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Zusammenfassung

Zur analytischen Zytologie von Schilddriisenaspiraten wurde an einem Bildanaly-
sesystem ein Programm zur vollautomatischen Vermessung von Einzelzellen und
Zellverbanden entwickelt und eingesetzt.

Bilder von Giemsa-gefdrbten Schilddriisenprdparaten werden in einem TV-Mikro-
skop automatisch erfaBt und digitalisiert. Ein Autofokus und ein schneller
Tisch (lbernehmen Scharfstellen und Bildfeldwechsel. Die Bildinhalte werden
grob segmentiert in Einzelzellkerne und Kernagglonerate sowie den verhleiben-
den Untergrund und mittels spezieller Prozeduren gereinigt. Auf das resultie-
rende Bindrbild wird ein Zerlegungsalgorithmus angewandt, der zufdllige Kern-
verbande, ebenso wie follikuldre Anordnungen, in Einzelzellen trennt. Jedes so
gewonnene Objekt wird erneut gereinigt und die GriBe, der Umfang und die mitt-
lere optische Dichte gemessen, Mittels geeigneter Algorithmen werden sodann
Nachbarschaftsbeziehungen zwischen den isolierten Zellkernen zur Erkennung der
Follikel untersucht. Die verwendeten Algorithmen werden beschrieben,

1. Einleitung

Die analytische Zytopathologie stellt heute eines der wichtigsten Anwendungs-
gebiete der quantitativen Bildverarbeitung in der Medizin dar. Die vorliegen-
den Zell- und Gewebeprdparate werden dabei nicht oder nicht nur einer visuel-
Ten mikroskopischen Beobachtung und Beurteilung unterzogen, sondern sie werden
von einer okularseitig an das Mikroskop angeschlossenen Fernsehkamera erfaBt
und mittels geeigneter Algorithmen vermessen. Die wichtigste zytopathologische
Information befindet sich in den einzeinen Zellikernen, bzw. den ganzen Zellen
sowie im Falle histologischer Schnitte zusdtzlich im Aufbau und der Struktu-
rierung des Gewebeverbandes. An den einzelnen Zellen interessieren morphologi-
sche Merkmale, wie Grofe und Form von Zellkern und Zytoplasma, zytochemische
Merkmale, wie Farbstoffanlagerungen an den Zellbausteinen sowie struktureile
Merkmale, wie z.B. besonders die Chromatinstruktur des Kerns. Solche Merkmale
sind Teicht zu bestimmen, wenn die Zellen in den Préparaten vereinzelt vorlie-
gen und sich durch geeignete Farbung ausreichend kontrastreich darstellen. Man
versucht dies in einigen Anwendungsgebieten durch Herstellung von Glastrdger-
praparaten aus monodispersen Zellsuspensionen zu erreichen. Hierbei geht je-
doch immer begleitende Zellbildinformation verloren, Dies gilt sowohl fiir die
exfoliative Ausstrichzytclogie, wie besonders fiir die Feinnadelpunktionszyto-
logie. Will man hier mit Originalprdparaten arbeiten, muB man nicht nur vor-
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handene Einzelzellen entdecken, sondern ebenso AnTagerungen und Zellhaufen un-
tersuchen und mittels geeigneter Trennverfahren miglichst viele brauchbare
Einzelzellen daraus herstellen. SchlieBlich interessieren in allen Fdllen, in
denen Zellhaufungen nicht nur rein statistisch begriindet sind, auch noch Merk-
male der Zellagglomerate. Hieriiber soll am Beispiel der Bildanalyse konventio-
netler Schilddriisenpunktate berichtet werden.

2. Aufgabenstellung
A IfZ der TU Minchen (Prof. Dr. H.-J. Soost) wurden in den vergangenen:
10 Jahren 21000 Schilddriisenpunktate aus kalten Knoten untersucht. Darunter
waren 954 verddchtige und positive Fdlle. Es handelte sich dabei zum groBten
Teil um Prdparate, die das Zellbild der follikuldren Proliferation zeigten.
Dieses 7ellhild ist ebenso typisch fiir follikuldre Adenome wie flir hochdiffe-
renzierte follikuldre Karzinome. Eine eindeutige visuelle Klassifizierung in
diese beiden Tumorarten ist nicht moglich. An eine vollautomatische Pridparate-
diagnose werden daher folgende Anforderungen zu stellen sein:
- Untersuchung der Populationen aller Einzelzellen im Prdparat
- Erkennung des Vorkommens von follikuldren Strukturen und Vermessung
- der Einzelzellen in diesen Strukturen
- der Strukturen selbst.
3. Durchfihrung

Untersuchung an Einzelzellen

Da sich bei den Giemsa-gefédrbten Prdparaten die Zellkerne meist ausreichend
kontrastreich darstellen (Abb. 1, Bild OR), geschieht die Grobsegmentierung
aller Objekte mittels eines einfachen Schwellwertalgorithmus. Dazu wird zuerst
eine Graubildouverture /4/ durchgefiihrt. Dadurch verschwinden kleinere Arte-
fakte und Untergrundobjekte. Sodann werden von diesem Bildfeld das Grauwerthi-
stogramm aller Pixel erzeugt, der den Kernen zuzuordnende Peak mit den hoch-
sten Grauwerten bestimmt und anhand von Mittelwert und StreumaB dieses Peaks
die Schwelle festgelegt. Das damit erhaltene Bindrbild (Abb. 1, Bild BB) wird
sodann weiter verarbeitet. Dies geschieht in folgenden zwei Schritten:

- Die Szene wird sukzessive erodiert mit dem kleinsten mdglichen Radius von
einem Bildpunkt. Dabe7 wird standig abgefragt ob sich das Bild des vorherge-
henden Erosionsschrittes noch rekonstruieren 1&Bt. Ist das nicht mehr der
Fall, werden die Restobjekte vor dem Verschwinden abgetrennt und festge-
stellt, ob es Einzelobjekte oder Agglomerate sind. Im Falle von Zusammenla-
gerungen {Konnexitdtszahl £ 0), wird durch schrittweise Exoskelettierung /3/
die Trennung der Einzelkerne durchgefiihrt, wie in Abb. 2 schematisch darge-
stelit.

%
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Abb. 2: A B=DIL(A) C=EXSK(B) D=AND(A,C) ... D E=NOT(A)  F=NOR(D,E)
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- Alle Einzelobjekte werden von links oben im Bildfeld beginnend erfaBt und
durch eine geeignete Fermeture vorverarbeitet. Sodann werden die mittlere
Kernextinktion (KEM 1), die Fldche (KEFL) und der Objektumfang (KERD) be-
stimmt, daraus kombinierte Merkmale, wie Formmerkmal (KEP2A) oder die totale
Kernextinktion (KETOTE) errechnet und abgespeichert. Objekte, deren Flédche
oder Formmerkmal bestimmte visuell abgeschdtzte Grenzwerte I[iberschreiten,
werden verworfen.

Die beschriebene Routine Tauft vollautomatisch und verarbeitet ein Punktions-
prdparat mit rund 10000 Einzelzellen in ca. 14 Stunden, wobei die Bildfeld-
griBe 256 x 256 Pixel betrdgt und der Pixelabstand 0.5 um ist . Das Ergebnis
sind Verteilungen, wie sie in Abb. 3 fiir KEFL, KETOTE und KEM1 fiir ein Prdpa-
rat beispielhaft dargestellt sind. Da die Trennung von Agglomeraten zu Fehlern
in der Fldchenbestimmung und in den daraus abgeleiteten Merkmalen fiihrt, wer-
den bei den gezeigten Verteilungen die Anteile fiir echte Einzelzellen und fir
Zellen aus Zusammenlagerungen getrennt bestimmt. Waren die Zusammenlagerungen
nur statistisch bedingt, konnten letztere Verteilungen durch Vergleich mit de-
nen der Einzelzellen korrigiert werden.

Da dies zumindest fiir alle follikuldren Zellverbdnde (Abb. 4) nicht gilt, sind
diese in jedem Fall getrennt zu erkennen und zu behandeln.

Erkennung fo]?iku]érer Zellverbdnde:

Fiir die Erkennung follikuldrer Zellverbdnde wurden zwei
kelt, die im Folgenden schematisch dargestellt sind.

Algorithmen entwik-

Verfahren 1: Verfahren 2:

A = gereinigtes und zerlegtes A = gereinigtes und zerlegtes
Bindrbiild Bindrbild
B = FERMETURE{A,radius) B = FERMETURE{A,radius)
C = NOT{B} C = SKELETT(B)
D = ELRA(C) Rand 18schen D = OR(A,C)
Inneres der Follikel Einzelzellen und Skelettlinien
E = OR(B,D) E = NOT(D)
F = EROSION(E,radius/2) F = ELRA{E) Rand T0dschen
G = EXOR(E,F) Inneres von Follikeln
duBerer Rand
H = GRASSF{A,G)
moégliche duBere Follikelzellen
sL: if (D = 0) goto end SL: if (F = 0) goto end
I = EOB(D) G = EOB{F)
erstes Objekt von oben erstes Objekt von oben
J = EXOR(I,D) H = EXOR(F,G)
K = DILATATION(I,radius/2) 1 = DILATATION(G,radius/2)
L = EXOR(K,I) J = GRASSF(I,A)
innerer Rand migliche Follikelzellen
M = GRASSF(L,A) K = FERMETURE(J,radius}
nogl. innere Follikelzellen Maske von Follikel
N = AND(M,H)
mogliche Follikelzellen
P = FERMETURE(N,radius)
Merkmalsextraktion Merkmalsextraktion
if (CONNEX{P) = 0) goto SL goto SL

end: Bildfeld abgearbeitet

end: Bildfeld abgearbeitet
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Dabei sind hier Erosion, Dilatation, Fermeture und Ouverture sowie Skelett,
Operationen der mathematischen Morphologie, angewandt auf Bindrbilder, wie sie
von Serrat /2/ entwickelt wurden. Diese Operationen sowie GRASSF (= Grassfire)
sind in /1/ beschrieben. Die weiteren verwendeten Operationen sind Grundopera~
tionen oder selbsterkldrend,

Die Ergebnisse der wichtigsten Verarbeitungsschritte der beiden Verfahren wer-
den anhand einer ausgewdhlten Szene (Abb. 1) schematisch dargestellt.

Man erkennt, daB in beiden Fdllen die notwendige Bedingung fiir die Existenz
eines Follikels, das Auftreten von Innenbereichen im Verarbeitungsschritt D
bzw. F ist. Als ndchstes werden im Verfahren 1 Zelikerne gefunden in H und M,
die zu einem 'duBeren und einem inneren Rand' des Follikels gehdren., SchlieB-
Tich ist noch die Bedingung zu erfiillen, daB die Objekte einen Mindestabstand
zteinander nicht lberschreiten. Dazu muB die Operation P wieder zu einer ge-
schlossenen Flache mit Innenbereich filhren. Im gezeigten Beispiel verschwindet
das rechtsliegende wmhgliche Follikel. Das Endergebnis ist in Abb.T im
Bild FOLL wiedergegeben,

Im VYerfahren 2 miissen die Objekte nur zu einem inneren Rand gehtren, der in
diesem Fall definiert ist durch die Skelettlinien und die innere Berandung von
FollikelzelTen.

Beide Verfahren wurden anhand visuell ausgesuchter Zellverbdnde mit unter-
schiedlich stark erkennbaren follikuldrem Charakter erprobt und miteinander
verglichen. Es zeigt sich, daB beim Verfahren 2 mehr Follikelzellen akzeptiert
und damit mehr Follikel gefunden werden. Beide Verfahren werden z.Z. 1in die
automatische Bildverarbeitungsroutine eingebaut.

Von den gefundenen Follikeln werden sodann die Merkmalsverteilungen der Ein-
zelzellen erstellt, als auch folgende Follikelmerkmale wahlweise bestimmt:

Fldche des Foliikels

Ftache der Follikelzellen

Anzahl der Follikelzellen

Flache des Follikeiinneren _

Randldnge des Follikelinneren Formparameter
Randidnge des FollikelauBeren.

Ergebnis:

Bisher wurden 21 Punktionsprdparate vollautomatisch abgetastet und die Einzel-
zellmerkmale bestimmt. Pro Prdparat wurden zwischen 5000 und 30000 Zellkerne
vermessen. Anhand der Einzelzellmerkmale scheint eine iiberzeugende Klassifika-
tion von Adenomen und Karzinomen nicht mdglich. In der Literatur finden sich
dariiber unterschiedliche Auffassungen, die meist aus Ergebnissen anhand weni-
ger, interaktiv ausgesuchter Zellen resultieren, Es ist zu erwarten, daB die
Einbeziehung der follikularen Strukturen in die Maschinendiagnose eine eindeu-
tige Stellungnahme gestatten. '



141

Verfahren 1
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Verfahren 2
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Abb.1
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Abb. 3: Hiufigkeitsverteilungen der Merkmale KETOTE, KEFL und KEMI

Abb. 4: Beispiel einer Follikelbestimmung in einem Punktionsprdparat
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