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Zusammenfassung. Die Auswertung zellulirer Mikroskopieaufnah-
men ist erheblich erschwert durch eine grofie Variabilitdt in der opti-
schen Erscheinung unterschiedlicher Zellen oder in Zeitreihen derselben
Zelle. Bedingt durch die kontinuierliches Zellwachstum und Deformatio-
nen unter der Einwirkung &uflerer Krifte unterliegen sowohl die Textur
als auch die Form zelluldrer Strukturen erheblichen Schwankungen. Da
es i.a. schwierig ist, eindeutige Strukturkorrespondenzen zwischen zwei
unterschiedlichen Zellaufnahmen zu finden, bietet sich eine topologieer-
haltende Abbildung der Zellaufnahmen auf eine geeignete Referenzgeo-
metrie zur Formnormalisierung an. In dieser Arbeit prisentieren wir eine
neue Methode zur elastischen Kugelabbildung drei-dimensionaler Objek-
te fiir die Formnormalisierung von konfokalen Lasermikroskopieaufnah-
men humaner Fibroblastzellkerne. Der entwickelte Ansatz ermoglicht die
topologische Analyse markierter Genbereiche im Zellkern mittels norma-
lisierter radialer Abstinde.

1 Einleitung

Zur quantitativen Analyse der 3D Topologie von Zellkernen ist eine Formnorma-
lisierung erforderlich. Beispielsweise ist die Bewegung von markierten Molekiilen
in verschiedenen Zellkernen stets tiberlagert mit unterschiedlichen globalen Be-
wegungen und Deformationen des gesamten Zellkerns. Zur Bestimmung biolo-
gisch relevanter Information aus Bilddaten verschiedener Zellen oder Zeitreihen
derselben Zelle ist es daher notwendig, die globalen Zelltransformationen aus
den beobachteten Bewegungen markierter Strukturen herauszurechnen, d.h. die
Bilddaten zu normalisieren. Da Zellkerne in Abwesenheit von dufleren Kriiften
kugelformig sind, erscheint die Normalisierung der Zellkerngeometrie mittels ei-
ner Kugelabbildung eine natiirliche Wahl. In dieser Arbeit priisentieren wir einen
physikalisch-basierten Ansatz zur Kugelabbildung der 3D Zellkerngeometrie, der
zur topologischen Analyse von konfokalen Lasermikroskopieaufnahmen (engl.
CLSM) humaner Fibroblastzellkerne angewendet wurde.

2 Stand der Kunst

Die meisten Arbeiten zur Registrierung von mikroskopischen Zellkernaufnahmen
gehen von der Annahme globaler rigider Transformationen (d.h. Translationen
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und Rotationen) aus, die mittels Massenzentrum- bzw. Eigenachsenanpassung
normalisiert werden, siehe [4,5]. Die Annahme rein rigider Transformationen
ist jedoch unrealistisch, da Zellen aus einem gelartigen Weichgewebe bestehen,
welches sich unter der Einwirkung duerer Krifte kontinuierlich verformt. Folg-
lich sind nicht-rigide (elastische) Transformationen im allgemeinen erforderlich,
um eine Normalisierung der Zellkerngeometrie bzgl. beliebiger Deformationen
durchzufiihren. Im Unterschied zu bekannten Verfahren zur Kugelabbildung, wie
7.B. harmonische oder konforme Abbildungen [6], basiert der in dieser Arbeit
prisentierte Ansatz auf einem physikalisch-basierten Modell der Weichgewebe-
mechanik. Die Kugelabbildung der 3D Zellkerngeometrie wird durch die Inver-
tierung von Transformationen ermittelt, die bei der Registrierung eines Finite
Elemente (FE) Templategitters auf das Zielgebiet im 3D Bild berechnet werden.
Infolge der natiirlichen Figenschaften elastischer Medien sind diese Transforma-
tionen topologie-erhaltend.

3 Methoden

Die Normalisierung der 3D Zellkerngeometrie bzgl. rigider und nicht-rigider
Transformationen (d.h. Translationen, Rotationen und Deformationen) wird
durchgefiithrt mittels einer inversen Kugelabbildung. Die Datenverarbeitungs-
kette beinhaltet folgende Hauptschritte:

— Bildentrauschung.

— Abschétzung eines optimalen Schwellenwertes fiir Bildbinarisierung.

— Affine Anpassung des sphirischen FE-Templategitters an das Eigenellipsoid
des binarisierten Bildes.

— Elastische Abbildung des ellipsoidalen Templates auf den Zellkernrand.

— Abbildung des gesamten 3D Zellkernbereichs auf eine Kugel durch Invertie-
rung der fiir das FE-Template berechneten Transformationen.

Fiir die Bildentrauschung wurde ein anisotropes Diffusionsfilter benutzt, wel-
ches die Unterdriickung hochfrequenter Rauschanteile bei gleichzeitiger Kante-
nerhaltung ermdoglicht [7]. Zur automatischen Bildbinarisierung wurde ein Ver-
fahren verwendet, das einen optimalen Schwellenwert auf der Basis von Extrema
des Bildhistogramms berechnet. Binarisierung der Zellkernbilder ist eine notwen-
dige Mafinahme zur vorliufigen Abschiitzung der Zellkernform, da die optische
Erscheinung der Zellkerne in den CLSM-Aufnahmen infolge einer inhomogenen
Chromatinfirbung kerninnerer Bereiche i.a. sehr variabel ist. Im nichsten Schritt
wird das sphérische Finite Elemente (FE) Templategitter mit Hilfe affiner Trans-
formationen (Translationen, Rotationen, Skalierung) an das Figenellipsoid des
binarisierten Bildes angepasst. Da Zellkerne bereits eine natiirliche ellipsoidale
Form besitzen, liefert die affine Transformation eine gute erste Ndherung fiir
die gesamte Zellkerngeometrie. Eine prizisere Approximation setzt eine weite-
re nicht-rigide (elastische) Abbildung des FE-Templates auf die Randoberfliche
des Zellkerns voraus. Fiir diesen Zweck hat sich ein einfaches 'propagation-by-
normals’ Ansatz als ausreichend erwiesen. Die Verschiebungen der Knotenpunk-
te des FE-Templategitters bei der affinen und nicht-rigiden Abbildung auf die
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Abb. 1. Links: 3D konfokale Lasermikroskopieaufnahme eines menschlichen Fibro-
blastzellkerns (512x512x60), einzelne Schicht des 3D Datensatzes mit zwei Genberei-
chen (gekennzeichnet mit Pfeilen). Rechts: 3D bzw. 21D Ansicht des auf den Zellkern-
bereich registrierten FE-Templategitters.

Zellkerngeometrie werden als Randbedingungen fiir die Berechnung volumetri-
scher Deformationen des gesamten Zellkernbereichs mit Hilfe der Finite Elemen-
te Methode verwendet. In einer Reihe von fritheren Publikationen wurden die
mechanischen Eigenschaften von Zellen und insbesondere Zellkerne untersucht
[1,2]. Ausgehend von diesen Studien kénnen Zellkerne in erster Niherung als
linear-elastische Korper mit Hilfe von Partiellen Differentialgleichungen (PDG)
der Elastizititstheorie beschrieben werden [3]. Das Randwertproblem (RWP) zur
Berechnung volumetrischer Deformationen besteht in der Bestimmung der Ver-
formung eines linear-elastischen Korpers fiir die gegebenen Randverschiebungen.
Fiir die numerische Berechung volumetrischer Deformationen des Templategit-
ters wurde die Finite Elemente Methode (FEM) angewendet [8].

4 Experimentelle Ergebnisse

Das oben beschriebene Verfahren wurde zur automatischen Anpassung des
sphirischen FE-Templategitters an 3D CLSM Bilder humaner Fibroblast-
zellkerne angewendet. Die darauf basierte Formnormalisierung der Zellkerne
ermdglichte die anschlieflende topologische Analyse fluoreszent-markierter Chro-
mosombereiche im Kerninneren (siehe Abb. 1). Nach anisotroper Bildglittung
und anschlieflender Bildbinarisierung wurde das Eigenellipsoid fiir den Zellkern-
bereich ermittelt. Tm n#chsten Schritt wurde das sphérische Oberflichengitter
des FE-Templates mittels Massenzentrumstranslation und Hauptachsenskalie-
rung an das Eigenellipsoid des binarisierten Bildes angepasst (sieche Abb. 2).
Anschlielend wurden die Knotenpunkte des FE-Gitters iterativ entlang der
inneren Normalen bis auf den Rand des Zellkerns veschoben. Die Verschie-
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Abb. 2. Ubersichtschema der elastischen Kugelabbildung. Oben: Ausgangsbild des
Zellkerns, binarisiertes Bild und Ergebnis der Segmentierung des Zellkernrandes mit
Hilfe des FE-Oberflichengitters. Unten: urspriingliches sphérisches FE-Templategitter,
ellipsoidales FE-Template entsprechend dem Eigenellipsoid des binarisierten Bildes
(oben, Mitte) und das auf den Zellkernbereich registrierte FE-Templategitter. Die
Verschiebungen der Knotenpunkte des Oberflichengitters bei der Anpassung des FE-
Templates an den Zellkern liefern die Randbedingungen zur Berechnung volumetrischer
Deformationen (D1, D2) fiir das gesamte Tetraedergitter des FE-Templates mit Hilfe
der FEM. Mit den inversen Transformationen (D7 ', D;') ist eine inverse Abbildung
des gesamten Zellkernbereichs auf eine Kugel gegeben.
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bungen der Knotenpunkte des Oberflichengitters wurden als Randbedingun-
gen flir die Berechung entsprechender volumetrischer Deformationen des FE-
Templategitters verwendet. Nach Invertierung volumetrischer Verschiebungsfel-
der, die das sphiirische Template auf den Zellkernhereich abbilden, erhilt man
eine inverse Abbildung des gesamten Zellkernbereichs auf eine Kugel (siche Abb.
2). Um die Positionen markierter Genbereiche nach der Kugelabbildung zu be-
stimmen, wurde eine lineare Finite Elemente Interpolation auf den Tetraederele-
menten angewendet. Als charakteristische Grofle zur Beschreibung der Position
in sphirischen Koordinaten bietet sich der normierte radiale Abstand an, wel-
cher als Verhiltnis von absoluten radialen Absténden markierter Bereiche zum
Radius der Templatekugel berechnet wird (sieche Abb. 3).

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir einen neuartigen Ansatz zur Normalisierung von 3D
Bildaufnahmen von Zellkernen mittels einer inversen elastischen Kugelabbildung
prisentiert. Ein Finite Elemente Templategitter wurde verwendet, um affine und
nicht-rigide Transformationen bei der Abbildung einer Kugel auf die Zellkern-
bereiche zu bestimmen. Mit den inversen Transformationen ist eine inverse Ab-
bildung fiir jeden Punkt des gesamten Zellkernbereichs auf eine Kugel gegeben.
Zur topologischen Analyse einzelner Genbereiche wurde der normierte dimensi-
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Abb. 3. Ergebnis der Kugelabbildung des Zellkerns samt zweier Genbereiche. Links:
die rechteckige Punktmarkierungen zeigen die Positionen zweier Genbereiche im Origi-
nalbild, die runden Punktmarkierungen zeigen die Positionen dieser Genbereiche nach
der Kugelabbildung. Rechts: zur invarianten Beschreibung der Positionen der Zielberei-
che in sphirischen Koordinaten bietet sich der normierte radiale Abstand an, welcher
als Verhiltnis der absoluten radialen Abstinden von markierten Bereichen zum Radius
der Templatekugel berechnet wird.

onslose Radialabstand eingefiihrt. Das entwickelte Registrierungsschema eignet
sich dariiber hinaus fiir die Formnormalisierung anderer Objekte, die physika-
lisch sinnvoll auf eine Kugel oder ein anderes geometrisches Template verformt
werden koénnen.
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