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Einleitung

1 Einleitung

Anatomische Studien ruckten zum ersten Mal mit Leonardo da Vinci und
Andreas Vesalius' im 15. bzw. 16. Jahrhundert in das 6ffentliche Interesse. Frei-
lich auch, weil es damals hdchst kontrovers diskutiert wurde, ob es Uberhaupt
erlaubt sein dirfte, einen menschlichen Leichnam zu sezieren. Auch wenn sich
die technischen Moglichkeiten zur Bildgewinnung und —aufbereitung seither ste-
tig weiterentwickelt haben, so sind die visuellen Ergebnisse doch in den aller-
meisten Fallen auf zwei Dimensionen beschrankt und jegliche raumliche Anord-
nung bleibt der Vorstellungskraft des Betrachters Uberlassen. Der Informations-
gehalt ist hierdurch erheblich reduziert und nach Bearbeitung der anatomischen
Praparate deren raumliche Beziehung meist unwiederbringlich zerstort.

An moderne Methoden in Forschung und Lehre wird jedoch der Anspruch ge-
stellt, dass sie interaktive und multimediale Wege zum besseren Verstandnis von
Zusammenhangen und Vermitteln von Lerninhalten schaffen. Studierenden wird
uber den Umgang mit Praparaten und haptischer Manipulation an diesen ein
tieferer Zugang gewahrt. Besonders im Fall von anatomischen Strukturen ergibt
sich jedoch das Problem, dass diese meist aufwendig hergestellt werden mus-
sen und zu kostenintensiv sind, um sie in groRer Zahl zur Verfligung zu stellen
und gar durch Zerschneiden oder Zerlegen zerstoren zu lassen. Uberdies ist die
Nutzung solcher Lernmdglichkeiten ortlich fast immer an ein Institut gebunden
und nicht flexibel etwa von zu Hause aus zuganglich.

Insbesondere embryologische Fragestellungen verlangen neben den drei
Raumachsen noch eine zeitliche Darstellung der Entwicklung. Aus genannten
Grinden gibt es seit einigen Jahren Bemuhungen, anatomische, embryologische
sowie histologische Inhalte den vorhandenen technischen Mdéglichkeiten an den
Instituten und den Anforderungen von Wissenschaftlern und Studierenden ent-
sprechend aufzubereiten. Leichter ist diese Zielsetzung bei bildgebenden Ver-
fahren wie CT und MRT zu erreichen, die meist bereits schon mit leistungsfahi-
gen Computersystemen ausgestattet sind und aufgrund ihrer Technik gut nutz-
bare Ausgangsdaten liefern. Mikroskopische Untersuchungsmethoden, die fur

viele Fragestellungen und Gewebearten unumganglich sind, stellen den Unter-

' De humani corporis fabrica, 639 Seiten umfassendes Werk tber den Bau des menschlichen
Korpers
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sucher vor weitaus groRere Aufgaben. Erschwert wird der moderne Ansatz der
computergestutzten Visualisierung dieser anatomischen Bilddaten wenn es sich
um Praparate handelt, die schon Jahre oder Jahrzehnte alt sind und bei deren
Erstellung an die technischen Mdoglichkeiten unserer Zeit noch nicht zu denken
war.

Eben eine derartige Schnittserie war Gegenstand dieser Arbeit. Im Folgenden
soll aufgezeigt werden, als wie brauchbar und praktikabel sich eine kommerzielle
Visualisierungssoftware zur dreidimensionalen Rekonstruktion einer histologi-
schen Schnittbildserie aus dem Archiv erweisen kann und an welche Grenzen
sie stoldt. Des Weiteren soll eine Literaturibersicht Uber den Wissensstand zum
Mesonephros, der Teil der vorliegenden Schnittbildserie ist, gegeben werden
und die erhaltenen Visualisierungen mit den bisherigen Beschreibungen und

Vorstellungen zu den Organstrukturen verglichen werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Dreidimensionale Rekonstruktion aus zweidimensionalen
Schnittbildern

Die visuelle Datenanalyse soll entscheidende Eigenschaften von Ausgangsdaten
einfangen und verstandlich aufbereiten und durch intuitive sowie interaktive Er-
forschung selbst komplexe Beziehungen transparent machen (Hege 2004).
Hierzu ist es von gro3em wissenschaftlichem Interesse, die limitierte Volumen-
information hochauflosender Untersuchungsmethoden wie Elektronen- oder

Lichtmikroskopie zu Uberwinden (Kriete und Magdowski 1990).

2.1.1 Geschichte der dreidimensionalen Rekonstruktion

Born beschrieb 1884 die ,Plattenmodelliermethode®, ein Verfahren, bei dem die
Rekonstruktion dadurch ermoglicht wird, dass die Umrisse eines Objektes, das
in Schnittbildern vorliegt, auf Wachsplatten Ubertragen werden. Werden die ein-
zelnen Wachsplatten aufeinander gelegt und die Kanten geglattet, ergibt sich ein
dreidimensionales, malistabgetreues Modell. Diese sehr aufwendige Methode
war lange Zeit der einzige Weg, befriedigende Darstellungen morphologischer
Strukturen zu liefern, die sich aufgrund ihrer Grole anderen Betrachtungsweisen
entzogen (Born 1884).

Eine leichte Abwandlung erfuhr dieses Verfahren im Jahre 1913 durch
Waterston, der die Umrisse von Embryonen auf Lehmschichten Ubertrug und
daraus Rekonstruktionen modellierte (Waterston 1913).

Ameil et al. Ubernahmen 1984, also ein Jahrhundert nach Born prinzipiell die
Plattenmodelliermethode. Schnitte von 0,5 cm Dicke eines menschlichen
Herzens wurden abfotografiert und anschlieRend die duReren Umrisse auf Paus-
papier Ubertragen. In jeder Ebene wurde die gleiche Anzahl von Punkten auf der
Umrisslinie gewahlt, damit zwischen diesen eindeutige Beziehungen hergestellt
und die Koordinaten in den Computer Ubertragen werden konnten, der die Be-
rechnung und Darstellung der Konturen in den verschiedenen Schichten Uber-
nahm. Die Darstellungsweise konnte in zwei Modi gewahlt werden: zum einen

durch Stapelung der Umrisse der einzelnen Schichten und au3erdem durch eine
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sehr rechenaufwendige geglattete und farbige Visualisierung. In beiden Fallen
konnte der Betrachtungswinkel verandert werden (Ameil et al. 1984).

Ahnlich stellte eine Arbeitsgruppe um Baba 1986 Driisen im menschlichen Kolon
dar. Schnitte von 3 bis 5 ym Dicke wurden angefertigt, die relevanten Konturen
mit einem Stift abgezeichnet, digitalisiert und anschlieRend die Linien in viele
Punkte unterteilt. Im Rechensystem, das damals Uber einen Hauptspeicher von
16 MB verfugte, wurden Abfolge und Schichtdicke der Stapel von Konturpunkten
vermerkt und durch die Verbindung der Punkte zu Dreiecken erfolgte die Ober-
flachendarstellung. Im Rahmen der technischen Moglichkeiten konnte das ent-
standene 3D-Objekt rotiert und seine inneren und auferen Strukturen separat
betrachtet sowie innere Lagen im Blick durch aul3ere Lagen dargestellt werden
(Baba und Kanaya 1988).

Ebenfalls mit Hilfe von Konturen histologischer Strukturen, die auf ein Tableau
zur Digitalisierung Ubertragen wurden, konnte die Urniere der Maus dargestellt
werden (Vazquez et al. 1998b). Zur Verfeinerung wurde hier schon ein Verfahren
zur Interpolierung angewendet, das aufgetretene Artefakte zum Teil ausgleichen
konnte (Discrete Smooth Interpolation).

Mit der Entwicklung der Computertomographie in den 70er Jahren wurde es
mdglich, Schnittbilder in vivo anzufertigen. Zahlreiche Arbeitsgruppen ent-
wickelten Methoden, um die erhaltenen Daten auf Rechensystemen zur Gewin-
nung dreidimensionaler Bilder zu nutzen. Die Rechen- und Grafikleistung sowie
die Geschwindigkeit des Datendurchsatzes waren und sind hierbei stets der limi-
tierende Faktor und es mussen Algorithmen gefunden werden, die die vorhan-
denen Ressourcen so effizient wie moglich nutzen (Ameil et al. 1984, Huijsmans
et al. 1986). Erst Ende der Neunziger Jahre wurden Computersysteme sowohl
schnell als auch gunstig genug, um einer breiteren Masse von Wissenschaftlern,
die sich mit der Visualisierung von Bilddaten beschaftigte, zur Verfligung zu
stehen. Durch das zunehmende Angebot kommerzieller Visualisierungssoftware
und auch Freeware (z.B. Reconstruct’) kann nun auf das individuelle
Programmieren verzichtet werden. Diese Programme bieten meist eine gute
Kompatibilitat mit vielen Dateiformaten und verfigen Uber ein ausgewogenes
Verhaltnis zwischen Gute der grafischen Darstellung und Belastung der Hard-

ware. Als Einschrankung ist jedoch zu berucksichtigen, dass kommerzielle Soft-

! http://synapses.cim.utexas.edu/index.asp (06.04.10)
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ware nur selten Uber Tools zum automatisierten Alignment und Segmentieren
verfugt, die beispielsweise flr einen Anatomen von grofiem Nutzen waren (Haas
und Fischer 1997) oder aber automatische Verfahren bereitstellt, die nur bei sehr

einfachen Strukturen zuverlassig arbeiten konnen (Fiala 2005).

2.1.2 Funktionsprinzip der computergestiitzten Rekonstruktion
anatomischer Bilddaten

Erst wenn anatomische Bilddaten digitalisiert und archiviert vorliegen, konnen sie
mit dem Computer analysiert werden. Moderne Tomographiegerate erzeugen
Tomogramme, also Bilder, die man sich durch das geschnittene Objekt gelegt
vorstellen kann. Wie ein Fernsehbild sind diese zweidimensionalen Bilder aus
Pixeln (picture elements) aufgebaut, die durch eine physikalische Grofde, den
Grauwert, gekennzeichnet sind. Stapelt man mehrere dieser Bilder Ubereinan-
der, so erhalt man nunmehr einen Datenquader, ein dreidimensionales Gebilde,
bestehend aus Voxeln (volume elements). Das Ziel der weiteren Bearbeitung
und Berechnung der Datenmengen ist die Visualisierung fur einen Betrachter.
Hierzu muss jedem Voxel zunachst eine Kennung zugewiesen werden, die die
Zugehorigkeit zu einer anatomischen Struktur festlegt. Diesen Bildverarbei-
tungsprozess nennt man Segmentierung und zu dessen Bewerkstelligung muss
neben physikalischen Parametern oft auch handische Bearbeitung basierend
auf dem Wissen des Anatomen herangezogen werden. Jedes automatische
Segmentierungsverfahren greift auf mehr oder weniger komplexe Algorithmen
zuruck.

Kaufmann beschreibt die entscheidenden Verfahren der dreidimensionalen
Visualisierung (Kaufmann 1991). Um die Dimensionen eines Objektes darzustel-
len wird dieses auf seine Oberflachenmerkmale reduziert (Surface-Rendering).
Dabei wird die Oberflache je nach Verfahren in Polygone zerlegt und als Netz
dieser aneinandergrenzenden Vielecke dargestellt. SchlieBlich wird durch be-
stimmte Beleuchtungsmodelle (shading) der Anschein von Raumlichkeit und

Plastizitat erweckt.
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2.1.3 Der Prozess der Visualisierung

In den meisten Fallen lasst sich fir den Bereich der Mikroskopie das Prozedere

in die im Folgenden beschriebenen Schritte unterteilen (Jirkovska et al. 2005).

2.1.3.1 Gewinnung der Ausgangsdaten

Zu Beginn steht die Auftrennung der zu bearbeitenden Struktur in serielle
Schnitte. Diese Schnitte kdnnen optischer Natur sein, beispielsweise unter Ver-
wendung eines Konfokalmikroskops, oder physikalisch durch Schneidetechniken
(Mikrotom, Ultramikrotom) gewonnen werden. Die Arbeit mit dem Konfokal-
mikroskop bietet den grof3en Vorteil, dass die Schnittbilder optimal ausgerichtet
bleiben und somit das zum Teil sehr aufwendige Alignment entfallt.

FUr das Untersuchungsmaterial muss eine den Anforderungen und der Verfah-
renstechnik entsprechende Farbung ausgewahlt und angefertigt werden.

Erst die Datenerfassung macht die Ubertragung auf ein Rechensystem und die
Nutzung moderner Software moglich. Hierzu wird beispielsweise ein mit einer

digitalen Kamera ausgestattetes Mikroskop bendtigt.

2.1.3.2 Registrierung und Alignment

Die Registrierung hat die Aufgabe, eine Transformation T zu finden, die die Pixel
eines Bildes M (movable) auf die korrespondierenden Pixel eines anderen Bildes
F (fix) abbildet. Bei Transformationen handelt es sich um mathematische Werk-
zeuge, die dazu dienen, Informationen aus einer Szene zu filtern (Kahn et al.
1996, Weinert 2007). Auf die unterschiedlichen relevanten Transformation wie
Fourier-Transformation und Hauptachsentransformation soll hier nicht eingegan-
gen werden.

Digitalisierte Schnittbilder unterliegen in den allermeisten Fallen Translation und
Rotation. Dies erfordert die manuelle oder in unterschiedlichem MalRe automati-
sierte Ausrichtung der aufeinanderfolgenden Bilder. Erschwerend kommen bei
histologischen Bildmaterialien bedingt durch den Herstellungsprozess Deforma-
tionen und Artefakte wie Risse, Falten und Gewebsverluste hinzu.

Je nach Ausgangsmaterial kann zwischen einer Intrasubjekt-Registrierung, bei

der Daten des gleichen Patienten zu verschiedenen Zeiten bearbeitet werden,
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und einer Intersubjekt-Registrierung zur statistischen oder vergleichenden Dar-
stellung von Datensatzen verschiedener Patienten unterschieden werden. Beim
mono-modalen Alignment findet nur ein bildgebendes Verfahren (Modalitat)
Verwendung, wahrend beim multi-modalen Alignment Bilder verschiedener Ver-
fahren aufeinander ausgerichtet werden (Krevert 2005).

Hinsichtlich der Mdglichkeit, in welchem Malie vorhandene Deformationen aus-
geglichen werden konnen, muss zwischen rigiden Transformationen, die nur
Rotation, Translation und Spiegelung erlauben und elastischen, nicht-affinen
Transformationen unterschieden werden. Rigide Transformationen andern nichts
an der Struktur selbst. Alle Bildpunkte bleiben in ihrer relativen Lage zueinander.
Elastische Transformationen hingegen sind dazu geeignet, stark verzerrte Bilder
aufeinander abzubilden. Hierbei wird eines der Bilder so lange verformt, bis es
mit der geringst moglichen Abweichung auf das andere Bild gemappt werden
kann (Krevert 2005). Dies ist jedoch mit erheblich hdherem Rechenaufwand ver-
bunden.

Sofern in einem zu untersuchenden Objekt deutlich hervorstechende Oberfla-
chen bzw. Grenzen zwischen Oberflachen vorhanden sind, ist es fur Segmentie-
rungsalgorithmen madglich, diese zu erkennen (Surface Matching). Als Beispiel
ist hier vor allem die Oberflache der Haut in einem tomographischen Bild zu
nennen (Krevert 2005).

Viele der modernen 3D Rekonstruktionstechniken nutzen kunstliche Marker
(landmarks), die in die Schnitte eingefligt sind. Dies lasst geometrische Verfor-
mungen routinemalig zu einem hohen Grad korrigieren, verkompliziert jedoch
die Nutzung bereits angefertigter, alterer Schnittserien (Stoltenberg et al. 1997).
Eine weitere Madglichkeit der Registrierung bietet SSD (engl. sum of square
differences). Hierbei wird versucht, durch bestmoégliche Angleichung der
Graustufenhistogramme zweier benachbarter Bilder deren Deckung zu errei-
chen. Voraussetzung ist hierfur jedoch eine gleichmaldige Farbung des Bildsta-
pels (Weinert 2007).

Wirtz et. al zeigten anhand der Rekonstruktion eines Rattenhirns aus histologi-
schen Serienschnitten die Notwendigkeit eines moglichst exakten nichtlinearen
Alignment-Prozesses, um befriedigende Ergebnisse zu erhalten (Wirtz et al.
2004).
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2.1.3.3 Segmentierung (Labelling)

Bei der Segmentierung werden automatisch oder von Hand die Umrisse von
Objekten in allen Schnitten markiert und einem Material zugewiesen. Das Volu-
men wird in Teilvolumina (Segmente) partitioniert. Diese Trennung der relevan-
ten anatomischen Strukturen voneinander und von weniger wichtigen Bildberei-
chen stellt haufig die grofdte Herausforderung im gesamten Visualisierungspro-
zess dar, da hierbei der rohe Bilddatensatz sorgfaltig mit medizinischem Wissen
geflllt werden muss (Weiler und Dettmann 1996, Zéckler et al. 2001). Eine erste,
pixelorientierte Aussage zu welcher anatomischen Struktur ein Bildpunkt zu
zahlen ist, kann aufgrund seines Grauwertes (bei CT-Daten der Hounsfield-Wert)
getroffen werden. Der sogenannte Partialvolumeneffekt beschreibt hierbei die
Tatsache, dass die Grenzen zweier Objekte meist in ein oder mehrere Pixel fal-
len und die exakte Trennung somit dann nur auf Subpixel-Ebene moglich ist.

Um einzelne, nicht zusammenhangende Strukturen auch getrennt behandeln zu
konnen, muss man auf das Keimzellenwachstumsverfahren, eines der regionen-
orientierten Verfahren, zurlickgreifen. Im Bereich frei wahlbarer Grenzwerte un-
tersucht der Computer, ob Nachbarpixel bzw. -voxel aufgrund eines Homogeni-
tatskriteriums wie Grauwert oder Textur zu dem anfangs ausgewahlten Bild-
punkt, der so genannten Keimzelle passen und somit zu der anatomischen
Struktur gehoéren sollten. Beim Bereichswachstumsverfahren (Region-Growing-
Verfahren) dient ein ganzer Bereich als Startvolumen. Beide Verfahren stellen
Schwellenwertverfahren dar, da sie im Bereich vorgegebener Werte arbeiten. Mit
zunehmenden Grad der Komplexitat des zu untersuchenden Gewebes stolden
diese Methoden jedoch schnell an ihre Grenzen. Wahrend das menschliche
Auge ohne weiteres in der Lage ist, Gewebe aufgrund dunner Grenzen oder
unterschiedlicher Texturen (zum Beispiel Tumor in umgebendem gesunden Ge-
webe) zu unterscheiden, stellt es eine grol’e Herausforderung dar, diese Leis-
tung in programmierbare Anweisungen zu fassen (Jendrysiak 1997). Es bedarf
der Schaffung von Klassifikationssystemen, die gefullt mit Expertenwissen und
Referenzsegmentierungen in der Lage sind, automatische Segmentierungsvor-
gange zu produzieren (Beller et al. 2004).

Die Segmentierung von Hand ist sehr zeitaufwendig und liefert Uberdies nur
schlecht reproduzierbare Ergebnisse. Bis zu einem gewissem Mal3e kann hier

das Verfahren der aktiven Konturen (snakes) Abhilfe schaffen, bei dem der Un-
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tersucher nur ungenau die Umrisse umfahrt und ein Computerprogramm die
Markierungen an nahe gelegene Kanten angleicht.

Fur die Abgrenzung komplexer Strukturen ist es haufig nicht mdglich, optimale
Schwellenwerte festzulegen. Zu eng gesetzte Grenzen markieren beim Be-
reichswachstumsverfahren beispielsweise zu wenige Voxel, zu weit gewahite
lassen den markierten Bereich ins umgebende Gewebe auslaufen. Lésungsan-
satze bietet hier die Wasserscheidentransformation bzw. der Flutungs-Algorith-
mus. Zum Verstandnis muss man sich die einzelnen Grauwerte als Graphen
uber einem Grundniveau vorstellen, wobei hohe Graphen hohen Grauwerten
entsprechen. Betrachtet man nun diese graphische Darstellung der untersuchten
Struktur, so erinnert sie an ein Becken. Da die Konturen in Schnittbildern haufig
lickenhaft abgebildet und der Wall um das Becken dadurch nicht geschlossen
ist, wirde die Anwendung des Bereichswachstumsverfahren hier zum ,Auslau-
fen® flhren. Um dies zu verhindern, hat man den Flutungsalgorithmus eingefthrt.
Lasst man die ,Grauwertlandschaft* von unten her vergleichbar des Grundwas-
sers fluten, bilden sich zunachst viele kleine Seen, die sich bei einem bestimm-
ten Wasserspiegel zu grolieren Seen vereinigen werden. Die Grenzen dieses
Zusammenflusses markiert der Algorithmus und lasst an deren Stellen Wasser-
scheiden mit dem Wasserspiegel mit ansteigen. Einmal getrennte Strukturen
konnen also nicht mehr ineinander Ubergehen. Selbst bei vollstandiger Flutung
der gesamten Landschaft wird doch durch die Wasserscheiden die Segmentie-
rung markiert (Fleck et al. 1997). Die durch dieses Verfahren haufig erreichte
Ubersegmentierung muss im Folgenden, wenn nicht schon vorher eingedammt,
durch eine Vergroberung aufgehoben werden.

Kantenbasierte Verfahren versuchen, die schnelle Intensitatsanderung der
Grauwerte an den Grenzen zwischen den einzelnen Segmenten zur Zuordnung
zu einzelnen Strukturen zu nutzen. Sie werden haufig mit regionenorientierten
Verfahren kombiniert.

Die Morphologie oder auch modellbasierte Segmentierung stellt einen Ansatz
dar, bei dem versucht wird, Objekte Uber ihre Form zu identifizieren. Form- und
Abbildungsvariabilitat sowie perspektivische Verzerrungen begrenzen die Nutz-
barkeit dieses Verfahrens. Aus einer Vielzahl von Datensatzen muss zunachst
ein statistisches Formmodell generiert werden, das dann an einen individuellen

Datensatz adaptiert und zur automatischen Segmentierung herangezogen wer-
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den kann (Lange et al. 2003). Derartige Verfahren kdnnen vielversprechende
Ansatze beispielsweise zur standardisierten Visualisierung von CT- und MRT-
Daten an Kliniken liefern (Weiler und Dettmann 1996).

Alle genannten Verfahren kdonnen letztendlich nur auf Objekte hinweisen, sie je-
doch nicht zu einhundert Prozent verlasslich im Bild markieren. Die Bildsegmen-
tierung kann also als eines der wichtigsten ungelosten Probleme in der Bildver-
arbeitung angesehen werden (Weiler und Dettmann 1996). Sowohl manuelle als
auch semi-automatische Segmentierungsvorgange sind, obwohl sie belastbare
Ergebnisse liefern, zumeist zu zeitaufwendig und damit nicht fur den routinema-
Rigen Einsatz geeignet. Hierzu bedarf es vollautomatischer, reproduzierbarer Al-
gorithmen (Tingelhoff et al. 2007).

2.1.3.4 Mapping und Rendering

Mapping bezeichnet die Berechnung von Oberflachen aus einem segmentierten
Datensatz. Mathematisch ist hierfir immer noch der Marching-Cubes-Algorith-
mus der Goldstandard.

Das Rendering erzeugt realistische Abbilder des bearbeiteten Materials. Mit ei-
ner geeigneten Anwendersoftware werden die Daten den Anforderungen ent-
sprechend verknupft, dargestellt und ausgewertet. Als indirektes Visualisie-
rungsverfahren ist das Surface-Rendering zu nennen. Hierbei wird die Oberfla-
che durch Verbindung der heraussegmentierten Umrisse modelliert. Zur
Verwendung kommen Punkt-Matching- sowie Kontur-Matching-Verfahren. Beim
Vergleich zweier segmentierter Schnitte sucht ein Algorithmus nach Polygon-
Paaren, die anschliel3end zueinander zugeordnet werden. Ein Rekonstruktions-
algorithmus bildet durch optimale Kantenverbindung der benachbarten Polygone
fur jedes Polygon-Paar eine geschlossene, meist aus Dreieckspolygonen beste-
hende Hiulle (Dohrmann et al. 2004). Dreiecke sind besonders geeignet, da ihre
Ecken stets in einer Ebene liegen.

Zur Visualisierung mussen geeignete Beleuchtungsmodelle gefunden werden
(shading). Lokale Beleuchtungsmodelle dienen der Darstellung von Objektober-
flachen, indem das Verhalten von Licht simuliert wird. Im einfachsten Verfahren,
dem sogenannten Flat-Shading, sind noch die Kanten zwischen den aneinan-

dergrenzenden Polygonen erkennbar, da jeder Pixel eines Polygons den glei-
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chen Lichtwert und die gleiche Farbe erhalt. Dies lasst das Objekt relativ unrea-
listisch erscheinen. Eine detailgetreuere Darstellung ist nur Uber die Verkleine-
rung der einzelnen Vielecke realisierbar, was aber wiederum mit einem erhdhten
Rechenaufwand verbunden ist. Beim komplizierteren Gouraud-Shading entsteht
durch zeilenweise Interpolation der Beleuchtungswerte der Flachen aus den In-
tensitaten der Kanten eine Schattierung (Gouraud 1971). Die Oberflachen des
Objektes erscheinen also anders als beim Flat-Shading weich und flieRender.
Die Umrisse des Objektes bleiben jedoch kantig. Die weitaus realistischste Dar-
stellungsweise bietet das Phong-Shading. Hierbei wird durch Interpolation der
Eckvektoren und der Kanten ein Normalvektor in jedem Punkt des Polygons
dargestellt aus dem schlieRlich die Beleuchtung der einzelnen Punkte berechnet
wird (Phong 1975). Hieraus resultiert eine Oberflachendarstellung mit sehr wei-
chen Ubergédngen und der Moglichkeit, Glanzpunkte darzustellen. Der nétige

Rechenaufwand ist jedoch weitaus grofier. Die Qualitatsunterschiede der Be-

leuchtungsmodelle in der Darstellung desselben Objekts zeigt Abbildung 1.

Abbildung 1: Vergleich der Oberflichendarstellung mittels Flat-, Gouraud- und Phong-
Shading; aus http://www.glossar.de/glossar/z_shading.htm

Ein weiteres, sehr rechenintensives Beleuchtungsmodell stellt das Ray Tracing
(engl.: Lichtstrahlverfolgung) dar. Hierbei wird der naturliche Verlauf eines Licht-
strahles und sein Auftreffen auf die Netzhaut in grof3ter Genauigkeit simuliert. Da
die Ausbreitung von Licht in einer Szene nachempfunden wird, handelt es sich
um ein sogenanntes globales Beleuchtungsmodell. Mathematisch konnen Licht-
phanomene an der Objektoberflache wie Absorption und Brechung dargestellt
werden. Hierzu wird der zu berechnende Lichtstrahl in seinem Verlauf auf-

gespalten. Die resultierenden Bilder wirken sehr realistisch (Glassner 1989). Das
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Verfahren ist jedoch aufgrund des enormen Rechenaufwandes zum heutigen
Stand der Technik fir einen Einsatz im Echtzeitrendern nicht geeignet.

Das Volume-Rendering verwendet direkt die Farbinformation der Voxel. Anato-
misches Wissen und die vorherige Segmentierung sind nicht zwingend Voraus-
setzung. Dies ist bei vielen Anwendungen, bei denen die Abgrenzung von
Strukturen sehr diffizil ist (z.B. infiltratives Tumorwachstum) von grof3em Vorteil.
Die Gesamtheit der Voxelinformationen bleibt erhalten (Abb. 2) und der Prozess
der Extraktion einer Oberflache, der hohes Fehlerpotential bergen kann ist Uber-
flussig. Allerdings werden grof3e Anspriche an den Speicherplatz und die Platt-
form gestellt und die Orientierung in diesen Modellen ist aufgrund ihrer hohen
Plastizitat oft erschwert (Bottcher 2000, Heine 2004).

Surface Rendering o Volume Rendering
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Abbildung 2: Prinzip von Surface- und Volume-Rendering; aus Heine 2004

2.1.3.5 Cuberille-Modell und Marching-Cubes-Algorithmus

Oberflachenmodelle kdnnen aus Voxel-Datenmengen modelliert werden, wie sie
bei bildgebenden Verfahren wie etwa dem CT automatisch ausgegeben werden.
Diese Modelle wirken sehr detailgetreu und realistisch, haben jedoch den Nach-
teil, dass der bendtigte Speicherplatz sehr schnell in den Gigabyte-Bereich stei-
gen kann und Visualisierungen hierdurch erheblich verlangsamt werden.

Das Cuberille-Verfahren ist der erste fur die Computertomographie optimierte
Algorithmus. Mit Hilfe eines sogenannten Graphensuchverfahrens werden aus-
gehend von einem ersten, die Oberflache reprasentierenden Voxel weitere
Oberflachenelemente gesucht, die in ihrer Gesamtheit schliel3lich die Oberflache
des Objektes darstellen (Che et al. 1985).
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Der Marching Cubes Algorithmus, der 1987 von William E. Lorensen und Harvey
E. Cline entwickelt wurde, ermdglichte es erstmals, sich den recht sperrigen Vo-
lumen-Modellen durch weitaus praktikablere Polygon-Modelle anzunahern.
Eckige Flachen — in der Regel Dreiecke, da hier alle Ecken in einer Ebene liegen
— werden so aneinander geflugt, dass sie die Oberflache des Objektes nachbil-
den (Drahtgittermodell). Der Speicherbedarf bleibt relativ gering und die Mdg-
lichkeiten weiterer Manipulationen am Modell sind flexibler (Lorensen und Cline
1987). Nachteil dieser Verfahren ist, dass nur Oberflachen (Isoflachen) darge-
stellt werden kdénnen und die Information Uber innere Strukturen, die insbeson-
dere bei vielen medizinischen Fragestellungen malfgeblich ist, verloren geht
(Tiede et al. 1998).

2.1.4 Arbeit mit optischen Schnitten

Die Arbeit mit optischen Schnitten (virtual sectioning), wie sie ein Konfokales La-
ser-Scanning-Mikroskop liefert, bietet den grof3en Vorteil, dass man mit dicken
Schnitten arbeiten kann und optimal ausgerichtete Schnitte erhalt, die kein weite-
res Alignment notig machen und bereits dreidimensionale Informationen liefern
(Huijsmans et al. 1986, Karen et al. 2003). Allerdings reicht die Detailgenauigkeit
oft nicht an die von konventionellen lichtmikroskopischen Praparaten heran
(Fiala 2005). Das Gesichtsfeld ist meist auf 200 x 200 um, die Eindringtiefe in
das Objekt auf 100 ym beschrankt (Karen et al. 2003).

Konfokalmikroskope lassen aul3erhalb des Fokus verlaufende Lichtstrahlen au-
Rer Acht und liefern eine grolRe Auflésung (Laurent et al. 1992). Limitierend ist
hierbei jedoch die Dicke des zu untersuchenden Materials und als Storgréflien
spielen die Lichtdurchlassigkeit sowie Lichtabschwachung in tieferen Gewebe-
schichten eine Rolle. Bildverformungen durch Abbildungsfehler kbnnen auftre-
ten. Zur Darstellung von grélieren Strukturen muss also auf optische Schnitte
von mehreren physikalisch hintereinander geschnittenen Blocken zurlickgegrif-
fen werden (Karen et al. 2003). Jirkovska et al. verwendeten fur die Re-
konstruktion mesonephraler Strukturen in Huhnerembryonen beispielsweise 2
pm dicke optische Serienschnitte in vier sukzessiven 30 um dicken Gewebeblo-
cken. In dieser Studie wurde dartber hinaus bewusst auf eine Deparaffinisierung

des fixierten Materials verzichtet, um die raumliche Anordnung struktureller Ein-
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zelheiten zu bewahren und Artefakte sowie Verschiebungen zu vermeiden
(Jirkovska et al. 2005).

Geeignete Algorithmen sind in der Lage, korrespondierende Objekte problemlos
einander zuzuordnen und auch sich aufzweigende Strukturen wie etwa Kapillar-
gefalRe, bei denen die sogenannte branching-Problematik auftritt, zu verarbeiten
und darzustellen (Chen et al. 2007).

Karen et al. konnten mit Hilfe der Softwarepakete GlueMRC und LinkMRC viel-
versprechende Ergebnisse im Hinblick auf teilautomatisierte Bildregistrierung
von optischen Schnitten erhalten. GlueMRC dient dabei dem Zusammensetzen
benachbarter Bilder ahnlich einem Mosaik. LinkMRC uUbernimmt die Anordnung
und Aneinanderreihung der hintereinander geschnittenen und untersuchten BIo6-
cke. In beiden Fallen muss manuell nur eine grobe Ausrichtung vorgegeben
werden. Das exakte Alignment wird auf Basis von Intensitatskriterien der Farb-
informationen der Bilder berechnet. Voraussetzung fur dieses Verfahren ist je-
doch, dass weder zu grofde Verformungen noch Gewebsverluste zwischen den

einzelnen Bildstapeln aufgetreten sind (Karen et al. 2003).

2.1.5 Arbeit mit physikalischen Schnitten

Bei der Arbeit mit physikalischen Schnitten (real sectioning) werden als initiale
Arbeitsschritte ausgehend von dem in Paraffin eingebetteten Substrat das
Schneiden mittels Mikrotom, die Deparaffinisierung, Rehydrisierung und das
Einfarben notig. Serielles Schneiden eines Gewebeblocks ist sehr zeit- und
arbeitsintensiv. Die Anzahl der zur Visualisierung eines Objektes zur Verfligung
stehenden Schnitte bestimmt maf3geblich deren Qualitat (Funnell 1984). Der Er-
folg der Rekonstruktion aus histologischen Schnitten hangt des Weiteren sehr
stark von Faktoren wie Gewebsveranderungen und —verformungen beim Kon-
servieren, Einbetten und Schneiden sowie der Genauigkeit der Datenakquisition
und Bildausrichtung ab (Haas und Fischer 1997). Artefakte wie Zerrung und
Stauchung sowie mechanische Beschadigung und Verlust einzelner Schnitte
konnen leicht auftreten (Jirkovska et al. 2005, Manconi et al. 2001) und ihr Grad
steht in engem Zusammenhang mit Art und rdumlicher Anordnung der zu
untersuchenden Strukturen (Scarborough et al. 1997). Dies kann fur die weiteren

Arbeitsschritte Verformungen und Verlagerungen von Strukturen mit sich
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bringen, die eine Ausrichtung und Rekonstruktion unmoglich machen. Die
Verwendung von Kunststoff als stabilisierendes Medium vermag dies zum Teil
zu verhindern (Fujimura und Nozaka 2002).

Die Arbeit mit episkopischen Bildern, die von der Objektoberflache aufgenom-
men werden, stellt ein schnelles Verfahren dar, da keinerlei Verschiebungen
stattfinden und zeitraubende Arbeitsschritte der Reorientierung nicht nétig sind.
Dieses Vorgehen ist vor allem geeignet, wenn keine hohe histologische Auflo-
sung bis auf zellulare Ebene gefordert ist (Weninger et al. 1998). Technische
Grundlage der Farbung der Objektoberflache war in der Arbeit von Weninger et
al. eine Blei-Sulfid-Reaktion. Der fixierte und mit Bleiazetat griindlich vorgefarbte
Objektblock (on block staining) wurde auf dem Mikrotom geschnitten, wobei in
jeder Schnittebene mit einer festinstallierten Kamera zunachst ein natives Bild
erstellt wurde. Im Folgenden erfolgte das Auftragen einer Natriumsulfidldsung
und mittels eines Luftstrahls das Entfernen von Uberschissigen Losungsmen-
gen. Schliel3lich wurde eine zweite Aufnahme, diesmal von der gefarbten Ober-
flache (stained image) vorgenommen. Dieses Prozedere wurde uber den ge-
samten Schneideprozess hinweg fortgesetzt und die Bilder vollautomatisch digi-
talisiert. Weitere Programmfunktionen glichen die Helligkeit der einzelnen Bilder
an. Durch die Subtraktion des Nativbildes von dem gefarbten wurde ein Kontur-
bild der Probe erzeugt, auf das eine automatische Segmentation mittels eines
dynamic-treshold-Algorithmus angewendet werden konnte (Weninger et al.
1998). Die dreidimensionale Rekonstruktion wurde auf Basis des Marching-

Cubes-Algorithmus durchgeflhrt.

2.1.6 Verwendung histologischer Schnittbildserien

Methoden zur dreidimensionalen Rekonstruktion sind gefragte und unentbehr-
liche Verfahrensweisen in der Embryologie und Entwicklungsbiologie, da sie Tu-
ren zum besseren Verstandnis komplexer Entwicklungs- und Differenzierungs-
vorgange oOffnen. Sie stellen Wissenschaftler aber gleichzeitig im Hinblick auf
Zeit- und Arbeitsintensitat vor grof3e Herausforderungen und Probleme. Wah-
rend 3D-Visualisierungen in Techniken, die wie CT, MRT und CLSM virtuelle
Schnitte liefern bereits routinemallig eingesetzt werden, haben sie sich im Zu-

sammenhang mit physikalischen Schnitten noch nicht durchsetzen konnen. Dies
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ist auf drei grol3e, regelmafig bei physikalischen Serienschnitten auftretende
Phanomene zurtickzufihren. Hierbei handelt es sich um Fehlausrichtung, Ver-
formung und Variationen in der Farbungsintensitat (Streicher et al. 1997). Stellt
man sich Serienschnitte in einer Sequenz filmahnlich abgespielt vor, so entsteht
aus der Summe der Abweichungen ein dynamisches Rauschen. Bedingt durch
die Methodik kommt es bei der Praparation der Schichtpraparate zu Translation,
Rotation und Skalierung der einzelnen Bilder gegeneinander, die manuell oder
mittels geeigneter Algorithmen korrigiert werden mussen (Kahn et al. 1996). Die
Abhangigkeit von externen, kunstlich angelegten Anhaltspunkten, sogenannten
landmarks, macht die Nutzung einiger hierauf ausgerichteter Verfahrensweisen
fur die Visualisierung konventioneller oder archivierter Schnittbildserien
problematisch, obgleich sie gute Moglichkeiten bieten, geometrische
Abweichungen automatisch zu korrigieren und den Alignment-Prozess weitest-

gehend zu automatisieren (Stoltenberg et al. 1997).

2.1.6.1 Darstellung tubularer Strukturen

Die Visualisierung komplexer tubularer Strukturen, wie sie etwa in Hoden, Ne-
benhoden, Prostata oder Niere vorkommen, stellt hohe Anforderungen an die
Genauigkeit der weiteren Bildverarbeitung. Ineinander gewundene Rdhrensys-
teme stellen sich im zweidimensionalen Schnittbild in dementsprechend unmit-
telbar benachbarten runden bis langsovalen Strukturen dar. Schon beim Schnei-
deprozess konnen sich durch mechanische Einwirkungen geometrische Ver-
schiebungen manifestieren, die ein spateres Alignment zweier benachbarter
Bilder nahezu unmdglich machen und in der Rekonstruktion auf falsche raumili-
che Beziehungen schlie3en lassen.

Stoltenberg et al. (1997) rekonstruierten aus einer histologischen Schnittbildserie
des Nebenhodens einer Ratte den Ductus epididymidis. Die Schnitte waren ohne
Marker angefertigt worden. Nach dem Alignment konnte durch Darstellung virtu-
eller Schnitte entlang der z-Achse der Erfolg der Angleichung Uberpruft werden.
Solch virtuelle Schnitte kdnnen Uberdies auch vollkommen neue Erkenntnisse

uber Organstrukturen eréffnen (Stoltenberg et al. 1997).
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2.1.6.2 Marker-basierte Vorgehensweisen

Die mangelhafte Ausrichtung der einzelnen Schnitte eines Bilderstapels zuein-
ander stellt oft die grof3te Hirde in der Rekonstruktion dar. Auf der Suche nach
einer gréltmoglichen Vereinfachung und gegebenenfalls Automatisierung des
gesamten Reorientierungsprozesses kann versucht werden, Bezugspunkte in
der Probe festzulegen, die nach dem Schneiden und Farben ermdglichen, die
raumlichen Ausgangsverhaltnisse wiederherzustellen. Ideale Bezugspunkte
mussen sowohl Aufschluss uber die OriginalgroRe der Probe als auch Uber de-
ren geometrische Orientierung geben. Sie sollten Uber die gesamte Schnittlange
der Probe identisch sein und von einem geeigneten Algorithmus unmissver-
standlich erkannt werden koénnen (Streicher et al. 1997). Man unterscheidet
zwischen internen Markern, die in den meisten Fallen Teil des =zu
untersuchenden Gewebes sind und externen Bezugspunkten, die im Rahmen
der Fixierung artifiziell in das zu bearbeitende Objekt eingefugt wurden.

Der Bezug auf markante, interne Strukturen zum Alignment scheitert oft bereits
daran, Strukturen zu definieren, die sich Uber die gesamte zu untersuchende
Lange der Probe konstant oder zumindest nachvollziehbar genug verhalten. Es
ist nicht moglich, ein objektives Mal} fur Verschiebung und Verformung aus ih-
nen zu erhalten. Das Alignment findet daher stets nur unter Berucksichtigung der
einzelnen Bilder untereinander, nicht jedoch gegenuber der Ausgangsgeometrie
statt. Man kann in diesem Fall von einer gemittelten oder auch idealisierten Re-
konstruktion sprechen (Streicher et al. 1997).

Die Verwendung von externen Markern bietet eine Reihe von Vorteilen. Durch
die Einflhrung von simplen Materialien ist sichergestellt, dass deren Form in al-
len Schnitten gleich bleibend ist und sie ohne grofien Rechenaufwand automa-
tisch zugeordnet werden konnen. Zahlreiche Arbeitsgruppen haben in den letz-
ten Jahren verschiedene organische und anorganische Substanzen wie etwa
Nervenfasern, Faden oder Drahte mit in den Praparatblock eingebettet
(Andreasen et al. 1991, Burston und Thurley 1957, Johnson et al. 1989, Prothero
und Prothero 1986). Eine weitere Moglichkeit ist das Anfertigen von Bohr- oder
Laserléchern in dem Block (Kriete und Magdowski 1990). Laserlécher haben je-
doch den Nachteil, dass sie eine konische Form annehmen und die Verarbeitung
damit erschweren sowie die Lange des Praparatblockes mit der maximalen Ein-

dringtiefe des Lasers begrenzt ist (Streicher et al. 1997).
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Eine Arbeitsgruppe aus Wien (Streicher et al. 1997) wahlte zur dreidimen-
sionalen Rekonstruktion 183 histologischer Schnitte von Gliedmalienanlagen der
Maus das im folgenden beschriebene Prozedere, die sogenannte EMAC-
Methode (External Marker-based Congruencing).

Die Probe wurde nach vollstandiger Entwasserung in einem Kunststoffmedium
eingebettet, da beispielsweise Paraffin in den herkdmmlichen histologischen
Arbeitsgangen wieder entfernt wird, fur die zuverlassige Verwendung externer
Marker jedoch eine permanente Einbettung notwendig ist. Nach Aushartung des
Mediums wurden vier parallele Bohrlécher in Langsrichtung angefertigt, deren
Abmessungen zur spateren Kontrolle dokumentiert wurden. Es folgte die Anferti-
gung der 10 um dicken Schnitte und die Farbung mit Alzianblau zur Hervorhe-
bung der Knorpelsubstanz sowie mit Eosin, um die Umrisse der Probe und die
Bohrlécher zu markieren. Hiernach wurden nach einer groben Vorausrichtung
unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Kamera Grauwert-Bilder der einzelnen
Schnitte auf dem Datentrager gespeichert. Zur Automatisierung des Bildverar-
beitungsprozesses wurden zwei Programme, sogenannte Makros geschrieben.
Das erste Programm analysierte zunachst die Farbung des Hintergrundes und
passte die Grauwerte durch Abgleich mit einem leeren Referenzobjekttrager an.
Des Weiteren erkannte das Makro die externen Marker (die Bohrlécher) anhand
ihrer sehr hellen Farbung und markierte sie als schwarze Bereiche. Automatisch
wurde jede Bilddatei fortlaufend benannt und gespeichert. Das zweite Makro
diente der Erkennung der externen Marker, generierte deren zwei Diagonalen
zueinander und verschob und rotierte die Bilder in eine durch Ermittlung groft-
moglicher Deckungsgleichheit der Marker und deren Diagonalen ausgerichtete
Position. Dabei wurden auch Stauchungen und Zerrungen ausgeglichen.
SchlieRlich segmentierte es die relevanten Strukturen und die Bohrlécher mit
Hilfe eines Schwellenwertverfahrens und speicherte die Daten als binare Bilder,
die so von jeder Rekonstruktionssoftware weiterverarbeitet werden konnten. Der
Zeitaufwand von der Bildgewinnung bis hin zum 3D-Modell betrug in diesem Fall
ungefahr funf Stunden. Der Erfolg und die Genauigkeit des Alignments und der
Segmentierung konnten an der Gestalt der rekonstruierten Bohrlécher nachvoll-
zogen werden.

Ein ahnliches Vorgehen wurde von Knabe et al. (2002) zur dreidimensionalen

Rekonstruktion eines Nagetier-Gehirnes gewahlt. Der kunststoffeingebettete

18



Literaturibersicht

Praparatblock wurde zum einen hochauflésend in einer Arbeits-Serie in einer
entsprechenden Farbung digitalisiert und gespeichert, zum anderen in einer
Referenz-Serie mit einer geringeren Auflosung, die vor allem der Darstellung der
Konturen des Resin-Blockes diente. Die so gewonnenen Hybrid-Schnitte wurden
mit Hilfe von Bildbearbeitungs- und Renderingtools zu einem dreidimensionalen
Modell verarbeitet (Knabe et al. 2002).

2.1.7 Die Software-Anwendung ,,Amira“

2.1.7.1 Grundgedanke

Die Anwendung ,Amira“ dient der High-End-Visualisierung und soll die meist
einfache Handhabung einer Software, die fir bestimmte Anforderungen pro-
grammiert wurde mit der Moglichkeit, eben diese Software durch eigene Modifi-
zierung ganz individuell an den jeweiligen Forschungsanspruch anzupassen,
vereinen. Dazu wurde das Programm mit der Zielsetzung entwickelt, dass auch
ungelbte Benutzer einfache Visualisierungen mit nur wenigen Maus-Klicks dar-
stellen kdnnen, gleichzeitig jedoch Uber die Integration eines Scripting-Interfaces
auch sehr hohe Flexibilitatsanspruche befriedigt werden kdnnen, da hiermit die
Mdglichkeit zum selbstandigen Einfligen von Modulen und automatisierten Pro-
zeduren besteht. ,Amira“ unterstitzt eine Vielzahl gangiger Dateiformate und
verschiedene Rechen-Plattformen, insbesondere Windows 32- und 64-bit, Ma-
cintosh, Linux und andere Unix-Varianten. Durch die Verwendung aktuellster Al-
gorithmen soll erreicht werden, dass eine Optimierung sowohl im Hinblick auf die

Hardware Performance als auch auf die Bildqualitat erfolgt (Stalling et al. 2005).

2.1.7.2 Programmbasis

LAmira“ basiert auf Open Inventor, einer in der Programmiersprache C++ ver-
fassten Programmbibliothek zur Erstellung von 3D-Grafiken unter Verwendung
von OpenGL. Es verfugt Uber eine modulare Software-Architektur, in der ver-
wandte Module in Einheiten zusammengefasst sind. Diese sind in shared
libraries (DLL unter Windows) hinterlegt, was die jeweils auszufuhrende Daten-
grofde klein halt und Aktualisierungen im Fall von Programm-Updates erleichtert.

Die graphische Benutzeroberflache von ,Amira“ wurde mit Hilfe von Qt pro-
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grammiert, einer Datenbank, die Kompatibilitat mit allen unterstitzten Betriebs-
systemen erreicht.

Das scripting-interface, eine Maoglichkeit, Routine-Prozeduren durch die Eingabe
von Programmierbefehlen weitestgehend zu automatisieren bzw. neue Module

zu integrieren verwendet Tcl, eine weit verbreitete Open-Source-Skriptsprache.

2.1.7.3 Benutzeroberflache, Bedienung, Funktionen

Die Benutzeroberflache von ,Amira“ setzt sich aus drei Fenstern zusammen.
Dadurch wird die Zahl offener Fenster, zwischen denen man wechseln muss mi-
nimiert und sich Uberlappende Fenster weitestgehend vermieden.

In einem Grafik-Fenster werden die Visualisierungsergebnisse dargestellt und
mit verschieden Grafikinstrumenten kénnen Ansichtsoptionen geandert werden.
Das Konsolen-Fenster dient zur Anzeige von Meldungen und zur Eingabe von
zusatzlichen Befehlszeilen. Der ,Objekt-Pool“ schliel3lich stellt eine Art Schalt-
zentrale der Software dar. Hier werden per drag-and-drop oder mit dem Datei-
Browser Grafikdateien hinzugefiigt und in Form eines Netzwerkes, das den Da-
tenfluss darstellt, mit verschiedenen Visualisierungstools verknupft. Diese Tools
werden in Form eines Icons angezeigt und man kann sie aus einem kontextge-
steuerten MenU, das nur die fur den vorhandenen Datensatz relevanten Anwen-
dungen anzeigt, auswahlen. Die jeweiligen Einstellungen konnen unterhalb in
den sogenannten ports geandert werden (Abb. 3).

Die Verbindung der Objekte im Pool durch Linien lasst klar nachvollziehen, wel-
cher Datensatz mit welchen Werkzeugen verknupft ist und welches Rechener-
gebnis beispielsweise daraus resultiert. In dieser Art entstandene Netzwerke
konnen in einem Tcl-Skript abgespeichert und in der nachsten Arbeitssitzung
somit leicht wiederhergestellt werden.

Die Ports kdnnen meist Uber eine Schaltflache im dazugehdrigen Icon zu- bzw.
abgeschaltet werden und ihre Modifizierung geschieht Uber Schieber, Eingabe-
felder oder Ahnliches. Veranderungen im Visualisierungsergebnis kénnen je
nach Rechenaufwand und Hardware-Performance mehr oder weniger zeitnah im

Grafik-Fenster betrachtet werden.
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Abbildung 3: Benutzeroberflache in ,,Amira“; links: Objekt-Pool und Konsolen-Fenster;
rechts: Grafik-Fenster

Neben Daten wie von CT, MRT, Ultraschall und CLSM kdnnen auch konventio-
nelle mikroskopische Bilddaten Verwendung in ,Amira“ finden. Zur Betrachtung
der 2D-Schnitte wird zum einen OrthoSlice angeboten, das z-Achsen-orientierte
Schnitte anzeigt und zum anderen ObliqueSlice, bei dem die Achse willkurlich
gewahlt werden kann.

Vor allem bei der Arbeit mit physikalischen Schnitten wird eine Ausrichtung der
Bilder notig, um vorausgegangene Verschiebungen auszugleichen. Hierzu bietet
2Amira“ AlignSlices, ein Tool mit dem wahlweise handisch, semi-automatisch
oder automatisch ein Alignment ausgefuhrt wird. Bei der manuellen Ausrichtung
kann durch die semitransparente Darstellung zweier aufeinanderfolgender
Schnittbilder mittels Translation und Rotation ein guter Angleich erfolgen. Durch
das Setzen von landmarks ist das Programm in der Lage, selbstandig Verschie-
bungen durchzufihren. Ebenso ist es moglich, das Alignment vollautomatisch
nur auf Basis der Berechnung einer minimalen Grauwertabweichung zu vollzie-
hen. Die alignierten Bildstapel werden im Amira-mesh Dateiformat gespeichert.
Die Segmentierung, also der Prozess, der jedem Pixel bzw. Voxel Zugehorigkeit
zu einem bestimmten Material oder einer Struktur zuweist, geschieht in ,Amira“

uber die Erstellung von labels, in welchen diese Informationen hinterlegt sind.
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Der segmentation-editor bietet verschiedene Tools an. Im einfachsten Fall kon-
nen Bereiche mit einem Lasso, einem Pinsel oder mithilfe des Grenzwertes aus-
gewahlt werden. Anspruchsvollere Verfahren sind 2D- oder 3D-Bereichswachs-
tumsverfahren. Beliebig viele Materialien konnen benannt und Farben ausge-
wahlt werden. Der Segmentierungsprozess kann anhand der Anzeige entlang
aller drei Achsen kontrolliert werden. Mithilfe von Filtern (Glatten, Rauschfilter)
und Interpolationsfunktionen kann das Ergebnis verfeinert werden.

Nachdem die /abels fur einen Bildstapel editiert wurden, kann ein polygonales
Oberflachenmodell errechnet werden, bei dem die Konturen benachbarter Bilder
passend verbunden werden. Dies geschieht auf Basis des Marching-Cubes-
Algorithmus. Sollte die resultierende Oberflache fir weitere Rechenschritte zu
detailliert sein, kann sie vereinfacht bzw. mit dem surface editor vielfaltig bear-

beitet werden.

2.1.7.4 Anwendungsbeispiele

Dreidimensionale Darstellungstechniken haben einen weiten Anwendungsbe-
reich in Medizin und Biologie gefunden. Aktuell dienen sie zunehmend dazu,
diagnostische Moglichkeiten zu erweitern oder Uberhaupt erst zu erschliel3en
und in der Chirurgie mittels quantitativer Analyse und Simulation operative Zu-
gange in Lehre und Praxis aufzuzeigen bzw. zu planen (Hege 2003). ,Amira“
unterstutzt den gesamten Prozess, vom Einlesen der Bilddaten bis hin zur drei-
dimensionalen Rekonstruktion und ermdglicht die Betrachtung stereoskopischer
Bildpaare sowie numerische Simulation und Optimierung von Daten.

Anwendung findet die Software beispielsweise in der Hyperthermie-Krebsthera-
pie. Durch die Bestrahlungsplanung an einem zuvor generierten, detaillierten
Patientenmodell kann die Belastung fur das umgebende, gesunde Gewebe mi-
nimiert werden, wahrend im Tumorgewebe ein maximaler Effekt erreicht wird.
Auch in der chirurgischen Operationsplanung kann die Visualisierung eine ent-
scheidende Rolle spielen. Der Operateur kann beispielsweise verschiedene Zu-
gange zu einem tiefer gelegenen Hirntumor durchspielen und den schonendsten,
sinnvollsten auswahlen. Asthetische Aspekte, wie etwa Folgen eines operativen
Eingriffs am Gesichtsschadel kdnnen dem Patienten gegenliber anschaulicher

und differenzierter kommuniziert werden.
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Studien Uber komplexe Strukturen wie etwa die Situation der Gefallversorgung
und des Blutflusses im menschlichen Kortex im Rahmen der Schlaganfall-For-
schung konnen zum besseren Verstandnis fuhren und Uber den Vergleich von
Daten verschiedener Probanden Risikomerkmale erkennen lassen’.

Basierend auf ,Amira“ wurden in ,Virtual Insect Brain“®, einem Projekt, das sich
intensiv mit der Erforschung des Drosophila-Gehirnes beschaftigte, Auspragun-
gen und Varianzen des Gehirns untersucht und eine Art ,Standardgehirn® durch
den Vergleich mehrerer Datensatze entwickelt (Jenett et al. 2006, Zockler et al.
2001).

2.1.8 Anwendungen der Rekonstruktion in der Veterindr- und

Humanmedizin

Bei einer Vielzahl medizinischer Fragestellungen stellt die computergestutzte
Verarbeitung tomographischer Daten die einzige Methode dar, um befriedigende
und verlassliche Ergebnisse zu erhalten. Vor allem auch die topographische
Situation komplexer Strukturen und die Morphogenese von Organsystemen kon-
nen nur im dreidimensionalen Kontext vollkommen verstanden werden (Arnold
und Lang 2001). Virtuelle Rekonstruktionen bringen einige klare Vorteile gegen-
Uber zum Beispiel dem Anfertigen von Modellen mit sich. Sie kbnnen vermessen
und genauestens analysiert werden und es ist moglich, sie in beliebig vielen
Ebenen und Orientierungen zu schneiden und zu betrachten. Einmal auf einem
Datentrager gespeichert kdnnen sie leicht kopiert, an Kollegen weitergegeben
oder beispielweise in Internetinhalten prasentiert werden (Haas und Fischer
1997, Scarborough et al. 1997).

Die Erstellung sogenannter Voxel-Modelle begann in den 1980er Jahren und hat
in den letzten Jahren massiv zugenommen (Caon 2004). Aus Daten, die zum
Teil von Leichen, zum Teil aber auch von Patienten gewonnen wurden, erstellten
verschiedene Arbeitsgruppen unterschiedlich umfangreiche Modellsatze. Zu-
meist handelt es sich bei dem Untersuchungsmaterial um Rekonstruktionen
kryogeschnittener bzw. radiologisch untersuchter menschlicher Leichen oder

Teilen davon, da sich bei Patienten das Problem einer nicht vertretbaren Strah

! http://www.amiravis.com/images/stories/pdf/web-amira-brochure.pdf (06.04.10)
2 http://www.neurofly.de (06.04.10)
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lenexposition ergibt. Die Ergebnisse sind zum Teil auch im Internet zuganglich
(Abb. 4 und 5). Beispiele hierfirr sind das Visible-Human-Project' sowie Voxel-

Man?.

mputer Science in Medicine,

Abbildung 4: Darstellung der inneren Organe in Voxel-Man; aus http://voxel-man.de

Die grofRe Bedeutung dieser Modelle liegt darin, dass sie eine verlassliche Ana-
tomie bieten, da sie von realen Korpern abgeleitet sind. Auf ihrer Grundlage
konnen beispielsweise Berechnungen zur Dosimetrie an einem standardisierten
Durchschnittskorper (Reference Man) in der diagnostischen Radiologie durch-
gefuhrt werden. Nachteile sind unter anderem darin zu sehen, dass Strukturen,
die wie etwa Periost oder Epidermis unterhalb der Pixelebene anzusiedeln sind,
nicht oder nur schwer zu segmentieren sind und ihre Proportionen falsch darge-
stellt werden (Caon 2004).

! http://www.nlm.nih.gov/research/visible/visible _human.html (06.04.10)
2 http://www.voxel-man.de (06.04.10)
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Abbildung 5: Anatomie eines Hundes im "Visible Animal Project"1

Sakas et al. entwickelten ein Softwarepaket, das es ermdoglicht, Ultraschalldaten
in Voxel-Daten, analog denen von Tomogrammen, umzuwandeln. Die Software
InViVo ist in der Lage, am Videoausgang nahezu jeden Ultraschallgerates Bild-
daten abzugreifen, zu digitalisieren und abzuspeichern. Mittels eines elektro-
magnetischen Systems wird die Position des Schallkopfes zum Zeitpunkt der
Aufnahme erfasst, sodass die zweidimensionalen Ultraschallbilder in ein regula-
res 3D-Gitter Ubersetzt werden kénnen. Die Grauwerte der Pixel werden durch
verschiedene Algorithmen in jene der neu entstandenen Voxel interpoliert und
die Bildqualitat, die beim Ultraschall jenen anderer bildgebender Verfahren un-
terlegen ist, durch den Einsatz bestimmter digitaler Filter optimiert. Da automati-
sche Segmentierungsergebnisse meist nicht befriedigend sind, wird die Visuali-
sierung Uber Volume-Rendering dargestellt. Als Ergebnis erhalt der Untersucher
dreidimensionale Bilddaten, in denen er unter anderem Strecken und Volumina
ausmessen, beliebige Schnittebenen anlegen und Operationszugange planen
kann (Sakas 1997).

! http://www2.vetmed.uni-muenchen.de/anat1//rekonstruktionen.htm (06.04.10)
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Viele Hersteller arbeiten an der Integration von 3D-Verfahren in Geratesoftware
zweidimensionaler Diagnostikgerate und PACS (Picture Archiving and Commu-
nications Systeme).

Dreidimensionale Bilddaten, die den Prozess der Segmentierung durchlaufen
haben, kdnnen neben Visualisierungen auch realistische Drahtgittermodelle des
Patienten liefern. Diese sind Ausgangspunkt fur die Planung von Operationen
und Therapien. Die Medizin erhofft sich hiervon bessere Operationsergebnisse
sowie befriedigendere Heilungsverlaufe. Als Beispieldisziplin ist hier die Mund-
Kiefer-Chirurgie zu nennen. Es kann eine moglichst detaillierte Vorhersage Uber
den postoperativen Zustand gegeben werden und selbst die Simulation der neu-
geschaffenen Mimik ist moglich (Hege 2004).

Die Lippen-Kiefer-Gaumenspalte ist in der Humanmedizin die haufigste kranio-
faziale Fehlbildung. Dohrmann et al. entwickelten mit Hilfe eines Softwaresys-
tems aus hochauflésenden histologischen Schnittbildaufnahmen aus dem kra-
niofazialen Bereich menschlicher Feten ein dreidimensionales Modell der rele-
vanten Strukturen. Dieses Modell ist Grundlage fur den Vergleich der
unterschiedlichen Operationsverfahren untereinander und mit den Verhaltnissen
beim gesunden Feten mittels Finite-Element-Analyse (Dohrmann et al. 2004).
Als weiteres Anwendungsbeispiel ist die Rekonstruktion der individuellen Ana-
tomie von Spenderorganen vor einer Transplantation zu nennen. Hierdurch kon-
nen Operationsrisiken reduziert und gegebenenfalls passendere Spender gefun-
den werden. Wang konnte dies am Beispiel der Nierentransplantation aufzeigen
(Wang et al. 2007).

Bei allen Moglichkeiten, die die Visualisierung erdffnet, darf jedoch nicht Uberse-
hen werden, dass sich durch die Vielzahl von Rechenschritten und durch Visua-
lisierungseffekte Fehlinformationen manifestieren kdnnen, die in einem schlicht
falschen Modell resultieren (Ziegler 2005). Dies kann in der Medizin fatale Fol-
gen haben. Daten, die zur medizinischen Entscheidungsfindung herangezogen

werden, mussen normierbar sein.
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2.1.8.1 Anwendungen in Anatomie und Embryologie

3D-Prasentationen finden in der Lehre zunehmend Beachtung, um den Lernen-
den beispielsweise Organsysteme zu erlautern, die komplizierten Transformatio-
nen in Morphologie und Funktion unterliegen.

Form und GroRe von Strukturen und Geweben konnen ebenso wie ihre Bezie-
hungen zueinander anschaulich dargestellt werden und es ist moglich, bei-
spielsweise Messungen im Hinblick auf Langen und Volumina von Organen vor-
zunehmen (Manconi et al. 2001).

In digitalen anatomischen Atlanten konnen Datensatze des gleichen Organs
vieler Individuen einer Spezies akkumuliert werden. Es entstehen Referenz-
systeme, die Uber die Berechnung von Mittelwerten eine Durchschnittsanatomie
abbilden (Krevert 2005). Als Beispiel hierfur ist unter anderem das bereits er-
wahnte Standard Drosophila Brain zu nennen (Zockler et al. 2001).

Im “Edinburgh Mouse Atlas Project”’

(Emap) wird die Entwicklung von Maus-
Embryonen der Theiler-Stadien 1 bis 23 visualisiert. Als Ausgangsmaterial dien-
ten histologische Schnitte, die elastisch mittels landmarks registriert und an-
schlieBend manuell segmentiert wurden. Der Atlas bildet den Rahmen flr
Emage (Edinburgh Mouse Atlas Gene Expression), eine Genexpressions-Da-
tenbank. Hierdurch werden Genexpression und anatomische Strukturen ver-
knlipft. Der Atlas und die Datenbank stehen im Internet frei zur Verfiigung?.

"3 ist ein weiteres im Internet

Das ,Multidimensional Human Embryo Project
verfugbares Projekt. Menschliche Embryonen der Stadien 10 bis 23 wurden
mittels MR-Mikroskop (T1, T2 und Diffusion) erfasst. Die Daten wurden in Adobe
Photoshop segmentiert und an Silikon-Graphics-Arbeitsplatzen tber Volume-
Rendering dargestellt. Die Stadien konnen in Apple-Quicktime-Animationen dar-

gestellt werden.

! http://genex.hgu.mrc.ac.uk (06.04.10)
2 http://www.emouseatlas.org/emage/home.php (06.04.10)
3 http://embryo.soad.umich.edu (06.04.10)
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2.2 Mesonephros

2.2.1 Einfuhrung

Die gemeinsame Anlage des Harn- und Geschlechtsapparates wird vom mittle-
ren Keimblatt gebildet. Aufgrund der engen funktionellen und morphologischen
Verbindung der beiden Organsysteme spricht man auch vom Urogenitalsystem.
Vertebraten besitzen Nieren, die kompakte Organe sind und sich aus dem Me-
soderm entwickeln. Die Organentwicklung schreitet von kranial nach kaudal fort.
An zwei Stellen wird dieser Prozess unterbrochen, wodurch die vorderen, mittle-
ren und hinteren Abschnitte zeitlich nacheinander gebildet werden. Zumeist de-
generieren die vorderen Abschnitte sobald die hinteren Funktionsfahigkeit erlan-
gen. Ruckbildungsvorgange vollziehen sich also ebenfalls in der Richtung von
vorn nach hinten.

Am weitesten kranial bzw. anterior gelegen findet sich der Pronephros, der je
nach Spezies Uber ein bis zwolf Nephrotom-Paare verfligt, meist jedoch nicht
mehr als vier aufweist (Hildebrand und Goslow 2003). Er ist streng segmental
angelegt. Wenigstens rudimentar tritt der Pronephros bei allen Vertebraten in Er-
scheinung, funktionsfahig ist er jedoch nur bei Larven von Knochenfischen und
Amphibien und moglicherweise Uber eine kurze Zeitspanne bei Embryonen von
Reptilien. Seine tierartlich groRe Variabilitat erklart sich durch seinen sehr alten
Ursprung und eine sehr reduzierte Funktion. Glomerula als einstilpende Gefal}-
knduel fehlen. Die Vornierenkanalchen verschwinden rasch wieder
(Zietzschmann und Krolling 1955). Der Ausfihrungsgang, der primare Harnleiter
oder auch Wolffsche Gang, entsteht durch Verschmelzung der Vornierenkanal-
chen sowie Lumenbildung und bleibt nach der Degeneration des Organs beste-
hen.

Die mittlere Niere wird Mesonephros genannt und soll als Inhalt dieser Arbeit im
Folgenden detailliert behandelt werden.

Der am weitesten kaudal gelegene Teil der Nieren, der sich aul’erdem sowohl
onto- als auch phylogenetisch zuletzt entwickelt, ist der Metanephros, der uns
als das bleibende Organ beim adulten Tier bekannt ist. Auf ihn soll hier nicht

weiter eingegangen werden.
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2.2.2 Entwicklung und Struktur der Urniere

Der Mesonephros im engeren Sinne ist nur bei Féten von Amnioten vorhanden.
Diese Tiere verfugen als Adulte ausschlieBlich Uber die posteriore Niere, den
Metanephros. Bei Anamnioten bildet sich kaudal des Pronephros ausschlieflich
eine Niere aus, die bei diesen Tierarten dann als Opisthonephros bezeichnet
wird.

In der embryonalen Entwicklung spielt der Mesonephros als exkretorisches und
endokrines Organ sowie aufgrund seiner Beteiligung an der Bildung der Gona-
den und der Nebenniere eine wichtige Rolle (Moritz und Wintour 1999).

Die Urniere entwickelt sich zeitlich nach der Vorniere aus dem intermediaren
Anteil des Mesoderms, stets eine lange Reihe von Somiten umfassend. Dieser
Abschnitt des Urnierenblastems wird als Urogenitalplatte bezeichnet. Hier bilden
sich aus provesikularen Zellhaufen auf induktiven Reiz des Wolffschen Ganges
hin zunachst von kranial nach kaudal fortschreitend Urnierenkugeln. Durch Lu-
menbildung werden sie zu Urnierenblaschen mit kolumnaren Epithel, die noch
durch eine Basalmembran vom Wolffschen Gang getrennt sind. Sie dehnen sich

weiter zu Urnierenkanalchen aus und treten einerseits mit dem Urnierengang,

@ @ andererseits mit Nebenasten der Aorta in Kontakt
rJ @De (Bremer 1915). Die Nephronanlage wird durch eine
'J @&n Basallamina vom umgebenden Bindegewebe abge-

grenzt. Loffelartige Vertiefungen nehmen die Aa.

mesonephridicae auf (Abb. 6). So entsteht die Bow-
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Abbildung 6: Bildung der Urnierenkandlchen.
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Harn-Schranke nachgewiesen werden (Sticklat 2009). Gemeinsam bilden sie
das Urnierenkoérperchen. Dieser Zustand ist beim Schwein am 17. Graviditatstag
erreicht.

Die Anlage des Nephrons hat zu diesem Zeitpunkt die Form eines Destillierkol-
bens. Die Bildung neuer Nephrone ist beim Menschen mit 5 bis 7 mm SSL und
einer Anzahl zwischen 35 und 38 Nephronen abgeschlossen (Ludwig und
Landmann 2005).

Bei der Katze ist im 8 bis 10 Somitenstadium eine Verdickung ein erster Hinweis
auf die Entwicklung des Mesonephros. Tubuli treten ab 20 Somiten kaudal des
11. Somiten auf, Glomerula finden sich mit 35 bis 36 Somiten kaudal des 12.
Somiten (Fraser 1920). Die Urniere der Katze wachst bis zu einer SSL von 32
mm (Bremer 1916) bzw. bis zum 21. Tag der Entwicklung und hat zu diesem
Zeitpunkt mit 6,5 mm Lange sowie ca. 50 Nephronen ihre maximale Ausdehnung
erreicht (Tiedemann 1976). Beim Schaf sind bei Embryonen von 12,5 mm SSL
70 bis 80 Paare von Urnierenkanalchen angelegt. Seine funktionelle Reife er-
reicht das Organ bei dieser Tierart am 16. bis 19. Tag. Beim Rind sind am 23.
Tag die Tubuli differenziert und die Glomerula sind am 26. Tag ausgereift
(Shumkina 1960). Bei Schaf und Rind entwickeln sich im Vergleich zu anderen
Saugetieren schon frih die Urnieren, da die Implantation bei Paarhufern ver-
gleichsweise spat stattfindet.

Beim Kaninchen kann das Organ am zehnten Tag zum ersten Mal gefunden
werden und bleibt vom 13. bis zum 19. Trachtigkeitstag voll entwickelt (Leeson
und Baxter 1957). Auch bei der Maus zeigen sich am zehnten Tag post coitum
erste Anzeichen fur eine Tubulusformation (Smith und Mackay 1991).

Das Schwein ist dasjenige domestizierte Saugetier mit dem grof3ten Mesoneph-
ros, der gleichzeitig Uber die langste Zeitspanne aktiv ist. Sein erstes Auftreten
ist bei 7 mm SSL. Bei 8 mm SSL kénnen 40 Nephron-Paare gefunden werden
(MacCallum 1902), zwischen 21 und 40 mm SSL sind es 80 Glomerula (Bremer
1916). Degenerative Prozesse beginnen bei Embryonen grofRRer als 100 mm
SSL. Die funktionelle Periode reicht bis zum 45. Tag p.c..

Die paarigen Wilste des Mesonephros liegen beiderseits der Aorta zwischen der
Korperwand und dem dorsalen Gekrose. Die Leibeshohle wird durch das Organ
in der Plica mesonephridica ausgestulpt. Eine metamere Gliederung ist bei Sau-

getieren und insbesondere beim Rind an metamer Uber das Organ verlaufenden
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Querfurchen erkennbar (Zietzschmann und Krolling 1955). Bei vollstandiger Ent-
wicklung erstreckt sich die Urniere beim Rind Uber 18 Somitenpaare, von der
Lungenanlage bis in die Beckenhohle reichend (Russe 1998). Die Oberflache
des Organs wird ventromedial sowie dorsomedial durch den Druck der Keimdru-
senanlage bzw. der Niere abgeflacht. Die laterale Kontur ist rund (MacCallum
1902). Die Glomerula sind meist intern, die Tubuli sind gewunden und entleeren
sich in den als primaren Harnleiter bereits angelegten Mesonephrosgang. Die
Auspragung des Mesonephros ist tierartlich sehr unterschiedlich. Bei manchen
Nagetieren bleibt er sehr klein, bei Carnivoren und Primaten ist er mittelgrol3 und
bei einigen Ungulaten kann er einen grof3en Teil der Leibeshdhle einnehmen.
Bremer zahlt Tierarten nach abnehmender Organgrofle folgendermalRen auf:
Schwein, Schaf, Katze, Kaninchen, Meerschwein, Mensch, Ratte und Maus
(Bremer 1916). Bemerkenswert ist, dass das Kaninchen einen gut entwickelten
Mesonephros ausbildet (Davies 1952). lhre proportional grofdte Ausdehnung
erreicht die Urniere mit 4 bis 6 mm Lange beim Rinderembryo von 15 bis 19 mm
SSL und beim Schaf von 12 mm SSL.

Durch Degeneration im kranialen Bereich wird die Urniere nach kaudal verlagert
und in den mittleren sowie hinteren Abschnitten volumindser wahrend sie kranial
spitzkonisch zulauft (Abb. 7).

SSL

=
62 TAGE

Abbildung 7: Ausdehnung der Urniere des Rindes (rot) zu verschiedenen Trachtigkeitssta-
dien; aus Riisse 1998
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Zum Zeitpunkt der vollen Organauspragung bestehen die Nephrone aus einem
gewundenen sekretorischen Abschnitt und einem gestreckten kollektiven Teill
und sind bei vielen Tierarten zumindest theoretisch voll funktionsfahig. Der
sekretorische Abschnitt liegt medial und besitzt ein zylindrisches Epithel. Der
sammelnde Tubulusabschnitt fuhrt von lateral kommend in einen in der Literatur
als ,Mesoureter bezeichneten, vom Wolffschen Gang stammenden und daher
ebenso mit kubischem Epithel ausgestatteten konischen Abschnitt. Seine Aus-
pragung ist im Epi- und Paragenitale, die sich beim Fotus des Menschen zu etwa
gleichen Teilen aus den 27 kaudalen Nephronen entwickeln, unterschiedlich
gestaltet. Die weiter kranial gelegenen Urnierenkanalchen des Epigenitale lie-
fern beim weiblichen Tier die Querkanalchen des Epoophoron (Rosenmiiller-
sches Organ), beim mannlichen Tier die Ductuli efferentes. Die Kanalchen des
kaudal gelegenen Paragenitale tragen zur Bildung des Paroophoron bzw. des
Paradidymidis bei (Altschule 1930). MacCallum verwendet die Begriffe Pars
sexualis fur die kranialen Tubuli und Pars renalis fir die kaudalen (MacCallum
1902). Wahrend der Mesoureter sich im Epigenitale nach sehr kurzem Verlauf
dem kollektiven Tubulus anschliel3t, kreuzt er im paragenitalen Anteil dorsal die
gewundenen Tubuli und findet am Organende Anschluss an die korrespondie-
renden kollektiven Abschnitte (Ludwig und Landmann 2005).

Der Raum zwischen den Tubuli wird von einem lockeren Fibrozytennetz ausge-
fallt (Sticklat 2009).

2.2.2.1 Entwicklung und Struktur der Urniere des Wiederkauers im

Besonderen

Der Mesonephros des Schafes entwickelt sich fruh und zeigt eine hoch differen-
zierte Organisation der Glomerula und Tubuli im Bereich der 7. bis 15. Somiten.
Rind und Schaf bilden in diesem vorderen Abschnitt des Organs sogenannte
,Riesenglomerula“ aus, die durch Fusionierung von 15 bis 20 Glomerula entste-
hen (Davies und Davies 1950). Von diesen geht der Anschluss der Gonaden an
die weiblichen und mannlichen Geschlechtsgange aus. Wrobel et al. beschrei-
ben ein Riesenglomerulum, das beim Rind in der kranialen Organhalfte ab dem
29. Tag p.c. voll ausgebildet zu finden ist. Dieses ,kombinierte Malphigische

Korperchen® (Wrobel 2001) erhalt an seiner medialen Seite zahlreiche afferente
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und efferente Arterien. Lateral entlasst es aufgereiht eine Vielzahl von Harnpo-
len. Auch Bremer beschreibt beim Schaf im Bereich der kranialen 15 bis 20
Nephrone einen Nephrontypus, der sich durch Abwesenheit einer Bowmanschen
Kapsel im klassischen Sinne mit benachbarten Urnierenkdrperchen zu einer Ka-
vitat verbindet, der sich zahlreiche Tubuli anschlieen. In diesem Organabschnitt
besteht vielseitiger Kontakt zu den Blutgefalien. Bremer flhrt das darauf zurtck,
dass die fruhzeitige Entwicklung der Urnierenkorperchen beim Wiederkauer in
dem in Lange und Breite noch gering entwickelten Wolffschen Kdrper raumlich
stark begrenzt wird (Bremer 1915).

Bei anderen untersuchten Tierarten wie beispielsweise dem Schwein sind die
exkretorischen Organe dieser Somitenabschnitte rudimentar bzw. sie werden
noch von dem Pronephros eingenommen (Davies und Davies 1950). Beim Vogel
und einigen Reptilien sind in diesen Entwicklungsstadien mehrere, zu einer Art
.Riesenglomerulum® verschmolzene innere und aullere Glomerula als bemer-
kenswerte Gemeinsamkeit zu finden,

Ahnlich wie von Bremer bei Rind und Wildwiederkauer beschrieben, besitzt das
Schaf keinen Pronephros im engen Sinne, da ihm externe Glomerula und Z6-
lomkammern fehlen (Bremer 1915, Davies und Davies 1950). Dafur verflugt es
ebenso wie andere Wiederkauer Uber einen aul’ergewdhnlich friih entwickelten
Mesonephros. Dies kann mit der im Vergleich zu anderen Tierarten spat stattfin-
denden Implantation der Paarhufer erklart werden (Davies 1952).

Der Wolffsche Gang entwickelt sich aus einem Zellstrang, der sich vom nephro-
genen Strang trennt und erreicht die Kloake im 19-Somiten Stadium.
Korrelierend zu der raschen Ausdehnung der Allantois wird die embryonale Ur-
niere beim Wiederkauer schon frih im 23 bis 29-Somiten Stadium funktionell. Es
konnte festgestellt werden, dass das Wachstum der Allantois mit dem Zeitpunkt
der Auspragung der Urniere rasant an Geschwindigkeit zunimmt (Davies 1952).
Die funktionelle Reife erlangt das Organ beim Schaf am 19. Tag p.c. und beim
Rind am 23. Tag p.c. (Shumkina 1960).

Beim Schaf scheinen die Nephrone im kranialen Drittel des Organs eingeengt zu

sein und bleiben S-férmig (Davies 1952).
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2.2.2.2 Verschmelzung einzelner Urnierenkorperchen

Verschmolzene Nierenkorperchen bzw. Abschnitte, in denen zwei oder mehr
Tubuli durch die Bildung einer Anastomose von einer Kavitat ableiten, konnten
verschiedentlich gezeigt werden (Bremer 1915, MacCallum 1902). Hierbei blei-
ben nach der Fusion vermutlich entweder wie beim Auftreten der Riesenglome-
rula beim Wiederkauer mehrere Gefallknauel in der Kapsel bestehen oder aber
es bilden sich alle bis auf eines zurick und lassen die verschmolzenen Kavitaten

als eine einzige erscheinen (MacCallum 1902).

2.2.2.3 GefaBversorgung der Urniere

Das arterielle System des Mesonephros wird unmittelbar von Asten der Aorta
gespeist. Die Anzahl der Arterien variiert je nach Entwicklungszustand und auch
zwischen dem linkem und dem rechtem Mesonephros ein und desselben
Embryonen konnen Unterschiede bestehen (Carretero et al. 1995). Der Ein- und
Austritt der Gefalde findet an der medialen Organseite statt (MacCallum 1902).
Vollmerhaus et al. wiesen anhand von korrosionsanatomischen Untersuchungen
zwei vOllig voneinander getrennte Blutgefal3netze in der bovinen Urniere nach,
wie sie schon von den Nieren der Knochenfische und Amphibien bekannt sind.
Sie versorgen die Glomerula und den Tubulusapparat separat (Vollmerhaus et
al. 2004).

Die afferente Arteriole (A. mesonephrica) des Glomerulums entspringt segmental
uber Sekundar- und Tertiaraste der primitiven Aorta und tritt von medial, gegen-
uber des proximalen Tubulus gelegen, verzweigungsfrei in das Glomerulum ein
(Vollmerhaus et al. 2004). Sie weist einen relativ hohen Blutdruck auf und fuhrt
Blut, das reich an Ausscheidungsprodukten ist. Nachdem sich das Gefal} in das
glomerulare Kapillargeflecht verzweigt hat, vereint es sich wieder in ein
dinnwandiges efferentes Gefaly, das in einem separaten Gefallpol aus dem
Glomerulum austritt. Es ahnelt in seinem Aufbau einer Venole, da Tunica media
und Adventitia fehlen. Noch bevor es in die hinteren Kardinalvenen mindet gibt
es sekundare Aste ab, die sich im Interstitium der Urniere verzweigen (De
Martino und Zamboni 1966). Diese Gefalle sind ebenfalls duinnwandig, was bei

den niedrigen Blutdruckverhaltnissen im fetalen Kreislauf eine wichtige Rolle fur
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den Transport von Substanzen in das Gefal hinein und aus ihm heraus spielen
konnte.

Die Tubuli mesonephrici werden von einem selbstandigen Kapillarnetz, das als
Urnierenpfortadersystem aus den kaudalen Kardinalvenen versorgt wird und
streng metamer angeordnet ist mit sinusoiden Endbahnen umgeben. Die Tubu-
lusgefalde verlaufen parallel zu den Tubuluswindungen (Vollmerhaus et al.
2004). Dieses Kapillarnetz stellt ein Niederdrucksystem dar.

Im kranialen Drittel des Organs wird der Tubulus von einem parallel verlaufen-
den Langsgefal® begleitet, das ihn mit Kapillarabzweigungen links und rechts
zwingenartig umschlieBt. In den hinteren Abschnitten werden haufiger zwei
Langsgefalte gefunden, die durch Kapillaren strickleiterartig verbunden sind und
dem Tubulus auf diese Art anliegen.

Das Blut wird sowohl aus dem Tubulus-eigenen System als auch aus den Vasa
efferentia der Glomerula Uber die Vv. mesonephricae in die V. subcardinalis und
schliel3lich ins Herz transportiert.

Im Zuge der Degeneration des Organs verlieren die glomerularen Kapillaren ihre
relativ gleichformigen Konturen und Diameter. Einzelne Glomerula verschmelzen

mit benachbarten (Carretero et al. 1995).

2.2.3 Funktion als harnproduzierendes Organ

Die Entwicklung des Mesonephros und damit seine Funktionsfahigkeit kann man
umgekehrt proportional zur exkretorischen Wirksamkeit der Plazenta setzen.
Hingegen ist die Auspragung der Allantois positiv mit der Funktionsfahigkeit der
Urniere korreliert. Individuen mit primitiveren Plazentationstypen (epithelio- und
endochorial) verfugen uber besser entwickelte Urnieren, wahrend bei Spezies
mit weiter entwickelter Plazentation (hamochorial) nur kleinere, nicht funktionelle
Urnieren angelegt werden.

Zur Uberprifung der Funktionsfahigkeit werden histochemische sowie histolo-
gisch-morphologische Untersuchungen herangezogen (Leeson und Baxter 1957)
Die Urniere erlangt ihre funktionelle Reife beim Embryo von Schaf und Katze
lange vor anderen Organsystemen. Die Katze verfigt vom 26. bis zum 40. Tag
p.c. und somit in einem Drittel der Trachtigkeit Uber eine funktionelle Urniere

(Tiedemann 1976). Beim Schaf beginnt die Harnproduktion am 18. Trachtigkeits-
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tag mit der Entwicklung der Allantois und endet am 55. Tag (Davies 1952). Die
Exkretion von Allantoisfllssigkeit wird bei dieser Tierart vom 18. Tag p.c. bis zum
30. Tag p.c. von 3,0 ml auf 20,0 ml gesteigert. Die gesamte Harnproduktion aller
aktiven harnproduzierenden Organe des Schafes erreicht am 117. Tag ein
Maximum und nimmt dann zur Geburt hin ab (Alexander et al. 1958).

Bei Maus und Ratte kdnnen im Mesonephros keine Glomerula gefunden werden
und er tritt nur rudimentar in Erscheinung (Davies 1952).

Durch den Einfluss auf die Ausdehnung der Allantois, die wichtig fur den Gefal}-
kontakt in den Karunkeln ist, erflllt der Mesonephros auch bei der Plazentation
eine wichtige Funktion (Grinsted und Aagesen 1984).

Der niedrige Filtrationsdruck, der in den GefalRen der Urniere herrscht, wird ver-
mutlich zum Teil durch die Grofle und Ausdehnung der glomerularen Kapillar-
netze kompensiert (Davies 1952). Im morphologischen Aufbau des Malphigi-
schen Koérperchens konnten auffallige Gemeinsamkeiten mit dem des Metaneph-
ros aufgezeigt werden. Ein gefenstertes Endothel, eine gemeinsame
Basallamina sowie die Fortsatze der Podozyten bilden eine gemeinsame Filtra-
tionsbarriere (Krause et al. 1979, Leeson 1960).

Beim Schwein mit 58 mm SSL ist die Funktion maximal bei einer Lange des Or-
gans von 9 mm. Die Osmolaritat und die Chloridkonzentration in der Allan-
toisflussigkeit bei dieser Tierart sowie beim Kaninchen sind niedriger als die im
fetalen Serum (Stanier 1960). Die Zusammensetzung der ausgeschiedenen
Fllissigkeit ist aufgrund einer niedrigen Natrium- und Chloridkonzentration
hypoton, jedoch reich an Harnstoff und Kalium (Davies und Routh 1957).
Wiederkauer, Fleischfresser, das Pferd sowie das Schwein bilden den Allantois-
oder Plazentarkreislauf aus. Auszuscheidende Stoffe werden Uber die Allantois-
wand in das Blut abgegeben. Primaten und Nagetiere verfligen Uber eine
schwachere plazentare Barriere und die Allantois bleibt rudimentar. Stoffe ge-
langen Uber die Nabelarterien zur Plazenta. Die Urniere degeneriert bei diesen
Spezies noch bevor die Nachniere funktionsfahig wird (Tabelle in Abb. 8). Eine
Ausnahme bildet hier das Kaninchen, bei dessen Urniere eine Funktion zumin-
dest aufgrund der hohen strukturellen Ausreifung vermutet werden muss
(Leeson 1960).
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Exkretorische Funktion Morphologische Ruckbildung
Spezies Beginn Einstellung |{Beginn Abschluss
Schwein 29 45 45 54-61
Schaf 16-21 55 27 57
Rind 23-26 ? 33 ?
Katze 35-38 26-40 21-36 40-42
Kaninchen 12-21 ? 13-16 23-25
Meerschwein 23 26 25 ?
Mensch ? ? 45 90
Ratte keine ? ?
Maus keine ? ?

Abbildung 8: Zeitradume mesonephraler Funktion und Degeneration, Tage post coitum;
modifiziert nach Grinsted und Aagesen 1984

2.2.4 Einfluss auf die Gonadenbildung

Die Gonadenbildung beginnt als Verdickung in der Mitte des nephrogenen
Strangs. Durch Elongation und Epithelauskleidung entsteht schliefl3lich ein zwei-
ter, dem Mesonephrosgang lateral gelegener Gang. Zellen des Mesonephros
sind bei der Differenzierung von Ovarien und Hoden von grof3er Bedeutung. Er
gibt Zellen an die Gonadenanlage beiden Geschlechts ab und beeinflusst Gber
sezernierte, hormonahnliche Substanzen (meiosis-inducing-substance und
meiosis-preventing-substance) den Ablauf von Meiosen in bestimmten Geweben
der Gonadenanlage (Grinsted und Aagesen 1984).

Untersuchungen belegen, dass es in frihen Entwicklungsstadien keine struktu-
rellen Barrieren zwischen Zellen des Mesonephros und der Keimdrisenanlagen
gibt und die Auswanderung von Zellen aus dem Zellverband also prinzipiell mog-
lich ist (Smith und Mackay 1991). Zellen des Mesonephros sind eng mit den sich
entwickelnden samenbereitenden Abschnitten des Hodens verbunden und es
wird vermutet, dass die Sertoli-Zellen mesonephralen Ursprungs sind (Zamboni
und Upadhyay 1982). Gleiches wird fur die Granulosa-Zellen des Follikels bei
der weiblichen Maus angenommen (Byskov und Lintern-Moore 1973).

Bei Maus und Ratte bleiben die am weitesten kranial gelegenen Tubuli als epidi-
dymale Gange bestehen und der Wolffsche Gang dient beim adulten Tier als

Vas deferens. Das weibliche Tier bewahrt zumindest das Rete ovarii als meso-
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nephrales Derivat. Bei der Maus konnte in vitro eine Beeinflussung der Ge-
schlechtsdifferenzierung durch die Urniere nachgewiesen werden (Grinsted und
Aagesen 1984). Vazquez et al. stellten einen frihen Dimorphismus in der
Organisation der weiblichen und mannlichen Tubuli fest (Vazquez et al. 1998a).
Beim Schaf wandern an Tag 24 bis 29 p.c. Zellen aus den Glomerula des Meso-
nephros aus und bilden neue Verbande, die sich Uber die Lange des Genital-
Stranges erstrecken und Kontakt mit primordialen Keimzellen aufnehmen
(Zamboni et al. 1979). Beim caprinen Fetus scheinen vor allem Zellen aus dem
kranialen Bereich des Mesonephros, die in Richtung des sich entwickelnden Go-
nadenstranges auswandern, eine wesentliche Rolle zu spielen. Ahnlich wie bei
Schaf und Rind scheint also der Abbau des Riesenglomerulums nicht nur einen
degenerativen Prozess darzustellen sondern auch aktiven Einfluss auf die Go-
nadenentwicklung zu nehmen. (Magras et al. 1997). Beim mannlichen Organis-
mus kommt es durch experimentelle Entfernung des Mesonephros zu Fehlern in
der Hodenentwicklung (Buehr et al. 1993). Bei der Maus induziert hinzugeflgtes
mesonephrales Gewebe in vitro beim noch undifferenzierten mannlichen Foétus
eine Ovar-ahnliche Weiterentwicklung (Grinsted und Aagesen 1984).

Der Beitrag zur Gonadenentwicklung wirft die Frage auf, inwieweit Zelldifferen-
zierung reversibel ist (Smith und Mackay 1991). Nach Wartenbergs Ansicht
verlieren die Zellen ihre Differenzierung und schlagen anschliel3end einen neuen
Weg zu Zellen der Keimdrusen ein (Wartenberg 1985).

Bei Kaninchenféten und Gonaden neugeborener Kaninchen nimmt der
Mesonephros Einfluss auf die Produktion von Steroidhormonen (Grinsted und
Aagesen 1984).

2.2.5 Weitere Funktionen des Mesonephros

Studien in den letzten Jahrzehnten haben belegt, dass der Mesonephros mehr
ist als nur ein transientes Organ in der Fetalentwicklung mit nicht oder nur kaum
ausgepragter Funktion. Er kann als Modell zu Studien der epithelialen Differen-
zierung und Organentwicklung, der Regulierung von Apoptose, Geschlechts-
determination und der Stammzell-Differenzierung herangezogen werden (Sainio
und Raatikainen-Ahokas 1999).
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Der Mesonephros enthalt die sogenannten Stroma-Zellen, die als Quelle einer
Vielzahl von Vorlauferzellen diskutiert werden (endotheliale Zellen des Hodens
und Leydig-Zellen beim mannlichen Organismus, eventuell auch pra-Sertoli-Zel-
len).

Weitere Bedeutung erlangt die Urniere Uber die AGM-Region. Diese befindet
sich im Bereich der dorsalen Aorta, der Gonaden und des Mesonephros und er-
fullt neueren Erkenntnissen zur Folge viele Funktionen, die zuvor dem Dotter-
sack zugezahlt worden sind. So wird ihr beim primitiven Embryo eine entschei-
dende Rolle bei der Erythro- und Hamatopoese zugeschrieben (Medvinsky und
Dzierzak 1996). Bis die Leber volle Funktionsfahigkeit erlangt, gilt die AGM-Re-
gion als Organ der Blutbildung. Da Fische als bleibende Nierenform die Urniere
beibehalten, findet bei ihnen die Erythropoese hauptsachlich hier statt.

Mit der Expression der Gene fur Erythropoetin und das Renin-Angiotensin-Sys-
tem Ubernimmt die Urniere eine wichtige endokrine Funktion (Wintour et al.
1996).

Ein Beitrag zur Entwicklung der Nebennierenrinde wird diskutiert. Dieser wurde
beim Schaf propagiert (Upadhyay und Zamboni 1982). Bei der Maus konnten
keine eindeutigen Hinweise auf eine Verbindung gefunden werden. Die Zellen
des adrenalen Kortex scheinen aus dem embryonalen Bindegewebe zu erwach-
sen (Smith und Mackay 1991).

2.2.6 Degeneration

Die Ruckbildung des Mesonephros vollzieht sich zwischen 40 und 100 mm SSL
(Davies und Davies 1950) in kranio-kaudaler Richtung wahrend sich die Nach-
niere entwickelt (programmierter Zelltod). Beim Schaf beginnt die Regression mit
40 mm SSL und ist im 3. Graviditatsmonat bei 10 cm SSL ebenso wie beim Rind
abgeschlossen (Davies und Davies 1950, Risse 1998). Shumkina beschreibt bei
Schaf und Rind erste Anzeichen einer Degeneration am kranialen Urnierenpol
am 27. Tag (Shumkina 1960). Die Urniere des Schweines wird zwischen 60 und
70 mm SSL zurlckgebildet.

Mit zunehmender GroRe der Leber und des Metanephros wird der Mesonephros

zuruckgedrangt und seine relative GroRe im Fotus nimmt stark ab (Aly 2007).
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Am 14. embryonalen Tag der Maus ist die Urniere bis auf ihre den Genitaltrakt
bildenden Anteile vollkommen zurluckgebildet.

Beim Menschen mit 13 bis 17 mm SSL sind nur noch 32 bis 33 Nephrone zu fin-
den wobei die sechs am weitesten kranial gelegenen bereits in Ruckbildung beg-
riffen sind. Sie besitzen kein Urnierenkdrperchen mehr und der Tubulus ist von
einem homogenen Epithel ausgekleidet (Ludwig und Landmann 2005). Altschule
beschreibt im kranialen Teil der Urniere des menschlichen Embryos zwischen 31
und 42 mm SSL Vorgange an den Nephronen im Sinne einer Dedifferenzierung.
Die Zahl der glomerularen Kapillaren nimmt ab, Tubuli verlieren an Lange,
Durchmesser und Windungen und sind oft mit Zelldetritus geflllt oder es beste-
hen bereits Zusammenhangstrennungen an verschiedenen Stellen. Die Neph-
rone im kaudalen Teil wirken histologisch zu diesem Zeitpunkt scheinbar noch
voll entwickelt, in der raumlichen Rekonstruktion offenbaren sich jedoch einige
Unterbrechungen im Tubulusverlauf (Altschule 1930).

Bei der Degeneration des Organs entsteht am kranialen Pol das Urnieren-

Zwerchfellband, das an der Bildung des Zwerchfells beteiligt ist.

2.2.7 Die Urniere des Menschen

Beim Menschen tritt das Organ zum ersten Mal bei Embryonen zwischen 2,6
und 4 mm Lange in Erscheinung. Der mesonephrogene Strang teilt sich in 35 bis
40 provesikulare Zellhaufen auf (Ludwig und Landmann 2005). Es werden zwi-
schen 20 und 30 Nephrone angelegt (MacCallum 1902). Die Urnierenkanalchen
formieren sich vom 24. bis 26. Tag p.c. an und die Entwicklung der Urniere ist 8
Wochen p.c. abgeschlossen (De Martino und Zamboni 1966). Die Tatsache, ob
die Urniere beim Menschen eine funktionelle Periode erreicht ist umstritten. Felix
und Fischel sprechen dem Organ eine Funktionsfahigkeit ab (Felix 1911, Fischel
1929).

Die Nephron-Struktur ist S-férmig mit einem ampullenartigen Abschnitt. Eine
Henle-Schleife fehlt ebenso wie ein juxtaglomerularer Apparat (De Martino und
Zamboni 1966).

Mit 22 mm SSL beginnt die Regression (MacCallum 1902), der paragenitale An-
teil ist bei 27 bis 31 mm SSL noch voll funktionsfahig (Ludwig und Landmann
2005) und noch mit 36 mm SSL sind intakte Tubuli vorhanden (Altschule 1930).
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Das Organ ist 16 Wochen p.c. vollstandig abgebaut (De Martino und Zamboni
1966).

2.2.8 Die Urniere bei Vogeln und Reptilien

Im Huhnerembryo finden sich schon am 3. Bebrlutungstag erste Urnierenkanal-
chen, die ab dem 4. Tag funktionsfahig werden und zwischen dem 9. und 11.
Bebritungstag ihre maximale Funktion erreichen. Externe Glomerula, also frei in
die Peritonealhdhle ragende Gefal3schlingen, sind ab dem 3. Tag in wechselnder
Auspragung und Anzahl vorhanden. Es konnen vier verschiedene Nephron-Po-
pulationen an der Oberflache der Urniere unterschieden werden, die ihrem Alter
nach in ventrodorsalem Verlauf angeordnet sind. Der groRte Teil der dorsalen
Halfte des Mesonephros wird von einer funften, jungen und heterogenen Popu-
lation von Nephronen ausgeflllt (Friebova-Zemanova und Goncharevskaya
1982). Im kranialen Teil des Mesonephros des Huhnerembryo finden sich zu-
meist rudimentare Nephrone mit schwach ausgepragten Tubuli und kurze Neph-
rone mit ungleichmaligem Verlauf. Die Nephrone des kaudalen Anteils weisen
ein starkes Langenwachstum auf und entwickeln Sekundar- sowie Tertiarfaltun-
gen. Ventrale Nephrone sind zur Langsachse des Organs segmental in senk-
rechten Ebenen angeordnet wahrend sich die dorsalen Nephrone in vielfaltigen
Orientierungen im Organ entfalten. Aufweitungen des Tubuluslumens werden als
zystische Dilatationen von Friebova beim Huhn beschrieben. Ebenso sind beim
Huhn ,zweikopfige Nephrone® zu finden. Hierunter versteht man Nephrone mit
zwei Bowmanschen Kapseln. Die Gesamtzahl an Nephronen pro Urniere liegt
beim Huhn bei ca. 100. Die Involution des Organs ist am 15. Tag vollstandig
(Friebova-Zemanova 1981).

Im Embryo der Ente wird eine Reihe externer Glomerula angelegt. Im selben Be-
reich bilden sich spater interne Glomerula aus, die sich mit den externen verbin-
den. Anders als beim Huhn ist der Wolffsche Gang im gesamten Bereich der
Glomerula deutlich ausgepragt. Davies verglich 1950 das fruhe exkretorische
System der Ente mit denen von Krokodil und Schildkrote und stellte hierbei auf-
fallige Gemeinsamkeiten fest. Die Ente scheint also in dieser Beziehung primiti-
ver und reptilienverwandter zu sein als beispielsweise das Huhn. Denn auch

beim Reptil finden sich regelmalig neben den internen Glomerula gut entwi-
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ckelte externe Glomerula. Die zugehoérigen Tubuli sind allerdings starker entwi-
ckelt und es kdnnen zilientragende Nephrostomen gefunden werden (Davies
1950).

2.2.9 Bisherige Untersuchungen und Ergebnisse zur Struktur von

Glomerula, Wolffschem Gang und Tubulussystem

Strukturen der Urniere und vor allem deren Tubulussysteme stellen wahrend der
Fixierung und des Schneidens sehr fragile Untersuchungsobjekte dar. Oft kommt
es beim Farben zum Ldsen und Verrutschen, was ein Alignment und damit eine
dreidimensionale Rekonstruktion sehr schwierig macht (Jirkovska et al. 2005).
Dies konnte ein Grund daflr sein, dass die Entwicklung des Mesonephros bisher
hauptsachlich im Bezug auf die allgemeine Struktur sowie das Gefaldsystem
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen und die Erstellung von

Korrosionspraparaten beschrieben worden ist (Vollmerhaus et al. 2004).

2.2.9.1 Gestalt und Anordnung der Glomerula

Die Glomerula fugen sich scheinbar in den jeweils verfugbaren Raum im Organ
ein. Sie liegen aneinandergereint im ventromedialen Bereich der Urniere
(MacCallum 1902). Der kraniale Abschnitt ist durch diskusartige Glomerula ge-
kennzeichnet, wahrend im mittleren und kaudalen Drittel scheiben- und birnen-
formige (bis 300 um) und halb- und vollkugelige (100 bis 200 um) hinzutreten
(Vollmerhaus et al. 2004). Die Glomerula der Urniere sind groRer als die der
Nachniere (MacCallum 1902), ihre Anzahl im Organ jedoch weitaus kleiner. Die
Nephrone sind im Gegensatz zur Vorniere nicht mehr segmental angeordnet
sondern l6sen sich in einen segmentiubergreifenden Verband auf (Fiorino 1992,
Fraser 1920).

2.2.9.2 Verlauf des Ductus mesonephricus

Der Verlauf des Ductus mesonephricus und die Veranderung der Tubulusstruk-
turen von kranial nach kaudal wurden nur vereinzelt untersucht.
Der Wolffsche Gang verlauft in Relation zum Organ im vorderen Bereich dorso-

lateral und ventrolateral im hinteren Abschnitt (Altschule 1930, Tiedemann

42



Literaturibersicht

1976). Beim Dromedar ist ein Verlauf von ventrolateral Gber ventral nach ventro-
medial beschrieben (Aly 2007). Das Lumen ist rund oder oval und wird ganzheit-

lich durch kuboidale Zellen begrenzt (Ludwig und Landmann 2005).

2.2.9.3 Entwicklung und Gestalt der Nephrone

Die Tubuli entspringen in gleich-
malfigen Abstanden dorsal oder
medial vom Wolffschen Gang und
sind nicht linear angeordnet son-
dern Uberlappen sich in vielfaltiger
Weise (Altschule 1930). Im krania-
len Abschnitt des Wolffschen
Ganges verlaufen sie eher nach
ventral, wahrend sie sich kaudal
eher dorsal orientieren (MacCallum
1902).

Die raumliche Entwicklung der

Abbildung 9: Wachsrekonstruktion eines . .
Schweine-Nephrons; aus MacCallum 1902 Nephrone verlauft von einem S-

férmigen Koérper hin zu mehr oder
weniger kompliziert gewundenen Tubulusformationen, deren Gestalt in Schnitt-
bildern allein nicht nachvollzogen werden kann (Tiedemann 1979). Typischer-
weise besitzt ein Tubulus zwei Hauptbiegungen: die weiter proximal gelegene an
der Stelle, an der er den Wolffschen Gang am nachsten passiert und die distale
gegenuber der Bowmanschen Kapsel. Diese S-férmige Grundstruktur wurde
schon frih in der Literatur beschrieben (Kolliker 1879, MacCallum 1902,
Mihalkovics 1885). MacCallum rekonstruierte mit Hilfe der Plattenmodellier-
methode nach Born ein Nephron eines 80 mm langen Schweineembryonen
(Abb. 9).
Die Lange des Tubulusabschnitts zwischen Bowmanscher Kapsel und der ersten
Flexur (proximales Segment) entspricht ungefahr der Lange des Abschnitts zwi-
schen den beiden Biegungen (intermediares Segment). Die Lange des distalen
Segmentes, das in den Wolffschen Gang mundet, variiert (Friebova-Zemanova

1981). Ausgehend von dieser Grundstruktur kann versucht werden, die weitere
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raumliche Ausgestaltung der Nephrone nachzuvollziehen. In menschlichen
Embryonen ist bei 6 mm SSL noch die S-Form, bei 7,5 mm SSL schon eine

Doppelspirale vorzufinden (Abb. 10) (Lewis 1920).

Abbildung 10: Skizzen eines S-féormigen sowie eines Doppelspiral-féormigen Tubulus; aus
Lewis 1920

Im Zuge weiteren Langenwachstums und raumlicher Interaktionen verkompliziert
sich die Binnenstruktur der Nephrone weiter. Das Mal} an Komplexitat Iasst ver-
|lassliche Aussagen Uber den Organisationsgrad des Organs zu (Tiedemann
1979). Lewis fuhrte zur Beschreibung dieser komplexeren Formationen weitere
Tubulusabschnitte ein, die jedoch nicht funktionell unterteilt wurden sondern auf-
grund ihres Aussehens (Lewis 1920). Der bezeichnende Buchstabe (C, U, V) be-
schreibt hierbei meist die schematische Form des Abschnittes. Z steht fur den
terminalen Abschnitt vor der Einmindung in den Wolffschen Gang (Abb. 11). Der
Querschnitt des gesamten Mittelteils ist weitaus groRer als diejenigen der proxi-
malen bzw. distalen Abschnitte (MacCallum 1902).

In der Urniere des Opossums kann eine Reihe von Nephronen gefunden wer-
den, deren Tubulus jeweils in einen proximalen, einen distalen sowie einen kol-
lektiven Abschnitt unterteilt werden kann. Im ventromedialen Quadranten des
Organs liegen 35 bis 45 gut entwickelte Urnierenkdrperchen. Eine Henlesche

Schleife fehlt ebenso wie ein juxtaglomerularer Apparat (Krause et al. 1979).
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Abbildung 11: Segmente im Tubulusverlauf des Schweine-Mesonephros, aus Lewis 1920

Beim Kamel kann in der Urniere bei 9 mm SSL eine dorsale Schicht gefunden
werden, die durch relativ kurze, leicht gewundene Tubuli dominiert wird. Eine
ventrale Schicht beinhaltet eine einzelne Reihe Glomerula. Bei 1,9 cm SSL ha-
ben die Tubuli bereits an Lange zugenommen und sind wesentlich starker ge-
wunden. Sie nehmen in einer Anordnung von acht bis zehn Reihen den gesam-
ten Raum zwischen den Glomerula und dem Dach der Korperhdhle ein. Gleich-
zeitig nimmt die Anzahl und GréRRe der Gefallknauel sowie ihre Durchblutung zu
(Aly 2007).

Beim Schwein, dem Saugetier mit dem am starksten ausgebildeten Mesoneph-
ros, finden sich annahernd 80 Nephrone in einem Organ (Bremer 1916), die eine

Lange von bis zu 30 mm erreichen und somit halb so lang sind wie die Nephrone
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der bleibenden Niere (Tiedemann und Zaar 1983). Die Tubuli sind deutlich star-
ker aufgewunden als beispielsweise beim Menschen und bilden Doppelspiralen
mit zentripetalem sowie zentrifugalem Schenkel (Zietzschmann und Krélling
1955). Bei anderen Saugetieren wie etwa dem Kaninchen oder der Katze errei-
chen die Nephronlangen nur Werte von 4 bzw. 5,5 mm. Diese Gesamtausdeh-
nung kann als wichtiges Mal fur die Organauspragung betrachtet werden
(Tiedemann 1979).

Collecting
tubule
Attachment
zone
Glomeruli
Urinary
Transition pole
of the
Proximal
into the
Distal tubule
Wolffian
duct

Abbildung 12: Elektronenmikroskopischer Querschnitt eines linken Mesonephros des
Schweines; aus Tiedemann und Zaar 1983

Die Nephrone des Mausefttus stellen sehr rudimentare Gebilde dar, die je aus
einer einzigen Kapillare bestehen, die sich dem Tubulus an dessen ventraler
Extremitat in einer leichten Kavitat anschmiegt (Zamboni und Upadhyay 1981).

Beim Menschen weisen alle Mesonephrone bei einer SSL von 7 bis 9 mm eine
charakteristische S-férmige Krimmung auf (Ludwig und Landmann 2005). Diese
Ausgestaltung mit zwei Hauptbiegungen manifestiert sich schon frih bei der Bil-

dung eines S-formigen Korpers aus den Vesikeln (Friebova-Zemanova 1981).
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Weiter kranial gelegene Tubuli sind zumeist starker gewunden als diejenigen in
kaudalen Organabschnitten (Vazquez et al. 1998b).

Felix beschreibt sogenannte ,Mesoureteren®. Darunter versteht er Tubulus-
abschnitte, die aus dem Wolffschen Gang entspringen und kaudale Tubuli des
Mesonephros vereinen (Felix 1911).

Der Verlauf des Tubulus lasst sich in ein postglomerulares, sekretorisches Seg-
ment sowie in einen exkretorischen Anteil, der in den Wolffschen Gang mundet,
unterteilen. Der Ubergang zwischen diesen Segmenten erfolgt abrupt. Die
proximalen und distalen Abschnitte des Tubulus secretorius der Urniere unter-
scheiden sich malgeblich in ihrem histologischen Aufbau (Ludwig und
Landmann 2005). Der proximale Tubulusanteil ist durch isoprismatische Zellen
begrenzt, die deutliche, spheroidale Nuclei im Basal-Zytoplasma aufweisen. Die
apikalen Plasma-Membranen sind zu einer Vielzahl von Mikrovilli in Form eines
Blrstensaumes ausgezogen, der an den des Tubulus contortus proximalis des
Metanephros erinnert (De Martino und Zamboni 1966, Tiedemann 1979,
Tiedemann et al. 1987). Beim Embryo des Schweines sind die Zellen des proxi-
malen Tubulus weit ausgereift, so dass sie hier anhand des mikroskopischen
Bildes zum Teil nicht von den korrespondierenden Zellen des Metanephros un-
terschieden werden kénnen (Tiedemann und Zaar 1983). Im Querschnitt zeigt
sich ein weites Lumen, die Wand ist dinn und der Abschnitt ist weniger gewun-
den. Beim Embryo des Schweins mit 80 mm SSL betragt der Durchmesser des
proximalen Tubulus 140 bis 190 ym, in einzelnen ampullenartigen Erweiterungen
bis zu 450 pym (Tiedemann 1979). Nahezu das gesamte Zentrum des Organs
wird von diesen Abschnitten eingenommen (Aly 2007).

Der Verlauf des distalen Tubulus ist deutlich starker gewunden und kann grof3e
Varianzen zeigen (Aly 2007). Er kann sowohl aufgrund seiner Architektur als
auch histochemischer Untersuchungen in drei Untersegmente unterteilt werden,
die sich dem proximalen Tubulus direkt, also ohne das Vorkommen einer Henle-
schen Schleife, anschlieBen (Tiedemann 1985). Tiedemann konnte als
charakterischen Abschnitt bei 85 Prozent der untersuchten Nephrone von
Schweine-Embryonen eine Hufeisen-ahnliche Windung als initiales Segment des
distalen Tubulus nachweisen. Der distale Tubulus schmiegt sich in seinem weite-
ren Verlauf dem Glomerulum von lateral an und bildet hier seine sogenannte

attachment-Zone wahrend dementsprechend die Segmente proximal bzw. distal
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hiervon als pre- bzw. post-attachment-Abschnitte benannt werden. Eine post-
attachment-Schleife ist charakteristisch flr den hoch entwickelten Mesonephros
des Schweins (Abb. 13). Bei Katze und Schaf sind die korrespondierenden Ab-
schnitte nur leicht gewunden. Der Durchmesser der distalen Tubulussegmente
ist mit 200 bis 280 um etwas groler als derjenige der proximalen Abschnitte
(Tiedemann 1979).

lateral |:

Abbildung 13: Schema des
Nephrons eines Schweine-
Embryonen und Unterteilung in
seine Segmente; U = Harnpol, H =
Hufeisen-ahnliche Schleife; dunkler
Bereich = proximaler Tubulus,
schraffierter Bereich = attachment
: : Zone, grauer Bereich = sammelnder
1 ventral Tubulus; aus Tiedemann 1979

Die Tubuli colligentes liegen lateral und ventral dicht unter der Organkapsel. Das
Zytoplasma der Zellen ist scharf in zwei Bereiche unterteilt, der eine mit einer
grolien Anzahl dicht gepackter Mitochondrien, der andere vollkommen ohne Or-
ganellen (De Martino und Zamboni 1966). Der Querschnitt ist durch ein schma-
les Lumen und dicke Wande, die von einem hochprismatischen Epithel ausge-
kleidet sind, gepragt.

Eine Differenzierung in einen sekretorischen sowie einen sammelnden Anteil ist
beim Fetus des Kamels erstmals bei einer SSL von 3 cm vornehmbar. Beim
Embryo des Kaninchens ist zwischen 8,5 und 10 mm SSL erstmals eine Tren-

nung maoglich (Leeson und Baxter 1957).
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Bei der Maus sind die kranialen Tubuli 10 Tage p.c. bereits charakteristisch S-
formig gebogen und jeder besitzt einen gewundenen Anteil dorsal der Einmun-
dung in den Mesonephrosgang. An Tag 12 hat sich der Wolffsche Gang bereits
bis auf Hohe der indifferenten Gonaden zurtckgebildet und der Parameso-
nephrosgang ist vorhanden. GroRRe Teile der kranialen Tubuli sind bereits dege-
neriert, die Uberbleibenden Tubuli sind stark gewunden. Glomerulum-ahnliche
Strukturen bestehen wenn Uberhaupt aus wenigen, dem jeweiligen Tubulus an-
gefugten Kapillaren und degenerieren sehr zeitig (Smith und Mackay 1991). Die
murine Urniere kann also als nicht funktionell betrachtet werden (Kaufman 1992,
Zamboni und Upadhyay 1981).

Jirkovska et al. 2005 verwendeten 30 um dicke, nicht deparaffinisierte Serien-
schnitte von Huhnerembryonen, die mittels Fluoreszenz- bzw. Konfokal-
mikroskopie dargestellt wurden. Durch Alignment von vier aufeinanderfolgenden
Schnittblécken konnten Strukturen des Tubulus- und des Gefal3systems darge-
stellt werden, ohne dass Artefakte durch Schneiden oder Farben auftraten, da
raumliche Beziehungen durch das vorhandene Paraffin unterstitzt und konser-
viert wurden. Gezeigt werden konnten Glomerula nahe der mittleren Begrenzung
der Urniere, der zentrale Teil des Organs, der weitestgehend von Tubuli ausge-
fullt wird und der dorsolaterale Bereich mit Mullerschem und Wolffschem Gang
sowie Gefalden. Auch hier konnten zwei Hauptbiegungen der Nephrone darge-
stellt werden: eine an dem vom Malphigischen Korper am weitesten entfernten
Punkt und eine unmittelbar neben der Bowmanschen Kapsel (Jirkovska et al.
2005).

Im Zuge der Degeneration verlieren die Tubuli ihre Form und scheinen an ein-

zelnen Stellen zu zerbrechen (Felix 1911).
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3 Material und Methoden

Ausgangsmaterial fur diese Arbeit war eine histologische Schnittbildserie eines
Rinderembryonen aus 902 einzelnen Transversalschnitten. Der Embryo mit einer
Scheitel-Steil-Lange von 35 mm stammte aus dem Schlachthof Minchen. Die
Schnitte in HE-Farbung lagen schon seit einigen Jahren im Archiv des Instituts

fur Tieranatomie.

3.1 Genutzte Rechensysteme

3.1.1 Arbeit auf dem Fakultatsrechner

Zu Beginn der praktischen Arbeit mit den Bilddaten wurde zunachst der Ansatz
verfolgt, mit einer von der Fakultat erworbenen Lizenz der Software ,Amira“ an
einem der vorhandenen Rechner-Arbeitsplatze alle Arbeits- und Visualisie-
rungprozesse zu bewaltigen. Um hierzu die Bilddaten in Uberschaubare Daten-
pakete zu unterteilen, wurden aus den Uber 900 Einzelbildern, die jeweils einen
Speicherplatz von ca. 9 Megabyte beanspruchten, Stapel von jeweils 50 aufein-
anderfolgenden Schnittbildern gebildet, auf die alle im folgenden genauer be-
schriebenen Arbeitsschritte, vom Alignment Uber die Eingrenzung einer ROI bis
hin zur Segmentierung angewendet wurden.

Ergebnis dieser anfangs sehr zeit- und arbeitsaufwendigen Prozedur waren Sta-
pel, in denen der Wolffsche Gang, das Organ selber sowie alle Tubulusstruktu-
ren ohne Unterscheidung einzelner Nephrone segmentiert vorlagen. Ziel war es
nun, die einzelnen Stapel in ,Amira“ zu verknupfen und das Organ sowie seine
Strukturen als Ganzes zu rekonstruieren. Wie sich jedoch schnell zeigte, Uber-
stieg die Datenmenge die vorhandene Rechenkapazitat bei Weitem, was immer
wieder zum Absturz fuhrte und das sich darstellende Gewirr aller markierten Tu-
bulusanteile machte ein weiteres Arbeiten mit und eine Orientierung in den er-
haltenen Daten unmodglich. Es musste daher ein alternativer Ansatz gewahlt

werden.
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3.1.2 Arbeit mit der Remote Visualisierung®

Glucklicherweise bot sich zeitnah zu dem Ergebnis, dass eine Visualisierung auf
den in der Fakultat verfugbaren Ressourcen nicht moglich war, die Moglichkeit,
uber einen Remote-Zugang auf die Hochleistungsrechner des Leibniz-Rechen-

Zentrums in Garching bei Munchen zugreifen zu konnen.

3.1.2.1 Remote-Visualisierung und das gvs1-System

Beim Remote-Computing kann der eigene Rechner in der Funktion eines Termi-
nals auf einen entfernten Server und dessen Prozessorleistung sowie Festplat-
ten- und Arbeitsspeicher zugreifen. Es mussen jedoch immer ganze Datensatze
uber die Verbindung ausgetauscht werden und die Nutzung weiterer Hardware
wie etwa von Grafikkarten auf dem Serversystem ist nicht moglich. Hier bietet die
Remote-Visualisierung den entscheidenden Vorteil, dass der lokale Rechner nur
der grafischen Ausgabe von Visualisierungsergebnissen dient, wahrend die
Rohdaten auf dem Server liegen und samtliche Rechenprozesse auch auf eben
diesem ablaufen. Es bestehen also zwei Verbindungen zu dem Server. Auf der
ersten werden die Tastatur- und Mausbefehle vom lokalen auf den entfernten
Rechner Ubertragen, die zweite Ubermittelt die Visualisierungsergebnisse, ver-
gleichbar mit screenshots an den lokalen Arbeitsplatz. In beide Richtungen sind
nur relativ geringe Bandbreiten nétig.

Das LRZ betreibt drei Server zur Remote-Visualisierung. Fur Nutzer des HLRB-
II?, die Uber registrierte IP-Adressen verfiigen existiert RVS1 (rvs1.hirb2.Irz-
muenchen.de). Nutzern des Linux-Clusters stehen mit GVS1 und GVS2 zwei
Server zur Verfugung, die im Unterschied zu RVS1 von jedem Rechner mit einer
Internetverbindung aus zuganglich sind.

Bei GVS1 und 2 handelt es sich jeweils um einen Sun x4600 Server mit 32 CPU
Prozessorkernen (8 quad-core Opterons), jeder mit 256 GB RAM ausgestattet.
Sie werden unter SUSE Linux Enterprise Server (SLES 10.2) betrieben und ver-
fugen jeweils Uber vier Nvidia Quadro FX5800 Grafikkarten, von denen wie-

derum jede 4 GB Grafikarbeitsspeicher bietet. Durch den moéglichen Zugang zum

! http://www.Irz-muenchen.de/services/compute/visualisation (06.04.10)
2 Hoéchstleistungsrechner Bayern Il; Supercomputer, der im Neubau des Leibniz-
Rechenzentrums in Garching bei Mliinchen betrieben wird
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lustre-Dateisystem wird dem Nutzer ein Ubersichtliches System zur Verwaltung
der Daten geboten.

Die Anbindung des lokalen Rechners geschah im sogenannten raw mode. Hier-
bei wurde auf dem Server ein weiterer, virtueller Server (vncserver) ausgefuhrt,
der die Bildschirminhalte an den Arbeitsplatz Ubertrug, auf dem sie ein vncclient
entgegennahm. Auf dem Microsoft Windows Rechner musste hierzu die

TurboVNC-Software' installiert sein.

U81112]'s X desktop (gvel:53) [E=S =R

EHDH e = @A 5E Y

Abbildung 14: Benutzeroberflaiche des Remote-Desktops in gvs1

Als weiteres Tool bendtigte man als Windows Nutzer auf seinem Rechner ein
sogenanntes putty, das dazu diente, die Verbindung zu einem Server herzustel-
len (Abb. 15). Nachdem hier die Anmeldung mit der LRZ-Kennung und dem
Passwort stattgefunden hatte, war der Zugriff auf des Reservierungssystem des
GVS-Servers moglich. Der Befehl rvstat zeigte die momentane Verwendung der

Grafikkarten an.

! http://www.virtualgl.org/Downloads/TurboVNC (06.04.10)
52



Material und Methoden

Abbildung 15: putty-Oberflache in gvs1

Um auf die Grafikkarten des LRZ zugreifen zu kdnnen, musste im Weiteren das
Reservierungssystem genutzt werden. Sofern Ressourcen im System zur Verfu-
gung standen (,Amira“ konnte zum Zeitpunkt dieser Arbeit nur mit einer Grafik-
karte verwendet werden), wurde mit folgender Befehlszeile ein Arbeitsauftrag auf

dem Server angestol3en:

gvsl:>rvrun —d <hours:minutes:seconds> -v=GEOMETRY=1280x1024 tvncserver

d bezeichnete die Dauer, wahrend der die Grafikkarte genutzt werden sollte, v
die Bildschirmauflésung, die im TVNCviewer ausgegeben wurde. Es startete ein
log-on Prozess, an dessen Ende eine Display-Information wie etwa 53 ausgege-
ben wurde, die in den Viewer eingegeben werden musste, damit dieser die Ver-
bindung zum TVNCserver herstellen konnte (Abb. 16). Dieses Display kann man
sich als virtuellen Monitor vorstellen, den man an das Rechensystem anschlie-

Ren musste.
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Mew TurboWVMC Connection
WHC zerver: | Connect
MOTE: To et connection profile, click Options...
TURBO on 'Options’ and select an image

VNC encoding protocol Cancel

Ligtening mode

el

Abbildung 16: tvnc-Zugangsfenster

Es offnete sich schliel3lich eine Benutzeroberflache, mit der man sich auf dem
System des LRZ befand. Von hier aus konnte ,Amira“ gestartet werden (Abb.
14).

3.2 Digitalisierung der Bilddaten

Mit einer leihweise im Institut verfigbaren hochauflésenden Digitalkamera zur
mikroskopischen Fotografie wurden die Schnitte einzeln aufgenommen und als
tif-Dateien auf einem Datentrager abgespeichert. Auf diese bereits vorhandenen

Daten konnte ich fur meine Arbeit zuriickgreifen.

3.3 Wandlung der Bilddaten

Da die vorhandenen Bilder einen Schnitt durch den Rinderembryo im Ganzen
darstellten und durch ihre Farbinformation eine Dateigrof3e beanspruchten, die
eine weitere Bearbeitung auf den vorhandenen Rechnerplatzen unmaglich ge-
macht hatte, mussten die Ausgangsdaten in einem Male vereinfacht werden,
das die Rechenkapazitat berucksichtigte, ohne dass wichtige Detailinformationen
verloren gingen.

Mit der Freeware IrfanView’ wurde die Farbinformation des Bildmaterials mittels
Batch-Konvertierung stapelweise in Grauwerte umgewandelt und im kompri-

mierten jpeg -Dateiformat abgespeichert (Abb. 17).

! http://www.irfanview.de (06.04.10)
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Abbildung 17: Umwandlung der Farbinformation der HE-Férbung in Graustufen

3.4 Eingrenzung der interessierenden Region (ROI)

Nach der rechnerischen Vereinfachung der Schnittbildserie war die Informati-
onsvielfalt immer noch unnoétig umfangreich, da nach wie vor Querschnitte durch
den gesamten Embryo vorlagen und auf3erdem fur den weiteren Arbeitsprozess
nur die Urniere einer Korperseite herangezogen werden sollte. Um schliellich
brauchbare Daten zu erhalten, die von der Rechenkapazitat bewaltigt werden
konnten, wurde deshalb in ,Amira“ eine sogenannte ,region of interest* (ROI)
eingegrenzt, die nur die rechte Urniere und die unmittelbar benachbarten Struk-
turen einschloss (Abb. 18). Die rechte Urniere wies in der Durchsicht des Bild-
stapels tendenziell weniger Artefakte und Transformationen auf. Da die Auswahl
dieser Region mit einem viereckigen Auswahlinstrument geschah und sich die
Organgrenzen des Mesonephros in der z-Ebene von Schicht zu Schicht ver-
schoben, musste auf die gesamte Schnittlange Uberpruft werden, dass in keinem
Bild relevante Strukturen ausgegrenzt wurden.

Das Speichern dieser neu gewonnenen Bilddaten erfolgte im Amira-mesh-For-

mat.
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& uB111ajis X desktop (gvs1:53)
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Abbildung 18: Auswahl und Beschneiden der ROl in ,,Amira“

3.5 Ausrichtung der zweidimensionalen Schnittbilder

Der histotechnische Arbeitsprozess fluhrte unvermeidlich zu unterschiedlich stark
ausgepragten Artefakten im Sinne von Translation, Rotation, Stauchung, Stre-
ckung und Zerreilen von Strukturen. Zum Ausrichten der zweidimensionalen
Bilder aufeinander bot ,Amira“ das AlignSlices Modul. Die Amira-Mesh-Datei, die
alle Bildinformationen und auch bereits eine raumliche Referenzierung in allen
drei Ebenen beinhaltete, wurde in den Objekt-Pool von ,Amira“ geladen und mit
dem Modul AlignSlices verknupft. Dieses Werkzeug stellte im Betrachtungs-
fenster jeweils zwei benachbarte Schnitte Ubereinandergeblendet dar, wobei
gewahlt werden konnte, ob jeweils der vordere oder der hintere der beiden
transparent dargestellt werden sollte. Diese Art der Darstellung ermoglichte eine
direkte und ergebniskontrollierte Moglichkeit, die Schnittebenen aneinander aus-

zurichten.
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Die zur Verflgung stehenden automatischen Alignment-Verfahren (SSD, land-
marks) wurden auf ihre Praktikabilitdt und Genauigkeit hin getestet, konnten je-
doch keine befriedigenden Ergebnisse liefern.

Nicht zuletzt Stauchungs- und Dehnungsartefakte, die sich nichtlinear und
gleichférmig nachvollziehbar Uber die gesamte Bildebene verhielten und sich
somit einer Korrektur in Bildbearbeitungsprogrammen entzogen, machten
schlie3lich eine manuelle Ausrichtung der 902 Einzelbilder nétig.

Beginnend bei der auReren Organstruktur wurde unter Sichtkontrolle durch Dru-
cken und Halten der linken Maustaste eine Bildebene auf die folgende ausge-
richtet (Abb. 19). Hierzu bot die Software verschiedene Shortcuts zum Rotieren
und Verschieben der Objektebenen. Die grofite Bedeutung wurde dabei dem
Ziel beigemessen, die Anschnitte des Wolffschen Ganges und des Tubulus-
systems zur Deckung zu bringen. Zweifelsohne mussten haufig Kompromisse
eingegangen und einzelne Ubergange nach eigenem Ermessen interpoliert wer-

den.

Abbildung 19: Transparente Darstellung zweier Schnitte lGibereinander im AlignSlices-Mo-
dul vor und nach dem Prozess des Alignments

Mehrere Schnittbilder lagen seitenverkehrt in dem Bildstapel vor. Dies konnte
entweder bereits beim Prozess des Schneidens und Aufbringens auf die Objekt-
trager erfolgt sein oder aber beim Digitalisieren der Objekte mittels Fotografie.
Die betroffenen Schnitte wurden mit dem daftr vorhandenen Werkzeug gespie-
gelt und ebenso ausgerichtet.

Um die Genauigkeit der erzielten Ausrichtung zu kontrollieren, wurde der ent-
standene Bildstapel, der von ,Amira“ im Objektpool durch die Anhangung von

»align“ an den Dateinamen gekennzeichnet wurde, mit einem OrthoSlice-Modul

57



Material und Methoden

verknUpft, fir das als Orientierung die z-Ebene gewahlt wurde. Mit diesen virtu-
ellen Schnitten konnten nun also zum ersten Mal Strukturen aus der x/y-Ebene
herausgelost betrachtet und der Erfolg des Alignments abgeschatzt werden
(Abb. 20).

lmr"} |

Abbildung 20: Virtueller
Sagittalschnitt durch den

Mesonephros nach er-
folgtem Alignment

3.6 Segmentierung der Urniere und deren Strukturen

Das Modul zum Labelling wurde dem Datensatz angefugt. In dem sich 6ffnenden
Grafikfenster konnte zwischen verschiedenen Darstellungsweisen entlang der
drei Achsen des Raumes gewahlt werden. In diesem Fall sollte die Segmentie-
rung in der Ursprungsebene der Schnittbilder erfolgen. Der segmentation-editor,
die ,Steuerungszentrale“ des Segmentierungs-Prozesses ermdglichte das Anle-
gen beliebig vieler Materialen, denen jeweils aus einer Farbskala eine Farbe frei
zugewiesen werden konnte. Als Materialien wurden die Urniere selbst, der Duc-
tus mesonephricus und drei anhand ihrer Konstanz und Unversehrtheit ausge-
wahlte Tubuli in verschiedenen Organabschnitten von kranial nach kaudal seg-
mentiert. Prinzipiell wurde hierzu in den Grauwertbildern die Struktur farbig mar-
kiert und durch einen Klick auf den +-Button (add) bei gleichzeitig blau
unterlegtem Material die markierten Pixel dem Material hinzugefugt. Da in dem

Amira-mesh-Format auch eine Bilddimension in z festgehalten ist, die letztend-
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lich die Schichtdicke ausdruckt, handelte es sich streng genommen um markierte
Voxel, die als sogenannte /abel fields abgelegt wurden.

Die von ,Amira“ angebotenen Tools zur semi-automatischen Segmentierung wa-
ren vielfaltig. Dasjenige Verfahren, das den Eigenschaften der Bilddaten am
ehesten gerecht wurde, war der magic wand (Zauberstab). Er stellte ein Keim-
zellenwachstumsverfahren in frei wahlbaren Grenzwerten dar. Mit der Maus
wurde zunachst Bild fur Bild ein Voxel in dem Organgewebe der Urniere mar-
kiert. Im Rahmen von vorgegeben Schwellenwerten weitete die Software den
markierten Bereich auf eine bestimmte Anzahl von Bildpunkten aus. Bedingt
durch die Ahnlichkeit von Grauwerten in verschiedenen Strukturen und den flie-
Renden Ubergang zum Beispiel zu den Gonadenanlagen oder dem Darmrohr
neigte der markierte Bereich dazu, weit in diese Gewebe auszulaufen. Deshalb
wurden anschlieBend individuelle border-lines eingeflgt. Hierbei handelte es
sich um Hilfslinien, die mit der Computermaus frei eingezeichnet werden konnten
und den segmentierten Bereich nach aul3en hin begrenzten.

Der Ductus mesonephricus konnte relativ leicht segmentiert werden, da sein
Verlauf kontinuierlich war und sich die aul3eren Grenzen deutlich vom umgeben-
den Gewebe abgrenzen lielen (Abb. 21). Die erkennbaren Mindungen der Tu-
buli wurden solange dem Ductus zugezahlt, bis sie sich ganzlich von ihm trenn-
ten. Hierdurch sollte spater die Anzahl der Tubuli genauer rekonstruiert werden
konnen.

Am aufwendigsten gestaltete sich die Markierung der Tubuli. |hre Umrisse
konnten zumeist sehr deutlich erkannt werden. Die Schwierigkeit lag jedoch
darin, dass — wie bereits erwahnt — Rohrenstrukturen die zweidimensionale
Ebene mehrfach durchsto3en und ihr Verlauf erst durch das Verfolgen eines Tu-
bulusanschnittes durch alle Schnittbilder bis zum Erkennen einer Umschlags-
stelle, dem rtcklaufigen Verfolgen der Fortsetzung bis zu einer weiteren Win-
dung und so fort erfasst werden konnte. Zur Auswahl mehrerer Markierungen in
einer Bildebene musste die Strg-Taste gedruckt gehalten werden.

Beginnend bei der eindeutigsten Stelle des Tubulus, der Mindung in den Wolff-
schen Gang, wurden also auf die genannte Art und Weise drei Tubuli segmen-
tiert. Zumeist waren letztendlich in einer Bildebene eine Vielzahl von Anschnitten
markiert, die man zuvor bei bloRem Betrachten eines einzelnen Schnittbildes in

keinerlei Beziehung hatte bringen kdnnen.
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Eine erste Beurteilung des Ergebnisses der Segmentierung konnte durch das
Betrachten der label fields entlang einer anderen Achse erfolgen (Abb. 22).

Eine weitere Schwierigkeit stellten im Segmentierungsprozess Bildartefakte wie
ZerreilBungen, fehlende Schnittbereiche und extreme Aufblahungen der Schnitt-
strukturen dar. Der Informationsgehalt dieser Bildebenen konnte fir die Rekon-
struktion nicht genutzt werden, sondern hatte sie ganz im Gegenteil nachteilig
beeinflusst. Um dennoch die Ausdehnung in der Langsachse durch das bloRe
Auslassen dieser Schnittebenen nicht zu verfalschen, wurde auf ein Instrument
zur Interpolierung von Markierungen in ,Amira“ zurickgegriffen. Hierzu musste
die jeweils zu bearbeitende Struktur kranial und kaudal des fehlerhaften Bildes
markiert werden und sichergestellt sein, dass in dem Bildstapel keine weiteren
Strukturen ausgewahlt waren. Durch Klicken auf die entsprechende Schaltflache
berechnete der Computer den idealen Ubergang zwischen den benachbarten
Bildern. Dieses Prozedere wurde in dem Bildstapel mehrfach durchgefihrt, im-
mer dann, wenn durch die Verwendung der Originaldaten eine zu grof3e Verfal-
schung des Ergebnisses beflrchtet werden musste.

Die derart segmentierten Labels wurden in einem "Amira"-eigenen Dateiformat

abgespeichert.

3.7 Rendering und weitere Darstellung der gewonnenen Rekon-
struktionen

Entsprechend der beschriebenen Maoglichkeiten zur dreidimensionalen Darstel-
lung von Volumendaten bot ,Amira“ oberflachenbasierte Renderingverfahren an.

Diese werden im folgenden naher beschrieben.

3.7.1 Berechnung einer Isosurface

Die Segmentierung und hierbei insbesondere die der aulleren Organkonturen
lieferte Daten, die fur eine schnelle Visualisierung herangezogen werden konn-
ten. Hierzu wurde das Modul Isosurface mit dem die Labels enthaltende Daten-
satz verknUpft. Im Grafikfenster erfolgte die Anzeige der Visualisierung. Sie
konnte modifiziert werden, indem zwischen transparenten und robusten Darstel-

lungsweisen gewechselt werden konnte. Die Einstellung eines Opazitatsgrades
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lie® in der transparenten Darstellungsweise innen gelegene Strukturen unter-
schiedlich stark durchscheinen.

Vor dem Rendern der Strukturen wurden die Labels mit dem Resample-Modul
vereinfacht, da insbesondere bei der transparenten Visualisierung die Rechen-
zeit ansonsten auffallend verlangert wurde. Im Konsolenfenster des Resample-
Moduls konnte hierzu entlang x-, y- und z-Achse ein Faktor eingegeben werden,
um den die Auflosung reduziert werden sollte. Das Ergebnis der Berechnung
wurde automatisch in einem neuen Objekt im Object-Pool von ,Amira“ abgelegt
und mit der Endung ,resample® gekennzeichnet. Beim Faktor 2 konnten keine
nennenswerten Detailverluste bemerkt werden, der Rechenaufwand wurde je-

doch erheblich vermindert.

3.7.2 Oberflachenberechnung und Visualisierung

Um eine Rekonstruktion anhand der heraussegmentierten Objektoberflachen zu
ermdglichen, wurde dem Datensatz zunachst das Modul SurfaceGen zugeord-
net. Dieses berechnete die Objektoberflachen und stellte verschiedene Einstel-
lungsmaoglichkeiten bereit. Fur die Berechnung konnte bestimmt werden, ob
keine, eine leichte oder aber eine starke Glattung der Konturen vorgenommen
werden sollte (none, unconstrained oder constrained smoothing). Des weiteren
konnte der Datensatz Uber die Funktion ,downsample unterschiedlich stark ver-
einfacht werden. Die Voreinstellungen wurden mit ,Apply* bestatigt und die Be-
rechnung erfolgte.

Dem resultierenden Datensatz wurde das Modul SurfaceView angebunden.
Hierdurch wurde es maoglich, Oberflachen einzeln und kombiniert darzustellen.
Jedes vorher segmentierte Material konnte visualisiert werden und Uber Schalt-
flachen war es mdglich, jedes Material der Gesamtvisualisierung hinzuzufugen
oder aus dieser zu entfernen. Die Darstellung konnte je nach Voreinstellung mit
Punkten, Flachen, schattiert oder transparent erfolgen.

Der Inhalt des Grafikfensters konnte interaktiv rotiert, skaliert und verschoben
werden und Uber die entsprechende Schaltflache als Screenshot abgespeichert
werden. Die Vermessung von Winkeln und Langen sowie Beschriftungen konn-

ten dem Visualisierungsergebnis angefligt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodische Ergebnisse

Der anfangs verfolgte Ansatz der Visualisierung der Schnittbilder auf dem Fa-
kultatsrechner musste wie bereits oben beschrieben als nicht praktikabel ver-
worfen werden, obwonhl hier bereits eine sehr exakte Segmentierung der Struktu-
ren stattgefunden hatte. Alle im Folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden
demnach durch die Nutzung der Remote-Visualisierung auf den Rechnern des

LRZ gewonnen.

4.1.1 Ergebnisse der Digitalisierung der Bilddaten

Im Hinblick auf die Datenmenge von ca. 8 Gigabyte und die damit verbundene
herabgesetzte Geschwindigkeit von Rechenprozessen wurde die Farbinforma-
tion der HE-Farbung in 8-Bit Graustufen umgewandelt. Die Detailinformation die-
ser vereinfachten Daten war fur die weitere Fragestellung jedoch vollkommen
ausreichend und ermdglichte auf dem genutzten Rechensystem ein zlgiges Ar-
beiten. Eine weitere Beschleunigung und Vereinfachung brachte die enge Ein-

grenzung der interessierenden Region (ROI).

4.1.2 Ergebnisse des Alignments

Die programmgesteuerte Ausrichtung der Schnitte nach dem handischen Setzen
mehrerer landmarks musste aufgrund des Fehlens eben solcher konstanter
Strukturen als nicht brauchbar eingestuft werden. Selbst der Ductus mesoneph-
ricus als durchgangige Struktur passte sich in die Organform ein und variierte
stark in Lage, Querschnitt und Krummung.

Die zweite automatische Registrierungsmadglichkeit, die rechnerermittelte Opti-
mierung der Histogrammabweichung, das heil3t der Grauwertverteilung zweier
benachbarter Schnittbilder war unter anderem aufgrund unterschiedlicher Far-
bungsintensitaten der histologischen Schnitte ebenso nicht zielfuhrend. Daruber
hinaus wurde die Anwendung dieses Verfahrens in vielen Schnittbildpaaren

durch zu umfangreiche Artefakte unmdglich gemacht.
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Zum Alignment des Bildstapels erfolgte daher die manuelle Ausrichtung, die
zwar das zeitaufwendigste Verfahren darstellte, jedoch auch die Mdglichkeit bot,
auf individuelle Verformungen und spiegelverkehrt eingefligte Schnittbilder zu
reagieren, was ein Algorithmus nicht zu leisten vermocht hatte.
Strukturveranderungen, die durch den histotechnischen Prozess zu erklaren wa-
ren, wurden von Fall zu Fall nach eigenem Ermessen korrigiert bzw. interpoliert.
Der Erfolg dieses Vorgehens wurde anhand virtueller Schnitte Uberpruft und
konnte im Bezug auf die aulleren Organkonturen und den Verlauf des Ductus
mesonephricus als befriedigend eingestuft werden. Das feine System der Tubuli
wies jedoch zweifelsohne zum Teil grobe Spriinge und Abweichungen zwischen
benachbarten Bildern auf.

Der Zeit- und Arbeitsaufwand, der zum manuellen Alignment nétig war, kann im
Hinblick auf die hohe Anzahl von Einzelbildern als angemessen angesehen wer-
den. Durch die Nutzung von Tastaturkirzeln in Kombination mit Bewegungen
der Maus konnte im Verlauf des Arbeitsvorganges in das manuelle Vorgehen ein
hohes Mal} an Routine und hierdurch eine Art Automatisierung eingebracht wer-

den.

4.1.3 Ergebnisse und Qualitat des Segmentierungsprozesses

Zur Darstellung der Tubulusstrukturen musste in den meisten Schnittbildern eine
Vielzahl von Konturen segmentiert werden. Dies manuell unter Nutzung eines
Pinsel-Tools in ,Amira“ zu leisten ware sowohl im Hinblick auf den Zeitaufwand
als auch auf die Genauigkeit unbefriedigend gewesen. Deshalb wurden die ver-
schiedenen von ,Amira“ angebotenen Instrumente zur semi-automatischen
Segmentierung auf ihre Praktikabilitat und Verlasslichkeit hin Gberpruft.

Aufgrund von Variationen in der Farbungsintensitat und sehr ahnlicher Grau-
werte verschiedener Gewebearten in der Schnittebene konnten reine Schwel-
lenwertverfahren nicht greifen. Als befriedigend und anwendungsfreundlich er-
wies sich das ,Zauberstab“-Tool (magic wand) kombiniert mit der Einfigung von
Grenzlinien (border lines), die das Auslaufen der Markierung in Bereiche mit
gleichen Grauwerten verhinderte. Durch das Einstellen individueller Grenzwerte
je nach Farbungsintensitat und Material konnten zufriedenstellende Segmentie-

rungsergebnisse erzielt werden.
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Das Problem der ,Ausreiller”, also einzelner Schnittbilder, deren Information als
allzu fehlerhaft eingestuft werden musste, wurde Uber Interpolationsberechnun-
gen gelost. Auch wenn hier abermals das Eingreifen im Einzelfall notig war,
konnten durch dieses Vorgehen eine Vielzahl von Artefakten ausgeldscht wer-
den, ohne dass diese Schnitte zu Beginn der Visualisierungspipeline aufwendig
aus dem Bildstapel hatten entfernt und ersetzt werden muissen. Der Informa-
tionsverlust durch die Interpolation von ungefahr 25 Schnitten hatte in Anbetracht
der Gesamtzahl von 902 Ebenen eine zu vernachlassigende Auswirkung auf das
Gesamtergebnis.

Standige Korrektur und Nachsegmentieren verlangte die Markierung der Tubu-
lusanschnitte, da sich immer wieder neue Umschlagstellen ergaben, die zurick-
verfolgt werden mussten. Zur endgultigen Kontrolle eines Tubulus mussten ab-
schlie®end zum Teil mehrere hundert Einzelbilder per Scrollen durchlaufen wer-
den. Nach vorhergehender Markierung des entsprechenden Materials konnte
hierbei anhand der filmahnlichen Sequenz und des entstehenden Bildrauschens

die Qualitat des Labellings abgeschatzt werden.

4.1.4 Das dreidimensionale Modell

Ziel aller Arbeitsschritte war schliellich die Rekonstruktion und Visualisierung
des Organs. Daher konnte auch erst in diesem abschlieRenden Prozess
tatsachlich entschieden werden, ob die Vorbereitungsschritte sinnvolle
Ergebnisse und Voraussetzungen liefern konnten.

Die Berechnung des vereinfachten Datensatzes (Resample) mittels Isosurface
ergab ein Modell, mit dem gut hantiert werden konnte. Es offenbarte anschaulich
die Organoberflache und in der transparenten Darstellungsweise den Einblick in
Lage und Ausdehnung des Ductus mesonephricus und der Tubuli (Abb. 23). Da
bei dieser Art der Berechnung eine Unterscheidung der einzelnen segmentierten
Materialien nicht stattfand, war der Kontrast innerhalb des Modells zum Teil nicht
ausreichend, um verschiedenen Strukturen verlasslich voneinander zu trennen.
Aulerdem auffallend waren vor allem an der aul3eren Kontur mehr oder minder
groRe Stufenbildungen entlang der Schnittebenen. Auch wenn die Ubergénge

aufgrund des Resamplings weicher als im unveranderten Datensatz erschienen,
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zeigten sich hier doch klar die Auswirkungen der Dehnungs- und
Stauchungsartefakte der Schnittbilder.

Die Segmentierung der Glomerula ware zur Darstellung des Nephrons in seiner
ganzen Lange wunschenswert gewesen. Da die Gefaldschlingen im histotechni-
schen Prozess jedoch ein weitaus fragileres Untersuchungsobjekt darstellten
und anfalliger fir Verformungen waren, lag ihre Markierung und Visualisierung
aulerhalb des Machbaren. Dieses Vorhaben wurde auch dadurch limitiert, dass
es mit den vorhandenen Segmentierungstools nicht moglich gewesen ware, die

Kapillarstrukturen mit einem vertretbaren Zeitaufwand mit der nétigen Sorgfalt zu

bearbeiten.

Abbildung 23: Transparente Darstellung des Mesonephros und seiner inneren Strukturen
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Zur Visualisierung des oberflachenbasierten Modells wurden die segmentierten
Konturen getrennt gerendert. Ein Vergleich der Berechnung mit und ohne Nut-
zung eines Glattungsalgorithmus ergab, dass eine Glattung zwar die Detail-
information reduzierte, das visuelle Ergebnis hierdurch jedoch klarer und Uber-
sichtlicher wurde (Abb. 24). Vor allem im Bereich der Tubuli, die abschnittsweise
sehr feine Strukturen aufwiesen, konnte die erhaltene dreidimensionale Informa-
tion die tatsachlichen Verhaltnisse aufgrund der genannten Artefakte nicht wie-
derspiegeln. So war es nicht moglich, einen eindeutig verfolgbaren Tubulusver-

lauf zu rekonstruieren, der keinerlei Verschmelzungen mit benachbarten Ab-

schnitten aufwies.

Abbildung 24: Rendering der Oberflichen des Wolffschen Ganges und der drei
segmentierten Tubuli ohne und mit Glattungsalgorithmus

Die Rekonstruktion mit den Modulen SurfaceGen und SurfaceView erlaubte im
Unterschied zu dem Isosurface die Aufschlisselung des Modells in seine einzel-
nen Materialien sowie das Entfernen einzelner Strukturen aus dem Visualisie-
rungsergebnis. Hierdurch wurde das Modell Ubersichtlicher und die Moglichkei-
ten der Interaktion vielseitiger.

Durch die kombinierte Darstellung von histologischen Schnitten und dreidimen-
sionalen Modellen im Grafikfenster konnte sowohl der Prozess der Visualisie-
rung nachvollzogen als auch der Zugewinn an raumlicher Information eindrucks-
voll dargestellt werden (Abb. 25).
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Abbildung 25: Rekonstruktion, virtueller Schnitt und histologischer Schnitt in einer Grafik
kombiniert dargestelit

4.2 Morphologische Ergebnisse

4.2.1 Das Organ als Ganzes

Der Mesonephros liegt dorsal langsoval in der Leibeshohle. Kaudal legt sich ihm
die Gonadenanlage von medial an. Seine laterale Oberflache ist der Kérperwand
unmittelbar benachbart und daher entspricht er in seiner Wélbung der Formung
der Korperhohle. Die Oberflache ist glatt. Die in der Visualisierung auftretenden
Stufen sind wie bereits beschrieben technisch bedingt. Der Organdurchmesser
ist relativ gleichmafig. Kaudal entlasst die Urniere den Wolffschen Gang (Abb.
26).
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Abbildung 26: SurfaceView; Transparente Visualisierung aller segmentierten Strukturen

4.2.2 Gestalt und Verlauf des Ductus mesonephricus

Der Wolffsche Gang durchzieht das Organ in voller Lange wobei sein Lumen
meist leicht oval ist und von kranial nach kaudal unter Aufnahme der Tubulus-
mundungen kontinuierlich zunimmt (Abb. 27). Kaudal verlasst er die Urniere und
mundet in die Kloake. Seine Lage im Organ variiert von ventrolateral im krania-
len Bereich Uber ventral nach ventromedial in den kaudalen Abschnitten. Die

Endabschnitte der Nephrone treten von lateral und dorsal an ihn heran.
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Abbildung 27: SurfaceView; Modell der duReren Organkontur und des Ductus mesonephri-
cus

Bei dem hier visualisierten Mesonephros eines Rinderembryos von 35 mm SSL
kann anhand der dem Ductus zugeordneten Einmundungen der Nephrone deren
Gesamtzahl zu diesem Entwicklungszeitpunkt auf 24 abgeschatzt werden (Abb.
28). Der kraniale Abschnitt des Wolffschen Ganges weist wenige kurze Unter-
brechungen auf, die als ein Anzeichen flr Degeneration gewertet werden kon-

nen.

70



Ergebnisse

Abbildung 28: Modell des Ductus mesonephricus: Ansicht von dorsomedial zur besseren
Sicht auf die Tubuluseinmiindungen

4.2.3 Gestalt der Nephrone

Der grundsatzliche Verlauf der Tubuli konnte trotz der in den Ausgangsdaten
aufgetretenen Artefakte sowie der Stufenbildung in der Visualisierung gut beur-

teilt werden.
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Abbildung 29: Visualisierung des Ductus mesonephricus und der drei Tubuli

Ausgehend vom medial gelegenen Glomerulum beginnt der Tubulus proximal
mit einem mehr oder minder geraden Abschnitt, der sich nach einem kurzen
Verlauf nahezu parallel zum Wolffschen Gang in mehreren, schwer differenzier-
baren, hufeisenférmigen Windungen umschlagt. Das Lumen ist in diesem Be-
reich weiter als im proximalen Abschnitt. Unter Verengung des Lumens legt sich
der Tubulus in seinem weiteren Verlauf dem Glomerulum an, bevor er sich
abermals zunachst in einer kleinen Schleife und dann in einer Vielzahl von Win-
dungen umkehrt und unterhalb der lateralen Organoberflache Uber wenig ge-
wundene Abschnitte mit geringerem Durchmesser der Einmundung in den Wolff-

schen Gang nahert, in den er sich schlie3lich ergieRt (Abb. 30). Diese Struktur
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des Tubulus lasst sich an dem am weitesten kaudal rekonstruierten Tubulus ¢
am besten nachvollziehen. Die weiter kranial gelegenen Tubuli a und b sind we-
niger differenziert und wie in Abbildung 31 ersichtlich in ihrer rdumlichen Aus-

dehnung weniger prominent.

~ Lage des Glomerulums
16y d
{ I8 7/

Abbildung 30: Rekonstruktion des Tubulus c; Ansicht von medial

Die Verschmelzung einzelner Tubuli bzw. der Abgang mehrerer Tubuli von ei-
nem Glomerulum lassen sich vermuten. In Tubulus ¢ sind dies zum Beispiel zwei
Anteile des proximalen Tubulus, die sich im weiteren Verlauf vereinen.

Der Tubulusverlauf ist in der Visualisierung immer wieder unterbrochen. In Ab-

bildung 30 ist dies etwa proximal des Ubergangs in die attachment-Zone zu er-
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kennen. Diese Lucken kénnen entweder durch fehlerhafte Informationen in den
Schnittbildern erklart werden oder aber ein Anzeichen flr beginnende Degene-
ration sein.

Die Komplexitdt des Tubulussystems nimmt von kranial nach kaudal zu. Die
Nephrone stehen nahezu senkrecht zu der Achse des Ductus (Abb. 31). Da die-
ser gebogen verlauft, verandert sich ihre Stellung im Kdrper sowie im Organ von
einer transversalen in kranialen Abschnitten zu einer mehr diagonalen im kau-
dalen Bereich. Ruft man sich die Lage der histologischen Schnittebene vor Au-

gen, erklart sich hierdurch, dass vor allem der Tubulus ¢ im Organ eine weite

Ausdehnung besitzt und dadurch in mehreren hundert Schnittbildern reprasen-
tiert ist.

Abbildung 31: Relative raumliche Ausdehnung der drei rekonstruierten Tubuli
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Eine Vermessung und Angabe von Groflken war in der vorliegenden Arbeit nicht
mdglich. Die Aufnahme eines Langenmalies zur Referenzierung bei der Digitali-
sierung der histologischen Schnitte wurde entweder versaumt oder die betref-
fende Datei war nicht mehr auffindbar. Verlassliche Strukturen beziehungsweise
zellulare Bestandteile wie etwa Erythrozyten zur exakten Bestimmung von Di-
mensionen konnten nicht herangezogen werden, da in Schnittbildern die GroéRe
eines Objektes stark je nach Ebene und Orientierung des angelegten Schnittes

variieren kann. Auf die Angabe von GroRen wurde daher verzichtet.

75



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Computergestiitzte Visualisierung der histologischen
Schnittbildserie

Eine groRe Herausforderung in dieser Arbeit lag darin, dass ein seit Jahren ar-
chiviertes Praparat verwendet wurde, das nicht fir diesen Zweck vorgesehen
war. AuRerdem handelt es sich bei dem untersuchten Objekt um ein Organ mit
einem hohen Anteil an tubularen Strukturen, das sehr anfallig fur geometrische
Verschiebungen ist. Methodisch sinnvoll ist bei der Visualisierung insbesondere
derartiger histologischer Schnittbildserien die Nutzung von Markersystemen zur
Verbesserung und Beschleunigung des Alignments (Stoltenberg et al. 1997). Im
vorliegenden Fall wurden externe Marker im histotechnischen Prozess jedoch
nicht eingefugt, da die Moglichkeit einer computergestutzten Visualisierung zum
Zeitpunkt der Anfertigung noch nicht bekannt war. Interne Marker, also
praparateigene Strukturen, die sich als sichere Referenzen geeignet hatten, bo-
ten der Mesonephros und benachbarte Organe nicht. Uberdies sollte in dieser
Arbeit Uberpruft werden, inwieweit eine konventionelle Schnittbildserie fur mo-
dernste Visualisierungsvorhaben verwendbar sein konnte. Deshalb musste den
klassischen Phanomenen bei der Arbeit mit physikalischen Serienschnitten
(Streicher et al. 1997) in den allermeisten Fallen durch manuelle Verfah-
rensweisen und subjektives, ergebnisorientiertes Eingreifen begegnet werden.
Das Auftreten von raumlichen Verschiebungen, die vor allem bei der Mikrotomie
und dem Streckbad auftreten, kann wie bereits von Streicher beschrieben auch
in dieser Arbeit als die grof3te Schwierigkeit im Arbeitsprozess eingestuft werden.
Das Alignment der einzelnen Schnitte ist jedoch die Grundlage fur die folgende
Segmentierung sowie das abschlielliende Rendering und Mapping. Zu grobe
Fehler hierbei addieren sich von Schnitt zu Schnitt und fihren zu ungenauen
oder ungultigen Resultaten.

Eine zufriedenstellende Segmentierung ist im Fall der Urniere, und damit auch
zumindest fur Schnittserien ahnlich strukturierter Organe wie etwa des Meta-
nephros oder des Hodens, mit automatischen Verfahren nicht moglich, da diese
nicht in der Lage sind, den zum Teil sehr homogenen oder unubersichtlichen

Datensatz ohne menschlichen Verstand mit medizinischem Wissen zu flllen
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(Zockler et al. 2001). Mit den bereitgestellten Tools zum semiautomatischen
Labelling in ,Amira“ konnten jedoch mit hdherem Zeitaufwand und der gebote-
nen Sorgfalt gute Resultate erzielt werden. Durch Vereinfachung der segmen-
tierten Labels und Verwendung der Interpolations- und Glattungsinstrumente
konnte die beim Alignment entstandene Stufenbildung in der Visualisierung re-
duziert werden. Hierdurch wurden jedoch feinere Strukturen zum Teil nicht mehr
in der korrekten raumlichen Beziehung zueinander angezeigt.

Die kommerzielle Software ,Amira“ wird in vielen Forschungsbereichen bereits
seit langem verwendet. Hierzu gehdéren die Ingenieurs- und Geowissenschaften
ebenso wie medizinische Anwendungen'. Auch zur Visualisierung anatomisch-
histologischer Daten kann sich ,Amira“ als ein Programm mit einem hohen Mal}
an Interaktivitat, Benutzerfreundlichkeit und guten technischen Maoglichkeiten als
sehr hilfreich erweisen. Die Ergebnisse, die die Software liefern kann, werden
jedoch mafgeblich durch die Qualitat der Ausgangsdaten und die Leistung der
Hardware bestimmt. Die Tatsache, dass ,Amira® zum Alignment nur rigide
Transformationsmoglichkeiten bietet, begrenzt die Anwendbarkeit auf konventio-
nelle histologische Schnittserien nicht unerheblich.

Als einziger wirklich limitierender Faktor flr die Berechnung und Darstellung des
Modells (Rendering und Mapping) kann die Performance der Rechensysteme
angesehen werden (Huijsmans et al. 1986). Aus diesem Grund musste in der
vorliegenden Arbeit auch die Verwendung der Fakultatsrechner eingestellt
werden. Mit zunehmender Datengrofle und Komplexitat der Visualisierungs-
anspruche in Bezug auf Darstellung und Beleuchtungsmodelle muss nach L6-
sungen wie in diesem Fall der Nutzung der Remote-Visualisierung auf Hoch-
leistungsrechnern gesucht werden.

Methodisch sind also zur Optimierung der Rekonstruktionsergebnisse aus histo-
logischen Schnitten zwei Voraussetzungen anzustreben. Zum einen ist bereits
beim Anfertigen der Schnitte die Uberlegung anzustellen, ob und inwiefern es
moglich ist, interne Marker zu nutzen beziehungsweise externe Marker einzufu-
gen, die spater als klares Bezugssystem zur geometrischen Reorientierung die-
nen kdnnen. Praparatserien, die derartige Marker enthalten sind dann auch fur
Methoden des automatischen Alignments besser zuganglich. Inwiefern fur die

jeweilige Fragestellung andere Techniken wie etwa die Konfokalmikroskopie, die

! http://www.amira.com/images/stories/pdf/web-amira-brochure.pdf (06.04.10)
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keine Ausrichtung der Schnitte nétig macht dafur jedoch die Praparatdicke ein-
grenzt, einsetzbar sind, muss im Einzelfall entschieden werden. Weitere Ansatze
bestehen in dem Verzicht auf die Deparaffinisierung (Jirkovska et al. 2005) oder
der Kombination von mikroskopischen und episkopischen Bildern (Knabe et al.
2002, Streicher et al. 1997).

Als weitere Voraussetzung muissen noch leistungsfahigere Algorithmen und
Segmentierungstools entwickelt werden, die den Markierungsprozess beschleu-
nigen sowie dessen Qualitat verbessern. Als Ideal ist dasjenige Verfahren anzu-
streben, das ohne menschliches Eingreifen vollkommen automatisch arbeitet
und damit objektive, gut reproduzierbare Ergebnisse liefert. Hierzu gibt es bereits
einige Ansatze, die meist jedoch auf wenige Spezialfalle zugeschnitten sind.
Aufgrund einer Vielzahl von Schwierigkeiten besteht noch ein sehr groRer
Handlungsbedarf und jedes automatische Verfahren muss sich im Vergleich zu
den erzielten Ergebnissen eines sachkundigen Wissenschaftlers messen lassen.
Ein routinemaRiger Einzug computergestitzter Visualisierungstechniken kann
erst stattfinden, wenn die Programme in der Lage sind, sowohl schnell als auch
zuverlassig genug zu arbeiten.

So Ubersteigt der Aufwand zur Herstellung raumlicher Modelle aus histologi-
schen Schnittbildserien diffiziler Praparate wie etwa des Mesonephros mit der
Software ,Amira“ bei dem momentanen Stand der Technik fur die Nutzung in der
Lehre noch weit ihren Nutzen. Je weniger Einzelschnitte jedoch eine Serie bilden
und je ubersichtlicher sich die morphologischen Beziehungen im Praparat pra-
sentieren, desto eher wird es fir das Lehrpersonal méglich sein, Lerninhalte ent-
sprechend aufzubereiten.

FUr definierte Fragestellungen in Forschung und Wissenschaft konnte mit der
beschriebenen Methode jedoch eine praktikable Moglichkeit gezeigt werden, die
Volumeninformation histologischer Schnittbildserien zu erschlielen. In der vor-
liegenden Arbeit konnten durch dieses Verfahren beispielsweise neue Ergeb-
nisse zur rdumlichen Anordnung der Nephrone gewonnen werden.

Der Nutzen dreidimensionaler Rekonstruktionen steht auller Frage. Das
menschliche Gehirn ist in seiner rdumlichen Vorstellungskraft eingeschrankt.
Mikroskopische Techniken bieten hohe zweidimensionale Auflosungen. Aber
erst Computermodelle konnen die raumliche Anordnung erschliel3en und neue

Zusammenhange offenbaren. Die Vorteile dieser digitalen Modelle sind vielseitig:
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Sie kdnnen beliebig versendet, abgespeichert und verglichen werden. Wissen-
schaftlern und Studierenden ist es mdglich, sie an jedem geeigneten PC zu zer-

legen und aus frei wahlbaren Perspektiven zu betrachten.

5.2 Die Urniere und ihre Strukturen

Zu der Urniere existieren im Vergleich zu anderen Organen und embryonalen
Strukturen vergleichsweise wenige Beschreibungen in der Literatur. Dies mag
auch daran liegen, dass es sich speziesspezifisch um eine morphologisch unter-
schiedlich ausgepragte Struktur handelt, die in der Embryonalzeit nur Uber einen
variabel kurzen Zeitraum angelegt wird. Auch der funktionellen Phase — sofern
uberhaupt vorhanden — wird von den verschiedenen Autoren unterschiedliche
Bedeutung beigemessen (Davies 1952, Grinsted und Aagesen 1984, Tiedemann
1976). Dreidimensionale Untersuchungen existieren kaum, da die technischen
Madglichkeiten hierzu noch nicht sehr lange zur Verfigung stehen und das Organ
ein schwieriges Untersuchungsobjekt darstellt. Zu der Gefalkversorgung des Or-
gans gibt es recht detaillierte Darstellungen (Carretero et al. 1995, Vollmerhaus
et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnten die bisherigen Beschreibungen der Urnieren-
strukturen weitestgehend bestatigt werden. Um kraniokaudale Veranderungen
im Organ deutlich zu machen, wurden drei Tubuli in unterschiedlichen Positionen
ausgewahlt, deren Verlauf in den Schnittbildern bei einer vorhergehenden Uber-
prufung keine allzu groRen Ausreil3er oder Fehler aufwies. Es konnte gezeigt
werden, dass die Komplexitat und Ausdehnung der Nephrone von kranial nach
kaudal stetig zunehmen. Dies ist schon seit langerem bekannt. Wie bereits von
anderen Autoren beschrieben, sind die Nephrone im Gegensatz zur Vorniere
nicht mehr segmental sondern segmentibergreifend angeordnet (Fiorino 1992,
Fraser 1920). In der Rekonstruktion wird deutlich, dass sie sich am Verlauf des
Ductus mesonephricus orientieren zu scheinen und senkrecht zu ihm stehen. Da
sich der Wolffsche Gang in seinem Verlauf im Organ krummt, verandert sich
auch die Stellung der Nephrone in Beziehung zur Urniere. Wahrend sie in krani-
alen Bereichen noch in einer transversalen Ebene zum Organ und dem gesam-
ten Korper liegen, sind sie kaudal eher diagonal angeordnet. Fruhere Beschrei-

bungen der Nephronstruktur mussen aufgrund dieser Tatsache hinterfragt wer-
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den, da die Autoren bei der Arbeit mit zweidimensionalen Bildern und der
Annahme, dass sich die Nephrone weitestgehend parallel zur Schnittebene ori-
entierten, zu falschen Ergebnissen gelangt sein konnten.

So erklart sich, dass sich in der Urniere trotz der relativ geringen Anzahl von
Nephronen ein eng verflochtenes Tubulusgeflecht ergibt. Diese Anzahl wurde im
untersuchten Rinderembryo von 35 mm SSL anhand der Zuflisse in den Wolff-
schen Gang auf ca. 24 geschatzt und liegt damit deutlich unter den von anderen
Autoren zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten genannten Zahlen
(Shumkina 1960, Tiedemann 1976). In ihrer raumlichen Ausdehnung sind die
drei rekonstruierten Nephrone eher scheibenartig und nicht voluminds rund.

Der Wolffsche Gang ist kranial im ventrolateralen und kaudal im ventromedialen
Quadranten des Organs zu finden. Dies widerspricht den Beschreibungen von
Altschule (1930) und Tiedemann (1976). Ein ahnlicher Verlauf ist beim Dromedar
beschrieben (Aly 2007). Sein Lumen nimmt stetig zu und er verlasst das Organ
kaudal. Die Sammelrohre der Nephrone treten erwartungsgemalf von dorsal und
lateral an ihn heran (MacCallum 1902). Die Glomerula fugen sich medial in den
verfugbaren Raum ein, zum Teil leicht nach ventromedial sowie dorsomedial
versetzt. Eine Rekonstruktion dieser feinen kapillaren Strukturen war aus den
oben genannten Griinden nicht méglich. Deshalb konnte das Vorkommen des
beschriebenen Riesenglomerulums nicht gezeigt werden (Bremer 1915,
MacCallum 1902).

Die Grundform des Tubulus im Sinne eines mehrfach spiralférmigen Verlaufs
(Lewis 1920, MacCallum 1902) und die von Tiedemann (1979) an Schweine-
embryonen beschriebene Struktur des Nephrons konnten vor allem an der als
Tubulus ¢ benannten, kaudalen Rekonstruktion gut nachempfunden werden. Ein
Tubulus beginnt medial vom Glomerulum ausgehend am Harnpol und setzt sich
in den proximalen, relativ geradlinigen Abschnitt fort. Das Lumen ist geringfigig
enger als das der distalen Windungen und zum Teil ampullenartig erweitert.
Nach mehreren hufeisenférmigen Windungen legt sich der distale Tubulus dem
Glomerulum von lateral in der attachment-Zone an, bevor er in die post-
attachment-Abschnitte mit wesentlich starker gewundenem Verlauf Gbergeht (Aly
2007). Der Beginn dieser Abschnitte wird durch eine Schleife markiert, die klei-
ner als die beim Schwein beschriebene ausfallt (Tiedemann 1979). Eine Henle-

sche Schleife konnte erwartungsgemald nicht dargestellt werden (Tiedemann
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1985) Die distalen Tubuli colligentes wiederum sind durch ein schmales Lumen
und einen weitestgehend ungewundenen Verlauf lateral und ventral unmittelbar
unter der Organkapsel gekennzeichnet. Sie minden in den Ductus mesonephri-
cus.

Der praparierte Embryo hatte eine SSL von 35 mm, was einem Alter von unge-
fahr 40 Tagen p.c. entspricht und musste daher im Mesonephros der Literatur
entsprechend bereits Anzeichen von Degeneration zeigen (Davies und Davies
1950, Russe 1998, Shumkina 1960). Hinweise hierauf konnten kranial im Verlauf
des Wolffschen Ganges sowie im Verlauf der Tubuli in Form vereinzelter Unter-
brechungen gefunden werden. Aufgrund der aufgetretenen Artefakte kann je-
doch nicht ausgeschlossen werden, dass diese Lucken auch kunstlich entstan-

den sein konnten.
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6 Schlussfolgerung

Die Verwendung dreidimensionaler Visualisierungen ist im medizinischen Be-
reich auf dem Vormarsch. Fortschritte ergeben sich hierdurch nicht nur in For-
schung und Lehre, sondern beispielsweise auch in der Operationsplanung sowie
in der Kommunikation mit dem Patienten. In Anbetracht der Vielzahl der bildge-
benden Verfahren und der Unterschiede in Qualitadt und Charakter der Bilddaten
bestehen jedoch noch groRe Unterschiede. Wahrend MRT, CT und auch Ultra-
schall oft schon routinemaflig mit Hard- und Software zur 3D-Rekonstruktion be-
trieben werden, existieren diese Techniken fur die Lichtmikroskopie, die auf-
grund ihrer hohen Auflosung fur viele Fragestellungen immer noch unentbehrlich
ist, kaum. Der Bedarf an Losungen zur Erstellung dreidimensionaler Modelle in
diesem Bereich ist gro3. Die gangigen Verfahrenstechniken zur 3D-Visualisie-
rung sind wie in der in dieser Arbeit verwendeten Software ,Amira“ vorhanden
und erprobt, erwiesen sich fur die routinemaflige Anwendung im Umgang mit
histologischen Schnittbildserien aber als nur bedingt geeignet. Es bedarf weiter-
hin grof3er Anstrengungen in der Entwicklung intelligenter Berechnungsalgorith-
men sowie automatischer Instrumente zum Alignment und zur Segmentierung,
um den manuellen Nachbearbeitungsaufwand deutlich zu reduzieren. Diese
Algorithmen mussen an die speziellen Anforderungen beim Arbeiten mit histolo-
gischen Bilddaten angepasst und lernfahig sein, um valide Ergebnisse erzielen
zu konnen. Die Performance der Hardware kann nicht als limitierend angesehen
werden, da schon heute sehr leistungsfahige Systeme zur Verfugung stehen und
standig Weiterentwicklungen stattfinden. Ob zukunftige Softwarepakete in der
Lage sein werden, Schnittbildserien komplexer Strukturen vollautomatisch zu
verarbeiten und zu visualisieren ist im Augenblick noch nicht abzusehen und be-
darf noch einer langjahrigen Entwicklungsarbeit. Nur dann wird die computer-
gestutzte Visualisierung mikroskopischer Schnittbilder jedoch nicht nur flr ge-
zielte wissenschaftliche Fragestellungen verwendet werden kdnnen sondern

auch als Routineverfahren einsetzbar sein.
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7 Zusammenfassung

Der rechte Mesonephros, sein Ductus mesonephricus sowie drei Tubuli eines
bovinen Embryo mit 35 mm SSL wurden aus 902 histologischen Einzelbildern
am Computer rekonstruiert. Zur Verwendung kam die kommerzielle Software
,<Amira“. Die Arbeit wurde Uber einen Remote-Zugang auf den Rechensystemen
des Leibniz-Rechenzentrums in Garching bei Munchen durchgefuhrt. Die
Schwierigkeiten und Grenzen der computergestitzten Visualisierung aus kon-
ventionellen Schnittbildserien konnten gezeigt werden. Das Vorgehen mit physi-
kalischen Schnitten brachte vor allem Probleme beim Ausrichten der Schnitte
sowie beim Zuordnen von Bildpunkten zu Strukturen mit sich. Bei der bearbeite-
ten histologischen Serie handelte es sich um archivierte Bilder. Diese waren zum
Zeitpunkt ihrer Herstellung nicht zum Zwecke der Bearbeitung an einem PC be-
stimmt und daher nicht mit Markersystemen zur besseren Reorientierung aus-
gestattet. Konventionelle Schnittbildserien komplizierter Strukturen konnen also
als Ausgangsdaten zur digitalen Weiterverarbeitung als nicht optimal bezeichnet
werden. Im Ergebnis konnten jedoch mit gréfitenteils zeitaufwendigen, handi-
schen Verfahren dank der sehr guten Hardware-Performance befriedigende Er-
gebnisse erzielt werden.

Diese bestatigten groRtenteils die bisherigen Beschreibungen des Mesonephros.
Hinweise auf einen kraniokaudalen Gradienten in der Entwicklung und Degene-
ration konnte ebenso gezeigt werden wie grundsatzliche morphologische Bezie-
hungen. Ein Nephron besteht aus dem medial gelegenen Glomerulum, dem ge-
streckten proximalen Tubulus und einem stark gewundenen, distalen Tubulus
mit attachment-Zone in direkter Nachbarschaft zum Glomerulum. Ein unmittelbar
unter der Organkapsel verlaufender, kollektiver Abschnitt miindet schliellich in
den Wolffschen Gang. Die Stellung der Nephrone ist segmentubergreifend und
nahezu senkrecht zum Verlauf des Wolffschen Gangs.

Der mit der Visualisierung der Schnittbildserie verbundene hohe Zeitaufwand
sowie die Notwendigkeit standiger manueller Kontrolle zeigt deutlich, dass bis
zum routinemafigen Einsatz dreidimensionaler Techniken im lichtmikroskopi-
schen Forschungsbereich noch gro3er Handlungsbedarf besteht. 3D-Modelle

sind in der Lage, Wissenschaftlern neue Einblicke und Zugange zu gewahren
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sowie Studierenden den Lernstoff auf anschauliche Art und Weise zu vermitteln.
Der Aufwand zu ihrer Herstellung muss jedoch in einem sinnvollen Verhaltnis zu

ihrem Nutzen stehen.
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8 Summary

Computer-based 3D visualisation of histological serial sections

using the example of the bovine mesonephros

A mesonephros, its Wolffian duct and three of its tubuli of a bovine embryo
measuring 35 mm CRL have been reconstructed out of 902 histological slices on
a computer platform using the commercial visualisation software “Amira”. Main
work has been done using a remote-access to the systems of the Leibniz-
Rechenzentrum in Garching near Munich. Difficulties and limits of computer-
based visualisation of conventional serial slices could be shown. Proceeding with
physical sections lead to problems in alignment and labelling. The series used
was an archived one that hasn’t been prepared for modern digital techniques
and so has not been provided with any marker-systems. Thus, conventional se-
rial thin sections of complicated structures are not optimal for creating visualisa-
tions. However, satisfying results could be achieved by the use of time-consum-
ing manual work and thanks to the excellent hardware performance.

These results mostly confirmed former descriptions of the mesonephros. There
were signs that development and degeneration proceed in a craniocaudal direc-
tion. One nephron consists of the glomerulum situated medially, a straight proxi-
mal tubule and a highly contorted distal tubule with the attachment-zone next to
the glomerulum. The collecting tubule runs directly subcapsular and empties into
the Wolffian duct. The position of the nephrons reaches across multiple seg-
ments and is nearly perpendicular to the Wolffian duct.

The time needed for operations and the need of permanent manual interactions
clearly shows the necessity of progress in three-dimensional visualisation of light
microscopical data to make it easy and fast enough for routine use. 3D-models
are able to provide new insights to scientists and a more interactive way of
learning for students. But efforts in achieving them must remain in reasonable

relation to their value.
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