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1. Einleitung

1.1. Geschichtliche Entwicklungen in der Licht- und
Elektronenmikroskopie und Grundbegriffe

Anfang des 17. Jahrhunderts fand die Verwendung von Mikroskopen Eingang in die
Naturwissenschaften. In den darauffolgenden vier Jahrhunderten flihrte diese technische
Neuerung zur Entstehung und besténdigen Welterentwicklung von wissenschaftlichen
Disziplinen wie Zytologie, Histologie, mikroskopische Anatomie oder Bakteriologie. Unsere
Vorgellungen vom Aufbau lebendiger Organismen und dem Entstehen von Krankheiten
wurden revolutioniert.

Konvexe Linsen (Sammellinsen) waren schon im Altertum bekannt. Die Verwendung
gléserner , Lesesteine” zur Vergrof3erung einer Schrift erwahnte Ibn al Haitham, lat. Alhazen
(etwa 962-1035 unserer Zeitrechnung) (zitiert nach: Ruska E, 1979). Brillen mit konvexen
Glasern kamen nach 1285 in Europain Gebrauch. Mit Hilfe von Lupen hergestellte
Zeichnungen finden sich in dem Buch ,, Theatrum insectorum sive minimorum animalium®
des Englanders Thomas Moufet (1553-1604) (zitiert nach: Ruska E, 1979).

Zunehmend besserten sich die technischen Voraussetzungen fir die Erforschung der
Morphologie. Die zunéchst praktizierte Arbeit mit ungeférbten Préparaten stief3 schnell an
ihre Grenzen. Mit einfachen Lichtmikroskopen sind so nur wenige Details zu erkennen. Erst
die Entwicklung einer Vielzahl von Farbeverfahren fir die unterschiedlichsten
Fragestellungen brachte einen weiteren Durchbruch.

Eine Zusammenarbeit mit anderen wissenschaftlichen Disziplinen wie der Physiologie fuhrte

dann zu einem Verstandnis der Funktion von Geweben und Organen. Funktionsstérungen



wurden erklarbar. Dem Hollanders Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) dirfte die Funktion
der Mikroorganismen, die er im Zahnbelag gefunden hatte, noch weitgehend unverstandlich
gewesen sein. Der Italiener Marcello Malpighi (1628-1694) jedoch leistete schon friih einen
bedeutenden Beitrag zum Verstandnis der nach ihm benannten Nierenkdrperchen (Ruska E,
1979). Diese bilden den Primérharn und messen im Mittel beim Erwachsenen circa 170
Mikrometer (Leonhardt H, 1985).

Ein weiteres Beispiel fur das sich entwickelnde, funktionelle Verstandnis von Beobachtungen
sind Parasiten: 1840 noch konnte Henle sich die Entstehung der Eingeweidewtrmer nicht
erklaren. Er forderte, dass der Beweis fur die parasitére Natur einer Krankheit folgende
Bedingungen erfillen misse: Das Agens musse konstant in den kontagiosen Materialien
gefunden werden. Es miisse weiterhin auch auf3erhalb eines befallenen Korpersisoliert und
beobachtet werden konnen. 1876 konnte Robert Koch nach Vorarbeiten von Pollender und
Davaine die Atiologie des Milzbrandes klaren. (Brandis H, Pulverer G, 1988). Es gelang ihm
damit, die von Henle aufgestellten Forderungen flr den Beweis der bakteriellen Natur einer

Krankheit zu fuhren.

Die meisten Bakterien messen in der Lange zwischen 0,5 und 20 Mikrometern (Brandis H,
Pulverer G, 1988, S. 15) und kdnnen mit dem freien Auge nicht mehr aufgeldst, das heif3t,
gesehen werden. Das Auflésungsver mégen des menschlichen Auges liegt im Bereich von
100 Mikrometern (Leonhardt H, 1985, S. 6). Die (bei weitem) grofte menschliche Zelle, die
Eizelle, kann mit einem Durchmesser von bis zu 140 Mikrometern mit freiem Auge unter
gunstigen Umstanden gerade erkannt werden. Mit Lichtmikroskopen werden Auflésungen in
der Grof3enordnung von 100 Nanometern (= 0,1 Mikrometer) erreicht. Die Bakterien liegen
also im Auflésungsbereich des Lichtmikroskops. Viren messen zwischen 20 und 800
Nanometern (Brandis H, Pulverer G, 1988, S. 585). Sehr grof3e Viren, etwa aus der Familie
der Poxviridae, konnen mit Lichtmikroskopen eben noch erkannt werden. In der Praxis aber
bendtigt man ein Elektronenmikroskop zum visuellen Nachweis von Viren.

Die optische Aufldsung bezeichnet den kleinsten Abstand, den zwei Punkte haben dirfen, um
noch getrennt wahrgenommen zu werden. Die Vergrofderung hingegen ist der
Abbildungsmalistab und stellt das Verhdltnis aus Bildgroi3e zur Gegenstandsgrol3e dar
(Kamke D, Walcher W, 1994). Eine Erhdhung des Abbildungsmalistabs ohne Erhéhung der
Auflésung ist wertlos, da das Bild zwar grofder wird, aber nicht mehr Details unterschieden
werden kénnen. Es werden dann lediglich die einzelnen, unterscheidbaren Punkte des Bildes
groRer, ihre Anzahl jedoch bleibt konstant (Welsch U, 1994).



Die den Lichtmikroskopen zugrunde liegenden physikalischen Prinzipien verhindern, dass
zwei Punkte als getrennt gesehen werden, wenn ihr Abstand kleiner ist als etwa ein Drittel der
Wellenlange des sichtbaren Lichts (Ruska E, 1979, S. 11). Diese betragt 380 bis 780
Nanometer (Kamke D, Walcher W, 1994, S. 490). Das heif3t, um die Aufldsung zu erhdhen,
musste eine Strahlung gefunden werden, die zwar eine kleinere Wellenlénge als sichtbares
Licht hat, aber andererseits mit Materie in Wechselwirkung tritt. Rontgenstrahlung wird beim
Durchtritt durch Materie kaum abgelenkt. Die 1895 erstmals von Réntgen beschriebenen
Elektronenstrahlen besitzen jedoch die geforderten Eigenschaften. Ruska und v. Borries
bauten 1931 das erste Elektronenmikroskop (Junqueira LC, Carneiro J, 1991).

In der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wird ein Préparat statt mit Licht mit
Elektronenstrahlen ,,durchleuchtet”. Diese haben eine Wellenlange von circa 4 Pikometern (=
0,004 Nanometer) bei 100 Kiloelektronenvolt (keV). Die kinetische Energie der Elektronen
wird in keV angegeben. Eine Zunahme der Energie der Elektronen bedeutet eine Abnahme
der Wellenlange des Elektronenstrahls und damit eine Erhéhung der erzielbaren Auflésung.
Die Wellenlangen kénnen so klein gewéhlt werden, dass man bereits in atomare Dimensionen
hineinsehen konnte, aus folgendem technischen Grund liegt die Auflésungsgrenze jedoch nur
bei circa 0,5 Nanometer: Die numerische Apertur, die fir Elektronenmikroskope bei etwa
0,01 liegt, verhindert dies. Die numerische Apertur (siehe Abbildung (Abb.) 1 unten) ist das
Produkt aus Brechzahl eines Objektivs und dem Sinus des Winkels vom Objektpunkt
(welcher betrachtet werden soll) und dem Objektivrand einerseits, und der Senkrechten vom
Objektpunkt auf das Objektiv andererseits. Die numerische Apertur ist ein Mal3 fur den Licht-
(beziehungsweise (bzw.) Elektronen-)strom, der durch ein Objektiv fallen kann. Je hdher der
Licht- (bzw. Elektronen-)strom, desto mehr Wellen (von mehr Objektpunkten) fallen auf das
Auge des Betrachters. Es werden also mehr Bildpunkte gesehen, das heil3t, die Auflosung ist
groRer (Kamke D, Walcher W, 1994, S. 499).



Abbildung 1: Numerische Apertur (Schema). Links der Objektpunkt P. Die Senkrechte zur Linse und der
Lichtstrahl zum Objektivrand schlief3en den Winkel o ein. Je mehr sich a dem 90°-Winkel ndhert, desto mehr
Lichtguanten ausgehend vom Objektpunkt P treffen auf das Auge rechtsim Bild (aus: Kamke, Walcher: Pysik
fur Mediziner, 1994).

Die um nahezu 1000fach hohere Auflésung der Elektronenmikroskope im Vergleich zu
Lichtmikroskopen flihrte zu einer sprunghaften Zunahme der Kenntnisse in allen

» Lebenswissenschaften”. Beginnend mit den ersten serienméali3ig gebauten
Elektronenmikroskopen 1939 (Ruska E, 1979), fand zunéchst alerdings die TEM in den
vierziger Jahren noch eine zogerliche Verbreitung. Ergt in den flnfziger Jahren des 20.
Jahrhunderts fanden Elektronenmikroskope eine weitere Verbreitung. Sie schafften die
Moglichkeit, detailliert in das Innere von Zellen zu blicken. So konnte beispielsweise die
lichtmikroskopisch lange bekannte basale Basophilie vom azindsen Endstiick des exogenen
Pankreas entschliisselt werden. Sie entspricht elektronenmikroskopisch dem rauen
endoplasmatischen Retikulum (RER).

Nach der Entdeckung der Zellorganellen wurden umfangreiche Studien durchgefihrt, diese zu
guantifizieren. Insbesondere in den 60er Jahren wurde hierzu auch Lebergewebe untersucht.
Eine dreidimensionale Rekonstruktion von Serienschnitten erlaubte beispielsweise eine
genaue Modellvorstellung von der Form und Vertellung von Mitochondrien zu entwickeln.

Stereologie (quantitative M orphometrie) (siehe Kapitel 4.6. Stereologische M ethoden der



guantitativen Bildanalyse in der TEM, Seite 111) im engeren Sinne bedeutet, aus
zweidimensionalen Schnittbildern auf die raumliche Dimension zu schlief3en. Eine
Vorgehensweise benutzt Gitterraster, die auf fotografische Abziige von TEM-Aufnahmen
gelegt werden. Die Schnittpunkte des Rasters mit Membranen von interessierenden Strukturen
im Bild werden gezahlit. Die ermittelte Punktanzahl dient als Grundlage zur Berechnung
beispielsweise von Voluminavon Zellorganellen (Steer MW, 1984). Voraussetzung hierfir ist
die Auswertung einer grof3en Anzahl zuféllig ausgewahiter Bilder.

So wurden in einer Studie von Loud (1968) die Zellvolumina von Hepatozyten der
Rattenleber bestimmt, ebenso das durchschnittliche Mitochondrienvolumen und die
Mitochondrienanzahl pro Zelle. Die relativen Oberflachen des RER, der &uf3eren und der
inneren Mitochondrienmembran wurden berechnet. Verwendung fanden hierzu 3
verschiedene Vergrosserungsstufen in lichtmikroskopischen Aufnahmen (1:1000), sowie in
TEM-Aufnahmen (1:12500 und 1:50000). 45 Gewebebl6ckchen wurden untersucht (5
Blockchen von je 3 verschiedenen Leberlgppchen von 3 Ratten).

1969 wurden von Weibel und Mitarbeiter (et al.) die Ergebnisse von Loud in einer dhnlichen
Studie bestétigt, lediglich die Berechnungen der Oberflache des RER waren in der Arbeit von
Loud um ein Drittel niedriger alsin der Arbeit von Weibel.

Nach Erforschung von gesundem Gewebe konnten auch pathologische Veranderungen
quantifiziert werden. So wurde in einer Studie von Staubli et al. (1969) die Auswirkungen von
Phenobarbitursdure auf die Struktur der Leber untersucht. Es fand sich ein dramatischer
Anstieg von Volumen und Oberflache des glatten endoplasmatischen Retikulums nach 5
Tagen Applikation von Phenobarbitursiure.

Solche quantitativen, stereologischen Verfahren sind in der Auswertung ausgesprochen
zeitaufwandig. Automatisierung in der Bildakquisition ist heute zwar welit verbreitet.
Elektronisch gesteuerte Mikroskope mit integrierten Digital- oder Videokameras erlauben es,
sehr grof3e Datenmengen zu erzeugen. Es fehlen hingegen Méglichkeiten, diese automatisch
oder halbautomatisch auszuwerten. Nur in Einzelfallen kénnen heute computerunterstiitzt
etwa speziell angeféarbte Zellen mit den Methoden der Bildanalyse gezahlt werden (Grobe M,
et a., 2003).

In der TEM sind bislang keine automatischen Bildanalyseverfahren bekannt geworden. Eine
semi-/ bzw. vollautomatische Objekterkennung, moglichst gekoppelt mit einer
dreidimensionalen (3-D) Rekonstruktion, wirde hier eine erhebliche Verbesserung in der

Erforschung der von Geweben, Zellen, Zellorganellen und Mikroorganismen bedeuten. Sie



erbréchte eine betrachtliche Zeiter sparnis wahrend der Untersuchung. Es kénnten dann sehr
grof3e Datenmenge untersucht werden. Auch geringe Abweichungen von einer Norm kdnnten
so erkannt werden. Esist durch eine solche technische Neuerung also eine weitere,

bedeutende Zunahme wissenschaftlicher Erkenntisse zu erwarten.

1.2. Fragestellung

Von der Firma Definiens AG, Minchen, wurde in den letzten 3 Jahren ein allgemeines
Bildanalysesystem entwickelt (Cellenger®, im weiteren Text bezeichnet als. Cellenger). Das
zugrunde liegende Prinzip wird bereits seit Mitte 2000 erfolgreich in der Analyse von
Satellitenaufnahmen verwendet (eCognition®, im Weiteren: eCognition). Es beruht auf dem
Ansatz, Wissen modellhaft abzubilden (siehe Kapitel 2.4. Beschreibung von Cellenger®,
Seite 27). Mittels einer graphischen Benutzeroberflache kann auch von
»Nichtprogrammierern* eine Anwendung entwickelt werden (Regelsatz), welche in der Lage
ist, ein bestimmtes Bildanalyseproblem zu l6sen.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Methode gefunden werden, schnell und soweit moglich

automatisch mit Hilfe der Software Cellenger TEM-Aufnahmen der Leber auszuwerten.

Hierzu konnte auf Bildmaterial des I nstituts fir Chirurgische Forschung der Ludwig-
Maximilians-Universitéat (LMU) Munchen zurtickgegriffen werden. Es handelte sich um
Aufnahmen von Rattenlebern aus drei Gruppen von Tieren: Eine Kontrollgruppe (im
Folgenden: Kontrolle), eine Gruppe, deren Tiere einer Leberischamie unterzogen worden
waren (im Folgenden: Ischamie) und eine dritte Gruppe orthotop lebertransplantierter Tiere
(im Folgenden: Transplantation). In der Isch&miegruppe kam es zu einer partiellen
Unterbrechung der Leberdurchblutung in situ fir einen Zeitraum von 60 Minuten bei
Korpertemperatur, wahrend in der Transplantationsgruppe die Organe einer sogenannten
kalten I schdmie ausgesetzt waren. In dieser Studie waren insgesamt 750
elektronenmikroskopische Aufnahmen visuell ausgewertet worden. Es war die Fragestellung
untersucht worden, durch welche quantifizierbaren Schadensparameter die drel Gruppen sich
unterscheiden lassen (Leiderer R, unvertffentlichte Daten) (siehe Kapitel 4.3.9. Vergleich mit

den Ergebnissen einer visuellen Auswertung, Seite 101).

10



In vorliegender Arbeit wurde das Sinusoid der TEM-Aufnahmen computerunterstiitzt
untersucht. Das Sinusoid wurde markiert, mittels der o.g. Software auf einheitliche Weise
automatisch segmentiert, manuell klassifiziert, sowie statistisch ausgewertet. Es wurden

jewells 50 Bilder in jeder Gruppe ausgewertet.

Es wurden weiterhin die Bildbereiche der Hepatozyten untersucht. Es wurde ein Regelsatz

entwickelt, der vollautomatisch die Mitochondrien erkennen sollte.
Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Unterscheiden sich die Sinusoide der drei Bildgruppen Kontrolle, Ischdmie und
Transplantation in der mit Hilfe von Cellenger vorgenommenen, computerunterstitzten
Bildanalyse signifikant?

2. Sind die Ergebnisse in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen oben genannter, visueller
Untersuchung?

3. Erlauben die computerunterstiitzt berechneten Merkmale eine sinnvolle und
reproduzierbare Beschreibung der drei Bildgruppen?

4. Sind Mitochondrien automatisch erkennbar? Dies wirde beispielhaft beweisen, dass
komplexe Bildstrukturen mit Hilfe von Cellenger beschrieben werden kénnen.

2. Material und M ethoden

Fur die Herstellung der verwendeten TEM-Aufnahmen wurden in den Jahren 1998 bis 2001
die ndtigen Tierversuche von Operateuren des I nstituts fur Chirurgische Forschung (Direktor:
Prof. Dr. med. Dr. h.c. mult. K. Mef3mer) der LMU Mnchen durchgeftihrt. Die Zustimmung
erteilte die Regierung von Oberbayern (AZ 211-2531-30/98 und AZ 211-2531-25/99).
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2.1. Tiermodd

Insgesamt wurde L ebergewebe von 20 mannlichen Lewis-Ratten verwendet. Davon dienten
funf Tiere als Kontrolle und funf wurden einer warmen | schamie unterzogen. Funf Tiere
wurden orthotop lebertransplantiert. Flnf Tiere dienten als Leberspender. Das Korpergewicht
der Tiere betrug 200 bis 300 g. Alle Tiere kamen aus der Versuchstierzucht Charles River,
Sulzfeld, Deutschland.

Die Versuchstiere wurden in Kéfigen bei 12-stiindigem Hell-, Dunkelzyklus gehalten. Sie
hatten freien Zugang zu Wasser und Futter. Die Raumtemperatur lag reguliert bei 21°C, die
Luftfeuchtigkeit bei 60 + 5 %. Das Futter der Tiere (Ssniff rat diet, ssniff Spezialdiéten,
Soest) enthielt folgende Inhaltsstoffe: 19% Rohprotein, 0,3% Methionin, 1,0% Lysin, 3,0%
Rohfett, 5,2% Rohfaser, 6,7% Rohasche, 1,1% Calcium, 0,8% Phosphor, 0,25% Natrium und
0,2% Magnesium. An Zusatzstoffen pro kg Futter waren enthalten: 18000 |.E. Vitamin A,
1280 |.E. Vitamin D3 und 120 mg Vitamin E.

2.2. Oper atives Prozeder e und Bilder zeugung

Eswurden drei Versuchsgruppen gebildet. Bei der Kontrolle wurde lediglich eine
Laparotomie durchgeftihrt. Bei den Tieren der Ischamiegruppe wurden 70% der Leber flr
einen Zeitraum von 60 Minuten von der Durchblutung abgeschnitten (warme I schamie).
Daran schloss sich eine 120minltige Reperfusionsphase an. Den Tieren der dritten Gruppe
wurden die Lebern der Spendertiere orthotop syngen (das heift, zwischen Tieren desselben
Inzuchtstammes) transplantiert. Zwischen Explantation und Implantation wurden die Organe
24 Stunden bel 4°C gelagert (kate Ischamie).

2.2.1. Operationsvor bereitung und Anasthesie
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Wahrend einer préoperativen, 12-stiindigen Nahrungskarenz hatten die Tiere frelen Zugang zu
Wasser. Als Pramedikation erhielten sie Atropinsulfat (0,2 mg/kg KG s.c.) zur Reduktion
einer narkosebedingten, bronchialen Hypersekretion und zur Prophylaxe eines
Laryngospasmus. |n einem glasernen Athertopf (Ather fiir Narkose, Firma Hoechst,
Frankfurt) wurden die Tiere unter gandiger Kontrolle ihrer Vitalfunktionen (Atmungsmuster,
Bewegungsverhalten) narkotisiert. Nach Rasur des Fells an Bauch und Hals folgte die
alkoholische Desinfektion. Die Operation wurde unter sauberen, jedoch nicht aseptischen
Bedingungen und unter Verwendung eines Operationsmikroskops (M650, Firma Wild,
Heerbrugg, Schweiz) durchgefihrt. Die Tiere wurden in Riickenlage auf einer
Operationsplatte mit integriertem Heizteil (Firma Effenberger, Minchen) gelagert.
Extremitéten und Schwanz wurden mit Klebepflaster und Haltemagneten fixiert. Zur
kontinuierlichen Messung der Korperkerntemperatur wurde rektal ein Thermometer
eingefuhrt. So konnte die Korpertemperatur wahrend der Operation konstant zwischen 36,5°C
und 37,5°C gehalten werden.

Die Narkose wurde im offenen System unter Verwendung einer Atemmaske durchgeftihrt.
Diese war mit einer éhergetrankten Kompresse besttickt und dem Kopf des Versuchstieres
vorgelagert. Um bel Narkosezwischenféllen eine rasche arterielle Sauerstoffaufséttigung
erzielen zu kdnnen, lag auf dem Préparationstablett eine Sauerstoffleitung bereit, um bel
Bedarf die Atemluft mit reinem Sauerstoff anreichern zu kénnen.

Zum kontinuierlichen intraoperativen Monitoring des mittleren arteriellen Druckes und der
Herzfrequenz, sowie zur Entnahme von arteriellen Blutgasproben wurde in die linke Arteria
carotis communis ein Polyethylenverweilkatheter (PE 50, Auf3en-/I nnendurchmesser
0,96/0,58 mm, Firma Portex, Hythe, England) platziert. Ein weiterer Katheter (PE 50) diente
der kontinuierlichen Registrierung des zentralventsen Druckes sowie zur Applikation von
Pharmaka. Er wurde Uber die rechte Venajugularis interna in die Vena cava superior
vorgeschoben. Die perioperative Infusionstherapie richtete sich nach dem jeweiligem
Blutverlust und Blutdruck. Dabel kam sterile Vollelektrolytlésung (Tutofusin, Firma Baxter,
UnterschleiRheim) und Human-Albumin Infusionslésung 5% (Centeon Pharma GmbH,
Marburg) zur Anwendung. Anhand von Blutgaswerten konnte der Séure-Basen-Haushalt der
Tiere kontrolliert und gegebenenfalls durch die Gabe von NaHCO3
(Natriumhydrogencarbonat-L 6sung 8,4%, Firma Delta-Pharm, Pfullingen) korrigiert werden.
Beide Katheter wurden durch kontinuierliche Infusion von Vollelektrolytldsung (Tutofusin)
mit jeweils 2 ml/h offengehalten. Diese Infusion diente auch zur Substitution des laparatomie-

bedingten Volumenverlustes.
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2.2.2. Kontrollgruppe

Nach transversaler Laparotomie wurde das Abdomen mit Hilfe zweler Haken offen gehalten.
Die Haltebander der Leber wurden gelost, die Leber mit Folie abgedeckt, um Austrocknung
zu vermeiden. Der Darm wurde nach Mobilisierung nach links ausgelagert und ebenfalls vor
Austrocknung geschtitzt. Anschlief3end wurden die Tiere fur drei Stunden in Narkose
gehalten. Dies entspricht der Dauer der Ischdmie und Reperfusion in der Ischamiegruppe
(eine Stunde I schamie gefolgt von zwei Stunden Reperfusion).

Danach wurde Gewebe entnommen und der Versuch beendet.

2.2.3. Ischamiegruppe

Eswurde ebenso wie bei der Kontrollgruppe transversal die Bauchwand er6ffnet und die
Leber mobilisiert. Der Darm wurde ausgelagert und abgedeckt. Der Ductus choledochus
wurde zur Messung der Galleproduktion kanuliert (Polyethylenkatheter PE 50, Aul3en-
/Innendurchmesser 0,80/0,40 mm, Fa. Portex, England). Der rechte L eberlappen wurde mit
Folie abgedeckt. Die Préparation der zum linken und medianen Leberlappen fihrenden
Arterien- und Pfortaderaste entsprach der Technik nach Kawano et al. (1989). Allerdings
wurde durch die Ischédmie in lediglich zwei Leberlappen (70% der Leberdurchblutung) eine
portale Hypertension mit Kongestion im mesenterialen Strombett und nachfolgender
systemischer Hypotension vermieden (Meer et al. 1971). Die freipréparierten Gefélde wurden
durch mikrovaskulére Geféliclips nach Biemer (Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland) reversibel
okkludiert.

Die Ischamiezeit betrug 60 Minuten. Danach schloss sich eine 120mindtige

Reperfusionsphase an, gefolgt von Gewebeentnahmen und V ersuchsende.
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2.2.4. Spendertiere

Die Tiere wurden quer laparotomiert und das Abdomen mittels zweier Haken offen gehalten.
Nach Mobilisation der Leber wurde diese mit Folie zum Schutz vor Austrocknung bedeckt.
Auslagerung des Darmpakets und Abdeckung. Kantilierung des Ductus choledochus zur
Messung der Galleproduktion. Verbleib des Katheters wahrend der 24stiindigen
Konservierung und der Implantation bis zum Versuchsende.

Abgangsnahe Ligatur und Durchtrennung der Arteria gastroduodenalis, danach Pr8paration
des Truncus coeliacus bis zum Ursprung aus der Aorta. Prgparation von Pfortader, sowie von
Aortaund Venacava. Systemische Heparinisierung (200 |.E. Uber die V. jugularis interna).
Retrograde Kanulierung der infrarenalen Aorta mittels einer Teflon-Kanile 18 G
(Durchmesser 1,3/0,9 mm, Firma Abbott, Wiesbaden). Abklemmen der Aorta abdominalis
proximal des Trucus coeliacus und breite Inzision der infrahepatischen Vena cava auf Hohe
der linken Nierenvene. Beginn der retrograden aortalen Perfusion der abdominellen Organe
mit 10ml 4°C kalter University-of-Wisconsin-Losung (UW) (Firma Du Pont Pharma, Bad
Homburg) mit einer Perfusionsgeschwindigkeit von 120 mi/h. Zugleich Oberflachenkiihlung
der Leber mit 4°C kalter Ringerlaktatlésung. Nach Abschluss der Perfusion und Entbluten des
Spendersintiefer Narkose Beginn der Explantation der Leber. Durchtrennung der
suprahepatischen Vena cava inferior am Zwerchfelleintritt, der infrahepatischen Vena cava
inferior an der Einmindung der linken Nierenvene und Absetzen der Pfortader am Zufluss der
Vena mesenterica inferior. Exzision des Truncus coeliacus.

Unmittelbar nach der Hepatektomie wurde die Leber gewogen und in eine Schale mit kalter
UW-L 6sung eingelegt und die fir die spatere Anastomosierung der Gefél3e notwendige
Praparation vorgenommen. Nach Abschluss der Kaltpréparation wurde die Leber in einer mit
50 ml frischer UW-L6sung geftillten Schale gelagert und in einem Kihlschrank bel konstant
4°C Uber 24 Stunden, d.h. bis unmittelbar vor Ausspulung und I mplantation aufbewahrt.

2.2.5. Transplantationsgr uppe

Die Laparotomie und Mobilisierung der Leber wurde auf gleiche Weise wie bei den

Spendertieren durchgefihrt. Der Ductus choledochus wurde hilusnah durchtrennt. Ligatur der
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Arteria hepatica propria. Préparation der Pfortader im Leberhilus. Préparation der infra- und
suprahepatischen Vena cava inferior. Vorbereitung der Spenderleber durch Aussptilen der
kaliumreichen UW-L6sung mit 10 ml raumtemperierter Ringer-Spillosung (Delta
Pharma/Boehringer Ingelheim, Pfullingen), Spuldruck 10 cm H20 Uber der Pfortader. Nach
Abklemmen der supra- und infrahepatischen Vena cava inferior sowie der Pfortader
Hepatektomie der empféngereigenen Leber mit Erhalt moglichst langer Geféidsttimpfe zur
Erleichterung der Anastomosierung. Entfernung der Narkosemaske und Ubergang zu
spontaner Sauerstoffatmung, da wahrend der anhepatischen Phase der Ather nicht
metabolisiert wird. VVorsetzen der bereitliegenden Sauerstoffleitung vor den Kopf des
Versuchstieres (2-4 Liter Sauerstoff/Minute). Naht der suprahepatischen Vena-cava
Anastomose. Anastomosierung von Pfortader und der infrahepatischen Vena cava inferior.
Arterielle Anastomose. Nach Losen der Klemme an der suprahepatischen Vena cava inferior
Reperfusion des Transplantates durch simultane Freigabe des portalvendsen und arteriellen
Blutstromes. Zuletzt Er6ffnen der Klemme an der infrahepatischen Vena cava inferior.
Wahrend der anhepatischen Phase kommt es zu einer Volumenverschiebung ins Interstitium.
Zur rascheren Stabilisierung des Kreislaufes nach Reperfusion kurz nach Er6ffnen der
Klemmen wurden deshalb intravends appliziert: 1-2 ml Vollelektrolytldsung (Tutofusin) und
1-2 ml Humanalbuminlésung 5%. Zusétzlich wurde nach arterieller Blutgasanalyse durch
bilanzierte Gabe von Natriumbicarbonat eine metabolische Azidose ausgeglichen. Eine solche
entwickelte sich typischerweise wahrend der Abklemmphase mit ausgepragter systemischer
Hypotonie mit arteriellen Driicken von 30-40 mmHg.

Nach einer 120minttigen Reperfusionsphase wurden Gewebeproben enthommen und die
Versuche beendet.

2.2.6. Gewinnung der elektronenmikr oskopischen Aufnahmen

Je funf Tiere der drei Gruppen Kontrolle, |schaemie und Transplantation wurden untersucht.
Pro Tier wurden funf Gewebebl6ckchen entnommen. Insgesamt wurden also 75 Blockchen
hergestellt.

Am Versuchsende wurde hierzu Uber die Aortaabdominalis das L ebergewebe zunéchst mit
NaCl-L6sung (Natriumchlorid-L6sung) gespiilt und anschlief3end mit 30 ml Karnovskyldsung
(15 ml Glutaraldehyd 25%, 6 ml Paraformaldehyd 7%, 9 ml Strensen-Puffer)
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perfusionsfixiert. Die Vena cava inferior wurde zur Volumenentlastung inzidiert. Um
Perfusionsartefakte zu vermeiden, wurde die Karnovsky-Pufferldsung tiber einen Perfusor
kontrolliert mit Druckwerten von unter 70 mm Hg infundiert (Frenzel, 1976).

Aus den hilusnahen Bereichen des linken Leberlappens wurden pro Tier funf circal x 1 x 3
mm grol3e Gewebeproben entnommen. Nach Osmierung und Dehydrierung in aufsteigender
Alkoholreihe folgte die Einbettung in Epoxidharz (Araldit®). Nach Aushértung tber 24
Stunden bei 60°C wurden 70-Nanometer-Ultradiinnschnitte (Ultracut, Reichert-Jung/Leica,
Munchen) angefertigt. Nach Kontrastierung der Schnitte mit Bleicitrat und Uranylacetat
konnte die elektronenmikroskopische Untersuchung bei 80 kV (EM 900, Zeiss, Oberkochen)
durchgeftihrt werden. Es wurde eine 3000fache V ergrof3erung gewahlt.

Aus jedem Blocken wurde jeder zehnte Gewebeschnitt in die Untersuchung einbezogen. Von
jedem dieser Schnitte wurden vom Leuchtschirm des Elektronenmikroskops mit der im
Mikroskop integrierten Kamera drei bis vier Sinusoide abfotografiert. Einschlusskriterium
hierfir war, dass das Sinusoid soweit moglich vollstandig abgebildet war, zusammen mit
Teilen der angrenzenden Hepatozyten (Agfa® Scientia Planfilm, 4 x 5, Agfa® Refinal
Entwickler). Insgesamt entstanden so 750 fotografische Aufnahmen. Es wurde Fotopapier der
Harte 2 verwendet. Hierbei wurde beim Abzug der Bilder vom Negativ eine Vergrél3erung

um den Faktor zwel erzielt. Es ergab sich somit eine Endvergréf3erung von 1:6000.

Fur die vorliegende Arbeit konnten circa 120 Aufnahmen pro Gruppe zur Verfiigung gestellt
werden. Aus denjenigen TEM-Aufnahmen, deren Sinusoid ganzlich im Bild lag, das heif3t,
von einem Hepatozytensaum vollstandig umschlossen war, wurden je 50 Bilder pro Gruppe

zufallig ausgewahit.

2.2.7. Erzeugung der digitalisierten Bilddaten

Je 50 fotografische Abziige der TEM-Bilder der drei Gruppen wurden mit einem ,,Epson GT
10000“-Scanner digitalisiert. Dabei wurde mit 800 dpi (dots per inch) raumlicher Auflésung
und 24 Bit Farbtiefe (zu Bit siehe Kapitel 2.4.3. Klassendoméne, Seite 31) gearbeitet. Die
Bilder wurden im Tif-Format (Tagged Image File Format) gespeichert. Dabel wurde eine
Reduktion der Auflésung auf 1200 x 1300 Bildpunkte vorgenommen, um die Verarbeitung

der Bilder mit einem handelstiblichen Laptop-Computer zu ermdglichen. Dies war nétig
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geworden, da die digitalisierten Daten etwa 30 Megabyte (MB) pro Bild umfassten.
Zwischenschritte der Bildverarbeitung in Cellenger bendtigten aber im Arbeitsspeicher ein
Vielfaches dieses Speicherplatzes. Zur Kompression der Bilder wurden diese mit Hilfe der
Software Paint Shop Pro™ (Jasc Software®, Eden Prairie, Minnesota, USA) bikubisch auf
25% der OrginalgrolRe verkleinert. (siehe Abb. 2 unten).

&
- o
Abbildung 2: Mitochondrium (Ausschnitt). Durch die bikubische Bildverkleinerung auf 25% wird ein Quadrat
mit 100 Bildpunkten Kantenlénge (links) in ein Quadrat mit 25 Bildpunkten Kantenlénge (rechts) tberfihrt. Der

Grauwert-Mittelwert der beiden Quadrate hat sich praktisch nicht veréndert. Er betrug in diesem Beispid links
181,8 und rechts 181,3 (auf einer Skalavon 0 bis 255).

Als Dateiformat wurde wiederum das Tif-Format gewahlt, aber jetzt mit 8 Bit Farbtiefe. Das
heil3t, es existierten 256 Grauwerte. Die resultierenden Dateien erforderten nur noch eine
Speichergrol3e von circa 1 MB pro Bild. Durch die Reduktion auf 8 Bit Farbtiefe geht fur das
Auge kaum Information verloren. Das menschliche Auge ist nur fahig, etwa 20 Grautdne zu
unterscheiden (Kauffmann GW, Moser E, Sauer R, 2001). Zur Erlauterung der Auswirkung

der Kompression auf einzelne Bildstrukturen siehe unten stehende Abbildungen.
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Abbildung 3: Peroxisom. Unkomprimierte Aufnahme.

Abbildung 4: Gleicher Bildausschnitt wie oben. Komprimierte Aufnahme. Das Peroxisom hat an Kontrast zur
Umgebung verloren, ist aber noch klar vom Zytoplasma zu unterscheiden.

Abbildung 5: Gleicher Bildausschnitt wie oben. Komprimierte Aufnahme. Nach Segmentierung des Bildes (zu
Segmentierung sehe Kapitel 2.4.4. Algorithmendoméne, Seite 32) mit Cellenger. Dierote Linie umschliefdt ein
Bildobjekt (zu Bildobjekt siehe Kapitel 2.4. Beschreibung von Cellenger, Seite 27), wel ches dem Peroxisom
nahezu fehlerfrei entspricht. Die Kompression der Bilder hat zwar zu Informationsverlusten gefiihrt, aber die
Segmentierbarkeit der Bilder ist noch gegeben.

Nachfolgend wurden die Bilder mit einem Histogramm-Werkzeug, welches Cellenger zur
Verfligung stellt, analysiert. Dieses , Tool“ erlaubt es, die Verteilung der Grauwerte der Pixel
(zu Pixel siehe Kapitel Bildobjektdoméne, Seite 29) eines Bildes darzustellen. Auf der
Abszisse werden dabei alle 256 Grauwerte (8 Bit = 2 hoch 8 = 256) gegen die Haufigkeit der
Pixel (Ordinate) aufgetragen. Auf einer Skala, die von 0 bis 255 reicht, entspricht hierbei der
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Wert: O der Farbe tiefstes Schwarz und 255 der Farbe reines Weil3. Dazwischen liegen 254
Grauwerte.

In den verwendeten TEM-Aufnahmen war die Grauwert-Verteilung in grober Naherung
glockenfoérmig. Allerdings war die Basis der Glockenkurve von sehr unterschiedlicher Breite.
In manchen Bildern hatten die hellsten Bildbereiche (der weil3e Bildrand) Grauwerte von 240,
in anderen 220. Die schwarzen Bildbereiche verhielten sich analog. Dieses weist auf eine
wechselnde Bildgualitét zwischen den einzelnen Bildern hin, da sich entsprechende
Bildgegenstande in unterschiedlichen Bildern unterschiedlich ,,gefarbt” waren.

Um diese Unterschiede in der Bildqualitéat auszugleichen, wurden mittels einer
Histogrammtransformationen (Lehmann T et a., 1997, S. 344) zun&chst die
Glockenkurven so verschoben, dass fur jede Kurve der maximale y-Wert beim Grauwert von
127 auf der x-Achse lag. In einem zweiten Schritt wurden die hellsten Werte der
Glockenkurve auf den Wert 255 gesetzt und die dunkelsten auf 0. Glockenkurven mit
schmaler Basis wurden so verbreitert.

Histogrammtransformationen flihren allerdings nur zu einer Bildverbesserung (Lehmann T et
al., 1997, S. 322). Die subjektive Qualitét eines Bildes wird erhdht. Eine Bildkorrektur, das

heil3t, eine Kompensation systematischer Aufnahmefehler leisten sie nicht.

2.2.8. Verwendete Hard- und Software

Cellenger arbeitete auf einem ,,E-Series Lifebook”, (Fujitsu-Siemens) mit Pentium-3-
Prozessor und 260 MB Arbeitsspeicher. Als Betriebssystem wurde Windows 2000

Professional verwendet.

2.3. Beschreibung der Inhalte der verwendeten
transmissionselektronenmikr oskopischen (TEM)

Aufnahmen
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2.3.1. In den TEM-Aufnahmen erkennbar e Strukturen

Die verwendeten TEM - Bilder zeigen zentral ein quergetroffenes Sinusoid (siehe
Abbildungen in Kapitel 2.3.3. Zeichen der Gewebe- und Zellsch&digung, Seite 24). Es handelt
sich hierbei um eine von Endothelzellen ausgekleidete Kapillare, in der das Blut aus den
Venae und Arteriae interlobulares in Richtung Zentralvene fliefdt. Ein Sinusoid wird also
gleichzeitig von arteriellem Blut (via Truncus coeliacus - Arteria hepatica) und vendsem Blut
(aus der Pfortader) versorgt (Junqueira LC, Carneiro J, 1991, S. 535). Allseits umgeben ist das
Sinusoid hauptsachlich von Leberzellen, selten von Itozellen.

Das Lumen der Sinusoide enthélt K upfferzellen. Diese fir die Leber typischen Abwehrzellen
sind zur Phagozytose befahigt. Sie nehmen aus dem Blut Zellen (z.B. zugrunde gehende
Erythrozyten) und Zellbruchstiicke auf, ebenso Bakterien und Fremdkorper. Die
Kupfferzellen sind teilweise Bestandteile der Wand der Sinusoide, teilweise liegen sie den
Endothelzellen auf. Sie haben stets lange Fortsétze (deswegen wurden sie friher Kupffer-
Sternzellen genannt). Die Fortsétze verbinden die Kupfferzellen mit der néchstliegenden, aber
auch mit der gegeniberliegenden Kapillarwand.

In den Sinusoiden findet der Stoffaustausch zwischen Blut und Leberzellen statt. Die
Endothelzellauskleidung der Sinusoide ist an die besonderen Anforderungen des intensiven

L eberstoffwechsels angepasst: Sie enthalt Poren und interzellulre Offnungen mit
Durchmessern von bis zu 500 Nanometern. Blutbestandteile aber keine Zellen kénnen so in
den Raum zwischen Endothelzelle und L eberzelle gelangen. Diesist der perisinusoidale
Raum (Disse-Raum). Eine Basalmembran fehlt hier. Zur Oberflachenvergrof3erung bildet die
Zellmembran der Hepatozyten zahlreiche Mikrovilli. Der Disse-Raum ist zwischen 0,5 und 2
Mikrometer breit und enthalt vereinzelt Itozellen. Deren Bedeutung ist nicht vollstandig
geklart, fest steht, dass sie Vitamin A speichern und pathophysiologisch bei der Entstehung
einer Leberzirrhose mal3geblich beteiligt sind.

Die L eberzellen haben einen Durchmesser von 20 bis 30 Mikrometer. Meist wird ein
Sinusoid (in Schnittbildern) begrenzt von 4 bis 7 Hepatozyten. lhre Zellkerne sind auffallig
rund und beinhalten ein oder zwei Nukleolen. Etwa 25% der Leberzellen haben zwei
Zellkerne. Nur ungeféhr ein Drittel der Zellkerne sind diploid und haben einen Durchmesser
von 10 Mikrometern, Uber die Hélfte der Leberzellkerne sind tetraploid mit einem
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Durchmesser von etwa 15 Mikrometern. Auch bis 25 Mikrometer messende, oktaploide
Zellkerne kommen vor.

Das Zytoplasma der Hepatozyten enthdlt bis zu 2000 Mitochondrien vom Christatyp. Diese
Bezeichnung deutet auf die innere Mitochondrienmembran hin, die flache, brettférmige, nach
innen gerichtete Falten bildet (Zellen, die Steroide synthetisieren, weisen tubulére
Einsttilpungen der inneren Mitochondrienmembran auf - Tubuli mitochondriales). In der
Innenmembran sind die Bestandteile der Atmungskette und der oxydativen Phosphorylierung
lokalisiert (Riede UN, Schaefer HE, 1995).

Ferner erkennt man in den verwendeten TEM-Aufnahmen L ysosomen in den Hepatozyten.
Diese Organellen enthalten hydrolytische Enzyme und weisen sehr starke Grél3enunterschiede
auf. Durchschnittlich sind sie 200 bis 500 Nanometer grof3, es kommen aber auch bedeutend
kleinere oder grofiere vor. Lysosomen sind an katabolen Stoffwechsel prozessen beteiligt. Im
noch inaktiven Zustand sind sie rundlich und klein (primére Lysosomen). Im aktiven Zustand
(sekundare Lysosomen) bauen sie zelleigenes Material wie beispielsweise Mitochondrien ab
(Autophagie), oder sie enthalten zellfremde EinschlUsse (Heterophagie). Die Lysosomen sind
haufig allein aus dem elektronenmikroskopischen Bild heraus nicht sicher zu erkennen.
Sicherer ist der zytochemische Nachweis einer der Hydrolasen (saure Phosphatase)
(Leonhardt H, 1985, S. 35).

Peroxisomen (Microbodies) sind bis 500 Nanometer grof3e, rundliche Kdrperchen. Sie haben
beim Menschen einen homogenen, elektronendichten Inhalt. In den hier verwendeten
Aufnahmen von Ratten sind Einschltisse sichtbar (siehe Abb. 3). Es handelt sich hierbei um
Enzyme in kristalliner Form. Peroxisomen enthalten wasserstoffperoxid-bildende Oxidasen
und Katalase. Sie sind unter anderem am Fettsaureabbau beteiligt.

Alsweitere gut zu erkennende Struktur ist das raue endoplasmatische Retikulum (RER) zu
nennen. Das RER besteht aus einem System von Zytomembranen. Diese schlief3en den
wenigstens 40 bis 70 Nanometer breiten intermembrandsen Raum ein. So wird ein
ausgedehntes Spalten- und Kanalchensystem gebildet. An der zytoplasmatischen Seite der
Membranen befinden sich Ribosomen. I m Innenraum des RER sammeln sich die von den
Ribosomen gebildeten Proteine. Die Proteine werden durch Abschniren von Vesikeln
transportiert.

Vakuolen kommen auch in ungeschéadigten Leberzellen vereinzelt vor. Es handelt sich um
rundliche, elektronenoptisch leere, zum Teil von Membranen umgebene Strukturen. Es kann
sich um Fettvesikel handeln, deren Fett durch die Vorgange der Herstellung der

mikroskopischen Schnitte herausgelost wurde. Hier kommt unter anderem die Dehydrierung
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in einer Alkoholreihe als Ursache in Frage. Die Vesikel erscheinen in der TEM-Aufnahme
dann weil3. Vakuolen kénnen auch durch Veranderungen am RER, hervorgerufen durch
Zellschédigungen entstehen (siehe Kapitel 4.1.1. Leberzell-Schaden, Seite 72).

2.3.2. Lappchenarchitektur der Leber

Histologische Leberschnitte enthalten typischerweise:

» periportale Felder mit mindestens je einer Arteria und einer Vena interlobularis und
einem Gallengang.

* Venae centrales (Zentralvenen).

* Leberzellreihen. Diese sind radiér und anastomosierend auf die Zentralvenen hin
angeordnet. Zwischen den Leberzellreihen liegen, ebenfalls radiér verlaufend, die
Sinusoide.

Die deskriptive, klassische Einheit des L eberlappchens fasst die Zentralvene als
L&ppchenzentrum auf. Raumlich ist die Zentralvene umgeben von L eberzelIplatten (im
histologischen Schnitt die oben erwéhnten Leberzellreihen). Das klassische L eberléppchen
bildet ein circa 0,7 Millimeter breites und bis zu 2 Millimeter langes Gebilde. Die Ecken des
L&ppchens im Schnittbild werden gebildet von 3 bis 6 periportalen Feldern. Diese sind beim
Menschen oder bei Ratten nicht miteinander verbunden. Bei einigen Tieren hingegen, zum
Beispiel bei Schweinen, findet sich zwischen den periportalen Feldern Bindegewebe. I1n dieser
Umgrenzung der L8ppchen finden sich die aus den Arteriae und Venae interlobulares
hervorgehenden terminalen Arteriolen und Venolen. Sie miinden in die Sinusoide, welche

radiar auf die Zentralvenen zulaufen.

Die oben erwdhnten terminalen Arteriolen und Venolen bilden die Achsen des L eberazinus
(nach Rappaport). Sie sind von Leberzellen umgeben. In den Ecken der Azini befinden sich
die periportalen Felder und die Zentralvenen. Auf diese Weise sind am Aufbau eines
Leberazinus Teile von zwel klassischen Leberlgppchen beteiligt. Grund fur diese
Betrachtungsweise sind funktionelle Erwagungen. Man kann die im Azinus um die terminalen
Arteriolen und Venolen liegenden Hepatozyten in drei Zonen einteilen:

» Zonel: Sieumgibt die terminalen Gefél3e unmittelbar. Die hier gelegenen Leberzellen

kommen als erste mit dem der Leber zufliel3enden Blut in Kontakt.
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» Zonell: Die hier liegenden Zellen werden nach Zone | von Blut durchflossen.

o Zonelll: DasBlut hat bereits Zone | und Il passiert und ist dort verandert worden.
Diese Zonengliederung spielt bel einer Vielzahl von Stoffwechselvorgangen eine Rolle. So ist
die Enzymausstattung der Hepatozyten der drei Zonen eine andere. In Zone |l sind
beispielsweise mehr Enzyme fir den Aminosaureabbau zu finden, in Zone |11 mehr Enzyme
des Glukosestoffwechsels. Toxische Substanzen kénnen, dieser zonalen Gliederung

entsprechend, die Leberzellen unterschiedlich stark schéadigen.

2.3.3. Zeichen der Gewebe- und Zdlschadigung

Die Tiere der | schamiegruppe wurden einer warmen Ischamie unterzogen, d.h. normotherme
Verhéltnisse wahrend der |schdmiezeit von 60 Minuten, gefolgt von 120 Minuten der
Reperfusion. Bei den transplantierten Lebern kam es im Wesentlichen zu einer kalten
Ischamie, d.h. einer 24stiindigen Lagerung des explantierten Organs bel 4°C, gefolgt von
einer120mindtigen Reperfusionszeit wie in der |schamiegruppe. Einerseits verursacht eine

| schamie Gewebeschaden, andererseits entsteht ein zusétzlicher Gewebeschaden durch die
anschlief3ende Reperfusion. Insgesamt spricht man von Ischdmie-/Reperfusionsschéden (IRS)
(Flaherty JT, Weisfeldt ML, 1988).

Bei einer | schamie steht die unterbrochene Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
oxidierbaren Substraten im Vordergrund. CO2 kann nicht abtransportiert werden. Nur kurze
Zeit kann die Entstehung einer Azidose durch den anaeroben Stoffwechsel hinausgezdgert
werden (Riede UN, Schaefer HE, 1995, S. 23, S. 78). Der Ischamieschaden ist nicht nur zeit-
sondern auch temperaturabhangig. Normotherme | schamiezeiten induzieren grof3ere Schaden
als hypotherme (Heijnen BH et al., 2003).

Der durch die Reperfusion induzierte Schaden folgt einem regelhaften Verlauf:
* Ineiner frihen Phase (< 2 Stunden nach Reperfusionsbeginn) kommt es zu einer
Kupfferzell-Aktivierung mit konsekutiver Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen
(ROS, reactive oxygen species) (Jaeschke et al., 1988, 1991, 1998).
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* Ineiner spaten Phase (> 2 Stunden nach Reperfusion) dominiert eine Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten (PMN, polymorphkernige Neutrophile) (Jaeschke et al.,
1996).

Fur eine weitere Beschreibung des IRS siehe Kapitel 4.1. Diskussion des Ischamie-

/Reperfusionsschadens, Seite72).

Die hier verwendeten Aufnahmen zeigen noch eine frihe Phase des IRS. Die auftretenden
Schéden sind einerseits intrazellulér in den Leberzellen erkennbar, andererseits im Sinusoid.
In den Hepatozyten kommt es zu:

» einer Zunahme der Anzahl der Vakuolen.

» einer Volumenzunahme der Vakuolen.

* Veranderungen an den Mitochondrien. Es kommt zu einem Abbau der inneren
Mitochondrienmembranen. In einem spéteren Stadium der Schadigung kommt es
durch Wassereinstrom zu einer Grof3enzunahme der Mitochondrien
(Mitochondrienschwellung).

* einer Zunahme der Anzahl von sekundéren Lysosomen.

* Veranderungen am Zellkern. Die fir Hepatozyten typische Rundheit der Nuklei geht
verloren.

Im Sinusoid:

* kommt es zu einer Abl6ésung des Endothels von den Hepatozyten.

» sind die Mikrovilli im Disse-Raum rarefiziert.

* imponieren in den Kupfferzellen vermehrt sekundére L ysosomen.

* finden sich vermehrt Lumeninhalte verschiedenster Art.

Nachfolgend je eine beispielhafte TEM-Aufnahme fir jede der drel Gruppen Kontrolle,

| schamie und Transplantation:
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Abbildung 7: Ischdmiegruppe. Sinusoid. Abldsung eines Groliteils der Endothelzelle.
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Abbildung 8: Transplantationsgruppe. Sinusoid. Volliges Verschwinden des Endothels.

2.4. Beschreibung von Cellenger®

2.4.1. Einfihrung

Das Bildanalysesystem Cellenger der Firma Definiens AG, MUnchen ist ein wissensbasiertes
System. In wissensbasierten Systemen wird Expertenwissen, also beispielsweise Fachwissen
aus dem Bereich der Medizin, im Computer modellhaft représentiert (Wiltgen M, 1999).
Dieses Modell besteht aus M odell-Objekten, die miteinander verknlpft werden. Die Modell-
Objekte des Computers reprasentieren Objekte der realen Welt. Die Modell-Objekte sind
unterscheidbare Einheiten, die Informationen tragen. Man nennt sie K lassen. Sie werden
verknipft durch ebenfalls Informationen tragende Einheiten, die man Verknlpfungsobjekte
nennen kann. Ein mehrdimensionales Verkniipfungsmuster ist moglich.
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Ein Beispiel soll dies veranschaulichen:

In einer von einem Satelliten aus fotografierten Landschaft wird man verschiedene griine
Regionen finden. Ein bestimmter Griinton derFotografie tragt die Information: ,, Laubbaume®.
Ein grines Bildobj ekt (eine unterscheidbare Einheit auf der Fotografie, der zunéchst noch
keine Bedeutung zugeordnet ist) wird nun der Klasse , Laubbaume* zugewiesen und zwar
aufgrund des M erkmals des Bildobjekts. Das Merkmal ist eben (unter anderem) der typische
Grinton, der das Bildobjekt von anderen griinen Bildobjekten unterscheidet. Das Merkmal
wurden vor der Klassifikation festgelegt. Grundlage fir die Festlegung des Merkmals ist das
Expertenwissen. Dieses Wissen ist entstanden aus der langjahrigen Arbeit mit
Satellitenbildern unterschiedlicher Art (Licht, Infrarot, Radar) und mit Bildern
unterschiedlicher Aufldsungen. Das Bildobjekt wird so zu einem K lassenobj ekt , eswird
klassifiziert, das heif3t es wird identifiziert.

Gleiches kann geschehen mit rétlichen Bildobjekten, die aufgrund des Merkmals ,, rot” der
Klasse ,Hauser* zugeordnet werden.

In einem dritten Schritt kann gepruft werden, ob zwischen einem Objekt der Klasse

» Laubbdume” und einem Objekt der Klasse ,Hauser” eine enge raumliche Nachbarschaft
besteht. Kann man die beiden Klassenobjekte verknipfen? Das V erknUpfungsobjekt ist hier
gekennzeichnet durch eine maximale Abstandsangabe, die beide Objekte nicht tberschreiten
durfen, um verknipft zu werden. s die Bedingung erfillt, so wird das Objekt der Klasse
»Laubbdume” ,umklassifiziert, eswird nun der Klasse ,, Stadtpark” zugeordnet.

Die Nachbarschaft von ,Hauser” und ,, Stadtpark” ist eine horizontale Beziehung. Es handelt
sich um Nachbarobjekte. Gemeinsam bilden sie ein Oberobjekt, dieses gehdrt zur Klasse
»otadt“. Anders formuliert: Das Klassenobjekt , Stadt“ beinhaltet die beiden Unterobjekte
»Hauser” und , Laubbdume®. Diesist eine vertikale Beziehung (Hierarchie). Insgesant ist ein

dreidimensionales Modell aus verknipften Objekten entstanden.

Auf diese Weise, Objekte mit Verkntipfungsobjekten zu verbinden, kénnen komplexe
Systeme beschrieben werden (Binnig G, et a., 1998, 1999, 2001), (Baatz M, Schape A,
Schmidt G, 1999).

Etabliert ist dieses Modell, Objekte zu verkniipfen, bereits in dem Bildanalysesystem
eCognition der oben genannten Firma. Eswird in der Fernerkundung eingesetzt. Cellenger ist
eine Weiterentwicklung von eCognition. So ist in Cellenger die gesamte Prozessdomane
(siehe Kapitel 2.4.5. Prozessdomane, Seite 36) implementiert (das heifdt, in die Software

28



integriert) worden. Diese Prozessdoméne erst erlaubt eine echte Automatisation in der

Bildanalyse.

Das oben erwédhnte Konzept, Wissensnetze zu bilden, wurde im Bildanalysesystem Cellenger
SO umgesetzt, dass man vier sinngemal? zusammengehorige Gebiete (Doméanen)
unterscheiden kann. Diese Domanen werden auf der graphischen Benutzeroberflache von
Cellenger in einem Fenster miteinander verknipft.
Es sind dies die vier Domanen:

» Bildobjektdoméne

» Klassendoméane

» Algorithmendoméne

* Prozessdoméne

2.4.2. Bildobjektdomane

Sie beinhaltet alle Bildobjekte innerhalb des Bildes. Im einfachsten Fall kann schon ein
einzelner Bildpunkt (Pixel) ein Bildobjekt sein (Ein Pixel, vom Englischen: picture element,
ist der Grundbaustein bel der gerasterten, digitalisierten Darstellung von Bildern). Oder
mehrere Pixel von dhnlichen Farb- oder Grauwerten, die von ihrer Umgebung abgegrenzt
werden kénnen, sind zu einem Bildobjekt zusammengefasst. Ein Bildobjekt ist charakterisiert
durch Merkmale: Beispielweise durch seine Flache oder seinen mittleren Farb- oder Grauwert
(Summe der Farbwerte der einzelnen Pixel dividiert durch die Anzahl der Pixel). Weitere
Merkmale sind der Abstand des Bildobjekts zum Bildrand, die jeweilige gemeinsame
Kantenlange zu seinen Nachbarobjekten und viele andere mehr.

Die Bildobjekte wurden erzeugt durch eine Bildsegmentierung. Eine Segmentierung ist ein
Rechenvorgang, der ein Bild in Bildobjekte unterteilt. Idealerweise erkennt ein
Segmentieralgorithmus die Konturen der in einem Bild dargestellten Strukturen (zum Begriff
Bildstruktur siehe Kapitel 2.4.4 Algorithmendomane, Seite 32).

Die durch die Bildsegmentierung erzeugten Bildobjekte sind noch nicht klassifiziert, sie
tragen noch keine Bedeutung. Diese Bildobjekte sind nur Bildregionen, die vom
Segmentieralgorithmus als zusammengehorig erkannt wurden. Trotzdem sind diese
Bildobjekte bereits vernetzt, beispielsweise ,,kennt” ein Bildobjekt seine Nachbar-
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Bildobjekte. Es konnen mehrere, hierarchisch geordnete Bildobj ektebenen erzeugt werden.
Beispielsweise wird ein Bild durch eine ,feine* Segmentierung in viele kleine Bildobjekte
zerlegt. Esist so eine neue Ebene entstanden. ,,Unten” kann man sich das ursprtingliche Bild
vorstellen (Ebene 0). Es besteht aus Pixeln. Ein Pixel trégt die Information seines Farb- oder
Grauwertes sowie die Information seiner Position im Bild. ,,Dartiber” liegt die Ebene der
Bildobjekte (Ebene 1). Ein Bildobjekt ,, kennt* digjenigen Pixel der unteren Ebene, aus denen
es gebildet wurde. Estragt eine Vielzahl von Informationen, wie beispielsweise seine
Flachengrolie (in Pixel), die Lange seines Umfangs, seine Lange, seine Breite und so weiter.
Ein Pixel der Bildebene (Ebene 0) kann nur ein Bildobjekt der Ebene 1 (ein Oberobjekt)
haben, es kann nicht gleichzeitig zu zwei Oberobjekten gehdren. Wenn die Bildobjektebene
(Ebene 1) in einem zweiten Schritt von einer jetzt ,,grberen® Segmentierung bearbeitet wird,
entsteht eine welitere Ebene (Ebene 2) (siehe Abb. 9 unten). Diese liegt Gber den beiden
anderen und enthélt gro3ere Objekte als Ebene 1. Es werden durch die zweite Segmentierung
Bildobjekte aus Ebene 1 zu grof3eren Bildobjekten in Ebene 2 zusammengefasst. So kann
nun ein Bildobjekt aus Ebene 2 zum Beispiel zwei Unterobjekte in Ebene 1 haben. Eines
dieser Unterobjekte aus Ebene 1 wurde gebildet aus beispielsweise 8 Pixeln der Ebene 0.

N
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Abbildung 9: Es werden 3 Hierarchieebenen in einer seitlichen Ansicht dargestellt. Die unterste Ebene
symbolisiert die einzelnen Pixel des Bildes (Ebene 0). Diese Pixel werden zusammengefasst zu zwei
Bildobjekten in der mittleren Ebene (Ebene 1). Diese beiden Bildobjekte werden zu einem Bildobjekt in der
obersten Ebene (Ebene 2) zusammengefasst.
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Es kann in der Benutzeroberflache von Cellenger fir jeden einzelnen Teilschritt der
Bildanalyse ein Fenster gedffnet werden. Diese Fenster werden ,, aneinandergehéngt”. Es
konnen so beliebig viele Tellschritte automatisch in einer definierten Reihenfolge ablaufen
(siehe Kapitel 2.4.5. Prozessdomane, Seite 36). In diesen Fenstern konnen bestimmte
Bildobjekte angesprochen werden, unter anderem durch folgende Auswahlméglichkeiten in
Listenfeldern der Fenster:
,» Bildobjektebene: Es kann eine bestimmte Hierarchieebene angegeben werden.
Gleichzeitig wird eine bestimmte Rechenoperation ausgewahit. Diese
Rechenoperation wird dann nur auf der gewahlten Ebene ausgeftihrt.
» ,Unterobjekte”: Es kdnnen die Unterobjekte einer definierten Klasse einer bestimmten
Ebene gezielt bearbeitet werden.
o ,Oberobjekte”: Analog zu ,Unterobjekte” konnen die Oberobjekte einer Klasse in

einer Ubergeordneten Ebene ausgesucht werden.

2.4.3. Klassendoméne

Bildobjekte, die anhand ihrer Merkmale identifiziert werden kdnnen, werden einer Klasse
zugeordnet, sie werden klassifiziert (sSehe Kapitel 2.4.1. Einfuhrung, Seite 27).

Die Klassendomane beinhaltet die Klassen. Eine Klasse besteht aus dem Namen der Klasse
und ihren Mermalen. Merkmale einer Klassen sind etwa: ein Grauwertbereich.
Beispielsweise werden in 8-Bit-Grauwertbildern 256 Grauwerte zur Verfligung gestellt (Bit,
Kurzwort von englisch: binary digit. Es handelt sich hierbei um die kleinste
Informationseinheit im bindren Zahlensystem. Sie kann zwel Werte annehmen, tblicherweise
bezeichnet als 0 oder 1. Zwei Bits entsprechen dann 2 x 2 = 4 méglichen Werten. Acht Bits
ergeben ein Byte, das sind: 2 hoch 8 = 256 Werte). Diese 256 Grauwerte werden in Cellenger
dargestellt als Werte im Dezimalsystem von O bis 255. Jeder dieser Zahlenwerte entspricht
dann einem Grauwert. 0 steht flr schwarz, 255 steht fir weil3.

Ein Grauwertbereich als Merkmal einer Klasse kdnnte sein: , Werte von 220 bis 255“. Die
Lumina der Sinusoide in den verwendeten TEM-Bildern wiesen diese Grauwerte auf. Der
Grauwert allein reichte aber nicht aus, um sie von Vakuolen abzugrenzen. Eine Vakuole
erscheint in den Schnittbildern meist rundlich, das Lumen hingegen ist unregelmaldiger

geformt. Ein weiteres Merkmal, um die Bildobjekte beider Strukturen voneinander zu
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unterscheiden wére also ein Formmerkmal, etwa,, Abweichung der Form des Bildobjektes
von der Form einer Ellipse”.

Alsweitere Merkmale konnen nicht selten L agemer kmale verwendet werden Sie
beschreiben die relative Lage von Bildobjekten, wie die Lage relativ zum Gesamtbild, oder
relativ zu einem Oberobjekt.

Die Klassen sowie ihre Merkmale werden in einer , Trainingsphase” definiert. Die in Frage
kommenden Merkmale miissen im Allgemeinen empirisch durch Analysieren eines
Trainingshild-Datensatzes mit Hilfe von Cellenger ermittelt werden. Dabei ist zu beachten,
dass der Trainingsbild-Datensatz moglichst alle Auspréagungen abbildet, die im spéater
automatisch zu analysierenden Bildmaterial zu erwarten sind. Ein Trainingsbild-Datensatz
sollte also ausreichend viele Bilder enthalten. So sollte etwa ein Bild mit einem moglichst
kleinen und ein Bild mit einem mdglichst grof3en Sinusoid im Trainingssatz vorhanden sein.
Auf diese Weise kann man einen Wertebereich fur die Grofe der Flache eines Sinusoids

ermitteln.

2.4.4. Algorithmendomane

Algorithmen sind Rechenanweisungen, also Operationen, die Bildobjekte erzeugen und

verandern. Beispiele hierfur sind:

Segmentierung:

Die Segmentierung nimmt eine Schltsselrolle ein bei der computerunterstiitzten Analyse von
Bilddaten. Sie unterteilt ein Bild in verschiedene Bildobjekte. Die elementaren Bildelemente
der Analyse sind dann nicht langer Pixel, sondern zusammenhangende Pixelmengen (Soille P,
1998). Ziel der Segmentierung ist es letztlich, eine Bildstruktur ,richtig” zu erkennen. Eine
Bildstruktur ist eine visuell erkennbare, funktionell beschreibbare Komponente eines Bildes.

» Richtig” erkennen bedeutet, dass die von der Segmentierung erzeugten Bildobjekte mit den

Bildstrukturen tbereinstimmen.

Eine Vielzahl von Segmentieralgorithmen sind in der Literatur beschrieben (Lehmann T,
Oberschelp W, Pelikan E, Repges R, 1997). So ermitteln Regionenwachstumsverfahren
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zuerst homogene Regionen (bezogen auf Farb- oder Grauwerte) im Bild. Von diesen
homogenen Regionen aus werden Wachstumsprozesse gestartet. Fur jedes Pixel, dass zu so
einer homogenen Region benachbart ist, wird entschieden, ob es zu dieser Region noch
gehdren soll, oder nicht. Kantendetektionsver fahren gehen in umgekehrter Weise vor.
Kantenpixel, also Pixel, die am Rand einer Bildstruktur liegen, weisen haufig eine hohe
Grauwertvariation in ihrer Nachbarschaft auf, im Gegensatz zu relativ homogenen Bereichen
im Strukturinneren. Die Aufgabe der Kantendetektion besteht in dem Auffinden dieser
Bildbereiche mit hoher Variation.

Im Bildanalysesystem Cellenger sind verschiedene Segmentieralgorithmen implementiert.
Das patentierte Verfahren der “M ultiresolution Segmentation®"“ (im weiteren Text:
Multiresolution Segmentation) (Baatz M, Schépe A, 1999), (Baatz M, Binnig G et a., 1997)
ist ein Regionenwachstumsverfahren und erzeugt Bildobjekte durch sukzessives, paarweises
Fusionieren (im einfachsten Fall: Zusammenfassung von zwei Pixeln zu einem Bildobjekt;
der Grauwert des entstehenden Bildobjekts ist der Mittelwert der Grauwerte der beiden Pixel).
Hierzu wird am Beginn einer Bildanalyse eine ,,Kopie" des Bildes erzeugt (eine zweite
Bildebene, siehe Kapitel 2.4.2. Bildobjektdomane, Seite 29). In diese zweiten Ebene wird
zunéchst jedes Pixel in ein Bildobjekt umgewandelt. Diese Bildobjekte werden nun Schritt fur
Schritt zu grofderen zusammengeftigt. Die Fusion von zwei Bildobjekten wird mit ,, Kosten®
bewertet, die den resultierenden | nformationsverlust widerspiegeln sollen. Da einem
Bildobjekt der durchschnittliche Grauwert der zugrundeliegenden Pixel zugewiesen wird,
geht zwangslaufig Information verloren.

Es werden solange Fusionen durchgeftihrt, bis die Fusionskosten eine vordefinierte Schwelle
Uberschreiten. Die Fusionskosten berechnen sich aus einer gewichteten Summe eines
Grauwertanteils und eines Formanteils. Man kann die Gewichtung von Grauwert- und
Formanteil frei bestimmen. Die Gewichtung konnte beispielsweise fur den Grauwertantell
(,,color*) 60% betragen und fir den Formanteil (,, shape”) 40%. Die beiden Antelle erganzen
sich stets zu 100%. Durch Anderung der Variablen des Formanteils kann man beispielsweise
bewirken, dass der Segmentieralgorithmus relativ kompakte Bildobjekte erzeugt, oder dass
die erzeugten Bildobjekte , ausgefranst” erscheinen.

Durch eine lokale Suchstrategie wird gewahrleistet, dal3 digjenigen Bildobjekte fusionieren,
far welche die Kosten lokal minimal sind. Die hier beschriebene Fusion von Bildobjekten ist

zu unterscheiden von der Fusion von Klassenobjekten (siehe unten: Bildobjekt-Fusion).
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Weitere Segmentieralgorithmen sind eine ,, Schachbrett-Segmentierung” und eine ,, Quad-
Tree-Segmentierung”. Die Schachbrett-Segmentierung erzeugt quadratische Bildobjekte
unabhangig von den Farb- oder Grauwertverteilungen im Bildes. Ihre Kantenlange it frei
wahlbar und betragt ein oder mehrere (beliebig viele) Pixel. Die Quad-Tree-Segmentierung
erzeugt ebenfalls quadratische (bzw. rechteckige) Bildobjekte, allerdings abhangig von den
Grauwertverteilungen. In homogenen Bildbereichen werden grof3e Quadrate erzeugt. In den
Bereichen der Konturen eines Bildes entstehen kleine Quadrate. Die Quad-Tree-
Segmentierung wurde fUr diese Arbeit nicht verwendet.

Die Segmentieralgorithmen kdnnen nicht nur global auf das gesamte Bild angewandt werden.
Esist moglich, nach einer ersten Segmentierung und nachfolgender Klassifikation (siehe
unten) lokal einen weiteren Segmentierschritt auf ausgewahlten Klassenobjekten
durchzuftihren. Dazu wird das Klassenobjekt erst wieder in seine einzelnen Pixel zerlegt.
Anschlief3end kdnnen diese zu Bildobjekten zusammengefasst werden, die kleiner sind, als
das urspriingliche Klassenobjekt. Auf diese Weise kdnnten beispielsweise alle relativ weil3en
Bildregionen zunéchst als , Well3* klassifiziert werden. Fir eine genauere Untersuchung

werden diese Klassenobjekte dann in kleinere Objekte untertellt, das heildt: segmentiert.

Klassifikation:

Durch Segmentierung erzeugte Bildobjekte werden anhand ihrer Merkmale einer Klasse
zugeordnet. Merkmale kdnnen Farb-, Form- oder Lagemerkmale sein (siehe Kapitel 2.4.3.
Klassendoméne, Seite 31). Der Definition der Klassen liegt ein wissensbasiertes Modell
zugrunde. Zur Ergtellung dieses Modells ist Expertenwissen erforderlich. Die Merkmale
wurden empirisch bestimmt anhand eines Trainings-Bilddatensatzes. Die Merkmale spannen
einen M erkmalsraum auf (siehe Kapitel 4.2.5 Merkmalsraum, Seite 85). In diesem
Merkmalsraum liegen idealerweise die Bildobjekte unterschiedlicher Bildstrukturen in
verschiedenen Regionen des Merkmalsraums (in unterschiedlichen Clustern). Beispielsweise
bilden die Bildobjekte der priméren Lysomomen einen Cluster und die Bildobjekte der
Peroxisomen einen weiteren. Dann kann man die Bildobjekte unterscheiden und somit

klassifizieren.

Weitere Algorithmen sind (Auswahl):

Fusion: Ermoglicht die Fusion von Klassenobjekten. |m Gegensatz zur oben genannte Fusion

im Rahmen der Segmentierung werden hier bereits klassifizierte Objekte fusioniert.



Fusionskriterien sind vom Benutzer festgelegte Merkmale. Beispiel: Es wurde bereits ein
well3es Bildareal als Klasse ,,Lumen® klassifiziert. Automatisch soll das Programm in einem
weliteren Schritt die unmittelbaren Nachbarobjekte daraufhin Gberprifen, ob sie noch zur
Bildstruktur Lumen gehdren, oder nicht. Wenn ja, sollen diese Nachbarn mit der Klasse
»Lumen® fusionieren und dieser Klasse angehtren. Fusionskriterium konnte sein, dass das
fusionierte Nachbarobjekt nicht dunkler sein soll als ein bestimmter Schwellwert. (Das
Lumen erscheint in den TEM-Aufnahme meist nicht homogen well3, sondern esist zentral am

hellsten und peripher oft deutlich dunkler).

Erosion: Beispiel: Es wurde von einem Klassifizierungsalgorithmus ein rundes Objekt
gefunden, dass aufgrund seiner Grof3e und seines Grauwertes der Klasse: , fragliches
Mitochondrium* zugeordnet wurde. Das Klassenobjekt ist relativ rund, ist aber fingerformig
»ausgelaufen an der Stelle, an der die Mitochondrienmembran aufgrund des tangentialen
Anschnitts der Membran in diesem Bereich nicht zu sehen ist (siehe Kapitel 4.2.1.
Bildkontrast bei TEM-Aufnahmen, Seite 76) (sehe Abb. 10 unten).

A—— /B

Abbildung 10: Die grine (A) und dierote (B) Linie stellen die Grenze eines Mitochondrien-Klassenobjektes dar.
(A) wurderichtig segmentiert, (B) offensichtlich falsch. Im Bereich von (B) ist im Bild keine
Mitochondrienmembran zu sehen. Ein Erosionsalgorithmus lasst nun die gelbe Kreisflache (C) inale
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Richtungen Uber das Bildobjekt laufen. Alle Flachenanteile des Bildobjekts, die (C) nicht vollsténdig fassen

konnen, werden vom Bildobjekt entfernt. Das Ergebnis der Operation ist ein Abtrennen des Bereichs von (B).

Ein Erosionsalgorithmus ist in der Lage, solche ausgelaufenen Areale ,,abzuschneiden®.
Anschlief3end kann das nun runde Objekt daraufhin Uberprift werden, ob es die Merkmale der
Klasse ,,Mitochondrium® erfillt.

Der Erosionsalgorithmus prift also, ob eine Kreisscheibe mit definiertem Durchmesser
vollstandig in ein Klassenobjekt passt (Soille P, 1998, S. 54).

Dilatation: Die Dilatation ist die Umkehrung einer ,,Erosion“. Einziehungen der Unmrisslinie

eines Klassenobjektes werden begradigt.

Lokaler Extremwert: Dieser Algorithmus findet einen Extremwert (Minimum oder
Maximum) innerhalb eines Klassenobjekts bezogen auf ein frei wahlbares Merkmal.
Beispiel: Innerhalb des Klassenobjekts ,, fragliches Peroxisom* werden durch diesen
Algorithmus die dunkelsten Bereiche erkannt und als,, mdgliches kristallines
Einschlusskorperchen” klassifiziert. Wenn nun dieses ,, mogliche kristalline
Einschlusskorperchen” bestimmten Grofen- und Formmerkmalen entspricht, kann das

»fragliche Peroxisom® endgdiltig als ,,Peroxisom® klassifiziert werden (siehe Abb. 3).

Globaler Extremwert: Analog zum Algorithmus: , lokaler Extremwert” wird hier das

gesamte Bild nach Minima oder Maxima bezogen auf eine Merkmal durchsucht.

Einschliisse suchen: Dieser Algorithmus klassifiziert alle Objekte, die vollstandig von einem
bestimmten Klassenobjekt umgeben sind.

2.4.5. Prozessdomane

Ein Prozess fligt gewissermal3en die drei oben genannten Domanen zusammen. Im
Prozessfenster kann ausgewahlt werden, in welcher Bildobjektdoméne etwas passieren soll.

Beispielsweise in der Ebene 1, die Ebene der feinsten Segmentierung (mit den kleinsten
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Bildobjekten). Weiterhin kann hier angegeben werden, was passieren soll: Welcher
Algorithmus soll ausgefiihrt werden? Schlief3lich kénnen eine oder mehrere Klassen
selektiert werden. Beispiel: Man hat den Algorithmus ,, Einschltisse suchen” aktiviert und
wahlt die Klasse ,,Einschluss” aus. Dann werden alle Objekte, die von einer ebenfalls zu
bestimmenden Klasse vollstandig umgeben sind, as ,,Einschluss® klassifiziert. Letztlich
konnen im Prozessfenster noch zusétzliche Bedingungen angeben werden, etwa ein
Grofdenkriterium. Dann werden nur Objekte, die diese Bedingung erftillen, vom Algorithmus
bearbeitet.

In der Prozessdoméne kann eine baumartige Struktur erzeugt werden. Fir ein komplexes
Bildanal yseproblem miissen eine Vielzahl von Rechenoperationen in einer definierten
Reihenfolge durchgefiihrt werden. Auf der Benutzeroberflache von Cellenger kénnen hierzu
beliebig viele Prozessfenster verbunden werden. Es konnen Schieifen gebildet werden, etwa
eine ,while*-Schleife. In einer while-Schleife wird der Programmteil der Schleife solange
ausgefuhrt, solange eine Bedingung erfllt ist.

Insgesamt kann so eine Ablaufsteuerung (Regelsatz) erstellt werden, die es erlaubt, ein oder
beliebig viele Bilder automatisch zu bearbeiten. Die Ergebnisse, beispielsweise die Anzahl

der gefundenen Mitochondrien pro Bild, kénnen in einer Datenbank gespeichert werden.

2.5. Durchfiihrung der Bildanalyse

2.5.1. Erstellung des semiautomatischen Regelsatzes

Ein Regelsatz in Cellenger ist eine Ablaufsteuerung und besteht aus einer Aneinanderreihung
von Rechenanweisungen. Er wird anhand eines Trainingshild-Datensatzes erarbeitet und kann

zur Auswertung einer beliebigen Anzahl von Bildern verwendet werden.
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Der Regelsatz fur die semiautomatische Auswertung der Sinusoide von TEM-Aufnahmen der
Leber bestand aus einem Segmentieralgorithmus (Multiresolution-Segmentierung),

Klassifikationsalgorithmen, Fusionsalgorithmen, sowie den nétigen Klassen.

2.5.2. Segmentierung der Bilder (semiautomatische Bildanalyse)

Cellenger erlaubte zur Zeit der Erstellung der Arbeit nur eingeschrénkt die Moglichkeit des
interaktiven Arbeitens, da mit einem Prototyp der Software gearbeitet wurde. So konnten
Bildbereiche nicht durch eine Markierung in Form einer gezeichneten Linie ausgewahlt
werden. Nachdem eine exakte automatische Extraktion der Sinusoide nicht gelang, wurden
die Grenzen des Sinusoids manuell mit Hilfe eines kommerziellen Programms fur
Bildbearbeitung (Paint Shop Pro™) gekennzeichnet.

Nach Offnen eines Bildes mit diesem Werkzeug wurde das Sinusoid mit einem schwarzen
Strich definierter Dicke umfahren. Der schwarze Strich wurde spéter in Cellenger klassifiziert
(Klasse: ,, Ring“). Bel dieser Kennzeichnung des Sinusoids wurden die (selten) vorhandenen
Itozellen als nicht zum Sinusoid gehorig betrachtet, da sie nicht mit untersucht werden sollten
(siehe Abb. 11 unten). Untersucht werden sollte nur das Lumen mit seinen Inhalten sowie das
Endothel.

Die Einzeichnung dieser Grenze geschah nicht exakt; ein diinner Randsaum der das Sinusoid
umgebenden L eber-(bzw. Ito-)zellen (kurz: Randsaum) wurde miterfasst, d.h. als Teil des
Sinusoids angesehen. Dies war nétig, um ein Langenverhaltnis von nicht mit Endothel
bedeckter Sinusoidbegrenzung im Verhaltnis zum Sinusoidumfang berechnen zu kénnen.
Hierzu der Randsaum in Bereichen der Entothelzellablésung als ,, Fehlende
Endothelbedeckung” klassifiziert. Die gemeinsame Kantenlange dieser ,, Hilfsklasse” mit der
Klasse ,Ring” (gemessen in Anzahl von Pixeln) konnte bestimmt werden, da die Klasse
»Ring" der Klasse , fehlende Endothelbedeckung® unmittelbar anlag. Die gemeinsame
Kantenlange mit , Ring* diente also zur Berechung des relativen Sinusoidumfangs, der keine
Endothelbeckung aufwies. (siehe Kapitel 2.5.3. Klassifikation, Zu 4.: Fehlende
Endothelbedeckung, Seite 43).
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Abbildung 11: Sinusoid mit ,, Ring"

Anschlief3end wurden das so markierte Bild sowie der Regelsatz in Cellenger geladen. Nach
Speicherung dieser Information als Projekt wurde das Bild nach einem fir alle Bilder
identischen Schema segmentiert. Es wurde das Multiresolution-Segmentierverfahren
angewendet. Wichtig war es hierbei, den,, Scale Parameter” festzulegen. Je kleiner der
»Scale Parameter”, desto kleiner die durch die Segmentierung erzeugten Bildobjekte.
Empirisch war ein ,, Scale Parameter” von 100 ermittelt worden (bei moglichen Werten fir
natUrliche Zahlen zwischen 0 und Unendlich). Es hatte sich wahrend der Trainingsphase
gezeigt, dass dieser Wert gute Segmentierergebnisse liefert (verglichen mit einer visuellen
Analyse). Einerseits wurden die Konturen der Objekte zufriedenstellend erkannt, andererseits
waren die Bildobjekte grof3 genug, um im Anschluss in circadrei Minuten die manuelle
Klassifikation durchfihren zu kénnen. Mit einem ,, Scale Parameter” von 5 war es zwar
maoglich gewesen, alle Mikrovilli eines Sinusoids ,, richtig” segmentiert werden. Die manuelle
Klassifikation der etwa viertausend Bildobjekte eines Sinusoids dauerte dann jedoch eine
Stunde, da hierzu jedes einzelne Bildobjekt mit dem Mauszeiger ausgewahlt werden musste.
Fur die bereits genannten Parameter ,Color* und ,, Shape" (siehe Kapitel 2.4.4.
Algorithmendomane, Seite 32) wurde zur Wichtung des Farb- und Formanteils der
Segmentierung jeweils 50% ausgewahlt, beide Parameter waren also gleich gewichtet.

Die beiden Parameter ,, Smoothness’ und ,, Compactness* haben einen Einfluss auf die
,Glattheit* der Umfangslinie der Bildobjekte. Fir sie wurde ebenfalls jeweils 50%
ausgewahlt. Auch fur diese beiden Parameter ergénzen sich die Werte stets zu 100%.
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Die Segmentierung erzeugte aus der digitalisierten TEM-Aufnahme Bildobjekte. Die
Bereiche aulRerhalb des Sinusoids wurden nicht beachtet.
Die Sinusoide wurden, je nach Grof3e und Bildkontrast, in 20 bis 150 Bildobjekte unterteilt.

2.5.3. Klassifikation (semiautomatische Analyse)

Nach der Segmentierung wurden die Bilder manuell klassifiziert. Dazu mussten die
Bildobjekte mit dem Mauszeiger ausgewahlt werden.

Verwendet wurden folgende Klassen:

Regelrechtes Endothel
Geschadigtes Endothel
Abgel6stes Endothel
Fehlende Endothelbedeckung
Lumeninhalte

Freies Lumen

N o g s~ w D P

Eingezeichnete Sinusoidbegrenzung (,, Ring“)

Zu 1.: Regelrechtes Endothel

Als ,regelrechtes Endothel” wurde auch Endothel angesehen, wenn eine Ablésung der Zelle
von den Hepatozyten (bzw. von einer selten vorhandenen Itozelle) in Teilbereichen (<50%
des Sinusoidumfangs) bestand (siehe Abb. 12 unten). Auch in unbehandeltem Gewebe treten
kurze Bereiche auf, in denen kein Kontakt zwischen Endothelzelle und Mikrovilli
nachweisbar ist.

Die verwendeten TEM-Aufnahmen waren fur eine anderer Studie visuell ausgewertet worden.
Dabei wurden unter anderem die Mikrovilli in den drei Gruppen beurteilt. Die Anzahl der
Mikrovilli im Vergleich zu einem ,, Erwartungswert” flr gesunde Hepatozyten wurde
geschétzt. Hier wurde ein Wert von unter 50 Prozent des Erwartungswertes als noch normal
beurteilt und als gut einschétzbar erachtet. (sehe Kapitel 4.3.9. Vergleich mit den

Ergebnissen einer visuellen Auswertung, Seite 101).
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Analog haben wir daher eine Grenze von 50% fur die computerunterstiitzte Auswertung

Ubernommen.

Abbildung 12: Klassifikationsergebnis (Ischéamiegruppe). Griin (A): , regerechtes Endothel”, gelb (B):
»fehlende Endothel bedeckung*, tiirkis (C): , freies Lumen®, braurot (D): ,Ring*, violett (E): nicht untersuchte
Bildbereiche. Die Klassenobjekte ,regelrechtes Endothel und ,, fehlende Endothel bedeckung” im oberen
Bildbereich scheinen sich zu bertihren. Tatsichlich aber ist das Endothel in diesem Bereich vom Lebergewebe
abgehoben.

Zu 2.: Geschadigtes Endothel
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Bestand eine partielle Abldsung der Endothelzelle von mehr als 50% des Sinusoidumfangs, so
wurde diese Endothelzelle als ,,geschadigtes Endothel* klassifiziert. Zur Erlauterung siehe
unten stehende Abbildung.

Abbildung 13: Klassifikationsergebnis (Ischdmiegruppe). Rot (A): ,, geschéadigtes Endothel“, gelb (B): ,fehlende
Endothel bedeckung®, blau (C): ,, Lumeninhalt”, tirkis (D): , freies Lumen*, braunrot (E): ,,Ring", vidlett (F):

42



nicht untersuchte Bildbereiche. Die Endothelzelleist in weiten Bereichen (> 50% des Sinusoidumfangs) vom
L ebergewebe abgehoben. Im stark erweiterten Disse-Raum sind zellulére Strukturen a's,, Lumeninhalt”
klassifiziert worden.

Zu 3.: Abgelostes Endothel

Klar erkennbare Endothelzellen, die an keiner Stelle Kontakt zu den das Sinusoid
umschlief3enden Leberzellen hatten, wurden dieser Klasse zugeordnet. Schwerst geschédigte
Zellen wurde hinzugerechnet, auch wenn sie noch vereinzelt Mikrovilli von Leberzellen
bertihrten. Abgeldstes Endothel wurde zugleich als ,,Lumeninhalte” klassifiziert.
»Lumeninhalte” ist ein Oberojekt von ,,abgelostes Endothel” (siehe Kapitel 2.4.1. Einfuhrung,
Seite 27).

Zu 4.: Fehlende Endothelbedeckung

Der diinne Randsaum des L eberparenchyms (Hepatozyten oder 1tozellen), der nicht von
Endothel bedeckt war, wurde as ,,fehlende Endothelbedeckung“ klassifiziert. Die Klasse
»fehlende Endothelbedeckung” diente der Berechnung des Anteils am Sinusoidumfangs, der
nicht von Endothel bedeckt war. Aus den in Kapitel 2.5.2. Segmentierung der Bilder (Siehe
Seite 38) beschriebenen Griinden musste eine Klasse im Bereich der Abldsung definiert
werden, deren gemeinsame Kantenlange mit der Klasse ,,Ring“ zur Berechnung der gesuchten
Streckenlange diente. Die Klasse , fehlende Endothel bedeckung® wurde also benétigt, um ein
Langenverhéltnis zu bestimmen.

In den Bereichen, in denen das Endothel Kontakt zu den Leberzellen hatte, wurde der
Randsaum wie die dartiberliegende Endothelzelle klassifiziert (regelrecht, geschédigt oder
abgel6st). Es hatte sich gezeigt, dass nur eine sehr feine Segmentierung es erlaubt hétte, das

L ebergewebe, den Disse-Raum und das Endothel genau zu unterscheiden. Unter der VVorgabe
einer schnellen Bearbeitung der Bilder aber war es unumganglich, eine grobe Segmentierung
zu wahlen, da ansonsten eine Ubergrol3e Anzahl von Bildobjekten zur Klassifikation manuell
hétte ausgewahlt werden missen. Eine feinere Segmentierung hatte circa viertausend
Bildobjekte erzeugt, die Klassifikation eines Bildes erforderte dann eine Zeitaufwand von
einer Stunde. Die gewahlte, grobere Segmentierung fuhrte zu circa 20 bis 150 Bildobjekten.
Der Flachenanteil der Klasse ,, fehlende Endothelbedeckung” am Sinusoid betrug in
Einzelfallen bis zu 15 %. Dies hétte zu einer Verfaschung der Flachenanteile der drei Klassen
regelrechtes, beschadigtes und abgel6stes Endothel gefiihrt, da diese nur in den Bereichen des

43



Kontakts zum Leberparenchym die Flache des Randsaums enthalten. Deshalb wurden nach
Export der berechneten Klassenflachen aus Cellenger der Flachenanteil der Klasse ,, fehlende
Endothelbedeckung® und der Flachenanteil der jeweiligen, im Sinusoid vorkommenden
Endothelzelle addiert.

Die Klasse ,, fehlende Endothelbedeckung® war somit eine ,,Hilfsklasse”, um eine

Steckenlange zu messen. Zur Veranschaulichung siehe Abbildung unten.

Abbildung 14: Links: Sinusoid bestehend aus den Klassen , regelrechtes Endothel” (griin, B) und ,, freies Lumen*
(blau, A). Rechts: Sinusoid mit einer Endothelabldsung kleiner 50%. ,, Regelrechtes Endothel“ (griin, B), ,freies
Lumen“ (blau, A) und , fehlende Endothel bedeckung® (gelb, C). Der relative Sinusoidumfang ohne regelrechte
Endothelbedeckung ist asrote Linie dargestellt (D). Bel der Auswertung der Daten wurde die Flache B um den
Inhalt der Flache C erweltert. Ohne diese Erweiterung wére sonst der Flachenanteil von B links grof3er als rechts,
obwohl die tatsachlichen Flachen des Endothel s identisch sind.

Imlinken Teil der Abbildung oben ist der Kontakt zwischen Endothel (griin) und
Sinusoidbegrenzung vollig erhalten. Rechts ist das Endothel des ansonsten vollig identischen
Sinusoids in einem Bereich von weniger als 50 % des Sinusoidumfangs abgeldst. Betriige hier
der Flachenanteil des Randsaums (gelb) am Sinusoid 5%, so reduzierte sich der Flachenanteil
von ,regelrechtes Endothel“ um diese 5% im Vergleich zum linken Sinusoid.

Beide Endothelzellen wurden derselben Gruppe zugeordnet, aber der Flachenanteil der
rechten Endothelzelle erschiene um 5 % (bezogen auf die Sinusoidflache) geringer.

Um diesen Fehler auszugleichen, wurde die Flache der jeweiligen Endothelzell-Klasse eines

Sinusoids um den Inhalt der Flache von , fehlendes Endothel* erweitert.



Zu 6.: Lumeninhalte

Lumeninhalte waren Kupfferzellen, Blutzellen wie Erythrozyten und Granulozyten, sowie
Zelltrimmer. Auch vollig abgeloste Endothelzellen wurden als ,, Lumeninhalte” klassifiziert.
Kupfferzellen sind zwar auch als regulérer Bestandtell der Kapillarwand zu beobachten, meist
liegen sie aber den Endothelzellen auf.

Zu 7.: FreiesLumen

Die elektronenoptisch leeren (weil3en) Bereiche des Sinusoids wurden als ,, freies Lumen*
klassifiziert. Darunter fielen auch erweiterte Disse-Raume, in denen kein Kontakt zwischen
Endothel und Leberzelle bestand.

Zu 8.: Eingezeichnete Sinusoidbegrenzung (,, Ring*)

Der eingezeichnete Ring wurde klassifiziert, um ein Mal3 fir den Sinusoidumfang zu erhalten.

2.5.4. Automatische Erkennung von Mitochondrien

Fur die automatische Erkennung der Mitochondrien in den Hepatozyten wurde ein Regelsatz
entwickelt. Die Sinusoide mit den dort vorkommenden Mitochondrien, vor allem in den
Endothelzellen, wurden nicht berlicksichtigt, da sie sich von den Mitochondrien in den
Hepatozyten, beispielsweise hinsichtlich ihrer Grofe, unterscheiden. Es handelt sich also um
gleichartige Bildstrukturen, die aber unterschiedliche Bildobjekte erzeugen (siehe Kapitel 4.4.
Diskussion der automatischen Bildanalyse, Seite 106).

Fur die Erstellung des Regelsatzes wurden aus der Kontrollgruppe 5 Trainingsbilder zuféllig
ausgewahlt und zundchst geeignete Segmentierverfahren empirisch ermittelt.

Zwei Multiresolution-Segmentierungen stellten sich als geeignet heraus. Eine feine
Segmentierstufe erzeugte in Ebene 1 (zu Hierarchiebenen siehe Kapitel 2.4.2.
Bildobjektdomane, Seite 29) im Mittel kleine Bildobjekte, eine grobere Stufe in Ebene 2
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grolere Bildobjekte. In der Ebene 1 wurden dann Bildobjekte von kleinen Mitochondrien
klassifiziert. Die Bildstuktur von kleinen Mitochondrien zeigte in Ebene 1 eine , gute®
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Bildobjekten (verglichen mit einer visuellen
Auswertung) (zu Bildstruktur siehe Kapitel 2.4.4. Algorithmendomane, Seite 32). Grole
Mitochondrien waren in dieser Ebene 1 ungenligend segmentiert. I hre Bildstruktur wurde in
mehrere Bildobjekte unterteilt. Deshalb war die zweite Ebene n6tig. Im Laufe der
Trainingsphase hatte sich keine einzelne Segmentierstufe finden lassen, die sowohl kleinen
als auch grol3en Mitochondrien , richtig” finden konnte.

Erst in Ebene 2 wurden grof3e Mitochondrien , richtig” segmentiert, das heil3t, das die Flache

ihrer Bildstruktur mit einem maximalen Fehler von + 10% gefunden wurde.

Anschlief3end wurden eine M erkmalsliste mit allen sinnvoll erscheinenden Merkmalen von
100 der ,richtig® segmentierten Mitochondrien-Bildobjekte erstellt.

Jedes der 100 Mitochondrien-Bildobjekte wurde hierzu mit dem Mauszeiger ausgewahlt.
Cellenger berechnete dann die gewiinschten, in einem Fenster der Benutzeroberflache vorher
ausgewdahlten Merkmale. Die Messwerte wurden in eine Tabelle Ubertragen. Die Tabelle
diente als Grundlage fur die Auswahl von 7 Merkmalen, da sich hier eine nur geringe
Streuung der Messwerte herausstellte (Clusterbildung im Merkmalsraum, siehe Kapitel
Merkmalsraum, Seite 85). Diese Auswahl konnte ohne statistische Verfahren durch kritisches
Betrachten der Zahlenwerte geschehen. Es sollten Merkmale benutzt werden, die deutlich

erkennbar die Bildstrukturen charakterisieren.

Es wurden folgende Merkmale verwendet:

* Relativer mittlerer Grauwert des Bildobjekts im Verhaltnis zum mittleren Grauwert
des Gesamtbildes.

» Kontrast zur ndheren Umgebung des Bildobjekts. Dieser ist das Verhdltnis aus dem
mittleren Grauwert des Bildobjektes zum mittleren Grauwert eines funf Pixel
messenden Saumes um das Bildobjekt herum. Je grofer dieser Saum, desto langer
dauert die Berechnung des Merkmals. Diese Zeitfaktor kann bei umfangreichen
Regelsétzen deren Anwendung limitieren.

* Fé&che des Bildobjektes.

* Rundheit des Bildobjekts (,,elliptic fit*). Hierbei wird um den Mittelpunkt des
Bildobjekts herum eine Ellipse berechnet. Diese hat den gleichen Flacheninhalt wie

das Bildobjekt und ein vergleichbares Verhdltnis aus Lange zu Breite. Der Grad der
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Uberschneidung dieser beiden Flachen wird berechnet und ist ein MaR fur die
Rundheit des Bildobjektes.
* Verhdltnis aus Lange zu Breite des Bildobjektes.
U
ax~/A’

Der ,,Shape Index" steht in keinem Zusammenhang zu ,, Shape® (siehe Kapitel 2.4.4.

* Verhdltnis aus Umfang U des Bildobjekts zu seiner Flache A (

,Sshape index".

Algorithmendoméane, Seite 32). Er ist ein Klassifikationsmerkmal, das in Cellenger
implementiert ist. Es beschreibt, wie ,ausgefranst” ein Klassenobjekt ist. Je kleiner U
(bei konstantem A), desto mehr néhert sich das Bildobjekt einem Kreis.

» Standardabweichung der Grauwerte der einzelnen Pixel des Bildobjektes.

Aus den so gefundenen Werten fur die Merkmale der Mitochondrien-Bildobjekte wurden
Werteber eiche bestimmt (siehe Kapitel 4.2.5. Merkmalsraum, Seite 85).

Nach Ermittlung von Segmentierstufen, sowie Merkmalen und deren Wertebereiche konnten
Klassen fUr die Mitochondrien gebildet werden. Es wurden circa 30 Mitochondrien-Klassen
mit unterschiedlichen Klassenbedingungen gebildet. Die K lassenbedingungen wurden aus
den oben genannten Merkmalen konstruiert.

Klassifizierungsalgorithmen tberpriften dann flr jedes bisher unklassifizierte Bildobjekt, ob
es die Bedingungen einer Klasse erfiillt.

Beispiele hierfur sind die Klassen: , Kleine, dunkle Mitochondrien” oder ,, sehr grof3e, sehr
runde Mitochondrien“. Unterschiedliche Teil-Wertebereiche der oben genannten Merkmale
definierten also unterschiedliche Klassen (zur Unterteilung eines Clustersim Merkmalsraum
siehe Abb. 20 und 21, Kapitel 4.2.5. Merkmalsraum, Seite 85).

Der so entwickelte Regelsatz wurde an einer zufalligen Auswahl von 10 Bildern getestet.
Esist fur die Anfertigung eines Regelsatzes nétig, dass der Trainingsdatensatz moglichst
reprasentativ ausgewahlt wird. Die Trainings- und die Testdaten missen hinsichtlich der
verwendeten Merkmale vergleichbar sein. Da die Mitochondrien der |schamie- und der
Transplantationsgruppe sich teilweise deutlich von denjenigen der Kontrollgruppe
unterschieden (siehe Kapitel 2.3.3. Zeichen der Gewebe- und Zellschadigung, Seite 24),
wurden deshalb die Testbilder ebenfalls aus der Kontrollgruppe ausgewahlt.
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Die Testbilder wurden jeweils mit dem Regelsatz in Cellenger geladen und als Projekt
gespeichert. Anschlief3end wurden die Bilder von dem Regelsatz automatisch und in einer fir
alle Bilder identischen Weise segmentiert und klassifiziert. (siehe Kapitel 3.2.1. Automatische
Erkennung von Mitochondrien, Seite 70).

2.5.5. Berechnungen mittels Cellenger und Export der Daten

Cellenger stellt ein Modul fur Berechnungen zur Verfiigung. Zwei Berechnungen wurden mit
diesem Werkzeug durchgefihrt:

Zunéchst wurden die Fléchen der sechs Klassen der computerunterstiitzten Auswertung der
Sinusoide in Pixeln bestimmt und die sich daraus ergebende Gesamtflache des Sinusoids.
Sodann wurde die in Kapitel 2.5.2. Segmentierung der Bilder, Seite 38, erwadhnte gemeinsame
Grenzlinie des Klassenobjekts ,,Ring* zu , fehlende Endothelbedeckung” ermittelt. Diese
konnte maximal knapp 50 Prozent (49,9%) betragen, da nur die innere Ringseite Kontakt zu
dieser Klasse haben konnte und der Innenrand minimal kiirzer war, als der Aul3enrand des nur
7 bis 8 Pixel breiten Ringstreifens.

Die Ergebnisse beider Berechnungen wurden in eine Datei im ASCII-Format gespeichert.

2.5.6. Statistische Auswertung

Aus der Summe der Flachen der Klassen , regelrechtes Endothel”, ,, geschadigtes Endothel
und ,,abgeldstes Endothel” wurde mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Corp., Seattle, USA) die gesamte Endothelflache eines Sinusoids berechnet (,, Gesamt-
Endothe®).

Ebenso wurde aus der Summe der Flachen aller in einem Sinusoid vorkommenden Klassen
(aufZer ,,Ring") die Flache jeweils des gesamten Sinusoids (, Gesamt-Sinusoid*) ermittelt.
Fur die Berechnung der Fléachenanteile am Sinusoid sowie fr die graphische Darstellung
wurde ebenfalls diese Software eingesetzt.
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Fur die Ermittlung von Median, Mittelwert, 1. und 3. Quartil sowie der Standardabweichung
und zur Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit wurde das Statistikprogramm SigmaStat
(SigmaStat for Windows, Version 2.03, SPSS Inc. Chicago, USA) verwendet.

Histogramme wurden mit der Software SigmaPlot (Jandel Corp., San Rafael, USA) erstellt.

Diedrei Gruppen Kontrolle, Ischamie, Transplantation wurden mit dem K olmogor ov-
Smirnov-Test auf Normalverteilung untersucht (das heifdt, eine fehlende Normalverteilung
wurde nachgewiesen).

Mit dem Kruskal-Wallis Test (Anova on Ranks) wurden, da meist keine Normalverteilung
vorlag, die drei Gruppen auf signifikante Unterschiede getestet.

Signifikante Unterschiede wurden dann zwischen jeweils 2 der 3 Gruppen durch einem
Dunn-Test geprft. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,05 wurde als statistisch

signifikant angenommen.

Zur Beurteilung des Klassifikationsergebnisses der automatische Ermittlung der Anzahl der
Mitochondrien in den Bildbereichen der Hepatozyten wurden mithilfe der bereits erwahnten
Bildbearbeitungs-Software Paint Shop Pro™ , Masken“ hergestellt. In Kopien der Testbilder
wurden hierzu die Mitochondrien mit einer definierten Farbe Gbermalt. Cellenger konnte dann
nach Laden von Testprojekt und zugehoriger Maske automatisch die Anzahl der vorhandenen

sowie der gefundenen Objekte ermitteln.

3. Ergebnisse

3.1. Computerunter stlitzte Bildanalyse des Sinusoids
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TEM-Aufnahmen der Rattenleber wurden semiautomatisch mit Hilfe der Software Cellenger
ausgewertet. Drei Gruppen von Tieren wurden gebildet: Kontrolle, Ischamie und
Transplantation. Die Bilder stellten ein Sinusoid mit umgebenden Hepatozyten dar. Die
Bildbereiche der Sinusoide wurden untersucht. Dieses wurde markiert, mittels der o.g.
Software auf einheitliche Weise automatisch segmentiert, manuell klassifiziert, sowie die

Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Flachenanteile am Sinusoid

Der Flachenanteil am Sinusoid der Klassen ,, Regelrechtes Endothe”, , Geschadigtes
Endothed“, , Abgeldstes Endothel“, , Gesamt-Endothel”, ,, Lumeninhalte* und , Freies
Lumen® (siehe nachfolgende Unterkapitel 3.1.1. bis 3.1.6.) in den jeweils 50 Bildern der 3
Gruppen wurde bestimmt. Es wurde eine Rangliste der Urwerte erstellt. In jeder Gruppe
wurden 10 Intervalle gleicher Breite gebildet. Das Intervall mit der Nummer 1 war: [0; 0,1).
Diese Schreibweise bedeutet, dass die 0,1 nicht mehr zu diesem Intervall gehdrte, sondern
zum nachsten, zum Intervall 2, mit den Werten [0,1; 0,2). Intervall Nummer 10 war [0,9; 1,0].
Wurde also beispielsweise in einem Bild genau 40% der Sinusoidflache als ,, Regelrechtes
Endothel“ klassifiziert (=0,4), so wurde dieses Bild dem Intervall 5 zugeordnet. Die Anzahl
der Bilder in jedem Intervall wurde gezahlt und in je einem Histogramm fir jede der 3

Gruppen dargestellt.

L angenanteil am Sinusoidumfang

Fur den Langenanteil am Sinusoidumfang (,, Fehlende Endothelbedeckung*) (siehe
nachfolgendes Unterkapitel 3.1.7.) wurde analog verfahren. Hier wurden ebenfalls 10
Intervalle gebildet. Ein Wert von 0,4 bedeutete hier, dass 40% des Sinusoidumfangs nicht von
Endothel bedeckt war. Wie oben wurde dieser Wert dem Intervall 5 zugeordnet.

Absolute Grole der Sinusoide

Auf gleiche Weise wurde fur die Klasse ,, Gesamt-Sinusoid“ (siehe nachfolgendes
Unterkapitel 3.1.8.) vorgegangen. Hier wurde die absolute Gréfe der Sinusoide in Tausend
Pixeln bestimmt. Es wurden 10 Intervalle gleicher Breite gebildet. Intervall 1 war: [0; 100).
Esreichte als von 0 bis 100 Tausend Pixel. Intervall 10 war: [900; 1000].
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Fur die Mehrzahl der Datensétze (der Klassen: ,,Regelrechtes Endothel”, ,, Geschédigtes
Endothel”, ,, Abgel6stes Endothel”, ,,Lumeninhalte” und ,, Fehlende Endothelbedeckung*)
wurde durch einen K olmogorov-Smirnov-Test eine fehlende Normalverteilung der Flachen-
oder Langenanteile nachgewiesen. Fir die Fléchenanteile oder die Flachengrofle der Klassen
,Gesamt-Endothel”, , Freies Lumen® und ,, Gesamt-Sinusoid”gelang dies nicht. Es wurden
deshalb, um eine einheitliche Darstellung und gute Vergleichbarkeit zu erzielen, jeweils der
Median und das 1. und 3. Quartil berechnet.

Mittels eines K ruskal-Wallis-Tests wurden zunéchst fir jede Klasse jewells die drel
Gruppen Kontrolle, Ischamie und Transplantation auf signifikante Unterschiede getestet.
Anschlief3end wurden durch einen Dunn-Test jewells 2 Gruppen gegeneinander auf
Signifikanz getestet. Ein p<0,05 wurde als signifikant erachtet.

In einem Histogramm wurden die Mittelwerte (Flachenanteil oder Langenanteil oder

absolute Flache) jeweils der 3 Gruppen direkt miteinander verglichen.

3.1.1. Regelrechtes Endothel

Kontrolle: Regelrechtes Endothel

10 — —

absolute Haufigkeit

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Intervalle
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,57, das 1. Quartil 0,46 und das 3. Quartil 0,64.

Ischamie: Regelrechtes Endothel

absolute Haufigkeitl
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt it der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,56, das 1. Quartil 0,37 und das 3. Quartil 0,67.

Transplantation: Regelrechtes Endothel

absolute Haufigkeit

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Intervalle
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Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse ,, Regelrechtes Endothel“. Mittelwerte der drel Gruppen
und Standardabweichung. Kontrolle: 0,54+16, Ischamie: 0,48+26, Transplantation: 0+0. K ontrolle ver sus (vs)

Transplantation und I schamie vs Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und * ). Kein

signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Ischamie.

3.1.2. Geschadigtes Endothel
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Kontrolle: Geschéadigtes Endothel
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.

Ischédmie: Geschadigtes Endothel

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt it der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.



Transplantation: Geschadigtes Endothel

25
20
151

10 4

| : H ‘ I:ll:ll:l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

absolute Haufigkeit

Intervalle

Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,23, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,38.
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse ,, Geschéadigtes Endothel“. Mittelwerte der drel Gruppen
und Standardabweichung. Kontrolle: 0,02+0,08, Ischédmie: 0,09+0,19, Transplantation: 0,22+0,22. Kontrolle vs

Transplantation und I schamie vs Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein

signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Ischamie.
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3.1.3. Abgel6stes Endothel

Endothelzellen, die an keiner Stelle Kontakt zu den umschlief3enden L eberzellen hatten,
wurden dieser Klasse zugeordnet.

Kontrolle: Abgeldstes Endothel
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.

Ischamie: Abgeléstes Endothel
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;

1,0]. Dargestellt it der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls

(y-Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.

Transplantation: Abgeldstes Endothel

absolute Haufigkeit
= = N N w w S
o ol o ol o ol o

[&]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Intervalle

Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:

[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkelt der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,26.
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse ,, Abgel dstes Endothe“. Mittelwerte der drei Gruppen
und Standardabweichung. Kontrolle: 0,00+0,00, Ischédmie: 0,00+0,00, Transplantation: 0,11+0,21. Kontrolle vs

Transplantation und I schamie vs Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein

signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und Ischamie.

3.1.4. Gesamt-Endothel

Der Flachenanteil von ,, Gesamt-Endothel kommt zustande durch die Addition der
Flachenanteile von , regelrechtes Endothel”, ,, beschadigtes Endothel” und ,,abgel6stes
Endothel”.

Die beiden Gruppen Kontrolle und Ischamie enthalten in jedem Bild entweder , regelrechtes
Endothel“ oder ,, beschédigtes Endothel”. Diese beiden Klassen sind bereits um den
Flacheninhalt von ,, fehlende Endothelbedeckung” (=Randsaum) korrigiert (Siehe Kapitel
2.5.3. Klassifikation, Zu 4.: Fehlende Endothelbedeckung, Seite 40).

In der Transplantationsgruppe hingegen enthalten mehrere Bilder keine der drei
EndothelzelIklassen (,, regelrecht-“, ,, geschadigt-“ oder ,,abgel6st-*). Hier wurde der
Flacheninhalt von , fehlende Endothelbedeckung” als zu , Gesamt-Endothel” gehérig

gewertet.
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Kontrolle: Gesamt-Endothel
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,57, das 1. Quartil 0,47 und das 3. Quartil 0,64.

Ischamie: Gesamt-Endothel

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt it der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,56, das 1. Quartil 0,47 und das 3. Quartil 0,66.
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Transplantation: Gesamt-Endothel

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkelt der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,36, das 1. Quartil 0,24 und das 3. Quartil 0,46.
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse ,, Gesamt-Endothel“. Mittelwerte der drei Gruppen und
Standardabweichung. Kontrolle: 0,56+0,12, Ischédmie: 0,57+0,14, Trangplantation: 0,38+0,14. Abweichung von
der Normalverteilung konnte nicht nachgewiesen werden. Kontrolle vs Transplantation und I schamie vs

Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein signifikanter Unterschied zwischen

Kontrolle und Ischamie.
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3.1.5. Lumeninhalte

Als Lumeninhalte wurden neben Blutzellen und Zelltrimmern auch abgeldste Endothelzellen
angesehen, wenn sie keinen Kontakt zu den umschlief3enden L eberzellen hatten.

Kontrolle: Lumeninhalte

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,10.
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Ischamie: Lumeninhalte

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt it der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,20, das 1. Quartil 0,08 und das 3. Quartil 0,34.

Transplantation: Lumeninhalte

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkelt der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,27, das 1. Quartil 0,17 und das 3. Quartil 0,36.
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Lumeninhalte
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse,, Lumeninhalte”. Mittelwerte der drel Gruppen und
Standardabweichung. Kontrolle: 0,07+0,12, Ischédmie: 0,20+0,15, Trangplantation: 0,28+0,17. Kontrollevs

| schamie und Kontrolle vs Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein

signifikanter Unterschied zwischen Ischamie und Transplantation.

3.1.6. FreiesLumen

Die elektronenoptisch leeren Bereiche des Sinusoidlumens wurden hier erfasst.

63



Kontrolle: Freies Lumen

absolute Haufigkeit
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,39, das 1. Quartil 0,29 und das 3. Quartil 0,45.

Ischamie: Freies Lumen
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,22, das 1. Quartil 0,12 und das 3. Quartil 0,31.



Transplantation: Freies Lumen
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Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0]. Dargestellt ist der Anteil an der Sinusoidflache (x-Achse). Absolute Haufigkelt der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,42, das 1. Quartil 0,30 und das 3. Quartil 0,51.
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse , Freies Lumen®. Mittelwerte der drei Gruppen und
Standardabwei chung. Kontrolle: 0,37+0,13, Ischédmie: 0,23+0,13, Trangplantation: 0,39+0,13. Abweichung von
der Normalverteilung konnte nicht nachgewiesen werden. Kontrolle vs I schamie und | schamie vs

Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein signifikanter Unterschied zwischen

Kontrolle und Transplantation.
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3.1.7. Fehlende Endothelbedeckung

Der Randsaum diente zur Ermittlung des Anteils am Sinusoidumfangs ohne Kontakt zwischen
Mikrovilli und Endothel.

Kontrolle: Fehlende Endothelbedeckung
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9; 1,0].
Dargestellt ist der Anteil am Sinusoidumfang (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls (y-
Achse). Der Median betrug 0,00, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,00.
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Ischamie: Fehlende Endothelbedeckung
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Histogramm der Urdaten der Ischédmiegruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10: [0,9;
1,0]. Dargestellt it der Anteil am Sinusoidumfang (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes Intervalls
(y-Achse). Der Median betrug 0,17, das 1. Quartil 0,00 und das 3. Quartil 0,39.

Transplantation: Fehlende Endothelbedeckung

= N N w w
o o o o o

absolute Haufigkeit

[
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Intervalle

Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 0,1), Intervall 2: [0,1; 0,2), ...Intervall 10:
[0,9; 1,0] Dargestellt ist der Anteil am Sinusoidumfang (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 0,93, das 1. Quartil 0,79 und das 3. Quartil 0,99.
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Fehlende Endothelbedeckung
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Histogramm der Féchenanteile am Sinusoid der Klasse ,, Fehlende Endothel bedeckung”. Mittelwerte der drel
Gruppen und Standardabweichung. Kontrolle: 0,07+0,15, Ischamie: 0,25+0,27, Transplantation: 0,88+0,13.
Kontrolle vslschamie, Kontrolle vs Transplantation und | schamie vs Transplantation: p<0,05

(gekennzeichnet durch Klammern und *).

3.1.8. Gesamt-Sinusoid

Kontrolle: Gesamt-Sinusoid
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Histogramm der Urdaten der Kontrollgruppe. Intervall 1: [0; 100), Intervall 2: [100; 200), ...Intervall 10: [900;
1000]. Dargestellt ist die Sinusoidflache (in tausend Pixel) (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 300, das 1. Quartil 201 und das 3. Quartil 367.

Ischéamie: Gesamt-Sinusoid
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Histogramm der Urdaten der Ischdmiegruppe. Intervall 1: [0; 100), Intervall 2: [100; 200), ...Intervall 10: [900
1000] Dargestelt ist die Sinusoidflache (in tausend Pixel) (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder jedes
Intervalls (y-Achse). Der Median betrug 312, das 1. Quartil 230 und das 3. Quartil 445.

Transplantation: Gesamt-Sinusoid
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Histogramm der Urdaten der Transplantationsgruppe. Intervall 1: [O; 100), Intervall 2: [100; 200), ...Intervall 10:

[900; 1000] Dargestellt ist die Sinusoidflache (in tausend Pixel) (x-Achse). Absolute Haufigkeit der Bilder
jedes Intervalls (y-Achse).. Der Median betrug 418, das 1. Quartil 318 und das 3. Quartil 547.
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Gesamt-Sinusoid
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Histogramm der FlachengroRe der Sinusoide (Klasse ,, Gesamt-Sinusoid”) (in Tausend Pixel). Mittelwerte der
drei Gruppen und Standardabweichung. Kontrolle: 298+118, Ischamie: 351+157, Transplantation: 433+149.

Abwei chung von der Normal vertellung konnte nicht nachgewiesen werden. K ontrolle vs Transplantation,
| schamie vs Transplantation: p<0,05 (gekennzeichnet durch Klammern und *). Kein signifikanter Unterschied

zwischen Kontrolle und Ischamie.

3.2. Automatische Bildanalyse der Hepatozyten

3.2.1. Automatische Erkennung von Mitochondrien

Ein zweiter Regelsatz wurde zur automatischen Analyse von Mitochondrien in den
Bereichen der Hepatozyten erstellt. Beispielhaft sollte so gezeigt werden, ob Cellenger

komplexe Bildstrukturen finden kann.
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Die Mitochondrien der drei Bildgruppen unterscheiden sich. So sind in den Mitochondrien der
Transplantationsgruppe nur selten Cristae zu sehen (siehe Kapitel 2.3.3. Zeichen der Gewebe-
und Zellschadigung, Seite 24). Es sollten hier nur gleichartige Mitochondrien untersucht
werden. Der Regelsatz wurde deshalb anhand von 5 Aufnahmen der Kontrolle erstellt. Er
wurde an 10 Bildern der Kontrollgruppe getestet. Diese 15 TEM-Aufnahmen wurden zuféllig
ausgewahlt.

Zur Uberpriifung des Klassifikationsergebnisses wurden ,Masken* hergestellt (siehe Kapitel
2.5.6. Statistische Auswertung, Seite 48). So konnte die tatsachliche Anzahl der
Mitochondrien pro Bild der Anzahl der klassifizierten Mitochondrien gegeniibergestellt
werden.

Visuell wurde das Klassifikationsergebnis durch genaues Durchmustern tberprift. Hierbel
wurde festgestellt, dass von den gefundenen Mitochondrien nur 2 mit einem gréf3eren Fehler
als 10% gefunden wurden (zu Fehler siehe Kapitel 2.5.4. Automatische Erkennung von
Mitochondrien, Seite 45). Das Endergebnis wurde um diese beiden Mitochondrien korrigiert.
In diesem Arbeitsschritt wurden auch die falsch als Mitochondrien klassifizierten Bildobjekte
gezahit.

Ergebnis:

In den 10 Testbildern waren insgesamt 1449 Mitochondrien in den Bildbereichen der
Hepatozyten vorhanden. Pro Bild lag die Anzahl der Mitochondrien zwischen 98 und 192.
Richtig gefunden wurden insgesamt 278 Mitochondrien. Pro Bild wurden zwischen einem
und 84 Mitochondrien richtig gefunden. Es wurden also 19% der Mitochondrien automatisch
erkannt.

Die Anzahl der falsch positiv gefundenen Mitochondrien in allen 10 Testhildern betrug: 8.
Hierbei wurden 5 Peroxisomen falsch als Mitochondrium klassifiziert. Ein Lysomom und
zwei Mitochondrienanteile wurden ebenfalls als Mitochondrium klassifiziert und als falsch
positiv bewertet.
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4. Diskussion

4.1. Diskussion des | schamie-/Reperfusionsschadens (IRS)

Wahrend einer |schamie kommt es durch eine Unterbrechung des Blutflusses zu einer

mangel haften Gewebeversorgung mit Sauerstoff und Substraten. Entstehendes CO2 fiihrt
letztlich zu einer Azidose. Das Adenosintriphosphat (ATP) wird verbraucht und Zelltod kann
die Folge sein.

Wird das Gewebe vor seinem Untergang reperfundiert, so entsteht ein zusétzlicher Schaden.
Hierzu fuhren pathophysiologische Mechanismen (siehe unten), deren Wirkungen schon
wenige Minuten nach der Freigabe des Blutstroms zu beobachten sind. Der regelhafte Verlauf
des IRS der Rattenleber kann in eine friihe (<2 Stunden nach Beginn der Reperfusion) und in
eine spate Phase unterteilt werden (>2 Stunden nach Beginn der Reperfusion) (Jaeschke et
al., 1988, 1991, 1998).

Es werden Schéden innerhalb und aul3erhalb der Leberzellen manifest.

4.1.1. L eberzell-Schaden

Der akute Sauerstoffmangel wahrend einer | schamieperiode kann zu einem Zusammenbruch
der an der Mitochondrien-I nnenmembran (Cristaemembran) lokalisierten oxidativen
Phosphorylierung fuhren. Die mitochondriale Proteinsynthese kommt zum Stillstand.
Morphologisch manifestiert sich diese Schadigung als zunehmender Verlust der
Cristaemembranen. Der entstehende zelluldre Mangel an ATP kann durch eine anaerobe
Glykolyse fr kurze Zeit ausgeglichen werden. Das dabei entstehende Laktat senkt im Verlauf
den pH-Wert. In der Folge sinkt aber doch, abhéngig von der Auspragung der Unterbrechung
der Blutzufuhr und von der Temperatur, der ATP-Spiegel in der Zelle (Gutierrez G, 1991).
Dies zieht ein Versagen von ATP-abhéangigen lonenpumpen der Zellmembranen nach sich.

Unter Verbrauch von ATP wird von den Pumpen Natrium aus der Zelle transportiert. Kalium
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gelangt energieabhangig in die Zelle. So wird ein Membranpotential erzeugt. Bei Ausfall der
Pumpen infolge ATP-Mangel steigt die Natriumkonzentration in der Zelle an. Es kommt
nachfolgend zu einem Einstrom von Wasser in die Zelle, aber auch in Zellkompartimente. Mit
der gesamten Zelle schwellen auch die Mitochondrien an (Riede UN, Schaefer HE, Seite 78).
Das Membransystem des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER) zerfallt in kleine
Einheiten. Die entstehenden Fragmente wandeln sich in kleine Blaschen um. In diese
Blaschen stromt Wasser ein, es kommt so zu einer Vakuolenbildung in den Hepatozyten. Als
vakuolige Degeneration it dieser Zustand auch lichtmikroskopisch zu erkennen.
Unumkehrbar wird die Schadigung bei einem vollstandigen Zusammenbruch des
Zellstoffwechsels: Einzelne Vakuolen kdnnen einen Grof3teil des Zellvolumens einnehmen.
Lichtmikroskopisch spricht man von hydropischer Schwellung (Riede UN, Schaefer HE,
Seite 17).

Gesteigerte Autophagie bewirkt eine Zunahme von sekundéren L ysosomen.

Im Disse-Raum verringert der Untergang von Mikrovilli die Oberfléache der Leberzelle zum
perisinusoidalen Raum hin. Der Stoffaustausch zwischen Sinusoid und Hepatozyt wird so
erschwert.

Neben Schaden, die als Folge eines sinkenden ATP-Spiegels auftreten, kann es zu Schaden
durch freie Sauerstoffradikale (ROS) kommen. Fir die Bildung von ROS im Rahmen eines
IRSwird in erster Linie eine Storung der in den Mitochondrien lokalisierten Atmungskette
verantwortlich gemacht. Die Leberzelle enthalt in hohen Konzentrationen schiitzende
Substanzen, um sich gegen die bereits pysiologischerweise permanent entstehenden Radikale
zu schitzen (Yu BP, 1994). Enzymatisch werden ROS durch Superoxid-Dismutase (SOD),
Katalase und Glutathion-Peroxidase (GP) abgebaut. Glutathion (GSH) wird als Koenzym
durch die GP zu Glutathion-Disulfid (GSSG) oxidiert. Das Verhaltnis von GSH zu GSSG
kann als Indikator fur die Fahigkeit von Zellen oder Systemen dienen, Radikale zu beseitigen
(Jaeschke H, 1990). Hohe GSH-Werte deuten darauf hin, dass deren Entgiftungskapazitéten
in Hinblick auf Radikale noch nicht ausgeschdpft snd.

Anisoliert perfundierten Rattenlebern konnte nach Reperfusion kein relevanter Anstieg des
intrazelluldren GSSG nachgewiesen werden (Metzger J et al., 1988). Weiterhin konnte in
diesem Modell durch Zufuhr von Oxidantien kein zusétzlicher L eberzellschaden
hervorgerufen werden (Jaeschke H et a., 1988). Es scheint, dass die vermehrte ROS-Bildung
wahrend einer | schamie/Reperfusion in Leberzellen nur eine untergeordnete Rolle bei der

Entwicklung eines IRS hat.
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In dieser Arbeit wurden Leberzellschaden nicht berticksichtigt. Es wurde in den Gruppen nur
das Sinusoid untersucht. FUr die automatische Analyse der Mitochondrien der Leberzellen

wurden nur TEM-Aufnahmen der Kontrollgruppe verwendet.

4.1.2. Schaden aul3erhalb der Leberzellen

In den verwendeten TEM-Aufnahmen, die eine frilhe Phase des IRS zeigen, konnten
Endothelzellschwellung und Endothel zellabl6sung beobachtet werden. Kupfferzellen (KC)
zeigen eine zum Teil massive Zunahme sekundére Lysosomen. Die Lumina der Sinusoide
enthalten vermehrt Granulozyten und andere Blutzellen und Zelltrimmer.
Intravitalmikroskopisch konnte, bereits in der frihen Phase beginnend, eine Adhérenz von
neutrophilen Granulozyten (PM N) nachgewiesen werden (Menger MD et ., 1991), (Marzi
| et a., 1992). Mehrere Stunden nach Reperfusion emigrieren die PMN in den
perisinusoidalen Raum (Hernandez LA et al., 1987).

Bereits Minuten nach Beginn der Reperfusion steigt im Blutplasma die Konzentration von
oxidiertem Glutathion (GSSG) (Jaeschke H, Farhood A, 1991). Es gelang der direkte
Nachweis von erhohten ROS im Plasma (Kunz R et a., 1991). Gabe von GSH sowie die Gabe
anderer Antioxidantien (SOD, Katalase) senkte den IRS (Nagel E et al., 1997), (Land W et al.
1994). KC kdnnen durch Gadolinium partiell blockiert werden. Dies senkte den GSSG-
Spiegel im Plasma in vivo nach warmer |schamie und nach orthotoper Lebertransplantation
(Schauer RJ, 2002). Kupfferzell-Aktivierung durch Retinol hingegen flihrte zu einer Zunahme
von GSSG (Jaeschke H, Farhood A, 1991). KC scheinen also urséchlich am Entstehen von
IRS beteiligt zu sein.

Als Hauport der Entstehung von ROS wahrend des |RS wird heute die Plasmamembran
aktivierter KC und (in spateren Phasen des |RS) von Leukozyten angesehen. Freie Radikale
entstehen hier Uber die Aktivierung der membransténdigen Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) (Jaeschke H, Bautista AP et al., 1991). Freie Radikale
fahren zu Lipidperoxidation, zu Protein- und zu DNA-Schéden (DNA: Desoxi-
Ribonukleinsaure). In erster Linie auf ROS zuriickgefuhrte Schaden treten aber schon in
Konzentrationen auf, die durch direkte Schadigungsmechanismen nicht vollsténdig zu
erklaren sind (Mathews WR et a. 1994). Auf dem Wege der Signaltransduktion kénnten ROS
durch Aktivierung von Enymkaskaden zu IRS fuihren. So ist eine durch ROS bewirkte
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Modulation von mitogen-aktivierten Kinasen (M AP-Kinasen) nachgewiesen worden (Guyton
KZ, 1996). Weiterhin wird durch ROS eine Adhéarenz von PMN am sinusoidalen Endothel
begunstigt (Koo A et a., 1992).

Nach Freigabe des Blutstroms nach (warmer oder kalter) Ischamie kann es zu
Mikrozirkulationsstérungen kommen. Ein priméres Versagen der Zirkulation wird in der
Literatur as,no reflow” Phanomen bezeichnet. Dieses kann durch Hemmung der KC-
Aktivierung vermindert werden (Vollmar B et al., 1994), (ImamuraH et a., 1997).

Eine sekundére Zirkulationsstérung, ein sogenanntes ,,r eflow paradox”, kénnte durch die
Akkumulation und Adhérenz von PMN verursacht werden. Allerdings scheint die sinusoidale
Perfusion durch PMN nur verzogert und nicht verhindert zu werden (Vollmar B et al., 1996).
Ein Uberwiegen vasokonstrikorisch wirkender Mediatoren wird als Ursache einer
Mikrozirkulationsstérung nach einer Reperfusion diskutiert. Prostaglandine und L eukotriene
konnten dabei eine Rolle spielen (Jaeschke H, 1998). Tumor Nekrose Faktor Alpha (TNF-a)
soll eine PMN-aktivierende Rolle spielen (OkajimaK et al., 2002) und sekundére

Zirkulationsstérungen verstarken.

Der durch kalte I schamie ausgel6ste IRS flihrt Uberwiegend zu einer Schadigung der
Endothelzellen, wahrend eine warme Ischamie vermehrt die Hepatozyten schadigt. (Otto G et
al. 1984). Vorliegende Ergebnisse bestdtigen diese Auffassung. Die Lebern der Tiere der
Transplantationsgruppe haben eine kalte I schamie erlitten, die Lebern der |schamiegruppe
eine warme Ischamie. Die Flachenanteile von ,, Regelrechtes Endothel und von ,, Gesamt-
Endothel“ sind in der Transplantationsgruppe signifikant (p<0,05) geringer alsin der

| schémiegruppe. Die Flachenanteile der Klassen ,, geschadigtes Endothel”, ,, abgel6stes
Endothel“ und ,,fehlende Endothelbedeckung” sind in der Transplantationsgruppe signifikant
grof3er als in der Ischamiegruppe. (Siehe auch Kapitel 4.3. Diskussion der Ergebnisse der
computerunterstitzten Bildanalyse, Seite 92).

4.2. Diskussion prinzipieller Schwierigkeiten bei der

computerunter stiitzten oder automatischen Bildanalyse
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4.2.1. Bildkontrast bei TEM-Aufnahmen

Je stérker TEM-Bilder kontrastiert sind, desto grof3er sind die Unterschiede der mittleren
Grauwerte benachbarter Bildstrukturen. Kontraste sind eine unabdingbare V oraussetzung fir
das menschliche Sehen. Bildanalysesysteme verfligen nicht Uber die Fahigkeit des
menschlichen Auges, durch Zusammenschalten mehrerer Rezeptoren der Netzhaut zu
rezeptiven Feldern (siehe Kapitel 4.2.6. Signalverarbeitung beim Menschen, Seite 88) auch
schwache Kontraste noch relativ gut wahrzunehmen (Lehmann T et al., 1997, Seite 78).

Vielerlei Faktoren haben Einfluss auf den Kontrast in TEM-Bilder: Das Gewebe sollte
maoglichst lebensfrisch und unbeschadigt sein, wenn mit der Fixierung begonnen wird. Hat
bereits eine Selbstzersetzung (Autolyse) des Gewebes eingesetzt, so verschlechtert dies den
Bildkontrast. Insbesondere in der Transplantationsgruppe bestand der subjektive Eindruck
einer schlechteren Kontrastierung der verwendeten Aufnahmen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Sehr deutlich sah man dies an den Leberzellkernen: Die
Grauwertunterschiede zwischen Eu- und Heterochromatin waren geringer als in der
Kontrollgruppe.

Nach der Fixierung kann jeder weitere Teilschritt der Bilderzeugung den Kontrast der Bilder
beeinflussen. Modifikationen im Arbeitsablauf oder Konzentrationsunterschiede bei den
verwendeten Chemikalien konnen eine Ursache sein fir unterschiedlich kontrastierte Bilder.
Die Gewebeentnahme und -fixierung, die Kontrastierung, die Entwasserung, die
Polymerisation sowie die Nachkontrastierung missen moglichst standardisiert erfolgen. Auch
die Einstellungen am Elektronenmikroskop sowie die Entwicklung des Films spielen eine
Rolle. Einige der verwendeten Aufnahmen wirkten leicht ,, verwaschen”. Eine nicht mehr
frische Entwicklerflissigkeit konnte die Erklarung hierfir sein. Weiterhin ist die Herstellung
der fotografischen Abzlige sowie das verwendete Fotopapier wichtig. Die Harte des
Fotopapiers wird in 6 Stufen angegeben. Sie reicht von O flr weiches Papier bis 5 fur sehr
hart. Diese Skala gibt die Beziehung zwischen der Belichtungszeit und der dadurch erzielten
Schwaérzung des Papiers wieder. Weiches Papier wird weniger schnell geschwérzt als hartes,
es steht ein groferer Belichtungsspielraum zur Verfigung. Die Kontraste zwischen
benachbarten Bildstrukturen sind geringer, aber mehr Details sind zu sehen.

Beim Scannen von Fotografien kann es zu Qualitatsverlusten kommen. So lassen die
verwendeten TEM-Aufnahmen die doppelte Mitochondienmembran beim Betrachten der

Fotografien mit der Lupe noch erkennen. In den digitalisierten Bildern ist die Doppelkontur
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der Mitochondrienmembran nicht mehr vorhanden. Nur eine einfach konturierte Linieist zu
sehen.

Bei den verwendeten TEM-Aufnahmen bestimmen zu einem grof3en Teil Membranen die
Kontraste im Bild. Diese von M embranen verursachten Kontraste sind schnittabhangig: Wird
eine Membran im 90°-Winkel vom Schnitt erfasst, erscheint sie im TEM-Bild entsprechender
VergrofRerung unter optimalen Bedingungen als schwarze Linie. Wird die Membran in einem
flacheren Winkel angeschnitten, erscheint sie bei ansonsten gleichen Bedingungen verbreitert,
unscharf, weniger schwarz oder sie ist Uberhaupt nicht als Membran zu erkennen. Es wird
selten vorkommen, dass eine der vielen in einer Zelle vorhandenen Membranen
(Zellmembran, Kernmembran, RER, Mitochondrienmembranen) senkrecht getroffen wird.
Dieses wird deutlich, wenn man sich folgendes Modell vor Augen fuhrt: Eine von einer
Membran umgebene Kugel soll in beliebiger Weise geschnitten werden. Es gibt hierbei nur
eine Querschnitt (der durch den Mittelpunkt der Kugel), der die Membran an allen Stellen
senkrecht trifft. Meist also ist der Anschnittswinkel mehr oder weniger flach, was eine

unterschiedliche Kontrastierung der Membranen zur Folge hat.

Abbildung 15: Mitochondrium. Einfluss des Schnittwinkels auf die Sichtbarkeit von Membranen in TEM-
Aufnahmen. Die Mitochondrienmembran ist links nicht zu sehen, da hier der Anschnittswinkel flacher ist dsim
restlichen Membranbereich (Junqueira L. C, Carneiro J Histologie. Interpretation von Gewebeschnitten, 1991,
Seite21-23).

Die verwendeten TEM-Aufnahmen lassen sich hinsichtlich des Kontrastes gut visuell
auswerten.

Eine computerunterstiitzte Bildanalyse setzt im Allgemeinen eine Segmentierung des Bildes
voraus. Die Segmentierung ist bei Grauwertbildern der Schritt der Bildanalyse, der
entscheidend vom Bildkontrast abhéngt. Ein Bildanalysesystem wie Cellenger ,,sieht” nicht a

priori Bildobjekte, wie der Mensch schon in einem friihen Stadium der Objekterkennung (in
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Area V2, siehe Kapitel 4.2.6.: Visuelle Signalverarbeitung beim Menschen, 88), sondern es
bearbeitet Pixel. Inder Abb. 17 unten ist ein stark vergrofRerter Ausschnitt aus einer
Mitochondrienmembran dargestellt. So ,,sieht” Cellenger Bilder. Aus dieser zeilenférmigen

Anordnung von Bildpunkten (Pixeln) muss ein Segmentieralgorithmus Bildobjekte erzeugen.

Abbildung 16: Mitochondrium, dem rechts RER anliegt. Der Bildausschnitt ist in der Abb. 17 unten vergroRert
dargestelit.
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Abbildung 17: Ausschnitt aus der Mitochondrienmemran und angrenzendem RER der Abb. 16 oben. Die
Abbildung soll veranschaulichen, dasfir Cellenger Bilder zunéchst nur einen zeilenférmige Anordnung von
Pixeln sind. Wenn ein Mensch eine TEM-Aufnahmein dieser Vergrof3erung prasentiert bekdme, mit der
Aufforderung, die Mitochondriengrenzen einzuzeichnen, wirde dies sicherlich nur in eéinem geringen Umfang
gdingen.

Beim Menschen hingegen ist schon auf der Ebene der Netzhaut eine Uberlappung der
rezeptiven Felder gegeben. Es kommt bereits hier zu einer Kontrastverstéarkung (ON-
Zentrum- und OFF-Zentrum-Neuronen, siehe Kapitel 4.2.6.: Visuelle Signalverarbeitung
beim Menschen, Seite 88).

Kontrastkorrektur:

Eswerden in der Literatur eine Vielzahl von Méglichkeiten genannt, den Kontrast von
Bildern zu verbessern (Lehmann T et al., 1997, Seite 342).

Zweck einer automatischen/semiautomatischen Bildanalyse ist insbesondere eine
Zeitersparnis. Eine an jedes Einzelbild angepasste Kontrastkorrektur ist in grof3en Datensétzen
sicherlich fur die meisten Fragestellungen sinnlos, da zu zeitaufwandig. Deshalb wurde in
dieser Arbeit auch fur alle Bilder einheitlich eine Kontrastkorrektur vorgenommen (siehe
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Kapitel 2.2.7. Erzeugung der digitalisierten Bilddaten, Seite 17). Da aber kein systematischer
Aufnahmefehler Gber alle Bilder vorlag, fihrten diese Mal3nahmen nur zu einer
Bildverbesserung, das heil3t zu subjektiv korrigierten Kontrasten in den meisten Aufnahmen
(Lehmann T et a., 1997, Seite 321). Es gibt bei zufalligen Aufnahmefehlern wie in den
verwendeten Bildern keine Moglichkeit einer Bildkorrektur hinsichtlich des Bildkontrastes.

Aus allen genannten Griinden werden fur eine maschinelle Analyse von Grauwertbildern

hohere Bildkontraste als fur das menschliche Auge bendtigt.

Um die Ergebnisse einer automatischen/semiautomatischen Bildanalyse mit Cellenger zu
verbessern, kann versucht werden, schon bei der Préparater zeugung stérker zu
kontragtieren. Dieses konnte mit histochemischen oder immunhistochemischen Methoden
geschehen.

Eine relativ selektive histochemische Methode fuhrt zu einer starken Kontrastierung von
Vesikeln und Zisternen (Kontrastierverfahren nach Thiéry) (Steer MW, 1984). Lysosomen
konnen selektiv durch den Nachweis der sauren Phosphatase dargestellt werden (Jungueira L.
C, Carneiro J, 1991, S.35).

I mmunhistochemische M ethoden sind zum Beispiel das |mmuno-Peroxidase-Verfahren
oder das mmuno-Gold-Verfahren. Sie konnen selektiv den Golgiapparat einer TEM-
Aufnahme kontrastieren. So kann Fluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikroskopie
miteinander kombiniert werden. Die interessierenden Zellorganellen oder -strukturen werden
selektiv mit Fluoreszenzfarbstoffen geféarbt. Die dynamischen Vorgange der Iebenden Zelle
konnen beobachtet werden. Zu einem gewiinschten Zeitpunkt wird dann ein Préparat fur eine
TEM-Untersuchung hergestellt. Hierbei werden die interessierenden Strukturen
(beziehungsweise die in den Strukturen vorhandenen Fluoreszenzfarbstoffe) mit einem

I mmuno-Goldverfahren selektiv fir das TEM sichtbar gemacht. Zeitaufwandig kann dann das
visuelle Auffinden der gesuchten Strukturen in den TEM-Bildern sein. Es missen eine grof3e
Anzahl von Schnitten hergestellt und gesichtet werden (Polishchuk RS et al., 2003).

Diese Verfahren werden limitiert durch verschiedene Nachteile. So kommt es meist auch zur
Kontrastierung von anderen Strukturen. Gold- oder Osmiumpartikel kdnnen zu Artefakten
fahren. Bildung flichtiger Radikale bei der | mmuno-Peroxidase-Reaktion kdnnen das
Verfahren auf membranumschlossene Kompartimente einer Zelle beschranken.

Weiterhin sind diese Methoden kostenintensiv.
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4.2.2. Bildtextur und Bildrauschen in TEM-Aufnahmen

Die Textur eines Bildobjekts konnte man als ihr ,, Muster" bezeichnen. Ist ein Bildobjekt
homogen texturiert, so besteht es aus Elementarstrukturen, die sich regelmaidig wiederholen.
Diese Elementarstrukturen (Textone, oder englisch: Textel, von texture element) kdnnen sehr
klein sein. Sie erlauben eine mathematische Beschreibung der flachigen, inneren Anteile eines
Bildobjekts. Bildobjekte unterschiedlicher Texturen konnen relativ einfach voneinander
abgegrenzt werden. Die M ustererkennung stellt eine Fille von Verfahren zur Verfligung,
Texturen zu beschreiben. Die Entwicklung eines solchen Verfahrens (um eine bestimmte
Textur zu beschreiben) kann aufwandig sein.

Medizinische Bilder wie TEM-Aufnahmen enthalten jedoch zufallige Elemente. Ein
bestimmter, von einem menschlichen Betrachter als homogen und ,,einfarbig” empfundener
Bildbereich weist bei diesen Bildern auf Pixelebene eine sehr breite Streuung der Grauwerte
auf. Diese Streuung lasst sich mathematisch (bisher) nicht ausreichend fassen (Lehmann T et
al., 1997, S. 383).

Filter kdnnen hier nur in beschranktem Umfang korrigierend wirken. Filter sind

bildanal ytische Operationen, die zum Beispiel in der Lage sind, Bildrauschen zu reduzieren.
Wenn ein Bild durch unregel méidige Storsignale Uberlagert ist, spricht man von Bildrauschen.
Einfache Filter zur Rauschunterdriickung ,,gléatten” ein Bild, indem beispielsweise von jeweils
3x3 nebeneinander liegenden Pixeln der Graustufen-Mittelwert berechnet wird (Wiltgen M,
1999, S. 101). Nachteil ist eine abnehmende Bildschérfe. Filter kdnnen hilfreich sein, wenn
nur vereinzelte Pixel eines Bildobjekts weit vom durchschnittlichen Grauwert des Objektes
entfernt liegen. Wenn aber die Streuung aller Pixel sehr stark ist, ist die Anwendung von
derartigen Filtern limitiert.

In vorliegender Arbeit wurden einfache Histogrammtransformationen verwendet, die
Unterschiede in der Bildqualitdt zwischen den einzelnen TEM-Aufnahmen ausgleichen

sollten.

Die unregelmaliige Texturierung in den vorliegenden TEM-Aufnahmen flhrte zu einer
Erschwerung der Bildsegmentierung (ebenso wie eine nicht ausreichende Kontrastierung der
Bilder). Durch Segmentierverfahren sollen Bildbereiche relativ homogener Grauwert-

Verteilung erkannt und zu Bildobjekten zusammengefiigt werden. Starke und unregelmaliige
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Streuung der Grauwerte einer im Bild dargestellten Struktur um einen Graustufen-Mittelwert
fihren zu Segmentierfehlern. Diese Schwierigkeiten zeigten sich beispielsweise darin, dass
eine bestimmte Segmentierung nur bis zu 60% der Mitochondrien in einem Bild gut

segmentieren konnte.

4.2.3. Bildobjektform und Pixelraster in digitaliserten TEM-

Aufnahmen

Die TEM-Aufnahmen vorliegender Arbeit weisen eine hohe Formenvielfalt der abgebildeten
Strukturen auf. Mitochondrien beispielsweise erscheinen dem menschlichen Betrachter als
»rundlich”. Diese rundliche Form ist aber sehr variabel (siehe Abb. 18 unten).

Abbildung 18: Mitochondrien. Unterschiedliche Formen im TEM-Bild. Mehrere runde Anschnitte neben zwei

schlauchférmigen Mitochondrien. Links oben ein klobiges Mitochondrium von beinahe dreieckiger Form.

In dieser Arbeit wurde untersucht, M a3e fur die , Rundheit“ von Mitochondrien zu finden.
So war ein verwendeter Parameter: ,, Wie sehr weicht der Umfang eines Bildobjekts von dem
Umfang einer Ellipse um den Bildobjektmittelpunkt ab?* Dabei ist der Flacheninhalt der
Ellipse gleich dem Flacheninhalt des Bildobjekts (,,elliptic fit*). Ein weiterer Parameter war:
Verhdltnis von Lange zu Breite (,,length/width*). Ein dritter Parameter, der ,,shape index",
setzte den Umfang eines Bildobjektsin ein Verhaltnis zu seinem Flacheninhalt (siehe Kapitel
2.5.4. Automatische Erkennung von Mitochondrien, Seite 45).
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Bei der mathematischen Beschreibung dieser rundlichen Formen wirkt sich das
zugrundeliegende Pixelraster der digitalisierten TEM-Aufnahmen erschwerend aus. Ein
Beispiel soll dies zeigen: Die Form eines Bildobjekts kann auch beschrieben werden durch
den Flacheninhalt seiner ,,bounding box". Die ,,bounding box" ist das kleinste umschliel3ende
Rechteck eines Bildobjekts parallel zum Pixelraster. Das Pixelraster kann aufgefasst werden
als ein Gitter bestehend aus senkrechten und waagrechten Linien. Das Merkmal ,,bounding
box“ berechnet demnach unterschiedliche Werte fur ein langsovales Bildobjekt, je nach
Orientierung des Bildobjekts im Bild (siehe Abb. 19 unten).

o~
N

A) B)

Abbildung 19: A) Eine parallel zum Pixdraster liegende Ellipse mit ihrem kleinsten, umschlief3enden Rechteck.
B) Der Langsdurchmesser der Ellipse bildet einen Winkel von 45° mit den horizontalen und vertikalen Linien
des Pixerasters. Obwohl beide Ellipsen in Form und Grdéf2e identisch sind, ist die ,bounding box* in B)
erheblich groRer alsin A).

Das Beispiel illustriert, dass der intuitive Begriff ,,rund” fur ein auf einem Pixelraster
arbeitendem Bildanalysesytem wie Cellenger schon bei relativ einfachen rundlichen Formen
auf Schwierigkeiten stofl3en kann.
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Die Verwendung eines Vektormodells bei der Darstellung von Bilddaten vermeidet den
Nachteil des Pixel-Rastermodells der ungenauen Abbildung der Geometrie. In einem

V ektormodell werden Bildobjekte durch Vektoren raumlich exakt beschrieben. Ein Kreis
etwa wird definiert durch die Koordinaten des Mittelpunktes und durch den Radius. Die Linie
des Kreisumfangs ist dann nicht mehr treppenférmig wie im Pixelraster sondern eben
kreisrund. Die Darstellung des Kreises auf dem Monitor eines Rechners ist dabei aus
technischen Grinden allerdings weiterhin treppenférmig. Lediglich die Zahlen, mit denen der
Computer intern rechnet, sind andere.

Nachteil eines Vektormodells sind haufig ein komplexeres Datenmodell. Dieses Datenmodell

muss aufwandig programmiert werden.

4.2.4. Bildhomogenitat der verwendeten TEM-Aufnahmen

Bei einer computerunterstiitzten oder automatischen Bildanalyse miissen sehr hohe
Anforderungen an die Homogenitét des Bildmaterials gestellt werden. Das heil3t
beispielsweise, dass die priméren Lysosomen in allen Bildern @&hnliche Grauwerte haben
sollten. Die Grauwerte der einzelnen Pixel der Bildobjekte einer Struktur sollten weiterhin
vergleichbar sein in ihrer Streuung um den Graustufen-Mittelwert. Dieses ist wichtig, da ja
ein Regelsatz auf alle auszuwertenden Bilder angewendet werden soll. Der Regelsatz soll

Ubertragbar (portierbar) sein.

Hierbei kann eine visuelle Beurteilung der Homogenitét des Bildmaterials tduschen. Mittels
Cellenger konnen auf unterschiedliche Weise Bilder hinsichtlich ihrer Homogenitét
untersucht werden. So kénnen durch Segmentierung in unterschiedlichen Bildern Bildobjekte
erzeugt werden. Miteinander vergleichbare Bildobjekte, wie beispielsweise dhnlich
aussehende Mitochondrien, kdnnen dann untersucht werden. Die Standardabweichung der
Grauwerte (in der 256-stufigen, dimensionslosen Skala der 8-Bit-Bilder) der Pixel von
einzelnen Mitochondrien-Bildobjekten in den verwendeten Aufnahmen unterschieden sich
erheblich. Die Standardabweichungen lagen fir einzelne Mitochondrien-Bildobjekte in visuell
»verwaschen” erscheinenden Bildern bei 10. In anderen, ,,gekornt” erscheinenden Bildern lag
siebei 30.



Die Verteilung der Grauwerte eines gesamten Bildes kann in Form eines Histogramms
betrachtet werden. Der in erster Naherung glockenférmige Verlauf der Histogrammkurve
wies bei visuell ahnlichen Bildern (mit &hnlich grof3em Zellkern und dhnlich grofzem
Sinusoid) erhebliche Unterschiede in der Breite der Kurve auf (siehe Kapitel: 2.2.7.
Erzeugung der digitalisierten Bilddaten, Seite 17).

Die Bilder enthalten im oberen Bildbereich ein schwarzes Feld welches Angaben tiber das
Entstehungsdatum der Aufnahmen und ahnliches enthélt. Dieses schwarze Feld sollte zum
weil3en Bildrand einen scharfen Rand besitzen. Dieser Rand ist aber tellweise leicht
verwaschen. Diesweist auf die Maglichkeit hin, dass die teillweise inhomogene Bildqualitat

durch Prozesse bei der Filmentwicklung entstanden ist.

Die Braunverfarbungen bei mehreren Bildern sind hingegen die Folge ungeniigender

Fixierung der Fotografien.

Diese Inhomogenitaten konnen wahrend der visuellen Bildanalyse vom Auswerter unbewusst
oder bewusst korrigiert werden., die automatische Analyse jedoch muss hier explizit vom
Anwender unterstiitzt werden. Die Bilder waren urspringlich fir die visuelle Auswertung
angefertigt worden. Die beschriebenen Effekte flhren dazu, dass ein Regelsatz nur
eingeschrankt auf andere Bildserien Ubertragbar ist.

4.25. Merkmalsraum

Notig fur die automatische Analyse von Bildern ist es, M erkmale zu finden, in denen sich

die gesuchten Bildobjekte vom restlichen Bild unterscheiden.

Fur die Klassifikation von Mitochondrien wurde zunéchst eine Tabelle erstellt, die alle
Merkmale enthielt, welche von Cellenger berechnet werden kénnen und die geeignet
schienen, Mitochondrien zu beschreiben. Die Tabelle enthielt Grauwert-, Form- und
Homogenitétsmerkmale.

Anschlief3end wurden 5 Trainingsbilder segmentiert. Die Parameter der Multiresolution-

Segmentierung wurden so gewahlt, dass in den einzelnen Bildern ein Teil der Mitochondrien
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»richtig” segmentiert wurden. Von 100 derartigen ,, Mitochondrien-Bildobjekten” wurden nun
die oben erwdhnten Merkmale bestimmt und in die Tabelle eingetragen. Dazu musste jedes
einzelne Objekt ,,angeklickt* werden. Alle in Cellenger zur Verfiigung gestellten Merkmale
konnen dann automatisch berechnet werden. Die Werte wurden in eine Tabelle Ubertragen
werden. Diese Auswahl der Mitochondrien-Bildobjekte kann nicht als zufallig angesehen
werden, da es sich um Mitochondrien handelte, die von einem Segmentieralgorithmus gut
segmentiert wurden. Sie missen sich also von den nicht gut segmentierten Mitochondrien
unterscheiden. Es wurde dieses Verfahren gewahit, da Cellenger zum Zeitpunkt der Erstellung
der Arbeit noch keine Mdglichkeit des interaktiven Arbeitens bot. Es war nicht mdglich,
zufallig ausgewahlte Mitochondrien manuell zu umfahren und dann zu untersuchen. Das

verwendete Verfahren diente einer groben Orientierung.

Es wurden nun aus der Vielzahl der Merkmale diejenigen ausgewahlt, deren Messwerte einen
Haufung aufwiesen (siehe Kapitel 2.5.4. Automatische Erkennung von Mitochondrien, Seite
45).

Fur jedes der so ausgewahlten Merkmale wurden dann Werteber eiche bestimmt.
Beispielsweise wurden Mitochondrien von bis zu 4000 Pixel GroRRe gefunden. Hierzu wurde
ein ,, Sicherheitsabstand“ von 1000 Pixeln addiert. Auf diese Weise wurde die obere Grenze
far die Grofze von Mitochondrien bei 5000 Pixel festgelegt. Mit der unteren Grenze wurde
analog verfahren. Hier wurde die Grenze bei 500 Pixel gesetzt. Der Wertebereich fur die
Fléche der Mitochondrien umfasste also den Bereich zwischen 500 und 5000 Pixel. Es wurde
so ein eindimensionale M er kmalsraum geschaffen. Allgemein spannen m Merkmale einen

m-dimensionalen Merkmal sraum auf.

Eswurde auf diese Weise ein Stichprobenverfahren zur Bestimmung der Merkmale einer
Klasse im Merkmalsraum verwendet (Wiltgen M, 1999, S. 206).

Fur alle ausgewahlten Merkmale wurden analog Wertebereiche bestimmt. Keines der
Merkmale erwies sich aber als spezifisch fir die Klassifikation von Mitochondrien. Deshalb
wurden (zunéchst) zwei M erkmale miteinander kombiniert. Das zweite Merkmal war
»Standardabweichung der Grauwerte der Pixel jedes einzelnen Mitochondrien-Bildobjekts*
(kurz: Standardabweichung) (siehe Abb. 20 unten). So wurde bereits ein zweidimensionaler
Merkmalsraum geschaffen.
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Befinden sich alle Bildobjekte einer Bildstruktur (beispielsweise Mitochondrien) in derselben
Region des Merkmalsraums, so wird diese Gruppierung Cluster genannt. Liegen die Cluster
der Bildobjekte verschiedener Bildstrukturen voneinander getrennt im Merkmalsraum,
konnen sie durch Trennlinien (oder Trennflachen) auf einfache Weise voneinander abgegrenzt
werden. Es existieren jedoch fir die meisten Anwendungen in medizinischen Grauwertbildern
keine idealen Merkmale (Soille P, 1998, S. 261 ff).

Flache

Mitochondrien

Trennlinie

Standardabwei'chung

Abbildung 20: Zweidimensionaler Merkmalsraum. Ideal erwel se bilden die Bildobjekte einer Bildstruktur im
Merkmalsraum einen Cluster, dargestellt durch die beiden Ellipsen. Im hier gezeigten Fall Uberschneiden sich
allerdings die Cluster von Peroxisomen und Mitochondrien. Meist sind die Mitochondrien gro3er alsdie
Peroxisomen. Es existieren aber auch Mitochondrien, die kleiner sind a's grof3e Peroxisomen; anal oges gilt fir
die Standardabweichung. Deshalb existiert keine Trennlinie, die fehlerfrei die Cluster voneinander trennt.

Es bestand deshalb die Notwendigkeit, fir Mitochondrien mehrere Klassen zu bilden. Eine
Klasse war: ,, grof3e, inhomogene Mitochondrien“. So wurde vermieden, dass falschlich
Peroxisomen als Mitochondrien klassifiziert wurden. Nachteil war, dass ein Teil der

Mitochondrien nicht klassifiziert werden konnte (siehe Abb. 21 unten).
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Fliche |

Mitochondrien

Klasse: ,, Grolie,
inhomogene
Mitochondrien*

Trennlinie

Standardabwei'chung

Abbildung 21: Der schwarze Kreis symbolisiert die Klasse ,, Grof3e, inhomogene Mitochondrien” Er deckt einen

Grofdteil der Flache des Mitochondrienclusters ab. Esliegen keine Peroxisomen im Bereich dieser Klasse.

Um eine groRere Anzahl der Mitochondrien zu klassifizieren, und um sie auch gegen die
Bildobjekte weiterer Bildstrukturen abzugrenzen, wurden ein 7-dimensionaler Merkmalsraum
aufgespannt. Es wurden circa 30 Mitochondrienklassen gebildet.

Trotzdem konnten die Mitochondrien nicht eindeutig beschrieben werden. Der immer
komplexer werdende Regelsatz spiegelte die Mehrdimensionalitét des Merkmalsraums

wieder.

4.2.6. Visudle Signalverarbeitung beim Menschen

In der Netzhaut (Retina) des Auges wird von Rezeptorzellen das einfallende Licht in eine
Hyperpolarisation der Membranen der Rezeptoren umgewandelt, abweichend von der
Ublichen Depolarisation bei anderen Sinnessystemen.

Die Signale laufen von den Sinneszellen (Stabchen und Zapfen) durch mehrere Zellschichten
der Netzhaut. Die Zellschichten bestehen aus Horizontalzellen, Off-Bipolarzellen, On-
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Bipolarzellen, On-off-Amakrine, sowie den On-Zentrums-, Off- Zentrums- und On-Off-
Zentrums-Ganglienzellen.

Zwischen den Zellen werden die Signale umgeschaltet. Signale kénnen hierbei von mehreren
Rezeptoren auf eine Ganglienzelle zusammenlaufen (Signalkonvergenz), oder von einem
Rezeptor auf mehrere Ganglienzellen (Signaldiver genz). Die letzte Zellschicht im Signalfluss
in der Retina, die On- und Off- Zentrums-Ganglienzellen sind bereits Neuronen des Nervus
opticus.

Jedes dieser Neuronen erhélt Signale aus einem oder mehreren rezeptiven Feldern (RF),
umschriebene Areale der Netzhaut, die einen Bereich des Gesichtsfeldes reprasentieren. Die
adaguate Stimulation eines RF fuhrt zu einer Aktivitétsanderung von Neuronen. Die RF
benachbarter Neuronen iiberlagern sich. Diese Uberlagerung entsteht durch die oben
beschriebene Signaldivergenz und Signalkonvergenz. Ein Lichtpunkt kann also zwel
benachbarte Ganglienzellen stimulieren. Die RF der Netzhaut sind meist konzentrisch
aufgebaut: Ein RF-Zentrum ist von einer RF-Peripherie umgeben. On-Zentrums-Neuronen
werden durch Stimulation durch einen Lichtpunkt im Zentrum ihres RF stark erregt, durch
Stimulation der Peripherie gehemmt. Bei Off-Zentrums-Neuronen ist es umgekehrt. Siehe
Abbildung 22 unten.

L) ¢)

Abbildung 22: Rezeptives Feld (RF) eines On-Zentrum-Neurons. Jeweils von rechts néhert sich ein dunkler
Schatten (nur die Kontrastgrenze des Schattensist dargestellt). Links der Kontrastgrenze wird das RF
gleichmaéssig hell beleuchtet, rechts der Kontrastgrenze gleichméssig weniger hel. Dierelative neuronale

Erregung des Neurons ergibt sich aus den Gesamteinflissen von Erregung im Zentrum und Hemmung in der
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Peripherie. Der Absolutwert der méglichen Erregung im Zentrum sei doppelt so hoch wie der Absol utwert fir
der moglichen peripheren Hemmung, hier im Beispiel 8 und 4.

a) Eine Kontrastgrenze liegt rechts vom RF. Das RF wird vollsténdig stimuliert. Dierelative neuronae Erregung
betragt 8-4=4

b) Die Kontrastgrenze liegt rechts des Zentrums des RF. Die relative neuronale Erregung betrégt 8-3=5.

c¢) Die Kontrastgrenze hat das Zentrum des RF Uberschritten. Die relative neuronale Erregung betrégt 0-1=-1.

Nach: Schmidt/Thews. Pysiologie des Menschen.

Lauft eine Kontrastlinie zwischen den sich Uberlappenden RF eines On-Zentrum- und eines
Off-Zentrum-Neurons, so wird ersteres stark erregt (siehe Abb. 22, oben, b). Das Off-
Zentrum-Neuron wird aber ebenfalls stark erregt, da bei ihm Hemmung und Erregung
gegensétzlich zum On-Zentrum-Neuron verlaufen. So wird ein Kontrast verstarkt. Ein
Kontrastgrenze wird auf der einen Seite von aktiven On- und auf der anderen Seite von
aktiven Off-Zentrum-Neuronen gekennzeichnet.

Im Nervus opticus werden die Signale aus den rezeptiven Feldern parallel Gbertragen. Im
Chiasma opticum kreuzen die Fasern von den nasalen Retinahél ften zur Gegenseite. So
erhdlt die linke Hemisphere Afferenzen Uber die rechte Halfe des Gesichtsfeldes und die
rechte Hemisphere Uber die linke Gesichtsfeldhalfte. Der Tractus opticus leitet die Signale
weiter zum Corpus geniculatum laterale (CGL). Bereitsim CGL erfolgen Modifikationen
der visuellen Signale durch nicht-visuelle Afferenzen aus dem Hirnstamm. So kann eine
raumlich gerichtete Aufmerksamkeit auf bestimmte Anteile des Gesichtsfeldes entstehen.
Im CGL zweigen Bahnen ab zum Hypothalamus (Beeinflussung des endokrinen Systems).
Bahnen zur Area praetectalis, zu den Colliculi superiores sowie zum Kern des optischen
Traktes dienen zur Steuerung der Blickmotorik.

Der Haupttell der Afferenzen von der Retina aber werden im CGL Uber die Sehstrahlung
(Radiatio optica) zur primaren Sehrinde (Area striata =Area V1) der okzipitalen
Grofhirnrinde weitergeleitet.

Im CGL und in Teilen der Area V1 besteht eine retinotope Organisation der visuellen
Zentren. Das Bild auf der Netzhaut spiegelt sich in raumlichen Erregungsmustern der
Neuronenfelder.

In der Area V1 bilden vertikal zur Hirnoberfléche angeordnete Zellsaulen funktionelle

Einheiten: Neurone einer Saule haben die gleichen rezeptiven Felder in der Retina.
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Dabei werden von den funktionellen Einheiten jeweils entweder Farb-, Form-, oder
Bewegungskomponenten des visuellen Reizmusters bevorzugt verarbeitet.

Von Area V1 werden die Signale weitertibertragen in die Areae V2, V3 und V4. Diese
Ubertragung geschieht parallel und riickgekoppelt.

Die Area V2 leistet visuelle Gestalterkennung von stationdren Reizmustern. Es werden
hierbei K onturen erganzt. Viele Phédnomene der optischen Tauschung lassen sich durch
diese Erganzung von Konturen erklaren.

In der Area V3 geschieht eine Gestalterkennung bewegter Objekte.

In Area V4 werden Objekte aufgrund von charakteristischen Farben erkannt.

Von den extrastridren visuellen Arealen V2, V3 und V4 der okzipitalen Hirnrinde werden die
Signale in die Assoziations- und I ntegrationsregionen des Parietal- und Temporallappens
Ubertragen. Dabei wird zunehmend die retinotope Organisation der Neuronengruppen
erweitert. Schliefdlich ist in einigen der visuellen Assoziations- und Integrationsregionen das
nahezu gesamte Gesichtsfeld zusammengefigt. Hierbel kommt es zu einer Rickkopplung zu
den priméren und sekundaren visuellen Hirnrindenfeldern im Okzipitallappen.
Erregungsmuster konnen so selektiert werden. Esfindet eine parallele Signalverarbeitung
statt.

Die Assoziationsfelder im unteren Temporallappen dienen der Objekterkennung. Siesind in
Blocke aufgeteilt. Hierbel reagiert ein funktionell zusammengehériges Neuronenbldckchen
auf bestimmte Gestaltkomponenten (Winkel, sternférmige Strukturen, farbige Streifenmuster,
Konturen bestimmter Krimmungen, kreisformige Mehrfach-Kontraste). Auf ein Sehding
reagieren mehrere Blocke kohdrent, jedes davon reprasentiert eine elementare visuelle
Eigenschaft des Sehdings. Dabei komnt es zu einer Beeinflussung durch Lernprozesse.
Bilaterale Lasionen im inferioren Temporallappen fihren zu einer Objektagnosie: Ein
Gegengtand kann zwar in seiner Lage im Raum erkannt werden, nicht aber in seiner
Gegengtandlichkeit. Eine taktile Objekterkennung ist dabei meist maglich.

Bei der Objekterkennung besonders wichtig sind neuronale V erkntipfungen zum limbischen
System (Gyrus parahippocampalis, Hippocampus, Area entorhinalis, Corpora amygdald). Sie
ermdglichen einen Vergleich des Sehdings mit bereits Bekanntem (visuelles Gedéachtnis).
Fur die Objektlokalisation sind Assoziationsfelder im Parietallappen zustandig.

Die Kontrolle visuell gesteuerter Bewegungen geschieht in Feldern in der prafrontale
Hirnrinde.

Kognitive Hirnleistungen kommen auch zustande durch eine Verbindung von Aera V4 mit

dem Gyrus angularis des parieto-temporalen Ubergangsbereiches. Die , visuelle Par s-pro-
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toto" -Erkennung ist eine solche Hirnleistung. Dabei wird von einem sichtbaren Teil auf den
ganzen Gegenstand geschlossen (Schmidt RF, Thews G, 2000).

4.3. Diskussion der Ergebnisse der computer unter stiitzten
Bildanalyse

Ziel der vorgestellten Methode war es, schnell und computerunterstiitzt TEM-Aufnahmen der
Leber zu analysieren. Die Erhebung der hier vorgestellten Ergebnisse bendtigten pro Bild
insgesamt circa 6,25 Minuten. Diese Zeit war nétig, um das Sinusoid manuell zu markieren
und das so veranderte Bild und den Regelsatz zu laden. In diese Zeit inbegriffen ist die Dauer
der vom Regelsatz durchgeftihrten Berechnungen. Die manuelle Klassifikation benétigte 3
Minuten. Weiterhin wurden manuell fir jedes Bild einzeln die aus den
Klassifikationsergebnissen berechneten Daten exportiert. Fir vorliegende Arbeit wurde ein
Prototyp von Cellenger verwandt, der keine Automatisierung der Ablaufe zulief3.

Durch eine Automatisierung des Datenexports hétte die Zeitdauer um circa 1,5 Minuten

verkirzt werden konnen.

4.3.1. Regelrechtes Endothel

Als regelrechtes Endothel wurden Endothelzellen klassifiziert, welche hchstens eine
Ablésung von 50 % vom Leberparenchym aufwiesen. Der Flachenanteil am Sinusoid wurde
bestimmit.

Heute nimmt man an, dass eine kalte | schamie im Gegensatz zur warmen | schamie grol3ere
Endothelschéden nach sich zieht (IkedaT et. al., 1992). Die Ergebnisse fur , regelrechtes
Endothel“ bestdtigen diese Auffassung. Zwischen Kontrolle und Ischamie konnte kein
signifikanter Unterschied gefunden werden (Kontrolle: 54% + 16%, Ischamie: 48% + 26%),
| schémie aber unterschied sich von Transplantation erheblich, dain der

Transplantationsgruppe kein , regelrechtes Endothel” vorhanden war.
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Die angenommene Schwelle der Endothelzellablésung, welche zwischen regelrechtem und
geschadigtem Endothel unterschied, war bei 50% (Anteil am Sinusoidumfang). Dieser
Schwellwert war gut geeignet, Unterschiede zwischen | schamiegruppe einerseits und
Transplantationsgruppe andererseits aufzuzeigen. In allen Bildern der Transplantationsgruppe
lag der Grad der Endothelablosung weit Gber diesem Schwellwert. Die Endothelablésung
nach Ischamie war 25% + 27% des Sinusoidumfangs, nach Transplantation war sie 88% +
13%.

4.3.2. Geschadigtes Endothel

Die Klasse ,,geschadigtes Endothel” beinhaltet Endothelzellen, die zu mehr als 50% vom
Untergrund abgehoben sind. Der Fléchenanteil am Sinusoid wurde bestimnt.

Auch hier konnte die Auffassung einer vermehrten Schadigung des Endothels nach kalter
| schémie im Gegensatz zur warmen | schamie bestétigt werden. Wahrend Kontrolle und

I schamie sich nicht signifikant unterschieden (Kontrolle: 2% + 8%, |schamie: 9% + 19%),
war der Unterschied zwischen Ischdmie und Transplantation signifikant (Transplantation:
22% + 22%).

4.3.3. Abgel6stes Endothel

Als , abgeldstes Endothel“ wurden Endothel zellen klassifiziert, die keinen Kontakt zum

L ebergewebe hatten. Der Flachenanteil am Sinusoid wurde bestimnt.

Eswurde hier Lumeninhalt klassifiziert, der als Endothelzelle erkennbar war. Die Herkunft
eines Teils des Lumeninhalts konnte nicht bestimmt werden. Es ist anzunehmen, dass Anteile
der unbestimmten Zelltrimmer im Lumen Reste ehemaligen Endothels sind. Die
Klassifizierung als ,,abgeldstes Endothel” ist deshalb besonders untersucherabhangig. Ein sehr
erfahrener Untersucher wird mehr Zellmaterial im Lumen als ,, abgel6stes Endothel”

erkennen, als ein unerfahrener.

Auch dieses Ergebnis stimmt Gberein mit der heute vorherrschenden Auffassung einer

vermehrten Schadigung des Endothels nach kalter |schamie im Vergleich zu einer warmen
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Ischémie. Wahrend in Kontrolle und in Ischamie kein ,,abgel6stes Endothel“ vorhanden war,

betrug sein Anteil nach Transplantation 11% + 21%.

4.3.4. Gesamt-Endothel

Eswurde der Flacheanteil am Sinusoid vom Endothel insgesamt (,,regelrechtes -“ plus
»geschadigtes -“ plus,,abgeldstes Endothel“) betrachtet.

Als Zeichen einer Endothelschadigung ist unter anderem eine Schwellung des Endothels
beschrieben. Diese kommt durch Wassereinstrom als Folge des V ersagens von lonenpumpen
zustande. Man kann, (bei senkrecht zum Sinusoid verlaufendem Schnitt) eine Zunahme der
Endotheldicke (im Vergleich zu der Vorgellung von einer ,,normalen” Endothelzelle) als
Schwellung interpretieren. Trotz der visuell erkennbaren Schwellung des Endothels in vielen
Sinusoiden konnten insgesamt mittels der Klasse ,, Gesamtendothel“ keine signifikanten
Unterschiede des Endothels zwischen Kontrolle und | schéamie beobachtet werden (Kontrolle:
56% + 12%, Ischamie: 57% + 14%). Eswar in der | schamiegruppe bereits in einigen
Sinusoiden Endothel vollig untergegangen. Diese Endothel ist mit dem Blutstrom
beziehungsweise durch die Perfusionsfixierung aus den Sinusoiden gesptilt worden.
Offensichtlich wurde nach warmer | schamie eine Flachenzunahme des Gesamt-Endothels
durch Zellschwellung durch Endothel zell-Unter gang wieder ausgeglichen. Es konnte also
mit der Klasse Gesamt-Endothel kein Endothelzellschaden in der 1schamiegruppe
nachgewiesen werden.

In der Transplantationsgruppe war ein deutlicher Endotheluntergang nachwei sbar
(Transplantation: 38% + 14%). Dieser Untergang war signifikant im Vergleich zur Kontrolle
und zur Ischamie Es konnte somit die Auffassung einer vermehrten Endothelzell-Schadigung

durch eine kalte Ischamie im Vergleich zu einer warmen Ischamie bestétigt werden.

4.3.5. Lumeninhalte
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Als Lumeninhalt wurden alle Blutzellen und im Lumen befindliche Zellteile klassifiziert,
ebenso die Kupfferzellen und die Klasse ,, abgel6stes Endothel“. Der Flachenanteil am
Sinusoid wurde bestimmt.

Als Folge eines IRS kommt es zur Bildung von Mikrothromben. Diese Mikrothromben
imponieren in TEM-Aufnahmen als Lumeninhalt. Die Mikrothrombenbildung ist nicht
spezifisch fur eine kalte oder warme Ischamie. Beispielsweise Sepis fuhrt ebenfalls zu
Mikrothrombenbildung (Kume M et. a., 2003). Die Klasse ,,Lumeninhalte” zeigt dem
entspechend signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle (7% + 12%) und | schamie (20% +
15%) sowie Kontrolle und Transplantation (28% + 17%), nicht hingegen zwischen I schamie
und Transplantation.

Die Klassifikation einer eindeutig als Endothelzelle erkennbaren Struktur als ,,Lumeninhalt*
ist nur fur die jeweilige Schnittebene gultig. Es ist denkbar, dass diese Endothelzelle in einer
anderen Schnittebene einen Kontakt zur Sinusoidwand hat und dort als ,,regelrechtes” oder
»beschadigtes Endothel* klassifiziert werden misste.

Die Ergebnisse von ,,Lumeninhalte” konnten durch die Spilung mit NaCl-Lésung vor der
Perfusionsfixierung beeinflusst sein. Esist denkbar, dass ein reduzierter Fluss der NaCl-
Losung (beispielsweise durch eine Lumenverlegung stromaufwarts des Schnittes) zu einer
Zunahme von ,Lumeninhalte” fuhrt. Durch die Spulung werden alle nicht am Sinusoidrand

haftenden Inhalte des Lumens eliminiert.

4.3.6. FreesLumen

Die elektronenoptisch leeren Bereiche des Sinusoids wurden als ,, freies Lumen® klassifiziert.
Der Flachenanteil am Sinusoid wurde bestimmt.

Das Klassifikationsergebnis von ,, freies Lumen” spiegelt gegenléufige Entwicklungen wieder:
Einerseitsist in der Kontrollgruppe (7% = 12%) der Flachenanteil von ,,L umeninhalte®
kleiner alsin der Ischamiegruppe (20% * 15%), und in dieser kleiner alsin der
Transplantationsgruppe (28% + 17%).

Bei ansonsten gleichen Flachenverhaltnissen der Endothelzell-Klassen wirde dies jeweils
einen geringeren Flachenanteil von ,freies Lumen® in Ischamie und Transplantation im

Vergleich zur Kontrolle bedeuten.
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Andererseits ist aber der relative Flacheninhalt von ,,Gesamtendothel* in der Kontroll- (56%
+ 12%) und I schamiegruppe (57% * 14%) grof3er als in der Transplantationsgruppe (38% +
14%). Eine kleinerer Anteil von ,, Gesamtendothel” fuhrt bei gleichbleibendem ,, Lumeninhalt”
zu einem gr 6Reren Flachenanteil von ,freies Lumen® in Ischamie und Transplantation, da

dieser Anteil den Raum des zugrunde gegangenen Endothels einnimmt (siehe Abb. 23 unten).

Kontrolle |schémie Transplantation

Abbildung 23: Freies Lumen. Schematische Darstellung des Sinusoi d-Querschnittsin den drei Gruppen
Kontrolle, Ischamie und Transplantation. Das Gefal3 enthélt drel Bereiche: A: Gesamtendothel (griine Linie). B:
Lumeninhalte (rote Lini€). C: Freies Lumen (restliche Flache). Die Flachenanteile von A sind in Kontrolle und
Ischédmie nahezu identisch. In der Transplantationsgruppeist A kleiner alsin den beiden anderen Gruppen. Die
Flachenanteile von B sind in der 1schadmiegruppe gréfRer asin der Kontrolle und am groften in der
Transplantationsgruppe. Das frele Lumen ist in der 1schdmiegruppe geringer alsin Kontroll- und

Transplantationsgruppe.

» FreiesLumen” reprasentiert den Gefal3querschnitt, der dem Blut zur Zirkulation zur
Verflgung steht. Er ist in der Ischamiegruppe (23% + 13%) signifikant geringer im Vergleich
zur Kontrollgruppe (37% = 13%). Ursache ist der grof3ere Flachenanteil von ,,Lumeninhalte®,
da , Gesamt-Endothel” nicht signifikant verandert ist. Die Ergebnisse deuten eine

Verringerung des mittleren, perfundierbaren Sinusoidquerschnitts in der Ischamiegruppe an.
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In der Transplantationsgruppe (39% * 13%)besteht kein signifikanter Unterschied im
Flachenanteil von ,freies Lumen® im Vergleich zur Kontrollgruppe (37% + 13%), da zwar

»Lumeninhalte" hier groRer ist, aber ,, Gesamtendothel“ eine geringere Flache einnimmt.

Esist schwierig, aus diesen Ergebnissen Rickschliisse auf den Gefé3widerstand im Bereich
einzelner Gewebeschnitte zu schlief3en, da nur ungenau eingeschétzt werden kann, ob die
Schnittfihrung immer senkrecht zum Verlauf des Sinusoids ist. Ein kugelférmiger
»Lumeninhalt" fuhrt in einem schragen Anschnitt zu einer relativ grof3eren Flache von , freies

Lumen® im Vergleich zu einem senkrechten Anschnitt (siehe Abb. 24 unten).

Sinusoid im senkrechten Sinusoid im schragen
Anschnitt Anschnitt
B

Abbildung 24: Sinusoidanschnitte senkrecht und schrég. Einfluss des Anschnittwinkels auf den relativen
Flachenantell von ,freies Lumen®. A: ,Lumeninhalt’, B: ,freies Lumen®. Beide Sinusoi de haben den gleichen
Durchmesser. Der kugelférmige Inhalt des Lumens hat in beiden Féllen ein identisches VVolumen. Im schrégen
Anschnitt rechts erscheint aber ,, freies Lumen” grof3er alslinks.

Allerdings kann man annehmen, dass viele Mikrothromben, die zur Flache von
»Lumeninhalte" beitragen, eine langliche Form besitzen, entsprechend der Rohrenform des
Sinusoids. Dann ist keine ausgepragte Beeinflussung von , freies Lumen” durch schrége
GefalRanschnitte zu erwarten.
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Analog zu ,Lumeninhalte” ist auch , freies Lumen” durch eine Mikrothrombenbildung
stromaufwarts des Schnittes beeinflusst. Eine verminderte NaCl-Spulung vor der

Perfusionsfixierung kénnte so zu einer Abnahme von ,, freies Lumen® fuhren.

4.3.7. Fehlende Endothelbedeckung

Als Mal3 fur den Anteil des Sinusoidumfangs ohne Kontakt zwischen Leberparenchym und
Endothel diente die Klasse ,,fehlende Endothelbedeckung*.

Die Klasse ,, fehlende Endothelbedeckung” ist ein Mal3 fur die Zerstérung des Endothels im
Rahmen eines IRS. Wie oben beschrieben, wird heute einer kalten I schamie im Gegensatz zur
warmen | schémie eine bevorzugte Schadigung von Endothelzellen zugeschrieben. Die
Ergebnisse der Klasse ,, fehlende Endothelbedeckung” bestétigen diese Ansicht.

Die Klassifizierung als ,, fehlende Endothelbedeckung” ist besonders untersucherabhéngig, da
das Merkmal ,, Kontakt zwischen Endothel und Mikrovilli* haufig ,,unscharf* ist.

4.3.8. Gesamt-Sinusoid

Die Gesamtflache des Sinusoids wurde gemessen (in Tausend Pixel).

Ein IRS fuhrt zu einer Beschadigung der Hepatozyten. Nach kalter Ischamie ist im Vergleich
zur warmen |schamie ein Gewebeschaden vor allem im Bereich der Endothel zellen zu
beobachten. Trotzdem kommt es auch wéhrend einer kalten Ischamie zu einem Absinken des
intrazelluldren ATP-Spiegels in den Hepatozyten. Abhéngig unter anderem von der

| schémiedauer kann dies zu einem Zusammenbruch der lonenpumpen mit nachfolgendem
Wassereinstrom in die Zellen fuhren. Dies fhrt zu einer Zellschwellung der Hepatozyten
(KimRD, Stein GS, Chari RS, 2001). Eine priméare Stérung der Mikrozirkulation nach IRS
(,, no-reflow*) wurde auch zurtickgefthrt auf Lumeneinengung der Sinusoide durch
Schwellung der Hepatozyten (Frederiks et al., 1983).
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Eine Lumeneinengung miisste mit der vorgestellten Methode durch eine kleinere Fléche des
Gesamt-Sinusoids nach IRS im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar sein. Nach Ischamie
(351 + 157) ist im Vergleich zur Kontrolle (298 + 118) kein signifikanter Unterschied
feststellbar. Nach Transplantation (433 = 149) ist die Sinusoidfléche sogar signifikant
vergroRert, im Vergleich zu Kontrolle und Ischamie.

Vorgellbar ist, dass primér verschlossene Lumina fur die visuelle Auswertung und somit auch
far die vorliegende Arbeit seltener verwendet wurden. Maglicherweise sind die am
Leuchtschirm des Elektronenmikroskops besser zu erkennenden, offenen Sinusoide (da

leuchtend weil3) haufiger fotografiert worden.

Trotzdem hétte man vermuten kénnen, dass es nach IRS diffus zu einer Leberzellschwellung
kommt und dass somit die Gesamt-Sinusoidflache abnehmen sollte. Aber im Mittel ist in der
Transplantationsgruppe das Sinusoid um 40% groR3er als in der Kontrollgruppe.
Schnittphanomene kénnten die FlachengréRen der Sinusoide erkléaren:

Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass in allen Aufnahmen das Sinusoid senkrecht zu
seinem Verlauf getroffen wurde. Dieses ist visuell nur sehr ungenau abschétzbar. Ein runder
Anschnitt beweist, dass ein Gefal3 mit rundem Querschnitt rechtwinklig getroffen wurden. Ein
ovaler Anschnitt aber beweist nicht einen schragen Anschnitt, da das Gefél3 einen ellipsoiden
Querschnitt haben konnte.

Bei intaktem Endothel ist ein gleichférmig breiter Disse-Raum ein Zeichen fur senkrechten
GefalRanschnitt.

Wenn ein réhrenférmiges Sinusoid von kreisrundem Querschnitt und mit einem Radius von
0,5 Langeneinheiten im rechten Winkel angeschnitten wird, so betrégt die kreisrunde
Querschnittsflache des Anschnitts:

rzg = 0,52t = 0,785 ~ 0,8.

Nach schragem Anschnitt berechnet sich die elliptische Anschnittsfléche aus dem Produkt
der beiden Halbmesser multipliziert mit = (siehe Abb. 25 unten):

Der erste Halbmesser ist unverandert 0,5.

Der zweite Halbmesser ist ¢/2;

dac?=a& +
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ist c gleich der Wurzel aus & + b2,

aist1,daa2=0,5

b = a, daein gleichseitiges Dreieck vorliegt (Winkel von 90 Grad sowie zweimal 45 Grad).
also ist ¢ gleich der Wurzel aus 12 + 12

c ist gleich der Wurzel aus 2 ~ 1,4;

c/2=1/2x1,4~0,7.

Dann gilt fur die Flache des elliptischen Anschnitts:
abr=(0,5x0,7)x =1,099 ~ 1,1.

Die Flache des elliptischen Anschnitts ist um 37,5%, das heif3t um angenadhert 40% groRer als

der kreisrunde Querschnitt der Réhre.

Sinusoid

90° 45°

Abbildung 25: Sinusoid mit kreisrundem Querschnitt, Verlauf des Sinusoids von oben nach unten (Schema). Der
rot eingezeichnete Linie (a) ist der Durchmesser des Sinusoids, der Radiusist: a/2. Der schrége Anschnitt (¢)
erzeugt ein eliptisches Schnittbild. Der erste Halbmesser der Ellipsenflache ist gleich dem Radius der
krelsrunden Querschnitts (a/2). Der zweite Halbmesser ist: ¢/2. Die Langevon cist die Wurzel aus a2+1?
(Pythagoras). b aber igt gleich a (gleichseitiges Dreieck). aigt 1, daa2=0,5.
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Ein mehr oder weniger schrager Anschnitt der Sinusoide durfte die Regel sein. Dies kann
visuell aus den Querschnittsbildern nur ungenau eingeschétzt werden. Erschwerend fur diese
Einschétzung ist, dass die Sinusoide kaum wirklich kreisrund oder oval, sondern immer ein
wenig unregelmaldig geformt sind.

Unterschiedliche Anschnitte der Sinusoide konnten die Unterschiede der Sinusoidgréfien
erklaren, da nur 50 Sinusoide pro Gruppe ausgewertet wurden. Um hier den zufélligen Fehler
des Anschnittswinkels zwischen den drei Gruppen auszugleichen, ist eine deutlich grofere
Anzahl von Bildern nétig. Allgemein ist fir die visuelle stereologische (morphometrische)
Auswertung von TEM-Aufnahmen die Auswertung einer grof3en Anzahl von Bildern nétig.
So wurde untersucht, wieviele Schnittbilder nétig sind, um aus den zweidimensionalen
Anschnitten einer bestimmten Struktur auf ihre raumlichen Ausdehnungen schlief3en zu
konnen. Fur die Bestimmung des mittleren Durchmessers von kugelférmigen Strukturen mit
normalverteiltem Durchmesser etwa bendtigt man 200 bis 500 Schnitte (Giger-Riedwyl-
Methode zur Bestimmung der Kugelgrosse) (Steer MW, 1984, S. 32).

4.3.9. Vergleich mit den Ergebnissen einer visuellen Auswertung

Die in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten 150 TEM-Aufnahmen wurden zuféllig aus einer
Serie von circa 330 Bilder ausgewahlt. Diese konnten aus einer Bildserie von 750 TEM-
Aufnahmen zur Verflgung gestellt werden. Die 750 Fotografien waren entstanden im
Rahmen einer Forschungsarbeit im Ingtituts fur Chirurgische Forschung der LMU Miinchen.
Es handelte sich um Aufnahmen von Rattenlebern von drei Gruppen von Tieren (Kontrolle,

| schémie und Transplantation). Jede Gruppe bestand aus 5 Tieren. Pro Tier wurden 5
Gewebeproben entnommen. Jeder zehnte Gewebeschnitt einer Probe wurde ausgewahlt. Von
jedem Schnitt wurden 3 bis 4 Sinusoide abfotografiert.

Diese 750 Aufnahmen wurden von einer erfahrenen Untersucherin visuell ausgewertet. Es
sollten digjenigen Merkmale gefunden werden, in denen sich die drei Gruppen unterscheiden
und die als Parameter fir einen Zellschaden geeignet sind. Die Merkmale sollten méglichst
guantitativ erfassbar sein, es wurden aber auch deskriptive Merkmale untersucht und
beschrieben. Zunachst wurden aus den Bildern moglichst viele Merkmale, die sich als

Schadensparameter eignen kénnten, ,, zusammengetragen®. Dazu wurden in einem ersten
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Schritt die Bilder verbal beschrieben. Aus den in Papierform vorliegenden Beschreibungen
wurden Merkmalslisten erstellt.
Es wurden dabei Merkmale quantitativ erfasst, es wurden Merkmale verbal beschrieben und

es wurden Auspragungen von Merkmalen geschétzt.

Die Bilder wurden nach morphologischen Kriterien in Bildbereiche unterteilt. Bildbereiche

waren unter anderem:

Jede einzelne Leberzelle, die Kontakt zu dem in Bildmitte befindlichen Sinusoid hatte.
Eswaren in der Regel nur Teilbereiche der Hepatozyten zu sehen. Der Bildausschnitt
war zu klein, um die Leberzellen in ihrem gesamten Umfang abzulichten.

Der Disse-Raum.

Die Endothelzellen.

Die Kupfferzellen.

Die Itozellen.

Das Sinusoid als Ganzes.

Das Endothel wurde aus zwei Blickwinkeln beurteilt. Einmal aus der Sicht der

darunterliegenden Leberzelle und einmal in Hinblick auf das gesamte Sinusoid.

Fur jeden dieser Bildbereiche wurde eine Merkmal sliste erstellt. Merkmale waren zu Beispiel:
1. Leberzelle:

Zellkern: Normal rund?
Rauhes Endoplasmatisches Retikulum (RER): Stapel mit mehr als 5 Lamellen

vorhanden?

Mitochondrien: Cristae: Deutlich/schwach/nicht sichtbar; Grof3e: Einheitlich/nicht
einheitlich.

Lysosomen: Anzahl.

Peroxisomen: Anzahl.

Vakuolen: Anzahl.

Mikrovilli: Mehr als 50% der Mikrovilli vorhanden? (Verglichen mit der in
jahrelanger Arbeit erworbenen Vorstellung von einer intakten Leberzelle).

2. Endothelzelle:

Position der Zelle: Normaler Kontakt zu den Mikrovilli, oder: Entfernung der Zelle
von ihrem normalen Platz in Richtung Lumen.

Form: Flach/rund.

Mitochondrien: Anzahl. Cristae: Sichtbar?

Lysosomen: Anzahl.
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3. Sinusoid:
» Endothel umschliefdt Lumen vollstandig?

In einen weiteren Schritt wurden nun 10 aus 750 Bildern zuféllig auswahlt und ausgewertet.
Fur jedes der 10 Bilder wurden die Merkmalslisten ausgefillt. Die Werte wurden
anschlief3end in eine Tabelle Ubertragen (Exel, Microsoft Corp., Seattle, USA). Bei
dichotomen Merkmalen wurde fir: jaeine ,1“, fur: nein eine ,,0" eingegeben. Fir jede der
drei Gruppen wurden fur diejenigen Merkmale, die ein entsprechendes Skalenniveau hatten,
Mittelwerte berechnet. Es wurde geprift, ob sich die Mittelwerte signifikant unterschieden.
Dadies nicht Gberall der Fall war, wurden erst nochmals 10, dann nochmals 5 Bilder
untersucht. Insgesamt wurden so 25 Bilder mithilfe der Merkmalslisten ausgewertet. Aus der
Vielzahl der Merkmale wurden dann digjenigen ausgewahlt, die signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen zeigten. Digjenigen Merkmale, welche signifikante Unterschiede

zwischen den 25 Aufnahmen zeigten, bildeten das Ergebnis der Untersuchung (Ergebnisliste).

Das am ehesten mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vergleichbare Merkmal aus der
oben genannten Ergebnisliste schien das Merkmal: ,,Endothel umschlief3t Lumen vollstandig®
zu sein. Kriterium fur dieses Merkmal in der visuellen Untersuchung war, ob die
Endothelzelle einen normalen Kontakt zu den Mikrovilli der darunter liegenden Leberzellen
hatte (beziehungsweise einen normalen Kontakt zur manchmal vorhandenen Itozelle). War
das Endothel in seiner Position regelrecht, so wurde das Sinusoid als normal gezahlt. Dabei
wurde ein fehlender Kontakt zwischen Mikrovilli und Endothelzellen in einem Bereich von
bis zu 25% bezogen auf den Sinusoidumfang als normal angesehen.

In dieser Betrachtungsweise waren 88% der Sinusoide in der Kontrollgruppe normal, in der

| schémiegruppe waren es 72% und in der Transplantationsgruppe 0%.
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Endothel umschliet Lumen vollstandig

Relativer Anteil der Sinusoide
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Abbildung 26: Teilergebnis einer visuellen Auswertung der Bilder. Relativer Anteil der Sinusoide, deren Lumen
vollsténdig von Endothel umschlossen ist.

Dieses visuelle Ergebnis war nicht unmittelbar vergleichbar mit den Ergebnissen der
computerunterstiitzten Auswertung vorliegender Arbeit. Um Vergleichszahlen zu ermittlen,
wurden aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit digjenigen Sinusoide gezéhlt, deren
Wert der Klasse ,, fehlende Endothelbedeckung* einen Anteil am Sinusoidumfang von bis zu
25% betrug. Dieser Wert der Klasse , fehlende Endothelbedeckung” gibt den relativen
Sinusoidumfang an, der von einer Endothelablésung betroffen ist.

Die Anzahl der Sinusoide mit einer Endothelabldsung von bis zu 25% wurde fur jede der drei
Gruppen gezahlt. Der prozentuale Anteil der betroffenen Sinusoide an der Sinusoid-
Gesamtzahl wurde bestimmt.

In der Kontrollgruppe waren in der computerunterstiitzten Auswertung 90% der Sinusoide
vollstdndig von Endothel umschlossen, in der | schamiegruppe waren es 58% und in der

Transplantationsgruppe 0%.
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Endothel umschliel3t Lumen vollstandig
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Abbildung 27: Teilergebnis der computer unter stiitzten Auswertung der Bilder. Relativer Anteil der Sinusoide,

deren Lumen vollstdndig von Endothel umschlossen .

In der Kontroll- und in der Transplantationsgruppe stimmen die Ergebnisse der visuellen
Auswertung mit den Ergebnissen der computerunterstiitzten Auswertung sehr gut tberein. In
der Ischamiegruppe hingegen waren in der visuellen Auswertung circa 25% mehr Sinusoide
vollsténdig von Endothel umschlossen als in der computerunterstiitzten Untersuchung.
Allerdings lagen in der computerunterstiitzten Auswertung sieben Sinusoide in der Nahe des
Schwellwerts einer noch tolerierten Ablésung von 25%. In diesen Sinusoiden betrug die
Ablésung zwischen 26% und 35%. Das Merkmal ,, Kontakt der Mikrovilli zur Endothelzelle"
ist besonders untersucherabhangig. Bei einer nur geringfligig weniger ,, strengen” Beurteilung
hétten diese Sinusoide als ebenfalls ,, vollstandig umschlossen* gezahlt werden kdnnen. Unter
Einbeziehung dieser sieben Sinusoide hétte dann das Ergebnis vorliegender Arbeit fir:
»Sinusoid umschlieldt Lumen vollsténdig” in der Ischamiegruppe 72% betragen. Dies ist
(zuféllig) der gleiche Wert, wie in der visuellen Auswertung.

Fur die visuelle Untersuchung wurde nicht gemessen, wie grol3 der prozentuale Anteil der

Ablésung war. Es wurden nur die beiden Klassen ,, Endothel umschlief3t Lumen vollstandig®
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oder ,Entfernung der Zelle von ihrem normalen Platz* gebildet. Esist unbekannt, wieviele
Messwerte sich hier in der Nahe der Schwelle von 25% befanden.

4.4. Diskussion der automatischen Bildanalyse

Anhand von funf Trainingsbildern wurde ein Regelsatz entwickelt. Ziel war es,
vollautomatisch die Mitochondrien aus den Bereichen der Hepatozyten aus TEM-Aufnahmen
der Kontrollgruppe zu extrahieren. Der Regelsatz wurde an einem Datensatz von 10 TEM-
Aufnahmen der Kontrolle getestet (Testbilder).

Von 1449 Mitochondrien in den 10 Testbildern wurden 278 Mitochondrien richtig gefunden.
Der Mittelwert der richtig gefundenen pro Bild betrug 18%. Falsch positiv wurden 8
Bildobjekte als Mitochondrium klassifiziert. Hierbel handelte es sich um Peroxisomen,
Anteilen von Mitochondrien und um ein Lysosom.

Der Anteil der richtig gefundenen Mitochondrien pro Bild betrug zwischen 1 und 54%. Diese
erhebliche Streuung ist auf die Unterschiede in der Bildqualitét zurtickzufiihren. Die Bilder
waren fir eine visuelle Bildauswertung erstellt worden. Hierflr ist die Bildqualitét vollig
ausreichend. Ergt bei der Untersuchung der TEM-Aufnahmen mit Cellenger wurden die
Bildunterschiede deutlich. Fir eine automatische Bildanalyse miissen sehr hohe Forderungen

an die Homogenitat des Bildmaterials gestellt werden.

Mitochondrien waren in TEM-Aufnahmen automatisch nur im begrenztem Umfang
automatisch zu finden. Es lief3en sich keine eindeutigen Merkmale finden, um sie zu
beschreiben.

So sind Mitochondrien in ihrer Form und Grof3e in Schnittbildern recht variabel. Es gibt runde
Anschnitte, aber auch lange Gebilde und unregelmaliige Formen. Die Matrix der
Mitochondrien in den verwendeten Bildern wies eine unterschiedliche Anzahl von Christae
auf. Tellweise waren keine Christae erkennbar.

Die Kontur der Mitochondrien ist nicht selten unterbrochen. In Bereichen, in denen die
Mitochondrienmembran sehr tangential angeschnitten ist, ist sie auf den TEM-Aufnahmen

nicht zu sehen.
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Die Mitochondrien wiesen einen unterschiedlichen Kontrast zu ihrer Umgebung auf. Dies
kann beispielsweise verursacht werden durch Unterschiede im Proteingehalt der
Mitochondrien (Riede UN, Schaefer HE, 1995, S. 21).

Durch das Scannen der fotografischen Aufnahmen und die Datenkompression ihrer digitalen
Reprasentation war die Doppelkontur der Mitochondrienmembran verloren gegangen. Die

Membran erschien nur als einfache, schwarze Linie.

Das vorgestellte K lassifikationser gebnis spiegelt die Segmentier ergebnisse wieder.
Cellenger bietet die Méglichkeit, lokal auf Bildobjekten zu operieren und diese zu verandern.
Viele dieser Moglichkeiten wurden bel der Erstellung des Regelsatzes getestet. Auf einzelnen
Bildern gelang es so, alle Mitochondrien zu erkennen.

So kann Cellenger Bildobjekte als ,, fragliches Mitochondrium® klassifizieren und in
anschlief3enden Schritte weiter untersuchen. ,, Fragliche Mitochondrien”, die grof3er sind, als
die zugrundeliegende Struktur im TEM-Bild kénnten als ,,zu grol3* klassifiziert werden.
Anschlief3end kdnnten diese Klassenobjekte so verandert werden, dass
Klassifikationsergebnis und Struktur Gbereinstimmen (siehe Kapitel 2.4.4.
Algorithmendomane/Erosion, Seite 32). Die Anwendung einer solchen Méglichkeit auf vielen
Bildern ist aber mit ,,Kosten" verbunden. Dies bedeutet, dass ein Teil der als ,,zu grof3"
klassifizierten Mitochondrien-Klassenobjekte zwar in einem zweiten Schritt durch einen
Erosionsalgorithmus verkleinert werden. Es kénnen aber auch andere Klassenobjekte
verandert werden, die falschlich als ,,zu grof3* klassifiziert worden waren. Es stehen fir die
Entscheidung, ob ein Bildobjekt richtig klassifiziert worden ist, nur die gleichen von
Cellenger zur Verfligung gestellten Merkmale zur Verfligung, wie fur die erste Klassifikation
als , fragliches Mitochondrium®.

Ein solcher Regelsatzes war nur eingeschrankt auf andere Bilder Gbertragbar. So wurden
durch einen auf einem Bild gut funktionierenden Regelsatz auf anderen Bildern eine
erhebliche Anzahl von Bildobjekten falschlich als Mitochondrium klassifiziert (falsch
Positive). Letztlich kamen diese Méglichkeiten deshalb nicht zur Anwendung.

4.5. Andere Bildanalyse-Systemein der Medizin
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4.5.1. MetaMor ph® (Universal Imaging Cor poration
Downingtown, PA, USA)

Es handelt sich um ein Bildakquisitions- und analysesystem. So beinhaltet MetaMorph®
Maoglichkeiten der Steuerung von Mikroskop und Kamera. Eine Bildanalyse von insbesondere
fluoreszenzmikroskopischen Bildern kann interaktiv und automatisch geschehen. Die
automatische Analyse beruht auf Schwellwertverfahren. Das heif3t, es konnen Bildobjekte
extrahiert werden, wenn ein bestimmter Farbwert unter oder Uber einer vom Benutzer
festgelegten Schwelle liegt. Interaktiv kdnnen Bildobjekte gezahlt und vermessen werden. So
konnen Flachen bestimmt werden, ebenso Entfernungen, Durchmesser, Umfang und anderes
mehr.

Es konnen mehrdimensionale Datensétze verarbeitet werden. 3-D-Datensétze kdnnen in Form
einer raumlichen dritten Dimension als Gewebe-Serienschnitte erzeugt werden, beispielsweise
durch ein konfokales Laser-Raster-Mikroskop (confocal laser scanning microscope, CLSM).
Aber auch eine zeitliche dritte Dimension als Bildsequenz ist mdglich. Noch mehr
Dimensionen kdénnen durch die Verwendung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe entstehen. Pro
verwendete Wellenlange wird je ein Bild in jeder Mikroskop-Position erzeugt.

Dekonvolution erlaubt die Verbesserung von CLSM-Bildern. Unschérfen im Bild kénnen

durch diese Bildfilterung reduziert werden.

Besonders geeignet zur automatischen/interaktiven Bildanalyse ist das System fir geféarbte
Bilder, insbesondere Fluoreszenzbilder.

MetaMorph® kam fur die in dieser Arbeit durchgefiihrte automatische Analyse von TEM-
Aufnahmen nicht in Frage. Schwellwertverfahren sind nur geeignet, wenn die gesuchten
Bildobjekte sich in mindestens einem Merkmal vollig von allen anderen Bildobjekte
unterscheiden. Durch das Schwellwertverfahren wird in dem Merkmalsraum eine
Trenngerade oder -fléche gelegt. Diese Gerade oder Flache trennt den Cluster der gesuchten
Bildobjekte von den anderen Bildobjekten. In den verwendeten TEM-Aufnahmen existieren
solche eindeutigen Cluster nicht.

(Quelle: Internetseite der Firma Universal Imaging CorpTM.: http://www.universal-
imaging.com).
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4.5.2. analySl S® (Soft Imaging System GmbH, Minster,
Deutschland)

analySIS® ist ein Bildakquisitions- und -analysesystem. Es sind Funktionen zur Bildanalyse
integriert.

Die Software ist kompatibel mit vielen Mikroskopen und Kameras. Eine Mikroskopsteuerung
mit automatischer Speicherung aller Aufnahmeparameter ist implementiert.

Eine Bilddarstellung kann auch auf zwei oder mehreren Bildschirmen erfolgen. Eine

gleichzeitige Darstellung mehrerer Bilder auf einem Bildschirm ist mdglich.

Die Bildarchivierung erlaubt eine Speicherung der Aufnahmedaten mit dem Bild in eine frei
konfigurierbare Datenbank. Die Archivierung ist netzwerkfahig.

Die Bildverarbeitung ist durch Filter moglich. So ist ein Filter zur Kontrastverstarkung
verflgbar. Ein Rauschfilter reduziert interaktiv Rauschen in ausgewahlten Bildbereichen.
Nach Aufzeichnung von Bildern von unterschiedlichen Fokuspositionen berechnet analySI S®
ein Summationsbild unendlicher Tiefenschérfe.

Ein automatischer Bildanschluss erzeugt ein Gesamtbild aus kleinen Einzelbildern.

Interaktiv kann mit einem Messbhalken gearbeitet werden. Aus den Kalibrierdaten des Bildes
berechnet er automatisch die tatsachlichen Langenmal3e des gemessenen Objekts.

Die Bildanalyse stellt Funktionen zur Bildsegmentierung zur Verfligung. Ein
Segmentieralgorithmus ist in der Lage, punktférmige Bildverunreinigungen zu ignorieren.
Bildobjekte kdnnen mittels Standardparametern oder benutzerdefiniert detektiert werden.
Diese Bildobjekte konnen dann interaktiv klassifiziert und vermessen werden.

Die automatische Bildanalyse ist auch hier (wie unter 5.1.) ein Schwellwertverfahren und ist
inihrer Anwendung begrenzt auf im Merkmalsraum eindeutig unterscheidbare Bildobjekte.

(Quelle: Internetseite der Firma Soft Imaging System: http://www.soft-imaging.de)
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4.5.3. TissueAnalytics™ (Tissuel nformatics I ncor poration®,
Pittsbur gh, Pennsylvania, USA)

TissueAnalytics™ kann mit einem vollautomatischen Bildakquisitionssystem gekoppelt
werden. Es kann ein automatisches Analyseprotokoll erstellt werden, dass insbesondere
immunhistochemisch geférbte mikroskopische Aufnahme auswertet.

Eine automatische Bildanalyse erfolgt auch hier, wie oben, mittels Schwellwertverfahren und
kam deshalb fur diese Untersuchung nicht in Betracht.

(Quelle: Internet-Seite der Firma Tissuel nformatics Inc.™:

http://www.tissueinformatics.com).

4.5.4. BioApplications (Cellomics I ncor poration™, Pittsburgh,
Pennsylvania, USA)

BioApplicationsist ein Bildanalyse-System, welches Messungen in mikroskopischen Bildern
erlaubt. Mef3parameter kdnnen sein: Anzahl von Bildobjekten, Flécheninhalt, Umfang. Ein
Mal3 bestimmt die Signalintensitét eines bestimmten Fluoreszenzfarbstoffs.

Ein automatische Bildanalyse ist hier nicht vorgesehen.

(Quelle: Internetseite der Firma Cellomics Inc.™: http://www.cellomics.com).

4.5.5. DiffMaster ™ (CellaVision, Lund, Schweden)

Das Bildanalysesystem DiffMaster™ ist in der Lage, automatisch Leukozyten in

Blutausstrichen aufzufinden.

(Quelle: Internet-Seite der Firma CellaVision: http://www.cellavision.com).
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4.5.6. Bildanalysesystem der Firma M or phoscope Softwar e GbR,

Aachen, Deutschland

Das Bildanalysesystem der Firma Morphoscope erkennt automatisch Zellen in zytologischen
Préparaten, insbesondere nach Fluoreszenzfarbung. Eine spezifische Farbung der gesuchten
Bildobjekte ist nétig, da auch hier, wie oben, Schwellwertverfahren die Grundlage der
Analyse sind.

(Quelle: Internet-Seite der Firma Morposcope: http://www.morphoscope.com)

4.6. Stereologische M ethoden der quantitativen
Bildanalysein der TEM

Die Analyse von Geweben, Zellen und Zellorganellen mithilfe von Mikroskopen ist zum
Verstandnis von Struktur und Funktion unerlasslich. Allerdings liefert die Mikroskopie
zunéchst nur visuelle Eindriicke. Diese sind eine subjektive Interpretation des Gesehenen.
Experimentell induzierte oder pathologische Veranderungen lassen sich beim blof3en
Betrachten von TEM-Bildern oftmals kaum quantitativ erfassen (Sitte H, 1967).

Die Erzeugung von Schnittbildern bedeutet einen Verlust an raumlicher Information. Die
Stereologie (quantitative Morphometrie) bedient sich statistischer und geometrischer
Methoden, um zweidimensionale (2-D-) Schnittbilder quantitativ auszuwerten. Ziel ist es, aus
2-D-Bildern Informationen Uber die zugrundeliegende, dreidimensionale Struktur zu erhalten
(Weibel ER, 1963).

Eine qualitative Methode, raumliche Strukturen mithilfe von 2-D-Bildern zu untersuchen
kann auf verschiedene Weise geschehen: Durch Rekonstruktion von Serienschnitten kann
man sich eine Vorgellung von der Form der Struktur machen. Die Rekonstruktion kann
gedanklich durch Betrachten der Schnittfolgen geschehen. Es wurden aber auch sehr
aufwandig Styrolmodelle gebaut. Aus einzelnen TEM-Aufnahmen einer Chlorellazelle kénnte

man beispielsweise zu dem Schluss kommen, dass die Mitochondrien dieser Griinalge
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ellipsoid geformt sind. Im raumlichen Modell sieht man aber, dass die Zelle nur ein einziges
Mitochondrium besitzt. Dieses ist schlauchférmig geformt und windet sich in mehreren
Schleifen durch die Zelle (Steer MW, 1984, S. 15).

Quantitative Morphometrie bendtigt eine zufallige, gentigend grof3e Auswahl von Gewebe-
oder Zellschnitten. In diesen Bildern kann man Objekte zahlen, Langen bestimmen und
Flachen messen. Dabei werden haufig Relativwerte bestimmt. Diese beziehen sich auf eine
Referenzfléache oder ein Referenzvolumen. Es kdnnen aber auch absolute Werte,

beispielsweise mittlere Anzahl der Lysosomen pro Leberzelle bestimmt werden.

Cellenger war zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht in der Lage,
dreidimensionale Objekte zu rekonstruieren. Da das vorliegende Bildmaterial nicht aus
Serienschnitten bestand, sondern von jedem Sinusoid immer nur eine TEM-Aufnahme

gefertigt wurde, hatte die fehlende 3-D-Fahigkeit von Cellenger keine Relevanz.

4.6.1. Bestimmung der Anzahl von Strukturen

Aus der Anzahl der Strukturen einer bestimmten Art (beispielsweise Mitochondrien) in einer
zufalligen Auswahl von 2-D-Schnitten kann man auf die Anzahl im einem Referenzvolumen
schlief3en.

Bei der Auszéhlung von Bildobjekten auf transparenten Schnitten (Licht-,
Elektronenmikroskopie) kommt es zwangslaufig zu nicht vermeidbaren, ,, objektiven”
Fehlern. Objektive (das heil3t, der Methode innewohnende) Fehler konnen (zumindest

theoretisch) durch Korrekturverfahren ausgeglichen werden.

Beispiel: Verhdltnis von Schnittdicke zum Durchmesser der zu zdhlenden Strukturen (Haug
H, 1967):

Vorausgesetzt, es werden kugelformige Strukturen in TEM-Aufnahmen gezahlt und der
Durchmesser der Strukturen ist kleiner als die Schnittdicke, so sind folgende Félle denkbar:
Eine Struktur kann vollstandig im Schnitt liegen, oder sie liegt nur teilweise im Schnitt. In
Abbildung 28 unten) sind 2 Kugeln vollsténdig im Schnitt enthalten, 4 Kugeln nur teilweise.
Gezéahlt werden alle 6 Kugeln, da der Auswerter hier nicht entscheiden kann, ob eine Kugel

nur teilweise im Schnitt liegt oder ob sie kleiner als andere ist. Angenommen, die 4 teilweise
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im Schnitt enthaltenen Kugeln liegen jeweils zur Halfte im Schnitt. Dann liegen also 4 halbe
Kugeln im Schnitt, das entspricht dem Volumen von 2 ganzen Kugeln. Zusammen mit den 2
tatséchlich ganz im Schnitt liegenden Kugeln ergibt dies. 4 Kugeln. Gezahlt aber wurden: 6
Kugeln. Die ermittelte Anzahl von Strukturen in einem Referenzvolumen wére zu grof.

Mittels eines Korrekturfaktors,a‘ kann dieser Fehler ausgeglichen werden.

e

TSR §

Abbildung 28: Einfluss von Schnittdicke und Strukturdurchmesser auf die gezéhlte Anzahl der Strukturen und

die daraus berechnete Anzahl der Strukturen in einem Referenzvolumen. Der Pfeil gibt die Blickrichtung auf
einen trangparenten Schnitt der Dicke d an. 6 kugel férmige Strukturen sind erfasst, 2 davon liegen vollsténdig im

Schnitt. Erléuterungen siehe Text.

Bei kugelformigen Objekten mit einem Durchmesser grof3er als die Schnittdicke wirde
ebenfalls die Anzahl Uberschétzt werden. Auch hier kann ein Korrekturfaktor (,A") notig
sein. Korrekturfaktor ,A" ist von ,a* verschieden. Das heif3t, bei Untersuchung von
Bildobjektklassen unterschiedlicher Grofe (zum Beispiel: Lysosomen und Peroxisomen),
mussen Korrekturfaktoren entsprechend der mittleren Durchmesser der zugrundeliegenden

Strukturen gewahlt werden.

4.6.2. Volumenmessungen
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Quantitative Morphometrie deutet raumliche Gebilde aufgrund ihre Erscheinung in
zweidimensionalen Schnittbildern. V olumenbestimmungen von Zellorganellen oder Zellen
sind hierbei von besonderem Interesse. So ist bekannt, dass Mitochondrien unterschiedlich auf
Zellschadigungen reagieren konnen (Riede UN, Schaefer HE, 1995, S. 21). Die zu
beobachtenden mitochondrialen Lasionen sind abhéngig von Schadensart, Schadensintensitét
und Schadensdauer. Eine Erholungsphase zwischen der Einwirkung einer Noxe und der
Herstellung eines TEM-Praparats spielt neben einer Vielzahl anderer Faktoren eine Rolle. So
kénnen Mitochondrien nach Schadenseinwirkungen vermehrt oder vermindert
beziehungsweise verkleinert oder vergrof3ert sein (Megamitochondrienbildung durch
Ausbleiben der Spaltteilung). Durch Wassereinstrom kann es zur Mitochondrienschwellung
kommen. Durch Fléachenbestimmungen in Schnittbildern lassen sich nach Delesse Volumina
berechnen.

Delesse, ein Geologe, arbeitete an Schliffen von Konglomeratgestein, an dem die Volumina
angeschnittener Kiesel zu berechnen waren. 1894 stellte er das Prinzip auf, dass man aus den
mittleren Flachenanteilen von Kieseln in Steinschliffen auf ihre mittleren Volumenanteile
schlief3en kann (Hennig A, 1958). Die Anteile beziehen sich auf Referenzflachen
beziehungsweise -volumina. Dieses Verfahren wurde auf die Mikroskopie Ubertragen. Hier ist
jedoch zu beachten, dass die Dicke des Schnittes (siehe oben) zur systematischen
Uberschétzung von Volumina fihren kann.

Ein Schnitt der Dicke d in Abb. 29a) enthalt 3 Strukturen, beispielsweise Zellorganellen in
einer seitlichen Ansicht (schwarz schraffiert). In Abb. 29b) sind dieselben 3 Organellen in der
Aufsicht zu sehen.

Wenn auf beiden Seiten des Schnittesin @) die Flache der Strukturen gleich ist, gilt: Das
Verhdltnis der Voluminaist gleich dem Verhéltnis der Flachen in der Aufsicht. Bearbeitet
man viele, zufallig ausgewahlte Schnitte, kann man so fir jede Struktur ein mittleres relatives

Volumen bestimmen.
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Abbildung 29: Beziehung zwischen relativen Volumina und Fléchen.

a) Schematische Seitenans cht eines Schnittes der Dicke d. Die schraffierten Anteile sind die Seitenansichten der
Strukturen in b). Die 3 Strukturen reichen durch den Schnitt hindurch. Die obere Anschnittsflache der Struktur
ist gleich der unteren.

b) Aufsicht auf den Schnitt.

Das Problem, relative Volumina von Strukturen zu bestimmen, reduziert sich so auf die
Bestimmung von Flacheninhalten auf mikroskopischen Aufnahmen. Die Schnittdicke muss
bekannt sein.

Durch Auflegen von Gitterrastern auf TEM-Aufnahmen kann durch Zahlen der
Gitterquadrate, die innerhalb eines Bildobjektes liegen, dessen Flacheninhalt bestimmt

werden. Weiterentwicklungen der Methode benutzen nur Punktnetze.

4.6.3. Oberflachen

Auf dhnliche Art wie die Bestimmung von Volumina kénnen Oberflachen berechnet werden.
Durch Auflegen von Testlinien-Schablonen auf TEM-Aufnahmen und Zahlen von
Schnittpunkten zwischen Membranen und den Testlinien kénnen die Oberfléachen von

Membranen bestimmt werden. Beispielsweise ist die innere Mitochondrienmembran ein
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empfindlicher Indikator des Energiestoffwechsels einer Zelle. Bei einer akuten Schadigung
werden die Cristaemembranen nach und nach zerstort (Riede UN, Schaefer HE, 1995, S. 24).
Eine geniigend grofRRe VergrélRerung der TEM-Aufnahmen vorausgesetzt (zum Beispiel
1:60000), kann nach Auszahlen der Schnittpunkte mit den Testlinien unter anderem die

Gesamtflache der Cristaemembranen in einer Leberzelle berechnet werden.

5. Zusammenfassung

In den ,, Lebenswissenschaften kdnnen heute automatisiert enorme Mengen mikroskopischer
Aufnahmen erzeugt werden. Haufig ist die Bildauswertung ein zeitraubender und somit
limitierender Faktor in Forschungsarbeiten. Eine automatische oder computerunterstiitzte
Auswertung dieser Aufnahmen kdnnte einen Durchbruch in der Mikroskopie bedeuten.
Anhand von TEM-Aufnahmen wurden deshalb M dglichkeiten einer automatischen bzw.
halbautomatischen Bildanalyse untersucht. Es wurde das Bildanalysewerkzeug Cellenger
verwendet. Das zugrunde liegende Prinzip wird bereits in der Fernerkundung angewendet
(Gomes A, Margal AR, 2003).

Die TEM-Aufnahmen entstanden im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit im Institut fur
Chirurgische Forschung an der LMU Minchen. Sie zeigten Leberschnitte von Ratten nach
warmer und kalter Ischamie. Eine dritte Tiergruppe diente als Kontrolle. Die Aufnahmen
waren visuell ausgewertet worden. Die Fragestellung lautete, in welchen quantifizierbaren
Schadensparametern sich die Gruppen unterscheiden.

Vorliegende Arbeit versuchte, computerunterstiitzt die Sinusoide eines Teils der Bilder
auszuwerten. Die ermittelte Ergebnisse wurden, soweit moglich, mit Ergebnissen der oben
genannten visuellen Auswertung verglichen.

Weiterhin wurde versucht einzuschétzen, ob die computerunterstiitzt ermittelten Ergebnisse
sinnvoll und reproduzierbar sind. Hierzu wurden grundlegende Prinzipien der quantitativen
Morphometrie beachtet.
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Des Weiteren wurden TEM-Aufnahmen automatisch mit Hilfe von Cellenger ausgewertet. Es

wurden Mitochondrien in den Hepatozyten erkannt und gezahlt.

Ergebnisse

Es konnte in vorliegender Arbeit eine Methode entwickelt werden, mit der halbautomatisch
die Sinusoide in den TEM-Aufnahmen ausgewertet wurden. Der nétige Zeitaufwand pro Bild
betrug hierbel 6,25 Minuten. Es wurden Klassen definiert, die signifikante Unterscheidungen
der drei Gruppen ermdglichten:

* Nach kalter Ischamie war kein ,, Regelrechtes Endothel“ mehr nachweisbar, die
relative Flache von ,, Geschadigtes Endothel* war im Vergleich zur warmen Ischamie
und Kontrolle signifikant grof3er. , Abgel6stes Endothel® war im Vergleich zu diesen
beiden Gruppe signifikant groR3er. Die relative Flache des Endothels insgesamt
(, Gesamt-Endothel*) war im Vergleich zu beiden Gruppen signifikant kleiner. Die
relative Flache von ,, Lumeninhalte® war im Vergleich zu diesen beiden Gruppen
signifikant gréRer. ,, Fehlende Endothelbedeckung* war signifikant grof3er nach
Transplantation.

* Nach warmer | schamie fand sich eine signifikant grof3ere Flache von
»Lumeninhalte® im Vergleich zur Kontrolle. In,, Fehlende Endothelbedeckung*
unterschieden sich die drei Gruppen signifikant hinsichtlich der Endothelzellablosung.

» EinVergleich der Endothelzellablésung mit einer visuellen Bildauswertung wies in

der Kontrolle und in der Transplantation eine sehr gute Ubereinstimmung auf.

In 10 TEM-Aufnahmen wurden automatisch die Mitochondrien der Hepatozyten analysiert.
Es wurden 19% der Mitochondrien gefunden. Insgesamt wurden 8 Bildobjekte falsch als

Mitochondrium klassifiziert.

Schlussfolgerungen

Die zur computerunterstiitzten Bildauswertung definierten Klassen wurden entsprechend den
Maoglichkeiten eines Bildanalysesystems definiert. Sie erlauben eine Unterscheidung der 3

Gruppen Kontrolle, Ischamie und Transplantation. Die Klassen beschreiben komplexe
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Strukturen raumlicher Ausdehnung. Diese réaumliche Dimension fihrt zu schnittbedingten
Effekten.

Die Klassen erlauben es, Flacheninhalte zu bestimmen. Einige der Flacheninhalte der Klassen

sind teilweise voneinander abhangig. So ist beispielsweise der Flacheninhalt von , freies
Lumen® beeinflusst von einer Endothelzellschwellung und einem Endotheluntergang.
Insgesamt kdnnten die oben genannten Merkmale aber dazu dienen, die drei Gruppen

miteinander zu vergleichen. Eine Auswertung einer ausreichend grof3en Anzahl von Bildern

ist hierfir die Voraussetzung.

Die Methode erlaubt im Wesentlichen, einen ausgepragten Endothelzellschaden von nur

gering geschédigtem Endothel zu unterscheiden.

Es konnte ein Teilergebnis der halbautomatischen Bildanalyse mit einer visuellen Auswertung

verglichen werden. Hier zeigte sich ein hoher Grad an Ubereinstimmung. Es wurde aber auch

hierbei deutlich, dass die Klassifikation einiger Klassen besonders untersucherabhangig ist.

Eine Reproduzierbarkeit ist somit nur bedingt gegeben.

Mitochondrien in TEM-Aufnahmen sind automatisch mit Cellenger nur in eingeschréanktem

Mal3e zu erkennen. Selektive Kontrastierung mit immunhistochemischen Methoden kdnnte

hier einen bedeutenden Fortschritt bringen.
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