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Zusammenfassung. Dieser Beitrag beschreibt die Segmentierung von
Zellen aus zervikalen Abstrichen. Als Bildmaterial werden von einem Mi-
kroskop aufgenommene, hochauflosende, registrierte Bildpaare verwen-
det, die jeweils aus einem Durchlichtbild und einem Fluoreszenzbild be-
stehen. Die Segmentierung der Zellplasmen erfolgt im Durchlichtbild, die
der Zellkerne im Fluoreszenzbild, wobei jeweils histogrammbasierte Ver-
fahren eingesetzt werden. Es werden sowohl einzeln liegende Zellen als
auch sich tberlappende Zellen segmentiert. Diese Zellaggregate werden
anschliefend getrennt, um jeweils einen einzelnen Zellkern mit seinem
dazugehérigen Zellplasma zu erhalten. Wéhrend dieser Trennung wer-
den die Uberlappungen der verschiedenen Zellplasmen lokalisiert und
berticksichtigt.

1 Problemstellung

Im Rahmen der Krebsfriitherkennung bei Frauen werden zervikale Abstriche mit
dem Verfahren nach Papanicolaou (PAP-Farbung”) aufbereitet, sodass Zellen
mikroskopisch betrachtet und auf Verdnderungen durch Krebs untersucht wer-
den kénnen. Um diese duflerst aufwandige manuelle Prozedur zu automatisieren
kénnen die angefarbten Proben digitalisiert und durch einen Computer vorver-
arbeitet werden. Fiir eine computergestiitzte Klassifikation der Probe anhand
der einzelnen Zellen miissen diese segmentiert werden.

2 Stand der Forschung

Um Zellen computergestiitzt zu klassifizieren, werden die Zellkerne in PAP-
gefarbten Durchlichtbildern segmentiert und auf diesen morphologische sowie
Texturmerkmale berechnet [1,2]. Da hierbei die Segmentierung des zugehorigen
Zellplasmas nicht durchgefithrt wird, wird damit jedoch das nach zytologischen
Gesichtspunkten wichtige Verhéltnis zwischen Zellkernfliche und Zellplasmafl&-
che aufler Acht gelassen.

Es existieren mittlerweile Algorithmen [3,4], die auch oder ausschliefilich das
Zellplasma segmentieren. Diese basieren aber liberwiegend auf unvollstindigen
Segmentierungen, die das allgegenwirtige Problem der Uberlagerung der Zellen
ignorieren oder nur unzureichend behandeln. Manche Ansétze [5] gehen davon
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Abb. 1. Ausschnitt eines registrierten Bildpaares: links PAP-gefarbtes Durchlichtbild
(gemittelte Grauwerte des RGB-Originalbildes), rechts DAPI-geférbtes Fluoreszenzbild
(blauer Farbkanal des RGB-Originalbildes)

aus, dass gegenseitige Uberlagerungen nicht vorkommen - eine Gegebenheit, die
bei einer effizienten Aufbereitung der Abstriche fast unmoglich zu erreichen ist.
Andere Verfahren [6] segmentieren Zellen bzw. Zellkerne und kénnen zudem
mogliche Uberlagerungen entdecken, behandeln diese {iberlappenden Zellen je-
doch nicht weiter und schlieflen sie dadurch von der Klassifikation aus.

3 Wesentlicher Fortschritt durch den Beitrag

Im Gegensatz zu anderen Verfahren wird fiir den vorgestellten Ansatz die Ver-
arbeitung der Abstriche erweitert: Neben der origindren PAP-Farbung wird eine
Probe zudem durch eine sog. DAPI-Fluoreszenzfarbung aufbereitet und unter
UV-Beleuchtung aufgenommen. Wegen dieser Doppelfarbung stehen registrierte
Bildpaare der Probe zu Verfiigung, d.h. jeweils eine PAP-gefarbte Durchlicht-
und eine DAPI-gefdrbte Fluoreszenzaufnahme (siehe Abb. 1).

Neben der Segmentierung des Zellkerns und des Zellplasmas von frei liegen-
den Zellen beschiftigt sich dieser Beitrag speziell mit der Behandlung von sich
gegenseitig tiberlappenden Zellen. Es wird angestrebt, aus jenen Zellaggregaten
eine moéglichst grofle Anzahl Zellen herauszutrennen, um damit idealerweise viele
einzelne Zellen pro Probe zu erhalten. Fine segmentierte Zelle besteht jeweils aus
einem Paar von (einschlufifreien) Bindrmasken fiir den Zellkern und das Zellplas-
ma. Aus diesen Flichenpaaren ldsst sich u.a. auch das Kern-Plasma-Verh&ltnis
berechnen.

4 Methoden

Die Segmentierung von Zellen beginnt mit den Zellplasmen im PAP-gefarbten
Durchlichtbild. Hierfiir wird ein Grauwerthistogramm des Bildes erstellt, aus
dem mit dem Verfahren der bimodalen Entropie [7] ein Schwellwert berechnet
werden kann. Dieser liegt zwischen den charakteristischen Ansammlungen der



203

Grauwerte der Zellen und des Hintergrundes. Anschliefend wird das Bild mit
dem Schwellwert binarisiert und die einzelnen Regionen darin separiert. Nach
einer Sduberung der Bindrmasken von Einschliissen représentieren diese die Plas-
men einzelner Zellen oder ungetrennter Zellaggregate.

Nun wird das DAPI-gefarbte Fluoreszenzbild betrachtet: Aus dem blauen
Farbkanal des Bildes wird ein Grauwerthistogramm generiert und mithilfe der
bimodalen Entropie ein Schwellwert berechnet. Mit diesem ldsst sich das Bild
binarisieren, um Hypothesen fiir Zellkerne zu finden. Diese Hypothesen umfas-
sen einen oder mehrere Zellkerne sowie einen geringen, umgebenden Bereich.
Bei der Betrachtung jeder einzelnen Hypothese wird ein lokales Grauwerthisto-
gramm erstellt, aus dem sich wiederum ein lokaler Schwellwert berechnen l&sst.
Mit diesem kann der Bereich innerhalb der Hypothese in echte Zellkerne und
den Hintergrund binarisieren werden. Auch hierbei findet eine S&uberung der
Bindrmasken von Einschliissen statt.

Anschlieflend werden die Zellkernflichen den Zellplasmaflichen zugeordnet.
Alle Zellaggregate, die pro Zellplasmafliche mehr als eine Zellkernfliche bein-
halten, werden auf ihre mégliche Teilbarkeit hin untersucht. Als Kriterien wer-
den dabei die Abstdnde der Zellkernschwerpunkte und deren geometrische Lage
zueinander verwendet. Wenn ein Zellplasma teilbar erscheint, wird fiir dieses
zuerst ein Grobschnitt mit geraden Schnittkanten berechnet, um eine Grund-
flache fiir das Plasma zu erhalten. Diese Schnitte verlaufen zwischen je zwei sog.
“Einschniirungspunkten” (siche Abb. 2a). Diese Punkte bestimmen die kiirzeste
Verbindung zwischen dem “linken” und “rechten” Zellplasmarand des Zellag-
gregates zwischen jeweils zwei Zellkernen. Zur Verbesserung des Grobschnit-
tes wird der Bereich einer moéglichen Uberlappung des Zellplasmas definiert:
dieser umfasst eine Raute zwischen den Zellkernschwerpunkten und den “Ein-
schntirungspunkten” (sieche Abb. 2b). Innerhalb dieser Raute wird ein lokales
Grauwerthistogramm des PAP-gefédrbten Durchlichtbildes erstellt und mittels
des Verfahrens nach Otsu [8] ein Schwellwert berechnet. Diese Vorgehensweise
basiert auf der Annahme, dass das angefarbte Zellplasma auf dem Bild dunk-
ler erscheint als der weifle Hintergrund und dass zwei oder mehr iiberlappende
Zellplasmen aufgrund ihrer “additiven Transparenz” nochmals dunkler erschei-
nen. Mit dem Schwellwert wird der Bereich innerhalb der Raute (abziiglich der
Flachen der Zellkerne) binarisiert und die Rander durch die Entfernung von Ein-
schliissen geséubert. Die gewonnene Fliche, welche die Uberlappung der beiden
Zellplasmen der zwei Zellen darstellt (siehe Abb. 2¢), wird beiden Grobschnitten
der herauszutrennenden Zellplasmen hinzugefiigt. Alle herausgetrennten Zellen
inkl. einem Kern und einem Zellplasma werden als Ergebnis zuriickgegeben.

5 Ergebnisse

Um die automatische Segmentierung bewerten zu kénnen, wurde ein Satz von
271 Zellbildpaaren herangezogen und manuell (von einer Person) sowie auto-
matisch segmentiert (Daten siehe Tab. 1). Hierbei wurde der iiberwiegende Teil
der Zellen (76 %) aus der Handsegmentierung wiedergefunden, wobei erwahnt
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Abb. 2. (a) Zellaggregat mit sich iiberlappenden Zellplasmen (schraffiert), Zellkernen
(kariert), Einschniirungspunkten (Pfeile) und den Grobschnitten der Zellplasmatren-
nung (gestrichelte Linien); (b) Bereiche méglicher Uberlappungen der Zellplasmen (Zie-
gelschraffur); (¢) Segmentierte Uberlappungen der Zellplasmen (schwarz); (d) Beispiel
einer segmentierten Zelle aus Abb. 1

werden muss, dass bei beiden Segmentierungen nicht vollstdndig alle Zellen der
Aufnahmen segmentiert wurden. Die segmentierende Person wie der Algorithmus
lielen “unmarkierbare” bzw. “untrennbare” bzw. “ungiiltige”, da am Bildrand
liegende, Zellen aufler Acht, wobei diese beiden Mengen aber unterschiedlich
warern.

AnschlieBend wurden die von beiden Segmentierungen markierten bzw. ge-
fundenen Zellen miteinander verglichen. Hauptsdchliche Kriterien waren die Ab-
stdnde der Schwerpunkte der Zellkernflichen und die Grofle der Kern- und Plas-
mafldchen. Bei einer durchschnittlichen Fléche der Zellkerne von 876 Pixel be-
tréagt der mittlere Abstand der Schwerpunkte zwischen manueller und automa-
tische Segmentierung lediglich 1,26 Pixel. Der mittlere Unterschied der Flichen
betragt bei den Zellkernen 166 Pixel und bei den Zellplasmen 1491 Pixel, wobei
die Zellplasmen im Durchschnitt 18637 Pixel grof sind.

6 Diskussion

Die Experimente zeigen, dass der vorgeschlagene Algorithmus eine geniigend
grofle und damit sinnvolle Menge der Zellen segmentieren kann. Einzeln liegende
Zellen werden im Vergleich zur Handsegmentierung fast perfekt gefunden und
sich iiberlappende Zellen werden ausreichend gut aus den Zellaggregaten heraus-
getrennt, sofern es sich nur um 2 bis 3 gleichzeitige Uberlappungen handelt. Bei
héheren Uberlappungen haben selbst ausgebildete Fachkrifte Schwierigkeiten,
eine korrekte Trennung der Plasmen vorzunehmen.
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Tabelle 1. Daten und Ergebnisse

Segmentierte Bildpaare 271

Grofe der Bilder 1000 x 700 Pixel

Flache eines Pixels 0,52 x 0,52 pm

Zellen in manueller Segmentierung 1665

Zellen in automatischer Segm. 1973
Wiedergefundene Zellen 1263 (76 %)

Nicht autom. gefundene Zellen 402

Zu viel autom. gefundene Zellen 710

¢ Fliache Kerne man. Segm. 873 Pixel (o 252)

¢ Kernflache zu viel/zu wenig in autom. Segm. 21/145 Pixel (o 36/86)
¢ Zellkernabstand man./autom. Segm. 1,26 Pixel (o 0,79)
¢ Flache Plasmen man. Segm. 18637 Pixel (o 6835)
¢ Plasmafliche zu viel/zu wenig in autom. Segm.|| 1378/1113 Pixel (o 2446/1657)

Im Detail l4sst sich sagen, dass die Fldchen der Zellkerne und die Absténde
der Schwerpunkte der Zellkerne kaum von der Handsegmentierung abweichen:
Die Groflen der einzelnen Vergleiche liegen in einem sinnvollen Rahmen und
damit auch das o.g. Kern-Plasma-Flachenverhéltnis.

Ein weiterer Grund fiir die ausreichende Genauigkeit der Segmentierung ist
der Vergleich mit der Schwankung innerhalb der manuellen Segmentierung: in
einem Experiment wurde ein kleiner Satz Bilder von ein und derselben Per-
son an verschiedenen Tagen mehrfach segmentiert (5 Bildpaare, darin insgesamt
40 segmentierte Zellen). Hierbei zeigten sich Abweichungen der segmentierten
Flachen, welche in der Grofle in etwa dem Unterschied zwischen manueller und
automatischer Segmentierung entsprachen.
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