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Zusammenfassung. Die diagnostische Beurteilung von Gewebe und
Zellpriaparationen ist ein Schwerpunkt der modernen Pathologie. Sie
dient der klinischen Diagnostik und Therapieplanung. In Anbetracht der
Komplexitét aktueller Fragestellungen und dem zunehmenden Einfluss
der Informationsverarbeitung besteht vermehrt die Notwendigkeit, histo-
logische Schnittpriaparate virtuell im Rechner zu erstellen. Diese Gene-
rierung synthetischer Schnittbilder anhand realer Muster ist der zentrale
Aspekt dieser Arbeit. Ausgehend von segmentierten Schnittpraparaten
wird mit Methoden der Textursynthese und des Digital-Compositing ein
synthetisches histologisches Schnittpriaparat im Rechner generiert. Ne-
ben dem priméren Einsatz als Visualisierungsinstrument fiir Simulati-
onsszenarien sind Einsatzmoglichkeiten im e-Learning Kontext oder als
virtueller Histologieatlas gegeben.

1 Problemstellung

Das Fachgebiet der Pathologie und Pathologischen Anatomie gilt als Qualitits-
kontrolle klinischer Medizin. Der Schwerpunkt der Krankenversorgung in der
Pathologie geschieht mithilfe des Mikroskops und besteht in der diagnostischen
Beurteilung von Geweben (Histologie) und Zellpréparationen (Zytologie) [1].
Die Untersuchungen erfolgen in enger Zusammenarbeit mit den Einsendern der
Proben und sind wichtiger Bestandteil der klinischen Diagnostik und Therapie-
planung.

Die hierfiir notwendige Priparation umfasst mehrere, in wechselndem Aus-
maf standardisierte Teilschritte. Unmittelbar nach der Zell- oder Gewebeentnah-
me setzt die Autolyse beziehungsweise Heterolyse ein. Wird das Material nicht
sofort bearbeitet, muss es fixiert werden, wodurch die Zersetzung aufgehalten
werden kann. Ausgangsbasis fiir die im Folgenden vorgestellte Arbeit ist Ge-
webe, das in dem am weitesten verbreiteten Fixierungsmittel, einer verdiinnten
und gepufferten Formaldehydlosung, aufbewahrt wurde. Durch Auswaschen wird



450

das Gewebe von der wissrigen Fixierungsmittellbsung befreit und anschlieBend
in heiflem Paraflinwachs getrinkt, das bei Abkiihlung erstarrt. Dies geschieht,
damit anschlielend 2-7pm dicke Schnittpriparate von dem Gewebe hergestellt
werden kénnen. Zum Anfertigen dieser Priparate werden Rotations- oder Schlit-
tenmikrotome verwendet, die aus einer Haltevorrichtung bestehen, in die das
Blockchen eingespannt und mit einem Messer entsprechend der voreingestell-
ten Schnittdicke geschnitten wird. Nachfolgend werden die Schnittpriparate auf
gliserne Objekttrager aufgezogen, im Brutschrank getrocknet und anschlieBend
in Xylol entparaffiniert. Durch eine so genannte absteigende Alkoholreihe wer-
den sie wieder in ein wéssriges Milieu iiberfithrt und schliefllich in verschiedenen
Losungen gefirbt. In Abhiingigkeit von den jeweiligen Firbeprotokollen lisst
man die Schnitte sofort trocknen oder bringt sie durch eine so genannte aufstei-
gende Alkoholreihe bis ins Xylol und deckt sie dann ein. Durch Farbunterschiede
werden je nach Firbung unterschiedliche Strukturen zur Darstellung gebracht.
In der Himatoxilin-Eosin Férbung (HE Férbung) zum Beispiel zeigen sich Zell-
kerne blau und Cytoplasmata rot.

Um entsprechende Férbeergebnisse mit den Methoden der digitalen Bildver-
arbeitung kiinstlich nachstellen zu kénnen, bedarf es einer geeigneten mathema-
tischen Représentation, die in der Lage ist, Bilder entsprechend den subjektiven
Anforderungen an eine fotorealistische Visualisierung zu generieren. Vergleichba-
re systembiologische Herangehensweisen, wie das Cell Assembly Kit [2] oder die
Systems Biology Markup Language [3], verbinden die Komponenten auf funk-
tionelle Art, wobel die Elemente ohne exakte Definition einer Geometrie des
entsprechenden Kompartiments zugeordnet werden.

Da diese funktionsbezogene Ausrichtung stark von der Nutzung als Modellie-
rungssprache fiir Simulationen gepriigt ist, stellen diese Sprachen bislang keine
fotorealistischen morphologischen Formen oder Strukturen zur Verfligung. Das
fiir diese Arbeit entwickelte Konzept hingegen legt den Schwerpunkt auf die
Geometrie der Objekte und dessen fotorealistische Visualisierung.

2 Methoden

Initialer Schritt ist die Digitalisierung realer histologischer Schnittpréparate so-
wie deren nachfolgende manuelle Segmentierung. Der Grundtenor des Synthese-
prozesses besteht darin, die morphologischen Strukturen eines aus einer Klasse
von Objekthintergriinden ausgew#hlten Musterelements auf eine vorgegebene
morphologische Form zu iibertragen (s. Abb. 1). Dabei unterscheidet sich das
Musterobjekt beziiglich Form, Griéfie und Topologie von dem zu erzeugenden
Zielobjekt. Die Vorgabe, was synthetisiert werden soll, erfolgt beispielsweise tiber
eine textuelle Beschreibung. Das Syntheseverfahren kann prinzipiell als filterba-
siertes Analyse- und Syntheseverfahren beschrieben werden. Einzelne Bilddaten
werden auf einer definierten Anzahl von Auflosungsstufen, die als Skalenrdume
oder Teilbéinder (sub-bands) bezeichnet werden, deskribiert. Die Auflésung der
einzelnen Stufen wird dabei durch Filterung kontinuierlich dekrementiert, sodass
die Teilbéinder auch als Ebenen in einer Pyramide betrachtet werden kénnen. Die
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Abb. 1. Erzeugung der Komponenten innerhalb der Bildsynthese
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Zerlegung in die Teilbdnder wird per Faltung mit verschiedenen Filterkernen in-
nerhalb eines rekursiven Schemas vorgenommen. Der hier verwendete Algorith-
mus zur Umsetzung dieses Analyse/Synthese-Prozesses beruht auf einem an die
gegebene Problematik adaptierten Ansatz von Heeger und Bergen, der steuerba-
re Pyramiden (steerable Pyramid) nutzt, um die Eingabetexturen in Teilbéinder
verschiedener Orientierung und Auflgsung zu zerlegen [4].

Mit dem Zerlegungsschema der steuerbaren Pyramide wird initial eine Analy-
sepyramide der Mustertextur erzeugt. Stereotyp zu diesem Schema wird auch die
Synthesepyramide der gewlinschten Zielgrofle generiert und zuniichst mit gleich-
verteiltem Rauschen aufgebaut. Das Ziel ist es nun, die Synthesepyramide so zu
verdndern, dass sie auf allen Teilbindern dieselbe Grauwertverteilung wie die
Analysepyramide aufweist. Diese Ubertragung der Histogramme der einzelnen
Binder der Analysepyramide auf die korrespondierenden Binder der Synthese-
pyramide erfolgt in einem iterativen Prozess. Gemifl dieser Ausfithrung ist es
ersichtlich, dass die Anzahl der Béinder der stenerbaren Pyramide mit der Qua-
litédt des synthetisierten Histoschnitts korreliert. Die Umkehrung der Zerlegung,
das Kollabieren der Pyramide, findet dabei im nachfolgenden Prozess statt und
erzeugt die Zieltextur. Rdumliche Abhingigkeiten der Strukturen werden dabei
durch die pyramidale Zerlegung an sich induziert. In der bisher beschriebenen
Form vermag der Ansatz nur Graustufenbilder zu synthetisieren. Die Behand-
lung von Farbtexturen wird aber durch mehrfache Anwendung des Algorithmus
auf die einzelnen Farbkanile erreicht, die aber keineswegs unabhingig vonein-
ander sind. Sollen Fehlfarben vermieden werden, ist eine De- und Rekorrelation
der Farbkanile vorzunehmen. Es verbleibt, die Zielstruktur in seiner Gesamtheit
zu erzeugen. Hierzu werden die Einzelkomponenten, unter Beachtung der hier-
archischen Staffelung - Gewihrleistung von Sichtbarkeit und Verdeckung - mit
Methoden des Digital Composing zusammengefiigt [5].

Die synthetisierten morphologischen Strukturen werden mithilfe der Multi-
resolution Spline Methode nach Burt und Adelson in die vorgegebene morpholo-
gische Zielform eingepasst [5]. Das ” Zuschneiden” auf die endgiiltige Form erfolgt
durch entsprechende Blendmasken.

3 Ergebnisse

In Blindversuchen, bei denen reale gegeniiber kiinstlichen Texturen quantitativ
miteinander verglichen wurden (s. Abb. 2), zeigte sich hinsichtlich der Stati-
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Abb. 2. Gegeniiberstellungen zwischen einem realen histologischen Schnittpréparat
und seinem synthetischen Analogon am Beispiel von suprabasalen Keratinozyten ((a)
real, (b) synthetisch) und Hepatozyten ((c) real, (d) synthetisch). Die Cytoplasmata
der zentral gelegenen Zellen sind synthetisch. Als interne Kontrolle wurden die Cyto-
plasmata randstandiger Zellen im Originalzustand belassen.
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stik erster und zweiter Ordnung kein nennenswerter Unterschied zwischen den
jeweiligen Texturmerkmalen der virtuellen und realen morphologischen Struktu-
ren (s. Tab. 1)[6]. Fiir das Rendering iiber steuerbare Pyramiden galt, dass sich
die Texturmerkmale der Statistik zweiter Ordnung fiir virtuelle morphologische
Strukturen bei sukzessiver Erhchung der Iterationsschritte an die realen Textu-
ren approximierten. Zudem kann der hohe Grad an Ubereinstimmung zwischen
den Histogrammverldufen, der Luminanz und der Séttigung zwischen allen Bil-
dern einer Klasse sowie fiir die virtuellen histologischen Schnittpriparate und
ihre realen Vorbilder dahingehend interpretiert werden, dass auch die Ergebnis-
se der texturellen Statistiken als zumindest vorldufige Bestitigung des visuellen
Eindrucks der Plausibilitdt dienen kénnen.

4 Diskussion

Obwohl die Syntheseergebnisse augenscheinlich tatséchlich fotorealistisch wirk-
ten, gestaltete sich eine objektive Bewertung anhand von Kenngréssen schwierig,
da im Rahmen der Herstellung kiinstlicher Texturen kein bereits existierendes
identisches Originalbild zur Verfiigung steht, sondern neune Reprisentanten ei-
ner Klasse erzeugt wurden. Durch statistische Texturanalyseverfahren konnten
die variierenden Texturmuster zwar analysiert und Texturmerkmale beschrie-
ben werden, doch war ein Vergleich der numerisch abgefassten Messergebnisse
zwischen den virtuellen Texturen und ihren realen Vorbildern aufgrund der sub-
jektiven Komponente einer jeden Bildbeurteilung nur bedingt aussagekriftig.
Fiir regionale, zelluldre Strukturen, wie z.B. das Cytoplasma erwies sich der
aufgezeigte Ansatz als tragbar. Hingegen waren die Ergebnisse beim Rendering
von Zell- oder Kernmembranen nur bedingt zufriedenstellend. Diese aber spielen
eine exponierte Rolle in zahlreichen Fragestellungen, die unter anderem mit dem
Immunsystem assoziiert sind. Somit ist der hier beschriebene Ansatz fiir eine
morphologiebetonte Implementierung, beispielsweise eines virtuellen Immunsy-
stems, nur ansatzweise geeignet. Das oben beschriebene Syntheseverfahren wird
fiir jede Zelle unabhingig von ihren Nachbarzellen eingesetzt. So kann es lokal zu
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Tabelle 1. Statistische Texturmerkmale (normiert nach dem Merkmalsmaximum).

Keratinozyt Hepatozyt

real synthetisch| real synthetisch
Entropy 0,994 1.0 (0,995 1.0
Kontrast 0,921 1,0 0,854 1,0
Durchschnitt 1,0 0,994 0,986 1,0
Standard-Abweichung| 0,977 1.0 1.0 0,93
Homogenitiit 1,0 0,996 0,983 1.0
Energie 1,0 0,993 0,934 1,0

unrealistischen Kontrastunterschieden bei angrenzenden Membranen kommen.
Da aber gerade der subjektive visuelle Eindruck fiir eine photorealistische Dar-
stellung unabdinglich ist, muss hier weitere Arbeit geleistet werden. Eine denkba-
re Losung des Problems wire, bei der Konstruktion der Objekte, die kiinftigen
Zellnachbarschaften miteinzubeziehen. Auch eine nachtrigliche Identifizierung
stark divergierender Randbereiche und deren erneute Uberblendung kann ei-
ne Qualitéitssteigerung bewirken. Um den EinfluB unterschiedlicher Farbungen,
Zell- und Gewebetypen auf intra- und interindividuelle Schwankungen in der
Visualisierung zu untersuchen, besteht ein weiter Ansatz im Einsatz multiva-
riater Analysemethoden, bevorzugt kiinstliche neuronale Netzwerke, welche auf
einfache Art auch nicht-lineare Abhéingigkeiten beriicksichtigen [7].
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