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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM SEGMENTIEREN VON LEUKOZYTEN

(57) Abstract: The invention relates to a method for segmentation of dyed leukocytes in blood smears, whereby the pixel of the
digital image taken of the blood smear is allocated to one of at least three pixel classes according to the colour value thereof, the colour
values of all pixels of the image are subjected to the same transformation by means of which the class of pixel allocated to the image
background appears white, a transformation of the obtained colour image into an alternative colour space is carried out, representing
colour tone, colour saturation and colour intensity separately, colour tone, colour saturation and colour intensity are determined for
each pixel, the probability value for each pixel that said pixel belongs to a leukocyte is calculated, said probability value being the
product (Pwbc) of the probability value (Pnnc) for the leukocyte nucleus colour tone with at least one further probability value, said
probability values being fixed by means of previously determined and fixed relationships and pixels with a high value for the product

of probability values are considered to belong to a leukocyte.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Segmentieren von gefirbten Leukozyten in Blutausstrichen,
dadurch gekennzeichnet, dass die Pixel der von den Blutausstrichen aufgenommenen digitalen Bildern entsprechend ihrer Farbwerte
einer von zumindest drei Pixelklassen zugeordnet werden, dass die Farbwerte aller Pixel des Bildes der selben Transformation
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Veroffentlicht:
—  mit internationalem Recherchenbericht

unterworfen werden, mit der die der Klasse des Bildhintergrundes zugeordneten Pixel zumindest anndhernd wei3 erscheinen,
dass eine Transformation des erhaltenen Farbbildes in einen alternativen Farbraum, der Farbton, Farbsittigung und Farbintensitit
getrennt représentiert, erfolgt und Farbton, Farbsittigung und Farbintensitit aller Pixel ermittelt werden, dass flir jedes Pixel
ein Wahrscheinlichkeitswert fiir seine Zugehorigkeit zu einem Leukozyten berechnet wird, welcher Wahrscheinlichkeitswert
dem Produkt (Pwbc) des Wahrscheinlichkeitswertes (Pnnc) fiir den Leukozytenkernfarbton mit zumindest einem weiteren
Wahrscheinlichkeitswert entspricht, dass diese Wahrscheinlichkeitswerte anhand von vorab ermittelten und festgelegten
Zusammenhéngen festgelegt werden, und dass Pixel mit hohem Wert des Produktes der Wahrscheinlichkeitswerte als zu einem
Leukozyten gehrend angesehen werden.
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Verfahren zum Segmentieren von Leukozyten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Segmentieren von gefarbtem Leukozyten
in Blutausstrichen.

Ziel der Erfindung ist die mdglichst rasche und genaue Segmentierung und
allenfalls die darauf folgende Klassifizierung von Leukozyten anhand von Bildern, die von
gefarbten Blutausstrichen aufgenommen werden. Die Auswertung soll die Form und die
Lage der Leukozyten sowie des Kerns der Leukozyten ohne grofien Rechenaufwand
moglichst naturgetreu wiedergeben, damit eine allenfalls nachfolgende Klassifizierung der
Leukozyten rasch und ohne grofRen Aufwand mdglich ist.

Erfindungsgeman werden diese Ziele bei einem Verfahren der eingangs genannten
Art durch die im Kennzeichen des Anspruches 1 angefiihrten Merkmale erreicht. Es zeigte
sich, dass durch die vorgenommene Transformation und die nachfolgenden
Wahrscheinlichkeitsermittiungen und Auswertung in Hinblick auf
Wahrscheinlichkeitsprodukte mit wenig Rechenaufwand eine ausgesprochen exakte
Abbildung der in dem Blutausstrich enthaltenen Leukozyten erreicht werden kann.

Bei einer bevorzugten Vorgangsweise sind die Merkmale des Anspruches 2
verwirklicht, damit wird der Kontrast der Leukozyten in dem betrachteten Bild erhoht.

Eine rechentechnische Vereinfachung des Auswerteverfahrens wird erreicht, wenn
die Merkmale des Anspruches 3 verwirklicht sind. Unter einem Clustering versteht man
eine Zusammenfassung von Bildpunkten mit wahlbaren bzw. bestimmten &hnlichen
Eigenschaften. Unter einem k-means clustering versteht man eine Algorithmus, bei dem
eine gewinschte Anzahl k von Clustern und eine Funktion zur Bestimmung des
Mittelpunktes eines Clusters bekannt ist. Der Algorithmus lduft folgendermalien ab:

Initialisierung: (Zufalliges) Auswahl von k Clusterzentren

2. Zuordnung: Jedes Objekt wird dem ihm an nachsten liegenden
Clusterzentrum zugeordnet

3. Neuberechnung: Es werden fir jedes Cluster die Clusterzentren neu
berechnet

4, Wiederholung: Falls sich nun die Zuordnung der Objekte &ndert, weiter mit

Schritt 2, ansonsten Abbruch
Es erfolgt ein Clustering von Daten in eine vorgegebene Anzahl von Gruppen
ausgehend von vorgegebenen Startpunkten.
Die Erfindung betrifft ferner ein Computerprogrammprodukt geméR Anspruch 7.
Fig. 1, 2, 3, 4 und 6 zeigen unterschiedliche Abbildungsfunktionen bzw.
Wahrscheinlichkeitsverldufe, Fig. 5a, b, ¢, d und e =zeigen verschiedene



10

15

20

25

30

35

WO 2006/133473 PCT/AT2006/000244
-2-

Wahrscheinlichkeitsbilder, die im Zuge der Durchfiihrung des erfindungsgemanien
Verfahrens erhalten werden. Fig. 7 zeigt einen segmentierten Leukozyten.

Die Erfindung wird im folgenden anhand der Segmentierung von Leukozyten in
Bildern von gefarbten Blutausstrichen beispielsweise beschrieben. Es ist durchaus
mdglich, auch in anderer Weise erhaltene Bilder von Leukozyten auszuwerten.,

Bilder von geférbten Blutausstrichen werden erhalten, indem diese Bilder mit einer
Farbkamera aufgenommen werden, welche am Tubus eines Durchlichtmikroskops
montiert ist.

Die Leukozyten liegen in geférbter Form vor. Die Farbung des Leukozytenkerns ist
verglichen mit der Farbung des Zytoplasmas betrachtlich kontrastiert, insbesondere
dinkler. .

Die Sattigung (Sat(R,G,B)) und die Helligkeit (Lum(R,G,B)) eines Pixels werden als
Merkmale fir die Charakterisierung der Zelikernpixel und der Hintergrundpixel
herangezogen. Nachfolgend wird die Berechnung der Sattigung und der Helligkeit eines
Pixels aus den RGB ~ Farbkomponenten gezeigt.

RGBmax = max(R,G, B)
RGBmin = min(R, G, B)

0 ,if RGBmax(R,G,B) = 0
Sat(R,G, B) = { RGBmax(R, G, B)~ RGBmin(R, G, B)
RGBmax(R, G,B )
RGBmax(R,G, B)+ RGBmin(R, G, B)
2

,otherwise

Lum(R,G,B) =

Es werden drei Pixelklassen definiert: Erythrozyten (rote Blutkérperchen),
Leukozyten bzw. Leukozytenkerne (weiRe Blutkérperchen) und Bildhintergrund, wobei
angenommen wird, dass die Hintergrundregion die gréfite Anzahl von Pixel in einem Bild
ausmacht, gefolgt von den Erythrozyten und den Leukozyten. Jeder Pixel wird mit der
Methode ,k-means clustering” einer dieser drei Klassen zugeordnet. Liegen mehr als 90%
aller Pixel in der Klasse Hintergrund, dann wird der Zuordnungsprozess wiederholt, um
eine Fehlsegmentierung zu vermeiden. Die Vorgangsweise beim "k-means clustering” ist
aus Bishop, C. M. Neural Networks for Pattern Recognition. Oxford, England: Oxford
University Press, 1995. bekannt.

Die Bildhintergrundfarbe eines Blutausstriches erscheint in den aufgenommenen
Farbbildern, z. B. durch eine nicht ideale Beleuchtung, einen nicht optimalen WeiRabgleich
der Farbkamera oder durch das Glas des Objekitragers, nicht ideal wei. Wird eine

multiplikative Farbmischung angenommen, so kann fiir jeden Pixel C e {R,G,B} im Bild

mit den nachfolgend beschriebenen Operationen die Farbe fiir jedes neue Pixel
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C’e{R,G,B} so transformiert werden, dass jeder Hintergrundpixel anndhernd weilR

erscheint.

[ [
255 min[_ij if Cy, >0 und min —.—_C—-J <1
Cbg \Cbg
C =/ . [ C
255 if Cyp > 0 und min —__—j >1
Ce
L

_C_bg € {R, G,B} ist die gemittelte Farbe des Bildhintergrundes. Bei C—'bg =0 liegt unter der

Voraussetzung einer multiplikativen Farbmischung ein schwarzes Bild vor.

Im Zuge einer Bildtransformation vom RGB-Farbraum in einen alternativen
Farbraum wird zusétzlich zu Séttigung und Helligkeit der Farbton ermittelt. Der Farbton
(Hue(R,G,B)) jedes Pixels wird in einen Kreis, der in sechs Sektoren unterteilt ist, wie folgt
transformiert:

_ RGBmax (R,G,B)-C'
" RGBmax(R,G,B)-RGBmin(R,G,B)

’ C'G{RsGsB}’ Cne{Rn’Gn’ n}

Aus den Pixelwerten C' (RGB) werden neue Pixelwerte C, (R,, Gn, By) errechnet.

(R .... Rotkanal, G .... Griinkanal, B .... Blaukanal)

if R=RGBmax(R,G,B)

5+B, if G=RGBmin(R,G,B)

Hue\R,G,B)=
ue(R,G,B) {I—Gn otherwise

else if G =RGBmax(R,G,B)

1+R, if B=RGBmin\R,G,B
Hue(R,G,B)=1_ " " , min(R, G, B)
3-B, otherwise
else
3+G, if R=RGBmin(R,G,B
Hue(R,G,B)=1{"" " RGBmin(R, G, B)
5—R, otherwise
end if (Ende der end if Schleife und es folgt der néchste Schritt)
Hue(R,G,B) = M

6



10

15

20

25

30

35

WO 2006/133473 PCT/AT2006/000244
-4-

Die Leukozytenwahrscheinlichkeit wird fir jeden Pixel Uber das Produkt des
Wahrscheinlichkeitswertes fir den Zellkernfarbton (Pn,), und zumindest eines weiteren
Wahrscheinlichkeitswertes, und zwar des Wahrscheinlichkeitswertes fiir den ,nicht
Erythrozytenfarbton” (Pr.) und/oder fiir die Sattigung (Pss) und/oder die Helligkeit (Pum)
berechnet. Die einzelnen Wahrscheinlichkeitswerte werden ber heuristische, anhand von
Testbildserien ermittelte Abbildungsfunktionen bestimmt. In den Fig. 1, 2, 3 und 4 sind
entsprechend ermittelte Abbildungsfunktionen grafisch dargestellt. Die stlickweise
vorgegebenen linearen Abschnitte der Abbildungsfunktionen ermdglichen eine effiziente
Interpolation oder die Anwendung von Verweistabellen im Zuge der Auswertung von
Bildern. Zur Erhéhung der Auswertegenauigkeit kann das Produkt aller
Wahrscheinlichkeitswerte ermittelt werden. Zumeist genugt das
Wahrscheinlichkeitsprodukt des  Zellkernfarbtones P, mit einem weiteren
Wabhrscheinlichkeitswert.

Die kombinierte Leukozytenwahrscheinlichkeit errechnet sich dann fir jeden Pixel
wie folgt:

wac (R3 G’ B) = 'Pnuc (Hue(R’ G’ B))‘Prbc (Hue(R’ G’ 'B))Rv

at

(Sat(R,G, B))R,

fum

(Lum(R,G, B))

Fig. 5a, b, ¢, d und e zeigen anhand eines Beispielbildes die einzelnen
Wahrscheinlichkeitsbilder bzw. das kombinierte Wahrscheinlichkeitsbild. Fig. 5a zeigt ein
Wahrscheinlichkeitsbild fir den Zellkernfarbton, Fig. 5b ein Wahrscheinlichkeitsbild fir den
-Nicht-Erythrozytenfarbton®, Fig. 5¢ ein Wahrscheinlichkeitsbild fir die Sattigung, Fig. 5d
ein  Wahrscheinlichkeitsbild fir die Helligkeit und Fig. 5e das erhaltene
Wahrscheinlichkeitsbild fir einen Leukozyten. Helle Pixel korrespondieren mit hohen
Wahrscheinlichkeitswerten, dunkle Pixel mit niedrigen Wahrscheinlichkeitswerten.

Zur Verbesserung der Bildqualitdt kann auf das Wahrscheinlichkeitsbild
entsprechend Fig. 5e die Methode Maximally Stable Extremal Regions (MSER)
angewendet werden.

Ein MSER-Verfahren ist in J.Matas, O.Chum. M. Urban, T.Pajdla; Robust wide
baseline stereo from maximally stable extremal regions; im International Journal of
Computer Vision; vol. 22; no. 10; pp. 761-767; 2004 bzw. in J.Matas, O. Chum, M.Urban,
T. Pajdla; Distinguished Regions for Wide-Baseline Stereo; report CTU-CMP-2001-33;
Prague, Czech Republic: Center for Machine Perception, Czech Technical University,
2001.

Im Zuge eines MSER-Verfahrens wird ein Bild immer wieder in unterschiedliche
Binarbilder umgesetzt, und zwar jedes Mal mit einem anderen Schwellwert, der
kontinuierlich einen anderen Wert, z.B. zwischen 1 bis 254, annimmt.
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In Fig. 5e ist deutlich der helle Leukozytenkern und das etwas geringere Helligkeit
aufweisende Zytoplasma des Leukozyten erkennbar.

Fir jede segmentierte Region R', d.h. flr Bilder mit zusammenhdngenden
Bildpunkten mit &hnlichen Eigenschaften, betreffend Zellkernpixel, wird anschliefend das
Qualitédtsmaft Q(R) berechnet:

if number of nucleus pixels in R < Thucieus
Q(R) =0 Thucleus = VOrgegebener Schellwert
else
morphological opening of R
fill holes in R

select largest region of R
O(R) = Compactness(R)NucleusRatio(R)

end

Unter morphological opening versteht man eine Kombination der Operatoren
Erosion mit anschlieRender Dilatation. Der Erosionsoperator bewirkt im Binarbild (jeder
Bildpunkt hat entweder den Wert "0" oder "1"), die Verkleinerung aller Flachen mit dem
Wert "1" um einen Rand der Breite eines Bildpunktes. Ein Bildpunkt mit dem Wert "0"
behélt seinen Wert, wahrend ein Bildpunit mit dem Wert "1" nur dann seinen Wert behalt,
wenn alle Nachbarbildpunikte auch den Wert "1" besitzen. Der Dilatationsoperator bewirkt
im Binarbild die VergrdRerung aller Flachen mit dem Wert "1" um einen Rand der Breite
eines Bildpunktes. Die Operation fill holes wird auf ein Binédrbild (jeder Bildpunkt hat
entweder den Wert "0" oder "1") angewendet. Wird eine Flache von Bildpunkten mit dem
Wert "0" von einer Flache von Bildpunkten mit dem Wert "1" umschlossen, so werden
diese Bildpunkte mit dem Wert "0" durch Bildpunkte mit dem Wert "1" ersetzt.

Die Kompaktheit (Compactness) einer segmentierten Bildregion R errechnet sich
folgendermalfien:

2./ mArea(R)

Compactness(R) =
P ) Perimeter(R)

Das Verhltnis der Anzahl der Zellkernpixel NucleusArea(R) der Bildregion R zur
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Gesamtpixelanzahl der Bildregion R Area(R) gibt ein Wahrscheinlichkeitsmal® flr die

Zellkernflache pro Gesamtflache der Bildregion R entsprechend Fig. 6.

NucleusArea(R)
Area(R)

NucleusRatio(R) = F, m(

F,.(x) ist die entsprechende Abbildungsfunktion. Der Verlauf von F,_(x) ist in Fig. 6

dargestelit.

Die mit dem MSER-Verfahren ermittelte Qualitdt Q(R) der Regionen wird in einer
Baumstruktur gespeichert. Um Leukozyten zu segmentieren, wird fir jeden Ast des
Baumes die Region mit dem hdchsten Q(R) gewahit. Besitzt ein Ast mehrere Zweige,
deren Mittelwert von Q(R) héher ist, so werden die Zweige als Segmentierung gewahlt. In
Fig. 7 sind jene Maximally Stable Extremal Regions (Bildregionen) dargestellt, die
Zellkernpixel enthalten. Die Helligkeit ist proportional zur Anzahl der Nachkommen, d.h.
zur Anzahl der Zweige eines Astes.

Nachdem auf diese Weise die Leukozyten in den Bildern segmentiert wurde, kann
eine Klassifikation der Leukozyten in exakter Weise vorgenommen werden.

Diese Klassifikation kann eine Segmentierung von Zytoplasma und Zellkern
umfassen, gefolgt von einer Erfassung der Textur und Formmerkmale und einem
Vergleich der erfassten Merkmale mit vorgegebenen Vergleichswerten. In Abhangigkeit
des erfolgten Vergleichs erfolgt sodann eine Zuordnung der segmentierten Leukozyten zu
den verschiedenen Typen von Leukozyten.
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Patentansprtiche:

1. Verfahren zum Segmentieren von geférbten Leukozyten in Blutausstrichen,
dadurch gekennzeichnet,

- dass die Pixel der von den Blutausstrichen aufgenommenen digitalen Bildern,
vorzugsweise unter Anwendung eines Clustering, insbesondere eines "k-means
clustering”, entsprechend ihrer Farbwerte, insbesondere RGB-Farbwerte, einer von
zumindest drei Pixelklassen, zumindest umfassend Erythrozyten, Leukozyten
(einschlieBlich Zellkerne und Cytoplasma) und Bildhintergrund, zugeordnet werden,

- dass die Farbwerte, insbesondere RGB-Farbwerte, aller Pixel des Bildes der
selben Transformation unterworfen werden, mit der die der Klasse des Bildhintergrundes
zugeordneten Pixel zumindest anndhernd weill erscheinen, indem vorzugsweise die
Farbwerte der einzelnen Pixel durch den fiir die Pixel des Hintergrundes ermittelten,
gemittelten Farbwert dividiert werden,

- dass eine Transformation des erhaltenen Farbbildes in einen alternativen
Farbraum, der Farbton, Farbséttigung und Farbintensitat getrennt repréasentiert, erfolgt und
Farbton, Farbséttigung und Farbintensitat aller Pixel ermittelt werden,

- dass fUr jedes Pixel ein Wahrscheinlichkeitswert fir seine Zugehdorigkeit zu einem
Leukozyten berechnet wird, welcher Wahrscheinlichkeitswert dem Produkt (Pwbc) des
Wahrscheinlichkeitswertes (Pnnc) fiir den Leukozytenkernfarbton mit zumindest einem
weiteren Wahrscheinlichkeitswert entspricht, wobei der zumindest eine weitere
Wahrscheinlichkeitswert einer der folgenden Wahrscheinlichkeitswerte ist, und zwar ein
Wahrscheinlichkeitswert (Prbc) fir die Nichtzurechnung eines Pixels zu dem
Erythrozytenfarbton oder ein dem Farbsattigungswert (Psat) jedes Pixels zugeordneter
Wahrscheinlichkeitswert oder ein dem Farbintensitétswert bzw. der Helligkeit jedes Pixels
zugeordneter Wahrscheinlichkeitswert (Plum) ist,

- dass diese Wahrscheinlichkeitswerte anhand von vorab ermittelten und
festgelegten Zusammenhangen festgelegt werden, und

- dass Pixel mit hohem Wert des Produkies der Wahrscheinlichkeitswerte als zu
einem Leukozyten gehdrend angesehen werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass zum Hervorheben der
Leukozytenpixel bzw. der Trennung vom Hintergrund auf die filr die Pixel erhaltenen
Wahrscheinlichkeitsprodukte bzw. auf das sich ergebende Wahrscheinlichkeitsbild ein
Schwellwertverfahren angewendet wird, wobei zur Festlegung der Schwelle fiir jede
segmentierte Region ein QualitditsmaR Q(R) berechnet wird, indem insbesondere das
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Verhéltnis der Anzahl der Leukozytenzellkernpixel innerhalb der segmentierten Region zur
Gesamtanzahl der Pixel in dieser bekannten Region gebildet wird und der Schwellwert
vom besten erhaltenen Qualitdtsmaf eingesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass zur weiteren
Segmentierung eines Leukozyten unter Beriicksichtigung der Helligkeits-, Sattigungs- und
Farbtonwerte des jeweiligen Pixels die Werte zwischen vorgegebenen Grenzen normiert
werden und unter Anwendung eines Clusterings, vorzugsweise eines "k-means
clusterings", gruppiert werden.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Formmerkmale und Formparameter der segmentierten Leukozyten ermittelt und in
Abhéngigkeit dieser Merkmale und Parameter die segmentierten Leukozyten den
unterschiedlichen Leukozytentypen zugeordnet werden.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
fir die Berechnung des Wahrscheinlichkeitswertes der Pixel herangezogenen
Wabhrscheinlichkeitswerte Uber heuristische, insbesondere anhand von Testbildserien bzw.
Kalibrationen ermittelte, Abbildungsfunktionen bestimmt werden.

6. Verfahren nach  Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die
Abbildungsfunktionen bereichsweise mit linearen Abschnitten ausgebildet wurden.

7. Computerprogrammprodukt  mit  Programmcode-Mitteln, die auf einem
computerlesbaren Datentrager gespeichert sind, um das Verfahren nach jedem beliebigen
der Anspriche 1 bis 6 durchzufiihren, wenn das Programmprodukt auf einem Computer
ausgefiihrt wird.
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