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Zusammenfassung. Bei der Untersuchung von Muskelbiopsien sind zur dia-
gnostischen Prazisierung meistens morphometrische Analysen notwendig. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen von gefarbten Semidinnschnittpraparaten
von Muskelbiopsien werden dazu in kontrastoptimierte Graustufenbilder
transformiert. Nach der Kantendetektion mit einem hierarchischen Canny-
Operator folgt die Verkettung der gefundenen Kantenstiicke zu geschlossenen
Konturen mit Hilfe einer polynombasierten Kantenrelaxation. Die Objekttren-
nung als letzter Segmentierungssschritt arbeitet krimmungsbasiert. Fiur die
klassifizierten Muskelfasern werden die morphometrischen Parameter Flache,
Kompaktheit, Abweichung vom mittleren Radius und die Fourierdeskriptoren
bestimmt und nach GréfRenklassen in Diagrammform dargestellt.
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1 Einleitung

Quantitative diagnostische Aussagen bei der Analyse von Muskelbiopsien erfordern

eine objektive und reproduzierbare Auswertung. Die Auswertung der zu messenden
Strukturen wird gegenwartig oft noch ,von Hand" am Mikroskop mit dem MeRokular
oder auf Fotografien durchgefiihrt. Diese Auswertungen sind zeitintensiv, nur bedingt
reproduzierbar und von den subjektiven Eindriicken der Betrachter abhangig. Der
Einsatz eines rechnergestiitzten Analysesystems kann die Qualitat der Aussagen ver-
bessern, indem der subjektive Einfluf3 minimiert wird. Die Entwicklung analyseunter-
stiitzender Verfahren zur Segmentierung, Klassifikation und detaillierten Beschrei-
bung der Muskelfasern anhand ihrer morphometrischen Parameter war Ziel dieser
Arbeit. Es wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von Semi-Dinnschnittpraparaten
von Skelettmuskelfasern und nach ATPase-Farbung bei einen pH-Wert von 4,2 unter-
sucht.



2 Bildvorverarbeitung

Vor der Segmentierung werden die Eingangsbilddaten in ein Graustufenbild mit opti-

miertem Kontrast transformiert, da bei den hier verwendeten Farbungen der Farbe des
Bildpunktes keine Information bezlglich der Zugehdrigkeit zum Objekt zu enthehmen
ist. Dazu wird eine Gerade im RGB-Farbraum so bestimmt, daf3 die Summe der qua-
dratischen senkrechten Abstdnde aller Farbpunkte im RGB-Farbraum von dieser Ge-
raden minimal wird. Die senkrechte Projektion der einzelnen Farbwerte im RGB-
Farbraum auf die berechnete Gerade bestimmt anschlieRend ihren Grauwert [1].

3 Segmentierung

Im folgenden Segmentierungsschritt wird das kontrastoptimierte Graustufenbild der
Muskelbiopsie in die verschiedenen Muskelfasern aufgegliedert. Jede Muskelfaser
soll einzeln analysierbar sein.

3.1 Kantendetektion

Zur Kantendetektion wird ein hierarchischer Canny-Operator [2] mit zwei stark ver-
schiedenen Standardabweichungen verwendet. Der Canny-Operator mit der grof3en
Standardabweichung liefert ein erstes Kantenbild auf dem die Muskelfaserrander als
Kantenstiicke sichtbar sind. Besonders an den Randern der Muskelfaserbiindel sind
einige Muskelfaserrdnder wegen der grofR3en Glattungseigenschaft des Canny-Opera-
tors bei Verwendung der groRen Standardabweichung miteinander verbunden.
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Abb. 1: Vergleich zwischen dem Ergebnis des Canny-Operators mit kleiner und grofRer Stan-
dardabweichung nach Nonmaxima-Suppression und Skelettierung.



Die Strukturen innerhalb der Muskelfasern sind nicht so stark vertreten wie auf
dem Kantenbild des Canny-Operators unter Verwendung der kleinen Standardabwei-
chung. Hier sind die Rander der einzelnen Muskelfasern deutlich besser zu erkennen
aber auch die Strukturen zwischen den einzelnen Muskelfaserbiindeln werden stérker
hervorgehoben.

Nach dem hierarchischen Canny-Operator wird eine Nonmaxima-Suppression
[2,3] durchgefiihrt und eine Skelettierung der verbliebenen Maxima vorgenommen [4]
(s. Abb. 1).

3.2 Kantenrelaxation

Das hier entwickelte Relaxationsverfahren basiert auf einer quadratischen Polynomre-
gression [5], mit deren Hilfe die Kantenstiicke auf Verkettungsmdoglichkeiten hin
untersucht werden. Das Wissen Uber die Gestalt von Muskelfasern kann das Verbin-
den von Randkanten mit den Kanten der inneren Strukturen der Muskelfasernn ver-
hindern. Muskelfasern besitzen grof3tenteils eine konvexe Kontur. Scharfe Ecken
kommen relativ selten vor. Die Beschreibung der Konturstlicke mit einem quadrati-
schen Polynom in Parameterform ermoglicht die Untersuchung der Konturstiicke
sowohl in ihrer ndheren als auch ihrer weiteren Umgebung. Die Tangentengleichung,
Normalengleichung und die Konturkriimmung liefern weitere wichtige Parameter zur
Kantenrelaxation.

Eine quadratische Polynomregression wurde gewahlt, da sich das quadratische
Polynom der Muskelfaserkontur im auf wenige Pixel beschrankten Interpolationsge-
biet sehr gut anschmiegt. Dadurch wird gleichzeitig eine Glattung der auf dem dis-
kreten Gitter angeordneten Konturpixel erzielt. Kleine Ausrei3er in der Konturlinie
bewirken keine starken Spriinge der Konturkrimmung. Auf Anfang und Ende jedes
Kantenstiicks wird die quadratische Polynomregression angewendet und somit da-
durch verlangert.
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Abb. 2: Struktur innerhalb einer Muskelfaser; die Kante beginnt am hellen Pixel.



Bei der Extrapolation des Polynoms sowie seiner Tangente im Anfangs- bzw.
Endpunkt wird Uberpriift ob zwischen der Tangente und dem extrapolierten Polynom
andere Anfangs- oder Endpunkte anderer Kanten liegen oder ob andere Kanten ge-
schnitten werden. Ist dies der Fall, wird entschieden ob die anderen Kanten an das
betrachtete Kantenstiick angehangt werden oder ob sie aufgebrochen werden und nur
Teile von ihnen angehangt werden. Wichtige Parameter fir das Aufbrechen sind in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Entfernung die Helligkeitsdifferenz zwischen den
beiden Seiten der betroffenen Kanten und die Kantenkrimmung in Bezug auf die
Helligkeitsdifferenz. Weitere Parameter, die die Geschlossenheit der Kontur beriick-
sichtigen sind der Uberstrichene Winkel, den eine Linie zwischen dem Anfangspunkt
einer Kante und allen seinen Nachfolgern Uberstreicht und das Verhéltnis zwischen
dem Abstand zwischen Anfangs- und Endpunkt der Kontur und ihrer Lange. Durch
die Berechnung der Normalen in einem Punkt der Kontur kann die Umgebung der
Kante auf Grauwertunterschiede hin untersucht werden. Mit Hilfe der Konturkrim-
mung und dem Wissen, dal3 fast alle Muskelfasern eine konvexe Form besitzen, kann
eine erste Prifung durchgefiihrt werden, ob die vorliegende Kante zur Muskelfaser-
kontur oder zur Struktur im Innern der Muskelfaser gehért. In Abb. 2 ist eine Kante
im Innern einer Muskelfaser mit ihrer Helligkeitsdifferenz zwischen den Pixeln auf
der rechten Seite und der linken Seite sowie der Krimmung der Kante dargestellt. Die
Krimmung der Kante ist auf ihrer gesamtem Lange negativ, daher sollte auf der rech-
ten Seite der Kante ein deutlich dunklerer Grauwert vorherrschen als auf der linken
Seite. Die Helligkeitsdifferenz (rechte Seite minus linke Seite) sollte daher konstant
negativ sein. Wie in Abb. 2 aber leicht zu erkennen ist, ist die Helligkeitsdifferenz
konstant positiv, so daf} die gezeigte Kante nicht zum Muskelfaserrand gehdren kann.
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Abb. 3: Miteinander verbundene Muskelfasern; Kontur beginnt mit dem hellen Pixel.



3.3 Objekttrennung

Sind verschiedene Muskelfasern fast gleicher Farbung sehr eng benachbart, kénnen
sie nicht immer durch die Kantenrelaxation getrennt werden.

Die Objekttrennung arbeitet krimmungsbasiert unter Berlicksichtigung der Struk-
turen innerhalb gefundener Objekte und dem Abstand gegenuberliegender Kontur-
punkte. Die Durchlaufrichtung aller Kantenstiicke wird so geandert, daf3 alle Kanten
eine groRtenteils negative Krimmung besitzen. Treten innerhalb einer Kontur Stellen
mit einer oOrtlich begrenzten, starken positiven Krimmung auf, so muf3 eine Ob-
jekttrennung an den Stellen mit der starken positiven Krimmung erfolgen. Tritt in
einer Objektkontur nur an einer Stelle eine ortlich begrenzte, starke positive Kriim-
mung auf, so missen die Abstande zwischen dieser einen Stelle und allen anderen
Konturpixeln verglichen werden, ob es eine Stelle auf der gegenuberliegenden Seite
der Objektkontur mit einem minimalen Abstand gibt, der so gering ist, dal3 das Auf-
brechen der Kontur sinnvoll ist (s. Abb. 3).

4 Zusammenfassung

Es wurde ein analyseunterstitzendes Verfahren zur weitgehend automatischen Aus-
wertung von Muskelbiopsien vorgestellt [6].

Zur detaillierten Beschreibung der segmentierten und klassifizierten Muskelfasern
werden mehrere klinisch relevante Parameter bestimmt. Neben Anzahl und Flache der
segmentierten Muskelfasern wird die Kompaktheit [7] und die Abweichung der Mus-
kelfaserform von der Kreisform [8] berechnet. Die aus den Konturpixeln bestimmten
Fourierdeskriptoren beschreiben die Welligkeit der Muskelfaserkontur und vervoll-
stéandigen den gewonnenen Parametersatz, der zum Abschlufd der Muskelfaseranalyse
getrennt nach GréRenklassen in Diagrammform dargestellt wird.

5Literatur

1. RussJC: Optimal Grey Scale Images from Multiplane Color Images. Journal of Computer-
Assisted Microscopy, 7(4):221-233, 1995.

2. Parker JR: Algorithms for image processing and computer vision. John Wiley & Sons, New
York, 1997.

3. Béssmann H: Konturorientierte Verfahren in der digitalen  Bildverarbeitung.  Springer-
Verlag, Berlin, Heidelberg, 1989.

4. Klette R, Zamperoni P: Handbuch der Operatoren fir die Bildbearbeitung. Friedr. Vieweg
& Sohn, Braunschweig/Wiesbaden, 1985.

5. Press WH: Numerical Recipes in C. Cambridge University Press, 1992.

6. Luigs H-G: Entwicklung von Algorithmen zur Analyse von Muskelbiopsien bei neuromus-
kuldren Krankheiten. Diplomarbeit, RWTH Aachen, 1998.

7. Haberacker P: Praxis der Digitalen Bildverarbeitung und Mustererkennung. Carl Hanser
Verlag, Minchen, 1995.

8. Haralick RM: Computer and Robot Vision. Addison-Wesley, 1992.



