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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Abbildung
von biologischen Zellen, ein Verfahren und eine Vorrich-
tung zur Analyse des dynamischen Verhaltens biologi-
scher Zellen sowie ein Verfahren und eine Vorrichtung
zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologi-
scher Zellen.

[0002] Die Messung der Bewegung biologischer Zel-
len wird als Screeningverfahren zur pharmakologischen
Wirkstoffsuche beispielsweise in der Tumor-und Immun-
forschung benutzt. Damit ist eine Methode als in-vitro
Alternative zu Tierversuchen gegeben.

[0003] Ineinem bekannten Verfahren werden die Zel-
len mittels geeigneter Farbetechniken fluoreszierend
eingefarbt, um damit die Unterscheidung zwischen den
Zellen und dem Hintergrund bzw. der Umgebung zu er-
leichtern. Diese Technik hat den Nachteil, dass durch
das Einfarben die Zellphysiclogie beeinflusst werden
kann, insbesondere Beweglichkeit und Bewegung der
Zellen, also Eigenschaften, die zu untersuchen sind. Das
Verfahren istim wesentlichen auf eine zweidimensionale
Probe wie beispielsweise einen Zellrasen beschrankt, da
eine Praparation dreidimensionaler Proben sehr aufwan-
dig ware. Zudem ist die Aufldsung der dritten Dimension
geratetechnisch besonders aufwéandig, da es ein auto-
matisiertes motorisiertes Mikroskop erfordert und grofRe
Datenmengen generiert, die Routineapplikationen er-
schweren. Insbesondere bei Langzeitversuchen erge-
ben sich die Probleme dadurch, dass die Fluoreszenz-
wirkung mit der Zeit durch Abbau oder Einlagerung in
bestimmten Zellbestandteilen verandert wird. Wenn sich
eine markierte Zelle wahrend der Beobachtungszeit teilt,
kann nicht sichergestellt werden, dass die Markierung
auch an beide Tochterzellen gleichermallen weitergege-
ben wird.

[0004] Konventionelle Verfahren zur Zellverfolgung
machen Annahmen Uber Eigenschaften der Zelle wie et-
wa Form oder Grofde, die als konstant angenommen wer-
den. Diese Annahmen sind aber nicht fir alle Zelltypen
haltbar, insbesondere nicht flir mobile Zellen. Weiterhin
sind diese Verfahren entweder sehr aufwandig etwa im
Hinblick auf bendtigte Hardware oder Rechenleistung
und/ oder sehr empfindlich gegenlber unklaren Abgren-
zungen zwischen Zelle und Umgebung. Die Abgrenzun-
gen sind vor allem bei dreidimensionalen Proben von
Zellen in einer heterogenen Kollagenmatrix nicht ausrei-
chend gegeben.

[0005] Hugo Borstetal., "Thresholding method for au-
tomatic cell image segmentation”, The Journal of Histo-
chemistry and Cytochemistry, Bd. 27, Nr. 1, 1979, Seiten
180- 187 offenbart ein Verfahren zur Segmentierung des
Zellkernes und des Zytoplasmas unter Verwendung
eines Gradienten-Histogramms auf einer lokalen 4er-
Nachbarschaft. Die Segmentationsschwelle stammt aus
einem anderen Histogramm, das morphologische Mafe
enthalt.
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[0006] S.D.Yanowitz et al., "A new method for image
segmentation", Proceedings of the International Confer-
ence on Pattern Recognition (ICPR), Rome, 14 - 17 No-
vember 1998, Washington, IEEE Comp. Soc. Press, US,
Bd. 1 Conf. 9, Seiten 270 - 275, ISBN: 0-8186-0878-1
beschreibt eine allgemeine Segmentierung auf der Basis
von Maxima eines Gradienten-Histogramms, das aus
Grauwerten ermittelt wird. Dieses Verfahren bezieht sich
zwar auf die Maximumsuche in einem Gradienten-His-
togramm fOr allgemeine Segmentierungsaufgaben,
allerdings basiert das Histogramm nicht auf einem max-
imalen lokalen Gradienten.

[0007] Die Aufgabe der Erfindungist es, ein Verfahren
zur Segmentierung einer digitalen Abbildung von biolo-
gischen Zellen anzugeben, welches nur geringe techni-
sche Anforderungen hat, keine spezielle Praparation
oder Manipulation an den zu beobachtenden Zellen be-
noétigt und méglichst wenige Annahmen Uber Zelleigen-
schaften voraussetzt.

[0008] Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur
Segmentierung einer digitalen Abbildung von biologi-
schen Zellen gel6st, das die folgenden Schritte aufweist:

- Bestimmen eines maximalen Gradienten je Bild-
punkt der Abbildung als das Maximum der Differen-
zen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes und
den entsprechenden Bildwerten aller oder ausge-
wahlter 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 Bild-
punkten mit dem jeweiligen maximalen Gradi-
enten,

b) Bestimmen eines Umgebungsgréfienwerts
als Anzahl der Bildpunkte, fUr die der haufigste
maximale Gradient bestimmt wurde,

c) lteratives Vergleichen zwischen Umgebungs-
grofRenwert und einem vorgegebenen Schatz-
wert fUr die Anzahl von Bildpunkten, die die Um-
gebung einer biologischen Zelle abbilden, und
Hinzufigen der Anzahl der Bildpunkte mit dem
jeweils nachsthaufigsten maximalen Gradien-
ten zum Umgebungsgréfienwert, bis der Umge-
bungsgrofRenwert den Schatzwert Uiberschreitet
oder erreicht, und

d) Bestimmen des Segmentierungsschwellwer-
tes aus der Anzahl der Wiederholungen des
Schrittes c),

- Klassifizieren der Bildpunkte in eine Objektklasse
und eine Umgebungsklasse mittels des Segmentie-
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rungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte, deren
maximaler Gradient eine bei oder Uber dem Seg-
mentierungsschwellwert liegende Groflle aufweist,
in die Objektklasse und die anderen Bildpunkte in
die Umgebungsklasse eingeordnet werden, und

- Bildung eines Segmentbereichs der digitalen Abbil-
dung mittels eines Klassenverschmelzungsverfah-
rens, insbesondere eines Bereichswachstumsver-
fahrens.

[0009] Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde,
dass eine von Zelleigenschaften weitgehend unabhan-
gige, gegenuiber geringer Abbildungsqualitat unempfind-
liche aber dennoch einfache Segmentierung aufgrund
von Bildwertanderungen zwischen Bildpunkten moglich
ist. Die fUr diese Erfindung wesentliche Eigenschaft der
Bildpunkte einer zu segmentierenden Abbildung ist der
Grad der Unterschiedlichkeit zu seinen umgebenden
Bildpunkten. Fir jeden auftretenden maximalen Gradi-
enten wird die Anzahl des Auftretens bestimmt, also die
Anzahl der Bildpunkte mit entsprechendem maximalen
Gradienten. Ausgehend vom dem am haufigsten auftre-
tenden maximalen Gradienten werden solange weitere,
jeweils weniger haufige, maximale Gradienten hinzuge-
nommen und jeweils die Gesamtzahl der Bildpunkte be-
stimmt, deren maximaler Gradient zu den ausgewahlten
gehort, bis eine vorbestimmte fiir die Umgebung der Zelle
abgeschatzte Grole als Anzahl von Bildpunkten erreicht
oder Uberschritten ist. Damit ergibt sich ein Segmentie-
rungsschwellwert in Abhangigkeit von der Anzahl der bis
zum Erreichen oder Uberschreiten noétigen lterationen,
also abhangig davon, wie viele der haufigsten maximalen
Gradienten hierzu zusammengefasst werden mussten,
als eine Abgrenzung zwischen Bildpunkten, fur die zu-
nachst angenommen wird, dass sie die Zelle abbilden,
und anderen Bildpunkten, fir die angenommen wird,
dass sie die Zellumgebung abbilden.

[0010] Durch das sukzessive Hinzunehmen der maxi-
malen Gradienten mit fallender Haufigkeit, bis damit
mehr Bildpunkte erfasst werden, als mit einen Schatz-
wert fur die Umgebungsgréfde, der sich aus der Differenz
zwischen Bildgrofie und einem Schatzwert fur die Zell-
grofie ergibt, vorgegeben, erhalt man einen von der An-
zahl der lterationen abhangigen, steigenden Schwell-
wert. Dieser Schwellwert kann als gleich der Anzahl der
Iterationen gewahlt werden. Eine andere Mdglichkeit be-
steht darin, den Schwellwert um einen vorbestimmten
Wert grofier oder kleiner als die Anzahl der lterationen
anzusetzen, also eine absolute Differenz zwischen der
Anzahl der Iterationen und dem Schwellwert vorzuse-
hen. Eine weitere Moglichkeit ist es, die Anzahl der Ite-
rationen mit einen vorbestimmten Faktor (grofRer oder
kleiner als 1) zu multiplizieren und somit eine relative
Abweichung zwischen der Anzahl der lterationen und
dem Schwellwert zu erhalten. Diese Moglichkeiten kon-
nen auch kombiniert werden.

[0011] In einer Ausgestaltung der Erfindung wird der
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Segmentierungsschwellwert als die Anzahl der Wieder-
holungen des Schrittes ¢) bestimmt. Es hat sich gezeigt,
dass bei dieser Wahl im allgemeinen die besten Seg-
mentierungsergebnisse erzielt werden kdnnen. In spezi-
ellen Anwendungsfallen und bei besonderen Abbil-
dungskonstellationen kénnen jedoch mit einem veran-
derten Schwellwert bessere Ergebnisse erzielt werden.
In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung wird zur
Bestimmung des Segmentierungsschwellwertes die An-
zahl der Wiederholungen mit einem vorbestimmten Fak-
tor, 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 An-
zahl der Wiederholungen eine vorbestimmte Konstante,
insbesondere im Bereich von -10 bis +10, bevorzugt im
Bereich von -5 bis +5, addiert. Es ist zu bemerken, dass
die vorbestimmte Konstante auch kleiner als Null sein
kann.

[0012] Die Unterteilung der Abbildung anhand des
Segmentierungsschwellwertes ergibt zwei Gruppen von
Bildpunkten. Kleinere Bereiche vonirrtiimlich in die Grup-
pe der Zellenumgebung eingecrdneten Bildpunkten fin-
den sich im Bereich der Zelle und umgekehrt. Mittels ei-
nes aus der Bildverarbeitung bekannten Klassenver-
schmelzungsverfahrens, z.B. eines region-growing-Ver-
fahrens, wird die Gruppe der der Zelle zugeordneten Bild-
punkte zu einem zusammenhangenden Bereich zusam-
mengefihrt. Vereinzelte kleinere Bildpunktbereiche oder
einzelne Bildpunkte kdnnen bei diesem Verfahren fallen-
gelassen werden, werden also der Gruppe der der Zell-
umgebung zugeordneten Bildpunkte zugerechnet. Ent-
sprechendes ergibt sich, wenn das Klassenverschmel-
zungsverfahren auf die Gruppe der der Zellumgebung
zugeordneten Bildpunkte angewandt wird.

[0013] Da nicht absolute Eigenschaften der Bildpunk-
te, sondern die relative Veranderung dieser Eigenschaf-
ten zu benachbarten Bildpunkten die Basis fur das erfin-
dungsgemalte Verfahren bildet, ist das Verfahren un-
empfindlich gegen schwankende Bildparameter wie bei-
spielsweise Beleuchtung oder Kontrast. Dies verringert
den nétigen technischen Aufwand und erweitert die An-
wendungsmoglichkeiten. Da keine Veranderungen, bei-
spielsweise durch Praparation wie Einfarbung, an den
Zellen vorgenommen werden missen, werden die Be-
obachtungsergebnisse nicht durch diese Veranderun-
gen gegebenenfalls verfalscht.

[0014] In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfin-
dung ist der untersuchte Bildwert eines Bildpunktes der
Grauwert des Bildpunktes. Obwohl auch andere Bildwer-
te eines Bildpunktes wie etwa Farbeigenschaften ver-
wendetwerden kénnen, hat der Grauwert gegentiiber die-
sen den Vorteil geringerer Anspriiche an Bildaufnahme-
einrichtungen und Speicherkapazitat. Hierbei kann eine
Aufldsung von 256 Grauwerten bereits ausreichen.
[0015] In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung
werden die Bildpunkte einer 4er- oder 8er-Nachbarschaft
um den zu untersuchenden Bildpunkt ausgewahit. Die
8er-Nachbarschaft umfasst die Punkte, die direkt an den
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zu untersuchenden Bildpunkt angrenzen, wahrend die
4er-Nachbarschaft nur jeden zweiten dieser 8 umgeben-
den Punkte umfasst. Werden die Gradienten gleichma-
Rigin alle Richtungen in der Ebene zur Bestimmung des
maximalen Gradienten herausgezogen, ergibt sich keine
Ungleichgewichtung einer bestimmten Richtung, was zu
einer Verzerrung der Segmentierung fiihren kdnnte.
[0016] In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfin-
dung wird der vorbestimmte Schatzwert aus der Diffe-
renz der Bildgréfle und dem Produkt von durchschnittli-
cher Querschnittsflache einer Zelle und Auflésung der
digitalen Abbildung bestimmt. Dieser Schatzwert fufldt auf
der Annahme, dass die Zelle selbst bei Anderung der
Form ihre Grofie anndhernd beibehalten wird. Weitere
Annahmen, die besondere Kenntnisse Uber die zu un-
tersuchenden Zellen voraussetzen oder die die Auswahl
der Zellen einschranken, die untersucht werden kénnen,
werden nicht gemacht.

[0017] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer Zel-
len anhand eines Bilddatensatzes mehrerer in zeitlichen
Absténden nacheinander erstellter Abbildungen der Zel-
len in einem Untersuchungsbereich mit den Schritten:

- Segmentieren einer ersten Abbildung zur Bestim-
mung von ersten Zellpositionen in der ersten Abbil-
dung,

- Segmentieren einer zweiten Abbildung zur Bestim-
mung von zweiten Zellpositionen in der zweiten Ab-
bildung und

- Zuordnen der zweiten Zellpositionen zu den ersten
Zellpositionen,
wobei die Segmentierung gemafy dem oben be-
schriebenen erfindungsgemafien Verfahren erfolgt.
Das dynamische Verhalten der einzelnen Zelle wird
dadurch analysiert, dass in den zeitlich aufeinander
folgenden Abbildungen jeweils Segmentbereiche
bestimmt werden, die den abgebildeten Zellen ent-
sprechen, und diese Segmentbereiche einander zu-
geordnet werden. Neben einer Bewegung kann das
dynamische Verhalten auch Teilungen oder Form-
veranderungen der Zelle bzw. Zellen enthalten. All-
gemein werden unter dynamischen Verhalten alle
Veranderungen von Zelleigenschaften verstanden.

[0018] In einer bevorzugten Ausgestaltung des erfin-
dungsgemanen Analyseverfahrens wird beim Segmen-
tieren der zweiten Abbildung der vorbestimmte Schatz-
wert aus der durchschnittlichen Anzahl von Bildpunkten
der Zellen darstellenden Segmentbereiche in der ersten
Abbildung bestimmt. Dieser verbesserte Schatzwert liegt
naher an der tatsachlichen GrélRe als der weiter oben
angeflhrte, da hier zur Bestimmung des Schatzwertes
die erkannten Grofden der Zellen in der ersten Abbildung
benutzt werden. Findet sich in der ersten Abbildung, die
auch ein Ausschnitt aus einer gréfderen Abbildung sein
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kann, beispielsweise nur eine einzige Zelle, so ergibt sich
der Schatzwert aus der Grélke bzw. Bildpunktanzahl die-
ser Zelle, und es wird davon ausgegangen, dass sich die
Grolie der Zelle zwischen der ersten und zweiten Abbil-
dung nicht wesentlich verandert. Der Schatzwert wird al-
so die Grole der Umgebung der Zelle in der zweiten
Abbildung gut anndhern.

[0019] In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfin-
dungsgemalen Analyseverfahrens erfolgt die Zuord-
nung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellposi-
tionen anhand mindestens einer Zelleigenschaft aus der
Gruppe Gesamtlichtstarke, Nahe, Grofte und Form. Be-
sonders bevorzugt wird hierbei die Eigenschaft Nahe ver-
wendet, da die Zeitdifferenz zwischen zwei Abbildungen
so eingestellt werden kann, dass die Zelle sich bis zur
zweiten Abbildung nicht aus dem Nahbereich ihrer Po-
sition in der ersten Abbildung entfernt hat. Wahlt der Be-
nutzer in der zweiten Abbildung nur einen Ausschnitt um
die Position einer Zelle in der ersten Abbildung, so kann
damit zusatzlich die zur Segmentierung bendtigte Re-
chenleistung oder -zeit verkirzt werden. Reicht das Kri-
terium der Nahe allein zur Entscheidung nicht aus, so
kdnnen weitere Eigenschaften benutzt werden, um eine
zuverlassige Zuordnung sicherzustellen.

[0020] Die Erfindung betrifft aulerdem ein Verfahren
zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens biologi-
scher Zellen anhand eines Bilddatensatzes mehrerer in
zeitlichen Abstanden nacheinander erstellter Abbildun-
gen der Zellen in einem Untersuchungsbereich mit den
Schritten:

- Aufnahme einer zeitlichen Abfolge von digitalen Ab-
bildungen,

- Segmentieren einer Startabbildung,

- Auswahl einer oder mehrerer zu untersuchenden
Zellen,

- Analyse des dynamischen Verhaltens der zu unter-
suchenden Zellen und

- Aufbereitung der Analyseninformationen,

wobei die Segmentierung gemall dem oben be-
schriebenen Segmentierungsverfahren und / oder
die Analyse des dynamischen Verhaltens gemaR
dem oben beschriebenen Analyseverfahren erfolgt.
In der ersten Abbildung der zeitlichen Abfolge von
Abbildungen wird nach dem Segmentieren eine Aus-
wahl derjenige(n) Zelle(n) getroffen, die im weiteren
analysiert werden sollen. Damit werden Startpositio-
nen fur die nachfolgende, dann automatisch ablau-
fende Analyse des dynamischen Verhaltens der Zel-
le bzw. Zellen gesetzt.

[0021] In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfin-
dungsgemafen Visualisierungsverfahrens erfolgt die
Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zell-
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positionen anhand einer Zellpositionen zugeordneten
Bewegungsrichtung und / oder einer zugeordneten Ge-
schwindigkeit. Ausgehend von einer Start- oder ersten
Abbildung erhalt man nach der Zuordnung der Zellposi-
tionen zur zweiten Abbildung eine Richtung und eine Ge-
schwindigkeit fir diese Zuordnung, die benutzt werden
kénnen, um eine Zuordnung von Zellpositionen zu einer
dritten Abbildung zu verbessern. Diese Zuordnung er-
folgt weitgehend unabhangig von Stérungen durch An-
derungen der Zellgrofle, der Zellform oder der Scharfe
der Abbildung.

[0022] Die Erfindung sieht weiterhin Vorrichtungen zur
Ausflihrung der erfindungsgemafien Verfahren nach den
Anspriichen 13, 14 und 15 sowie ein Computerprogramm
vor mit Computerprogrammcode zur Steuerung eines
Computers zur Durchfiihrung der Schritte eines erfin-
dungsgemaflen Verfahrens, wenn das Computerpro-
gramm auf einem Computer ausgefiihrt wird.

[0023] Im folgenden wird die Erfindung anhand von
vorteilhaften Ausfiihrungsformen mit Bezug auf die Fi-
guren naher erlautert. Dabei zeigen:

Fig. 1 eine schematische perspektivische
Ansicht von Zellen in einer Kolla- gen-
matrix mit einem Querschnitt und einer
Aufsicht,

Fig. 2 ein Blockdiagramm, das das erfin-
dungsgemale Verfahren zur Visua- li-
sierung des dynamischen Verhaltens
biologischer Zellen darstellt,

Fig. 3 einen Ablaufplan eines Teiles des er-
findungsgemalen Verfahrens zur Vi-
sualisierung des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen,

Fig. 4 ein Blockdiagramm, das das erfin-
dungsgemale Verfahren zur Seg-
mentierung darstellt,

Fig. 5a eine beispielhafte Abbildung einer Zel-
le,

Fig. 5b eine Klassifizierung der Abbildung aus
Fig. 5a,

Fig. 5¢c eine Segmentierung der Abbildung aus
Fig. 5a mit einer Darstellung eines Um-
risses eines Segmentes,

Fig. 5d den in die Abbildung aus Fig. 5a einge-
tragenen Umriss aus Fig. 5c,

Fig. 6 eine erfindungsgemalle Vorrichtung
zur Aufnahme von Abbildungen von
biologischen Zellen,
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Fig. 7a eine weitere beispielhafte Abbildung ei-

ner Zelle,
Fig. 7b die Abbildung aus Fig. 7a nach eine
Vorbearbeitung,
Fig. 7c ein Gradientenbild der Abbildung aus
Fig. 7b,
Fig. 7d das Gradientenbild aus Fig. 7c in bina-
risierter Form nach der Anwen- dung
des erfindungsgemal® bestimmten
Schwellwertes,
Fig. 7e eine Abbildung der segmentieren Zelle
nach Anwendung einer Klas- senver-
schmelzung,
Fig. 7f ein Gradientenhistogramm mit den
Haufigkeiten der maximalen Gra- dien-
ten aus Fig. 7d,
Fig. 7g eine sortierte Darstellung der maxima-
len Gradienten aus Fig. 7d mit steigen-
der Haufigkeit,
Fig. 7h das Gradientendiagramm aus Fig. 7f
mit eingezeichnetem Schwell- wert,
8a bis 8e

Fig. weitere beispielhafte Zell-Abbildungen

ahnlich den Fig. 7a bis 7e,
Fig. 8f ein Gradientenhistogramm mit den
Haufigkeiten der maximalen Gra- dien-
ten aus Fif. 8d und
Fig. 8g eine sortierte Darstellung der maxima-
len Gradienten aus Fig. 8d mit steigen-
der Haufigkeit.

[0024] 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 Ab-
bildung von der Kollagenmatrix 4 mit den Zellen 2, 3 ge-
macht, 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 unter-
schiedlichen x-y-Positionen, sondern kénnen ebenfalls
ihre z-Position verandern. Die Positionen der Zellen 2, 3
zu unterschiedlichen Zeitpunkten sind in Fig. 1 durch
Punkte gekennzeichnet. Die Aufsicht 6 kann beispiels-
weise in zeitlichen Abstédnden aufgenommen werden
und die dabei erhaltenen Abbildungen kdnnen zur Visua-
lisierung der Zellbewegung benutzt werden. Ebenso ist
es maglich, anhand anderer Eigenschaften wie etwa Zell-
form oder ZellgréRe das dynamische Verhalten der Zel-
len zu untersuchen.

[0025] Fig. 2 zeigt ein Blockdiagramm, das das erfin-
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dungsgemane Verfahren zur Visualisierung des dynami-
schen Verhaltens, insbesondere der Bewegung, biologi-
scher Zellen darstellt. In einem ersten Schritt 10 wird aus
den zur Verfligung stehenden zeitlich aufeinanderfolgen-
den Abbildungen eine Bildserie ausgewahlt. Im folgen-
den Schritt der Zellselektion 11 werden in der ersten Ab-
bildung Zellpositionen ausgewahlt. Die zu diesen Zellpo-
sitionen gehdrigen Zellen werden im Schritt der Verfol-
gung (Tracking) 12 verfolgt und ihre Bewegung wird ana-
lysiert. In einer Nachbearbeitung 13 werden die beim
Tracking 12 gewonnenen Informationen kontrolliert, ggf.
nachbearbeitet und aufgearbeitet und kénnen dann als
Trajektorie-Koordinaten 14, also als Bewegungsinforma-
tionen, als Grauwert-Statistik 15, also als Information
Uber die Beschaffenheit der Zellen, oder als Film mit Kon-
turen der Zellen 16, insbesondere zur Uberpriifung der
Qualitét 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.

[0026] Fig. 3 zeigt einen Ablaufplan des Schrittes 12
der Fig. 2, des Trackings. Aus einer Bildserie 20 wird in
Schritt 21 ein Bild 22 ausgewahlt, das entweder beim
Start des Trackings 12 das erste und bei spéateren Schrit-
ten das néchstfolgende Bild ist. Ergibt eine Uberpriifung
23, dass das letzte Bild der Bildserie 20 abgearbeitet ist,
soist das Ende 24 des Trackings 12 erreicht. Andernfalls
wird ein Zahler Z initialisiert (Schritt 25) und fiir die dem
Wert von Z entsprechende Zelle unter der Kontinuitats-
annahme eine Bestimmung 26 eines Bildausschnittes
aus dem Bild 22 vorgenommen. Die Kontinuitatsannah-
me geht davon aus, dass die jeweilige Zelle sich vonihrer
Position im vorherigen Bild nicht wesentlich entfernt hat.
[0027] Ergibt eine Uberpriifung 27, dass die Zelle zu
Z nicht Teil eines Clusters, also einer Ansammlung von
aufgrund ihrer Position nicht voneinander zu unterschei-
denden Zellen, ist, so wird die Position der Zelle im Bild-
ausschnitt bestimmt (Schritt 28) und eine Uberpriifung
29 durchgeftihrt, ob die Zelle mit einer anderen Zelle kol-
lidiert ist. Eine Kollision in diesem Sinne entspricht dem
optisch nicht mehr auflésbaren Uberlappen der Zellgren-
zen, somit die x-y-Position zweier oder mehrerer Zellen
praktisch zusammentreffen, was sich aufgrund der nicht
aufgenommenen z-Position nicht vom einem Zusam-
mentreffen aller drei Koordinaten unterscheiden lasst.
Ein partielles Zusammentreffen liegt vor, wenn die zwei
oder mehreren Zellen trotz teilweiser Uberlappung als
getrennte Objekte mitindividuell verschiedenen x-y-Wer-
ten aufgeldst werden kénnen.

[0028] Liegt keine Kollision vor, so werden die Zellko-
ordinaten festgehalten (Schritt 30) und in einem Speicher
31 abgelegt. Liegt eine Kollision vor, so wird ein neuer
Cluster angenommen (Schritt 32) und die entsprechen-
den Informationen in einem weiteren Speicher 33 abge-
legt.

[0029] Ergibt die Uberpriifung 27, dass die Zelle zu Z
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Teil eines Clusters ist, so wird eine Untersuchung 34 vor-
genommen, ob sich dieser Cluster aufgespalten hat. Da-
bei werden Informationen mit dem Speicher 33 der Clu-
sterinformationen ausgetauscht. Die entsprechenden
Zellkoordinaten werden ebenfalls in Schritt 30 festgehal-
ten und entsprechend im Speicher 31 abgelegt. Auf
Schritt 30 folgt eine Uberpriifung 35, ob alle zu verfol-
genden Zellen bereits bearbeitet sind. Sind noch Zellen
unbearbeitet, so erfolgt eine Erhéhung 36 des Zahlers Z
und das Verfahren wird bei Schritt 26 fortgesetzt. Sind
alle Zellen bearbeitet, so wird bei Schritt 21 fortgesetzt.
[0030] Fig. 4 zeigt ein Blockdiagramm, das das erfin-
dungsgemale Verfahren zur Segmentierung darstellt.
Die hier dargestellten Schritte kdnnen in Schritt 28 in Fig.
3 enthalten sein. Es kann eine Bildglattung 40 erfolgen,
deren Ergebnis eine Abbildung wie in Fig. 5a sein kann.
Fig. 5a zeigt eine beispielhafte Abbildung einer Zelle als
das Ergebnis einer Digitalisierung eines lichtmikroskopi-
schen Aufnahme mit 256 Graustufen.

[0031] Darauf folgt die Bestimmung 41 eines maxima-
len Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als das Maxi-
mum der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten aller oder
ausgewahlter benachbarter Bildpunkte. Dabei werden
die Bildwerte des Bildpunktes und der benachbarten Bild-
punkte miteinander verglichen und die grolte Differenz
wird dem Bildpunkt als maximaler Gradient zugeordnet.
Darauf folgend wird ein Segmentierungsschwellwert an-
hand der Haufigkeiten der maximalen Gradienten be-
stimmt (Schritt 42). Bei der Bestimmung des Segmentie-
rungsschwellwertes werden die haufigsten maximalen
Gradienten schrittweise zusammengefasst und die An-
zahl der damit erfassten Bildpunkte wird mit einem
Schatzwert flr die Anzahl der Bildpunkte verglichen, die
der Umgebung der zu segmentierenden Zelle angehd-
ren. Aus der Anzahl der zusammengefassten maximalen
Gradienten wird der Schwellwert bestimmt. Im einfach-
sten hier dargestellten Fall stimmt der Schwellwert mit
der Anzahl derzusammengefassten Gradienten Uberein.
Andere Mdglichkeiten sind die Addition bzw. Subtraktion
eines festen, vorbestimmten Wertes zu der Anzahl, um
damit den Schwellwert zu erhalten. Weiterhin ist es zu-
dem moglich, die Anzahl mit einem vorbestimmten Fak-
torzu multiplizieren, d.h. umdiesen Faktor zu vergroern
oder zu verkleinern, um den Schwellwert zu bestimmen.
[0032] Im folgenden Schritt 43 werden die Bildpunkte
in eine Objektklasse und eine Umgebungsklasse mittels
des Segmentierungsschwellwertes klassifiziert, wobei
die Bildpunkte, deren maximaler Gradient dem Segmen-
tierungsschwellwert entspricht oder tber diesem liegt, in
die Objektklasse und die anderen Bildpunkte in die Um-
gebungsklasse eingeordnet werden. Dies ergibt eine Ab-
bildung wie in Fig. 5b, die also eine Klassifizierung der
Abbildung aus Fig. 5a als eine Zwischenstufe eines er-
findungsgemalten Verfahrens zur Segmentierung zeigt.
Es ist zu erkennen, dass in dieser Zwischenstufe auch
noch kleinere Bereiche der Zellenumgebung zur Klasse
der Zelle gezahlt werden.
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[0033] AnschlielRend 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 Aus-
schnitt der Abbildung so gewahlt, dass die Zelle in der
Mitte dieses Ausschnitts abgebildet wird, so kann die
Verschmelzung auch von der Bildmitte ausgehen. Als
Ergebnis einer Verschmelzung zeigt Fig. 5¢c eine Seg-
mentierung der Abbildung aus Fig. 5a mit einer Darstel-
lung eines Umrisses eines Segmentes. Mittels eines Be-
reichswachstumsverfahrens kénnen aus den Bildpunk-
ten, die zur Klasse der Zelle gezahlt werden, Konturen
extrahiert werden. Ein Homogenitatskriterium bestimmt,
wann das Bereichswachstumsverfahren an einen anzu-
nehmenden Rand der Zelle stofit. Dieses Kriterium kann
vorbestimmt sein und beispielsweise darin bestehen,
dass aus der 4er-Nachbarschaft eines Bildpunktes héch-
stens zwei Bildpunkte zu einer anderen Klasse gehdren
dirfen. Es ist zu erkennen, dass nur ein zusammenhan-
gender Bereich die Zelle darstellt und der umgebende
Bereich die Zellumgebung wiedergibt: In einem abschlie-
Renden Schritt 45 wird derjenige Bereich ausgewahlt,
der anhand der vorhergehenden Zellinformationen die
Zelle ab besten wiedergibt.

[0034] Fig. 5d zeigt den in die Abbildung aus Fig. 5a
eingetragenen Umriss aus Fig. 5¢. Wie hier zu erkennen
ist, stimmt der nach dem erfindungsgemafen Verfahren
bestimmte Umriss augenscheinlich gut mit dem wirkli-
chen Umriss der Zelle tberein. Die Segmentierung war
also erfolgreich.

[0035] Fig. 6zeigteineerfindungsgemafie 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. Der Objekttrager 52 befindet sich
in einem Inkubator 53, der mit Hilfe einer Infrarotquelle
54 oder einer anderen Warmequelle die Probe in einem
kontrollierten thermischen Zustand halt. Das Mikroskop
55 fokussiert eine feste Ebene der Probe und wird wah-
rend der Analyse nicht mehr verandert. Eine CCD-Ka-
mera 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 dar-
gestellt) Gbertragen und dort gespeichert wird. Die damit
im Computer vorliegenden Abbildungen kénnen einer
Segmentierung unterworfen und, nachdem vom Benut-
zer eine oder mehrere Zellen zur Verfolgung und Visua-
lisierung ihres dynamischen Verhaltens ausgewahlt wur-
den, zur Analyse des dynamischen Verhaltens benutzt
werden. Die dabei gewonnenen Informationen kénnen
auf verschiedene Weise im Computer aufgearbeitet und
dem Benutzer zur Verfligung gestellt werden.

[0036] Das erfindungsgemalie Segmentierungsver-
fahren ergibt sich auch aus demfolgenden beispielhaften
Algorithmus.

1) Erzeugung eines Histogramms maximaler Gradi-
enten der Abbildung (als Hist bezeichnet)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

2) Aufsteigende Sortierung des Histogramms nach
Haufigkeiten der maximalen Gradienten (als SHist
bezeichnet)

3) Initialisierungen (kleinstmoglicher_Wert := 0,

héchstmdglicher_Wert := 255; i:= hochstmogli-

cher_Wert; abgezahlte Pixel := 0)

4) Solange (abgezahlte_Pixel < geschatzte_ Umge-

bungsgrofe) und

(i > kleinstmdglicher_Gradient)

{

4.a) abgezahlte_Pixel := abgezahlte_Pixel + SHist[i]

4b)i==i-1

}

5) Schwelle := héchstmdglicher_Wert - i

6) alle Bildpunkte der Abbildung markieren, deren

maximaler Gradient >= Schwelle

7) Durchfiihrung von Bereichswachstumsverfahren:

vom Ausschnittsmittelpunkt aus nord-ostlich, std-

oOstlich, slid-westlich und nord-westlich

8) Das grofite Segment entspricht der gesuchten

Zelle.

9) Es wird die Kontur um das Segment festgestellt.
[0037] Nach der Sortierung in Schritt 2) ist das "Histo-

gramm” kein Histogramm im eigentlichen Sinne mehr.
Es ist nun eine aufsteigende Aufstellung der Anzahl von
Bildpunkten entsprechend der aufsteigenden Haufigkeit
der jeweiligen maximalen Gradienten. Es ist also kein
Histogramm fiir Gradienten-GréRen sondern zeigt die
Verteilung der Gradienten-Haufigkeiten.

[0038] Die in Schritt 6) markierten Bildpunkte ergeben
eine Naherung fir den Bereich, den die Zelle in der Ab-
bildung einnimmt. Durch das Bereichswachstum in
Schritt 7) werden diese Bildpunkte zu einem zusammen-
hangenden Bereich zusammengefasst. Irrtimlich aus-
gewahlte Bildpunkte, die aulRerhalb liegen (siehe Fig.
5b), sind hiervon ausgeschlossen.

[0039] Das Bereichswachstum hat seinen Startpunkt
in der Mitte eines Bildausschnittes, der so gewahlt wird,
dass die Zelle im mittleren Bereich des Ausschnittes dar-
gestellt wird. Die Wahl dieses Bildausschnittes basiert
auf der Position der Zelle in einer zeitlich vorhergehen-
den Abbildung. Durch die Annahme, dass die Zelle sich
nicht weit fortbewegt hat, kann die zur Segmentierung
benétigte Rechenleistung bzw. -zeit weiter reduziert wer-
den, da nicht die gesamte Abbildung, sondern nur ein
Ausschnitt bearbeitet werden muss.

[0040] Fig. 7f zeigt ein Gradientenhistogramm, das
sichausdemin Fig. 7cdargestellten Gradientenbild einer
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Zellabbildung ergibt. In Fig. 7a ist die Abbildung einer
Zelle zu sehen, die in Fig. 7b nach einer Glattung gezeigt
ist. Fig. 7c zeigt die Gradientengrofen flr jedes Pixel. In
Fig. 7cist zur besseren Visualisierung in der Darstellung
der Kontrast erhdoht worden. Die Skalierung der x-Achse
desin Fig. 7f gezeigten Histogramms geht von O bis 255,
entsprechend der mdglichen Differenzen im Grauwert
benachbarter Bildpunkte. Die Skalierung der y-Achse ist
logarithmisch, um die Variation der Haufigkeiten besser
darzustellen. Indemin Fig. 7f gezeigten Histogramm tre-
ten 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.

[0041] Beginnend mit dem haufigsten Gradienten, al-
so von rechts nach links in Fig. 7g, werden die dem je-
weiligen Gradienten zuzuordnenden Bildpunkte abge-
zahlt, bis die Grenze des Umgebungsgrofienschatzwer-
tes erreicht ist. In Fig. 7g ist dies durch die helle Linie
dargestellt, die diejenigen haufigsten Gradienten 60 von
dem Rest des Diagramms trennt, die zusammengenom-
men flr eine Anzahl von Bildpunkten stehen, die Uber
der geschatzten Anzahl von Umgebungsbildpunkten
liegt. Es ist hierbei SHist[255-247], die Anzahl der Bild-
punkte mit den 9 haufigsten maximalen Gradienten, noch
kleiner als der Schatzwert fir die Umgebungsgrofe,
wahrend SHist[255-246] schon gréfer als dieser Schatz-
wert ist. In der Praxis hat es sich gezeigt, dass fur viele
Falle die halbe Pixelanzahl der gesamten Abbildung als
guter erster Schatzwert angenommen werden kann.
[0042] In Fig. 7h ist der Schwellwert, der aus der An-
zahl der zusammengenommenen haufigsten maximalen
Gradienten bestimmt wurde, in das Gradientenhisto-
gramm 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. Diejeni-
gen Bildpunkte, deren Gradient Gber der Schwelle liegt,
hier also grofder als 9 ist, werden als zur Zelle gehorig
angenommen. Hierbei kann angenommen werden, dass
die Umgebungsbildpunkte kleine Gradienten haben und
dass die Bildpunkte, die die Zelle abbilden, eher grolie
Gradienten aufweisen. In der praktischen Anwendung
hat sich gezeigt, dass sich bei speziellen Bildmaterial
aus der Anzahl der Wiederholungen ein weiter verbes-
serter 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
7c ergibt sich das binarisierte Bild 7d, aus dem mittels
einer Verschmelzung vom Ausschnittsmittelpunkt in alle
Richtungen die Zellflache in einer Abbildung wie in Fig.
7e erhalten wird.

[0043] Hier wurde die Anzahl der haufigsten maxima-
len Gradienten direkt als Schwellwert angenommen, es
ist jedoch mdéglich, bei der Bestimmung des Schwellwer-
tes in vorbestimmter Weise hiervon abzuweichen. Bei-
spielsweise kann es unter Umstanden vorteilhaft sein,
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einen héheren oder niedrigen Schwellwert anzunehmen.
Der Schwellwert kann dann beispielsweise durch Sub-
traktion oder Addition eines festen Wertes oder durch
Multiplikation mit einem vorgegeben Faktor ermittelt wer-
den. Auch diese Anpassung des Schwellwertes kannvon
einer Segmentierung an eine darauffolgende als Para-
meter Ubergeben werden.

[0044] Mitden Fig.8abis 8gistdas erfindungsgemafe
Verfahren entsprechend zu den Fig. 7a bis 7h am Bei-
spiel einer anderen Zellabbildung nochmals dargestellt.
[0045] Das erfindungsgemale Verfahren zur Seg-
mentierung einer digitalen Abbildung von biologischen
Zellen ist grauwert- und forminvariant und kann mit Bild-
material arbeiten, das heterogen ausgeleuchtet sein
kann. Es kommt ohne Markierungen wie Fluoreszenzen
oder Annahmen Uber Form und Farbe der zu segmen-
tierenden Zellen aus. Erst ein solches automatisiertes
Verfahren erlaubt es, so umfangreiche Untersuchungen
anzustellen, dass Aussagen mit statistischer Relevanz
getroffen werden kénnen. Es ist weiterhin geeignet, bio-
logisch relevante Charakteristika wie Farbwert, Zellgro-
f3e und -form zu detektieren. AuRer nicht gefarbten Zel-
len, die die bevorzugte Anwendung darstellen, sind auch
mit einen Fluoreszenzfarbstoff markierte Zellen detek-
tierbar.

[0046] Unter Umstanden kann auch eine vereinfachte
Variante des erfindungsgemafien Verfahrens eingesetzt
werden. Hierbei wird auf eine Sortierung verzichtet und
stattdessen wird der Umgebungsgréfienwert als Anzahl
der Bildpunkte, fir die der kleinste maximale Gradient
bestimmt wurde, angenommen und unter iterativem Ver-
gleichen zwischen Umgebungsgréfienwert und dem vor-
gegebenen Schatzwert fiir die Anzahl von Bildpunkten,
die die Umgebung einer biologischen Zelle abbilden, und
die Anzahl der Bildpunkte mit dem jeweils nachstgrole-
ren maximalen Gradienten zum Umgebungsgréfienwert
hingenommen, bis der Umgebungsgréfienwert den
Schatzwert Gberschreitet oder erreicht, wobei der Seg-
mentierungsschwellwert aus der Anzahl| der Wiederho-
lungen des iterativen Vergleichens und Hinzunehmens
bestimmt wird. Fir die hier gezeigten Zellabbildungen ist
im allgemeinen das komplexere Verfahren gemaf der
Erfindung vorteilhaft, wahrend es bei geeignetem Bild-
material 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 (abgezahlte Pixel < geschatzte Umge-
bungsgrofle) abgezahlte_Pixel := abgezahlte_Pixel
+ Hist[i]

i=i+1.

[0047] Vorteilhaftdaranist, dass auf das Sortieren ver-
zichtet und somit eine algorithmische Vereinfachung er-
reicht werden kann, womit sich die zur Segmentierung
notwendige Rechenzeit reduzieren lasst.
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[0048] In einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung
wird zur Bestimmung des Segmentierungsschwellwer-
tes die Anzahl der Wiederholungen durch eine Konstante
festgelegt. Abhangig von der Verteilung von Objekt- und
Umgebungspixeln in einem speziellen Experiment kann
ein bestimmter Wert fiir diese Konstante festgelegt wer-
den. Sinnvolle Bereiche erschlie3en sich aus speziellem
Datenmaterial; bei den betrachteten Beispielen ergaben
sich typischerweise Werte im Bereich von 5 bis 20. Bei
glnstigen Bedingungen kann man mit einer konstanten
Schwelle auskommen, die mit einem anwendungsab-
hangigen Faktor variiert werden kann.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbil-
dung (22) von biologischen Zellen (2, 3) mit den
Schritten:

- Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten
je Bildpunkt der Abbildung als das Maximum der
Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten al-
ler oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,
- Bestimmen (42) eines Segmentierungs-
schwellwertes anhand der Haufigkeiten der ma-
ximalen Gradienten mit den Schritten,

a) Zuordnen einer Gradientenhaufigkeit zu
allen maximalen Gradienten als die Anzahl
von Bildpunkten mit dem jeweiligen maxi-
malen Gradienten,

b) Bestimmen eines Umgebungsgrofien-
werts als Anzahl der Bildpunkte, fiir die der
haufigste maximale Gradient bestimmt wur-
de,

c) lteratives Vergleichen zwischen Umge-
bungsgroflenwert und einem vorgegebe-
nen Schatzwert fir die Anzahl von Bild-
punkten, die die Umgebung einer biologi-
schen Zelle abbilden, und Hinzufligen der
Anzahl der Bildpunkte mit dem jeweils
nachsthaufigsten maximalen Gradienten
zum UmgebungsgréRenwert, bis der Um-
gebungsgrofienwert den Schatzwert iber-
schreitet oder erreicht, und

d) Bestimmen des Segmentierungs-
schwellwertes aus der Anzahl der Wieder-
holungen des Schrittes c),

- Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Ob-
jektklasse und eine Umgebungsklasse mittels
des Segmentierungsschwellwertes, wobei die
Bildpunkte, deren maximaler Gradient eine bei
oder Uber dem Segmentierungsschwellwert lie-
gende GroRe aufweist, in die Objektklasse und
die anderen Bildpunkte in die Umgebungsklas-
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se eingeordnet werden, und

- Bildung (44) eines Segmentbereichs der digi-
talen Abbildung (22) mittels eines Klassenver-
schmelzungsverfahrens, insbesondere eines
Bereichswachstumsverfahrens.

Verfahren zur Segmentierung nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dass der untersuchte Bild-
wert eines Bildpunktes der Grauwert des Bildpunk-
tes ist.

Verfahren zur Segmentierung nach einem der vor-
stehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet,
dass die ausgewahlten benachbarten Bildpunkte
die einer 4er- oder 8er-Nachbarschaft um den Bild-
punkt sind.

Verfahren zur Segmentierung nach einem der vor-
stehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet,
dass der vorbestimmte Schatzwert als Produkt von
durchschnittlicher Querschnittsflache einer Zelle (2,
3) und Auflésung der digitalen Abbildung (22) be-
stimmt wird.

Verfahren zur Segmentierung nach einem der vor-
stehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet,
dass der Segmentierungsschwellwert als die An-
zahl der Wiederholungen des Schrittes c¢) bestimmt
wird.

Verfahren zur Segmentierung nach einem der An-
spriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass
zur Bestimmung des Segmentierungsschwellwertes
die Anzahl der Wiederholungen mit einem vorbe-
stimmten Faktor, insbesondere im Bereich von 0,5
bis 1,5, bevorzugt im Bereich von 0,66 bis 1,33, be-
sonders bevorzugt im Bereich von 0,8 bis 1,2, mul-
tipliziert 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.

Verfahren zur Segmentierung einer digitalen Abbil-
dung (22) von biologischen Zellen (2, 3) mit den
Schritten:

- Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten
je Bildpunkt der Abbildung als das Maximum der
Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten al-
ler oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,
- Bestimmen (42) eines Segmentierungs-
schwellwertes anhand der maximalen Gradien-
ten mit den Schritten,

a) Bestimmen eines Umgebungsgréiien-
werts als Anzahl der Bildpunkte, fiir die der
kleinste maximale Gradient bestimmt wur-
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de,

b) lteratives Vergleichen zwischen Umge-
bungsgroflenwert und einem vorgegebe-
nen Schatzwert fir die Anzahl von Bild-
punkten, die die Umgebung einer biologi-
schen Zelle abbilden, und Hinzufligen der
Anzahl der Bildpunkte mit dem jeweils
nachstgrofReren maximalen Gradienten
zum UmgebungsgréRenwert, bis der Um-
gebungsgrofienwert den Schatzwert iber-
schreitet oder erreicht, und

c¢) Bestimmen des Segmentierungsschwell-
wertes aus der Anzahl der Wiederholungen
des Schrittes b),

- Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Ob-
jektklasse und eine Umgebungsklasse mittels
des Segmentierungsschwellwertes, wobei die
Bildpunkte, deren maximaler Gradient eine bei
oder Uber dem Segmentierungsschwellwert lie-
gende Grole aufweist, in die Objektklasse und
die anderen Bildpunkte in die Umgebungsklas-
se eingeordnet werden, und

- Bildung (44) eines Segmentbereichs der digi-
talen Abbildung (22) mittels eines Klassenver-
schmelzungsverfahrens, insbesondere eines
Bereichswachstumsverfahrens.

Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens
biologischer Zellen (2, 3) anhand eines Bilddaten-
satzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstadnden nach-
einander erstellter Abbildungen (22) der Zellen (2,
3)ineinem Untersuchungsbereich mit den Schritten:

- Segmentieren einer ersten Abbildung zur Be-
stimmung von ersten Zellpositionen in der er-
sten Abbildung,

- Segmentieren einer zweiten Abbildung zur Be-
stimmung von zweiten Zellpositionen in der
zweiten Abbildung und

- Zuordnen der zweiten Zellpositionen zu den
ersten Zellpositionen,

wobei die Segmentierung gemaf einem Verfah-
ren nach einem der vorstehenden Anspriiche
erfolgt.

Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens
nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass
beim Segmentieren der zweiten Abbildung der vor-
bestimmte Schatzwert als die durchschnittliche An-
zahl von Bildpunkten der Zellen (2, 3) darstellenden
Segmentbereiche in der ersten Abbildung bestimmt
wird.

Verfahren zur Analyse des dynamischen Verhaltens
nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass
die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den er-
sten Zellpositionen anhand mindestens einer Zellei-
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genschaft aus der Gruppe Gesamtlichtstarke, Nahe,
GrofRe und Form erfolgt.

Verfahren zur Visualisierung des dynamischen Ver-
haltens biologischer Zellen anhand eines Bilddaten-
satzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden nach-
einander erstellter Abbildungen (22) der Zellen in ei-
nem Untersuchungsbereich mit den Schritten:

- Aufhahme einer zeitlichen Abfolge (20) von di-
gitalen Abbildungen (22),

- Segmentieren einer Startabbildung,

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

- Analyse des dynamischen Verhaltens der zu
untersuchenden Zellen und

- Aufbereitung der Analyseninformationen,
wobei die Segmentierung gemal einem Verfah-
ren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 und/oder
die Analyse des dynamischen Verhaltens ge-
maf einem Verfahren nach einem der Anspri-
che 8 bis 10 erfolgt.

Verfahren zur Visualisierung des dynamischen Ver-
haltens bioclogischer Zellen (2, 3) nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet, dass bei der Analyse
des dynamischen Verhaltens der Zellen die Zuord-
nung der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zell-
positionen anhand einer Zellpositionen zugeordne-
ten Bewegungsrichtung und/ oder einer zugeordne-
ten Geschwindigkeit erfolgt.

Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Ab-
bildung (22) von biologischen Zellen (2, 3) mit:

- Mitteln zur Bestimmung (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 ausgewahlter benachbar-
ter Bildpunkte,

- Mitteln zur Bestimmung (42) eines Segmentie-
rungsschwellwertes anhand der Haufigkeiten
der maximalen Gradienten mit:

a) Mitteln zur Zuordnung einer Gradienten-
haufigkeit zu allen maximalen Gradienten
als die Anzahl von Bildpunkten mit dem je-
weiligen maximalen Gradienten,

b) Mitteln zur Bestimmung eines Umge-
bungsgroenwerts als Anzahl der Bild-
punkte, fur die der haufigste maximale Gra-
dient bestimmt wurde,

¢) Mitteln zum iterativen Vergleichen zwi-
schen Umgebungsgréenwert und einem
vorgegebenen Schatzwert fur die Anzahl
von Bildpunkten, die die Umgebung einer
biologischen Zelle abbilden, und zur Hinzu-
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fiigung der Anzahl der Bildpunkte mit dem
jeweils néchsthaufigsten maximalen Gradi-
enten zum UmgebungsgréRenwert, bis der
Umgebungsgroflenwert den Schatzwert
Uberschreitet oder erreicht, und

d) Mitteln zur Bestimmung des Segmentie-
rungsschwellwertes aus der Anzahl der Ite-
rationen beim iterativen Vergleichen,

- Mitteln zur Klassifizierung (43) der Bildpunkte
in eine Objektklasse und eine Umgebungsklas-
se mittels des Segmentierungsschwellwertes
und Einordnung der Bildpunkte, deren maxima-
ler Gradient eine bei oder Uber dem Segmentie-
rungsschwellwert liegende Grofie aufweist, in
die Objektklasse und der anderen Bildpunkte in
die Umgebungsklasse, und

- Mitteln zur Bildung (44) eines Segmentbe-
reichs der digitalen Abbildung (22) mit Mitteln
zur Klassenverschmelzung, insbesondere zum
Bereichswachstum.

Vorrichtung zur Analyse des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen (2, 3) anhand eines Bildda-
tensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden
nacheinander erstellter Abbildungen (22) der Zellen
(2, 3) in einem Untersuchungsbereich mit;

- Mitteln zur Segmentierung einer ersten Abbil-
dung zur Bestimmung von ersten Zellpositionen
in der ersten Abbildung gemaf Anspruch 13,

- Mitteln zur Segmentierung einer zweiten Ab-
bildung zur Bestimmung von zweiten Zellposi-
tionen in der zweiten Abbildung gemal An-
spruch 13 und

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

Vorrichtung zur Visualisierung des dynamischen
Verhaltens biologischer Zellen (2, 3) anhand eines
Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstan-
den nacheinander erstellter Abbildungen (22) der
Zellen (2, 3) in einem Untersuchungsbereich mit:

- Mitteln zur Aufnahme einer zeitlichen Abfolge
von digitalen Abbildungen,

- Mitteln zur Segmentierung einer Startabbil-
dung gemal Anspruch 13,

- Mitteln zur Auswahl einer oder mehrerer zu
untersuchenden Zellen,

- Mitteln zur Analyse des dynamischen Verhal-
tens der zu untersuchenden Zellen nach An-
spruch 14 und

- Mitteln zur Aufbereitung der Analyseninforma-
tionen.

Computerprogramm mit Computerprogrammcode
zur Steuerung eines Computers zur Durchfiihrung
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der Schritte der Verfahren nach einem der Anspru-
che 1 bis 12, wenn das Computerprogramm auf ei-
nem Computer ausgefiihrt wird.

Claims

Process for segmenting a digital image (22) of bio-
logical cells (2, 3) having the steps:

- determining (41) a maximum gradient for each
pixel of the image as the maximum of the differ-
ences between a pixel value of the pixel and the
corresponding pixel values of all or selected ad-
jacent pixels,

- determining (42) a segmenting threshold value
using the frequencies of the maximum gradients
having the steps,

a) assigning agradient frequencyto all max-
imum gradients as the number of pixels hav-
ing the particular maximum gradient,

b) determining an environment variable as
the number of pixels, for which the most fre-
quent maximum gradient has been deter-
mined,

c) iterative comparison between environ-
ment variable and a preset estimated value
for the number of pixels which reproduce
the environment of a biological cell, and
adding the number of pixels with the partic-
ular next most frequent maximum gradient
to the environment variable until the envi-
ronment variable exceeds or reaches the
estimated value, and

d) determining the segmenting threshold
value from the number of repetitions of step
c),

- classifying (43) the pixels into an object class
and an environment class by means of the seg-
menting threshold value, wherein the pixels, the
maximum gradient of which has a size lying at
or above the segmenting threshold value, are
categorised into the object class and the other
pixels into the environment class, and

- forming (44) a segmenting region of the digital
image (22) by means of a class merging proc-
ess, in particular a region growth process.

Process for segmenting according to claim 1, char-
acterised in that the investigated pixel value of a
pixel is the grey-scale value of the pixel.

Process for segmenting according to one of the
above claims, characterised in that the selected
adjacent pixels are those of a 4 or 8 neighbourhood
around the pixel.
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Process for segmenting according to one of the
above claims, characterised in that the predeter-
mined estimated value is determined as a product
of average cross-sectional area of a cell (2, 3) and
resolution of the digital image (22).

Process for segmenting according to one of the
above claims, characterised in that the segment-
ing threshold value is determined as the number of
repetitions of step c).

Process for segmenting according to one of claims
1 to 5, characterised in that to determine the seg-
menting threshold value, the number of repetitions
is multiplied by a predetermined factor, in particular
in the range from 0.5 to 1.5, preferably in the range
from 0.66 to 1.33, particularly preferably in the range
from 0.8 to 1.2, and/or a predetermined constant, in
particular in the range from -10 to +10, preferably in
the range from -5 to +5, is added to the number of
repetitions.

Process for segmenting a digital image (22) of bio-
logical cells (2, 3) having the steps:

- determining (41) a maximum gradient for each
pixel of the image as the maximum of the differ-
ences between a pixel value of the pixel and the
corresponding pixel values of all or selected ad-
jacent pixels,

- determining (42) a segmenting threshold value
using the maximum gradients having the steps,

a) determining an environment variable as
the number of pixels, for which the smallest
maximum gradient has been determined,
b) iterative comparison between environ-
ment variable and a preset estimated value
for the number of pixels which reproduce
the environment of a biological cell, and
adding the number of pixels with the partic-
ular next greatest maximum gradient to the
environment variable until the environment
variable exceeds or reaches the estimated
value, and

c) determining the segmenting threshold
value from the number of repetitions of step
b),

- classifying (43) the pixels into an object class
and an environment class by means of the seg-
menting threshold value, wherein the pixels, the
maximum gradient of which has a size lying at
or above the segmenting threshold value, are
categorised into the object class and the other
pixels into the environment class, and

- forming (44) a segmenting region of the digital
image (22) by means of a class merging proc-
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22
ess, in particular a region growth process.

Process for analysis of the dynamic behaviour of bi-
ological cells (2, 3) using a pixel data record (20) of
several images (22) of the cells (2, 3) produced in
succession at time intervals in an investigation re-
gion having the steps:

- segmenting a first image to determine first cell
positions in the first image,

- segmenting a second image to determine sec-
ond cell positions in the second image and

- assigning the second cell positions to the first
cell positions, wherein segmenting takes place
using a process according to one of the above
claims.

Process for analysis of the dynamic behaviour ac-
cording toclaim 8, characterised in that during seg-
menting of the second image, the predetermined es-
timated value is determined as the average number
of pixels of the segmenting regions representing the
cells (2, 3) in the first image.

Process for analysis of the dynamic behaviour ac-
cording to claim 8, characterised in that the assign-
ment of the second cell positions to the first cell po-
sitions takes place using at least one cell property
from the group comprising total light intensity, prox-
imity, size and shape.

Process for visualising the dynamic behaviour of bi-
ological cells using a pixel data record (20) of several
images (22) of the cells produced in succession at
time intervals in an investigation region having the
steps:

- recording a time sequence (20) of digital im-
ages (22),

- segmenting a starting image,

- selecting one or more cells (2, 3) to be inves-
tigated,

- analysis of the dynamic behaviour of the cells
to be investigated and

- preparing the analysis information, wherein
segmenting takes place using a process accord-
ing to one of claims 1 to 7 and/or analysis of the
dynamic behaviour using a process according
to one of claims 8 to 10.

Process for visualising the dynamic behaviour of bi-
ological cells (2, 3) according to claim 11, charac-
terised in that during analysis of the dynamic be-
haviour of the cells, the assignment of the second
cell positions to the first cell positions takes place
using a movement direction and/or an assigned rate
related to cell positions.
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13. Device for segmenting a digital image (22) of biclog-

ical cells (2, 3) having:

- means for determining (41) a maximum gradi-
ent for each pixel of the image as the maximum
of the differences between a pixel value of the
pixel and the corresponding pixel values of all
or selected adjacent pixels,

- means for determining (42) a segmenting
threshold value using the frequencies of the
maximum gradients having:

a) means for assigning a gradient frequency
to all maximum gradients as the number of
pixels with the particular maximumgradient,
b) means for determining an environment
variable as the number of pixels, for which
the most frequent maximum gradient has
been determined,

¢) means for iterative comparison between
environment variable and a preset estimat-
ed value for the number of pixels which re-
produce the environment of a biological cell,
and for adding the number of pixels with the
particular next most frequent maximum gra-
dient to the environment variable until the
environment variable exceeds or reaches
the estimated value, and

d) means for determining the segmenting
threshold value from the number of itera-
tions during iterative comparison,

- means for classifying (43) the pixels into an
object class and an environment class by means
of the segmenting threshold value and catego-
rising the pixels, the maximum gradient of which
has a size lying at or above the segmenting
threshold value, into the object class and the
other pixels into the environment class, and

- means for forming (44) a segmenting region of
the digital image (22) with means for class merg-
ing, in particular for region growth.

14. Device for analysis of the dynamic behaviour of bi-

ological cells (2, 3) using a pixel data record (20) of
several images (22) of the cells (2, 3) produced in
succession at time intervals in an investigation re-
gion having:

- means for segmenting a first image to deter-
mine first cell positions in the firstimage accord-
ing to claim 13,

- means for segmenting a second image to de-
termine second cell positions in the second im-
age according to claim 13 and

- means for assigning the second cell positions
to the first cell positions.
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Device for visualisation of the dynamic behaviour of
biological cells (2, 3) using a pixel data record (20)
of several images (22) of the cells (2, 3) produced in
succession at time intervals in an investigation re-
gion having:

- means for recording a time sequence of digital
images,

- means for segmenting a starting image accord-
ing to claim 13,

- means for selecting one or more cells to be
investigated,

- means for analysis of the dynamic behaviour
of the cells to be investigated according to claim
14 and

- means for preparing the analysis information.

Computer program having computer program code
to control a computer for carrying out the steps of
the process according to one of claims 1 to 12 when
the computer program is executed on a computer.

Revendications

1.

Procédé de segmentation d’une représentation nu-
meérique (22) de cellules biologiques (2, 3), compre-
nant les étapes consistant a :

- determiner (41) un gradient maximal pour cha-
que pointimage de la representation entant que
maximum des différences entre une valeur
d'image du point image et les valeurs d'image
correspondantes de tous les points images voi-
sins, ou de points images sélectionnés,

- determiner (42) une valeur de seuil de seg-
mentation al'aide des fréequences des gradients
maximaux, avec les étapes suivantes :

a) association d’une fréquence de gradient
a tous les gradients maximaux, en tant que
le nombre de points images ayant le gra-
dient maximal respectif,

b) détermination d’'une valeur de grandeur
d’'environnement, en tant que nombre de
points images, pour lequel le gradient maxi-
mal le plus fréquent a éte déeterming,

¢) comparaison itérative entre une valeur
de grandeur d’environnement et une valeur
estimative prédeterminée pour le nombre
des points images, qui représentent 'envi-
ronnement d’'une cellule biologique, et ad-
jonction du nombre des points images,
ayant le gradient maximal chaque fois de la
fréquence maximale immédiatement la sui-
vante, a la valeur de grandeur d’environne-
ment, jusqu’a ce que la valeur de grandeur
d’'environnement ait dépassé ou atteint la
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valeur estimative, et

d) détermination de la valeur de seuil de
segmentation, a partir du nombre des répé-
titions de I'étape c)

- classement (43) des points images dans une
classe d'objet et une classe d’environnement,
au moyen de la valeur seuil de segmentation,
les points images, dont le gradient maximal pré-
sente une grandeur située a ou au-dessus de la
valeur seuil de segmentation, étant classes
dans la classe d'objet, et les autres points ima-
ges etant classés dans la classe d’environne-
ment, et

- formation (44) d'une zone de segments de la
représentation numérique (22), al'aide d'un pro-
cedé de fusion de classes, en particulier un pro-
cede de croissance de zone.

Procédé de segmentation selon la revendication 1,
caractérisé en ce que la valeur image recherchee
d’'un pointimage est la valeur de gris du pointimage.

Procédé de segmentation selon I'une des revendi-
cations précedentes, caractérisé en ce que les
points images voisins sélectionnés sont un voisina-
ge a 4 ou un voisinage a 8 autour du point image.

Procédé de segmentation selon I'une des revendi-
cations précedentes, caractérisé en ce que la va-
leur estimative prédéterminée est déterminée en
tant que produit de I'aire moyenne de section trans-
versale d’une cellule (2, 3) et de la résolution de la
représentation numeérique (22).

Procédé de segmentation selon I'une des revendi-
cations précedentes, caractérisé en ce que la va-
leur de seuil de segmentation est determinée comme
etant le nombre des répétitions de I'étape c).

Procédé de segmentation selon I'une des revendi-
cations 1 a 5, caractérisé en ce que, pour détermi-
ner la valeur de seuil de segmentation, le nombre
des repeétitions est multiplie avec un facteur préde-
termine, en particulier dans la fourchette de 0,5 a
1,5, de preférence dans la fourchette de 0,66 a 1,33,
de fagon particulierement préférée dans la fourchet-
te de 0,8 a 1,2, et/ou au nombre des repétitions est
ajoutée une constante prédéterminée, en particulier
dans la fourchette de -10 a +10, de preférence dans
la fourchette de -5 a +5.

Procédé de segmentation d'une représentation nu-
merique (22) de cellules bioclogiques (2, 3), compre-
nant les étapes consistant a :

- déterminer (41) un gradient maximal pour cha-
que pointimage de la repreésentation entant que
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maximum des differences entre une valeur
d'image du point image et les valeurs d'image
correspondantes de tous les points images voi-
sins, ou de points images sélectionnés,

- determiner (42) une valeur de seuil de seg-
mentation al'aide des fréequences des gradients
maximaux, avec les étapes suivantes :

a) détermination d’'une valeur de grandeur
d’'environnement en tant que nombre des
points images, pour lequel le gradient maxi-
mal le plus petit a eté déterminé,

b) comparaison itérative entre la valeur de
grandeur d’environnement et une valeur es-
timative predéterminée pour le nombre des
points images, reproduisant 'environne-
ment d’une cellule biologique, et addition du
nombre des points images, ayant le gra-
dient maximal, chaque fois le plus grand im-
mediatement le suivant, ala valeur de gran-
deurd’environnement, jusqu’'a ce que lava-
leur de grandeur d’environnement ait dé-
passeé ou atteint la valeur estimative, et

¢) détermination de la valeur de seuil de
segmentation a partir du nombre des répe-
titions de I'étape b),

- classement (43) des points images dans une
classe d'objet et une classe d’environnement,
au moyen de la valeur seuil de segmentation,
les points images, dont le gradient maximal pré-
sente une grandeur située a ou au-dessus de la
valeur seuil de segmentation, étant classés
dans la classe d'objet, et les autres points ima-
ges etant classés dans la classe d’environne-
ment, et

- formation (44) d’une zone de segments de la
représentation numérique (22), al'aide d’un pro-
cedeé de fusion de classes, en particulier un pro-
cédé de croissance de zone.

Procédeé d’analyse du comportement dynamique de
cellules biologiques (2, 3) a I'aide d'un jeu de don-
nées images (20) de plusieurs représentations (22),
établies les unes apres les autres selon les espace-
ments temporels, des cellules (2, 3), dans une plage
de recherche, comprenant les etapes consistant a :

- segmenter une premiére représentation pour
détermination de premieres positions de cellule
dans la premiére représentation,

- segmenter une deuxiéme représentation pour
détermination de deuxiémes positions de cellule
dans la deuxiéme repréesentation, et

- associer les deuxiémes positions de cellules
aux premieres positions de cellule, la segmen-
tation se faisant suivant un procédé selon l'une
des revendications précédentes.
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Procédé d'analyse du comportement dynamique se-
lon la revendication 8, caractérisé en ce que, lors
de la segmentation de la deuxiéme représentation,
la valeur estimative prédéterminée est déterminee
comme étant le nombre moyen de zones de segment
représentant des points images des cellules (2, 3)
dans la premiére repréesentation.

Procédé d'analyse du comportement dynamique se-
lon la revendication 8, caractérisé en ce que I'as-
sociation des deuxiémes positions de cellule aux
premieres positions de cellule s’effectue al’aide d’au
moins une propriété de cellules, issues du groupe
de l'intensité lumineuse globale, de la proximité, de
la taille et de la forme.

Procédé de visualisation du comportement dynami-
que de cellules biologiques a I'aide d’'un jeu de don-
nées images (20) de plusieurs représentations, éta-
blies les unes apres les autres suivant des espace-
ments temporels, des cellules dans une zone d’'exa-
men, comprenant les étapes consistant a :

- enregistrer une succession temporelle (20) de
représentations numériques (22),

- segmenter une représentation de depart,

- sélectionner une ou plusieurs cellules (2, 3) a
examiner,

- analyser le comportement dynamique des cel-
lules a examiner, et

- préparer les informations d’analyse,

ou la segmentation est effectuée suivant un pro-
cede selon I'une des revendications 1 a 7 et/ou
I'analyse du comportement dynamique suivant
un procédé selon 'une des revendications 8 a
10.

Procédé de visualisation du comportement dynami-
que de cellules biologiques (2, 3) selon la revendi-
cation 11, caractérisé en ce que, lors de l'analyse
du comportement dynamique des cellules, I'associa-
tion des deuxieémes positions de cellule aux premie-
res positions de cellule se fait a I'aide d'un dispositif
de déplacement associé aux positions de cellule
et/ou d’'une vitesse associée aux positions de cellule.

Dispositif de segmentation d’'une repreésentation nu-
merique (22) de cellules biologiques (2, 3), avec :

- des moyens de détermination (41) d'un gra-
dient maximal par points images de la représen-
tation, en tant que maximum des difféerences en-
tre un élément image du point image et les va-
leurs d'image correspondantes de tous les
points images voisins ou de points images se-
lectionnés,

- des moyens de détermination (42) d’'une valeur
de seuil de segmentation, a l'aide des fréquen-
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ces du gradient maximal, avec :

a) des moyens d’association d’'une fréquen-
ce de gradient a tous les gradients maxi-
maux, en tant que le nombre de points ima-
ges ayant le gradient maximal respectif,

b) des moyens de détermination d’'une va-
leur de grandeur d’environnement, en tant
que nombre des points images pour les-
quels le gradient maximal le plus frequent
a éte déterming,

¢) des moyens de comparaison itérative en-
tre une valeurde grandeur d’environnement
et une valeur estimative predéterminée
pour le nombre de points images, qui repré-
sentent I'environnement d’une cellule bio-
logique, et d’ajoute du nombre des points
images au gradient maximal le plus fré-
quent immédiatement chaque fois le sui-
vant, par rapport a la valeur de grandeur
d’environnement, jusqu’a ce que la valeur
de grandeur d’environnement dépasse ou
atteigne la valeur estimative,

d) des moyens de détermination delavaleur
de seuil de segmentation a partir du nombre
des itérations, lors d'une comparaison ite-
rative,

- des moyens de classification (43) des points
images dans une classe d’objet et une classe
d’environnement, au moyen de la valeur seuil
de segmentation, et classement des points ima-
ges dont le gradient maximal présente une gran-
deur située a ou au-dessus de la valeur seuil de
segmentation, dans la classe d'objet et les
autres points images dans la classe d'environ-
nement, et

- des moyens de formation (44) d’'une zone de
segment de la représentation numérique (22),
avec des moyens pour la fusion des classes, en
particulier pour la croissance de zones.

14. Dispositif d’analyse du comportement dynamique de

cellules biologiques (2, 3), a I'aide d'un jeu de don-
nées d'images (20), de plusieurs représentations
(22) etablies les unes aprés les autres sur des es-
pacements temporels, des cellules (2, 3) dans une
zone d’examen, comprenant :

- des moyens de segmentation d’'une premiére
représentation, pour détermination de premie-
res positions de cellule dans la premiére repré-
sentation selon la revendication 13,

- des moyens de segmentation d'une deuxieme
représentation, pour détermination de deuxie-
mes positions de cellule dans la deuxieme re-
présentation selon la revendication 13,

- des moyens d’association des deuxiémes po-



29 EP 1 797 533 B1

sitions de cellule aux premieres positions de cel-
lule.

15. Dispositif de visualisation du comportement dynami-
que de cellules biologiques (2, 3), a l'aide d'unjeu &
de données d'images (20) de plusieurs représenta-
tions (22) établies les unes apres les autres suivant
des espacements temporels, des cellules (2,3), dans
une zone d’examen, comprenant :
10
- des moyens d’enregistrement d'une succes-
siontemporelle de représentations numeriques,
- des moyens de segmentation d’une représen-
tation de depart selon la revendication 13,
- des moyens de sélection d'une ou plusieurs 15
cellules a examiner,
- des moyens d’analyse du comportement dy-
namique des cellules a examiner selon la reven-
dication 14, et
- des moyens de preparation des informations 20
d’'analyse.

16. Programme pour ordinateur avec un code de pro-
gramme pour ordinateur pour la commande d’'un or-
dinateur pour I'exécution des étapes du procedé se- 25
lon 'une des revendications 1 a 12, lorsque le pro-
gramme pour ordinateur est exécuté sur un ordina-
teur.
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