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Zusammenfassung. Fine dreidimensionale Zellbildvisualisierung vita-
ler Knochenzellen stellt hohe Anspriiche an das Ausgangsbildmaterial.
Schon geringe Bildstérungen wie Rauschen, schwacher Kontrast und ei-
ne ungleichméfige Ausleuchtung fithren unter Umsténden zu unbrauch-
baren Resultaten. Um trotzdem zu einer brauchbaren Darstellung zu
gelangen, miissen diese Artefakte so weit wie moglich eliminiert werden,
bevor die eigentliche 3D-Visualisierung und Weiterverarbeitung durch-
gefithrt wird. Ein neu entwickelter Algorithmus erlaubt es, in einer Vor-
verarbeitungsstufe vor der eigentlichen 3D-Visualisierung die Bilder von
storenden Elementen zu befreien indem auf die fouriertransformierten
Daten eine 18-béandige Equalizerfunktion angewendet wird, welche die fiir
die weitere Verarbeitung wichtigen Bildelemente gegeniiber den Stéran-
teilen neu gewichtet. Mit Hilfe des entwickelten Equalizers ist es moglich,
nach der Bilderfassung (aber vor der 3D-Rekonstruktion) die Bildqua-
litdt der histologischen Bilddaten entscheidend zu verbessern. Das hier
vorgestellte Verfahren wurde an zahlreichen Bildern aus der Praxis ge-
testet und fithrte durchweg zu besseren Ergebnissen.

1 Einleitung

Knochenzellen bilden ein komplexes Netzwerk von zellverbindenden morpholo-
gischen Strukturen innerhalb der extrazelluldren Knochenmatrix aus. Untersu-
chungen iiber den Informationsaustausch, welcher iiber dieses Netzwerk zwischen
den einzelnen Zellen erfolgt, erfordern eine moglichst genaue Kenntnis tiber die
morphologisch-topologischen Zusammenhénge.

Mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskops lassen sich Bilder vitaler Kno-
chenzellen aus Zellkulturen gewinnen. Die anschlieende morphologische Struk-
turanalyse und Darstellung erfolgt mit Methoden der digitalen Bildverarbeitung
und der Computergrafik [1]. Eine automatisierte dreidimensionale Zellbildaus-
wertung vitaler Knochenzellen stellt dabei hohe Anspriiche an das Ausgangsbild-
material. Schon geringe Bildstérungen fiihren unter Umstdnden zu unbrauchba-
ren Resultaten fiir eine dreidimensionale Visualisierung. In der Praxis lassen
sich Bildstérungen wie Rauschen, schwacher Kontrast und andere stérende Ar-
tefakte bei der Erfassung an einem konfokalen Lasermikroskop nicht vollstandig
vermeiden. Um trotzdem zu einer brauchbaren Darstellung zu gelangen, miissen
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diese Artefakte so weit wie moglich eliminiert werden, bevor die eigentliche 3D-
Visualisierung und die dafiir notwendigen Vorverarbeitungen durchgefiithrt wer-
den.

Im Folgenden wird ein Verfahren vorgestellt, das sich als sehr geeignet fiir
die Eliminierung von Bildstérungen im Rahmen von rdumlichen Darstellungen
vitaler Knochenzellen mit Hilfe computergrafischer Methoden erwiesen hat.

2 Material und Methoden

Kalvarienfragmente neugeborener Ratten wurden in einem Wachstumsmedium
(ICN in 5 % fetales Kélberserum) gehalten. Das Zellgewebe wurde mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Calcein AM iiber Nacht angeférbt. Die Knochenfragmente wur-
den fiir die experimentellen Untersuchungen in eine Beobachtungskammer mit
Deckglas-Boden iiberfiihrt und mit einem 40fach Immersionsobjektiv betrachtet.
Ein Z-Stapel von Fluoreszenzbildern wurde mit einer CCD-Kamera aufgenom-
men (Hamamatsu Orca ER), die Bestandteil einer konfokalen Laser Scanning
Einrichtung war (UltraView, Perkin Elmer, Cambridge, England) (Abb. 1).

Abb. 1. Ein Bild aus dem Zellbildstapel im Original.

Die mathematische Grundlage fiir die durchgefiihrten Filterungen bildete die
2-dimensionale Fourier-Transformation (FFT), mit deren Hilfe die Bildinforma-
tionen in die Ortsfrequenzen des Bildes iiberfiihrt wurden [2]. Tm Ortsfrequenz-
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raum wurden ausgewéhlte Ortsfrequenzbereiche gewichtet und das Ergebnis mit
der inversen Fouriertransformation in den Ortsbereich zuriick transformiert. Die
so vorverarbeiteten Bildstapel wurden nun mit Hilfe des Marching-CubeAlgo-
rithmus dreidimensional vektorisiert und iiber eine Open-GL Schnittstelle dar-
gestellt.

It

Abb. 2. Einstellfenster fiir die Equalizer-Funktion.

3 Ergebnisse

Der Bilddatenstapel wurde sequentiell mit Hilfe des FFT Algorithmus in seine
Ortsfrequenzen zerlegt. Auf diese Ortsfrequenzen wurde nun eine Gewichtungs-
funktion angewendet (image—Equalizer—Funktion”), mit deren Hilfe Frequenzan-
teile, die nur Bildstérungen enthalten, eliminiert und Frequenzanteile, die sowohl
Storungen als auch wesentliche Bildinformationen enthalten etwas gegeniiber
den Frequenzanteilen mit den gesuchten Bildinformationen abgeschwécht wur-
den. Um dieses zu erreichen, wurde ein Image-Equalizer implementiert, der
nach erfolgter Fouriertransformation den Ortsfrequenzbereich in 18 feste Fre-
quenzbdnder zerlegt (Abb. 2). Die Breite der Frequenzbander nimmt mit aufstei-
gender Frequenz zu, wobei sich ein Anstieg von 32,4011 % zur jeweils nichsten
Frequenzbandbreite durch Versuche als Optimal gezeigt hat. Eingestellt wird
jewells der hichstfrequente Bereich des Frequenzbandes. Von dort aus wird line-
ar zur nichsten Frequenzbandgrenze interpoliert. Nun wird eine entsprechende
Gewichtung vorgenommen. Dadurch wird erreicht, dass der jeweilige Ortsfre-
quenzbereich entweder gedampft, verstirkt oder unveréndert bleibt. Da die op-
timale Einstellung der Regler u. U. sehr zeitaufwendig sein kann, unterstiitzt die
entwickelte Software den Benutzer beim Einstellen der Filterregler durch eine
Vielzahl systematischer Hilfestellungen. Nach erfolgter Riicktransformation der
modifizierten Ortsfrequenzen in den Ortsbereich wurden die Bilddaten fiir die
Visualisierung auf ein optimales Maf} gespreizt und das Ergebnis zwischenge-
speichert. Abschlieflend kann der Datensatz dreidimensional visualisiert werden.
Hierfiir wird der gefilterte Bilddatenstapel mit Hilfe eines erweiterten Marching-
Cube Algorithmus vektorisiert und kann nun 3-dimensional oder sogar stereo-

skopisch dargestellt werden (Abb. 4)[3].
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Abb. 3. Das Bild aus Abb. 1 nach erfolgter Filterung.

4 Diskussion

Das Hauptproblem bei der dreidimensionalen Zellbildauswertung und Visuali-
sierung von Knochenzellbildern (Zellkultur) stellen die zahlreichen stérenden
Artefakte dar, die schon bei der Bilderfassung entstehen. Gerade die nur schwer
zu erkennenden feinen tentakelartigen Verbindungsstrukturen zwischen den Zel-
len gehen bei herkdmmlichen Filterungsverfahren (Tiefpassfilter, Bandpassfilter)
schnell verloren, da sie nur schwer gegen die Artefakte abzugrenzen sind. Mit Hil-
fe des Image-Equalizers ist es jedoch méglich, genau diejenigen Ortsfrequenzen
hervorzuheben, welche genau diese feinen Verbindungsstrukturen reprisentieren.
Natiirlich liegen auch in diesen Ortsfrequenz-Bereichen Stéranteile. Offensicht-
lich fallen sie jedoch gegeniiber den eliminierten Stérungen nicht mehr ins Ge-
wicht. Durch die sehr feine Einstellungsméglichkeit des Equalizers mit Hilfe der
18 Frequenzbénder ist eine gute Differenzierung von Stérungen und wesentli-
chen Informationen méglich geworden. Das verbleibende Problem ist jedoch die
jewells optimalen Einstellungen fiir die Regler des Equalizers zu finden. Obwohl
bereits viele Ansétze zur Anwenderunterstiitzung in das Programm eingeflos-
sen sind, bleibt es doch letztendlich der Mensch, der die Entscheidung tiber die
Filterung treffen muss. Ein Aufwand der sich lohnt, wie man aus dem direkten
Vergleich von Abb. 1 und Abb. 3 ersehen kann. Das Ziel unserer Arbeit, den
erfahrenen Physiologen zu unterstiitzen, nicht ihn zu ersetzen, wurde erreicht.
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Abb. 4. Abschliefend kann der Datensatz 3-dimensional visualisiert werden.
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Nach erfolgter Bildverbesserung ist die weiterverarbeitende Software in der
Lage, die Zellausldufer zu verfolgen und deren rdumlichen Verlauf zu rekonstru-
ieren und zu visualisieren. Dieses ermoglicht nun den 3-dimensionalen Blick auf
lebende Knochenzellen, woraus sich natiirlich gegeniiber den Bildern abgetéteter
Zellen vollig neue Moglichkeiten, z.B. die der Langzeitbeobachtung und der funk-
tionellen Bildanalyse (z.B. extra- und interzelluldrer Calciumtransport), ergeben.
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