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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Presentacion

En los inicios de la década de 1960, Osamu Shimomura fuenteepaipersona
en aislar la proteina verde fluorescente o GER€n Fluorescent Prote)nEsta
proteina es producida por la medusaguorea Victoriala cual emite bioluminis-
cencia dentro de la zona verde del espectro visible de la luz.

Tras este descubrimiento, a lo largo de las ultimas décadaa desarrollado
el uso de la GFP y sus formas modificadas se usan como biossi{gstrumento
para la medicion de pardmetros biolégicos) en células viwasoncreto, la fu-
sion de GFP a las distintas proteinas que componen una,q&uiaite visualizar
mediante microscopia de fluorescencia, la localizaciéredutar de la misma 'y
su nivel de expresién o concentracion en el interior celldhhecho de que se
utilice tanto éste método es debido a que no es un métodavayres decir, que
al introducir GFP en una célula, ésta no se ve alterada emménge sus funcio-
nes. Hasta la fecha de hoy, muchas bacterias, células de$)qgrigntas, aves y
mamiferos, incluyendo humanas, se han manipulado gemétite para que se
expresen determinadas proteinas de interés fusionadaB.a GF

La disponibilidad de GFP y sus derivados ha modificado la #oda usar
de la microscopia de fluorescencia en la biologia celuladiafido la dimension
temporal al sistema. La complejidad del procesamiento si@agenes de mi-

1



2 CAPITULO 1. INTRODUCCION

croscopia de fluorescencia in vivo, es una de las principedesas de que se
empiece a desarrollar sistemas informaticos para el paiotesto de imagenes
de microscopia de fluorescencia, que pueden ser usados p@ramia calidad
de las imagenes su adquisicién o su analisis posterior. &tisende las células
marcadas con proteinas fluorescentes ha redefinido la fareatdnder muchos
procesos biolégicos que ya habian sido estudiados en @lgasa

El CSIC, Consejo Superior de Investigaciones Cientificsi® kaciendo es-
tudios sobre el comportamiento in vivo de una proteina eimtts estadios del
ciclo celular usando GFP. Los estudios se realizan sobnemento transitorio
de concentracion de dicha proteina en puntos del cortelaceRara poder rea-
lizarlo, el gen que codifica dicha proteina se fusiona engpdetiectura correcta
con el gen que codifica GFP. El gen fusion se introduce ensoacesl genoma
de la célula, sustituyendo el gen original de manera quedijma de interés se
comporta ahora de igual manera que la proteina original @udose refiere a
sus funciones celulares, pero emite ademas fluorescendia @ando se expone
la célula a luz ultravioleta. Puesto que la cantidad de feamecia emitida en un
punto es proporcional a la cantidad de moléculas de prdiemr@scente en dicho
punto, el aumento de la concentracion de esta proteina ezonaale la superficie
celular produce la aparicion de un punto luminoso en elimtele la célula.

Desde el punto de vista biolégico tiene interés el analisiadntensidad lu-
minica de los puntos asi como el andlisis del tiempo que pandliambién puede
ser interesante comparar el comportamiento de los puntdsicos que pertene-
cen a células que se encuentra en un determinado estadioldeletular.

1.2. Motivacion

Todo este andlisis lo suele hacer una personay lo que el @St@eresaria
es automatizar esta adquisicion de datos y realizar unsalediante la imple-
mentacion de una aplicacion, ya que observar el video hayesjae pausando
y anotando los datos, pasar los datos al ordenador que puedsegproduzca
un error al introducir los datos y realizar los célculos,a@dto conlleva mucho
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tiempo. Automatizando este proceso se ahorraria tiempftugrzs, permitiendo
asi el procesamiento de un mayor numero de datos y en conseclgerobustez
estadistica de las conclusiones derivadas.

1.3. Objetivos

El objetivo de este proyecto es la realizaciéon de una apfinawon interfaz
gréfica para el CSIC capaz de automatizar el analisis de taentraciones de
una proteina, vista como puntos luminosos, dadas unassrasi€e video donde
se muestran las células previamente tratadas con el GFP.

Para alcanzar el objetivo de este proyecto, se ha divididbserobjetivos:

1. Busqueda de los puntos luminosos.
2. Distinguir entre los tipos de estadio celular y localizseptim ring
3. Seguimiento en la secuencia de video de los puntos lupsnos

4. Realizar la aplicacion con una interfaz grafica y el pradesie datos obte-
nidos anteriormente.

1.4. Planificacion del proyecto
Division del proyecto en fases:

1. Entrevista con la responsable del CSIC para estableseedmerimientos
de la aplicacion.

2. Estudio y planificacion del proyecto.
3. Investigacion para la localizacion de los puntos lumgos
4. Implementaciény testeo del algoritmo de localizaciépuletos luminosos.

5. Investigacion para la localizacion de las células.
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Tarea Fecha inicio prevista | Fecha fin prevista | Fecha inicio real | Fecha fin real
Entrevista CSIC 19/10/2007 30/10/2007 19/10/2007 30/10/2007
Planificacion 22/10/2007 02/11/2007 22/10/2007 02/11/2007
Investigacion
Puntos luminosos 03/11/2007 14/12/2007 03/11/2007 14/03/2008
Puntos luminosos 2 No prevista No prevista 28/07/2008 14/08/2008
Localizacion células 16/01/2008 28/02/2008 15/03/2008 01/07/2008
Tracking 02/04/2008 15/04/2008 16/07/2008 27/07/2008
Implementacién y test
Puntos luminosos 15/12/2007 15/01/2008 03/01/2008 14/03/2008
Puntos luminosos 2 No prevista No prevista 15/08/2008 20/08/2008
Localizacion células 01/03/2008 01/04/2008 11/05/2008 16/07/2008
Tracking 16/04/2008 01/05/2008 01/09/2008 03/09/2008
Aplicacién y datos 02/05/2008 30/05/2008 10/09/2008 17/09/2008
[ Memoria y Documentacion | 07/04/2008 | 10/06/2008 |  01/06/2008 | 17/09/2008 |

Cuadro 1.1: Planificacion.

6. Implementacion y testeo del localizador de células.

7. Estudio para la realizacién del tracking de los puntosiosos.

8. Implementacion del tracking y testeo del tracking.

9. Realizacion interfaz grafica junto al procesamiento dalkios obtenidos.
10. Testeo de la aplicacion.

11. Realizacion de la memoria y documentacion de la apticaci

En el cuadro 1.1 se presenta las fechas para la planificauialiy la real.
Como se puede apreciar las fechas de la planificacion imoigle ha cumplido
por una serie de motivos:

= Dificultad en encontrar informacién util sobre la investiga para la loca-
lizacion de los puntos luminosos y células.

= Motivos laborales y de estudios que impidi6 la dedicaciomds horas al
proyecto durante los meses de curso.

= El nuevo conjunto de videos facilitado mas tarde hizo quergese que
investigar otro método para la localizacién de los puntos.
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Tarea Encargado Tiempo dias | Tiempo horas | Precio€
Entrevista CSIC Director [25 %] y Técnico [25 %] 8 32 544
Planificacion Director [20 %] y Técnico [30 %] 10 40 607,2
Investigacion
Puntos luminosos Técnico [30 %] 80 192 2304
Puntos luminosos 2 Técnico 14 112 1344
Localizacion células Técnico [30 %] 73 168 2016
Tracking Técnico 7 56 672
Implementacion y test
Puntos luminosos Técnico [70 %] 50 196 2352
Puntos luminosos 2 Técnico 5 40 480
Localizacién células Técnico [70 %] a7 184,8 2217,6
Tracking Técnico 3 24 288
Aplicacion y datos Técnico 7 56 672
| Memoria y Documentacion | Técnico [50 %] | 75 130 | 1560 |
| Proyecto entero | 210 1230 | 15056,8 |

Cuadro 1.2: Costes.

Recurso | Remuneracion€/hora
Técnico 12
Director 22

1.5. Costes

Cuadro 1.3: Recursos.

En esta seccion se presentan los costes si se hubiesedealzaroyecto en

una empresa, dado que no ha sido el caso, estos costes stiitigo Para la

realizacion de este proyecto se han establecido dos tdavegm el director del

proyecto, que es el encargado de supervisar el trabajaadally guiar al segun-

do trabajador, el técnico, que es el encargado del estudigplementacion del

proyecto. En el cuadro 1.2 se encuentra el tiempo, en diasag hoel porcentaje

de dedicacién de cada uno en las distintas tareas. Tambmoestra el coste de

cada una de las tareas y el total del proyecto. Este costeedaté un ingeniero

informatico y un director de proyectos. En el cuadro 1.3 sestra el sueldo bruto

por horas de cada uno.
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1.6. Contenido de la memoria

La memoria consta de ocho capitulos y un anexo. En el pringeha snostra-
do la introdiccion, planificacion del proyecto y sus posihtestes si se hubiese
realizado en una empresa. El segundo capitulo hace una ibtes@uccion de
conceptos sobre biologia y procesamiento de imagenes. téncel capitulo se
exponen los requerimientos de la aplicacion. En los cagsttiatro, cinco y seis,
explica la implementacién realizada. En los capitulosesset expone los resul-
tados obtenidos. Y en el dltimo capitulo se explica las amiches realizadas y
las lineas futuras. Y para terminar, en el anexo se incluget¢amentacion de la
aplicacion.



Capitulo 2

El procesamiento de imagenes
bioldgicas

En este capitulo se explicara algunos conceptos sobrelldasca analizar,
para asi poder entender la peticion del CSIC, y a continnadédesto también
se explicara algunos conceptos sobre el procesamientcédgeimas y librerias de
procesamiento de imagenes.

2.1. Lacélulay sus estados

El primer seccion se explicara los conceptos necesari@sguaender lo que
el CSIC necesita que la aplicacion tenga en cuenta al reaizanalisis. Esta
seccion esta dividida en tres apartados: el primero de efl¢as concentracion de
la proteina, el segundo, los tipos de estados de la célulateyoero el septim
ring. Antes de nada, es necesario aclarar las posibles dweasa de las partes
que interesa de las células. Ver figura 2.1.

2.1.1. Concentracion de la proteina

Como esta explicado anteriormente, las células que seasafimando tienen
afadida una variante de la proteina GFP. La GFP, o sus \esjdr@ne la pecu-
liaridad de que al ser iluminada por luz ultravioleta es eag@memitir luz en una

7



8 CAPITULO 2. EL PROCESAMIENTO DE IMAGENES BIOLOGICAS

Figura 2.1: Entorno y partes de la célula.

longitud de onda que esta dentro del espectro visible y qeapsada por el ojo
humano, y al ser una de las variantes de la GFP, la luz em#ide eolor verde.
Entonces, todos los videos que se analizaran tendrandades verdes, y al ser
solo de esta gama, las imagenes podran ser convertidasadm @sgrises sin per-
der informacién atil y se mejorando el rendimiento del tnaitento de la imagen y
su respectivo andlisis, ya que solo tendremos que procesamnalGRAYfrente

a los tres originales del vidd®ED GREEN BLUE

Una vez aclaradas las caracteristicas de esta proteinasa@ @m explicar co-
mo influye. Al ser luminiscente, la GFP puede ser usada deadarale otras
proteinas originales de la célula, es decir, podemos haseuga proteina de la
célula en cuestion llegue a emitir esa luz caracterististe Becho es util para
analizar los niveles de concentracién de la proteina y @staces mucho mas
simple de interpretar, ya que si la proteina emite luz a utermiénada intensidad
y si la proteina esta dispersa se vera como un tono verdosaleitat zona, pero
si la proteina esta concentrada se vera una zona mas iluampuadel resto, tal y
como se puede apreciar en la figura 2.2.

Estos niveles de concentracion son variantes en el tiempmud quiere decir
gue podran aparecer puntos nuevos en distintas posicidaesyen podran des-
aparecer los puntos que ya estaban en un inicio, 0 los nueecsggrecieron. La
duracion en la iluminacién de los puntos se denomina tiengp@sidencia de la
proteinalpy es un aspecto que se analizara mas adelante.

Otra cosa a analizar son los niveles de intensidad lumilaicatensidad lumi-
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Figura 2.2: Muestra de célula y concentracion de la proteina

nica maxima del punttp y la intensidad luminica del citosol que es proporcional
a la concentracién de la proteina disuelta en el interiadael

Para adquirir todos estos datos, el primer paso es enctograuntos dentro
de la imagen y una vez obtenidos, se podra extraer e intarpogta la informa-
cion.

2.1.2. Tipos de estado de la célula

Como se ha comentado anteriormente, puede ser interessimguir entre
tres estados celulares, es decir, hacer el proceso de ideteleclos puntos para
luego clasificarlos segun el estado que se encuentre esa ad@ltipo de célula
que sea. Para ello ahora se describira los tres estadosstjnguairemos.

= UnbuddedUB): son las células que no tienen una célula hija. Figuda}.

= Small BuddedSB): son las que tienen una célula H§Bd cuyo diametro
es inferior o igual a la mitad del diametro de la célula mesiBen Figura
2.3 b).

= Big BuddedBB): son las que tienen una célula h8d cuyo diametro es
superior a la mitad del diametro de la célula masiBmm Figura 2.3 c).
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a) b) C)

Figura 2.3: Distintos estadios celulares.

Figura 2.4: Septim ring.

2.1.3. Septimring

El Septim ring es la zona donde las células madre e hija esidasj por lo
tanto, sélo se encuentra en dos estados de la célula, en éisBsiided y las Big
Budded.

Para realizar la obtencién de los puntos donde los nivelesmigentracion de
la proteina son mayores, factor interesante a tener enapamd el estudio del
CSIC, se deberia poder separar entre los puntos encongadgdseptim ring y
los que no se encuentran en él. Véase figura 2.4.
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2.2. Procesamiento de imagenesy librerias

En esta segunda seccion se explicara algunos conceptawdesamiento de
imagenes y se analizaran por encima algunas librerias ppracesamiento de
imagenes.

2.2.1. Procesamiento de imagenes

A lo largo de las ultimas décadas, el campo del procesamamimagenes
ha sido objeto de investigacion debido al incremento deodiipos de captura
de imagenes, su digitalizacion y la automatizacion de sage antes solo po-
dia realizar el ser humano. Gracias a esto se han desaorallachos métodos y
algoritmos para el tratamiento y procesamiento de imagenes

La evolucion de las computadoras también ha contribuidd dasarrollo de
estos algoritmos y métodos, ya que la computacion de laseingggsiempre ha
sido un proceso muy costoso, y la comercializacion de coadouis mas potentes
a hecho posible el procesamiento de imagenes en tiempoataizon

Debido a que hay muchos objetivos comunes en el procesandeniméage-
nes, existen unas librerias que tienen implementados raulshkas operaciones
mas usadas.

2.2.2. Librerias

Las librerias de procesamiento de imagenes facilitan tx ldél programador
gue desee realizar una aplicacion que requiera procesandieimagenes. Estas
librerias pueden ser especializadas incluyendo algugositahos especificos y/o
operaciones mas frecuentes. Como en este proyecto seaafaliz procesaran
imagenes, para no tener que implementar todas las opeeadilencero se usara
una libreria de procesamiento de imagenes.

A continuacién se expondran algunas librerias para el pavoEnto de ima-
genes y se comentaran brevemente.

Matlab: el programa Matlab [Mat] incluye unas estupendaelias para el procesa-
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miento de im4genes y de las mas completas. Las librerias taliMaclu-
yen las operaciones necesarias para la implementaciémajeqio, como
la carga de videos, la derivada de una matriz, convolucjaoesersion de
una imagen de color a escala de grises y/o blanco y negres Hstarias
se usaran para la fase de desarrollo y pruebas de los algsritsados en
la aplicacion. Pero éstas no pueden ser usados en la aplidawl, ya si
se desease usar estas librerias el CSIC deberia pagaindipema poder
tener instalado el Matlab y poder hacer correr la aplicaai@ao que no
hay presupuesto para la elaboracion de este proyecto sejtieroptar por
alguna libreria de libre distribucion. Existen libreriapecializadas para el
tratamiento de imagenes bioldgicas para Matlab, pero nasé&@mos con
el mismo problema de la licencia [SVM].

CImg : son unas librerias bastante completas de libre llisiion y para C++,
incluyen las funcionalidades necesarias para cargar woy@nvertir una
imagen a escala de grises y/o blanco y negro, convoluci®aes.le faltan
algunas funciones necesarias como la de derivar una imagers tampoco
facilitan un metodo para realizar y usar un filtro Adaboost.

OpenCV: las OpenCV son unas de las librerias mas completasxjsten, incluyen
funcionalidades como cargar un video, derivar una imagemyestir una
imagen a escala de grises y/o blanco y negro, convolucitodss necesa-
rias para la implementacién de este proyecto. Tambiényeolfunciones
y una aplicacion para la realizacién y uso de un filtro entlemaediante
Adaboost, que se explicarad mas tarde qué es. Ademas estaigablson de
codigo abierto, por lo tanto no tendra el problema de li@naira ventaja
gue tienen es que son para lenguaje C++, por lo que se pobGaiaina
aplicacién independiente que es lo que el CSIC desea. Etccaifimciona-
lidad también son muy completas y poseen todas las opeesc@tesarias
para la elaboracion del proyecto [OpCV].

Las librerias que se usaran para la elaboracion del progecdo las OpenCV,
porque cumplen con los requisitos de funcionalidad y soncéadia GPL, por
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lo tanto son de libre distribucidn, también se escogiertesdirerias por ser en
lenguaje C++ y por su variedad de funciones. Al ser en C++ ed@tealizar una
aplicacion distribuible sin necesidad de pagar licenc@nfién se podria haber
escogido para algunas funciones las Cimg, pero ya que las@pecluyen
todas las funcionalidades necesarias, para no complipap@tso de aprendizaje
para implementar la aplicacion, sélo se usaran las OpenCV.

Existen otras librerias, pero para usarlas la inmensa rizag@guieren pagar
una licencia, dado que las OpenCV cumplen con todos lossiéggiide funcio-
nalidad para la realizacién del proyecto no ha sido necesanier que adquirir
unas de pago. También hay otras librerias de libre disitbupero no son tan
completas como las OpenCV o Matlab, por lo tanto fueron dtzstas.

Para concluir este capitulo se repasaran los datos de kessvédobtener. Lo
primero que se debe obtener son los puntos donde los nivelesratentracion
de la proteina son mayores y medir el tiempo de residenciasegondo seria
identificar el estado de la célula para luego poder sepateg ks estados de la
célula. Por ultimo, decir si los puntos estan en la zona geireging o no. Y para
la realizacién de la aplicacion final, se usara las libreBipenCV por los motivos
explicados anteriormente.
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Capitulo 3

Requisitos y funcionalidad

Lo que se desea es crear una aplicacion capaz de autombaizaligis de este
tipo de células. Lo que interesa analizar es la intensidaudnica de los puntos
(que es proporcional a la concentracion de la proteina epugge), el andlisis del
tiempo que perduran los puntos (que se define como tiempacsakeneia de la
proteina),Tp. Respecto a la intensidad luminica se medira la intensidadma
del puntolp.

El programa se utilizara para adquirir automaticamentaftarinacion sobre
lo puntos luminosos descrita anteriormente partiendo deomjunto de videos
definidos por el usuario en los que se habran filmado una o nhdlas<én las
que aparecen y desaparecen puntos luminosos. Para cadaelvfitegrama de-
volvera informacion sobre la media de los paramelpo3 p. El programa debera
distinguir a que tipo de célula pertenece el punto hallatg), SBm SBd BBm
BBd donde las terminaciones indicames la célula madre y ld es la hija, o si
pertenece al septim rinfgRo no pertenece al septim rildSR

3.1. Requisitos funcionales

El usuario especificara el video que desee analizar.
El analisis consiste en medir el tiempo en que la protein@seentra en un
punto, tiempo de residencia.

15
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Coordenadas | Tiempo residencia | Intensidad max. | Tipo célula | Posicion
90,59 3 140 BBm SR
73,142 1 132 SBd NSR

Media Media

Cuadro 3.1: Ejemplo de fichero de salida.

Hay que asignar a cada punto un identificador, como por emphimero
0 mediante sus coordenadas en el frame del video.
Los resultados deben mostrar si se desea el estado de kx célul

= UB

= SB y distinguir la M mother o D daugther.

= BBy distinguir la M mother o D daugther.

Y también donde se encuentre la concentracion:
= Si se encuentra en septim ring, SR.

= No se encuentra en septim ring, NSR.

La informacion de salida debe ser por fichero, en el cual detae @istribuido
de la forma que muestra el ejemplo del cuadro 3.1.

El usuario podra decidir qué informacién, de la comentaderammente, se
debe mostrar en el fichero de salida.

3.2. Requisitos no funcionales

La aplicacion debe funcionar bajo plataformas Windows™gya en los la-
boratorios del CSIC la maquinaria usa Windows XP™ tamb&beder una apli-
cacion que sea de facil distribuciomuger friendly ya que se desea distribuir entre
los ordenadores del laboratorio sin tener que realizar nstalacion compleja y
ha de ser usado por el personal del laboratorio facil y inartente. Ademas para
la elaboracion del proyecto no hay presupuestos por lo tamagalicacion debe ser
libre en costes de licencia.



Capitulo 4

Localizacion y tracking de los
puntos luminosos

Cuando se habla de la localizacion de puntos luminosos dsguesea obte-
ner son las coordenadas del centroide del conjunto de piggeteforman parte del
punto luminoso. Con las coordenadas se podra saber si uo esigl mismo en
el siguiente frame del video y si se encuentra en el septign Fara la obtencion
de los puntos, se tratara por separado frame a frame del gigese proporcione
a la aplicacion.

Las imagenes obtenidas de los videos son en RGB, es deciresartanales
distintos. El primer paso que se realizara siempre es ctirhzemagen en una de
escalas de grises para asi tener solo un canal a tratar.

4.1. Imagen Integral

Antes de explicar el primer algoritmo se debe explicar lagemalntegral,
de Viola and JonegVioJo], que es un método para realizar de forma rapida el
calculo del nivel medio de intensidad de las regiones ddgsan una imagen o
matriz. Esta consiste en crear una matriz del mismo tamaédagmatriz de la
imagen original donde cada elemento de la Imagen Integrdiesee la suma de
todos los pixeles localizados en la region superior izgai€e la imagen original.

17
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ul R LR-UR-LL+UL
average =
- + h w*h

Figura 4.1: Imagen integral [ATI].

Permitiendo calcular las midias de intensidades de aredss ideagen solo con
cuatro busquedas como se aprecia en la figura 4.1.

4.2. Primer método

Este método consiste en tres filtros en cascada, es dedoaraph filtro y
con los resultados obtenidos, aplicar el siguiente filtrasiysucesivamente. Los
resultados se iran guardando en una lista de puruososgue contienen las coor-
denadas de éstos. A continuacion se explicaran los tressfiltse mostraran los
pseudocodigos de los dos primeros ya que son los mas cosphaja explicar.

= Primer filtro

Este consiste en guardar los pixeles que superen un ciebi@Lde intensi-
dadUi. Para empezar el umbral se calcula para cada imagen. Estals®b
calcula buscando todos los pixeles que superen el nivetelgsidad 10, ha-
ciendo esto ayuda a eliminar problemas con el ruido del medracelular.
Esto se aplica para intensidad 10, ya que es un nivel muy begosggu-
ro que los maximos de la matriz no seran descartados. Unabteaidos
los pixeles se hara el sumatorio de todas las intensidadestaoe pixeles
y se hara la media obtenientllh. Ahora que tenemos el umbral habra que
recorrer toda la imagen de nuevo, pixel a pixel, se calcelanivel de in-
tensidad medio de esa areaa, utilizando la imagen integral, que sera de
3x3 pixeles siendo el pixel recorrido el central de la area.
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Pseudocddigo:

Entrada: imagen en escala de grisesagen

1. Inicializar variabldJi « 0y lista Puntos <« @
2. for i « 0,7 < imagen.width
3. for j — 0,7 < imagen.heigth
if imagenli, j| > 10 then Ui — (Ui + imagen]i, j])/2

. CalcularimagenlIntegral

for j — 0,7 < imagen.heigth

4

5

6. for i — 0,7 < imagen.width
7

8 Calcularlma
9

if Ima > Ui then

Puntos < Puntos U [i, j]
Donde/ma se calcula con la formula que aparece en la figura 4.1.

= Segundo filtro

El segundo filtro consiste en descartar los pixeles que ngleunta con-
dicion de que la intensidad de éste sea superior a la del érgéxdles
colindantes.

Para cada uno de los pixeles que resultaron del filtro ans®iacandidatos
a un maximo, se calculara la media de un area 3x3 de sus picE®Ss
excluyendo del area el pixel candidato que se esté anatizara®, es decir,
el centro del area sera un pixel que esté como muy cerca adstie 1,
véase figura 4.2.

Una vez hecho las medias de las 16 areas se contabilizarémelro de
areas cuya media sea inferior al valor del pixel analizadla ®ayoria de
las medias de areas son menores al pixel analizado, el gixkd sterés
sino es descartado, ya que si la mayoria es mayor, quiemegqdecno es un
maximo local sino que uno de esos vecinos tiene mas prothathitie ser
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16
il |
14
i) P k]

o[ oo | =g | O e

Figura 4.2: Célculo del area de los pixeles colindantes.

un maximo local. Y asi sucesivamente para todos los punsottaetes del
filtro anterior.

Pseudocddigo:

Entrada: imagen en escala de grisesagen y la lista Puntos obtenida en
el filtro anterior.

1. while i < Puntos.length

2 for j — 0,5 <16

3. Inicializar variablenedia «— 0

4 Calcular/ma2;

5 if Ima2; > imagen[Puntos|i].y, Puntos[i].z| then
media «— media + 1

6. if media < 8then Puntos « Puntos — Puntosli]

Dondelma2; es la media del area de uno de los 16 pixeles que se muestra
en lafigura 4.2.

n Tercer filtro

El dltimo de los tres filtros se encarga de eliminar los p&elgya media
de intensidad de sus colindantes sea mayor a la intensidadxeeanali-
zado, en otras palabras, se realizara la media del perideteomatriz. Asi
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a) b)

Figura 4.3: Resultados del método 1.

eliminando pixeles que es mas probable que sus vecinos seamos que
ellos mismos.

Para esto se calculara la media de los pixeles exteriores matliz y se
comprobara si es menor que el nivel de intensidad del pixebhssi no
lo es, se descartard el pixel, si lo es, se incluira en la disfaitiva de
candidatos.

Una vez aplicados los tres filtros o que se obtiene es lo qureisde apre-
ciar en la figura 4.3 a), unos grupos de pixeles, y a estos gipgr@a obtener el
punto deseado, se le aplicara el mismo proceso que en el onétbderiormente
explicado, calcular el centroide de los puntos. Una vez tnesko los resultados
obtenidos son los de la figura 4.3 b).

4.2.1. Implementacion

En la primera implementacion para la fase de prueba fueeskdien lenguaje
Matlab. Este no se ha llegado a desarrollar en lenguaje @to se aclarara en
el apartado de Comparativa y evaluacion, no fue idéneo pareefuisitos de la
aplicacion.
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4.3. Segundo método

Para empezar, los valores en que se comprende la imagen $ba @5,
siendo O el negro y 255 el blanco. Los puntos que se deseantearcson los
mas luminosos de la imagen, lo que quiere decir que seramméxocales en la
imagen, lo que a su vez si el valor maximo de la imagen, por@ed60, estos
puntos seran de una intensidad algo menor. Otro factor a éeneuenta son las
regiones que se pueden descartar con seguridad, las zdaeaeres a la célula,
oscilan entre los valores 1 a 10. Sabiendo esto, se puedaalilas regiones cuyo
valor no supere 10. Asi, se eliminan las zonas de no inteegépagdan introducir
ruido a los resultados. Una vez eliminadas estas zonasesde pealizar el método
para detectar los puntos.

Los puntos luminosos que se buscan estan asociados a canisoss en el
nivel de intensidad. Este método [CaSh] se basa en estosasmyntonsta de tres
pasos:

= Primer paso

La segunda derivada,mumerical Laplaciappara una imagen viene dada
por el sumatorio de las derivadas parciales de cada dimensié

Permite encontrar las variaciones de intensidad mayouastc mayor sea
el cambio en la imagen original, mayor sera el valor en loggaidonde

surge este cambio. Como se puede observar en la figura 4 gictissde

la figura son donde se produce mas variacion en la intensel&dichagen

original.

= Segundo paso

A continuacioén, para eliminar los ruidos de alta frecugnetale pasara un
filtro espacial de baja frecuencia, es decir, aplicar unaalanién que di-
fumine. En este caso es una convolucion discreta, ya queiteiep que
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Figura 4.4: Niveles de intensidad despues de aplicar Laplac

se desean tratar tienen valores discretos. Mediante estegarse calcula el
valor de un determinado punto en funcién de su valor y dehaddos pun-
tos que le rodean, aplicando una simple operacién mateangiiduncion
de la cual se obtendra un valor resultante para el punto estiéugAdDa]

glm,n) = flm,n] @ alm,n} =Y > flm,nla[m — j,n— K

Jj=—00 k=—00

Dondeal[z, y] kernel, f[z, y] es la imagen de entradagr, y] es la imagen
filtrada.

Segun el kernel o mascara de convolucion que sea, se puetigreoti-
ferentes resultados de como enfocar una imagen, difurairgeteccion de
bordes u otras operaciones.[GIMP]

El resultado que se desea obtener es el difuminado de la mmageltante
del paso anterior eliminando los ruidos de alta frecuencia.
= Tercer paso

Una vez obtenida la derivada suavizada, ahora se realiparfrasforma-
cion en blanco y negro de la imagen. Como los picos de la nueagan
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son los cambios mas bruscos de intensidades, ahora solbes& @scoger
un umbral, que especifique a partir de ese umbral los valosg®ms en
la imagen seran blancos y los menores seran negros. Pasdizacen del

proyecto se ha escogido el umbral con el que se obtienen esajesulta-
dos.

Ahora, para poder eliminar los grupos de puntos menores 8@Xeles se
aplicara un proceso de erosiéon en la imagen [SDC]. Al elimgsias zonas se
esta reduciendo la introduccién de ruido en los resultagibgue en estas zonas
la concentracion es menor a las otras, por no tener mas deig@gpmayores
gue el umbral o puede ser otra de las zonas a considerar, peqmog el umbral
haya sido separada de su grupo de pixeles vecinos, lo quecaria que éste sea
contabilizado como otro punto de concentracion a parte.

El proceso de erosién consiste en recorrer los pixeles goefoel contorno
de una region de pixeles que se encuentren como mucho a taactisde 1x1
pixeles y poner a O los pixeles que nos indique la matriz de fiftediante la
operacion AND pixel a pixel, situando el centro de la mattirofien el pixel de
la imagen a tratar.

Como resultado hemos eliminado las zonas no deseadas y dagague nos
interesan, pero con un tamafo reducido.

El siguiente paso es aplicar el proceso contrario a la erpsaddilatacion,
gue consiste en el proceso inverso: en lugar de poner cerpsnsiran unos para
asi restaurar el tamafo de las zonas que nos interesen. Eatdaidn, en lugar
de hacer una multiplicacion, se hara la operacion OR pix&el,funcionando
exactamente igual que el proceso anterior, excepto pori@ojdn a realizar y la
matriz de filtro, que sera distinta.

Asi pues, el resultado obtenido es el que se puede apreciarfigara. 4.5,
donde se han eliminado zonas no deseadas.

Ya para finalizar el proceso y obtener las coordenadas deult®$g lo que
se realiza ahora es calcular el centroide de los grupos eééepigue tienen un 1
de valor. Para realizar esto, lo que se realiza es un reoaigda imagen hasta
encontrar un pixel con valor 1, a este pixel se le asigna qde e@® grupo y a
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a) b)

Figura 4.5: Erosion y dilataciéon

a) b)
Figura 4.6: Original y resultado
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continuacion, se exploran los pixeles conexos a éste,awttividad 8, compro-
bando primero que el valor sea 1, que no pertenezca al grupovekz hechas
estas comprobaciones se afiade a la lista del grupo, y asdivaconente hasta que
no haya pixeles conexos que no pertenezcan al grupo y cuyiosea 1. Asi pues,
se sigue recorriendo la imagen entera hasta encontrariggiocpn valor 1 y que
no pertenezca a ningun grupo, entonces se repite el proocesma

Una vez explorada toda la imagen, de los grupos se mira ehmoaxiel mi-
nimo de las coordenadas X e Y obteniendo un rectangulo qugenerel area
donde se encuentra el grupo de pixeles, ahora solo quedéarigec el centro de
ese rectangulo y obtendremos el punto deseado. Véase figudadde a) es el
original y b) es sale las puntas del recuadro y el centroide.

4.3.1. Pseudocodigo
Entrada: imagen en escala de grisbs.a, K ernel para la convolucion.
1. Inicializar PuntosFinal «+— &, Grupo « &, « 0
2. Im «— f"Ima
3. Im «— Im ® Kernel
4. Imbw «— ConversionBN (Im,Umbral)
5. Imbw «— Erode(Imbw, 3)
6. Imbw « Dilate(Imbw, 3)
7. for ¢ < 0,7 < Imbw.width
8. for j — 0,7 < Imbw.heigth

9. if Imbwli,j] ==1 AND (i,j) ¢ Grupothen
Grupoll] < Conectividad(Imbwli, 7])

[—1+1
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10. for k — 0,k < Grupo.length
11. CalcularM ax X, MaxY, MinX, MinY

12.  PuntosFinal[k] «— (MaxX — MinX)/2, (MaxY — MinY)/2)

DondeConversionBN es una funcién que dada una imagen y un umbral la
trasforma en blanco y negr@pnectividad es una funcion para obtener los puntos
conexos,Erode funcion dada una imagen y un numerda erosionan pixeles,
Dilate o mismo que la anterior, pero dilatd&/ax X es el maximo de un grupo
de las coordenadas X/axY es el maximo de un grupo de las coordenadas Y,
MinX es el minimo de un grupo de las coordenadad/,Y es el minimo de
un grupo de las coordenadas Y.

4.3.2. Implementacion

La primera fase de prueba de este algoritmo se implemenénguodje Matlab
y se tested en Matlab para comprobar, analizar y comparaesukados poste-
riormente. Se us6 Matlab para la fase de prueba debido qué&esimple el
desarrollo en este lenguaje y ahorrar tiempo es una implagién C++ que era
posible que este algoritmo no fuera utilizado en la versida fie la aplicacion.

La version final de este algoritmo ha sido implementada enjGrte con las
librerias de Procesamiento de Imagenes OpenCV con lic&8&apermitiendo
asi la libre distribucion al CSIC sin problemas de licengiahorrando. Todo el
proceso se realizo sobre la plataforma Visual Studio 2005.

4.4. Tracking de los puntos

Para la implementacién de tracking primero se ha de obtedestios puntos
de cada frame de video. Una vez obtenidos los puntos searéalis comproba-
ciones necesarias entre el frame actual y el frame anteéagorimera compro-
bacion es, dado un punto en el frame actual, mirar que pustés situados a
una distancia 10 (respecto a pixeles). Dado que puede haseteruno, debido
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a que hayas dos 0 mas puntos muy proximos entre si, se mirewdakelos pun-
tos obtenidos con la condicion anterior el que se encuenéeiatancia minima,
asegurando que no hayan confusiones entre puntos cercanos.

Para saber en cuantos frames aparece el mismo punto, erulctast de los
puntos, existe un campo llamado frecuencia, el cual indicg&imero de frames
en que el punto ha aparecido en el video solo en el Ultimo feantie aparece el
punto, el punto en el resto de frames anteriores, el campodneia esta marcado
como un -1 para asi poder descartarlos a posteriori y sodo ke puntos con sus
frecuencias de aparicion.

4.4.1. Implementacion

El tracking se harealizado y probado en C++ ya que su re&izéice después
de la implementacion en C++ de la localizacion de puntos.



Capitulo 5

Deteccion de celulas y septim ring

5.1. Deteccion de células

Para poder determinar el estado de la célula o células hapcalezarlas en
la imagen, pero existe un problema que hace que se compdisjaele las células
al estar unidas dificulta el proceso mucho y reduce el nimenméodos para
la localizacion. Para la localizacion de las células seeeatiéd un filtro Adaboost
con caracteristicas Haar-Like, ya que éste se adapta apralde que las células
se encuentren unidas.

Este filtro se podré integrar en el proyecto mediante un funde las librerias
OpenCV. La funcion se le pasara como parametros el filtragmente cargado y
laimagen, y lo que retornara sera una estructura que certispuntos superiores
izquierdos de la region y su altura y anchura. Una vez |load#ig las células se
podra averiguar en qué estado se encuentra comparando@indenpixelesy el
diametro de la region en que se encuentre la célula.

5.1.1. Adaboost

El método propuesto para localizar las células es el Adapt&oosting o
Adaboost, que es un algoritmo de aprendizaje, formuladd'pav Freund y Ro-
bert Schapire. Este puede ser usado conjunto a otros aigsriie aprendizaje
para mejorar su rendimiento. Adaboost es adaptativo emetisale que sus sub-

29
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secuencia de clasificadores se ajustan a las instanciagasificadas. Un punto
negativo que tiene es que es sensible al ruido, y en las ireaggre usamos hay
bastante ruido, pero puede ser atenuado con unos filtros gsi@delante se ex-
plicaran. Por otra parte, el algoritmo es menos suscetildeerfitting que otros
algoritmos de aprendizaje. El funcionamiento del adaboossiste en llamar a
un clasificador débil repetidamente en unas series de roRtiasada ronda se
distribuye un peso a cada clasificador, que indica la imporadel conjunto de
datos, actualizando los pesos segun si son clasificadoseamente el peso sera
mayor, 0 correctamente que sera a la inversa, para asi luegoinar el error
generado.

5.1.2. Caracteristicas Haar-Like

Para poder crear los clasificadores para el Adaboost senusani@cteristicas
Haar-Like [Int] en vez de trabajar con intensidades pixeix@lpEl conjunto de
caracteristicas Haar-Like esta basado en las sumas detrivatensidad de re-
giones rectangulares. Una caracteristica simple Haarlgktangular puede ser
definida como la diferencia de la suma de los pixeles in&siat rectdngulo, los
cuales pueden estar en cualquier posicion y escala de l@muaiginal. Este con-
junto de caracteristicas modificado se llan@ctangle featureViola and Jones
también definieron 3 y 4 caracteristicas rectangularesa Gpad de caracteristica
puede indicar la existencia o no de un tipo de caracteréséinda imagen.

Para hacer el célculo de estas areas rectangulares se latilimagen Integral
explicado anteriormente.

5.1.3. Entrenamiento

Para realizar el entrenamiento se requieren dos tipos dstrase

= Imagenes de la célula. Estas imagenes son ejemplos pesita@o deben
contener la célula en si, para ello se establecera un archivtas coorde-
nadas en pixeles de la célula dentro de laimagen. A partstds ejemplos
positivos se buscaran las caracteristicas Haar-Like care e relevancia
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B e =

Ordenados de mayor a menor

Figura 5.1: Filtro de mediana.

para distinguir las células de la imagen. Para eliminaepdet ruido de la
imagen y asi obtener mejores resultados, lo que se aplicanadgen es un
filtro de mediana [YoGe].

= Imégenes negativas o background, que son imagenes que tieneola
célulay que sean como el fondo de las imagenes positivasitih ga estas
imagenes se estableceran las caracteristicas Haar-Lédifigran de las
células y sean comunes en grupos de backgrounds.

Una vez preparadas las imagenes positivas y negativas agagge el pro-
grama facilitado por OpenCV para empezar el entrenamiesizecificando el
namero de fases del entrenamiento que se desee [AIT],[[R&],

5.1.4. Filtro de mediana

El filtro de mediana es un filtro paso bajo que se utiliza pamaiehr el rui-
do y conservar los bordes. Lo que hace el filtro es reempldzai@ de cada
pixel por la mediana, en lugar de la media, como muestra leafigil. Al hacer
el filtro de mediana preservamos los bordes de las célulasouer el Adaboost
pueda detectar correctamente las células, ya que hacierfilimaide convolucién
difuminaria los bordes, dificultando la localizacion dedéhilas.

5.1.5. Implementacién

Para el entrenamiento del Adaboost se us6 un ejecutahiddidd por OpenCyV,
que sirve exclusivamente para realizar entrenamiento acacteristicas Haar-
Like.
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Otra herramienta que se usoé para la realizacién del Adalw®sina aplica-
cion en la cual especificabas un archivo con las imagenes ps&aba todas las
imagenes pudiendo asi seleccionar la region que contergdula y guardando
sus coordenadas en un fichero aparte preparado para sermpasddaplicacion
de entrenamiento.

Una vez obtenido el clasificador como un archivo XML, ésteithaimtegrado
en el codigo de la aplicacion pudiéndose usar con una furdgolas librerias
OpenCWV.

5.2. Deteccion del septim ring

Para poder localizar el septim ring se ha de localizar ladaken la imagen,
como se explica en la seccion anterior, para asi averigadesua zona de unién
de la célula madre e hija o septim ring. Teniendo las regidoesle se hayan las
células podemos encontrar donde esta el septim ring, paex pweriguar si un
punto pertenece al septim ring tiene que cumplir una de lasdodiciones que
se exponen a continuacion.

1. El punto debe estar dentro de dos areas de célula. Comaede ppreciar
en la figura 5.2 a) existe una region que es comun en las ardas des
células.

2. Dado que las células no siempre estaran en una posicidadajlite la com-
probacién de la primera condicion. La segunda condicionuesel punto
debe estar situado a un minimo de distancia entre las arezsldecélula.
Véase el caso de la figura 5.2 b).

Si en laimagen no hay mas de una célula, no se realizara rargumproba-
cion, si existe mas de una célula, se comprobara primeropeiaroy luego si no
cumple la siguiente. En caso de no cumplir ninguna de lassdaxynsiderara que
no pertenece al septim ring.
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a) b)

Figura 5.2: Casos a diferenciar para localizacion del sepiig.
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Capitulo 6
Aplicacion

En este capitulo se explicard como se ha realizado la ajdiica€sta ha si-
do desarrollada en entorno Visual Studio 2005 con lengu#je YClas librerias
OpenCV.

En los primeros pasos de la elaboracion se implemento eldogiara la lo-
calizacion de puntos. Para ello se tubo que integrar lasrids OpenCV y crear
tres clases con sus respectivas funciones:

Puntos : En esta clase se guarda las coordenadas de los.puntos

Nodo : Esta clase contiene la clase Punto, la frecuenciaateam de los puntos,
la intensidad maxima, el tipo de célula y si se encuentra eemim ring,
ademas contiene un apuntador a otro Nodo para realizaraiaa li

ListaP : Es una lista de nodos, lo que contiene es un Nodainion actual y el
final, ademas de el tamafio de la lista y sus operaciones, cesatear el
apuntador actual, borrar o afiadir Nodo.

Para la localizacion de las células sélo se ha tenido quaj&maton los datos
obtenidos a partir de una funcién de OpenCV la cual cargated fireviamente
entrenado mediante Adaboost.

Una vez hecha estos primeros pasos, se ha integrado todéelnidiben la
interfaz gréfica. La interfaz grafica ha sido creada a pagturrth aplicacion MFC
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x|
Opciones a imprimir en fichero
| Abrir I [” Intensidad [™ Tiempo residencia
I™ Media ™ Septimring
Salr | | = o cétu

Figura 6.1: Interfaz grafica de la aplicacion.

de Visual Studio 2005. Esta contiene una boton para abriidelova analizar, y
unas casillas que permiten seleccionar entre las siggiept@ones a mostrar en
fichero:

Septim ring: indica si el punto se encuentra 0 no en esta zona.

Tiempo residencia: muestra este tiempo.

Intensidad: muestra la intensidad maxima.

Tipo de célula: Muestra en que tipo de célula en que se eneugmiunto.

Media: muestra las medias de todas las intensidades meaeisn

Todos estos resultados son escritos en un fichero que senénaoere el mismo
directorio que el video, este fichero de texto tiene el misorabre que el video
pero con la extensioxt.

La aplicacion final es la que muestra la figura 6.1.



Capitulo 7

Evaluacion de resultados

En este capitulo se expone los resultados obtenidos dedonétodos para la
localizacion de las zonas donde la concentracion de laipeoes mayor, los de
la deteccion de las células para su posterior identificasgbestado celular (apli-
cacion, seguimiento y septim ring) y el conjunto de todossedin la aplicacion.
También se hara una comparativa entre los métodos de detadeilos puntos
luminosos.

7.1. Localizacion de los puntos luminosos

A continuacion se mostraran los resultados de los dos mefeata la locali-
zacién de puntos luminosos.

7.1.1. Método 1

Para este método en un principio fue testeado con 22 videqaeg/adlo se
facilitaron estos al empezar la realizacion del proyecgio& videos no tienen
demasiado ruido, aunque su resolucién es igual a la de los bTi8 que luego se
proporcionaron. En el periodo de realizacion de este mé&ed@bajo con los 22
videos. El cuadro siguiente muestra los resultados cor2legd2os.

Como se aprecia en el cuadro 7.1, el resultado obtenido isfasairio para
las 22 imagenes y el numero de falsos positivos es debido algueas imagenes
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Total de puntos en 22 imagenes Aciertos Fallos Falsos Positiv.
176 148 — 84,09% | 28 — 15,91% | 6 — 3,896 %

Total de puntos en 1 imagen ruidosa Aciertos Fallos Falsos Positiv.

4 4 — 100 % 0—0% 35— 87,179%

Cuadro 7.1: Resultados filtro método 1.

Figura 7.1: Problema del método 1 con el ruido.

contienen un poco mas de ruido. A la hora de probar el priméodoécon el

conjunto de 200 imagenes los resultados fueron insatisfast El ruido en las

imagenes genera demasiados falsos positivos.

En el cuadro 7.1 se muestra los resultados en una sola imageue contabi-

lizar todos los falsos positivos manualmente es presdmadiiendo la figura 7.1

se puede generalizar los resultados:

Tal cantidad de falsos positivos es inadmisible, ya que nansdizarian los

datos reales, seria una forma de introducir ruido a los detakzados.

7.1.2. Método 2

En esta seccion se presenta los resultados del segundoonedquiccado. El

testeo de este método se ha realizado con una imagen de dadajue el CSIC

proporciond para la realizacion del proyecto, en total Sihilhdgenes para com-

probar los resultados de este algoritmo.

Para este test se establecié un mismo umbral manualmeat®opas las ima-

genes, este umbral se obtuvo haciendo pruebas y compacenesiilitados obte-

nidos, se uso el que mejor se adaptaba al conjunto de las Z@@ies.
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Figura 7.2: Imagenes con ruido.

Figura 7.3: Problema de resolucion.

39

En las imagenes que se analizaran contienen gran cantidatldecomo se

puede observar en la figura 7.2 haciendo que interfiera hastarios resultados

negativamente. Otro factor en contra es la resolucion déaridgenes, esta es

relativamente baja en proporcit@amaro imager- tamafo célulaver figura 7.3,

haciendo que gran cantidad de puntos luminosos cercanosigsmdan como un

solo punto muy largo.

A continuacion se expone una cuadro con los resultadosidbten

Como muestra el cuadro 7.2, en numero de falsos positivaslas/amente

bajo y el porcentaje de aciertos es aceptable, a pesar danlagntidad de ruido

gue se encuentra en las imagenes y de su resoluciéon, hacjea@ste método se

Total de puntos en 200 imagenes  Aciertos

Fallos

Falsos Positiv.

886

616 — 69,525 %

270 — 30,475 %

18 — 2,839 %

Cuadro 7.2: Resultados filtro método 2.
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pueda utilizar para la funcién de deteccion de puntos canteets aceptables.
Cabe destacar, que la mayoria de los que no se encontratengmEn a un mismo
conjunto de imagenes, es decir, que por ejemplo si no se acmm 20 puntos,
estos 20 son de 4 imagenes en las cuales habia mucho ruidoeyemcaentrd

ninguno. Y en la mayoria de las imagenes restantes, el nideercerto es mayor,
solo en algunas falla por 1 punto o 2.

7.1.3. Comparativa de los 2 métodos

En esta seccidn se expondrd una comparativa en los dos ra§adola loca-
lizacion de los puntos luminosos.

Como se puede apreciar en el cuadro del segundo métodaylehdeses acep-
table, y como se explico anteriormente, s6lo en un casordetado el método no
detecta bien los puntos debido al ruido en las imagenes. EBibioael primer
meétodo se ajusta mejor a los primeros 22 videos testeadagieyastos no tie-
nen mucho ruido, pero por otra parte, la mayoria de videdsyies una cantidad
significante de ruido que interfieren en los resultados adhden

Asi pues, lo bueno del segundo método es que no es tan seasibldo y
puede ser usado en este caso. En cambio, el primer métods iemégenes que
no contienen mucho ruido los resultados son mejores quesesmkeriores, hay
un menor niumero de no encontrados. Pero en este caso los iridktyen ruido,
no podemos decantarnos por el primer método, ya que en larfmaal@casos el
resultado es insatisfactorio, por lo tanto, el método quasseen la aplicacion
final es el segundo método.

7.2. Localizacion de células y septim ring

A continuacion se presentaran los resultados de las pryelvada localiza-
cion de las células y el septim ring.
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Filtro n° ej. Neg Aciertos Fallos Falsos Pos.

Falsos Pos- Repe.

Falsos Pos: Repe.— mala calidad

150

51 — 76,119% | 16 — 23,881 % | 20 — 28,169 %

14 — 19,718 %

10 — 14,084 %

230

54 — 80,597 % | 13 — 19,403 % 36 — 40 %

17 — 18,888 %

11 — 12,222%

7.2.1.

Cuadro 7.3: Resultados filtros para imagenes de distintieosi

Evaluacion de la localizacion de células

Para realizar el primer test de la localizacion, de los 268843 que se facilito,
se tomé una imagen de cada uno, pero para realizar el enimrtamnse usaron
172 para el entrenamiento y 28 para el testeo, ya que paracbargos resulta-
dos correctamente no se debe incluir imagenes del entrentoren el conjunto
de pruebas. Con esta primera prueba se comprobara la &fadtien la detec-
cion segun la variedad de las formas de las células. Lueggbied una segunda
prueba, esta se basa en el analisis de cuatro videos completo

Test de las imagenes de distintos videos

El conjunto de 28 imagenes de distintos videos contenialélas bien de-
finidas, esta fase de test s6lo se probo con las células bierdds, ya que en el
entrenamiento también se tomo solo las que estaban biemddsfitkebido a que
introducir las que no se distinguian muy bien seria comodicir ruido en el en-
trenamiento, por lo tanto, el objetivo de este filtro es datdas células que estén
claramente definidas. Para esta primera prueba se entrefiiftrds para realizar
las pruebas, el primero constaba con 150 y el segundo conj@3@les negati-
vos. En el cuadro 7.3 muestra los resultados obtenidos, senpoiede apreciar
en el primer filtro, la tasa de acierto es elevada, de un 78448 cambio la tasa
de falsos positivos respecto al total de detecciones es8iE62 %, es algo alta,
pero de los 20 falsos positivos, 6 de ellos se podrian elipyaaque son células
detectadas 2 veces, es decir, que la célula se enmarco @ss vegecuadro es de
mayor tamafo y otro se ajusta a la célula siendo de menor taquagiel anterior.
Aplicando una comprobacién de que si hay un area compregidizo de otra
de mayor tamafio, si se elimina la de mayor tamafio, el nUmeeisies positivos
se reduce a 14 siendo un 19,718 %. Pero de los falsos posuivies ellos son
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N° video Aciertos Fallos Falsos Pos. | Falsos Pos: Repe.
1 88 — 56,41 % | 68 —43,59% |30 — 25,423% | 13 — 11,016 %
2 72 — 90% 8 = 10% 20 — 21,739 % 8 — 8,695 %
3 23 —28,75% | 57— T71,25% 13 — 50 % 5— 22,222%
4 9—10,715% | 75 — 89,285% | 32 — 78,048 % | 27 — 65,853 %
5 30 — 100 % 0—0% 13 —30,232% | 11 — 25,581 %
6 98 — 81,666 % | 22 — 18,333 % | 35 — 26,315% | 17— 12,781 %
7 86 — 71,666 % | 34 — 28,333 % | 12 — 12,244 % 9—9,371%
8 72 —92,307% | 6— 7,693% 8 - 10% 6—7,5%
9 15—19,23% | 63 —80,77% | 2 — 88,235% 2 — 88,235%
10 80 — 97,56 % 2 — 2,44 % 16 — 16,666 % 12 - 12,5%

Cuadro 7.4: Resultados de diez videos.

células que no se consideraron a la hora de establecerlasdmbuena calidad,
pero el filtro a sido capaz de localizarlas. Esto es buenougasgfuese capaz de
detectar todas las células, independientemente de |ladajige sea la muestra es
el objetivo final de este filtro. Asi pues, el nimero de falsositivos son 10, un
14,084 %.

El siguiente filtro como se puede apreciar en el cuadro 7.gyrmal anterior
en porcentaje de aciertos, un 80,597 %. El nimero porcet¢diaisos positivos
inicial es de un 40 %, muy elevado, pero considerando que I&s@&6 son areas
repetidas y 6 mas son células que no se marcaron al prinaypisupcalidad, se
consigue un 12,222 % siendo inferior el porcentaje al pramer

Viendo los resultados, se puede observar que este métodalds para el
objetivo de localizar las células.

Test completo los videos

En este apartado se mostraran los resultados obtenidasbtér las células
en diez videos completos. El cuadro 7.4 muestra los ressitad

En la mayoria de los casos, el filtro obtiene buenos reswdtaimperiores al
70 %, en los casos que son inferiores, se encuentran prablam@aencionados
anteriormente, como la proporcion de la célula respectanadgen o el ruido. En
la inmensa mayoria de casos en que se obtengan peoresdeswtadebido al
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Figura 7.4: Problema con células demasiado juntas.

ruido. Otro problema existente, es que no siempre se hdllarsmo nimero de
células en los frames, haciendo que no se pueda determimaerdeza en estadio
celular en que se encuentre la célula, ya sea por el ruidagueda célula madre
o hija apenas se distingue del fondo de la imagen. Pero ajtossesultados
son satisfactorios pudiendo identificar el estadio celeshaque se encuentran las
células del video.

Limitaciones

Este proceso para la localizacion tiene una limitacionpescgando aparecen
mas de un grupo de células demasiado juntas, ver figura 7estemcaso, la apli-
cacion no puede definir el estadio celular ni la localizadélseptim ring, ya que
las células estan pegadas y no se puede distinguir las pdee{@lulas y a conse-
cuencia de esto, el la localizacion del septim ring tampeqouede establecer.

7.2.2. Septim ring

Los resultados de que un punto pertenece al septim ring defgetalmente
en que si la localizacion de las células ha funcionado ctameente. Con las dos
comprobaciones, establecer si un punto esta situado enpmseg es muy
efectiva en los videos analizados. So6lo en pocos casos seedieqido a que el
detector de células establece el area de la célula demagistado, el requisito
de la distancia minima entre los dos recuadros no se cungdee el Unico caso
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en que no funciona correctamente. En los videos testeadss ha encontrado
con este problema.

Limitaciones

La unica limitacion es que depende totalmente del resultddenido en la
localizacion de las células mencionada anteriorment®, detecta correctamente
las células, este método no podra establecer si pertenseptah ring los puntos
luminosos.

7.3. Tracking de los puntos

El tracking funciona correctamente, pero para un caso ggoda implemen-
tacion realizada no funciona correctamente. El probleniad@es a la hora de
detectar los puntos, a veces se da el caso en que habia urustdoep el fra-
me anterior, y en el siguiente frame aparecen dos puntoa derclonde habia
el anterior, entonces a veces el método establece la migmaeficia para los
dos puntos que aparecieron el el frame siguiente. Salvpesiéema el método
funciona correctamente.

7.4. Aplicacion final

La aplicacion final no muestra problemas en las pruebazaelals en distintos
ordenadores y con los videos probados. Tiene una intenfiaglesipara el uso
intuitivo. No se ha encontrado ningun error.

Como conjunto, toda la aplicacion funciona correctamesa®/o las limita-
ciones comentadas anteriormente, que como se vera emeb @apitulo, se ha-
cen diversas propuestas para eliminar estas limitacioneggrar los resultados
obtenidos.



Capitulo 8

Conclusiones y lineas futuras

En este ultimo capitulo se explicaran las conclusiones@uase han llegado
y se expondran las futuras mejoras para el proyecto.

8.1. Conclusiones

El proyecto tenia cuatro objetivos, el primero era la budguie los puntos
luminosos, que ha sido cumplido con unos buenos resultiddsstincion estre
los tipos de estadio celular y la localizacion del septingriambién se ha cum-
plido, aunque como se explicara en la seccién de lineasafufowdria mejorar
sus resultados. El seguimiento en la secuencia de vide gitdos luminosos
también se ha cumplido. Y el dltimo objetivo, el de realizaa @aplicacion con
interfaz gréfica y el procesado de datos, también se han @onpl

Este proyecto ha sido de gran interés ya que se ha podido cbargromo la
informatica puede ser de gran utilidad en cualquier cama &specto intere-
sante ha sido el hecho de tener que investigar para poderareaste proyecto
y utilizar las librerias OpenCV que son unas de las mas cdagpbpie existen
actualmente.

Los objetivos establecidos en un principio se han cumpléaplicacion pue-
de ser util a los miembros del laboratorio del CSIC, pero gstpodria mejorar
para que fuese aun mas util y fiable para los mienbros del CSIC.
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8.2. Lineas futuras

En esta seccidon se van a proponer diversas formas para mgjéuaciona-
miento de la aplicacion. A continuacion se listan las pesilohejoras a realizar:

= Se puede perfeccionar el método de la localizacién célufasigientifica-
cion ya que tienen limitacion en cuanto a distinguir el tipacélula cuando
hay mas de un grupo en el mismo video.

= Realizar un nuevo entrenamiento del Adaboost de mas tiengooun or-
denador superior al que se realizd, ya que puede tardar simchiiempo
el entrenamiento en un PC convencional

= En la obtencion de puntos se podria establecer un umbrahatitm adap-
table ya que ahora el que hay es uno fijo que es el que mjor staalgs
muestras que hay.

= Perfeccionar la aplicacion final, afiadiendo la opcién dedap a hoja de
calculo y el analisis completo de un directorio en lugar deteue selec-
cionar video a video



Apéndice A
Manual de usuario

Este programa a sido disefiado exclusivamente para eliartdisélulas.

A.l. Instalacion

No es necesaria ninguna instalacion, para usar la aplitaéid requiere co-
piar el archivo ejecutable en un PC con sistema operativat\Vis ™. También
asegurese de tener instalados los codecs de video nesgpari®@ comprobar si
los tiene, pruebe visualizar el video que se desea anaizarisualiza correcta-
mente puede ejecutar la aplicacién sin problema.

A.2. Funcionamiento

Una vez abierta la aplicacion saldra una ventana como naulesfigura A.1.
Para empezar a usar la aplicacion, primero seleccione E#repciones que
muestra el cuadrtOpciones a imprimir en fichero” a continuacién viene una
breve descripcion de lo que mostrara las opciones en el fideisalida al ser
seleccionadas:

= Intensidad: muestra la intensidad maxima de los puntosniosois.
= Tiempo residencia: muestra el tiempo de residencia de lo®pu

a7
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x|
Opciones a imprimir en fichero
| Abrir I [” Intensidad [™ Tiempo residencia
I™ Media ™ Septimring
Salr | | = o cétu

Figura A.1: Interfaz gréfica de la aplicacion.

= Media: muestra la media de todos los puntos de de las opcamesores.

= Septim ring: muestra si el punto se encuentra en la zona pehseang o
no.

= Tipo célula: muestra el estadio celular en que se encuemtcéllila que
contiene el punto y si es madre o hija.

Una vez seleccionadas las opciones que se desean, hacienglo & boton
abrir se abrira una ventana de exploracion que le perméiegsionar el video que
se desea analizar. Una vez se le de a abrir el fichero, la @ilicanalizara el video
automaticamente, guardando los resultados en un fichemexttedon el mismo
nombre que el archivo de video analizado. El archivo de testé substituido si
ya existe uno con el mismo nombre, asegurese que si no desiea pgte fichero,
cambiar el nombre al que ya existe.

A.3. Formato del fichero de salida

En el fichero de salida, se muestra frame a frame los puntlaglbalen el ana-
lisis. Los puntos se identifican mediante coorden&d#sl_os puntos se muestran
en el ultimo frame que se encontrd ese punto, es decir, si oo @stuvo en los
frames 3, 4y 5, el punto se mostrara en el frame 5.

En la opcion de intensidad, la intensidad que se muestra@gscala de 0
a 255. El tiempo de residencia que se muestra, son el numdrardes en que
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apareci6 el punto. La media se muestra en la ultima lineadwdr. El septim
ring, si se encuentra el punto en esta zona, s&Ben el fichero, sino saldfdSR
Para el tipo de célula se encuentran las siguientes etgjueta

SBm Small Budded Mother.

SBd Small Budded Daughter.

BBm Big Budded Mother.

BBd Big Budded Daughter.

B: Budded.

IND: sin identificar.

A.4. Terminar aplicacion

Cuando se desee terminar la aplicacion puede cerrarlaaagdcetl boton de
saliro ala*X” que aparece en la parte superior izquierda de la ventana.
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Resum
Aquest projecte s’ha desenvolupat a peticié del CSIC. Hepte consisteix

en crear una aplicacié que automatitzi la localitzacié eabi6 de la intensitat
de uns punts lluminosos en cel-lules que apareixen en eb.videnbé es desitja
identificar en qué estadi cel-lular es troba les cél-luldslsgpunts trobats estan
a la zona del septim ring. Per aix0, se ha fet un estudi i pravaetodes per
a la localitzacio dels punts y s’ha realitzat un filtre migant Adaboost per a
la localitzacié de les cél-lules. També s’ha realitzat urtarficie grafica per a
l'usuari final.

Resumen

Este proyecto se ha desarrollado a peticién del CSIC. Elgatoyconsiste en
crear una aplicacion que automatice la localizacion y atiderde la intensidad de
unos puntos luminosos en las células que aparecen en el Vatabién se desea
identificar en qué estadio celular se encuentran las céliaes puntos hallados
estan en la zona del septim ring. Para ello, se ha hecho udi@stprobado 2
métodos para la localizacion de los puntos y se ha realizaddtto mediante
Adaboost para la localizacidn de las células. También sedleado una interfaz
gréfica para el usuario final.

Abstract

This project has been developed by request of the CSIC. Td)egbiconsists
of creating an application that automates the location ofifwus points inside
the cells that appear in the video and obtaining it's intgngilso it is wanted to
identify in which cellular stadium the cells are and if thams are in the septim
ring zone. For it, a study has been done and tried 2 methodlsddocation of the
points and a filter has been realized by Adaboost for theilmcaf the cells. Also
it has been made a interface graph for the final user.



