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Kurzzusammenfassung

Inhalt der vorliegenden Arbeit ist die Vorstellung einer bildanalytischen Methodik zur
raumlich bezogenen Quantifizierung morphologischer und topologischer Reifungspara-
meter von in vitro gewachsenem Fettgewebe. Diese Reifungsparameter sollen spater Riick-
schlisse auf die am Gewebewachstum beteiligten Wachstumsparameter im Hinblick auf
deren Optimierung erlauben und somit als Grundlage einer qualitativen Analyse des Ge-
webes flur die plastisch rekonstruktive Chirurgie dienen. Die Berechnung der einzelnen
Reifungsparameter erfolgt im Rahmen einer Bildverarbeitungskette. Diese umfasst die
Glattung und Ausheilung der aus dem Gewebe gewonnenen Volumendatensétze mittels
eines gekoppelten anisotropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems, die Ermittlung
des Bedeckungsgrades der kapillaren Strukturen mit Muskelzellen, die Berechnung der
Kompaktheit, eine Skelettierung der Volumendatensatze und die Vektorisierung des ent-
standenen Skelettes. Anhand von Beispielen wird die Wirkungsweise sowohl der einzel-
nen Bildverarbeitungsschritte als auch der gesamten Bildverarbeitungskette dargestellt.
Die Oberflache der BlutgefalRe des Gewebes und deren Skelett werden zum besseren Ver-
standnis der extrahierten Reifungsparameter visualisiert. Eine statistische Auswertung der
gewonnenen Reifungsparameter soll Informationen zur Verbesserung der Oxygenierungs-
und Erndhrungssituation des in vitro gewachsenen Gewebes liefern. AbschlielRend wer-
den Ergebnisse der Analyse von Volumendatenséatzen und des Vergleichs zur bisherigen
Messmethode vorgestellt und diskutiert.
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Kapitel 1.

Einleitung

Im Bereich der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie erhalt das Tissue Engineering von
Weichgeweben (Fettgewebe) eine immer gro3ere Bedeutung. Hierbei steht das Problem
der Ernahrung und Oxygenation gro3erer Gewebsformationen im Mittelpunkt des Inter-
esses, da die Versorgung der Zellen im Gewebe mittels Diffusion sowohl in vivo als auch
in vitro 150 um Gewebedicke nicht Uberschreiten kann [FKLM 2000]. Die Etablierung
eines Gefal3netzes, das die Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen Gber-
nehmen kann, ist ein moglicher Losungsansatz fur dieses Problem.

Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bildet ein Gewebevolumen, in welchem die Ausbildung
eines kapillaren Netzwerkes untersucht werden soll. Ziel ist es, eine automatisierte bild-
analytische Methodik zur morphologisch und topologisch orientierten Analyse von Rei-
fungsparametern bezlglich Ausbildung und Stabilisierung des kapillaren Netzwerkes zu
erarbeiten. Zur Zeit fehlt eine solche quantitative Bewertung eines Gefalisystems im Hin-
blick auf die Optimierung der das Wachstum beeinflussenden Parameter. Wachstumspa-
rameter sind zum Beispiel Temperatur, Versorgung mit Nahrstoffen, Oxygenisierung und
mechanische Einwirkungen auf das Gewebe.

Bisherige Arbeiten haben die automatisiert ablaufende Extraktion einiger weniger Rei-
fungsparameter bzw. die interaktive Auswertung der einzelnen Schichten eines Gewebe-
volumens im Hinblick auf die Gefal3lange zum Inhalt. Als Beispiel fur eine solche, der
Fachwelt bereits vorgestellte, automatisierte Analyse kapillarer Strukturen soll im Fol-
genden der Artikel ,A Technique for Quantitative Three-Dimensional Analysis of Micro-
vascular Structure” aus dem Jahr 2002 dienen [BKIMRP 2002].

Die Arbeit dieser Forschergruppe basierte auf histologischen Schnitten von in die Musku-
latur lebender Ratten eingesetzten Fibrinimplantaten. Dabei untersuchte man das Wachs-
tum von BlutgefalBen vom Muskel aus in diese Implantate hinein. Nach sieben Tagen
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Kapitel 1. Einleitung

Wachstum wurden @&um dicke Schnitte aus gefrorenen Gewebeproben angefertigt, mit
dem endothelzellspezifischen Marker CD31 markiert und unter Verwendung einer CCD-
Kamera (digitale Aufzeichnung mittels in einem zweidimensionalen Feld angeordeneter
optischer Sensoren, im Ganzen auch Array-Sensor genannt) bei einer Aufldsung von 0.6
um? Objektflache pro Pixel fotografiert. Das betrachtete Gewebevolumen setzte sich aus
insgesamt 50 Schichten zusammen und maliif64576 umx300um. Danach erfolgte

die Registrierung und die damit einhergehende Restauration der einzelnen Schichtbilder
und die Erzeugung der Volumendatensatze. Aus diesen wurden Reifungsparameter wie
Gewundenheit, Durchmesser und Lange der Kapillaren, sowie die Verhaltnisse von mit
Endothelzellen belegtem Volumen bzw. leerem Volumen zum Gesamtvolumen berechnet.
Ein Volumenrendering bildete den Abschluss der Analyse der Datensatze, die das Aus-
gangsmaterial fur weitere Untersuchungen, im Paper wird eine fraktale Analyse erwéhnt,
darstellen kbénnen. Dies war jedoch nicht mehr Gegenstand der Publikation dieser For-
schergruppe.

Die vorliegende Arbeit verfolgt eine etwas andere Herangehensweise an die Analyse ei-
nes kapillaren Netzwerkes in einem Gewebevolumen. Zunachst wurden aus dem in vitro
gewachsenen Gewebe, nach einer Behandlung mit zelltypspezifischen Fluoreszenzfarb-
stoffen (auch als Fluorophore bezeichnet), in einem Konfokalen Laser Scanning Mikro-
skop (Confocal Laserscanning Microscope, im Folgenden kurz CLSM genannt) Schicht-
bilder erzeugt. Diese zerstdrungsfreie optische Erfassung von Schichtbildern macht die
Herstellung histologischer Schnittpraparate, welche anschlieRend mit einer CCD-Kamera
fotografiert werden, und die nachfolgende Registrierung der einzelnen Schichtbilder Giber-
flussig. Bei der Anfertigung von histologischen Schnittpraparaten kénnen Gewebeteile
verschoben, veréndert oder gar zerstort werden, wie es zum Beispiel durch ein stumpfes
Schneidwerkzeug mdglich ist. Bei der Registrierung der einzelnen Schnittbilder missen
die so entstandenen nichtlinearen Verdnderungen des Gewebes riickgangig gemacht wer-
den. Die Restauration von Schichtbildern mit beschadigten oder zerstérten Gewebeteilen
durch Interpolation bringt dariiber hinaus Gewebszellen in die Schichtbilder, die sich vor
dem Schneiden wahrscheinlich, jedoch nicht mit absoluter Sicherheit, an den jeweiligen
Stellen im Gewebe befanden.

Desweiteren wurde nicht nur ein Volumendatensatz fur die Endothelzellen (Zellen, aus
denen das Gefal3netzwerk besteht), sondern auch einer fir die Muskelzellen (Zellen, die
die Kapillaren umschliel3en) erzeugt. Diese beiden Datensatze mit unterschiedlichen Zell-
typen ein und desselben Gewebevolumens erlauben die Analyse der Stabilisierung des
kapillaren Netzwerkes. Nachdem beide Datensétze generiert wurden, erfolgten die De-
konvolution der Schichtbilder [Ric 1972]/[Luc 1974] sowie die Glattung und Aushei-
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lung der Datensatze mithilfe eines gekoppelten anisotropen nichtlinearen Reaktionsdif-
fusionssystems [KF 2002]. Danach wurde der Bedeckungsgrad des Gefal3netzwerkes mit
Muskelzellen als erster Reifungsparameter ermittelt [KF 2002]. Die Analyse der Ausbil-
dung des kapillaren Netzwerkes fand anschliel3end im Volumendatensatz der Endothel-
zellen statt und bestand in der Berechnung mehrerer aussagekraftiger Reifungsparameter
in zwei Schritten. Als erstes erfolgte die Berechnung der Kompaktheit der einzelnen Be-
standteile des Gefal3netzes mithilfe des Marching Tetrahedron Algorithmus [GH 1994].
Eine Skelettierung des Datensatzes mittels des eigens dafir entwickelten, isotrop als auch
anisotrop arbeitenden SkelettierungsalgorithiffmysoSkel sowie die Vektorisierung des
entstandenen Skelettes, bildeten die Voraussetzung fir die Extraktion weiterer Reifungs-
parameter. Dies waren die Lange der einzelnen Kapillaren und die Gesamtgefalllange im
betrachteten Gewebevolumen, die Art und Anzahl der Kreuzungen im Hinblick auf den
Vernetzungsgrad der Kapillaren und die Anzahl der Endpunkte der Kapillaren.

Die hier vorgestellte bildanalytische Methodik sowie eine Reihe weiterer Algorithmen
wurden in C++ implementiert und konnen als MathLink-Programm in Mathematica ein-
gebunden werden. Der Grund fur die Implementation als MathLink-Programme lag ei-
nerseits in der einfachen und komfortablen Befehlssprache Mathematicas mit welcher
die C++ Programme angesprochen werden kénnen. Desweiteren sind flr unsere Zwecke
in C++ geschriebene Programme im Hinblick auf die benétigte Rechenzeit wesentlich
schneller als ihre in Mathematica implementierten Gegenstiicke.

Da sich die Arbeiten zum in vitro Wachstum von implantierbaren Gewebeformationen
noch im Anfangsstadium befinden, beinhaltet das im Rahmen dieser Arbeit untersuch-
te Gewebe noch kein vollstandig ausgebildetes Gefal3netzwerk - es handelt sich hierbei
vielmehr um ein Geflecht von Endothelzellen ohne inneres Lumen. Dennoch sei dieses
Endothelzellengeflecht, gerade auch im Hinblick auf die weiteren Forschungen zum Ge-
webewachstum, als ,Kapillaren“ bezeichnet. Die hier vorgestellte bildanalytische Metho-
dik lasst sich aber sowohl auf die derzeit verfligbaren Daten, als auch auf ein vollstandig
ausgebildetes Gefal3netzwerk anwenden.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt: Im Anschluss an die Einleitung wird
zunéchst das Gewebewachstum thematisiert. Danach erfolgt die Vorstellung einer Bild-
verarbeitungskette, die der Extraktion der oben genannten Reifungsparameter zugrunde
liegt. Im Sinne eines ,Roten Fadens” wird anhand des Datensatzes Perfusionsserie 09
die Wirkungsweise jedes einzelnen Bildverarbeitungskettengliedes verdeutlicht. Die Vi-
sualisierung der Volumendatensatze und der aus ihnen extrahierten grafischen Daten soll
zum besseren Verstandnis beitragen. An die Bewertung der einzelnen Reifungsparameter
schlief3t sich der Ergebnisteil an. Die Arbeit wird inhaltlich mit einer zusammenfassen-
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den Schlussfolgerung abgeschlossen. Im Anhang befinden sich die Ubersicht tiber die
Bedienung der Implementationen und eine detaillierte Auswertung aller betrachteten Ge-
webevolumen.
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Gewebewachstum

Die zu analysierenden Gewebsaquivalente bestehen aus humanen Fettgewebsstromazel-
len, humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen (HUVE), Muskelzellen und einem
Tragermaterial aus Gelatineschwammchen [Zlic 2004].

Die humanen Fettgewebsstromazellen werden aus humanem Fettgewebe gewonnen. Es
handelt sich hierbei um tiberschissige Fettgewebestiicke, die bei Routineoperationen ent-
nommen wurden und deren GréRe bei durchschnittlich 05l@gt. Man zerschneidet

die Gewebestiicke unter sterilen Bedingungen, beendet die Enzymaktivitat durch Zuga-
be eines serumhaltigen Zellkulturmediums, filtriert diese Zellsuspension durch ein 100
um groRRes Nylonnetz und zentrifugiert den Uberstand. Das entstandene Pellet wird an-
schlieBend in das serumhaltige Zellkulturmedium resuspendiert und in fibrinbeschichtete
Kulturflaschen ausgesat.

Die Muskelzellen differenzieren sich wéahrend des gesamten folgenden Wachstumsvor-
gangs aus den Fettgewebsstromazellen heraus. Letztere haben Stammzellcharakter und
konnen sich unter mechanischem Einflul3 zu Muskelzellen entwickeln.

Die Endothelzellen gewinnt man aus Nabelschniren. Diese werden nach der Entbindung
abgeklemmt und die Nabelvene unter sterilen Bedingungen kandiliert. Durch Zugabe von
serumhaltigem Zellkulturmedium beendet man die Enzymaktivitdt und die gewonnene
Zellsuspension wird zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird anschlieend in das se-
rumhaltige Zellkulturmedium resuspendiert und in gelatinebeschichtete Kulturflaschen
ausgesat.

Zur Herstellung der GefaRaquivalente schneidet man die Gelatineschwammchen zylin-
derférmig zu und hoéhlt ihren inneren Teil aus. Die so entstandenen Gelatinerdhrchen ha-
ben eine Lange von 50 mm, einen Aul3endurchmesser von 5-8 mm und einen luminalen
Innendurchmesser von 1-2 mm. Sie werden sterilisiert und in einem Rotationskulturcon-
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Kapitel 2. Gewebewachstum

tainer platziert, der mit einem Kulturmedium blasenfrei aufgefillt und auf einer Drehvor-
richtung installiert ist. Die Besiedlung der Gelatineréhrchen mit Fettgewebsstromazellen
erfolgt nach einer 24-stiindigen Anpassungszeit und wird in der anschlieRenden Kulti-
vierungsperiode von drei bis vier Wochen zwei- bis dreimal im wdchentlichen Intervall
wiederholt.

Rotationsgefil Kontroll-
gruppe
i <,
. 16 Tage e
. - ~ ——y |
Rot: 1“0”“&” i Anfangs- N Rotation <@
- gruppe \__/ ungerichteter Fluss
3-4 Wochen | Tag
& —_— 9,\ \ ¢ —_— 'r,
*k / Rmauon Rotation QI S TS
N/ gruppe
Mit Stromazellen Inneres Lining mit s 16 lek f,

besiedelter Endothelzellen !‘—/{ Perfusion,

Gelatineschwamm gerichteter Fluss

Perfusionskammer

Abbildung 2.1.:Ablaufplan des Gewebewachstums

Die Endothelzellen werden einen Tag vor Beginn der Versuche voneinander abgeldst, zen-
trifugiert und in dialysiertes und gereinigtes Fibrin eingebettet. Mit dieser Fibrinsuspensi-
on, die spontan polymerisiert, sobald sie in das Gelatinerhrchen getraufelt wird, besiedelt
man die nunmehr dicht mit Fettgewebsstromazellen bewachsenen Gelatineréhrchen im
Sinne eines inneren Linings. Ein im inneren Lumen angebrachter Silikon-Mandrin von
1 mm Durchmesser, der nach sechs Stunden wieder entfernt wird, unterstitzt den Vor-
gang der Besiedlung. Das in dieser Weise geschaffene Gewebeaquivalent platziert man
wieder im langsam rotierenden Rotationskulturcontainer. Die langsame Rotation tragt zur
besseren Durchmischung von Kulturmedium und Zellaggregat und somit zur verbesser-
ten Ernahrung des Gewebedaquivalentes bei - gleichzeitig reduziert sie Scherkrafte auf ein
Minimum und unterbindet turbulente Stromung.

Nach einem Tag Wachstum im Rotationskulturcontainer wird eine 1 mm dicke Gewebe-
probe fir die Praparate der Anfangsgruppe entnommen. Einen Teil des Ubrigen Gefal3-
aquivalentes tberfuihrt man in die Perfusionskultur (Perfusionsgruppe, gerichtete Dyna-
mik), der Rest verbleibt im Rotationskulturcontainer (Kontrollgruppe, ungerichtete Dy-
namik).

Die Perfusionskultur wird in einer doppelten Perfusionskammer fixiert und tber ein ge-
schlossenes System mit perestaltischer Pumpe mit einem Kulturmedium perfundiert. Im
weiteren Verlauf des Wachstums erh6ht man kontinuierlich den Puls der Pumpe und die
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Perfusionsrate.

Nach 16 Tagen entnimmt man den Gefaltaquivalenten der Perfusions- und Kontrollgruppe
Proben. Wie auch schon bei der entnommen Probe der Anfangsgruppe erfolgt die Unter-
suchung des entstandenen kapillaren Netzwerkes an drei Stellen des Gefal3aquivalent-
guerschnittes: an der Oberflache des Gefal3aquivalentes zum inneren Lumen, im Inneren
der Wandung des GefaRaquivalentes und an der Oberflache des GefalRaquivalentes nach
auf3en hin. Die Praparate der Anfangs-, Kontroll- und Perfusionsgruppe bilden die Grund-
lage fur die nun folgende Merkmalsextraktion.
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Merkmalsextraktion

Gegenstand dieses Kapitels ist die Extraktion von Merkmalen aus den Volumendatensat-
zen im Rahmen einer automatisierten Bildverarbeitungskette, die bei der Bilderzeugung
beginnt und sich bis hin zur Analyse vektorisierter Volumendatensatze erstreckt. Die ex-
trahierten Merkmale entsprechen hierbei den Reifungsparametern, anhand derer das Ge-
webevolumen raumlich quantifiziert werden kann. Der Prozess der Merkmalsextraktion
entspricht der Extraktion relevanter Informationen, die die wesentlichen Merkmale eines
Volumendatensatzes wiedergeben.

So scheinbar einfach Extraktion von Informationen und Verarbeitung derselben beim
Menschen ablaufen, so schwierig kann deren technische Realisierung sein. Ein tech-
nisches System hat, im Gegensatz zum Menschen, geringe Erkennungsleistung und -
geschwindigkeit, vermag jedoch grof3e Leistungen im Hinblick auf eine prazise objektive
Messung von Eigenschaften quantitativer Natur zu vollbringen - hier kann das menschli-
che visuelle Erkennungssystem lediglich ungenaue Informationen liefern. Bevor nun im
Einzelnen auf die zu extrahierenden Reifungsparameter und die fir sie zustandigen Glie-
der der Bildverarbeitungskette eingegangen wird, sei diese kurz erlautert.

An erster Stelle der Kette steht die Bilderzeugung mittels eines CLSM. Die optisch er-
fassten Schichtbilder werden fur die Farbung ein und desselben Gewebevolumens mit ei-
nem muskelzellspezifischen, sowie einem endothelzellspezifischen Fluoreszenzfarbstoff
erzeugt, entfaltet und danach jeweils in einen Volumendatensatz fir Muskel- und Endo-
thelzellen umgewandelt. Beide Volumendatensatze werden mittels eines gekoppelten ani-
sotropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems [KF 2002] geglattet und damit einher-
gehend die in ihnen enthaltenen Strukturen ausgeheilt. Danach erfolgt die Ermittlung des
maximalen Bedeckungsgrades und des mit ihm verbundenen optimalen Schwellwertes fir
die Binarisierung des Endotheldatensatzes [KF 2002]. Alternativ kann, um einen besser
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zu skelettierenden Binardatensatz zu erhalten, dieser optimale Schwellwert zuvor in einen
adaptiven Schwellwert umgewandelt werden. Nachdem die Binarisierung durchgefuhrt
wurde, erfolgt die Berechnung der Kompaktheit und nachfolgend eine Skelettierung der
kapillaren Strukturen. Die Vektorisierung des entstandenen Skelettes ermdglicht schliel3-
lich eine Untersuchung der Morphologie und Topologie der kapillaren Strukturen.

Die hier vorgestellte Bildverarbeitungskette entspricht einer sogenannten Bottom-Up Bild-
analyse. Grundlage bildet die Bilderzeugung, welche eine Abbildung des Gewebes er-
zeugt. Darauf aufbauend findet die Vorverarbeitung statt, die das Bildmaterial angemes-
sen aufbereitet. Die Erkennung von Merkmalen aus den verbesserten Bildern stellt den
Abschluss der Analyse dar.

3.1. Bilderzeugung

In vielen anderen thematisch verwandten Arbeiten (zum Beispiel [BKIMRP 2002]) ist die
Anfertigung von Gewebeschnitten aus entweder tiefgefrorenen oder in Paraffin gegosse-
nen Gewebeproben Ublich. Das Schneiden dieser Gewebeproben fiihrt allerdings zu einer
Beschadigung und Verschiebung der im Gewebe liegenden Zellverbande und somit zu
fehlerhaften Schichtbildern, welche registriert und mittels Interpolation restauriert wer-
den mussen. Um diese zusatzlichen Vorverarbeitungsschritte zu umgehen und qualitativ
hoherwertige Schichtbilder zu erhalten, bedient man sich der Mdglichkeit eines CLSM,
Schichtbilder sehr diinner Gewebeschichten aus vergleichsweise dicken Gewebeproben
anzufertigen und dabei die Zellstukturen innerhalb des Gewebes nicht zu beschadigen.
Hierbei nutzt man die Fluoreszenzeigenschaften von Antikdrpern bestimmter Zelltypen,
so genannten spezifischen Markern, um genauere Bildinformationen Uber die Position
dieser Zelltypen in der optischen Schnittebene zu erhalten [WGGH 2000].

3.1.1. Aufbau und Funktionsweise eines CLSM

Der Vorgang der Bilderzeugung entspricht einer Transformation Objekt-zu-Bild. Wah-
rend diese in einem konventionellen Lichtmikroskop parallel erfolgt, lauft sie in einem
CLSM seriell ab. Die Messung der physikalischen Wechselwirkung (in diesem Fall die
Fluoreszenz) erfolgt punktweise an der aktuell bestrahlten Objektstelle. Der Laserstrahl
wird Uber den abzubildeten Objektbereich bewegt und rastert die Probe ab. Ein auf diese
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Abbildung 3.1.:Strahlengang in einem CLSM

Weise erzeugtes Bild ist somit das Ergebnis vieler lokaler Detektionen, der vom Praparat
emittierten Fluoreszenzstrahlung. Aus diesem Grunde werden CLSMs auch Punktscan-
ner genannt. Der wesentliche Unterschied zwischen einem konventionellen Mikroskop
und einem CLSM besteht im Vorhandensein einer konfokalen Blende bei letzterem. Die-
se Blende ist in einer zur Zwischenbildebene, und somit auch zur Objektebene des Mi-
kroskops, konjugierten Ebene angeordnet. Den Detektor erreicht nur Licht, welches die
variable konfokale Blende passiert.

Der das Praparat abrasternde Laserstrahl ist beugungsbegrenzt fokussiert und entspricht
einer punktformigen Beleuchtung des Objektes. Weiterhin werden Beleuchtungs- und Be-
obachtungspunkt ineinander abgebildet - eine Folge der Anordnung der Bauteile in kon-
jugierten Ebenen. Solch ein Strahlengang wird auch als konfokal bezeichnet, er ist in
Abbildung 3.1 dargestellt.

Die Menge des Lichtes, das den Detektor von Objektpunkten auf3erhalb der Fokusebene
erreicht, wird vom Durchmesser der konfokalen Blende bestimmt. Ausgeblendete Ob-
jektbereiche sind im aufgenommenen Schichtbild unsichtbar. Die konfokale Blende ist
dariiber hinaus auch Streulicht unterdriickend - ein Merkmal, das zur Kontraststeigerung
der erzeugten Bilder beitragt.
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Im Folgenden sei kurz der Ablauf beim Erzeugen eines optisch erfassten Schichtbildes ge-
schildert: Ein Laserstrahl wird mittels eines Mikroskopobjektives auf das Praparat fokus-
siert. Er regt die dort vorhandenen Fluorophore zum Emittieren von Fluoreszenzstrahlung
an. Diese wird beim Passieren des Mikroskopobjektives gesammelt, durchlauft Farbteiler,
konfokale Blende und Emissionsfilter und erreicht schlie3lich den Detektor, einen Photo-
multiplier. Die konfokale Blende lasst Licht von au3erhalb der Fokusebene defokussiert
auftreffen und der Emissionsfilter ist nur flr einen speziellen Wellenlangenbereich, nam-
lich den der Fluoreszenzstrahlung, durchlassig. Fur verschiedene Fluorophore werden al-
so verschiedene Filter bendtigt.

Eine geringfligige Verlagerung der Fokusebene ermoglicht die Erzeugung eines Schicht-
bildes aus darunter- oder dartber liegenden Schichten des Praparates. Mehrere raumlich
aufeinander abfolgende Bilder reprasentieren die einzelnen Schichten eines Praparates
und kénnen zu einem Volumendatensatz zusammengesetzt werden.

3.1.2. Einflussfaktoren

Beim Erzeugen optisch erfasster Schichtbilder mittels eines CLSM wirken viele Faktoren
auf die Abbildungsqualitat ein; nicht nur die Restfehler der Optik des Mikroskopobjekti-
ves beeinflussen das Resultat.

Basierend auf den optischen Eigenschaften eines CLSM wird eine punktférmige Licht-
guelle nicht als Punkt, sondern vielmehr als ein unscharfes, dreidimensionales Gebilde
mit einem zentralen, ellipsenférmigen Maximum abgebildet. Diese Helligkeitsverteilung
wird auch als Point Spread Function (PSF) bezeichnet und spiegelt das reale Abbild einer
theoretisch punktférmigen Lichtquelle wieder [WGGH 2000]. Die PSF eines CLSM ist
abhangig von diversen mikroskopischen Parametern (Typ, Fabrikat, Justierung, Objek-
tiv, numerische Apertur, Brechungsindex des Immersionsmediums usw.). Ist sie bekannt,
kann man einigermalRen genau von einem durch das CLSM erzeugte Schichtbild auf die
tatsachliche Verteilung der Fluorophore im Gewebe ruickschliel3en.

Eine Verringerung des Blendendurchmessers hat einen Intensitatsverlust am Detektor zur
Folge, schliel3lich erreichen diesen immer weniger Photonen. Desweiteren tragen auch
die nicht immer gleichméafRige Ausleuchtung des Objektes, sowie Abschattungseffekte
aufgrund von Uber der Objektebene liegenden Zellstrukturen zu Abbildungsfehlern bei.
Solche Abschattungseffekte, die tiefer im Volumen liegende Strukturen verfalschen, kdn-
nen zu Fehlinterpretationen von Volumendaten fuhren.

Fluoreszierende Molekule bleichen aufgrund von haufigen Anregungen und nach Kon-
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takt mit dem Luftsauerstoff langsam aus und emittieren immer weniger Fluoreszenzstrah-
lung. Darliber hinaus wird die Fluoreszenzstrahlung mit zunehmender Tiefe der optisch
erfassten Schichtbilder in der Gewebeprobe immer schwécher, da die Fluorophore nicht
beliebig weit in das Gewebe hinein diffundieren konnen und tiefer im Gewebe emittierte
Photonen von den dartberliegenden Zellschichten absorbiert werden.

Als Rauschquellen sind in einem CLSM-System das Detektorrauschen (Dunkelrauschen,
Sekundaremissionsrauschen), das Laserrauschen und das Schrotrauschen des Lichtes von
Bedeutung [WGGH 2000]. Diese Rauschquellen sind in der Regel statistischer Natur.
Dunkelrauschen resultiert aus der Generierung von thermischen Dunkelelektronen. Es ist
unabhéngig von der Detektorbeleuchtung und kann durch Kihlung des Detektors ver-
ringert werden. Die Ursache fur das Sekundaremissionsrauschen (multiplikatives Rau-
schen) liegt in der zufélligen Schwankung der Vervielfachung der Photoelektronen an den
Dynoden des Photomultipliers. Das Laserrauschen entsteht durch zufallige Schwankun-
gen der Besetzung angeregter Zustande im Lasermedium. Es ist proportional zur Signal-
hohe und somit bei einer entsprechend grof3en Anzahl detektierter Photonen von Rele-
vanz. Schrotrauschen (Poissonrauschen) liegt in der Quantennatur des Lichtes begriindet,
folglich treffen die Photonen in zuféllig verteilten Zeitabstanden am Detektor ein.

3.1.3. Erzeugung der optisch erfassten Schichtbilder

Wie bereits erwahnt, macht man sich bei der Generierung der zweidimensionalen Objekt-
information die Fluoreszenz von Antikérpern bestimmter Zelltypen, den Fluorophoren,
zunutze. Die fluoreszenzoptische Doppelfarbung erfolgt an mittels Skalpell gewonnenen,
einen Millimeter dicken Préparatscheiben. Nachdem diese chemisch behandelt wurden,
inkubiert man sie mit einem Antikorper gegenSM-Aktin, einem Marker fur Muskel-
zellen. Die Praparatscheiben werden ein weiteres Mal mit einem sekundaren Marker, der
aus FITC-konjugierten Antikorpern besteht, inkubiert. Dieser koppelt sich an die Anti-
korper gegerx-SM-Aktin. Schliel3lich erfolgt eine dritte und letzte Inkubation der Pra-
parate mit TRITC-gekoppeltem UEA-I-Lektin, einem Marker fir Endothelzellen. Ist die
Doppelfarbung abgeschlossen, werden die Praparatscheiben als Feuchtpraparat auf einem
Objekttrager aufgebracht. Die Praparate sind nun fur die Bilderzeugung vorbereitet [ZliC
2004].

Im CLSM wird die Gewebeprobe mit einem fokussierten Laserstrahl zeilenweise abgeras-
tert und die emittierte Fluoreszenzstrahlung punktweise am jeweiligen Probenort gemes-
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sen. Fur jeden der beiden Fluoreszenzfarbstoffe benutzt man einen speziellen Emissions-
filter. Nach der Umwandlung der Fluoreszenzstrahlung in ein elektrisches Signal erfolgt
dessen Digitalisierung. Die von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierten Wellenlangen be-
tragen 568 nm (Grinanregung fir das TRITC-Fluorochrom) und 488 nm (Blauanregung
fur das FITC-Fluorochrom).

3.1.4. Resultate

Fur jede optische Schnittebene werden acht Bilder aufgenommen und gemittelt, um ei-
ne Reduzierung des Rauschens zu erreichen. Mehrere solche Bilder aus unterschiedli-
chen Schnittebenen stellen die Schichten eines Volumendatensatzes dar. Der Inhalt der
Schichtbilder besteht jedoch nicht aus der Abbildung einzelner Gewebezellen. Bildinhalt
sind Konzentrationen von spezifischen Markern, die sich an die jeweiligen Zelltypen an-
koppelten - ein hoher Intensitatswert eines Pixels ist also nicht mit einer besonders grof3en
Zelle gleichzusetzen, sondern weist auf eine hohe Konzentration der spezifischen Marker
an dieser Stelle des Gewebes hin.

Abbildung 3.2.:Schichtbilder von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b)

Die erzeugten Schichtbilder (Grauwertbilder, 8 Bit) haben Ublicherweise eine Auflésung
von 512<512 Pixel und bilden eine Flache von 8Qtnx800 um ab. Jedes Pixel ent-
spricht somit einer Flache von 1.56mx1.56 um (ca. 2.43um?). Der Abstand der
einzelnen optisch erfassten Schichtbilder des Gewebes liegt beiut54Aufgenom-

men wurden die Bilder mit einem Leica TCS 4D konfokalen Laser Scanning Mikroskop
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(Argon-Krypton-Laser) unter Verwendung des 10er Luftobjektives. In Abbildung 3.2 sind
jeweils die Schichtbilder 36 von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) der Perfusionsse-
rie 09 dargestellt.

3.2. Vorverarbeitung der Datenséatze

Nachdem die einzelnen Schichtbilder fur die jeweiligen Zelltypen eines Gewebevolumens
im CLSM erzeugt worden sind, missen sie zunachst entfaltet, zu Volumendatensatzen
zusammengefihrt und diese dann fir die weitere Bildanalyse aufbereitet werden. Wie
bereits in den Ausfihrungen zur Bilderzeugung erlautert, ist die Qualitat der Schichtbil-
der durch bestimmte Rauschquellen beeintrachtigt. Der folgende Abschnitt behandelt die
Entfaltung (auch Dekonvolution genannt) des Bildmaterials [Ric 1972]/[Luc 1974] und
eine Methode zur Entfernung des Rauschens in den Volumendatensatzen, welche die in
den Datensétzen enthaltenen Strukturen glattet und nach Moéglichkeit verstarkt. Zusatz-
lich wird der Inhalt des Muskeldatensatzes insofern korrigiert, dass die in ihm enthaltenen,
durch seine Voxelwerte reprasentierten Strukturen hinterher von denen des Endothelda-
tensatzes raumlich disjunkt sind [KF 2002].

3.2.1. Dekonvolution des Bildmaterials

Das grofite Problem bei der Fluoreszenzmikroskopie besteht im Auftreten von Uberstrah-
lungen, Verzerrungen und Unscharfe in den erzeugten Schichtbildern bedingt durch Beu-
gungserscheinungen und Streulicht aus Bereichen aul3erhalb der aktuellen Fokusebene.
Mittels eines CLSM aufgenommene Bilder zeichnen sich oft durch eine Verminderung
des Kontrastes bzw. eine Verschleierung der Praparatefeinstruktur aus - schlimmstenfalls
entsteht unbrauchbares Bildmaterial.

Die Dekonvolution stellt ein mathematisches Verfahren dar, mit welchem die oben ge-
nannten Effekte korrigiert werden konnen. Ein entfaltetes Bild besitzt, im Gegensatz zu
seinem Originalbild, einen héheren Grad an Schérfe, ist besser aufgeldst und detailrei-
cher.

Die optisch erfassten Schichtbilder eines Datensatzes enthalten Streulichtanteile und Beu-
gungserscheinungen, was mathematisch gesehen als Faltung (Konvolution) des Quellsi-
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gnals, also der tatsachlichen Verteilung der Fluorophore im Gewebe, mit einem Storsi-
gnal, der PSF des CLSM, betrachtet werden kann.

B(F) = O(F) ® PSK{) (3.1)

Hierbei entsprichB(r) der Intensitatsverteilung im erzeugten Schichtb@ddr) der Ob-
jektintensitatsverteilung in der Bildebene wie sie ohne Storeffekte abgebildet worden wéa-
re, PSHT) der PSF des CLSM unitdder Ortskoordinate im Schichtbild.

Eine Faltung ist im Prinzip eine eineindeutige und somit umkehrbare Abbildung. Ist die
PSF bekannt, kénnte aus den erzeugten Schichtbildern die unendlich aufgel6ste Bildinfor-
mationO(T) extrahiert werden. In der Praxis sind jedoch die Messgr&RerundPSHT)
fehlerbehaftet und deren rdumliche Abtastdichte kann nicht unendlich erhdéht werden.

Abbildung 3.3.:Endothel- (a) und Muskelstrukturen (c) sowie ihre entfalteten Gegen-
sticke (b) und (d)

Mittels der Dekonvolution des Bildmaterials versucht man nun, die tatsdchliche Vertei-

lung der Fluorophore im Gewebe aus den erzeugten Schichtbildern heraus zu rekonstru-
ieren.
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Fur den Bereich der konfokalen Mikroskopie wurden verschiedene Dekonvolutionsalgo-
rithmen wie zum Beispiel von Carrington [KVVV 1997], Tikhonov-Miller [KVVV 1997]

und Richardson-Lucy [Ric 1972]/[Luc 1974] vorgestellt. In der vorliegenden Arbeit fin-
det der Richardson-Lucy Algorithmus Verwendung.

Der Richardson-Lucy Algorithmus ermittelt die Beschaffenheit des Originalbildes durch
eine Schatzung. Dieses geschatzte Bild wird mit der PSF verzerrt und das Resultat mit
dem optisch erfassten Schichtbild verglichen. Aus diesem Vergleich wird mit Hilfe von
Maximum-Likelihood-Methoden eine neuerliche Schéatzung des Originalbildes errech-
net. Dies geschieht so lange, bis das Ergebnis der PSF-Verzerrung und das optisch er-
fasste Schichtbild einander hinreichend &hneln, die Dekonvolution also konvergiert. Von
Bild zu Bild kann die Anzahl der Iterationen stark variieren - in einigen Fallen ist es je-
doch auch mdglich, dass die Dekonvolution nicht konvergiert. In Abbildung 3.3 ist in der
Ausschnittsvergro3erung eines Schichtbildes die Wirkungsweise der Dekonvolution von
Endothel- und Muskelstrukturen dargestellt.

3.2.2. Zusammenfuhren der Schichtbilder

Nach der Dekonvolution werden die optisch erfassten Schichtbilder beider Zelltypen eines
Gewebevolumens zu Volumendatensatzen, Endothel- und Muskeldatensatz, zusammen-
gefuhrt. Die entstandenen Volumendatensatze haben eine Auflésung vebB2240

Voxeln (entspricht 80@tmx 800 umx60 um Gewebevolumen) und sind reellwertig. Ein
Voxel reprasentiert das Volumen von 1.561x1.56 umx1.54 um Gewebe (ca. 3.75

um?3).

3.2.3. Glattung und Ausheilung der Volumendatensatze

Die Glattung und Ausheilung der Volumendatensatze erfolgt mittels eines, von Dr. J.-P.
Kuska und Dr. Dr. B. Frerich im Jahre 2002 [KF 2002] vorgestellten, gekoppelten aniso-
tropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems. Dieses entfernt das Rauschen aus den
Volumendatensatzen, ohne die in ihnen enthaltene Information zu zerstéren. Eine reine
Glattung der Volumendatensatze ware zwar maglich, wirde jedoch das Rauschen genau-
so wie die feinen Strukturen des Endothel- und Muskeldatensatzes entfernen und somit
unbrauchbare Datensatze erzeugen. Das gekoppelte anisotrope nichtlineare Reaktionsdif-
fusionssystem hingegen glattet beide Volumendatensatze und verstarkt gleichzeitig die
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in ihnen enthaltenen, feinen Endothel- und Muskelstrukturen. Dieses Verstarken feiner
Strukturen bezeichnet man auch als Ausheilung. Weiteres Augenmerk muss auf den Um-
stand gerichtet werden, dass ein und dieselbe Voxelposition nicht gleichzeitig im Endo-
theldatensatz Bestandteil einer Endothelstruktur und im Muskeldatensatz Bestandteil ei-
ner Muskelstruktur sein kann. Die zu Strukturen im Endothel- und Muskeldatensatz geho-
renden Voxelmengen miissen also disjunkt sein, Uberlappungen dirfen nicht vorkommen.
Da sich bei der Bilderzeugung die spezifischen Marker nicht nur an genau den Stellen des
Gewebes befinden, an denen die durch sie zu markierenden Zellen liegen und dariber
hinaus noch diverse Rauschquellen ihren Beitrag zur Verschlechterung der Bildqualitat
liefern, sind die Voxelmengen der unbearbeiteten Volumendatensétze nicht disjunkt. Erst
nachdem sie geglattet, ausgeheilt und Endothel- und Muskeldatensatz in disjunkte Vo-
xelmengen unterteilt worden sind, kdnnen die relevanten Merkmale aus ihnen extrahiert
werden.

Als Losung fur die Glattung der Volumendatensatze bietet sich eine anisotrope nichtli-
neare Diffusion an. Bei einem Diffusionsprozess werden die Intensitaten der Voxel als
Konzentrationen eines Stoffes aufgefasst. Ein hoher Intensitatswert entspricht dabei ei-
ner hohen Stoffkonzentration und ein niedriger Intensitatswert einer niedrigen Stoffkon-
zentration. Das Diffusionssystem versucht nun, durch Flisse zwischen benachbarten Vo-
xeln Konzentrationsinhomogenitaten auszugleichen. Bei einem isotropen Diffusionssys-
tem findet ein Fluss parallel zum Gradienten statt. Der Gradient bezeichnet das Gefélle
bzw. den Anstieg einer Grof3e auf einer bestimmten Strecke und wird hier in Bezug auf die
Grauwertanderung zwischen benachbarten Voxeln verwendet. Die Folge sind sich immer
weiter auflésende Kanten und dementsprechend verschwinden im Verlauf der Diffusion
allmahlich die Strukturen in den Volumendatenséatzen. Es ist also erstrebenswert, dass der
Fluss senkrecht zum Gradienten verstarkt wird, damit die Diffusion nur noch entlang der
Kanten stattfindet. Das ist bei der anisotropen nichtlinearen Diffusion der Fall: Die Kanten
werden verstarkt und unterbrochene Strukturen geschlossen. Zur Drehung des Gradienten
wird ein Diffusionstensor berechnet, der die lokale Struktur approximiert und den Fluss
in Richtung des Gradienten behindert.

In Abbildung 3.4 ist anhand einer Ausschnittsvergré3erung der Unterschied zwischen iso-
troper und anisotroper nichtlinearer Diffusion dargestellt. Ausgehend vom Originalbild
(a) ist die Wirkungsweise beider Diffusionsprozesse nach jeweils 10, 20, 40 und 80 Zeit-
schritten zu sehen. In den Bildern (b)-(e) erkennt man, wie der isotrope Diffusionsprozel}
die feinen Strukturen des Bildes, insbesonders die Barthaare des Pavians, verwischt. Der
anisotrope Diffusionsprozel} glattet das Bild, erhalt jedoch die Barthaare des Pavians, wie
in den Bildern (f)-(i) zu sehen ist.
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Abbildung 3.4.:Originalbild (a) und isotrope (b)-(e) bzw. anisotrope (f)-(i) nichtlineare
Diffusion eines Bildausschnitts

Die praktische Anwendung liefert sehr gute Ergebnisse. Zum einen wird das Rauschen
effektiv entfernt und die linearen Strukturen bleiben erhalten. Desweiteren werden unter-
brochene Strukturen rekonstruiert, also ausgeheilt.

Die Trennung der zu Strukturen gehérenden Voxelmengen von Endothel- und Muskel-
datensatz in disjunkte Mengen ist durch ein einfaches Ausmaskieren nicht méglich, da
dadurch die Koharenz des Muskeldatensatzes eventuell zerstort wirde und der Diffusi-
onsprozess die Maskierung wieder verwischt. Stattdessen werden die beiden Diffusionen
des Endothel- und Muskeldatensatzes gekoppelt, wobei die zu Strukturen im Muskelda-
tensatz gehérenden Vox®l durch einen von den zu Strukturen im Endotheldatensatz
gehorenden Voxell© katalysierten Zerfall mit einer Reaktionslaufzahkerstort wer-

den.

c+MmEc (3.2)

Diese Kopplung der beiden anisotropen nichtlinearen Diffusionssysteme ermaoglicht die
Erzeugung von disjunkten Voxelmengen, ohne die Koharenz des Muskeldatensatzes zu
zerstoren. Abbildung 3.5 zeigt in der Ausschnittsvergrof3erung eines Schichtbildes die
Wirkungsweise des gekoppelten anisotropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems
auf bereits entfaltete Endothel- und Muskelstrukturen.
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(b)

(d)

Abbildung 3.5.:Entfaltete Endothel- (a) und Muskelstrukturen (c) sowie ihre gegléatteten
Gegensticke (b) und (d)

3.2.4. Resultate

In Abbildung 3.6 sind jeweils die Schichtbilder 36 von Endothel- und Muskeldatensatz
der Perfusionsserie 09 in den Stadien der Vorverarbeitung dargestellt. Aus den unbearbei-
teten Originalbildern entsteht durch Dekonvolution und Glattung Bildmaterial, welches
kontrastreicher und fir die Berechnung des Bedeckungsgrades weitaus besser geeignet
ist. Das Rauschen wurde aus den Schichtbildern entfernt, Gewebestrukturen ausgeheilt
und geglattet.

3.3. Bedeckungsgrad

Die Stabilisierung des Kapillarnetzwerkes mittels an die Blutgefal3e angelagerter Mus-
kelzellen spielt beim Gewebewachstum eine wichtige Rolle [KF 2002]. Die Muskelzel-
len umschlieBen die Kapillaren und verhindern so ein Zusammendriicken derselben. Das
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Abbildung 3.6.:.Unbearbeitete (a) bzw. (d), entfaltete (b) bzw. (e) und geglattete Schicht-
bilder (c) bzw. (f) Bilder von Endothel- und Muskeldatensatz

Gewebe kann also mechanisch beansprucht werden, ohne dass die Versorgung mit Sau-
erstoff und N&ahrstoffen dabei unterbunden wird. Je groRer der Bedeckungsgrad, desto
stabiler das Gefal3netzwerk. Somit ist der Bedeckungsgrad der Kapillaren mit Muskelzel-
len ebenfalls ein wichtiger Reifungsparameter.

Im Gegensatz zur klassischen Definition des Bedeckungsgrades, namlich dem Grad der
Bedeckung einer Oberflache mit einer netzférmigen Struktur, wird dieser hier nicht mit
organischen Zellen oder Partikeln, sondern mit Stoffkonzentrationen auf einem diskreten
dreidimensionalen Raster in Verbindung gebracht. In den erzeugten Volumendatensatzen
sind keine Strukturen aus Zellen, sondern Konzentrationen von Fluoreszenzfarbstoffen
enthalten - die Zellen sind nur indirekt sichtbar. Die Ermittlung des maximalen Bede-
ckungsgrades kommt somit der Suche nach der wirklichen, mit Muskelzellen bedeckten
Oberflache der Kapillaren gleich. Mit Oberflache ist hierbei die AuRenflache der Ka-
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pillaren gemeint. Die Ermittlung des maximalen Bedeckungsgrads erfolgt mithilfe eines
Schwellwertes. Es handelt sich dabei um den optimalen Schwellwert zur weiteren Verar-
beitung (Binarisierung) des Endotheldatensatzes.

Der optimale Schwellwert ist abhangig von den Messdaten, sowie deren Qualitat, und
den Parametern des gekoppelten anisotropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems.
Maximale Bedeckung entspricht dem optimalen Schwellwert - bei einem zu kleinen oder
zu grof3en Schwellwert haben die Konzentrationen der Endothel- und Muskelzellen nicht
genugend Kontakt zueinander und liefern deshalb keinen Beitrag zur Berechnung des Be-
deckungsgrades. Dieser Sachverhalt wird in den raumlichen Verteilungen der jeweiligen
Zelltypen im Gewebe deutlich. Dort, wo die realen Verteilungen beider Zelltypen mitein-
ander Kontakt haben, ist der Bedeckungsgrad maximal und der optimale Schwellwert zu
finden.

Der erste Schritt zur Berechnung des optimalen Schwellwertes unter Verwendung eines
variierenden Schwellwertes [KF 2002] besteht in der Ermittlung des Intervalls, in wel-
chem die Berechnung stattfinden soll. Die untere Intervallgrenze ist gleich dem Maxi-
mum der kleinsten Voxelwerte beider Volumendatensatze und die obere gleich dem Mi-
nimum der grof3ten Voxelwerte beider Volumendatensatze. Die Schrittweite des variie-
renden Schwellwertes betragt 0.1 % der gesamten Intervallbreite - die Berechnung des
maximalen Bedeckungsgrades erfolgt also ausreichend genau.

In jedem Schritt werden zun&chst alle Oberflachenvoxel des Endotheldatensatzes ermit-
telt. Diese zeichnen sich durch einen Wert gréRer gleich dem Schwellwert aus und muis-
sen in der direkten Nachbarschaft mindestens ein Voxel haben, dessen Wert kleiner als
der Schwellwert ist. Um den Bedeckungsgrad zu berechnen, wird nun fir die ermittelten
Oberflachenvoxel Gberpruft, ob der Wert des jeweils zugehdrigen Voxels im Muskeldaten-
satz ebenfalls grol3er gleich dem Schwellwert ist. In diesem Fall gilt das Oberflachenvoxel
als bedeckt, ansonsten gilt es als unbedeckt. Das Verhaltnis von bedeckten Oberflachen-
voxeln zu allen Oberflachenvoxeln bildet den Bedeckungsgrad.

Bei den anfanglich recht kleinen Schwellwerten sind fast alle Oberflachenvoxel des Endo-
theldatensatzes bedeckt. Mit wachsendem Schwellwert sinkt der Bedeckungsgrad dann
stark ab, steigt wieder an und geht allm&hlich gegen 0. Das Intervall zwischen dem Mi-
nimum des Bedeckungsgrades nach dem starken Absinken und der oberen Grenze des
Berechnungsintervalls bildet den interessierenden Bereich, in welchem ein Maximum zu
finden ist. Dieses Maximum entspricht dem maximalen Bedeckungsgrad, und der assozi-
lerte Schwellwert ist mit dem optimalen Schwellwert identisch.
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3.3.1. Resultate

In Abbildung 3.7 sind jeweils die Schichtbilder 36 des vorverarbeiteten Endothel- und
Muskeldatensatzes der Perfusionsserie 09 sowie das Diagramm ihres Bedeckungsgrades
dargestellt. Der maximale Bedeckungsgrad betragt 47.6% und der damit verbundene op-
timale Schwellwert 3.1, wie man der Ausschnittsvergrof3erung entnehmen kann.

100 501

40 >

0 10
(d)

Bedeckungsgrad in %
Un
S

0 50 100 150 200"

Schwellwert

(b) (c)

Abbildung 3.7.Morverarbeitete Schichtbilder von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b)
sowie der maximale Bedeckungsgrad der Datensatze (c)

3.4. Schwellwert

Um den reellwertigen Endotheldatensatz weiter analysieren zu kbnnen, muss er in einen
bindren Datensatz umgewandelt werden. Dies geschieht mithilfe eines Schwellwertope-
rators,0 bezeichnet hierbei den Schwellwert.

| 1 fky.>0
Oxy,z = { 0, fryz < 0 (3.3)
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Der optimale Schwellwert fir den Volumendatensatz wurde bereits bei der Ermittlung des
Bedeckungsgrades bestimmt. Doch wendet man diesen Schwellwert auf den Endothelda-
tensatz an, so kann ein fur die weiteren Analysen ungeeigneter Bindrdatensatz entstehen
wie aus Abbildung 3.8 ersichtlich ist. Grol3e Bereiche des Volumendatensatzes sind kom-
plett in eine Objektkomponente umgewandelt worden. Eine sinnvolle Skelettierung kann
nicht erfolgen, da sich in diesen Bereichen keine kapillaren Strukturen mehr befinden.

Abbildung 3.8.:Mit festem Schwellwert binarisierter Endothelzelldatensatz

Anstatt eines festen Schwellwertes bendétigt man hier einen adaptiven Schwellwert. Fur
jedes Voxel, und abhéngig von dessen Umgebung, wird dabei eine bindre Klassifizie-
rungsentscheidung getroffen. Das Ergebnis ist ein Bindrdatensatz mit klar erkennbaren
kapillaren Strukturen. Um dieses Ziel zu erreichen, nutzt man den lokalen Grauwertgra-
dienten jedes Voxels im Volumendatensatz und bedient sich der Gaul3schen Fehlerfunkti-
on.

3.4.1. Grundlagen

Die Gaul3verteilung ist definiert durch

f(x) = e 22 (3.4)
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mit dem Mittelwerty und der Standardabweichung Bei der Standardnormalverteilung
nehmernu den Wert O unds den Wert 1 an. Die Gaul3sche Fehlerfunktion bezeichnet das
Integral der Gaul3verteilung und wird definiert durch

erf(x) = % /O "ot (3.5)

Die die wohl bekannteste Fehlerfunktion ist die Kumulative Verteilungsfunktion der Stan-
dardnormalverteilung milfzi2 im Exponenten. Sind Ergebnisse einer Messung normalver-

teilt mit der Standardabweichurgy dann entspricht e(fﬂ%) der Wahrscheinlichkeit,

dass der Fehler eines einzelnen Messergebnisses im Inferagdl liegt. Dieses Intervall
bezeichnet man auch als Konfidenzintervall.

f(x)
0.

0.2

o —p X > X

4 2 0 2 47 4 2 0 2 4
(a) (b)

Abbildung 3.9..Die Standardnormalverteilung (a) und ihre Kumulative Verteilungsfunk-
tion (b)

Die Gaul3sche Fehlerfunktion ist eine stetige Funktion und wird durch den F?Iauf

1 normalisiert. In den meisten Computeralgebrasystemen ist) emiplementiert. Bei
Mathematica berechnet sich die Fehlerfunktion einer Variablaithilfe des Ausdrucks
Erf[x]. Eine gute rationale Approximation liefert die Formel 7.1.27 in [AS 1984]. Die
Abweichunge(x) dieser rationalen Approximation der Fehlerfunktion vom tatsachlichen
Wert fur erf(x) ist in Abbildung 3.10 dargestellt.
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€(x)
1.5x107 4

-1.5x10”
Abbildung 3.10.Fehler der rationalen Approximation im Intervall [0,2.5]

3.4.2. Binarisierung des Volumens

Im Allgemeinen erfolgt die Binarisierung eines reellwertigen Volumendatensatzes mit-
tels einer feststehenden bindren Klassifizierungsentscheidung - also mittels eines festen
Schwellwertes. Lasst sich ein Binardatensatz nicht besonders gut skelettieren, weil er zum
Beispiel fast komplett mit Objektvoxeln angefullt ist und sich folglich keine eindeutigen
Strukturen in ihm befinden, kann man - auch unter Zuhilfenahme des festen Schwell-
wertes - noch andere berechenbare Merkmale des Volumendatensatzes zu einer Entschei-
dungsfindung heranziehen. Ein solches Merkmal ist der Grauwertgradient eines Voxels.
Der Betrag des Gradienten berechnet sich mittels

1
‘ U fx,y,z| ~ é \/( f)(4—1,y,z - fx—l.,y,z)z + (fx,y+1,z - 1:x,y—l,z)z + (fx,y,z+1 - fx,y,z—l)z- (3-6)

Die Transformation der Voxelwerte unter Verwendung der Gauf3schen Fehlerfunktion ge-
schieht durch

Of fxvz—
R EMEEn

wobei u mit dem optimalen Schwellwert identisch ist urigy, dem Wert des aktuell
betrachteten Voxels entspricht. Voxel, deren Werte deutlich gro3er oder kleiner als der
Wert des optimalen Schwellwertes sind, erhalten einen neuen Wert, sehr nahe an -1 bzw.
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1. Ein Voxelwert, der dem optimalen Schwellwert entspricht, wird auf die 0 abgebildet.
Je kleiner mars wahlt, desto mehr Voxel erhalten Werte sehr nahe -1 bzw. 1 und de-
sto weniger Voxel einen Wert zwischen -1 und 1. Umgekehrt nehmen immer mehr Voxel
einen Wert zwischen -1 und 1 an, je gro@egewahlt wird.Ofyy, gewichtet das Er-
gebnis von(fxy,— u) und stellt das Kernstiick des adaptiven Schwellwertes dar. Ein
hoher Grauwertgradient weist auf eine scharfe Kante innerhalb des Volumendatensatzes
hin, welche auch im transformierten Datensatz enthalten sein muss, und resultiert in einer
starken Gewichtung. Ein niedriger Grauwertgradient lasst hingegen auf einen geringen
Anstieg der Voxelwerte schlief3en. Solch ein geringer Anstieg erféahrt folglich eine gerin-
gere Gewichtungo undfy,, sind somit ausschlaggebend fiir die Verteilung der neuen
Voxelwerte und die Genauigkeit der nachfolgenden binaren Klassifizierungsentscheidung
bezuglich Glattheit und Lokalisation der resultierenden Oberflache. Der so entstandene
zweite Volumendatensatz enthélt, im Vergleich zum ersten, anders verteilte Voxelwerte.
Die hier vorgestellte Transformation entspricht der Anwendung einer Transferfunktion
[Lev 1988] auf die Voxelwerte eines Volumendatensatzes.

8 f g g
[ Il [ i
e A |'
o "
J,-“’/ \_ 1““‘%—; — ._J-ﬂ—"ﬁ——h_w__.—-"/ N __'W_H‘u____/’ll
0 Grauwert 255 0 Grauwert 255 0 Grauwert 255
(d) (¢) (H)

Abbildung 3.11.:Bild und Histogramm ohne Transformation (a) bzw. (d), transformiert
mit =50 (b) bzw. () unad=10 (c) bzw. (f)
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In Abbildung 3.11 ist die Verteilung der Grauwerte dreier Bilder anhand ihrer Histogram-
me dargestellt. Das erste Bild ist unbearbeitet, seine Grauwerte innerhalb des Intervalls
[0,255] verteilt. Das zweite Bild wurde m&=50 transformiert. Die Ricktransformati-

on der Grauwerte ins Intervall [0,255] zeigt, dass die Anzahl der Pixel, deren Grauwerte
nahe 0 bzw. 255 liegen, gestiegen ist. Das Histogramm, welches die rucktransformierten
Grauwerten des mid=10 transformierten dritten Bildes enthélt, zeigt die Neuverteilung
der Grauwerte im Intervall [0,255] noch deutlicher. Die drei Histogramme spiegeln somit
die Wirkungsweise der Transformation wieder, nach welcher die Anzahl der Pixel, deren
Grauwerte nach der Rucktransformation nahe 0 bzw. 255 liegen, mit abnehmendem
steigt.

Um aus dem resultierenden reellen Volumendatensatz nun einen Binardatensatz zu erhal-
ten, bedient man sich eines zweiten Schwellweftes

) Loxyz=> 60
Mcyz = { 0,0xy,z < 62 (3.8)

Dieser kann dementsprechend nur Werte aus dem Intérvalll] annehmen. Setzt man

0, gleich 0, resultiert dies in einem Binardatensatz, der mit dem Binardatensatz iden-
tisch ist, der entsteht, wenn man den urspriinglichen Volumendatensatz mit dem opti-
malen Schwellwer® binarisiert. Je groRer bzw. kleinés gewahlt wird, desto weni-

ger bzw. mehr Voxel des entstehenden Binardatensatzes erhalten den Wert 1 und werden
in Objektvoxel umgewandelt. Die Prozedur der Transformation der Voxelwerte und der
nachfolgenden binaren Klassifizierungsentscheidung ist der Anwendung eines adaptiven
Schwellwertes gleichzusetzen.

Abhangig vom Produkt des Grauwertgradienten eines Voxels mit der Differenz des Vo-
xelwertes zum optimalen Schwellwert kann eine bessere binare Klassifizierungsentschei-
dung getroffen werden, als dies unter alleiniger Verwendung des optimalen Schwellwertes
moglich ware. Denn die Oberflache der im Binardatensatz entstandenen Objekte befindet
sich nun stellenweise tiefer im Volumen der endothelen Strukturen. Grol3e, komplett mit
Objektvoxeln geflillte Volumenbereiche kénnen hierbei zugunsten gut zu skelettierender
Strukturen vermieden werden.

Die Binarisierung unter Verwendung des adaptiven Schwellwertes ist als ein alternatives
Verfahren zu sehen. Nur bei solchen Endotheldatensatzen, die nach der Binarisierung mit
einem festen Schwellwert vollstandig mit Objektvoxeln gefiillte Bereiche besitzen, ist es
sinnvoll, eine Binarisierung unter Verwendung des adaptiven Schwellwertes durchzufih-
ren. Die im Ergebnisteil dieser Arbeit untersuchten Datensatze weisen keine solche Berei-
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che auf, somit wurde bei ihnen auch nur ein fester Schwellwert zur Binarisierung genutzt.
Doch da sich die Forschungen zum Gewebewachstum noch im Anfangsstadium befinden
und spater einmal Datensatze untersucht werden konnten, bei denen die Binarisierung mit
dem adaptiven Schwellwert hilfreich ware, wurde diese Funktionalitat implementiert.

Abbildung 3.12.Mergleich von festem und adaptivem Schwellwert

Obwohl der adaptive Schwellwert bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten Datensatzen keine Verwendung findet, soll seine Wirkungsweise an einem Beispiel
demonstriert werden. Abbildung 3.12 zeigt links die Oberflache eines Volumendatensat-
zes, nachdem dieser mit dem festen Schwell\@e# binarisiert wurde. Die Oberflache
befindet sich zu einem grof3en Teil direkt an den Volumengrenzen und die grol3te Struktur
besitzt fast keine Locher. Eine Skelettierung dieses Binarvolumens erzeugt ein Skelett,
welches nicht den Mittelachsen der im Volumen liegenden Endothelstrukturen enspricht.
Im rechten Bild ist die Oberflache desselben Gewebevolumens, welches mit dem adapti-
ven Schwellwert binarisiert wurde, zu sehen. Als Parameter fiir den adaptiven Schwell-
wert sindu=5, was dem Wert des festen Schwellwertes entspracht0 und6,=0.1 ge-

wahlt worden. Aus zuvor noch von der Oberflache eingeschlossenen Volumenbereichen
haben sich Strukturen herausgebildet, die den im Volumen liegenden Kapillaren entspre-
chen und skelettiert mit den tatsachlichen Mittelachsen Ubereinstimmen.
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3.4.3. Resultate

In Abbildung 3.13 ist der mit dem festen Schwellw@r3.1 binarisierte Endotheldaten-
satzes der Perfusionsserie 09 zu sehen. Aus Darstellungsgriinden wurden nur die Oberfla-
chenvoxel der Endothelstrukturen angezeigt.

Abbildung 3.13.Der binarisierte Endotheldatensatz

3.5. Kompaktheit der Komponenten

Das Geflecht der Kapillargefal3e hat die Aufgabe, die umliegenden Gewebszellen mit Sau-
erstoff und Nahrstoffen zu versorgen. Abhéngig von der Form des Gefal3es kann es dieser
Aufgabe besser oder schlechter gerecht werden. Je grof3er die Oberflache eines Gefal3es
im Verhaltnis zu seinem Volumen ist, desto mehr Zellen des umliegenden Gewebes haben
Kontakt zur GefaRwand. Folglich werden mehr Zellen versorgt, was insgesamt einer ver-
besserten Versorgungslage des betrachteten Gewebevolumens gleichkommt. Dieses Ver-
haltnis von Oberflache zu Volumen bezeichnet man als Kompaktheit [Loh 1998]. Ein ka-
pillares Netzwerk kommt seiner Aufgabe, der Erndhrung und Oxygenisierung des umlie-
genden Gewebes, folglich besser nach, je unkompakter es ist. Um dieses morphologische
Merkmal zu gewinnen, missen die Oberflache und das Volumen jeder, im Gewebevolu-
men liegenden, Komponente berechnet werden. Dazu wird im Folgenden der Marching
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Tetrahedron Algorithmus [GH 1994] genutzt, welcher zur Berechnung von Isoflachen aus
reellwertigen Volumendatensatzen entwickelt wurde und mittels Interpolation auf einem
diskreten Raster die Oberflache sehr gut rekonstruieren kann. Mit Hilfe der gewonnenen
Oberflachendreiecke eines Gefal3es lassen sich direkt die Werte fur dessen Oberflache
und Volumen und somit auch die entsprechende Kompaktheit berechnen. Die Kompakt-
heit stellt ein aussagekraftiges Mal3 dar, da sie invariant gegeniber Translation, Rotation
und Skalierung ist.

3.5.1. Grundlagen

Bevor die genaue Beschreibung des Vorgehens zur Berechnung der Kompaktheit erlautert
wird, missen noch einige Grundlagen geschaffen werden.

Objekt und Hintergrund

Nach der Glattung und Ausheilung der Volumendatenséatze kann man eindeutig zwischen
Objekt- und Hintergrundvoxeln unterscheiden. Alle Voxel, die einen Grauwert gréRRer
oder gleich dem Schwellwert besitzen, sind Objektvoxel und alle Voxel, deren Grauwert
kleiner als der Schwellwert ist, sind Hintergrundvoxel. Die Gesamtheit aller Objektvoxel
nennt man Objekt und die Gesamtheit aller Hintergrundvoxel wird als Hintergrund be-
zeichnet. Jeder Volumendatensatz enthélt endlich viele Objekt- und Hintergrundvoxel.

Nachbarschaften

In einem diskreten 3D Volumendatensatz gibt es drei verschiedene Arten von Nachbar-
schaften [MS 1996]. Stellt man sich die einzelnen Voxel als sich berihrende Wirfel vor
und seienp = (px, Py, Pz) und g = (0, dy,dz) zwei Voxel mit ganzzahligen Koordinaten

im 3D Digitalraumz3, dann heift:

e 6er Nachbarschaft: Die Voxel haben eine Flache gemeinsam| pzw.ox| + | py —
Qy| +|pPz— 0| = 1 und werden auch als 6-adjazent bezeichnet (Abbildung 3.14 (a));
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e 18er Nachbarschaft: Die Voxel haben eine Flache oder eine Kante gemeinsam bzw.

1 <|px— x|+ |py — Ayl + [Pz — Gz <2 undmax(|px— dx, Py — Ay, Pz— 9| ) = 1 und
werden auch als 18-adjazent bezeichnet (Abbildung 3.14 (b));

e 26er Nachbarschaft: Die Voxel haben eine Flache, eine Kante oder eine Ecke ge-
meinsam bzwimax px — dx, Py — 0y, Pz — 0z)| = 1 und werden auch als 26-adjazent
bezeichnet (Abbildung 3.14 (c)).

In den von uns betrachteten Volumendatensatzen liegt den Objektvoxeln eine 26er Nach-
barschaft und den Hintergrundvoxeln eine 6er Nachbarschaft zugrunde.

(a) (b)

Abbildung 3.14.Die Nachbarschaften in 3D: 6er (a), 18er (b) und 26er (c) Nachbarschaft

Pfad

Ein Pfad [Loh 1998] von dem Voxel an PositiOpy,, Py,, Pz,) zu dem Voxel aripy,, Py,, Pz,)

ist eine Sequenz von Voxelpositionepy,, Py, Pz), (Pxis Pyi> Pzi)s - » (Pxas Pyns Pz ), SO
dass das Voxel afipx,, Py,, Pz) €in Nachbar des Voxels apx,, ,, Py, Pz.,) ist, und
zwar fur allek mit 0 < k < n— 1. Es gibt, bedingt durch die drei verschiedenen Nachbar-
schaften, den 6er Pfad, 18er Pfad und 26er Pfad.

Komponenten

Die Gesamtheit aller Objektvoxel unterteilt sich in Komponenten [Loh 1998]. Eine Kom-

ponente entspricht allen Objektvoxeln, zwischen denen untereinander ein 26er-Pfad be-
steht. Man nennt diese Voxel auch verbunden. Es kénnen also mehrere Komponenten in
einem Volumendatensatz vorhanden sein. Diese sind per Definition nicht verbunden. Nach
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der Segmentierung des Datensatzes kénnen die einzelnen unverbundenen Komponenten
getrennt bearbeitet werden.

3.5.2. Ahnliche Algorithmen

A Measure of Compactness for 3D Shapes [Bri 2000]

Dieser Algorithmus aus dem Jahre 2000 stellt die Berechnung der Diskreten Kompaktheit
vor, einer Methode zur direkten Berechnung der Kompaktheit aus einem binaren, d.h. be-
reits mit einem Schwellwertoperator bearbeiteten Volumendatensatz heraus. Das Problem
klassischer Algorithmen liegt in der Empfindlichkeit gegentiber Rauschen auf der Ober-
flache von Objekten, welches sich negativ auf die Berechnung der Kompaktheit auswirkt.
Die Diskrete Kompaktheit ist abhangig von der Anzahl der Kontaktflachen zwischen den
Voxeln eines Objektes. Hierbei ist es egal, ob es sich bei den Volumenelementen eines
Datensatzes um Tetraeder, Hexaeder oder Oktaeder handelt. Der Algorithmus lasst sich
auf alle Volumendatensatze, die aus regularen Polyedern aufgebaut sind, anwenden.

Da der Diskreten Kompaktheit die Berechnung von Kontaktflachen zugrunde liegt, kann
man sie nur in solchen hexaederbasierten Volumendatenséatzen berechnen, die fir die Ob-
jektvoxel eine 6er Nachbarschaft und fur die Hintergrundvoxel eine 26er Nachbarschaft
vorsehen. Desweiteren ist es nicht moglich, gleichzeitig mit der Berechnung der Diskreten
Kompaktheit auch die Oberflache der einzelnen Komponenten in Hinblick auf deren Vi-
sualisierung zu erzeugen. Aus diesen beiden Grinden wurde der Ansatz in unserer Arbeit
nicht genutzt.

3.5.3. Berechnung der Kompaktheit

Die Kompaktheit ist im Allgemeinen durch das Verhéltnis von Volumen und Oberflache
definiert und die Kugel stellt den kompaktesten geometrischen Korper dar [Loh 1998].
Alle anderen Korper besitzen eine geringere Kompaktheit. Die Kompaktheit einer Kom-
ponente berechnet sich aus ihrem Volumen und ihrer Oberflache. Die Schwierigkeit be-
steht nun darin, aus einem segmentierten diskreten Volumendatensatz diese beiden Werte
zu extrahieren. Eine Entscheidung, ob ein Voxel innerhalb oder auRerhalb einer Kompo-
nente liegt, ist recht einfach, jedoch muf3 die Kontaktflache zwischen Komponente und
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Hintergrund anhand der Voxelwerte erst einmal rekonstruiert werden. Der Marching Te-
trahedron Algorithmus (auch Wrapper Algorithmus genannt) [GH 1994], eine Weiterent-
wicklung des Marching Cubes Algorithmus [LC 1987], stellt eine Losungsmaoglichkeit
fur dieses Problem dar.

Der Marching Tetrahedron Algorithmus unterteilt das gesamte Volumen in Wirfel, wel-
che jeweils aus acht 6-adjazenten Voxeln bestehen. Jeder dieser Wirfel wird wiederum
in funf Tetraeder aufgeteilt, wie in Abbildung 3.15 ersichtlich ist. Die Grauwerte der acht
Voxel werden den entsprechenden Eckpunkten der Tetraeder zugewiesen.

Abbildung 3.15.Dekomposition eines Wirfels in finf Tetraeder

Entlang der Kanten der einzelnen Tetraeder wird fiir den Fall eines Uberganges von inner-
halb der Komponente nach aufR3erhalb der Komponente die Position des Schnittpunktes der
Kante mit der Oberflache interpoliert. Jedes Tetraeder liefert entweder keinen, drei oder
vier solche Schnittpunkte, die den Eckpunkten von keinem, einem oder zwei Dreiecken
entsprechen. Die Gesamtoberflache einer Komponente setzt sich aus allen gefundenen
Dreiecken zusammen. Das Volumen der einzelnen Tetraeder lasst sich ebenfalls aus den
Koordinaten der Dreiecke direkt berechnen. Um die Auflosung des Volumendatensatzes
bei der Berechnung von Oberflache und Volumen mit zu berticksichtigen, werden die drei
Raumkoordinaten aller ermittelten Schnittpunkte mit der Abmessung der Voxel in der je-
weiligen Raumrichtung multipliziert.
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Durch zwei abwechselnd genutzte Tetraederkonfigurationen (gerade, fir Voxel bei denen
die Summe ihrer Raumkoordinaten gerade ist und ungerade, flr Voxel bei denen die Sum-
me ihrer Raumkoordinaten ungerade ist) wird sichergestellt, dass die Kanten angrenzen-
der Wirfel nahtlos sind und die rekonstruierte Oberflache somit keine Spriinge aufweist.
Dies ist notwendig, um eine fur die Berechnung der Kompaktheit und anschlie3ende Vi-
sualisierung der Komponenten geschlossene Oberflache zu erhalten. Abbildung 3.16 zeigt
diese beiden Tetraederkonfigurationen.

(b)

Abbildung 3.16.Gerade (a) und ungerade (b) Tetraederkonfiguration

Der Marching Tetrahedron Algorithmus liest nacheinander all&:22 Wirfel eines Vo-
lumendatensatzes ein und tUberprift, wie viele der acht Voxel innerhalb einer Komponen-
te liegen. Die Entscheidung, ob ein Voxel Bestandteil einer Objektkomponente ist, hangt
vom Schwellwert ab. Ist der Voxelwert gleich oder gréf3er dem Schwellwert, so gehdrt das
betreffende Voxel zu einer Komponente. Abhangig von der Konfiguration ihrer Eckpunkte
werden die 22x2 Wirfel in drei Klassen eingeteilt.

e Die Werte aller acht Voxel sind kleiner als der Schwellwert: DeRZ2 Wiirfel
liegt komplett aul3erhalb einer Komponente. Er steuert keinen Beitrag zur Berech-
nung der Oberflache bzw. des Volumens bei. Hier ist keine weitere Betrachtung
vonnoten, es kann der nachste Wiurfel eingelesen werden. Dieser Fall ist in Abbil-

dung 3.17 (a) dargestellt.

e Die Werte aller acht Voxel sind gréRer oder gleich dem Schwellwert: D&n2
Wiirfel liegt komplett innerhalb einer Komponente. Er steuert keinen Beitrag zur
Berechnung der Oberflache, wohl aber zur Berechnung des Volumens bei. Sein
Volumen wird zum Gesamtvolumen hinzuaddiert. Danach kann der nachste Wirfel
eingelesen werden. Dieser Fall ist in Abbildung 3.17 (c) dargestellt.

e Die Werte der acht Voxel sind teilweise kleiner als der Schwellwert und teilweise
groRer gleich dem Schwellwert: Dex2x2 Wiirfel liegt zum Teil au3erhalb und
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zum Teil innerhalb einer Komponente - er wird von der Komponentenoberflache
geschnitten. Es gilt, die Oberflache zu finden, die das Innere der Komponente vom
Hintergrund trennt, danach ihre Flache und zusétzlich das von ihr eingeschlossene
Volumen zu berechnen. Ist dies geschehen, kann der nachste Wiirfel eingelesen
werden. Ein solcher Fall ist in Abbildung 3.17 (b) dargestellt.

Da die acht Voxel eines solchen von der Oberflache geschnittenen Wirfels gleichzeitig
die Eckpunkte der funf Tetraeder bilden, kdnnen diese Tetraeder wiederum, abhangig von
der Konfiguration ihrer Eckpunkte, in funf Klassen eingeteilt werden.

e Der Wert aller vier Tetraedereckpunkte ist kleiner als der Schwellwert: Das Te-
traeder liegt komplett aul3erhalb einer Komponente. Es steuert keinen Beitrag zur
Berechnung der Oberflache bzw. des Volumens bei. Hier ist keine weitere Betrach-
tung vonnoten, es kann das nachste Tetraeder eingelesen werden. Dieser Fall ist in
Abbildung 3.17 (d) dargestellt.

e Der Wert aller vier Tetraedereckpunkte ist grof3er oder gleich dem Schwellwert:
Das Tetraeder liegt komplett innerhalb einer Komponente. Es steuert keinen Bei-
trag zur Berechnung der Oberflache, wohl aber zur Berechnung des Volumens bei.
Sein Volumen wird zum Gesamtvolumen hinzuaddiert. Danach kann das néchste
Tetraeder eingelesen werden. Dieser Fall ist in Abbildung 3.17 (h) dargestellt.

e Der Wert eines einzigen Tetraedereckpunktes ist grof3er oder gleich dem Schwell-
wert und der Wert der anderen drei Tetraedereckpunkte ist kleiner als der Schwell-
wert: Das Tetraeder liegt zum Teil auR3erhalb und zum Teil innerhalb einer Kompo-
nente - es wird von der Komponentenoberflache geschnitten. Diese Oberflache - ein
Dreieck - muss nun gefunden werden. Dazu wird entlang der drei Kanten zwischen
dem Voxel, das sich innerhalb der Komponente, und der drei Voxel, die sich aul3er-
halb der Komponente befinden, die Position des Schwellwertes mittels Interpolation
errechnet. Mit Hilfe der drei interpolierten Schnittpunkte wird die Dreiecksflache
berechnet und zur Gesamtoberflache der Komponente hinzuaddiert. Ebenso muss
das Volumen des Tetraeders, das durch die drei gewonnenen Schnittpunkte und den
Eckpunkt innerhalb der Komponente definiert ist, zum Gesamtvolumen hinzuad-
diert werden. Ist dies geschehen, kann das néchste Tetraeder eingelesen werden.
Ein solcher Fall ist in Abbildung 3.17 (e) dargestellt.

e Der Wert eines einzigen Tetraedereckpunktes ist kleiner als der Schwellwert und der
Wert der anderen drei Tetraedereckpunkte ist groRer oder gleich dem Schwellwert:
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Das Tetraeder liegt zum Teil aul3erhalb und zum Teil innerhalb einer Komponente -
es wird von der Komponentenoberflache geschnitten. Diese Konfiguration ist dem
vorher genannten Fall &hnlich, nur wird hier nicht jenes Volumen des Tetraeders
zum Gesamtvolumen hinzuaddiert, welches durch die drei Schnittpunkte und den
Eckpunkt auRerhalb der Komponente beschrieben wird, sondern das Volumen des
Ursprungstetraeders abzuglich des Volumens dieses Tetraeders, da es ja aufRerhalb
der Komponente liegt. Ist dies geschehen, kann das nachste Tetraeder eingelesen
werden. Ein solcher Fall ist in Abbildung 3.17 (g) dargestellt.

Der Wert zweier Tetraedereckpunkte ist kleiner als der Schwellwert und der Wert
der anderen beiden Tetraedereckpunkte ist groRer oder gleich dem Schwellwert:
Das Tetraeder liegt zum Teil auRerhalb und zum Teil innerhalb einer Komponente -
es wird von der Komponentenoberflache geschnitten. Mittels Interpolation wird an
vier Kanten zwischen jeweils zwei Eckpunkten, zwischen denen ein Ubergang statt-
findet, ein Schnittpunkt berechnet. Die Oberflache der beiden entstehenden Dreie-
cke wird zur Gesamtoberflache hinzuaddiert; auch liefert diese Konfiguration einen
Beitrag zum Gesamtvolumen. Dazu wird das Volumen von drei Tetraedern berech-
net, welche durch die vier gewonnenen Schnittpunkte und die beiden Eckpunkte
innerhalb der Komponente definiert sind. Ist dies geschehen, kann das néachste Te-
traeder eingelesen werden. Ein solcher Fall ist in Abbildung 3.17 (f) dargestelit.

B

Abbildung 3.17..Mdgliche Konfigurationen von Wiirfeln und Tetraedern
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Abbildung 3.18.Einige Objekte und ihre Kompaktheit

Nachdem alle zu einer Komponente gehérende@:22 Wirfel Uberprft worden sind,
kann schlief3lich die Kompaktheit der Komponente mit der Formel

V2

berechnet werden, wob€i die Kompaktheity das Gesamtvolumen urigldie Gesam-
toberflache der Komponente darstellen. Der Faktor 86rmiert die Kompaktheit auf

das Intervall0..1] und ermdglicht so den einfachen Vergleich zur Kompaktheit einer per-
fekten Kugel. Abbildung 3.18 zeigt einige ausgewahlte Objekte, welche ir 250x 250
Voxeln abmessenden Volumendatensatzen erzeugt worden sind, und deren Kompaktheit.
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3.5.4. Resultate

In Abbildung 3.19 ist die mittels des Marching Tetrahedron Algorithmus generierte Ober-
flache des Endotheldatensatzes der Perfusionsserie 09 dargestellt. Das insgesamt betrach-
tete Gewebevolumen, also das reale Gewebevolumen des Datensatzes betragt 39297944.13
um?3. In ihm sind 227 Vordergrundkomponenten und 2 Hintergrundkomponenten, gezahlt

vor dem Fillen der Hohlrdume mit Objektvoxeln, enthalten. Das von Endothelzellen be-
legte Volumen betragt 12.62% des Gesamtvolumens. Die Gesamtoberflache aller Kom-
ponenten liegt bei 878566.64m?, ihr Gesamtvolumen bei 4959003.14n° und ihre
durchschnittliche gewichtete Kompaktheit bei 0.0615. Die Gewichtung der Kompaktheit
einer Komponente héngt von ihrer Gro3e ab. Grof3e Komponenten tragen viel, kleine
Komponenten wenig zum Ergebnis bei.

Abbildung 3.19.Die Oberflache des Endotheldatensatzes

3.6. Skelettierung

Die Skelettierung ist der gebrauchlichste Vorverarbeitungsschritt bei der Raster-zu-Vektor
Umwandlung eines Volumendatensatzes und besteht in der Reduktion des Bildinhaltes auf
dessen Skelett [Loh 1998]. Es handelt sich hierbei um eine Art der Erosion, die speziellen
Regeln folgt. Als Skelett bezeichnet man die ,ein Voxel starke* Linie [LVG 1980], wel-
che die Struktur des Originalobjektes widerspiegelt - in diesem Fall spricht man von der
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so genannten Medialachse. Das Ergebnis einer Skelettierung kann aber auch die Medi-
alflache eines Objektes sein [GB 1990], die genauere Aufschliisse lUber die Richtung der
maximalen raumlichen Ausdehnung desselben in Teilen oder als Ganzes liefern kann -
diese Art der Skelettierung sei hier jedoch nur am Rande erwahnt. Abbildung 3.20 zeigt
ein Objekt (a), dessen Medialflache (b) und Skelett (c).

(a) (b) (c)
Abbildung 3.20.0Oberflache, Medialflache und Medialachse

Das Skelett eines Objektes ist aber nichts Eindeutiges, was aus der Vielfalt der bis heute
entwickelten Skelettierungsalgorithmen ersichtlich wird. Erste Ansatze zur Skelettierung
stammen aus dem Jahre 1967 von H. Blum [Blu 1967]. Dieser definierte das Skelett als
die Position der Mittelpunkte aller maximalen, dem Objekt einbeschriebenen Kreise (2D)
bzw. Kugeln (3D). Eine gute bildliche Veranschaulichung liefert dazu die so genannte
Prariefeuer-Analogie [PK 1999]: Zindet man eine mit Gras bewachsene Flache rundher-
um an, befindet sich an den Stellen, an denen sich die Flammen treffen und aufgrund des
bereits aufgebrauchten Brennmaterials gegenseitig ausloschen, das Skelett.

O

Abbildung 3.21.Zweidimensionale Objekte mit einbeschriebenem Skelett

In Abbildung 3.21 sind drei zweidimensionale Objekte zusammen mit ihnrem Skelett dar-
gestellt. Im Diskreten ist die Skelettierung eine Approximation des wahren Euklidischen
Skelettes [PK 1998].
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Ausgangspunkt flr eine dreidimensionale Skelettierung ist ein binarer Volumendatensatz
mit einer oder mehreren verbundenen Komponenten. Die Idee besteht nun darin, so vie-
le Objektvoxel wie méglich aus dem Datensatz zu lI6schen, d.h. sie in Hintergrundvoxel
umzuwandeln, ohne die Topologie der Komponenten zu zerstéren und zusatzlich ihre ur-
spriingliche Form und Position im Raum beizubehalten. Das Resultat dieses Vorganges
ist das Skelett des bindren Volumendatensatzes.

Der Topologieerhalt steht im Vordergrund eines jeden Skelettierungsalgorithmus. Die To-
pologie eines Objektes wird durch dessen Eulerzahl beschrieben [Sri 1981]. Diese ist eine
Kombination dreier topologischer Merkmale: der Anzahl der verbundenen Komponenten
K, der Anzahl der Hohlraumid und der Anzahl der Tunnel (dem Gendsiles Objektes.

Die EulerzahE berechnet sich mittels

E=K+H-T. (3.10)

Verbundene Komponenten sind zusammenhangende Strukturen, die aus Objektvoxeln be-
stehen. Ein Hohlraum ist eine komplett von Objektvoxeln eingeschlossene Hintergrund-
komponente und ein Tunnel kann als Loch in einer Komponente beschrieben werden. Die
Eulerzahl ist somit ein globales Merkmal eines Objektes und zwei Objekte sind folglich
topologisch aquivalent, wenn sie die selbe Eulerzahl besitzen.

Soll die Topologie im Verlauf der Berechnung des Skelettes erhalten bleiben, darf das
Ldschen von Objektvoxeln weder zusammenh&ngende Objektkomponenten voneinander
trennen, noch nicht zusammenhangende Objektkomponenten verbinden. Genauso dirfen
Hohlraume nicht gefillt oder erzeugt, Tunnel nicht geschlossen oder erzeugt, Hohlraume
nicht miteinander verbunden bzw. Objekte geléscht werden.

Der Erhalt der Topologie geht zwar in gewisser Weise mit dem Erhalt der Form einher,
jedoch reicht die Topologie allein noch nicht aus, um die geometrischen Eigenschaften
eines Objektes zu charakterisieren und zu erhalten [MS 1996]. Wie bereits erwéhnt, sind
zwei Objekte mit derselben Eulerzahl topologisch aquivalent. Jedes Objekt, welches aus
einer weit verzweigten zusammenhangenden Komponente besteht und weder Hohlrdume
noch Tunnel aufweist, wirde im Verlauf der Skelettierung auf ein einzelnes Voxel redu-
ziert werden, da solch ein Objekt und ein einziges Voxel dieselbe Eulerzahl besitzen. An
dieser Stelle wird ersichtlich, dass man fur den Erhalt der Geometrie weitere Regeln be-
notigt. Generell sollten Skelettierungsalgorithmen vier Forderungen zugrunde liegen:

e Erstens muss das Skelett die Topologie eines Objektes widerspiegeln - das ist der
bereits beschriebene Topologieerhalt.
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e An zweiter Stelle steht der Erhalt der Form. Wesentliche Eigenschaften des Objek-
tes mussen sich im Skelett wiederfinden. Ein Objekt wie zum Beispiel ein ,d* darf
nicht zu einem ,,0" skelettiert werden - das Skelett soll nicht mit dem topologischen
Kern [BA 1994] identisch sein, da die Skelettierung einer Schrumpfung des Objek-
tes nicht gleichkommt.

e Drittens muss sich das Skelett an der geometrisch korrekten Position, namlich der
Mitte der Objekte, befinden - eine Skelettierung sollte also in alle Raumrichtung
gleichmanig erfolgen.

e An vierter Stelle steht das Erzeugen des maximalen Skelettes. Damit ist die ge-
wunschte Starke des Skelettes von einem Voxel gemeint.

Die Realisierung dieser vier Ziele ist auf vielerlei Art und Weise moglich, was die Exis-
tenz der vielen Skelettierungsalgorithmen erklart. Eine weitere Moglichkeit, eine Skelet-
tierung durchzufuhren, eréffnet die Euklidische Distanztransformation [Bor 1984]. Dieses
Verfahren liefert zwar geometrisch korrekte Resultate, garantiert aber den Topologieerhalt
nicht. Es kann jedoch mit anderen topologieerhaltenden Skelettierungsalgorithmen kom-
biniert werden [ST 1995], um bessere Ergebnisse zu erzielen.

Skelettierung ist nicht umkehrbar, d.h. es ist nicht méglich, das ursprtingliche Objekt aus
dem Skelett heraus zu rekonstruieren. Die Informationen Uber das urspriingliche Objekt
sind im Verlauf der Skelettierung verlorengegangen. Zu erwéhnen ist ebenfalls noch die
Sensibilitat aller Skelettierungsalgorithmen bezulglich der raumlichen Ausrichtung der zu
skelettierenden Objekte - Skelettierung ist nicht rotationsinvariant.

Alle Voxel eines Volumendatensatzes, die geldscht werden dirfen, ohne dass sich die To-
pologie eines Objektes &ndert, werden als Simple Points bezeichnet [BM 1992]. Ein Ske-
lettierungsalgorithmus ist also nichts anderes, als ein Prozess, der Simple Points l6scht.
Dieses Ldschen geschieht in nacheinander abfolgenden Iterationsschritten. Abbildung 3.22
zeigt zwei Bespiele fir Non-Simple Points (a) und (b) und ein Bespiel fur einen Simple
Point (c).

Im Rahmen der Skelettierung ist es im Hinblick auf Rechenzeit und Genauigkeit we-
nig sinnvoll, bei der Uberpriufung jedes einzelnen Voxels auf Loschbarkeit die Eulerzahl
des gesamten Volumendatensatzes zu berechnen, um festzustellen ob sich die Topologie
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(a) (b)

Abbildung 3.22.Non-Simple Points (a) und (b) und Simple Point (c)

(c)

andert. Es wird also ein lokales Kriterium bendtigt, das in einer kleinen Nachbarschaft

um das betrachtete Voxel herum eine Uberpriifung auf Topologieerhalt durchfiihrt [Loh

1998]. Der Nachteil bei einer lokalen Betrachtung besteht jedoch darin, dass die Kanten-
scharfe von Objekten nicht erhalten bleibt. Im Folgenden sollen zun&chst einige Grund-
lagen geschaffen werden, damit spater ein solches lokales Kriterium eingeftihrt werden
kann.

3.6.1. Grundlagen

Ein Simple Point ist, wie bereits erwéhnt, ein Voxel, welches aus dem Volumendatensatz
geléscht werden kann, ohne dass sich die Topologie des ihm zugehorigen Objektes bzw.

dessen Eulerzahl andert.
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Abbildung 3.23.Die Richtungen bei der Skelettierung

Dies ist nur bei den Voxeln der Fall, die sich auf der Oberflache einer Komponente befin-
den und nicht Teil einer ,ein Voxel starken“ Linie bzw. einer ,ein Voxel flachen* Kom-
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ponente sind. Solch l[6schbare Oberflachenvoxel werden auch als Bordervoxel bezeichnet
[PK 1993].

Bordervoxel kann man noch genauer unterteilen. Diese Unterteilung ist abh&ngig von der
Lage der Bordervoxel auf der Oberflache eines Objektes, genauer gesagt von der Richtung
in welche sie ,zeigen®. Abhangig von der Feinheit der Unterscheidung gibt es hierbei
entweder sechs oder zwolf verschiedene Typen von Bordervoxeln, je nachdem ob man
sich nur an den Hauptrichtungen (North, South, West, East, Up, Down) orientiert oder
eine Kombination aus selbigen wahlt (North-Up, North-Down, North-West, North-East,
South-Up usw.). Die verschiedenen Richtungen sind in der Abbildung 3.23 dargestellt. Im
Hinblick auf die geometrische Ahnlichkeit zwischen urspriinglichem Objekt und entstan-
denem Skelett soll abschlielend noch das Linienendvoxel genannt werden [MS 1996].
In dessen 26er Nachbarschaft befindet sich nur ein einziges Objektvoxel, es bildet so-
mit das Ende einer Linie. Ein Linienendvoxel ist ebenso ein Bordervoxel. Dieses durfte
auch wegen Gleichheit von Bordervoxeln und Simple Points geléscht werden. Zugunsten
des Geometrieerhaltes werden Linienendvoxel jedoch immer gesondert behandelt - sie
werden nie geldscht. Dies verhindert, dass ein Objekt ohne Hohlrdume und Tunnel im
Verlauf der Skelettierung auf ein einziges, aber topologisch aquivalentes, Voxel reduziert
wird und ermdéglicht die Bildung von nicht geschlossenen Linien als Bestandteil eines
Skelettes. Abbildung 3.24 zeigt eine Linie mit zwei Linienendvoxeln.

Abbildung 3.24.Das Linienendvoxel
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3.6.2. Skelettierungsalgorithmen

Die Gemeinsamkeit und das eigentliche Ziel aller Skelettierungsalgorithmen besteht im
sukzessiven Léschen von Simple Points, solange, bis keine mehr geléscht werden kénnen.
Je nach Algorithmus mussen diese Simple Points zusatzlich einige Nebenbedingungen er-
fullen, damit die geometrischen Eigenschaften des Ursprungsbildes erhalten bleiben. Die
verschiedenen Skelettierungsalgorithmen unterscheiden sich in der Reihenfolge, in der
Bordervoxel als I6schbar bezeichnet werden und in der jeweiligen Formulierung der Ne-
benbedingungen. Abbildung 3.25 zeigt ein Objekt, welches nur aus Simple Points besteht
- |6schte man alle simultan, wirde das Objekt ganzlich verschwinden. Das Entfernen der
Simple Points muss also in irgendeiner Form geordnet ablaufen, damit solche Fehler ver-
mieden werden. Grundsatzlich gibt es hierflr zwei Strategien, an denen man sich beim
Entwurf eines Skelettierungsalgorithmus orientieren kann.

Abbildung 3.25.:Aus Simple Points bestehendes Objekt

Die eine Variante besteht darin, Simple Points nicht simultan zu I6schen, sondern ein Vo-
xel nach dem anderen zu entfernen. Algorithmen, die sich dieses Verfahrens bedienen,
bezeichnet man als sequentiell [MS 1996]. Der Vorteil sequentieller Skelettierungsalgo-
rithmen liegt darin, dass die Topologie von Objekten erhalten bleibt. In punkto Geometrie-
erhalt ist man nattrlich auf die Einhaltung von Nebenbedingungen angewiesen - Objekte,
die ganzlich aus Simple Points bestehen, kénnen zwar nicht verschwinden, jedoch wirden
alle Voxel bis auf ein einziges geloscht. Eine zusatzliche Uberpriifung der Simple Points
auf Linienendvoxel kann dieses Problem beseitigen.

Die zweite Variante beinhaltet das simultane, jedoch auf gar keinen Fall wahllose, L6-
schen vieler Simple Points zur selben Zeit. Algorithmen, die auf diesem Prinzip beruhen,
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heiRen parallel [MS 1996]. Sie kdnnen aber auch die Topologie zerstéren, wenn keine
zusatzlichen Absicherungen getroffen werden. Parallele Skelettierungsalgorithmen kann
man aufgrund des Ablaufes in den Iterationsschritten in drei Klassen unterteilen.

Die erste Klasse bilden solche Algorithmen, die einen Iterationschritt nicht in Subitera-
tionen unterteilen - auch als Fully Parallel bezeichnet [MS 1996]. Der Skelettierungsal-
gorithmus wird hierbei pro Iterationsschritt nur einmal auf alle Objektvoxel gleichzeitig
angewandt. Um den Topologieerhalt zu garantieren, werden zum Loschen eines Objekt-
voxels auch Voxel untersucht, die sich in desse®%5 Nachbarschaft und nichtin seiner
3x3x3 Nachbarschaft befinden.

Die zweite Klasse beinhaltet Algorithmen, die einen Iterationsschritt in eine bestimmte
Anzahl von Subiterationen unterteilen - sie werden als Directional bzw. Border Sequen-
tial bezeichnet [PK 1998]. Hier wird nur die<3x3 Nachbarschaft der Objektvoxel un-
tersucht. In jeder Subiteration kénnen nur Simple Points eines bestimmten Typs entfernt
werden, das Loschen dieser Voxel erfolgt parallel. Abhangig von der Anzahl der verschie-
denen Richtungen, nach denen man die Simple Points einteilt, gibt es Skelettierungsalgo-
rithmen, die sechs oder gar zwdlf Subiterationen pro Iterationsschritt ausfihren. Damit
das resultierende Skelett keine Ortsveranderung erfahrt, ist es notwendig, die Reihenfol-
ge der einzelnen Richtungen vorher genau festzulegen und wahrend der Skelettierung
beizubehalten.

Algorithmen, die den Bildraum in disjunkte Felder aufteilen, gehdren in die dritte Klasse
paralleler Skelettierungsalgorithmen - auch Subfield Sequential genannt [PK 1998]. In je-
dem Iterationsschritt werden jeweils andere Unterbereiche aktiviert und dort findet dann
die Skelettierung statt. Typischerweise nutzt man acht Unterbereiche, damit die Topolo-
gie erhalten bleibt. Der Nachteil solcher Algorithmen liegt jedoch darin, dass sie aufgrund
der Aufteilung des Volumens in mehrere Teilbereiche nicht translationsinvariant sind.

Um herauszufinden, ob ein Voxel geléscht werden kann, wird Uberpruft, ob es ein Simple
Point ist. Es gibt aber noch eine weitere Mdglichkeit zu bestimmen, welche Voxel ent-
fernt werden durfen. Hierzu erzeugt man im Voraus3% 3 Voxel abmessende Masken,

so genannte Templates [MS 1996]. Diese vorgefertigten Templates beinhalten verschie-
dene Konfigurationen von Objekt- und Hintergrundvoxeln. Beim Skelettieren wird also
nicht fur jedes Voxel bestimmt, ob es ein Simple Point ist, man Gberprift lediglich, ob
die Maske auf das Voxel und dessen3x3 Nachbarschaft passt (Template Matching).

Ist dies der Fall, kann es geléscht werden. Die Erarbeitung solcher Templates ist jedoch
kompliziert, da von ihnen die Qualitat bzw. geometrische Genauigkeit des entstehenden
Skelettes abhangt. Die Anzahl der benotigten Templates hangt von der Art des jeweiligen
Skelettierungsalgorithmus ab. Allerdings lasst sich die Menge aller Templates auf eine
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kleine Anzahl von Basistemplates reduzieren. Mittels Symmetrieoperationen (Drehung
und Spiegelung) kbénnen aus diesen wiederum alle Templates erzeugt werden. Templates
sind also nichts anderes als Loschbedingungen in einer anderen Form.

Im Folgenden sei nun eine kleine Auswahl verschiedenster Skelettierungsalgorithmen
vorgestellt.

Three-Dimensional Skeletonization: Principle and Algorithm [LVG 1980]

Dieser Skelettierungsalgorithmus aus dem Jahre 1980 ist sequentieller Natur. Die Uber-
prufung, ob ein Voxel ein Simple Point ist oder nicht, findet in desseB>33 Nachbar-
schaft statt. Diese wird hierbei in achk2x2 Wirfel unterteilt, in welchen Teillber-
prufungen erfolgen. Jeder Wiirfel liefert also einen Beitrag zum Gesamtergebnis und fir
jedes Voxel finden insgesamt 16 Teiluberprifungen, acht mit und acht ohne das aktuell
betrachtete Voxel, statt. Ziel dieser Prozedur ist ein Vorher-Nachher-Vergleich. Handelt
es sich bei dem aktuellen Voxel um einen Simple Point, mussen beide Ergebnisse Uber-
einstimmen: Die Eulerzahl hat sich nicht verandert und folglich &ndert sich beim Loschen
des Voxels auch die Topologie nicht. Stimmen beide Ergebnisse nicht tGberein, darf das
Voxel nicht geldscht werden. Wie die Berechnung erfolgt, sei nun kurz umrissen.

Die Bitwerte an den einzelnen Positionen innerhalb de222 Wirfel entsprechenf2=

256 moglichen Belegungen mit O oder 1. Jeder Wirfelkonfiguration ist eine bestimmte
Binarzahl und somit auch eine Dezimalzahl zugehdrig. Binér- und entsprechende Dezi-
malzahlen sind in einer Tabelle gespeichert. Der jeweilige Beitrag einer Konfiguration
zum Gesamtergebnis wird berechnet und ebenfalls in die Tabelle geschrieben, er ist ab-
hangig von der Anzahl der freiliegenden Ecken, Kanten und Flachen der Voxel innerhalb
des X% 2x2 Wirfels. Diese Tabelle kann im Voraus berechnet werden und besitzt auf-
grund von Symmetrieeigenschaften der Wirfel nicht 256 sondern nur 22 Eintrage. Fur
jede Wirfelkonfiguration wird der entsprechende Beitrag des Wirfels einfach aus der Ta-
belle abgelesen.

Mit diesem Algorithmus kdnnen sowohl 6- als auch 26-adjazente Objekte skelettiert wer-
den. Der Beitrag einer Konfiguration im 26-adjazenten Fall entspricht dem Beitrag der
bitweise komplementaren Konfiguration im 6-adjazenten Fall.

Dieser Skelettierungsalgorithmus lieferte bei seiner Implementierung fur einige Konfi-
gurationen Werte, die in der Tabelle der Originalveroffentlichung nicht vorkamen - es
wurden Voxel geldscht, die nicht hatten geléscht werden dirfen. Somit ist dieser Skelet-
tierungsalgorithmus flir unsere Arbeit ungeeignet.
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A Parallel Thinning Algorithm for 3-D Pictures [TF 1981]

Dieser Algorithmus stammt aus dem Jahre 1981. Es handelt sich dabei um einen par-
allelen Skelettierungsalgorithmus, der aus den Objekten im ersten Schritt Medialflachen
erzeugt und diese in einem weiteren Durchlauf zu Medialachsen skelettieren kann - ist
man lediglich an Medialflachen interessiert, erspart man sich einfach den zweiten Schritt.
Jeder Iterationsschritt unterteilt sich in sechs Subiterationen, die jeweils Simple Points ei-
ner der sechs Hauptrichtungen ldschen. Die Abfolge der Richtungen, nach denen Simple
Points geloscht werdenistN, S, W, E, U, D. Fur jedes Objektvoxel wird <3 Nach-
barschaft untersucht. Ein Objektvoxel darf geldscht werden, wenn es zwei Bedingungen
erfallt:

e Es muss ein Simple Point sein und mindestens zwei weitere Objektvoxel in seiner
26er Nachbarschaft besitzen.

e Firdas Voxeb(i, j, k) definiert man drei Prifebenean=i,y = j, undk = z Hierbei
besteht die Prifebene=i aus allen Voxeln, deren x-Koordinate den Wehat.
Analog werdery = j undz= k definiert. Ein Simple Poinp(i, j,k) des Typs N oder
S darf geléscht werden, wenn er in den Prifebenetk undy = j I6schbar ist. Ein
Simple Point des Typs E oder W darf geldscht werden, wenn er in den Prifebenen
X =i undz= k l6schbar ist. Ein Simple Point des Typs U oder D darf geléscht
werden, wenn er in den Prufebengr- j undx =i l6schbar ist. Ein Voxel ist in
einer Prufebene ldschbar, wenn durch sein Léschen die restlichen Objektvoxel im
3x3 Fenster auf dieser Ebene nicht voneinander getrennt werden und mindestens
zwei weitere Objektvoxel in diesenx3® Fenster existieren.

Das Ergebnis dieses ersten Durchlaufes sind Medialflachen. Wendet man den Skelettie-
rungsalgorithmus ein weiteres Mal auf diese Medialflachen an, werden Medialachsen er-
zeugt. Hierbei ist eine Anderung der zweiten Loschbedingung notwendig. Waren bisher
mindestens zwei weitere Objektvoxel inx3 Fenster auf der Prifebene vonnéten, damit

ein Objektvoxel geldscht werden konnte, so reicht jetzt bereits ein weiteres Objektvoxel
aus. Dieses muss sich aber entgegen der in der Subiteration aktuellen Richtung befinden.
Zur Berechnung der Medialachsen ist der Umweg Uber die Berechnung der Medialfl&-
chen insofern ungeeignet, als dass die Lage der Medialachsen von den zuvor berechneten
Medialflachen beeinflusst wird. Da die aus organischen Strukturen im ersten Schritt ex-
trahierten Medialflachen innerhalb gro3erer Volumenbereiche in den seltensten Fallen die
eigentlichen Medialachsen enthalten, liefert dieser Skelettierungsalgorithmus ein fir un-
sere Arbeit zu stark von den eigentlichen Medialachsen verschiedenes Skelett.
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A Fully Parallel Thinning Algorithm and Its Application [MS 1996]

1996 wurde dieser Skelettierungsalgorithmus vorgestellt. Es handelt sich um einen Fully
Parallel Algorithmus, der auf Template Matching basiert. Die Templates haben eine Gro3e
von 3x 3x3 Voxeln, beinhalten teilweise aber auch zusatzliche Voxel ausxi&x5 und

der 7x7x7 Nachbarschaft. Insgesamt werden die Templates in 4 Klassen unterteilt:

e 6 Klasse A Templates zum Léschen von Objektvoxeln (6-adjazent, auf Flachen) in
den 6 Hauptrichtungen (N, S, W, E, U, D)

e 12 Klasse B Templates zum Loschen von Objektvoxeln (6-adjazent, auf Kanten) in
den 12 Nebenrichtungen (NW, NE, usw.)

e 8 Klasse C Templates zum Loschen von Objektvoxeln (6-adjazent, auf Ecken) in
zusatzlichen 8 Richtungen (SED, NED, usw.)

e 12 Klasse D Templates zum Léschen von Objektvoxeln (26-adjazent) in weiteren
12 Richtungen (SW, NE, usw.)

Einige Richtungen tauchen mehrfach auf. Dies hangt mit unterschiedlichen Belegungen
der entsprechenden Templates zusammen, die somit alle moglichen Konfigurationen im
Volumendatensatz abdecken.

Der Skelettierungsalgorithmus wird pro Iteration auf alle Objektvoxel im Datensatz ange-
wandt. Ein Objektvoxel wird geldscht, wenn es kein Linienendvoxel ist und mindestens
ein Template der Klasse A, B, C oder D auf seine Umgebung passt. In einer Erweiterung
des Algorithmus werden vorher alle Objektvoxel, die 26-adjazent zu einem Hintergrund-
voxel sind (alle Hullenvoxel), markiert und danach auf Léschbarkeit Gberprift. Insgesamt
mussen also weniger Berechnungen durchgefuhrt werden, was eine Zeitersparnis mit sich
bringt.

Im Originalguellcode der Verfasser werden vor dem Beginn der Skelettierung zwei Dilata-
tionen des binaren Volumendatensatzes durchgefiihrt. Erst dieser Vorverarbeitungsschritt
stellt sicher, dass der Algorithmus ein korrektes Ergebnis liefert. In unserer Arbeit darf
eine Dilatation der Datensétze vor der Skelettierung nicht durchgefuhrt werden, da das
Resultat des gekoppelten anisotropen nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems im Hin-
blick auf den Erhalt feiner Gewebestrukturen zunichte gemacht werden wirde und sich
dartber hinaus die Anzahl der Objektkomponenten in einem Volumendatensatz andern
kann. Somit ist dieser Ansatz flr unsere Arbeit ungeeignet.
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A Parallel 3D 12-Subiteration Thinning Algorithm [PK 1999]

Dieser Skelettierungsalgorithmus ist der Nachfolger des ,,A 3D 6-subiteration thinning
algorithm for extracting medial lines” [PK 1998] und stammt aus dem Jahre 1999. Wie
der Name schon sagt, handelt es sich um einen parallelen Skelettierungsalgorithmus mit
12 Subiterationen pro Iterationsschritt. Der Algorithmus basiert auf Template Matching,
wobei die Templates:33x 3 Voxel abmessen. Insgesamt gibt es 168 Templates (14 pro
Subiteration), die sich aufgrund von Symmetrieoperationen auf neun Basistemplates re-
duzieren lassen. Die Reihenfolge der Subiterationen garantiert ein mittig liegendes Skelett
und lautet US, NE, WD, ES, UW, ND, SW, UN, ED, NW, UE, SD - jede andere Sequenz
resultiert in einem anderen Skelettierungsalgorithmus. Lasst man bei der Skelettierung ei-
nige Templates ungenutzt, erzeugt der Algorithmus Medialflachen anstatt Medialachsen.
Der Nachteil dieses Algorithmus, und zugleich der Grund warum er in unserer Arbeit
keine Verwendung findet, ist das Aussehen der entstandenen Skelette. Der Algorithmus
scheint recht anfallig gegenuiber Rauschen auf der Oberflache von zu skelettierenden Ob-
jekten zu sein und liefert dadurch ,bartige” Skelette, d.h. Skelette mit vielen Kreuzungen,
von denen sehr kurze Aste ausgehen.

3.6.3. TopoSkel

Fur die Skelettierung der im Endotheldatensatz vorliegenden kapillaren Strukturen ist als
Ergebnis ein sehr glattes Skelett erwiinscht, um spater méglichst sinnvolle Angaben tber
die Lange der Kapillaren und Anzahl der Kreuzungen machen zu kdnnen. In diesem glat-
ten Skelett missen sich selbstverstandlich an den Stellen Kreuzungen befinden, an wel-
chen Kapillarfortsatze von gro3eren kapillaren Strukturen abgehen. Kleinere Unebenhei-
ten auf der Kapillaroberflache dirfen jedoch nicht zur Bildung von zuséatzlichen Kreuzun-
gen fuhren. Die zu skelettierenden Strukturen haben einen anndhernd runden bzw. ovalen
Querschnitt, sind untereinander vernetzt und liegen unausgerichtet im Volumen. An den
Volumengrenzen ist die Oberflache der Kapillaren vollkommen flach, da das betrachte-
te Volumen nur einen Ausschnitt des gesamten Gewebevolumens darstellt. Keine dieser
Eigenschaften der kapillaren Strukturen darf sich negativ auf das Ergebnis des Skelettie-
rungsalgorithmus auswirken. Desweiteren haben die Volumendatensatze unterschiedliche
Auflésungen in den einzelnen Dimensionen. Das liegt darin begriindet, dass die Abstande
der optischen Schnittebenen anders sind als die Abstande der lokalen Detektionen in einer
solchen Schnittebene. Diese anisotrope Auflésung soll bei der Skelettierung bertcksich-
tigt werden.
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Aufgrund der speziellen Anforderungen an das Ergebnis der Skelettierung liefern die zu-
vor kurz beschriebenen Algorithmen fir unsere Zwecke keine befriedigenden Ergebnisse.
Folglich wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein neuer Skelettierungsalgorithmus
TopoSkel(Topologieerhaltende Skelettierung) entwickelt, der fur die Zielstellung der Ar-
beit am geeignetsten erscheint.

Es handelt sich dabei um einen sequentiellen Skelettierungsalgorithmus, bei welchem die
Gewaébhrleistung des Topologieerhaltes auf dem Simple Point Kriterium von Ma und Son-
ka [MS 1996] basiert und der Erhalt der Form der Strukturen durch die Nutzung des
Linienendvoxel-Kriteriums sichergestellt wird. Das vbopoSkelerzeugte Skelett eines
Objektes ist maximal und befindet sich an der geometrisch korrekten Position, der Mitte
des Objektes.

Die Reihenfolge, nach der die Uberpriifung der Voxel auf Simple Points stattfindet, wird
durch einen so genannten Nachbarschaftswert gesteuert. Die Nutzung dieses Nachbar-
schaftswertes und der Kriterien von Simple Point und Linienendvoxel als Grundlage un-
seres Skelettierungsalgorithmus resultiert in der Erzeugung von Skeletten, welche die zu-
vor genannten Eigenheiten der Endothelstrukturen beriicksichtigen. Im Folgenden ist die
Funktionsweise des Algorithmus aufgezeigt.

Simple Point

Das Simple Point Kriterium sorgt fir den Topologieerhalt. Ein Objektvoxel darf nur dann
geldscht werden, wenn es ein Simple Point ist.

Seix ein Objektvoxel eines 3D-Bildes urd(x) seine 26-Nachbarschaft. Laut Ma und
Sonka [MS 1996] isk ein Simple Point, wenn:

e Xist 26-adjazent zu genau einer Objektkomponenté(ix) — {x} und

e Xist 6-adjazent zu genau einer Hintergrundkomponenxésih8-Nachbarschatft.

Algorithmus

Bevor die eigentliche Skelettierung durchgefuhrt werden kann, sind noch einige Vorar-
beiten vonnoten. Damit bei der Behandlung von Voxeln an den Grenzen des Volumens
keine Probleme auftreten, wird dem Datensatz ein zwei Voxel breiter Rand aus Hinter-
grundvoxeln hinzugefligt. Desweiteren empfiehlt es sich, die in den Objektkomponenten
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vorhandenen Hohlraume mit Objektvoxeln auszufillen. Diese Hohlraume wirden im Ver-
lauf der Skelettierung wachsen und unerwinschte ,Blasen“ im Skelett erzeugen, da sie
topologisch aquivalent zu einer Hohlkugel sind.

Wie bereits erwahnt, ist das Besondere am Skelettierungsalgoriffoposkeldie Ver-
wendung des Nachbarschaftswertes. Dieser wird zunachst fir alle Objektvoxel des Vo-
lumendatensatzes, basierend auf der Anzahl von Objektvoxeln in deren kompletter 26er
Nachbarschatft, errechnet:

e FUrjedes Objektvoxel, welches mit dem aktuell betrachteten Voxel eine Flache teilt
(bis zu 6 Nachbarn), wird die Zahl 100 hinzuaddiert.

e Fur jedes Objektvoxel, welches mit dem aktuell betrachteten Voxel eine Kante teilt
(bis zu 12 Nachbarn), wird die Zahl 71 hinzuaddiert.

e FUr jedes Objektvoxel, welches mit dem aktuell betrachteten Voxel eine Ecke teilt
(bis zu 8 Nachbarn), wird die Zahl 58 hinzuaddiert.

Ein Objektvoxel, dessen 26 Nachbarn Objektvoxel sind, erhalt demzufolge den Nach-
barschaftswert 1916 6100+ 12x 71+ 8% 58). Es befindet sich innerhalb einer Objekt-
komponente, da es keinen Kontakt zum Hintergrund hat. Die Werte sind nicht willktrlich
gewahlt, sondern vom Euklidischen Abstand der Voxel untereinander abgeleitet. Die Idee
hinter diesem Vorgehen besteht darin, dass Voxel, die einen niedrigen Nachbarschafts-
wert haben, sich nicht so tief in einer Objektkomponente befinden bzw. mehr Kontakt
zum Hintergrund haben, als solche mit einem hohen Nachbarschaftswert. Der Nachbar-
schaftswert gibt spéater die Reihenfolge vor, in der die Objektvoxel gepruft und geldscht
werden. Sind diese Vorarbeiten erledigt, kann die Skelettierung erfolgen.

Bei der Skelettierung wird jede Objektkomponente separat betrachtet. Dieses Vorgehen
spart Rechenzeit, da so weniger Voxel sortiert werden mussen, ohne dass sich am Ergeb-
nis etwas andert.

Zu Beginn der Skelettierung einer Objektkomponente werden einige ihrer Voxel markiert,
in ein Feld eingetragen und dem Nachbarschaftswert nach aufsteigend stabil mittels Mer-
gesort sortiert. Bei diesen markierten Objektvoxeln handelt es sich um Bordervoxel. Es
gibt drei Moglichkeiten, welche Arten von Bordervoxeln betrachtet werden:

e Bordervoxel, die nach oben (U) oder unten (D) zu einem Hintergrundvoxel 6-
adjazent sind oder

e Bordervoxel, die nach vorn (N) oder hinten (S) zu einem Hintergrundvoxel 6-
adjazent sind oder
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e Bordervoxel, die nach rechts (E) oder links (W) zu einem Hintergrundvoxel 6-
adjazent sind.

Um ein, der anisotropen Auflésung des Datensatzes angepasstes Skelett zu erhalten, hangt
die Auswahl der auf Loschbarkeit zu tberprifenden Objektvoxel von der Voxelabmes-
sung in der jeweiligen Richtung ab. Fir alle drei Raumrichtungen wird jeweils ein Zahler
mit der Voxelabmessung initialisiert. Diese Zahler steuern die Reihenfolge, in welcher
die Richtungen betrachtet werden. Die aktuelle Richtung ist dabei immer diejenige, de-
ren Zahler den niedrigsten Wert besitzt. Danach wird die jeweilige Voxelabmessung zum
betreffenden Zahler hinzuaddiert. Im isotropen Fall bedeutet dies, dass die Abfolge der
drei Raumrichtungen, in denen einen Uberpriifung von Objektvoxeln auf Loschbarkeit
stattfindet, immer dieselbe ist.

Abbildung 3.26.Einige Korper und deren mit TopoSkel erzeugtes Skelett

Nacheinander und mit dem kleinsten Nachbarschaftswert beginnend, wird nun fir alle
markierten Objektvoxel mit gleichem Nachbarschaftswert Gberprift, ob es sich bei ihnen
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um Simple Points handelt, die keine Linienendvoxel sind. Ist dem so, kann das aktuell
betrachtete Objektvoxel geldscht werden, und es erfolgt eine Aktualisierung der Nachbar-
schaftswerte benachbarter Objektvoxel. Wurden alle Objektvoxel mit identischem Nach-
barschaftswert Uberprift und mindestens eines dabei geldscht, werden die verbleibenden
Objektvoxel wieder den Nachbarschaftswerten nach sortiert und vom kleinsten Nachbar-
schaftswert aus neu gepriift. Konnte bei der Uberpriifung eines Nachbarschaftswertes kein
Objektvoxel geloscht werden, findet die Uberpriifung der Objektvoxel mit dem nachst ho-
heren Nachbarschaftswert statt. Sind alle Objektvoxel des Feldes tGberprift worden, ohne
dass nach dem Sortieren ein Objektvoxel geldscht werden konnte, ist dieser Teilschritt
beendet. Die Richtungszéahler bestimmen nun die nachste Teilmenge von Bordervoxeln,
welche markiert und auf Léschbarkeit Gberpruft werden.

Eine Objektkomponente ist fertig skelettiert, wenn in keiner der drei betrachteten Richtun-
gen Voxel geléscht werden konnten. Sind alle Objektkomponenten bearbeitet und fertig
skelettiert, terminiert der Algorithmus. Das Ergebnis ist das Skelett des urspringlichen
Volumendatensatzes. Abbildung 3.26 zeigt einige ausgewahlte Objekte und deren, unter
Verwendung vorTopoSkelerzeugtes Skelett.

Der Skelettierungsalgorithmus verdiinnt bei isotroper Auflésung des Volumendatensatzes
die Objektkomponenten aus allen sechs Hauptrichtungen (U, D, N, S, W, E) gleichma-
Big, passt jedoch im anisotropen Fall das Skelett den Abmessungen der Voxel an. Seine
Wirkungsweise ermdglicht das Erzeugen eines Skelettes aus einem Volumendatensatz,
welches der raumlichen Konfiguration des dem Datensatz zugrunde liegenden Gewebe-
volumens entspricht. Das gleichzeitige Bearbeiten von gegentberliegenden Seiten ver-
bessert das Ergebnis insofern, als dass sich das resultierende Skelett tatsachlich an der
geometrisch korrekten Position, der Mitte der Objektkomponenten, befindet.

(b)

Abbildung 3.27.1sotrope (a) und anisotrope (b) Skelettierung
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In Abbildung 3.27 ist der Vorteil der anisotropen Skelettierung VopoSkeldargestellt.

Ein Gewebevolumen mit den Abmessungen vor 681x 432 Voxeln und einer Voxelab-
messung von 8.64mx3.96umx 1.2 um wurde zunachst isotrop skelettiert (a). Deutlich

ist zu erkennen, dass das Skelett nicht glatt ist und sich dartiber hinaus an den Kreuzungs-
punkten Fortsdtze nach oben und unten befinden. Die von den Abmessungen der Voxel
abhangige anisotrope Skelettierung (b) desselben Datensatzes liefert ein wesentlich glat-
teres Skelett ohne Fortsatze an den Kreuzungspunkten.

3.6.4. Resultate

In Abbildung 3.28 ist das Skelett des Endotheldatensatzes der Perfusionsserie 09 darge-
stellt.

Abbildung 3.28. Skelett des Endotheldatensatzes

3.7. Vektorisierung

Die Skelettierung liefert als Ergebnis wenige Objektvoxel, die das Skelett der Komponen-
ten darstellen. Diese Komponenten sind mit den zusammenhangenden Strukturen der ur-
sprunglichen Volumendatensétze identisch. Das Ziel der Vektorisierung besteht einerseits
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darin, aus den Skelettvoxeln Linienztige zu gewinnen und deren Lange zu berechnen, und
andererseits aus der Erkennung von Linienkreuzungsvoxeln und deren Klassifizierung.

3.7.1. Algorithmus

Bei der Vektorisierung, also dem Zusammenfassen von einzelnen Voxeln zu Linienzigen,
gilt es, nur die notigsten Verbindungen zu schaffen.

Im eindimensionalen Fall ist die Losung trivial - alle benachbarten Punkte kdnnen ver-
bunden werden. Doch schon im Zweidimensionalen bereitet dieses Vorgehen Probleme.
Hier kann man nicht zwischen allen benachbarten Pixeln eine Verbindung schaffen. Als
Ergebnis entstiinde anstatt einzelner Linienzige vielmehr ein Netz aus einzelnen Linien-
segmenten, wie in Abbildung 3.29 (b) dargestellt. Aus solchen Netzen lassen sich weder
sinnvolle Langen gewinnen, noch kénnen Kreuzungen richtig klassifiziert werden.

(a) (b)
Abbildung 3.29.Gute (a) und schlechte (b) Vektorisierung in 2D

Der von uns gewéhlte Losungsweg liefert ein intuitives Ergebnis. Der Algorithmus teilt
sich in mehrere Zwischenschritte, die im Folgenden néher erlautert sind:

Im ersten Schritt werden samtliche isolierte Voxel, also Objektvoxel ohne benachbarte
Objektvoxel, aus dem Datensatz extrahiert und fur eine spatere Auswertung gezabhilt.
Danach werden einzelne Liniensegmente aus dem Datensatz gewonnen. Ein Linienseg-
ment ist dabei eine Verbindung zwischen zwei benachbarten Voxeln. Allerdings ist hierbei
darauf zu achten, dass keine unnétigen Segmente erzeugt werden. Um dies zu erreichen,
werden zuerst Liniensegmente zwischen allen Voxeln erzeugt, die sich eine Flache teilen.
Ist dies geschehen, erfolgt die Erzeugung von Liniensegmenten zwischen Voxeln, welche
eine Kante gemeinsam haben und nicht bereits im vorigen Schritt indirekt tiber ein Nach-
barvoxel mit einem 2er Pfad verbunden worden sind. Zuletzt werden alle diejenigen Voxel
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verbunden, die sich einen Eckpunkt teilen und noch nicht indirekt tiber ein Nachbarvoxel
mit einem 2er Pfad Verbindung zueinander haben.

In Abbildung 3.30 sei ein Beispiel fir den zweidimensionalen Fall aufgezeigt. Zunachst
werden alle 4er Nachbarn verbunden (a) und danach alle 8er Nachbarn, welche nicht
schon uber einen 2er Pfad verbunden worden sind (b). Die gestrichelten Liniensegmente
zwischen den Pixeln in (b) werden nicht erzeugt, da zwischen ihnen ein 2er Pfad Gber ein
schon verbundenes Nachbarpixel besteht.

(a)
Abbildung 3.30.Vektorisierung in 2D

Mit Hilfe der Liniensegmente ist es nun einfach, die einzelnen Voxel zu klassifizieren.
Alle Voxel, von denen genau ein Liniensegment ausgeht, stellen Linienendvoxel dar. Als
Ergebnis erhalt man die Position und Anzahl dieser Linienendvoxel. Desweiteren sind al-
le Voxel, von denen mehr als zwei Liniensegmente ausgehen, Linienkreuzungsvoxel. Hier
erhalt man deren Anzahl und den Typ der Kreuzung. Der Typ eines Linienkreuzungsvo-
xels ist abh&ngig von der Anzahl der von ihm ausgehenden Liniensegmente. Alle anderen
Voxel, von denen genau zwei Liniensegmente ausgehen, sind Teil einer Linie und beddr-
fen in diesem Schritt keiner weiteren Beachtung.

Ist die Klassifizierung der Skelettvoxel beendet, erfolgt die Erzeugung von Linienzigen.
Als erstes werden alle Linienendvoxel abgearbeitet. Bei jedem von ihnen wird der An-
fang eines Linienzuges angenommen und das zu ihm gehdrende Liniensegment mit dem
zweiten Liniensegment des benachbarten Linienvoxels verbunden. Der auf diese Weise
entstandene Linienzug wird solange fortgesetzt und verlangert, bis das nachste betrachte-
te Voxel ein Linienendvoxel bzw. ein Linienkreuzungsvoxel ist. In diesem Fall endet der
Linienzug an dieser Stelle.

Sind alle Linienendvoxel abgearbeitet, werden Linienziige von den tbrig gebliebenen Li-
nienkreuzungsvoxeln aus gebildet und so lange verlangert, bis das néachste betrachtete
Voxel wieder ein Linienkreuzungsvoxel ist. Der Linienzug endet an solch einer Stelle.
Nachdem alle Linienendvoxel und Linienkreuzungsvoxel betrachtet wurden, kdnnen sich
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nur noch ringférmige, in sich geschlossene Strukturen, die aus Linienvoxeln bestehen, im
Datensatz befinden. Sind also noch Linienvoxel im Datensatz vorhanden, werden solange
Linienzlige von jeweils beliebig gewahlten Linienvoxeln aus gebildet, bis alle Voxel ab-
gearbeitet worden sind.

Parallel zur Erzeugung der Linienziige kann deren Lange durch Addieren der Lange der
einzelnen Liniensegmente berechnet werden. Die Lange der einzelnen Liniensegmente
berechnet sich aus dem euklidischen Abstand der benachbarten Skelettvoxel. Um die Auf-
|6sung des Volumendatensatzes bei der Berechnung der L&nge der Liniensegmente mit zu
bericksichtigen, werden die drei Raumkoordinaten aller Skelettvoxel mit der Abmessung
der Voxel in der jeweiligen Raumrichtung multipliziert.

3.7.2. Resultate

In Abbildung 3.31 ist die Oberflache und das Skelett des Endotheldatensatzes der Per-
fusionsserie 09 dargestellt. Die Gesamtlange des Skelettes aller Komponenten betragt
13408.39um. Insgesamt enthélt es 753 Linienzlige, 633 Endpunkte und 290 Kreuzungs-
punkte. Die Kreuzungspunkte teilen sich auf in 287 3er Kreuzungen und 3 4er Kreuzun-
gen.

Abbildung 3.31..Oberflache und vektorisiertes Skelett des Endotheldatensatzes
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3.8.

Zusammenfassung der Bildverarbeitungskette

Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Glieder der Bildverarbeitungs-
kette seien im Folgenden noch einmal zusammenfassend aufgezéahlt und in Abbildung 3.32
graphisch dargestellt.

Im CLSM erzeugte Satze optisch erfasster Schichtbilder: Endothele Strukturen und
Muskelzellen

Dekonvolution des Bildmaterials
Zusammenfihren der einzelnen Schichtbilder zu Volumendatensétzen

Glattung und Ausheilung der Volumendaten mittels eines gekoppelten anisotropen
nichtlinearen Reaktionsdiffusionssystems

Berechnung des Bedeckungsgrades und Ermittlung des optimalen Schwellwertes

Umwandlung des reellwertigen Endotheldatensatzes in einen Bindrdatensatz mit-
tels des optimalen Schwellwertes, alternativ mittels eines auf dem optimalen Schwell-
wert basierenden adaptiven Schwellwertes

Berechnung der Kompaktheit
Fullen von Hohlrdumen
anisotrope Skelettierung des Volumendatensatzes

Vektorisierung des Skelettes und Gewinnung von Reifungsparametern des Skelettes
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|Bilderzeugung im CLSM|
|
£ 3
Dekonvolution der Dekonvolution der
Endothelschichtbilder Muskelschichtbilder

l l

|Umwandlung in Volumendatensitze|

!

Gekoppeltes anisotropes nichtlineares
Reaktionsdiffusionssystem
— !
Ermittlung des maximalen '[
Bedeckungsgrades
|

Bedeckungsgrad )

o Schwellwert )

3
|Optimaler Schwellwert}--
LR {Merkmafe der Objekt- umﬂ

Adaptiver Schwellwert] - | Hintergrundkomponenten

Volumen, Oberfliche

und Kompaktheit der
Segmentierungf--—---o s % Objektkomponenten,
Geometriedaten der

|Fl'.i|len von Hoh]réiumen] Oberfliche

|Skelettierung Berechnung derf { Merkmale des Skelettes, ]
G el

Kompaktheit o eometriedaten der Hiillvox

| Vektorigierung]----------------s-esessememsemscmscanennscnncnncs : und des Skelettes

Abbildung 3.32..Schema der Bildverarbeitungskette
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Visualisierung

Fur den Menschen stellt die Visualisierung bestimmter Sachverhalte - in diesem Falle wis-
senschaftlicher Daten - einen zuséatzlichen, seine Entscheidungen unterstiitzenden Faktor
dar. Zwar ermdglichen die errechneten Reifungsparameter einen umfassenden quantitati-
ven Uberblick tiber den Inhalt der Volumendatensétze, ihre Visualisierung vermag jedoch
die durch sie vermittelten Aussagen zu untermauern. Zum eigentlichen Ziel der vorliegen-
den Arbeit, der Extraktion von Reifungsparametern aus Volumendatensétzen, gesellt sich
also auch der Wunsch nach einer sinnvollen Darstellung der in den Volumendatenséatzen
enthaltenen und aus ihnen erzeugten Strukturen.

Visualisierbare Daten entstehen im Verlauf der Bildverarbeitungskette praktisch nebenbei

- sie sind lediglich Abfallprodukte bei der Berechnung einzelner Reifungsparameter. Die
Kompaktheit der einzelnen Objektkomponenten des binaren Endotheldatensatzes wird
mittels des Marching Tetrahedron Algorithmus [GH 1994] berechnet. Dieser teilt, wie in
Abschnitt 3.5.3. bereits beschrieben, den Volumendatensatz in einzelne Tetraeder auf. In
jedem Tetraeder werden, falls Objektvoxel Eckpunkte des Tetraeders sind, die Schnitt-
punkte der Isoflache mit den Kanten des Tetraeders berechnet. Darauf aufbauend lassen
sich das Volumen und die Oberflache des betrachteten Teils einer Objektkomponente ein-
zeln berechnen. Die Ermittlung der Schnittflache aus den berechneten Schnittpunkten ei-
nes Tetraeders erzeugt also bereits die fur eine Darstellung der Oberflache eines Objektes
notwendigen Dreiecke.

Weitere visualisierbare Daten produziert die Vektorisierung eines Skelettes. Gleich zu Be-
ginn werden alle Oberflachenvoxel des binarisierten Datensatzes, die in ihrer 6er Nach-
barschaft ein Hintergrundvoxel besitzen, markiert. Diese Hiillvoxel werden in Punkte um-
gewandelt und bieten eine alternative und Ubersichtliche Darstellung der Oberflache von
Objekten. Im skelettierten Datensatz werden alle benachbarten Skelettvoxel durch einzel-
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ne Liniensegmente miteinander verbunden und diese einzelnen Segmente zu Linienztigen
zusammengefasst. Weiterhin erfolgt die Z&hlung von Linienkreuzungsvoxeln bestimmter
Typen und die Ermittlung isolierter Punkte im Raum. Die zuerst erzeugten einzelnen Li-
niensegmente, sowie alle ermittelten isolierten Punkte reichen bereits aus, um das Skelett
eines Objektes graphisch darzustellen. Haben zwei oder mehrere aufeinanderfolgende Li-
niensegmente dieselbe Ausrichtung, ist es moglich, diese Liniensegmente zu einem einzi-
gen Liniensegment zusammenzufassen. Dies spart unndtige Linien und resultiert in einer
schnelleren Darstellung der Geometriedaten. Ein Beispiel fur eine solche Zusammenfas-
sung von Liniensegmenten ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Bei gleichem Erscheinungs-
bild beinhaltet der Linienzug in (a) 24 Liniensegmente, der in (b) jedoch nur 14.

(a) (b)

Abbildung 4.1.:Simplifizierung von Linienziigen

Die Visualisierung der Geometriedaten erfolgt mittels MathGL3d [Kus 2003], einem
OpenGL-Viewer fur Mathematica. Ein Screenshot des Programmes ist in Abbildung 4.2

zu sehen.
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Bewertung der Reifungsparameter

Die aus den Volumendatensatzen extrahierten Werte der Reifungsparameter erméglichen
eine quantitative Bewertung der in ihnen enthaltenen Strukturen. Will man mehrere Ge-
webeproben bezilglich quantitativer Eigenschaften miteinander vergleichen, ist es not-
wendig, zu wissen, welche Auspragungen der Reifungsparameter besser sind als andere.
Dieses Kapitel dient der Zusammenfassung aller ermittelten Reifungsparameter sowie de-
ren gewilnschten Auspragungen. Eine qualitative Bewertung eines Gewebevolumens kann
anhand der im Folgenden vorgeschlagenen Reifungsparameter stattfinden, ist jedoch nicht
mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

e Der Bedeckungsgrad spiegelt die Bedeckung der kapillaren Strukturen mit Mus-
kelzellen wieder. Diese umschlie3en die BlutgefaR3e und stabilisieren sie dabei. Je
grolRer der Bedeckungsgrad, desto unempfindlicher ist das GefalRnetz gegeniber
mechanischer Belastung. Die Kapillaren kénnen nicht mehr so leicht zusammenge-
drickt werden - der Blutfluss wird dadurch nicht mehr behindert oder gar gestoppt.

e Das von Endothelzellen belegte Gewebevolumen gibt an, wieviel Prozent des Ge-
samtvolumens mit Endothelzellen ausgefillt sind. Anhand dieses Wertes laf3t sich
uberprufen, inwiefern das betrachtete Gewebevolumen tUberhaupt versorgt werden
kann und somit interessant fir die weitere Auswertung ist. Aus einem sehr nied-
rigen prozentualen Anteil der Endothelzellen am Gesamtvolumen lie3e sich so
zum Beispiel schliel3en, dass sich die Ausbildung eines funktionsfahigen kapilla-
ren Netzwerkes noch im Anfangsstadium befindet.

e Die Anzahl der Objektkomponenten entspricht der Anzahl nicht miteinander ver-
bundener Blutgefalle. Im Idealfall gibt es nur eine Objektkomponente, die fur die
Durchblutung des Gewebes verantwortlich ist.
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Die Anzahl der Hintergrundkomponenten entspricht Volumenbereichen, die nicht
von Endothelzellen belegt sind. Die gréldte verbundene Hintergrundkomponente ist
mit dem zu versorgenden Gewebe, bzw. den zwischen diesem Gewebe und der
Oberflache der Kapillaren liegenden Muskelzellen, identisch. Alle anderen, klei-
neren Hintergrundkomponenten sind entweder von Endothelzellen umschlossene
Volumen, die aus Gewebszellen bestehen, oder aber Hohlrdume in den Kapillaren -
innere Lumen, die von Blut durchstrémt werden kdnnen.

Die Anzahl der Voxel pro Komponente gibt die Gro3e derselben an. Zahlt eine
Objektkomponente wenige Voxel, handelt es sich entweder um ein kleines iso-
liert liegendes GefalR oder aber einen Teil eines Blutgefal3es, das sich aufRerhalb
des betrachteten Volumens fortsetzt. Eine grof3e Objektkomponente entspricht ei-
nem grof3en Blutgefal? - je grol3er, desto grol3er ist dessen Beitrag zur Versorgung
des Gewebes. Allerdings sollte es nicht das gesamte Gewebevolumen ausftillen, da
sonst kaum mehr Platz fur Gewebszellen bleibt, die es zu versorgen gilt.

Einen wesentlich besseren Anhaltspunkt fur die Grol3e einer Komponente liefert
jedoch ihr Volumen. Dieses wird im Rahmen der Rekonstruktion der tatsachlichen
Oberflache berechnet und bietet ein genaueres Ergebnis als die Anzahl der Voxel.

Die Kompaktheit einer Komponente besteht im Verhaltnis ihres Volumens zu ihrer
Oberflache. Nur solche Zellen, die sich in der Néahe (bis ca.uf@pder Oberfla-

che eines Blutgeféalies befinden, werden ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgt. Je kompakter, d.h. je kugelférmiger eine Komponente ist, desto weniger
Zellen befinden sich an bzw. in der N&he ihrer Oberflache und kénnen von ihr ver-
sorgt werden, isolierte kapillare Stukturen liefern gar keinen Beitrag zur Durchblu-
tung. Je unkompakter, also im Gewebe verteilter, eine Komponente ist, desto mehr
Gewebszellen kbnnen von ihr versorgt werden.

Die Anzahl der Endpunkte gibt ebenfalls Aufschluss tber die versorgende Funkti-
on eines Blutgefal3systems. Ein Endpunkt bedeutet eine Sackgasse - er ist das Ende
eines Blutgefal3es. Eine Durchblutung ist nicht moglich, da kein zirkulationsermdog-
lichender Abfluss existiert. Je niedriger die Anzahl der Endpunkte, desto besser die
Durchblutung des Gewebes.

Die Anzahl der Linienziige einer Komponente bietet einen Uberblick tiber den Grad
ihrer Verastelung. Je mehr Veréstelungen eine Komponente aufweist, desto ver-
zweigter ist sie. Die Anzahl der Linienzlige héngt direkt mit der Anzahl der Kreu-
zungen zusammen.
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¢ Die Anzahl der Kreuzungen einer Komponente sagt etwas tber deren Vernetzungs-
grad aus. Besitzt eine Komponente gar keine Kreuzungen, so handelt es sich um ein
Gefal ohne Verzweigungen. Je hoher die Anzahl von Kreuzungen, desto verzweig-
ter ist eine kapillare Struktur. Die Bildung verzweigter Blutgefal3e verbessert die
Versorgung der Gewebszellen mit Sauerstoff und Néhrstoffen. Das Gewebe wird
von BlutgefaRen besser durchdrungen.

e Die Art der Kreuzungen sagt ebenfalls etwas tUber den Vernetzungsgrad der Ka-
pillaren aus. Je mehr Blutgeféal3e sich an einer Kreuzung treffen, desto verzweigter
stellt sich das Gewebe dar. Treten in einem Gefal3netz bestimmte Kreuzungstypen
in regelmaRigen Abstanden auf, ermdglicht dies eine weiterfliihrende fraktale Ana-
lyse.

e Die Gesamtlange einer Komponente, also die einer kapillaren Struktur, sollte mog-
lichst grol3 sein. Hat die L&nge einer Komponente einen niedrigen Wert, so liegt
diese entweder von anderen Kapillaren isoliert im Volumen und entspricht einer
Insel aus Endothelzellen inmitten von Fettgewebszellen oder gehort zu einer Kom-
ponente, die sich aul3erhalb des betrachteten Gewebevolumens fortsetzt.

e Die Gesamtgefalilange der Kapillaren in einem Volumen ist ein Indikator fur die
Gute einer Gewebeprobe. Wiunschenswert sind Kapillaren, die nichtisolierte Struk-
turen, sondern ein einziges verbundenes Gefal3netz mit moglichst grof3er Gesamt-
lange bilden. Je grol3er die Gesamtlange, desto mehr Gefal3e befinden sich im Ge-
webe und versorgen die Gewebszellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen - sie gibt
somit Aufschluss Uber die Gesamtversorgung eines Gewebevolumens.

Winschenswert ist also ein kapillares Netzwerk, welches einen hohen Bedeckungsgrad
aufweist, aus einer gro3en, moglichst unkompakten Komponente besteht, wenige End-
punkte aber viele Kreuzungen besitzt und eine hohe Gesamtlange hat.
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Ergebnisse

In diesem Kapitel sind die Ergebnisse der Analysen aller untersuchten Bildserien vor-
gestellt. Es wurden sowohl aktuelle, als zusatzlich auch &ltere Bildserien ausgewertet.
Bei letzteren geschah die Auswertung im Hinblick auf einen Vergleich zwischen automa-
tischer und interaktiver Messmethode, welche den bisherigen Goldstandard bei der Er-
mittlung der Lange eines GefalRnetzwerkes reprasentiert. Anhand dieses Vergleiches soll
verdeutlicht werden, inwiefern die Ergebnisse von automatischer und interaktiver Mess-

methode korrelieren.
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6.1. Auswertung der aktuellen Bildserien

Insgesamt wurden 22 Bildserien unter Verwendung der in dieser Arbeit vorgestellten Bild-
verarbeitungskette analysiert. Die aus ihnen extrahierten Reifungsparameter sind in den
Tabellen 6.1 und 6.2 aufgelistet.

Bildserie ] BG OK HK  Agesin um?  Vgesinum® @ gC EV
Anfang01 45 26.43% 138 2 813229.48 4742758.99 0.0740 12.07%
Anfang02 45 58.74% 33 1 315928.66 1712810.28 0.0353 4.36%
Anfang03 45 53.04% 63 1 238411.63 1307787.60 0.1368 3.33%
Anfang05 45 25.38% 307 1 1362251.58 7050713.37 0.0536 17.94%
Anfang06 13.5 26.82% 111 1 923785.45 5254120.43 0.0364 13.37%
Kontroll01 45 13.42% 222 2 708446.10 3679716.54 0.1471 9.36%
Kontroll02 4.5 3.53% 204 1 773336.78 4219432.20 0.0979 10.74%
Kontroll03 1.1 17.89% 366 8 1033481.88 5786538.79 0.0452 14.72%
Kontroll04 3.7 16.56% 185 1 909314.81 5428483.71 0.0360 13.81%
Kontroll05 2.1 3.97% 365 2 1268602.53 7214195.79 0.0282 18.36%
Kontroll06 45 10.04% 302 1 1084340.59 6609678.18 0.0718 16.82%
Perfusion01| 4.7 7.53% 118 3 1172895.57 7966085.10 0.0252 20.27%
Perfusion02| 0.8 42.39% 491 7 1167510.02 5792486.81 0.0318 14.74%
Perfusion03| 0.6 72.64% 269 1 668636.76 3850861.04 0.0276 9.80%
Perfusion04| 0.1 78.76% 719 8 1463060.75 8264733.79 0.0226 21.03%
Perfusion05| 1.0 53.04% 273 55 918558.37 5298849.94 0.0322 13.48%
Perfusion06| 4.5 21.60% 431 3 839590.24 4777258.80 0.0680 12.16%
Perfusion07] 4.1 30.52% 181 2 601083.08 3700947.80 0.0608 9.42%
Perfusion08| 2.2 48.74% 264 1 654330.31 3787158.37 0.0845 9.64%
Perfusion09] 3.1 47.63% 227 2 878566.64 4959003.15 0.0615 12.62%
Perfusion10| 3.0 45.40% 229 1 703249.01 4092976.08 0.0842 10.42%
Perfusion1l] 5.0 35.25% 239 1 975415.10 5438165.28 0.1238 13.84%
Mittelwert 3.68 33.61% 260.77 4.77 885182.97 5042489.18 0.0629 12.83%
Std.abw. 2.71 21.68% 152.17 11.44 304836.12 1760700.91 0.0369 4.48%

Tabelle 6.1.Reifungsparameter aller Bildserien |

0 bezeichnet hierbei den optimalen Schwellwert, BG den maximalen Bedeckungsgrad,
OK die Anzahl der Objektkomponenten, HK die Anzahl der Hintergrundkomponenten
vor dem Fdllen der Hohlraume mit ObjektvoxelngeAdie Gesamtoberflache aller Ob-
jektkomponenten eines Datensatzegssdas Gesamtvolumen aller Objektkomponenten
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eines Datensatzes, @ gC die durchschnittliche gewichtete Kompaktheit aller Objektkom-
ponenten eines Datensatzes, EV das von Endothelzellen, also Objektkomponenten, beleg-
te Volumen in einem Datensatz ungkdie Gesamtlange des Skelettes eines Datensatzes.
Das reale Gewebevolumen betrug bei allen Datensétzen 0.0392979441 Beirden
Bildserien Anfang 01-05 und Kontroll 01-02 war die Ermittlung des maximalen Be-
deckungsgrades nicht mdglich, da dessen Werte mit zunehmendem Schwellwert stetig
sanken. In solchen Féllen wurde=4.5 gesetzt. Die Verwendung dieses Schwellwertes
lieferte Bindrdatensatze, welche sich fir die weitere Verarbeitung eigneten. Als Bede-
ckungsgrad wurde der jeweils Ax4.5 gehdrende Bedeckungsgrad des entspechenden
Datensatzes angegeben. Bei allen anderen Bildserien war die Ermittlung des maximalen
Bedeckungsgrades moglich. Der Bedeckungsgrad variierte zwischen 3.53% (Kontroll 02)
und 78.76% (Perfusion 04). Im Mittel lag er bei 33.61% mit einer Standardabweichung
von 21.68%. Die Schwellwerte lagen zwischen 0.1 (Perfusion 04) und 13.5 (Anfang 06).
Der Mittelwert lag hier bei 3.68 und die Standardabweichung betrug 2.71.

Die Anzahl der Objektkomponenten reichte von 33 (Anfang 02) bis 719 (Perfusion 04),
durchschnittlich lagen 260.77 Objektkomponenten mit einer Standardabweichung von
152.17 in einem Datensatz. Die meisten Objektkomponenten hatten jedoch nur ein gerin-
ges Volumen und lagen isoliert im Volumen. In der Hélfte aller Datensatze existierte vor
dem Fllen der Hohlraume mit Objektvoxeln nur eine grof3e zusammenhangende Hinter-
grundkomponente, welche mit dem umliegenden Gewebe identisch war. Somit gab es in
diesen Datensétzen keinen Hinweis auf innere Lumen innerhalb der endothelen Struktu-
ren. Perfusion 05 hingegen besal? 55 Hintergrundkomponenten, im Durchschnitt enthielt
jeder Datensatz 4.77 von ihnen. Die Standardabweichung betrug hierbei 11.44.

Die Endothelstrukturen von Anfang 03 besaRen mit 238414r63die kleinste Gesam-
toberflache und mit 13077876m® das kleinste Gesamtvolumen. Perfusion 04 enthielt
die Endothelstrukturen mit der gréRten Gesamtoberflache in Hohe von 14630606°75

und dem gréRten Gesamtvolumen, welches 826473ambetrug. Im Mittel lagen Ge-
samtoberfliche und Gesamtvolumen bei 885182187 bzw. 5042489.18:mq. Die ent-
sprechenden Standardabweichungen betrugen 304886138nd 1760700.9Lmq.

Die durchschnittliche gewichtete Kompaktheit war bei Perfusion 04 mit 0.0226 am kleins-
ten und bei Kontroll 01 mit 0.1471 am gro3ten. Diese gewichteten Werte gingen aus der
Kompaktheit aller Objektkomponenten hervor. Im Mittel lag sie bei 0.0629 mit einer Stan-
dardabweichung von 0.0369. Interessanter fur die Auswertung ist jedoch die Kompakt-
heit der einzelnen Objektkomponenten eines Datensatzes. Das von Endothelzellen belegte
Volumen schwankte zwischen 3.33% bei Anfang 03 und 21.03% bei Perfusion 04. Der
Mittelwert betrug 12.83% und die Standardabweichung 4.48%.
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Bildserie Linienziige Endpunkte Kreuzungen 3er 4er  5ergesin um
Anfang01 523 408 211 206 5 0 12031.87
Anfang02 342 199 161 159 2 0 5879.90
Anfang03 151 160 47 46 1 0 3131.07
Anfang05 1346 973 568 555 13 0 24010.18
Anfang06 1137 625 546 535 11 0 17923.26
Kontroll01 463 518 136 136 0 0 9398.52
Kontroll02 535 528 179 174 5 0 10461.71
Kontroll03 1180 956 460 444 16 0 16348.22
Kontroll04 898 599 395 387 8 0 16027.37
Kontroll05 1368 995 575 563 12 0 22635.53
Kontroll06 936 815 350 345 5 0 15832.03
Perfusion01 1313 669 644 619 25 0 22186.83
Perfusion02 1618 1319 673 657 16 0 23825.48
Perfusion03 822 698 311 305 5 1 11106.88
Perfusion04 2088 1794 784 758 26 0 26168.15
Perfusion05 1582 636 785 698 75 12 17591.19
Perfusion06 1141 1070 397 383 13 1 15108.09
Perfusion07 728 562 294 285 8 1 10553.82
Perfusion08 631 643 206 205 1 0 9629.43
Perfusion09 753 633 290 287 3 0  13408.39
Perfusion10 665 620 235 232 3 0 9974.85
Perfusion1l 697 649 246 239 7 0 12148.78
Mittelwert 950.77 730.41 386.04 373.54 11.82 0.68 14790.07
Std.abw. 472.2 357.51 214.65 202.22 15.84 2.55 6157.19

Tabelle 6.2.Reifungsparameter aller Bildserien Il

Die Anzahl der Linienztige im Skelett schwankte zwischen 151 (Anfang 03) und 2088
(Perfusion 04), das Skelett eines jeden Datensatzes enthielt durchschnittlich 950.77 Lini-
enzuge bei einer Standardabweichung von 472.2. Anfang 03 besal3 mit 160 die wenigsten
und Perfusion 04 mit 1794 die meisten Endpunkte im Skelett. Im Mittel betrug die Anzahl
der Endpunkte eines Skelettes 730.41 und die Standardabweichung 357.51.

Die Anzahl der Kreuzungen in einem Skelett lag zwischen 47 (davon 46 3er und eine
4er) bei Anfang 03 und 785 (davon 698 3er, 75 4er und 12 5er) bei Perfusion 05. Durch-
schnittlich traten in den Skeletten der Datensatze 386.04 Kreuzungen (davon 373.54 3er,
11.82 4er und 0.68 5er) auf. Die Standardabweichung betrug insgesamt 214.65, bei den
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3er Kreuzungen 202.22, den 4er Kreuzungen 15.84 und bei den 5er Kreuzungen 2.55.
Anfang 03 besall mit 3131.0Zm die kleinste Gesamtlange des Skelettes, Perfusion
04 mit 26168.15um die grofite. Die durchschnittliche Gesamtlange der Skelette betrug
14790.07um und die Standardabweichung lag bei 6157.19.

Eine detaillierte Auswertung aller Bildserien befindet sich, zusammen mit den wichtigsten
Abbildungen zum optischen Vergleich, in Anhang B dieser Arbeit. Die Ergebnisdateien
mit allen aus den Bildserien extrahierten Werten befinden sich auf dem dieser Arbeit bei-
liegenden Datentrager.

Alle aus den Datensatzen extrahierten Reifungsparameter hdngen direkt von der Loka-
lisation des betrachteten Bereiches im Probenquerschnitt und den angewandten Wachs-
tumsparametern ab. Sowohl die Lage der untersuchten Gewebevolumen als auch die Wer-
te der in der Wachstumsphase vorherrschenden Parameter waren nicht bekannt.
Nachdem alle Reifungsparameter aus den Datensétzen extrahiert worden sind, die quan-
titative Auswertung also abgeschlossen ist, kann eine qualitative Auswertung der Gewe-
bevolumen stattfinden.

6.1.1. Vergleich Anfangs-, Kontroll- und Perfusionsgruppe

Zusatzlich zur Auswertung aller untersuchter Bildserien wurden die Ergebnisse der ein-
zelnen Gruppen untereinander verglichen. Im Verlauf der Wachstumsphase, vom Anfer-
tigen der Gewebséaquivalente tUber die Entnahme von Gewebeproben der Anfangsgruppe
bis hin zur Entnahme von Gewebeproben der Kontroll- und Perfusionsgruppe, blieben
die Werte der Wachstumsparameter annédhernd konstant. Lediglich die Umstande des Ge-
webewachstums bei Kontroll- (ungerichtete Dynamik) und Perfusionsgruppe (gerichtete
Dynamik) waren unterschiedlich. In Tabelle 6.3 sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen aller ermittelten Reifungsparameter fur jede der drei Gruppen aufgefuhrt.

Ein tiefgreifender Vergleich der Wachstumsmethoden war an dieser Stelle jedoch nicht
maglich, da zum einen bei den Bildserien 01-05 der Anfangsgruppe und den Bildserien
01-02 der Kontrollgruppe der maximale Bedeckungsgrad nicht zu ermitteln war, und an-
dererseits ein Stichprobenumfang von 5 Bildserien der Anfangsgruppe, 6 Bildserien der
Kontrollgruppe und 11 Bildserien der Perfusionsgruppe zu gering ist. Dennoch sind im
derzeitigen Stadium der Forschungen zum Gewebewachstum bereits Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen erkennbar.

Bei der Anfangsgruppe betrug der mittlere Bedeckungsgrad 38.08%. Die mittleren Bede-
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ckungsgrade von Kontroll- und Perfusionsgruppe betrugen 10.9% bzw. 43.95% (Abbil-
dung 6.1 (a)).

Anfangsgruppe Kontrollgruppe Perfusionsgruppe
6 6.3 (4.02) 3.4 (1.46) 2.65 (1.81)
BG 38.08% (16.39%) 10.9% (6.17%) 43.95% (20.59%)
OK 130.4 (106.83) 274 (81.31) 312.82(170.81)
HK 1.2 (0.45) 2.5(2.74) 7.64 (15.89)

Agesin um? | 730721.36 (462961.55)  962920.45 (208199.92)  912990.53 (267076.79)
Vgesin um3 | 4013638.13 (2444876.04) 5489674.2 (1357182.23) 5266229.65 (1579203.95)

2 gC 0.07 (0.07) 0.07 (0.05) 0.06 (0.03)
EV 10.21% (6.22%) 13.97% (3.45%) 13.4% (4.02%)
Linienziige 699.8 (517) 896.67 (352.95) 1094.36 (493.07)
Endpunkte 473 (335.55) 735.17 (215.07) 844.82 (390.77)
Kreuzungen 306.6 (236.31) 349.17 (167.2) 442.27 (230.2)
3er 300.2 (231.02) 341.5 (162.44) 424.36 (212.59)
der 6.4 (5.37) 7.67 (5.68) 16.54 (21.21)
Ser 0 (0) 0 (0) 1.36 (3.56)
Lgesin um 12595.26 (8568.44) 15117.23 (4769.84) 15609.26 (5971.54)

Tabelle 6.3.Vergleich der drei Wachstumsgruppen: Mittelwerte und Standardabweichun-
gen (in Klammern) der Reifungsparameter

Die gerichtete Dynamik innerhalb der Perfusionskammer scheint, im Gegensatz zur unge-
richteten Dynamik innerhalb des Rotationskulturcontainers, die Bedeckung der endothe-
len Strukturen mit Muskelzellen zu fordern und somit zur Stabilisierung der Kapillaren
beizutragen.

Die mittlere Anzahl der Objektkomponenten betrug bei der Anfangsgruppe 130.4, bei der
Kontrollgruppe 274 und bei der Perfusionsgruppe 312.82 (Abbildung 6.1 (b)). Die An-
fangsgruppe enthielt durchschnittlich 1.2 Hintergrundkomponenten, Kontroll- und Perfu-
sionsgruppe enthielten im Durchschnitt 2.5 bzw. 7.64 Hintergrundkomponenten (Abbil-
dung 6.1 (c)). Die Perfusionsgruppe enthalt zwar mehr Objektkomponenten, jedoch auch
mehr Hintergrundkomponenten. Dies laf3t auf die Ausbildung von Hohlrdumen innerhalb
der endothelen Strukturen schlie3en. Aus solchen Hohlraumen kdnnen sich wiederum in-
nere Lumen entwickeln.

Die mittlere Gesamtoberflache der Anfangsgruppe betragt 73072mB6 ihr mittle-

res Gesamtvolumen 4013638.483. Die mittlere Gesamtoberflache der Kontroll- und
Perfusionsgruppe betragt 96292046 bzw. 912990.53um?, ihr mittleres Gesamt-
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volumen liegt bei 5489674.2m? bzw. 5266229.65um3 (Abbildung 6.1 (d) bzw. (e)).

Die Werte der Gesamtoberflache und des Gesamtvolumens der Perfusionsgruppe liegen
ein wenig unter den Werten der Kontrollgruppe. Ebenso verhalt es sich mit der durch-
schnittlichen gewichteten Kompaktheit @ gC und dem Verhaltnis von mit Endothelzellen
belegtem Volumen zum Gesamtvolumen EV.

Die durchschnittliche Anzahl der Linienzlige im erzeugten Skelett betragt bei der An-
fangsgruppe 699.8, bei der Kontrollgruppe 896.67 und bei der Perfusionsgruppe 1094.36
(Abbildung 6.1 (f)). Die mittlere Anzahl der Endpunkte im erzeugten Skelett betragt bei
der Anfangsgruppe 473, bei der Kontrollgruppe 735.17 und bei der Perfusionsgruppe
844.82 (Abbildung 6.1 (g)). Im Mittel enthélt ein Skelett der Anfangsgruppe 306.6 Kreu-
zungen, eines der Kontrollgruppe 349.17 Kreuzungen und eines der Perfusionsgruppe
442.27 Kreuzungen (Abbildung 6.1 (h)). An den Datensatzen der drei Gruppen kann man
im Hinblick auf den Vernetzungsgrad gut erkennen, wie die Anzahl der Linienzlge, die
Anzahl der Endpunkte und die Anzahl der Kreuzungen eines Skelettes zusammenhéangen.
Die mittlere Gesamtlange eines Skelettes der Anfangsgruppe liegt bei 123856. eI

der Kontrollgruppe betragt sie 15117.2& und bei der Perfusionsgruppe 1560926
(Abbildung 6.1 (i)).

Insgesamt zeigt sich, dass die gerichtete Dynamik innerhalb der Perfusionskammer einen
scheinbar positiven Einflul? auf die Ausbildung endotheler Strukturen ausibt. Genauere
Angaben koénnen jedoch erst nach der Analyse weiterer Datensatze gemacht werden, da
der Stichprobenumfang zur Zeit noch zu gering ist.
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Abbildung 6.1.:Fehlerbalken (Mittelwerte- Standardabweichung) der Reifungsparame-
ter von Anfangs- (A), Kontroll- (K) und Perfusionsgruppe (P)
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6.2. Vergleich zur interaktiven Ausmessung

Erste Untersuchungen zur Ausbildung kapillarer Netzwerke in Endothelzellen enthalten-
den Gewebevolumen wurden bereits im Jahre 1998 durchgefuhrt. Die Gerlstsubstanz die-
ser frihen Gewebsaquivalente bestand, im Gegensatz zu den heute dafir genutzen Kolla-
genréhrchen, aus so genannten Microcarriers - kleinen Dextranktgelchen. Besiedelt wur-
de die Gerustsubstanz nur mit Endothelzellen. Nach einer Wachstumsphase erfolgte die
Probenentnahme und daran anschlie3end die Farbung mit endothelzellspezifischen, fluo-
reszierenden Markern. Als Fluoreszenzfarbstoff fand hierbei grof3tenteils UEA-I-Lektin
und in geringerem Mal3e auch CD31 Verwendung. Nach der Farbung wurden aus den Ge-
webeproben mittels eines CLSM optisch erfasste Schichtbilder erzeugt. Diese Schichtbil-
der haben eine Auflosung von 52312 Pixel und jedes Pixel entspricht einer Flache von
1.56umx1.56um (ca. 2.43um?). Der Abstand der optischen Schnittebenen im Gewebe
liegt bei 2.31um. Die Ausmessung kapillarer Strukturen in den einzelnen Schichtbildern
eines Datensatzes, also die Bestimmung der Gefal3lange, erfolgte interaktiv. In diesem
Abschnitt werden die Ergebnisse der interaktiven Messmethode mit denen der automati-
schen Ausmessung verglichen.

Bei der interaktiven Messung fahrt man mit dem Mauszeiger den Verlauf kapillarer Struk-
turen ab. Die zurlickgelegte Wegstrecke des Mauszeigers entspricht, nach Umrechnung
abhangig von der Pixelgrof3e, der Lange des betrachteten Gefal3es im aktuellen Schicht-
bild. Die L&nge einer zusammenh&ngenden kapillaren Struktur setzt sich aus ihren Teil-
lAngen in den einzelnen Schichtbildern zusammen. Eine interaktive Messung der Kapil-
larlange kann innerhalb eines Schichtbildes relativ genau erfolgen. Der rdumliche Verlauf
kapillarer Strukturen durch die Schichtbilder hindurch, also in die Tiefe des Volumens,
ist jedoch nicht so einfach nachvollziehbar, da dem Messenden infolge der alleinigen Be-
trachtung von Schichtbildern eine dreidimensionale Ansicht des Datensatzes und somit
eine zusétzliche Entscheidungsfindung verwahrt bleibt. Die Genauigkeit der interaktiven
Langenmessung ist infolge dessen von der Ausrichtung der Endothelstrukturen abhangig.
Auch deren Form (bt einen Einfluss auf das Messergebnis aus. So kénnen dicke, par-
allel zur optischen Schnittebene verlaufende Strukturen eventuell in mehreren Schichten
markiert und gemessen werden. Aufgrund unterschiedlicher Bedingungen bei der Bil-
derzeugung aus den Gewebeproben kdonnen die Intensitatswerte gleichartiger kapillarer
Strukturen in den Schichtbildern unterschiedlich ausgepragt sein. Die durch die Subjekti-
vitat des interaktiv Messenden beeinfluRte Entscheidung tber den Verlauf der gedachten
Mittelachse in den Kapillaren kann von solchen unterschiedlichen Intensitatswerten ab-
hangig sein.
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(b)
Abbildung 6.2.: Ausgangsqualitdt des Bildmaterials: ringférmige Strukturen (a), un-
gleichmaRige Ausleuchtung (b) und Rauschen (c)

Die automatische Ausmessung eines aus den einzelnen Schichtbildern erzeugten \Volu-
mendatensatzes mittels Skelettierung und anschliel3ender Vektorisierung des entstande-
nen Skelettes ist frei von subjektiven Entscheidungen bezuglich der Lage des Skelettes
im Inneren endotheler Strukturen. Die Skelettierung erfolgt anisotrop und bertcksich-
tigt so die Abmessungen der Voxel (1.p8nx1.56 umx2.31 um) - die Ausrichtung

der Kapillaren im Volumen ist nicht langer von Bedeutung. Desweiteren ist die auto-
matische Berechnung der Kapillarlangen im Gegensatz zur interaktiven Messmethode in
vergleichsweise sehr kurzer Zeit durchfuhrbar.

Bevor jedoch die eigentliche Skelettierung der Volumendatensatze durchgefuhrt werden
konnte, mussten die ihnen zugrunde liegenden Schichtbilder in brauchbares Bildmateri-
al umgewandelt werden. Die teilweise sehr schlechte Qualitat der Schichtbilder (Abbil-
dung 6.2) hatte im wesentlichen drei Ursachen. Das grof3te Problem stellten die in den
Schichtbildern enthaltenen ringférmigen Strukturen dar. Diese Ringstrukturen waren das
Resultat einer ibermafigen Konzentration von Endothelzellmarkern auf der Oberflache
der Microcarrier und traten in den Schichtbildern aller Datensétze verschieden stark auf.
Sie waren aufgrund ihrer unterschiedlichen Auspragung bezuglich GréRe, Form und In-
tensitat nicht so einfach aus den Schichtbildern zu entfernen und erschwerten somit die
automatische ldentifikation und Langenmessung relevanter kapillarer Strukturen. Des-
weiteren wurden die im Volumen enthaltenen endothelen Strukturen haufig von diesen
Ringstrukturen tberlagert. Sie zu entfernen war der wichtigste Schritt innerhalb der Vor-
verarbeitung des Bildmaterials. Ein weiterer Einflussfaktor auf die Bildqualitat bestand
in der regional unterschiedlich starken Diffusion der Fluoreszenzfarbstoffe in die Gewe-
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beproben hinein. Da sich die Farbstoffe nicht gleichmal3ig im Volumen verteilten und
somit in ihrer Eigenschaft als endothelzellspezifische Marker nicht in allen Regionen des
Volumens gleichermalR3en wirksam werden konnten, erschienen die im CLSM optisch er-
fassten Schichtbilder ungleichmafiig ausgeleuchtet. Schwankungen der Intensitatswerte
gleichartiger kapillarer Strukturen waren die Folge. Schliel3lich war auch noch das Rau-
schen, wie bereits im Kapitel zur Bilderzeugung naher erlautert, in den Schichtbildern als
Einflussfaktor von Bedeutung.

Abbildung 6.3.:Schichtbild (a), ohne TV-Filterung entfaltetes Bild (b), TV-gefiltertes
Schichtbild (c) und mit TV-Filterung entfaltetes Bild (d)

Die Vorverarbeitung des Bildmaterials begann, noch vor der Dekonvolution [Ric 1972]/
[Luc 1974], mit einer TV-Filterung (Total Variation Filterung) [BCMW 1997]. Dies war
notwendig, da die optisch erfassten Schichtbilder von sehr schlechter Qualitat waren. Ins-
besonders die Schichtbilder, welche unter Verwendung von CD31 als Endothelzellmar-
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ker erzeugt worden sind, enthielten sehr starkes Rauschen. Dieses Rauschen wirkt sich
erheblich auf die Konvergenz der Dekonvolution und somit auf die Qualitat der entfalte-
ten Bilder aus. Nachdem die TV-Filterung erfolgte, wurden diese Bilder entfaltet (Abbil-
dung 6.3).

Abbildung 6.4.:Maximumprojektion (a), Maske (b) und maskierte Maximumprojektion
(c) des Datensatzes go0906ueal

Danach erfolgte die Erzeugung der Maximumprojektion aller Schichtbilder eines Da-
tensatzes. Sie lieferte einen Uberblick Uber die Gesamtinformation des Datensatzes be-
zuglich der Lage, der in ihm enthaltenen Endothel- und Ringstrukturen. Die einfachste
Variante, alle Ringstrukturen und das Hintergrundrauschen aus der Maximumprojekti-
on zu entfernen, bestand im manuellen Ausmaskieren aller Bildregionen, die nicht mit
Endothelzellen belegt waren (Abbildung 6.4). Alternativ ist auch das Ausmaskieren aller
Endothelstrukturen und anschlieRend das Invertieren dieser Maske moglich.

Nachdem alle unerwiinschten Strukturen ausmaskiert worden sind, konnte die entstande-
ne Maske auf alle Schichtbilder eines Datensatzes angewandt werden und es entstand ein
Datensatz, in welchem nur noch Kapillaren vorkamen. Nach dieser Prozedur lagen die
Schichtbilder als bereinigte Grauwertbilder vor und konnten in Volumendatensatze um-
gewandelt werden. Eine Glattung derselben bildete den Abschluss der Vorverarbeitung.
Daran anschliel3end erfolgte die Skelettierung der Volumendatensatze und die Vektorisie-
rung des entstandenen Skelettes (Abbildung 6.5. Letztere lieferte das Ergebnis der auto-
matischen LAngenausmessung im Volumendatensatz enthaltener kapillarer Strukturen.

87



Kapitel 6. Ergebnisse

(b) (c)

Abbildung 6.5.:Maximumprojektion (a), Oberflache (b) und Oberflache mit einbeschrie-
benem Skelett (c) der Kapillaren des Datensatzes go0906ueal

In Abbildung 6.6 ist die hier beschriebene Bildverarbeitungskette nocheinmal zusammen-

gefasst.
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Abbildung 6.6.:Vorverarbeitung des Bildmaterials und automatische Ausmessung
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Insgesamt wurden 35 Datensatze bereinigt und ausgemessen. Die Bezeichnung der Da-
tensétze, sowie die interaktivjjLund automatisch () gewonnenen Gesamtlangen der
in den Datensatzen enthaltenen kapillaren Strukturen sind in Tabelle 6.4 aufgefuhrt.

Datensatz Finum Lzinum \ Datensatz Finum Lainum

go0906ueal 6695 7211.0790o2305uea’ 4925  4887.49
go0906uea2 6979  8284.65902305uea8 4329  3045.23
go0906uea3 4895  4581.54go2305uea9 4014  4026.54
go0906uea4d 4717  4464.8702604cdl 3765 3776.05
go0906uea?7 6853  6052.35h02604cd2 3201 2255.75
go0906uea8 6914  7301.38h02604ueal 3889 3428.98
go0906uea9 2885  2361.36h02604uea2 3813  4029.23

go0906ueaa 7125 6867.3%h01804cd1 6174 6720.18
go3004ueal 5261  4422.61h01804cd2 2610 3126.33
go3004uea2 4592  2053.08h01804cd3 2639  3008.41
go3004uea3 6038 6153.65h01804cd4 6632 6483.31
go3004ueasd 6630 7611.16h01804cd5 7860 7857.18

go2305ueal 4623  4663.18h01804ueal 10964 9942.96
go2305uea? 9101 8838.06h01804uea? 6258 6413.99
go2305uea3 3544  3364.82h01804uea4d 6137 6419.19
go2305uea4d 5440  4782.17h01804ueab 5249  5507.97
go2305uea5 8390 8630.63h01804ueab 1995 1704.08
g02305ueab 5315 5709.47

Tabelle 6.4.interaktiv und automatisch gemessene Kapillarlangen

Die automatische Ausmessung lieferte andere Langen als die interaktive Messmethode -
im Mittel waren dies ca. 12m bzw. 3.25% weniger. Die Standardabweichung betrug
hierbei 694.35um. Der kleinste LAngenunterschied lag mit 2/82 bei ho1804cd5 und

der grof3te mit 2539.92m bei go3004uea? vor. In Abbildung 6.7 sind die Punktwol-

ke und die lineare Regression der interaktiv und automatisch gemessenen Kapillarlangen
dargestellt.

Ausgehend vom, bei der linearen Regression berechneten, Bestimmtheifsi£%5

und somit vom Korrelationskoeffizienten r=0.946, kann man von einem starken linearen
Zusammenhang der Kapillarlangen sprechen. Die Abweichung von automatisch und in-
teraktiv ermittelter Kapillarlange eines Datensatzes liegt zum einen in der Wirkungsweise
des Skelettierungsalgorithmus und zum anderen im Vorhandensein eines unbestimmbaren
Fehlers bei der interaktiven Ausmessung der Kapillaren begriindet.
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Abbildung 6.7.:Lineare Regression der interaktiv und automatisch ermittelten Kapillar-
langen

Die anisotrope Skelettierung wurde auf alle Endothelstrukturen angewandt und folglich
wurden auch intensitatsschwachere Abschnitte der Kapillaren mit beriicksichtigt, die vom
interaktiv Messenden keine Beachtung erfuhren. Desweiteren trugen die im bereinigten
Datensatz verbliebenen Reste der Ringstrukturen, welche nicht mit ausmaskiert worden
sind, weil sie sich oberhalb oder unterhalb einer kapillaren Struktur befanden, sowie in-
tensitatsstarke Schnittstellen von Kapillaren und Ringstrukturen zu den ermittelten Kapil-
larlangen bei. Schlielilich erzeugte der Skelettierungsalgorithmus das Skelett in der tat-
sachlichen Mitte der Endothelstrukturen. Eine wiederholte Ausmessung intensitatsstarker
Kapillaren in mehreren Schichtbildern, wie sie bei der interaktiven Messung vorkommen
kann, fand nicht statt.

Die in diesem Abschnitt vorgestellte Methode des manuellen Ausmaskierens und des
nachfolgenden automatischen Ausmessens von Datensétzen dient lediglich dem Vergleich
zur interaktiven MeBmethode, dem bisherigen Goldstandard bei der Ermittlung der Ge-
faiklange in einem Gewebevolumen. Die hier verarbeiteten Datensatze sind die einzigen,
bei denen eine interaktive Ausmessung vorgenommen worden ist. Heute hergestellte Ge-
webséaquivalente bestehen, wie bereits am Anfang dieses Abschnittes erwahnt, nicht mehr
aus Microcarriers als Gerustsubstanz und machen die hier vorgestellte Methode des zeit-
aufwendigen Ausmaskierens uberflissig.

Die von uns entwickelte morphologisch und topologisch orientierte bildanalytische Me-
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thodik kann fur das hier vorliegende Bildmaterial nur begrenzt genutzt werden. Nach der
aufwendigen manuellen Vorverarbeitung lassen sich lediglich Skelettierung und Vektori-
sierung anwenden. Bei letzterer ist flr den Vergleich auch nur die Berechnung der Gefal3-
lange nutzbar, da bei der interaktiven Ausmessung kein Augenmerk auf Anzahl und Art
der Kreuzungen gelegt wurde. Trotz der schlechten Qualitat der Schichtbilder zeigt sich
eine starke Korrelation zwischen den Ergebnissen der interaktiven und der automatischen
Messung von Kapillarlangen innerhalb eines Gewebevolumens.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Es wurde eine morphologisch und topologisch orientierte bildanalytische Methodik zur
raumlich bezogenen Quantifizierung von in vitro gewachsenem Fettgewebe erarbeitet,
die als Grundlage fir eine spatere qualitative Bewertung von Gewebsformationen und die
Optimierung von an ihrem Wachstum beteiligten Wachstumsparametern dienen kann.
Ausgehend von den optisch erfassten Schichtbildern interessanter Gewebevolumen wer-
den im Verlauf der implementierten Bildverarbeitungskette verschiedenste Reifungspa-
rameter extrahiert. Das Kernstlck dieser Bildverarbeitungskette bildet ein sequentieller,
topologieerhaltender, anisotroper 3D Skelettierungsalgorithmus. Dieser erzeugt Skelet-
te, deren optischer Eindruck die Anwendbarkeit des Algorithmus fur das gegebene Pro-
blem der Skelettierung kapillarer Strukturen nahelegt. Die Wirkungsweise aller Glieder
der Bildverarbeitungskette ist in den jeweiligen Abschnitten anhand von Beispieldaten-
satzen verdeutlicht. Bereits existierende Algorithmen zur Berechnung der Kompaktheit
sowie zur Skelettierung wurden in den entsprechenden Kapiteln vorgestellt.

Eine Visualisierung der Geometriedaten verdeutlicht die gewonnenen Ergebnisse und
macht diese fur den Nutzer Gberprifbar. Die Bewertung der Reifungsparameter behandelt
deren gewiunschte Auspragungen, ist jedoch nur als grober Anhaltspunkt fir die eigentli-
che qualitative Bewertung von Volumendatensétzen zu sehen.

Im Ergebnisteil wurden sowohl aktuelle, als auch altere Bildserien ausgewertet. Die Schwer-
punkte lagen zum einen bei der umfassenden Quantifizierung von Endothelzellen enthal-
tenden Datensatzen und andererseits beim Vergleich zwischen automatischer und interak-
tiver Messmethode.

Insgesamt wurde die Zielstellung der Arbeit erreicht, weitere Bildserien kdnnen nun der
guantitativen Auswertung zugefuhrt werden. Die Implementation der Bildverarbeitungs-
kette liefert sehr gute Ergebnisse und ist als MathLink-Programm mittels Mathematica
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einfach zu handhaben.

Die in Zukunft erzeugten Bildserien sollten mehr als nur 40 Schichtbilder aufweisen, da
fast alle Endothelstrukturen der ausgewerteten Datensatze an den Volumengrenzen und
somit nicht vollstandig innerhalb des Gewebevolumens liegen. Dies kann die Ergebnisse
der Auswertung verféalschen, da die Komponenten auf3erhalb des betrachteten Gewebe-
volumens eine vollig andere raumliche Struktur aufweisen kénnen als innerhalb. Das be-
trifft zum Beispiel den Wert der Kompaktheit oder die Lage, und die daraus resultierende
Gesamtlange, des Skelettes innerhalb der Objektkomponenten. Wird ein weniger flaches
Gewebevolumen betrachtet, ist die Anzahl der in ihm vollstandig enthaltenen Endothel-
strukturen groRer.

Es ist weiterhin wiinschenswert, den Rauschanteil in den Schichtbildern zu senken, was
durch zusatzliche Aufnahmen und deren Mittelung in den jeweiligen optischen Schnit-
tebenen erreicht werden konnte. Desweiteren sind in manchen Datensétzen schwache
Strukturen zu erkennen, die hochstwahrscheinlich auf eine Anlagerung der spezifischen
Marker an das Tragermaterial schliel3en lassen, von den endothelen Strukturen aber nicht
richtig zu unterscheiden sind. Damit bei der Auswertung der Endotheldatensatze auch
nur die endothelen Strukturen betrachtet werden, sollte dieser Sachverhalt in den wei-
teren Versuchen zum Gewebewachstum und der daran anschlieRenden Bilderzeugung
untersucht werden. Hierzu kénnte ein Vergleich mit einer anderen Methode der Bilder-
zeugung, dem Anfertigen pathohistologischer Schnitte aus einer Gewebeprobe, hilfreich
sein. Solch ein Vergleich ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch angestrebt worden,
scheiterte jedoch an der Unbrauchbarkeit der erzeugten pathohistologischen Schnitte. Aus
einer fluoreszenzoptisch doppelgefarbten Gewebeprobe wurden im CLSM optisch erfaldte
Schichtbilder erzeugt. Anschliel3end wurde diese Gewebeprobe zusatzlich immunhisto-
chemisch doppelgefarbt und Paraffinschnitte daraus angefertigt. Aufgrund der sehr wei-
chen Konsistenz der Gewebeprobe rissen die Gewebsformationen beim Schneiden aus-
einander.

Sollten zukinftige Gewebevolumen ein vollstéandig ausgebildetes Netzwerk aufweisen, so
ist es sinnvoll noch weitere, in dieser Arbeit nicht betrachtete Reifungsparameter zu extra-
hieren. So kdnnte zum Beispiel eine fraktale Analyse der Kapillaren Aufschluf3 tber ihr
Verzweigungsverhalten geben und anhand von Strémungsmodellen die Giite ihrer inneren
Lumen untersucht werden.
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Anhang A.

Implementationen

Die in dieser Arbeit vorgestellte Bildverarbeitungskette ist in Form eines Mathematica-
Notebooks auf dem beiliegenden Datentrager zu finden. Dieses Notebook beinhaltet alle
in Mathematica implementierten Einzelschritte sowie die Einbindung dreier MathLink-
ProgrammeCapilarML , BedeckungsgradundTopoSkel CapilarML ist ein Programm,
welches das gekoppelte anisotrope nichtlineare Reaktionsdiffusionssystem realisiert, mit
dem die Glattung und Ausheilung der Volumendatensatze stattfand. Es wurde uns freund-
licherweise von Herrn Dr. Jens-Peer Kuska zur Verfigung gestellt. Die Bedienung der
zwei MathLink-Programmédedeckungsgradund TopoSkelist in den folgenden bei-

den Abschnitten ausfuhrlich beschrieben, ihr Quellcode befindet sich ebenfalls auf dem
beiliegenden Datentrager.

A.1l. Das MathLink-Programm Bedeckungsgrad

Um den Grad der Bedeckung zu berechnen, wurde ein MathLink-Programm in C++ ent-
wickelt, welches in Mathematica eingebunden werden kann. Der ABeaieckungs-
grad[nx, ny, nz, N[Flatten[CapilarData]], N[Flatten[MuscleData]], options] liefert
als Ergebnis eine Liste mit Schwellwerten und den entsprechenden Bedeckungsgraden.

A.1.1. Programmbenutzung

Nachdem das MathLink-ProgramBedeckungsgradn Mathematica eingebunden wor-
den ist, kann es mit folgenden Parametern aufgerufen werden:

98



Anhang A. Implementationen

Parameter— Wertebereich | Beschreibung

nx,ny,nz— Integer Voxelanzahl der Ubergebenen Datensatze in den jeweiligen
Dimensionen.

CapilarData— Real Zu untersuchender Endotheldatensatz.

MuscleData— Real Entsprechender Muskeldatensatz.

Start— Real Anfangsschwellwert zum Berechnen des Bedeckungsgrades.

Steps— Integer Anzahl der zu berechnenden Bedeckungsgrade.

Stepsize— Real Schrittweite zur Erhéhung des Schwellwertes.

Tabelle A.1.:Parameter des MathLink-Programmes Bedeckungsgrad

Bedeckungsgrad[nx, ny, nz, N[Flatten[CapilarData]], N[Flatten[MuscleData]], Start — Re-
al, Steps— Integer, Stepsize— Real]

Eine genauere Beschreibung dieser Parameter ist in Tabelle A.1 zu finden.

A.1.2. Programmausgabe

Nachdem die Berechnung der Bedeckungsgrade abgeschlossen wurde, gibt das Programm
das Ergebnis in Form einer verschachtelten Liste an Mathematica zuriick. Diese Lis-
te enthélt Paare von Schwellwerten und entsprechenden Bedeckungsgraden und ist dem
Schwellwert nach aufsteigend geordnet.

A.2. Das MathLink-Programm TopoSkel

Der in dieser Arbeit vorgestellte 3D-Skelettierungsalgorithmus wurde zusammen mit an-
deren Algorithmen, wie zum Beispiel dem Marching Tetrahedron Algorithmus und der
Vektorisierung, in C++ implementiert und kann als MathLink-Programm in Mathematica
eingebunden werden.

Der Aufruf vonToposkel[nx, ny, nz, pnx, pny, pnz, N[Flatten[Data]], options]gibt die
skelettierte Version eines Volumendatensatzes mit den Dimensionen nx, ny und nz so-
wie verschiedene Reifungsparameter in Abhangigkeit der verwendeten Optionen zurick.

99



Anhang A. Implementationen

TopoSkelbereitet die Ausgabe der Geometriedaten so auf, dass sie mit dem MathGL3d-
Viewer [Kus 2004] visualisiert werden kénnen.

A.2.1. Programmbenutzung

Nachdem das MathLink-ProgrammopoSkelin Mathematica eingebunden worden ist,
kann es mit folgenden Parametern aufgerufen werden:

Toposkel[nx, ny, nz, pnx, pny, pnz, N[Flatten[Data]], Threshold— Real, Sigma— Real, Se-
condThreshold — Real, Adaptiv — Integer, Fill — Integer, Skeletonize— Integer, Lines —
Integer, Polygonize— Integer]

Eine genauere Beschreibung dieser Parameter ist in Tabelle A.2 zu finden.

Als Beispiel sei im Folgenden der Aufruf vafopoSkelzur Analyse des Endotheldaten-
satzes der Perfusionsserie 09 angefuhrt:

Toposkel[512, 512, 512, 1.56, 1.56, 1.54, N[Flatten[Data]], Threshold 3.1, Sigma— 0, Se-
condThreshold— 0, Adaptiv — O, Fill — 1, Skeletonize— 2, Lines— 1, Polygonize— 1]

A.2.2. Programmausgabe

Das Ergebnis voifiopoSkelwird in Form einer verschachtelten Liste an Mathematica zu-
riick gegeben. Der Aufbau dieser aus sieben Unterlisten bestehenden Liste ist wie folgt:

{{{# Voxel, { nx, ny, nz}}, { Gesamtvolumen, { nx*pnx, ny*pny, nz*pnz } } , { Threshold, {
Sigma, SecondThreshold, Adaptiv } }, { Fill, Skeletonize, Lines, Polygonize } }, { # HK, # OK
}o{{{#Voxel,V,A,C}i0k, ...}, {#Voxel, V, A, @ gC }hes} , { Geometriedaten Oberflache },
{ Geometriedaten Hulle } , { Geometriedaten Skelett } , { { { L, # Linienzlige, # Endpunkte, #
Kreuzungspunkte {{3,#3er}, ..., {12,#12er}}} ok, .- }, { L, # Linienzige, # Endpunkte,
# Kreuzungspunkte { {3, #3er}, ..., {12, #12er} } jes} } }

Im ersten Teil werden alle Parameter ausgegeben, mit denen TopoSkel aufgerufen wurde.
Somit sind, neben den eigentlichen Ergebnissen, auch gleich die Werte der zur Berech-
nung genutzen Parameter mit verfigbar. Daran anschlieBend ist die Anzahl der Objekt-

100



Anhang A. Implementationen

Parameter— Wertebereich

Beschreibung

nx,ny,nz— Integer

pnx,pny,pnz— Real
Data— Real
Threshold— Real

Sigma— Real

SecondThreshold- (-1,...,1)

Adaptiv — (0/1)

Fill — (0/1)

Skeletonize— (0,1,2)

Lines— (0/1)

Polygonize— (0/1)

Anzahl der Voxel des Uibergebenen Datensatzes in den jewei-
ligen Dimensionen.

Abmessungen der Voxel in den jeweiligen Dimension.

Das zu behandelnde reelwertige Volumen.

Der Schwellwert6 klassifiziert die Voxel im Datensatz in
Objekt- oder Hintergrundvoxel. Falls der Datensatz adaptiv bi-
narisiert werden soll, dient dieser Parameter als Basisschwell-
wert.

Dieser Parameter gibt den Westfir das adaptive Schwell-
wertverfahren an.

Dieser Wert fir den zweiten Schwellwekt wird ebenfalls fir

das adaptive Schwellwertverfahren bendétigt, der reellwertige
Wertebereich reicht vorl bis 1.

Wird der Parameter adfgesetzt, erfolgt die Binarisierung des
Volumens unter Verwendung des vorher beschriebenen adapti-
ven Schwellwertverfahrens, b@wird das Volumen mit einem
festen Schwellwert binarisiert.

Bei 1 werden im Datensatz eventuell vorhandene Hohlrdume
nach der Binarisierung geftillt, um bei der Skelettierung keine
Artefakte zu hinterlassef,ibergeht diesen Schritt.

0 Ubergeht die Skelettierung des Volumehsskelettiert das
Volumen und? gibt zuséatzlich die Hullvoxel aller Objektkom-
ponenten mit aus.

Setzt man den Parameter &,fvird das abschlielende Vekto-
risieren des Datensatztes libergangen und das Skelett wird in
Form von unverbundenen Punkten ausgegebewrktorisiert

das Skelett.

Bei 1 werden die Oberflachendreiecke der Komponenten aus-
gegeben) Ubergeht diese Ausgabe.

Tabelle A.2.:Parameter des MathLink-Programmes TopoSkel

101



Anhang A. Implementationen

und Hintergrundkomponenten angegeben. In der nachsten Liste werden die Anzahl der
Voxel, das Volumen, die Oberflache und die Kompaktheit fur jede einzelne Komponente
getrennt aufgefuhrt, sowie im Anschluss diese Werte fir alle Komponenten zusammen. Im
vierten Teil folgen die Geometriedaten der Oberflache, danach samtliche Hullvoxel und
schlie3lich das Skelett. Im letzten Teil der ausgegebenen Liste werden fur jede Kompo-
nente die Gesamtlange des Skelettes, die Anzahl der Linienzlge, End- und Kreuzpunkte
sowie die Anzahl der jeweiligen Kreuzungsarten ausgegeben und danach diese Daten flr
das gesamte Skelett.

Als Beispiel sei an dieser Stelle die Ausgabe vapoSkel beztglich der Analyse des
Endotheldatensatzes der Perfusionsserie 09 angefuhrt:

{{{10485760, { 512, 512, 512} }, { 39297944.13, { 798.72, 798.72,61.6 }},{3.1,{0,0,0}
},{1,2,1,0}},{2 227}, {{{16, 859, 62.65, 0.0339 b« , ... }, { 1345604, 4959003.15,
878566.64, 0.0615s} , { { Polygon[ { { 10.9883, 10., 6.01168 } , { 10., 10.9883, 6.01168 } ,
{10.4942, 10.4942, 7.}}1, ... } }, {{ Point[ { 800.28, 800.28, 41.58 } ], ... } }, {{ Line[ {{
800.28, 597.48, 56.98 }, { 800.28, 599.04, 55.44}}], ...}},{{{1.56,1,2,0{{3,0}, ..., { 12,
0}}}iok ... },{13408.4, 753,633,290 {{3,287},{4,3}, ..., {12, 0}3} }
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Datensatze

In diesem Teil des Anhanges befinden sich die Abbildungen und Tabellen aller 22 ana-
lysierten Bildserien. Fir jede Bildserie sind die Maximumprojektionen von Endothel-
und Muskeldatensatz sowie die im Rahmen der implementierten Bildverarbeitungskette
ermittelte Oberflache und das Skelett des Endotheldatensatzes abgebildet. Die Angabe
aller, einen Endotheldatensatz charakterisierenden Reifungsparameter ermdglicht einen
umfassenden Uberblick tiber die Eigenschaften dieser Datensiatze. Neben den Reifungs-
parametern wurden zusatzlich noch die Daten ihrer jeweils zehn grél3ten Komponenten
aufgelistet. Auf dem der Arbeit beiliegenden Datentrager befinden sich die kompletten
Ergebnisdateien, denen alle im Folgenden genannten Daten entnommen sind.
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Anfangsserie 01

(b) (c)
Abbildung B.1.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)
Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:
betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5
Objektkomponenten 138 Bedeckungsgrad  26.43%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 2 Linienzuge im Skelett 523
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  12.07% Endpunkte im Skelett 408
Gesamtoberflache der Komponenten — 81322@.48 Kreuzungspunkte im Skelett 211
Gesamtvolumen der Komponenten — 4742758.8¢ 3er/4er/5er Kreuzungen  206/5/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.074 Gesamtlange des Skelettes  12081.87
Daten der zehn gréRten Komponenten des Endotheldatensatzes:
Voxelanzahl Volumen inem3 Flache inum? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er der
938326 3469706.06 544557.96 0.0084 8835.23 302 102 166 162 4
69386 254327.19 35701.47 0.1608 537.03 35 18 17 16 1
56487 208179.71 36600.85 0.1 584.31 21 9 11 11 0
48270 179126.11 24548.48 0.2453 195.25 5 4 2 2 0
42112 155727.83 24428.81 0.1881 230.49 4 2 2 0
13504 50668.29 9196.85 0.3733 94.39 3 3 1 1 o
12033 43649.36 12484.98 0.1107 219.46 3 3 1 1 0
11714 41914.83 11980.93 0.1155 210.33 7 5 3 3 0
7219 26820.68 6467.85 0.3007 69.13 5 4 2 2 0
7503 26028.96 8044.54 0.1472 151.93 5 4 2 2 o
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Anfangsserie 02

Abbildung B.2.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5

Objektkomponenten 33 Bedeckungsgrad  58.74%
Hintergrundkomponenten vor dem Fiillen 1 Linienzige im Skelett 342
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  4.36% Endpunkte im Skelett 199
Gesamtoberflache der Komponenten — 315928.66 Kreuzungspunkte im Skelett 161
Gesamtvolumen der Komponenten — 171281ua® 3er/4er/5er Kreuzungen  159/2/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0353 Gesamtlange des Skelettes 15879.9

Daten der zehn gréRten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen inem3 Flache inum? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er der

413484 1523783.12 263575.25 0.0143 5158.27 291 130 150 148 2
31595 114667.92 27636.75 0.0704 496.93 22 11 11 11 0
12023 44710.9 8188.94 0.4117 31.98 1 2 0 0 0

1986 7209.96 2145.08 0.5956 32.99 1 2 0 0
1869 6251.55 2621.82 0.2453 36.45 1 2 0 0 0
785 2707.05 1038.04 0.741 2.19 1 2 0 0 0
847 2640.12 1636.00 0.18 1.56 1 2 0 0 0
641 2028.06 1162.88 0.2958 221 1 2 0 0 0
549 1707.93 1044.35 0.2896 1.56 1 2 0 0 0
410 1481.66 752.17 0.5835 1.54 1 2 0 0 0
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Anfangsserie 03

(c)

(b)

Abbildung B.3.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-

satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5
Bedeckungsgrad  53.04%
Linienzuge im Skelett 151
3.33% Endpunkte im Skelett 160
238411168 Kreuzungspunkte im Skelett 47
3er/4er/Ser Kreuzungen  46/1/0
Gesamtlange des Skelettes  p131.07

betrachtetes Gewebevolumen
Objektkomponenten 63
Hintergrundkomponenten vor dem Fillen 1
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen
Gesamtoberflache der Komponenten
Gesamtvolumen der Komponenten 1307786

@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.1358

Daten der zehn gré3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen inem3 Flache inum? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er der
205544 760384.96 111980.97 0.0466 1614.71 67 28 35 34 1
53752 198808.94 30186.35 0.1625 367.3 17 10 8 8 0
16835 61577.88 13721.87 0.166 215.1 3 3 1 1 0
14054 52333.24 10738.33 0.2501 118 1 2 0 0 0
11327 40504 10640.07 0.154 168.27 3 3 1 1 0
10595 38751.91 8264.27 0.3009 108.46 1 2 0 0 0
8576 31504.08 9937.98 0.1144 217.06 4 2 2 2 0
6860 24396.89 6564.47 0.238 90.75 1 2 0 0 0
6462 23940.14 4409.67 0.7559 2.21 1 2 0 0 0
4236 14844.8 4082.06 0.3664 15.44 1 2 0 0 0
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Abbildung B.4.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5

Objektkomponenten 307 Bedeckungsgrad  25.38%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienzuge im Skelett 1346
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  17.94% Endpunkte im Skelett 973
Gesamtoberflache der Komponenten 13622558 Kreuzungspunkte im Skelett 568
Gesamtvolumen der Komponenten ~ 7050713&7 3er/der/Ser Kreuzungen  555/13/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0536 Gesamtlange des Skelettes  24010.18

Daten der zehn gré3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen inem3 Flache inum? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er der

1564207 5740045.04 994265.67 0.0038 18676.03 921 330 499 486 13
47117 173086.55 28697.16 0.1434 431.1 16 8 8 8 0
41494 154218.91 24536.94 0.1821 369.13 16 8 8 8 0
35887 129452.11 31203.92 0.0624 591.48 25 11 13 13 0
22743 83723.21 19276.32 0.1107 380.7 16 8 8 8 0
16225 57485.22 11591.18 0.24 121.69 6 3 3 3 0
10654 39090.94 8646.52 0.2674 113.31 5 4 2 2 0
10306 36405.52 11188.73 0.107 211.88 5 4 2 2 0

9530 35131.89 8471.02 0.2296 112.28 3 3 1 1 0
8473 30354.42 9062.81 0.14 147.43 1 2 0 0 0
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Abbildung B.5.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert ~ 13.5

Objektkomponenten 111 Bedeckungsgrad  26.82%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienzuge im Skelett 1137
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  13.37% Endpunkte im Skelett 625
Gesamtoberflache der Komponenten — 92378h45 Kreuzungspunkte im Skelett 546
Gesamtvolumen der Komponenten — 525412ua® 3er/4er/5er Kreuzungen  535/11/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0364 Gesamtlange des Skelettes  17923.26

Daten der zehn gréRten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen inem3 Flache inum? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er der

1278972 4729066.86 758020.47 0.0058 15779.64 977 389 518 507 11
27311 99285.56 23344.95 0.0876 478.44 27 9 15 15 0
13056 48735.37 12305.67 0.1442 212.58 9 6 4 4 0
11786 42173.36 9856.04 0.2101 109.28 1 2 0 0 0

7083 26522.18 6949.65 0.237 142.64 7 5 3 3 0
6797 25166.07 6230.41 0.2962 76.65 3 3 1 1 0
6778 24295.52 5387.67 0.4269 26.84 1 2 0 0 0
6713 23799.75 6858.14 0.1986 124.55 3 3 1 1 0
5434 18995.71 5693.39 0.2211 99.55 5 4 2 2 0
4567 17076.71 4538.37 0.3528 62.58 1 2 0 0 0
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Abbildung B.6.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5

Objektkomponenten 222 Bedeckungsgrad  13.42%
Hintergrundkomponenten vor dem Fillen 2 Linienztge im Skelett 463
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  9.36% Endpunkte im Skelett 518
Gesamtoberflache der Komponenten 708446 Kreuzungspunkte im Skelett 136
Gesamtvolumen der Komponenten 367971664 3er/4er/5er Kreuzungen  136/0/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.1471 Gesamtlange des Skelettes  $388.52

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inpm2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
258125 952087.10 164928.58 0.0229 2648.17 69 24 38 38 0
145360 537923.19 75034.93 0.0775 920.01 26 13 13 13 0
116575 429376.73 65106.62 0.0756 874.57 36 15 19 19 0

99088 366841.03 61385.33 0.0658 920.20 22 11 11 11 0
76900 285009.56 51839.28 0.0659 828.72 47 16 26 26 0
31213 117363.40 21893.43 0.1484 304.70 5 4 2 2 0
22999 84537.33 17856.30 0.1420 244.21 1 2 0 0 0
22014 81791.48 14798.17 0.2335 232.95 7 5 3 3 0
18713 68722.96 12466.25 0.2757 131.29 5 4 2 2 0
17999 66858.23 12769.85 0.2428 153.83 8 4 4 4 0
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Abbildung B.7.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5

Objektkomponenten 204 Bedeckungsgrad  3.53%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienziige im Skelett 535
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  10.74% Endpunkte im Skelett 528
Gesamtoberflache der Komponenten 7733378 Kreuzungspunkte im Skelett 179
Gesamtvolumen der Komponenten — 4219432n%® 3er/4er/5er Kreuzungen  174/5/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0979 Gesamtlange des Skelettes  10461.71

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inpm2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

473256 1751732.97 271990.05 0.0172 3893.83 154 61 81 7 4
370945 1385283.95 198562.72 0.0277 3069.53 119 45 64 63 1
34429 124339.57 25445.27 0.1061 378.05 7 5 3 3 0
31883 116598.56 24810.44 0.1007 308.93 9 6 4 4 0
28816 106316.30 18943.79 0.1880 193.65 7 5 3 3 0
17896 63686.79 17209.78 0.0900 288.07 9 6 4 4 0
11884 43283.15 11582.14 0.1364 187.39 9 3 5 5 0
10976 40692.20 7854.51 0.3865 73.39 3 3 1 1 0
10410 39026.83 8433.34 0.2872 108.92 6 3 3 3 0
9483 34731.41 7740.48 0.2942 96.43 3 3 1 1 0
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(b)
Abbildung B.8.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 1.1
Objektkomponenten 366 Bedeckungsgrad  17.89%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 8 Linienzige im Skelett 1180
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  14.72% Endpunkte im Skelett 956
Gesamtoberflache der Komponenten 103348188 Kreuzungspunkte im Skelett 460
Gesamtvolumen der Komponenten 578653 7% 3er/der/5er Kreuzungen  444/16/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0452 Gesamtlange des Skelettes  1f848.22

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
1123330 4237853.25 621729.38 0.0085 10186.19 584 180 324 312 12

127595 469977.92 61900.08 0.1053 797.93 32 13 17 17 0
62109 229681.76 36672.61 0.1210 562.87 24 14 11 10 1
36615 136682.53 30713.76 0.0729 463.65 24 9 13 13 0
30451 116285.43 22265.70 0.1385 248.77 12 6 6 6 0
21163 84128.43 21616.87 0.0792 318.56 20 8 10 10 0
17918 67399.19 11365.47 0.3499 135.55 7 5 3 3 0
10297 40230.35 13122.15 0.0810 260.94 17 6 9 8 1
8642 35245.38 14137.21 0.0497 394.36 30 5 18 17 1
9047 33720.07 5924.73 0.6183 12.71 1 2 0 0 0
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Abbildung B.9.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endotheldaten-
satzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 3.7
Objektkomponenten 185 Bedeckungsgrad  16.56%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienzuge im Skelett 898
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  13.81% Endpunkte im Skelett 599
Gesamtoberflache der Komponenten 90931487 Kreuzungspunkte im Skelett 395
Gesamtvolumen der Komponenten — 542848%w 3er/4er/5er Kreuzungen  387/8/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.036 Gesamtlange des Skelettes  1G0R27.37

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

Voxelanzahl ~ Volumenimm3  Flache inum?  Kompaktheit
1208345 4459207.49 663192.05 0.0077 11922.68 583 208 316 308 8

95116 346427.48 54443.11 0.0841 868.00 36 15 19 19 0

44888 158861.62 41058.97 0.0412 953.48 26 10 14 14 0

40359 144696.96 28285.01 0.1046 414.31 21 12 10 10 0

14341 52596.65 11582.63 0.2013 154.72 12 6 6 6 0

10265 35751.07 10763.61 0.1159 191.00 4 2 2 0
7650 27327.42 6896.34 0.2575 84.71 3 3 1 1 0
5256 19609.00 4007.25 0.6758 13.86 1 2 0 0 0
5313 18705.91 5506.91 0.2370 78.52 1 2 0 0 0
4318 15672.99 6038.14 0.1262 249.62 33 6 20 20 0
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Abbildung B.10.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 2.1
Objektkomponenten 365 Bedeckungsgrad = 3.97%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 2 Linienzige im Skelett 1368
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  18.36% Endpunkte im Skelett 995

Gesamtoberflache der Komponenten 1268602158 Kreuzungspunkte im Skelett 575
Gesamtvolumen der Komponenten — 721419%uw¢ 3er/4er/5er Kreuzungen  563/12/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0282 Gesamtlange des Skelettes  2p635.53

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
1722429 6384615.00 985758.65 0.0048 17692.19 862 261 484 475 9
45109 166011.69 33012.19 0.0866 587.95 32 14 16 14 2
24941 91615.19 27589.56 0.0452 566.42 27 6 16 16 0
21946 81416.53 21483.22 0.0756 395.47 30 12 16 16 0
19852 72694.19 17709.21 0.1076 314.92 16 8 8 8 0
11837 42120.12 12163.00 0.1115 196.69 7 5 3 3 0
8587 30507.60 9025.37 0.1432 170.48 6 3 3 3 0
7169 26526.67 7512.75 0.1877 122.35 6 5 2 1 1
6190 23022.54 8362.95 0.1025 212.02 5 4 2 2 0
5692 20337.11 5907.13 0.2269 79.09 3 3 1 1 0
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Abbildung B.11.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5
Objektkomponenten 302 Bedeckungsgrad  10.04%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienzuge im Skelett 936
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  16.82% Endpunkte im Skelett 815
Gesamtoberflache der Komponenten 108434058 Kreuzungspunkte im Skelett 350
Gesamtvolumen der Komponenten 660967848 3er/4er/5er Kreuzungen  345/5/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0718 Gesamtlange des Skelettes  15832.03

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

1381863 5170725.08 731505.85 0.0077 11877.99 555 199 302 297 5
91779 342856.66 51756.16 0.0959 577.20 25 11 13 13 0
35524 130614.58 23486.91 0.1489 362.06 11 4 6 6 0
29734 110314.00 18763.63 0.2083 224.10 3 3 1 1 o]
23998 89763.37 17904.80 0.1588 250.18 12 6 6 6 o]
16890 63211.17 13304.88 0.1919 199.67 9 6 4 4 0
13475 50422.46 11977.89 0.1673 200.28 5 4 2 2 0
12412 45846.21 10486.44 0.2061 136.26 11 7 5 5 0

8019 30165.20 6125.10 0.4478 41.95 1 2 0 0 0
7832 29667.17 7483.96 0.2375 113.88 3 3 1 1 0
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Abbildung B.12.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.7

Objektkomponenten 118 Bedeckungsgrad  7.53%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 3 Linienzuge im Skelett 1313
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  20.27% Endpunkte im Skelett 669
Gesamtoberflache der Komponenten 117289557 Kreuzungspunkte im Skelett 644
Gesamtvolumen der Komponenten 796609511 3er/4er/5er Kreuzungen  619/25/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0252 Gesamtlange des Skelettes  2p1h86.83

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
2035104 7521775.84 1032541.94 0.0058 20440.85 1175 429 632 607 25
20219 73772.65 16197.50 0.1448 21541 9 6 4 4 0
14183 50423.29 12014.16 0.1658 162.45 1 2 0 0 0
8732 31852.64 6740.01 0.3748 54.23 1 2 0 0 0
5372 19387.69 4727.19 0.4024 42.38 1 2 0 0 0
5329 18846.11 4994.88 0.3223 50.73 1 2 0 0 0
4955 18040.01 4005.52 0.5727 47.30 5 4 2 2 0
4802 17686.91 4325.13 0.4373 36.33 1 2 0 0 0
4452 15217.78 5850.77 0.1308 127.64 7 5 3 3 0
3901 14540.67 3643.35 0.4944 35.14 1 2 0 0 0
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Abbildung B.13.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 0.8
Objektkomponenten 491 Bedeckungsgrad  42.39%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 7 Linienziige im Skelett 1681
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  14.74% Endpunkte im Skelett 1319
Gesamtoberflache der Komponenten 1167510102 Kreuzungspunkte im Skelett 673
Gesamtvolumen der Komponenten 579248681 3er/4er/5er Kreuzungen  657/16/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0318 Gesamtlange des Skelettes  28825.48

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

1191649 4312737.17 716845.80 0.0057 14436.41 800 262 442 434 8
129656 462748.07 81331.58 0.0450 1758.49 108 27 62 59 3
57955 190018.52 68016.54 0.0130 1587.41 89 27 49 47 2
51441 178952.12 44543.06 0.0410 910.90 a7 16 26 26 0
30844 103139.56 33160.36 0.0330 886.85 47 12 26 24 2
21605 73303.61 22634.56 0.0524 549.97 34 13 18 17 1
13448 45457.13 12071.90 0.1328 190.43 13 8 6 6 0
12371 37521.70 17254.44 0.0310 370.53 19 8 10 10 0
9564 35527.72 7067.80 0.4043 99.18 1 2 0 0 0
9968 35163.91 8163.62 0.2570 135.09 5 4 2 2 0
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Abbildung B.14.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 0.6
Objektkomponenten 269 Bedeckungsgrad  72.64%

Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienziige im Skelett 822

von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  9.8% Endpunkte im Skelett 698
Gesamtoberflache der Komponenten 6686378 Kreuzungspunkte im Skelett 311
Gesamtvolumen der Komponenten 38508664 3er/der/5er Kreuzungen  305/5/1

@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0276 Gesamtlange des Skelettes  11106.88

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er Ser

Voxelanzahl ~ Volumenimm3  Flache inum?  Kompaktheit
961018 3515000.20 544865.11 0.0086 9258.70 534 184 291 285 5 1
35355 129094.22 24761.92 0.1241 392.23 9 4 4 4 0 0
11579 40499.39 13426.35 0.0766 289.80 24 9 13 13 0 0
7888 26751.07 9743.73 0.0875 185.68 5 4 2 2 0 0
5247 19344.56 4436.69 0.4846 39.56 1 2 0 0 0 0
3921 13370.66 4680.45 0.1972 50.74 1 2 0 0 0 0
3701 12629.45 3803.19 0.3279 8.43 1 2 0 0 0 0
2604 8716.59 3007.61 0.3159 1.56 1 2 0 0 0 0
2287 8401.26 2212.08 0.7375 1.56 1 2 0 0 0 0
2538 8378.89 3719.82 0.1543 55.54 1 2 0 0 0 0
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Abbildung B.15.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 0.1

Objektkomponenten 719 Bedeckungsgrad  78.76%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 8 Linienzige im Skelett 2088
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  21.03% Endpunkte im Skelett 1794
Gesamtoberflache der Komponenten  146306Q.mM5 Kreuzungspunkte im Skelett 784
Gesamtvolumen der Komponenten — 826473%7¢ 3er/4er/5er Kreuzungen  758/26/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0226 Gesamtlange des Skelettes  2@1h68.15

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

1945966 7340289.57 1116615.47 0.0044 20282.47 1211 385 669 643 26
41456 163178.29 40790.39 0.0444 888.14 51 15 29 29 0
31455 119417.89 24757.11 0.1063 403.21 15 6 8 8 0
26519 105892.82 28641.59 0.0540 648.20 45 12 26 26 0
25222 99072.08 28945.81 0.0458 484.54 30 12 16 16 0
17910 68312.56 10708.04 0.4299 50.31 3 3 1 1 0
16480 59204.53 18203.95 0.0657 351.71 9 6 4 4 0
14452 55093.13 9870.10 0.3570 86.95 3 3 1 1 0

6691 26002.09 6222.69 0.3173 67.74 1 2 0 0 0
5871 22775.57 8390.50 0.0993 169.66 7 5 3 3 0
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Abbildung B.16.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 1.0
Objektkomponenten 273 Bedeckungsgrad  53.04%
Hintergrundkomponenten vor dem Fillen 55 Linienzuge im Skelett 1582
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  13.48% Endpunkte im Skelett 636
Gesamtoberflache der Komponenten 91855837 Kreuzungspunkte im Skelett 785
Gesamtvolumen der Komponenten 52988484 3er/der/5er Kreuzungen  698/75/12
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0322 Gesamtlange des Skelettes  17591.19

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inum2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er Ser

1026833 3783698.90 603618.57 0.0074 10820.76 738 164 414 377 28 9
283022 1040664.49 148425.12 0.0375 2605.69 154 54 81 74 7 0
22251 83132.79 16583.40 0.1714 425.29 52 7 32 31 1 o]
19194 69245.57 19069.40 0.0782 383.62 33 5 20 19 1 o]
11289 42232.16 8698.61 0.3065 45.50 1 2 0 0 0 0
10477 37374.91 10570.28 0.1338 225.08 13 6 6 6 0 0
9939 35115.42 9816.20 0.1474 193.44 13 3 7 7 0 0
7045 25958.50 6393.41 0.2916 52.17 1 2 0 0 0 0
6298 21951.28 10264.68 0.0504 535.06 95 10 56 50 6 0
4563 16409.12 4902.00 0.2585 114.14 15 2 8 6 2 0
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(c)
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Abbildung B.17.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-

tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.5
Bedeckungsgrad = 21.6%

Linienzuge im Skelett 1141

betrachtetes Gewebevolumen
Objektkomponenten 431

Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 3
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  12.16% Endpunkte im Skelett 1070
Gesamtoberflache der Komponenten — 83959(La¢d Kreuzungspunkte im Skelett 397
Gesamtvolumen der Komponenten 477725808 3er/der/5er Kreuzungen  383/13/1
Gesamtlange des Skelettes  17108.09

@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.068

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m? Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er Ser
801172 2955226.36 423562.57 0.0130 8215.14 481 163 262 254 7 1
207634 761148.70 131555.98 0.0288 2067.18 88 33 47 45 2 0

89581 332470.55 46246.86 0.1264 604.74 35 14 18 16 2 0
26438 97824.26 16536.92 0.2393 224.21 15 6 8 8 0 0
25027 93960.07 14434.44 0.3320 158.85 5 4 2 2 0 0
18334 68091.97 13619.48 0.2076 191.35 5 4 2 2 0 0
18064 65921.44 12190.81 0.2713 91.76 5 4 2 2 0 0
10069 37071.43 7173.17 0.4211 40.88 1 2 0 0 0 0

9875 36189.48 8710.54 0.2241 142.94 3 3 1 1 0 0

6138 21603.56 5621.50 0.2971 91.73 3 3 1 1 0 0
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Abbildung B.18.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 4.1
Objektkomponenten 181 Bedeckungsgrad  30.52%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 2 Linienzuge im Skelett 728
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  9.42% Endpunkte im Skelett 562
Gesamtoberflache der Komponenten  601083.08 Kreuzungspunkte im Skelett 294
Gesamtvolumen der Komponenten 370094 186 3er/der/5er Kreuzungen  285/8/1
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0608 Gesamtlange des Skelettes  105%3.82

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er Ser

Voxelanzahl ~ Volumenimm3  Flache inum?  Kompaktheit
572783 2107362.38 285391.85 0.0216 4733.46 212 71 116 111 5 1
309877 1134218.35 161453.66 0.0346 3367.34 239 109 122 121 1 0
24848 90436.86 26916.95 0.0474 615.08 36 12 20 20 0 0
14886 54236.14 9608.37 0.3750 68.85 5 4 2 2 0 0
10217 37428.47 8018.54 0.3073 68.02 1 0 0 0
9661 35430.87 8550.31 0.2271 114.05 5 4 2 2 0 0
8666 31662.12 7215.75 0.3018 103.36 8 4 4 4 0 0
8712 29821.49 11727.57 0.0624 180.67 7 5 3 3 0 0
6907 25730.50 4643.58 0.7478 1.54 1 2 0 0 0 0
4212 15834.83 3174.04 0.8868 2.19 1 2 0 0 0 0
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(c)
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Abbildung B.19.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-

tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 2.2
Bedeckungsgrad  48.74%

Linienztge im Skelett 631
Endpunkte im Skelett 643

betrachtetes Gewebevolumen
Objektkomponenten 264
Hintergrundkomponenten vor dem Fillen 1
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  9.64%

Gesamtoberflache der Komponenten  65433@.3# Kreuzungspunkte im Skelett 206
Gesamtvolumen der Komponenten — 37871588¥ 3er/4er/5er Kreuzungen  205/1/0
0.0845 Gesamtlange des Skelettes  @629.43

@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inpm2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
401364 1489370.49 200388.34 0.0312 3020.41 135 59 70 69 1
156022 579520.89 87005.20 0.0577 1276.32 57 21 31 31 0
141147 519206.03 83363.37 0.0526 1227.60 52 20 28 28 0
113361 417984.92 77254.76 0.0429 1199.35 63 27 33 33 0
105296 382854.33 59400.33 0.0791 824.35 36 15 19 19 0

10336 39520.37 10005.33 0.1764 211.85 18 6 10 10 0
8471 32022.90 9134.16 0.1522 201.74 9 6 4 4 0
7324 26859.24 7419.29 0.1998 153.04 7 5 3 3 0
5461 20766.37 5444.93 0.3021 111.54 8 1 5 5 0
5400 20122.26 5101.58 0.3449 48.30 1 2 0 0 0
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Abbildung B.20.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 3.1
Objektkomponenten 227 Bedeckungsgrad  47.63%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 2 Linienziige im Skelett 753
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  12.62% Endpunkte im Skelett 633
Gesamtoberflache der Komponenten — 87856f.64 Kreuzungspunkte im Skelett 290
Gesamtvolumen der Komponenten — 4959003:1% 3er/4er/5er Kreuzungen  287/3/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.0615 Gesamtlange des Skelettes  13408.39

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inu m?2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
527423 1962063.25 298302.50 0.0164 4799.73 239 100 125 122 3
302063 1113913.24 178130.69 0.0248 2686.66 119 49 63 63 0
240852 890926.04 134292.88 0.0371 2195.09 104 37 57 57 0

68666 252995.84 43919.11 0.0855 651.62 22 8 12 12 0
52879 190872.63 47426.42 0.0386 824.24 21 9 11 11 0
28141 100580.19 25725.29 0.0672 458.61 19 11 9 9 0
14657 53801.50 10896.88 0.2530 198.79 8 4 4 4 0
14314 51997.40 10745.84 0.2464 133.02 3 3 1 1 0
12495 45269.23 9178.38 0.2998 61.09 1 2 0 0 0

6092 22077.22 5530.51 0.3259 75.14 3 3 1 1 0
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Abbildung B.21.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-

tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 3.0

betrachtetes Gewebevolumen
229 Bedeckungsgrad  45.4%

Objektkomponenten

Hintergrundkomponenten vor dem Fillen 1 Linienztige im Skelett 665
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  10.42% Endpunkte im Skelett 620
Gesamtoberflache der Komponenten  703249.08# Kreuzungspunkte im Skelett 235
Gesamtvolumen der Komponenten 409297668 3er/4er/Ser Kreuzungen  232/3/0
0.0842 Gesamtlange des Skelettes  @974.85

@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten

Daten der zehn groBten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er

Voxelanzahl ~ Volumenimm3  Flache inum?
474990 1750921.22 263761.54 0.0189 4017.92 214 84 114 112 2
264900 980011.03 143935.39 0.0364 2210.96 113 48 59 58 1
196864 729903.29 100384.88 0.0596 1292.70 54 24 28 28 0
18528 68024.91 13261.78 0.2244 147.39 7 5 3 3 0
15018 54622.96 11345.66 0.2311 117.83 8 4 4 4 0
11416 41131.07 12547.99 0.0968 297.47 12 6 6 6 0
9798 36263.72 6445.06 0.5555 7.89 1 2 0 0 0
9518 34517.18 8398.42 0.2275 127.29 7 5 3 3 0
7290 27178.41 7031.21 0.2403 125.48 8 4 4 4 0
5718 21123.44 5801.94 0.2584 66.81 5 4 2 2 0
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(b) (c)

Abbildung B.22.:Maximumprojektionen von Endothel- (a) und Muskeldatensatz (b) sowie Oberflache und Skelett des Endothelda-
tensatzes (c)

Reifungsparameter des analysierten Endotheldatensatzes:

betrachtetes Gewebevolumen  0.03929794413 mm angewandter Schwellwert 5.0

Objektkomponenten 239 Bedeckungsgrad  35.25%
Hintergrundkomponenten vor dem Fullen 1 Linienzuge im Skelett 697
von Endothelzellen belegtes Gewebevolumen  13.84% Endpunkte im Skelett 649
Gesamtoberflache der Komponenten 975418 Kreuzungspunkte im Skelett 246
Gesamtvolumen der Komponenten 543816588 3er/der/5er Kreuzungen  239/7/0
@ gewichtete Kompaktheit der Komponenten  0.1238 Gesamtlange des Skelettes  1p148.78

Daten der zehn gro3ten Komponenten des Endotheldatensatzes:

Voxelanzahl Volumen imm3 Flache inum2 Kompaktheit Gesamtlange jom Linien Endpunkte Kreuzungen 3er 4er
459217 1706876.71 268701.01 0.0170 3816.55 162 63 86 83 3
330648 1227742.29 181532.06 0.0285 2436.05 123 51 64 61 3
143820 538417.32 72338.24 0.0866 958.15 35 15 18 17 1

85811 319091.78 54949.67 0.0694 740.40 24 12 12 12 0
52436 196418.06 29161.51 0.1759 426.40 19 8 10 10 0
44348 165770.48 28985.26 0.1276 359.02 21 12 10 10 0
31840 119078.39 19569.86 0.2140 187.78 9 6 4 4 0
24657 91585.23 17589.51 0.1743 249.97 10 5 5 5 0
22724 84261.28 13416.99 0.3325 154.02 11 7 5 5 0
22200 82808.13 16209.97 0.1821 194.64 7 5 3 3 0
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