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Sammendrag

Osteochondrose (OC) er en skjelettsykdom som oppstår i ledd under utvikling hos

barn og unge dyr. Den er definert som en fokal forstyrrelse i den endokondrale ossifi-

kasjonen, en prosess for dannelsen av bein og longitudinal vekst. Sykdommen er for-

årsaket av en svikt i blodkarene som går inne i karkanalene i vekstbrusken, som kan

føre til dannelsen av sprekker og løse bruskbiter i leddet. Dette er en tilstand kjent som

osteochondritis dissecans (OCD), som kan gi store leddplager for den berørte.

Karkanalene svikter mest sannsynlig i det de blir inkorporert inn mot ossifikasjons-

senteret. Imidlertid er det uvisst hvorfor blodtilførselen svikter. Målet med oppgaven

var å finne metoder for å analysere strukturen til karkanaler i vekstbrusken fra knokler

avbildet med røntgen-mikro-computertomografi (mikro-CT). Knoklene talus og tibia

fra åtte varmblodstravere mellom 0 og 7 uker ble undersøkt og det ble funnet en meto-

de for å segmentere bein og karkanaler fra omkringliggende vekstbrusk. Segmenterin-

gen samsvarte med observasjoner av mikro-CT-bildene justert med terskling (”thres-

holding”), men feilet i å segmentere karkanaler med lite tverrsnitt og karkanaler orien-

tert med vinkelrett på beinoverflaten. Videre ble det funnet metoder for å kvantifisere

karkanalens diameter og andelen karkanaler i vekstbrusken. Imidlertid viser resultatet

fra den kvantitative analysen at metoden har en viss usikkerhet.
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Abstract

Osteochondrosis (OC) is a joint disorder that occurs in both children and young ani-

mals. It is defined as a focal disturbance in the endochondral ossification, which is the

process of bone formation and longitudinal growth of bone. The disease is caused by

vascular failure in the cartilage canals located in the growth cartilage, which can lead

to the formation of cracks in the articular cartilage and potentially loose cartilage frag-

ments within the joints. This condition is known as osteochondrosis dissecans (OCD),

which may cause major pain in the affected joint.

It is still not known why some of the cartilage canals fail, but failure most likely

occurs as the blood vessels become incorporated into the ossification center. The aim

of this work has been to obtain a method for analyzing the structure of cartilage ca-

nals in the growth cartilage from bones examined with x-ray computed tomography

(micro-CT). Talus and tibia from eight Standardbred foals between 0 and 7 weeks old

were examined. With the obtained segmentation method we were able to separate the

cartilage canals and the bone from the surrounding growth cartilage. The results from

the segmentation are in accordance with observations from the micro-CT data, but

the method fails to segment cartilage canals with small cross-sections and cartilage

canals oriented perpendicular to the bone. Furthermore, methods for quantifying the

diameter of the cartilage canals were established as well as the ratio of cartilage ca-

nals to growth cartilage. The results from the quantitative analysis do however include

some uncertainty.
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Kapittel 1

Innledning

De fleste vev i kroppen er avhengig av oksygen for å kunne fungere. Lungene tilfører

oksygen til de røde blodcellene som transporterer oksygenet videre gjennom blodåre-

systemet til de fleste vev og celler i kroppen. Dersom blodtilførselen svikter kan det

oppstå et infarkt, som betyr at deler av vevet dør, betegnet som nekrose [1].

Vekstbrusk er en type vev som kan bli påvirket dersom blodtilførselen stanser. Den-

ne brusktypen er kun tilstede hos barn og unge dyr, før den gradvis blir omdannet til

bein i løpet av oppveksten. Manglende blodforsyning til vekstbrusken kan føre til at

sykdommen osteochondrose (OC) oppstår. Blodforsyningen til vekstbrusken føres i så-

kalte karkanaler (se Figur 1.1a), og dersom denne blodtilførselen svikter kan deler av

vekstbrusken bli nekrotisk og dermed ikke bli omdannet til bein [1]. Som en ytterste

konsekvens kan leddbrusken som er lokalisert utenfor vekstbrusken, sprekke opp og

løse bruskbiter kan bli inkorporert i leddet. Denne tilstanden er kjent som osteochond-

ritis dissecans (OCD) og kan fremkalle store leddplager hos den berørte [2, 1].

(a) Karkanal (b) Forgreningen av en blodåre

Figur 1.1: Illustrasjon av en karkanal og blodårene som føres via denne. (a) Karkanalene fører
blodårer med oksygenrikt blod fra hjerte, via arteriene (A) og tilbake via venene (V). De mik-
roskopiske kapillærene forbinder arteriene og venene. (b) En blodåre består ofte av en tykk
hovedstammen som forgrenes ut i tynnere grener.
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Hvorfor blodtilførselen i enkelte av karkanalene svikter er foreløpig et ubesvart

spørsmål. Studier viser at konfigurasjonen til karkanalene i vekstbrusken er relatert

til modningen av dyret [3]. Karkanalene går fra å være overlegne parallelle til å bli vin-

kelrette i forhold til beinfronten i løpet av forbeningsprosessen. I tillegg minker vasku-

lariteten og det blir mindre blod i omløp i vekstbrusken fordi det blir færre karkanaler,

de blir kortere og har færre grener ut fra hovedstammen (se Figur 1.1b) [4]. Studier har

også vist at karkanalene ofte svikter i det de blir inkorporert fra vekstbrusken og inn

mot beinet, og at det gjerne er de parallelle karkanalene som svikter [5].

Histologi1 er betraktet som den konvensjonelle metoden for å studere lesjoner

med OC på grunn av den høye oppløsningen [4]. Røntgen-mikro-computer-

tomografi (mikro-CT) har tidligere også blitt benyttet, og studier viser at metoden er i

stand til å detektere de samme lesjonene som histologiske metoder, men med en la-

vere oppløsning. Med mikro-CT er det relativt enkelt å tilføre farge i prøvene som gir

materialspesifikk kontrast i en ellers transparent prøve, i tillegg kan OC-lesjoner stu-

deres i tre dimensjoner (3D) i motsetning til histologi som er forbeholdt analyse av

bildesnitt i to dimensjoner (2D) [4].

Den indre 3D-strukturen til leddet kan kvantifiseres gjennom bildesegmentering

og påfølgende analyse. Bildesegmentering er en metode for å dele et digitalt bilde inn

i meningsfulle regioner basert på likheter i bildet [7]. Ved segmentering separeres in-

teressante regioner og objekter i et bilde som senere kan beskrives kvantitativt eller

bli benyttet for å stille en diagnose [8]. Det har tidligere ikke blitt foretatt en kvanti-

tativ analyse av OC -lesjoner avbildet med mikro-CT. Tidligere segmentering har kun

vært basert på terskling (”thresholding”) for å separere vekstbrusken fra karkanalene

og beinet, og studien har kun vært basert på kvalitative observasjoner av blodkar [4].

I denne masteroppgaven vil leddene tibia (skinnebeinet) og talus (ankelbeinet) hos

åtte hester med ulik alder, bli undersøkt ved å anvende mikro-CT. Hestene er mellom 0

og 7 uker gamle, hvor aldersforskjellen mellom hver av individene er en uke. Dette gir

en unik mulighet til å studere trender i karkanalene i forbeningsprosessen og kan være

med på å øke forståelsen av patologien til OC. Målet med oppgaven er å bestemme om

kvantitativ CT kan benyttes for å bestemme trender i karkanalene nær ossifikasjons-

fronten for individer av ulik alder. CT-bildene vil først bli segmentert i VGStudio MAX

v.3.1 og deretter analysert kvantitativt i Matlab R2018a.

1anatomisk studie av vev i mikroskop [6]
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Oppgavens struktur

Det første kapittelet i denne masteroppgaven tar for seg grunnleggende teori som er

relevant for å forstå oppgaven. Kapittelet forklarer hvordan et 3D-bilde blir til ved å

bruke mikro-CT og hvordan regioner i bildet kan separeres ved bildesegmentering.

Her kan man også lese om hvordan brusk blir til bein hos barn og unge dyr, og kompli-

kasjoner rundt denne prosessen, da relatert til OC. Kapittel 3 beskriver fremgangsmå-

ten for hvordan knoklene ble klargjort før avbildningen og hvordan mikro-CT-målingen

ble gjennomført. Datasettet som ble benyttet ble opprinnelig brukt i forbindelse med

en annen studie om OC fra 2008 [4]. Det som står skrevet om prøveprepareringen

og fremgangsmåten for mikro-CT-målingen er gjengitt fra den opprinnelige studien.

Fremgangsmåten for bildesegmenteringen og den kvantitative analysen står også be-

skrevet i dette kapittelet. Resultatet er presentert i Kapittel 4, som videre blir diskutert

i Kapittel 5. I Kapittel 6 blir det gitt en konklusjon.
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Kapittel 2

Teori

2.1 Avbildning med mikro-computertomografi

Mikro-computertomografi (mikro-CT) er en høyoppløselig avbildningsteknikk hvor

det ved snittbilder dannes et 3D-bilde av en liten prøve, som ofte mindre enn 500µm

tykk [9, 10]. Ordet tomografi kommer fra det greske ordet tomos som betyr snitt og

graphia som betyr beskrivelse [11]. CT beskriver en ikke-destruktiv metode for å avbil-

de den innvendige, 3D-strukturen til en prøve ved å benytte stråling, som for eksempel

røntgenstråling, og er en ettertraktet avbildningsteknikk innenfor blant annet biome-

disin, materialforskning, matvitenskap og geofag. I medisin er metoden mye anvendt

for å avbilde bein, men også andre typer vev, slik som brusk, leddbånd og blodårer,

kan avbildes, men da er det nødvendig å tilføre et kontrastmiddel i vevet [12].

En røntgen-mikro-CT-skanner består av en røntgenkilde og en detektor plassert

midt imot hverandre, med en prøve i mellom. Kort forklart foregår en røntgen-CT-

undersøkelse ved at en røntgenkilde emitterer en strøm av fotoner gjennom en prøve

og videre mot en detektor som måler antall fotoner gjennom prøven [13]. Figur 2.1

illustrerer et vanlig mikro-CT-oppsett.

7
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Figur 2.1: Skissert oppsett av en røntgen-mikro-CT-skanner. En røntgenkilde, plassert på
venstre side, sender ut en strøm av fotoner som transmitterer objektet og tilslutt blir registrert
av en 2D-røntgendetektor som beregner andelen fotoner som blir absorbert av prøven. Under
avbildningen blir prøven kontinuerlig rotert over en vinkel θ som enten går over 360° eller 180°,
samtidig som røntgenkilden og detektoren blir holdt i en stabil posisjon (Kilde: Novadep, 2016
[14]).

2.1.1 Røntgenstråling

Røntgenstråling er elektromagnetisk stråling med en bølgelengde på 0.01 nm - 100 nm

som oppstår i det elektroner med høy hastighet akselererer mot en anode også blir

bremset ned. Elektronene frigjør energi i form av røntgenstråling [15, 16]. For å produ-

sere røntgenstråling benyttes det ofte et røntgenrør, slik som vist i Figur 2.2. Den består

av en katode og en anode som er plassert ovenfor hverandre i et lufttomt glasskabinett.

Mellom elektrodene er det en spenningsforskjell som gjør at elektronene naturlig ak-

selererer fra den negativt ladde katoden og til den positivt ladde anoden [17, 12].

Katoden er elektronkilden til røntgenrøret. Elektroner blir emittert fra katoden når

filamentet når en såpass høy temperatur (∼2400 K) at bindingsenergien i katodemate-

rialet blir brutt. Dette er kjent som termionisk effekt [15]. I det elektronene kolliderer

med anoden vil omtrent 99% av energien gå over til varme og kun 1% vil gå over til å

produsere røntgenstråling. Elektromagnetisk stråling oppstår som en konsekvens av

to prosesser; (1) ved transmisjon av elektroner mellom de innerste skallene i atomet

(se Figur 2.3a) og (2) ved oppbremsing av ladde partikler på grunn av det elektromag-

netiske feltet nær atomkjernen (se Figur 2.3b) [11].
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Figur 2.2: Skisse av et røntgenrør. Røntgenstråling blir emittert fra anodematerialet, her av
tungsten, i det elektroner med høy hastighet akselerer fra katoden og mot anoden. Elektro-
nene emitterer fra katoden i det bindingsenergien i katodematerialet blir brutt (Kilde: Physics
LibreTexts [18]).

Når et elektron med tilstrekkelig stor kinetisk energi treffer anodematerialet, vil

den slå fritt et elektron fra det innerste elektronskallet, altså K-skallet [11]. K-skallet

blir fullt dersom ett elektron deeksiterer fra et høyere energinivå, slik som i Figur 2.3a.

På grunn av energiforskjellen mellom elektronskallene blir det emittert et foton med

en energi lik

hν= E f −Ei , (2.1)

hvor E f er energinivået til det innerste elektronskallet, Ei er energinivået til elektro-

net som deeksiterer, h er Plancks konstant og ν er frekvensen til strålingen som blir

emittert. Energiforskjellen, som ligger mellom 0.052 keV og 129.544 keV gir opphav til

den såkalte karakteristiske røntgenstrålingen [11]. Den karakteristiske røntgenstrålin-

gen kan ses som to tydelige toppunkter i røntgenspekteret i Figur 2.3c, og betegnes

som anodematerialets fingeravtrykk fordi energiforskjellen mellom elektronskallene i

et bestemt atom er unikt [15]. Elektronene som ikke har tilstrekkelig kinetisk energi

kan bli bremset opp i anoden. Elektronene som passerer atomkjernen nære nok vil bli

påvirket av det elektriske feltet fra atomkjernen, slik som i Figur 2.3b. Elektronenes ret-

ning avbøyes og dessuten vil hele eller deler av den kinetiske energi gå tapt. Andelen

tapt energi blir emittert som røntgenstråling og kan ha en verdi opp mot 20 MeV. Den-

ne typen stråling er kjent som bremsstrahlung eller bremsestråling, som er opphavet

til det kontinuerlige spekteret i Figur 2.3c [15].
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(a) Karakteristisk røntgenstråling
(Kilde: Physics LibreTexts [19])

(b) Bremsestråling
(Kilde: Wikipedia, 2007 [20])

(c) Røntgenspekter (Kilde: Radiology Café [21])

Figur 2.3: Generering av røntgenstråler. (a) Et elektron deeksiterer fra atomskall n = 3 til n = 2,
og energiforskjellen ∆E fører til at det blir emittert karakteristisk røntgenstråling. (b) Et elekt-
ron blir bremset ned på grunn av det elektriske feltet nær atomkjernen, og andelen tapt ener-
gi blir emittert som bremsestråling. (c) Røntgenspekteret består av to deler, et linjespekter
og et kontinuerlig spekter som er forårsaket av henholdsvis karakteristisk røntgenstråling og
bremsestråling. Notasjonene Kα og Kβ viser til transmisjonen av et elektron fra L- (n = 2) og
M-skallet (n = 3) til K-skallet (n = 1) [15].

Propagering av røntgenstråling gjennom et materiale

Prøven som er plassert mellom røntgenrøret og detektoren, blir eksponert for røntgen-

stråling fra ulike projeksjonsvinkler θ (se Figur 2.4a). Projeksjonsvinkelen definerer fra

hvilke retninger som prøven blir utsatt for røntgenstråling og er typisk definert mellom

0° og 180° [12, 22, 11]. De resterende 180° rundt objektet er kun speiling av de første

180° fordi fotonene blir absorbert i like stor grad uavhengig av om de sendes fremover

eller bakover langs en akse gjennom prøven [23]. Til tross for dette, opererer en rek-

ke moderne CT-oppsett med en projeksjonsvinkel på 360°, blant annet for å motvirke

aliasing i det rekonstruerte bildet [15, 24].

Røntgenstrålingens evne til å propagere gjennom et materiale, avhenger av foto-

nenergien og absorpsjonsevnen til materialet. Absorpsjonsevnen er bestemt ut i fra
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tettheten til materialet og dens kjemiske sammensetningen. Dette forklarer hvorfor

bein, som blant annet består av kalsium (Z=20) og fosfor (Z=15), absorberer mer strå-

ling enn bløtt vev som blant annet inneholder oksygen (Z=8), nitrogen (Z=7), karbon

(Z=6) og hydrogen (Z=1) [25]. Desto mer stråling som blir absorbert, jo mer fremtre-

dende blir vevet på CT-bildet. For å øke kontrasten i en bestemt type vev, for eksempel

blodårer, kan pasienten injiseres med et kontrastmiddel med et høyt innhold av for

eksempel jod eller barium, som er grunnstoff med høye atomnumre [26].

Når en stråle med fotoner transmitterer et materiale, vil strålingsintensiteten, som er

proporsjonale med antall fotoner, avta eksponentielt som funksjon av materialets ab-

sorpsjonsevne og lengde. Dette er definert i Lambert-Beers lov, som sier at

I (η) = I0e−µη, (2.2)

hvor I0 og I er strålingsintensiteten henholdsvis før og etter transmisjonen, µ er den

lineære attenuasjonskoeffisienten til materialet og η er den tilbakelagte distansen i

materialet. Alle parameterne er illustrert i Figur 2.4b. µ beskriver andelen fotoner som

blir absorbert per enhet lengde inn i et spesifikt materiale. Koeffisienten er definert

ved:

µ= ρNA

A
·σtot = n ·σtot , (2.3)

hvor ρ og A er henholdsvis tettheten og atommassen til materialet, NA er Avogadros

konstant og σtot er det totale spredningstverrsnittet. Spredningstverrsnittet beskriver

forholdet mellom spredningen og innkommende fluks av fotoner.

(a) Mikro-CT-oppsett, sett ovenfra og ned (b) Fotoner gjennom en prøve

Figur 2.4: Absorpsjon av røntgenstråler på vei gjennom en prøve. (a) I løpet av en CT-måling
roteres prøven kontinuerlig over enten 180° eller 360°. Fra hvilken vinkel som prøven utset-
tes for røntgenstråling er gitt ved projeksjonsvinkelen θ. (b) Røntgenstråle med intensitet I0

transmitterer gjennom en prøve med attenuasjonskoeffisienten µ og en tykkelse η, og ender
opp med en intensitet I på den andre siden av prøven. Detektoren måler differansen mellom
I0 og I for å finne andelen fotoner som blir absorbert av prøven.
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Vekselvirkning av fotoner med materie

Når en strøm av fotoner interagerer med et materiale vil noen av fotonene transmitte-

rer gjennom materialet, noen vil skifte stråleretning på grunn av endring i energi som

følger av spredning inne i materialet, og noen fotoner vil bli absorbert av materialet.

Når fotonenergien er større enn bindingsenergien til atomet i prøven, vil hele eller de-

ler av fotonenergien blir transformert gjennom enten fotoelektrisk effekt, Rayleigh-

spredning, Compton-effekten eller pardannelse. Hvilken som er den dominerende

spredningsmekanismen, avhenger av fotonenergien. Når denne øker, vil sprednings-

mekanismen skifte fra fotoelektriske effekt til Rayleigh-effekten til Compton-effekten

til pardannelse [27, 28]. I mikro-CT forekommer ikke fotoelektrisk effekt da fotonener-

gien ikke er høy nok, derfor vil kun de andre spredningsmekanismene bli omtalt.

Fotoelektrisk effekt oppstår når energien til et foton overføres til et bundet elekt-

ron i prøven, slik at elektronet blir frigjort (se Figur 2.5a). Den regjerer for lave ener-

gier, i hovedsak mindre enn 100 keV [27, 28]. Rayleigh-spredning oppstår når et fo-

ton interagerer med et bundet elektron uten at atomet blir ionisert (se Figur 2.5b).

Til tross for at retningen til den spredte strålen blir forandret, er energien til de inn-

sendte og spredte fotonene den samme[15]. Compton-effekten er uelastisk spredning

som oppstår når fotoner kolliderer med svakt bundet valenselektron slik at deler av

fotonenergien og momentet blir overført til elektronet (se Figur 2.5c). Den resterende

transmisjonen av fotonet gjennom materialet vil dermed være mindre energirik og ha

en annen retning enn den opprinnelige innkommende røntgenstrålen. Betingelsen

for Compton-spredning er at fotonenergien må være lik eller større enn elektronets

hvileenergi, altså hν≤ me c2 [28, 15].

Sannsynligheten for hvilken prosess som skjer er bestemt av spredningstverrsnit-

tene:

σPE ∼ ρ Z 4

E 3/5
ν

(2.4)

σR ∼ ρ Z 2

E 2
ν

(2.5)

σC ∼ ρ Z

Eν
(2.6)

hvor ρ og Z er henholdsvis tettheten og atomnummeret til det transmitterte materia-

let, og Eν er fotonenergien [29]. Disse tre interaksjonsprosessene viser at den totale

spredningen av røntgenstråling i et materiale avhenger av både bølgelengden til det

innsendte fotonet og atomsammensetningen til det transmitterte materialet. Gene-

relt vil fotoner med lav energi blir lettere absorbert i et materiale enn fotoner med høy

energi. Som følger av dette vil en polykromatisk røntgenstråle med tiden skifte over til
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å bestå av mye hardere røntgenstråler slik at strålingsintensiteten ikke avtar i henhold

til Lambert-Beers lov, gitt i ligning (2.2). Gjennomsnittsenergien til røntgenstrålen øker

etter at fotoner med lav energi har blitt absorbert i et materiale med høy tetthet. Det-

te er kjent som ”beam hardening” og gir opphav til artefakter i det rekonstruerte CT-

bildet. Fotonene med tilstrekkelig lav energi kan fjernes ved å plassere et metallfilter

mellom røntgenstrålen og materialet som skal undersøkes. Metallfilteret absorberer

fotonene med lav energi slik at gjennomsnittsenergien til røntgenstrålen gjennom ma-

terialet øker og sannsynligheten for ”beam hardening” blir redusert [15, 30].

(a) Fotoelektrisk effekt (Kilde: Wikipedia, 2007
[31])

(b) Rayleigh-spredning

(c) Compton-effekten (Kilde: Wikipedia, 2006 [32])

Figur 2.5: De vanligste spredningsprosessene mellom et foton og et materiale. (a) Fotoner blir
absorbert av et materiale og det blir frigjort elektroner. (b) Et foton kolliderer med et bundet
atom uten at atomet blir ionisert. Retningen til den spredte strålen er endret, men bølgeleng-
den er den samme. (c) Et foton som kolliderer med et svakt bundet valenselektron. Bølgeleng-
den til det spredte fotonet avtar.
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2.1.2 Røntgendetektoren

Den 2D-røntgendetektoren registrerer antall fotoner som blir transmittert gjennom

en prøve. For hver projeksjonsvinkel blir det konstruert et 2D-projeksjonsbilde som

beskriver andelen fotoner som er absorbert av prøven, som tilsvarer I0 − I . Summen

av alle projeksjonene for et gitt snitt gjennom prøven blir samlet i et sinogram, slik

som vist i Figur 2.6b [12, 22]. Den horisontale linjen i sinogrammet tilsvarer andelen

fotoner som er absorbert av et snitt i prøven ved en gitt projeksjonsvinkel θ. Jo høyere

intensiteten er, desto flere fotoner blir absorbert av prøven.

Intensiteten I til røntgenstrålen er, som tidligere nevnt, definert ved Lambert-Beers

lov og ligning (2.2). I 2D er Lambert-Beers lov definert som:

I (x ′) = I0 exp

(
−

∫ s

0
µ(x, y)d s′

)
, (2.7)

hvor I0 og I er intensiteten til røntgenstrålen før og etter at den har tilbakelagt en dis-

tanse s gjennom en prøve. µ(x, y) er den lineære attenuasjonskoeffisienten til prøven

som funksjon av posisjonene x og y [11]. La én røntgenstråle, slik som gitt i Figur 2.6,

være definert ved linjen

x cosθ+ y sinθ = x ′.

x ′ er aksen som er vinkelrett i forhold til de innsendte røntgenstrålene [34]. Andelen

(a) Projeksjonen av et snittbilde (b) Et sinogram (Kilde: Wikipedia, 2016 [33])

Figur 2.6: Summen av alle projeksjonene blir samlet i et sinogram. (a) Radontransformen gjør
om en funksjon f fra (x, y)-domenet til en funksjon f i (ω,θ) domenet. Røntgenstråler sendes
gjennom snittbildet med en bestemt projeksjonsvinkel θ og andelen absorberte fotoner er gitt
som en projeksjon. (b) Radontransformasjonen av objektet i (a). En projeksjon av ett snitt i
prøven tilsvarer en linje i sinogrammet, slik som den røde linjen markerer.
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røntgenstråler som transmitterer prøven for en gitt projeksjonsvinkel, blir betegnet

som en projeksjon, pθ. Projeksjonen i et punkt, x ′
1, er definert ved linjeintegralet

pθ(x ′) =
∫

s
µ(x, y)d s′. (2.8)

Videre, ved å innføre deltafunksjonen i ligning (2.8) får man at

pθ(x ′) =
∫ ∞

−∞

∫ ∞

−∞
µ(x, y) ·δ(

x cosθ+ y sinθ−x ′)d s, (2.9)

som er Radontransformasjonen, tilsvarende sinogrammet, til en 2D-prøve [34].

Rekonstruksjon av projeksjonene

Det finnes flere rekonstruksjonsalgoritmer, hvorav filtrert tilbakeprojeksjon er mest

anvendt innen CT og mikro-CT [13]. For å rekonstruere en projeksjon må først den

2D-Fouriertransformen til projeksjonene i ligning (2.9) beregnes. Den er lik

F (u, v) =
∫ ∞

∞

∫ ∞

∞
µ(x, y)exp

(
−2iπ(ux + v y)

)
d x d y, (2.10)

hvor u og v er de romlige frekvensene i x- og y-retning i Fourier-domenet (se Figur

2.7a). I polarkoordinater er de romlige frekvensene definert ved

u =ωcosθ

v =ωsinθ,

hvorω er frekvensen og θ er projeksjonsvinkelen. Ved å omformulere ligning (2.10) får

man at

F (ω,θ) =
∫ ∞

∞

∫ ∞

∞
µ(x, y)exp

(
−2iπω(x cosθ+ y sinθ)

)
d x d y. (2.11)

Dersom v settes lik 0 i ligning (2.10), kan uttrykket skrives som

F (u,0) =
∫ ∞

−∞

[∫ ∞

−∞
µ(x, y)d y

]
exp(−2iπux)d x. (2.12)

Sammenligner man uttrukket inne i hakeparentesen ser man at dette er identisk med

ligning (2.8), noe som må bety at

F (u,0) =
∫ ∞

−∞
Pθ=0(x)exp(−2iπux)d x. (2.13)

Høyre siden av ligningen representerer 1D-Fouriertransformen til projeksjonen pθ=0(x).

Dette er på engelsk kjent som ”Central slice theorem”. Teoremet konstaterer at sum-
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men av [pθi (t )]i=1:N , over N projeksjoner, utgjør 2D-Fouriertransformasjonen av den

lineære attenuasjonskoeffisienten µ(x, y). Det endelige CT-bildet blir så rekonstruert

ved invers Fouriertransformasjon over av alle projeksjonene [34].

Det oppstår et vektingsproblem i frekvensdomenet som betyr at Fourierrommet

har et overtall av lave frekvenser. Dette er illustrert i Figur 2.7b. Konsekvensen er at

det endelige rekonstruerte bildet blir uskarpt. For å unngå opphopningen av lave fre-

kvenser i Fourier-domenet blir Fouriertransformasjonen til projeksjonene multiplisert

med et høypassfilter, som for eksempel et ”Ramp filter” med amplitude |ω| =
p

u2 + v2

(se Figur 2.7c). Et ”Ramp filter” fjerner de lave frekvensene ved å sette frekvensene i

midten av Fourier-domenet lik null. Etter at den Fouriertransformerte projeksjonen

har blitt multiplisert med filteret, kan projeksjonene bli transformert tilbake ved in-

vers Fouriertransformasjon som tidligere [35].

(a) Fouriertransformasjon (b) Lav-frekvens-problemet i Fourierrommet

(c) Høypassfilter (”Ramp filter”)

Figur 2.7: Lav-frekvens-problemet som oppstår ved Fouriertransformasjonen. (a) En projek-
sjon pθ(x ′) i det reelle rommet (x, y) tilsvarer Fouriertransformasjonen F (ω,θ) i Fourierrom-
met (u, v). (b) Hver av disse Fouriertransformerte projeksjonslinjene går via sentrum av (u, v),
slik at tettheten i sentrum av Fourier-domenet øker. Som følger blir det et overtall av lave fre-
kvenser nær origo, markert i rødt. (c) Overtallet av de lave frekvensene i Fourierrommet kan
korrigeres for ved å sette inn et høypassfilter. Høypassfilteret fjerner de lave frekvensene ved å
sette den midtre delen av Fourier-domenet lik null.
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2.2 Dannelsen av brusk og bein i pattedyr

Et ledd er en bevegelig forbindelse mellom to eller flere knokler i skjelettet [36]. Knok-

kelender er dekket med leddbrusk, et støttevev som bidrar til en myk og friksjonsfri

bevegelse i leddene [37]. Brusk utgjør en sentral rolle i pattedyrenes skjelett og er en

viktig komponent som bidrar til struktur av blant annet ørene, nesen og ribbein, samt

andre kroppsdeler [37]. Samtidig fungerer brusken som mellomstadiet før dannelsen

av en rekke knokler i skjelettet.

Brusk er et fast vev, som kjennetegnes ved å være deformerbart og elastisk, i mot-

setning til bein [37]. Den inneholder kun en celletype kalt kondrocytt. Kondrocyttene

utfører syntese og nedbrytning av den ekstracellulære matriks-strukturen (ECM). Den

ligger mellom cellene i vevet og bestemmer vevets egenskaper og funksjon. De vik-

tigste komponentene i ECM er proteinene kollagen og proteoglykan, som bidrar til at

brusken tåler strekk og trykk. Brusken er som regel uten blodtilførsel og får næring fra

omkringliggende vev [2, 38]. Det finnes tre ulike typer brusk, hyalin brusk, fiberbrusk

og elastisk brusk, men i denne sammenhengen vil kun hyalin brusk bli betraktet.

Haseleddet til en hest

Haseleddet (tarsus), illustrert i Figur 2.8, er ett av de mest belastede leddene hos en

hest [41]. Tarsus tilsvarer menneskets ankel og består av totalt seks knokler som blir

(a) Skjelettet til en hest (Kilde: New Breed Racing,
2015 [39])

(b) Nærbilde av haseleddet til en
hest (Kilde: The Atlanta Equine Cli-
nic [40])

Figur 2.8: Haseleddet til en hest. (a) Den svarte sirkelen markerer hasen på det venstre bakbei-
net til en hest. Pilene indikerer de anatomiske retningene hvor La er lateral (vekk fra medial-
planet), Me er medial (nært medialplanet), Pr er proksimal (nære kroppens senter), Di er distal
(fjernt fra kroppens senter), Cr er kranial (mot hodeskalle), Ca er kaudal (mot halen), Do er
dorsal (mot ryggen) og Ve er ventral (mot buken). (b) Detaljbilde av haseleddet til en hest.
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holdt på plass av en rekke ligamenter og sener. Haseleddet er et hengselledd, som betyr

at bevegelsen skjer rundt en akse. Mesteparten av bevegelsen foregår i forbindelsen

mellom skinnebeinet (tibia) og hasen (se Figur 2.8).

2.2.1 Utviklingen av ett skjelett

Bein er en form for erstatningsvev [38]. Hele eller store deler av skjelettet hos pattedyr

er utformet fra en bruskmodell som gradvis blir fjernet og erstatte med beinvev gjen-

nom fosterutviklingen og helt frem til dyret når voksen alder. Denne spesielle formen

for brusk, kjent som vekstbrusk, er kun tilstede tidlig i utviklingsfasen til skjelettet. I

tillegg er vekstbrusken vaskulær, i motsetning til for eksempel leddbrusken [1].

Utgangspunktet for skjelettet starter noen uker inn i fosterutviklingen [38]. Da dif-

ferensierer mesenkymale stamceller til kondrocytter som utgjør den såkalte bruskmo-

dellen til skjelettet [42]. Kort tid etter dannes det en bruskhinne (perichondrium) som

omslutter vekstbrusken og tilfører den blant annet næring.

Inne i vekstbrusken finnes det karkanaler som fører blodårer, og mesenkymale

stamceller fra bruskhinnen [2]. Funksjonen til karkanalene er ikke fullstendig forstått,

men blir ansett som viktig for å gi næring til vekstbrusken og fjerne avfallsprodukter

[1]. I tillegg til dette kan de mesenkymale stamcellene i karkanalene differensiere til

kondrocytter og osteoblaster, som henholdsvis bidrar til dannelsen av brusk og bein

[37, 2]. Nydannelsen av brusk, såkalt apposisjonell vekst, oppstår når stamceller diffe-

rensierer til osteoblaster og kondrocytter [37]. Dette kan oppstå i bruskhinnen, i kar-

kanalene og på epifyseplaten (bestemt senere), og fører til at knoklene ekspanderer,

både i lengde og tykkelse.

Endokondral ossifikasjon

Endokondral ossifikasjon beskriver forbeningen av bruskmodellen. Prosessen foregår

inne i vekstbrusken hvor den gradvis blir fjernet og kontinuerlig erstattet med beinvev

[1]. For å beskrive ossifikasjonen benyttes en rørknokkel som eksempel (se Figur 2.9).

De to knokkelendene kalles epifysene og skaftet kalles diafysen. Under fosterutviklin-

gen øker produksjonen av ECM og brusken i senter av diafysen, og senere epifysen, blir

forkalket slik at kondrocyttene i senter av regionene dør. Blodårer utenfor beinet inva-

derer regionene som oppstår og fyller tomrommet. Cellene får osteogene egenskaper

og kan senere bli omdannet til osteoblaster, som er beindannende celler. Regionene

omtales som det primære- og sekundære ossifikasjonssenteret, og oppstår henholds-

vis etter to- eller tre måneder inn i fosterutviklingen, og fra fødselen av. Det primære-

og sekundære ossifikasjonssenteret er ansvarlig for vekst og utforming av henholdsvis

diafysen og epifysen [38, 45].
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(a) Rørknokkel (Kilde: Get Body
Smart, 2017 [43])

(b) Apposisjonell vekst av en rørknokkel (Kilde: The
McGraw-Hill Companies[44])

Figur 2.9: Utviklingen av en rørknokkel. (a) Epifysen, diafysen og metafysen definert på en
rørknokkel. (b) Øverste delen av en rørknokkel fra et ungt og et voksent dyr. Epifysen er omslut-
tet av vekstbrusk som utvides i alle retninger, illustrert med svarte piler. Vekstbrusken erstattes
med bein på epifyseplaten mot diafysen og utover fra epifysen. Når individet når voksen alder
vil hele brusken, foruten om leddbrusken, være erstatte med bein.

Når skjelettet til dyret er ferdig forbenet, vil det kun være brusk igjen på leddfla-

ten, altså leddbrusk, og i sonen mellom epifysen og diafysen, som er den såkalte epi-

fyseplaten eller vekstplaten (se Figur 2.9b) [38]. Brusk blir dannet på epifysesiden av

vekstplaten, samtidig som forbeningen tar plass på motsatt side, mot diafysen.

Etterhvert som brusken blir erstattet med beinvev, vil karkanalene i vekstbrusken

bli inkorporert i beinet og bidra til økt vaskularisering av beinet. Karkanalene kan også

naturlig trekke seg tilbake fra distal retning når brusken blir tilstrekkelig tynn slik at

den ikke lengre har behov for dens tilstedeværelse [37]. Tilbakedannelsen skjer via

chondrifisering, hvor karkanalene mest sannsynlig gjennomgår fysiologisk celledød

(apoptose) slik at de blir kortere. I tillegg blir karkanalene omgitt av ossifikasjonsfron-

ten og inkorporert i det sekundære ossifikasjonssenteret. Etter hvert som dyret blir

eldre vil vekstbrusken bli tynnere og antall karkanaler blir redusert, fordi vekstbrus-

ken klarer seg uten karkanaler når den er under en viss vekstrate. I det individet har

nådd voksen alder vil alle karkanalene være borte og vekstbrusken vil være fullstendig

erstattet med bein. Det gjenstår da kun et tynt lag med leddbrusk, slik som vist i Figur

2.9b [1].
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Osteochondrose

Osteochondrose (OC) er en vanlig skjelettsykdom som kan oppstå hos barn og en rek-

ke unge dyr. Den er definert som en fokal forstyrrelse i den endokondrale forbenings-

prosessen [1, 5]. Sykdommen er særlig utbredt blant griser og hester med en prevalens

på henholdsvis 70-100% [46, 47, 48, 49] og 50% [50]. OC har derfor fått stor oppmerk-

somhet i veterinærmedisinen [1, 37, 5]. Ved OC er det påvist en feil ved blodtilførselen

i karkanalene til vekstbrusken, slik at den ikke blir omdannet til beinvev og med det

bortfaller fra normal forbening [5, 51]. Som en konsekvens vil nekrotiske områder fra

vekstbrusken bli innlemmet som bløtt vev inne i det nyetablerte beinet. Med tiden

som individet utvikler seg vil belastningen på leddene øke, slik at det i visse tilfeller

kan føre til at leddbrusken sprekker opp. Denne tilstanden er kjent som osteochondri-

tis dissecans (OCD) [1]. Dette er betegnet som det siste stadiet av OC og kjennetegnes

ved at løse bruskbiter blir inkorporert i eller utenfor leddbrusken, noe som kan være

svært smertefullt for dyret.

De etologiske faktorene er omdiskutert, hvor blant annet arv, rask vekst, anato-

misk oppbygning, traumer og feilernæring har blitt sett på som potensielle årsaker til

OC [37, 2]. Forskning viser imidlertid at arv og anatomisk oppbygning er den viktigste

bidragsyteren til å forårsake sykdommen, og at blodårene som ryker, gjerne er de som

blir inkorporert i beinfronten [1, 5]. Verdt å merke er at denne informasjonen bygger på

veterinærmedisin, da det er store uenigheter mellom leger og veterinærer med tanke

på sykdomsutviklingen av OC til OCD [37].

For hester forsvinner karkanalene i femur etter omtrent syv måneder, men selve

beinet fortsetter å vokse i noen år til [52]. Hester regnes som ferdig utviklet når de er

rundt 5 år gamle [53]. Når dyret er ungt ligger karkanalene ofte parallelt med ossifi-

kasjonsfronten, slik som illustrasjonen til venstre i Figur 2.10 viser. Etter at mange av

karkanalene har blitt inkorporert i ossifikasjonsfronten vil det kun være korte stum-

per igjen og disse vil være orientert vinkelrett ut fra det subchondrale beinet, slik som

figuren til høyre i Figur 2.10 illustrerer. Studier viser at inkorporasjon av parallelle kar-

kanaler kan føre til at blodtilførselen til vekstbrusken svikter [54].

Figur 2.10: Karkanalene i vekstbrusken går fra å være overlegne parallelle til å bli vinkelrette
i forhold til ossifikasjonsfronten i løpet av forbeningsprosessen. Samtidig blir vekstbrusken
mindre vaskulær fordi det blir færre karkanaler og færre grener ut fra hovedstammen.
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Figur 2.11: Sykdomsutviklingen fra OC til OCD. (a) Når individet er i ung alder blir vekstbrus-
ken forsynt med næring fra et stort nettverk av karkanaler. (b)-(f ) Normal endokondral ossifi-
kasjon. Karkanalene trekkes tilbake og vekstbrusken blir kontinuerlig erstattet med bein. Når
individet er ferdig utviklet vil det kun gjenstå et tynt lag med leddbrusk. (c) Feil i blodtilførse-
len i karkanalene fører til nekrose i vekstbrusken. Området er markert med en rød pil. (c) Det
nekrotiske området i vekstbrusken fører til en forsinkelse i utviklingen av ossifikasjonsfronten.
(g) Det nekrotiske området blir uproblematisk inkorporert i det subchondrale beinet og pasi-
enten er betraktet som frisk. (h) Utviklingen av OCD hvor det nekrotiske området fører til at
leddbrusken sprekker opp, markert med en blå pil (Kilde: S. Ekman & C. S. Carlson, 1998 [49]).
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2.3 Bildebehandling

Representasjonen av et digitalt bilde

Et monokromt bilde består typisk av 256 intensitetsverdier, hvorav verdien 0 repre-

senterer fargen svart og verdien 255 representerer fargen hvit [55]. La i og j være to

heltall hvor 1 ≤ i ≤ m og 1 ≤ j ≤ n. Videre la f (i , j ) betegne en heltallsfunksjon slik

at 0 ≤ f (i , j ) ≤ W , hvor W betegner intensitetsverdien i bildet. Det digitale bildet er

representert ved matrisen

F =


f (1,1) f (1,2) ... f (1,n)

f (2,1) f (2,2) ... f (2,n)

... ... ... ...

f (m,1) f (m,2) ... f (m,n)

 , (2.14)

hvor (i , j ) definerer en posisjon i F, kjent som en piksel. I 3D brukes betegnelsen voksel,

men for enkelhetens skyld benyttes videre betegnelsen piksel også i 3D.

Forbehandling og justering av kontraster

Et utvidelsesfilter ekspanderer et bilde A i henhold til et strukturelement B . Operasjo-

nen er gitt ved funksjonen

A∗B = ⋃
a∈B

Ba , (2.15)

hvor Ba = {c ∈ Z 2|c = (b+a)}, b er en posisjon i strukturelementet B og a er en posisjon

i bildet A. Prinsippet om hvordan et utvidelsesfilter fungerer er illustrert i Figur 2.12b

[55].

Et medianfilter brukes gjerne for å fjerne støy og bevare grensene i bildet. Filte-

ret ser på en piksel og betrakter nabopikslene rundt, og erstatter denne pikselen med

medianverdien av nabopikslene. Se Figur 2.12c for eksempel. For å avgjøre om en pik-

sel er en del av omgivelsene eller ikke, benyttes funksjonen

y[m,n] = median{x(i , j ), i , j ∈ w}, (2.16)

hvor w representerer nabopikslene rundt en gitt lokasjon [m,n] i bildet. Slik at y[m,n]

er den mediane gråverdien og x(i , j ) er den opprinnelige gråverdien [56].
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(a) Binært bilde (b) Med utvidelsesfilter (c) Med medianfiltrer

Figur 2.12: Forbehandling av rådata for å øke kontraster og fjerne støy. (a) Eksempel på et
binært bilde. (b) Effekten av å legge et utvidelsesfilter på figuren i (a). Et utvidelsesfilter eks-
panderer et bilde i henhold til et strukturelement. Dette kan brukes for å forsterke fargene i et
bildet. (c) Effekten av å legge et medianfilter på figuren i (a). Et medianfilter ser på en piksel og
erstatter denne med medianverdien av nabopikslene rundt.

2.4 Bildesegmentering

Bildesegmentering er en metode for å dele et digitalt bilde inn ulike, meningsfulle re-

gioner. Hver region er homogen, som vil si at området er enhetlig representert og kan

bli karakterisert med hensyn på for eksempel lysstyrke, farge, tekstur eller form [7].

Disse regionene kan korrespondere til spesifikke objekter i et bilde som er definert

med en gruppe av piksler med lignende essensielle egenskaper [57].

Hvis hele området inne i et bilde er gitt som Ω, betyr det å segmentere et bilde, å

bestemme settene Sk ⊂Ω. Tilsammen må segmenteringen oppfylle kravet om at

Ω=
K⋃

k=1
Sk , (2.17)

hvor Sk ∩S j = ; for k 6= j . Segmentene er disjunkte og overlapper dermed ikke med

hverandre. K definerer antall klasser og brukes for å skille visse områder i et bilde fra

hverandre [8]. For eksempel kan Figur 2.12a segmenteres inn i to klasser, forgrunn og

bakgrunn, som er definert ut i fra intensiteten til pikslene.
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Terskling

Terskling (”thresholding”) er en enkel, men effektiv metode for å segmentere et bil-

de [58]. Generelt går metoden ut på å klassifisere en gruppe med piksler over en viss

intensitetsverdi, t , mens resten blir klassifisert i en annen gruppe. Pikslene i et bilde

segmentert med terskeling er definert som

f1(x, y) =
1 hvis f (x, y) > t

0 hvis f (x, y) ≤ t ,
(2.18)

hvor 1 og 0 representerer henholdsvis fargene hvitt og svart. f (x, y) er intensiteten i

det opprinnelige bildet [59].

Forplantningsbasert segmentering

Med en forplantningsbasert segmenteringsmetode beregnes omrisset rundt et objekt

i bildet med hensyn på intensiteten til pikslene, f (i , j ). En mye brukt metode er å seg-

mentere alle pikslene som er forbundet til ett eller flere frøpunkter i bildet [60]. Kort

forklart betrakter segmenteringsmetoden om nabopikselen til et gitt frøpunkt har en

pikselintensitet innenfor et gitt toleranseområde. Hvis dette er tilfelle vil denne pik-

selen også bli klassifisert som et frøpunkt. Algoritmen fortsetter helt til nabopikslene

ikke lengre oppfyller kravet til frøpunktet.

Gitt et sett med n frøpunkter definert som S1,S2, ...,Sq . Disse frøpikslene blir videre

erstattet med homogene områder, R1,R2, ...,Rq som involverer flere og flere piksler for

(a) Omrisset etter én iterasjon (b) Omriss etter n iterasjoner

Figur 2.13: Eksempel på forplantningsbasert segmentering. (a) Gitt en frøpiksel S1. Dersom
nabopikslene og frøpunktet har lik intensitet, eller er innenfor en toleranseverdi, vil frøpunktet
ekspandere til et homogent område R1. Dette områder vokser dersom de neste nabopikslene
har lik intensitet som det nye frøpunktet. (b) Etter n iterasjoner har området R1 ekspandert til
å bestå av hele det lysegråe området.
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hver iterasjon. Pikslene i samme region er markert med samme symbol og piksler i

ulike regioner er markert med forskjellige symboler, slik som Figur 2.13 indikerer.

De pikslene som foreløpig ikke hører til en region, Rq , men grenser til det etter m

iterasjoner er gitt som:

T =
{

(x, y) 6∈
q⋃

i=1
Si |N (x, y)∩

q⋃
i=1

Si 6= ;
}

, (2.19)

hvor N (x, y) definerer regionen med nabopiksler til én piksel (x, y), altså det området

R1 marker i Figur 2.13a [61].
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Kapittel 3

Metode

3.1 Preparering av knokkelprøver

Åtte føll av rasen varmblodstraver ble undersøkt. Føllene hadde forskjellig alder fra ny-

født (12 timer gammel) til 7 uker, og var alle barn av foreldre med OCD i distal ende av

tibia (skinnebeinet). Prøveprepareringen ble gjennomført av K. Olstad et al. i forbin-

delse med deres studie om OCD i føll og om avbildning av OC-lesjoner ved å benytte

mikro-CT [4, 62]. Føllene ble injisert med bariumsulfat (Sol-O-Pake®, E-Z-EM, West-

bury, NY, USA) inn i blodårene i karkanalene like etter avliving. Dette var for å øke

intensiteten til karkanalene på CT-bildene. Bariumsulfatpartiklene hadde en median

partikkelstørrelse på 0.7µm-0.8µm, noe som førte til at bariumet ble stanset i kapil-

lærsengene (Se Figur 3.1) og kun arteriene ble utsatt for kontrastinjeksjon.

Talus-crural-leddet ble separert fra hestens venstre bakbein, unntatt for føllet som

var 3 uker gammelt hvor da høyre bakbein ble benyttet. Etter at alt av bløtt vev var

fjernet ble knoklene lagt i 4% formaldehydløsning i 48 timer. Tibia og talus ble manuelt

skjært ut fra beinet. Bildet av de to knoklene er vist i Figur 3.2b. Lokasjonen på tibia og

talus er nærmere beskrevet i Kapittel 2.2 og i Figur 2.8.

Figur 3.1: Skjematisk fremstilling av en blodåre. Blodet føres fra hjertet via arteriene, ut til ka-
pillærene og tilbake til hjertet via venene (Kilde: The TeachMeSeries Ltd, 2017 [63]).

27
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3.2 Prosedyre for mikro-CT-målinger

Mikro-CT-målingene ble utført av K. Olstad et al [4, 62]. Undersøkelsen ble gjort med

en spesialbygd nano-CT-skanner bestående av kommersielt, tilgjengelige komponen-

ter [4]. Skanneren bestod av en nano-fokusert røntgenkilde (Hamamatsu L10711-01)

og en mikro-fokusert røntgenkilde (Hamamatsu L9181). Foran røntgenrøret var det

to digitale detektorer, en flatpanel-detektor (Varian Paxscan 2520) og et CCD-kamera

(Photonic Science VHR). Prøvene hadde høy tetthet og var relativt store (2 cm3), derfor

ble den mikro-fokuserte røntgenkilden benyttet i kombinasjon med Varian Paxscan

detektoren. Tungsten ble benyttet som anodemateriale. Prøven ble plassert på en ro-

terende scene med luftbæring (Aerotech ABRT-150) og sentrert med piezo posisjone-

ring (P1 Miniature XY Piezo-Stage M-662.470). Mikro-CT-målingen ble gjennomført

med en akselerasjonsspenning på 80 kV. Det ble utført 800 projeksjoner samtidig som

prøven ble rotert 360◦. Eksponeringstiden per bilde var tre sekunder. Alle knoklene ble

dekket med parafinvoks for å forhindre uttørking i løpet av avbildningen. Projeksjone-

ne ble rekonstruert ved hjelp av programvaren Octopus v. 8.1. Det rekonstruerte bildet

(a) Talus-crural-leddet (Kilde:
New Breed Racing, 2015 [39])

(b) Den eksaminerte leddprøven (Kilde: K. Olstad et al.,
2008 [4])

Figur 3.2: Knoklene ble hentet fra bakbeinet på åtte unge føll. (a) Bakbeinet til en hest hvor
talus-crural-leddet er markert. Pilene indikerer de anatomiske retningene, La: lateral (vekk fra
medialplanet), Me: medial (nært medialplanet), Pr: proksimal (nære kroppens senter), Di: dis-
tal (fjernt fra kroppens senter), Cr: kranial (mot hodeskalle), Ca: kaudal (mot halen), Do: dorsal
(mot ryggen) og Ve: ventral (mot buken). (b) En av de eksaminerte prøvene sett fra dorsal ret-
ning. A: Tarsus-leddet i et føll, gitt fra dorsal retning. De stiplede linjene markert med B og D
indikerer de to knoklene som ble undersøkt. B: Distal tibia, kranial retning. Prøven målte om-
trent 2 cm i alle retninger. C: Distal tibia, distal retning. D: Talus, dorsal retning. Prøven målte
omtrent 1 cm i proksimal distal retning og 2 cm i de øvrige retningene. E: Talus, distal retning.
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hadde en vokselstørrelse mellom 26µm og 34µm, og en tonedybde på 16-bit.

3.3 Metode for bildesegmentering av talus og tibia

Bildebehandlingen og segmenteringen ble utført i VGStudio MAX v.3.1, som er en pro-

gramvare for visualisering og analyse av CT-data [60]. Det ble benyttet et medianfilter

på hele bildet for å skape en jevnere pikselintensitet og definere en tydeligere over-

gang mellom beinet og vekstbrusken. Videre ble det benyttet et utvidelsesfilter for å

øke tverrsnittet til karkanalene og gjøre det enklere å detektere karkanalene i vekst-

brusken.

Mikro-CT-bildene ble segmentert i to omganger, først ble beinet segmentert og

deretter ble karkanalene i vekstbrusken segmentert. Det ble benyttet en

forplantningsbasert-segmentering av typen statisk (”static”) og fleksibel (”adaptive”)

for henholdsvis beinet og karkanalene. Ved en statisk segmentering inkluderes voksler

hvis de er forbundet til nabovokslene og hvis intensiteten ikke avviker fra frøpunktet

(se Kapittel 2.4) med mer enn en gitt toleranseverdi. Med en fleksibel segmentering

inkluderes kun de vokslene som er forbundet med nabovokslene og hvis intensiteten

ikke avviker fra den gjennomsnittlige intensiteten på det voksende området med mer

enn den gitt toleranseverdien[60]. Ved segmenteringen av beinet ble frøpunktet plan-

tet i beinet. Ved segmenteringen av karkanalene ble frøpunktet plantet i vekstbrusken.

Sistnevnte ga omriss av hele bildet utenom karkanalene. Ved å invertere markeringen

og fjerne overlappende områder med beinet ble karkanalene i vekstbrusken segmen-

tert. Toleranseverdien ble manuelt satt til 800 intensitetsverdier ved segmentering av

beinet og til 400 intensitetsverdier ved segmentering av karkanalene.

Markeringene ble finjustert med et avgrensingsverktøy (”refinement”) som juster-

te omrisset i henhold til en lokal intensitetsgradient med en gitt grenseverdi. Denne

grensen ble manuelt satt til 40 intensitetsverdier for begge de segmenterte område-

ne. For å forhindre en ujevn overgang mellom beinet og vekstbrusken, forårsaket av

beinets mange ulike intensiteter, ble markeringen rundt beinet gjort glattere med et

utjevningsverktøy (”smoothing”). Øvrige markeringer som ble ukorrekt definert ble

manuelt fjernet. Karkanalene som inneholdt færre enn 250 voksler ble også fjernet.
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3.4 Metode for analyse av karkanaler i vekstbrusk

Karkanalene i vekstbrusken ble analysert i Matlab R2018a. Først ble 2D-snittbilder

av de segmenterte karkanalene eksportert fra VGStudio Max til Fiji. I Fiji ble de 2D-

bildene satt sammen til et 3D-bilde med funksjonen ”3D Viewer”. Overflaten av 3D-

figuren ble lagret som en stl-figur, eksportert til Matlab og videre transformert til en

3D-binær-matrise. Hver av vokslene ble karakterisert ved tallene 1 og 0 som impliser-

te om vokselen tilhørte en karkanal eller ikke. Til dette ble funksjonen ”VOXELISE” fra

Matlabs filutveksling benyttet [64]. Karkanalene ble deretter transformert til senterlin-

jer med funksjonen ”Skeleton3D” hentet fra Matlabs filutveksling [65].

Alle segmenter som inneholdt mindre enn 30 voksler ble fjernet ved hjelp av funk-

sjonen ”Skel2Graph3D” fra Matlabs filutveksling [66]. ”Skel2Graph3D” beskriver 3D-

senterlinjer ved hjelp av såkalte noder og linker. En node er et lite segment langs en

senterlinje og en link forbinder to noder. Funksjonen identifiserer både endepunk-

ter og forgreningspunkter, i tillegg til en liste med koordinater som identifiserer hver

node. Brukeren kunne manuelt sette en grense på minimum lengde på en gren for å

filtrere ut støy og korte segmenter. Denne grensen ble satt til 30 voksler. Nodene og

linkene ble transformert tilbake til senterlinjer med funksjonen ”Graph2Skel3D” [67].

Beregning av prosentandelen karkanaler i vekstbrusken

Prosentandelen karkanaler tilsvarer forholdet mellom karkanalenes volum og det to-

tale volumet til vekstbrusken. Volumet til karkanalene ble beregnet med funksjonen

”regionprops3” med parameteren ’Volume’ som teller antall voksler i bildet [68].

Volumet til vekstbrusken ble hentet fra VGStudio Max ved å betrakte det totale vo-

lumet minus volumet til beinet. Parafinvoksen som omsluttet alle knoklene hadde en

tilnærmet lik attenuasjonskoeffisient som vekstbrusken, noe som gjorde det vanskelig

å skille materialene fra hverandre på CT-bildene. Det ble vider antatt at parafinvoksen

var uniformt fordelt rundt knoklene og at den hadde en tilnærmet tykkelse på 1 mm.

Denne tykkelsen var basert på avstanden fra avkuttet ledd og til luft, ettersom det her

ikke var brusk tilstede.
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Beregning av karkanalenes diameter

Diameteren til karkanalene ble beregnet i tre trinn. Først ble funksjonen ”bwdist” be-

nyttet for å beregne den korteste avstanden fra en hvit piksel til den nærmeste svarte

pikselen [69]. Effekten av ”bwdist” er vist i Figur 3.3b. Et slikt monokromt bilde inne-

holder 256 intensiteter (se Kapittel 2.3), hvorav 0 representerer svart og 255 represen-

terer hvitt. Desto lavere intensiteten i Figur 3.3b er, desto kortere er avstanden til svart.

Intensiteten blir på en måte oversatt til en distanse i bildet.

Videre ble karkanalene transformert til senterlinjer med funksjonen ”Skeleton3D”,

slik som gitt i Figur 3.3c. Bildet blir binært og inneholder to intensiteter, svart og hvitt,

representert med tallene 0 og 1. Ved å multiplisere senterlinjen med ”bwdist” blir alle

pikslene lik null unntatt de i senter som representerer radiusen. Diameter finner man

da ved å multiplisere radiusen med to.

(a) Binært bilde (b) Effekten av ”bwdist” (c) Senterlinje

Figur 3.3: Prosedyre for å beregne diameteren til en figur. (a) Et binært bilde. Pikslene er enten
svarte eller hvite som tilsvarer intensitetene 0 og 1. (b) Effekten av ”bwdist” på bildet i (a).
Bildet blir monokromt, og avstanden fra en hvit piksel til en svart piksel er visualisert ved hjelp
av intensiteter i bildet. Desto høyere intensitet, desto lengre er avstanden til en svart piksel. (c)
Senterlinjen av det binære bildet i (a). Bildet er igjen binært, og ved å multiplisere dette bildet
med (b), finner man radiusen til figuren i (a).
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Kapittel 4

Resultater

4.1 Segmenteringen av karkanaler og bein

Sammenligningen av manuell og forplantningsbasert segmentering, gitt i Figur 4.1,

viser at den anvendte metoden beskrevet i Kapittel 3.3, er i stand til å segmentere bei-

net og de fleste karkanalene fra den omkringliggende vekstbrusken. Figur 4.1c viser

imidlertid at karkanaler i vekstbrusken med lav intensitet ikke blir segmentert. Resul-

tatet fra segmenteringen av talus og tibia er gitt i Figur 4.2. Prøvene fra individer med

lik alder er hentet fra det samme føllet. Vekstbrusken som omslutter beinet har blitt

segmentert med terskling (”thresholding”) og fjernet fra 3D-bildene i Figur 4.2. Beinet

og de bariumfylte blodårene i karkanalene i vekstbrusken, har blitt segmentert med

en forplantningsbasert-segmenteringsmetode. Karkanalene inne i beinet er fjernet og

det samme er karkanalene i vekstbrusken som inneholder færre enn 30 voksler.

33
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(a) Detaljbilde

(b) Manuell segmentering (c) Forplantningsbasert segmentering

Figur 4.1: Snittbilde av segmenteringen utført på tibia, sett fra distal retning. (a) Nærbilde av
karkanalene i vekstbrusken som ble forsøkt segmentert. Innenfor den grønne linjen er beinet
(B), mellom den røde- og grønne linjen er det vekstbrusk (VB) og utenfor den røde linjen er det
voks (V). Karkanalene (K) i vekstbrusken vises som hvit områder. (b) Manuell segmentering av
beinet og karkanalene fra omkringliggende vekstbrusk. (c) Forplantningsbasert segmentering
av beinet og karkanalene. Markeringene inne i beinet ble i ettertid fjernet og kan ignoreres.
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(a) Talus 0 uker, distal retning (b) Tibia 0 uker, distal retning

(c) Talus 1 uke, distal retning (d) Tibia 1 uke, distal retning

(e) Talus 2 uker, distal retning (f ) Tibia 2 uker, distal retning
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(g) Talus 3 uker, distal retning (h) Tibia 3 uker, distal retning

(i) Talus 4 uker, distal retning (j) Tibia 4 uker, distal retning

(k) Talus 5 uker, distal retning (l) Tibia 5 uker, distal retning
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(m) Talus 6 uker, distal retning (n) Tibia 6 uker, distal retning

(o) Talus 7 uker, distal retning (p) Tibia 7 uker, distal retning

Figur 4.2: 3D-mikro-CT avbildning av knokler hentet fra talus-crural-leddet i åtte føll. Vekst-
brusken er blitt segmentert bort og 3D-modellen viser karkanalene i hvitt og beinet i grått.
Prøvene fra individer med lik alder er hentet fra det samme føllet. De anatomiske retningene,
Do: dorsal, Pl: plantar, La: lateral, Ax: aksial og Me: medial, er definert i figurene.
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4.2 Kvantitativ analyse av karkanalene i vekstbrusken

Prosentandelen karkanaler i vekstbrusken

Den foreslåtte metoden for å beregne karkanalenes volum gir svar i samsvar med det

kjente volumet på fantomet av en karkanal gitt i Figur 4.4a. Fantomet ble laget ved

hjelp av en binær 3D-array i Matlab.

Prosentandelen karkanaler i vekstbrusken i talus og tibia, viser til forholdet mellom

volumet til karkanalene lokalisert i vekstbrusken og vekstbruskens volum. Resultatet

er gitt i Figur 4.3. Bariumsulfatpartiklene fylte arteriesiden av sirkulasjonssystemet,

ble stanset i kapillærsengene og nådde aldri venene, slik at andelen karkanaler i vekst-

brusken er større enn hva som kommer frem i denne studien [4]. I henhold til Figur 4.3

reduseres antallet karkanaler i vekstbrusken ettersom føllenes alder øker. Imidlertid er

det store variasjoner mellom føllene og prosentandelen er tilsynelatende minst ved 2-

og 5 uker i talus og ved 2- og 5 uker i tibia.

Figur 4.3: Forholdet mellom volumet til karkanalene lokalisert i vekstbrusken i forhold til vo-
lumet til vekstbrusken. Til tross for at føllenes alder øker, viser figuren store individuelle varia-
sjoner mellom individene.
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Diameteren til karkanalene i vekstbrusken

Den foreslåtte metoden for å beregne diameteren til karkanalene ble kontrollert opp

i mot et fantom av en karkanal med kjent diameter (se Figur 4.4). Til tross for at fan-

tomet hadde en jevn tykkelse, var den beregnede diameteren varierende. Sammenlig-

ning av fantomets diameter og den beregnede diameter er gitt i tabell 4.1. Den bereg-

nede diameteren varierte mellom 0.06 mm og 0.65 mm, som tilsvarer en tykkelse på

mellom 2 piksler og 19 piksler i henhold til vokselstørrelsen på CT-bildene. Prosent-

feilen på den beregnede diameteren er stor når diameteren er liten, og avtar raskt når

diameteren til fantomet øker. Observasjoner tyder på at senterlinjen er i stand til å

gjengi fantomets fasong, men avviker fra midtpunktet i punktet der to kanaler krysser

hverandre (se Figur 4.4b).

Tabell 4.1: Sammenligning av diameteren til fantomet i forhold til den beregnede gjennom-
snittsdiameteren. Prosentfeilen er gitt ved differansen mellom beregnet verdi og faktisk verdi,
delt på beregnet verdi, multiplisert med 100.

Fantomets diameter Beregnet diameter Prosentfeil
piksler piksler %

19.40 19.45 0.26
15.52 15.76 1.51
9.79 9.91 1.30
3.87 4.22 9.09
2.08 2.61 25.50

(a) Generert fantom (b) Senterlinje av det genererte fantomet

Figur 4.4: Fantom med kjente data for å kontrollere foreslått metode for kvantitativ analyse.
(a) Et generert fantom laget i Matlab. (b) Senterlinje av (a). De røde pilene markerer områder
hvor senterlinjen tilsynelatende avviker fra fantomets fasong.
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Den beregnede diameteren til karkanalene i vekstbrusken er presentert i Figur 4.5

og Figur 4.6. Observasjoner tyder på at det blir færre karkanaler med diameter mindre

enn 100µm ettersom føllenes alder øker. Som følger av dette er usikkerheten i den

beregnede diameteren antatt størst blant de yngste individene med tanke på resultatet

i Tabell 4.1. Den minste diameteren som ble målt var mellom 53.20µm og 65.40µm.

De tykkeste karkanalene i vekstbrusken er lokalisert mot dorsal retning i tibia og mot

plantar retning i talus, det vil si lengst vekk fra leddet (se Figur 3.2). Observasjoner av

de tykkeste karkanalene i Figur 4.2 tyder på at denne lokasjonen stemmer.
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(a) Tibia 0 uker (b) Tibia 1 uke (c) Tibia 2 uker

(d) Tibia 3 uker (e) Tibia 4 uker (f ) Tibia 5 uker

(g) Tibia 6 uker (h) Tibia 7 uker

Figur 4.5: 3D-fremstilling av karkanaler i vekstbrusken, fargekodet etter tykkelse. Alle karkana-
lene er vist med lik tykkelse, hvor fargen representerer tykkelsen. De anatomiske retningene,
Do: dorsal, La: lateral, Pl: plantar og Me: medial, er gitt i figuren.
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(a) Talus 0 uker (b) Talus 1 uke (c) Talus 2 uker

(d) Talus 3 uker (e) Talus 4 uker (f ) Talus 5 uker

(g) Talus 6 uker (h) Talus 7 uker

Figur 4.6: 3D-fremstilling av karkanaler i vekstbrusken, fargekodet etter tykkelse. Alle karkana-
lene er vist med lik tykkelse, hvor fargen representerer tykkelsen. De anatomiske retningene,
Do: dorsal, La: lateral, Pl: plantar og Me: medial, er gitt i figuren.



Kapittel 5

Diskusjon

5.1 Segmenteringen av knokkelprøvene

Den forslåtte segmenteringsmetoden ble vurdert etter hvorvidt den klarte å skille bein,

karkanaler og vekstbrusk ved å betrakte den 3D-mikro-CT avbildning justert med tersk-

ling. Metoden var rask, krevde minimalt med manuelle justeringer og var i stand til å

separere beinet og karkanelene fra omkringliggende vekstbrusk.

Injiseringen av bariumsulfat i karkanalene førte til mørke og lyse strekartefakter

i CT-bildene rundt karkanalenes tverrsnitt i vekstbrusken (se Figur 5.1a). Disse lyse

strekartefaktene ga et unøyaktig omriss av karkanalenes egentlige tverrsnitt.

(a) Eksempel på strekartefakter (b) Effekten av utvidelses- og medianfilter

Figur 5.1: Effekten av et utvidelses- og medianfilter på strekartefakter i CT-bildet. (a) Snittbilde
av en liten del av talus fra 0 uker gammelt føll, sett fra distal retning. Strekartefakter oppstod i
vekstbrusken rundt karkanaler med stort tverrsnitt, slik som pilen markerer. (b) Strekartefak-
tene rundt karkanalene i vekstbrusken ble mindre iøynefallende ved å legge på et utvidelses-
og medianfilter på snittbildene. Utvidelsesfilteret økte også tverrsnittet til karkanalene og de
tynneste karkanalene ble mer fremtredende.

Strekartefaktene oppstod fordi bariumsulfat har en mye høyere attenuasjonskoef-
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fisient enn bløtt vev og det oppstod ”beam hardening” rundt området hvor røntgen-

strålen transmitterte karkanalene [26]. Fotoner med lav energi ble absorbert når at-

tenuasjonskoeffisienten var høy og som følger økte den gjennomsnittlige fotonenergi-

en. Etter at fotonene hadde transmittert en karkanal, økte den gjennomsnittlige foton-

energien, og fotonene ble i liten grad absorbert av vekstbrusken. Detektoren registeret

at det var få fotoner som ble absorbert av vevet rundt karkanalen, og vekstbrusken i

dette området fikk derfor en lavere tetthet, altså en mørkere farge på CT-bildene. De

lyse linjene ut fra karkanalene oppstod på grunn av Compton-effekten som endret

fotonenes retning og energi (se Kapittel 2.1.1). Fotonene ble detektert i et annet detek-

torelement enn det som var på linje med den opprinnelige fotonretningen. Dette førte

til at spredte fotoner ble detektert i et detektorelement som kanskje kun ville ha regist-

rert et fåtall fotoner [30]. Medianfilteret gjorde strekartefaktene mindre synlige, men

fremdeles var enkelte av linjene synlig, spesielt de lyse. Dersom knoklene hadde blitt

avbildet med en høyere akselerasjonsspenning kunne effekten av ”beam hardening”

blitt redusert, imidlertid kunne kontrasten mellom vevene ha blitt dårligere. Eventuelt

kunne man ha plassert et metallfilter foran røntgenkilden [30].

Karkanalene hadde varierende intensitet på mikro-CT-bildene, dette ser man ty-

delig i Figur 5.2a. Ettersom det oppstod stjerneformede strekartefakter rundt karka-

nalene var det utfordrende å fjerne disse og samtidig bevare karkanalene med lav in-

tensitet. Figur 5.2a viser at utvidelses- og medianfilteret økte intensiteten til karkana-

lene og reduserte de små variasjonen mellom de lokale toppunktene. Utvidelses- og

medianfilteret økte både karkanalenes tverrsnitt og intensitet, og karkanalene ble mer

fremtredende i vekstbrusken. I tillegg økte kontrasten mellom beinet og vekstbrusken

slik at det ble enklere å segmentere beinet.
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(a) Intensitetsgraf

(b) En linje over ett snittbilde
av talus

(c) Fire markerte karkanaler i
vekstbrusken

Figur 5.2: Intensitetsfordelingen langs en linje i ett snittbilde av talus. (a) Intensitet som funk-
sjon av distanse langs med linjen gitt i (b). Intensiteten tilsvarer gråverdien i bildet. Fire lokale
toppunkter er markert med tallene 1-4. De to stiplede linjene i intensitetsplottet markerer hvor
den gule linjen passerte beinet. (b) Området av interesse. Den gule linjen strekker seg over et
snittbilde av talus. (c) Fire karkanaler av interesse. Karkanalene som er markert har intensitet
lik de fire lokale toppunktene i (a).

Enkelte karkanaler var diskontinuerlige etter segmenteringen, som Figur 5.3 illust-

rerer. Med fraværende karkanalsegmenter økte antallet karkanaler i vekstbrusken og

karkanalene ble i gjennomsnitt kortere, slik at den kvantitative analysen ble upresis.

Diskontinuiteten oppstod sannsynligvis når intensiteten i karkanalene var lav og når

tverrsnittet var lite. Viskositeten til blodet i karkanalene påvirker kontrastmiddelets

adferd i sirkulasjonssystemet og kan gi en ujevn intensitetsfordeling i arteriene [70].

Tynne karkanaler med lite kontrast ble ignorert ved segmenteringen fordi intensitets-

differansen i forhold til vekstbrusken var liten da det ble benyttet et medianfilter (se

Figur 5.4c).
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(a) Diskontinuitet i karkanalene (b) Diskontinuitet i karkanalene

(c) Feilsegmentering av beinfronten i tibia (d) Feilsegmentering av beinfronten i talus

Figur 5.3: Feilsegmentering av karkanaler i vekstbrusken. (a)-(b) Eksempel på diskontinuer-
lige karkanaler på grunn av feil i segmenteringen. Karkanalene markert i rødt er segmentert
med metoden beskrevet i Kapittel 3.3, resten av bildet er segmentert med terskling for å fjerne
vekstbrusken. De hvite pilene markerer områder hvor karkanalene ikke ble segmentert. (c)-
(d) Eksempel på feilsegmentering av beinet. Karkanaler som kom ut gjennom beinet ble ofte
segmentert som en del av beinet.

Beinfronten ble av og til feilsegmentert ved at karkanalene ut fra overflaten av bei-

net ble segmentert som en del av beinet (se Figur 5.3c og 5.3d). Feilsegmenteringen

rammet knoklene fra eldre føll, fra omtrent 4-ukers-alderen, fordi karkanalene ofte da

er orientert vinkelrett ut fra beinfronten. Feilsegmenteringen skyldes mest sannsyn-

lig utvidelses- og medianfilteret. Figur 5.4c viser hvordan intensiteten til en karkanal

merket 2, med lav intensitet, får tilnærmet samme intensitet som beinet på grunn av

filteret og det lokale toppunktet blir jevnet ut. Dette betyr at karkanaler med lav in-

tensitet, nære beinet, slik som i Figur 5.4b, ble segmentert som en del av beinet. Dette

er lite hendig med tanke på kvantitativ analyse da det ofte er disse karkanalene som

svikter og forårsaker OC [5]. Områdene som var feil segmentert ble manuelt fjernet og

den foreslåtte segmenteringsmetoden fungerer dermed ikke helt optimalt.
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(a) Snittbilde av talus (0 uker) (b) Før og etter filter

(c) Intensitetsgraf

Figur 5.4: Karkanaler som ender opp som en del av beinet under segmenteringen. (a) Snittbil-
de av talus hentet fra et nyfødt føll. Den gule firkanten markerer utsnittet i (b). (b) Detaljbilde
av snittbildet av talus fra et nyfødt føll. Det øverste bildet er uten filter og det nederste er med
filter. Den tykke pilen markerer en karkanal som forsvinner som en konsekvens av filteret. Den
gule stiplede firkanten markerer området intensitetsprofilen er plottet over. Tallene 1 og 2 pe-
ker på to karkanaler i det aktuelle området. (c) Intensiteten plott som funksjon av distanse
innenfor det markerte området i (b). Tallene 1 og 2 markerer to lokale toppunkt som er de
samme som i det øverste bildet i (b).
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5.2 Evaluering av den kvantitative analysen

Knokkelprøvene ble hentet fra åtte ulike føll og det var derfor forventet at det ville fore-

komme biologiske forskjeller mellom individene. De store variasjonen kan biologisk

forklares ved at føllene befant seg på ulike modningsstadier, som påvirkes av indivi-

duelle variasjoner mellom dyrene, når på året de var født og gestasjonslengden [4]. De

kvantitative resultatene viste store individuelle variasjoner mellom de ulike føllene og

det var dermed vanskelig å evaluere karkanalenes morfologi som funksjon av føllenes

alder.

Metoden for å beregne karkanalenes volum stemte, men allikevel var estimatet på

karkanalens- og vekstbruskens volum upresis da disse var basert på resultatet på seg-

menteringen. I tillegg var det kun blodkarene i karkanalene som ble fylt med barium-

sulfat og det er derfor en usikkerhet i hvor store karkanalene er. Det er ikke utelukket at

prosentandelen karkanaler i vekstbrusken kan være galt estimert. Som tidligere disku-

tert var det registrert enkelte feilsegmenteringer, slik som diskontinuerlige karkanaler,

som kan ha medført at volumet til karkanalene ble mindre enn virkeligheten. I tillegg

ble knokkelprøvene kuttet manuelt og ser derfor forskjellig ut (se Figur 4.2). Det er ob-

servert store forskjeller i blant annet talus fra det 3- og 4 uker gamle føllet og i tibia fra

det 0- og 1 uker gamle føllet, hvor omtrent halvparten av knokkelen i talus og tibia, mot

plantar retning, er fjernet fra det henholdsvis 4- og 0 uker gamle føllet. Variasjonen i

kuttingen kan ha gitt feil indikasjon på prosentandelen karkanaler i vekstbrusken og

hvordan denne ble utviklet over tid. Sannsynligvis var variasjonen størst i talus fordi

visualiseringen av diameteren i Figur 4.6 viser at de fleste og største karkanalene var

lokalisert i plantar retning, som kan være en av årsakene til at prosentandelen karka-

naler i talus varierte. I henhold til K. Olstad et al. [4], som opprinnelig benyttet prøvene,

ble talus og tibia kuttet slik at knokkelen skulle omfatte hele predileksjonsstedet da de

mikroskopiske OC-lesjonen ikke var kjent. Den kvantitative analysen tok ikke høyde

for at prøvematerialet er kuttet forskjellig, noe som sannsynligvis påvirket resultatet

av prosentandelen i Figur 4.3.

Observasjoner av karkanalene lokalisert i knoklene fra et 0- og 7 uker gammelt føll

(se Figur 4.2a og 4.2o, og Figur 4.2b og 4.2p) tyder på at antall karkanaler i vekstbrusken

ble redusert. I løpet av 7 uker ble karkanalene i distal retning tilbakedannet og det

ble kun lokalisert enkelte karkanaler i plantar og dorsal retning, i henholdsvis talus og

tibia (se Figur 4.2o og Figur 4.2p). Imidlertid var det observert store variasjoner mellom

individene, spesielt i talus, slik som i overgangen fra det 1- og 2 uker gamle føllet (se

Figur 4.2c og 4.2e) og mellom det 4- og 5 uker gamle føllet (se Figur 4.2i og 4.2k). Disse

avvikene ser man tydelig i Figur 4.3 ved de to lokale bunnpunktene ved 2- og 5 uker.

Det var imidlertid vanskelig å observere store forskjeller i antall karkanaler i tibia

da man kun betraktet det gjengitte 3D-volumet i Figur 4.2. Prosentandelen karkana-
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ler i tibia var veldig lav hos det 1 uker gamle føllet. Til tross for at det tilsynelatende

var lokalisert en del karkanaler i vekstbrusken (se Figur 4.2d og Figur 4.5b), var det

estimerte volumet til vekstbrusken i dette området veldig stort (se Figur 5.5), og det

var mest sannsynlig derfor prosentandelen karkanaler i vekstbrusken var såpass lav i

dette området. Det estimerte volumet til vekstbrusken var på det minste ved 5 uker,

og bunnpunktet i Figur 4.3 skyldes mest sannsynlig at det var få karkanaler til stedet.

De fleste karkanalene mot distal retning var tilbakedannet ved 5 uker, slik som Figur

4.5f viser. Det var en ansamling med karkanaler mot dorsal retning, men disse hadde

tilsynelatende en mye mindre diameter enn karkanalene ved 6 uker, noe som sann-

synligvis kan forklare bunnpunktet i Figur 4.3.

Figur 5.5: Estimat av vekstbruskens volum. Ved 1 uke er vekstbruskens volum tilnærmet den
samme i både talus og tibia og punktene ligger dermed opp på hverandre i figuren, slik at kun
en av dem er synlig.
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(a) Senterlinje som mangler grener (b) Ujevnt definert senterlinje

(c) Senterlinje uten terskling

Figur 5.6: Karkanal og tilhørende senterlinje. (a) Senterlinjen bevarer karkanalens opprinne-
lige form, men mangler i endepunktene som er markert med piler. (b) Karkanalen og senter-
linjen har tilnærmet den samme formen, men senterlinjen er noe ujevn, særlig ved den ene
grenen som er markert med en blå ellipse. (c) Senterlinje uten terskling med markerte artefak-
ter.

Metoden for å beregne karkanalenes diameter hadde en noe svak presisjon, særlig

da kanaltykkelsen var liten. Den foreslåtte metoden for å beregne diameteren, betrak-

tet avstanden fra senterlinjen og ut til kanten av karkanalen, multiplisert med to. Sen-

terlinjen var som sagt i stand til å gjengi fantomets fasong, unntatt i skjæringspunktet

mellom to grener, som sannsynligvis var årsaken til at den beregnede diameteren til

fantomet varierte.

Observasjon av Figur 5.6 tyder på at senterlinjen var i stand til å bevare karkana-

lens fasong, men at linjen var noe ujevn, slik som senterlinjen markert med blått i

Figur 5.6b. Metodens evne til gjenkjenne karkanalens struktur gikk betraktelig ned da

karkanalen var uregelmessig definert. Karkanalenes overflate burde ha blitt jevnet ut

for å redusere støy langs senterlinjen slik at den beregnede diameteren hadde blitt
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mer nøyaktig. Årsaken til at enkelte av senterlinjene manglet ved karkanalens grener

og endepunkter, slik som i Figur 5.6a, var mest sannsynlig på grunn av terskling. Hen-

sikten var å fjerne korte senterlinjer for å filtrere ut artefakter, og i henhold til Figur

5.6b og 5.6c fungerte metoden bra. Imidlertid ble av og til en liten del av endestykkene

på karkanalene fjernet, som mest sannsynlig tyder på at endestykket ble tolket som en

gren og fjernet på grunn av terskling.



52 KAPITTEL 5. DISKUSJON



Kapittel 6

Konklusjon

Målet med oppgaven var å bestemme om kvantitativ CT kunne bli benyttet for å be-

stemme trender i karkanalene nær ossifikasjonsfronten for individer med ulik alder.

Den 3D-mikro-CT avbildningen og den kvantitative analysen viste store biologiske

forskjeller mellom føllene. Det ble derfor ikke bestemt en klar trend på karkanalene

nær ossifikasjonsfronten som funksjon av individenes alder.

Gjennom prosjektet ble det funnet en metode for å segmentere bein og karkanaler

fra omkringliggende vekstbrusk i 16 knokler avbildet med mikro-CT. Bariumsulfat ble

gitt intravenøst i blodet slik at blodårene inne i karkanalene fikk kontrast i CT-bildene.

Barium fylte arteriesiden og ble stanset i kapillærene, derfor er det en usikkerhet i an-

delen karkanaler som er synlig i mikro-CT. Resultatet fra segmenteringen var i samsvar

med observasjoner av de 3D-CT-bildene når de ble justert med terskling, men feilet av

og til ved segmenteringen av karkanaler med lite tverrsnitt og lav intensitet. Utvidel-

sesfilteret som ble brukt for å øke synligheten til de minste karkanalene, kan ha gjort

omrisset til karkanalene unøyaktig. Dessuten var det kun bariumsulfat i blodårene in-

ne i karkanalene, slik at det er en usikkerhet i karkanalenes posisjon og tykkelse. Videre

ble det funnet en metode for å klassifisere diameteren til et nettverk av karkanaler, li-

kevel krever metoden ytterligere forbedringer da prosentfeilen var nokså stor, særlig

da diameteren var liten. De eksperimentelle resultatene tyder på en stor usikkerhet i

metoden for å beregne diameteren, spesielt på grunn av artefakter i senterlinjen.

At det ble funnet en metode for å segmentere knokkelprøver gir et solid grunnlag

for videre studie av lesjoner med OC. Bedre kontrastmiddel, med mindre partikkel-

størrelse, kan gi et mer detaljert bildet av karkanaler med lite tverrsnitt. Istedenfor

å betraktet knoklene uke for uke, kunne det ha vært interessant å studert knoklenes

modningsstadium som sannsynligvis hadde gitt en bedre indikasjon på trender i kar-

kanalene.
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