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(57) Abstract: The invention relates to a method and a device for segmenting a digital representation (22) of biological cells (2,
3), a method and a device for analysing the dynamic behaviour of biological cells (2, 3), and a method and a device for visualising
the dynamic behaviour of biological cells (2, 3). The aim of the invention is to provide a segmenting method which has only low
technical requirements, requires no special preparation or manipulation of the cells to be observed, and presupposes as few hypothe-
ses as possible about cell characteristics. To this end, the inventive method comprises the following steps: a maximum gradient is
determined (41) for each pixel of the representation as the maximum of the differences between an image value of the pixel and the
corresponding image values of all or selected adjacent pixels; a segmenting threshold value is determined (42) on the basis of the
frequencies of the maximum gradient; the pixels are classed (43) in an object category and an environment category by means of
the segmenting threshold; and a segment region of the digital representation is formed (44) by means of a category merging method,
especially a region growth method.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Abbildung
(22) von biologischen Zellen (2, 3), ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen
(2, 3) sowie ein Verfahren und eine Vorrichtung zur
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Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen (2, 3). Um ein Verfahren zur Segmentierung vorzustellen, welches
nur geringe technische Anforderungen hat, keine spezielle Priparation oder Manipulation an den zu beobachtenden Zellen benotigt
und moglichst wenige Annahmen iiber Zelleigenschaften voraussetzt, wird vorgeschlagen, dass es die folgenden Schritten aufweist:
Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als das Maximum der Differenzen zwischen einem Bild-
wert des Bildpunktes und den entsprechenden Bildwerten aller oder ausgewdhlter benachbarter Bildpunkte, Bestimmen (42) eines
Segmentierungsschwellwertes anhand der Haufigkeiten der maximalen Gradienten, Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Objek-
tklasse und eine Umgebungsklasse mittels des Segmentierungsschwellwertes, und Bildung (44) eines Segmentbereichs der digitalen
Abbildung mittels eines Klassenverschmelzungsverfahrens, insbesondere eines Bereichswachstumsverfahrens.
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Verfahren und Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Abbildung von
Zellen ‘

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Segmentierung ei-
ner digitélen Abbildung von biologischen Zellen, ein Verfahren und eine Vorrich-
tung zur Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen sowie ein Ver-
fahren und eine Vorrichtung zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens bio-

logischer Zellen.

Die Messung der Bewegung biologischer Zellen wird als Screeningverfahren zur
pharmakologischen Wirkstoffsuche beispielsweise in der Tumor- und Immunfor-
schung benutzt. Damit ist eine Methode als in-vitro Alternative zu Tierversuchen

gegeben.
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In einem bekannten Verfahren werden die Zellen mittels geeigneter Farbetechni-
ken fluoreszierend eingefarbt, um damit die Unterscheidung zwischen den Zellen
und dem Hintergrund bzw. der Umgebung zu erleichtern. Diese Technik hat den
Nachteil, dass durch das Einfarben die Zellphysiologie beeinflusst werden kann,
insbesondere Beweglichkeit und Bewegung der Zellen, also Eigenschaften, die
zu untersuchen sind. Das Verfahren ist im wesentlichen auf eine zweidimensio-
nale Probe wie beispielsweise einen Zellrasen beschrankt, da eine Praparation
dreidimensionaler Proben sehr aufwandig ware. Zudem ist die Auflosung der
dritten Dimension geratetechnisch besonders aufwéndig, da es ein automatisier-
tes motorisiertes Mikroskop erfordert und grof’e Datenmengen generiert, die
Routineapplikationen erschweren. Insbesondere bei Langzeitversuchen ergeben
sich die Probleme dadurch, dass die Fluoreszenzwirkung mit der Zeit durch Ab-
bau oder Einlagerung in bestimmten Zellbestandteilen verandert wird. Wenn sich
eine markierte Zelle wahrend der Beobachtungszeit teilt, kann nicht sichergestelit
werden, dass die Markierung auch an beide Tochterzellen gleichermafien weiter-

gegeben wird.

Konventionelle Verfahren zur Zellverfolgung machen Annahmen Uber Eigen-
schaften der Zelle wie etwa Form oder Grofle, die als konstant angenommen
werden. Diese Annahmen sind aber nicht flr alle Zelltypen haltbar, insbesondere
nicht fur mobile Zellen. Weiterhin sind diese Verfahren entweder sehr aufwéndig
etwa im Hinblick auf bendtigte Hardware oder Rechenleistung und / oder sehr
empfindlich gegenuber unklaren Abgrenzungen zwischen Zelle und Umgebung.
Die Abgrenzungen sind vor allem bei dreidimensionalen Proben von Zellen in

einer heterogenen Kollagenmatrix nicht ausreichend gegeben.

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Segmentierung einer digita-
len Abbildung von biologischen Zellen anzugeben, welches nur geringe techni-
sche Anforderungen hat, keine spezielle Praparation oder Manipulation an den
zu beobachtenden Zellen bendtigt und moglichst wenige Annahmen Uber Zellei-

genschaften voraussetzt.

PCT/EP2005/006231
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Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbil-

dung von biologischen Zellen gelost, das die folgenden Schritte aufweist:

- Bestimmen eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als das
Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes und den

entsprechenden Bildwerten ailer oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,

- Bestimmen eines Segmentierungsschwellwertes anhand der Haufigkeiten

der maximalen Gradienten mit den Schritten,

a) Zuordnen einer Gradientenhaufigkeit zu allen maximalen Gradienten als die

Anzahl von Bildpunkten mit dem jeweiligen maximalen Gradienten,

b) Bestimmen eines Umgebungsgréfenwerts als Anzahl der Bildpunkte, fur

die der haufigste maximale Gradient bestimmt wurde,

c) lteratives Vergleichen zwischen Umgebungsgréflenwert und einem vorge-
gebenen Schatzwert fir die Anzahl von Bildpunkten, die die Umgebung einer
biologischen Zelle abbilden, und Hinzufugen der Anzahl der Bildpunkte mit dem
jeweils nachsthaufigsten maximalen Gradienten zum UmgebungsgréRenwert, bis

der Umgebungsgrofenwert den Schatzwert Uberschreitet oder erreicht, und

d) Bestimmen des Segmentierungsschwellwertes aus der Anzahl der Wieder-

holungen des Schrittes c),

- Klassifizieren der Bildpunkte in eine Objektklasse und eine Umgebungs-
klasse mittels des Segmentierungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte, deren
maximaler Gradient eine bei oder (ber dem Segmentierungsschwellwert liegende
Grofle aufweist, in die Objektklasse und die anderen Bildpunkte in die Umge-

bungsklasse eingeordnet werden, und

PCT/EP2005/006231
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- Bildung eines Segmentbereichs der digitalen Abbildung mittels eines Klas-
senverschmelzungsverfahrens,  insbesondere  eines  Bereichswachstums-

verfahrens.

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, dass eine von Zelleigenschaften
weitgehend unabhangige, gegenlber geringer Abbildungsqualitat unempfindliche
aber dennoch einfache Segmentierung aufgrund von Bildwertanderungen zwi-
schen Bildpunkten moglich ist. Die fur diese Erfindung wesentliche Eigenschaft
der Bildpunkte einer zu segmentierenden Abbildung ist der Grad der Unter-
schiedlichkeit zu seinen umgebenden Bildpunkten. Fir jeden auftretenden maxi-
malen Gradienten wird die Anzahl des Auftretens bestimmt, also die Anzahl der
Bildpunkte mit entsprechendem maximalen Gradienten. Ausgehend vom dem am
haufigsten auftretenden maximalen Gradienten werden solange weitere, jeweils
weniger haufige, maximale Gradienten hinzugenommen und jeweils die Gesamt-
zahl der Bildpunkte bestimmt, deren maximaler Gradient zu den ausgewahlten
gehort, bis eine vorbestimmte fur die Umgebung der Zelle abgeschéatzte Grofie
als Anzahl von Bildpunkten erreicht oder Uberschritten ist. Damit ergibt sich ein
Segmentierungsschwellwert in Abhangigkeit von der Anzahl der bis zum Errei-
chen oder Uberschreiten nétigen lterationen, also abhangig davon, wie viele der
haufigsten maximalen Gradienten hierzu zusammengefasst werden mussten, als
eine Abgrenzung zwischen Bildpunkten, fur die zunachst angenommen wird,
dass sie die Zelle abbilden, und anderen Bildpunkten, fur die angenommen wird,

dass sie die Zellumgebung abbilden.

Durch das sukzessive Hinzunehmen der maximalen Gradienten mit fallender
Haufigkeit, bis damit mehr Bildpunkte erfasst werden, als mit einen Schatzwert
fur die Umgebungsgrole, der sich aus der Differenz zwischen Bildgrofie und
einem Schatzwert fur die Zellgrofie ergibt, vorgegeben, erhalt man einen von der
Anzahl der Iterationen abhangigen, steigenden Schwellwert. Dieser Schwellwert
kann als gleich der Anzahl der Iterationen gewahlt werden. Eine andere Moglich-
keit besteht darin, den Schwellwert um einen vorbestimmten Wert grofer oder
kleiner als die Anzahl der Iterationen anzusetzen, also eine /absolute Differenz

zwischen der Anzahl der lterationen und dem Schweliwert vorzusehen. Eine wei-

PCT/EP2005/006231



10

15

20

25

30

WO 2005/122092

tere Moglichkeit ist es, die Anzahl der Iterationen mit einen vorbestimmten Faktor
(grofier oder kieiner als 1) zu multiplizieren und somit eine relative Abweichung
zwischen der Anzahl der lterationen und dem Schwellwert zu erhalten. Diese

Moglichkeiten kdnnen auch kombiniert werden.

in e‘iner Ausgéstaltung der ErfindQng wird der Segmentierungsschwellwert als die
Anzahl der Wiederholungen des Schrittes ¢) bestimmt. Es hat sich gezeigt, dass
bei dieser Wahl im allgemeinen die besten Segmentierungsergebnisse erzielt
werden kdnnen. In speziellen Anwendungsfallen und bei besonderen Abbil-
dungskonstellationen kdnnen jedoch mit einem veranderten Schwellwert bessere

Ergebnisse erzielt werden. In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung wird

zur Bestimmung des Segmentierungsschwellwertes die Anzahl der Wiederholun-

gen mit einem vorbestimmten Faktor, insbesondere im Bereich von 0,5 bis 1,5,
bevorzugt im Bereich von 0,66 bis 1,33, besonders bevorzugt im Bereich von 0,8
bis 1,2, multipliziert und'/oder zu der Anzahl der Wiederholungen eine vorbe-
stimmte Konstante, insbesondere im Bereich von —10 bis +10, bevorzugt im Be-
reich von =5 bis +5, addiert. Es ist zu bemerken, dass die vorbestimmte Konstan-

te auch kleiner als Null sein kann.

Die Unterteilung der Abbildung anhand des Segmentierungsschwellwertes ergibt
zwei Gruppen von Bildpunkten. Kieinere Bereiche von irrtimlich in die Gruppe
der Zellenumgebung eingeordneten Bildpunkten finden sich im Bereich der Zelle
und umgekehrt. Mittels eines aus der Bildverarbeitung bekannten Klassenver-
schmelzungsverfahrens, z.B. eines region-growing-Verfahrens, wird die Gruppe
der der Zelle zugeordneten Bildpunkte zu einem zusammenhangenden Bereich
zusammengefuhrt. Vereinzelte kleinere Bildpunktbereiche oder einzelne Bild-
punkte kdnnen bei diesem Verfahren fallengelassen werden, werden also der
Gruppe der der Zellumgebung zugeordneten Bildpunkte zugerechnet. Entspre-
chendes ergibt sich, wenn das Klassenverschmelzungsverfahren auf die Gruppe

der der Zellumgebung zugeordneten Bildpunkte angewandt wi'rd.

Da nicht absolute Eigenschaften der Bildpunkte, sondern die relative Verande-

rung dieser Eigenschaften zu benachbarten Bildpunkten die Basis fur das erfin-

PCT/EP2005/006231
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dungsgemane Verfahren bildet, ist das Verfahren unempfindlich gegen’'schwan-
kende Bildparameter wie beispielsweise Beleuchtung oder Kontrast. Dies verrin-
gert den notigen technischen Aufwand und erweitert die Anwendungsmaoglichkei-
ten. Da keine Veranderungen, beispielsweise durch Praparation wie Einfarbung,
an den Zellen vorgenommen werden mussen, werden die Beobachtungsergeb-

nisse nicht durch diese Veranderungen gegebenenfalls verfalscht.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung ist der untersuchte Bildwert
eines Bildpunktes der Grauwert des Bildpunktes. Obwohl auch andere Bildwerte
eines Bildpunktes wie etwa Farbeigehschaften verwendet werden konnen, hat
der Grauwert gegeniber diesen den Vorteil geringerer Anspruche an Bildauf-
nahmeeinrichtungen und Speicherkapazitat. Hierbei kann eine Aufidsung von

256 Grauwerten bereits ausreichen.

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung werden die Bildpunkte einer 4er-
oder 8er-Nachbarschaft um den zu untersuchenden Bildpunkt ausgewahlt. Die
8er-Nachbarschaft umfasst die Punkte, die direkt an den zu untersuchenden
Bildpunkt angrenzen, wahrend die 4er-Nachbarschaft nur jeden zweiten dieser 8
umgebenden Punkte umfasst. Werden die Gradienten gleichmaRig in alle Rich-
tungen in der Ebene zur Bestimmung des maximalen Gradienten herausgezo-
gen, ergibt sich keine Ungleichgewichtung einer bestimmten Richtung, was zu

einer Verzerrung der Segmentierung fuhren kdnnte.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung wird der vorbestimmte
Schatzwert aus der Differenz der Bildgrofie und dem Produkt von durchschnittli-
cher Querschnittsflache einer Zelle und Aufldsung der digitalen Abbildung be-
stimmt. Dieser Schatzwert fultt auf der Annahme, dass die Zelle selbst bei Ande-
rung der Form ihre Gréle annahernd beibehalten wird. Weitere Annahmen, die
besondere Kenntnisse uber die zu untersuchenden Zellen voraussetzen oder die
die Auswahl der Zellen einschranken, die untersucht werden kdnnen, werden

nicht gemacht.

PCT/EP2005/006231
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Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen anhand eines Bilddatensatzes mehrerer in zeitlichen
Abstanden nacheinander erstellter Abbildungen der Zellen in einem Untersu-

chungsbereich mit den Schritten:

- Segmentieren einer ersten Abbildung zur Bestimmung von ersten Zellposi-

“tionen in der ersten Abbildung,

- Segmentieren einer zweiten Abbildung zur Bestimmung von zweiten Zell-

positionen in der zweiten Abbildung und
- Zuordnen der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositionen,

wobei die Segmentierung gemafl dem oben beschriebenen erfindungsgemafien
Verfahren erfolgt. Das dynamische Verhalten der einzelnen Zelle wird dadurch
analysiert, dass in den zeitlich aufeinander folgenden Abbildungen jeweils Seg-
mentbereiche bestimmt werden, die den abgebildeten Zellen entsprechen, und
diese Segmentbereiche einander zugeordnet werden. Neben einer Bewegung
kann das dynamische Verhalten auch Teilungen oder Formveranderungen der
Zelle bzw. Zellen enthalten. Aligemein werden unter dynamischen Verhalten alle

Veranderungen von Zelleigenschaften verstanden.

In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemafien Analyseverfahrens
wird beim Segmentieren der zweiten Abbildung der vorbestimmte Schatzwert aus
der durchschnittlichen Anzahl von Bildpunkten der Zellen darstellenden Seg-
mentbereiche in der ersten Abbildung bestimmt. Dieser verbesserte Schatzwert
liegt n&her an der tatsachlichen Groflke als der weiter oben angefuhrte, da hier zur
Bestimmung des Schatzwertes die erkannten Groflen der Zellen in der ersten
Abbildung benutzt werden. Findet sich in der ersten Abbildung, die auch ein Aus-
schnitt aus einer grofleren Abbildung sein kann, beispielsweise nur eine einzige
Zelle, so ergibt sich der Schatzwert aus der Grofke bzw. Bildpunktanzahl| dieser
Zelle, und es wird davon ausgegangen, dass sich die Grofe der Zelle zwischen

der ersten und zweiten Abbildung nicht wesentlich verandert. Der Schéatzwert

PCT/EP2005/006231
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wird also die GrolRe der Umgebung der Zelle in der zweiten Abbildung gut anna-

hern.

‘

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfindungsgeméafien Analyseverfahrens
erfolgt die Zuordnung der zweiten Zellpositionén zu den ersten Zellpositionen
anhand mindestens einer Zelleigenschaft aus der Gruppe Gesamtlichtstarke,
Nahe, Grofte und Form. Besonders bevorzugt wird hierbei die Eigenschaft Nahe
verwendet, da die Zeitdifferenz zwischen zwei Abbildungen so eingestellt werden
kann, dass die Zelle sich bis zur zweiten Abbildung nicht aus dem Nahbereich
ihrer Position in der ersten Abbildung entfernt hat. Wahlt der Benutzer in der
zweiten Abbildung nur einen Ausschnitt um die Position einer Zelle in der ersten
Abbildung, so kann damit zusatzlich die zur Segmentierung benbtigte Rechen-
leistung oder —zeit verkirzt werden. Reicht das Kriterium der Nahe aliein zur Ent-
scheidung nicht aus, so kénnen weitere Eigenschaften benutzt werden, um eine

zuverlassige Zuordnung sicherzustelien.

Die Erfindung betrifft aulerdem ein Verfahren zur Visualisierung des dynami-
schen Verhaltens biologischer Zellen anhand eines Bilddatensatzes mehrerer in
zeitlichen Abstanden nacheinander ersteliter Abbildungen der Zellen in einem

Untersuchungsbereich mit den Schritten:

- Aufnahme einer zeitlichen Abfolge von digitalen Abbildungen,

- Segmentieren einer Startabbildung,

- Auswahl einer oder mehrerer zu untersuchenden Zellen,

- Analyse des dynamischen Verhaltens der zu untersuchenden Zellen und
- Aufbereitung der Analyseninformationen,

wobei die Segmentierung gemall dem oben beschriebenen Segmentierungsver-

fahren und / oder die Analyse des dynamischen Verhaltens gemafl dem oben

PCT/EP2005/006231
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beschriebenen Analyseverfahren erfolgt. In der ersten Abbildung der zeitlichen
Abfolge von Abbildungen wird nach dem Segmentieren eine Auswahl derjeni-
ge(n) Zelle(n) getroffen, die im weiteren analysiert werden sollen. Damit werden
Startpositionen fur die nachfolgende, dann automatisch ablaufende Analyse des

dynamischen Verhaltens der Zelle bzw. Zellen gesetzt.

In einer vorteilhaften Ausgestaitung des erfindungsgemafien Visualisierungsver-
fahrens erfolgt die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositi-
onen anhand einer Zellpositionen zugeordneten Bewegungsrichtung und / oder
einer zugeordneten Geschwindigkeit. Ausgehend von einer Start- oder ersten
Abbildung erhalt man nach der Zuordnung der Zellpositionen zur zweiten Abbil-
dung eine Richtung und eine Geschwindigkeit fir diese Zuordnung, die benutzt
werden kénnen, um eine Zuordnung von Zellpositionen zu einer dritten Abbildung
zu verbessern. Diese Zuordnung erfolgt weitgehend unabhangig von Stdérungen

durch Anderungen der ZellgréRe, der Zellform oder der Scharfe der Abbildung.

Die Erfindung sieht weiterhin Vorrichtungen zur Ausfihrung der erfindungsgema-
Ren Verfahren nach den Anspriuchen 13, 14 und 15 sowie ein Computerpro-
gramm vor mit Computerprogrammcode zur Steuerung eines Computers zur
Durchfihrung der Schritte eines erfindungsgemafen Verfahrens, wenn das

Computerprogramm auf einem Computer ausgefihrt wird.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von vorteilhaften Ausfuhrungsformen mit

Bezug auf die Figuren naher erlautert. Dabei zeigen:

Fig. 1 eine schematische perspektivische Ansicht von Zellen in einer Kolla-

genmatrix mit einem Querschnitt und einer Aufsicht,

Fig. 2 ein Blockdiagramm, das das erfindungsgemalie Verfahren zur Visua-

lisierung des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen darstellt,

Fig. 3 einen Ablaufplan eines Teiles des erfindungsgemalen Verfahrens

zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen,

PCT/EP2005/006231
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ein Blockdiagramm, das das erfindungsgemafie Verfahren zur Seg-

mentierung darstellt,
eine beispielhafte Abbildung einer Zelle,.
eine Klassifizierung der Abbildung aus Fig. 5a,

eine Segmentierung der Abbildung aus Fig. 5a mit einer Darstellung

eines Umrisses eines Segmentes,
den in die Abbildung aus Fig. 5a eingetragenen Umriss aus Fig. 5c,

eine erfindungsgemafie Vorrichtung zur Aufnahme von Abbildungen

voh biologischen Zellen,

eine weitere beispielhafte Abbildung einer Zelle,

die Abbildung aus Fig. 7a nach <=7ine Vorbearbeitung,
ein Gradientenbild der Abbildung aus Fig. 7b,

das Gradientenbild aus Fig. 7c in binarisierter Form nach der Anwen-

dung des erfindungsgemalf bestimmten Schwellwerte's,

eine Abbildung der segmentieren Zelie nach Anwendung einer Klas-

senverschmelzung,

ein Gradientenhistogramm mit den Haufigkeiten der maximalen Gra-

dienten aus Fig. 7d,

eine sortierte Darsteliung der maximalen Gradienten aus Fig. 7d mit

steigender Haufigkeit,
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Fig. 7h das Gradientendiagramm aus Fig. 7f mit eingezeichnetem Schwell-

wert,

Fig. 8a
bis 8e weitere beispielhafte Zell-Abbildungen ahnlich den Fig. 7a bis 7e,

Fig. 8f ein Gradientenhistogramm mit den Haufigkeiten der maximalen Gra-

dienten aus Fif. 8d und

Fig. 8g eine sortierte Darstellung der maximalen Gradienten aus Fig. 8d mit
steigender Haufigkeit.

Fig. 1 zeigt eine schematische perspektivische Ansicht 1 von Zellen 2, 3 in einer
Kollagenmatrix 4 mit einem Querschnitt 5 und einer Aufsicht 6. Wird eine Abbil-
dung von der Kollagenmatrix 4 mit den Zellen 2, 3 gemacht, so muss auf eine
Ebene 7 fokussiert werden. Wenn sich die Zellen 2, 3 bewegen, hier dargestellt
durch die Wege 8, 9, so befinden sie sich nicht nur an unterschiedlichen x-y-
Positionen, sondern kdnnen ebenfalls ihre z-Position verandern. Die Positionen
der Zellen 2, 3 zu unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Fig. 1 durch Punkte ge-
kennzeichnet. Die Aufsicht 6 kann beispielsweise in zeitlichen Abstanden aufge-
nommen werden und die dabei erhaltenen Abbildungen kénnen zur Visualisie-
rung der Zellbewegung benutzt werden. Ebenso ist es mdglich, anhand anderer
Eigenschaften wie etwa Zellform oder Zellgréfte das dynamische Verhalten der

Zellen zu untersuchen.

Fig. 2 zeigt ein Blockdiagramm, das das erfindungsgemafe Verfahren zur Visua-
lisierung des dynamischen Verhaltens, insbesondere der Bewegung, biologischer
Zellen darstellt. In einem ersten Schritt 10 wird aus den zur Verflgung stehenden
zeitlich aufeinanderfolgenden Abbildungen eine Bildserie ausgewahit. Im folgen-
den Schritt der Zellselektion 11 werden in der ersten Abbildung Zellpositionen
ausgewahit. Die zu diesen Zellpositionen gehérigen Zellen werden im Schritt der
Verfolgung (Tracking) 12 verfolgt und ihre Bewegung wird analysiert. In einer

Nachbearbeitung 13 werden die beim Tracking 12 gewonnenen Informationen
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kontrolliert, ggf. nachbearbeitet und aufgearbeitet und kdnnen dann als Trajekto-
rie-Koordinaten 14, also als Bewegungsinformationen, als Grauwert-Statistik 15,
also als Information Uber die Beschaffenheit der Zellen, oder als Film mit Kontu-
ren der Zellen 16, insbesondere zur Uberprifung der Qualitat der Zellverfolgung,
ausgegeben werden. Die Schritte 10, 11 und 13 sind hierbei interaktiv mit einem
Benutzer, wahrend das Tracking 12 automatisch ablauft. Die Abbildungen stehen
nach erfolgter Aufnahme im Computer zur Verfugung; daher ist das Verfahren

nicht nur offline, sondern auch online einsetzbar.

Fig. 3 zeigt einen Ablaufplan des Schrittes 12 der Fig. 2, des Trackings. Aus ei-
ner Bildserie 20 wird in Schritt 21 ein Bild 22 ausgewahlt, das entweder beim
Start des Trackings 12 das erste und bei spateren Schritten das nachstfolgende
Bild ist. Ergibt eine Uberprifung 23, dass das letzte Bild der Bildserie 20 abgear-
beitet ist, so ist das Ende 24 des Trackings 12 erreicht. Andernfalls wird ein Zah-
ler Z initialisiert (Schritt 25) und fur die dem Wert von Z entsprechende Zelle un-
ter der Kontinuitatsannahme eine Bestimmung 26 eines Bildausschnittes aus
dem Bild 22 vorgenommen. Die Kontinuitatsannahme geht davon aus, dass die
jeweilige Zelle sich von ihrer Position im vorherigen Bild nicht wesentlich entfernt
hat.

Ergibt eine Uberprifung 27, dass die Zelle zu Z nicht Teil eines Clusters, also
éiner Ansammlung von aufgrund ihrer Position nicht voneinander zu unterschei-
denden Zellen, ist, so wird die Position der Zelle im Bildausschnitt bestimmt
(Schritt 28) und eine Uberprifung 29 durchgefiihrt, ob die Zelle mit einer anderen
Zelle kollidiert ist. Eine Kollision in diesem Sinne entspricht dem optisch nicht
mehr auflésbaren Uberlappen der Zellgrenzen, somit die x-y-Position zweier oder
mehrerer Zellen praktisch zusammentreffen, was sich aufgrund der nicht aufge-
nommenen z-Position nicht vom einem Zusammentreffen aller drei Koordinaten
unterscheiden lasst. Ein partielles Zusammentreffen liegt vor, wenn die zwei oder
mehreren Zellen trotz teilweiser Uberlappung als getrennte Objekte mit individuell

verschiedenen x-y-Werten aufgeldst werden kénnen.

PCT/EP2005/006231
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Liegt keine Kollision vor, so werden die Zellkoordinaten festgehalten (Schritt 30)
und in einem Speicher 31 abgelegt. Liegt eine Kollision vor, so wird ein neuer
Cluster angenommen (Schritt 32) und die entsprechenden Informationen in ei-

nem weiteren Speicher 33 abgelegt.

Ergibt die Uberprifung 27, dass die Zelle zu Z Teil eines Clusters ist, so wird eine
Untersuchung 34 vorgenommen, ob sich dieser Cluster aufgespalten hat. Dabei
werden Informationen mit dem Speicher 33 der Clusterinformationen ausge-
tauscht. Die entsprechenden Zellkoordinaten werden ebenfalls in Schritt 30 fest-
gehalten und entsprechend im Speicher 31 abgelegt. Auf Schritt 30 folgt eine
Uberprifung 35, ob alle zu verfolgenden Zellen bereits bearbeitet sind. Sind noch
Zellen unbearbeitet, so erfolgt eine Erhéhung 36 des Zahlers Z und das Verfah-
ren wird bei Schritt 26 fortgesetzt. Sind alle Zellen bearbeitet, so wird bei Schritt
21 fortgesetzt.

Fig. 4 zeigt ein Blockdiagramm, das das erfindungsgemafe Verfahren zur Seg-
mentierung darstellt. Die hier dargestellten Schritte kénnen in Schritt 28 in Fig. 3
enthalten sein. Es kann eine Bildglattung 40 erfolgen, deren Ergebnis eine Abbil-
dung wie in Fig. 5a sein kann. Fig. 5a zeigt eine beispielhafte Abbildung einer
Zelle als das Ergebnis einer Digitalisierung eines lichtmikroskopischen Aufnahme

mit 256 Graustufen.

Darauf folgt die Bestimmung 41 eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der
Abbildung als das Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten aller oder ausgewahlter benachbar-
ter Bildpunkte. Dabei werden die Bildwerte des Bildpunktes und der benachbar-
ten Bildpunkte miteinander verglichen und die grofite Differenz wird dem Bild-
punkt als maximaler Gradient zugeordnet. Darauf folgend wird ein Segmentie-
rungsschwellwert anhand der Haufigkeiten der maximalen Gradienten bestimmt
(Schritt 42). Bei der Bestimmung des Segmentierungsschwellwertes werden die
haufigsten maximalen Gradienten schrittweise zusammengefasst und die Anzahl
der damit erfassten Bildpunkte wird mit einem Schatzwert fur die Anzahl der Bild-

punkte verglichen, die der Umgebung der zu segmentierenden Zelle angehoren.
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Aus der Anzahl der zusammengefassten maximalen Gradienten wird der
Schwellwert bestimmt. Im einfachsten hier dargesteliten Fall stimmt der Schwell-
wert mit der Anzahl der zusammengefassten Gradienten Uberein. Andere Mog-
lichkeiten sind die Addition bzw. Subtraktion eines festen, vorbestimmten Wertes
zu der Anzahl, um damit den Schwellwert zu erhalten. Weiterhin ist es zudem
maoglich, die Anzahl mit einem vorbestimmten Faktor zu muitiplizieren, d.h. um
diesen Faktor zu vergrofiern oder zu verkleinern, um den Schwellwert zu

bestimmen.

Im folgenden Schritt 43 werden die Bildpuhkte in eine Objektklasse und eine
Umgebungskiasse mittels des Segmentiefungsschwellwertes klassifiziert, wobei
die Bildpunkte, deren maximaler Gradient dem Segmentierungsschwellwert ent-
spricht oder Uber diesem liegt, in die Objektklasse und die anderen Bildpunkte in
die Umgebungsklasse eingeordnet werden. Dies ergibt eine Abbildung wie in Fig.
5b, die also eine Klassifizierung der Abbildung aus Fig. 5a als eine Zwischenstufe
eines erfindungsgemaflen Verfahrens zur Segmentierung zeigt. Es ist zu erken-
nen, dass in dieser Zwischenstufe auch noch kleinere Bereiche der Zellenumge-

bung zur Klasse der Zelle gezahlt werden.

Anschlielend erfolgt eine Verschmelzung 44 von Punkten derselben Klasse von
unterschiedlichen Keimen ausgehend zur Bildung eines Segmentbereichs der
digitalen Abbildung. Ist wie in Fig. 5a bis 5d ein Ausschnitt der Abbildung so ge-
wahlt, dass die Zelle in der Mitte dieses Ausschnitts abgebildet wird, so kann die
Verschmelzung auch von der Bildmitte ausgehen. Als Ergebnis einer Verschmel-
zung zeigt Fig. 5¢ eine Segmentierung der Abbildung aus Fig. 5a mit einer Dar-
stellung eines Umrisses eines Segmentes. Mittels eines Bereichswachstumsver-
fahrens konnen aus den Bildpunkten, die zur Klasse der Zelle gezahlt werden,
Konturen extrahiert werden. Ein Homogenitatskriterium bestimmt, wann das Be-
reichswachstumsverfahren an einen anzunehmenden Rand der Zelle stofit. Die-
ses Kriterium kann vorbestimmt sein und beispielsweise darin bestehen, dass
aus der 4er-Nachbarschaft eines Bildpunktes héchstens zwei Bildpunkte zu einer
anderen Klasse gehoren diurfen. Es ist zu erkennen, dass nur ein zusammen-

hangender Bereich die Zelle darstelit und der umgebende Bereich die Zellumge-
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bung wiedergibt. In einem abschlieRenden Schritt 45 wird derjenige Bereich aus-
gewahlt, der anhand der vorhergehenden Zellinformationen die Zelle ab besten

wiedergibt.

Fig. 5d zeigt den in die Abbildung aus Fig. 5a eingetragenen Umriss aus Fig. 5c.
Wie hier zu erkennen ist, stimmt der nach dem erfindungsgemafien Verfahren
bestimmte Umriss augenscheinlich gut mit dem wirklichen Umriss der Zelle tber-

ein. Die Segmentierung war also erfolgreich.

Fig. 6 zeigt eine erfindungsgemale Vorrichtung zur Aufnahme von Abbildungen
von biologischen Zellen. Die zu verfolgenden Zellen befinden sich in einer Kolla-
genmatrix, einer 3-dimensionalen Struktur, die auf einem Objekttrager 52 liegt.
Dér Objekttrager 52 befindet sich in einem Inkubator 53, der mit Hilfe einer Infra-
rotquelle 54 oder einer anderen Warmequelle die Probe in einem kontroilierten
thermischen Zustand halt. Das Mikroskop 55 fokussiert eine feste Ebene der
Probe und wird wahrend der Analyse nicht mehr verandert. Eine CCD-Kamera 56
nimmt in einem festen Zeittakt, zum Beispiel alle zwei Minuten, ein Bild der Probe
auf, das auf einem mit der CCD-Kamera 56 verbundenen Computer (nicht darge-
stellt) Obertragen und dort gespeichert wird. Die damit im Computer vorliegenden
Abbildungen koénnen einer Segmentierung unterworfen und, nachdem vom Be-
nutzer eine oder mehrere Zellen zur Verfolgung und Visualisierung ihres dynami-
schen Verhaltens ‘ausgewéh‘lt wurden, zur Analyse des dynamischen Verhaltens
benutzt werden. Die dabei gewonnenen Informationen kénnen auf verschiedene
Weise im Computer aufgearbeitet und dem Benutzer zur Verfugung gestellf wer-

den.

Das erfindungsgemafie Segmentierungsverfahren ergibt sich auch aus dem fol-

genden beispielhaften Algorithmus.

1) Erzeugung eines Histogramms maximaler Gradienten der Abbildung (als Hist

bezeichnet)
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2) Aufsteigende Sortierung des Histogramms nach Haufigkeiten der maximalen

Gradienten (als SHist bezeichnet)

3) Initialisierungen (kleinstmdglicher_Wert := 0, hochstmoglicher_Wert := 255; i :=
hochstmoglicher_Wert; abgezahite Pixel := 0)

4) Solange (abgezahlte_Pixel < geschatzte_Umgebungsgrofie) und

(i > kleinstmoglicher_Gradient)

4.a) abgezahlte_Pixel .= abgezahlte_Pixel + SHist{i]

4byi=i-1

5) Schwelle := hochstmoglicher_Wert — i

6) alle Bildpunkte der Abbildung markieren, deren maximaler Gradient >=

Schwelle

7) Durchfthrung von Bereichswachstumsverfahren: vom Ausschnittsmittelpunkt

aus nord-ostlich, std-ostlich, sid-westlich und nord-westlich

8) Das grofite Segment entspricht der gesuchten Zelle.

9) Es wird die Kontur um das Segment festgestellt.

Nach der Sortierung in Schritt 2) ist das ,Histogramm® kein Histogramm im ei-

gentlichen Sinne mehr. Es ist nun eine aufsteigende Aufstellung der Anzah! von

Bildpunkten entsprechend der aufsteigenden Haufigkeit der jeweiligen maximalen



10

15

20

25

WO 2005/122092

-17 -

Gradienten. Es ist also kein Histogramm fir Gradienten-Groen sondern zeigt

die Verteilung der Gradienten-Haufigkeiten.

Die in Schritt 6) markierten Bildpunkte ergeben eine N&herung flr den Bereich,
den die Zelle in der Abbildung einnimmt. Durch das Bereichswachstum in Schritt
7) werden diese Bildpunkte zu einem zusammenhangenden Bereich zusammen-
gefasst. IrrtUmlich ausgewahlte Bildpunkte, die aulerhalb liegen (siehe Fig. 5b),

sind hiervon ausgeschlossen.

Das Bereichswachstum hat seinen Startpunkt in der Mitte eines Bildausschnittes,
der so gewahlt wird, dass die Zelle im mittleren Bereich des Ausschnittes darge-
stellt wird. Die Wahl dieses Bildausschnittes basiert auf der Position der Zelle in
einer zeitlich vorhergehenden Abbildung. Durch die Annahme, dass die Zelle sich
nicht weit fortbewegt hat, kann die zur Segmentierung bendtigte Rechenleistung
bzw. —zeit weiter reduziert werden, da nicht die gesamte Abbildung, sondern nur

ein Ausschnitt bearbeitet werden muss.

Fig. 7f zeigt ein Gradientenhistogramm, das sich aus dem in Fig. 7c dargestellten
Gradientenbild einer Zellabbildung ergibt. In Fig. 7a ist die Abbildung einer Zelie
zu sehen, die in Fig. 7b nach einer Glattung gezeigt ist. Fig. 7c zeigt die Gradien-
tengrolRen fur jedes Pixel. In Fig. 7c ist zur besseren Visualisierung in der Dar-
stellung der Kontrast erhdoht worden. Die Skalierung der x-Achse des in Fig. 7f
gezeigten Histogramms geht von 0 bis 255, entsprechend der moglichen Diffe-
renzen im Grauwert benachbarter Bildpunkte. Die Skalierung der y-Achse ist lo-
garithmisch, um die Variation der Haufigkeiten besser darzustellen. In dem in Fig.
7f gezeigten Histogramm treten keine maximalen Gradienten mit einem Wert von
40 oder mehr auf. Diesen maximalen Gradienten wird damit eine Haufigkeit von 0
zugeordnet. Dementsprechend sind die ersten 215 Positionen im aufsteigend

sortieren Diagramm von Fig. 7g leer.

Beginnend mit dem haufigsten Gradienten, also von rechts nach links in Fig. 7g,
werden die dem jeweiligen Gradienten zuzuordnenden Bildpunkte abgezahlt, bis

die Grenze des Umgebungsgrolienschatzwertes erreicht ist. In Fig. 7g ist dies
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durch die helle Linie dargestellt, die diejenigen haufigsten Gradienten 60 von
dem Rest des Diagramms trennt, die zusammengenommen fur eine Anzahl von
Bildpunkten stehen, die Uber der geschatzten Anzahl von Umgebungsbildpunkten
liegt. Es ist hierbei SHist[255-247], die Anzahl der Bildpunkte mit den 9 haufigs-
ten maximalen Gradienten, noch kleiner als der Schatzwert fur die Umgebungs-
groRe, wahrend SHist[255-246] schon groRer als dieser Schéatzwert ist. In der
Praxis hat es sich gezeigt, dass fur viele Falle die halbe Pixelanzahl der gesam-

ten Abbildung als guter erster Schatzwert angenommen werden kann.

In Fig. 7h ist der Schweliwert, der aus der Anzahl der zusammengenommenen
haufigsten maximalen Gradienten bestimmt wurde, in das Gradientenhistogramm
aus Fig. 7f eingezeichnet. Alle Bildpunkte, deren maximale Gradienten kleiner als
der Schwellwert 62 sind, deren Gradienten somit links vom Schwellwert darge-
stellt sind, werden der Umgebung zugeordnet. Diejenigen Bildpunkte, deren Gra-
dient Uber der Schwelle liegt, hier also grofter als 9 ist, werden als zur Zelle ge-
horig angenommen. Hierbei kann angenommen werden, dass die Umgebungs-
bildpunkte kleine Gradienten haben und dass die Bildpunkte, die die Zelle abbil-
den, eher groRe Gradienten aufweisen. In der praktischen Anwendung hat sich
gezeigt, dass sich bei speziellen Bildmaterial aus der Anzahl der Wiederholungen

ein weiter verbesserter Schwellwert durch eine Multiplikation mit einem Faktor im |
Bereich von 0,5 bis 1,5 erreichen lasst. Mit der Anwendung des Schwellwertes
auf das Gradientenbild 7¢ ergibt sich das binarisierte Bild 7d, aus dem mittels
einer Verschmelzung vom Ausschnittsmittelpunkt in alle Richtungen die Zellfla-

che in einer Abbildung wie in Fig. 7e erhalten wird.

Hier wurde die Anzahl der haufigsten maximalen Gradienten direkt als Schwell-
wert angenommen, es ist jedoch moglich, bei der Bestimmung des Schwellwer-
tes in vorbestimmter Weise hiervon abzuweichen. Beispielsweise kann es unter
Umstanden vorteilhaft sein, einen hdheren oder niedrigen Schwellwert anzuneh-
men. Der Schwellwert kann dann beispielsweise durch Subtraktion oder Addition
eines festen Wertes oder durch Multiplikation mit einem vorgegeben Faktor ermit-
telt werden. Auch diese Anpassung des Schwellwertes kann von einer Segmen-

tierung an eine darauffolgende als Parameter Ubergeben werden.
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Mit den Fig. 8a bis 8g ist das erfindungsgemale Verfahren entsprechend zu den

Fig. 7a bis 7h am Beispiel einer anderen Zellabbildung nochmals ldargestellt.

Das erfindungsgemalle Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbildung
von biologischen Zellen ist grauwert- und forminvariant und kann mit Bildmaterial
arbeiten, das heterogen ausgeleuchtet sein kann. Es kommt ohne Markierungen
wie Fluoreszenzen oder Annahmen Gber Form und Farbe der zu segmentieren-
den Zellen aus. Erst ein solches automatisiertes Verfahren erlaubt es, so um-
fangreiche Untersuchungen anzustellen, dass Aussagen mit statistischer Rele-
vanz getroffen werden kénnen. Es ist weiterhin geeignet, biologisch relevante
Charakteristika wie Farbwert, Zellgrofle und —form zu detektieren. Auler nicht
gefarbten Zellen, die die bevorzugte Anwendung darstellen, sind auch mit einen

Fluoreszenzfarbstoff markierte Zellen detektierbar.

Unter Umstanden kann auch eine vereinfachte Variante des erfindungsgemafien
Verfahrens eingesetzt werden. Hierbei wird éuf eine Sortierung verzichtet und
stattdessen wird der UmgebungsgréfRenwert als Anzah! der Bildpunkte, fur die
der kleinste maximale Gradient bestimmt wurde, angenommen und unter iterati-
vem Vergleichen zwischen Umgebungsgrbf&ehwert und dem vorgegebenen
Schéatzwert fur die Anzahl von Bildpunkten, die die Umgebung einer biologischen
Zelle abbilden, und die Anzahl der Bildpunkte mit dem jeweils nachstgrofieren
maximalen Gradienten zum Umgebungsgrofienwert hingenommen, bis der Um-
gebungsgrofienwert den Schatzwert Uberschreitet oder erreicht, wobei der Seg-
mentierungsschwellwert aus der Anzahl der Wiederholungen des iterativen Ver-
gleichens und Hinzunehmens bestimmt wird. Fur die hier gezeigten Zellabbildun-
gen ist im aligemeinen das komplexere Verfahren gemafl der Erfindung vorteil-
haft, wahrend es bei geeignetem Bildmaterial ausreicht, die vereinfache Variante
einzusetzen. Im oben beschriebenen Algorithmus fallen dabei die Schritte 2) bis

5) weg und werden durch eine Schleife der folgenden Form ersetzt:
abgezahlte_Pixel := 0

Solange (abgezahite_Pixel < geschatzte Umgebungsgrofie)
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abgezahlte_Pixel ;= abgezahlte_Pixel + Hist[i]
=i+ 1.

Vorteilhaft daran ist, dass auf das Sortieren verzichtet und somit eine algorithmi-
sche Vereinfachung erreicht werden kann, womit sich die zur Segmentierung

notwendige Rechenzeit reduzieren lasst.

In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung wird zur Bestimmung des Seg-
mentierungsschwellwertes die Anzahl der Wiederholungen durch eine Konstante
festgelegt. Abhangig von der Verteilung von Objekt- und Umgebungspixeln in
einem speziellen Experiment kann ein bestimmter Wert fur diese Konstante fest-
gelegt werden. Sinnvolle Bereiche erschlief’en sich aus speziellem Datenmateri-
al; bei den betrachteten Beispielen ergaben sich typischerweise Werte im Be-
reich von 5 bis 20. Bei gunstigen Bedingungen kann man mit einer konstanten
Schwelle auskommen, die mit einem anwendungsabhangigen Faktor variiert

werden kann.
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Anspriche

1. Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbildung (22) von biologi-

. schen Zellen (2, 3) mit den Schritten:

- Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als
das Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes und den
entsprechenden Bildwerten aller oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,

- Bestimmen (42) eines Segmentieru'ngsschwellwertes anhand der Haufig-
keiten der maximalen Gradienten mit den Schritten,

a)  Zuordnen einer Gradientenhaufigkeit zu allen maximalen Gradienten als die
Anzahl von Bildbunkten mit dem jeweiligen maximalen Gradienten,

b) Bestimmen eines Umgebungsgroflenwerts als Anzahl der Bildpunkte, fur
die der haufigste maximale Gradient bestimmt wurde,

c) Ilteratives Vergleichen zwischen Umgebungsgréf3enwert und einem vorge-
gebenen Schatzwert fur die Anzah!l von Bildpunkten, die die Umgebung einer
biologischen Zelle abbilden, und Hinzufigen der Anzahl der Bildpunkte mit dem
jeweils nachsthaufigsten maximalen Gradienten zum Umgebungsgrofienwert, bis
der UmgebungsgréRenwert den Schatzwert Uberschreitet oder erreicht, und

d) Bestimmen des Segmentierungsschwellwertes aus der Anzah! der Wieder-
holungen des Schrittes c),

- Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Objektklasse und eine Umge-
bungskiasse mittels des Seg‘mentierungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte,
deren maximaler Gradient eine bei oder Uber dem Segmentierungsschwellwert
liegende Grole aufweist, in die Objektkiasse und die anderen Bildpunkte in die
Umgebungsklasse eingeordnet werden, und

- Bildung (44) eines Segmentbereichs der digitalen Abbildung (22) mittels
eines Klassenverschmelzungsverfahrens, insbesondere eines Bereichswachs-

tumsverfahrens.

2. Verfahren zur Segmentierung nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass der untersuchte Bildwert eines Bildpunktes der

Grauwert des Bildpunktes ist.
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3.  Verfahren zur Segmentierung nach einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die ausgewahlten benachbarten Bildpunkte die

einer 4er- oder 8er-Nachbarschaft um den Bildpunkt sind.:

4.  Verfahren zur Segmentierung nach einem der vorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass der vorbestimmte Schatzwert als Produkt von
durchschnittlicher Querschnittsflache einer Zelle (2, 3) und Aufldsung der digita-
len Abbildung (22) bestimmt wird.

5. Verfahren zur Segmentierung nach einem der vorstehenden Ansprlche,
dadurch gekennzeichnet, dass der Segmentierungsschwellwert als die Anzahl

der Wiederholungen des Schrittes ¢) bestimmt wird.

6.  Verfahren zur Segmentierung nach einem der Anspruche 1 bis 5,

dadurch gekennzeichnet, dass zur Bestimmung des Segmentierungs-
schwellwertes die Anzahl der Wiederholungen mit einem vorbestimmten Faktor,
insbesondere im Bereich von 0,5 bis 1,5, bevorzugt im Bereich von 0,66 bis 1,33,
besonders bevorzugt im Bereich von 0,8 bis 1,2, multipliziert und/oder zu der
Anzahl der Wiederholungen eine vorbestimmte Konstante, insbesondere im Be-

reich von —10 bis +10, bevorzugt im Bereich von -5 bis +5, addiert wird.

7. Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbildung (22) von biologi-
schen Zellen (2, 3) mit den Schritten;

- Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als
das Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes und den
entsprechenden Bildwerten aller oder ausgewahliter benachbarter Bildpunkte,

- Bestimmen (42) eines Segmentierungsschwellwertes anhand der maxima-
len Gradienten mit den Schritten,

‘a) Bestimmen eines UmgebungsgrofRenwerts als Anzahl der Bildpunkte, fur

die der kleinste maximale Gradient bestimmt wurde,
b)  lteratives Vergleichen zwischen Umgebungsgroflenwert und einem vorge-
gebenen Schatzwert fur die Anzahl von Bildpunkten, die die Umgebung einer

biologischen Zelle abbilden, und Hinzufiigen der Anzahl der Bildpunkte mit dem
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jéweils nachstgroeren maximalen Gradienten zum Umgebungsgrofenwert, bis
der UmgebungsgrofRenwert den Schatzwert Uberschreitet oder erreicht, und

¢) Bestimmen des Segmentierungsschwellwertes aus der Anzahl der Wieder-
holungen des Schrittes b),

- Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Objektklasse und eine Umge-
bungsklasse mittels des Segmentierungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte,
deren maximaler Gradient eine bei oder Uber dem Segmentierungsschwellwert
liegende Grolle aufweist, in die Objektklasse und die anderen Bildpunkte in die
Umgebungsklasse eingeordnet werden, und

- Bildung (44) eines Segmentbereichs der digitalen Abbildung (22) mittels
eines Klassenverschmelzungsverfahrens, insbesondere eines Bereichswachs-

tumsverfahrens.

8.  Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer Zelien (2,
3) anhand eines Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden nachein-
ander erstellter Abbildungen (22) der Zellen (2, 3) in einem Untersuchungsbe-
reich mit den Schritten:

- Segmentieren einer ersten Abbildung zur Bestimmung von ersten Zellposi-
tionen in der ersten Abbildung,

- Segmentieren einer zweiten Abbildung zur Bestimmung von zweiten Zell-
positionen in der zweiten Abbildung und

- Zuordnen der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositionen,

wobei die Segmentierung gemaf einem Verfahren nach einem der vorstehenden

Anspriche erfolgt.

9.  Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet, dass beim Segmentieren der zweiten Abbildung der
vorbestimmte Schatzwert als die durchschnittiiche: Anzahl von Bildpunkten der
Zellen (2, 3) darstellenden Segmentbereiche in der ersten Abbildung bestimmt

wird.

10.  Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet, dass die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den
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ersten Zellpositionen anhand mindestens einer Zelleigenschaft aus der Gruppe

Gesamtlichtstarke, Nahe, Grofle und Form erfolgt.

11.  Verfahren zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologischer Zel-
len anhand eines Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden nach-
einander ersteliter Abbildungen (22) der Zellen in einem Untersuchungsbereich
mit den Schritten:

- Aufnahme einer zeitlichen Abfolge (20) von digitalen Abbildungen (22),

- Segmentieren einer Startabbildung,

- Auswahl einer oder mehrerer zu untersuchender Zellen (2, 3),

- Ahalyse des dynamischen Verhaltens der zu untersuchenden Zellen und

- Aufbereitung der Analyseninformationen, |
wobei die Segmentierung gemaf einem Verfahren nach einerh der Anspriche 1
bis 7 und/oder die Analyse des dynamischen Verhaltens geman einem Verfahren
nach einem der Anspriche 8 bis 10 erfolgt.

12.  Verfahren zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologischer Zel-
len (2, 3) nach Anspruch 11,

dadurch gekennzeichnet, dass bei der Analyse des dynamischen Verhaltens der
Zellen die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositionen
anhand einer Zellpositionen zugeordneten Bewegungsrichtung und / oder einer

zugeordneten Geschwindigkeit erfolgt.

13.  Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Abbildung (22) von biologi-
schen Zellen (2, 3) mit:

- Mitteln zur Bestimmung (41) eines maximalen Gradienten je Bildpunkt der
Abbildung als das Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten aller oder ausgewahlter benachbar-
ter Bildpunkte,

- Mitteln zur Bestimmung (42) eines Segmentierungsschwellwertes anhand
der Haufigkeiten der maximalen Gradienten rhit:

a) Mitteln zur Zuordnung einer Gradientenhaufigkeit zu allen maximalen Gra-

dienten als die Anzahl von Bildpunkten mit dem jeweiligen maximalen Gradien-
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ten, ‘

b)  Mitteln zur Bestimmung eines Umgebungsgroflienwerts als Anzahl der Bild-
punkte, fur die der haufigste maximale Gradient bestimmt wurde,

c) Mitteln zum iterativen Vergleichen zwischen Umgebungsgréf&enwért und
einem vorgegebenen Schatzwert fur die Anzahl von Bildpunkten, die Umgebung
einer biologischen Zelle abbilden, und zur Hinzuflgung der Anzahl der Bildpunkte
mit dem jeweils nachsthaufigsten maximalen Gradienten zum Umgebungsgro-
Renwert, bis der Umgebungsgréflenwert den Schatzwert Uberschreitet oder er-
reicht, und | |

d)  Mitteln zur Bestimmung des Segmentierungsschwellwertes aus der Anzahl
der Iterationen beim iterativen Vergleichen,

- Mitteln zur Klassifizierung (43) der Bildpunkte in eine Objektklasse und eine
Umgebungsklasse mittels des Segmentierungsschwellwertes und Einordnung
de\r Bildpunkte, deren maximaler Gradient eine bei oder Uber dem Segmentie-
rungsschwellwert liegende Gréfle aufweist, in die Objektklasse und der anderen
Bildpunkte in die Umgebungsklasse, und '

- Mitteln zur Bildung (44) eines Segmentbereichs der digitalen Abbildung (22)

mit Mittein zur Klassenverschmelzung, insbesondere zum Bereichswachstum.

14. Vorrichtung zur Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer Zellen
(2, 3) anhand eines Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden nach-
einander erstellter Abbildungen (22) der Zellen (2, 3) in einem Untersuchungsbe-
reich mit:

- Mitteln zur Segmentierung einer ersten Abbildung zur Bestimmung von

ersten Zellpositionen in der ersten Abbildung gemaf Anspruch 12,

- Mitteln zur Segmentierung einer zweiten Abbildung zur Bestimmung von
zweiten Zellpositionen in der zweiten Abbildung gemaR Anspruch 12 und

- Mitteln zur Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositio-

nen.

15.  Vorrichtung zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologischer
Zellen (2, 3) anhand eines Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden

nacheinander erstellter Abbildungen (22) der Zellen (2, 3) in einem Untersu-
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chungsbereich mit:

- Mitteln zur Aufrahme einer zeitlichen Abfolge von digitalen Abbildungen,

- Mitteln zur Segmentierung einer Startabbildung gemafl Anspruch 12,

- Mitteln zur Auswahl einer oder mehrerer zu untersuchenden Zellen,

- Mitteln zur Analyse des dynamischen Verhaltens der zu untersuchenden
Zellen nach Anspruch 13 und

- Mitteln zur Aufbereitung der Analyseninformationen.

16. Computerprogramm mit Computerprogrammcode zur Steuerung eines
Computers zur Durchfuhrung der Schritte der Verfahren nach einem der Anspri-
che 1 bis 12, wenn das Computerprogramm auf einem Computer ausgefuhrt

wird.
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