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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren und eine Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen
Abbildung (22) von biologischen Zellen (2, 3), ein Verfahren
und eine Vorrichtung zur Analyse des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen (2, 3) sowie ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Visualisierung des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen (2, 3). Um ein Verfahren zur Seg-
mentierung vorzustellen, welches nur geringe technische
Anforderungen hat, keine spezielle Praparation oder Mani-
pulation an den zu beobachtenden Zellen bendtigt und
mdoglichst wenige Annahmen lber Zelleigenschaften vor-
aussetzt, wird vorgeschlagen, dass es die folgenden Schrit-
te aufweist: Bestimmen (41) eines maximalen Gradienten
je Bildpunkt der Abbildung als das Maximum der Differen-
zen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes und den ent-
sprechenden Bildwerten aller oder ausgewahlter benach-
barter Bildpunkte, Bestimmen (42) eines Segmentierungs-
schwellwertes anhand der Haufigkeit der maximalen Gradi-
enten, Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Objektklas-
se und eine Umgebungsklasse mittels des Segmentie-
rungsschwellwertes und Bildung (44) eines Segmentbe-
reichs der digitalen Abbildung mittels eines Klassenver-
schmelzungsverfahrens, insbesondere eines Bereichs-
wachstumsverfahrens.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Segmentierung einer digitalen Abbil-
dung von biologischen Zellen, ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Analyse des dynamischen Verhal-
tens biologischer Zellen sowie ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Visualisierung des dynamischen Ver-
haltens biologischer Zellen.

[0002] Die Messung der Bewegung biologischer
Zellen wird als Screeningverfahren zur pharmakolo-
gischen Wirkstoffsuche beispielsweise in der Tumor-
und Immunforschung benutzt. Damit ist eine Metho-
de als in-vitro Alterntive zu Tierversuchen gegeben.

Stand der Technik

[0003] In einem bekannten Verfahren werden die
Zellen mittels geeigneter Farbetechniken fluoreszie-
rend eingefarbt, um damit die Unterscheidung zwi-
schen den Zellen und dem Hintergrund bzw. der Um-
gebung zu erleichtern. Diese Technik hat den Nach-
teil, dass durch das Einfarben die Zellphysiologie be-
einflusst werden kann, insbesondere Beweglichkeit
und Bewegung der Zellen, also Eigenschaften, die zu
untersuchen sind. Das Verfahren ist im wesentlichen
auf eine zweidimensionale Probe wie beispielsweise
einen Zellrasen beschrankt, da eine Praparation drei-
dimensionaler Proben sehr aufwandig wéare. Zudem
ist die Aufldsung der dritten Dimension geratetech-
nisch besonders aufwéandig, da es ein automatisier-
tes motorisiertes Mikroskop erfordert und grof3e Da-
tenmengen generiert, die Routineapplikationen er-
schweren. Insbesondere bei Langzeitversuchen er-
geben sich die Probleme dadurch, dass die Fluores-
zenzwirkung mit der Zeit durch Abbau oder Einlage-
rung in bestimmten Zellbestandteilen verandert wird.
Wenn sich eine markierte Zelle wahrend der Beob-
achtungszeit teilt, kann nicht sichergestellt werden,
dass die Markierung auch an beide Tochterzellen
gleichermallen weitergegeben wird.

[0004] Konventionelle Verfahren zur Zellverfolgung
machen Annahmen Uber Eigenschaften der Zelle wie
etwa Form oder Gréfie, die als konstant angenom-
men werden. Diese Annahmen sind aber nicht fir alle
Zelltypen haltbar, insbesondere nicht fiir mobile Zel-
len. Weiterhin sind diese Verfahren entweder sehr
aufwandig etwa im Hinblick auf bendtigte Hardware
oder Rechenleistung und/oder sehr empfindlich ge-
genlber unklaren Abgrenzungen zwischen Zelle und
Umgebung. Die Abgrenzungen sind vor allem bei
dreidimensionalen Proben von Zellen in einer hetero-
genen Kollagenmatrix nicht ausreichend gegeben.

Aufgabenstellung

[0005] Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfah-
ren zur Segmentierung einer digitalen Abbildung von
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biologischen Zellen anzugeben, welches nur geringe
technische Anforderungen hat, keine spezielle Pra-
paration oder Manipulation an den zu beobachten-
den Zellen bendtigt und méglichst wenige Annahmen
Uber Zelleigenschaften voraussetzt.

[0006] Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur
Segmentierung einer digitalen Abbildung von biclogi-
schen Zellen gelést, das die folgenden Schritte auf-
weist:
— Bestimmen eines maximalen Gradienten je Bild-
punkt der Abbildung als das Maximum der Diffe-
renzen zwischen einem Bildwert des Bildpunktes
und den entsprechenden Bildwerten aller oder
ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,
— Bestimmen eines Segmentierungsschwellwer-
tes anhand der Haufigkeiten der maximalen Gra-
dienten mit den Schritten,
a) Zuordnen einer Gradientenhaufigkeit zu allen
maximalen Gradienten als die Anzahl von Bild-
punkten mit dem jeweiligen maximalen Gradien-
ten,
b) Bestimmen eines ObjektgréRenwerts als An-
zahl der Bildpunkte, fiir die der haufigste maxima-
le Gradient bestimmt wurde,
c) lteratives Vergleichen zwischen ObjektgroRen-
wert und einem vorgegebenen Schatzwert fir die
Anzahl von Bildpunkten, die eine biologische Zelle
abbilden, und Hinzufigen der Anzahl der Bild-
punkte mit dem jeweils nachsthaufigsten maxima-
len Gradienten zum ObjektgrolRenwert, bis der
ObjektgrolRenwert den Schatzwert Gberschreitet
oder erreicht, und
d) Bestimmen des Segmentierungsschwellwertes
als die Haufigkeit des maximalen Gradienten der
Bildpunkte, deren Anzahl zuletzt zum Objektgro-
Renwert hinzugeflgt wurde,
— Klassifizieren der Bildpunkte in eine Objektklas-
se und eine Umgebungsklasse mittels des Seg-
mentierungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte,
deren maximaler Gradient eine bei oder Gber dem
Segmentierungsschwellwert liegende Haufigkeit
aufweist, in die Objektklasse und die anderen
Bildpunkte in die Umgebungsklasse eingeordnet
werden, und
— Bildung eines Segmentbereichs der digitalen
Abbildung mittels eines Klassenverschmelzungs-
verfahrens, insbesondere eines Bereichswachs-
tumsverfahrens.

[0007] Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde,
dass eine von Zelleigenschaften weitgehend unab-
hangige, gegentber geringer Abbildungsqualitat un-
empfindliche aber dennoch einfache Segmentierung
aufgrund von Bildwertdnderungen zwischen Bild-
punkten mdglich ist. Die fur diese Erfindung wesent-
liche Eigenschaft der Bildpunkte einer zu segmentie-
renden Abbildung ist der Grad der Unterschiedlich-
keit zu seinen umgebenden Bildpunkten. Fir jeden
auftretenden maximalen Gradienten wird die Anzahl

2/13



DE 10 2004 028 372 A1

des Auftretens bestimmt, also die Anzahl der Bild-
punkte mit entsprechendem maximalen Gradienten.
Ausgehend vom dem am haufigsten auftretenden
maximalen Gradienten werden solange weitere, je-
weils weniger haufige, maximale Gradienten hinzu-
genommen und jeweils die Gesamtzahl der Bildpunk-
te bestimmt, deren maximaler Gradient zu den aus-
gewahlten gehért, bis eine vorbestimmte abge-
schatzte GrélRe als Anzahl von Bildpunkten erreicht
oder Uberschritten ist. Damit ergibt sich ein Segmen-
tierungsschwellwert als eine Abgrenzung zwischen
Bildpunkten, fir die zundchst angenommen wird,
dass sie die Zelle abbilden, und anderen Bildpunkten,
fir die angenommen wird, dass sie die Zellumgebung
abbilden.

[0008] Bei der Schwellwertbestimmung wird also
der Schwellwert zundchst dem haufigsten maximalen
Gradienten gleichgesetzt und dann solange schritt-
weise verringert, bis die Anzahl der Bildpunkte, die
aufgrund des jeweiligen Schwellwertes ausgewahlt
wlrden, der zu erwartenden Abbildungsgréfie der
Zelle entspricht oder sie Uberschreitet.

[0009] Die Unterteilung der Abbildung anhand des
Segmentierungsschwellwertes ergibt zwei Gruppen
von Bildpunkten. Kleinere Bereiche von irrtlimlich in
die Gruppe der Zellenumgebung eingeordneten Bild-
punkten finden sich im Bereich der Zelle und umge-
kehrt. Mittels eines aus der Bildverarbeitung bekann-
ten Klassenverschmelzungsverfahrens, z.B. eines
region-growing-Verfahrens, wird die Gruppe der der
Zelle zugeordneten Bildpunkte zu einem zusammen-
hangenden Bereich zusammengefiihrt. Vereinzelte
kleinere Bildpunktbereiche oder einzelne Bildpunkte
kénnen bei diesem Verfahren fallengelassen werden,
werden also der Gruppe der der Zellumgebung zuge-
ordneten Bildpunkte zugerechnet. Entsprechendes
ergibt sich, wenn das Klassenverschmelzungsver-
fahren auf die Gruppe der der Zellumgebung zuge-
ordneten Bildpunkte angewandt wird.

[0010] Da nicht absolute Eigenschaften der Bild-
punkte, sondern die relative Veranderung dieser Ei-
genschaften zu benachbarten Bildpunkten die Basis
fur das erfindungsgemalie Verfahren bildet, ist das
Verfahren unempfindlich gegen schwankende Bild-
parameter wie beispielsweise Beleuchtung oder Kon-
trast. Dies verringert den nétigen technischen Auf-
wand und erweitert die Anwendungsmdglichkeiten.
Da keine Veranderungen, beispielsweise durch Pra-
paration wie Einfarbung, an den Zellen vorgenom-
men werden missen, werden die Beobachtungser-
gebnisse nicht durch diese Veranderungen gegebe-
nenfalls verfalscht.

[0011] In einer bevorzugten Ausgestaltung der Er-
findung ist der untersuchte Bildwert eines Bildpunk-
tes der Grauwert des Bildpunktes. Obwohl| auch an-
dere Bildwerte eines Bildpunktes wie etwa Farbei-
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genschaften verwendet werden kbénnen, hat der
Grauwert gegeniiber diesen den Vorteil geringerer
Anspriche an Bildaufnahmeeinrichtungen und Spei-
cherkapazitat. Hierbei kann eine Auflésung von 256
Grauwerten bereits ausreichen.

[0012] In einer weiteren Ausgestaltung der Erfin-
dung werden die. Bildpunkte einer 4er- oder
8er-Nachbarschaft um den zu untersuchenden Bild-
punkt ausgewahlt. Die 8er-Nachbarschaft umfasst
die Punkte, die direkt an den zu untersuchenden Bild-
punkt angrenzen, wahrend die 4er-Nachbarschaft
nur jeden zweiten dieser 8 umgebenden Punkte um-
fasst. Werden die Gradienten gleichmalig in alle
Richtungen in der Ebene zur Bestimmung des maxi-
malen Gradienten herausgezogen, ergibt sich keine
Ungleichgewichtung einer bestimmten Richtung, was
zu einer Verzerrung der Segmentierung flhren kénn-
te.

[0013] In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Er-
findung wird der vorbestimmte Schatzwert als Pro-
dukt von durchschnittlicher Querschnittsflache einer
Zelle und Auflésung der digitalen Abbildung be-
stimmt. Dieser Schatzwert fult auf der Annahme,
dass die Zelle selbst bei Anderung der Form ihre Gré-
le annahernd beibehalten wird. Weitere Annahmen,
die besondere Kenntnisse liber die zu untersuchen-
den Zellen voraussetzen oder die die Auswahl der
Zellen einschranken, die untersucht werden kénnen,
werden nicht gemacht.

[0014] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Analyse des dynamischen Verhaltens biologischer
Zellen anhand eines Bilddatensatzes mehrerer in
zeitlichen Abstdnden nacheinander erstellter Abbil-
dungen der Zellen in einem Untersuchungsbereich
mit den Schritten:

— Segmentieren einer ersten Abbildung zur Be-

stimmung von ersten Zellpositionen in der ersten

Abbildung,

— Segmentieren einer zweiten Abbildung zur Be-

stimmung von zweiten Zellpositionen in der zwei-

ten Abbildung und

— Zuordnen der zweiten Zellpositionen zu den ers-

ten Zellpositionen,

wobei die Segmentierung gemal 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 be-
stimmt werden, die den abgebildeten Zellen entspre-
chen, und diese Segmentbereiche einander zugeord-
net werden. Neben einer Bewegung kann das dyna-
mische Verhalten auch Teilungen oder Formverande-
rungen der Zelle bzw. Zellen enthalten. Allgemein
werden unter dynamischen Verhalten alle Verdnde-
rungen von Zelleigenschaften verstanden.
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[0015] In einer bevorzugten Ausgestaltung des er-
findungsgemalien Analyseverfahrens wird beim Seg-
mentieren der zweiten Abbildung der vorbestimmte
Schatzwert als die durchschnittliche Anzahl von Bild-
punkten der Zellen darstellenden Segmentbereiche
in der ersten Abbildung bestimmt. Dieser verbesserte
Schatzwert liegt ndher an der tatsachlichen Gréfie
als der weiter oben angeflhrte, da hier zur Bestim-
mung des Schatzwertes die erkannten GréRen der
Zellen in der ersten Abbildung benutzt werden. Findet
sich in der ersten Abbildung, die auch ein Ausschnitt
aus einer grolkeren Abbildung sein kann, beispiels-
weise nur eine einzige Zelle, so ergibt sich der
Schatzwert als die GréRe bzw. Bildpunktanzahl die-
ser Zelle, und es wird davon ausgegangen, dass sich
die Grole der Zelle zwischen der ersten und zweiten
Abbildung nicht wesentlich verandert. Der Schatz-
wert wird also die Gréf3e der Zelle in der zweiten Ab-
bildung gut annahern.

[0016] In einer vorteilhaften Ausgestaltung des er-
findungsgemalien Analyseverfahrens erfolgt die Zu-
ordnung der zweiten Zellpositionen zu den ersten
Zellpositionen anhand mindestens einer Zelleigen-
schaft aus der Gruppe Gesamtlichtstarke, Nahe,
GrofRe 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. Wahit der Benutzer in der
zweiten Abbildung nur einen Ausschnitt um die Posi-
tion einer Zelle in der ersten Abbildung, so kann da-
mit zusatzlich die zur Segmentierung bendtigte Re-
chenleistung oder -zeit verkiirzt werden. Reicht das
Kriterium der Nahe allein zur Entscheidung nicht aus,
so kénnen weitere Eigenschaften benutzt werden,
um eine zuverlassige Zuordnung sicherzustellen.

[0017] Die Erfindung betrifft auRerdem ein Verfah-
ren zur Visualisierung des dynamischen Verhaltens
biologischer Zellen anhand eines Bilddatensatzes
mehrerer in zeitlichen Abstanden nacheinander er-
stellter Abbildungen der Zellen in einem Untersu-
chungsbereich mit den Schritten:

— Aufnahme einer zeitlichen Abfolge von digitalen

Abbildungen,

— Segmentieren einer Startabbildung,

— Auswahl einer oder mehrerer zu untersuchen-

den Zellen,

— Analyse des dynamischen Verhaltens der zu un-

tersuchenden Zellen und

— Aufbereitung der Analyseninformationen,

wobei die Segmentierung gemal dem oben be-
schriebenen Segmentierungsverfahren und/oder die
Analyse des dynamischen Verhaltens gemall dem
oben beschriebenen Analyseverfahren erfolgt. In der
ersten Abbildung der zeitlichen Abfolge von Abbil-
dungen wird nach dem Segmentieren eine Auswahl
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derjenige(n) Zelle(n) getroffen, die im weiteren analy-
siert werden sollen. Damit werden Startpositionen fiir
die nachfolgende, dann automatisch ablaufende
Analyse des dynamischen Verhaltens der Zelle bzw.
Zellen gesetzt.

[0018] In einer vorteilhaften Ausgestaltung des er-
findungsgemafien Visualisierungsverfahrens erfolgt
die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu den ers-
ten Zellpositionen anhand einer Zellpositionen zuge-
ordneten Bewegungsrichtung und/oder einer zuge-
ordneten Geschwindigkeit. Ausgehend von einer
Start- oder ersten Abbildung erhalt man nach der Zu-
ordnung der Zellpositionen zur zweiten Abbildung
eine Richtung und eine Geschwindigkeit fur diese Zu-
ordnung, die benutzt werden kénnen, um eine Zuord-
nung von Zellpositionen zu einer dritten Abbildung zu
verbessern. Diese Zuordnung erfolgt weitgehend un-
abhangig von Stérungen durch Anderungen der Zell-
grole, der Zellform oder der Scharfe der Abbildung.

[0019] Die Erfindung sieht weiterhin Vorrichtungen
zur Ausflhrung der erfindungsgemafien Verfahren
nach den Ansprichen 9, 10 und 11 sowie ein Compu-
terprogramm vor mit Computerprogrammcode zur
Steuerung eines Computers zur Durchfihrung der
Schritte eines erfindungsgemafien Verfahrens, wenn
das Computerprogramm auf einem Computer ausge-
fuhrt wird.

Ausfiihrungsbeispiel

[0020] Im folgenden wird die Erfindung anhand von
vorteilhaften Ausfuhrungsformen mit Bezug auf die
Figuren naher erlautert. Dabei zeigen:

[0021] Fig. 1 eine schematische perspektivische
Ansicht von Zellen in einer Kollagenmatrix mit einem
Querschnitt und einer Aufsicht,

[0022] Fig. 2 ein Blockdiagramm, das das erfin-
dungsgemadle Verfahren zur Visualisierung des dy-
namischen Verhaltens biologischer Zellen darstellt,

[0023] Fig. 3 einen Ablaufplan eines Teiles des er-
findungsgemalien Verfahrens zur Visualisierung des
dynamischen Verhaltens biologischer Zellen,

[0024] Fig. 4 ein Blockdiagramm, das das erfin-
dungsgemdlBe Verfahren zur Segmentierung dar-
stellt,

[0025] Fig. Za eine beispielhafte Abbildung einer
Zelle,

[0026] Fig, 8b eine Klassifizierung der Abbildung
aus Flg. 5a,

[0027] Eig. 3¢ eine Segmentierung der Abbildung
aus Fig. 53 mit einer Darstellung eines Umrisses ei-
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nes Segmentes,

[0028] Eig. 84 denin die Abbildung aus Eig, 8z ein-
getragenen Umriss aus Eig. S¢ und

[0029] Eig.§ eine erfindungsgemale Vorrichtung
zur Aufhahme von Abbildungen von biologischen
Zellen.

[0030] Eig. 1 zeigt eine schematische perspektivi-
sche Ansicht 1 von Zellen 2, 3 in einer Kollagenmatrix
4 mit einem Querschnitt 5 und einer Aufsicht 6. Wird
eine Abbildung von der Kollagenmatrix 4 mit den Zel-
len 2, 3 gemacht, so muss auf eine Ebene 7 fokus-
siert 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, son-
dern kbnnen ebenfalls ihre z-Position verandern. Die
Positionen der Zellen 2, 3 zu unterschiedlichen Zeit-
punkten sind in Eig, 1 durch Punkte gekennzeichnet.
Die Aufsicht 6 kann beispielsweise in zeitlichen Ab-
standen aufgenommen werden und die dabei erhal-
tenen Abbildungen kdnnen zur Visualisierung der
Zellbewegung benutzt werden. Ebenso ist es mog-
lich, anhand anderer Eigenschaften wie etwa Zell-
form oder ZellgréRe das dynamische Verhalten der
Zellen zu untersuchen.

[0031] Eig, 2 zeigt ein Blockdiagramm, das das er-
findungsgemalle Verfahren zur Visualisierung des
dynamischen Verhaltens, insbesondere der Bewe-
gung, biologischer Zellen darstellt. In einem ersten
Schritt 10 wird aus den zur Verfliigung stehenden zeit-
lich aufeinanderfolgenden Abbildungen eine Bildse-
rie ausgewahlt. Im folgenden Schritt der Zellselektion
11 werden in der ersten Abbildung Zellpositionen
ausgewahlt. Die zu diesen Zellpositionen gehdrigen
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 kontrolliert, ggf. nachbe-
arbeitet und aufgearbeitet und kénnen dann als Tra-
jektorie-Koordinaten 14, also als Bewegungsinforma-
tionen, als Grauwert-Statistik 15, also als Information
Uber die Beschaffenheit der Zellen, oder als Film mit
Konturen der Zellen 16, insbesondere zur Uberprii-
fung der Qualitdt der Zellverfolgung, ausgegeben
werden. Die Schritte 10, 11 und 13 sind hierbei inter-
aktiv mit einem Benutzer, wahrend das Tracking 12
automatisch ablauft. Die Abbildungen stehen nach
erfolgter Aufnahme im Computer zur Verfigung; da-
her ist das Verfahren nicht nur offline, sondern auch
online einsetzbar.

[0032] Fig. 3 zeigt einen Ablaufplan des Schrittes
12 der Ejg. 2, des Trackings. Aus einer Bildserie 20
wird in Schritt 21 ein Bild 22 ausgewabhlt, das entwe-
der beim Start des Trackings 12 das erste und bei
spateren Schritten das nachstfolgende Bild ist. Ergibt
eine Uberprifung 23, dass das letzte Bild der Bildse-
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rie 20 abgearbeitet ist, so ist das Ende 24 des Tra-
ckings 12 erreicht. Andernfalls wird ein Zahler Z initi-
alisiert (Schritt 25) und fir die dem Wert von Z ent-
sprechende Zelle unter der Kontinuitdtsannahme
eine Bestimmung 26 eines Bildausschnittes aus dem
Bild 22 vorgenommen. Die Kontinuitdtsannahme
geht davon aus, dass die jeweilige Zelle sich von ih-
rer Position im vorherigen Bild nicht wesentlich ent-
fernt hat.

[0033] Ergibt eine Uberpriifung 27, dass die Zelle zu
Z nicht Teil eines Clusters, also einer Ansammlung
von aufgrund ihrer Position nicht voneinander zu un-
terscheidenden Zellen, ist, so wird die Position der
Zelle im Bildausschnitt bestimmt (Schritt 28) und eine
Uberpriifung 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 zusammen-
treffen, was sich aufgrund der nicht aufgenommenen
z-Position nicht vom einem Zusammentreffen aller
drei Koordinaten unterscheiden lasst. Ein partielles
Zusammentreffen liegt vor, wenn die zwei oder meh-
reren Zellen trotz teilweiser Uberlappung als getrenn-
te Objekte mit individuell verschiedenen x-y-Werten
aufgelést werden kénnen.

[0034] Liegt keine Kollision vor, so werden die Zellk-
oordinaten 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 einem weiteren
Speicher 33 abgelegt.

[0035] Ergibt die Uberpriifung 27, dass die Zelle zu
Z Teil eines Clusters ist, so wird eine Untersuchung
34 vorgenommen, ob sich dieser Cluster aufgespal-
ten hat. Dabei werden Informationen mit dem Spei-
cher 33 der Clusterinformationen ausgetauscht. Die
entsprechenden Zellkoordinaten werden ebenfalls in
Schritt 30 festgehalten und entsprechend im Spei-
cher 31 abgelegt. Auf Schritt 30 folgt eine Uberpri-
fung 35, ob alle zu verfolgenden Zellen bereits bear-
beitet sind. Sind noch Zellen unbearbeitet, so erfolgt
eine Erhéhung 36 des Zahlers Z und das Verfahren
wird bei Schritt 26 fortgesetzt. Sind alle Zellen bear-
beitet, so wird bei Schritt 21 fortgesetzt.

[0036] Eig. 4 zeigt ein Blockdiagramm, das das er-
findungsgemale Verfahren zur Segmentierung dar-
stellt. Die hier dargestellten Schritte kbnnen in Schritt
28 in Fig. 3 enthalten sein. Es kann eine Bildglattung
40 erfolgen, deren Ergebnis eine Abbildung wie in
£ig. 5a sein kann. Flg. 83 zeigt eine beispielhafte Ab-
bildung einer Zelle als das Ergebnis einer Digitalisie-
rung eines lichtmikroskopischen Aufnahme mit 256
Graustufen.

[0037] Darauf folgt die Bestimmung 41 eines maxi-
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malen Gradienten je Bildpunkt der Abbildung als das
Maximum der Differenzen zwischen einem Bildwert
des Bildpunktes und den entsprechenden Bildwerten
aller oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte.
Dabei werden die Bildwerte des Bildpunktes und der
benachbarten Bildpunkte miteinander verglichen und
die grolte Differenz wird dem Bildpunkt als maxima-
ler Gradient zugeordnet. Darauf folgend wird ein Seg-
mentierungsschwellwert anhand der Haufigkeiten
der maximalen Gradienten bestimmt (Schritt 42). Der
Segmentierungsschwellwert wird so bestimmt, dass
die Anzahl der Bildpunkte, deren maximaler Gradient
ebenso haufig wie oder haufiger als die durch den
Segmentierungsschwellwert gegebene Grenze ist,
einem vorbestimmten Schatzwert flr die Groélke der
abgebildeten Zelle erreicht oder Gberschreitet.

[0038] Im folgenden Schritt 43 werden die Bildpunk-
te in eine Objektklasse und eine Umgebungsklasse
mittels des Segmentierungsschwellwertes klassifi-
ziert, wobei die Bildpunkte, deren maximaler Gradi-
ent eine bei oder Gber dem Segmentierungsschwell-
wert liegende Haufigkeit aufweist, in die Objektklasse
und die anderen Bildpunkte in die Umgebungsklasse
eingeordnet werden. Dies ergibt eine Abbildung wie
in Eig. 8y, die also eine Klassifizierung der Abbil-
dung aus Eig. 5a als eine Zwischenstufe eines erfin-
dungsgemalien Verfahrens zur Segmentierung zeigt.
Es ist zu erkennen, dass in dieser Zwischenstufe
auch noch kleinere Bereiche der Zellenumgebung
zur Klasse der Zelle gezahlt werden.

[0039] AnschlielRend erfolgt eine Verschmelzung 44
von Punkten derselben Klasse von unterschiedlichen
Keimen ausgehend zur Bildung eines Segmentbe-
reichs der digitalen Abbildung. Ist wie in Eig, 5a bis
Eig, 84 ein Ausschnitt der Abbildung so gewahlt,
dass die Zelle in der Mitte dieses Ausschnitts abge-
bildet wird, so kann die Verschmelzung auch von der
Bildmitte ausgehen. Als Ergebnis einer Verschmel-
zung zeigt Fig, 8¢ eine Segmentierung der Abbil-
dung aus Eig. 83 mit einer Darstellung eines Umris-
ses eines Segmentes. Mittels eines Bereichswachs-
tumsverfahrens kénnen aus den Bildpunkten, die zur
Klasse der Zelle gezahlt werden, Konturen extrahiert
werden. Ein Homogenitatskriterium bestimmt, wann
das Bereichswachstumsverfahren an einen anzu-
nehmenden Rand der Zelle stolt. Dieses Kriterium
kann vorbestimmt sein und beispielsweise darin be-
stehen, dass aus der 4er-Nachbarschaft eines Bild-
punktes héchstens zwei Bildpunkte zu einer anderen
Klasse gehoren dirfen. Es ist zu erkennen, dass nur
ein zusammenhangender Bereich die Zelle darstellt
und der umgebende Bereich die Zellumgebung wie-
dergibt. In einem abschlielenden Schritt 45 wird der-
jenige Bereich ausgewahlt, der anhand der vorherge-
henden Zellinformationen die Zelle ab besten wieder-
gibt.

[0040] Fig. Sd zeigt den in die Abbildung aus
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Eig, 8z eingetragenen Umriss aus Fig, ¢. Wie hier
zu erkennen ist, stimmt der nach dem erfindungsge-
malen Verfahren bestimmte Umriss augenscheinlich
gut mit dem wirklichen Umriss der Zelle Uberein. Die
Segmentierung war also erfolgreich.

[0041] Eig. 8 zeigt eine erfindungsgemalie Vorrich-
tung zur Aufnahme von Abbildungen von biologi-
schen Zellen. Die zu verfolgenden Zellen befinden
sich in einer Kollagenmatrix, einer 3-dimensionalen
Struktur, die auf einem Objekttrager 52 liegt. Der Ob-
jekttrager 52 befindet sich in einem Inkubator 53, der
mit Hilfe einer Infrarotquelle 54 oder einer anderen
Warmequelle die Probe in einem kontrollierten ther-
mischen 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 mitder
CCD-Kamera 56 verbundenen Computer (nicht dar-
gestellt) Ubertragen und dort gespeichert wird. Die
damit im Computer vorliegenden Abbildungen kén-
nen einer Segmentierung unterworfen und, nachdem
vom Benutzer eine oder mehrere Zellen zur Verfol-
gung und Visualisierung ihres dynamischen Verhal-
tens ausgewahlt wurden, zur Analyse des dynami-
schen Verhaltens benutzt werden. Die dabei gewon-
nenen Informationen kénnen auf verschiedene Wei-
se im Computer aufgearbeitet und dem Benutzer zur
Verfligung gestellt werden.

[0042] Das erfindungsgemalie Segmentierungsver-
fahren ergibt sich auch aus dem folgenden beispiel-
haften Algorithmus.
1) Erzeugung eines Histogramms maximaler Gra-
dienten der Abbildung
2) Aufsteigende Sortierung des Histogramms
nach Haufigkeiten der maximalen Gradienten
3) i:= héchstmoglicher_Gradient
4) Solange (abgezahlte_Gradienten
geschatzte_ObjektgrofRe) und (i
kleinstmdglicher_Gradient)

V A

{

4.a) abgezahlte_Gradienten =
abgezahlte Gradienten + Histogramm(i]
4.0)i=i-1

}

5) Schwelle := héchstmoglicher_Gradient — |

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

7) Durchfihrung von Bereichswachstumsverfah-
ren: vom Ausschnittsmittelpunkt aus nord-stlich,
stid-ostlich, stid-westlich und nord-westlich

8) Das grofite Segment entspricht der gesuchten
Zelle.

9) Es wird die Kontur um das Segment festge-
stellt.

[0043] Nach der Sortierung in Schritt 2) ist das ,His-
togramm" kein Histogramm im eigentlichen Sinne
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mehr. Es ist nun eine aufsteigende Aufstellung der
Anzahl von Bildpunkten entsprechend der aufstei-
genden Haufigkeit der jeweiligen maximalen Gradi-
enten. Es ist also kein Histogramm fir Gradien-
ten-Groflen sondern ein Histogramm" fur Gradien-
ten-Haufigkeiten.

[0044] Die in Schritt 6) markierten Bildpunkte erge-
ben eine Naherung fiir den Bereich,, den die Zelle in
der Abbildung einnimmt. Durch das Bereichswachs-
tum in Schritt 7) werden diese Bildpunkte zu einem
zusammenhangenden Bereich zusammengefasst.
Irrtiimlich ausgewahlite Bildpunkte, die aulRerhalb lie-
gen (siehe Fig, 5b), sind hiervon ausgeschlossen.

[0045] Das Bereichswachstum hat seinen Start-
punkt in der Mitte eines Bildausschnittes, der so ge-
wahlt wird, dass die Zelle im mittleren Bereich des
Ausschnittes dargestellt wird. Die Wahl dieses Bild-
ausschnittes basiert auf der Position der Zelle in einer
zeitlich vorhergehenden Abbildung. Durch die An-
nahme, dass die Zelle sich nicht weit fortbewegt hat,
kann die zur Segmentierung bendtigte Rechenleis-
tung bzw. -zeit weiter reduziert werden, da nicht die
gesamte Abbildung, sondern nur ein Ausschnitt bear-
beitet werden muss.

[0046] Das erfindungsgemalie Verfahren zur Seg-
mentierung einer digitalen Abbildung von biologi-
schen Zellen ist grauwert- und forminvariant und
kann mit Bildmaterial arbeiten, das heterogen ausge-
leuchtet sein kann. Es kommt ohne Markierungen wie
Fluoreszenzen oder Annahmen Uber Form und Far-
be der zu segmentierenden Zellen aus. Erst ein sol-
ches automatisiertes Verfahren erlaubt es, so um-
fangreiche Untersuchungen anzustellen, dass Aus-
sagen mit statistischer Relevanz getroffen werden
kénnen. Es ist weiterhin geeignet, bioclogisch relevan-
te Charakteristika wie Farbwert, Zellgréfie und -form
zu detektieren. Ausser nicht gefarbten Zellen, die die
bevorzugte Anwendung darstellen, sind auch mit ei-
nen Fluoreszenzfarbstoff markierte Zellen detektier-
bar.

Patentanspriiche

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

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

— Bestimmen (42) eines Segmentierungsschwellwer-
tes anhand der Haufigkeiten der maximalen Gradien-
ten mit den Schritten,

a) Zuordnen einer Gradientenhaufigkeit zu allen ma-
ximalen Gradienten als die Anzahl von Bildpunkten
mit dem jeweiligen maximalen Gradienten,
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b) Bestimmen eines ObjektgréRenwerts als Anzahl
der Bildpunkte, fur die der haufigste maximale Gradi-
ent bestimmt wurde,

c) Iteratives Vergleichen zwischen ObjektgroRenwert
und einem vorgegebenen Schatzwert fur die Anzahl
von Bildpunkten, die eine biologische Zelle abbilden,
und Hinzufiigen der Anzahl der Bildpunkte mit dem
jeweils nachsthaufigsten maximalen Gradienten zum
Objektgréfienwert, bis der ObjektgrélRenwert den
Schatzwert (berschreitet oder erreicht, und

d) Bestimmen des Segmentierungsschwellwertes als
die Haufigkeit des maximalen Gradienten der Bild-
punkte, deren Anzahl zuletzt zum Objektgréfienwert
hinzugefugt wurde,

— Klassifizieren (43) der Bildpunkte in eine Objekt-
klasse und eine Umgebungsklasse mittels des Seg-
mentierungsschwellwertes, wobei die Bildpunkte, de-
ren maximaler Gradient eine bei oder Uber dem Seg-
mentierungsschwellwert liegende Haufigkeit auf-
weist, in die Objektklasse und die anderen Bildpunkte
in die Umgebungsklasse eingeordnet werden, und

— Bildung (44) eines Segmentbereichs der digitalen
Abb. (22) mittels eines Klassenverschmelzungsver-
fahrens, insbesondere eines Bereichswachstumsver-
fahrens.

2. Verfahren zur Segmentierung nach Anspruch
1, dadurch gekennzeichnet, dass der untersuchte
Bildwert eines Bildpunktes der Grauwert des Bild-
punktes ist.

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 Auflésung der digitalen Abb. (22) bestimmt
wird.

5. Verfahren zur Analyse des dynamischen Ver-
haltens biologischer Zellen (2, 3) anhand eines Bild-
datensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden
nacheinander erstellter Abb. (22) der Zellen (2, 3) 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 geman ei-
nem Verfahren nach einem der vorstehenden An-
sprliche erfolgt.
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6. Verfahren zur Analyse des dynamischen Ver-
haltens nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass beim Segmentieren der zweiten Abbildung der
vorbestimmte Schéatzwert als die durchschnittliche
Anzahl von Bildpunkten der Zellen (2, 3) darstellen-
den Segmentbereiche in der ersten Abbildung be-
stimmt wird.

7. Verfahren zur Analyse des dynamischen Ver-
haltens nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu
den ersten Zellpositionen anhand mindestens einer
Zelleigenschaft aus der Gruppe Gesamtlichtstarke,
Néahe, Grélke und Form erfolgt.

8. Verfahren zur Visualisierung des dynamischen
Verhaltens biologischer Zellen anhand eines Bildda-
tensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstanden
nacheinander erstellter Abb. (22) der Zellen in einem
Untersuchungsbereich mit den Schritten:

— Aufnahme einer zeitlichen Abfolge (20) von digita-
len Abb. (22),

— Segmentieren einer Startabbildung,

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

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

— Aufbereitung der Analyseninformationen,

wobei die Segmentierung gemafl einem Verfahren
nach einem der Ansprliche 1 bis 4 und/oder die Ana-
lyse des dynamischen Verhaltens gemaf einem Ver-
fahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7 erfolgt.

9. Verfahren zur Visualisierung des dynamischen
Verhaltens biologischer Zellen (2, 3) nach Anspruch
8, dadurch gekennzeichnet, dass bei der Analyse des
dynamischen Verhaltens der Zellen die Zuordnung
der zweiten Zellpositionen zu den ersten Zellpositio-
nen anhand einer Zellpositionen zugeordneten Be-
wegungsrichtung und/oder einer zugeordneten Ge-
schwindigkeit erfolgt.

10. Vorrichtung zur Segmentierung einer digita-
len Abb. (22) von biologischen Zellen (2, 3) mit:
— Mitteln zur Bestimmung (41) eines maximalen Gra-
dienten je Bildpunkt der Abbildung als das Maximum
der Differenzen zwischen einem Bildwert des Bild-
punktes und den entsprechenden Bildwerten aller
oder ausgewahlter benachbarter Bildpunkte,
— Mitteln zur Bestimmung (42) eines Segmentie-
rungsschwellwertes anhand der Haufigkeiten der
maximalen Gradienten mit:
a) Mitteln zur Zuordnung einer Gradientenhaufigkeit
zu allen maximalen Gradienten als die Anzahl von
Bildpunkten mit dem jeweiligen maximalen Gradien-
ten,
b) Mitteln zur Bestimmung eines Objektgréenwerts
als Anzahl der Bildpunkte, fur die der haufigste maxi-
male Gradient bestimmt wurde,
c) Mitteln zum iterativen Vergleichen zwischen Ob-
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jektgroBenwert und einem vorgegebenen Schatzwert
fur die Anzahl von Bildpunkten, die eine biologische
Zelle abbilden, und zur Hinzufligung der Anzahl der
Bildpunkte mit dem jeweils nachsthaufigsten maxi-
malen Gradienten zum ObjektgroBenwert, bis der
Objektgréfienwert den Schatzwert Gberschreitet oder
erreicht, und

d) Mitteln zur Bestimmung des Segmentierungs-
schwellwertes als die Haufigkeit des maximalen Gra-
dienten der Bildpunkte, deren Anzahl zuletzt zum Ob-
jektgroBenwert hinzugeflgt wurde,

— Mitteln zur Klassifizierung (43) der Bildpunkte in
eine Objektklasse und eine Umgebungsklasse mit-
tels des Segmentierungsschwellwertes und Einord-
nung der Bildpunkte, deren maximaler Gradient eine
bei oder Uber dem Segmentierungsschwellwert lie-
gende Haufigkeit aufweist, in die Objektklasse und
der anderen Bildpunkte in die Umgebungsklasse,
und

— Mitteln zur Bildung (44) eines Segmentbereichs der
digitalen Abb. (22) mit Mitteln zur Klassenverschmel-
zung, insbesondere zum Bereichswachstum.

11. Vorrichtung zur Analyse des dynhamischen
Verhaltens biologischer Zellen (2, 3) anhand eines
Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Abstan-
den nacheinander erstellter Abb. (22) der Zellen (2,
3) in einem Untersuchungsbereich mit:

— Mitteln zur Segmentierung einer ersten Abbildung
zur Bestimmung von ersten Zellpositionen in der ers-
ten Abbildung gemaft Anspruch 10,

— Mitteln zur Segmentierung einer zweiten Abbildung
zur Bestimmung von zweiten Zellpositionen in der
zweiten Abbildung gemal Anspruch 10 und

— Mitteln zur Zuordnung der zweiten Zellpositionen zu
den ersten Zellpositionen.

12. Vorrichtung zur Visualisierung des dynami-
schen Verhaltens biologischer Zellen (2, 3) anhand
eines Bilddatensatzes (20) mehrerer in zeitlichen Ab-
stdnden nacheinander erstellter Abb. (22) der Zellen
(2, 3) in einem Untersuchungsbereich mit:

— Mitteln zur Aufnahme einer zeitlichen Abfolge von
digitalen Abbildungen,

— Mitteln zur Segmentierung einer Startabbildung ge-
maf Anspruch 10,

— Mitteln zur Auswahl einer oder mehrerer zu unter-
suchenden Zellen,

— Mitteln zur Analyse des dynamischen Verhaltens
der zu untersuchenden Zellen nach Anspruch 11 und
— Mitteln zur Aufbereitung der Analyseninformatio-
nen.

13. Computerprogramm mit  Computerpro-
grammcode zur Steuerung eines Computers zur
Durchfihrung der Schritte der Verfahren nach einem
der Anspriche 1 bis 9, wenn das Computerpro-
gramm auf einem Computer ausgefihrt wird.

Es folgen 5 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen

9/13



DE 10 2004 028 372 A1 2006.01.05

A9

Bildserienauswahl
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e l 24

Bildserie I Folgendes Bild
T lesen

Letztes Bild
vorbei

Bildt | ______] Unter der Kontinuititsannahme: < '
_ Fiir Zelle Z Bildausschnitt bestimmen

34

24

Ende

Nein

J¢

Z:

Z+1

28

Z’s Cluster auf ,,Cluster-Auflosung*

Z separat im Bildausschnitt bestimmen

untersuchen
A .
- _ 33 19
Cluster @
.Ta 32 Nein
Erzeugung e.
neuen Clusters
30
A\

Zell-
koordinaten

---------------- Zellkoordinaten festhalten

l

Z = Anzahl zu
verfolgender Zellen

4

.Za’

11/13




DE 10 2004 028 372 A1

4o

(A

/

Bildglattung

o | Messung maximaler
Gradienten

2006.01.05

4y

Verschmelzung von Punkten
derselben Klasse - ausgehend
von unterschiedlichen Keimen

Bestimmung einer
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Klassifizierung aller
Bildpunkte anhand S
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