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Zusammenfassung. Wir beschreiben ein Verfahren, das die automa-
tische Segmentierung von Mikroarraybildern in unkalibrierten Umge-
bungen ermdglicht. Insbesondere behandeln wir die als Adressierung
oder in der englischsprachigen Literatur als ,, Gridding® bezeichnete Seg-
mentierung der Messpunktgitter. Wir verwenden klassische Regionenseg-
mentierung, Hiufigkeitsverteilungen der Abstinde zum n#chsten Nach-
barn, Achsenprojektionen und optimierte Segmentierung durch dyna-
mische Programmierung. Das Verfahren ist fiir die automatisierte Seg-
mentierung von Bildserien aus umfangreicheren Experimenten besonders
geeignet.

1 Einleitung

Unsere Arbeit befasst sich mit der automatischen Auswertung von Mikroarray-
bildern, die in differentiellen Genexpressionsexperimenten gewonnen werden.

Genexpressionsanalyse durch Mikroarray-Hybridisierung ist eine Methode,
die in der molekulargenetischen Grundlagenforschung fiir Experimente zur Gen-
regulation entwickelt worden ist. Inzwischen gibt es auch viele Beispiele von
Anwendungen in der Medizin, etwa das Cancer-Chip Projekt am DKFZ oder
die Arbeit von Alizadeh et al. [1]. Neben Anwendungen in der Grundlagen-
forschung konnte die Mikroarraytechnologie in Zukunft fiir die Charakterisierung
von Geweben zur Diagnose und allgemein zu Zwecken der Genotypisierung einge-
setzt werden.

Mikroarrays sind Hybridisierungssubstrate (Glas) auf denen mit Hilfe eines
Roboters DNA-Bibliotheken punktweise aufgedruckt werden. Gegen diese Bib-
liothek werden dann im eigentlichen Experiment mit zwei verschiedenen Fluo-
reszenzfarbstoffen markierte DNA-Proben konkurrierend hybridisiert. Eine der
beiden Proben dient bei der Auswertung als Referenz, so dass die Verhéltnisse
der Fluoreszenzintensitdten der Farbstoffe als Verinderung einer DNA-Konzen-
tration gegeniiber der Referenzprobe interpretiert werden konnen (siehe [4]).

Zur Auswertung werden Fluoreszenzbilder aufgenommen, in denen zunéichst
die Messpunkte segmentiert werden miissen. Die Messpunkte werden per Robo-
ter gedruckt und sind in der Regel in mehreren einfachen, wenn auch nicht



unbedingt untereinander ausgerichteten Rechteckgittern angeordnet. Die Seg-
mentierung ist wegen haufig auftretender Verunreinigungen, unspezifischer Hy-
bridisierung (Hintergrund) und grofler Signaldynamik eine sehr anspruchsvolle
Aufgabe , wenn auf ein kalibriertes System verzichtet werden soll.

Deshalb werden heute in aller Regel halbautomatische, interaktive Program-
me zur Auswertung verwendet. Die weitergehende Automatisierung scheint je-
doch erforderlich, weil die Methode héufig als Hochdurchsatzverfahren ange-
wandt wird, weshalb durch automatische Bildauswertung viel monotone und
fehlertrachtige Arbeit gespart werden kann. Auch sollte optimalerweise jeder
einzelne Messpunkt auf Verunreinigungen kontrolliert werden, was bei Hun-
derttausenden von Punkten im Gesamtexperiment ohne Automatisierung kaum
zu leisten ist. Die einzelnen Messpunkte zeigen sehr variable Formen ("Mond-
chen’ und ’Krater’ sind moglich), die durch die Eigenschaften der gedruckten
DNA-Losungen und mechanische Unzuléinglichkeiten der auf Miniaturisierung
optimierten Geriite verursacht sind. Es sind deshalb automatische Verfahren
erforderlich, die gegen variable Bedingungen bei der Arrayherstellung und Bild-
aufnahme (farbstoffabhingige Scannerempfindlichkeit u.d.), Verschmutzungen
und die Deformation der Messpunkte robust sind.

2 Methoden

Zur Segmentierung der Gitter von Messpunkten haben wir ein mehrstufiges Ver-
fahren entwickelt, das sich wegen der gegebenen Einschrinkungen vorwiegend auf
die lokal periodische Anordnung der Punkte stiitzt. Zunichst werden mit einem
lokalen Schwellwertverfahren Regionen segmentiert, die vermuteten Messpunk-
ten entsprechen. Die Schwellwertbestimmung kann mit gewichteten Histogram-
men erfolgen, da die meisten Verunreinigungen nur einen oder wenige Pixel
grof} sind. Aus Hiufigkeitsverteilungen der Absténde zur nichsten Nachbarre-
gion konnen Spalten- und Zeilenabstinde der Messpunktgitter geschitzt werden.
Damit kann die periodische Gitteranordnung der Meflpunkte stiickweise rekon-
struiert werden, wodurch sich die oft gegen die Bildkoordinaten gedrehten Gitter-
achsen bestimmen lassen. Mit Hilfe von Achsenprojektionen und den vorgegebe-
nen Spalten- und Zeilenanzahlen der Gitter werden Segmentierungshypothesen
erzeugt, aus denen mit dynamischer Optimierung eine optimale Gesamtsegmen-
tierung, d.h eine iiberlappungsfreie, moglichst gut die Regionen iiberdeckende
Anordnung von Gittern im Bild, ausgew&hlt wird.

Insbesondere wenn Randbereiche von Gittern von Verunreinigungen {iber-
deckt sind oder kein Hybridisierungssignal tragen, kann die Segmentierung kein
eindeutiges Ergebnis liefern. Abhilfe kann hier die Benutzung von Segmentie-
rungsergebnissen anderer Arraybilder aus der gleichen Herstellungsserie bringen,
da die relativen Abstinde der Messpunktgitter innerhalb einer Serie ndherungs-
weise konstant sind.

Zur Berechnung der Intensitétsverhiltnisse je Messpunkt benutzen wir das
allgemein angenommene Modell der konkurrierenden Hybridisierung, nach dem
die Farbstofffluoreszenzintensititen der Bildpunkte in den beiden Kanilen ab-



ziiglich eines konstanten Hintergrundanteils, den es zu schitzen gilt, linear ab-
héngig sind. Pixelweise Intensitétsverhiltnisse lassen sich hier jedoch nicht im-
mer zuverlissig berechnen, weil die direkte Korrespondenz der Kanile durch
lokal variable, von der Bildaufnahme herrithrende Verschiebungen gestort ist.
Aus dem Hybridisierungsmodell folgt, dass es ausreicht, nur die helleren Berei-
che der Messpunkte mit gutem Signal-Rauschverhéltnis fiir die Berechnung zu
benutzen [5]. Deshalb wenden wir fiir die Bestimmung signaltragender Regio-
nen die von Y. Chen beschriebene Mann-Whitney-Segmentierung an [3]. Mit
den Ergebnissen der Gittersegmentierung 148t sich die Mann-Whitney-Methode
automatisch initialisieren. Zusétzlich korrigieren wir die lokale Verschiebung
entsprechend der Schwerpunktsverschiebungen zusammengehérender Regionen
in beiden Kanilen, um die vom Modell geforderte Korrespondenz méglichst gut
zu erhalten.

3 Ergebnisse

Wir haben die Gittersegmentierung mit einer Sammlung von Bildern aus 100
Mikroarrayexperimenten aus vier verschiedenen gemeinsam gedruckten Serien
von Mikroarrays getestet (4 bis 32 Gitter pro Bild). Die Segmentierung der einzel-
nen Gitter verlief auf den Einzelbildern in 60 Prozent der Félle erfolgreich. Bei 22
Bildern wurden alle Gitter korrekt segmentiert. Die hiufigsten Fehlerursachen
waren dunkle Randzeilen oder grofiflichige, Messpunktgitter iberdeckende Kon-
taminationen. Bei Arrays aus einer Serie mit nur 24 Punkten je Gitter versagte
mehrmals die Schitzung der Spaltenabstinde wegen der zu kleinen Stichproben
von Nichste-Nachbar-Absténden. Benutzt man die Zusammengehorigkeit der Se-
rien, werden die Ergebnisse drastisch besser: Drei der vier Serien werden fehler-
frei verarbeitet, und 55 (statt vorher 2) der 62 Bilder mit 24 Punkten je Gitter
werden richtig segmentiert, insgesamt also tiber 90 Prozent der Bilder.

Auflerdem haben wir die Qualitéit der berechneten Einzelspotintensititsver-
héltnisse durch Vergleich mit Ergebnissen aus manuellen Auswertungen unter-
sucht, wobei wir die von Buhler et al. vorgeschlagene Methode verwendet haben
[2]. Danach liefert unser automatisches Verfahren dhnlich gute bis geringfiigig
bessere Werte [5] als die manuelle Auswertung mit dem weitverbreiteten Pro-
gramm Scanalyze (M. Eisen, http://www.microarrays.org/software.html), dem
ersten und lingere Zeit einzigen Programm seiner Art.

Die Verarbeitung dauert auf einer Compaq Alpha XP1000 Workstation (500
MHz, SPECint95 26.5, SPEC{p95 52.2) etwa 15-25 Sekunden bei kleinen Bildern
(288 Messpunkte) und 220-260 Sekunden bei den grofiten Bildern (24192 Punkte).
Der Speicherbedarf liegt etwa bei der sechsfachen Gréfle der Fluoreszenzbilder,
und damit bei unseren Testbeispielen zwischen 60 und 230 MByte.

4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse zeigen, dass in dem praktisch relevanten Szenario der Auswertung
von Arrayserien die Gittersegmentierung sehr gut automatisierbar ist. Insbeson-



dere bei grofleren Experimenten mit vielen Messpunkten lassen sich hervorra-
gende Ergebnisse erzielen. Die beschriebenen Probleme mit zu kleinen Gittern
lassen sich in der Experimentvorbereitung vermeiden, indem Messpunkte ausrei-
chend oft mehrfach gedruckt werden, wovon auch die weitere Datenauswertung
profitiert.

Durch unser Verfahren kdnnen mit immens verringertem Zeit- und Arbeits-
aufwand Ergebnisse erreicht werden, deren Genauigkeit den interaktiv herge-
stellten Auswertungen mindestens dquivalent ist.

Mit der Rechenleistung von Standardhardware ist die Bildauswertung schnel-
ler als die Bildaufnahme, die etwa 5-10 Minuten dauert. Damit koénnen grofe
Mengen von Bildern ohne Zeitverzégerung verarbeitet werden.Weitere Informa-
tion und Beispiele sind im World Wide Web unter der Adresse

http://www.techfak.uni-bielefeld.de/ags/ai/projects/microarray

zu finden. Unsere Implementation wird Interessierten auf Anfrage fiir wissen-
schaftliche Zwecke zur Verfiigung gestellt. Einzelne Bilder konnen auf dem Biele-
felder Bioinformatikserver ausgewertet werden (Zugang z.B. iiber o.g. Adresse).
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