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Zusammenfassung. Die Art der Invasion von Gebérmutterhalskarzi-
nomen in umliegendes gesundes Gewebe besitzt prognostische Relevanz.
Es wird eine Verarbeitungskette (starre und nichtlineare Registrierung
sowie Farbsegmentierung) vorgestellt, mit der anhand histologischer Seri-
enschnitte Teilvolumina aus dem Bereich der Invasionsfront rekonstruiert
werden konnen.

1 Einleitung

Die 3D-Charakterisierung des Invasionsmusters beim Plattenepithelkarzinom des
Gebarmutterhalses anhand histologischer Serienschnitte ist eine aktuelle klini-
sche Fragestellung, die hoéchste Anforderungen besonders an Bildverarbeitung
und -analyse stellt. Die Arbeit ist Teil eines Projektes und hat die weitere Auf-
kldrung der Tumorinvasion am Beispiel des Plattenepithelkarzinoms des Gebér-
mutterhalses (Cervix Uteri) zum Ziel. Bei der Ausbreitung von Tumoren spielen
viele Einzelfaktoren eine Rolle, deren Zusammenspiel sich in Variationen mor-
phologisch charakterisierbarer Invasionsmuster niederschléagt, obwohl der dersel-
be Tumortyp vorliegt (hier: Plattenepithelkarzinom). Die Variationsbreite reicht
dabei von einer glatten Tumor-Wirt-Grenzflache bis hin zu diffus aufgesplitter-
ten Mustern, die unterschiedliche prognostische Relevanz besitzen [1]. Wichtige
Einschrankung dieser Studien ist, daf alle morphologischen Einteilungen nur
anhand einzelner histologischer Schnitte erfolgt sind.

Zur genauen Analyse von Gewebevolumina mit Submillimeterauflésung wer-
den histologische Serienschnitte als Referenzmethode angesehen. Daher wurde
fiir unsere Fragestellung prinzipiell auf diese Technik zuriickgegriffen. Allerdings
muf} eine Vielzahl von Artefakten (Verzerrungen, Risse, Falten, Schwankungen
der HE-Farbung) in Kauf genommen werden. Diese kénnen bei routineméfigen
Untersuchungen vom Pathologen gut toleriert werden. Fiir eine automatische
Rekonstruktion mit Registrierung und Segmentierung resultieren daraus aber er-
hebliche Anforderungen. Daher wird in der vorliegenden Arbeit ein mehrstufiges
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Verfahren vorgestellt, das zur Rekonstruktion der Tumorinvasionsfront einge-
setzt wird. Es geht in Art und Umfang erheblich iiber unsere fritheren Arbeiten
hinaus [2].

Hauptproblem der Rekonstruktion ist die automatische referenzdatensatz-
lose Registrierung der histologischen Serienschnitte. Es existieren in der Litera-
tur Arbeiten zur Registrierung von Datensétzen praktisch aller Bildmodalitéten.
Verglichen mit bisher behandelten histologischen Serienschnitten, nimmt das uns
vorliegende Problem eine besondere Stellung ein: Wahrend es sich in der Litera-
tur meist um Serienschnitte von Organen wie Gehirnen [3,4] handelt, liegen uns
Schnitte aus Teilpraparaten des Gebarmutterhalses vor, die nicht nur hochauf-
16send digitalisiert (PixelgréBe typ. 82um?), sondern auch sehr diinn geschnit-
ten wurden (z.T. mehrere hundert Schnitte, Starke typ. 10um). Unter diesen
Umsténden ist unseres Erachtens fiir eine erfolgreiche Gewinnung von Volumen-
information die Kombination geeigneter bekannter Registrierungsschritte (starre
Ausrichtung, globale und lokale nichtlineare Entzerrung) die beste Losung.

2 Methodik

In der ersten Stufe wird der Serienschnitt einer sukzessiven paarweisen star-
ren Registrierung anhand der Luminanzbilder unterzogen und damit der Volu-
mendatensatz auf das effektiv erfafite Volume Of Interest (VOI) eingeschréankt.
Grundlage bildet die Verbindung von translationsinvarianter polar-logarithmi-
scher Fourier-Mellin-Transformation (FMI [6]) und Phase-Only Matched Fil-
tering (POMF [7]) zur Verdrehungsbestimmung (Reskalierung ist nicht erfor-
derlich) sowie ein weiteres POMF zur Translationsbestimmung. Darin hat ein
POMF zur Bestimmung der Koordinaten der besten Korrelation z; und y; fiir
ein Referenzbild r(z, y) sowie ein betrachtetes Bild s(z,y) prinzipiell die Form

— argmaxF ! M s(x *
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Die Korrelation im Fourierraum mittels POMF erweist sich erwartungsgeméf
als sehr schnell gegeniiber iterativen Verfahren im Ortsraum sowie im Rahmen
des stufenweisen Rekonstruktionsverfahrens als ausreichend genau.

Danach erfolgt eine erste nichtlineare Entzerrung. Diese zweite Stufe sehen
wir als erforderlich an, da die nachfolgende nichtlineare kriimmungsbasierte Re-
gistrierung ansonsten aufgrund der Artefakte der Bilder zwar gute paarweise
Registrierungen erzeugt, jedoch zugleich mit fortschreitender Abarbeitung der
Serie mehr und mehr Artefakte nachbildet, was i. a. schliefflich zu sehr starken
Deformationen bis hin zu topologischen Defekten fiithrt. Es wird zunéchst also
ein gleichméBig diinn besetztes Verschiebungsvektorfeld berechnet und mittels
Methode der kleinsten Fehlerquadrate die optimalen Koeffizienten eines Entzer-
rungspolynom (Ansatz: 5. Ordnung) geschitzt. Fiir die lokale Korrelation wird
pro Verschiebungsvektor erneut ein POMF angewandt.

Hieran schliefit eine farbbasierte Analyse hinsichtlich des jeweiligen Tumors
an. Es werden hierfiir fiir jeden Serienschnitt (Variabilitdt der Féarbung!) in
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fiinf ausgew&hlten Schnitten manuell Tumor- und Normalgewebebereiche kom-
plett segmeniert. Im weiteren wird mit intensitdtsnormierten Farbwertanteilen &
und ¢ gearbeitet, die fiir beide Bereiche Normalverteilungen gentigen. Dafiir
werden die Parameter der Verteilungsdichten fiir Tumor p. und Normalgewe-
be pp, geschitzt. Die Wahrscheinlichkeit eines Pixels &, Tumorgewebe darzustel-
len, wird bestimmt als

pe(§)

1O = O @ ®

Da die Farbung innerhalb einer Serie Schwankungen und Driften unterliegt,
wird der farbbasierten Analyse eine Farbadaptation beziiglich eines gewahlten
Referenzschnittes vorangestellt. Adaptationskriterium ist dabei die geschitzte
multivariate Normalverteilung der Farbvalenzen im RGB-Raum.

In der vierten Stufe erfolgt die Bestimmung eines vollstdndigen verbleibenden
Verschiebungsvektorfeldes u zur Beseitigung restlicher lokaler Registrierungs-
fehler. Dafiir wird eine kriimmungsbasierte nichtlineare Registrierung von be-
trachtetem Bild s(z,y) auf Referenzbild r(z,y) auf der Basis einer partiellen
Differentialgleichung 4. Ordnung verwendet [5]:

o (s t) = —a Au(2,0,0) + F(as(2,3,) ®)
mit
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XV (s(z — tug,y — uy) — r(z,y)) (4)

Das gekoppelte System partieller Differentialgleichungen fiir die Verschie-
bungsfelder wird mit sukzessiver Approximation und diskreter Fouriertransfor-
mation gel6st. Das Verschiebungsfeld wird dabei basierend auf Wahrscheinlich-
keitsbildern aus der zuvor durchgefiihrten Farbanalyse berechnet. Somit gehen
Bereiche der Bilder in diesen Registrierungsschritt umso héher ein, je hoher dort
die lokale Wahrscheinlichkeit fiir Tumorgewebe ist.

In der letzten Rekonstruktionsstufe wird der registrierte Volumendatensatz
einer Medianfilterung unterzogen, an die sich eine Isoflichenberechnung [8] ent-
sprechend eines gegebenen Schwellwertes anschliefit.

3 Ergebnisse und Diskussion

Mit der dargestellten Methodik ist es uns erstmals gelungen, Tumorpriparate
anhand histologischer Serienschnitte zu rekonstruieren und die Invasionsfronten
zu bestimmen (siehe Abb. 1 mit drei ausgewahlten Beispielen mit (a) 90, (b) 300
und (c) 100 Schnitten). Nur in sehr wenigen Féllen traten prinzipielle Proble-
me bei der Rekonstruktion auf, so daB ca. 1% der Schnitte mit grébsten Arte-
fakten wie groBflichigen Gewebeliicken oder groBen Einfaltungen/Rissen nicht
beriicksichtigt werden konnten.

Der Verarbeitungsaufwand des mehrstufigen Verfahrens zahlt sich deutlich
aus und wird fiir diese Art Datenmaterial mit sehr vielen verschiedenen méglichen
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Abb. 1. Isoflachen von Tumorinvasionfronten und dazu korrespondierende einzelne
Beispielschnitte mit (a) geschlossenem, (b) plumpem und (c¢) netzigem Invasionsmu-
ster, dargestellt mittels ca. 280000, ca. 900000 bzw. ca. 1100000 Polygonen, Schwellwert
jeweils 86% Tumorwahrscheinlichkeit. Die zugrundeliegenden rekonstruierten Gewebe-
volumina haben eine Gréfle von (a) 5,4 x 3,8 x 0,9mm®, (b) 7,1 x 3,3 x 3,0mm® und
(¢) 7,0 x 5,2 x 1,0mm?.
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Artefakten als erforderlich angesehen. Zur Quantifizierung der Registrierungsgiite
wurde pro Serie der verbliebene mittlere quadratische Restfehler anhand von
Verschiebungsvektorfeldern der geglitteten Volumendatensitze bestimmt. Da-
bei ergab sich fiir das Préparat in Abb. 1(a) nach starrer Registrierung ein
Fehler von 1,87 Pixel, nach polynomialer nichtlinearer Registrierung 0,76 Pixel
und nach kriimmungsbasierter nichtlinearer Registrierung 0,72 Pixel. Fiir das
Praparat in Abb. 1(b) sind die Restfehler 1,49, 0,83 bzw. 0,62 Pixel und fiir das
Praparat in Abb. 1(c) 1,97, 0,84 und 0,57 Pixel.

Gegenwiértig arbeiten wir daran, die rekonstruierten Invasionsfronten quan-
titativ zu untersuchen, um eine objektivierte Charakterisierung der Invasions-
muster vornehmen zu kénnen.
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