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Zusammenfassung. Die dreidimensionale Darstellung von Bildfolgen, die auf
makroskopischen oder mikroskopischen Serienschnitten basieren, ist ein in der
Anatomie haufig auftauchendes Problem. Die meist linear und nicht-linear
deformierten umfangreichen Bilddaten erfordern eine effiziente und
morphologisch befriedigende Korrektur, um anatomisch relevante 3D-
Rekonstruktionen zu erzeugen. Um eine mikroskopisch interessante
Information zu erhaten, missen histologische Schnitte hochaufgeldst
digitaisiert werden. Es wurde ein Verfahren entwickelt, welches die Artefakt
anfélligen hochaufgelosten Bilder effizient registriert, um so enen
hinreichenden Ausgangsunkt fir eine nicht-lineare elastische Registrierung zu
erhalten. Die Ergebnisse verschiedener Parameter-Konfigurationen und eine
Beurteilung der resultierenden 3D-Morphologie werden hier vorgestellt.

1 Einleitung

Die Registrierung von histologischen Schnitten beinhaltet besondere Probleme, die bei
der Anpassung von tomographischen oder episkopischen Bildserien nicht auftreten.
Hierbei handelt es sich z.B. um Einbettungs-, Schneide-, Streckungs-, Farbe- und
Eindeckartefakte, die in den histologischen Schnitten unterschiedlich stark ausgepréagt
sein konnen. Zu den nicht-linearen Artefakten z&hlen Einrisse, Ausrisse,
Fragmentierungen und Faltenbildung des histologischen Gewebes (Abb. 2). Bei
Schnittserien komplexer, windungsreicher Hirne, wie z.B. dem menschlichen Gehirn
oder aber auch schon im Bereich des Kleinhirns einer Ratte, treten multiple
Kappenanschnitte auf. In folgenden Schnitten ist dann eine Zusammenfihrung dieser
multiplen Objekte auf ein einziges Objekt zu erwarten.

Hier werden drei Verfahren zur linearen Registrierung eines kompletten Hirnes
untersucht. Das Resultat einer qualitativ hochwertigen linearen Registrierung kommt
als Ausgang fir eine anschliefende nicht-lineare Registrierung, wie z.B. dem
sogenannten Elastic-Matching, eine besondere Bedeutung zu.

Da aus den histologischen Schnitten monomodale Bilder erzeugt werden, die sich
anhand statistischer Kenngréfzen homogenisieren lassen, wurde der Registrierung ein
Grauwert-basiertes Distanzmald zugrunde gelegt. Auf einen rechenintensiveren
Mutual-Information basierten Ansatz konnte daher verzichtet werden.



Abb. 1. Gehirn einer Ratte, nachdem es aus dem Schédel prépariert wurde. Die Hemisphéren
des Grofthirns, das Kleinhirn und der Hirnstamm lassen sich auf den Rekonstruktionen
eindeutig wiederfinden. Die fur das Kleinhirn typische Faltenbildung ist in dieser Abbildung
ebenfalls erkennbar. Der helle Pfeil (links) markiert die Lage des letzten und der graue Pfell
(rechts) des ersten histologischen Schnittes. Das Préparat ist also von hinten nach vorne in der
sog. Frontalebene (=K oronarebene) aufgeschnitten worden.
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2 Material und Methode

Das Gehirn einer Sprague-Dawley Ratte (Abb. 1) wurde in einer 4% Formalinldsung
fixiert und anschlief3end in Paraffin eingebettet. Eine Schnittserie von insgesamt 503
Schnitten mit einer Schnittdicke von ca. 20 x 10° m wurde mit Gallocyanin
Chromalaun geférbt [1, 2]. Die geférbten Schnitte wurden mit einem hochaufl 6senden
transparenten Flachbettscanner (Duoscan, Agfa) bei einer Aufldsung von 4000 ppi
digitalisiert (ca. 2300 x 2000 Pixel grof3e Bilder) (Abb. 2).

Die Grauwertverteilungen der Bilder wurden anhand statistischer Kenngrof3en
homogenisiert. Die Grauwertcharakteristika Mittelwert und Varianz eines jeden Bildes
wurden standardisiert. Als ReferenzgroRe diente eine Medianfilterung der
Charakteristika der umgebenden Bilder. Kleinere Artefakte und abgerissene
Gewebepartikel wurden mit einem morphologischen Opening-Filter entfernt. Das
Gewebe wurde durch Schwellwertfilter segmentiert und in ein standardisiertes Bild
eingebettet, so dass nun ale Bilder dieselbe Grofe und vergleichbare Dynamik,
Mittelwert und Hintergrundwert aufweisen.



Abb. 2. Beispiel eines hochaufgeldsten histologischen Schnittes (426) durch das Rattenhirn.
Typische Artefakte sind kursiv bezeichnet. In der gefensterten ROI lassen sich bel dieser
Auflésung die unscharfen Umrisse sehr grofRer Nervenzellen (Neurone) erkennen.
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Die monomodalen Bilder 2-dimensionaler Projektionen weisen globale und lokale
Verzerrungen auf. Zu den globalen Verzerrungen gehdren insbesondere affin-lineare
Verzerrungen, d.h. Trandation (T), Rotation (R) aber auch Scherung und Skalierung
(SS) [3]. Globa projektive und nicht-lineare sowie lokale Verzerrungstypen sollen
hier zundchst nicht betrachtet werden, da die globalen TRSS-Komponenten,
physikalisch bedingt, den groften Anteil an den Verzerrungen zwischen
aufeinanderfolgenden Bildern besitzen. Das vorliegende Anpassungsproblem |8sst
sich nach [4] wie folgt spezifizieren:
* Merkmalsraum:  Bildintensitaten

e Suchraum: affin-lineare Transformationen bzw. geeignete Teilmengen
e Suchstrategie: Minimierung des Distanzmal3es
[Too-R]

mittels Gauss-Newton-Verfahren (¢: Abbildung, T:
Template-Bildes, R: Referenz-Bild),
« Ahnlichkeitsma3: mittlere Grauwertdistanz der Bilder.
Zur Lésung des globalen Anpassungsproblems wurden vier Ansétze verfolgt:
(@) principal axistransformation (PAT) [5-9]
(b) PAT mit Minimierung der Scherung
(c) PAT mit Minimierung der Translation, Rotation und Scherung bei Vorgabe
von statistischen geschétzten Skalierungskomponenten (a optimal)
(d) PAT mit Minimierung der Parameter Trandation, Rotation, Scherung und
Skalierung (partial optimal).
Als Startwerte fir die Minimierungsverfahren dienten dabei die aus der PAT [5-9]
gewonnenen Referenzgrdf3en. Hierbei wurde eine robuste Variante ausgenutzt. Diese
basiert hier auf der Schézung der unimodalen Dichten durch eine Cauchy-Dichte
mittels der sogenannten Kullback-Leibler-Distanz [10, 11]. Im Vergleich zum
Standardverfahren erwies sich dieser Ansatz bei den mit relativ grof3en Artefakten
versehenen Rattenbildern als vorteilhaft. Zur Regularisierung der Optimierung wurde
ein Haar-Wavelets M ehrskal enansatz verfol gt.



3 Ergebnisse

Alle vier Registrierungen des Rattenhirns zeigten in der dreidimensionaen
Rekonstruktion ein morphol ogisch deutlich besseres Ergebnis als der nicht registrierte
Datensatz (Abb. 3). Das anatomisch beste Ergebnis wurde mit Verfahren (c) erzielt.
Exemplarisch ist ein feineres Detail des Hirnsin einer 3D-ROI dargestellt (Abb. 4). Es
zeigt eine redistische und konsistente Morphologie, wobei die Geometrie des
konvergenten Interhemisphérenspaltens erhalten bleibt und die Rander eine
realistische Glattheit aufweisen.

Abb. 3. Linksist die 3D-Rekonstruktion des nicht registrierten Datensatzes dargestellt, auf der
rechten Seite jene nach der PAT partial optimalen Anpassung.

Abb. 4. Der Interhemisphérenspalt wurde als ROl von den Schnitthildern 229 bis 238
vergrofert. Das partial-optimale PAT Verfahren ergibt das morphologisch glinstigste Resultat.
Die unteren 3D-Rekonstruktionen wurden gegl dttet.
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4 Diskussion

Alle drei Registrierungstechniken erzielten bei den mit relativ starken Artefakten
versehenen Schnittbildern des Rattenhirns befriedigende Ergebnisse. Insbesondere
konnte hier das gesamte Gehirn unter Berticksichtigung der Gewebegrofie registriert
werden. FUr eine weitere nicht-lineare Registrierung, auf die bei dem Rattenhirn
aufgrund der erwahnten Artefakte verzichtet wurde, ergibt insbesondere die Variante
(c) eine gute Ausgangssituation fir die nachfolgende nicht-lineare Registrierung. Dies
zeigen auch erste Ergebnisse einer auf Gewebeelagtizitdt beruhenden, nicht-linearen
3D-Registrierung von hochaufgeldsten Schnitten eines Teils des menschlichen
Gehirns.

Bevor jedoch eine Bildregistrierung durchgefihrt wird, missen die Bilddaten
restauriert werden, um Fehler bei der Anpassung zu vermeiden und das
Anpassungsergebnis zu verbessern. Noch erfordert dieser Schritt einen Experten, der
sowohl Uber ausreichende morphologische Vorstellungskraft als auch Gber Wissen
von den spezifischen Effekten von Bildverarbeitungsprozeduren verflgt. Inwieweit
eine derartige Vorverarbeitung gerade in Hinblick auf Rissbildung und
Fragmentierung automatisierbar ist, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.
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