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Kurzfassung. Eine in der Immunologie häufig verwendete Methode zur
Bewertung von Entzündungsreaktionen ist die quantitative Auswertung
von Leukozyten, wie z.B. die Bestimmung der Zusammensetzung der
Entzündungszellen in bronchoalveolaren Spülungen (BAL) bei Lungen-
erkrankungen. Die vorliegende Arbeit stellt eine bildbasierte Applikation
zur automatisierten BAL-Zellklassifikation in Mikroskopaufnahmen vor,
welche gegenüber der gängigen manuellen Auswertung sowohl einen er-
heblichen Zeitgewinn, als auch einen Fortschritt bezüglich der Klassifi-
kationsgenauigkeit darstellt. Die automatische differenzierte Zellzählung
erfolgt in vier Schritten und erlaubt durch die Einführung eines Kon-
fidenzparameters eine interaktive Validierung des Anwenders, wodurch
eine sehr hohe Sensitivität erzielt wird.

1 Einleitung

In der Allergieforschung wird anhand von Mausmodellen die allergische Reak-
tion der Lunge anhand der Zellzusammensetzung der bronchoalveolaren Spülung
(BAL) bestimmt. Die durch Spülung der Lunge gewonnenen Cytospin-Präparate
von BAL Zellen werden durch eine differenzierte Zellfärbung gefärbt und anhand
ihrer morphologischen Besonderheiten charakterisiert. Dabei ist die absolute und
relative Häufigkeit von insgesamt vier verschiedenen Leukozyten von Interes-
se: Makrophagen, Lymphozyten, Eosinophile und Neutrophile. Die quantitative
Auswertung ist ein wichtiger Parameter in der Bestimmung und Bewertung der
Stärke verschiedener Atemwegserkrankungen (z.B. Asthma). Der hohe Zeitauf-
wand der manuellen Zellzählung durch einen Experten begründet sich vor allem
darin, dass für eine statistische Auswertung eine hinreichende Anzahl an Proben
ausgezählt werden muss. Des Weiteren erschweren geringe Vergrößerungen dem
Laboranten die Auszählung der Zellen am Mikroskop, was zu einem erhöhten
Fehlerfaktor und somit zu einer verringerten Sensitivität führt.
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Bestehende Ansätze um die bildbasierte differenzierte Zellzählung zu au-
tomatisieren, führen eine Segmentierung der Zellkerne und Zellplasmen via
Watershed-Transformation [1], Thresholding [2] oder einer Kombination aus
Thresholding und Fast-Marching [3] durch. Die speziell für die Analyse der BAL
Zellen vorgestellte Methode von Lezoray und Lecluse [4] verbindet Histogramm-
Clustering mit anschließender Color-Watershed-Transformation, um die Zellen
zu segmentieren, und verwendet entsprechend der Färbung Farbmerkmale im
HSV-Raum und Texturmerkmale der Nuklei und Plasmen. Die genannten Me-
thoden sind jedoch nur teilweise auf dem vorliegenden Falle der Differenzierung
von einzelnen Leukozytentypen anwendbar, für die nach unserem Wissen noch
keine vorgestellte automatisierte Lösung existiert.

2 Material und Methoden

Die durch Cytozentrifugation auf einem Objektträger fixierten BAL Zellen wer-
den durch ”Diff Quick Staining Set” (Medion Diagnostic) mit Eosin und Thia-
zin gefärbt. Die Differenzierung der Zelltypen erfolgt anhand von morphologi-
schen Kriterien: Eosinophile können anhand ihres polymorphoiden Kerns und
des kationischen Zytoplasmas (rote Granula) erkannt werden; das Zytoplasma
der Neutrophilen hingegen wird nicht gefärbt, ihr Zellkern besteht meistens aus
3-4 Segmenten; Makrophagen können von Lymphozyten anhand ihres höheren
Verhältnis an Zytoplasma zu Kern und den weniger kondensierten Kern abge-
grenzt werden.

Das zur Aufnahme der Bilder verwendete Mikroskop ist ein Leica DM LB
mit einer Leica DC 300F Kamera, welche RGB-Bilder mit einer Auflösung von
1030 x 1300 Pixel erzeugt. Ausgehend von der digitalen Erfassung der eingefärb-
ten Proben (Abb. 1), erfolgt der Ablauf der Applikation in vier Schritten: Vor-

(g) Beispiel einer schwierig zu analysie-
renden Probe, aufgrund des hohen Anteils
an Erythrozyten

(h) Beispiel einer einfach zu analysieren-
den Probe

Abb. 1. Gegenüberstellung von schwierig und einfach zu analysierenden Cytospin-
Präparaten der BAL Zellen.
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verarbeitung, Segmentierung, Merkmalsextraktion und Klassifizierung. In der
ersten vorverarbeitenden Stufe wird Bildrauschen mit Hilfe eines nicht-linearen
und kantenerhaltenden Filters [5] entfernt und die inhomogene Bildausleuchtung
per homomorphischer Filterung beseitigt. Besonderes Augenmerk gilt dem zwei-
ten Schritt, der Segmentierung von Zellkernen und Zellplasma (Abb. 2), deren
Ergebnis unmittelbare Auswirkung auf die Klassifizierung hat. Als Grundlage
hierfür findet eine marker-basierte Watershed-Transformation Anwendung. Die
regionalen Maxima einer Distanztransformation, die auch bei sich berührenden
Zellrändern das Zentrum einer Zelle definieren, bilden die gesuchten Marker.

Die Segmentierung der Zellkerne erfolgt auf Basis von Schwellwertopera-
tionen im HSV-Farbraum und einer nachgestellten Anwendung morphologischer
Operatoren. Abbildung 2 zeigt die mittels Schwellwert extrahierten Zellkerne und
die durch die Watershed-Transformation erhaltenen Zellkonturen im Vergleich
zum Originalbild. Da Makrophagen und Lymphozyten i.Allg. nur einen Zellkern
besitzen, werden die Regionen dem zuvor erstellten Markerbild hinzugefügt, was
die Segmentierung von Zellclustern verbessert. Die im dritten Schritt vorgenom-
mene Extraktion von diskriminierenden Merkmalen basiert auf den Farb- und
Formmerkmalen der vier Zelltypen. Dazu zählen die Größe der Zelle, die Größe
der Zellkerne und deren Anzahl, das Verhältnis zwischen Zellkern und Zytoplas-
ma, Farbton und Sättigung von Kern und Plasma und formbasierte Merkmale
wie die Rundheit und die Kompaktheit der Zellkerne.

Vor der eigentlichen Klassifizierung wird mittels eines Entscheidungsbaumes
jede Region aufgrund ihrer extrahierten Merkmale einer von vier Klassen zuge-
ordnet. Zunächst erfolgt die Trennung der Regionen von allen Objekten, die nur
einen einzigen, kompakten Zellkern aufweisen. Makrophagen und Lymphozyten
efüllen dieses Kriterium und werden weiterhin aufgrund ihrer unterschiedlichen
Zellgröße voneinander getrennt. Aus den übrigen Regionen werden die Segmente
extrahiert, die in ihrem Schwerpunkt einen höheren Grauwert aufweisen, als an
ihrem äusseren Rand. Diese Vorgenhensweise begründet sich darin, dass die in

(a) Mikroskopaufnahme (b) Segmentierungsergebnis von Kern
und Plasma

Abb. 2. Segmentierungsergebnis eines Ausschnitts einer zu klassifizierenden Zellprobe.
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Tabelle 1. Klassifikationsergebnis der vorgestellten Applikation anhand 18 repräsen-
tativer Beispiele von Cytospin-Präparaten der BAL Zellen.

(a) Richtig positiv Rate bezogen auf die
Expertenauszählung

Soll rp

Makrophagen 470 373

Lymphozyten 145 97

Eosinophile 466 339

Neutrophile 34 20

Summe 1115 829

Prozent 100% 74,35%

(b) Klassifikationsergebnis bezogen auf
alle segmentierten Objekte

Anzahl Prozent

Objekte 1450 100%

davon falsch 97 6,69%

klassifiziert

zur Validierung 524 36,14%

davon Zellschrott 317 60,50%

davon Zellen 207 39,50%

der Regel am Rand befindlichen Zellkerne der Eosinophile und Neutrophile eine
höhere Sättigung besitzen, als das Zytoplasma im Zentrum. Dies bewirkt eine
Trennung der Zellen von Farbresten und Zellbruchstücken. Letztere Regionen,
die keiner der drei Gruppen zugeordnet werden konnten, gehen somit nicht in die
Klassifikation mit ein und stehen dem Benutzer zur Validierung zur Verfügung.

Die Klassifikation erfolgt nach der Methode des geringsten Abstandes zu
Prototypen der vier Objektklassen, die zuvor aus einer Mittelwertbildung der
Merkmale von jeweils zehn repäsentativen Zellen auf Trainingsbildern berech-
net wurden. Die Klassifizierung verläuft dabei seperat in den zuvor erstellten
Gruppen, wobei die ersten zwei Gruppen jeweils einen Prototypen besitzen. Die
segmentierten Regionen werden der Klasse zugeordnet, wenn ihre Distanz einen
festgelegten Schwellwert (Konfidenzparameter) nicht überschreitet. Die Regi-
onen der dritten Gruppe (Eosinophile und Neutrophile) werden zusätzlich einer
Distanzmessung zu den Klassenprototypen unterzogen, um die jeweilige Klassen-
zugehörigkeit festzustellen. Der Konfidenzparameter gibt Aufschluss darüber, ob
eine Zelle mit Sicherheit einer der Klassen zugeordnet wird, oder ob die Regi-
on als nicht eindeutig klassifiziert markiert und dem Anwender zur interaktiven
Validierung hervorgehoben wird.

3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorgestellten Applikation wurden anhand 18 repräsentativer
Beispiele von Cytospin-Präparaten der BAL Zellen ermittelt, die neben den ge-
suchten Leukozyten auch Erythrozyten, Zellschrott und Farbrückstände enthal-
ten. Abbildung 1 verdeutlicht die Variation der Zellzusammensetzung in verschie-
denen Proben. Tabelle 1(a) zeigt die von der Applikation richtig klassifizierten
Zellen in Bezug auf die manuelle Auswertung von einem Experten. Die Klassi-
fizierung erreichte dabei eine Rate von insgesamt 74,35% richtiger Zuordnung
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zu einer der vier Leukozytentypen. Tab. 1(b) verdeutlicht die geringe falsch-
positiv Rate. Bezogen auf alle zu klassifizierenden Objekte, wurden 6,69% dabei
einer falschen Klasse zugeordnet und 36,14% als nicht eindeutig klassifizierbar
markiert und dem Anwender zur Validierung weitergegeben. Dabei befanden
sich unter den zu validierenden Objekten 60,50% richtig erkannte Erythrozyten,
Farbrückstände und Zellschrott, und 39,50% Zellen, die entweder zuvor aussor-
tiert, oder keinem Prototypen zugeordnet werden konnten.

Die Implementierung wurde in MatLab auf einem Intel Core 2 Quad 2,66GHz
mit 4GByte RAM realisiert und benötigte für die Segmentierung durchschnitt-
lich 93,1 Sekunden und für die Klassifikation 30,8 Sekunden Rechenzeit.

4 Diskussion

Das Hauptaugenmerk der vorgestellten Methode liegt vorrangig auf einer Seg-
mentierung aller in der Probe enthaltenden Objekte. Die erreichte Sensitivität
von 0,929 verdeutlicht, dass annähernd alle zu analysierenden Objekte segmen-
tiert wurden. Die anschließende Klassifizierung zeigt gute Ergebnisse, vor allem
in Hinblick auf die geringe falsch-positiv Rate von 6,69%.

Die Ursachen von Fehlklassifikationen liegen zum einen in der stark schwan-
kenden äußerlichen Form von Zellen gleichen Zelltyps. Zum anderen beeinträch-
tigen unzureichend segmentierte Zellen oder Zellkerne die vor der Klassifikation
stattfindende Einteilung der Probe in einer der Gruppen. Des Weiteren kann der
Farbton und die Sättigung der Kerne sowie der Plasmen einerseits durch die Fär-
bung, und andererseits durch ein verändertes Mikroskop-Setup stark variieren,
was ebenfalls eine eindeutige Zuordnung erschwert.

Ziel der zukünftigen Arbeit ist daher die Anpassung des Algorithmus an sich
ändernde Aufnahmebedingungen, sodass der Einfluss von variierenden Aufnah-
meparametern wie Farbton, Helligkeit und Sättigung minimiert wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit entstandenen Methoden stellen eine bildbasier-
te Applikation zur automatisierten BAL-Zellklassifikation dar, welche gegenüber
der bisherigen manuellen Auswertung sowohl einen erheblichen Zeitgewinn, als
auch eine reproduzierbare, präzise und objektivierbare Klassifikation durchführt.
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