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HORUS – Schlussbericht Teil 1 I 

 

       Teilvorhaben Fraunhofer EMI 

1. Aufgabenstellung und wissenschaftlicher/technischer Stand zu 
Projektbeginn 

Ziel des Projektes HORUS war es zu erforschen, wie sich etablierte Workflows in der 
Pathologie um da Potential der virtuellen Histologie basierend auf zerstörungsfreier 
Röntgenbildgebung und digitalisierten Auswertungen erweitern lassen. Kernaufgaben des 
Fraunhofer EMI lagen dabei in zwei Aspekten: Das Erheben, Aufbereiten und Evaluieren von 
Computertomographiemessungen (CT) von pathologischen Gewebeproben mittels 
unterschiedlicher CT-Verfahren (µCT, Phasenkontrast, energieaufgelöst), hinsichtlich ihrer 
Tauglichkeit für die virtuelle Histologie. Und die automatisierte Analyse der CT-Volumina, 
durch Fusion von 3D-Daten mit 2D-Mikroskopiebildern und die automatisierte Übertragung von 
2D-Gewebeannotation auf das gesamte 3D-Volumen. Im zu Projektbeginn etablierten 
Workflow werden für den Diagnoseprozess Gewebeproben von Patienten in dünne Schichten 
(Schnitte) aufgearbeitet und einem Spezialisten (Pathologe) zur Auswertung mittels Mikroskop 
vorgelegt. In der Literatur existierten bereits verschiedene Ansätze, mit CT-Systemen 
pathologische Proben zu erfassen. Auch laborbasierte μCT-Daten humaner Gewebeproben 
konnten bereits mit einem konventionellen Histologieschnitt registriert werden. Allerdings 
wurde der volle Detailgrad einer mikroskopischen Untersuchung eins HE-Schnitts mit all 
seinen subzellulären Strukturen bisher noch nicht mit μCT erreicht. Weiterhin beschränken 
sich bestehende Ansätze auf die Ableitung einer Zuordnung von Schnittfarbe zum im 3D-
Volumen rekonstruierten Grauwert. Der in HORUS vorgeschlagene Ansatz erweitert dieses 
Prinzip um eine grundlegende Komponente: Die Zuordnung von Grauwert zu Färbung soll 
durch eine im Projekt erforschte, ganzheitliche 3D-Segmentierung- und Analysemethode 
ersetzt werden, die lokale 3D-Strukturen miteinbezieht. Zusätzlich wird in HORUS ein 
Workflow entwickelt, der die systematische Integration von Röntgentechnik in die Abläufe der 
Pathologie erlaubt.  

2. Ablauf des Vorhabens 

Das Projekt wurde im Zeitraum September 2021 bis März 2025 entsprechend des inhaltlichen 
Projektplans durchgeführt. . Zunächst wurden in Zusammenarbeit mit den im Projekt 
vertretenen Unikliniken Anforderungen an die CT-Daten und deren Auswertung ermittelt 
(AP1). Anschließend wurden CT-Messungen von ausgewählten Gewebeproben am EMI und 
durch verschiedene Unterauftragnehmer durchgeführt (AP2).  Da es sich als eine große 
Herausforderung herausgestellt hat, die ausgewählten Proben in ihrer Ursprungsform auf der 
Trägerkassette mit guter Qualität zu vermessen, wurde am EMI zusätzlich ein spezielles 
Verfahren zur Probenpräparation für die Scans entwickelt. Das Verfahren ermöglicht zum 
einen ein geeigneteres Probenformat für die CT, zum anderen gewährleistet es gleichzeitig 
eine reibungslose Einbindung in den standardisierten Workflow der Pathologie.  Die 
gemessenen 3D-Volumina wurden dann am EMI aufbereitet, segmentiert und Annotationen 
aus histologischen Schnitten auf die Volumina übertragen (AP 4&5). Bei der 
Zusammenführung und Verifizierung der Ergebnisse (AP6) und der Entwicklung eines 
gesamten Workflow-Schemata für die Integration in den Klinikalltag (AP7) hat das EMI 
entsprechend unterstützt. Abschließend wurde das Gesamtsystem in einer 
Abschlussdemonstration einem Endanwenderpublikum präsentiert (AP8).  



 

HORUS – Schlussbericht Teil 1 II 

3. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit mit anderen 
Forschungseinrichtungen 

Das Projekt wurde als Verbundprojekt gemeinsam mit den Industriepartnern ImFusion GmbH 
und Dorner GmbH, sowie den Instituten der Universitätskliniken Düsseldorf – Institute für 
Pathologie und HNO - und Freiburg - Institut für Klinische Pathologie - durchgeführt. 
Gemeinsam mit den Projektpartnern konnte schlussendlich ein Vorschlag für einen Workflow 
erstellt werden, der es erlaubt digitale Histologie mittels CT in den Klinikalltag zu integrieren.  

3.1 Hochaufgelöste CT-Messungen von histologischen Proben 

Zu Beginn des Projektes hat sich herausgestellt, dass kontrastreiche, artefaktarme und 
hochaufgelöste Scans der Gewebeproben mittels Standard-CT-Anlagen ohne die Probe und 
ihre Halterung zu verändern eine Herausforderung darstellen. Im Projekt konnte daraufhin ein 
Verfahren zur Probenaufbereitung entwickelt werde, dass CT-Scans ermöglicht, deren 
Kontrast und Auflösung gut geeignet ist, um die Strukturen im Gewebe darzustellen. 
Insgesamt konnten 15 in Paraffin eingebettete Proben, die vom  Universitätsklinikum 
Düsseldorf zur Verfügung gestellt wurden, am EMI vermessen werden. Des Weiteren wurden 
gemeinsam mit dem Universitätsklinikum Freiburg CT-Scans von in Paraffin eingebetteten 
Tissue Microarray Blöcken (TMA-Blöcke, 15 Proben), sowie Frischgewebeproben (3 Proben) 
untersucht, mit dem Ergebnis, dass sich Frischgewebeproben deutlich ungünstiger für die CT-
Scans eignen. Während der Messung ist mit Schrumpfung und mit schlechterem Kontrast 
durch die Konservierung zu rechnen und das Probenhandling es deutlich erschwert. Zusätzlich 
zu herkömmlichen CT-Messungen wurden vergleichende Aufnahmen mittels Phasenkontrast-
CT und energieaufgelöste CT-Messungen  erstellt. Phasenkontrast-CT nutzt die 
Phasenverschiebung der Strahlen bei Durchgang durch das Objekt, um dieses zu 
rekonstruieren  und hat sich durch die signifikant höheren Kontraste in den Bildern als das 
beste Verfahren zur Vermessung von Gewebeproben herausgestellt. Energieaufgelöste 
Messungen lösen die Absorption für verschiedene Energielevel der Röntgenstrahlung auf, 
befinden sich allerdings noch im Bereich aktueller Forschung und stellen im derzeitigen 
Entwicklungsstand keine geeignete Messmethode für den Probentyp dar.  

3.2 Methodenentwicklung zur strukturellen Aufbereitung der 3D-Daten 

Im Projekt wurden vom EMI schwerpunktmäßig die CT-Scans der TMA-Blöcke durchgeführt 
und analysiert. Hierfür wurden die 3D-Scans rekonstruiert, die Bildqualität optimiert. 
Gemeinsam mit ImFusion und dem Uniklinkum Freiburg konnten Histologieschnitte im 3D 
Volumen registriert werden. Im nächsten Schritt wurden am EMI verschiedene 
Segmentierungsverfahren implementiert und evaluiert, sodass die 3D Strukturen im CT-
Volumen nachverfolgt und analysiert werden können. Neben einer Threshold- und einer 
Clusterbasierten Segmentierung, hat sich Region Growing als besonders geeignet gezeigt. 

Um Tumorgewebe automatisch zu erkennen,  wurden am EMI Parameter entwickelt, die die 
3D Gewebestrukturen mathematisch beschreiben. Mithilfe von statistischer Analyse und 
Entscheidungsbäumen konnte gezeigt werden, dass diese Parameter dazu genutzt werden 
können, um die Annotation „Tumor enthalten“ oder „kein Tumor enthalten“ auf Cores der TMA-
Blöcke übertragen werden können. In einem weiteren Schritt wurden detaillierte Annotationen 
auf den Hämatoxylin und Eosin gefärbten Schnitten der TMA-Blöcke betrachtet. Auch diese 
konnten zunächst durch Bestimmung der Schnittflächen mit den 3D Segmenten auf die 
Volumina übertragen werden und mithilfe der entwickelten Parameter konnte auch hier eine 
Klassifikation trainiert werden, sodass sich die Annotationen auch auf das gesamte 3D 
Volumen übertragen lassen und genutzt werden können, um relevante Bereiche im Volumen 
zu identifizieren.  
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1 Im Rahmen des Vorhabens durchgeführten Arbeiten 
und Vergleich zur ursprünglichen 
Vorhabenbeschreibung 

 

Zentrale Ziele des Projektanteils des Fraunhofer EMI: 

• Erheben und Beurteilen von CT-Daten verschiedener Modalitäten von 
ausgewählten Gewebeproben für die Evaluation der Tauglichkeit der Methoden 
im Kontext der virtuellen Histologie 

• Erarbeitung eines Ähnlichkeitsmaßes für die Registrierung von 2D Mikroskopie- 
und 3D CT-Daten  

• Übertragen der Gewebeannotationen aus registriertem Mikroskopie-Schnittbild 
auf 3D CT-Daten durch geeignete Segmentierung des 3D CT-Volumens  

• Bewertung des Mehrwerts der unterschiedlichen CT-Modalitäten für den 
gesamten Prozess der Datenauswertung  

• Erarbeitung einer Bewertungsmatrix zur praktischen Umsetzbarkeit von 
Schnittebenen für die Berechnung der Schnittebenen-Empfehlung  

• Unterstützung der technischen und medizinischen Partner bei der Erarbeitung 
der neuen Strukturen durch Einbringen von Vorwissen über Bedarfsermittlung 
und Mithilfe bei der Erarbeitung von Standards für große Datenmengen, 
insbesondere 3D-Daten  

Durchgeführte Arbeiten: 

Kernaufgaben des Fraunhofer EMI im Projekt HORUS lag in zwei Aspekten: In der 

Erhebung, Aufbereitung und Bewertung von CT-Scans von Gewebeproben der 

Pathologie und in der Analyse der Volumina mit dem Ziel Gewebeannotation in 2D auf 

das gesamte 3D-Volumen zu übertragen.  

Damit im Projekt zunächst im Rahmen von AP1 die Anforderungen an die Bildqualität 

und an die entwickelten Verfahren in einem Lastenheft festgelegt werden konnten, hat 

sich das EMI an den Workshops „Medizinische Aspekte“, „Technologische Methoden“ 

und „Prozesse in der Pathologie“ beteiligt und hier die Organisation und Vorbereitung 

übernommen. Gemeinsam mit dem Partner ImFusion wurde der Workshop 

„Technologische Methoden“ vom EMI durchgeführt.  

Auch wurden direkt zu Projektbeginn erste Testscans von pathologischen Proben und 

vergleichbaren tierischen Gewebeproben durchgeführt. Als zentraler Schluss der 

Workshops und ersten Testmessungen ergab sich die Fokussierung auf die 

Fragestellung, in welchem Maße die Proben in der Pathologie aufbereitet werden 

müssen (d.h. bis zu welchem Punkt sie die etablierten pathologischen Prozesse 

durchlaufen müssen), um im 3D-Scan Ergebnisse zu liefern, die qualitativ hochwertig 

genug sind, um einen signifikanten Vorteil für die weitere Verarbeitung zu bieten. Dies 

ist deshalb relevant, weil mit voranschreitendem Verarbeitungszustand der Proben (z.B. 
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Entwässerung, Fixierung) mit einer Erhöhung der Qualität der Ergebnisse zu rechnen 

ist. Neben der eigentlichen Erhebung der CT-Daten (AP2) war es auch Ziel im Rahmen 

von AP7 zu erarbeiten, wie und zu welchem Zeitpunkt im Workflow der Pathologie die 

CT-Scans idealerweise durchgeführt werden können.  

Untersuchung von CT-Scans für verschiedene Präparationsstufen 

Es wurde untersucht, ob sich CT-Scans bereits zu Beginn des Pathologischen 

Workflows etablieren lassen.  

In den Untersuchungen hat sich ergeben, das rein in Formalin fixiertes Gewebe während 

des Scans austrocknet und sich damit signifikant verändert. Damit ist eine konsistente 

CT-Rekonstruktion dieser Proben nicht mehr möglich. Wird die Probe in Agarose 

eingebracht und zusätzlich in einer abgedichteten Petrischale konserviert, so ist trotz 

leichter Veränderung innerhalb der Messzeit eine konsistente Messung möglich, der 

Kontrast zwischen Agarose und Gewebe ist allerdings sehr gering, so dass die 

eigentliche Probe kaum von ihrer Umgebung zu unterscheiden ist. Entwässerte Proben 

in Paraffin und Formalin fixierte in Paraffin sind hingegen sehr gut zu erfassen. 

Auch hat sich bzgl. der Kontraststeigerung eine Einfärbung der Proben mit Iridium-DAPI 

oder EtBr als vielversprechend erwiesen. Dies ist ein insbesondere für die klinischen 

Partner relevantes Ergebnis. 

Als nächster Schritt wurde untersucht, ob das Verkapseln der frischen Probe in einer 

zugeschweißten und vakuumierten Plastikhülle die Schrumpfung verhindern kann und 

damit auch Scans zu einem sehr frühen Zeitpunkt im pathologischen Arbeitsprozess  

ermöglicht. Die Vakuumierung konnte tatsächlich das Schrumpfen der Probe verhindern 

(siehe Abbildung 1). Für die Vakuumierung musste die Probe jedoch in einem 

Plastikrahmen mit einem Netz befestigt werden. Der Plastikrahmen verringert allerdings 

die erreichbare geometrische Auflösung erheblich und erzeugt Artefakte innerhalb des 

Gewebestücks, da er einen höhere Absorptionswert hat (siehe Abbildung 2), so dass mit 

dieser Methode für diesen Präparationsschritt keine optimalen Scan-Ergebnisse erzielt 

werden konnten.  

 

 

 

 Abbildung 1: Scan einer Formalin fixierten Probe ohne Vakuumierung mit deutlichen 

Artefakten aufgrund der Schrumpfung (links) und Scan einer Vakuumierten 

Probe, die keine Artefakte aufgrund der Schrumpfung mehr aufzeigt (rechts) 

aber dafür stärkere Artefakte durch die Zusatzstruktur von Netz und Rahmen 
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Aufgrund der beschriebenen Herausforderungen beim Scan der Frischgewebeproben 

wurde entschieden, sich im weiteren Projekt auf den Scan von bereits in Paraffin fixierten 

Proben zu fokussieren und eine Erweiterung des Workflows der Pathologie an 

entsprechender Stelle zu empfehlen.  

Verfahren zur Probenvorbereitung für den CT-Scan  

Als weitere Maßnahme für eine Erhöhung der CT-Scan-Qualität der Paraffin fixierten 

Proben wurde ein Verfahren zur mechanischen Vorbereitung der Proben für die CT-

Scans entwickelt.  

Da sich hinsichtlich der notwendigen CT-Auflösung insbesondere die Probentabletts des 

UKD als schwierig erwiesen, wurde eine Ablösemethode von den Tabletts und ein 

spezieller Probenhalter für die CT-Scans erforscht, als Demonstrator realisiert und in der 

Praxis getestet. Auf Grund des Probenhaltertabletts (siehe Abbildung 2) sind die Proben 

insgesamt wesentlich zu groß, um mit der üblichen Strahlungsgeometrie in Form eines 

Kegels der laborverfügbaren CT-Systeme eine ausreichend gute Auflösung erzielen zu 

können, und damit auch feine, für die Diagnostik von Krebszellen relevante Strukturen 

sichtbar machen zu können.  

Abbildung 2: FFPE Paraffine Block mit Kasette 

Daher wurde ein Ablösewerkzeug entwickelt, um die Proben des UKD vom Tablett zu 

lösen, ohne dabei den Paraffinblock mit der Gewebeprobe maßgeblich zu verändern und 

diese nach dem Scan wieder problemlos und in der exakten vorhergehenden 

Ausrichtung auf dem Tablett fixieren zu können.. Außerdem kann der Gewebekontrast 

in den Aufnahmen verbessert werden, da die Röntgenstrahlen nicht zusätzlich die 

Plastikkassette durchdringen müssen und damit für das reine Gewebe bessere 

Scanparameter gewählt werden können. Das Ablösewerkzeug und das zugehörige 

Negativ als Probenhalter für den Einbau in die CT-Anlage ermöglichen dabei ein 

gemeinsames Koordinatensystem der einzelnen Messmodalitäten (CT und Mikroskopie) 

zu erhalten, da die Parafin-Nippel, die an der Unterseite der Probe durch den 

Fixiervorgang auf dem Tablett entstehen erhalten bleiben und die Probe damit später 

genau in der gleichen Ausrichtung wieder in das Tablett eingesetzt werden kann. 
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Diese Methode ermöglicht die effiziente Entnahme von Proben aus den 

Probenkassetten, ohne deren Integrität zu beeinträchtigen. Die konkrete Methode wird 

derzeit durch das EMI zum Patent angemeldet und deswegen an dieser Stelle nicht 

eingehender erläutert.  

Ergebnisse der CT-Aufnahmen mit verschiedenen Modalitäten 

Im Rahmen vom Projekt wurden sowohl CT-Aufnahmen von Gewebeproben mit der am 

EMI vorhanden Standard-CT gemacht, sowie durch Unteraufträge vergebene 

Phasenkontrast- und energieaufgelöste CT-Messungen.  

Diese Zusammenfassung präsentiert und vergleicht die Ergebnisse der durchgeführten 

CT-Scans an Proben, die von UKF und UKD zusammengestellt wurden. Diese Proben 

wurden mit den Aufnahmesystemen vom EMI (µCT), den Firmen Exiscope, MITOS und 

Advacam und des Materialforschungszentrums FMF der Universität Freiburg gescannt. 

Auf Grund von technischen Schwierigkeiten auf CT-Betreiberseite gelang dies allerdings 

mit den ausgewählten 4 Proben nur mit den Systemen von EMI, MITOS und Exiscope 

(Abbildung 3).  

Die Standard-µCTs vom Fraunhofer EMI wurden unter spezifischen Parametern erfasst, 

um eine möglichst hohe Auflösung zu erreichen. Die Bilder wurden mit einem 180 keV 

Nano-Röntgenquelle aufgenommen, wobei eine nominelle Auflösung von 4,9 μm erzielt 

wurde. Die Proben wurden 10 bis 12 Stunden bei 40 bis 50 keV und etwa 350 μA 

gescannt, abhängig von der konkreten Probengröße. Dabei wurden über 2000 

Projektionsbilder, jeweils gemittelt aus 10 Aufnahmen erstellt.  Zur Bildrekonstruktion der 

Absorptions-μCT-Bilder kam die Phoenix Datos|x-Software von Baker Hughes zum 

Einsatz. Insgesamt wurden so 10 Tonsillenproben und 4 Tumorproben analysiert. 

Die von Exiscope aufgenommenen Bilder benötigten etwa 2 bis 3 Stunden pro FFPE-

Block, bei einer Spannung von 70 kV und einer Leistung von 187 W. Das Exiscope-

System nutzt dabei eine neuartige Metalljet-Röntgenquelle, welche auch bei höheren 

Spannungen einen sehr kleine Fokuspunkt ermöglicht. Es konnte eine nominelle 

Voxelgröße von 2,6 μm erreicht werden. Die Rekonstruktion erfolgte mit einem 

systemspezifischen Algorithmus, wobei 4 Tonsillenproben gemessen wurden. 

Für die Absorptions-μCTs bei MITOS kam ein ZEISS Xradia 500 Versa zum Einsatz, 

womit eine nominelle Auflösung von 4 μm erreichte werden konnte. Die Proben wurden 

3 Stunden im μCT-Gerät gescannt, und die tomographische Rekonstruktion der Daten 

wurde mit der X-AID-Software von MITOS GmbH, Deutschland, durchgeführt. Insgesamt 

wurden 3 Tonsillenproben an dieser Einrichtung analysiert. 

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Aufnahmesystem wie das Exiscope-System für diese 

Art von Messungen deutlich besser geeignet ist als die EMI µCT oder das MITOS-

System, da zum einen eine höhere nominelle Auflösung erreicht werden konnte. Des 

Weiteren bietet es die Möglichkeit der Phasenkontrast-Bildgebung, so dass auch die 

effektive Auflösung durch höhere Kontraste an Materialübergängen signifikant höher ist, 
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als bei Standard-CT-Aufnahmen. Darüber hinaus wurde relevant weniger Scanzeit 

benötigt. Diese Vorteile führen zu klareren und detaillierteren Bildern bei weniger 

Zeitaufwand und ist damit besser für den pathologischen Alltag geeignet. Dies geht 

allerdings potentiell mit höheren Anschaffungskosten einher, eine konkrete 

Wirtschaftlichkeitsbetrachtung wurde im Rahmen des Projekts aber nicht durchgeführt.  

Keine der Anlagen ist spezifisch für die Vermessung von Gewebeproben gebaut. Sie 

sind für eine möglichst breite Versatilität in Proben konzipiert, um flexibel für viele 

Messaufgaben nutzbar zu sein. Eine explizit für Gewebeproben in der Pathologie-

spezifischen Form, mit darauf optimierten Parametern und Messeinstellungen, welche 

konzipiert ist um direkt in den Workflow eingebunden zu werden, ist hier sicherlich von 

Vorteil und eine weitere Steigerung der Bildgüte durchaus möglich.  

 

 

Abbildung 3: Vergleich Phasenkontrastaufnahmen (MITOS und Exiscope) mit 

herkömmlichen Mikro-CT-Aufnahmen (EMI) von der gleichen 

Probe 

 

Da sich im Projekt immer mehr die Wichtigkeit einer sehr hohen Auflösung der CT-Scans 

herausgestellt hat, sollte durch einen Unterauftrag an das Freiburger 

Materialforschungszentrum der Universität Freiburg (FMF) ein CT mit einer Auflösung 

im Nanobereich durchgeführt werden. Es wurden zwar CT-Aufnahmen mit sehr hohen 

Auflösungen (1,6µm) erreicht, jedoch war die allgemeine Qualität, insbesondere in 

Hinblick auf Kontraste, nicht besser als die im Projekt standardmäßig durchgeführten 

Scans.  Somit konnte hierdurch kein Vorteil erreicht werden (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: FMF_Nanoscale CT Scan Results, Resolution: 1,6µm 

 

Durch einen Unterauftrag an die Firma Adavcam konnte ein energieaufgelöstes CT einer 

Gewebeprobe durchgeführt werden. 

 

Abbildung 5: a.5 KeV, b. 10KeV, c.15 KeV und d. Multiplikative 

Zusammensetzung 

In Abbildung 5 sind energieaufgelöste CT-Aufnahmen einer Histologieprobe bei den 

Energieleveln 5 keV, 10keV und 15keV zu sehen, sowie eine Bildkomposition aus allen 

Energiestufen, in denen mit einer multiplikativen Methode die unterschiedlichen 

Energiestufenbilder miteinander verrechnet wurden. Die Methode beruht auf einer 

unterschiedlichen Gewichtung der einzelnen Energieniveaubilder je nach ihrem Beitrag 

zur betrachteten Struktur, niedrigere und höhere Bytes in Einzelbildern werden dabei 

entsprechend adaptiert. Die Ergebnisse der verschiedenen Energielevel zeigen eine 
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sehr unterschiedliche Grauwertdynamik und damit der Erkennbarkeit von Details, diese 

nimmt mit der Erhöhung der Energie ab. Je höher die Energielevel, desto stärker treten 

insbesondere Ringartefakte hervor (Bild 2(c)). Im Vergleich dazu werden alle diese 

Energielevel (und je nach Messparametereinstellungen auch noch höher energetische 

Photonen) quasi aufsummiert in einem Bild gemessen (entsprechend dem Lambert-

Beer’schen Gesetz). Da die Strahlungsabsorptionsfähigkeit eines Materials, welche der 

bildgebende Faktor in der Röntgenbildgebung ist, nicht nur vom Material (dessen 

atomarer Beschaffenheit) sondern auch vom Energielevel der bilderzeugenden 

Strahlung ist, bietet eine energieaufgelöste Bilddetektion die Möglichkeit Kontraste zu 

verstärken, Material bei besonders geeigneten Energieleveln abzubilden und im Prinzip 

sogar das Material an sich zu identifizieren. Letztere Eigenschaft ist in der Medizin in 

den meisten Anwendungen nicht ausschlaggebend, da die Zusammensetzung eines 

Menschen wohl bekannt ist, wobei es die Identifikation von Tumor in Histologischen 

Präparaten wesentlich erleichtern könnte. Allerdings scheint das energetische 

Auflösungsvermögen für diese Art der Identifikation bisher nicht ausreichend und ist 

auch nicht Gegenstand in diesem Projekt. Die Verbesserung der Bildqualität wie in (d) 

zu sehen, zeigt allerdings bereits Potential für eine praktische Anwendung. Wobei eine 

Abwägung zwischen erzielbarer räumlicher Auflösung (bei diesem Detektor und der 

Probengröße nicht besser als 10µm) und Kontrastverstärkung/Artefaktreduktion im 

Einzelfall getroffen werden muss. Die ersten Ergebnisse mit den am EMI erarbeiteten 

Auswertungsalgorithmen sind allerdings vielversprechend. Die Methode ist aber noch 

sehr stark in der Grundlagenforschung verhaftet, so dass eine zeitnahe Verfügbarkeit für 

die medizinische Praxis eher als unwahrscheinlich zu betrachten ist.     

Empfehlung Aufnahmeparameter Labor-CT System 

Ziel im Projekt war es außerdem die Erfahrungen aus den CT-Scans für ein ideales 

Labor-CT System zusammenzufassen. Folgende Empfehlungen haben sich aus den 

Erfahrungen beim Scan von Gewebeproben ergeben: 

 

• Nutzung der Phasenkontrastbildgebung: Die Implementierung eines 

Systems, das die Phasenkontrastbildgebung verwendet, ist vorteilhaft, um die 

Bildqualität zu verbessern und detaillierte Informationen zu extrahieren. 

• Spannungsspezifikationen: Für Scans von menschlichem Gewebe ist eine 

Niederspannungs-Röntgenquelle in der Regel ausreichend, wobei eine 

maximale Spannung von 100 kV für die meisten Gewebeproben aufgrund ihrer 

geringen Absorption genügt. 

• Integration von Röntgenquellen mit einem möglichst kleinen Fokuspunkt 

(z.B. Metalljet) für hohe Auflösung: Die Verwendung einer Röntgenquelle, die 

stabil bei niedrigen Energien läuft und dabei einen sehr kleinen Fokuspunkt 

aufweist ist entscheidend, um eine hohe Auflösung bei minimalem Rauschen zu 

erreichen, was für eine effektive pathologische Analyse von entscheidender 

Bedeutung ist. 
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• Einfache Probenplatzierung: Das System muss eine unkomplizierte 

Platzierung und Fixierung der Proben ermöglichen, um die Effizienz des 

Arbeitsablaufs zu optimieren. 

• Scanzeit minimieren: Es ist wichtig, die Scanzeit zu minimieren, um eine 

effiziente Analyse und schnelle Diagnose sicherzustellen. 

 

Segmentierung von Strukturen 

Bei der Erforschung von geeigneten Auswertemethoden für die CT-Scans hat sich das 

EMI aufgrund der Verfügbarkeit zunächst auf die Scans der TMA-Blöcke fokussiert, bei 

denen viele kleine Proben, sogenannte Cores, in einem Paraffinblock zusammengefasst 

sind. In einem ersten Schritt konnte ein Algorithmus auf Basis von Hough Circle 

Detection  [1] implementiert werden, der die einzelnen Cores aus dem Block extrahiert 

und Regionen ohne Gewebe im Core identifiziert, sodass diese für die weitere Analyse 

ignoriert werden können. Den einzelnen Cores konnten dann zunächst die Annotation 

„Tumor enthalten“ und „kein Tumor enthalten“ aus den Mikroskopie Aufnahmen der 

Histologie zugeordnet werden, die vom Uniklinikum Freiburg zur Verfügung gestellt 

wurden. Die im CT sichtbaren Strukturen konnten dann mit verschiedenen 

Segmentierungsverfahren segmentiert werden. Hierzu wurden sowohl simple Verfahren 

wie eine Schwellwert basierte Segmentierung [1] [2], sowie komplexere 

Segmentierungsverfahren wie Cluster basierte Segmentierung [3] und Region Growing 

[4] [5] getestet und miteinander verglichen (Abbildung 6). Hierbei hat sich die Region 

Growing basierte Segmentierung am geeignetsten herausgestellt. 

 

Abbildung 6: Vergleich der verschiedenen Segmentierungsverfahren 

 

Transfer von 2D Histologie Annotationen auf 3D 

In einem nächsten Schritt konnten die segmentierten Strukturen analysiert werden. 

Hierfür werden verschiedenen Parameter berechnet, die Größe, Form und 

Materialzusammensetzung quantifizieren (Abbildung 7). Eine statistische Analyse der 



 

 10 

Parameter hat gezeigt, welche dieser Parameter Informationen darüber enthalten, ob 

Tumor im Core enthalten ist, oder ob kein Tumor im Core enthalten ist. Während ein 

einzelner dieser Parameter keine eindeutige Aussage zulässt, ob es sich um ein Core 

mit Tumorgewebe handelt, gibt es durchaus einige Parameter, deren Verteilung sich 

signifikant unterscheidet, je nachdem welcher Annotation der Core zugeordnet ist 

(Abbildung 8). Mithilfe dieser Parameter konnte dann ein Entscheidungsbaum trainiert 

werden, der mit einer Genauigkeit von über 70% für neue TMA Block Daten vorhersagen 

kann, ob Tumorgewebe enthalten ist, oder nicht. 

 

Abbildung 7: Quantifizierung der Eigenschaften von Strukturen im Gewebe 
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Abbildung 8: Analyse verschiedener Form, Größe, Material Parameter, 

hinsichtlich ihrer Vorhersagekraft, ob Tumor im Core enthalten ist, 

oder nicht. 

 

Zuordnung von 2D-Mikroskopiebild zu 3D-Volumen 

Im weiteren Verlauf des Projektes konnten mit etwas Verzögerung detailliertere 

Annotationen auf den H&E Schnittbildern durch die Universitätskliniken im Projekt zur 

Verfügung gestellt werden. Hiermit konnte ein detaillierterer Transfer der 2D 

Annotationen der H&E Schnittbildern auf die 3D-CT-Aufnahmen etabliert werden. In 

Zusammenarbeit mit ImFusion und dem Uniklinikum Freiburg wurde eine 

Transformationsmethode bestimmt, die das 2D-Mikroskopie Bild auf die zugehörige 

Ebene in der CT-Aufnahme registrieren. Mithilfe dieser Transformation konnten auch die 

detaillierten Annotationen des H&E Schnittbildes auf das CT-Volumen übertragen 

werden. Da die Registrierung somit bereits zu großen Teilen durch die Arbeiten von 

ImFusion und dem Uniklinikum Freiburg abgedeckt wurde, wurde der Schwerpunkt der 

Arbeiten am EMI auf die Segmentierung, Analyse der Strukturen und Übertragung der 

Annotationen gelegt.  

 

Identifikation relevanter Ebenen 

Die bereits entwickelte Segmentierung konnte daraufhin auch auf eine 3D 

Segmentierung erweitert werden, sodass Strukturen, denen eine Annotation in einer 2D 

Ebene zugeordnet wurden in 3D nachverfolgt werden konnten. Abbildung 9 zeigt das 

schematische Vorgehen für die Übertragung der Annotationen ins 3D CT-Volumen. 
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Abbildung 9: Übertragung der detaillierten Annotationen auf H&E 

Schnittbildern auf das 3D CT-Volumen 

Um Annotationen auf den gesamten Core zu übertragen, wurde in einem letzten Schritt 

auch eine Klassifikation der einzelnen Strukturen bezüglich der detaillierten 

Annotationen durchgeführt. Hierbei konnte auf neuen Daten auch mit der geringen zur 

Verfügung stehenden Datenlage zum justieren der statistischen Methode eine 

Genauigkeit von 62% erreicht werden. Die Klassifikation ermöglicht es somit im 

gesamten Volumen relevante Bereiche und Schnittebenen zu identifizieren. Hierzu 

wurde die entwickelte Klassifikation dazu verwendet in Cores der TMA Blöcke Ebenen 

zu identifizieren, in denen mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit Tumorgewebe 

enthalten ist. Diese Ebenen sind dann entsprechend besonders relevant für Schnitte in 

der Pathologie.  

 

Abbildung 10: Tumorwahrscheinlichkeit in verschiedenen Ebenen des 3D-CT-

Volumens 
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Übertragung auf weitere Probentypen 

Zum Ende des Projektes wurden die zuvor entwickelten Analysemethoden der CT-

Scans weiterentwickelt und weitere Proben analysiert. 

Zunächst wurde eine effizientere Version des Region Growing Algorithmus 

implementiert, der die Segmentierung der Strukturen in den CT-Daten ermöglicht. 

Weiterhin wurden Prostataproben der Universitätsklinik Freiburg analysiert (Fehler! 

Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Das H&E Schnittbild wurde zunächst 

gemeinsam mit dem Uniklinikum Freiburg und ImFusion mit dem CT Scan (Scan 

durchgeführt vom Uniklinikum Freiburg) coregistiert. Für das H&E Schnittbild hat das 

Uniklinikum Freiburg dann Annotationen von Regionen mit und ohne Tumor 

bereitgestellt. Diese wurden entsprechend transformiert, sodass diese auf den CT Scan 

übertragen werden konnten. Aufgrund der schlechten Qualität der CT Scans hat sich 

allerdings herausgestellt, dass eine Segmentierung von Regionen mit und ohne Tumor 

direkt auf dieser Art des CT Scans und der Proben nicht möglich ist.  

 

Abbildung 11: Übertragung der detaillierten Annotationen auf H&E 

Schnittbildern auf das 3D CT-Volumen 

Workflow der Pathologie und Enddemonstration 

Gemeinsam mit den Partnern wurde zu Projektende ein finaler Workflow entwickelt, der 

es erlaubt virtuelle Histologie basierend auf Röntgenbildgebung in den Klinikalltag zu 

integrieren. Im Rahmen einer Enddemonstration wurde das Gesamtsystemkonzept 

einem Endanwenderpublikum präsentiert. Im konventionellen Pathologieworkflow gibt 

es mehrere Schritte, die eine Probe nach ihrer Ankunft durchläuft. Dieser Prozess dauert 

in der Regel etwa 41 Stunden, um eine erste Diagnose zu stellen und ist in Abbildung 

12 in der oberen Zeile dargestellt. Der im Projekt final vorgeschlagene Workflow ist in 

Abbildung 12 in der unteren Zeile dargestellt. Abbildung 13 fasst zusammen, an welchen 

Stellen das EMI im Projekt HORUS Entwicklungen vorangetrieben hat, um eine 
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Integration der CT-Scans in die Abläufe der Pathologie zu ermöglichen. 

 

Abbildung 12: Schematische Darstellung des herkömmlichen Pathologie 

Workflow; Pathologie-Workflow Universitätsklinikum Düsseldorf 

(UKD) 

Das EMI hat gemeinsam mit den Partnern zwei Möglichkeiten untersucht den EMI-

Workflow zu initiieren. Zum einen wurde untersucht einen μCT-Scan direkt von einer 

frischen Probe nach Abschluss des Fixierungsprozesses durchzuführen. Dies hätte den 

Vorteil, dass erste Ergebnisse der virtuellen Histologie sehr schnell vorliegen würden. 

Allerdings hat sich bei den initialen Versuchen im Projekt gezeigt, dass es in diesem 

Schritt zu Problemen mit Schrumpfung der Probe und dementsprechend Qualität der 

erhobenen Daten kommt. Um eine Workflowabänderung an dieser Stelle zu 

ermöglichen, muss weitere Forschungsarbeit investiert werden, um Ideen zu entwickeln, 

wie qualitativ hochwertige Scans von noch nicht getrockneten, in Paraffin gebetteten 

Proben möglich sind. Der final vorgeschlagene Ansatzpunkt für die Integration von CT-

Messungen in den pathologischen Workflow konzentriert sich daher auf eine Integration 

der μCT nach Fertigstellung eines FFPE-Blocks (siehe Abbildung 13). An dieser Stelle 

kann das vom EMI entwickelte Verfahren zur Vorbereitung und Optimierung der Probe 

für die Scans angewendet werden, bei dem die Probe von der Kassette gelöst und nach 

dem Scan wieder angebracht wird. Im nächsten Schritt wird der Scan durchgeführt. Von 

den im Projekt untersuchten Modalitäten (Standard μCT, Phasenkontrast-CT und 

spektrale CT) wurde vor allem die Phasenkontrast-CT als besonders geeignet 

identifiziert. Im nächsten Schritt folgt die Aufbereitung der Daten und dann die Analyse 

der digitalen 3D Daten. Zu diesem Zeitpunkt kann bereits eine erste Diagnose gestellt 

werden. Danach durchlaufen die Proben weiterhin den klassischen Workflow, bei dem 

die Proben geschnitten, eingefärbt und unter dem Mikroskop untersucht werden. Als 

zusätzlicher Schritt kann hier auch eine Molekulare Analyse (MALDI) integriert werden 

(Untersuchungen im Projekt durch das Universitätsklinikum Freiburg). Am Ende des 
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Workflows kann dann entsprechend eine spezialisierte zweite Diagnose gestellt werden, 

die eine angepasste Behandlung der individuellen Patienten erlaubt. 

 

 

  

Abbildung 13: HORUS Workflow Übersicht während der 

Abschlussdemonstration 
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3 Wichtigsten Positionen des zahlenmäßigen 
Nachweises 

Der zahlenmäßige Nachweis kann den eingereichten Unterlagen der zentralen 

Verwaltung der Fraunhofergesellschaft entnommen werden. Es wurden alle Projektmittel 

spätestens entsprechend der durch die kostenneutrale Verlängerung angepasste 

Planung abgerufen. Neben den Personalmitteln wurden durch Unteraufträge 

phasenkontrast CT-Messungen an die Firma Exciscope, nano-CT Messungen an das 

Materialforschungszentrum der Universität Freiburg und energieaufgelöste CT 

Messungen an Advacam vergeben.  
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4 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten 
Projektarbeiten 

Die geleisteten Arbeiten entsprachen den in der Teilvorhabensbeschreibung definierten 

Arbeitsschritten. Zum Erreichen der Ziele von HORUS waren diese angemessen. Durch 

Verzögerungen im Gesamtprojekt unter anderem bei den CT-Messungen und 

Annotationen der Gewebeproben kam es zu einer kostenneutralen Verlängerung um 7 

Monate. Die Arbeiten konnten im Rahmen des ursprünglich veranschlagten 

Kostenrahmens erfüllt werden. 

5 Voraussichtliche Nutzen, insbesondere die 
Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch konkrete 
Planungen für die nähere Zukunft - im Sinne des 
fortgeschriebenen Verwertungsplans 

Das Fraunhofer EMI sieht eine vielschichtige Verwertung der im Projekt erzielten 

Ergebnisse aber auch der weiteren neu aufgekommenen Fragestellungen vor. 

Da ein wichtiger Forschungsschwerpunkt in der Röntgenbildgebung und im Bereich der 

zerstörungsfreien Prüfung liegt und dies eine Kernkompetenz der beteiligten 

Arbeitsgruppe des Fraunhofer EMI ist, wird die durch das Projekt HORUS gewonnene 

Expertise auch in verschiedenen weiteren Aspekten und Forschungsarbeiten 

gewinnbringend eingesetzt werden können. Ein Schwerpunkt liegt dabei auf dem 

Sichtbarmachen von schwer erkennbaren inneren Strukturen im Bereich der 

Materialprüfung. Der Transfer des in HORUS generierten Wissens stellt hier einen 

signifikanten Mehrwert sowohl für die Fortführung der Arbeiten in medizinischen 

Anwendungen als auch für die Übertragung auf andere Aufgabenstellungen, z.B. aus 

der NDT und der Materialprüfung, dar. Ein weiterer Schwerpunkt ergibt sich im Bereich 

der 2D/3D Datenfusion. Hier gibt es Parallelen zu anderen am EMI durchgeführten 

Forschungsprojekten, zum Beispiel bei der Registrierung von 2D Röntgenbildern zu 3D 

Fahrzeugmodellen. Auch hier stellt der Transfer des in HORUS generierten Wissens 

einen großen Mehrwert dar. 

Die Erfahrungen bei Durchführung und Auswertung von CT-Scans von speziell 

Gewebeproben bieten außerdem eine Grundlage für weitere Forschungsvorhaben. So 

wird das EMI ab November 2025 am Projekt „PRECISEnode  - Präzisionsdiagnostik und 

KI-gestützte Navigation für smartes chirurgisches Management von 

Lymphknotenmetastasen“ mitarbeiten, das ebenfalls vom Bundesministerium für 

Forschung, Technologie und Raumfahrt gefördert wird. Hierbei kann die Erfahrung mit 

dem Umgang von CT-Scans von Gewebe allgemein, aber auch speziell von Proben der 

Pathologie genutzt werden, um die chirurgische Behandlung von Patienten mit 

Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region zu verbessern. Auch im Rahmen des 

durch Fraunhofer PREPARE geförderten Projektes „MULTI-MED“ können die 
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Erkenntnisse aus der medizinischen CT von Gewebe für eine Entwicklung von 

multimodaler CT-Rekonstruktion zur Erkennung von Brust- und Lungentumoren 

angewendet werden. 

Außerdem plant das EMI die virtuelle Histologie im Rahmen eines Projektes gemeinsam 

mit ImFusion und dem Universitätsklinikum Düsseldorf fortzuführen. Hierbei soll 

aufbauend aus den Ergebnissen aus HORUS eine standardisierbare virtuelle Färbung 

von 3D-Datensätzen etabliert werden.  

Der im Rahmen des Projekts erarbeitete Datensatz aus 3D μCT-Daten und dazu 

registrierten 2D histologischem Schnittbildern stellt im Sinne der Verwertung einen 

eigenen Mehrwert dar. Dieser kann als Grundlage für weitere Forschung zur 

Beantwortung anderer medizinischer Fragestellungen mittels datengetriebender 

Verfahren dienen, beispielsweise im Kontext der Anwendung von künstlicher Intelligenz 

für die Präzisionsmedizin. 

6 Während der Durchführung des Vorhabens dem 
Zuwendungsempfänger bekannt gewordenen 
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei 
anderen Stellen 

Während der Projektlaufzeit wurde dem Projektteam das Start-Up Histomography GmbH 

bekannt. Diese entwickelt ein CT-Gerät für den Einsatz zum Scannen von in Paraffin-

gebetteten Gewebeproben. In der Projektlaufzeit fand ein Austausch mit Histomography 

statt bezüglich der Erfahrungen und Parameter bei den CT Scans statt. Die 

Entwicklungen von Histomography haben keinen direkten Einfluss auf das Projekt und 

dessen Ziele, stellen aber einen großen Schritt dar, um die im Projekt entwickelten 

Methodiken und Abläufe auch tatsächlich im Klinikalltag einsetzen zu können.  Neben 

den Arbeiten von Histomography wurden am Fraunhofer EMI keine Fortschritte bei 

anderen Stellen hinsichtlich der für HORUS relevanten Themen während der 

Durchführung bekannt, die nicht bereits im Rahmen des Projekts in den Arbeitspaketen 

berücksichtigt wurden. 

7 Erfolgten oder geplanten Veröffentlichungen des 
Ergebnisses nach Nr. 5 der NKBF 

Im Rahmen des Projektes hat sich das EMI an folgenden wissenschaftlichen 

Veröffentlichungen beteiligt: 

Identification of Relevant Tumor Tissue Structures and Corresponding Metastasis Over 

Deep Learning of Annotated µCT Data; V. Stehl, J. Chen, M. Thalwaththe Gedara, M. Al 

Kallaa, C. Lölkes, M. Wieczorek, V. Heusinger-Hess, M. Olbinado, V. Novak, M. Seidl; 

107. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Pathologie, May 2024 
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Surface Microscopic Techniques for Distortion-Free Digital Pathology; M. Al Kallaa, V. 

Stehl, J. Chen, M. Wieczorek, M. Thalwaththe Gedara, S. Moser, V. Heusinger-Heß, M. 

Seidl; 107. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Pathologie; May 2024 

 

2D-3D Deformable Image Registration of Histology Slide and Phase-contrast Micro-CT; 

J. Chen, V. Nguyen, V. Stehl, M. Al Kallaa, M. Thalwaththe Gedara, A. Harbecke, S. 

Moser, M. Seidl, M. Wieczorek; 6th International Conference on X-ray and Neutron 

Phase Imaging with Gratings (XNPIG), April 2024 

 

Außerdem ist gemeinsam mit den Projektpartnern eine Veröffentlichung zu dem im 

gesamten im Projekt entwickelten Workflow geplant, der es erlaubt die virtuelle 

Histologie gewinnbringend in die Abläufe der Klinik zu integrieren.  

 

Neben den wissenschaftlichen Veröffenltichungen hat sich das EMI an der Erstellung 

eines durch den Partner Dorner GmbH veröffentlichen Projektvideos beteiligt (HORUS: 

KI und Mikro-CT in der digitalen Pathologie - YouTube)   

 

 

 

 

 

https://imfusion.com/downloads/publications/XNPIG24-Chen-ImFusion-poster.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=3IZU16SkDPc
https://www.youtube.com/watch?v=3IZU16SkDPc

