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Zusammenfassung. In diesem Beitrag wird ein Verfahren zur automa-
tischen Lokalisation und Segmentierung ungefarbter Zellen in Hellfeld-
Mikroskopbildern vorgestellt. Hierfiir erfolgt insbesondere eine Nutzung
von aktiven Konturen und morphologischen Operatoren, da diese Tech-
niken eine Einbeziechung von Vorwissen iiber den Zellaufbau und die
Zellform zulassen und somit Ansitzen, die ausschliefilich auf der Aus-
wertung von Bildpunkt-Intensititen basieren, iiberlegen sind. Die ver-
wendeten Algorithmen wurden dabei an die spezifischen Eigenschaften
von Hellfeld-Bildern, wie z.B. starke Stérungen, angepasst.

1 Problemstellung

Im Rahmen des Projekts ALPIC (Automatic Localization of Proteins In Cells)
werden Methoden zur automatisierten Lokalisation von Proteinen in lebenden
Zellen entwickelt. Solche Verfahren kénnen u.a. fiir die Suche nach potentiel-
len diagnostischen oder therapeutischen Targets dienen und erméglichen so ein
hocheffizientes Wirkstofl-Screening. Die Lokalisation der Proteine wird durch die
Aufnahme von Fluoreszenzbildern mit einem Mikroskop beobachtet. Um die rela-
tive Position der Proteine beziiglich der umgebenden Zelle ermitteln zu kénnen,
werden weitere Informationen benétigt, z.B. ergdnzende Aufnahmen, aus de-
nen die Positionen der einzelnen Zellen ableitbar sind. Die somit realisierbare
Verkniipfung von markierten Proteinen mit spezifischen Zellen ist unbedingte
Voraussetzung fiir eine Zuordnung der entsprechenden Positionen zu Zellkom-
partimenten. Die aktuellen Forschungen konzentrieren sich hierbei auf die auto-
matische Lokalisation und Segmentierung ungefarbter Zellen in Hellfeld-Bildern,
da diese Mikroskopiermethode problemlos parallel zur Fluoreszenz-Mikroskopie
eingesetzt werden kann. Weiterhin erfordert sie keine spezielle Technik und ist
deshalb im Allgemeinen verfiighar. Das Ziel hier ist es zun&chst im Hinblick
auf eine weitere Verarbeitung sehr gute Approximationen der Zellkonturen zu
erreichen.

2 Stand der Forschung

Aktuelle Verfahren zur Zell-Lokalisation basieren hiufig auf Schwellwertverfah-
ren. Damit werden entweder die Bilder direkt segmentiert [1] oder Initialisierun-
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gen fiir aufbauende Verarbeitungsschritte ermittelt [2]. Diese Verfahren sind je-
doch an spezielle Anfarbemethoden oder Mikroskopiertechniken gebunden, die in
einer deutlichen Abgrenzung von Zellen oder Zellkompartimenten sowie Bildhin-
tergrund resultieren. Daher ist ihre Anwendung eingeschrankt. Eine Anfarbung
der Zellkerne erfordert beispielsweise, dass den Zellen bestimmte Substanzen
zugefiihrt werden miissen, wodurch Wechselwirkungen entstehen kénnen. Ein
weiteres grundsétzliches Problem schwellwertbasierter Methoden besteht in der
unzureichenden Unterscheidungsmoglichkeit einzelner Zellen in Zellclustern.

Eine alternative Moglichkeit zur Segmentierung von Zellen ist die direkte
Nutzung von Techniken, die Zellen anhand ihrer Abgrenzung von der Umgebung,
die durch die Zellmembran definiert wird, erkennen kénnen. Beispiele hierfiir
sind die Watershed-Transformation [3] und aktive Konturen [4]. Beide Metho-
den setzen eine geeignete Initialisierung voraus. Der Einsatz der Watershed-
Transformation erfordert die Unterdriickung irrelevanter Minima im Gradien-
tenbild, z.B. durch Verwendung einer Marker-Funktion, die relevante Minima
kennzeichnet. Aktive Konturen benétigen dagegen eine Initialisierung nahe der
tatsdchlichen Kontur. Die Bestimmung einer Marker-Funktion ist dabei insbe-
sondere in Hellfeld-Bildern einfacher automatisch realisierbar, da sie eine deut-
lich geringere Genauigkeit erfordert als die Bestimmung einer initialen Kontur.
Der Vorteil aktiver Konturen gegeniiber der Watershed-Transformation besteht
in der Verwendung von Kontinuitétsbedingungen, wodurch eine gezielte Suche
nach Objekten mit bestimmten Eigenschaften z.B. Konvexitidt ermoglicht wird.
Weiterhin kénnen Zellmembranen, die im Bild schlecht sichtbar sind, automa-
tisch geschlossen werden.

3 Wesentlicher Fortschritt durch den Beitrag

In diesem Beitrag wird ein Verfahren vorgestellt, das eine Nutzung von ak-
tiven Konturen bzw. Snakes mit einer, der Marker-Funktion des Watershed-
Algorithmus vergleichbaren, relativ ungenauen Initialisierung zuldsst. Dadurch
wird insbesondere die automatische Lokalisation von Zellen stark vereinfacht.
Das Ziel besteht hierbei in der robusten Detektion und Segmentierung von
Zellen in Hellfeld-Bildern, die typischerweise starke Kontrastunterschiede und
Stérungen aufweisen. Daher war die Entwicklung zusdtzlicher Mechanismen zur
Unterdriickung irrelevanter Bildstrukturen notwendig.

4 Methoden

Die Lokalisation der Zellen erfolgt in zwei wesentlichen Verarbeitungsschritten.
Zunichst werden die Bilder mit Hilfe morphologischer Operatoren [3] vorverar-
beitet und unter Verwendung der Distanz-Transformation [5] initiale Konturen
bestimmt (siehe Abschnitt 4.1). AnschlieBend findet eine Segmentierung entspre-
chend dem in Abschnitt 4.2 dargestellten Verfahren statt.
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4.1 Morphologische Operatoren und Distanz-Transformation

Aufgrund der in Hellfeld-Bildern auftretenden starken Helligkeitsschwankungen
innerhalb der Zellen konnen Gradientenbilder nicht direkt zur Berechnung der
Konturen genutzt werden. Vielmehr ist eine vorherige Verringerung intrazel-
luldrer Gradienten notwendig. Dafiir werden morphologische Operatoren [5] ge-
nutzt. Das Ergebnisbild enthédlt ausschlieBlich lineare Strukturen, die eine defi-
nierte minimale Ausdehnung besitzen. Hiermit ist eine deutliche Reduktion in-
trazelluldrer Gradienten moglich, wobei die Zellmembranen weitgehend erhalten
bleiben.

Im Anschluss an die Bestimmung der Zellmembranen erfolgt eine automati-
sche Markierung der Zellen. Dazu werden mit Hilfe der Distanz-Transformation
[5] Bildregionen ermittelt, die einen moglichst groBen Abstand zu vermeintli-
chen Zellmembranen und dem Bildhintergrund besitzen. Die Begrenzungen die-
ser Bildregionen dienen als initiale Konturen fiir das Wachstum der Snakes.

4.2 Aktive Konturen

Zur Bestimmung der Snakes wird aufgrund seiner effizienten Berechenbarkeit der
Greedy-Ansatz nach Williams und Shah [6] genutzt. Um eine Zellsegmentierung
ausgehend von markierten Bildregionen zu erméglichen, erfolgte analog zu dem
auf der Variationsrechnung beruhenden Balloon-Ansatz von Cohen [7] die Inte-
gration einer externen Kraft bzw. Energie (Edist)a die ein Wachstum der Snakes
erméglicht. Gleichung 1 stellt das entsprechende Energiefunktional E7 .. einer

parametrischen Kurve v(s) der Lange ! dar, das im Rahmen der Segmentierung
minimiert wird.

{
E:nake = /0 [aEcont + ﬁEcurv + 'Y(Edist)Eimage + 6(Edist)Edist]d5 (1)

Ziel dieser Methode ist eine iterative Ausdehnung der Konturen, bis sie
sich unter Beriicksichtigung ihrer Kontinuitdtsbedingungen (représentiert durch
Econt und Feypy) auf Bildpunkten mit moglichst hohem Gradienten (entspre-
chend Eimage) befinden. Diese Bildpunkte stellen Zellmembranen dar. Im Gegen-
satz zum Ansatz von Cohen [7] werden jedoch nicht die Normalenvektoren als
Grundlage verwendet, sondern die Entfernung der von der initialen Kontur ein-
geschlossenen Fliche. Dadurch wird eine Uberlappung der Kontur beim Wachs-
tum ausgehend von konkaven Initialisierungen vermieden. Eine Vergroferung der
Entfernung von der initialen Kontur resultiert dabei in einer Verringerung von
Eaist (siehe Abbildung 1). Die Steuerung der Parameter v und ¢ in Abhéngigkeit
der Entfernung von der markierten Bildregion reduziert weiterhin das Risiko ei-
nes verfrithten Abbruchs des Konturwachstums durch intrazelluldre Strukturen.

Neben hohen Gradienten wird die Ausdehnung der Snakes durch Bildregio-
nen begrenzt, die anhand einer geringen Varianz ihrer Grauwerte sicher dem
Hintergrund zugeordnet werden kénnen, indem die Energie Fgis¢ in diesen Be-
reichen ihren maximalen Wert erhilt (siehe Abbildung 1).
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Abb. 1. Verteilung von E 4. In einem Hellfeld-Bild (links) erfolgte die Markierung
einer Zelle (schwarzer Bereich in der Bildmitte). Ausgehend von dieser Bildregion ver-
ringert sich Fgjq kontinuierlich (rechts), wobei Weil hohen und Schwarz niedrigen
Energien entspricht. Zuséatzlich erhalten Bildpunkte, die dem Hintergrund zugeordnet
werden, den maximalen Wert.

-~

5 Ergebnisse

Unser Verfahren wurde anhand von Sf9-Zellen mit einem mittleren Durchmesser
von ca. 16-20um getestet. Hierzu fand eine Aufnahme von Hellfeld-Bildern mit
zwel optischen Vergroferungen (40-fach und 60-fach) statt. Bei einer 60-fachen
VergroBerung entspricht dabei 1pm ca. 6.45 Bildpunkten. Die Aufnahmen erfolg-
ten mit verschiedenen Fokuseinstellungen und unterschiedlichem Dichtegrad der
Zellen. In diesen Bildern wurden manuell Zellen bestimmt und entsprechende
Maskenbilder errechnet, die zur Auswertung dienen.

Fiir die Evaluierung des vorgestellten Ansatzes fand zun&chst eine Bestim-
mung initialer Konturen (siehe Abschnitt 4.1) statt, die automatisch den jewei-
ligen Maskenbildern zugeordnet wurden. Anschliefend erfolgte eine Berechnung
der Snakes entsprechend Abschnitt 4.2. Die Parameter «, 3, v und ¢ des Ener-
giefunktionals (siehe Gleichung 1) wurden sowohl allgemeingiiltig, d.h. fiir alle
Bilder der jeweiligen optischen VergréBerung, als auch bildspezifisch gewahlt.
Falls sich die Snakes in zwei aufeinander folgenden Iterationsschritten nicht
verinderten oder eine maximale Anzahl an Iterationsschritten erreicht war, fand
ein Abbruch des Verfahrens statt. Anschlielend wurde die durchschnittliche Ab-
weichung A°™ der von den resultierenden Snakes eingeschlossenen Bildregionen
von den manuell erzeugten Zellmasken ermittelt (siehe Gleichung 2).
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Um A®" zu berechnen, erfolgte zunichst fiir alle n Zellen eine Bestimmung
der Anzahl A% an Bildpunkten, die sich innerhalb der Snake und auBerhalb
der Zellmaske oder in der Zellmaske und auflerhalb der Snake befanden. Um
die Segmentierungsfehler unterschiedlicher Zellen vergleichen zu kénnen, erfolgte
eine Normierung der A% auf die Anzahl A" der von der jeweiligen manuell
ermittelten Kontur eingeschlossenen Bildpunkte (siche Gleichung 2). Tabelle 1
zeigt die erzielten Ergebnisse der Segmentierung von 49 Hellfeld-Bildern.



379

Tabelle 1. Ergebnisse der Zellsegmentierung. Mittlerer Segmentierungsfehler tiber alle

Zellen bei allgemeingiiltigen (Agoys) und bildspezifischen (Ah}:) Snakeparametern.

Optische VergroBerung Bilder Zellen A ot A
40 16 307 0.156 0.124
60 33 347 0.162 0.118

Der Segmentierungsfehler A°™ besitzt fiir bildspezifische Parameter einen
geringeren Wert (ca. 12%) als fiir allgemeingiiltige (ca. 16%), da hierbei eine we-
niger starke Generalisierung erforderlich ist. Bei einer Bewertung der Resultate
in Tabelle 1 ist weiterhin zu beriicksichtigen, dass Zellbegrenzungen hiufig nicht
eindeutig definierbar sind. Deshalb kénnen Bildpunkte im Bereich der Zellmem-
bran unterschiedlich zugeordnet werden. Somit stellen unsere Ergebnisse eine
sehr gute Segmentierung der manuell definierten Zellen dar.

6 Diskussion

In dem vorliegenden Beitrag wurde ein Verfahren auf der Basis aktiver Kontu-
ren vorgestellt, das eine Lokalisation und Segmentierung ungeférbter Zellen in
Hellfeld-Bildern ermoglicht. Dafiir erfolgte die Entwicklung von Methoden, die
unter Ausnutzung der Morphologie von Zellen auch trotz starker Kontrastunter-
schiede und Stoérungen zuverldssig arbeiten. Tests auf unterschiedlichen Bildern
mit verschiedenen Aufldsungen belegen, dass der genutzte Ansatz robust und
wenig stéranféllig ist. Seine Anwendung ist daher nicht nur auf die Suche nach
Zellen im Rahmen der Proteinlokalisation beschrinkt. Vielmehr sind alternative
Einsatzgebiete z.B. im Rahmen des Trackings von Leukozyten denkbar.
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