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Zusammenfassung. Dieser Beitrag soll einen Losungsweg zur Detekti-
on und berandungsgenauen Segmentierung von Erythrozyten (rote Blut-
korperchen) liefern, die im mikroskopischen Durchlichtverfahren aufge-
nommen werden. Fine anschliefende morphologische Untersuchung der
segmentierten Erythrozyten soll Riickschliisse auf eine vorliegende pa-
thologische Verdnderung zulassen. Weiterhin soll {iber die Anzahl von
Erythrozyten in Bildausschnitten der Dichtegradient {iber den gesam-
ten Objekttrager bestimmt werden. Der Dichtegradient ist Maf fiir die
Bestimmung eines validen Sektors auf dem jeweiligen Objekttrager. Das
zu untersuchende Bildmaterial wurde nach dem panoptischen Verfahren
eingefarbt. Durch die hier vorgestellte Methode kénnen sowohl einzelne
Erythrozyten segmentiert, als auch haufig vorkommende Erythrozyten—
Cluster in Hinblick auf die genaue Berandung erfolgreich getrennt wer-
den.

1 Problemstellung

Im Rahmen des Forschungsprojektes HemaCAM soll ein System erstellt werden,
das in der Lage ist, das sog. Differentialblutbild automatisch aus mikroskopisch
aufgenommenen Bildern zu erstellen und daraus einen Diagnosevorschlag abzu-
leiten [1]. Beim Differentialblutbild werden die weifien Blutkorperchen (,,Leuko-
zyten®) des menschlichen Blutes nach ihren Unterarten und Haufigkeiten gezéhlt.
Die unterschiedliche Verteilung der einzelnen Leukozytenarten erlaubt dem be-
handelnden Arzt Riickschliisse auf evtl. Ursachen von Krankheiten und lésst
sowohl Diagnose als auch Therapiemdglichkeiten erkennen. Zusétzliche diagno-
stische Informationen {iber das Blutbild lassen sich aus der Erkennung und dem
Auszéhlen der roten Blutkdrperchen (,Erythrozyten®) ableiten. Zum einen lésst
sich durch eine bildgestiitzte Auszdhlung der Erythrozyten der sog. ,,Dichtegra-
dient“ erstellen, von dem wiederum ablesbar ist, ob sich der betrachtete Bild-
ausschnitt in einem validen Sektor des Objekttrdgers befindet. Zum anderen
lassen sich aus der Morphologie von Erythrozyten bzw. deren pathologischer
Verdnderung Riickschliisse auf unterschiedliche Krankheitsbilder ziehen. Das
Problem bei der automatischen Segmentierung und Z&hlung von roten Blut-
zellen liegt in der Art und Weise der Zellanlagerungen, die sich wihrend des
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Ausstriches auf dem Objekttriager ergeben. So finden sich i.d.R. Zellhaufen (sog.
Cluster) aus zusammengelagerten und verketteten Einzelzellen, die fiir eine wei-
tere Verarbeitung in einzelne Zelleinheiten aufgeteilt werden miissen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen entsprechende Verfahren zur Lokalisation, Zah-
lung und berandungsgenauen Segmentierung von roten Blutkorperchen vorge-
stellt werden.

2 Stand der Forschung

In der Literatur lassen sich aktuell nur Verfahren finden, die die automatische
Segmentierung und Trennung von roten Blutkorperchen unzureichend fiir den
praktischen Einsatz bewerkstelligen. Ein Teil der beschriebenen Verfahren kon-
zentriert sich ausschlieBlich auf die Segmentierung vereinzelt liegender Erythro-
zyten. Andere Verfahren sind zwar in der Lage, Uberlagerungen zu erkennen,
schlieen diese Cluster aber aus weiteren Untersuchungen aus [2, 3]. Da sich
Erythrozyten aufgrund ihrer bikonkaven und sich funktionsbedingt &ndernden
Form nicht homogen vom Hintergrund abheben, lassen sich bekannte Methoden
wie z.B. die morphologische Filterung und Segmentierung von gefarbten und sich
tiberlagernden Zellen nicht ohne grofiere Modifikation verwenden [4]. Swolin et al.
haben 2003 in einer Studie ein automatisches System zur Erstellung eines Diffe-
renzialblutbildes aus mikroskopischen Ansichten evaluiert(, Diffmaster Octavia®)
[5]. Diese Arbeit beschreibt jedoch in keiner Weise die Evaluierungsergebnisse
des roten Blutbildes und die daraus resultierenden Diagnosen. Wir gehen daher
davon aus, dass dieses System die oben genannten Informationsméglichkeiten
hinsichtlich Erythrozyten vernachlissigt.

3 Wesentlicher Fortschritt durch den Beitrag

Ein wesentlicher Gewinn der vorgestellten Methode zur Lokalisation und Seg-
mentierung von Erythrozyten besteht in der Moglichkeit, Zellcluster und Zell-
haufen in die Bildbestandteile der Zellen zu zerlegen. Die Trennung der Zell-
haufen in Einzelzellen ermdoglicht eine relativ genaue Zdhlung der Erythrozyten
im Bildausschnitt. Das Verfahren stellt daher ein leistungsfahiges Werkzeug zur
Ermittlung des Dichtegradienten zur Verfiigung, und erlaubt somit eine Ent-
scheidung iiber die Validitit eines Bildausschnittes auf dem Objekttrager. Die
exakte Reprisentation der &ufleren Objektkonturen durch den Freeman-Code
erlaubt auflerdem eine mégliche nachfolgende computergestiitzte Analyse und
Klassifikation der Erythrozyten.

4 Methoden

Vorbild bei der Entwicklung des Segmentierungsalgorithmus ist die humane Bild-
wahrnehmung, die die Fihigkeiten der Mustererkennung und der Identifikation



382

Abb. 1. Evaluierung mittels synthetischer Bilder. (a) Synthetisch erzeugtes Bild.
(b) Segmentiertes synthetisches Bild.
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von Objekten zur Verfligung stellt. Die moderne Bildanalyse kennt schon seit ei-
nigen Jahren Methoden, um Vorginge im menschlichen Auge nachzubilden[6, 7].
Die Vorverarbeitung der Bilddaten mit dem Kuwahara-Filter simuliert retinale
rezeptive Felder zur kantenerhaltenden Bildglattung. Der Einsatz eines neurona-
len Netzwerkes auf Pixelebene erméglicht eine Aufteilung des Bildausschnittes in
Hintergrund und Erythrozyten und resultiert in einer initialen binidren Segmen-
tierung der Erythrozyten. Ein adaptives bindres Schwellwertverfahren reduziert
anschlieffend fehlsegmentierte Einzelpixel bei gleichzeitiger Erhaltung der Zell-
kanten. Eine Distanztransformation des initialen Bin&rbildes liefert Hypothesen
fiir Zellmittelpunkte, die nachfolgend als Saatpunkte fiir eine Wasserscheiden-
Transformation verwendet werden. Durch die Wasserscheiden-Transformation
wird eine Trennung einzelner, sich {iberlappender Erythrozyten erreicht [8, 9].
Zudem wird eine Ubersegmentierung der Zellhaufen durch die zuvor eingesetz-
ten Saatpunkte vermieden. Eine Untersegmentierung wird durch Analyse der
entstandenen Randkontur unterdriickt. Dieser Verarbeitungsschritt nutzt die Be-
schreibung einer Objektkontur durch den Freeman- bzw. Kettencode [10]. Diese
Analyse geschieht durch Approximation einer Sinus- bzw. Kosinusfunktion mit
einer durch den Freeman-Code erzeugten diskreten Funktion [11]. Die Schnitt-
punkte der approximierten Funktionen sind diejenigen Konturpunkte, welche die
Beriihrungspunkte der Zellen untereinander darstellen. Diese Konturbeschrei-
bung der segmentierten Erythrozyten ldsst eine mogliche Klassifikation aufgrund
der Zellmorphologie in nachfolgenden Prozessen zu.
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Abb. 2. Mikroskopisches Bild. (a) Rohbild. (b) Segmentiertes Ergebnisbild
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5 Ergebnisse

Das vorgestellte Verfahren zur Lokalisation, Segmentierung und Zahlung roter
Blutkérperchen wird aktuell anhand einer groflen Charge mikroskopischer Bil-
dern evaluiert und mit einer Handmarkierung aller relevanten Erythrozyten als
unabhéngigem Goldstandard verglichen. Die Ergebnisse dieser objektiven Eva-
luierung des Verfahrens stehen aufgrund des hohen Segmentierungsaufwandes
fiir den Goldstandard noch aus. Zum aktuellen Zeitpunkt l&sst sich schon fest-
halten, dass die vorgestellte Methode stabile und reproduzierbare Ergebnisse bei
Objekttréagern der selben Charge — d.h. bei einheitlicher Praparation — liefert. Es
besteht zudem eine Robustheit gegeniiber leichten Varianzen der verwendeten
panoptischen Farbung. Ketten von Erythrozyten werden ebenso zuverldssig und
reproduzierbar segmentiert wie freiliegende Erythrozyten.

Zur Demonstration der Leistungsfahikeit des Verfahrens vgl. Abbildungen 1
und 2.

6 Diskussion

Die bisher erzielten Ergebnisse lassen den Schluss zu, ein robustes Werkzeug
zur automatischen Detektion, Segmentierung, Trennung von Zellclustern und
Zahlung von Erythrozyten vorgestellt zu haben. Die automatische Trennung
von Zellketten ermdglicht eine stabile Ermittlung der exakten Zellzahl und lasst
somit einen Riickschluss auf den Dichtegradienten der Bildausschnittes zu. Die
exakte Konturbeschreibung der einzelnen Zellen durch den Kettencode lésst ei-
ne nachfolgende Befundung von pathogenen morphologischen Zellverdnderungen
7u.
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Eine Erweiterung des vorgestellten Verfahrens fiir eine Zerteilung grofler,
klumpiger Erythrozytenhaufen unter zur Hilfenahme der Freeman-Funktion wird
zurzeit entwickelt.
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