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Zusammenfassung Zellkerne, die mittels spezieller DNA-Sonden (Chromo-
somen-Painting) und Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung prépariert wurden,
zeigen unter dem Laser-Scanning-Mikroskop distinkte Territorien der ange-
farbten Chromosomen. Uber die Morphologie dieser Doméanen ist bisher nicht
viel bekannt. Insbesondere die Frage nach morphologischen Veranderungen
z.B. nach Einwirkung von ionisierender Strahlung ist nicht bekannt. Mit Hilfe
eines Laser-Scanning-Mikroskops und einer Bildverarbeitung , die auf mor-
phologischen watersheds basiert werden Chromosomendoménen automatisch
segmentiert und anschliel3end rekonstruiert. Die so gewonnenen Daten kénnen
genutzt werden um bei spiel sweise Verdnderungen der Interphasechromosomen
nach Bestrahlung zu untersuchen.

1 Einleitung

Einen wichtigen Tell in der Bildverarbeitung stellt die automatische Segmentierung
dar. Dabei wird das Bild in verschiedene, sinnvolle, separate Regionen aufgeteilt.
Die Resultate kénnen dann markiert und fur anschliel?ende Merkmals-Analysen
benutzt werden. Ublicherweise werden Segmentierungs-Verfahren in zwel Katego-
rien eingetellt: 1. regionen-basierte Algorithmen: Hier wird nach Bildbereichen
gesucht, die homogen sind im Sinne von messbaren Eigenschaften wie Grauwerte,
Farbe, Kontrast oder Textur. 2. kontur-abhangige Verfahren: Hier wird dagegen
nach lokalen Grauwertspringen (Gradienten) gesucht. In dieser Présentation wird
zur Segmentierung von Interphase-Chromosomendoménen ein Verfahren vorge-
stellt, das eine Kombination aus den beiden vorhergenannten Kategorien darstellt:
ein konturbasierter, region-growing Algorithmus aus dem Bereich der Mathemati-
schen Morphologie.

Chromosomen-Doménen dstellen die Aufenthaltsbereiche der verschiedenen
Chromsomen wéhrend der Interphase des Zellzyklus innerhalb des Zelkerns dar.



Erst durch die Mdoglichkeit mit Hilfe der sogenannten Fluoreszenz-in-Stu-
Hybridisierung (FISH) Untersuchung weil3 man, dass die eéinzelnen Chromosomen
wéahrend der Interphase des Zdlzyklus distinkte réumliche Bereiche innerhalb des
Zellkerns aufweisen [1]. Bei dieser Methode werden die jeweiligen Chromosomen
mit einer spezifischen DNA-Sonde markiert, die ihrerseits mit einem Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt ist. Mit eéinem Fuoreszenz-Mikroskop lassen sich dann die jewei-
ligen Chromosomen-Doménen beobachten. Uber die Morphologie dieser Doménen
ist bisher nicht vie bekannt. Zwar wurde die alte Annahme, dass Chromosomen
sich jeweils im gesamten Zellkern ausbreiten und sich gegenseitig durchdringen
Ende der 70er Jahre experimentell widerlegt, aber genaue Informationen tber réum-
liche Ausdehnung bzw. gegenseitiger Abgrenzung kénnen zur Zeit nur anhand von
biophysikalischen Modellen vorgenommen werden. Insbesondere die Frage nach
morphologischen Veranderungen z.B. nach Einwirkung von ionisierender Strahlung
ist nicht bekannt.

Weiterhin ist es hislang nicht gelungen reproduzierbar Domanenbereiche zu seg-
mentieren und anschliefRend quantitative Aussagen bzgl. ihrer Formfaktoren (z.B.
Volumen und Doménenoberfldche) zu machen. Erst in letzter Zeit konnte erfolgreich
Doménen-Volumen und Oberflache mittels Laser-Scanning-Mikroskopie und digita-
ler Bildverarbeitung erfasst und rekonstruiert werden [2]. Jedoch stellt gerade die
Domanenoberfléche prinzipiell eine schwer quantifizierbare Grof3e dar [3].

2 Methoden

Um die 3-dimensionale Struktur der Doménen zu erfassen, ist ein Laser-Scanning-
Mikroskop notwendig. Hiermit lassen sich die Zdlkerne —&hnlich des tomographi-
schen Prinzips- in einzelne optische Schnittbilder entlang der optischen Achse zerle-
gen. Der so gewonnene Bildstapd enthdlt die Information Uber die 3-dimensionale
Morphologie der Doméne. Fir unsere Untersuchungen haben wir humane Lympho-
zyten des peripheren Blutes mit eéiner DNA-Sonde markiert, die spezifisch an das
Chromosom 11 bindet und ihrerseits an einen grin fluoreszierenden Farbstoff ge-
koppelt ist. Zusétzlich wurde der gesamte Zellkern mit einem rot fluoreszierenden
DNA-Farbstoff markiert, um den gesamten DNA-Gehalt des Kerns zu messen. Auf-
grund physikalischer und biologischer Randbedingungen wurden in dieser Présenta-
tion die einzelnen Zellkerne in 20 separate optische Schnittbilder zerlegt, die ent-
lang der optischen Achse aufgenommen wurden (Zellkerndurchmesser ca. 10 um).
Die Bildverarbeitungsaufgabe besteht im ersten Schritt darin, automatisch fur jedes
Bild des Bildstapels die Konturen des angeférbten Chromosomenpaars (diploide
Zéellen) zu extrahieren.

2.1 Bildrestrauration

Systembedingt weisen diese Bilder aufgrund des schwachen Fuoreszenzlichtes sowie
unspezifischer Farbungen einen hohen Rauschanteil auf. Zusétzlich ist die rdumliche
Intensitétsverteilung durch eine asymmetrische, ortsabhéngige Punktverwaschungs-
funktion (PSF) verschmiert. Die Bild-Vorverarbeitung besteht aus einem rauschun-
terdriickenden Restaurationsfilter. Neben dem Wienerfilter kommt auch ein iterati-



ver Tikhonov-Miller Algorithmus (ICTM) zum Einsatz. Durch letzteren lassen sich
bel der inversen Filterung -besser as mit dem Wiener-Filter- Artefakte unterdri-
cken. Eine ausfuhrliche Beschreibung der Bildrestauration ist in [4] zu finden.

2.2 Segmentierung

Die Konturen werden von einem marker-gesteuerten watershed-Algorithmus extra-
hiert (Ausgangsbasis ist dabel ein Gradientenbild) und das Regionenwachstum von
einem dual-greylevel reconstruction Algorithmus durchgefiihrt. Ein einfacher wa
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Abb. 1 Chromosomendomanen Segmentierung durch einen speziellen marker-gesteuerten
watershed Algorithmus. Die Open-by-Reconstruction und Closing-by-Reconstruction stellen
eine besondere Form eines asf-Filters dar. Die Verarbeitung kann in 2-D und in 3-D erfolgen.
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Abb 2. 2-D Segmentierung zweier Chromosomendoménen (Chromosom 1) mit Hilfe des
markergesteuerten water shed-Algorithmus. Das Eingangshild stammt aus einem Bildstapel
(etwa aus der Mitte) von 30 Einzelbildern.

tershed-Algorithmus fiihrt tblicherweise zu einer Ubersegmentierung, da jedes regi-
onale Minimum im Bild als eigene Region segmentiert wird. Insbesondere bei ver-
rauschten Bildern fiihrt dieser Weg zu einer dramatischen Ubersegmentierung.



Durch die Einfihrung von bindren Markern in Verbindung mit morphologischen
Grauwert-Rekonstruktionen lasst sich diese Ubersegmentierung unterdriicken, und
der watershed-Algorithmus extrahiert nur das grofite regionale Extrema zwischen
den Markern. Ublicherweise benétigt man einen Marker innerhalb und einen Marker
aulRerhalb des zu segmentierenden Objektes.

Es werden dann keine zusétzlichen Forderungen an die Gréf3e oder die Position
der Objekt- und der Hintergrund-Marker gestellt. Die automatische Bestimmung der
Marker kann im Einzelfall eine nicht-triviale Aufgabe darstellen. Jedoch lassen sich
durch den gezielten Einsatz von a priori Wissen auf relativ einfache Weise zuverlés-
sige Marker finden.

Abb. 3 Visualisierung der Doméanenrekonstruktion durch einen Marching-Cube Algorithmus.
Die Rekonstruktion wurde aus einem Bildstapel mit 20 Einzelbildern erstellt.

2.3 Visualiserung

Nach Abschluss der Segmentierung wird aus den verschiedenen Segmenten in den jeweiligen
Einzelbildern des Bildstapels durch ein marching-cube-Rendering 3-dimensionale Doméne-
strukturen erzeugt.

Die Qualitdt der marker-gesteuerten Segmentierung Uber watersheds wird abschlief3end
durch ein zweites, statistisches Verfahren (k-means clustering, ISODATA-Programm) sowie
ein manuelles Festlegen der Domanengrenzen Uberprift [4].

3 Ergebnisse

Zunéchst wurde, wie bereits oben erwahnt, eine inverse Filterung fir jedes Bild des
Bildstapel s durchgefiihrt. Hierdurch wird die optische Verschmierung durch die PSF
teillweise restauriert. Anschlief3end erfolgte fur jedes Bild des Bildstapel s die eigent-
liche Segmentierung nach oben beschriebenem Schema. Als Domanen-Marker wur-
den die hellsten Bildbereiche genutzt. Ein globaler Schwellenwert = 90% des hells-
ten Pixels im Grauwerthistogramm liefert dabei einen stabilen Marker fur die Chro-
mosomen-Doméne. Als Hintergrund-Marker wurde die geschlossene Kontur des
gesamten Zelkerns benutzt. Der Ausgangspunkt hierfir ist ein zusétzliches Bild im
zweiten Fluoreszenzkanal (Gegenférbung der gesamten Kern-DNA, rote Fluores-



zenz). Bevor das Gradientenbild fir die marken-gesteuerte Segmentierung erzeugt
wurde, mussten durch zwei morphol ogische Algorithmen (opening by reconstruction
mit anschlieffendem closing by reconstruction) Grauwertschwankungen innerhalb
der Doméane homogenisiert werden, ohne jedoch dabei die Morphologie zu verdn-
dern. Im Anschluss daran erfolgte die eigentliche Segmentierung mittels morpholo-
gischen Gradienten, dual greylevel reconstruction und anschlief3ender watershed
Detektierung. Das Ergebnis ist eine geschlossene Kontur, die den Doménenrand im
jeweiligen Bild markiert. Nachdem die Segmentierung fur alle Bilder des Bildstapels
abgeschlossen war, lief3 sich aus den Einzelsegmenten 3-dimensionale Aufenthalts-
bereiche fiir die beiden angefarbten Chromosomen erstellen und volumenspezifische
Aussagen berechnen (Gesamtfluoreszenz, Oberflache etc.).

Als ein Qualitétsmald wurde die Gesamtfluoreszenz des Chromosomenpaars he-
rangezogen, da es fur Chromosomenpaare der diploiden Zellen keinerlei Abwei-
chung im DNA-Gehalt geben sollte. Untersucht wurden 30 verschiedene Zellkerne.
Dabei zeigte sich, dass fiir den oben beschriebenen morphologischen Algorithmusim
Vergleich zur manuellen Bestimmung und zu dem statistischen Verfahren die Seg-
mentierungsresultate die kleinsten Abweichungen zwischen den beiden Chromoso-
men auftraten. Fir die manuelle Auswertung ergab sich eine mittlere Abweichung
der Fluoreszenzintensitat von 6.2 %, fur die statistische Methode: 7.2 % und fur die
watershed Segmentierung: 2.1 % [4].

4 Diskussion

Abschlieffend lasst sich feststellen, dass durch die Kombination aus regionen- und
kontur-basierten Verfahren mittels erweiterten watershed-Algorithmus eine sehr
robuste Maéglichkeit gegeben ist, Chromosomen-Domanen in verrauschten Fluores-
zenzbildern zuverldssig zu detektieren, die im Vergleich zur manuellen Segmentie-
rung deutlich bessere Resultate liefert.
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