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3D-Voronoi Diagramme zur quantitativen
Bildanalyse in der Interphase-Cytogenetik

Roland Eilsl’4, Steffen Dietzelz, Etienne Bertin3, Evelin Schr60k2, Yves
Usson3, Michel Robert-Nicoud3, Thomas Cremer2> Christoph Cremer 4,1

1Interdiszipliniires Zentrum fiir Wissenschaftliches Rechnen (IWR),
Universitit Heidelberg, INF 368, 69120 Heidelberg, BRD

21nstitut fur Humangenetik und Anthropologie, Universitit Heidelberg
3Equipe DyoGen and Lab. TIMC (CNRS URA 1618)

Université Joseph Fourier, 38041 Grenoble cedex, France

4Institut fiir Angewandte Physik, Universitit Heidelberg

Zusammenfassung. Um die Anordnung von Chromosomen in Zellkernen der
Interphase zu untersuchen, wurde ein Verfahren aus der Computergeometrie
adaptiert. Dieser Ansatz basiert auf der Zerlegung von dreidimensionalen
Bildvolumen mithilfe des Voronoi-Diagramms in konvexe Polyeder. Die
graphenorientierte, geometrische Struktur dieses Verfahrens ermoglicht sowohl
eine schnelle Extraktion von Objekten im Bildraum als auch die Berechnung
morphologischer Parameter wie Volumina, Oberflichen und Rundheitsfaktoren.
In diesem Beitrag wird exemplarisch die dreidimensionale Morphologie von X-
Chromosomen in weiblichen Interphasezellkernen mithilfe dieser drei Parameter
untersucht. Um diese Zellkerne mit lichtoptischen Methoden zu untersuchen,
wurden die Territorien der X-Chromosomen mit einem molekular-
cytogenetischen Verfahren fluoreszierend dargestellt. Zur Unterscheidung des
aktiven und inaktiven X-Chromosoms wurde das Barr-Kérperchen zusitzlich
markiert und mithilfe eines Epifluoreszenzmikroskops, ausgeriistet mit einer
CCD-Kamera, aufgenommen. Anschliefend wurden 12 - 25 #quidistante,
lichtoptische Schnitte der X-Chromosomenterritorien mit einem konfokalen Laser
Scanning Mikroskop (CLSM) aufgenommen. Diese lichtoptischen Schnitte
wurden mithilfe des Voronoi-Verfahrens segmentiert und analysiert. Methoden
aus der Computergraphik wurden zur Visualisierung der Ergebnisse eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, daB mithilfe des Voronoi-Verfahrens Chromosomen-
Territorien anhand der morphologischen Parameter zuverldssig beschrieben
werden kénnen.

Schliisselworter:  3D-Segmentierung,  Voronoi-Diagramme,  Quantitative
Bildanalyse



1 Einleitung

Untersuchungen zur dreidimensionalen Anordnung der Chromosomen im
Zellkern waren aus methodischen Griinden lange nicht durchfiithrbar. Diese
Situation hat sich mit der Entwicklung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) und der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie grundlegend geédndert. In
Ubereinstimmung mit den friithen Hypothesen von Rabl und Boveri zu Beginn
dieses Jahrhunderts (fir einen Uberblick siche Cremer, 1985) konnte gezeigt
werden, dal Chromosomen im Zellkern distinkte Territorien bilden (Cremer et al.,
1984; Lichter et al., 1988). Seitdem konzentrieren sich die Untersuchungen auf
die Kldrung der Zusammenhédnge zwischen der dreidimensionalen Organisation
und  Anordnung  spezifischer =~ Chromosomenterritorien  und  ihren
molekulargenetischen Funktionen (Cremer et al., 1993).

Ein Vergleich der dreidimensionalen Struktur der beiden X-Chromosomen in
weiblichen Zellen ist dabei von besonderem Interesse (Walker et al, 1991;
Bischoff et al., 1993). Denn es ist schon lange bekannt, daB in jedem Zellkern
eines der beiden X-Chromosomen weitgehend biologisch inaktiv ist (Lyon, 1961).
Mit wenigen Ausnahmen sind die auf dem inaktiven X-Chromosom (Xi)
angesiedelten Gene "abgeschaltet". Mit bestimmten Farbeverfahren kann Xi im
Zellkern von Siugetieren als kompaktes, heterochromatisches Territorium, das
sogenannte Barr-Korperchen, nachgewiesen werden (Barr und Bertram, 1949).
Nach einer verbreiteten ist nur Xi in der Interphase stark kondensiert, wahrend
sein aktiver Gegenpart Xa stark dekondensiert ist. Diese Annahme resultiert aus
der Vorstellung, daB das stark aufgelockerte Chromatin von Xa die Transkription
seiner Gene erleichtert. Nach gingigen Vorstellungen sollte das Volumen von Xa
daher um ein Vielfaches groBer sein als von Xi. Die selktive Darstellung der
beiden X-Chromosomen mittels Fluoreszenzhybridisierung erméoglichte erstmals
die experimentelle Uberpriifung dieser Vorstellung (Bischoff et al., 1993).

Umfangreiche Versuche zur Bestimmung der Gestalt, Volumina und
intranuklearen Position von einzelnen Chromosomen oder definierten
Chromosomensubregionen mit konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopen oder
konfokalen Laser Scanning Mikroskopen (CLSM) (Manuelidis und Borden, 1988;
van Dekken et al., 1989; Popp et al., 1990; Geiger et al.,, 1991) waren bislang
stark in ihrer quantitativen Aussagekraft eingeschrinkt. Brechungsaberrationen
(Visser et al. 1992; Hell et al, 1992), Grenzen computergestiitzter
Rekonstruktionsverfahren (Erhard et al., 1985, Laub et al., 1985; Schwarzmann
und Wu, 1990) und subjektive Bewertungen bei der interaktiven,
computergestiitzten Analyse von einzelnen Bildern der lichtoptischen Schnitte
konnen einen erheblichen EinfluB3 auf die Resultate haben. Die Anwendung von
einfachen, zweidimensionalen Schwellwertverfahren zur Extraktion von
unscharfen Objekten aus einem verrauschten Hintergrund zeigt exemplarisch die
Schwierigkeiten solcher Verfahren zur quantitativen Bildanalyse (Rinke et al., zur
Verdffentlichung eingereicht). Die Ergebnisse von Volumenmessungen einzelner
Chromosomenterritorien zeigen sich dabei sehr stark abhéngig von der Wahl der

208



Schwellenwerte. Nach unserer Kenntnis wurden bislang in der Literatur bei
derartigen Untersuchungen Verfahren zu einer echt dreidimensionalen,
quantitativen Bildanalyse nicht angewandt. In diesem Beitrag wird ein
dreidimensionales Verfahren aus der Computergeometrie, die Bildzerlegung
mithilfe des Voronoi-Diagramms, fiir die quantitative Bildanalyse von
Chromosomenterritorien eingesetzt. Es wird gezeigt, daB dieses Verfahren
geeignet ist, um die Ausdehnung, Gestalt und Oberfliche der beiden X-
Chromosomenterritorien in weiblichen Zellkernen vergleichend zu untersuchen.

2 Bildformierung

2.1 Objekt-Priaparation

In Zellkernen kultivierter, weiblicher Fruchtwasserzellen (46,XX) wurde nach
Fixierung mit gepufferten Formalin das Barr-Korperchens mit 4°-6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI) gefirbt (Dyer et al., 1989; Bischoff et al.,
1993). AnschlieBend wurden die Territorien von Xa und Xi mittels
chromosomaler in situ Suppressions (CISS-) Hybridisierung unter Verwendung
einer DNA-Bibliothek des menschlichen X-Chromosoms mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) dargestellt und die Zellen in einem "anti-fading"
Medium eingebettet (fiir Einzelheiten siehe Lichter und Cremer, 1992; Bischoff et
al., 1993).

2.2 3D-Aufnahme der Chromosomenterritorien

Die Lokalisation des Barr-Kérperchens wurde mit Hilfe einer an ein
Epifluoreszenzmikroskop  (Axiophot, Zeiss) gekoppelten =~ CCD-Kamera
(Photometrics) dokumentiert (du Manoir ef al., 1993). Anschliefend wurden von
jedem Zellkern mit einem konfokalen Laser Scanning Fluoreszenz Mikroskop
(TCS, Leica) lichtoptische Serienschnitte aufgenommen. FITC wurde mit einem
Argon-lonen-Laser mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt. Die Auflgsung
des verwendeten Objektivs (Plan Apo 63x/NA 1.4 Ol) betrdgt 200 nm lateral und
500 nm entlang der optischen Achse. Um ein besseres Signal-Rausch-Verhéltnis
zu erhalten, wurde jede Bildlinie 16 mal gescannt und gemittelt. Fir jeden
optischen Schnitt wurde ein digitalisiertes Fluoreszenzbild mit einer GroBle von
256 x 256 Pixel und 8-Bit-Tiefe erzeugt. Der Abstand zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Schnitten betrug jeweils 300 nm. Fiir jeden Zellkern wurde
in Abhdngigkeit von der Hohe des Kerns 12 bis 25 Schnitte durchgefiihrt (Abb.
1). Dieses Datenvolumen wurde auf einer magneto-optischen Platte (ProOpt 650)
gespeichert und zur Weiterverarbeitung auf eine Silicon Graphics (SGI)
Workstation transferiert (SGI IRIS INDIGO, CPU R4000, 100 MHz, 64 MB
RAM, Elan-Grafik).

209



Abb. 1. Von oben links nach unten rechts: Optische Serienschnitte eines Zellkerns (gezeigt
sind 5 von insgesamt 12 Schnitten). Das rundere X-Chromosom (rechts) zeigt eine
teilweise Deckung mit dem Barr-Kérperchen (s. Pfeil im Bild unten rechts). Das
ausgedehntere X-Chromosom (links) ist das aktive X-Chromosom (X3 ).

3 Das 3D-Voronoi-Diagramm

Die in dieser Arbeit vorgestellte Methode zur quantitativen Bildanalyse besteht
aus den folgenden Schritten: Am Anfang steht der inkrementelle Aufbau des
Voronoi-Diagramms (3.1), im folgenden werden die Objekte im Bildraum
extrahiert (3.2) und zuletzt wird eine Parametrisierung und Quantifizierung der
morphologischen Information durchgefiihrt (3.3).
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3.1 Inkrementeller Aufbau des Voronoi-Diagramms

Das 3D-Voronoi-Diagramm ist die Partition des Raumes in konvexe Polyeder.
Jeder dieser Polyeder wird mit genau einem Punkt (sog. Seeds) assoziiert, und
jeder Punkt des Bildraumes wird einem Polyeder zugeordnet. Die grundlegenden
Definitionen des Voronoi-Diagramms lassen sich mathematisch wie folgt
formulieren.

Sei S eine endliche Menge S={p1,...,pn} von Seeds im Raum. Fiir jeden Punkt
pi € S ist der mit pj assoziierte Voronoi-Polyeder Vor(p;j) definiert durch die
Region des Raumes, die néher zu pj liegt als zu jedem anderen Punkt pj € S:

Vor(pi)= {x € R3|d(x,pi) <d(x,py)Vi#] }

wobei d der euklidische Abstand ist.
Also erhdlt man Vor(pj) durch die Schnittmenge aller Halbebenen H(pj,pj),

definiert durch den senkrechten Bisektor von p; p; , der pj enthilt.

vor(p,) =[|H(;,p;)

iz

Diese Schnittmenge ist somit ein konvexer Polyeder mit maximal n-1 Seiten
(Facetten) (Preparata und Shamos, 1988).

Das zum Voronoi-Diagramm duale Diagramm ist die Delaunay-Zerlegung.
Zwei Seeds, pj und pj, sind verkniipfte Knoten im Delaunay Graphen dann und
nur dann, wenn ihre assoziierten Voronoi-Polyeder eine gemeinsame Fliche
haben.

Del(S)= {(pi,pj) € Szl\/'or(pi)r\Vor(pj) #* @}

Die gesamte Nachbarschaftsinformation, die im Voronoi-Diagramm enthalten
ist, kann also mittels der Delaunay-Zerlegung dargestellt werden. Zusammen mit
dem Voronoi-Diagramm, das die Morphologie von 3D-Objekten beschreibt, hat
man somit ein umfangreiches Werkzeug zur Beschreibung von 3D-Objekten und
ihrer Relation zueinander an der Hand.

3.1.1 Der Algorithmus:

Der Aufbau des Voronoi-Diagramms und der dualen Delaunay-Zerlegung folgt
dem inkrementellen Ansatz (fiir eine detaillierte Beschreibung s Bertin et al.,
1992; Bertin et al., 1993). Die Idee hierbei ist, daB in Gebieten, in denen eine
grofle Grauwertvarianz vorliegt, eine hohe Dichte von Seeds erforderlich ist. Da
die Lage der Seeds a priori nicht bekannt ist, ist ein dynamisch geregelter
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des Voronoi-Diagramms erforderlich. In der Terminologie der Datenstruktur
werden simultan zwei Graphen aufgebaut: Mit jedem Seed wird ein Voronoi-
Polyeder (Voronoi-Graph) und ein Pointer auf die Liste seiner Nachbam
(Delaunay-Graph) assoziiert.

Initialisierung: Ausgehend von einer kleinen Zahl von Startpunkten (ca. 30 bis
70), die gemaB einer Poisson-Verteilung im Bildraum plaziert werden, wird im
ersten Schritt das Voronoi-Diagramm zu diesen Seeds berechnet (s. Abb. 2). Fiir
jeden dieser Polyeder werden die mit ihm assoziierten geometrischen Parameter
wie Volumen, Oberfliche, Mittelwert und Varianz der Grauwerte der Voxel, die
in diesem Polyeder liegen, berechnet.

Propagierung: Im nichsten Schritt wird berechnet, ob jeder einzelne der
Polyeder nach bestimmten Kriterien homogen oder inhomogen ist. Homogen ist
ein Polyeder in diesem Bericht dann und nur dann, wenn der mit ihm assoziierte
Varianzwert einen gewissen Schwellenwert (Standardabweichung der
Grauwertverteilung des Bildraumes) unterschreitet oder seine Volumen eine
gewissen Wert (MindestgroBe eines Polyeder = 10 Voxel) unterschreitet. In
diesem Falle wird der Polyeder nicht weiter unterteilt. Ist der Polyeder noch nicht
homogen, so wird er weiter unterteilt, indem ein neuer Seed auf dem Schwerpunkt
der Begrenzungsfliche zweier benachbarter, nicht homogener Polyeder plaziert
wird. (Abb. 3)

Abbruchkriterium: Der Algorithmus ist abgeschlossen, wenn kein Polyeder
entsprechend der gewahlten Homogenitétskriterien weiter unterteilt werden kann.

Abb. 2. Startkonfiguration der dreidimensionalen Voronoi-Zerlegung. Die Kanten der
Polyeder erscheinen aufgrund eines Gouraud-Shadings rund.

Abb. 3. Schrittweiser Aufbau des Voronoi-Diagrammes. Aus Darstellungsgriinden wird die
Voronoizerlegung nur zweidimensional an einem mittleren optischen Schnittbild (Bild
Mitte oben) aus Abb. 1 demonstriert. Die Seeds sind rot dargestellt. Die Polygone
bekommen als Grauwert den mittleren Grauwert aller der jeweils zu ihnen gehorenden
Pixel zugewiesen. Von links oben nach rechts unten: Voronoizerlegung nach ein bis fiinf
Iterationen.

Abb. 4. Visualisierung der dreidimensionalen Voronoi-Zerlegung fiir den in Abb. 1
gezeigten Zellkern mittels Ray-Tracing. Die Chromosomenterritorien wurden bei einem
festen Schwellwert (SW=80) extrahiert (X5 gelb, Xj rot). Der Zellkern wurde durch ein
Ellipsoid modelliert. Die Grofle der Halbachsen wurde aus anderen Experimenten
abgeschitzt. a) von vorne b) von der Seite betrachtet.
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3.2 Extraktion der Objekte

Nach vollstindigem Aufbau des Voronoi-Diagramms wird entsprechend der
Vorgabe, wieviele Objekte im Bildraum zu extrahieren sind (z. B. zwei
Chromosomenterritorien), im dualen Delaunay-Graph nach  bedingt
zusammenhéngenden Komponenten gesucht (Abb. 5). Werden mehr Objekte
extrahiert als vorgegeben, werden die Objekte mit dem kleineren Gesamtvolumen
verworfen. In der Praxis hat sich gezeigt, daB das Volumen zusammenhéngender
Hintergrundobjekte maximal 10% der Volumina der Chromosomenterritorien
betrdgt und somit eine eindeutige Unterscheidung zwischen Objekt und
Hintergrund moglich ist.

While (Liste aller Polyeder(L,,,) im Voronoi-Diagramm L, # ) do
Pop P das erste Element aus Liste L,
if ((Bedingung=FALSE) or (p in Liste der schon behandelten Polyeder (L,)))
continue
Push P in die Liste der zu behandelnden Polyeder (Lyem,) und in L,
While (Lyp, # &) do
Pop das erste Element Pgaus L,
Push P;in die Liste des Objektes O;und L,
for ((alle Nachbarn V von P) and (V nicht in O,)) do
if (Bedingung = TRUE) do
Fiige V in die Liste Ly, ein
end for
end while
Inkrementiere Objektindex i
end while

Abb. S. Algorithmus zur Extraktion bedingt zusammenhingender Komponenten im
Delaunay-Graph

Als Bedingung konnen vielfdltige Kriterien eingesetzt werden. Hier wurde
zunichst der mittlere Grauwert der Voxel eines Polyeders bestimmt. Uberschreitet
dieser fiir einen Polyeder einen vordefinierten Schwellenwert, so ist die
Bedingung fiir diesen Polyeder erfuillt. Dies bedeutet, dal zwei benachbarte
Polyeder zu einem Objekt gehéren, dann und nur dann, wenn die ihnen
zugeordneten  Grauwertmittelwerte  einen  vordefinierten  Schwellenwert
tiberschreiten.
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3.3 Parametrisierung und Quantifizierung der morphologischen
Information

Fir jedes der extrahierten Objekte wurden drei geometrische bzw.
morphologische Parameter bestimmt. Das Gesamtvolumen bestimmt sich aus der
aufaddierten Anzahl aller Voxel in allen Polyedern des Objektes multipliziert
mit der Grofe eines Voxelvolumens.

Zur Bestimmung der Objektoberfldche miissen alle Facetten bestimmt werden,
die an der Oberflidche des Objektes liegen. Auch hier mufl der Delaunay-Graph
nach Voronoi-Polyedern durchsucht werden, die mindestens einen Nachbarn im
Delaunay-Graphen haben, der nicht zum Objekt gehort. Die Begrenzungsflichen
solcher Nachbarpaare gehoren gerade zur Oberfliache des Objektes. Die Suche
nach den entsprechenden Polyedern gestaltet sich analog wie im obigen
Algorithmus. Der Rundheitsfaktor (RF) wird als gewichtetes Verhiltnis von
Volumen (V) und Oberfliche (S) berechnet:

v2
RF=36TE-§§- ; O<RF<1

Der Rundheitsfaktor ist fiir eine Kugel gleich eins und fiir alle weiteren,
dreidimensionalen Objekte kleiner als eins, da eine Kugel das dreidimensionale
Objekt ist, das bei vorgegebenem Volumen die kleinste Oberfliche annimmt.
Die Grofle dieses Rundheitsfaktors stellt somit ein (dimensionsloses) MaB fiir die
rdumliche Ausdehnung eines Objektes dar.

3.4 Resultate

Das Voronoi-Zerlegungsverfahren wurde zur quantitativen Analyse
dreidimensionaler Bilder von weiblichen Interphasezellkernen angewandt, in
denen die beiden X-Chromosomenterritorien dargestellt wurden. Das
Bildvolumen eines solchen Zellkerns bestand aus 12 - 25 Schichtbildern 4
256x256 Pixel. Der Segmentierungsalgorithmus konvergierte nach der
Generierung von ca. 3000 bis 5000 Polyeder (Abb. 4). Die Berechnung des
Voronoi-Diagramms, sowie die Extraktion und Berechnung der morphologischen
Parameter fiir einen vorgegebenen Schwellenwert dauerte ca. 1 Minute auf einer
SGI-Workstation.

Anhand dieses Voronoi-Diagramms wurde interaktiv eine obere und untere
Grenze des Schwellenwertes bestimmt. Der obere Schwellenwert ergab sich,
wenn zwei oder mehrere unabhingige Objekte (Chromosomenterritorien oder
auch  Hintergrundobjekte) ineinander  verschmolzen. Beim  unteren
Schwellenwert zerfielen die einzelnen Territorien in zwei oder mehrere Teile.
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Abb. 6. Diagramme der geometrischen und morphologischen Parameter der in Abb. 1 und
Abb. 4 gezeigten X-Chromosomenterritorien. a) Schitzwerte der absoluten Volumina
(VolX; und VolX,; um’)und Oberflichen (SurfX; und SurfX,; um?) der beiden X-
Chromosomenterritorien b) Darstellung der Volumenverhiltnisse (VolXa/VolXj),
Oberfliachenverhiltnisse (SurfXy/SurfX;) und Rundheitsfaktorverhéltnisse (RFXj/RFX3).

216



Die beiden Chromosomenterritorien wurden anschlieBend ohne Interaktion fiir
alle dazwischenliegenden Schwellwerte mit einer Schrittweite von 5 extrahiert
(bei einer typischen Differenz zwischem oberem und unterem Schwellenwert von
20 bis 30).

Zu jedem dieser moglichen Schwellenwerte wurden die oben beschriebenen
morphologischen Parameter bestimmt. Dieser Analyseschritt dauerte je nach
Schwellwertbereich zwischen ein und zwei Minuten. In dem hier aufgefiihrten
Beispiel zeigt das tiber die Barr-Korperchen-Anfirbung identifizierte Xi einen
groBeren Rundheitsfaktor und dementsprechend eine kleinere Oberfldche als Xa.
Die Volumina von Xi und Xa sind dagegen nahezu identisch (Abb. 6). Dieses
Resultat erwies sich bei der Bewertung von insgesamt 54 Zellkernen als typisch
(Eils et al., Manuskript eingereicht).

4 Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine Struktur aus der Computergeometrie, das Voronoi-
Diagramm, zur Segmentierung zellbiologischer Objekte eingesetzt. Es konnte
gezeigt werden, daB die graphenorientierte, geometrische Struktur des Verfahrens
eine geeignete Umgebung bereitstellt, um Objekte im Bildraum effektiv zu
extrahieren und Parameter wie Volumina, Oberflichen, sowie Rundheitsfaktoren
zu bestimmen. Da sich auch weitere geometrische Parameter wie Ausdehnung,
Lage, Orientierung und Abstinde mit Hilfe des Voronoi-Diagramms leicht
bestimmen lassen, kann das Verfahren mit seiner raschen Durchfiihrbarkeit und
den graphischen Darstellungsmoglichkeiten der Resultate als ein vielschichtiges
Werkzeug zur quantitativen Bildanalyse verschiedener Strukturen im Zellkern
dienen. Exemplarisch wurde aufgezeigt, dafl eine Beschreibung des aktiven bzw.
inaktiven X-Chromosoms in weiblichen Fruchtwasserzellen mithilfe dieses
Verfahrens durchgefiihrt werden kann. Das gezeigte Beispiel (Abb. 4) stiitzt die
Hypothese, daB durch die unterschiedliche, dreidimensionale Gestalt der X-
Chromosomenterritorien die Oberflichengrofle der beiden Territorien geregelt
wird. Maoglicherweise wird das aktive X-Chromosom in eine ausgedehntere
Struktur als das inaktive X-Chromosom gezwungen, um eine Lokalisation einer
erhohten Anzahl von Genen an der Oberfliche zu realisieren (Cremer et al,
1993). Weiterhin konnten Faltungen der Chromosomenterritorien zu einer
weiteren OberflachenvergréBerung fithren. Diese Vermutungen werden zur Zeit
anhand eines umfangreichen Datenmaterials tiberpriift.

Ein deutlicher Vorteil des vorgestellten Verfahrens im Gegensatz zu den
gingigen  Schwellwertverfahren liegt darin, dal bedingt durch die
dreidimensionale, regionenbezogene Orientierung des Algorithmus die
Volumina-, Oberfldchen- und Rundheitsfaktorenverhiltnisse flir
Chromosomenterritorien viel geringer iiber den gesamten Schwellenwertbereich
schwanken als bei den iiblichen zweidimensionalen Schwellenwert-Verfahren.
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Um genauere Messungen der absoluten Volumina und Oberflichen fiir
Chromosomenterritorien zu erhalten, werden verbesserte Verfahren zur
Darstellung  der  Chromosomenterritorien  unter ~ Vermeidung  von
Hintergrundfirbung, sowie verbesserte Verfahren zur Clusterbildung im
Voronoidiagramm benétigt. Auf diese Weise sollte eine nicht-subjektive,
eindeutige  Segmentierung von Chromosomenterritorien und anderen
Zellkernstrukturen méglich werden.
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