marker gesetzt.

2. Wenn genau ein Maximum in der Umgebung existiert, ist der Spot sichtbar und
es wird eine Marke auf das Maximum gesetzt.

3. Wenn mehrere Maxima vorhanden sind, wird eine Marke auf einen Zentroiden
der Maximalstellen gesetzt.

Als Marker fur den Hintergrund werden Linien benutzt, die zwischen den Reihen
und Spalten der Messpunktgitter verlaufen. Die Wahl der Marker ist den von Yang et
al. [107] vorgeschlagenen Saatpunkten fur die Spotsegmentierung mit Seeded Region
Growing sehr ahnlich.

Die Robustheitseigenschaften der beschriebenen Methoden bleiben weitgehend un-
klar, weil fir die Evaluation zwar recht stark verrauschte, aber beziiglich der Spot- und
Gitteranordnung fast perfekte Bilder verwendet werden.

Die Arbeit von Hirata und anderen [46] geht zumindest auf Probleme mit dunklen
Randzeilen ein und schlagt verschiedene Heuristiken zur Abhilfe vor.

k-Nachste-Nachbar-Graphen zur Gittersegmentierung

Jung und Cho beschreiben ein Verfahren zur Gittersegmentierung auf Basis von (mo-
difizierten) k-nachste-Nachbarn-Graphen (KNN-Graphen bzw. mkNN-Graphen) [56].
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Die Knoten beschreiben die Messpunktregionen eines Bildes, die in den kNN-Graphen
genau dann durch eine Kante verbunden sind, wenn zwischen den Schwerpunkten der
betreffenden Regionen eine Nachste-Nachbar-Beziehung gilt. Die Autoren stellen fest,
dass die KNN-Graphen der Regionen eines Gitters haufig in viele Komponenten zer-
fallen und fihren das auf sog. reziproke Paare von Regionen zurick, die wechselsei-
tig ndchste Nachbarn sind. Sie geben daher einen Algorithmus zur Konstruktion von
mKkNN an, in dem bei der Bestimmung des ndchsten Nachbarn einer Region bereits
verbundene Regionen unberticksichtigt bleiben. Dadurch kann es auch Kanten zu k-
nachsten Nachbarn geben, was zu starkerer Vernetzung fuhrt.

Im nachsten Schritt des Verfahrens werden unverbundene Komponenten des mkNN-
Graphen zusammengefasst, wenn ihre umschreibenden Rechtecke Uberlappen. Die
Autoren geben eine statistische Abschatzung an, wie dicht die Gitterbesetzung mit
Regionen und wie breit die Licken zwischen den Gittern sein missen, damit verschie-
dene Gitter sicher getrennt werden. Sie vernachléassigen jedoch die Existenz von Re-
gionen, die nicht Messpunkte, sondern Rauschen oder Verunreinigungen beschreiben.

In den mkNN-Graphen kdnnen auch Regionen verbunden sein, die in einer rechte-
ckigen Gitterzelle diagonal gegenuberliegen. Jung und Cho fihren deshalb eine zweite
Graphkonstruktion ein, die sieGraphen nennen. Die Knoten eine&raphen sind
die Regionen in dem umschreibenden Rechteck eines Gitters. Von jedem Knoten kon-
nen Kanten in die vier Richtungen entlang der Koordinatenachsen ausgehen. Kanten
werden zur jeweils nachstliegenden Region entlang der vier Richtungen eingefugt. Ei-
ne kleine Abweichung von den Koordinatenachsen wird zugelassen, wodurch eine
geringe Rotationsrobustheit erreicht wird.

Jung und Cho benutzen fiir die N&chste-Nachbar-Suche Algorithmen mit quadrati-
scher Effizienz bezlglich der Regionenanzahl.

In den folgenden Kapiteln wird gezeigt, dass strukturelle Methoden wie die mkNN-
Graphen prinzipiell sehr gut geeignet sind, um Rotationsrobustheit zu erreichen. Das
Verfahren von Jung und Cho nutzt diese Méglichkeiten kaum aus.

Markov Random Field fiir lokale Gittersegmentierung

Carstensen und Hartelius |25, 26] beschreiben ein Markov Random Field-Modell (sie-
he Kap[6.4) fur periodische Rechteckgittertexturen. Die Segmentierung der periodisch
wiederholten Texturzellen erfolgt durch Template Matching und ist in das Modell in-
tegriert. Es ist aus zwei Komponenten aufgebaut, die verschiedene Arten von Sto-
rungen der regelméRigen Rechteckgitterstruktur beschreiben. Die erste Komponente
erfasst lokale, gaussverteilte Variationen der Gitterknoten-Orte. Fur sie gilt die einfa-
che, durch die Gitterstruktur vorgegebene Vierer-Nachbarschaft vonkaibten Die

zweite Komponente beschreibt (ebenfalls gaussverteilte) Langenvariationen der Git-
terkanten Durch Verwendung getrennter Nachbarschaftssysteme fir horizontal und
vertikal benachbarte Kanten kénnen damit systematische Stérungen der Gitterstruktur
modelliert werden.

Zur Energieminimierung geben die Autoren einen Ensemble-Annealing-Algorith-
mus an, bei dem um einen Initialisierungspunkt im Parameterraum des Modells zufal-
lige Startpunkte (das sog. Ensemble) initialisiert werden. Alle Zustands-Punkte wer-
den stochastisch mit dem Metropolis-Algorithmus (siehg $. 78) Uber eine feste Zahl
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von Iterationen bezlglich der MZF-Energie optimiert. Anhand der Verteilung der Res-
tenergien im Ensemble werden 'gute’, also global minimierte Ergebnisse identifiziert.

Die Autoren wenden ihr Modell auf Textiimaschen und Spots auf Hybridisierungs-
membranen an. Zur Initialisierung der Ensemble-Minimierung wird die Gitterrotation
durch eine Hough-Transformation geschatzt, so dass die Rander danach durch Achsen-
projektion bestimmt werden kénnen. Als Template zur Segmentierung der Array-Spots
dient eine Gaussmaske.

4.2.3 Signal-Segmentierung und Quantitative Auswertung

Die in der Literatur beschriebenen Methoden zur Segmentierung der Messpunktregio-
nen lassen sich gut danach einordnen, ob sie die Zielregionen geometrisch oder durch
statistische Eigenschaften von Bildintensitaten festlegen. Alle hier aufgefiihrten Ver-
fahren benutzen die bei der Gittersegmentierung festgelegten Spot-Abstande.

Geometrische Verfahren

Die einfachste Methode zur Signalsegmentierung benutzt Kreise als Messpunktregio-
nen. Diese Methode ist in fast allen Systemen als Referenzmethode implementiert.
Mit ,Scanalyze", dem altesten Werkzeug zur Mikroarray-Bildauswertung mussten an-
fanglich Kreisradien manuell eingestellt werden. Inzwischen werden in den meis-
ten Programmen Optimierungsverfahren benutzt, um die Radien optimal einzustel-
len (Dapple [[28], Scanalyzé [38]). Teilweise werden auch elliptische Regionen be-
nutzt ([21], GenePix, ImaGene). Die Hintergrundregion wird bei Scanalyze von allen
Nicht-Signalpixeln gebildet, wahrend GenePix kleine Fenster diagonal zwischen den
Messpunkten benutzt.

Die Programme von Steinfath und Bréndle (siehe Abschniit}4.2.1), die in erster
Linie zur Quantifizierung von Membranhybridisierungen gedacht sind, benutzen ein
parametrisches Gauss-Modell und eine Mischung von Gauss-Funktionen fir die raum-
liche Intensitatsverteilung [100, 20].

Der praktische Vorteil der rigideren geometrischen Messpunktsegmentierung be-
steht darin, dass in jedem Fall eine Region pro Messpunkt bestimmt werden kann. Das
ist bei den statistischen Verfahren nicht unbedingt der Fall.

Statistische Verfahren

Es gibt eine wesentlich grofl3ere Vielfalt an Verfahren, die statistische Methoden zur
Messpunktsegmentierung einsetzen. Einige einfache Verfahren benutzen aus der Stan-
dardabweichung des lokalen Hintergrundes abgeleitete Schwelliverte [104] oder Quan-
tile [53,/56,87]. Die Hintergrundstichprobe bzw. die gréitmégliche Signalregion wer-
den jeweils durch Kreise mit festen Radien definiert.

Glasbey und Ghazal [43] haben die Eigenschaften der Kreissegmentierung, der Seg-
mentierung mit Quantil-Schwellwert und eine Variante des Otsu—VerfaE}esiehe
Abschnitt[5.2.B) verglichen. Sie setzen ein Modell fir die Abhéangigkeit von Mittel-
wert und Varianz der Intensitdten der Signalpixel an und untersuchen, bei welcher

k-Means-Clustering der Quadratwurzel der Intensitaten mit zwei Klassen
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4.2 Andere Ansétze und Methoden

Methode der Signalsegmentierung das Modell die Intensitdten am besten erklart. Die
guantilbasierte Methode hatte hierbei die besten Eigenschaften.

Ein Verfahren von Y. Chen benutzt den parameterfreien Mann-Whitney-Test zur
Schwellwertberechnung [28]. Die Mann-Whitney-Segmentierung wird in Abschnitt
[7.2.] eingehender behandelt.

Yang und andere haben ddseded Region Growing (SR&grfahren von Adams
und Bischof mit der quantilbasierten Segmentierung und der Kreissegmentierung ver-
glichen. Seeded Region Growing erweitert eine vorgegebene Zahl von Regionen aus-
gehend von Startstellen (den ,Seeds”), indem Pixel vom aktuellen Regionenrand zu
der Region hinzugefiigt werden, die den ahnlichsten mittleren Grauwert besitzt. Es
wird immer der Pixel zuerst bearbeitet, der die geringste Grauwertdifferenz zu einer
der Regionen hat. Die Autoren geben eine heuristische Definition der Startstellen an,
die gute Segmentierungen erzeugen soll, aber nicht garantiert, dass fur jeden Mess-
punkt getrennte Regionen entstehen. Sie diskutieren die Eigenschaften der Verfahren
anhand de”po ALStichprobe (siehe Abschnjtt 8.2) vor allem im Hinblick auf die
Hintergrundkorrektur, in der sie die grof3te Fehlerquelle sehen. SRG liefert nach dieser
Untersuchung die besten Signalintensitatsschatzungen, wahrend das Kreisverfahren
von Scanalyze die besten Eigenschaften bei der Hintergrundkorrektur besitzten soll.

Bozinov und Rahnenfiihrer haben zwei ClusterverfahkeM€ansund Partitioning
Around Medoids auf die Pixel-Intensitdten in einem Fenster um vermutete Mess-
punktpositionen angewandt [14]. Das Verfahren hat gegentuber den bisher aufgezahlten
Ansatzen den Vorteil, dass keine Vorabfestlegung von mdglichen Hintergrund- oder Si-
gnalbereichen ndtig ist. Die Interpretation der Clusterstrukturen ist jedoch nicht immer
leicht und die Clusterung sehr rechenintensiv.
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4 Systemansiitze

4.3 Entwurf einer Systemstruktur

Im Folgenden wird eine Bildverarbeitungskette zur Gittersegmentierung skizziert, de-
ren einzelne Komponenten in den anschlielienden Kapiteln genauer behandelt werden.
Die Abbildung[4.1 gibt einen Gesamtiberblick Gber den Entwurf. Absdhniit|4.3.2 er-
lautert die Einbettung der Bildverarbeitungskette in ein Gesamtsystem, das die Daten
strukturiert speichert und Benutzerschnittstellen bereitstellt.

4.3.1 Bildverarbeitungskette

Ausgangspunkt der Gittersegmentierung ist das logische Modell der Anordnung von
Messpunktgittern, die es im Bild zu finden gilt. Die Anzahlen von Zeilen und Spalten
von Messpunktgittern werden vom Benutzer vorgegeben und optional auch die Anzahl
von Gittern, d. h. die Struktur der Nadelanordnung des benutzten Druckkopfes.

Da das System kalibrationsfrei arbeiten soll, ist die Grél3e der Gitter im Bild zu-
nachst unbekannt. Auch Giber die absolute Hintergrund- bzw. Messpunktintensitat kann
zunachst nichts ausgesagt werden, denn die Bildaufnahmeparameter kénnen sich von
Bild zu Bild willkarlich andern.

Die auflésungs- und intensitatsinvariante Eigenschaft der Messpunktanordnung ist
ihre Periodizitat innerhalb der einzelnen Gitter, die durch die statistischen Eigenschaf-
ten der Abstéande benachbarter Messpunktzentren charakterisiert wird. Fir diese Ab-
stande wird ein Verteilungsmodell entwickelt, damit die invariante Eigenschaft genutzt
werden kann.

Mit Schwellwertverfahren, die im Kapitg] 5 genauer dargestellt werden, bestimmt
man die Regionen der Grauwertbilder, die zusammenhangende helle Bildbereiche be-
schreiben. Durch einen freien Parameter des Schwellwertverfahrens werden verschie-
dene Intensitéatsbereiche abgetastet, so dass mehrere alternative Regionensegmentie-
rungen der Grauwertbilder entstehen. Eine gute Segmentierung sollte die Periodi-
zitdt der Gitterknoten mdoglichst deutlich wiedergeben. Man benutzt also diejenige
Regionensegmentierung, deren Abstandsverteilung benachbarter Regionen mdglichst
gut dem Verteilungsmodell der Abstéande im Modellgitter entspricht. Dadurch werden
gleichzeitig die Abstande der Messpunktzeilen und -spalten geschatzt.

Man kénnte nun mit der Kenntnis der GittergréRRe direkt versuchen, das logische Git-
termodell an das Bild anzupassen. Die Beschreibung der Eigenschaften von Mikroar-
raybildern lasst aber offen, wie die zu segmentierenden Gitter genau aussehen, d. h.
welche Messpunkte sichtbar sind und welche dunkel bleiben. Template-Matching und
ahnliche Verfahren sind nicht zuletzt wegen der grof3flachigen hellen Verunreinigun-
gen weniger geeignet. Vielversprechender ist die Nutzung der verschiedenen Aussagen
Uber Lagebeziehungen der Gitter im Bild oder mit anderen Worten des Kontextwis-
sens. Es wird also ein (heuristisches) stochastisches Modell der Kontexte von Mess-
punktgittern im Gesamtbild formuliert, wodurch dem Mangel an Detailwissen Rech-
nung getragen wird. Die geeignete Modellklasse sind Markov-Zufallsfelder (Markov
Random Fields , MZF), mit denen stochastische Eigenschaften der Nachbarschafts-
beziehungen von Objekten elegant durch Energiefunktionen formuliert werden. Die
Minimierung der Energie liefert eine im Sinne des Modells optimale Segmentierung.

Das MZF-Modell der Gittersegmentierung enthélt diskrete Zufallsvariablen, die die
Platzierungen der einzelnen Gitter beschreiben. Die Diskretisierung ist moglich, weil
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4.3 Entwurf einer Systemstruktur

die Gitterperiodizitat bekannt ist und erlaubt die Anwendung effizienter Algorithmen

zur Energieminimierung. Im Gegensatz zu dem MZF-Modell von Karstensen und Har-
telius, das die Anordnung von Messpunkten in kontinuierlicher Form beschreibt, wird
hier die Struktur der Gitteranordnung diskret modelliert.

Die Rotation der Messpunktgitter gegen das Bildkoordinatensystem wird durch Ver-
ketten periodisch angeordneter Regionen geschatzt. Dadurch kdnnen in robuster Weise
Achsenprojektionen zur Bestimmung der Anzahl (wenn sie nicht vorgegeben ist) und
der ungeféhren Platzierung der Gitter eingesetzt werden. Die Verkettung hat konzep-
tionelle Ahnlichkeit zu den mkNN-Graphen von Jung und Cho, ist aber im Gegensatz
dazu rotationsrobust und wird mit geeigneten Datenstrukturen (dem kd-Baum) effizi-
enter implementiert.

Die Achsenprojektionen der Verkettungsergebnisse zeigen die ungefahren Positio-
nen der Gitter an, so dass Hypothesen fiir die Platzierung der Gitter zur Verfligung
stehen, die die Werte der Zufallsvariablen des MZF bilden. Im K&pjitel 6 wird die Er-
zeugung der Hypothesen fir die Gitterplatzierung genauer behandelt.

Die Qualitat der MZF-Gittersegmentierung hangt sehr stark von der korrekten Er-
kennung von Messpunkten an den hypothetisierten Gitterknotenorten ab, auf der die
MZF-Energiefunktion aufbaut. Ein leistungsfahiges Verfahren fir die Messpunktde-
tektion sind die aktiven Konturen [57, 105]. (Abschfitt]6.6). Wegen inhrer lokal adap-
tiven Eigenschaften ermdéglichen sie die Segmentierung von verwischten, verlaufenen
und sehr dunklen Messpunkten, fir die die Regionensegmentierung der Vorverarbei-
tungskette meist keine oder viel zu grofl3e Regionen erzeugt.

Die in der Literatur beschriebenen aktiven Konturmodelle sind nicht ohne weite-
res fur die Segmentierung von Mikroarray-Spots einsetzbar, denn die gewohnlich ver-
wendeten Diskretisierungen sind wegen der teilweise geringen Grol3e der Zielregio-
nen nicht zulassig. Ein weiteres Problem stellt das vergleichsweise starke Rauschen in
Mikroarraybildern dar. Es wird daher ein teilweise kontinuierliches Konturmodell ver-
wendet, dessen Energiefunktion mit geeigneten Nebenbedingungen robust minimiert
werden kann.

Aus dem Konturmodell werden Merkmale abgeleitet, die die Klassifikation der Kon-
turen zur Spot-Erkennung ermdglichen. Es kdnnen anhand von klassifizierten Beispie-
len trainierte Klassifikatoren oder ein an der Verteilung der Gradientenstarke des je-
weiligen Bildes kalibriertes Schwellwertverfahren benutzt werden.

Zur Regionensegmentierung in der Vorverarbeitungskette sind die aktiven Konturen
ungeeignet, da fur die Initialisierung die Gitterkonstantenschatzung gebraucht wird.
Zuféllige Initialisierung fuhrt zu unbrauchbaren Ergebnissen.

Alternativ wird zur Messpunkterkennung im Abschfitt]6.5 das Eigenwertverfahren
untersucht, das wie die aktiven Konturen in vielen anderen Bildverarbeitungsanwen-
dungen Anwendung gefunden hat. Anders als das aktive Konturmodell kann es jedoch
nicht ohne eine klassifizierte Stichprobe von Bildern einzelner Messpunkte benutzt
werden und es ist weniger robust gegen Skalierungen.

Die Messpunktsegmentierung mit dem aktiven Konturmodell wird auch zur quan-
titativen Auswertung angewendet. Dazu stehen noch zwei weitere, haufig verwendete
Verfahren zur Auswahl, namlich die Mann-Whitney-Segmentierung und die einfache
Kreissegmentierung.

Die Abbildung[4.1 zeigt einen Uberblick tiber das Bildverarbeitungssystem zur
Gittersegmentierung. Die Schwellwertberechnungen und der Kantenoperator der akti-
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4 Systemansiitze

ven Kontursegmentierung bendétigen als Vorverarbeitung den Medianfilter zur Rausch-
unterdriickung. Die Gitterkonstantenschatzung beinhaltet die Anwendung des Ab-
standsverteilungsmodells.

Rohbilder Median—

>
l - Filter i

Gew. Gradienten—
Histogramme filter

1
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Kontur—

I
| Merkmale
|:| Operatoren I
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---= Anfragen ; A
Schwellwert- ,
Segmentierung — Datenflisse Aktive | __________!
Kontur—

segmentierung

1

. MZF-
Regionen- Achsen— N - N
verkettung projektion — Gme.r— —» Gridding-Ergebnis
segmentierung

g-Schatzer ———®

Abbildung 4.1:Ein Uberblick iiber die Komponenten des Bildverarbeitungssystems
zur Gittersegmentierung. Der rechte obere Zweig des Schemas, in dem
sich die aktive Kontursegmentierung befindet, unterscheidet sich von
dem Zweig links unten dadurch, dass die Kontursegmentierung nur
nach Bedarf, gesteuert von der MZF-Segmentierung, berechnet wer-
den. Der untere Zweig erzeugt die MZF-Hypothesen und arbeitet da-
her das gesamte Bild ab.

4.3.2 Ein Gesamtsystementwurf

Die Abb.[4.2 zeigt die Einbettung der Gittersegmentierung in das Gesamtsystem AIM
(Automatic Image processing system for Microarray experimebiss Datenschema

des AIM-Systems umfasstrojekte die Serien von gemeinsam gedruckten Mikroar-
rays enthalten. Jedes Projekt besitzt Attribute fur die Struktur der Gitteranordnung, die
Zahl der verwendeten Farbstoffe bzw. Bildkanale und weitere Parameter wie z. B. die
benutzte Anzahl von alternativen Schwellwertsegmentierungen. Die einzelnen Arrays
sind alsSlidesabgebildet, fiur die jeweils Bilddateinamen, die geometrischen Daten
der Segmentierung und quantitative Auswertungsergebnisse (Mittelwert und Median
der Intensitat auf der Messpunktregion, Mittelwert, Median und Modus der lokalen
Hintergrundintensitat) gespeichert werden.

Fur die Eingabe und Bearbeitung von Projektdaten gibt es sowohl eine grafische als
auch eine nicht-interaktive Schnittstelle, damit das System sowohl allein benutzt als
auch in andere Systeme eingebunden werden kann. Die quantitative Auswertung fin-
det in einem nicht-interaktiven Modul statt. Die Ergebnisse der automatischen Gitter-
segmentierung kénnen mit einem interaktiven Werkzeug Uberprift und bearbeitet wer-
den, das auch Funktionen zur Inspektion der Rohbilder und der quantitativen Aus-
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4.3 Entwurf einer Systemstruktur

wertungsergebnisse besitzt. Innerhalb des AIM-Systems werden XML-Formate (eX-
tensible Markup Language) zur Datenspeicherung benutzt, deren Dokumenttypdefini-
tionen (DTDs) im Anhang P zu finden sind. Dadurch ist die Integration mit anderen
Systemen, die ebenfalls XML-Schnittstellen wie MAGE-NL[97] oder GeneXML [75]
besitzen, durch XSL-Transformationen (eXtensible Stylesheet Language, XSLT) tech-
nisch elegant moglich. XSLT ist eine funktionale Programmiersprache, mit der Uber-
setzungsregeln fir die Komponenten der Hierarchien verschiedener XML-Formate
formuliert werden kénnen. AuRerdem ist ein Export-Modul fur das haufig verwen-
dete GPR-Format vorgesehen, das von der kommerziellen Mikroarraybildauswertung
GenePix (Axon Inc stammt und auch in einigen Bioconductor-Pakgtesrwendet

wird. Dies ist eine frei verfligbare Sammlung von Programmen zur statistischen Aus-
wertung von Mikroarrayexperimenten, die zunehmende Aufmerksamkeit erhélt.

Gittersegmentierung grid_gui Ausgabe |export_module export_module

I [ 1

AIMGridding XML |

I I

Gittersegmentierung microarray aim_quant Quantitative Auswertung

I I

manuelle Dateneingabe
alternativ: automatisierter Import

Visualisierung/Bearbeitung

AIMProjects XML

[ 1

aim_gui aim_import

Abbildung 4.2:Uberblick tiber die Struktur des AIM-Systems. Die Kasten stellen ein-
zelne Programmkomponenten des Systems dar zwischen denen Daten
mittels der beiden XML-Formate (lange Balken), deren Dokumenttyp-
definitionen im Anhand P zu finden sind, ausgetauscht werden. Das
Schemawird in der typischen Anwendung von links nach rechts durch-
laufen. Der Prozess kann entweder Uber die grafische Benutzeroberfla-
che gesteuert oder auf Kommandozeilenebene abgewickelt werden.

Das AIM-System benutzt nicht direkt das zu MAGE-ML gehdrende Datenmodell

Zwww.axon.com
Swww.bioconductor.org
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4 Systemansiitze

von MAGE-OM, weil darin viele hier benétigte Attribute fir quantitative Auswer-
tungsergebnisse fehlen und gleichzeitig sehr viele Entitédten und Attribute vorhanden
sind, die fur die Bildsegmentierung und -Auswertung nicht relevant sind. Es erscheint
dartiber hinaus zweckmaRiger, die Dynamik der Entwicklung von MAGE aus dem
Bildverarbeitungssystem selbst herauszuhalten und stattdessen alle Abhangigkeiten
von externen Standards in einzelnen Ein-/Ausgabemodulen zu isolieren.
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5 Regionensegmentierung

Die Regionensegmentierung soll primar eine abstraktere Reprasentation der lokal peri-
odischen Anordnung der Messpunkte in den Grauwertbildern liefern. Dabei brauchen
die Form und die genaue Grélie der Messpunkte zunachst keine Rolle spielen. Dies
Kapitel behandelt einfache Schwellwertverfahren, mit denen zusammenhéngende hel-
le Bildbereiche (oder genauer: zusammenhéngende Mengen von Pixeln mit Intensitat
Uber einem Schwellwert) als Regionen bestimmt werden. Das Ziel ist, zu den (sicht-
baren) Messpunkten in jedem Kanal eine Region zu bestimmen. Das anschliel3ende
Kapitel behandelt die Analyse der Abstandsverteilungen der Regionenschwerpunkte,
die mit der Regionensegmentierung selbst gekoppelt werden muss, um die robuste
Segmentierung der Messpunkte zu erreichen.

5.1 Vorverarbeitung

Alle im Folgenden beschriebenen Verfahren liefern mit einer vorgeschalteten Rausch-
unterdriickung wesentlich bessere Ergebnisse, weshalb zunachst auf den Medianfil-
ter eingegangen werden soll, der sich als Vorverarbeitungsoperator bewahrt hat. Der
Medianoperator ist schon seit langem bekannt und gehért zu den sog. Rangordnungs-
operatoren. Er wird mit Hilfe einer quadratischen Maske von Pixeln mit ungerader
Kantenlange definiert. Der Operator gibt fur jeden Pixel den Median der Intensitats-
werte aus, die sich in der auf ihn zentrierten Maske befinden. Da der Median anders als
z. B. der Mittelwert robust gegen Ausreil3er ist, werden wenige Pixel grof3e Artefakte
sehr gut unterdriickt, wogegen grof3ere Strukturen nicht gestort werden.

Dagegen verwischt eine Glattung von Mikroarraybildern durch Faltung mit Gauss-
bzw. Binomialmasken die Messpunkte so sehr, dass sie nur noch schlecht als getrennte
Regionen segmentierbar sind.

Medianfilterung von Mikroarraybildern bewirkt die Unterdriickung der hellen, klei-
nen Stérungen durch verunreinigende Partikel auf dem Array. Eine Maskengrofe von
5 x 5 Pixeln ergibt gute Rauschunterdriickung ohne Beeintrachtigung der Bildqualitat.

Zur Berechnung des Medianfilters gibt es neben der trivialen Mdglichkeit der Sor-
tierung der Intensitatswerte verschiedene optimierte Verfahren. Welches davon optimal
ist, hangt von der Maskengrof3e und der Intensitatswertemenge des zu filternden Bildes
ab.

5.1.1 Histogrammbasierte Medianberechnung nach Huang

Huang [48] und andere haben einen Algorithmus beschrieben, der bei der Verschie-
bung der Maske Uber das Bild ein Histogramm der Pixelintensitaten unter der Maske
und einen Zeiger auf das darin enthaltene Medianelement mitfuhrt. Zur Initialisierung
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Abbildung 5.1: Medianberechnung mit Histogramm

z. B. in der linken oberen Bildecke werden einmal alle Intensitatswerte unter der Mas-
ke eingetragen. Der Median hat dann den Wert der kleinsten Intensitét, von der aus
mindestens die Halfte der Histogrammeintrage links liegen (Siehe auch Abbildung
[5.7). Die Berechnung des Medians des Nachbarpixels kann durch Aktualisierung des
Histogramms und des vorhergehenden Medianwertes erfolgen: Die Maske wird ,wei-
tergeriickt, so dass je Zeile ein Histogrammeintrag entfernt bzw. ein Korb herunter-
gezahlt und ein Eintrag neu registriert werden muss. Abhangig davon, ob die beiden
ausgetauschten Eintrage groRer, kleiner oder gleich dem vorherigen Medianwert sind,
andert sich der neue Medianwert. In dem Beispiel der Abb. 5.1 misste der neue Medi-
an auf den nachsttieferen besetzten Intensitatswert gesetzt werden, wenn ein Pixel mit
Intensitat O hinzugeflgt und ein Pixel mit Intensitat 15 herausgenommen wirde. Sind
die ausgetauschten Intensitatswerte beide kleiner oder beide grél3er als der alte Medi-
an, so andert sich dieser nicht. Um Kérbe mit mehreren Eintragen korrekt behandeln
zu konnen, ist eine Hilfsvariable notig, die die Position des Medianelements in einem
gedachten ,Stapel” von Elementen im Korb angibt. Die Maske wird optimalerweise in
Schlangenlinien Zeile fir Zeile Gber das Bild geftihrt, so dass nur im allerersten Schritt
das ganze Histogramm berechnet werden muss.

Das Verfahren ist insbesondere dann sehr schnell, wenn nur wenige Histogramm-
korbe besucht werden missen, um das neue Medianelement zu finden. Fir die 16 Bit
tiefen Mikroarraybilder hat das Histogramf = 65536 Korbe, so dass bei kleinen
Masken und besonders bei starkem Rauschen grof3e Liicken zwischen den belegten Hi-
stogrammkorben liegen. Daher erhéalt man bei der Filterung solcher Bilder erheblich
schlechtere Laufzeiten als bei der Filterung von gewdhnlichen, 8 Bit tiefen Bildern mit
Histogrammléngen voAl = 256. Die laufzeitbestimmende GroR3e ist die Largder
Bereiche leerer Histogrammkdrbe. Im ungunstigsten Fall gleichverteilter Intensitéts-
werte ist die Lickenlangé poissonverteilt mit dem Erwartungswett L >= %
bei Maskenkantenlang® . Mit 50% Wahrscheinlichkeit muss der Median nach einer
Austauschoperation veréndert werden, so dass bei ungiinstigen Bilddaten je Bildpixel
etwa% Histogrammkorbe gepruft werden missen.

5.1.2 Histogrammbhierarchie

Der einfache Histogrammalgorithmus zur Medianberechnung verbraucht viel Zeit bei
der Suche nach besetzten Histogrammkdrben. Eine mdgliche Abhilfe bietet eine Histo-
grammbhierarchie wie sie in Abp. 5.2 skizziert ist. Die unterste Hierarchiebene (Tiefe
t = 0) stellt das gewohnliche Histogramm dar. Jede hdhere Ebene besteht aus der
halben Anzahl von Kérben der darunterliegenden Ebene, die jeweils die Intensitats-
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Abbildung 5.2: Hierarchie von Histogrammen

werte von zwei benachbarten Korben der tieferen Ebene umfassen. Das hierarchische
Histogramm hat Idlf Ebenen, weshalb das Registrieren oder Entfernen von Intensitats-
werten ebensoviele Schritte benétigt, weil die Kérbe in allen Ebenen verandert werden
mussen. In der Ebene der Tigfgibt es% Korbe.

Die Suche nach dem néachsten belegten Korb zur aktualisierung des Medians be-
ginnt an einem Korb der unteren Ebene, von dem aus iterativ Nachbarkorbe geprift
werden. Wird eine Korbgrenze der dartiberliegenden Ebenen erreicht, dann darf der
Suchprozess in héheren Ebenen fortgesetzt werden, bis ein belegter Korb gefunden
wird. Von dort erfolgt der Abstieg in die untere Ebene, wobei in jeder Ebene der am
nachsten zum Start liegende, belegte Korb angesteuert wird. In jeder Ebene miissen
dazu zwei Korbe geprift werden. Um einérangen leeren Bereich in der untersten
Ebene zu Uberschreiten, werden damit fiir Auf- und Abstieg jeweils hochglikhs
Schritte bendétigt. Zusammen mit der Entfernungs- und Registrieroperation ergibt sich
also ein Aufwand vorsld L Schritten je Austauschoperation od@ﬂld% berthrten
Korben je Maskenverschiebung.

Das Diagramm in Abbildung 5.3 stellt die erwartete Zahl von Operationen im
schlechtesten Fall fir die Median-Algorithmen mit einfachem und hierarchischem Hi-
stogramm beiH = 65536 in Abhangigkeit von der Maskengrof3e dar. Bei der be-
nutzten Maskengrolde x 5 arbeitet die hierarchische Variante mit erheblich weniger
Schritten.

In der Praxis ist die Median-Berechnung mit dem hierarchischen Histogramm sogar
etwas langsamer, was sicherlich zum Teil daran liegt, dass die Abschatzungen nur den
fur das Verfahren von Huang ungiinstigsten Fall betrachten. Ein weiterer Grund besteht
in den unterschiedlichen Korbsuchverfahren. Das hierarchische Verfahren braucht um-
standlichere Fallunterscheidungen, erzeugt kompliziertere, tUber groRere Speicherbe-
reiche gestreute Zugriffe und profitiert deshalb vermutlich weniger von Hardware-
Optimierungef}

5.1.3 Heap-Median

Hardle und Steiger [45] beschreiben einen weiteren Ansatz zur Median-Berechnung,
der zwei gleich grof3e Heaps zur kompakten Speicherung der Intensitatswerte unter
der Maske einsetzt. Einer der Heaps ist aufsteigend sortiert und enthalt alle Intensitats-
werte unter der Maske, die heller oder gleich der Median-Intensitat sind, wogegen der
andere Heap absteigend sortiert ist und die Intensitatswerte unter der Maske kleiner
oder gleich der Median-Intensitat enthalt. Durch die Heap-Bedingung ist sicherge-
stellt, dass die obersten Elemente der Heaps die Nachbarn des Median-Elementes in
einer gedachten sortierten Liste der Intensitaten unter der Filtermaske sind.

!Der Unterschied ist bei Maschinen mit groBem Cache-Speicher geringer
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Abbildung 5.3: Effizienzvergleich der Aktualisierung des Median-Zeigers mit dem
einfachen und dem hierarchischen Histogramm. Links: Aufwand ab-
hangig von der Lange leerer Histogrammbereiche, rechts: Aufwand
abhangig von der Maskengréli3e.

Beim Weiterschieben der Maske auf dem Bild werden &hnlich wie bei der histo-
grammbasierten Berechnung Austauschoperationen vorgenommen, die die Gro3e und
Sortierbedingungen der Heaps erhalten. Dazu muss evtl. auch das Median-Element in
einen der Heaps eingetragen und durch das obere Element des anderen Heaps ersetzt
werden.

Der Aufwand fur diese Operationen héangt nicht mehr von der Intensitatswertemen-
ge sondern nur noch von der Heap- bzw. MaskengrofRe ab. Das Wiederherstellen der
Sortierbedingung in einem Heap niit Elementen nach Austausch zweier Elemente
erfordertO(log V) Operationen. Der Aufwand fur die Median-Aktualisierung beim
Verschieben einek! x M-Maske betragt als®(2M log M ).

Auf einem Beispielbild erreicht man bereits mit einer einfachen Implementation die-
ses Verfahrens, die noch nicht alle Optimierungsmaéglichkeiten nutzt eine Geschwin-
digkeitssteigerung um 34% gegeniber dem Verfahren mit dem einfachen Histogramm

B5F

5.2 Schwellwertverfahren

Allgemein ist die Anwendung von Schwellwertverfahren angezeigt, wenn es ein ein-
zelnes Merkmal gibt, das die Objektklassen eines Bildes (einschlief3lich Hintergrund)
trennt (siehe z.B[[52]).

5.2.1 Grundlagen

Abgesehen von den gro3rdumig variablen Hintergrundeigenschaften erfillt die Inten-
sitét in den Mikroarray-Fluoreszenzbildern diese Voraussetzung. Man sucht also lokal
fur bestimmte Bildbereiche giltige Schwellwerte, die Hintergrund und Messpunkte
trennen, und nicht einen globalen Schwellwert fiir das gesamte Bild. Die im Folgen-
den behandelten Methoden der Schwellwertberechnung stiitzen sich daher auf lokale
Histogramme.

Die Intensitatsverteilung von Mikroarraybildern ist im Wesentlichermodal weil
der Bildhintergrund in der Regel den grol3ten Teil der Bildflache aber nur einen rela-
tiv kleinen Intensitatswertebereich einnimmt. Das Nutzsignal der Messpunkte ist tUber

2Dank an die Veranstalter und Teilnehmer des Seminars ~Anwendungsorientierte Bildverarbeitung*“
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5.2 Schwellwertverfahren

grolRe Wertebereiche gestreut, in denen auch Stérsignale von verunreinigenden Parti-
keln liegen.

L i
1000 1500 1000 1500 2000

Abbildung 5.4:Beispiele von Histogrammen von Mikroarraybildern, berechnet auf
Bildausschnitten von 200x200 Pixeln berechnet. Der rechte Vertei-
lungsrand ist weggelassen. Links ist das Histogramm des Griinkanals
gezeigt, rechts das Histogramm der relativen Intensitdtsmaxima im
Grunkanal (gewichtetes Histogramm)

5.2.2 Gewichtete Histogramme

Das wesentliche Hindernis bei der Schwellwertberechnung ist die wenig einheitliche
Verteilung des Hintergrundsignals. Es treten verschiedene Effekte auf:

e Kornige und homogene Verunreinigungen auf der Arrayoberflache geben Fluo-
reszenzlicht ab und erzeugen so ein strikt positives Stérsignal.

e Bei der Bildaufnahme mit dem Scannermikroskop tritt ein Verwischungseffekt
auf, der bei Vorhandensein von punktartigen Verunreinigungen zwangsweise ei-
ne unsymmetrische Intensitatsverteilung erzeudt [58].

e Wenn die Fluoreszenzintensitat des Hintergrundes so gering ist, dass der Detek-
tor des Bildaufnahmegerates Photonen tberwiegend als Einzelereignisse detek-
tiert, ist die Intensitat poissonverteilt. Die Poissonverteilung ist fiir sehr kleine
Ereignisraten von Natur aus unsymmetrisch und geht bei héheren Photonenraten
in die Binomial- bzw. Gaussverteilung Uber.

Durch Verwendung vomgewichteten Histogrammaenird die Schwellwertberech-
nung robuster gegentiber den oben beschriebenen komplizierten Verhaltnissen, denn
zur Vermeidung von Stdrregionen missen insbesondere lokale Intensitdtsmaxima be-
trachtet werden.

Das gewichtete HistogrammeinesM x N Pixel gro3en Bildeg mit einer Inten-
sitatswertemeng€ wird definiert durch

1 N—-1M-1
=N Z S w(i, §)8(f(i,§) —¢) VeeC
1=0

=0

.
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5 Regionensegmentierung

Die Gewichtungsfunktiomw wird so definiert, dass nur die Intensitatswerte von Pi-
xeln, die lokale Intensitdtsmaxima darstellen, im Histogramm registriert werden:

0 : sonst

ol g) = { Los (09) 2 Ok DY) € NG, ), (k1)  (3,)

Wegen dep>-Relation werden auch Intensitatsplateaus registriert, damit keine kom-
plizierte Sonderbehandlung von konstanten Bildbereichen nétig ist. Die Abbildung 5.4
zeigt an einem Beispiel die Wirkung der Gewichtung.

5.2.3 Verfahren zur Berechnung von Intensititsschwellwerten
Quantile

Eine besonders einfache Méglichkeit zur Schwellwertberechnung aus Intensitatsver-
teilungen sindQuantile also Intensitatswerte, unterhalb derer ein bestimmter Anteil
der im Histogramm registrierten Ereignisse liegt. Der Median ist mit dem 50%-Quantil
identisch.

Quantilbasierte Schwellwertberechnung hat sich als wenig robust gegen variablen
Anteil von Storsignal erwiesen, d.h. es gibt keinen eindeutigen Quantilparameter, der
immer eine brauchbare Segmentierung liefert.

Die Methode von Otsu

Das Verfahren von Otsu_[82] nimmt eine Mischung von zwei Gaussverteilungen als
Modell fur das Histogramm an. Die beiden Gaussglocken beschreiben die Intensi-
tatsverteilungen der Objekte von zwei zu trennenden Klassen, so dass sich leicht der
optimal trennende Schwellwert berechnen lasst. Es brauchen keine weiteren Parameter
eingestellt werden.

Mit dem Otsu-Verfahren berechnete Schwellwerte fihren meistens zu sehr vielen
Stdrregionen, weil die Verteilung der Hintergrundintensitat oft nicht symmetrisch ist.
Die typischen Histogramme von Mikroarraybildern entsprechen der Verteilungsannah-
me nicht sehr gut, so dass das Verfahren teilweise das Zentrum der zweiten Gaussglo-
cke nicht in den Bereich der Signalintensitaten, sondern in den Ful’ des Hintergrund-
maximums setzt.

Robuste Schwellwerte ergibt das Otsu-Verfahren nur dann, wenn die Modellannah-
men erflllt sind, d. h. wenn die Intensitaten der beiden Objektklassen durch nicht zu
stark Uberlappende Gaussverteilungen zu beschreiben sind.

Einseitige Varianzschitzung

Wenn man ein symmetrisch verteiltes Hintergrundsignal annimmt, kann links vom
Histogrammaximum die Varianz der Hintergrundkomponente der Bildintensitat ge-
schatzt werden. Der Ort des Histogrammmaximums (odeMietug ist weitgehend

vom Hintergrundanteil bestimmt, weil das Signal der Messpunkte ber erheblich gro-
Bere Wertebereiche gestreut ist. Anhand der geschéatzen Breite des Hintergrundma-
ximums kann ein Schwellwert rechts vom Maximum angegeben werden, der Hinter-
grund und Messpunktsignal unter den Annahmen gut trennt. Nimmt man gaussverteilte
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5.3 Zusammenfassung

Hintergrundintensitét an, wird die Varian? des Hintergrundmaximums durch

— 1 N
o2 = i ; d h(i)(i — imodus” (5.1)
M = > h() (5.2)

1<imodus

im Intensitatshistogramm(i) geschatzt. Der Schwellwert ist daigqqust ko,
wobeik sinnvoll zwischen 1 und 3 zu wahlen ist.

Fur einige Arraybilder fihrt dieses Verfahren zu guten Ergebnissen, wéhrend es bei
starker unsymmetrischer Verteilung der Hintergrundintensitat zu kleine Schwellwerte
berechnet.

5.3 Zusammenfassung

Keines der aufgefuhrten Schwellwertverfahren erreicht eine robuste Segmentierung
von Bildern unterschiedlich hergestellter Mikroarrays. Offenbar treffen die implizi-
ten oder expliziten Verteilungsannahmen der Schwellwertberechnungsverfahren nicht
allgemein zu. Fir die Verfahren mit freien Parametern findet man aber so gut wie im-
mer eine Einstellung, die zu einer guten Regionensegmentierung fuhrt. Im nachsten
Kapitel werden Methoden behandelt, die mit Hilfe des Kriteriums der Erhaltung der
Gitterstruktur im Regionenbild ohne Benutzereingriff gute Parameter finden.
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6 Gittersegmentierung

Dieses Kapitel zeigt, wie man durch Ausnutzung der Gitteranordnung der Messpunkte
die robuste Regionensegmentierung erreicht. Aus den Regionenbildern werden Hypo-
thesen fUr die Segmentierung der Messpunktgitter mit dem MZF-Modell erzeugt, mit
dem sich der letzte Teil des Kapitels beschéftigt.

6.1 Nachste-Nachbar-Abstande und
Regionenklassifikation

Gute Regionensegmentierungen zeichnen sich dadurch aus, dass sie viele periodisch
angeordnete Messpunktregionen enthalten. Im folgenden Abschnitt wird ein Vertei-
lungsmodell fir die Abstdnde der Regionen eines Mikroarraybildes zu ihrgéichs-

ten Nachbarn entwickelt, mit dem Regionenbilder entsprechend bewertet werden kdn-
nen. Es missen die Abstande in kleinen Nachbarschaften betrachtet werden, weil die
Periodizitat nur innerhalb der einzelnen Gitter, nicht aber im gesamten Bild gilt.

6.1.1 Verteilungsmodelle fiir Regionenabstinde

Zunachst werden die Verteilungen der euklidischen Abstéande der gesuchten Mess-
punktregionen betrachtet.

Im einfachsten, idealisierten Fall enthalt das Bild ein ungestortes, unendlich aus-
gedehntes und voll besetztes quadratisches Gitter von Regionen. Darin treten als Ab-
stande zunk-nachsten Nachbarn der Zeilen- und Spaltenabsjabdik = 1,2, 3,4)
und die weiteren, fiir das Gitter charakteristischen Abstariie (bei k = 5,6, 7, 8),

29, v/5g usw. auf (Siehe Abbildu@.l). Die Verteilungsdichten der Abstandeizum
nachsten Nachbarn in einem solchen idealen Gitter sind daher einzelne scharfe Peaks.

Rechteckgitter mit verschiedenen Zeilen- und Spaltenabstapdend g, behan-
delt man durch Auftrennung des Nachbarschaftssystems des quadratischen Gitters in
zwei Teile, die horizontalen und vertikalen Nachbarn. Die Abbildunfy 6.1 veranschau-
licht die folgende Definition der Nachbarschaftssysteme: Die Entfernung eines Re-
gionenschwerpunkteszu seinerhorizontalenNachbarn ist entlang der horizontalen
Achse groRer oder gleich der Entfernung entlang der vertikalen Achse; die horizon-
talen Nachbarn einer Region im Ursprung liegen also zwischen den Diagonalen des
Koordinatensystems. Entsprechendes gilt fir die vertikalen Nachbarn. Die charakteris-
tischen Peaks der getrennt flr die horizontalen bzw. vertikalen Nachbarn berechneten

Abstandshistogramme liegen dann bgi2g;, (hor.) und bei,,, 1/ g2 + g2, 2g;, (vert.)
wenng, < g, gilt und andernfalls bejy,, 4 /gi + g2, 2gy, (hor.) undg,, 2g;, (vert.).
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6 Gittersegmentierung

Abbildung 6.1:Die linke Zeichnung zeigt die Gittervektorgh und g, sowie die cha-
rakteristischen Absténde der ndchsten Nachbarn der Knoten eines qua-
dratischen Gitters. Die Zeichnung rechts zeigt die Nachbarschaftssys-
teme fUr das Rechteckgitter. Die horizontalen Nachbarn des zentralen
Gitterknotens liegen im rot schraffierten Bereich, die vertikalen Nach-
barn im grinen.

Sind die Positionen der Gitterknoten mit unabhangigen, normalverteilten Stérungen
n verrauscht, so werden auch die beobachteten Abstandswerte verrauscht. Die Vertei-
lung des Abstandes einer Region zur nachsten horizontalen Nachbarregion

P(ld| < r)

ist naherungsweise normalverteilt mit den Parameigrv, o) (siehe Anhanfy B]2).

Die Abstédnde zum zweitndchsten Nachbarn sind ebenfalls ungefahr normalverteilt mit
(g +o0,0).

Wenn die Gitterknoten nicht zu 100% mit Regionen belegt sind, treten schon bei
k < 2 Abstande groRer als eine Gitterzelle auf. In den Abstandsverteilunge der
néchsten Nachbarn gibt es dann firr quadratische Gitter mehrere Peagks/Bei 2¢
usw. gleichzeitig, wahrend bei voller Gitterbelegung bei jedemar ein einziger Peak
vorkommen kann.

Hexagonale Gitter erzeugen andere charakteristische Peaks, kdnnen aber im Prin-
zip genau so wie Rechteckgitter behandelt werden. Mangels entsprechender Bilddaten
wird dieser Fall nicht weiter behandelt.

Bis hierher werden noch die nicht zum Gitter gehérenden Stérregionen vernachlés-
sigt. Wenn sich solche Regionen zwischen den Gitterknoten befinden, nehmen diese
die Position der ersten Nachbarn der umliegenden Gitterknoten ein, so dass die Ord-
nungk der Abstande zwischen den erwiinschten Regionen an den Gitterknoten grof3er
wird. In den Verteilungen treten also mehrere charakteristische Peaks und die zufél-
ligen Absténde der Storregionen auf. Die Abbild{ing 6.2 zeigt Histogramme der Ab-
stdnde zunk-nachsten horizontalen Nachbarn fir vier alternative Segmentierungen
eines Mikroarraybildes, in denen die verschiedenen Effekte zu erkennen sind: Es gibt
die charakteristischen Peaks des Gitters ungefahr bei den Abstadnden 27, 38, 54 und
60 (der Gitterspaltenabstand ist 27 Pixel). Man erkennt, dass der erste Peak im Histo-
gramm der Abstande zum erstnachsten Nachbarn etwas nach unten verschoben ist, die
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Abbildung 6.2:Histogramme der Abstande zu deméachsten Nachbarn der Regionen
des Mikroarraybildesmhy1x103

Verschiebung nach oben aber entgegen der Vorhersage des Modells nicht eintritt. Die-
se Eigenschaft lasst sich an den Abstandsverteilungen der Regionensegmentierungen
der meisten Arraybilder beobachten und kénnte durch Randeffekte begriindet sein, die
in der Herleitung des Modells nicht bericksichtigt sind.

Die breiten Maxima am unteren Ende der Abstandshistogramme in Abbildung 6.2
werden durch Storregionen auf3erhalb der Gitter verursacht. Unter den Annahmen, dass
die Storregionen Uberall gleich wahrscheinlich und unabhangig voneinander auftreten,
hat die Verteilung der Abstéande zutmachsten Nachbarn die Form

k
()‘ﬂ') T(Qk:—l)e(—AﬂrQ) (61)

(zur Herleitung siehe Anharjg B.1). Die Parametarnd X sind die Nachbarord-
nung und die Dichte der Stérregionen, also die Zahl der Stdrregionen pro Flache. Die
Dichte ist in Wirklichkeit nicht konstant, weshalb die modellierte Verteilung gerin-
gere Varianz als die beobachteten Abstéande hat. Das Modell umfasst auch nicht die
Storregionen innerhalb des Gitters, deren Abstédnde zum nachsten Nachbarn durch die
Regionen an den Gitterknoten nach oben begrenzt sind. Dennoch treten die charakte-
ristischen Peaks in der Regel viel deutlicher hervor, wenn ein heuristischer Rauschan-
teil nach Gleichung/ (6]1) von den beobachteten Histogrammen abgezogen wird. Die
Abbildungzeigt die Wirksamkeit an einem extrem verrauschten Mikroarray-Bild.

Die Peaks der empirischen Abstandsverteilungen enthalten also wesentliche Infor-
mation Uber die zunéchst unbekannten Gitterabstgpdend g,,. Die Stbrregionen
und Randeffekte bewirken, dass die gesuchten charakteristischen Abstande nicht bei
den im Fall des idealen Gitters erwarteteauftreten, weshalb im Folgenden die ad-
dierten Abstandshistogramme alfenachsten Nachbarn betrachtet werden. Dadurch
wird auch die Robustheit bei Verarbeitung von Arrays mit wenigen Messpunkten oder
kleinen Gittern verbessert.

!Der freundliche Spender des Bildes méchte anonym bleiben.
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6.1.2 Schitzung der Gitterabstinde

Die summierten empirischen Abstandsverteilungen bis zur Ordhumgrden durch

eine Mischungf; von Gaussverteilungen modelliert, denn wie oben erwahnt kbnnen
die Einzelpeaks naherungsweise durch Gaussfunktionen dargestellt werden. Die Orte
der Peaks sind entsprechend der charakteristischen Vielfachen der Gitterahstande
(1,v/2,2,V/5,...) gekoppelt:

koo (—(gh+EELs)?

fre(r) = che 5 (6.2)

=0

Die Parametes; geben die Breite der Peaks an. Der heuristische 'ﬁgﬁnj im Ar-
gument der Exponentialfunktion berticksichtigt die kleinen Verschiebungen der Peaks
bei verschiedenen Nachbarordnungedie man an Abbildung 62 beobachten kann.

Das Mischungsmodefi;, wird mit dem Levenberg-Marquard-Algorithmus [72] 76],
einem schnellen lokalen Verfahren zur Optimierung von Parametern unter der quadra-
tischen Fehlerfunktion, an die Daten angepasst. Wegen der lokalen Optimierung wird
die Parameterschatzung mehrfach mit jedem relativen Maximum des Histogramms als
g-Startwert durchgefuihrt, um die global optimalen Parameter finden zu kénnen. Das
g aus dem Parametersatz mit dem geringsten Restfehler bildet den Schatzwert fiir die
Gitterabstéande.

Die Anpassung wird getrennt fur die Abstande im horizontalen und vertikalen Nach-
barschaftssystem durchgefiihrt. Wenn ein Rechteckgitter vorliegt, passt die Kopplung
der Peaks im ModellK) nur bei den achsenparallelen charakteristischen Abstanden
von ganzzahligen Vielfachen der Gittervektorlangen. Die Parameteroptimierung stellt
dann kleine Gewichtungsfaktorenfiir die Peaks nicht achsenparalleler Abstande ein.

Die oben beschriebene heuristische Korrektur fiir die Abstéande von Stdrregionen
verbessert die Robustheit der Parameteroptimierung, weil die Histogramme nach der
Korrektur besser dem anzupassenden Modell entsprechen.

Die Hohe des ersten Verteilungspeaks dient als Bewertungskriterium fir die Re-
gionensegmentierung. Aus mehreren alternativen Segmentierungen mit dem Quantil-
Schwellwertverfahren bei verschiedenen Parameterwerten kann damit ein Regionen-
bild ausgewahlt werden, das besonders viele periodisch angeordnete, sehr wahrschein-
lich Messpunkte darstellende Regionen enthélt.

6.1.3 Klassifikation und Kanalkorrespondenz von Regionen

Die Regionensegmentierung erzeugt getrennte Regionenbilder fir jeden Bildkanal.
Nicht alle Regionen, die man in diesen Bildern findet, gehtren zu (genau) einem Mess-
punkt, denn Verunreinigungen oder Kratzer auf den Arrays erzeugen oft sehr grof3e
Regionen oder Bildbereiche mit dicht gestreuten Stérregionen. Durch Verschmelzen
dicht benachbarter Regionen und anschlieRendes Entfernen derjenigen, die nicht in
eine Gitterzelle passen, werden viele Stérungen unterdrickt.

Vereinzelt gibt es auch stark deformierte Messpunkte, die in ein und dem selben
Bildkanal mehrere Regionen erzeugen.
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Abbildung 6.3:Die Korrektur des Abstandshistogramms mit dem Modell fur Abstan-
de zufallig verteilter Regionen (GI._(6.1)) am Beispiel einer &ulRerst
stark verrauschten Regionensegmentierung. Der Peak beim gesuchten
Gitterabstand von 31 Pixeln hat hier nach der Korrektur den hochsten
Wert im Histogramm.

Fur die weitere Verarbeitung ist es zweckméaRig, alle Regionen die zum gleichen
Messpunkt gehdren zusammenzufassen, damit spater die Zuordnung zu den logischen
Gitterknoten leicht moglich ist.

Der untenstehende Algorithmus erzegjekte die mehrere Regionen zusammen-
fassen die zu einem einzigen Messpunkt gehdren. Gleichzeitig werden dabei wie oben
beschrieben zu grof3e Regionen entfernt. Objekte kénnen sowohl dicht benachbarte
Regionen aus dem gleichen Kanal enthalten (z. B. wenn Messpunkte durch Kratzer ge-
teilt sind) als auch Regionen aus verschiedenen Kanélen, die zum gleichen Messpunkt
gehoren. Man konnte das Vorgehen auch als mehrfache Clusterung von Regionen in
den einzelnen Kandalen und Clusterzentren verschiedener Kanéle formulieren.

Algorithmus 1 Erzeugung von Messpunktobjekten

eErzeuge ein Objekt aus jeder Region.

repeat
eMarkiere Objekte, die groR3er als eine Gitterzelle sind.
eVerschmelze Objekte aus dem gleichen Kanal, deren Regionenrander weniger
als 30% der Gitterzellenausdehnung voneinander entfernt sind (Markierungen
werden vererbt).

until keine neuen Markierungen oder Verschmelzungen

eEntferne alle markierten Objekte.

eVerschmelze Objekte aus verschiedenen Kanélen, deren Schwerpunkte weniger als

50% der Gitterzellenausdehnung entfernt sind.

An dem Beispiel in Abbildung 6]4 erkennt man, dass der Algorithmus auch einige
zu Messpunkten gehorende Regionen entfernt, die dicht an Storregionen liegen.
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6 Gittersegmentierung

Abbildung 6.4: Die Erzeugung von Messpunktobjekten an einem Beispielbild. Links
sind die Uberlagerten Regionenbilder zu sehen, rechts die nach An-
wendung von Algorithmug|1 in Messpunktobjekten zusammengefass-
ten Regionen.

Objekte, die Regionen aus mehreren Kanalen enthalten, dienen zur Schatzung der
Verschiebung zwischen den einzelnen Fluoreszenzaufnahmen. Sie liefern eine Stich-
probe von Verschiebungen zwischen den Regionenschwerpunkten der verschiedenen
Kandle, die spater lokal je Gitter gemittelt zur Korrektur der Verschiebung zwischen
den Grauwertkanélen benutzt werden.

6.1.4 Verkettung von Objekten

Der nachste Verarbeitungsschritt besteht in der zweidimensionalen Verkettung von
Messpunktobjekten entsprechend der zuvor geschatzten Gitterabstande. Dadurch ent-
steht eine abstraktere Ordnung auf dem Bild der Messpunktobjekte, die die Rotation
der Gitter erkennen laft und ein diskretes Raster fur die mdglichen Gitterpositionie-
rungen festlegt.

Die Anpassung des Verteilungsmodells an die kKNN-Abstandshistogramme schatzt
neben der Gitterkonstante selbst auch die Brgiteles zugehorigen Peaks in der Ab-
standsverteilung. Zusatzlich liefert die Betrachtung der Abstagiderenvon Regio-
nenpaaren, deren Abstand im 1. Modellpeak der KNN-Abstandsverteilung liegt, eine
grobe Schatzung der Gitterachsgnund g,,.

Der Algorithmus] 2 verkettet mit diesen Voraussetzungen Objekte, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit zum Messpunktgitter gehéren, in einer 4er-Nachbarschaft, begin-
nend bei einem Startobjekt mit Schwerpuakt

Algorithmus 2 Rekursive Objektverkettung
for 7in gn, —gn, G», — gy dO
Suche nachsten Nachbarobjektschwerpuinkt ¢ + v
if ||(¢+ v) — || < 3/s der GitterzellengréRe UNB unverkettethen
Verkettec undn
RekursiveObjektverkettungy
end if
end for

Dieser Algorithmus wird an jeder (unverketteten) Region gestartet. Die Abbildung
[6.5 zeigt an einem kleinen Beispiel den Ablauf und das Ergebnis des Verfahrens. In
Abbildung[6.10 ist u.a. die Verkettung fiir ein gréBeres Bild zu sehen.
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e

Abbildung 6.5:Die Abbildung zeigt den Ablauf der Verkettung der Messpunktobjekte
eines kleinen Beispielbildes. Die Pfeile geben die Abfolge der Verket-
tung an.

Die so verketteten Objekte gehdren mit hoher Wahrscheinlichkeit zum Messpunkt-
gitter, weil bei der Fortsetzung des Gitters nur Regionen in einem kleinen Kreis um die
extrapolierten Gitterpositionen akzeptiert werden. Weil die Regionensegmentierung so
ausgewahlt wird, dass mdglichst viele periodisch angeordnete Regionen darin enthal-
ten sind, liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit)(benachbarte Messpunktregionen in
dem Kreis. Die verbleibenden Stdrregionen sind nicht mit dem Gitter korreliert und
liegen daher mit kleinerer Wahrscheinlichkein dem Kreis. Grob abgeschétzt ist die
Wahrscheinlichkeit, dass verkettete Objekte zum Messpunktgitter gehéféhund
p™ fur den gegenteiligen Fall, d.h. die Zuverlassigkeit eines Verkettungsergebnisses
steigt exponentiell mit seiner Grol3e.

Daher kénnen aus den Abstandsvektoren der Objektschwerpunkte der grof3ten Git-
terfragmente (z. B. 50%) die Richtung der Gitterachsen sehr robust geschatzt werden.

6.1.5 Effiziente Nachbarsuche

Fur die Suche nach dénnachsten Nachbarn aller Punkte oder eines Anfragepunktes
(z. B. dem extrapolierten Gitteroet+ ¢ im Verkettungsalgorithmus) in einer Men-
ge von Regionenschwerpunkten bietet sich die Speicherung der Schwerpunkte in kd-
Baumen an.

Die kd-Baume sind sortierte Bindarbaume, deren Knoten eine Méttlymensional-
er Punkte alternierend nach den Dimensionen in méglichst gleiche Teile zerlegen [84].
Bei der Baumkonstruktion in zwei Dimensionen ist der Wurzelknoten ein Punkt, der
in der Mitte der nach der x-Koordinate sortierten Punkte stehen wirde. Die zwei Kind-
knoten des Wurzelknotens teilen die Punktmengen rechts und links von der Grenzlinie
des Wurzelknotens nach den y-Koordinaten und deren Nachkommen teilen wiederum
nach der x-Koordinate usw. Der kd-Baum stellt eine rekursive Teilung einer Punkt-
menge dar. Die Abbildunjg §.6 zeigt ein Beispiel fir die Baumkonstruktion auf einer
kleinen Punktmenge
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Abbildung 6.6: Die Konstruktion eines kd-Baums zur Reprasentation von 9 Punkten
(schwarz) in der Ebene. Jedes Teilbild zeigt die Erzeugung einer neu-
en Hierarchieebene des Baumes. Beginnend vom Wurzelknoten, der
die gesamte Punktmenge reprasentiert werden die Daten abwechselnd
nach x- und y-Koordinate méglichst gleichmassig (zufallige Auswahl
aus den beiden mittleren Elementen bei gerader Anzahl) geteilt.

Die Konstruktion eines kd-Baumes venPunkten bendétigO(n logn) Koordina-
tenvergleiche, weil in jeder déog n Ebenen des Baumes die Punktlisten neu geteilt
werden mussen. Fur die asymptotische Effizienz spielt dabei keine Rolle, ob die Punkte
vorab sortiert werden oder tatséchlich erst wahrend der Baumkonstruktion umgeordnet
werden [9].

Zur Suche nach einem gegebenen Anfragepunkt steigt man rekursiv vom Wurzel-
knoten zu dem Kindknoten ab, dessen Unterbaum die Anfragekoordinaten enthalt. Der
Anfragepunkt kann so i (log n) Schritten gefunden werden, wenn er im Baum ent-
halten ist.

Arya, Mount und andere haben eine effiziente Methode zur Suché déchs-
ten Nachbarn eines Anfragepunktes im kd-Baum beschrieben [6]. Der Algorithmus
fuhrt beim Traversieren des Baumes die bereits besuchten Punkte, die am nachsten
am Anfragepunkt liegen, in einer Prioritatswarteschlange mit. Die Punkte in der War-
teschlange definieren ein Suchfenster, in dem die Traversierung fokussiert wird. Die
Abbildung[6.7 skizziert diesen Suchprozess/ii= 1 an dem obigen Beispielbaum.

Die Autoren zeigen, dass damit die Suche nachidaachsten Nachbarn des Anfrage-
punktes in zwei Dimensionef(k log n) Schritte bendtigt. Dig-néchsten Nachbarn
aller Regionenschwerpunkte kdnnen als®ifkn log n) Schritten bestimmt werden.

Der Algorithmus von Arya und Mount kann auch mit den getrennten horizontalen
und vertikalen Nachbarschaftssystemen umgehen, wenn nur solche Punkte in die War-
teschlange eingetragen werden, die die Bedingungen fur horizontale bzw. vertikale
Nachbarn erfuillen. Auch Rechteckgitter kdnnen somit effizient behandelt werden.

6.2 Achsenprojektionen und deren Interpretation

Fur die Segmentierung der Gesamtanordnung der Gitter werden Hypothesen fiir die
Lage jedes einzelnen Gitters benétigt. Daher werden Projektionen der verketteten Ob-
jekte auf die Gitterachsen bestimmt. Die Stoérregionen werden durch die Verkettung
gut unterdriickt, so dass die Projektionen Blockmuster bilden, die in das zweidimen-
sionale Bild zurtickprojiziert werden kdnnen. Dazu mussen die Blockréander in den auf
den Achsen festgelegt werden, weshalb Sequenzen von Blécken und Liicken bestimmt
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Abbildung 6.7:Die Suche des nachsten Nachbarn zu einem Anfragepunkt (blau durch-
kreuzt) im oben konstruierten Beispielbaum. Der bei fortschreiten-
der Baumtraversierung schrumpfende Suchbereich ist durch das gru-
ne Quadrat dargestellt. Die darin enthaltenen Punkte sind die jeweils
verbleibenden Kandidaten fir den ndchsten Nachbarpunkt. Die bereits
besuchten Datenpunkte sind blau eingefarbt.

werden, die die Projektion optimal zerlegen.

Bei vorgegebener Anzahl von Gittern ist die Sequenzlange fest, so dass die Block-
Segmentierung als gewdhnliches Alignment-Problem behandelt werden kann. Bei un-
bekannter Gitteranzahl stellt sich ein &hnliches Problem wie beim Alignment von ge-
nomischen Sequenzen mit ESTs (Expressed Sequence Tags, Reprasentanten der ge-
reiften mRNA-Sequenzen von Genen) zur Bestimmung der Exon-Intron-Struktur von
Genen (,spliced alignment[' [83]), bei dem die optimale Zahl von Exons bzw. Blécken
implizit mitbestimmt werden muss. Beide Probleme werden effizient durch dynami-
sche Programmierung gelost.

Die Ausdehnung eines Gitters im Bild bzw. des zugehorigen Blocks in der Pro-
jektion ist bekannt, denn die Anzahlen von Spalten und Zeilen der Gitter gehéren zu
den Eingabeparametern des Systems. Mit den Schatzungen der Messpunktabsténde
und der Orientierung der Gitter aus den vorangegangenen Verfahrensschritten kénnen
daher die Grél3en der Gitter und somit auch ihre Lange in der Achsenprojektion aus-
gerechnet werden.

Die Abbildung[6.8 oben zeigt ein Beispiel einer Achsenprojektion von verkette-
ten Messpunktobjekten. Um die Kostenfunktion fiir das Alignment Ubersichtlich zu
halten, kappt man die Projektion bei dem rot eingezeichneten Schwellwert, der einer
halben Gitterausdehnung senkrecht zur Projektionsachse entspricht und normiert die
Projektion anschlieRend auf den Wertebereich|.

6.2.1 Dynamische Programmierung

Zur Zerlegung der Projektion in eine optimale Abfolge von Blocken und Licken fuhrt
man Block-Hypotheset#; ein, die durch IntervalléHd, H¢[ der LangeG (Gitter-
kantenléange) dargestellt werden. Au3erdem wird die Kostenfunktion des Alignments
eingefuhrt , die innerhalb von Blécken die Projektionswerte zahlt, die kleiner als eine
halbe Gitterausdehnung sind und zwischen Blécken die Projektionswerte, die Uber die-
sem Wert liegen. Die Kostenfunktionen werden in den Gleichurigeh (6.5) und (6.4) mit
der oben beschriebenen, normierten Achsenprojektigh(;j € Zeilen- bzw. Spalten-
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indizes der Bildpixel) formuliert.

Als Hypothesen betrachtet man entweder alle mdglichen Blocke auf der Projek-
tionsachse oder man beschrankt (zur besseren Ubersicht) die Auswahl auf ,vielver-
sprechende” Hypothesen, die an steigenden Flanken der Projékbieginnen oder
an fallenden Flanken enden. Die Abbildyng|6.8 zeigt eine Projektion und eine solche
Hypothesenmenge (blau).

In der optimalen Blocksequenz diirfen niemals uberlappende Blécke vorkommen,
die Anfangskoordinaten der Blocke sind immer aufsteigend. Mit der additiven Zerleg-
barkeit der Kostenfunktion folgt daraus das Optimalitatsprinzip, das die Anwendung
der dynamischen Programmierung erlaubt. Die Gleichfing (6.6) gibt die Rekursions-
formel fiir die Konstruktion einer optimalen Folge fester LAnge an. Darin sind*j:lie
die auf der Block-Hypothesél; endenden Blocksequenzen der Langan die die
jeweils besten weiteren Hypothesen angehangt werden. Die Fallunterscheidung in der
Kostenfunktion[(6.4) bewirkt, dass nie tiberlappende Bldcke in die Lésung aufgenom-
men werden.

K(C) = Y K(H{, H})+ Ky(H{, Hf) (6.3)
H;eC
Gy o ou<w
Bilw,v) = {gjuh(]) soist (6.4)
v—1
Ky(u,v) = Y 1—=h(j) (6.5)

Zur einfacheren Definition der Kostenfunktion werden zwei technische Blockhy-
pothesenH_; und H, eingefiihrt, die aul3erhalb des Bildes liegen und die Ldhge
haben.

¢/ = HjoC)™! (6.6)
c? = H,

_ a fre e ~j—1 Jj—1
U= g min {K(HHY) + Ki(H. G + K(CY |

Die Abbildung[6.8 zeigt unten den Ablauf der Rekursion als Zustandsdiagramm.
Die Spalten in der Matrix gehdren zu den Blockhypothesen, wogegen die Zeilen den
Elementen der Zielsequenz zugeordnet sind. Die Knoten in dem Diagramm reprasen-
tieren dieCY, also die optimalen, auf der Hypothe#g endenden Sequenzen der
Langej. Die gesuchte Losung verfolgt man am Ende der Rekursion von der rech-
ten unteren Ecke des Diagramms aus, die dem Zustand entspricht, in dem Ziel- und
Eingabesequenz ganz abgearbeitet sind. Aus dem Diagramm liest man sofort ab, das
die Speichereffizienz des Verfahre$M N) und die Laufzeiteffizien®) (M N?) ist
(N Hypothesen)M Blocke in der Zielsequenz) .

Die Variante ohne vorgegebene Blockanzahl unterscheidet sich darin, dass beim
Hinzufligen einer neuen Hypothese nicht nur Teillbsungen mit genau einer Lange be-
trachtet werden durfen, sondern alle Teilldsungen, die links von der neu hinzuzufiigen-
den Hypothese enden.
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Achsenprojektion

Hypothesenmenge

Optimierungsschema Co

uabunsojlaL
Jap abueT

w

Hypothesen

Abbildung 6.8:Achsenprojektion von verketteten Regionen, Gitterblock-Hypothesen
und das Schema der Berechnung der optimalen Hypothesenfolge (gru-
ne Linien) mit Gleichung(6]6). Im Schema unten sind die Teilldsungen
C/ bezeichnet, die zur optimalen Lésung gehoren. Die Teilldsungen
bestehen jeweils aus den Knoten entlang des Pfades zuriick zur linken
oberen Ecke des Diagramms. Die Hypotheggnund H~; haben die
Lange 0 und dienen zur Vermeidung von Randproblemen. Sie gehdren
nicht zur eigentlichen Lésung des Alignmentproblems.
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Man kénnte sich vorstellen, diese Variante des Problems durch Berechnen aller op-
timalen Blocksequenzen bis zur Lanyemit dem obigen Algorithmus zu I6sen, aber
dadurch wirde erheblicher Speicher- und Rechenzeitaufwand verursacht.

Die bessere Losung in Form von Gleichuig [6.7) ersetzt die Rekursion tber die
Zielsequenzlange durch eine Rekursion Uber die Eingabesequenz. Die Teillbsungen
C; sind hier die optimalen Folgen, die auf einer der schon abgearbeiteten Hypothe-
sen enden. Dieses Verfahren ist mdglich, weil die Hypothesen in der gesuchten L6-
sung tberlappungsfrei und von links nach rechts geordnet erscheinen missen. Bei an-
deren Alignment-Problemen in der Mustererkennung, die mit Algorithmen vom Typ
der Gl. [6.6) gelost werden wie z. B. die Suche der optimalen Zustandssequenz ei-
nes Hidden-Markov-Modells, gibt es diese Ordnung nicht. Dort kdnnen Elemente der
Hypothesenmenge in beliebiger Reihenfolge und sogar mehrfach in der optimalen L6-
sungssequenz vorkommen. Im Diagraimn] 6.8 zeigt sich die Ordnung daran, dass die
roten Linien, die das Anfligen einer Hypothese an eine Teillésung darstellen, immer
von links oben nach rechts unten verlaufen.

¢! = HjoC! (6.7)
c' = H,

= i a pre e ok k
L= arg min {Ko(HYHE) + Ki(H5.CY) + K(CY))

Die Abbildung[6.9 zeigt die rekursive optimale Verkettung der Blockhypothesen
nach GIeichung). Dieses Verfahren hat die Laufzeiteffizifé(wz)E] Es beno-

tigt nur O(N') Speicherplatz, weil anders als bei der Variante mit Langenvorgabe fur
jede Hypothese nur einmal eine optimale Verkettung berechnet wird. Daher wird je
Hypothese nur ein Speicherplatz fur die Rickverkettung gebraucht.

Die Kostenfunktionenk, und K; berechnet man am besten aus den kumulativen
Projektionens (t) = >>;_pe h(i) und Si(t) = 3°;_y 1 — h(i), die vorab in Ta-
bellen abgelegt werden. Die Kostenfunktionen flr beliebige Intervalle sind dann mit
konstantem Aufwand durcR;(u, v) = Sp(v) — Sp(u) und Kj(u, v) = Si(v) — Sj(u)
zu berechnen.

6.3 Gitter-Hypothesen

Aus der Rickprojektion der optimalen Blockzerlegungen der beiden Achsenprojek-
tionen bekommt man viereckige Bildbereiche als Schatzung der Gitterorte. In diesen
Vierecken sucht man das groR3te Gitterfragment und richtet daran durch lineare Regres-
sion ein Modellgitter so aus, dass es das Viereck mdglichst gut Giberdeckt. Gitterzeilen-
und spaltenweise Verschiebungen dieses Modellgitters bilden die Hypothesenmenge
fur die Platzierung eines Gitters. Die AbbildUng §.10 zeigt ein Beispiel, in dem nur fur
eines der Gitter die Hypothesen eingezeichnet sind.

’Die Verwendung der folgenden einfache Eigenschaft erlaubt das schnelle Abbrechen der Suche nach
der optimalen Teilldsung: Wenn es einen Block gibt, dessen Einbau in die Lésung giinstiger ist als
die Uberdeckung seines Intervalls durch eine Liicke, so kénnen alle Lésungen die diesen Block durch
eine Licke ersetzen nicht optimal sein. Damit widdNV) Laufzeiteffizienz erreicht.
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Achsenprojektion M
L A
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und Optimierungsschema c H
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Abbildung 6.9:0Optimale Blockzerlegung nach Gleichurlg (6.7) ohne vorgegebene
Lange

6.4 Markov-Zufallsfeld-Modell

Fir die Gittersegmentierung des Gesamtbildes muss eine geeignete Teilmenge aus
der gesamten Hypothesenmenge bestimmt werden. Welche Hypothesen geeignet sind
héngt zum einen von der Belegung ihrer Modellgitterknoten mit Messpunktobjekten
und zum anderen von der Anordnung benachbarter Gitter ab. Es darf z. B. in aller
Regel keine Uberlappungen der Gitter geben. Ein geeigneter Ansatz zur Modellierung
dieser Abhangigkeiten sind Markov-Zufallsfelder.

6.4.1 Grundlagen

Markov-Zufallsfelder beschreiben die Wahrscheinlichkeitsverteilung einer Menge ab-
hangiger Zufallsvariablen. Sie werden in vielen Bildverarbeitungsanwendungen zur
Modellierung von Kontextabhangigkeiten eingesetzt. Fir die Zwecke dieser Arbeit
werden MZFs mit diskreten Zufallsvariablen betrachtet. Die Darstellung der Grundla-
gen orientiert sich an den Bichern von Li[74] und Kindermann [64].

Definition

SeiS = {1,...,K} die Menge der Knoten in einem (ungerichteten) Graphen mit
dem Nachbarschaftssysteki A; bezeichnet alle mit Knotehverbundenen Knoten
des Graphen. Seidn € F,i € S diskrete Zufallsvariablen und; ihre Wertemengen.

Die Menge der Zufallsvariablef' heil3t genau danMarkov-Zufallsfeld(Markov
Random Field, MZF) wenn die Bedingungén (6.8) Und](6.9) erfullt sind:

P(filfs\qy) = P(filfn) (6.8)
P(f) > 0, VEE Lox ... x Lx 6.9)
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Abbildung 6.10:Gitterorthypothesen (schwarze Rechtecke) fiir eines von vier Gittern
eines Arraybildes. Die Projektionsbereiche sind blau eingezeichnet,
im Inneren sind die verketteten Regionen aus rotem und griinem Bild-
kanal zu sehen.
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Vektoren von Instantiierungen aller Zufallsvariablge= (f1,. .., fx) heiBenKon-
figurationendes MZF.

Das Nachbarschaftssystem legt die Struktur der Abhangigkeiten der Zufallsvaria-
blen fest. Man kann Markov-Zufallsfelder als Verallgemeinerung von Markov-Ketten
verstehen, in denen die Zufallsvariablen nur von einer festen Zahl von Vorgangern ab-
hangig sein durfen. Anders als Markov-Ketten sind Markov-Zufallsfelder aber nicht
gerichtet. Die Markov-Bedingung (6.8) druickt die lokalen Eigenschaften des Zufalls-
feldes aus, die wesentlich zur praktischen Nutzlichkeit des Ansatzes beitragt. Die Po-
sitivitatsbedingund (6]9) bedeutet, dass es keine verbotenen oder unmdglichen Konfi-
gurationen geben darf. Wenn die Wertemengemller Zufallsvariablen gleich sind,
heil3t das MZFhomogen

In den meisten Anwendungen interessiert man sich fur eine global optimale Kon-
figuration f*, mochte aber die lokalen Eigenschaften des MZFs fir die Modellierung
nutzen. Dank der Aquivalenz von Markov-Zufallsfeldern mit Gibbs-Zufallsfeldern, die
Verteilungen der Fornj (6.10) besitzen, kann die Verbundwahrscheinlichkeit mit Hilfe
der Cquueﬁ des Graphen vergleichsweise einfach ausgedriuckt werden.

uf)

P =" 6.10
(= (6.10)

Die Normierungskonstant& enthalt eine Summe uber den Konfigurationsrdum
und heil3t daher Zustandssumme oder Patrtitionierungsfunktion. Die Potentialfunktion
U(f) istin Clique-Potentialé’. zerlegbar:

Uf) = D Vil + D ValH)+ D Va(f)+... (6.11)

ceCy ceCq ceCs

C ist die Menge aller Cliquen des Graphen und diesind die Mengen dek-
elementigen Cliquen. In inhomogenen Markov-Zufallsfeldern sind die Cliquepoten-
tiale zusatzlich vom Knotehe S abhangig:

{i}eCy
+ > VG kEH+ D Wimnf)+...  (6.12)
{j,k}GCQ {l,m,n}EC;;

Um die VerteilungP( f) anzugeben, braucht man also nur die Cliquen des Graphen
betrachten. In der Praxis wird die Sumnjie (6.11) oft schon bei Cliquengréf3e zwei
abgebrochen, sodass nur paarweise Kontexte modelliert werden.

Markov-Zufallsfelder sind urspriinglich in der theoretischen Physik zur Beschrei-
bung von Wechselwirkungen der magnetischen Momente der Atome in Festkdrpern
entwickelt worden[[64]. Inzwischen gibt es verschiedenste Anwendungen in Natur-,
Wirtschafts- und Sozialwissenschaften und nicht zuletzt in der Bildverarbeitung.

3\olistandig verbundene Teilgraphen
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Die typisch in der Bildverarbeitung eingesetzten Markov-Zufallsfeldmodelle unter-
scheiden sich von den ersten Modellen aus der Physik dadurch, dass neben den A-
priori-Eigenschaften, die durch die Verteilurig (6.10) ausgedriickt werden, auch (ver-
rauschte) Beobachtungeinder Konfiguration bekannt sind. In dieser Situation ist es
zweckmalfiig, einen Bayes-Ansatz zur Bestimmung der optimalen Konfiguration zu
wahlen [74]. Dazu benétigt man eine Kostenfunktioqf*, f), mit der die Risiko-
funktion

R(f*) = C(f*. /)P(fld)

feF

definiert wird. Fur die quadratische Kostenfunktion folgt, dass die Konfiguration mit
maximaler A-posteriori-Wahrscheinlichkeit das Risiko minimiert:

* = arg max P(f|d) (6.13)
feF

Nimmt man an, dass die Beobachtungsdateder Knoten unabhangig und gleich
verteilt sind, so folgt mit dem Satz von Bayes fur die Energiefunktion der Gibbs-
Verteilung mit gegebenen Daten der Zusammenhang]|(6.14) [30]:

U(fld) =Y Ve(f) = log P(ds|fs) (6.14)

ceC SES

Daraus liest man ab, dass die Beobachtungen wie die Potentiale der einelementigen
Cliguen in einem inhomogenen MZF wirken.

6.4.2 Markov-Zufallsfeld fiir die Gittersegmentierung

Durch die Methoden der vorangegangenen Abschnitte stehen fiir die Gittersegmen-
tierung Hypothesen fir die Lage jedes Gitters zur verfligung, aus denen eine geeignete
Auswahl getroffen werden muss. Dazu wird ein Markov-Zufallsfeldmodell benutzt:
Die Knotenmengé bilden die gesuchten Gitter, denen jeweils durch die Zufallsvaria-
blen f; eine der Hypothesen aus den Mendgrzugeordnet werden muss. Die Clique-
potentiale modellieren die Vertraglichkeit der Hypothesen, die z.B. Uberlappungsfrei
sein mussen.

Diese Formulierung der Gittersegmentierung hat Ahnlichkeit zur Objektklassifika-
tion mit Hilfe des Szenenkontexts (siehe z/B./[74], Kap. 5.2.1). Der wesentliche Un-
terschied besteht darin, dass bei der Gittersegmentierung die Hypothesenmigngen
abhéngig von dem zu segmentierenden Bild sind, wahrend im anderen Fall Objekt-
klassen unabhangig von einzelnen Bildern existieren.

Die Hypothesenmengen werden aus verschiedenen Bildausschnitten bestimmt und
sind daher nicht gleich; das Zufallsfeld der Gittersegmentierung ist also inhomogen.

In vielen MZF-Anwendungen werden die Cliquepotentiale ganz oder teilweise aus
Beispieldaten gelernt, was hier aber durch die Inhomogenitat und die relativ gerin-
ge verfugbare Datenmenge unpraktikabel wird. Daher werden heuristische Clique-
Potentiale eingefiihrt, die einige allgemeine Annahmen Uber die gewlinschten Seg-
mentierungsergebnisse formalisieren. Es gibt ein Potevitifilir einelementige Cli-
guen und drei Potential&;; bis V5,3 fir zweielementige Cliquen, die im Folgenden
motiviert und definiert werden.
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1. Die Plausibilitat einer einzelnen Gitterhypothese wird durch die Belegung ih-
rer Gitterknoten mit Regionen abgeschéatzt. Es hat sich herausgestellt, dass es
zweckmalig ist, die Randzeilen starker zu gewichten [58]. Eine leere Randzei-
le ist ein starkerer Hinweis auf eine fehlerhafte Gitterpositionierung als leere
Knoten im Zentrum eines Messpunktgitters.

SeienR; bzw. C; die Anzahl von Regionen in déften Zeile bzw. in dey-ten
Spalte eines Gitters mi{ Zeilen undB Spalten,M = |min(H, B)/2].

Vi = S/N (6.15)
M _R? _R%I—i— _Ci2 _0123—1‘—

S _ Ze +e 1+.€ +e 1 (616)
g 1+ (M —i—1)/M
M 1

N =) (6.17)

1+ (M —i—1)/M

=1

Die starkere Gewichtung der Gitterrander wird durch den Nenner von S reali-
siert. Die Exponentialfunktionen bewirken, dass wenige fehlende Messpunkte
nur geringen Effekt haben, leere Zeilen dagegen besonders schlecht bewertet
werden.N normiert den Potentialwert.

Wie oben gezeigt wirken einelementige Cliquepotentiale analog zu Beobachtun-
gen einzelner Knotenkonfigurationen.

2. Da Gitter im Normalfall nicht tibereinander gedruckt werden, diirfen Uberlap-
pungen zwischen Gitterhypothesen nicht vorkommen. Um die Positivitatsbedin-
gung [6.9) nicht zu verletzen, weist man Paaren von tiberlappenden Gitterhypo-
thesen einen sehr hohen, aber nicht unendlichen Potentialwert zu. Uberlappun-
gen konnten prinzipiell mit allen umliegenden Gittern auftreten. Daher gilt fir
dieses Potential eine Achter-Nachbarschaft auf dem MZF-Graphen. In der Ab-
bildung[6.13 ist diese Nachbarschaft rot dargestellt.

3. Regionen aul3erhalb von Gitterhypothesen, die in das Gitterraster passen, aber
keiner der gewéhlten Hypothesen angehéren, deuten auf falsche Segmentierung
hin. Man sucht also die Regionen auf extrapolierten Gitterpositionen auf3erhalb
der Gitterhypothesen und testet, ob sie auf Knoten benachbarter Hypothesen lie-
gen. In Abb[ 6.1]1 links sind an den zu testenden Positionen Kreise eingezeichnet.
Naturlich kdnnen gelegentlich auch Stérregionen an entsprechenden Stellen im
Bild sein, weshalb die in Ablp. 6.11 rechts gezeigte weiche Bewertung benutzt
wird, die kleine Anzahlen von Regionen auf extrapolierten Gitterknoten eher
toleriert. Zur Berechnung des Potentials wird der Antadler extrapolierten Po-
sitionen bestimmt, der mit nirgendwo zugeordneten Regionen besetzt ist. Damit

wird der Potentialwert durcha, = =5

7L2
-1 berechnet.

Diese Potentialkomponente wirkt auf zweielementige Cliquen von Gittern mit
gegenuberliegenden Kanten, weil es vom Zustand der benachbarten Knoten ab-
hangt, ob Regionen am AuRR3enrand eines Gitters frei sind oder nicht. Die Nach-
barschaft fiir dieses Potential ist in Abbildyng .13 griin eingezeichnet.
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Bewertung
1

Hypothese 1 Hypothese 2
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Anteil freier Messpunktobjekte

Abbildung 6.11Zum Cliquepotential zur Bewertung von Messpunktobjekten ausser-
halb von Gitterhypothesen. Links: Extrapolierte Gitterknoten (Krei-
se), an denen nach Messpunktobjekten gesucht wird. Rechts: Die
Bewertungsfunktion fur den Anteil von Extrapolierten Knoten mit
Messpunktobjekten, die zu keinem Gitter gehdren.

4. Die Gitter sind meistens in regelmafigen Zeilen und Spalten angeordnet, wobei
aber Abweichungen von ein bis zwei Messpunktzeilen- bzw. Messpunktspalten-
abstanden vorkommen. Daher wird in Form des Ausdriéks= hsfq—nd’ mit
den in Abb[6.IP gezeigten Langenbezeichnungen eine weitere Potentialkom-
ponente fir zweielementige Cliquen eingefiihrt. Anschaulich beschreibt dieser
Ausdruck die Anzahl von Messpunktzeilen, um die die betrachtete Hypothese
aus einer horizontalen Reihe herausragt. Diese Komponente muss geringer ge-
wichtet werden als die datenabhangigen Terme, damit sie bei tatséchlich unre-
gelmé&Rig angeordneten Gittern ,uberstimmt® wird. Die Nachbarschaft der Gitter
in Zeilen und Spalten ist in Abp. 6.]L3 mit blauen Pfeilen dargestellt.

Hypothese 1 Hypothese 2

Abbildung 6.12: Das Cliquepotential zur Bewertung der Regelmé&Rigkeit der Gitter-
anordnung

Insgesamt lautet die Energiefunktion fir das Markov-Zufallsfeldmodell der Gitter-
segmentierung damit

U(f)=ad Vi) + > {BiVai(c) + B2Vaa(c) + BsVas(c)} (6.18)

ceCy ceCo

Die wesentlichen Eigenschaften der gesuchten Gitteranordnung sind darin mit den
Potentialfunktionen der ein- und zweielementigen Cliquen ausgedrickt, wodurch die
Komplexitat der Energieminimierung gering gehalten wird. Neben dem Rechenauf-
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6.4 Markov-Zutallsfeld-Modell

wand steigt durch die Verwendung von Cliquen héherer Ordnung auch die Zahl der zu
schatzenden Parameter.

Diese Modellierung hat eine Eigenschatft, die sich nicht ganz genau in die oben dar-
gestellte MZF-Theorie einfligen lasst: Die Potentitle bis V53 flr Zweiercliquen
modellieren nicht nur A-priori-Wissen, sondern enthalten auch Beobachtungskompo-
nenten. Beobachtungen auf Paaren oder Cliquen hoherer Ordnung sind in dem Beob-
achtungsmodell G[. 6.14 jedoch nicht vorgesehen und kénnen auch nicht ohne weiteres
formal korrekt eingefuhrt werden, weil eine Zerlegung der MZF-Verbundwahrschein-
lichkeit nach Paaren fehlt. Fur die Einzelclique-Beobachtungen (Gleicliungd (6.14))
folgt die Zerlegung aus der Unabhangigkeitsannahme. Die Beobachtungen auf Paaren
werden im weiteren dennoch wie Beobachtungen auf einelementigen Cliquen behan-
delt.

6.4.3 Parameterwahl

Zur Vervollstéandigung des Modells fehlen noch die Werte der Modellkoeffiziemten

und g; bis 83. Die Anwendung von Schatzverfahren fiir diese Parameter ist nicht oh-
ne weiteres moglich, weil die Hypothesenmengen jeweils nur in dem Bild Bedeutung
haben, aus dessen Achsenprojektion sie definiert sind. Zudem sind die Hypothesen-
mengen der einzelnen Knoten unterschiedlich, so dass fur das Schatzen der bedingten
Wahrscheinlichkeiten durch Auszahlen in den Nachbarschaften der Knoten nicht ge-
nugend Beispiele vorhanden sind.

Daher werden die Parameter heuristisch gesetzt und die Tauglichkeit und Robust-
heit der Parameterwahl, die Li auch als Stabilitat bezeichnét [74], spater im Kgpitel 8
empirisch untersucht.

Wegen der Linearitét des Modells und der gesamten Energiefunktion bezuglich der
Parameter sind nur relative Unterschiede der Parameter wichtig. Daheowirdl
gesetzt und die anderen Werte relativ dazu gewabhlt.

Der Parametef,; gewichtet das Uberlappungs-Potential. Da tiberlappende Gitter
praktisch nicht vorkommen, muss dieser Parameter einen grof3en Wert (z.B. 100) be-
kommen.

Der Parametefss gewichtet die Potentialkomponente, die freie Regionen zwischen
Gittern bewertet. Wegen des engen Zusammenhangs mit der Bewertung innerhalb der
Gitter, die mita. gewichtet wird, wirdG,e wie o auf 1 gesetzt.

Der Parametefss gewichtet die Potentialkomponente, die die regelméaRige Gitter-
anordnung bewertet. Da bei manchen Mikroarrays die Regelmé&Rigkeit durchbrochen
ist, muss diese Komponente geringer als die datenabhangigen Potentialkomponenten
gewichtet werden. Es wird dahgss = 0.33 gesetzt.

6.4.4 Energieminimierung

Die Berechnung der optimalen Konfiguration in einem MZF ist ein hdchst komple-
xes Problem, denn der Konfigurationsrabinst sehr groﬁ und die Energiefunktionen
lassen im Allgemeinen die Verwendung effizienter Algorithmen zur Bestimmung ex-
akter Losungen nicht zu. Das trifft auch auf die hier verwendete Energiefunktion zu,
weshalb Naherungsverfahren erforderlich sind.

“Bei den kleinsten Arrays mit 4 Gittern hat er 5764801 und bei den gréRterRetwa 0%** Elemente
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Abbildung 6.13: Die Nachbarschaftssysteme des MZF-Modells zur Gitter-
segmentierung. Links die Achternachbarschaft fiir das Uberlap-
pungspotentialls;, in der mitte die Vierernachbarschaft fur das
PotentialVa, zur Bewertung freier Regionen und rechts die Nachbar-
schaft Uber Zeilen und Spalten fir das Poteritiglder regelmaRigen
Gitteranordnung

Ein klassisches Energieminimierungsverfahren ist ,Simulated Annealing® (simu-
liertes Erkalten) mit dem Metropolis-Algorithmus (Algorithnjys 3), das wie die MZF-
Modelle selbst in der statistischen Festkérperphysik entwickelt worden ist.

Stochastische globale Optimierung

Dieses Verfahren berechnet zu einer vorgegebenen Konfiguration zufallige Anderun-
gen, die entweder die Energie senken oder erhthen kénnen. Die erlaubten Anderun-
gen werden durch die Nachbarschéft f) im Konfigurationsraum bestimmt. Das ge-
wohnlich verwendete, einfachste Nachbarschaftssystem erlaubt nur Anderungen von
einzelnen Komponenten des Konfigurationsvektbr&nergiesenkende Anderungen
werden immer akzeptiert, wahrend energieerhéhende Anderungen nur mit einer ge-
wissen, von dem sogenannten Temperaturparaniétohangigen Wahrscheinlich-

keit akzeptiert werden. Bei hohdnWerten sind so gut wie alle Anderungen maglich,
wahrend die Energie bei kleindi-Werten praktisch nur sinken oder konstant bleiben
kann. Der Simulated-Annealing-Algorithmus erzeugt eine Sequenz langsam sinken-
der T-Parameterwerte, mit denen jeweils Metropolis-Iterationen (Algoritijmus 3) bis
zu einem stationaren Zustand, also z. B. bis sich die mittlere Energie Uber ein gewisses
Zeitfenster nicht mehr wesentlich andert, ausgefuhrt werden.

Algorithmus 3 Metropolis-Algorithmus mit Temperaturparamefer
Initialisiere Konfigurationf
repeat
generieref’ € N(f) zufallig
AU < U(f)=U(f);
P «— min(1,e=2V/T);
if (Zufallszahle [0,1]) < P then
f=1
end if
until (U(f) stationar)
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6.4 Markov-Zutallsfeld-Modell

Man kann zeigen, dass das globale Optimum erreicht wird, wenn fir die Absenkung
des Temperaturparameters Uber die Zeit

lim 7% =0

t—o00

und
¢ mA

> =
“ In(1+1¢)

gelten, wobein die Zahl der Knoten des MZF-Graphen uddier gré3tmaogliche (von
der Potentialdefinition abh&ngige) Energieunterschied zwischen zwei Konfigurationen
ist [42].

Die Vorschrift [6.19) zur Temperaturabsenkung kann praktisch nicht eingehalten
werden, weil sie zu viele Schritte benotigt. Stattdessen wird die Temperatur exponen-
tiell abgesenkt:

(6.19)

THY = AT mit A~ 0.999...0.9999 < 1

Die Konvergenzgeschwindigkeit des Verfahrens wird erheblich erhdht, wenn beim
~Sampling“, also der zufélligen Auswahl neuer Konfigurationen die bedingten Wahr-
scheinlichkeiten des MZF berlcksichtigt werden, anstatt beliebige Zustandsanderun-
gen zu erzeugen (Gibbs-Samplingl[42]). Dazu gehért auch die Betrachtung von Zu-
standsanderungen an mehr als einem Knoten gleichzeitig, wie das Beispiel in Abbil-
dung[6.14 zeigt. Gibbs-Sampling wird fiir das MZF der Gittersegmentierung néhe-
rungsweise implementiert, indem zufallig zusammenhangende Abschnitte von Reihen
oder Spalten von Gittern ausgewahlt werden, die gemeinsam um eine exponentialver-
teilte Zahl von Messpunkizeilen oder -spalten verschoben werden.

Es gibt viele weitere verbesserte Varianten von Simulated-Annealing-Verfahren,
aber die Konvergenzgeschwindigkeit dieser Algorithmenklasse ist fiir den praktischen
Einsatz meistens zu gering. Mit dem einfachen Samplingverfahren war nach einigen
Millionen Iterationen und mehreren Tagen Rechenzeit noch keine Konvergenz abzu-
sehen; mit dem verbesserten Gibbs-Sampling-Verfahren ist die Minimierung fur das
Beispielbild der S. Meliloti-Stichprobe mit 144 Gittern (siehe Abb 6.14 und Abschnitt
[8.2) nach ca. 500000 Iterationen bzw. 10 Stunden Rechenzeit abgeschlossen.

Deterministische lokale Optimierung

Chou und andere haben den wesentlich effizienteren, heuristischen ,Highest Confi-
dence First* (HCF)- Algorithmus vorgeschlageni[29], der eine Naherungsldsung durch
lokale, deterministische Optimierung berechnet. Damit die lokale Optimierung mog-
lichst zum globalen Optimum flhrt, ist eine gute Startkonfiguration nétig. Die Auto-
ren schlagen dazu vor, den Konfigurationsvektantsprechend den einelementigen
Cliguepotentialen optimal zu initialisieren. Die Anfangskonfiguration wird daher an
jedem Knoten nach der Vorschrift

=1 = in Vi(l
fi = lpin = argmin Vy (i)

7

gesetzt, worir/ (1) das Potential der einelementigen Cliquen am Knatish
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Abbildung 6.14.Drei dicht benachbarte, falsch positionierte Gitter von einem Array
der S. meliloti-Serie (schwarz umrandet, Regionen in Rot dargestellt).
Der dargestellte Zustand ist ein lokales Minimum, wenn nur einzelne
Gitter verschoben werden, weil die Energie durch Uberlappung oder
frei werdende Messpunktregionen steigt.

Fur jeden Knoteni wird die ,Stabilitat” S; definiert, die die mdgliche Verbesse-
rung durch eine lokale Konfigurationsdnderung misst. Knoten die sich noch im Start-
zustand befinden missen besonders behandelt werden, damit ihre Energie auf jeden
Fall mindestens einmal mit dem vollstéandigen Potential berechnet wird. Daher werden
die MengenZ; um ein besonderes Element '0’ erweitert, das Knoten im Startzustand
kennzeichnet.

—  min  [U()-U(lL,;,)] falls f;=0
S; — leLi AL, 6.20
min [Ui(l) — Ui(fi)] sonst (6.20)

leLil#fi

Der HCF-Algorithmus fihrt eine Folge von lokalen Konfigurationsanderungen an
dem Knoten, der den jeweils gréf3ten Energiegewinn verspricht durch, bis ein lokales
Minimum erreicht ist, d.h. keine Verbesserung durch lokale Konfigurationsanderun-
gen mehr mdglich ist. Das Verfahren ist effizient mit einem teilsortierten Bindrbaum
(Heap) implementierbar, der die nach Stabilitdt geordneten MZF-Knoten enthalt (Al-
gorithmug 4).

Chou und andere haben spéter eine parallelisierte Variante des Verfahrens beschrie-
ben, die sie ,Local HCF* nennen [30]. Sie unterscheidet sich von der ersten Fassung
darin, dass in jeder Iteration die Konfiguration aller Knoten gleichzeitig lokal optimal
neu bestimmt wird. Dadurch soll vermieden werden, dass besonders starke Daten-
komponenten der Potentiale an einigen wenigen Knoten die Konfiguration schnell in
schlechte lokale Minima treiben.

Praktisch wird die Gleichzeitigkeit am einfachsten mit Hilfe von zwei Konfigura-
tionsvektoren realisiert, die abwechselnd nur gelesen bzw. mit den neuen Konfigura-
tionswerten beschrieben und nach jeder Iteration vertauscht werden. Der Rechenauf-
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6.4 Markov-Zutallsfeld-Modell

Algorithmus 4 Highest Confidence First
Setze Konfigurationsvektgf = (0, ..., 0)
Berechne nach AI_6.20 Stabilitat aller Knoten
Erzeuge Min-Hea/ der Elemente vorf geordnet nach Stabilit&t
while ( Stabilitat des Wurzelelementsn H/ < 0) do
Wahle lokal optimale Konfiguration fur Knotenvariabfe
fori e {t} UN; do
Berechne Stabilitéat von Knoten
Stelle Heap-Ordnung voH/ wieder her
end for
end while

wand ist erheblich hdher als beim einfachen HCF-Algorithmus, weil in jeder Iteration
alle Knotenkonfigurationen neu berechnet werden muissen, in deren Nachbarschaft in
der vorherigen Iteration eine Konfigurationsdnderung stattgefunden hat. Beim einfa-
chen HCF-Algorithmus wird nur die Konfiguration des Knotens mit dem kleinsten
S-Wert geandert. Daraus ergibt sich aber fur die Gittersegmentierung kein Problem,
weil die hier betrachteten Zufallsfelder vergleichsweise wenige Knaten 10?) ha-

ben, wahrend die Zufallsfelder in anderen Anwendungen einen Knoten pro Bildpixel
besitzen £ 10° — 10°). Der Local-HCF-Algorithmus stellt einen guten Kompromiss
zwischen den Anforderungen moglichst geringer Laufzeit und der Approximation des
globalen Energieminimums dar.

Messpunktdetektion

Fur die Berechnung der Potentialfunktionen des Zufallsfeldes miissen an den Gitter-
knoten der Hypothesen Messpunkte detektiert werden. Dazu kann einfach in den Re-
gionenbildern aus der Hypothesengenerierung nach Regionenschwerpunkten gesucht
werden, aber wegen der im Kapifél 5 erwahnten Schwéchen der Schwellwertsegmen-
tierung sind die Ergebnisse damit oft unbefriedigend. Besonders bei Arrays mit vielen
schwach leuchtenden oder verschmierten Messpunkten, die gar nicht oder nicht ge-
trennt segmentiert werden kdnnen, ist die Detektionsrate zu schlecht. In den beiden
folgenden Abschnitten werden daher leistungsfahigere Methoden zur Messpunktseg-
mentierung und -detektion vorgestellt. Sie nutzen die Messpunkt-Abstandsschatzung
fur Normierungs- und Initialisierungszwecke und sind daher nicht fur die Regionen-
segmentierung in der Hypothesengenerierung einsetzbar.
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6 Gittersegmentierung

6.5 Messpunktdetektion mit Eigenwertverfahren

6.5.1 Motivation

Turk und Pentland [102] haben ein datengetriebenes Verfahren auf Basis der Haupt-
komponentenanalyse zur Erkennung von Gesichtern beschrieben. Es erzeugt eine Re-
prasentation einer Menge von Beispielbildern, die zur Objekterkennung in neuen, un-
bekannten Bildern benutzt werden kann. Das Verfahren ist bei vielen Bildverarbei-
tungsproblemen erfolgreich eingesetzt worden, z. B. haben Nattkemper und andere
mit diesem Ansatz Einzelzellen in Bildern von Gewebeschnitten detektiert [78]. In
diesem Abschnitt wird die Eignung des Eigenwertverfahrens zur Erkennung und Seg-
mentierung von Mikroarray-Messpunkten untersucht.

6.5.2 Eigenwerte und Eigenvektoren, Hauptkomponentenanalyse

Turk und Pentland gehen von einer Stichprobe von Bildern aus, die sie als Datenvek-
toren im hochdimensionalen Raum aller denkbaren Bilder ansehen. Der Ansatz beruht
auf der Annahme, dass strukturell &hnliche Bilder der Zielobjekte (z. B. Gesichter oder
Messpunkte) in einem niedrigdimensionalen Unterraum des gesamten Bild-Raumes
liegen. Die Hauptkomponentenanalyse dient zur Bestimmung einer geeigneten Basis
dieses Unterraumes, mit der wesentliche Eigenschaften der Bildstichprobe kompakt
beschrieben werden.

SeiG = {g1,g2,...,gu} die Stichprobe den/ je N? Pixel groRen Bilder. Zu-
nachst wird die Stichprobe mittelwertfrei gemacht, d. h. das Mittel der Stichproben-
elemente wird von allen Beispielen abgezogen, wodurch die transformierte Stichprobe
F entsteht:

1
F={fi,f ... fu} fizgi—MZgj
J

Die Hauptkomponentenanalyse betrachtet die Kovarianzmétider transformier-
ten Stichprobe, die Art und Starke der linearen Abhéangigkeiten der Komponenten der
Beispielvektoren (der Pixelintensitédten der Bilder) beschreibt.

1 M
_ £T
K = ;l:flfz (6.21)
1
= AAT mit A= —[f,f,....f 6.22
ﬁMh 9 M) (6.22)

Gesucht ist ein Koordinatensystem, das die Variablen korrelationsfrei macht, d.h.
in dem die Kovarianzmatrix diagonal ist und das gleichzeitig die Varianzen der Stich-
probe entlang der Achsen maximiert. Ein solches Koordinatensystem wird von den
Eigenvektorenu; der Kovarianzmatrixi' gebildet. Die Eigenwert@,; sind die Va-
rianzen entlang der Achsen des von den Eigenvektoren aufgespannten Unterraumes
(Vorausgesetzt, es gild Eigenvektoren):

KUT = U diag(\1, ..., n) = diag(\, ..., AN)U
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Zur Darstellung des gesuchten Unterraumes werden die ér&agenvektoren mit
den grof3ten Varianzen benutzt, sodass die wesentliche Variation der Stichprobe er-
fasst wird. In der Regel besitzt die Kovarianzmatrix nur sehr viel weniger al3/die
moglichen Eigenwerte, denn eine représentative Stichprobe von Bildern, auf die das
Verfahren sinnvoll anwendbar ist, sollte gerade nicht in jeder prinzipiell mdglichen
Richtung variieren.

Turk und Pentland nennen die Hauptachsen der Stichprobe von Gesichtsbildern
auch ,Eigengesichter, da sie als Bilder betrachtet Gesichtern ahnliche Strukturen zei-
gen.

Die Hauptachsentransformation beschreibt also eine Stichprobe durch orthogonale
Eigenvektoren ihrer Kovarianzmatrix. Sie liefert eine Approximation der Stichproben-
verteilung mit der Machtigkeit einer quadratischen Form, denn die Kovarianzmatrix
besteht aus Momenten zweiter Ordnung. Diese Eigenschaft ist wichtig fur die Klassi-
fikation von Bildern.

Es existieren grundsatzlich niemals mehralqStichprobengrél3e) Eigenvektoren.
Turk und Portland betrachten daher die Eigenwertgleichung fudfig M-Matrix
AT A anstelle defV? x N2-Matrix K:

AT Avi = pivi

Multipliziert man von links mitA, so erkennt man, dass disr; Eigenvektoren von
K sein missen:
AAT Av; = KAv; = piAv;

Damit ist fur kleine Stichproben wegen der verkleinerten Dimension des Eigenwert-
problems eine erheblich effizientere und numerisch stabilere Verarbeitung méglich.
Das Eigenwertproblem wird mit der im ESMERALDA-Paket [40] implementierten
Jakobi-Iteration[[92] gelost.

Anwendung zur Objekterkennung

Neue Beispielbilder werden nach Turk und Pentland klassifiziert, indem man prift,
ob sie in dem von den ersténEigenvektoren aufgespannten Unter-Bildraum liegen.
Dazu projiziert man das Beispielbildlin den Unterraum und erhalt den Koordinaten-
vektorw, der die Anteile der Eigenkomponenten an der Eigenvektordarstellung von
beschreibt:

w:[ul,...,uk]T(b—%Zgj) (6.23)
J

Umgekehrt wird mit dem Koordinatenvektor eine Rekonstrukbates urspriingli-
chen Bildes erzeugt:
b=[u,...,u]w
Der euklidische Abstand von Original und Rekonstrukiioa ||b—bl||, also der Re-
konstruktionsfehler, dient als (einziges) Klassifikationsmerkmal. Bilder der Zielklasse
sollten durch Projektion und Rekonstruktion nur wenig verandert werden, wogegen
die Projektion auf die Eigenvektoren andere Bilder stark verfremdet.
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Diese Methode der Klassifikation, die als ,Einklassenansatz* bezeichnet werden
konnte, liefert nur dann gute Ergebnisse, wenn das Zielklassengebiet im Bild-Raum
gut durch eine quadratische Form beschrieben werden kann. Das ist in der Praxis nicht
unbedingt der Fall, wie anhand der Beispiele im folgenden Abschnitt gezei@wird

Bessere Ergebnisse werden erreicht, indem der Koordinatenvektor als Merkmals-
vektor eines gewohnlichen Zweiklassenproblems verwendet wird. Zum Training des
Klassifikators muss dann allerdings auch eine Stichprobe von Negativ-Beispielen, also
Nicht-Gesichtern oder Nicht-Messpunkten vorhanden sein.

6.5.3 Eigenspots

Grundsatzlich sind zwei Anwendungen des Verfahrens fir die Segmentierung von Mi-
kroarraybildern interessant.

Erstens stellt sich bei der Berechnung der Gitterhypothesen-Bewertungsfunktionen
der Potentialfunktion des Markov-Zufallsfeldes (siehe Abschnitt 6.4.2) das Problem,
an gegebenen Stellen des Bildes Uber das Vorhandensein eines Spots zu entscheiden
(Detektion). Zweitens kdnnen mit der von Turk und Pentland beschriebenen Karten-
technik (,Face Map“) ganze Bilder segmentiert werden. Das Haupthindernis ist die
schon von Turk und Pentland beméangelte geringe Robustheit des Eigenwertansatzes
gegen Skalierungen. Die Abstdnde und mittleren GréRen der Messpunkte in der zur
Verfligung stehenden Stichprobe variieren um fast eine Gréf3enordnung (von ca 8 bis
zu 60 Pixeln), was die GroRennormierung unumganglich macht. Die Kartentechnik ist
daher als Ersatz fir die Schwellwertverfahren aus Kapjtel 5 weitgehend ungeeignet,
solange die Auflosung nicht fest vorgegeben oder extern kalibriert wird. Die Abtas-
tung und Bewertung des Skalierungsparameters analog zur Abtastung des Schwell-
wertparameters in der Regionensegmentierung unter Bewertung der Segmentierungen
mit dem Abstandsverteilungsmodell aus K@dp. 6 ist prinzipiell méglich, aber wegen der
komplizierteren Klassifikation jedes einzelnen Bildpunktes erheblich aufwandiger als
bei den Schwellwertverfahren.

Bei der Detektionsaufgabe im MZF sind mit den Hypothesen die Abstande zwi-
schen den Messpunkten schon vorgegeben, so dass zumindest eine naherungsweise
Normierung erfolgen kann. Die Normierung Uber die Spalten- und Zeilenabstande ist
nicht perfekt, weil die Messpunkte immer noch verschiedene Anteile der Spalten- und
Zeilenzwischenrdume ausftillen kénnen.

Klassifikationsproblem Messpunkt-Detektion

Zur Erkennung von Messpunkten ist in jedem Fall eine Stichprobe von Messpunkt-
bildausschnitten nétig. Beim leistungsfahigeren Zweiklassenansatz muss die Stichpro-
be zusatzlich Bildausschnitte ohne Messpunkte enthalten. Die Stichproben sind am
einfachsten anhand fertiger Gittersegmentierungen zu erstellen. Die AusschnittgroRen
entsprechen Gitterzellen des jeweiligen Bildes, die auf eine StandardgroZexéa 40
Pixeln skaliert werden. Leichtes Verrauschen der Positionen der Bildausschnitte fiihrt
zu verbesserten Ergebnissen bei der Anwendung im MZF zur Gittersegmentierung.
Die Klassifikation der Stichprobe wird implizit durch die Gittersegmentierung vor-
gegeben; es gibt Ausschnitte an Messpunktpositionen und Bildbereiche aulR3erhalb der

SFiir Gesichtsbilder gibt es ahnliche, unveréffentlichte Ergebnisse von G. Fink und S. Lang
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Messpunktgitter. Manuelle Klassifikation (z.B. bei dunklen Punkten innerhalb der Git-
ter) fuhrt zu verbesserter Klassentrennung auf der Stichprobe von Bildausschnitten,
verschlechtert aber die Ergebnisse der MZF-Gittersegmentierung.

Die Abbildung[6.15 zeigt die Mittelwerte und Eigenvektoren fir Stichproben von
Messpunkt-Bildausschnitten verschiedener Arraybilder (zu den Originaldaten siehe
auch Abschnitf 8]2 und Anhaid E), also positiv klassifizierten Elementen der Stich-
probe, sortiert nach GréRRe der zugehdrigen Eigenwerte. Der erste Eigenvektor hat bei
fast allen Beispielen die gleiche Struktur wie der Mittelwert und beschreibt deshalb die
Intensitatsvariation. Die zweiten und dritten Eigenvektoren beschreiben in den meisten
Féllen die bei der Festlegung der Bildausschnitte kiinstlich verstarkten seitlichen Ver-
schiebungen und der vierte Eigenvektor erfasst die GroRenvariationen (ringférmiges
Muster). Die weiteren Eigenvektoren sind nicht ohne weiteres anschaulich interpre-
tierbar. Man stellt fest, dass sich nicht bei allen Teilstichproben die gleiche Art von
Eigenwertzerlegung ergibt, weil offenbar die unterschiedlichen Arten von Variabilitéat
bei verschieden hergestellten Arrays nicht in jedem Fall gleich gewichtet sind. Die Bil-
der aus der vcho-Stichprobe enthalten starke Hintergrundartefakte, die sich in den Ei-
genvektorzerlegungen niederschlagen. Zu der Kovarianzmatrix der vchoO-Stichprobe
waren nur 6 Eigenvektoren numerisch bestimmbar.

Das Eigenwertspektrum zeigt, dass mit den ersten neun Eigenvektoren wesentliche
Teile der Stichprobenvarianz erfasst werden.

Als Klassifikatoren kommen zum Beispiel Polynomklassifikatoten [70, 91] oder
Supportvektormaschinen_[24,127] in Frage, da die als Merkmalsvektoren benutzten
Koordinatenvektoren feste Lange haben.

Die Supportvektormaschine (SVM) hat prinzipiell bessere Generalisierungseigen-
schaften als der Polynomklassifikator, aber die Berechnungskomplexitat der SVM-
Unterscheidungsfunktion wachst mit der Stichprobengrél3e (genauer gesagt mit der
Anzahl der nétigen Support-Vektoren), wogegen der Aufwand beim Polynomklassifi-
kator nur vom Polynomgrad und der Anzahl der Merkmale abhangt. Praktisch ist der
Berechnungsaufwand verglichen mit dem der anderen Systemkomponenten gering,
daher sollte in der Regel die leistungsfahigere SVM-Klassifikation benutzt werden.

Mit dem Polynomklassifikator werden ca. 85% der Beispiele einer vom Trainings-
datensatz unabhéngigen Testmenge richtig klassifiziert und mit der SVM 93%. Diese
Ergebnisse schwanken um bis zu 5%, wenn Teilstichproben (Messpunkte verschiede-
ner Arrays) zwischen Test- und Trainingsmengen ausgetauscht werden. Die Stichprobe
umfasste nach dem Ausgleich der a-priori-Wahrscheinlichkeiten durch Zufallsauswahl
insgesamt 5584 Beispiele. Es wurden die Implementationen des Polynomklassifikators
von Kummert[[70] und der SVM von Chang und Lin [27] verwendet.

Exkurs zur Segmentierung von Gesamtbildern: Die Spot Map

Indem man das Detektionsverfahren nicht nur an einzelnen Stellen, sondern auf jeden
maoglichen Bildausschnitt anwendet, erhédlt man eine Karte der Messpunktahnlichkeit
des Bildes. Die Abbildunfy 6.16 zeigt eine solche ,Spot Nfa@arin sind die loka-

len Maxima der Messpunktahnlichkeit durch weil3e Kreuze markiert. So gut wie alle
Messpunkte des Beispiels werden detektiert, allerdings war fur dieses Ergebnis die

6Analog zur ,Face Map*“ nach Turk und Pentland
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6 Gittersegmentierung

manuelle Einstellung des Skalierungsparameters nétig.

6.6 Messpunktdetektion mit aktiven Konturen

Alternativ zum Eigenspot-Ansatz wird in diesem Abschnitt ein nicht primar datenge-
triebenes Verfahren untersucht.

6.6.1 Motivation

Die in Abschnit{ 5.2 beschriebenen Schwellwertverfahren zur Regionensegmentierung
besitzen nur begrenzte lokale Adaptivitat, weil die Fenster bei der Histogrammberech-
nung nicht beliebig klein gewahlt werden kénnen. Deshalb eignen sie sich nicht gut
zur Segmentierung von verschmierten oder nur schwach fluoreszierenden Messpunk-
ten, wie das Beispiel in Abbildurjg 618 zeigt.

Eine Mdglichkeit zur Verbesserung der lokalen Adaptivitat sind kantenbasierte Ver-
fahren. Die im Folgenden untersuchte Methode segmentiert Regionen fir einzelne
Messpunkte und ist auch fur das Detektionsproblem anwendbar. Die aktive Kontur-
segmentierung ist im Gegensatz zum Eigenspotverfahren ein primar modellgetriebe-
nes Verfahren.

6.6.2 Grundlagen

Kass, Witkin und Terzopoulos haben 1988 die ,Snake" als aktives Konturmodell vor-
gestellt, das sich in vielen Anwendungen bewahrtlhat [57].

Sie formulieren die Kontursegmentierung als Variationsproblem und beschreiben
Objektgrenzen deshalb zunéchst allgemein als parametrische Kyveler Lange
L. Das zu minimierende Funktiondl, . (V) enthalt sowohl Glattheitsterme, die
Objektwissen modellieren, als auch Terme, die die Anpassung der Kontur an Kanten
im Bild beschreiben. Die Glattheitskomponente oder ,interne Eneiigigsetzt sich
aus Streckung und Krimmung der Kurve zusammen. Man kann sie auch physikalisch
als Streck- und Biegeenergie eines diinnen Stabes interpretieren. Weil die Snakes die
Biegeenergie minimieren sind sie Spline-Kurven.

L

Eg'nake = 0 Esnake(V(s))ds (6.24)
L

— i Eert(U(s)) + Eint(0(s))ds

L
= Eeat(0(s)) + %(04(8)!175(8)\2 + B(s)[Tss (5)]%)ds
Die ,externe Energie’E.,;(v) in Gl. (6.24) beschreibt die lokale (Objekt-) Kanten-
starke des Bildes entlang der KurdeJe nach Anwendung kann das die Bildintensitat
selbst oder eine mit Kantenoperatoren bestimmte Kantenstarke sein. Die Funktionen
a(s) undg(s) beschreiben die lokalen Steifheitseigenschaften der Kontur und ermég-
lichen die Modellierung von flexiblen Objekten und Knickstellen. Zur Segmentierung
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Stichprobe

Mittelwert und erste Eigenvektoren

FC
apoc1
apoc4
nmhy101
nmhy70
vchoO
vcho1
vcho2
vcho3

Gesamt

1500 2000
|

1000

500

Eigenwertspektrum

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 6.15Hauptkomponenten (oben) und zugehérige Varianzen der

Messpunktbild-Stichproben  von  Mikroarraybildern.  Negative
Komponenten der Eigenvektoren sind blau dargestellt, positive
Komponenten rot. Die Vektoren sind ohne Nullpunktverschiebung
linear fir den maximalen Intensitatsbereich der Bilddarstellung
normiert.
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Abbildung 6.16:Ein Ausschnitt aus einem Mikroarraybild der Apo Al-Stichprobe, in
dem lokale Maxima der Messpunktahnlichkeit mit weissen Kreuzen
markiert sind. Die Gréssenskalierung ist manuell eingestellt. Im Hin-
tergrundrauschen gibt es hier wie auch bei anderen Beispielen viele
lokale Maxima.
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Abbildung 6.17:Projektion von Beispielbildern auf die ersten drei Hauptachsen
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6.6 Messpunktdetektion mit aktiven Konturen

Abbildung 6.18.Links: Aufgehellter Ausschnitt aus einem Bild der ApoAl-
Stichprobe {=3), Rechts: Schwellwertsegmentierung des Ausschnit-
tes

von Objekten wird eine initiale Kontur bendtigt, die man interaktiv oder mit Hilfe von
Vorwissen festlegt und dann beztglich des Energiefunktionals optimiert.

Fur die praktische Durchfiihrung der Energieminimierung benutzen die Autoren der
Originalarbeit die Euler-Gleichungen des Variationsproblems, die sie diskretisieren
und iterativ I6sen. Die Kurve wird diskretisiert als Polygon dargestellt, dessen Kno-
ten auf Bildpixelzentren liegen mussen. Die Ableitungen in den Euler-Gleichungen
werden durch diskrete Differenzen approximiert.

Das iterative Lésen der Euler-Gleichungen ist Mit»?) Operationen je Iteration
(n Knoten im Polygon) recht aufwandig, weshalb bald ein Dynamic-Programming-
Algorithmus (Amini und anderé [4]) und eine Naherungslésung in Form eines Greedy-
Verfahrens (Shah und Williams [105]) entwickelt wurden. Alle Methoden benutzen ein
Suchfenster fester Grof3e um die Polygonknoten, innerhalb dessen die Knoten in einer
Iteration verschoben werden kdnnen.

Shah und Williams haben neben der schnelleren Minimierung Normierungen der
einzelnen Terme des Energiefunktionals vorgeschlagen, die zu verbesserter Robustheit
fuhren.

Aktive Konturen sind erfolgreich in medizinischen Anwendungen, zur Objektver-
folgung in Bildsequenzen und zum Stereomatching eingesetzt worden. Man hat den
Ansatz auch fir die Segmentierung von Oberflachen im dreidimensionalen Raum ver-
allgemeinert.

Mit neueren Ansatzen wie den B-Snakes versucht man die Zahl der zu optimieren-
den Parameter durch explizite Nutzung von Spline-Basisfunktionen zu reduzieren. Da-
durch wird aber ein Rendering-Algorithmus zur Erzeugung der Kurve riétig [12, 18].
Mit traditionell verwendeten lokalen Minimierungsverfahren lassen sich konkave Kon-
turen nur sehr schlecht segmentieren. Deshalb haben verschiedene Autoren stochasti-
sche, globale Optimierungsverfahren vorgeschlageri [54, 86].

Fur die erfolgreiche Anwendung von aktiven Konturen zur Segmentierung von Mi-
kroarray-Messpunkten sind einige Probleme zu ldsen:

1. Die GrolRenvarianz der Messpunkte flhrt dazu, dass mehr Knoten im Konturpo-
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6 Gittersegmentierung

® Torsionsfeder

-MAL - Zugfeder

Abbildung 6.19:Das semikontinuierliche Konturmodell und seine Parameter. Die Nor-
malenvektoren der Kontur zeigen an den Knoten aus dem Konturpo-
lygon heraus und stehen im gleichen Winkel zu beiden angrenzenden
Segmenten.

lygon als Pixel auf der Zielkontur vorhanden sind. Die Differenzenapproxima-
tionen der Ableitungen werden dann auf3erst ungenau und die Minimierungsver-
fahren zerstdren die Kurventopologie (es bilden sich Schleifen in dem Kontur-

polygon).

2. Das Konturmodell berlicksichtigt die Kantenorientierung nicht. Eine um einen
Messpunkt initialisierte Kontur wird daher auch von benachbarten Messpunkt-
randern ,angezogen®.

3. Kleine, helle Verunreinigungen erzeugen unerwiinschte lokale Energieminima,
in denen die Minimierung vorzeitig enden kann. Die Polygonknoten liegen hau-
fig sehr dicht um helle Storpartikel.

6.6.3 Semikontinuierliches, skalenunabhingiges Konturmodell

Die ersten beiden Probleme werden durch ein semikontinuierliches Konturmodell ge-
l6st, das aus der physikalischen Interpretation des kontinuierlichen Ans@atzes (6.24)
motiviert ist.

Man setzt dazu die Kontur von vornherein als Polygon an, dessen Knoten und Kan-
ten als Dreh- und Zugfederelemente gedacht sind (siehg Abb. 6.19).

Die Entsprechung des Energiefunktionals des kontinuierlichen Ansatzes ist hier die
Energiefunktion[(6.25), die von den Winkel- und Auslenkungsparametern der Feder-
elemente abhangig formuliert ist. Die Auslenkungen hangen nattrlich wieder von den
Knotenkoordinateq’ = [voz, Voy, Uiz Uiy, - - - » Uz, Uny) L € R?Y ab, aber die Ab-
leitungen der Energiefunktion, die fur die Minimierung notwendig sind, kbnnen damit
ohne Differenzenapproximationen exakt angegeben werden.
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6.6 Messpunktdetektion mit aktiven Konturen

E(Q = oFEQ + BEN(D) +vE(] (6.25)
B, — Z%(Asi)Q (6.26)
o= Y 5n) (6.27)
E. = =) _ Vf(@)ei, (6.28)

Die Knotenkoordinaten werden nicht auf Pixelzentren festgelegt, so dass trotz der
diskreten Polygonstruktur die Skalenunabhangigkeit erhalten bleibt. Gegenliber dem
B-Spline-Ansatz, mit dem sich das Diskretisierungsproblem ebenfalls elegant l6sen
lasst, besteht der Vorteil, dass die Kontur nicht aus einer Basisdarstellung erzeugt wer-
den muss, um die externe Energie berechnen zu kénnen.

Der Biegeenenergieterm des Federmodells kann auch differentialgeometrisch moti-
viert werden[[105].

Der Bildenergieterm[ (6.28) misst neben der Kantenstarke auch die Ubereinstim-
mung der Kantenorientierung mit den nach auf3en gerichteten Konturnormaden
jedem Knoten:

V(i) e1i; = |V ()] cos (V£ (i), 7:)

Dadurch wird die anziehende Wirkung benachbarter Objektkanten auRerhalb des Kon-
turpolygons vermieden, die bei Verwendung der einfachen Gradientenstarke als Bild-
energie oft zu Fehlsegmentierungen fuihrt. Als Gradientenoperator wird der Sobel-
Operator mit Maskengrof3e x 5 benutzt. Zur Berechnung des Bildenergieterms an
den Polygonknoten muss zwischen den Pixelzentren des Gradientenbildes interpoliert
werden.

6.6.4 Optimierungsverfahren

Der ParameterraunR?”) des Federmodells ist kontinuierlich, weshalb ein kontinu-
ierliches Energieminimierungsverfahren verwendet werden sollte.

Gradientenabstieg

Ein besonders einfaches, iteratives Verfahren ist der Gradientenabstieg nach Gleichung
(6.29). Der Parametervektgp beschreibt die aus der Gitterkonstantenschéatzung ab-
geleitete initiale Kontur.

@1 = G — sVE(G) (6.29)

Mit diesem Verfahren werden keine guten Ergebnisse erzielt, weil die Energiefunk-
tion offenbar viele unerwiinschte lokale Minima besitzt. Man findet sehr haufig, dass
sich viele Polygonknoten an Stellen mit groB3er Kantenstarke dicht zusammendrangen.
Auch kann mit der festen Schrittweitekaum ein stabiler Zustand erreicht werden.
Die Beobachtungen legen nahe, dass durch Einfihrung der Nebenbedifigund
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6 Gittersegmentierung

(d. h. konstante Knotenabstande) sicherer eine Losung nahe dem globalen Minimum
der Energiefunktiori (6.25) gefunden wird. Das Minimierungsproblem lautet damit

min BEy(q) + vE:(9)|p,—o

Sequentielle quadratische Programmierung

Fur Optimierungsaufgaben dieses TypsSefjuentielles quadratisches Programmie-
ren (SQP) ein geeigneter Loésungsansatz [13]. Der SQP-Algorithmus minimiert iterativ
die lokale Taylorapproximation 2. Ordnung der Energiefunktion unter der linearisier-
ten Nebenbedingung. Séi eine Startstelle im Parameterraum und seid® und h
Naherungen des Gradienten und der Hessematrix®yoh E. sowie des Gradienten
von E,. Dann berechnet das SQP-Verfahren einen Sahditrch

1
min rld+ 5dTBtd (6.30)
unter  Vh(g)'d+h(g) =0 (6.31)

Die Lésung von[(6.30) existiert nur, wed positiv definit ist.

Die Minimierung von [(6.3D) fiihrt auf ein lineares Gleichungssystemmit 1
Unbekannten, das je Iteration einmal zu l6sen ist. Das Verfahren konvergiert mit qua-
dratischer Geschwindigkeit in der Anzahl der Schritte.

Die Hessematrix hat Bandstruktur, d.h. nur die Hauptdiagonale und die ersten drei
Nebendiagonalen sind besetzt, weil die Paramgtédie Knotenkoordinaten) nur in
den Federenergien von drei benachbarten Polygonknoten und dem Bildenergieterm ei-
nes Knotens vorkommen. Im Gleichungssystem zur Lésung von| (6.30) wird die Band-
struktur aber durch die Gleichung fur die linearisierte Nebenbedingund (6.31) gestort,
sodass keine effizienten Lésungsverfahren fir Bandmatrixgleichungen genutzt werden
koénnen.

Die Anwendung des SQP-Verfahrens scheitert in der Praxis, weil die Hessesche
Matrix der Energiefunktiornf, + E. nur in einer sehr kleinen Umgebung um die ge-
suchte Minimalstelle positiv definit und das Verfahren dadurch numerisch sehr instabil
ist. Durch Regularisierung kdénnte man eventuell bessere Stabilitat erreichen, aber die
guadratische Konvergenzgeschwindigkeit wéare vermutlich nicht zu halten. Der Auf-
wand fur die Losung des Gleichungssystems in jeder Iteration erscheint dann zu hoch.

Stattdessen wird das in Algorithmlus 5 auf S| 93 gezeigte Verfahren verwendet, das
Schritte im Parameterraum aus den Gradientenrichtungen

1 1 1
VE VE,, ——V
by |VEC’

E
\VE,| " |VE ¢

der Energietermds,, E, und E. zusammensetzt. Die Gradientenrichtungen werden
mit den Parametera, 3 und~ gewichtet. Wenny, der Parameter des Streckenergie-
gradienten, relativ zu den anderen Gewichten grol3 genug ist, bleibt die Nebenbedin-
gung ndherungsweise erfllt.
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6.6 Messpunktdetektion mit aktiven Konturen

Algorithmus 5 Komponenten-Gradientenabstieg mit Schrittweitenadaption

A — 1.0
while X' > eps do

s B
5 — (‘V‘}EG‘VECL + e VE + WYEC|VEC)

if E(ql +1.2)'8) < E(q') then
AL 120

else
repeat

A — Oé)\t

until (E(qt + A'8) < E(q}))||(A < eps)
)\t-‘rl — )\t

end if B

Giv1 — G+

t—t+1

end while

Konvergenz und Initialisierung

Das Verfahren adaptiert seine Schrittweite, damit in jeder Iteration die Energie sinkt.
Wenn ein Schrit¥ im ersten Versuch die Energie verkleinert, wird die Schrittweite
moderat vergroRert und im anderen Fall so lange verkleinert, bis eine Energiesenkung
erreicht oder die Mindestschrittweite unterschritten ist. Da die Energiefunktiorj (6.25)
nach unten beschrankt ist, muss das Verfahren konvergieren. Die Wahl der Startpara-
metergy hat naturlich gro3en Einfluss auf die Zahl der nétigen Iterationen. Das Ver-
fahren konvergiert besonders zuverlassig auf die gewlinschte Objektkante, wenn die
initiale Kontur die Zielkontur bereits bertihrt. Wenn der Abstand der initialen Kon-
tur zur Zielkontur grof3er als der Radius der Gradientenoperator-Maske ist, erhalt man
mit groRerer Wahrscheinlichkeit ein unerwtinschtes Ergebnis. Zur Segmentierung der
Mikroarray-Messpunkte sollte versucht werden, die initiale Konturau3erzur Ziel-

kontur laufen zu lassen, weil oft Intensitatsstufen im Inneren der Messpunkte uner-
wunschte lokale Minima bilden (siehe z. B[S. [L87 unten). Praktisch wird das Kontur-
polygon daher so initialisiert, dass eine Halfte der Knoten auf einem Halbkreis liegt
und die andere auf einer glatt anschlieenden Halbellipse, deren gro3e Halbachse so
lang wie der Durchmesser des Halbkreises ist. Geeignete Durchmesser sind durch die
Messpunktabstande der Gitterhypothesen gegeben (siehe Abgchnitt 6.3). Die Anzahl
der Polygonknoten wird so bestimmt, dass die Segmente initial etwa so lang wie der
Radius der Gradientenoperator-Maske sind.

6.6.5 Merkmale

Nach der Energieminimierung ist noch nicht klar, ob tatsachlich ein Objekt oder ein
leerer Bildausschnitt segmentiert wurde. FUr die Detektion von Messpunkten gibt es
eine Reihe von Merkmalen:

1. Die BildenergieFE, zeigt die Kantenstérke und -orientierung auf der Konturlinie
an und sollte daher gute Hinweise auf das Vorhandensein eines Messpunktes ge-
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Abbildung 6.20:Erste Zeile: Initiale Kontur, Zwischenzustédnde und Minimierungser-

94

gebnis mit Normalenrichtungen (= 0.2,5 = 0.01,y = 0.2). Zweite
Reihe: Minimierungsergebnisse unter Variation wowon 0.4 (links)
bis 0.01 (rechts) beig = 0.01,v = 0.2. Letzte Zeile: wie zweite
Zeile mitg = 0.2

ben. Zur Normierung kann die mittlere Kantenstarke im Hintergrund des Bildes
benutzt werden.

. Die BildenergieE. sollte unter Variationen der Knotenpositionen senkrecht zur

Kontur ansteigen, wenn sich die Kontur in einem gut ausgepragten Minimum
der Bildenergie, d. h. auf einer deutlichen Objektkante befindet. Dazu werden
die Hessematrizefl; der BildenergieE, bezliglich der Koordinaten degen
Polygonknotens betrachtet, die Teil der quadratischen Taylorapproximation der
Energiefunktion sind. Die mit dem Normalenvekifran diesem Knoten gebil-
deten quadratischen Formen

il Hyft;

sollten daher Information Uber die Signifikanz des gefundenen Kantenzuges ent-
halten. Der Mittelwert der an allen Polygonknoten berechneten quadratischen
Formen bildet ein Merkmal, das dank der Linearitdt der Ableitungen in der
Hessematrix wieder mit der mittleren Hintergrundkantenstérke normiert werden
kann.

. Die Kantenrichtung im Bild und die Konturnormale sollten entlang einer Ob-

jektkante gut Ubereinstimmen. Der Mittelwert

des Skalarproduktes der beiden normierten Richtungsvektoren dient daher als
Merkmal.

. Grundsatzlich kann das Polygon bei der Energieminimierung mit Algorithinus 5

Schleifen bilden, was wesentlich haufiger bei Segmentierung von Hintergrund-
rauschen vorkommt. Mit dem Bentley-Ottman-Algorithmus [9] lasst sich effizi-
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ent (mitO(nlogn) Schritten bein Polygonknoten) feststellen, ob das Kontur-
polygon einfach, d. h. schleifenfrei ist, wodurch ein bindres Merkmal berechnet
wird.

5. Die Intensitatsverteilung im Inneren des Polygonzuges sollte einen héheren Mit-
telwert haben als die Intensitatsverteilung um das Polygon herum. Daher wer-
den die Verteilungen der Intensitaten zufallig ausgewahlter Pixel innerhalb des
Polygons und auf einem umschreibenden Kreis mit dem parameterfreien Mann-
Whitney-Test (siehe Abschn[tt 7.2.1 auf S.[103) verglichen. Die Teststalistik
dient als Merkmal.

In der Abbildung 6.2P sind die Merkmale fur einen Teil der Stichprobe aufgetra-
gen. Zur Lésung des Messpunktklassifikationsproblems sind die gleichen Bildstich-
proben und die gleichen Klassifikatortypen wie beim Eigenspot-Ansatz geeignet (sie-
he Abschnitf 6.5]3 $. 85). Die Robustheit der aktiven Kontursegmentierung gegen Ver-
schiebungen der initialen Kontur ist erheblich besser als die Robustheit des Eigenspot-
Verfahrens beziglich der Wahl der Bildausschnitte, so dass das Verrauschen der Aus-
schnittpositionen der Trainingsstichprobe fir die Klassifikationsleistung praktisch kei-
nen Unterschied macht. Anders als beim Eigenspot-Ansatz ist die Klassifikationsleis-
tung des Polynomklassifikators (88,1%) hier etwas besser als die der SVM (87,2%),
wenn die automatisch aus Gittersegmentierungen erzeugten Stichproben benutzt wer-
den.

Die Ursache durfte darin liegen, dass die Klassen im Raum der Konturmerkmale
schon wegen der geringeren Merkmalsdimension (9 bei Eigenspots, hier 5) starker
Uberlappen als beim Eigenspot-Ansatz. Das SVM-Training ist mit solchen Stichpro-
ben besonders schwierig, weil viele der sog. Slack-Variablen benutzt werden missen,
mit denen die Klassenuiberlappung behandelt wird. Das Training konvergiert hier lang-
samer als bei der Eigenspot-Klassifikation. Auf der manuell klassifizierten Stichprobe
mit geringerer Uberlappung der Klassen im Merkmalsraum arbeitet dagegen die SVM
genauer. Der Effekt bleibt erhalten, wenn Teilstichproben zwischen Trainings- und
Testmenge ausgetauscht werden.

Es gibt zwei Erklarungsansatze fir die schlechtere Leistung der SVM: Erstens ist die
Stichprobe ausreichend grol3 um die klassenspezifischen Verteilungen der Merkmale
auch an den Randern der Klassengebiete recht genau wiederzugegeben. Damit sind fur
den Polynomklassifikator als Approximation des Bayesklassifikators optimale Voraus-
setzungen gegeben. Uberlappungen der Klassen in den Trainingsdaten kénnen sogar
natzlich sein, wenn dadurch die wirklichen Verteilungen der Merkmale wiedergege-
ben werden, denn die Abtastung des Merkmalsraumes ist dann vollstandiger als wenn
Teile des Merkmalsraumes gar nicht in den Trainingsdaten reprasentiert sind, wodurch
der Generalisierungsfehler geringer bleiben sollte. Der Vorteil der SVM, Klassengren-
zen mit maximalem Abstand zu den Bespiel-Merkmalsvektoren festzulegen, kommt
hier also gar nicht erst zum tragen. Zweitens kdnnten der verwendete Kern (Polynom-
kern) oder andere Parameter der verwendeten SVM-Implementation (libSVM [27]) fur
dieses Problem ungeeignet sein. Burges sieht die Notwendigkeit problemspezifisch ge-
eignete Kerne zu finden als wesentliches Hindernis beim praktischen Einsatz der SVM
an [24].

Mit der automatisch generierten Stichprobe, die mit dem Polynomklassifikator bis-
her besser bearbeitet werden kann, werden etwas bessere Ergebnisse der MZF-Gitter-
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Abbildung 6.21:Ein typisches Histogramm der Gradientenstarke eines Mikroarraybil-
des.

segmentierung erreicht, weil vermutlich die subjektive, manuelle Stichprobenklassifi-
kation im Sinne des MZF-Modells nicht optimal ist. Daher wird flr die Klassifikation
der aktiven Konturen der Polynomklassifikator benutzt.

6.6.6 Klassifikation mit E.-Schwellwert

Alternativ zum Lernen von Klassifikatoren aus Stichproben kann auch ein heuristi-
scher modellbasierter Ansatz gewahlt werden. Hierzu betrachte man das Histogramm
der Gradientenstérke in Abbildufg 6/21. Die Form des Hintergrundpeaks in dieser
Verteilung ist bei vielen verschiedenen Bildern sehr gut erhalten, seine absolute Lage
ist aber von der Bildintensitat abhangig. Die Gradientenstarken der Hintergrundpixel
des Bildes ohne signifikante Kanten liegen zum grof3en Teil in dem Hintergrundpeak.
Daher befindet sich ein Konturmodell sehr wahrscheinlich auf signifikanten Objektran-
dern, wenn die mittlere Gradientenstérke entlang des Polygons grof3er als der Wert am
rechten Ful3 des Hintergrundpeaks im Gradientenstarkehistogramm ist. Noch besser als
die mittlere Gradientenstarke kann die Bildenerfiebetrachtet werden, weil dieser
Wert kleiner als die mittlere Gradientenstarke ist, wenn die Kontur auf Rauschpixeln
mit zufalliger Gradientenorientierung liegt. Der Schwellwert wird mit dem Verfahren
,Einseitige Varianzschatzung" (siehe[S] 56) mit dem Paramietert bestimmt, d. h.

der Schwellwert liegt etwa 2 Peakbreiten rechts vom Maximum des Histogramms.

Dieses Verfahren hat gegentber den trainierten Klassifikatoren zwei grof3e Vorteile:
Es erfordert keine klassifizierte Stichprobe und es kalibriert anders als die statischen
Klassifikatoren bei jedem einzelnen Bild die globale Intensitat.

Die Abbildung[6.23B stellt die Ergebnisse der Messpunktdetektion mit aktiven Kon-
turen und Eigenspot-Ansatz gegeniiber. Bei diesem Beispiel ist der Eigenspot-Ansatz
nicht so sensitiv wie die aktiven Konturen, produziert aber weniger falsch Positive.
Beide Methoden erkennen deutlich mehr Messpunkte als die (hinterlegte) Schwell-
wertsegmentierung (man beachte mehrere Messpunkte umfassende Regionen).
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Abbildung 6.22: Paarweise gegeneinander aufgetragene Merkmale der Konturseg-
mentierungen von 200 Stichprobenelementen. Die Merkmalsvekto-
ren von Messpunkten sind mit roten Kreuzen dargestellt, die der Ge-
genbeispiele mit blauen Kreisen.
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dem Beispielbildausschnitt aus der Apo-Al Stichprobe. Als Mess-

punkte klassifizierte Konturen sind durchgehend dargestellt, Nicht-

Messpunkte als unterbrochene Linien. Die rechte Grafik zeigt zum

Vergleich die Klassifikationsergebnisse des Eigenspot-Verfahrens.
Die Messpunkte sind darin als Kreise dargestellt, weil das Eigens-

potverfahren keine Regionen berechnet. Hinterlegt ist jeweils das Bi-

narbild der Schwellwertsegmentierung. Bei dessen Vergleich mit den

neuen Detektionsverfahren muss noch berticksichtigt werden, dass
die mehrere Messpunkte umfassenden Regionen beim Schwellwert-
verfahren wegfallen, weil sie gré3er als eine Gitterzelle sind.



6.7 Zusammentassung

6.7 Zusammenfassung

Dieses Kapitel hat die Komponenten der Gittersegmentierung behandelt. Das Kern-
stlick ist das MZF-Modell, in dem typische Eigenschaften der Gitteranordnungen der
Mikroarraybilder modelliert sind. Markov-Zufallsfelder beschreiben Wahrscheinlich-
keiten abhéngiger Zufallsvariablen, die mitihren Abhéangigkeiten die Knoten und Kan-
ten eines ungerichteten Graphen bilden. Hier wird das MZF-Modell zur Formalisie-
rung der in Abschnift 3.4]2 aufgelisteten Eigenschaften der Gittersegmentierung ein-
gesetzt. Die Gittersegmentierung wird dadurch als diskretes Optimierungsproblem for-
muliert, in dem aus Hypothesen flr die Platzierung der Gitter eine global optimale
Auswabhl zu treffen ist.

Die Bestimmung der Hypothesen stitzt sich wesentlich auf die lokale Periodizi-
tat der Gitteranordnung. Sie ermoglicht die automatische Kalibrierung der Bildauf-
I6sung und die Erkennung geeigneter Regionensegmentierungen. Verteilungsmodelle
der Abstande zwischen benachbarten Regionenschwerpunkten bilden die Werkzeuge
zur Nutzung dieser invarianten Eigenschatft.

Mit Hilfe der Verkettung von Messpunktobjekten in der Gitternachbarschaft wird
die Gitterrotation geschatzt. Aus Achsenprojektionen der verketteten Objekte liest man
die Hypothesen der Gitterplatzierung ab.

Die Cliquepotentiale des MZF-Modells, die die Wahrscheinlichkeit der Hypothesen
bewerten, basieren auf der Detektion von Messpunkten an den Gitterknoten. Die einfa-
chen Schwellwertverfahren zur Regionensegmentierung sind hierzu nicht immer Leis-
tungsfahig genug, weshalb zwei verbesserte Ansatze untersucht werden: Der Eigen-
spot-Ansatz und die aktive Kontursegmentierung. Im Eigenspotverfahren wird durch
Eigenwertzerlegung der Kovarianzmatrix einer Stichprobe von Messpunktbildern eine
charakteristische Reprasentation erzeugt, die zur Merkmalsberechnung dient. Die ak-
tive Kontursegmentierung setzt ein Flexibilitditsmodell der Messpunktrénder ein, das
an das Gradientenbild angepasst wird. Die Anpassung muss kontinuierlich formuliert
werden, da Messpunkte sehr verschieden groR sein kénnen. Aus den Modellparame-
tern werden Merkmale berechnet, die wiederum zur Klassifikation mit Gberwacht ge-
lerntem Klassifikator oder aber mit einem modellbasierten Verfahren, das ohne klas-
sifizierte Stichprobe auskommt, eingesetzt werden. Am Beispiel in AbbilJung 6.23
erkennt man die Uberlegenheit der beiden neuen Messpunktdetektionsverfahren tiber
das Schwellwertverfahren.
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7 Quantitative Bildauswertung

Dieses Kapitel behandelt Methoden fiir die Auswertung zweifarbiger Bilder aus diffe-
rentiellen Expressionsexperimenten mit konkurrierender Hybridisierung 3.3.4).
Gedruckte Mikroarrays werden fast ausschlief3lich in diesem Typ von Experimenten
verwendet. Die quantitative Bildauswertung hat das Ziel, die Intensitaten und die Ver-
héltnisse der Intensitaten in den verschiedenen Bildkanalen jedes Messpunktes zu mes-
sen. Die Grundlage der weiteren Uberlegungen hierzu bildet ein Modell des Fluores-
zenzbildsignals der Mikroarraybilder.

71 Modell der Bildintensitat

Folgendes Modell der Intensitét der Fluoreszenzbifd8F und f9"UNwird angenom-
men:

frot _ flrmo'iJr krotJr srot (7.1)
fgrUn _ grun+ kgrUn+ Saran (7.2)

fr bezeichnet die Fluoreszenzintensitat des jeweiligen Farbstoffs, also das Nutz-
signal. k ist positiv, variiert nur langsam Uber das Bild und erfasst Storfaktoren wie
konstante additive Fehler (Offset) der Intensitdtsmessung oder Glasfluoresisinz.
ebenfalls ein positiver Term, der (kornige) Verunreinigungen der Arrayoberflache be-
schreibt.s kann wegen der unterschiedlichen Oberflachenbehandlung im Inneren und
aulRerhalb der Messpunkte sehr verschiedene Eigenschaften besitzgn. $gizen
sich aus der kanalunabhangigen Dichiger gedruckten Sonden-DNA und einem ka-
nalspezifischen, pro Messpunkt konstanten Faktmisammen, der die zu messende
Transkriptmenge und weitere, spater durch die Normalisierung zu korrigierende Fak-
toren enthalt (vgl. §.28):

Pi@) = p@)d® (7.3)
Tz = p)Qrun (7.4)

Die Gleichungen[(7]3)und (7.4) beschreiben essentiell das Prinzip der konkurrie-
renden Hybridisierung. Fiir jeden Messpunkt ist das Verhafis 9"UN/M0t 2
messen, aus dem durch die Normalisierung das Verhéltnis der Transkriptmengen des
Experiments bestimmt wird.

Aus den Bildern werden die mittleren IntensitatER°t und 76" auf den Mess-
punktregionen\/ geschatzt:
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Rot _ 1 rot
" = o 2
(i,9)eM
( 1 rin
yGrin _ il > (7.5)
(i,5)eM

firjot und fgrunsind die Intensitaten der Pixél, j) der nach GI.2) modellierten
Fluoreszenzbilder. In den gemessenen Intensitaten sind noch die Hintergrundanteile
I, enthalten, die sich aus den Komponenteand s des Intenitatsmodells zusam-
mensetzen. Die unten noch einmal angegebene Gleichurjg (3.2) aus Aljschrjitt 3.3.4
Uber die differentielle Expressionsanalyse driickt die Schatzung des VerhaltRisses
eines Messpunktes durch dessen geschatzte Farbstoffluoreszenzinteﬂgﬁétmd

18"UNin beiden Bildkanalen aus.

¥ Grin Grin
e~ €2
IFRot JRot _ I}I)?}ot

R=

Dieser Ansatz ist sinnvoll, weil Nenner und Z&hler vpn}(3.2) linear beziglich des
jeweiligenc aus den GIn[(7]3) un@ (7.4) sind.

Die Anwendung der Gleichunf (3.2) setzt voraus, dass die Intensitdtsmessung nach
Gleichung [(7.p) auf korrespondierenden Regionérder beiden Kanéle erfolgt, da-
mit die in GI. (7.3/7.4) postulierte Gleichheit vgr{Z) in beiden Kanalen gegeben
ist. Die Korrespondenz kann jedoch durch Verschiebungen der Kanéle gestort sein,
die bei der Bildaufnahme entstehen (siehp $. 35). Die Verschiebung wird deshalb bei
der Gittersegmentierung an Messpunktobjekten mit Regionen in beiden Kanélen ge-
schétzt (siehe §. 63) und kann daher durch interpolierte Neuabtastung eines der beiden
Fluoreszenzbilder ndherungsweise korrigiert yve@ien.

Die Schatzung der Hintergrundintensitéﬁﬁf“” undIX%tist sehr schwierig, denn,
wie schon erwahnt, ist das Hintergrundsignal innerhalb und au3erhalb der Messpunk-
te wegen der Behandlung der Arrayoberflache nicht unbedingt gleich. Im Inneren der
Messpunkte kann aber das Hintergrundsignal offensichtlich nicht isoliert gemessen
werden. Schatzungen der Hintergrundintensitét in der Umgebung der Messpunkte flih-
ren bei kleinem Nutzsignal leicht zu negativen Schatzwerten fur die Farbstoffintensitat.
Eine haufige Ursache dafur sind ,schwarze Locher” (siehe|S. 31), also Messpunkte, die
tatsachlich geringere Intensitét als ihre Umgebung haben. Das Problem der schwarzen
Lécher kann man mit Bildverarbeitungsmethoden allein nicht I6sen. Eine andere Feh-
lerguelle ist die Segmentierung der Messpunkte und des Hintergrundes. Wenn sich in
einer vermeintlichen Hintergrundregion Teile von Messpunkten befinden, kdnnen die
Intensitatsschatzwerte leicht zu hoch ausfallen.

Fehler der Hintergrundkorrektur wirken sich auf die Schatzung der Gesamtintensi-
tat starker aus, wenn die Signalregion grof3er als der tatsachliche Messpunkt ist. Die
Region enthalt dann mehr Pixel, deren Hintergrundanteil korrigiert werden muss, aber
nicht zum Nutzsignal beitragen.

"Weglassen der Verschiebungskorrektur vergroRert den Varianzkoeffizienten in Replikatgruppen um bis
zu 10% [59].
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Dies sind zwei wichtige Griinde, weshalb die Signalsegmentierung fur die quan-
titative Auswertung pixelgenau die Messpunktrénder finden sollte. AuBerdem ist es
entscheidend, die Hintergrundintensitatsschatzung gegen Fehlsegmentierungen robust
zu machen.

7.2 Signalsegmentierung

Ein weit verbreitetes formadaptives Verfahren fur die Messpunktsegmentierung ist die
Mann-Whitney-Segmentierung [28], auf die der folgende Abschnitt néher eingeht. Die
bereits im Abschnitf 6]6 vorgestelite aktive Kontursegmentierung scheint ebenfalls
sehr geeignet, weil mit dem kontinuierlichen Konturmodell theoretisch sogar subpi-
xelgenau segmentiert werden kann.

7.21 Mann-Whitney-Segmentierung

Der in diesem Abschnitt behandelte Algorithmus bestimmt mit dem parameterfreien
Mann-Whitney-Verteilungstest aus den Intensitaten einer Menge vermuteter Signalpi-
xel S eine Teilmenge, deren Verteilung signifikant von der Intensitatsverteilung einer
Menge von Hintergrundpixel® verschieden ist.

Damit das Verfahren angewendet werden kann, muss es also schon eine Vorseg-
mentierung der vermuteten Signalregion und einer Hintergrundregion geben. Dazu
verwendet man die Ergebnisse der Gittersegmentierung.

Das Verfahren testet die Verteilung der Hintergrundstichprobe gegen Ausschnitte
der sortierten Liste der Intensitaten der vermuteten Signalpix@er Ausschnitt wird
so lange von niedrigen zu héheren Intensitaten verschoben, bis der Test signifikant
verschiedene Intensitat anzeigt. Der Median der Intensitaten im zuletzt gewahlten Aus-
schnitt liefert dann einen geeigneten Schwellwert zur Segmentierung der Signalpixel.

Mann-Whitney-Test

Der zum Vergleich der Intensitétsstichproben verwendete Mann-Whitney-Test beruht
ausschlieRlich auf Betrachtung der Rangordnung der Elemente beider Stichproben.
Allgemeine Darstellungen Uber diesen Test findet man z. B. bei Sprent [99] und in
vielen anderen Lehrbiichern. Die Teststatigfikvird in ihrer klassischen Form durch

die Anzahl von Paaren aus Elementen der Stichprobemd B definiert, deren4-
Element kleiner als daB-Element ist:

U=+#{(a,b)la <b,ac Abec B} (7.6)

U kann auch mit Hilfe von Rangsummen berechnet werden. Diese Variante heif3t
Wilcoxon-Version des Mann-Whitney-Tests. Es gibt eine effiziente Methode zur direk-
ten Berechnung der Mann-Whitney-Teststatistik ohne den Umweg tGber Rangsummen,
die hier im Algorithmug$ b verwendet wird.

Wenn die beiden Stichproben schon sortiert sind, kann man einfach abzahlen, wie-
viele Elemente ausl vor jedem Element au® liegen und dadurch die Anzahl der
Paare ermitteln, die ein kleineres Element ausnd ein grof3eres auB8 enthalten.

U kann damit bei schon vorsortierten Stichproben mit linearer Effizienz berechnet
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Abbildung 7.1:Links ein Ausschnitt aus einem Mikroarraybild der NMHy-Stichprobe
und rechts die vermutete Signalregion (grau), die Hintergrundregion
(weiss) und die segmentierte Signalregion (hellgrau) mit dem Kkriti-
schen WerCC' = 5, d.h. mit ca. 20% Signifikanz

werden. Das Beispiel in Tabe[le 7.1 verdeutlicht dieses Prinzip. In der speziellen An-
wendung des Tests zur Messpunktsegmentierung muss in der Regel mehrfach getestet
werden, wobei konstant bleibt und3 eine Subsequenz einer langeren sortierten Lis-

te ist.

Der Algorithmug § umfasst das gesamte Verfahren zur Schwellwertberechnung, also
das mehrfache Testen gegen Teillisten aus den sortierten Intensitatswerten der vermu-
teten Signalpixel® gegen die konstante Hintergrundmerde das in Abbildun2
veranschaulicht ist. Die vermutete Signalregion wird darin mit einem Kreis um das
Messpunktzentrunic,, c,) aus der Gittersegmentierung festgelegt, dessen Réatlius
so gewahlt wird, dass er gerade in eine Gitterzelle passt. Die Hintergrundsticiprobe
wird auf dem Kreisrand zuféllig ausgewahlt. In Abbilddng] 7.1 rechts ist die vermutete
Signalregion grau und der Kreisrand aus defmgezogen wird weil dargestellt.

Wenn bei einem dunklen Messpunkt die Intensitat Suiie die Hintergrundin-
tensitét verteilt ist, existiert kein Intervall if®, das signifikant hbhere Werte enthalt
als die Hintergrundstichprob®&”. Fiir dunkle Messpunkte kann daher mit der Mann-
Whitney-Segmentierung keine Region angegeben werden.

Die Segmentierung muss in beiden Bildkanélen getrennt durchgefuhrt und die gro-
Bere Ergebnisregion benutzt werden, da sonst die besonders interessanten Messpunkte,
die nur in einem der Kanale hell sind, nicht richtig segmentiert werden kdnnten.

Chen schlagt fur die Stichprobengréliden Wert 8 vor, da ab diesem Stichpro-
benumfang die Teststatistl in guter Naherung mit den Parametern= %F und
o = +/1?(1 + 1)/12 normalverteilt ist[28]. Erfahrungsgema&n sollte der kritische Wert
so eingestellt werden, dass der Test nicht zu sensitiv auf Unterschiede der Stichproben
reagiert (d. h. sogs-Fehler oder Fehler 2. Art sollten vermieden werden, Nullhy-
pothese ist die Gleichheit der Verteilung), weil dadurch zu kleine Schwellwerte be-
rechnet und starke Fehlsegmentierungen verursacht werden. Mit dem Test bei 10%-
Signifikanzniveau (kritischer Wer@'=5 fur I=8) bekommt man befriedigende Ergeb-
nisse. Es gibt Modifikationen des Tests, die wertgleiche Elemente in den beiden Stich-
proben (, Ties") genauer behandeln. Sie erhéhen die Sensitivitat und fihren daher nicht
zu robusterer Segmentierung.

Wenn auch ,schwarze Locher” segmentiert werden sollen, muss der zweiseitige Test
verwendet werden, der einem zusatzlichen einseitigen Test mit vertauschten Stichpro-
ben entspricht (man testét > B und B > A). Aus der Definintion der Teststatistik
Gl. ) folgt, dass die Teststatistik bei vertauschten Stichprobéh— U ist, denn
es gibt insgesamif Paare. Dadurch kann der zweiseitige Test sehr einfach realisiert
werden {* im Algorithmus6).
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Algorithmus 6 Mann-Whitney-Segmentierung
[* Parameter: (c,,cy): Mittelpunkt der vermuteten Signalregion

R: Kreisradius der vermuteten Signalregion
l: Stichprobengréf3e des Tests
C: kritischer Wert des Tests */

" — {fi|(R)? < (i — )+ (j — )% < (R)?}
I — {1 zuféllig gezogene Elemente aug”}
15— {fij|(i = c2)® + (j — ¢y)* < R*}
Sortierel’* und I
t—0 /I Anfang des zu testenden Intervalls/ii
repeat
k—t
U+~ 0,seenS «— 0
for ie{1...1} do
while (j < #I°) A (IF < IH) do
seenS «— seenS + 1
kE—Fk+1
end while
U—U-+s
end for
U* « min(U, 1% - U)
t—t+1 Il I; zu hdéheren Intensitaten verschieben (siehe Abb. 7.2)
until (U* < C)V (t > #I° —1)
(Zur Ubersicht ohne Fallunterscheidungen fiir die Segmentierung ,schwarzer Lcher*)

v
s N T [ [ [ [ [ [[]

=0 1y [N U< C
t=1 N | U*< C
t=2 N | U*< C
t=3 [ | U*=C

Abbildung 7.2:Die Schwellwertbestimmung mit dem Mann-Whitney-Test. Das Stich-
probenintervall) in der sortierten Liste der vermuteten Signalpixelin-
tensititswertd® (schwarze Pfeile) von den dunkelsten Werten so weit
zu helleren Werten verschoben, bis der Test signifikant h6here Intensi-
tat im Intervall als in der Hintergrundintensitatsstichprdieanzeigt.

Der rote Pfeil markiert den berechneten Intensitatsschwellwert. Zu den
Variablenbezeichnungen siehe auch Algorithfrjus 6.
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i | k|H|S]|seenS|l U
- 10 0 0
10| e 0] 0
210 0 0
3|10 0 0

Tabelle 7.1Ein Rechenbeispiel zum (einseitigen) Mann-Whitney-Test mit zwei acht-
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elementigen Stichproben. Es ist der erste Ablauf der FOR-Schleife von
Algorithmus[§ gezeigt, die die Teststatistik berechnet. Die Spalten H

und S stellen die geordneten Elemente der beiden Stichproben dar. Der
Schleifenzéhlei z&hlt Uber die Elemente von H. Immer wenn Elemente
aus S kleiner als das nachste abzuarbeitende Element aus H sind, tritt der
Algorithmus in die innere While-Schleife ein (grau unterlegte Zeilen der
Tabelle) und die Variable seenS z&ahlt mit, wieviele Elemente aus S pas-
siert werden. Wenn dann das nachste H-Element abgearbeitet wird, weil3
man, wieviele kleinere Elemente es in S gibt, also auch wie viele Paare es
gibt, die aus dem aktuellen H-Element und einem kleineren S-Element be-
stehen. Man summiert in der Variallebei jedem besuchten H-Element

die Anzahl der schon passierten S-Elemente auf und berechnet so die Test-
statistik, ohne tatséchlich alle Paare zu bilden.



7.3 Hintergrundschitzung
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Abbildung 7.3:Links: Auf dem grauen Bildbereich wird die Hintergrundintensitéat
zu der schraffierten Messpunktregion bestimmt. Rechts: Das Histo-
gramm auf der Hintergrundregion. Der lang ausgezogene rechte Ver-
teilungsschwanz, der auch Verunreinigungspartikel und verwischte
Messpunktrander enthélt, hat wesentlich starkeren Einfluss auf den
Mittelwert oder Median als auf den Modus der Verteilung.

7.3 Hintergrundschatzung

Die zweite Komponente der quantitativen Bildauswertung neben der Signalsegmentie-
rung ist das Schatzverfahren fir die Hintergrundintensitgtgn

Das Verfahren muss robust gegen Segmentierfehler sein und soll méglichst wenig
durch gréf3ere Verunreinigungen zwischen den Messpunkten gestért werden, denn we-
gen der verschiedenen Oberflacheneigenschaften innerhalb und auf3erhalb der Mess-
punkte sind Verunreinigungen auen meist nicht bedeutsam. ,Uberkorrektur* des Hin-
tergrundes muss vermieden werden, denn sie fhrt zu unbrauchbaren, negativen Mess-
werten.

Unter diesen Anforderungen scheint die Schatzung des Hintergrundanteils einer
Messpunktintensitat durch den haufigsten Intensitatswert (Histogrammmaximum oder
Modus) in der Messpunktumgebung am besten geeignet, weil die konstanten Kom-
ponentent des Hintergrundsignals ausgepragte Peaks im Histogramm erzeugen. Das
Beispiel Abbildung 7.8 zeigt, dass der ansonsten héufig benutzte Median der Intensi-
tat in der Messpunktumgebung nicht so robust gegen grof3flachige Verunreinigungen
ist wie der Modus. Bei dem Beispielmesspunkt haben Mittelwert, Median und Mo-
dus der Intensitat auf der Hintergrundregion die Werié.8, 81 und 29. Als lokale
Hintergrundregion dient ein Fenster mit einer Kantenlange von vier Gitterzellen um
den jeweiligen Messpunkt ohne die darin enthaltenen Messpunktregionen, wie es in
Abbildung[7-3 gezeigt ist.

Im Programm ,Scanalyze"” wird eine sehr &hnlich definierte lokale Hintergrundregi-
on benutzt, die Hintergrundintensitat wird aber durch den Median der Intensitaten auf
der Region geschatzt.

Plausibler als jede Hintergrundkorrektur anhand der Messpunktumgebung wére ein
Schatzverfahren, das nur Messpunktintensitaten benutzt. Dazu missten z. B. Negativ-
kontrollmesspunkte auf das Array gedruckt werden, deren Sequenz in den untersuch-
ten Proben nicht vorkommt und die daher das geringstmégliche Signal zeigen sollten.
Eine andere Mdglichkeit sind Messpunkte von Verdinnungsreihen. Durch Regressi-
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7 Quantitative Bildauswertung

onsanalyse der Messwerte kann ebenfalls der Hintergrund geschatzt werden [108].
Solche Verfahren sind offensichtlich vom Arrayentwurf abhangig und daher im Allge-
meinen nicht anwendbar.

Ein weiteres, allein mit Hilfe der Bilddaten kaum lésbares Problem stellt die Kreuz-
hybridisierung dar. Sie verursacht ein sequenzabhangiges Hybridisierungssignal, das
auf andere Weise geschatzt werden muss.

7.4 Verhaltnisberechnung und Qualitatsmerkmale

In Gleichung|(3.R) werden zunéchst die mittleren Intensitaten beider Kanéle bestimmt
und dann deren Verhdltnis gebildet. Weil aus dem Modell der konkurrierenden Hy-
bridisierung die lineare Abhangigkeit der Intensitaten korrespondierender Messpunki-
pixel der beiden Bildkanale folgt, kann das Verhaltnis prinzipiell auch an jedem ein-
zelnen Pixel bestimmt und dann eine Gesamtschatzung ermittelt werden. Im Ideal-
fall sollte das Intensitatsverhaltnis tberall auf dem Messpunkt konstant sein, d. h. ein
Messpunkt muss Uberall die gleiche Farbe haben.

Die Schéatzung des Gesamtverhaltnisses aus den Verhaltnissen einzelner Pixelin-
tensitaten heil3t Pixel-by-Pixel-Ansatz. Diese Methode setzt eine sehr gute Verschie-
bungskorrektur voraus, damit die Korrespondenz der Kanale sichergestellt ist. Sie hat
aber den Vorteil, dass mit der Varianz der Pixelintensitatsverhéltnisse auf dem Mess-
punkt ein Qualitatskriterium mitgeliefert wird. Ein Mittelweg zwischen Gesamtinten-
sitatsverhaltnis und Pixel-by-Pixel-Ansatz besteht in der Aufteilung der Signalregion
in Sektoren, in denen je ein Verhaltniswert berechnet wird. Die Sektoren sind grél3er
als einzelne Pixel, so dass die Robustheit gegen Verschiebungen besser als beim rei-
nen Pixel-by-Pixel-Ansatz ist. Trotzdem kann die Varianz des Verhéaltnisses geschatzt
werden. Die Gleichung (7.8) beschreibt allgemein die Verhéaltnisberechnung. Je nach
Definition der Sektoreiy;, (ganze Regiod/, Teile davon, einzelne Pixel) erhalt man
die verschiedenen Varianten.

2 (i.9)es) (f o)~ It%un)
Ry = rot rot (7.7)
2(i.g)es (f(z',j)_ bg)
R = (R} (7.8)
mit M = Sk, SinSj=0i#]
k

Als weiteres Qualitatskriterium neben der Varianz d&r bietet sich der lineare
Korrelationskoeffizient der Pixelintensitaten an.

Ahnliche Vorschlage fir Qualitatskriterien finden sich in der Arbeit von Brown und
anderen[[21]. Sie fuhren die ,Spot Ratio Variability* (SRV) ein, die sie durch die Va-
rianz der Pixelintensitatsverhaltnisse dividiert durch das Gesamtverhéltnis definieren.
In dem Artikel wird gezeigt, dass durch gewichtetes Mitteln der Verhaltnismessungen
replizierter Messpunkte die Genauigkeit verbessert werden kann. Die Kehrwerte der
SRV sind dazu geeignete Gewichtungsfaktoren.

Im Allgemeinen werden die verschiedenen Qualitatsmalie dazu verwendet, um nach
der Bildauswertung mit benutzerdefinierten Auswahlregeln unbrauchbare Messpunkte
auszufiltern.
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Die beiden wesentlichen Ziele, die mit den vorgestellten Methoden erreicht werden
sollen, sind die mdglichst allgemeine Anwendbarkeit der Gittersegmentierung fur die
Auswertung von verschiedenen Mikroarrays und die Reproduktion oder Verbesserung
der quantitativen Bildauswertung mit interaktiven Werkzeugen durch automatisierte
Verfahren. Dieses Kapitel beginnt mit Uberlegungen zu geeigneten Evaluationsme-
thoden, an die sich die Darstellung der Ergebnisse und des Ressourcenbedarfs des
Gesamtsystems anschliel3en.

8.1 Methoden zur Systemevaluation

8.1.1 Gittersegmentierung

Die Gittersegmentierung wird durch den Vergleich der Ergebnisse mit manuell vali-
dierten Segmentierungen evaluiert. Flr die Messpunktdetektion und die MZF-Energie-
minimierung gibt es verschiedene Verfahren, die prinzipiell beliebig miteinander kom-
biniert werden kdnnen. Als Energieminimierungsalgorithmen werden ,Highest Confi-
dence First* und ,Local Highest Confidence First" untersucht. Das ,Simulated Anneal-
ing“-Verfahren wird wegen der auferst langen Rechenzeit getrennt betrachtet. Zur
Messpunktdetektion werden das Schwellwertverfahren, die Segmentierung mit dem
aktiven Konturmodell und die Eigenspot-Methode betrachtet.

Es ist zu erwarten, dass sich die Verfahrenskombinationen abhé&ngig von den Ei-
genschaften der Eingabedaten unterschiedlich verhalten. Die Stichprobe wird daher in
einige Kategorien eingeteilt, die spezifische Probleme der Bildsegmentierung betref-
fen.

Als Evaluationskriterium dient jeweils der Anteil der korrekt segmentierten Mess-
punktgitter je Bild. Die Zahl der korrekt segmentierten Gesamtbilder ist weniger aus-
sagekraftig, weil sie den praktisch sehr relevanten Unterschied zwischen einer Git-
tersegmentierung mit nur wenigen falsch platzierten Gittern und einer vollstandig fal-
schen Segmentierung nicht erfasst. Zudem lasst der Stichprobenumfang teilweise noch
zu winschen (brig, so dass Uber den Anteil korrekt segmentierter Gitter besser abge-
sicherte Aussagen mdglich sind als tiber den Anteil korrekt segmentierter Bilder, denn
der groi3te Teil der Stichprobe besteht aus Bildern mit 16 oder mehr Gittern.

Ein Gitter ist korrekt segmentiert, wenn sein Ursprung weniger als 10% der Gitter-
zellenkantenlangen von der interaktiv validierten Position abweicht und die Gitterach-
sen ebenfalls nicht mehr als 10% von den korrekten Werten verschieden sind.

Neben der der Segmentierungsleistung selbst wird die Abhangigkeit von den MZF-
Parametern untersucht, um die Eignung der (wie in Absdhnitt|6.4.3 beschrieben) heu-
ristisch gewahlten Werte zu prifen. Dazu wird die Segmentierungsleistung unter Va-
riationen der gewahlten Parameterwerte gemessen.
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AulBerdem wird die Tauglichkeit der Restenergie an den MZF-Knoten als Ruckwei-
sungskriterium untersucht. Dazu werden die empirischen Verteilungen der Restenergie
an korrekt und falsch segmentierten Gittern verglichen.

8.1.2 Quantitative Auswertung

Die Evaluation der quantitativen Bildauswertung ist schwieriger als die Evaluation
der Gittersegmentierung, weil keine Referenzdatenséatze mit vorgegebenen, korrekten
Auswertungsergebnissen bekannt sind. Daten mit exakt bekannten Soll-Messwerten
kénnen kaum durch reale Mikroarrayexperimente beschafft werden, weil die Genex-
pression der Lebewesen von zu vielen und zu schwer kontrollierbaren Faktoren ab-
hangig ist. Um trotzdem zu einer aussagekraftigen Evaluation zu kommen, werden die
folgenden drei Untersuchungen durchgefiihrt:

Vergleich mit etablierten Werkzeugen

Die Plausibilitdt der mit dem hier beschriebenen System bestimmten Messwerte wird
durch den Vergleich mit Werten aus verbreiteten Systemen gepruft. Fur Vergleiche
dieser Art werden grafische Methoden benutzt, denn AusreiRer und systematische Ab-
weichungen verbieten haufig die Anwendung Ublicher Korrelationsmal3e fir Daten mit
gaussverteilten Fehlern [53,167, 71, 107].

Die mit verschiedenen Methoden bestimmten Messwerte werden also direkt gegen-
einander aufgetragen, wobei die Datenpunkte ideal auf der Diagonale des Koordina-
tensystems liegen sollten.

Da die Messfehler in der Regel bei kleinen Intensitaten grof3er sind, ist es aufschluf3-
reich, zusétzlich das Verhaltnis der mit verschiedenen Methoden gemessenen Intensi-
tatsverhaltnisse tber der (mittleren) Intensitéat aufzutragen.

Durch die direkten Vergleiche ist nicht zu entscheiden, welche Methoden genauer
arbeiten, solange es keine Kalibrierdaten gibt, bei denen die absoluten Sollwerte jedes
Messpunktes oder die relative Gré3e der Werte verschiedener Punkte vorgegeben sind.

Konsistenz der Messwerte replizierter Messpunkte

Die Varianz von Intensitatsmesswerten replizierter Messpunkte (gleiche Sondense-
guenzen auf einem Array) liefert ein Kriterium flr die Genauigkeit der Messverfah-
ren. Die Varianz der Replikat-Messwerte wird auch durch UnregelméaRigkeiten bei der
Arrayherstellung verursacht, aber zumindest relative Aussagen Uber die Glte der ver-
glichenen Auswertungsverfahren sind moglich.

Der Ansatz birgt einige Probleme: Die Varianz der Messwerte in einer Gruppe von
Replikaten hangt in aller Regel auch von den Messwerten selbst ab. Daher sollte nicht
die Varianz selbst sondern der Varianzkoeffizien{Quotient aus Varianz und Mittel-
wert) der Messwerte in Replikatgruppen betrachtet werden.

AuBerdem ist die Konsistenz allein nicht aussagekraftig, weil die ausschlie3liche
Betrachtung der Replikat-Varianzen systematische Fehler der Einzelmessungen nicht
beriicksichtigt. Das Konsistenzkriterium bevorzugt Messungen eines positiven Si-
gnalss mit konstantem, ebenfalls positivem systematischen Féhler
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_ Var(s+b) _ Var(s) - Var(s)
E(s+1b) E(s) + E(b) E(s)

Derartige systematische Fehler der Intensitatsmessung entstehen z. B. durch zu
grof3e Signalregionen, die zu gréReren Anteilen von Hintergrundintensitat in den Mess-
werten fuhren.

Der Extremfall ist ein ,Messverfahren“, das immer den gleichen konstanten Wert
liefert: Es wirde unter dem reinen Konsistenzkriterium optimal abschneiden. Daher
sollte also zusatzlich die Verteilung der Messwerte insgesamt betrachtet werden. Wenn
ein Verfahren bei dem Konsistenzkriterium besser abschneidet, aber gleichzeitig die
Intensitatsmesswerte oder ihre Varianz insgesamt sinken, ist keine gesicherte Aussage
maoglich. Ein Messverfahren liefert dagegen wahrscheinlich bessere Ergebnisse als ein
anderes, wenn es gleichzeitig geringere Variabilitét innerhalb der Replikatgruppen und
grol3ere Variabilitat auf allen Messwerten eines Arrays erzeugt.

Betrachtet man anstelle der Intensitaten das Intensitatsverhaltnis der zwei Bildkana-
le, das ja hauptsachlich gemessen werden soll, so missen dabei die Eigenheiten der
nichtlinearen Verhaltnisberechnung bericksichtigt werden. Es ist festzustellen, dass
systematische, positive Fehleder Einzelintensitaten und g das Verhéaltnis naher
zum Wert 1 verschieben, denn mit einigen trivialen Umformungen zeigt man die fol-
genden Ungleichungen:

b
fibgﬁ & 9>1 (8.1)
91229 i<l (8.2)
T T

Bei unterschiedlichen Fehlern im Rot- und Griinkanal ergibt sich im Wesentlichen
der gleiche Effekt. Daraus folgt, dass bei systematisch falscher Hintergrundschéatzung
die Varianz der Verhaltnismesswerte insgesamt sinkt und somit die Aussage des Kon-
sistenzkriteriums weniger klar ist.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zur einfachen Intensitdtsmessung besteht darin,
dass die Fehler hier nicht linear auf die Messgrol3e wirken. Das Fehlerfortpflanzungs-
gesetz[(8]3) fur das Intensitatsverhaltnis beschreibt linearisiert den Einfluss der durch
die Signalsegmentierung verursachten Intensitatsmesstelalgf den Verhaltniswert
[21,192].

I2 I
fg_grin fg_grun fg_grun

(8.3)

Die hohen Potenzen im Fehlerfortpflanzungsgesetz zeigen, dass die Verhaltnisbil-
dung unter unginstigen Umstanden als kraftiger ,Varianzverstarker" wirkt. Dieser Fall
tritt insbesondere bei Messpunken mit starken Unterschieden der beiden Intensitaten
ein, also gerade dann, wenn das Experiment einen Effekt gezeigt hat. Daher erscheint
es weniger zweckmafig, das Konsistenzkriterium auf die Intensitatsverhaltnisse anzu-
wenden.
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Qualitative Evaluation

Es stehen zwar keine Kalibrierdaten fir die signalnahe Mikroarrybildauswertung zur
Verfligung, aber man kann abstrakteres Wissen uber die untersuchten biologischen
(Modell-)Systeme zur qualitativen Bewertung der Plausibilitdt von Auswertungser-
gebnissen nutzen. Man misst also die Bildauswertung daran, wie gut die Messwerte
durch Modelle der Biologie erklarbar sind.

Man braucht zur Durchfiihrung einer solchen Evaluation erstens ein Expressions-
experiment an einem geeigneten biologischen Modellsystem, uber das ausreichend
viele und mit Mikroarrayexperimenten nachvollziehbare Erkenntnisse vorliegen, und
zweitens eine adaquate Prozedur zur Normalisierung und statistischen Auswertung der
Messdaten, die die Grundlage der biologischen Interpretation des Experimentes liefert.

Die Evaluation wird mit den Daten aus Mikroarrayexperimenten zur Wurzelknot-
chenbildung (Nodulation) bei der Pflankéedicago truncatulavon H. Kister und
anderen ( Universitat Bielefeld, Fak. f. Biologie) [69] durchgefihrt.

Wurzelknétchen (Noduln) werden in einer Symbiose der Pflanze mit Bodenbakte-
rien (in diesem Experimer@inorhizobium melilojigebildet. Die Noduln sind eigens
ausgebildete Organe der Pflanze, an deren Bildung Uber 20 bekannte Gene beteiligt
sind. Die Symbiose erlaubt der Pflanze die Aufnahme von Luftsauerstoff und ver-
schafft ihr daher einen Standortvorteil auf ndhrstoffarmem Boden. Die Fahigkeit zur
Bindung von Luftstickstoff wird landwirtschaftlich genutzt (Prinzip der Griindiingung)
und ist nicht zuletzt deshalb ein interessanter Forschungsgegenstand.

Klster und andere beschreiben das Mt6kRIT-MikroarMgdicago truncatulgk
root interaction transcriptome) und damit durchgefuhrte Pilotexperiment&izarhi-
zobium melilotinduzierten Nodulation, in denen die Genexpression in nicht-nodulier-
ten M. truncatulaWurzeln mit der Genexpression in Wurzelknétchen vier und zehn
Tage nach dem ersten Kontakt mit den Symbionten verglichen wurde. Die beiden Ex-
perimente werden im Folgenden mit Nod4 und Nod10 bezeichnet.

Das Ziel beider Experimente ist die Identifikation der differentiell exprimierten Ge-
ne. Darunter sollten sich auf jeden Fall Nodulationsgene befinden, aber vor allem bei
dem Nod10-Experiment ist wegen der langeren Dauer zwischen den Beobachtungs-
zeitpunkten zu erwarten, dass auch andere Gene z. B. durch Entwicklungsprozesse
ihre Expression verandern.

Die Mt6kRIT-Mikroarrays besitzen drei Replikate von jeder Sondensequenz und es
gibt in den Nodulationsexperimenten sechs technische Replikate jeder Hybridisierung.
Es gibt also die vergleichsweise grof3e Anzahl von insgesamt 18 Replikaten fir jeden
Messpunkt. Die statistische Auswertung der Gesamtexperimente ist zuverlassiger als
bei anderen Versuchen mit weniger Replikaten und macht so die Nod4- und Nod10-
Experimente besonders fur Evaluationszwecke geeignet.

Urspringlich wurde das Experiment wie folgt ausgewertet [69]:

e Zur Bildauswertung diente die kommerzielle Software Imagene (interaktive Git-
tersegmentierung, Signalsegmentierung mit z. T. manuell optimierten Kreisen
um die Messpunkte).

e Die Messwerte wurden mit dem LOWESS-Verfahren normalisiert, das linea-
re und nichtlineare Verzerrungen der Intensitatswerte korrigiert [36, 108]. Dem
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Verfahren liegt die Annahme zugrunde, dass das mittlere Intensitatsverhaltnis in
allen Intensitatsbereichen konstant sei.

e Die Verhaltniswerte wurden Uber alle vorhandenen Replikate gemittelt.

e Das primare Ergebnis der statistischen Auswertung ist die nach den normalisier-
ten M—Werteﬁl also den gemessenen Anderungen der Transkriptmengen sor-
tierte Liste der Sequenzen auf dem Array. AuRerdem wurde der t-Test fur die
M-Werte jeder Replikatgruppe gegen (fast) die gesamten Daten durchgefihrt.
Die t-Werte liefern p-Werte (Wahrscheinlichkeiten fiir das nicht-vorliegen diffe-
rentieller Expression) zu den mittleren M-Werten der Replikatgruppen.

Zur praktischen Durchflhrung der statistischen Auswertung ab der Normalisierung
diente das EMMA-System (Uni Bielefeld, ZfG)[8].

Die Bilder aus diesem Experiment wurden mit den Methoden dieser Arbeit neu
segmentiert und quantifiziert und der gleichen statistischen Auswertung unterzogen
wie oben beschrieben.

Damit sind wiederum Vergleiche mit der etablierten Methode (der kommerziellen
Bildauswertung) auf dem abstrakten Niveau der M-sortierten Sequenzliste moglich.
Vergleiche der Rangplatze der einzelnen Sondensequenzen geben hierzu eine Uber-
sicht.

Fur die Segmentierung der Signalregionen wurde in diesem Teil der Evaluation die
aktive Kontursegmentierung benutzt. Auf jeder Signalregion wurde der Mittelwert der
Intensitét bestimmt und die Hintergrundintensitéat (wie in Abschniit 7.3 beschrieben)
durch den Modus der Intensitatsverteilung geschatzt.

Bei der Bildauswertung mit Imagene benutzt das EMMA-System dagegen den Me-
dian der Intensitat auf der Signalregion als Intensitatsmesswert und den Median der
Intensitat in der Umgebung des jeweiligen Messpunktes als Hintergrundschéatzwert .

8.2 Stichproben

Zur Systemevaluation wird eine Stichprobe von insgesamt 387 Arraybildern verwen-
det. In der Tabellg 8]1 ist aufgelistet, wie sich die Gesamtstichprobe aus verschiedenen
Typen von Arrays zusammensetzt. Die Teilstichproben unterscheiden sich primar in
Grofe, Anzahl und Anordnung der Gitter. Die Bezeichnungen der Arrayserien, die
aus der gleichen Qelle stammen, sind in der ersten Spalte der Tabelle mit der gleichen
Farbe unterlegt.

Die zwdlf Arrays aus deMedicageNodulationsexperimenten, die zur Evaluation
der quantitativen Bildauswertung dienen, sind in der Mt6kRIT-Serie enthalten. Fir die
direkten Vergleiche mit etablierten Auswertungswerkzeugen und die Konsistenzunter-
suchung von Replikatgruppen werden ein Mt6kRIT-Array aus dem Nod4-Experiment
und ein Array aus der ZmDB-606-Serie benutzt. Die ZmDB-606-Arrays besitzen wie
die Mt6kRIT-Arrays ebenfalls dreifach replizierte Messpunkte und sind damit fiir die

1im Zusammenhang mit der statistischen Auswertung werden haufig die Bezeichnungen ,A-Wert* fiir
den Logarithmus zur Basis 2 des arithmetischen Mittelwertes der Intensitaten beider Kanéle eines
Messpunktes und ,M-Wert“ fiir den Logarithmus zur Basis 2 des Intensitatsverhaltnisses benutzt.
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o |8 £ E= S |6 |2|5|3
Name | »n O (0] Q| |D|al>
Halle A | 66| 2x6 6x4 °
S.Meliloti Oligo | A | 60 | 4x12 | 21x20 °
S.Meliloti PCR A | 23] 12x12 | 6x24 | e °
Mt6kRIT A | 35| 4x12 | 18x24 o | o | o
MtBKRIT A | 24| 4x12 | 21x24 o | o | o
Chugai B |40 | 4x4 | 22x22 | e
CAMDA Contest| C | 29| 2x2 | 44x44 °
SMD C | 18| 4x8 | 20x19 e | o | e
TLG Mensch D | 18| 4x12 | 28x24 | e
ApoAl E | 16| 4x4 | 21x19 o | o o o
Sporman F | 11| 4x4 | 19x19
WNT G | 10| 4x8 | 28x27
NMHy H| 9 2x2 | 32x21
Swirl [ 4 4x4 | 24x22
FlyChip 002 J | 4 | 4x12 | 12x13
FlyChip 002 G J | 1| 4x12 | 12x13
Spot K| 3 4x4 | 21x21
Maroun C L | 4 4x8 | 30x30 °
Maroun B L | 3 4x8 32x31 o | o
ZmDB Typ 606 | M | 3 2x4 | 45x45 °
ZmDB Typ605 | M | 2 2x4 | 46x46 °
Pine N | 2 2x2 | 24x16
MicroZip O | 1| 4x12 | 32x29 | e | °

Tabelle 8.1Die Liste der Arrayserien, ihre Gitteranordnung und eine grobe Typisie-
rung
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Abbildung 8.1:Ein Ausschnitt aus einem Mikroarraybild aus der Serie TLG Mensch.
Es sind vier Gitter zu sehen, deren vertikale Rander am Zeilenversatz
etwa in der Bildmitte zu erkennen sind.

Konsistenzuntersuchung geeignet. Die Vergleichsauswertung fir das ZmDB-Array er-
folgte mit der frei erhdltlichen, interaktiv zu benutzenden Software ,Scanalyze“von
M. Eisen [38].

Die Teilstichproben besitzen einige Eigenschaften, die unterschiedliche Probleme
bei der Gittersegmentierung verursachen. Folgende Kategorien werden zur Beschrei-
bung der Eigenschaften benutzt:

e Dicht gepackte Gitter

Bilder mit dicht gepackten Gittern besitzen keine durchgehenden Licken zwi-
schen den einzelnen Messpunktgittern, so dass sie nicht ohne weiteres mit rei-
nen Achsenprojektionsverfahren segmentierbar sind. Die Abbilfurig 8.1 zeigt
als Beispiel einen Ausschnitt aus einem Bild der TLG Mensch-Arrayserie.

e Ungiinstiges Signal-Rauschverhéltnis

Bei einigen Bildserien erreicht das Signal der meisten Messpunkte kaum groR3e-
re Werte als das Hintergrundrauschen. Ursachen dafir konnen u. a. ungunstige
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Abbildung 8.2:Zwei Ausschnitte von Arraybildern aus der S. Meliloti PCR- bzw.
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SMD-Stichprobe mit unglinstigen Signal-Rauschverhaltnissen. Visu-
ell wirkt sich der Effekt durch Kontrastarmut der Bilder aus.

Hybridisierungsbedingungen, vorzeitiger Zerfall des Flureszenzfarbstoffs (z. B.
durch Ozon) oder zu vorsichtiges Waschen der Arrays nach der Hybridisierung
sein. Da diese Einflisse nicht direkt mit dem Drucken der Arrays zusammen-
héngen, sind meist nur einige Arrays einer Serie betroffen.

Hohe Signaldynamik

Der Farbraum der Mikroarraybilder ist mit 65535 Graustufen in jedem Kanal
so fein diskretisiert, dass nicht mehr alle Helligkeitsabstufungen mit dem Auge
wahrnehmbar sind. Bei einigen Arrayserien gibt es neben einigen sehr hellen
Messpunkten zahlreiche solche, die sich nur minimal vom Hintergrund abhe-
ben und auch fur menschliche Betrachter kinstlich sichtbar gemacht werden
mussen. Die ApoAl-Teilstichprobe zeigt diese Eigenschaft besonders deutlich
(siehe Abb[ 8.8). Der Unterschied zu den Bildern mit dem Merkmal ,Unguinsti-
ges Signal-Rauschverhaltnis” besteht darin, dass dort zusétzlich die Varianz des
Hintergrundsignals so grof3 ist, dass sich die Intensitéatsbereiche von Hintergrund
und dunklen Messpunkten stark tiberlappen. Das Merkmal ,Hohe Signaldyna-
mik® bezieht sich auf die Verteilung der Intensitat der Messpunkte selbst, wah-
rend das andere Merkmal Hintergrund und Messpunkte vergleicht.

Dunkle Gitterrénder

Bei fast allen Bildern der Stichprobe stellt man fest, dass die Signalintensitéat
an den oberen GitterrAndern hoéher als an den unteren Randern ist. Das deu-
tet auf einen Auswabhleffekt bei der Zusammenstellung der Sondensequenzen
hin, da die unteren Zeilen der Messpunktgitter zuletzt gedruckt werden. Eine
weitere, triviale Ursache fur dunkle Gitterzeilen ist die Beendigung des Druck-
vorgangs vor Erreichen des Zeilenendes oder allgemein unbenutzte Facher in
den Behalterplatten mit dem Sondenmaterial. Bei dem linken Arrayausschnitt



8.3 Korrektheit der Gittersegmentierung

Abbildung 8.3:Ein Ausschnitt aus einem Bild der ApoAl-Serie. Links ist das Bild im
Originalzustand zu sehen, rechts ist der gleiche Ausschnitt mit nichtli-
near verstarkter Intensitat gezeigt (Gammakorrekturmig). Es gibt
Gruppen besonders heller und sehr schwach sichtbarer Messpunkte.

in Abb.[8.2 aus der S. meliloti-Serie ist dieser Effekt zu sehen, allerdings wurde
spaltenweise gedruckt (?).

¢ \erlaufene Messpunkte

Wenn die Messpunkte zu dicht oder unter zu hoher Luftfeuchtigkeit gedruckt
werden, kénnen sie ineinanderlaufen und sind nicht mehr leicht getrennt seg-
mentierbar. Technische Schwierigkeiten mit dem Arrayer fihren manchmal zu
Unterbrechungen des Druckvorgangs und verursachen dabei verschmierte Mess-
punkte. In den Abbildunggn §.3 upd B.4 sind solche Arrayfehler zu sehen.

Bilder, die auch ein Mensch nur sehr miihsam oder gar nicht eindeutig segmentieren
kann, sind in der Evaluationsstichprobe nicht enthalten. Darunter fallen z. B. Bilder
von sehr stark verunreinigten oder fehlgeschlagenen Hybridisierungen, in denen fast
keine Messpunkte zu sehen sind und Bilder in denen wegen Stérungen des Arrayers
die Gitterachsenrichtung nicht konstant ist.

In den folgenden Abschnitten werden nun die Ergebnisse selbst dargestellt.

8.3 Korrektheit der Gittersegmentierung

Die Tabelle[8.P zeigt die durchschnittlichen Anteile korrekt segmentierter Gitter je
Bild bei verschiedenen Kombinationen der MZF-Energieminimierungsverfahren HCF
und Local HCF mit den Messpunktdetektionsverfahren (einfache Schwellwertregio-
nen, Eigenspot-Ansatz und aktives Konturmodell mit dem trainierten Polynomklassi-
fikator und mit dem am Hintergrundrauschen kalibrietgrSchwellwert). Dazu sind
jeweils die Konfidenzintervalle zum 5%-Niveau angegeben, die sich aus Stichproben-
grofRe und den Anteilwerten selbst ergeben (siehe Krengel, Kapl 5 [68]).

Bis auf einen Fall liefert die MZF-Energieminimierung mit dem Local HCF-AI-
gorithmus etwas bessere Ergebnisse. Die Unterschiede sind aber nicht sehr grof3 und
nicht in jedem Fall signifikant. Dagegen sind erwartungsgemalf die Ergebnisse bei
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8 Ergebnisse

Abbildung 8.4:Ein Ausschnitt aus einem Bild der MarounB-Serie. Beim Drucken die-
ses Gitters hat sich vermutlich die Nadel im Druckkopf verschoben.

| HCF | Local HCF \
Schwellwert 9150 [91.0,92.0] | 9225 [91.8,92.7]
Eigenspots 94.91 [94.5953] | 9529  [94.9,95.6]

Aktive Konturen / Polynomklass. 96.28 [95.9,96.6] | 95.71 [95.3,96.0]
Aktive Konturen / E.-Schwellwert | 95.65 [95.3,96.0] | 95.80 [95.4,96 1]

Tabelle 8.2Die mittleren Prozentsatze korrekt segmentierter Gitter je Bild unter
Verwendung verschiedener Energieminimierungsalgorithmen und Mess-
punktdetektionsmethoden. Dazu sind jeweils Konfidenzintervalle angege-
ben.

den drei aufwandigeren Messpunktdetektionsverfahren deutlich besser als mit dem
Schwellwertverfahren der Regionensegmentierung. Der (signifikante) Unterschied be-
tragt etwa drei bis dreieinhalb Prozent, und die verbesserten Verfahren unterscheiden
sich untereinander nur wenig. Mit dem kalibriertBpSchwellwert zur Klassifikation

der aktiven Konturen werden ebenso gute Ergebnisse erreicht wie mit den Verfahren,
die klassifizierte Stichproben verwenden.

Mit der einfachen Messpunktdetektion werden 65% und mit den leistungsfahige-
ren Verfahren 75-77% der Bilder vollstandig richtig segmentiert. Bei Verwendung der
aktiven Kontursegmentierung werden 12 der 23 Bildserien vollstandig richtig segmen-
tiert.

Die Grafik in Abbildung 8.5 zeigt, wie die Ergebnisse innerhalb der Gesamt- und
Teilstichproben variieren. Die Punkte zeigen die Mittelwerte der Anteile korrekt seg-
mentierter Gitter je Bild fur jede Teilstichprobe an, wobei die horizontalen Linien den
Bereich der aufgetretenen Einzelwerte darstellen.

Man erkennt, dass die Bildserien mit guter Bildqualitat, die sich Uberwiegend im
unteren Teil der Liste befinden (siehe Tabgllg 8.1), weitgehend fehlerfrei segmentiert
werden. Einzelne Fehler in diesen Teilstichproben, wie z. B. bei den Fly-Chip-Arrays,
werden durch lokale Kontaminationen der Arrayoberflachen verursacht. Die wichtigs-
te Fehlerursache bei den Ubrigen Arrayserien sind dunkle Randzeilen oder -spalten, die
keine eindeutige Gittersegmentierung zulassen. Die Komponente des MZF-Potentials,
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Abbildung 8.5:Die Punkte markieren die mittleren Prozentséatze korrekt segmentier-
ter Gitter je Bild fur alle Teilstichproben mit der aktiven Konturseg-
mentierung undt.-Schwellwertklassifikation. Die Balken zeigen den
Bereich der aufgetretenen Werte.
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8 Ergebnisse

die regelmaRige Gitteranordnungen bevorzugt, kann diese Probleme nicht immer be-
seitigen, aber die Ergebnisse werden erheblich schlechter, wenn man sie abschaltet.
Die Segmentierfehler bestehen meist in Verschiebungen der Gitter um eine Zeile oder
Spalte.

Die Arrays der ,Halle"-Serie besitzen sehr kleine Gitter, deren Messpunkte z. T.
Uberwiegend dunkel sind. Bei einigen dieser Bilder versagt die Gitterkonstantenschat-
zung, weil zu wenige Regionen an benachbarten Gitterknoten gefunden werden. Ein
ahnliches Problem tritt bei einem Array in der Mt6kRIT-Serie auf.

Die Fehler bei der Gittersegmentierung der TLG Human-Serie sind zum Teil da-
durch verursacht, dass hier wegen technischer Probleme beim Drucken einige Git-
ter ineinandergeschoben sind, wodurch keine sinnvolle Segmentierung mit dem MZF-
Modell méglich ist, das Uberlappende Gitter verbietet. Dazu kommen Fehlleistungen
der Messpunktdetektion.

Die Abbildung[8.6 stellt die Segmentierungsleistung mit den verschiedenen Mess-
punktdetektionsverfahren nach den Teilstichproben aufgeschlisselt gegentber. Die ro-
ten Balken gehdren zum einfachen Schwellwertregionenverfahren, die orangefarbenen
zur Eigenspot-Methode und die gelben zur aktiven Kontursegmentierung mit Poly-
nomklassifikator. Die grof3ten Einzelverbesserungen durch die aufwandigeren Verfah-
ren sind bei Bildern zu finden, die verlaufene Messpunkte enthalten (CAMDA Contest,
Apo Al, MicroZip).

Bei den Segmentierungsergebnissen der S. meliloti-Teilstichprobe stellt man h&u-
fig fest, dass die Energieminimierung mit Local HCF oder HCF das globale Optimum
nicht erreicht, weil es Kopplungen Giber mehrere Knoten hinweg gibt, wie schon in Ab-
schnit{6.4.4 bzw. Abp 6.14 gezeigt. Fir zwei dieser Bilder wurde die Energieminimie-
rung mit dem Simulated-Annealing-Verfahren durchgefiihrt, wodurch sich die Energie
noch etwas senken lies, die Zahl der Fehler (6 der 48 Gitter falsch positioniert) aber
gleich blieb. Die Abbildung 8]7 zeigt die Energie im MZF wahrend des Annealings.
Die Tatsache dass die Fehlerzahl nicht sinkt lasst vermuten, dass in diesem Fall die
Grenzen des heuristischen MZF-Modells erreicht sind.

8.3.1 Stabilitit der Parameter des MZF-Modells

Die Abbildung[8.8 zeigt reprasentativ an dem Beispiel der Sporman-Teilstichprobe
die Abhangigkeit der Segmentierungsleistung von den freien Parametern des MZF-
Modells. Bei den meisten leicht zu segmentierenden Bildserien sind die Ergebnisse
fast ganz unabhéangig von der Parameterwahl, weil bei ausreichend groRen Licken
zwischen den Gittern fast keine Interaktion zwischen den MZF-Knoten stattfindet. Bei
einigen Bildserien, bei denen die Energieminimierung das globale Minimum nicht er-
reicht (S. meliloti PCR, TLG Human) ist die Abhangigkeit der Segmentierungsergeb-
nisse von den Parametern sehr kompliziert (mehrere Maxima). Bei Bildserien, bei de-
nen die Messpunktdetektion Probleme bereitet (z.B. Halle und Apo Al), sind die Ma-
xima der Segmentierungsleistung bei hdheren Werten des ParameterBnden, der

die regelmaRige Gitteranordnung gewichtet. Offensichtlich ist die a-priori-Information
nutzlicher, wenn die Beobachtungen unsicher sind. Weitere Beispiele hierzu sind in
dem Artikel zur MZF-Gittersegmentierung diskutiert [60].
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Abbildung 8.6:Vergleich der Prozentanteile korrekt segmentierter Gitter in jeder Teil-
stichprobe bei Messpunktdetektion durch Schwellwertsegmentierung
(oberer Balken der Dreiergruppen), mit aktiven Konturen (mittlerer
Balken) und mit dem Eigenspot-Ansatz (unterer Balken). Die Teil-
stichproben, die verlaufene Messpunkte enthalten, sind mit Punkten
markiert. Bei diesen Bildserien bringt die verbesserte Messpunktde-
tektion deutlichen Gewinn.
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Abbildung 8.7:Die Energie der MZF-Konfiguration und der Temperaturparame-
ter des Metropolis-Algorithmus bei der Gittersegmentierung mit
dem Simulated-Annealing-Verfahren sowie die mit dem Local HCF-
Verfahren erreichte Restenergie, aufgetragen Uber der Zahl der Itera-
tionen (Konfigurationsanderungen)

8.3.2 Restenergieen des MZF-Modells

Die Abbildung[8.9 zeigt Histogramme der Restenergieen einzelner MZF-Knoten, die
zu korrekten Segmentierungsergebnissen (griin) und falsch segmentierten Gittern ge-
horen (rot). Die Energieverteilungen korrekt und fehlerhaft segmentierter Gitter tiber-
lappen sich stark, weshalb die Restenergie in dieser Form nicht als Riickweisungskri-
terium geeignet scheint.

8.4 Quantitative Bildauswertung

Die Evaluation der quantitativen Bildauswertung wird mit den Bildern aus ldea-
cagoNodulationsexperiment und einem Bild aus der ZmDB-Stichprobe durchgefiihrt,
das ebenfalls viele replizierte Messpunkte enthélt. Die Vergleichswerte fir die Medica-
go-Bilder sind mit der kommerziellen Software Imagene bestimmt und fir das ZmDB-
Array mit dem frei erhaltlichen Scanalyze.

Die Abbildung[8.1D zeigt die Regionenbilder, die mit den drei verschiedenen Ver-
fahren zur Signalsegmentierung in einem Ausschnitt von einem der Medicago-Array-
bilder berechnet werden. Die Radien der Kreissegmentierung werden aus der Regio-
nensegmentierung der Gittersegmentierung tlbernommen. Bei dunklen Messpunkten,
zu denen dort keine Regionen vorhanden sind, mussen daher (aus den Gitterkonstan-
ten abgeleitete) Standardwerte eingesetzt werden. Am Ergebnis der Mann-Whitney-
Segmentierung ist deutlich zu erkennen, dass dies Verfahren bei dunklen Messpunk-
ten keine Regionen bestimmen kann. Bei sehr hellen Messpunkten erscheinen die
Regionen dagegen oft zu groR. Zur quantitativen Auswertung dunkler Punkte ohne
Mann-Whitney-Region wird die Kreissegmentierung benutzt. Die aktive Konturseg-
mentierung erzeugt im Vergleich zur Mann-Whitney-Segmentierung kleinere Regio-
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Abbildung 8.8:Untersuchung der Stabilitat der MZF-Parameter an der Sporman-
Stichprobe. In der Umgebung der gewéhlten Werte: 1 (Regionen
in Gittern), 3, = 1 (Regionen zwischen Gittern) unt} = 0.33 (Re-
gelmafige Gitteranordnung) &ndert sich die Korrektheit der Segmen-
tierung kaum. Die Variation des Parametgis der das Uberlappungs-
Potential gewichtet, ist ohne Einfluss auf die Korrektheit der Segmen-
tierung.

nen mit glatteren Randern. Nur bei dunklen Messpunkten entstehen sehr unregelméa-
Big geformte Regionen, weil bei fehlenden Objektkanten Hintergrundrauschen oder
Artefakte segmentiert werden. Verunreinigungen kénnen auch bei diesem Verfahren
Fehlsegmentierungen verursachen, aber sie sind wesentlich seltener als bei der Mann-
Whitney-Segmentierung. Dazu muss allerdings gesagt werden, dass bei anderen Bil-
dern (z. B. dem NMHy-Beispielbild in Abb. 7.1 auf[S. 104) mit geringerem Rauschen
(die mangels Replikaten nicht fir die quantitative Evaluation geeignet sind) zumindest
der visuelle Eindruck der Regionenbilder besser ist.

8.4.1 Direkter Vergleich mit etablierten Systemen

Die Abbildung[8.11 zeigt die Intensitatswerte, die man mit den drei verschiedenen
Signalsegmentierungsmethoden (Kreise, Mann-Whitney und aktive Konturen) erhalt,
und die Vergleichswerte der Auswertung mit Imagene bzw. Scanalyze gegeneinan-
der aufgetragen. Man erkennt, dass die aktive Kontursegmentierung zu hoéheren In-
tensitatswerten fuhrt als die anderen Methoden (in der Zeile ,Aktive Konturen“liegen
praktisch alle Datenpunkte tber den Diagonalen). An den zugehdrigen Regionenbil-
dern in Abbildung 8.70 erkennt man den Grund dafiir: Die Signalregionen der aktiven
Kontursegmentierung enthalten abgesehen von dunklen Messpunkten den kleinsten
Hintergrundanteil, so dass sich die hochsten mittleren Intensitaten ergeben. Die Ab-
weichungen zwischen den unterschiedlichen Methoden sind dennoch im Wesentlichen
linear. Kreis- und aktive Kontursegmentierung machen die in den Bilddaten vorhan-
dene Ubersteuerung deutlicher sichtbar als die Mann-Whitney-Segmentierung und die
Vergleichsmethoden.

In Abbildung[8.12 sieht man Vergleiche der mit verschiedenen Programmen be-
stimmten Intensitatsverhaltnisse. Es ist jeweils die Differenz der M-Werte (ber dem
mittleren A-Wert aufgetragen (also das Verhaltnis der Verhaltnisse tGber den gemittel-
ten Intensitaten mit logarithmierten Achsen). GrofRere Abweichungen zeigen sich nur
bei dunkleren Messpunkten. Dies ist besonders bei dem Vergleich mit Scanalyze auf
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Abbildung 8.9:Histogramme der MZF-Knotenenergien richtig (griin) und falsch (rot)
segmentierter Gitter fiir die Teilstichproben TLG Human (links) und
S. meliloti PCR (rechts)

Abbildung 8.10Ein Ausschnitt aus einem Mt6kRIT-Mikroarraybild und die mit
Kreissegmentierung, Mann-Whitney-Segmentierung und aktiven
Konturen bestimmten Messpunktregionen.

Unterschiede bei der Hintergrundkorrektur zurtickzufihren, da die Abweichung of-
fensichtlich systematisch ist (Bei den eigenen Ergebnissen und bei Imagene wurde der
Modus der Hintergrundintensitat benutzt, bei Scanalyze der Median der Hintergrun-
dintensitat).

Robustheit beziiglich der Gittersegmentierung

Alle Signalsegmentierungsmethoden erfordern die Vorgabe einer ungefahren Mess-
punktposition durch die Gittersegmentierung. Die Messpunktsegmentierung sollte
mdoglichst robust gegen kleine Variationen der Gittersegmentierung sein, damit die
Reproduzierbarkeit auch bei manuell korrigierter Gittersegmentierung moglichst gut
ist. Die TabelleL8. stellt die Korrelationen der Messwerte bei verrauschten Mess-
punktpositionen (Standardabweichung 1 Pixel) mit den Messwerten bei unverrausch-
ten Messpunktpositionen fir die verschiedenen Segmentierungsverfahren gegeniber.
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Abbildung 8.11:0ben sind die Intensitdten der Messpunkte im Rotkanal des Arrays
Mt6KkRIT-121S02 bei verschiedenen Methoden der Messpunktseg-
mentierung und die Vergleichsdaten der Imagene-Bildauswertung ge-
geneinander aufgetragen. Unten sind die Daten fiir das Array ZmDB-
606-01-02-53 dargestellt, wobei die Vergleichsdaten mit Scanalyze
bestimmt sind. Die Hintergrundanteile sind in beiden Fallen noch
nicht korrigiert.
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Abbildung 8.12:0ben sind die Differenzen der mit AIM und Imagene berechneten
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M-Werte der Messpunkte des Arrays Mt6kRIT-121S02 tber den A-

Werten aufgetragen (Verhaltnis der Verhéltnisse tber der mittleren
Intensitat, logarithmische Achsen). Unten sind die mit Scanalyze
und AIM bestimmten Messwerte des Arrays ZmDB-606-01-02-53 in

gleicher Weise dargestellt.



8.4 Quantitative Bildauswertung

Die Kreissegmentierung und die aktive Kontursegmentierung haben demnach die bes-
ten Robustheitseigenschaften. Das relativ schlechte Abschneiden der Mann-Whitney-
Segmentierung ist vermutlich durch die empfindliche Abhéngigkeit des Verfahrens von
der lokalen Hintergrundstichprobe bedingt. Durch die Verrauschung der Gittersegmen-
tierung geraten leicht Signalpixel benachbarter Messpunkte in die Hintergrundstich-
proben und stéren die Segmentierung. Die Kreissegmentierung ist robust, weil deren
Regionen meistens etwas Hintergrund mit einschliel3en, so dass bei kleinen Verschie-
bungen die tatsachlichen Messpunkte in der Signalregion bleiben.

Array \ Kreissegmentierung  Mann-Whitney  Aktive Konturen
ZmDB 606-01-02-53 | 0.9971 0.9463 0.9963
Mt6kRIT-121-502 0.9900 0.9541 0.9960

Tabelle 8.3Die Korrelationen der Intensitatsmesswerte mit verrauschter und mit un-
gestorter Gittersegmentierung bei Verwendung verschiedener Signalseg-
mentierungsmethoden. Zum Vergleich dienten 15376 (ZmDB) bzw. 5453
(Mt6kRIT) Messpunkte mit Intensitaten von mindestens zwei Standard-
abweichungen tber dem Hintergrundsignal.

8.4.2 Konsistenz replizierter Messdaten

Die Arrays der Zmdb-606- und Mt6kRIT-Teilstichproben besitzen drei (sequenzglei-
che) Replikate von jedem Messpunkt und sind daher von den zur Verfiigung stehenden
Arrays am besten fiir die Konsistenzprifung an Replikatgruppen geeignet. Auf den
ZmDB-606-Arrays gibt es 5400 und auf den Mt6kRIT-Arrays 6144 Replikatgruppen.
Davon wurden 4852 bzw. 2985 Gruppen verwendet, die frei von gesattigten Signal-
pixeln waren und deren Intensitdtsmesswerte mindestens zwei Standardabweichungen
Uber dem Hintergrundrauschen lagen. Mit diesen Anzahlen von Replikatgruppen ist
trotz der recht kleinen Anzahl von drei Replikaten pro Gruppe ausreichende statisti-
sche Sicherheit gegeben. Die Abbildyng 8.13 zeigt geschatzte Verteilungsdichten der
Varianzkoeffizienten der Replikatgruppen und der Messwerte selbst. Bei den Daten
beider Arraytypen erkennt man, dass Kreis- und Mann-Whitney-Segmentierung die
grol3te (unerwiinschte) Varianz in den Replikatgruppen erzeugen. Die aktive Kontur-
segmentierung fuhrt zu etwa gleich grof3er Varianz in den Replikatgruppen wie die
manuell unterstitzte Auswertung mit Imagene und zu kleinerer Varianz als die Aus-
wertung mit dem Programm Scanalyze. Dabei ist die Varianz der Intensitdtsmesswerte
insgesamt bei der aktiven Kontursegmentierung gréer als bei den Vergleichsdaten,
was zusammen mit der ersten Beobachtung positiv fir die aktive Kontursegmentie-
rung zu werten ist. Der Unterschied ist bei den Scanalyze-Daten deutlicher als bei den
Imagene-Daten.

8.4.3 Qualitativer Vergleich

Nach der Betrachtung der bildnahen Messdaten werden nun die daraus abstrahier-
ten Auswertungsergebnisse ddedicageNodulationsexperimente Nod 4 und Nod

10 verglichen, die man bei Verwendung des Bildauswertungssystems Imagene und
dem hier beschriebenen Verfahren erhélt. Zunachst fallt beim Vergleich der tber alle
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Abbildung 8.13:Verteilung der Varianzkoeffizienten der Intensitéaten von Gruppen von
replizierten Messpunkten (links) und Verteilung der mittleren Inten-
sitat der Gruppen bei Messpunktsegmentierung mit Kreisverfahren
(blau), aktiven Konturen (rot), Mann-Whitney-Methode (griin) und
mit den Programmen Scanalyze (schwarz) und Imagene (violett)
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8.5 Laufzeitverhalten und Speicherbedarf

Replikate gemittelten M-Werte (logarithmierte Intensitatsverhéltnisse) auf, dass AIM
systematisch etwas kleinere Werte berechnet (siehe[AbR. 8.14). Die Ursache ist ver-
mutlich, dass das Auswertungssystem EMMA bei den Imagene-Daten den Median-
Hintergrundschétzer und bei AIM den Modus-Hintergrundschétzer benutzt. Die Mo-
dus-Hintergrundschétzungen sind systematisch kleiner, weshalb der in Abschnitt 8.1.2
diskutierte Dampfungseffekt eintritt. Die Korrelation der M-Werte beider Programme
ist dennoch mit etwa 0.854 bei beiden Experimenten recht gut.

In der Originalauswertung des Experimentes sind die Sondensequenzen nach den
M-Werten sortiert[69]. Daher sind in Abbildupg 8|15 die Range der entsprechend ge-
ordneten Sondensequenzen bei den beiden Auswertungen gegeneinander aufgetragen.
Man erkennt weitgehende Ubereinstimmung, wobei es bei dem Nod 4-Experiment
etwas haufigere Umordnungen gibt. Im Anhang C sind detaillierte Listen der Sonden-
sequenzen mit den jeweils 250 gro3ten M-Werten zu finden. Rangstatistiken zeigen,
dass die bekannten Nodulin-Gene in der AIM-Auswertung etwas nédher an den Enden
der M-sortierten Listen der Sondensequenzen erscheinen. Daraus laft sich aber nicht
unbedingt schlieRen, dass diese Auswertung genauer ist, denn man muss davon aus-
gehen, dass in dem Experiment neben den Nodulin-Genen viele weitere Sequenzen
unterschiedlich exprimiert werden.

Helge Kuster, einer der Autoren ditedicageNodulationsexperimente, kommen-
tiert die Ergebnisse der beiden Auswertungen so:

Generell Iasst sich also sagen, dass AIM zu sinnvollen Ergebnissen kommt
und keinesfalls ein grundsatzliches Problem bei der Microarray-Auswer-
tung mit diesem Programm besteht. Was im Vergleich zu kommerziellen
Programmen ,richtiger* ist, ist subjektiven Kriterien unterworfen, da man
z. B. auch in Imagene durch Anderungen der GréRe der Radien der Kreise
vermutlich sehr nahe an die AIM-Werte kédme.

8.5 Laufzeitverhalten und Speicherbedarf

Fur den Anwender des Systems ist in vor allem die Laufzeit der Gittersegmentierung
interessant, da deren Ergebnisse in der Regel visuell Uberprift werden muissen, be-
vor die automatische Verarbeitung fortgesetzt werden kann. Daher wird im Folgenden
dieser Teil des Systems ausfiihrlicher untersucht.

Als Testsystem diente ein gewoéhnlicher PC mit Intel Pentium 4 - Prozessor, 2,4 GHz
Takt, 256 Kilobyte Cache-Speicher und 512 Megabyte Hauptspeicher. Der Hersteller
Intel gibt fur diesen Prozessor die Benchmark-Werte SPEC SPECint*_base2000 819
und SPECfp*_base2000 806 an. Als Betriebssystem diente Linux der Kernelversion
2.4.21 und die Programme wurden mit der Gnu Compiler Collection der Version 3.3
bei der héchsten Optimierungsstufe und architekturspezifischer Codeerzeugung tber-
setzt.

8.5.1 Laufzeit

Die Abbildung[8.16 zeigt die Abh&ngigkeit der Gesamtlaufzeiten der Gittersegmen-
tierung von BildgroRe und Regionenanzahl fir alle Bilder der Stichprobe. In beiden
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des Nod-10-Experiments gegeneinander aufgetragen. Die Farbe der
Datenpunkte zeigt den A-Wert an (beachte Legende). Die (nicht ge-
zeigten) Daten zum Nod-4-Experiment haben sehr &hnliche Eigen-
schaften.
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Abbildung 8.16:Die fir die Gittersegmentierung benétigte Rechenzeit in Abhangig-
keit von der Eingabebildgrof3e und der Anzahl gedruckter Messpunk-
te.

Fallen ist der Anstieg nur geringfligig Uberlinear. Die zu erwartende Wachstumsord-
nung istO(n log n), die z. B. durch die Konstruktion der kd-Baume zur Regionenspei-
cherung bedingt ist. Aus der in Ab. 8]17 dargestellten Verteilung der Laufzeit auf die
Teile der Verarbeitungskette kann man allerdings ablesen, dass tGber 60% der Gesamt-
rechenzeit fur die Vorverarbeitung und Regionensegmentierung verbraucht werden,
deren Laufzeit linear von der Gréf3e der Eingabebilder bzw. der Regionenanzahl ab-
héngt. Die Laufzeit der kd-Baum-Algorithmen miin log n)-Effizienz ist in den An-

teilen Gitterkonstantenschétzung, Verkettung und MZF-Hypothesengenerierung ent-
halten, die zusammen nur ca. 12% der gesamten Rechenzeit ausmachen. Daher ist der
uberlineare Anstieg in Abbildurfg 8.[16 nicht allzu deutlich sichtbar.

Wenn die verbesserten Messpunktdetektionsverfahren (Eigenspots und aktive Kon-
turen) benutzt werden, steigt die bendtigte Rechenzeit etwa um den Faktor 5,5 an.
Damit liegt die maximale Rechenzeit pro Bild noch unter 10 Minuten. Die aktive Kon-
tursegmentierung dauert etwa 7.6 Millisekunden und die Messpunktdetektion mit dem
Eigenspot-Ansatz etwa 7.1 Millisekunden pro Messpunkt. Die Energieminimierung
der aktiven Kontursegmentierung konvergiert auf der Stichprobe im Mittel nach 24
Iterationen (mit Abbruchschrittweite = 0.01).

In den angegebenen Laufzeiten ist die Zeit fir das Laden der Bilddaten und die
Erzeugung der XML-formatierten Ausgabe nicht enthalten. Praktisch kann die Ein-
Ausgabezeit wegen der relativ grolien Datenmengen nicht vernachlassigt werden, sie
ist aber nicht von den Bildverarbeitungsalgorithmen abhéngig.

Die quantitative Bildauswertung erfordert wie die Gittersegmentierung den Median-
filter zur Vorverarbeitung. Von den drei betrachteten Signalsegmentierungsverfahren
(Kreis, Mann-Whitney und aktive Konturen) braucht die aktive Kontursegmentierung
die langste Rechenzeit, die einige Minuten pro Bild betragt (wie oben angegeben).
Dazu kommt die Schatzung des Maximums der Hintergrundverteilung, die z. Zt. noch
nicht effizient implementiert ist und daher 15-20 Minuten je Bild dauert. Die Gesamt-

132



8.5 Laufzeitverhalten und Speicherbedarf

Vorverarbeitung

Regionensegmentierung

Gitterkonstantenschétzung

Verkettung

MZF-Hypothesengenerierung

MZF-Gittersegmentierung

0 10 20 30 40 50

Abbildung 8.17:Die Anteile einzelner Teile der Bildverarbeitungskette an der Ge-
samtlaufzeit der Gittersegmentierung in Prozent

rechenzeit der quantitativen Auswertung je Bild betragt daher bis zu ca. 25 Minuten.

8.5.2 Speicherbedarf

Der Speicherbedarf ist in der Abbildupg 8.18 dargestellt. Es sind die mit Hilfe des Be-
triebssystems ermittelten, maximal aufgetretenen Prozessgrofien (tatséchlich genutzter
Hauptspeicher) wahrend der gesamten Gittersegmentierung gegen Eingabebildgrélie
und Regionenanzahl aufgetragen. Man erkennt darin wiederum im Wesentlichen li-
neare Abhangigkeiten. Bei den Ausreil3ern oben rechts in der Auftragung der Prozess-
grofRe gegen die BildgroRe handelt es sich um Bilder mit vielen Regionen. Der we-
sentliche Teil des benutzten Speichers (zweifache GroR3e der Eingabebilder) wird fur
die Bilddaten selbst und das Medianbild benétigt. Dazu kommt noch der Speicherbe-
darf fiir Regionen, Objekte und MZF-Zusténde, der nach Abbilflung 8.18 mit etwa der
ein- bis eineinhalbfachen Grof3e der Eingabebilder abzuschéatzen ist. Bei Benutzung
der aktiven Kontursegmentierung wird zusétzlich noch der vierfache Speicherplatz der
Eingabebilder fiir die Gradientenbilder benétigt, so dass dann insgesamt Speicherplatz
von der sechs- bis siebeneinhalbfachen Grof3e der Eingabedaten benutzt wird (auf der
Stichprobe maximal etwa 440 Megabyte).
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9 Diskussion

Vor der abschlielRenden Bewertung der Ergebnisse sollen noch einmal die wichtigsten
Ziele dieser Arbeit zusammengestellt werden.

Die interaktiv durchgefiihrte Mikroarraybildauswertung ist ein Hindernis bei der
Schaffung von Expressionsdatenbanken und bei der Automatisierung von Mikroarray-
experimenten, weil einerseits durch die manuelle Segmentierung viel Routinearbeit
verursacht wird und andererseits der Benutzereingriff einen nicht gut reproduzierba-
ren Einfluss auf die Datenauswertung darstellt.

Daher sollten in dieser Arbeit erstens automatische Bildverarbeitungsverfahren zur
Gittersegmentierung der Mikroarraybilder und zweitens robuste Verfahren zur Mess-
punktsegmentierung gefunden werden, um den Einfluss von Benutzerinteraktion in
der Gittersegmentierung méglichst klein zu halten. Besonders bei dieser zweiten Fra-
gestellung ist die Evaluation von Losungsanséatzen schwierig, weil es keine wirklichen
Kalibrierdaten mit bekannten, korrekten oder optimalen Auswertungsergebnissen gibt.

9.1 Automatisierung der Gittersegmentierung

Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden zur Gittersegmentierung besitzen meh-
rere Vorteile gegenlber anderen Ansatzen. Es wird nur die Eingabe der Struktur der
Messpunktanordnung verlangt, nicht aber die genauen Abmessungen. Die Bildauflo-
sung und andere Parameter der verwendeten Geradte werden jeweils aus den Bildern
geschatzt und mussen daher nicht extern kalibriert werden. Die Gittersegmentierung
mit dem MZF-Modell arbeitet mit diskreten Hypothesenmengen, worin ein weiterer
praktischer Vorteil besteht: Selbst wenn die automatische Segmentierung falsche Hy-
pothesen auswéhlen sollte, ist das Ergebnis nicht unbedingt nutzlos, denn es ist fir
den Benutzer erheblich einfacher, aus einer kleinen, diskreten Menge von Verschie-
bungen die richtige auszuwahlen als ein frei deformierbares Gitter pixelgenau im Bild
Zu positionieren.

Die zur Systemevaluation verwendete Stichprobe von Mikroarraybildern ist sehr
heterogen im Hinblick auf Herkunft, verwendete Gerate und Schwierigkeitsgrad der
Segmentierung. Die Daten stammen zum grof3en Teil aus dem Laboralltag und stel-
len keine ,veroffentlichungsfahige” Vorauswahl dar. Auch wenn nach wie vor visuelle
Kontrolle und ggf. interaktive Korrektur der Gittersegmentierung notwendig sind, darf
man die auf dieser Stichprobe erreichten 95% korrekt segmentierter Gitter als Fort-
schritt gegenuber den wenigen veroffentlichten Ergebnissen werten, denn in keiner der
bekannten Arbeiten wird eine vergleichbar komplexe Stichprobe verwendet. Dariiber
hinaus sind (wie oben erwahnt) auch Teilergebnisse praktisch nitzlich.

Die Heterogenitat der Stichprobe spiegelt sich auch in den detaillierten Ergebnissen
wieder. Die Serien von weniger verunreinigten Arrays werden meist vollstandig richtig
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9 Diskussion

segmentiert, wogegen bei starkeren Kontaminationen und anderen Bildstérungen die
Fehlerrate erwartungsgemar héher ist.

Die Vollstandig untiberwachte Gittersegmentierung und Riickweisung von unsiche-
ren Segmentierungen ist bisher nicht maglich, weil das heuristische MZF-Modell die
Bildinhalte nicht genau genug beschreibt. Daher sind die Restenergien des Modells im
Allgmeinen nicht sinnvoll interpretierbar. Das Modell hat aber in der beschriebenen
Form den Vorteil, auf verschiedenste Arten von Mikroarraybildern anwendbar zu sein.

Bemerkenswert ist, dass die Messpunktdetektion mit dem aktiven Konturmodell und
dem modellbasierten Bildenergieschwellwert ahnlich gute Ergebnisse liefert wie die
Messpunktdetektion mit gelernten Klassifikatoren. Es werden also auch ohne klassifi-
zZierte Stichproben von Bildern einzelner Messpunkte sehr gute Ergebnisse erreicht.

Die Laufzeit der Gittersegmentierung liegt mit maximal 10 Minuten selbst mit den
aufwandigeren Messpunktdetektionsverfahren in der Gré3enordnung der Bildaufnah-
medauer und die Speicheranforderungen sind ebenfalls leicht zu erflllen. Der grof3te
Teil der Rechenzeit wird fur die Messpunktsegmentierung verbraucht, die ggf. auch
gut parallel implementiert werden kann. Mit der einfachen Messpunktdetektion, die
bei qualitativ guten Bildern vollig ausreicht um korrekte Gittersegmentierungen zu
bekommen, sinkt die Laufzeit auf unter drei Minuten.

Das System ist also fur den Einsatz in Hochdurchsatzanwendungen geeignet und
die Gittersegmentierung mit den hier beschriebenen Methoden insgesamt auf jeden
Fall von praktischem Nutzen.

9.2 Quantitative Bildauswertung

Den wichtigsten Beitrag dieser Arbeit zum Bereich der quantitativen Bildauswertung
stellt die aktive Kontursegmentierung dar.

Im Vergleich zu den anderen untersuchten automatischen Verfahren werden hiermit
die besten Resultate erzielt, und die Ergebnisse der aufwandig manuell bearbeiteten
Auswertung mit dem kommerziellen System werden gut reproduziert. Das Evalua-
tionskriterium der Konsistenz replizierter Messwerte lasst diese Schliisse bei gleich-
zeitiger Beachtung der Verteilung der gesamten Messwerte zu, auch wenn keine abso-
luten Referenzdaten vorhanden sind.

Die Ergebnisse sind auch auf der Ebene der biologischen Interpretation der Mess-
werte sowohl im Vergleich mit dem kommerziellen System, als auch isoliert gesehen,
plausibel. Der unabhéangigen Beurteilung der verschiedenen Verfahren anhand der Er-
klarbarkeit der Daten an dem biologischen Modell sind durch die Komplexitat der in
den Evaluationsexperimenten untersuchten Lebewesen Grenzen gesetzt.

Beim Vergleich der Robustheit beziiglich kleiner Variationen der Gittersegmentie-
rung, die z. B. durch Benutzereingriffe hervorgerufen werden, schneidet die aktive
Kontursegmentierung ebenfalls sehr gut ab.

Die Ergebnisse der Mann-Whitney-Segmentierung sind weniger genau, weil die
Voraussetzung fur die Anwendung dieses Verfahrens, namlich die vorherige Segmen-
tierung der Hintergrundpixel der Vergleichsstichprobe, praktisch schwerer zu erbrin-
gen ist als die grobe Radiusschatzung der Messpunktregionen, die zur Initialisierung
der aktiven Kontursegmentierung notwendig ist. Diese Tatsache unterstreicht die Eig-
nung der aktiven Kontursegmentierung fir die quantitative Mikroarrayauswertung.
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9.2 Quantitative Bildauswertung

Die Laufzeit liegt, abgesehen von der Hintergrundintensitatsschatzung, im gleichen
Rahmen wie bei der Gittersegmentierung. Da die quantitative Auswertung uniber-
wacht ablaufen kann, ist die Laufzeit hier weniger kritisch und es besteht noch Opti-
mierungspotential.

Die Reproduktion der Ergebnisse der manuellen Auswertung mit dem automati-
schen Verfahren stellt einen erheblichen Fortschritt dar.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass man den oben formulierten Zielen mit den in
dieser Arbeit entwickelten Verfahren deutlich néher gekommen ist.
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10 Zusammenfassung und Ausblicke

Abschliel3end werden die Arbeit und ihre Ergebnisse zusammengefasst und Ansatz-
punkte fir weitere Forschung diskutiert.

10.1 Zusammenfassung

Das Thema der Arbeit sind Bildverarbeitungsmethoden flr die automatische Segmen-
tierung und quantitative Auswertung von Bildern aus Mikroarray-Expressionsexperi-
menten.

Zu Beginn behandelt die Arbeit die biologischen Grundlagen der Genexpression,
worunter man die Prozesse versteht, die die Synthese von Proteinen abhangig von der
in der DNA kodierten Erbinformation steuern. Die Genexpression wird grob in die
Stufen Transkription und Translation eingeteilt, die aus der genomischen DNA die
Boten-RNA und daraus wiederum die Proteine synthetisieren.

Mit Mikroarrayexperimenten wird die Genexpression auf der Ebene der Boten-RNA
untersucht. Die Methode stellt einen parallelisierten Hybridisierungsansatz dar, in dem
die sequenzspezifische Doppelstrangbildung der DNA zur gleichzeitigen Messung der
Mengen vieler (einige 1000 bis einige 10000) RNA-Sequenzen einer Probe genutzt
wird. Die RNA wird dazu in DNA zuriickibersetzt und dabei mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert. Als Mikroarray bezeichnet man das Hybridisierungssubstrat, auf das
Sonden-Punkte von DNA aller zu untersuchenden Sequenzen aufgedruckt sind. Bei
der Hybridisierung bilden sich Doppelstrange von Sonden-DNA und der farbmarkier-
ten Proben-DNA, die durch Aufnahme von Fluoreszenzbildern des Substrats nachge-
wiesen wird.

Mikroarrayexperimente eignen sich besonders zur Automatisierung, weshalb Be-
darf fir automatische Bildsegmentierung besteht. Die quantitative Auswertung erfor-
dert genaue Segmentierung der gedruckten Punkte und verursacht gro3en Arbeitsauf-
wand, wenn sie interaktiv durchgefihrt wird. Von automatischen Verfahren zur Mess-
punktsegmentierung darf man neben Zeitersparnis auch verbesserte Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse erwarten.

Expressionsdaten aus Mikroarrayexperimenten sollten sinnvollerweise analog zu
Sequenzdaten in Datenbanken gesammelt werden, damit sie optimal genutzt werden
kénnen. Dazu missen die Rohdaten mit standardisierten und allgemein anwendbaren
Methoden ausgewertet werden.

Die Voraussetzungen der Anwendungsumfelder und die typischen Eigenschaften
von Mikroarraybildern motivieren die in dieser Arbeit behandelten Bildverarbeitungs-
methoden und den Systementwurf. Wesentliche Eigenschaften des Systems sind seine
Anwendbarkeit auf verschiedene Typen von Mikroarrays und die Kalibrationsfreiheit.
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10 Zusammenfassung und Ausblicke

Diese Eigenschaften sind wichtig, damit Daten aus verschiedenen Quellen leichter in-
tegriert werden koénnen.

Die Kalibrationsfreiheit wird durch Nutzung der regelmafligen Messpunktanord-
nung erreicht. Die Basis hierzu bilden Verteilungsmodelle der Abstéande der nachsten
Nachbarn der lokal periodisch angeordneten Messpunkte und der zuféllig verteilten
Partikel. Sie ermdglichen mit grof3er Robustheit gleichzeitig die Auswahl eines gu-
ten Regionenbildes aus mehreren alternativen Schwellwertsegmentierungen der Grau-
wertbilder und die Schatzung der Messpunktzeilen- und -spaltenabstande. Durch peri-
odische Verkettung werden zu den Messpunktgittern gehérende Regionen erkannt.

Aus Achsenprojektionen der verketteten Regionen liest man Naherungen der Git-
terpositionen ab und erhalt durch Verschieben um einige Messpunktzeilen- und Spal-
tenabstande diskrete Mengen von Hypothesen fur die Platzierung jedes Gitters.

Die Gittersegmentierung wird als global optimale Auswahl von Hypothesen flr
alle Gitter des Bildes geldst. Die heuristische Bewertung einzelner Hypothesen und
der Vertraglichkeit von Hypothesen fiir benachbarte Gitter ist als Markov-Zufallsfeld
(MZF) modelliert. Die Messpunktgitter des zu segmentierenden Arrays sind die Kno-
ten des MZF, deren Zustandsmengen die lokal an den gefundenen Messpunktregionen
ausgerichteten Verschiebungshypothesen bilden. Die Potentialfunktionen des MZF
modellieren die Einzelhypothesenbewertung und die Abhangigkeiten der Auswahl von
Hypothesen an verschiedenen Knoten. Die Gittersegmentierung erfolgt durch Mini-
mierung der MZF-Energiefunktion. Aus Effizienzgrinden muss dazu ein Naherungs-
verfahren benutzt werden, das aber praktisch in den meisten Fallen die optimale L6-
sung findet.

Die Berechnung der Potentialfunktionen des MZF erfordert die zuverlassige Erken-
nung von Messpunkten auf den Gitterplatzen der Hypothesen. Die Schwellwertregio-
nensegmentierung ist hierfur nicht immer ausreichend. Leistungsfahigere Methoden
fur diesen Zweck sind der Eigenwertansatz und die aktive Kontursegmentierung. Das
aktive Konturmodell muss kontinuierlich formuliert und mit einem gradientenrich-
tungsabhéngigen Bildenergieterm verwendet werden, damit es auch bei eng benach-
barten Messpunkten und sehr unterschiedlichen Messpunktgrof3en robust anwendbar
ist. Die Klassifikationsaufgabe in der Messpunkterkennung kann mit tberwacht ge-
lernten Klassifikatoren geldst werden. Bei der aktiven Kontursegmentierung ist auch
die Klassifikation mit einem Schwellwert fir den Bildenergieterm des Modells mdg-
lich, der an der empirischen Verteilung der Kantenstarke des jeweiligen Bildes kali-
brierbar ist und ohne klassifizierte Stichprobe auskommt.

Die Gittersegmentierung wird an einer Stichprobe von 387 Mikroarraybildern eva-
luiert, die 23 verschiedene Arten von Arraybildern enthalt. Uber 95 % der Gitter dieser
Stichprobe werden von dem automatischen System mit moderatem Ressourceneinsatz
korrekt segmentiert, wodurch die praktische Relevanz der Ergebnisse belegt wird.

Die quantitative Bildauswertung erfordert die moglichst genaue Segmentierung der
Messpunkte. Zu diesem Zweck werden ein einfaches geometrisches Verfahren, die
oft verwendete Mann-Whitney-Segmentierung und die aktive Kontursegmentierung
untersucht.

Die quantitative Bildauswertung wird auf mehrere Arten evaluiert, weil keine abso-
luten Kalibrierdaten zur Verflgung stehen. Erstens werden die Messwerte aus dem
hier beschriebenen System direkt untereinander und mit Messwerten von dem frei
erhaltlichen Programm Scanalyze und der kommerziellen Mikroarraybildauswertung
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Imagene verglichen. Zweitens wird die Konsistenz der Messwerte replizierter Mess-
punkte bei Verwendung der verschiedenen Methoden untersucht, wodurch die absolute
Genauigkeit besser beurteilt werden kann als durch Vergleiche der Methoden unterein-
ander. Drittens werden die Rangfolgen differentiell exprimierter Sequenzen eines Re-
ferenzexperimentes bei Verwendung der aktiven Kontursegmentierung und der kom-
merziellen Bildauswertung gegenubergestellt, die man als Endergebnis einer typischen
Experimentauswertung erhalt.

Die aktive Kontursegmentierung erweist sich als sehr leistungsfahig, denn sie er-
moglicht die automatisierte Reproduktion von interaktiv erstellten Auswertungen, die
vergleichsweise grol3en Arbeitsaufwand verursachen.

10.2 Ausblicke

Die Gittersegmentierung ist aus der Sicht der Bildverarbeitung die am schwierigsten
zu automatisierende Teilaufgabe der Mikroarrayauswertung. Der MZF-Ansatz hat sich
hier zwar als recht leistungsfahig erwiesen, aber das Ziel vollautomatischer Verarbei-
tung konnte noch nicht erreicht werden.

Genauere Modelle fur die Messpunktgitter kdnnten hier weiterhelfen. Man kénn-
te Daten aus vorangegangenen Mikroarrayexperimenten, die Sondensequenzen (wenn
bekannt) oder ihre Annotation nutzen, um grobe Vorhersagen Uber die zu erwartenden
Messpunktsignale zu bekommen. Dazu ist neben Abfragen entsprechender Datenban-
ken oder sequenzbasierten Methoden zur Vorhersage stark exprimierter Gene (siehe
Z. B. McHardy und andere [77]) Detailwissen Uber das jeweilige Experiment erfor-
derlich. Auch die Kenntnis von Kalibriermesspunkten oder Replikaten innerhalb der
Gitter, die charakteristische Muster erzeugen, kénnte zur Modellierung besserer MZF-
Potentiale genutzt werden. Insgesamt muss hierzu die Bildverarbeitung viel umfassen-
der mit anderen Bioinformatik-Werkzeugen integriert werden als bisher erforderlich.
Standardisierte Schnittstellen wie MAGE-ML kdnnen in Zukunft helfen, die nétige
Information generisch zuganglich zu machen. In speziellen Anwendungen, bei denen
auf das Arraydesign Einfluss genommen werden kann, sind sicherlich auch mit gerin-
gerem technischen Aufwand noch deutliche Verbesserungen zu erreichen. Durch Auf-
drucken von reinen Farbstoffpunkten an bekannten Positionen der Arrays und durch
Verwendung entsprechender MZF-Potentiale kbnnte sehr wahrscheinlich eine zuver-
lassige Rickweisung unsicherer Segmentierungen erreicht werden.

Wenn umgekehrt richtig segmentierte Gitter mit hoher Wahrscheinlichkeit erkannt
werden kénnten, ist auch die Nutzung von Wissen Uber die Gesamtanordnung der Git-
ter vielversprechend. Die Geometrie der Gitteranordnung @ndert sich bei gemeinsam
gedruckten Arrays bis auf globale Rotationen und Translationen nicht und kann daher
auch aus Beispielen geschatzt werden, wenn sie nicht vorgegeben ist.

Daruber hinaus kénnte die gesamte Struktur des MZF-Modells Gberdacht werden.
Denkbar wére ein hierarchisches Modell, dessen untere Ebene wie das MZF-Modell
von Carstensen und Hartelius [26] die Aufgabe des Suchprozesses zur Verkettung von
Messpunktobjekten Ubernimmt. Dadurch wirde die Trennung von Modellierung und
Algorithmen verbessert, die mit dem MZF-Modell schon teilweise gelungen ist.

Ein Ansatzpunkt fur mehr grundlagenorientierte Arbeit kénnte das Problem des nur
fur Einzelbeobachtungen geeigneten Beobachtungsmodells fir das MZF sein (siehe
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10 Zusammenfassung und Ausblicke

S[77). Beobachtungen auf Paaren von Knoten oder gar Cliquen hoherer Ordnung duirf-
ten auch in anderen, nicht datennahen MZF-Anwendungen relevant sein, so dass ein
allgemeineres Beobachtungsmodell von Interesse ware.

Im Bereich der quantitativen Bildauswertung besteht vorrangig Bedarf fir ein effi-
zientes Verfahren zur Modus-Schatzung der Histogramme der Hintergrundintensitat.
Eine einfache Losung hierfur kdnnte die getrennte Berechnung von Histogrammen in
Fenstern zwischen Messpunktzentren sein, die dann nach Bedarf entsprechend der je-
weiligen Hintergrundregion nach Abp. 7.3 addiert werden, ohne erneut auf das Bild
zuzugreifen.

Alternativ dazu konnte ein leistungsfahigeres Schatzverfahren fir den Modus der
Verteilung benutzt werden. Die Artikel von Novek [80] und Jones, Marron und Shea-
ther [55] diskutieren statistische Verfahren, die das Problem der Schatzung des haufigs-
ten Stichprobenelements eleganter und auch mit einer kleineren Anzahl von Beispielen
I6sen. Die Autoren untersuchen dazu Verfahren zur Schatzung von Verteilungsdichten
durch Glattung mit datenabhangig parametrisierten Operatoren. Mit einem solchen
Verfahren kénnte die Schatzung eventuell auch mit wenigen, zufallig ausgewéhlten
Intensitatswerten aus den Hintergrundregionen durchgefiihrt und durch die kleinere
Datenmenge der Rechenaufwand gesenkt werden.

Weitere Evaluation der quantitativen Bildauswertung mit Daten aus weiteren Quel-
len ist ebenfalls winschenswert.
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A Grundlagen biologischer Methoden

A1 Technische und biologische DNA-Replikation

Bei der Zellteilung muf3 notwendigerweise die DNA der Chromosomen verdoppelt
werden. Zu diesem Zweck gibt es wieder ein kompliziertes System von Enzymen,
welches den Doppelstrang spaltet und jeweils die beiden Einzelstrange zuareuen
Helices ergéanzt. Die Enzyme, die dabei zum Einsatz kommen, die DNA-Polymerasen,
konnen nur in der 5’-3'-Richtung auf der Einzelstrang-DNA arbeiten, da sie Nukleo-
tide nur an freie 3'-Enden anhéngen kénnen. Da die beiden Strédnge der Doppelhelix
gegenlaufig orientiert sind, verkompliziert das die Rekonstruktion des Einzelstranges
mit freiem 5-Ende. In der Zelle wird dies Problem mit sog. RNA-Primern geldst.
Dies sind kurze RNA-Molekiile, die an den Einzelstrang hybridisieren, womit eine
stuckweise Ruckwarts-Synthese des zweiten Halbstrangs vom 5’-Ende aus mdglich
wird. Die Primer werden durch spezielle Enzyme wieder abgeldst und die Licken mit
DNA-Nukleotiden aufgefulit.

originaler DNA-
Doppelstrang

(O DNA-Polymerase

L] RNA-Primer

31

Abbildung A.1:Stark vereinfachte Darstellung der DNA-Replikation

Diesem Prinzip ist die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction,
kurz PCR) nachempfunden, die die sequenz-selektive Vervielfaltigung von DNA im
Reagenzglas ermdglicht. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der Denaturierung eines DNA-
Doppelstrangs durch hohe Temperatur. Dann werden zwei Sorten Primer zugegeben,
deren Sequenz komplementér zu den 3'-Enden der beiden Einzelstrange ist. Sie bin-
den deshalb dort an den beiden DNA-Strangen, wobei das Primer-3’-Ende jeweils zum
Rest des Einzelstrangs zeigt. Damit ist die Voraussetzung fur die Vervollstandigung
des Doppelstrangs durch DNA-Polymerase gegeben. Der Zyklus kann dann wieder-
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A Grundlagen biologischer Methoden

holt werden, wobei die erzeugte DNA-Menge wegen der Verdopplung theoretisch
exponentiell anwéachst. Die Primer mussen kinstlich in einem sog. Oligonukleotid-
Syntheseverfahren hergestellt werden. Die Diplomarbeit von T. Nidk [79] befal3t sich
eingehender mit PCR-Verfahren im Zusammenhang mit Microarrays.

A.2 Reverse Transkription und Herstellung von cDNA

Es gibt einen Vorgang, bei dem eine RNA-Sequenz wieder in eine DNA-Sequenz lber-
setzt wird, also genau die Umkehrung der gewdhnlichen Transkription. Er tritt im In-
fektionsvorgang sogenannter Retroviren auf. Retroviren tragen RNA als Erbmaterial.
Die RNA ist sehr ahnlich einer mRNA des Wirtsorganismus aufgebaut. Bei der Infekti-
on einer Zelle durch das Virus wird die Virus-RNA in das Zellplasma eingebracht. Der
Proteinsyntheseapparat der Zelle verarbeitet die Virus-RNA, welche mehrere Proteine
kodiert. Zunachst wird eine RNA-abhangige DNA-Polymerase hergestellt. Dies En-
zym ist in der Lage, die erwahnte Ubersetzung von RNA zu DNA durchzufiihren und
wird deshalb auch als reverse Transkriptase bezeichnet. Es dient dem Virus dazu, seine
Erbinformation in das Genom des Wirtsorganismus, das ja in Form von DNA vorliegt,
einzuschleusen. Die Virus-RNA kodiert noch weitere Proteine, z.B. die Strukturprote-
ine fur die Virushille und Rezeptoren fur die Wirtszelle. Retroviren konnen sehr lange
im Genom des Wirts verbleiben und sogar mitvererbt werden, ohne aktiv zu werden
(,Latenz" ). Wenn die Virus-Gene einmal exprimiert werden, bedeutet das die Her-
stellung von Virus-Partikeln durch die Zelle selbst. Dies endet mit der Auflésung der
Zellwande und Freisetzung neuer Viruspartikel (,,Virulenz*).

Die reverse Transkription wird technisch genutzt, um in vitro aus mMRNA komple-
mentdre DNA (cDNA, complementary DNA) herzustellen.

Dazu missen Primer verwendet werden, die am 3'-Ende der RNA hybridisieren und
dadurch die Startstelle der reverse Transkription steuern. Bei der reversen Transkrip-
tion eukaryotischer mRNA wird das charakteristische Poly-A-Ende als Primerbinde-
stelle genutzt.

Weitere Voraussetzung ist die zugabe von Nukleotiden, aus denen die reverse Tran-
skriptase den komplementaren DNA-Strang aufbaut.

Allgemein ist das Verfahren nutzlich, weil DNA stabiler und daher leichter zu hand-
haben ist als RNA. Bei der Probenvorbereitung der Mikroarrayhybridisierung wird die
notige Farbmarkierung der Proben durch Verwendung von Nukleotiden erreicht, in die
Farbstoffmolekile eingebaut sind.
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B Verteilungsmodelle fiir Abstande
zum k-nachsten Nachbarn

B.1 Zufillig verteilte Storregionen

In der Gitterkonstantenschatzung wird ein Verteilungsmodell der Abstande von ,zu-
fallig verteilten” Regionen zu ihren nachsten Nachbarn benutzt. Es wird angenommen,
dass die Storregionen eindPoisson-Prozed§5,/93] folgen.

Definition 1. Poissonverteilung
Eine diskrete Zufallsvariabl& € N heil3tpoissonverteilt mit Parametet, wenn ihre
Verteilungsdichte
At
p(T = t) = ye_)\

lautet. Erwartungswert und Varianz v@nsind gleich dem Verteilungsparameter

Definition 2. 2D - Poisson-Prozess

SeiD c R2. Es wird ein Zufallsprozess betrachtet, der Punki®ierzeugt. Sei
N(A), A C D die Anzahl von zufélligen Punken in A. Die Menge der Zufallsvaria-
blen{N(A) : A C D} hei3tPoisson-Prozessuf D mit Dichteparametep, wenn die
folgenden Bedingungen gelten:

1. N(A) ist poissonverteilt mit Parametefn(A), wobeim(A) die Flache (oder
ein allgemeineres Lebesgue-Mal) vérst

2. Wenn (A1, Ao, ...) paarweise disjunkte Teilmengen vab sind, dann ist
(N(A1),N(Ag),...) eine Sequenz von paarweise unabhéangigen Zufallsvaria-
blen

Es sei ein punkterzeugender Poissonprozess mit DicimeR? gegebenC; sei die
Kreisscheibe mit Radiusum den Ursprung.

an{()erir

M, sei die Anzahl der Punkte i@; und Z;, sei der Abstand degls-nachsten Punktes
zum Ursprung.

M; ist wegen der 1. Eigenschaft des Poissonprozesses poissonverteilt mit Parameter
p7rt2.
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B Verteilungsmodelle fiir Abstinde zum k-nichsten Nachbarn

AulBerdem ist der Abstand désnéchsten Punktes zum Ursprung genau dann Klei-
ner oder gleich t, wend'; mindesteng: Punkte enthalt:

Zkgt = MtZk’

= P(Z,<t) = P(M;>k)
Es gilt also
2rrt2)"
P(M;=k) = e 2t ( 7;' ) (Poissonverteilung von/;)

k—1 2\J

2mt
= PM>k) = 1 —Ze—%t?( ”,' ) (B.1)
; J!
7=0

Gleichung[(B.1) liefert also die Verteilungsfunktion des Abstandes kzuméchsten
Nachbarn. Die Verteilungsdichjg;, muss nur noch durch Differenzieren ausgerech-
net werden:

pzk(t) = fP(Zk<t)

-1 24 k-1 . 2\i—1
_ 6_27rpt2(*2)71'pt (pﬂt )] + 6—27rp1t2 Z 2] (pﬂ-t ')] prt

7!

j=0 7=0

(Siehe auch Ubungsaufgabe 3, Kapitel 7.in [93])

Wegen derGedéachtnislosigkeil93] des Poissonprozesses gilt dieses Verteilungs-
modell nicht nur fur die Nachbarabstande des Ursprungs, sondern auch innerhalb der
Punktmenge.

B.2 Messpunktregionen

In diesem Abschnitt wird das Verteilungsmodell fir die Abstdnde von Messpunkt-

regionenschwerpunkten auf benachbarten Gitterknoten mit gaussverteilten Stérungen
hergeleitet werden. Dabei werden die horizontalen und vertikalen Nachbarschaftssys-
teme aus Abschnift 6.1.1 betrachtet. Primér sind daher Tripel von Messpunktregionen
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d; d,

| g |

Abbildung B.1:Die Anordnung von drei benachbarten Regionenschwerpunkten
(schwarze Punkte), die mit gaussverteilten Abweichungn (Standard-
abweichung angedeutet durch Kreise) um die idealen Gitterpositionen
gestreut liegen

interessant, bei denen die Stérungen der idealen Gitteranordnung entscheiden, wel-
che der beiden aul3eren Regionen nachster Nachbar der mittleren Region ist. Mehr als
zwei Regionen kdnnen in den horizontalen bzw. vertikalen Nachbarschaftssystemen
nicht als néchste Nachbarn in frage kommen, und das Regionentripel muss symme-
trisch angeordnet sein.

Jeder der drei Regionenschwerpunkte sei radialsymmetrisch gaussverteilt mit Stan-
dardabweichung um den jeweiligen idealen Gitterknoten. Damit eine geschlossene
Losung ermittelt werden kann, ist muss angenommen werdengddsis gegentiber
dem Gitterabstangist. Dann spielt nur die Stérung entlang der Verbindungsachse der
Gitterknoten eine Rolle und das Problem wird eindimensional. Die Verteilungsdichte
der Stoérung des mittleren Gitterknotens entlang der Achse sei

1 _ =

(& 202

py(x) = NO,U =

Gesucht ist die Verteilung,; des Abstanded zum nachsten Nachbarn der mittleren
Regionenschwerpunktes, also des Minimums der Abstdndedd,:

Fd(T) :P(dl <rVds <7")

Die Verteilungsfunktion wird als Wahrscheinlichkeit des Ereignissgsader ds
sind kleiner alsr“angesetzt. Die Verteilungen der Abstandeund d, missen aus
Symmetriegriinden gleich sein.

Zunachst betrachtet man die Verbundverteilung ¥erund d,. Wenn man y als
gegeben ansieht, singi und d, unabhangig und man darf die Verteilungsfunktion
multiplikativ zerlegen:

Fy a,(r1,m2) = P(di <7rl,dy <r2) (B.2)

Yy=0o0

- / P(dy < 11, da < raly)py(y)dy (B.3)

y=—00
y=00

- / F(di[y)F(daly) % py(y)dy (B.4)

y=—00

Die Dichte der bedingten Verteilungdi(d; |y) und F'(dz|y) sind
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\A

T~ |
0

oV

Abbildung B.2:Der gemeinsame Wahrscheinlichkeitsraum fr die Zufallsvariadylen
undds. Die Flachen, die den disjunkten Ereignissén < r1)A(dy >
r2), (d2 < ro)A(dy > r1)und(d; < r1)A(d2 < r2) entsprechen sind
rot,griin bzw. blau schraffiert. Das Ereigig < rVdy < r), mitdem
die Verteilung des Abstands zum nachsten Nachbarn zusammenhangt,
gehort zur gesamten schraffierten Flache.

fay(dily) = N, s5,(di —y)
farpy(daly) = N, 5,(d1 + y)

denn die Standardabweichungen der Stérungen an allen drei Gitterknoten sind gleich,
so dass ein Standardresultat Gber die Normalverteilung anwendbar ist (siehe z. B. [68]).
Die Dichte der Verbundverteilung ist damit

Y=00
faantrirs) = [ fany o) fay (rlo) )y
Y=—00
Fur dies bestimmte Integral findet man wegen der Separierbarkeit der Exponential-

funktion und der Grenzwerteigenschaften der Errorfunktion (siehe unten) die folgende
Losung:

1 _L(T2_3T +3g2 412 —3rog+rir )
fd1 do (7"1,7"2) = ——¢ 3s2\1 191997173 2g+rir2
7 23827

Aus der Abbildung B.P liest man die Verteilung des Abstands zum néchsten Nach-
barn ab:
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P(d1 <rVds < T‘) = P((d1 < ’I") A (dg > ’l“)) (B5)
+ P((de<r)A(dy >1)) (B.6)
+ P((di<r)A(de <)) (B.7)

T1=r T2=00

/ fay .y (r1,72)dr1dra (B.8)

ri=—00 T2=T

r1=00 To=T

+ / / fdl,dz (7“1, TQ)dTldT‘Q (B.g)

T1=T r9g=—00
ri=r Tro=r

+ / / fdl,dg (7“1, T‘Q)d?“ldrg (B.lO)

r1=—00Trg=—00

Die Verteilungsdichte des Abstands der mittleren Region zum néachsten Nachbarn ist
daher

fd(T) = %P(dl <rVds < ’I”) (B.11)
_ 1 \/gg —r 7(94—1"2)2
= (1 + erf (20 > e 4o ) (B.12)

Die nach der Differentiation verbleibenden Integrationen aupf GI.|B.10 lassen sich mit
langeren aber trivialen Umformungen auf die Definition der Errorfunktion

erf(x) = \/27? /e—x@dﬂﬁl
0

zuruckfuhren. Diese Funktion geht flr grof3e positive Argumente gegen 1 und fur ne-
gative Argumente mit groRem Betrag gegen -1. Die Abbildung B.3 zeigt das Bild der
Dichtefunktionfy(r) mitc = 0,5 undg = 5.

Die Naherungsrechnungen in diesem Abschnitt werden in erster Linie dadurch ge-
rechtfertigt, dass die Verwendung der Normalverteilungsapproximation zu guten Er-
gebnissen der Gitterkonstantenschatzung Ehlﬁ)as hier berechnetg; ist nicht mit
der realen Verteilung der Abstédnde beim 2D-Gitter identisch, so dass die Normalver-
teilungsapproximation sozusagen eine Naherung zweiter Stufe ist. Numerische Expe-
rimente (siehe Ablj. B]4) zeigen, dass die Abweichung zwischen Normalverteilungs-
approximation mit den Parametei— o, o) und der oben unter der Annahme-> o
hergeleiteten 1D-Naherunfy mit typischen Werten von undo unter 5% bleibt.

!Darum wurde auf die detaillierte Ausfiihrung der Rechnungen verzichtet
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0.8i
0.6
0.4

0.2

Abbildung B.3: Die Dichte f(r) mitc = 0,5 undg = 5 (rot) und zum Vergleich die
Gaussverteilung mit Mittelweg — o und Standardabweichurg

Y,

M
W

i

Abbildung B.4: Der Fehler der Approximation voyy; durch die Gaussverteilung mit
Mittelwert ¢ — o und Standardabweichurg
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C Auswertungen der
Medicago-Nodulationsexperimente

Weitere Informationen Uber alle Klone des Mt6kRIT-Mikroarrays sind in der MENS-
Datenbank (Medicago EST Navigation System) unter
http://medicago.toulouse.inra.fr/EST und unter
http://www.Genetik.Uni-Bielefeld.DE/MolMyk/scinfo/analysis/cdna-arrays.shtml

abrufbar[[69].
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D Datenschema des AIM-Systems

AlMProjects
(AIMProject)™
AlMProject

(EAIMLay outy?, (AlMslide)n|

(MLayoute|  (aIMSlider]
I
AlMLayout| Almslice|
i
(AMLayoutvectar®|  (aIMTirR]

AlMLayoutvectar|  AIMTir]
(EMPTY) (EMPTY)
EMPTY EMPTY
AlMGridding
(AlMPaint,
AlMLayout,
(AIMGric)+,

AlMFeaturelizt?)

AlMPoint AlbLay out CAIMCrid)+ AlmFeaturelist?

EMPTY (R IMCridAxis)+, AlMGCrid (AlMFeature+)
AIMCridsizes)+,

(AIMLayoutyectary™ (A IMCridParameters, AlMFeature+
(A IMSpot)™y

| [ | EMPTY
@Mcridaxisy+| aMGridsizesy+|  (aMLayoutvectanr|

’_l
AlMGridixis|  AIMGridsizes|  AlMLayoutvector]  AIMGridParameters| (AIMspaty?|
— I
EMPTY EMPTY eaMPaint)| (AIMGridaxis)+ | AlMspat
AlMPoint AIMGridaxis| {AMSpotquanty?)|
I_I

A IMSpot Quant)?

AlMSpotQuant

EMFTY

Abbildung D.1:Die Struktur deDocument Type Definition®TDs), die das Daten-
schema des AIM-Systems definieren.

<!-- AIMGridding.dtd -->

<!ELEMENT AIMGridding ( AIMPoint,AIMLayout, (AIMGrid)+,
AIMFeaturelist? ) >
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D Datenschema des AIM-Systems

<!ATTLIST AIMGridding
slideid CDATA #REQUIRED
quantcmdline CDATA #IMPLIED
gridemdline CDATA #IMPLIED
>

<!ELEMENT AIMLayout ( (AIMGridAxis)+,
(AIMLayoutVector)* ) >

<!ATTLIST AIMLayout

projectid CDATA #REQUIRED

metagridcols CDATA #REQUIRED

metagridrows CDATA #REQUIRED

muperunit CDATA #REQUIRED

>

<!ELEMENT AIMLayoutVector (AIMPoint)>
<!ATTLIST AIMLayoutVector

gridfrom CDATA #REQUIRED

gridto CDATA #REQUIRED

>

<!ELEMENT AIMGrid (AIMGridParameters ,

<!ATTLIST AIMGrid
metarow CDATA #REQUIRED
metacol CDATA #REQUIRED
block CDATA #REQUIRED
oscore CDATA #REQUIRED
lscore CDATA #REQUIRED
gscore CDATA #REQUIRED
score CDATA #REQUIRED
flags CDATA #REQUIRED

>

(AIMGridsizes)+,

(AIMSpot) *) >

<!ELEMENT AIMGridParameters ( AIMGridAxis )+ >

<!ATTLIST AIMGridParameters
columns CDATA #REQUIRED
oddcolumns CDATA #REQUIRED
rows CDATA #REQUIRED
oddrows CDATA #REQUIRED
originx CDATA #REQUIRED
originy CDATA #REQUIRED
naxes CDATA #REQUIRED
deltax CDATA #REQUIRED
deltay CDATA #REQUIRED
deltan CDATA #REQUIRED

>
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<!ELEMENT AIMGridAxis EMPTY >
<!ATTLIST AIMGridAxis

axnum CDATA #REQUIRED

axx CDATA #REQUIRED

axy CDATA #REQUIRED

>

<!ELEMENT AIMSpot ((AIMSpotQuant)?)>

<!ATTLIST AIMSpot

address CDATA #REQUIRED

x CDATA #REQUIRED

y CDATA #REQUIRED

r CDATA #IMPLIED

f CDATA #REQUIRED

>

<!ELEMENT AIMSpotQuant EMPTY>
<!ATTLIST AIMSpotQuant
FGMEANO CDATA #REQUIRED
FGMEAN1 CDATA #REQUIRED
FGMEDIAN(O CDATA #REQUIRED
FGMEDIAN]1 CDATA #REQUIRED
BGMEANO CDATA #REQUIRED
BGMEAN1 CDATA #REQUIRED
BGMEDIAN(O CDATA #REQUIRED
BGMEDIAN1 CDATA #REQUIRED
MEANRATIO CDATA #REQUIRED
>

<!ELEMENT AIMPoint EMPTY>
<!ATTLIST AIMPoint

x CDATA #REQUIRED

y CDATA #REQUIRED

>

<!ELEMENT AIMGridsizes EMPTY>
<!ATTLIST AIMGridsizes

block CDATA #REQUIRED
rowscolumnsflags CDATA #REQUIRED
>

<!ELEMENT AIMFeaturelist (AIMFeaturet)>

<!ELEMENT AIMFeature EMPTY>
<!ATTLIST AIMFeature

name CDATA #REQUIRED

geo CDATA #REQUIRED
datatype CDATA #REQUIRED

>
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<!ELEMENT AIMtime (EMPTY) >

<!ATTLIST AIMtime year CDATA #REQUIRED
month CDATA #REQUIRED
day CDATA #REQUIRED
hour CDATA #REQUIRED
minute CDATA #REQUIRED
second CDATA #REQUIRED >

FHEFF R

<!ELEMENT AIMProjects (AIMProject)*>
<!ELEMENT AIMProject (AIMLayout)? (AIMSlide)* >
<!ELEMENT AIMSlide (AIMTiff)*>
<!ELEMENT AIMTiff (EMPTY)>
<!ELEMENT AIMLayout (AIMLayoutVector)* >
<!ELEMENT AIMLayoutVector (EMPTY)>
<!ATTLIST AIMProject
name CDATA #REQUIRED
workdir CDATA #REQUIRED
imagepath CDATA #REQUIRED
n_channels CDATA #REQUIRED
muperpixel CDATA #REQUIRED
gridtype CDATA #REQUIRED
columns CDATA #REQUIRED
rows CDATA #REQUIRED
columns_odd CDATA #IMPLIED
rows_odd CDATA #IMPLIED
output_format CDATA #REQUIRED
output_attribs CDATA #IMPLIED
gld_options CDATA #REQUIRED
grids_aligned CDATA #REQUIRED
dark_edge CDATA #REQUIRED
snrquantil CDATA #IMPLIED
>
<!ATTLIST AIMSlide
id cdata #REQUIRED
>
<!ATTLIST AIMTiff
filename CDATA #REQUIRED
channel CDATA #REQUIRED
>
<!ATTLIST AIMLayout
metagridcols CDATA #REQUIRED
metagridrows CDATA #REQUIRED
muperunit CDATA #REQUIRED
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>

<!ATTLIST AIMLayoutVector
metagridcol_from CDATA #REQUIRED
metagridrow_from CDATA #REQUIRED
metagridcol_to CDATA #REQUIRED
metagridrow_to CDATA #REQUIRED
relx CDATA #REQUIRED

rely CDATA #REQUIRED

>

181



D Datenschema des AIM-Systems

182



E Bildbeispiele

Auf den folgenden Seiten sind Bildausschnitte von je einem Messpunktgitter aus allen Teil-
stichproben zu finden. Dazu ist jeweils der untersuchte Organismus, die Quelle und das ver-
wendete Bildaufnahmeprinzip angegeben. Fir den Abdruck muss die Intensitat der Bilder nor-
miert werden. Zu jedem Beispielbild ist angegeben, welchen Anteil der Intensitatsskala von
65535 Grauwerten die dunkelsten 95% der Bildpixel in jedem Kanal einnehmen. Die Intensitat
ist so skaliert, dass eben diese 95% den gesamten Intensitatsbereich abdecken. Die restlichen
5% der Bildpixel haben geséttigte Intensitat.

Die Beispielbilder sind reprasentativ fur die geometrischen Eigenschaften der Messpunkte
und ihrer Anordung in den jeweiligen Bildserien. Andere Eigenschaften wie Gesamthelligkeit
und Verunreinigungsgrad sind von der einzelnen Hybridisierung und den Bildaufnahmepara-
metern abhangig und kénnen daher innerhalb einer Serie variieren. Die Angaben zum Intensi-
tatsbereich sind also ein grober Anhaltspunkt.

Name Organismus | Quelle Aufn.!
Halle ? Anke Becker, Universitat Bielefeld, Y. Gabler AM

und T. NUrnberger, Institut fuer Pflanzenbip-
chemie,Halle/Saale

Intensitatsbereiche: 2.80%,1.80%

Name Organismus Quelle Aufn.
S. Meliloti | Sinorhizobium| Anke Becker, Universitat Bielefeld AM
Oligo meliloti

Intensitatsbereiche: 13.44%,10.35%
LArt der Bildaufnahme: AM=Abtastmikroskop, siehe agch 3.3.3
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Name Organismus Quelle Aufn,
S. Meliloti | Sinorhizobium| Anke Becker, Universitat Bielefeld AM
PCR meliloti
aaste
®
Intensitatsbereiche: 10.08%,6.98%
Name Organismus Quelle Aufn.
MtEKRIT Medicago Helge Kuster, Universitat Bielefeld AM
truncatula

Intensitatsbereiche: 12.17%,10.46%
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Name Organismus Quelle Aufn,

Mt8KRIT Medicago Helge Kuster, Universitat Bielefeld AM
truncatula

Intensitatsbereiche: 4.75%,4.04%

Name Organismus Quelle Aufn.

Chugai Mensch M. Jones, Chugai Pharmaceuticals, Tokyo| AM

Intensitatsbereiche: 14.45%,9.84%
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Name Organismus Quelle Aufn,
Contest S. cerevisiae | CAMDA 2000 Contest Data Seitttp:// | AM
www . camda .duke.edu
:O
Intensitatsbereiche: 7.59%,6.05%
Name Organismus Quelle Aufn,
SMD ? M. Cherry/ T. Boussard, Stanford MicroarrayAM

Database, Stanford University, USA

Intensitatsbereiche: 10.08%,18.83%
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Name

Organismus

Quelle

Aufn.

TLG Human

Mensch

J. Landgrebe, Georg-August-Universitat GOtAM
tingen

Intensitatsbereiche: 23.64%,15.28%

Name

Organismus

Quelle

Aufn.

Apo Al

Maus

.

M. Callow, Lawrence Livermore Nationdl AM

Laboratory, Livermore, CA, USA

Intensitatsbereiche: 19.01%,11.36%

Name

Organismus

Quelle

Aufn.

Sporman

Vibrio cholera

“'*noi.
“« ov 0 go .
e ® Ve 245 g o 0

»
-
-
[ 8
®
L]
.
.

® gm0 9w

' s P e P e el

r
28 o s 5 0@

",

@ @000 e 0@ NN

‘g 80 o v s e 4 e

o o 0 e s 000808 g

PR

L5

* @8 ® o0 » 0 0 0 ¢

A. Sporman, Stanford University, USA AM

-

Intensitatsbereiche: .58%,.61%
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Name Organismus Quelle \ Aufn,

WNT Mensch Shixia Huang, Sloan Kettering MemorialAM
Cancer Center, New York

Intensitatsbereiche: 1.08%,1.40%

Name Organismus Quelle Aufn.

NMHy Maus Agnes Viale, Sloan Kettering Memorial Can-AM

®

Intensitatsbereiche: 2.05%,4.92%
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Name Organismus Quelle Aufn

Swirl Drosophila T. Speed,University of California at Ber- AM
keley, ,Short Course in Microarray D3
ta Analysishttp://www.stat.berkeley.
edu/users/terry/zarray/Course/
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Intensitatsbereiche: 14.59%,21.44%

Name Organismus Quelle Aufn

FC002 Drosophila David Kreil, FlyChip, Cambridge, UK AM

Intensitatsbereiche: 10.74%,12.90%
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Name Organismus Quelle Aufn,

FC002 G Drosophila David Kreil, FlyChip, Cambridge, UK CCD

Intensitatsbereiche: 6.41%,8.96%

Name Organismus Quelle Aufn.

Spot Mensch Jain et. Al [563] http://jainlab.ucsf.| | CCD
edu/Spot-Examples.zip

Intensitatsbereiche: 6.24%,3.68%

Name Organismus Quelle Aufn,

marounC Hefe M. Beyrouthy, Florida State University, Tal- AM
lahassee, USA
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Intensitatsbereiche: 5.29%,4.26%
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Name Organismus Quelle Aufn,

marounB Hefe M. Beyrouthy, Florida State University, Tal- AM
lahassee, USA

Intensitatsbereiche: 6.43%,6.94%

Name Organismus Quelle Aufn.
Zmdb 605 Mais V. Brendel, lowa State University, USA AM
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Intensitatsbereiche: 85.18%,20.26%
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Aufn.
AM

Quelle

V. Brendel, lowa State University, USA
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Intensitatsbereiche: 44.75%,33.18%

Aufn.

Quelle

T. Gaasterland, Rockefeller University, NewAM

York, USA

Organismus
Pinie

Name
Pine
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Intensitatsbereiche: 8.21%,9.10%
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Name

Organismus

Quelle

Aufn.

Microzip2

?

Yu Luo, University of California, Ri-
verside, USA, http://www.cs.ucr.edu/
~yuluo/MicroZip/

AM
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Ly
e

Intensitatsbereich: 3.41%
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