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1. Einleitung

1.1 Definition Morphometrie

Unter Morphometrie versteht man die quantitative Erfassung und vergleichende Analyse
biologischer Formen. In der Neurobiologie wird sie in vielfdltiger Form angewandt.
Zielsetzung ist dabei das Auffinden signifikanter struktureller Unterschiede zwischen den
Untersuchungsobjekten (z.B. GroBen von Gehirnen und ihrer anatomischen Komponenten),
und die Einordnung der gewonnenen Erkenntnisse — auf der Basis einer initialen
neurobiologischen Fragestellung — in den iibergeordneten biologischen Zusammenhang.

Man geht davon aus, dass die besondere Leistungsfahigkeit eines Organismus — z.B. im
Bereich der Somatosensorik — mit einer Gréfenzunahme korrespondierender Hirnareale
einhergeht. Zahlreiche Publikationen auf diesem Gebiet konnten einen solchen
Zusammenhang zeigen. So fanden z.B. Stephan et al. (1988) bei terrestrischen Insektivoren
mit stark ausgeprigtem olfaktorischen System im Vergleich zu Primaten mit schlechter
ausgeprigtem olfaktorischen System eine Grofenzunahme des Bulbus olfactorius. Ameisen-
Spezies, die neben olfaktorisch geprigten Verhaltensmustern auch visuell geprigte
Verhaltensmuster aufweisen, zeigen — gegeniiber Ameisen ohne visuell geprigten
Verhaltensmustern — im Gehirn eine deutliche Gré3enzunahme des visuellen Systems, welche
eng mit der Anzahl visuell bestimmter Verhaltensmuster und der Grof3e der Augen korreliert
(Gronenberg and Holldobler, 1999).

Analog lassen sich auch beim Menschen neuropathologisch bei zahlreichen degenerativen
Erkrankungen des Zentralnervensystems volumetrische Verdnderungen in den betroffenen
Hirnarealen finden, die mit einem Funktionsverlust und entsprechender klinischer
Symptomatik einhergehen konnen. Diesen Zusammenhang konnten Lange und Thorner
(1974) auf histologischer Basis am Beispiel der Chorea Huntington dokumentieren. Solche
Erkenntnisse der histomorphologischen Untersuchungen konnten analog auch in aktuellen
Studien mittels bildgebender Verfahren bestitigt werden, so z.B. fiir die Herpes simplex
Encephalitis, deren negativer Einfluss auf das Volumen der grauen Substanz des limbischen

und paralimbischen Systems von Gitelman et al. (2001) demonstriert werden konnte.



1.2 Morphometrie im Kontext moderner bildgebender Verfahren

Die Morphometrie ist heute ein vielfaltiges Werkzeug, um Strukturdaten aus verschiedensten
Quellen zu quantifizieren. In der medizinischen Routine verldsst kaum ein Patient mehr ein
Krankenhaus, ohne mit einem bildgebenden Verfahren in Beriihrung gekommen zu sein.
Diese dienen in den einfachsten Fillen der Erhebung morphometrischer Parameter im
zweidimensionalen Bild wie Durchmesser, Abstand oder Fliche der betrachteten Struktur.
Modernste bildgebende Verfahren wie z. B. Positronen — Emissions — Tomographie (PET)
oder Magnetresonanztomographie (MRT) erlauben dreidimensionale Rekonstruktionen und
eine Vermessung erfasster Strukturen (Whalley and Wardlaw, 2001) sowie eine Voxel
(Volume — Pixel) — basierte morphometrische Analyse (Good et al., 2001). Da die Auflésung
der Magnetresonanztomographie aufgrund kontinuierlicher Verbesserung der Technik mit
Erhohung der magnetischen Feldstirke immer weiter zunimmt, ist davon auszugehen, dass die
Auflosungen, die heute nur mittels Mikroskop direkt am histologischen Schnitt erreicht
werden, in Zukunft auch am lebenden Objekt im MRT erreicht werden konnen. Bereits heute
ist mit der MRT bei einer Feldstirke von 9,4 Tesla eine Darstellung der kortikalen Schichten
im Formalin — fixierten Gehirn moglich (Fatterpekar et al., 2002).

Wenn es um rdumliche Auflésung und Vermessung anatomischer Strukturen geht, gilt
weiterhin die volumetrische Rekonstruktion aus histologischen Prédparaten als Standard, an
dessen Ergebnissen die Qualitdt von Resultaten der bildgebenden Verfahren beurteilt wird

(Weber et al., 2005).

1.3 Nachteile und spezielle Probleme der histologischen Morphometrie

Das bestehende zentrale Problem in der praktischen Anwendung der histologischen
Morphometrie ist der personelle und materielle Aufwand, der notwendig ist, um zuverldssige
Daten aus aussagekriftigen Praparaten zu gewinnen. Von der zeitaufwindigen Herstellung
der Prédparate abgesehen, die Voraussetzung fiir jede manuelle oder automatisierte
histomorphometrische Messung ist, wird bei manuellen MeBverfahren mindestens ein
fachkundiger Untersucher bendtigt. Er identifiziert Strukturgrenzen und umfédhrt diese
zundchst zur initialen Markierung und spiter erneut zur Digitalisierung auf einem
Digitalisiertablett. Der notwendige Zeitaufwand zur Bestimmung der Fliche verdoppelt sich
aufgrund der zweimaligen Umfahrung. In einem praktischen Beispiel verdeutlicht, bedeutet

dies fir einen erfahrenen Untersucher:



Er benétigt ca. 5 Minuten, um 30 Kernschnittebenen beider Nuclei rotundi im Gehirn eines
Hiithnervogels erstmalig zu umfahren. Weitere 5 Minuten, um sie zu digitalisieren und ca. 1
Minute, um den Flacheninhalt und konsekutiv das Volumen zu berechnen. Insgesamt sind
dies ca. 11 Minuten, um das Gesamtvolumen beider Nuclei rotundi bei einem Tier zu
erfassen. Soll als Fragestellung z.B. ein allometrischer Vergleich der Nuclei rotundi zwischen
10 Taubenrassen und 10 Haushuhnrassen mit jeweils 10 Individuen pro Rasse erstellt werden,
so wiirde allein fiir die Volumenbestimmung der Kerne dieser 200 Tiere mindestens ein
Zeitumfang von 2200 Minuten (ca. 37 Stunden) reiner Arbeitszeit notwendig sein.

Dieses Beispiel aus der Praxis verdeutlicht die zeitlich bedingten Limitierungen, die
umfangreicheren Untersuchungen an grofen Populationen auferlegt sind. Auch in der
Literatur wird hédufig von den Autoren auf den groBen Zeitaufwand hingewiesen und daraus
der Wunsch nach zeitsparenden, effizienteren und moglichst automatisierten Methoden
abgeleitet. So weisen Masseroli et al. (1998) im Rahmen ihrer Studie auf die bedeutende
Zeitersparnis der automatisierten Quantifizierung von Nierenglomerula gegeniiber
konventionellen Methoden mittels Digitalisiertablett hin, und betonen ebenfalls die
erweiterten Moglichkeiten der Erfassung neuer, zusétzlicher Parameter {iber das Flaichenmal3
hinaus, sowie der direkten Applikation logischer Operatoren durch den PC bzw. die
angebundene Software.

Auch Guo et al. (2004) stellen in ihrer Arbeit iiber die automatisierte Detektion und
Abgrenzung humaner Mitochondrien im histologischen Priparat dar, dass die Qualitdt der
Ergebnisse mit der des manuellen histomorphometrischen Verfahrens dquivalent sei, und der
Untersuchungsaufwand von 2-3 Minuten pro Priaparat auf wenige Sekunden reduziert werden

konne.

Die maschinelle Identifikation histomorphologischer Grenzen und somit die Abgrenzung der
untersuchten Struktur gegen ihre Umgebung stellt — trotz groBer Fortschritte — die Technik
vor erhebliche Probleme. Nach ihrem gegenwértigen Stand bleibt die Identifikation von
Strukturgrenzen durch den Untersucher notwendige Voraussetzung der meisten quantitativen
MeBprozeduren. Trotz bestehender Probleme sind der zu hohe Zeit- und Datenaufwand
einerseits und die sich stindig fortentwickelnde Technik andererseits bestdndiger Antrieb fiir
die Entwicklung immer besserer mathematischer Algorithmen zur automatischen Erkennung
und Abgrenzung von Strukturen (Berman, 2000).

Vor allem gut und zuverldssig gegen einen weitgehend homogenen bzw. indifferenten

Hintergrund abgrenzbare anatomische Strukturen wie z.B. humane Spermien im



Spermiogramm sind mit vollautomatisierten histomorphometrischen Analysen bereits heute
sicher quantifizierbar (Garrett and Baker, 1995).

Weitere Anwendungsmdglichkeiten, die die genannte Voraussetzung der guten und
zuverldssigen Abgrenzbarkeit erfiillen, er6ffnen sich im Bereich der industriellen

Qualitdtskontrolle. Hier ist vor allem der Kostendruck ein Garant fiir bestdndige Innovation.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Der Algorithmus der klassischen histologischen Morphometrie birgt Potential, um bei
mindestens gleicher Giite der Messungen mit Hilfe digitaler Techniken und einer Optimierung
des Arbeitsablaufes Zeit einzusparen, oder im gleichen Zeitrahmen ein Vielfaches an Daten
zu erfassen.

So lieBe sich im bereits geschilderten Praxisbeispiel mit einer Einsparung der zweiten
Umfahrung auf dem Digitalisiertablett und einer automatischen Volumenkalkulation der
Zeitaufwand von ca. 11 Minuten auf ca. 5 Minuten pro Tier fiir beide Nuclei rotundi
reduzieren. Auf die obige, hypothetische Fragestellung mit ihrem Pool von 200 Tieren
bezogen, verringerte sich der Aufwand von ca. 37 h auf 17 h: Eine Reduktion um mehr als

50%.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, den bestehenden Algorithmus der klassischen Morphometrie
mittels Digitalisiertablett unter dem Aspekt einer moglichen Zeitersparnis und Steigerung der
Effizienz kritisch zu analysieren, und mit Hilfe digitaler Bildverarbeitung einen neuen,
effizienteren Algorithmus zu generieren, ohne Kompromisse bei der Giite der erhobenen

Daten eingehen zu miissen.

Im Folgenden soll zunéchst der etablierte Arbeitsablauf der Datenerhebung und —auswertung
mittels eines Digitalisiertabletts der Firma Jandel Scientific vorgestellt und analysiert werden.
Anschliefend wird ein alternativer Arbeitsablauf entwickelt, der auf einem digitalen Stift der
Firma Logitech beruht. Die eigenstindige Entwicklung dieses Algorithmus und seine
Implementierung in eine ebenfalls selbst entwickelte Software namens ,,NucleoScope
werden beschrieben.

Die auf diese Weise erhobenen morphometrischen Daten werden mit den Ergebnissen der
etablierten Methode nach dem statistischen Verfahren von Bland und Altman verglichen

(Bland and Altman, 1986).
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere

2.1.1 Verwendete Rassen

Die in diesem Methodenvergleich untersuchten Hirnschnittserien stammen von Zuchthiihnern

der Rassen ,,Breda‘, ,,Hollinder Haubenhuhn* und ,,Italiener®.

Abbildung 1: Breda-Henne (mit freundlicher Genehmigung von M. Vossieck, Erkelenz)

\ Breda sind eine alte niederldndische Rasse

. unbekannten Ursprungs. Sie sind mittelgroB,

‘:‘ langschnéblig und hochgestellt und besitzen ein

| hartes Gefieder. Ihre Farbe ist zumeist rein schwarz
(siche Abbildung 1) (Standardkommission BDRG
e.V., 1995).

Holldinder Haubenhiihner stammen ebenfalls aus
den Niederlanden. Sie sind ein seit Jahrhunderten
in Mitteleuropa geziichtetes Zierhuhn. Sie sind
mittelgro3 und zeichnen sich durch eine schlanke
Form mit grofler, voller Rundhaube aus. Die
Haubenfarbe ist zumeist rein weill in Kombination
mit schwarzem oder andersfarbigen Korpergefieder
(siche Abbildung 2) (Standardkommission BDRG
e.V., 1995).
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Abbildung 3: Italiener-Henne (mit freundlicher Genehmigung von E. Meckenstock, Ratingen)

Italiener sind aus italienischen Landhiihnern
herausgeziichtet. Sie sind mittelgro und kréftig
mit ausladender Form und fest anliegendem
Gefieder. Es existieren zahlreiche Farbvarianten
und —kombinationen (siche Abbildung 3)
(Standardkommission BDRG e.V., 1995).

2.1.2 Herkunft, Anzahl und Geschlecht der Tiere

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Hirnschnitte lagen zu Beginn der Arbeit bereits
vor. Der Prozess ihrer Fertigung wird im Folgenden dargestellt.

Von jeweils 10 Tieren pro Rasse — bei einem Geschlechter-Verhiltnis von 1:1 — wurden
histologische Hirnschnittserien des gesamten Gehirnes hergestellt (siche Tabelle 1). Bei den
Tieren handelt es sich um typische Vertreter ihrer Rasse. Sie stammen allesamt von Ziichtern,

die im Bund Deutscher Rassegefliigelziichter e.V. organisiert sind.
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Tiere

Ubersicht der verwendeten Tiere

Rasse des Tieres Geschlecht Sammlungsnummer
Italiener m 497
Italiener m 498
Italiener m 499
Italiener m 500
Italiener m 501
Italiener f 502
Italiener f 503
Italiener f 504
Italiener f 505
Italiener f 506

Hollénder Haubenhuhn m 518
Hollédnder Haubenhuhn f 519
Hollénder Haubenhuhn f 520
Hollédnder Haubenhuhn f 521
Hollénder Haubenhuhn f 522
Hollédnder Haubenhuhn f 523
Hollénder Haubenhuhn m 524
Hollédnder Haubenhuhn m 525
Hollénder Haubenhuhn m 526
Hollédnder Haubenhuhn m 527
Breda m 683
Breda f 684
Breda m 685
Breda f 686
Breda f 687
Breda m 705
Breda m 706
Breda f 707
Breda m 708
Breda f 709

2.1.3 Perfusion, Praparation, Hirngewichtsbestimmung und individuelle Schrumpfung

Nach Betdubung der Tiere durch Injektion von Ketanest und Rompun in den Brustmuskel
erfolgte die Einschlidferung mittels Eutha 77 durch paravertebrale Injektion in die Luftsicke.
Mit einem Stethoskop wurde der eingetretene Herzstillstand bestitigt.

Die anschlieBende Gewichtsbestimmung erfolgte mit einer Rhewa Neigungswaage.

Unter Durchtrennung des Brustbeines neben der Crista sterni erfolgte der Zugang zur
Brusthohle. Das nun freiliegende Perikard wurde gespalten und der linke Ventrikel sowie das
rechte Atrium erdffnet. Uber die in den linken Ventrikel eingebrachte Knopfkaniile wurde mit

physiologischer NaCl-Ldsung vorgespiilt und anschlieSend mit Bodian-Losung perfundiert.
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Nach der Perfusion wurde der Kopf abgetrennt, die Haut abprépariert, und der Schédel
erdffnet, um das Gehirn herauszupriparieren. Hierbei wurde initial die Medulla oblongata
vom Riickenmark getrennt und anschlieend die Nervi optici rostral des Chiasma opticum
abgesetzt. Nach dem Abziehen der Hirnhdute und dem Abtupfen der Fixierfliissigkeit wurde
das Gehirn auf Unversehrtheit gepriift. Das Gewicht des Gehirnes wurde sodann bestimmt,

der gemessene Wert entspricht nach Stephan (1960) dem Frischgewicht (f).

Die durch die histologische Aufarbeitung der Gehirne unumgingliche, individuell
unterschiedlich ausgeprigte Schrumpfung muss bei der Ermittlung des Frischvolumens
beriicksichtigt werden (Stephan, 1960).

Voraussetzung fiir die Berechnung des benétigten Korrekturfaktors (K) ist die Kenntnis des
spezifischen Hirngewichtes. Dabei liegt die Annahme zu Grunde, dass das spezifische
Hirngewicht der Vogel gleich dem der Sdugetiere ist: p=1,036 g/cm? (Stephan, 1960).

So berechnet man initial aus dem Frischgewicht (f) das Frischvolumen (Vgisen), indem man
das Frischgewicht durch das spezifische Hirngewicht (p) dividiert. Im Anschlufl bildet man
den Quotienten aus dem Frischvolumen und dem planimetrisch bestimmten Volumen (Viixier)
des Gesamthirnes aus der Schnittserie und erhédlt so den schrumpfungsbedingten

Korrekturfaktor. Der Korrekturfaktor wurde fiir jedes Gehirn individuell bestimmt.

2.1.4 Fixierung und histologische Aufarbeitung

Nach dem Wiegen wurden die Gehirne drei Tage in Bodian-Losung nachfixiert. Im Anschluf3
erfolgte ihre Entwisserung in aufsteigender Alkoholreihe und die Einbettung in Paraffin.

Die Gehirne wurden in frontaler Richtung mit einem Rotationsmikrotom (Leica) geschnitten
(siche Abbildung 4), die Schnittdicke betrug 20 um. Je nach Gréfle des Gehirnes wurde jeder
5-8 Schnitt aufgezogen und nach initialer Nissl-Farbung mit Silbernitrat gefarbt (Merker,
1983, modifiziert nach Gallyas, 1993).
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Abbildung 4: Erstellung einer Schnittserie am Mikrotom

2.2 Untersuchte Kerngebiete

Als Messobjekt flir beide Methoden diente der Nucleus rotundus. Seine regelmifBige Form
bedingt einen geringen MefBfehler und seine gut anfarbbaren und abgrenzbaren Zellkerne
(siche Abbildung 5) erleichterten die Routinearbeit am Mikroskop (Hennig, 1960).

Die Flachen der Kernschnittebenen wurden nicht nach Hemisphiren getrennt gezeichnet, so
dass das konsekutiv ermittelte Volumen das Gesamtvolumen beider Nuclei rotundi darstellt.
Da der Nucleus triangularis sich kappenférmig an den Nucleus rotundus anlegt und somit eine
sehr enge rdumliche Beziehung aufweist, ist eine Trennung der Strukturen im Rahmen der
Fragestellung nicht sinnvoll. Beide Kerne wurden in dieser Arbeit morphometrisch als Einheit
betrachtet und vermessen, der Nucleus triangularis wird im Weiteren nicht mehr getrennt

aufgefiihrt.
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Abbildung 5: Kernschnittebene Nucleus rotundus, Zwerg-Cochin (Nr. 693), Objektiv 2,5-fach,
Farbung: Kresyl-Violett, VergroRerung: 30-fach

2.3 Mikroskopietechnik mit Einspiegelung, Umfahrung und Abgrenzungskriterien

Uber ein Lichtmikroskop (Zeiss Axioskop 20) mit Zwischentubus fiir Bildeinspiegelung
wurde mit der dokumentenechten Mine des digitalen Stiftes ,,JO-Pen der ersten Generation
der Firma Logitech auf einem einzelnen Blatt ,,Optik Paper vom Format A4 aus einem
»Oxford Office Easybook®* (Ref. Nr.: 770104) der Umfang des Nucleus rotundus in
dquidistanten Abstinden (20 um, siche Kapitel 2.1.4) gezeichnet.

Die Abgrenzung der zu messenden Areale erfolgte auf Basis der morphologisch-
anatomischen Kriterien der Grofle, Form und histologischen Anfarbbarkeit. Grundsétzlich
wurden beim Zeichnen der Kompartimente in den einzelnen Schnitten die Perikarya als
Grenzen gewidhlt, die noch eindeutig nach den obigen Kriterien dem Nucleus rotundus und
korrespondierenden Nucleus triangularis zuzuordnen waren, und durch ihre raumliche Nihe
eine eindeutige Bezichung aufzeigten.

Das Lokalisieren der Kerne erfolgte nach Karten und Hodos (1967).
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2.4 Der Logitech 10-PEN und Papier mit Anoto-Funktionalitat

2.4.1 Markteinfuhrung und Anwendungsbereiche

Der 10-Pen der Firma Logitech wurde im 4. Quartal 2003 auf dem deutschen Markt
eingefiihrt. Er ermdglicht die unverfilschte, zeitgleiche digitale Speicherung mit ihm erstellter
handschriftlicher Dokumente und ihre anschlieBende Ubertragung auf den PC.

Diese Technologie erdffnet eine Reihe neuer Anwendungsmoglichkeiten in Bereichen, die ein
hohes Mal3 an Mobilitit verlangen und wo die Einsatzmdglichkeiten von Laptops oder Tablet-
PCs beschrinkt sind, wie z.B. Konferenzen, Meetings oder Auleneinsétze. Erstellte Notizen,
Kalendereintrige, Zeichnungen und e-mails kdnnen dabei gesondert verwaltet werden.
Insbesondere Tatigkeiten, die das Festhalten wichtiger Daten in standardisierten Formularen
erforderlich machen, wie z.B. Patientendaten und Untersuchungsbefunde auf medizinischen
Stationen, lassen sich beschleunigen und reduzieren den personellen Aufwand (Hewlett-
Packard, 2005).

So konnten Despont-Gros et al. (2005) zeigen, dass der Einsatz des I0O-Pen in der klinischen
Routine zur Dokumentation von Befunden hinreichend zuverldssige und reproduzierbare
Ergebnisse liefert.

Andere Projekte fithren die Grundidee weiter und erproben neue Moglichkeiten im Bereich

der Lehre durch Digitalisierung des klassischen Schulheftes (Kaeser, 2005).
2.4.2 Technik und Funktionsprinzip
Beim Logitech IO-Pen handelt es sich um einen ,,Hybrid-Stift, d.h. er besteht aus einer

klassischen, dokumentenechten Tintenmine einerseits und einer digitalen Optik andererseits.

Abbildung 6 stellt den I0-Pen in der Ubersicht dar.
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Abbildung 6: Ubersicht Logitech 10-Pen

Die technische Ausstattung, bestehend aus einem Drucksensor, einem Bild-Prozessor mit
Speicher und einem Akku verdeutlicht Abbildung 7, welche das Innenleben des Stiftes zeigt.
Desweiteren verfiigt er liber eine seitliche Anzeige des Speicher- und Akkustatus und wird

durch Entfernen bzw. Aufstecken der Kappe aktiviert und deaktiviert.

Abbildung 7: Querschnitt des Logitech 10-Pen (modifiziert nach Alan Watts, datax.com)

Dokumentenechte Mine

Akku

Optischer Sensor mit LED

Bildprozessor mit Speicher
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Die Spitze des Stiftes bilden die Mine und die Optik, die aus einer LED und einer
Infrarotkamera besteht. Bei der LED handelt es um eine Diode der Klasse 1M mit einer
Leistung von 20 mW. Sie emittiert ein monochromatisches Licht im Spektralbereich des
infraroten Lichtes der Wellenlinge 850 nm bei einer Frequenz von 75 Hz. Exakt darauf
abgestimmt ist die detektierende Infrarotkamera, die wenige Millimeter neben der LED
platziert ist. Sobald auf die Tintenmine ein Druck durch einen Schreibvorgang ausgetibt wird,
werden die LED und die Infrarotkamera aktiviert. Um jetzt Informationen aufzunehmen, ist

die Optik auf das Zusammenspiel mit dem Spezialpapier angewiesen.

2.4.3 Papier mit Anoto-Funktionalitat

Die Firma Anoto SA Schweden hat ein Verfahren zur eindeutigen Erkennung des

Geschriebenen entwickelt und besitzt das weltweite Patent auf diese Technologie.

Abbildung 8: AusschnittsvergrofRerung des Anoto-Musters (modifiziert nach Anoto SA)

Das Prinzip beruht auf der Entwicklung eines
Musters aus winzigen, 0,lmm breiten schwarzen
Punkten, welches eine Gesamtgrole von 60
Millionen km? besitzt. Dies entspricht ungefdhr
einer Fliche von der gemeinsamen Grofe des
asiatischen und europdischen Kontinents. Das
. Verteilungsmuster der schwarzen Punkte innerhalb

. dieser Fliche wiederholt sich niemals (siche

" Abbildung 8).

Jedem Punkt innerhalb der 60 Millionen km? konnen so unter Analyse einer definierten
minimalen Anzahl von Nachbarpunkten eindeutige Flichenkoordinaten zugewiesen werden.
Dies bedeutet in der Praxis, dass bereits aus der Analyse eines kleinen, definierten Feldes die
exakte Position der Stiftmine in diesem riesigen Muster eindeutig identifiziert werden kann.
Durch dieses als ,,Anoto Funktionalitdt™ bezeichnete Prinzip ist die rdumliche Struktur des
Geschriebenen rekonstruierbar (Anoto SA Sweden, 2005). Der Papierhersteller lizenziert aus
dieser enormen Gesamtfliche die fiir seine Zwecke notwendige Fliche und bekommt sie

zugewiesen (siche Abbildung 9).
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Abbildung 9: ,.Optik-Paper‘‘ der Firma Oxford in A4 mit Anoto-Funktionalitét

Subject / Ke\mogds_
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Bestimmte Bereiche des Gesamtmusters sind fiir spezielle Aufgaben reserviert. IThre
Markierung signalisiert dem System die Ausfiihrung einer bestimmten zugehdrigen Funktion.
So bereitet das Ankreuzen des Sonderfeldes ,,e-mail“ die spétere Versendung des auf diesem
Blatt geschriebenen Inhaltes als e-mail vor. Sobald die Niederschrift auf einem Blatt beendet
ist, markiert der Benutzer das Sonderfeld ,,Done*, und das Blatt wird als abgeschlossen in den
Speicher abgelegt.

Prinzipiell kann jede Art von Papier mit dem lizenzierten Muster bedruckt werden. Das Papier
kann dariiber hinaus jeglichen anderen gewiinschten Inhalt haben und so z.B. einem
Formularvordruck entsprechen. Einzige Bedingung ist, dass die Farbe Schwarz nicht fiir den

Inhalt verwendet wird. Sie ist exklusiv dem Muster vorbehalten (Hallgren, 2002).

2.4.4 Zusammenspiel 10-Pen und Papier mit Anoto-Funktionalitat

Das initiale Aufsetzen der Mine auf das Papier wird vom Drucksensor registriert und die
Optik aktiviert. Die LED strahlt nun das infrarote Licht ab, welches in einem
charakteristischen, dem Muster der schwarzen Punkte entsprechenden Bild vom Papier
reflektiert wird. Die Infrarotkamera empfangt dies auf einer Sensorfliche von 7 x 7 mm?.
Diese Flache reicht aus, um — wie oben beschrieben — die exakte Position auf dem Anoto —
Muster zu bestimmen. Die Kamera registriert laufend die Position der Mine solange Druck
auf sie appliziert wird. Wichtig fiir die Verwendung des Stiftes im Rahmen der hier zu
beschreibenden morphometrischen Methode ist, dass die Position der Mine immer eindeutig
registriert wird. Sie ist vollkommen unabhidngig vom Winkel und der Ausrichtung der Optik.
Dieser Zusammenhang beruht auf der geschilderten Anoto-Funktionalitit und ist anschaulich
nachvollziehbar: Ein senkrecht auf das Papier gezeichneter Punkt mit anschliefender Drehung
des Stiftes um 360 Grad um die eigene Achse generiert keinen Kreis, sondern unveréndert den
initialen Punkt.

Entsprechend der geschilderten Funktionsweise ist die blaue Tinte der Mine fiir die Optik
selbst unsichtbar und interferiert nicht mit ihrer Funktion. Optimal auf die Optik abgestimmt
ist blaue Tinte der Norm ISO 12757-1 DI1. Sie dient allein der Visualisierung des
Geschriebenen flir das menschliche Auge.

Es ist sinnvoll, vor dem Beginn des eigentlichen Schreibvorgangs auf dem Spezialpapier,
einen Namen und / oder eine Nummer fiir das Blatt und seinen Inhalt zu vergeben. Dies ist in
einer dafiir reservierten Kopfzeile moglich und erleichtert spéter die Identifikation der aus

dem Inhalt des Blattes erstellten Datei.

21



2.4.5 Akkulaufzeit, Speichervolumen und optische Auflésung des 10-Pen

Die im Akku gespeicherte Energie reicht flir die Aufnahme und Speicherung von bis zu 25
DIN A4 Seiten. Der Ladestatus wird iiber eine Anzeige signalisiert. Vollstindiges Laden
dauert maximal zwei Stunden. Der integrierte Speicher erlaubt die Ablage von bis zu 40
Seiten.

Die Auflésung der Optik kann vom Anwender auf 72, 100, 150 oder 300 dpi (dots oder pixel

per inch) in der mitgelieferten Software eingestellt werden.

2.5 Umfahrung und methodentbergreifendes Prinzip der Volumenbestimmung

Zur Volumenbestimmung regelmiBig geformter Kdrper bendtigt man nicht mehr als acht
Schnitte, um einen maximalen Volumenfehler von 5% sicher zu unterschreiten (Zilles et al.,
1982).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir jeden Kern alle vorhandenen Schnittebenen gezeichnet.
Eine Ubersicht ermdglicht Tabelle 2. Die kleinste vorkommende Schnitt-Anzahl betriigt 8, die
maximale 17. Nur 4 von 60 Nuclei rotundi haben eine Schnitt-Anzahl von weniger als 10, so

dass der maximale Fehler fiir alle anderen Kerne unter 2,2% liegt.

22



Tabelle 2: Ubersicht tiber die Anzahl der gezeichneten Kernschnittebenen pro Tier

Ubersicht tiber die Anzahl der gezeichneten Kernschnittebenen pro Tier

Sammlungsnr. Rasse des Tieres Anzahl [n] der gezeichneten Anzahl [n] der gezeichneten Summe [n]
Kernschnittebenen rechts Kernschnittebenen links rechts und links
497 Italiener 13 13 26
498 Italiener 13 13 26
499 Italiener 12 12 24
500 Italiener 12 12 24
501 Italiener 12 13 25
502 Italiener 11 11 22
503 Italiener 11 11 22
504 Italiener 11 11 22
505 Italiener 11 11 22
506 Italiener 11 12 23
518 Holldnder Haubenhuhn 10 10 20
519 Holldnder Haubenhuhn 11 11 22
520 Holldnder Haubenhuhn 11 10 21
521 Holldnder Haubenhuhn 10 10 20
522 Holldnder Haubenhuhn 9 10 19
523 Holldnder Haubenhuhn 11 11 22
524 Holldnder Haubenhuhn 13 13 26
525 Holldnder Haubenhuhn 11 8 19
526 Holldnder Haubenhuhn 9 9 18
527 Holldnder Haubenhuhn 10 10 20
683 Breda 16 16 32
684 Breda 15 16 31
685 Breda 13 13 26
686 Breda 14 14 28
687 Breda 16 16 32
705 Breda 15 15 30
706 Breda 16 17 33
707 Breda 16 16 32
708 Breda 13 13 26
709 Breda 14 13 27

Die eingangs geforderte RegelmiBigkeit der Form trifft fiir die im Rahmen dieser Arbeit
vermessenen Kerne Nucleus rotundus und Nucleus triangularis zu (Dubbeldam, 1998).

Bei beiden Verfahren erfolgte die Berechnung des Volumens des fixierten Kernes aus der
Summe der Schnittflichen (F) beider Hemisphéiren, dem Schnittabstand (H) und der Dicke
der einzelnen Schnitte (D) nach der Formel: V = F-H-D (Stephan et al., 1991).

Dieses Prinzip der Volumenbestimmung liegt beiden zu vergleichenden Methoden zu Grunde,
wobei die Berechnung im Ablauf der vorbestehenden Methodik manuell erfolgte, und fiir die
neue Methodik in die Programmstruktur von NucleoScope implementiert wurde.

Die Umfahrung der Strukturen erfolgte nur unter Benutzung des IO-Pen auf dem oben

beschriebenen Papier mit Anoto-Funktionalitit. Die Tatsache, dass der Stift parallel auch reell
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mit Tinte schrieb, erlaubte es, einen methodischen Fehler, der zwangsldufig durch eine
andernfalls zu erfolgende, zeitversetzte erneute Identifikation der Struktur und Umfahrung
entstanden wiére, als methodische Fehlerquelle zu vermeiden. So war es moglich, ausgehend
von ein und derselben Umfahrung, die Messergebnisse beider Methoden zu vergleichen, ohne
Triibung durch einen sonst unumginglichen Fehler aufgrund erneut erforderlicher
Identifikation von Strukturgrenzen.

Whalley und Wardlaw (2001) haben diesen Untersucher — abhédngigen Fehler in ihrer Studie
untersucht, indem ein und dieselbe Struktur im Abstand von Wochen insgesamt drei Mal vom
selben Untersucher umfahren wurde. Dabei stellten sie fest, dass der mittlere Fehler von der
GroBe der zu umfahrenden Struktur abhdngt und im Bereich von 0,2% fiir die grofte
(humanes Corpus callosum) bis 2,8% fiir die kleinste (humaner Hippocampus) vermessene
Struktur variiert.

Die Anzahl der zu umfahrenden Kernschnittebenen pro Tier variierte im untersuchten
Kollektiv zwischen 18 und 33. In allen Fallen war ein einzelnes Blatt Spezialpapier fiir die
Erfassung beider Nuclei rotundi eines Tieres ausreichend.

Die bisher beschriebenen Schritte der Erstellung des Préparates, der Identifikation und
Umfahrung der Strukturgrenzen sind Voraussetzung fiir beide MeBverfahren. Von diesem
Arbeitsschritt an unterscheidet sich das weitere Vorgehen deutlich und soll im Folgenden fiir

beide Methoden getrennt dargestellt werden.

2.6 Vorbestehende Methodik mittels Zeichentablett

2.6.1 Kalibrierung

Voraussetzung einer jeden Flichenmessung mit dem Zeichentablett ist eine exakte
Kalibrierung des Systems. Dazu wurde von einem Objekttrager mit einem Eichquadrat von 10
x 10 mm? iiber den Zeichentubus des Mikroskops eine Fliche von 4 x 4 mm? markiert. Diese
Flache wurde anschliefend auf dem Zeichentablett digitalisiert und die Menge der darin
enthaltenen Pixel als 16 mm? definiert. So war bei konstanten Bedingungen im Mikroskop die

Flache jeder Kernschnittebene bestimmbar.
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2.6.2 Digitalisierung

Nach initialer Identifikation der Strukturgrenzen und erster Umfahrung derselben auf allen
angeschnittenen Ebenen erfolgte die Digitalisierung der Zeichnungen auf einem
Zeichentablett des Herstellers Numonics Corporation, Modell 2210, welches von der Firma
Jandel Scientific gemeinsam mit der Software SigmaScan Version 3.92 fiir MS-DOS
(Microsoft Corporation) ausgeliefert wurde. Die optische Aufldsung des Tabletts betragt 72
dpi. Die Begriffe ,,Zeichentablett” und ,,Digitalisiertablett” sind synonym zu gebrauchen.

Abbildung 10: Numonics 2210 mit Handdigitizer

andel Das Blatt mit den  gezeichneten

f —‘ Kernschnittebenen wurde auf  das
Zeichentablett gelegt und jede einzelne
bestehende Umfahrung noch einmal mit dem
Handdigitizer nachgefahren (zweite
Umfahrung). Dabei erschien zeitgleich auf
dem Monitor in der laufenden Software
SigmaScan die entstandene Linie, so dass
der Benutzer ein visuelles Feedback erhielt.
Erreichte man nach vollstindiger Umfahrung

wieder den Ausgangspunkt, so wurde iiber

einen Tastendruck am Handdigitizer (siche
Abbildung 10) die softwareseitige Verbindung zwischen dem ersten und letzten Pixel auf dem
kiirzesten Weg ausgelost. Dieser — zur Bestimmung der Anzahl der umfassten Pixel absolut
notwendige — Schritt erfolgte mit grofSter Sorgfalt, da bei vorzeitiger Auslosung der
Verbindungsfunktion das originale Aussehen der Umfahrung digital nicht korrekt erfasst
worden wire. Nach abgeschlossener Umfahrung jeder Kernschnittebene gab SigmaScan die
GroBe der Flache aus. Diese wurde handschriftlich auf einem gesonderten Blatt festgehalten.
Nach Hennig (1960) ist ein einmaliges Umfahren hinreichend genau. Entsprechend seiner

Empfehlung wurde auch eine Kontrollmessung durchgefiihrt.
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2.6.3 Volumenberechnung

Sobald die individuellen Flichen aller Nuclei rotundi von allen Tieren durch Digitalisierung
bestimmt waren, wurde mit Hilfe eines Taschenrechners nach der oben genannten Formel das
Volumen der fixierten Kerne ermittelt und durch Multiplikation mit dem individuellen
Schrumpfungsfaktor das Frischvolumen berechnet.

Alle zum jeweiligen Tier ermittelten Kenngrofen wurden abschlieend auf einem Formular

eingetragen und in Papierform archiviert.

2.7 Eigenentwickelte Methodik mittels 10-Pen

2.7.1 Voraussetzungen fir den Einsatz der eigenentwickelten Methodik

Bevor die selbst programmierte Software NucleoScope mit der Rekonstruktion der Volumina
beginnen kann, miissen einige wenige Voraussetzungen beachtet werden. Sie sollen im

Folgenden kurz erldutert werden.

2.7.1.1 Speicherung der Daten im 10-Pen

Erster Schritt des alternativen Algorithmus ist die Vergabe eines codierten Namens in das
Namensfeld der Kopfzeile (sieche Abbildung 9, Kapitel 2.4.3). Seine genaue Formatierung ist
bedeutsam flir die spédtere Automatisierung der Volumenberechnung und wird in Kapitel
2.7.2.4 separat erldutert.

Wie bereits in Kapitel 2.4 geschildert, legte der I0-Pen kontinuierlich die wéhrend des
Zeichenvorganges ausgefiihrten Bewegungen der Stiftmine als Koordinaten codiert in seinem
Speicher ab. Die synchrone digitale Erfassung machte eine zweite Umfahrung iiberfliissig.
Zum Abschlufl wurde durch Markieren des Sonderfeldes ,,Other* (sieche Abbildung 9, Kapitel
2.4.3) ein notwendiger Schritt der spiteren Datenverarbeitung vorbereitet und die Erfassung

eines Blattes mit ,,Done* abgeschlossen.

2.7.1.2 Datenubertragung zum PC und Funktionsumfang der Logitech 10-Software

Im Lieferumfang des 10-Pen ist eine USB-Station enthalten, welche den Stift aufnehmen

kann, um ihn aufzuladen und die in ihm gespeicherten Daten auf den PC zu iibertragen.
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Voraussetzung fiir die Ubertragung der Daten ist die initiale Installation der Logitech 10-
Software (Version 2.10). Die Software ist in der Lage, aus den Daten des 10-Pen den vorher
zu Papier gebrachten Inhalt exakt zu rekonstruieren, und zeigt diesen in ihrer
Benutzeroberfliche an. Dort bietet sich die Moglichkeit, den Inhalt zu editieren und ihn im
Format DOC (Microsoft Word Dokument) oder auch als Bild in Standard — Formaten wie
z.B. jpeg (Joint Photographic Experts Group) abzuspeichern. Die Software erlaubt ferner die
Zuordnung von Prozeduren zu den Sonderfeldern des Anoto-Papiers.

So war es moglich, als Algorithmus der neuen Methode festzulegen, dass beim Markieren des
Sonderfeldes ,,Other” der Inhalt des Blattes automatisch als Bild im Format jpeg in der
Auflosung von 300 dpi in einen definierten Dateiordner abgelegt wird. Als Name der Datei
sollte ohne weiteren Zusatz der vom Benutzer in das Sonderfeld der Kopfzeile eingetragene
Name gewéhlt werden.

Nach AbschluB der Umfahrung und Ablage des I0-Pen in seine Station lagen die
korrespondierenden Bilder ohne jegliche Benutzer-Interaktion in wenigen Minuten im

definierten Ordner.

2.7.1.3 Potentielle Licken und manuelle SchlielBung

Wihrend der Umfahrung der Kernschnittebenen mit dem IO-Pen kann es trotz hochster
Sorgfalt vorkommen, dass in der spdteren digitalen Form einige der Umfahrungen nicht
vollstindig geschlossen sind, wenn sich nicht alle Pixel beriihren. Ahnlich wie bei der
Digitalisierung mittels Zeichentablett ist ein liickenloser Schlufl Voraussetzung fiir eine
fehlerfreie Bestimmung der eingeschlossenen Pixel und konsekutiv der Fliche. Da die Giite
der neuen Methode in dieser Arbeit an den Ergebnissen der etablierten Methode gemessen
wurde, war es an dieser Stelle notwendig, fiir exakt gleiche Ausgangsbedingungen zu sorgen:
Die Liicken in den digital erfassten Umfahrungen, die in keinem Fall gro3er waren als eine
Strichbreite (4 Pixel), mussten nach dem selben Prinzip geschlossen werden wie auf dem
Numonics Zeichentablett.

Die generierten Bilder wiesen insgesamt 29 offene Umfahrungen auf, welche unter
Anwendung der Software Photoshop CS (Adobe Systems Inc.) bei maximaler Vergroferung
durch eine Verbindungsstrecke zwischen den Randpixeln mit dem geringsten Abstand
geschlossen wurden. Dies entspricht dem Prozedere der SchlieBung beim Digitalisieren auf
dem Zeichentablett durch Druck der rechten Taste auf dem Handdigitizer (siche Kapitel
2.6.2).
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2.7.2 Programmierung NucleoScope

Die Erfiillung der formulierten Zielsetzung der Effizienzsteigerung und Zeitersparnis ohne
QualitdtseinbuBBen erforderte die Entwicklung und Programmierung einer Software, die in der
Lage war, den Prozess der Volumenberechnung und Datenarchivierung schnell, zuverldssig
und vollautomatisiert durchzufiihren. Die in Kapitel 2.7.1.3 beschriebene manuelle
SchlieBung der Umfahrungen sollte nur die Voraussetzungen fiir den erstmaligen Vergleich
der Methoden schaffen und in der endgiiltigen Version des neuen Algorithmus ebenfalls
durch Neu-Entwicklung eines Subalgorithmus vollautomatisiert werden.

Essentielle bestehende Komponenten, die in den Gesamtablauf des neuen, selbst entwickelten
methodischen Ansatzes implementiert wurden, sind:

a) Logitech 10 Software v. 2.10 zur Ubertragung und Erstellung der digitalen Bilder

b) Adobe Systems Photoshop CS mit dem Erweiterungsmodul Fovea Pro 3.0 der Firma

Reindeer Graphics Inc. fiir die mathematische Durchfiihrung morphometrischer Aufgaben.

Die im Rahmen dieser Arbeit neu programmierte Software NucleoScope steuert den gesamten
Prozess der Datenanalyse indem es die von der Logitech 10 Software erstellten Bilder in
Photoshop CS {ibertrdgt, und diese Software exakt steuert, um die im Folgenden beschriebene
Prozessierung der Bilder umzusetzen. Die resultierenden Ergebnisse der Einzelfldchen
verarbeitet NucleoScope selbstindig weiter, um das Volumen zu rekonstruieren und es in

seine Datenbank inklusive aller weiteren relevanten Informationen zu iibernechmen.

2.7.2.1 Programm-Konzept, -Plattform und -Sprache

Ausgehend von dem erstellten Konzept der Vollautomatisierung der Volumenberechnung und
der Verwaltung aller relevanten Daten in einer Softwareumgebung, war vor Beginn des
Programmiervorganges eine dafiir geeignete Plattform zu wéhlen. Drei elementare
Bedingungen mussten dabei beriicksichtigt werden.

Sie musste:

1) Die Moglichkeit bieten, andere Programme steuern zu konnen, um im konkreten Fall den
Analyseprozess in Photoshop CS bei Bedarf initiieren und die Messergebnisse auslesen zu

konnen.
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2) Ein Konzept fiir die Implementierung und Pflege relationaler Datenbanken beinhalten, um
unter einer iibergeordneten Tiernummer vielgestaltige, miteinander in Beziehung stehende
Datensétze verkniipfen zu konnen.

3) Werkzeuge bereitstellen, die es erlauben, eine benutzerfreundliche, funktionelle Oberfldche
zu kreieren.

Unter Berlicksichtigung dieser Anforderungen und vorhandener Programmierkenntnisse
wurde als Programmierplattform Access 2003 (Microsoft Corporation) und als
Programmiersprache VBA (Visual Basic for Applications, Microsoft Corporation) gewihlt.
Das entstandene Programm erhielt den Namen NucleoScope und liegt aktuell in der Version

1.9 vor.

2.7.2.2 Uberwachung des Zielordners und Initiierung Photoshop CS

NucleoScope wurde so vorkonfiguriert, dass es minimiert im Systemtray den definierten
Zielordner tiberwachte und die Ankunft neuer Bilddateien registrierte. Daraufhin initiierte es

Photoshop CS, um die morphometrische Analyse durchzufiihren.

2.7.2.3 Morphometrische Analyse Photoshop CS mit Erweiterung Fovea Pro 3.0

Bei Photoshop CS handelt es sich um ein Bildverarbeitungsprogramm, welches durch seinen
modularen Aufbau die Implementierung zusitzlicher Funktionen durch sogenannte ,,plug-ins*
(Zusatzmodule) erlaubt. Reindeer Graphics Inc. bietet unter dem Programmnamen ,,Fovea Pro
3.0 eine Sammlung von plug-ins an, welche die Analyse von Bilddateien, die Erkennung und
Separation von Bildelementen und die Messung morphologischer Parameter ermdglichen
(ReindeerGraphics, 2005).

Der notwendige exakte Ablauf der einzelnen Funktionen fiir die Analyse der vom 10-Pen
gelieferten Bilder wurde eigenstdndig erarbeitet und in NucleoScope einprogrammiert, d.h.
NucleoScope initiiert, steuert und {iberwacht die Programme Photoshop CS und Fovea Pro
3.0. Dieser Ablauf soll im Folgenden beschrieben und sein theoretischer Hintergrund erléutert
werden.

Voraussetzung fiir die im letzten Schritt des Algorithmus erfolgende Bestimmung des
Flacheninhaltes der Umfahrungen ist eine korrekte Kalibrierung des Systems. Da sie jedoch

auch eine potentielle Fehlerquelle darstellt, wird sie separat in Kapitel 2.7.4 behandelt.

29



1) Der Algorithmus beginnt mit einer VergroBerung der Arbeitsfliche auf das Format DIN A4
(210 x 297 mm?). Dieser Schritt erweist sich als notwendig, da die Logitech 10 Software die
erstellten Bilder nicht in einer einheitlichen GroBe abspeichert, sondern dem Format des
Inhaltes anpasst. Diese Vorgehensweise bedingt, dass ein Teil der Umfahrungen den Bildrand
beriihrt. Solche Umfahrungen kénnen mathematisch durch den Algorithmus nicht erfasst
werden, so dass ihre Flichen bei der Berechnung nicht mit einflieBen wiirden.

Die Vereinheitlichung der Arbeitsfliche auf DIN A4 Format 16st die randstindigen
Umfahrungen los und ermoglicht ihre Beriicksichtigung bei der Kalkulation der

Gesamtfldche.

2) Im zweiten Schritt werden die Voraussetzungen geschaffen, um den Inhalt der umfahrenen
Flache berechnen zu konnen. Die gelieferten Bilder sind im Farbraum RGB (Rot, Griin, Blau)
in einer Farbtiefe von 8 Bit pro Kanal codiert. Die Farbe der Umfahrungen ist — entsprechend
der Minenfarbe — blau in verschiedenen Helligkeitsnuancen: In der Strichmitte am dunkelsten
mit Aufhellung zum Rand hin. Nun muss fiir jedes Pixel entschieden werden, ob es zum
Vordergrund gehort oder zum Hintergrund. Gehort ein Pixel zum Vordergrund, wird ihm der
Wert 1 zugewiesen, gehort es zum Hintergrund der Wert 0. Diesen Prozess der eindeutigen
Zuordnung eines jeden Bildelementes bezeichnet man als Segmentierung (Russ, 2002).
Dadurch wird ein Binérbild generiert, in dem Vordergrundpixel mit dem Wert 1 die Farbe
Schwarz, und Hintergrundpixel mit dem Wert 0 die Farbe Weill zugewiesen bekommen.
Prinzipiell sollten dem Vordergrund alle Pixel zugeordnet werden, die eine Bedeutung haben
und zur Bildinformation beitragen. Die Segmentierung teilt das Bild in Regionen, die
Diskontinuititen im Bild ergeben ihre Rander (Jdhne, 2002).

Die Schwierigkeit liegt nun darin, ein geeignetes Kriterium zu finden, anhand dessen die
Segmentierung in Vordergrund / Hintergrund sinnvoll erfolgen kann. Laut Russ (2002) ist die
einfachste Mdglichkeit eine Entscheidung auf Basis des Kriteriums des Helligkeitswertes
eines individuellen Pixels. Dabei wird ein Schwellenwert (threshold) fiir diesen
Helligkeitswert definiert und Pixel mit einem Helligkeitswert kleiner oder gleich dem
Schwellenwert dem Vordergrund und die verbliebenen Pixel dem Hintergrund zugeteilt.

Die Tatsache, dass die generierten Bilder im RGB — Farbraum codiert sind, ist bedeutsam fiir
die Extraktion des Helligkeitswertes. Die Definition des RGB — Farbraumes (siehe Abbildung
11) wurde durch die CIE (Commission International de I’Eclairage) erstellt (Siisstrunk et al.,
1999). Sie basiert auf der Theorie von Grassmann (1853) {iber zusammengesetzte Farben, in

der er ein vektorbasiertes, additives Farbmodell beschreibt.
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Daher addieren sich im RGB-Farbraum die drei Grundfarben Rot, Griin und Blau zu Weil.
Entsprechend kann jede Farbe durch drei Werte charakterisiert werden: Threm Rot-, Griin-

und Blauanteil. Jeder Farbanteil kann dabei zwischen 0% und 100% variieren. So ergibt

beispielsweise die Codierung 100% Rot, 100% Griin und 0% Blau die hellste Form von Gelb.

Abbildung 11: RGB-Farbraum (modifiziert nach: http://de.wikipedia.org/wiki/RGB)

R 255

Wie bereits erwdhnt besitzen die gelieferten Bilder eine Farbtiefe von 8 Bit pro Farbkanal.
Dies bedeutet, dass fiir jede der drei Grundfarben 256 (= 2° = 8 Bit) Abstufungen zwischen 0
und 255 mdglich sind. Dabei steht 0 fiir die geringste und 255 fiir die hochste Intensitét einer
Farbe. Jedes einzelne Pixel des Bildes besitzt folglich eine Farbe, die gemischt ist aus einer
von jeweils 256 moglichen Intensititen der Grundfarben Rot, Griin und Blau. Das obige
Beispiel des hellsten Gelb entspriache der Codierung R 255 G 255 B 0, das in der Abbildung
dargestellte Tiirkis der Codierung R 80 G 200 B130.

Der fiir die Festlegung eines Schwellenwertes bendtigte Helligkeitswert eines jeden Pixels ist

das arithmetische Mittel p der Intensititen der Einzelkanéle R, G und B:

_R+G+B
3

Aus dieser Beziehung folgt, dass die Helligkeit selbst ebenfalls einen Wert zwischen 0 und
255 annehmen muss. Eine Ubersicht aller in einem Bild vorkommenden Helligkeitswerte
liefert eine grafische Darstellung in Form eines Histogramms (siche Abbildung 12). Dabei
sind auf der Abszisse die Helligkeitswerte zwischen 0 und 255 und auf der Ordinate die

Anzahl der Pixel, die diesen Wert im Bild aufweisen, aufgetragen.
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Abbildung 12: Histogramm der Helligkeitswerte

| A 1 _
64 128 102 255

Levels: 285, 285
Count: 2341136
Percentile; 96.45%
Fiselz: 2427200

Anhand des Histogramms kann der Benutzer manuell einen Schwellenwert zwischen 0 und
255 bestimmen und in einem Vorschaufenster das aus diesem Schwellenwert resultierende
Binéarbild sehen. Zahlreiche Autoren haben sich mit der Problematik befasst, diese manuelle
Auswahl eines Schwellenwertes zu automatisieren (Parker, 1997). Die meisten der
vorgestellten Algorithmen sind fiir die Erkennung von auf Papier gedrucktem Text entwickelt
worden, eine Aufgabe, welche aufgrund gleicher Voraussetzungen (eine Farbe auf
homogenem Hintergrund) der Erkennung der Umfahrungen analog ist. Breite Anwendung
findet aufgrund der Giite seiner Ergebnisse der Algorithmus von Trussell (Russ, 2002).
Trussell (1979) schlug vor, denjenigen Schwellenwert zu suchen, der die Gesamtheit der Pixel
in zwei Gruppen (helle und dunkle) separiert, die einen maximal unterschiedlichen Mittelwert
in ihrer Helligkeit aufweisen. Dies wird mit Hilfe des Student’s t-test berechnet. Der grofite
Unterschied der Mittelwerte liefert den grofften t-Wert. Nach diesem Verfahren wird das

Binidrbild der Umfahrungen generiert.

3) Im resultierenden Binérbild sind nur Pixel, die ein Teil der Umfahrung sind, auf den Wert 1
gesetzt. Sie allein zdhlen zum Vordergrund und haben die Farbe Schwarz. Zur
Kernschnittebene eines umfahrenen Nucleus rotundus zdhlt jedoch auch die Fliche, welche
von der Umfahrung umschlossen ist und zu diesem Zeitpunkt noch dem Hintergrund
zugeordnet wird. Um diese Fliache bei der Messung mit zu beriicksichtigen, muss sie ebenfalls
dem Vordergrund zugeordnet werden durch einen Wechsel der Werte ihrer Pixel von 0 auf 1.

Bewerkstelligt wird diese Aufgabe durch einen Subalgorithmus:
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Zunichst wird das Binérbild intern dupliziert und das Duplikat invertiert. Dies bedeutet, die
weillen Pixel werden schwarz und umgekehrt. Abbildung 13 zeigt das originale Bindrbild vor

der Inversion. Abbildung 14 verdeutlicht das Resultat der Inversion.

Abbildung 13: Kernschnittebenen vor der Inversion

VU Qe
QODooéé

Abbildung 14: Kernschnittebenen nach der Inversion

VU Q000

DUV 000

Das inverse Duplikat beinhaltet nun in Schwarz den im Original fehlenden Anteil der Fldche,

umschlossen von weillen Umfahrungen. Die iibrigen schwarzen, nicht gewiinschten Pixel

miissen durch einen geeigneten Operator entfernt werden. Da sie alle miteinander verbunden
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sind, formen sie eine einzelne Struktur, welche an allen vier Seiten den Rand beriihrt. Der
Befehl, schwarze Strukturen zu entfernen, welche den Rand beriihren, ldsst ein Bild entstehen,
dass nur noch die umfahrenen Flachen in der Farbe Schwarz enthilt.

Als nidchstes miissen das Original und das Duplikat iiberlagert werden. Der notwendige
Operator ist ein OR (ODER) der Booleschen Algebra. Die Verkniipfung der beiden Bilder mit
OR bedingt, dass im resultierenden Bild ein Pixel auf den Vordergrund-Wert 1 (d.h. schwarz)
gesetzt wird, falls es entweder im Original-Bild oder im Duplikat bereits den Wert 1 besitzt.
Wie in Abbildung 15 zu sehen, werden auf diese Weise die Inhalte der Umfahrungen schwarz

gefiillt und somit alle Kernschnittebenen vollsténdig erfasst.

Abbildung 15: Kernschnittebenen nach Fillung der Binnenflachen

VO ¢
IAY, Q‘o'o

4) Der letzte Schritt ist die Messung der Flacheninhalte eines jeden Kernes. Fovea Pro 3.0

erlaubt die Messung zahlreicher Parameter neben dem Flécheninhalt, wie Umfang, grofter
Durchmesser etc. und erstellt eine Textdatei mit allen Messwerten in einem Standardformat,
welches kompatibel ist zu Daten verarbeitenden Programmen wie z.B. Excel (Microsoft
Corporation) oder Statistikprogrammen. Im Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit ist allein
die Bestimmung des Flacheninhaltes erforderlich.

Bis zu diesem Zeitpunkt sind alle Operationen des von NucleoScope gesteuerten Algorithmus
auf der Ebene einzelner Pixel erfolgt. Die Berechnung des Flacheninhaltes setzt voraus, dass
die Einzel-Pixel der individuellen Kernschnittebenen als zusammenhingende Struktur erkannt

und erfasst werden. Dieser Prozess wird ,,Gruppierung® genannt und erlaubt einen Wechsel
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von der Pixel-Ebene auf die Objektebene des Bildes: Aus Pixeln werden Objekte (Ritter and
Wilson, 2001).

Der Subalgorithmus der Gruppierung beginnt bei einem beliebigen Vordergrund-Pixel
(zugeordneter Wert = 1). Es wird als Objekt gesetzt, seine Koordinaten werden registriert und
seine direkten Nachbarn untersucht, ob auch sie den Wert 1 besitzen oder nicht. Jedes
Nachbar-Pixel, welches den Wert 1 besitzt, wird dem Objekt zugeteilt. Dies wiederholt sich,
bis alle Nachbarn erfasst sind. Die Prozedur beginnt von Neuem. StoBt die Uberpriifung nun
auf ein Nachbar-Pixel, welches bereits einem anderen Objekt zugehdrig ist, so werden die
Objekte zu einem zusammengefasst. Diese Routine wird solange durchlaufen, bis alle Pixel
mit dem Wert 1 einem Objekt zugeordnet sind. Hintergrund-Pixel mit dem Wert 0 (weil3)
ergeben automatisch die Begrenzung eines Objektes: Sobald alle Rand-Pixel des Objektes an
Nachbarn mit dem Wert 0 grenzen ist das Objekt vollstindig erfasst (Russ, 2002).

Auf Basis der bestehenden Kalibrierung ist im Anschluf3 die Kalkulation des Flacheninhaltes
moglich, denn die Pixel-Anzahl eines jeden Bildobjektes und der Flidcheninhalt eines
einzelnen Pixels sind bekannt. Fovea Pro 3.0 speichert die Ergebnisse in einer Textdatei und

diese in einem definierten Ordner ab.

2.7.2.4 Import Textdatei, Namenscodierung und VVolumenberechnung

NucleoScope greift auf die Textdatei zu, 6ffnet diese und importiert die Einzelfldcheninhalte
eines vermessenen Nucleus rotundus. An dieser Stelle ist es notwendig, dem Programm
Zusatzinformationen zu den erhobenen Daten zu iibermitteln, um ihre korrekte Einordnung in
die Datenbank von NucleoScope zu ermdglichen. Es wurde ein System entwickelt, welches
dem Benutzer erlaubt, die bendtigten Angaben als Namen, der in die Kopfzeile des Blattes
mit Anoto-Funktionalitdt eingetragen wird, zu codieren. Eine Unterbrechung der
Automatisierung an dieser Stelle wird dadurch vermieden.

Die fiir die Verarbeitung des Datensatzes benétigten Angaben sind:

1) Die Nummer des Tieres, von dem das untersuchte Priparat stammt.

2) Die Nummer der Struktur. NucleoScope erlaubt die Vergabe von Nummern fiir zu
untersuchende Strukturen. So erhielt z.B. die Struktur ,,Nucleus rotundus‘ die Nummer 1.

3) Die Angabe eines Multiplikationsfaktors. Dieser Faktor wird nur bendtigt, falls der
Untersucher nicht alle Kernschnittebenen einer Struktur umfahren mochte, sondern mit
hinreichender Genauigkeit nur einen reprisentativen Teil davon (Zilles et al., 1982). Wiirde

man z.B. nur jeden dritten Schnitt zeichnen, miisste dies bei der Volumenberechnung
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entsprechend berticksichtigt werden. Der Multiplikationsfaktor ergibt sich allgemein aus der
Summe der vorhandenen Kernschnittebenen dividiert durch die Anzahl der tatsdchlich
umfahrenen Kernschnittebenen. Werden alle Kernschnittebenen gezeichnet, ist der

Multiplikationsfaktor tiberfliissig.

Die Codierung des Namens folgt strikt der Sequenz:

NUMMER DES TIERES-NUMMER DER STRUKTUR-MULTIPLIKATIONSFAKTOR

Die einzelnen Angaben sind durch Bindestrich zu trennen. So bedeutet beispielsweise der
Name ,,497-1-3, dass das aus den Einzelflichen zu berechnende Struktur-Volumen dem
Nucleus rotundus des Tieres mit der Nummer 497 zuzuordnen ist, und dass das Ergebnis mit
dem Faktor 3 zu multiplizieren ist.

Bei besonders groflen Strukturen (z.B. dem Gesamthirn) kann es vorkommen, dass nicht alle
Umfahrungen der Struktur auf das selbe Blatt passen. Setzt man das Zeichnen auf weiteren
Blattern fort, so kann man diesen den gleichen Name geben. Die Logitech 10-Software
erkennt, dass der gleiche Name mehrfach vergeben ist, und nummeriert selbstindig die
betroffenen Dateien durch. Dies geschieht durch Zusatz einer Nummer in Klammern
beginnend bei der Ziffer 2. NucleoScope erkennt diesen Zusatz und ordnet die sich iiber
mehrere Blitter erstreckenden Umfahrungen korrekt zu.

Die Volumenberechnung fiihrt das Programm nach dem in Kapitel 2.5 beschriebenen Prinzip

unter Beriicksichtigung des ggf. vorhandenen Multiplikationsfaktors durch.

2.7.2.5 Ablage in Datenbank

Das ermittelte Volumen sowie der ggf. angegebene Multiplikationsfaktor werden in der
Datenbank - zusammen mit dem Datum und der Uhrzeit des Importes - der gemessenen
Struktur des bearbeiteten Tieres zugeordnet. Die dort gespeicherten Daten sind {iber eine
Benutzeroberfliche jederzeit zugéinglich und konnen in unterschiedlicher Form
weiterverwendet werden. Fiir den Fall, dass beim Import in die Datenbank Daten einer
Struktur zugeordnet werden sollen, zu der bereits Daten existieren, erfolgt eine
Sicherheitsabfrage, ob die bestehenden Daten zu iiberschreiben sind oder nicht. Sollten die

Zeichnungen der Kernschnittebenen einer Struktur iiber mehrere Blétter gehen und daher
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sequentiell importiert werden, wiirde diese Sicherheitsabfrage die Automatisierung

unnoétigerweise unterbrechen. Daher kann sie auf Wunsch vom Benutzer deaktiviert werden.

2.7.3 Zusatzliche Programm-Features

Neben dem beschriebenen, zentralen Steuerungs-Algorithmus wurden noch weitere Elemente
in die Software implementiert. Die Auswahl zusdtzlicher Funktionen vollzog sich dabei
ebenfalls nach dem Kriterium der Effizienzsteigerung, so dass sich als weitere Komponenten
des Programms ergaben:

1) Eine grafische Benutzeroberflache fiir einfache Bedienbarkeit.

2) Eine Option zur Eingabe benutzerdefinierter Tierrassen und beliebiger anatomischer
Strukturen fiir groBtmogliche Flexibilitét.

3) Kompatibilitit zu anderen Anwendungen durch Integration einer Export-Funktion.

2.7.3.1 Grafische Benutzeroberflache

Nach dem Start von NucleoScope présentiert sich dem Benutzer eine Oberfldche bestehend
aus einem Hintergrund und darauf positionierten Schaltflichen (Buttons). Diese gewidhren
einen vollstindigen Uberblick aller vorhandenen Funktionen. Jeder Schaltfliche ist direkt eine
weitere Unterkategorie zugeordnet, welche die gewiinschte Funktion oder Einstellung
beinhaltet. Jede Auswahl kann mit Hilfe der Maus durch einmaliges Klicken getdtigt werden,
eine Navigation mittels Tastatur ist durch die Definition von Steuerungstasten ebenfalls
moglich. Schwebt der Mauszeiger wenige Sekunden iiber einem Auswahlfeld oder einem
Button, wird eine kurze Erkldrung der zugehdrigen Funktion eingeblendet. Mit der
Schaltflache ,,Dateniibersicht™ ist der Aufruf der Datenbank verbunden, welche ebenfalls
durch eine grafische Oberfliche (Maske) die Einsicht und den Ausdruck aller gespeicherten

Daten ermdglicht.

2.7.3.2 Benutzerdefinierte Eingaben

Durch Eingabe unterschiedlicher, benutzerdefinierter Tierrassen und anatomischer Strukturen
ist dem Benutzer kein Limit bei der Auswahl des Untersuchungsobjektes gesetzt. Jeder neu zu
vermessenden Struktur kann eine individuelle Strukturnummer zugewiesen werden, die, im

Namen des Bildes codiert, eine eindeutige Zuweisung der morphometrischen Daten erlaubt.
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Uber eine separate Maske konnen bereits vorhandene Bestandsdaten in die Datenbank

eingepflegt werden, um sie der digitalen Weiterverarbeitung zugénglich zu machen.

2.7.3.3 Kompatibilitat und Exportfunktion

Die Verwendung internationaler Standardformate ist Voraussetzung fiir eine weiterfithrende
Nutzung der erhobenen Datensdtze. Die in NucleoScope integrierte Exportfunktion erlaubt
den Export der durch NucleoScope erstellten Datensidtze. Wurden auch Bestandsdaten
eingepflegt, konnen auch diese exportiert werden.

Die Daten konnen in den folgenden Formaten unter beliebigem Namen exportiert werden:

1) ASP (Active Server Pages), fiir die dynamische Implementierung in Web-basierte
Anwendungen.

2) HTML (Hypertext Markup Language) fiir die Anzeige der Daten in einer Webseite.

3) RTF (Microsoft Rich-Text-Format) fiir den Import in beliebige
Textverarbeitungsprogramme.

4) TXT (Textformat) fiir maximale Kompatibilitit zu verschiedensten Programmen und
Betriebssystemen.

5) XLS (Microsoft Excel-Format) fiir den Import in Excel (Microsoft Corporation) oder dazu

kompatiblen Programmen.

2.7.4 Kalibrierung Fovea Pro 3.0

Wie in Kapitel 2.7.2.3 erwihnt, kann eine korrekte Bestimmung der Fldcheninhalte nur nach
initialer Kalibrierung des Systems erfolgen. Die Kalibrierung sollte prizise erfolgen, um einen
durch sie bedingten Messfehler weitgehend auszuschlieen.

Die Flachenberechnung im Arbeitsalgorithmus von NucleoScope basiert auf einer
Kalibrierung von Fovea Pro 3.0 in Photoshop CS, welche vor dem Start von NucleoScope

erfolgen muss.

2.7.4.1 Bestehende Kalibrierungsmethode und Problemstellung

Zur Kalibrierung von Fovea Pro 3.0 diente das digitale Bild des in Kapitel 2.6.1
beschriebenen, 4 x 4 mm? groBen Quadrates, welches auf Anoto-Papier mit dem 10-Pen aus

der Projektion des Eichquadrates im Mikroskop erstellt worden war. Nach Offnung der
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Kalibrierungs-Bilddatei in Photoshop CS und Aufrufen des Kalibrierungsmoduls von Fovea
Pro 3.0 erscheint eine Maske mit einem Vorschau-Fenster. In ihm zeigt sich — deutlich
verkleinert — das geladene Kalibrierungsbild, und ein Startpunkt und Endpunkt der
Kalibrierungsstrecke kann durch Anklicken und Setzen zweier kleiner weiler Cursor-Kreuze
festgelegt werden. Desweiteren wird in der Maske die im Mikroskopbild originidr markierte
Lénge und ihre Einheit eingegeben. Eine Speicherung der Kalibrierung ist in einer Textdatei
moglich, um ihren spéteren Import zu ermoglichen.

Im Unterschied zu SigmaScan vollzieht Fovea Pro 3.0 die Kalibrierung nicht an einer Fldche,
sondern an einer Strecke. Dies erhoht das Risiko eines Kalibrierungsfehlers durch unprézises
Setzen des Start- bzw. Endpunktes der Kalibrierungsstrecke. Die Mdoglichkeit, mindestens
einen weiteren Kalibrierungspunkt zu setzen, wiirde eine Kalibrierungsfldche erzeugen, die
durch ihre GréBe den relativen Anteil eines an einer ihrer Kanten gemachten Fehlers sinken
lieBe (Beverly and van Iersel, 1998).

In der Praxis zeigte sich, dass das préizise Setzen der Cursor-Kreuze im Vorschau-Fenster
wegen des verkleinerten Kalibrierungsbildes sehr schwierig war, und oftmals die
Markierungen der Kalibrierungsstrecke nicht exakt getroffen wurden. Dies fiihrte zu einer
Unsicherheit beziiglich der Giite der Kalibrierung. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
zusdtzlich untersucht, wie stark sich eine nicht exakte Kalibrierung auf die Berechnung der
Kernvolumina auswirkt. Dabei wurde vorausgesetzt, dass der Anwender beim Setzen der
Cursor-Kreuze mindestens so prizise war, dass die Start und Endpunkte der
Kalibrierungsstrecke — dargestellt durch schwarze Kreuze (siche Abbildung 16) — beriihrt

wurden.

Abbildung 16: Markierungen der Kalibrierungsstrecke

X X

2.7.4.2 Minimierung des Kalibrierungsfehlers

Die Ergebnisse dieser Untersuchung (siehe Kapitel 3.2) fiihrten zur Entwicklung einer
alternativen Kalibrierungsmethode. So wurde nach dem Offnen der Kalibrierungsbilddatei in
Photoshop mit der Lupenfunktion die maximale Vergroferung der Bildansicht eingestellt. Mit
dem in Photoshop CS vorhandenen Messwerkzeug wurden nun in maximaler VergroBerung

die Cursor-Kreuze exakt in den Schnittpunkt der Schenkel der Kalibrierungskreuze gelegt.
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Abbildung 17 verdeutlicht dies. Abweichungen durch mangelnde Prézision wurden so

vermieden.

Abbildung 17: Kalibrierungskreuz mit Photoshop Messwerkzeug in max. VergréfRerung

Die Linge der Kalibrierungsstrecke gibt Photoshop CS direkt in Pixel an. Fovea Pro 3.0
berechnet den Quotienten aus der Streckenldnge im Eichquadrat [mm] und der Streckenldnge
zwischen den gesetzten Cursor-Kreuzen [Pixel]. Daraus ergibt sich das Aquivalent der

Kalibrierung fiir die Kantenlédnge von einem Pixelquadrat:

Lénge markierte Strecke Eichquadrat ~ [mm)]

- - , ——= Kalibrierte Kantenldnge eines Pixels [@m]
Lange markierte Strecke Kalibrierungsbild [Pixel] [Pixel]

Ein konkretes Beispiel veranschaulicht die Vorgehensweise: Vom 10 x 10 mm? messenden
Eichquadrat auf dem Objekttrager wurden iiber die Bildeinspiegelung die Ecken eines 4 x 4
mm? messenden Quadrates mit einem Kreuz markiert. Ein groeres Quadrat zu markieren war
aufgrund des gewihlten Objektives nicht moglich. Das vom Logitech 10-Pen erstellte digitale
Bild der Kreuze ergab in Photoshop einen Abstand derselben von 582 Pixeln. Somit
entsprachen 4 mm im Mikroskop 582 Pixeln im Bild. In obige Formel eingesetzt ergab sich
fiir die Kantenldnge eines einzelnen Pixels der Wert von 0,00687 mm/Pixel. Ein Pixelquadrat
hitte demnach einen Flicheninhalt von 4,71969 10 mm?. Bestiinde ein umfahrenes Objekt

aus 10* Pixeln wire sein reeller Flicheninhalt 0,471969 mm?.
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Pixel sind nicht grundsétzlich Quadrate. Quadrate sind das einfachste Reprasentationsmodell
eines Pixels. In dieser Form konnen sie bei ihrer Darstellung auf einem Monitor
auflosungsbedingt verzerrt werden, so dass Stauchungen oder Streckungen mdglich sind. Die
Berechnung der Fldcheninhalte — basierend auf der Kalibrierung — ist davon vdllig
unabhingig, die eingestellte Bildschirmauflosung spielt keine Rolle fiir den Messprozess. Der
IO-Pen liefert ein Pixelraster in der Aufldsung 300 dpi sowohl in horizontaler, als auch in
vertikaler Ausrichtung. Die Anzahl der zwischen den Kalibrierungsmarkierungen liegenden
Pixel ist daher ebenfalls unabhédngig von der Bildschirmauflosung.

Fovea Pro 3.0 erkennt dies durch Auslesen der Auflosung. Die beschriebene manuelle
Messung der Strecke zwischen den Kalibrierungsmarkierungen liefert demnach die korrekte
Pixelanzahl und die Berechnung nach obiger Formel die korrekte Kantenlinge (a) des

Pixelquadrates.

Die selbst entwickelte Methode der manuellen Kalibrierung wurde dadurch abgeschlossen,
dass der rechnerisch ermittelte Wert fiir die Kantenldnge eines Pixels in eine Textdatei
eingetragen wurde. Diese konnte bei Bedarf durch Aufruf des Kalibrierungsmoduls von

Fovea Pro 3.0 {iber die Import-Funktion eingelesen werden.

2.7.5 Entwicklung eines automatisierten Schlieungsalgorithmus in VBA

Der in Kapitel 2.7.2.3 vorgestellte Algorithmus setzt Bilder voraus, die keine Liicken in den
Umfahrungen aufweisen. Eine durchgehende Liicke vom Durchmesser eines Pixels geniigt,
um die Fiillung und Objekt-Klassifizierung der betroffenen Kernschnittebene zu verhindern,
so dass Messfehler durch Auslassung dieser Kernschnittebene resultieren. Fiir den
Methodenvergleich wurden die Umfahrungen auf den erstellten Bildern manuell geschlossen
(siehe Kapitel 2.7.1.3); fiir die Zielsetzung dieser Arbeit ist eine automatisierte SchlieBung
jedoch unumgénglich.

Es erfolgte die Entwicklung eines weiteren Subalgorithmus, der in den bestehenden Kontext
des allgemeinen Algorithmus (siehe Kapitel 2.7.2.3) eingefiigt wurde. Die automatische
SchlieBung der Umfahrungen ist folglich Voraussetzung fiir die korrekte Fiillung der Fliche
(siehe Kapitel 2.7.2.3, Schritt 3) und muss nach der Erstellung des Bindrbildes (Kapitel
2.7.2.3, Schritt 2) vollzogen werden.
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2.7.5.1 Nachbarschaftsdefinitionen im Pixelraster

Die Problematik der automatisierten SchlieBung einer Umfahrung erfordert zunichst eine
Betrachtung des grundséitzlichen Aufbaus von Bindrbildern, welche aus Pixeln bestehen.
Grundlage der Pixel-basierten Darstellung der Grafiken ist ein Raster, welches eine definierte
Pixel-Anzahl pro Zeile und Spalte besitzt, definiert als absolute Auflosung. Ist die Pixel-
Anzahl horizontal und vertikal gleich, resultieren modellhaft quadratische Pixel.

Ein einzelnes Pixel des Rasters kann abhéngig von der Betrachtungsweise 4 oder 8 Nachbar-
Pixel besitzen. Die Rasterstruktur bedingt, dass seine 4 diagonalen Nachbarn weiter von
seinem Zentrum entfernt sind als seine 4 direkt angrenzenden Nachbarn. Abbildung 18

verdeutlicht diesen Zusammenhang.

Abbildung 18: Nachbarschaftstypen im Pixelraster

Der Abstand zum Zentrum des diagonalen Nachbarn betrigt eine Kantenlinge (a)
multipliziert mit V2 .

Definiert man nun, dass ein Pixel als Nachbar gilt, falls sein Zentrum genau eine Kantenldnge
(a) vom eigenen Zentrum entfernt ist, dann sind die diagonal angrenzenden Pixel keine
Nachbarn, da ihre Entfernung a - 2 betrégt. Eine solchen Nachbarschaftstypus des Rasters
bezeichnet man als 4er-Nachbarschaft (4-connectedness).

Umgekehrt ldsst sich auch definieren, dass ein Pixel als Nachbar gilt, falls der Abstand zu

seinem Zentrum maximal a - V2 betrégt. In diesem Fall sind die diagonal angrenzenden Pixel
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Nachbarn. Dieser Nachbarschaftstypus wird analog als 8er-Nachbarschaft (8-connectedness)
bezeichnet (Jdhne, 2002).

Je nach Definition kann ein und das selbe Binidrbild eine vollig unterschiedliche Bedeutung
haben. Abbildung 19 zeigt je nach Nachbarschaftstypus der schwarzen Vordergrundpixel

zwei verschiedene Dinge:

Abbildung 19: Informationsgehalt in Abhangigkeit vom Nachbarschaftstypus

Die dargestellten, diagonal verlaufenden schwarzen Vordergrundpixel wiren in einem 4er-
Nachbarschaftsraum mit ihren diagonalen Nachbarn nicht verbunden. Symbolhaft stellten sie
demnach ,,Inseln* in einem zusammenhéngenden weilen ,,Meer* dar. Ginge man im entgegen
gesetzten Fall von einer 8er-Nachbarschaft aus, so stellten die demnach verbundenen,
diagonal verlaufenden schwarzen Pixel eine Linie dar, die den Hintergrund in zwei nicht
verbundene Flichen teilte.

Vor der Verarbeitung des Bindrbildes muss daher die Betrachtungsweise definiert werden.
Eine Konvention dafiir gibt es nicht. Beachtet werden sollte in diesem Zusammenhang, dass
die Festlegung eines Nachbarschaftstypus fiir den Vordergrund gleichzeitig den Hintergrund
auf den gegenteiligen Nachbarschaftstypus festlegt und umgekehrt (Russ, 2002).
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2.7.5.2 Nachbarschaftsdefinition in Fovea Pro 3.0 und Stufen-Phanomen

Fovea Pro 3.0 arbeitet auf der Grundlage des 8er-Nachbarschaftstypus fiir die schwarzen
Vordergrundpixel und des 4er-Nachbarschaftstypus fiir die weilen Hintergrundpixel. Diese
Vorgabe hat fiir die Bestimmung des Fldcheninhaltes der Umfahrungen Konsequenzen und
musste bei der folgenden Eigen-Entwicklung und Programmierung der automatisierten

SchlieBung beriicksichtigt werden. Abbildung 20 stellt diese Situation dar:

Abbildung 20: Objektklassifizierung im 8er-Nachbarschaftstypus

Die schwarzen Pixel stellen auf dieser Basis nicht vier individuelle Objekte dar, sondern sie
sind miteinander verbunden, d.h. sie umschlieBen die weille Fldche. In Zusammenhang mit
der Umfahrung einer Kernschnittebene reichen solche Pixel-Konstellationen theoretisch fiir
den gewiinschten diagonalen Ubergang. In der Praxis ist eine korrekte Fiillung ihrer
eingeschlossenen Fliche — wie in Kapitel 2.7.2.3 im dritten Schritt beschrieben — aber
technisch ausgeschlossen. Das Phidnomen der Stufenbildung durch allein diagonal
benachbarte Randpixel verhindert wihrend der Inversion des Bildes (sieche Kapitel 2.7.2.3,
Schritt 3) die korrekte Klassifizierung der Binnenfldche. Im invertierten Bild sind die ehemals
weiflen Hintergrundpixel schwarz, sie gelten somit als Vordergrundpixel mit 8er-

Nachbarschaftsbeziehung. Die Folge ist, dass die Pixel, welche die beschriebene Stufe bilden
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jetzt als Hintergrundpixel nur noch in 4er-Nachbarschaftsbeziehung stehen und folglich
keinen Ubergang mehr bilden. Die Ermittlung der Binnenfliche von Umfahrungen, die eine

Stufenbildung aufweisen, kann ohne Modifikation des Algorithmus nicht erfolgen.

2.7.5.3 Implementierung morphologischer Operatoren

Die Losung des Problems liegt in der Anwendung morphologischer Operatoren (Serra, 1982).
Sie erfordert eine initiale Dilatation (DILATION) der Umfahrungen mit konsekutiver
Applikation einer SchlieBung (CLOSING) vor der Fiillung der Binnenflichen (wie
beschrieben in Kapitel 2.7.2.3) und abschlieBend eine Erosion (EROSION), um die
hinzugefiigten Pixel wieder zu entfernen. Die morphologische Dilatation im Binérbild setzt
den Wert eines jeden Hintergrundpixels, welches ein Vordergrundpixel beriihrt, auf den Wert
1 (schwarz) und teilt es so dem Vordergrund zu. Fiir die Umfahrungen bedeutet dies, dass sich
ein Ring schwarzer Pixel innen und auflen anlegt, der die potentiell vorhandenen Stufen
ausgleicht. Als morphologische SchlieBung bezeichnet man die Applikation einer Dilatation
direkt gefolgt von einer Erosion. Der resultierende Effekt dieser Kombination ist der
Verschluss von Liicken in der individuellen Umfahrung, so dass die Binnenflichen
erfolgreich gefiillt werden konnen (Russ, 2002). Eine abschlieBende, separate Erosion bewirkt
die Entfernung der Pixelringe, welche durch die initiale Dilatation hinzugefiigt wurden. Eine
Verfélschung der Pixel-Anzahl wird so vermieden.

Der morphologische Operator der SchlieBung erlaubt durch Angabe eines Parameters (Depth)
eine prazise Steuerung der Anzahl seiner Wiederholungen (Iterationen). Die optimale Anzahl
der Wiederholungen wurde in einer Untersuchung ermittelt (sieche Kapitel 3.3) und in den

Algorithmus von NucleoScope implementiert.

2.8 Methode der statistischen Auswertung und EDV

Die statistische Auswertung des Methodenvergleiches erfolgte nach der Methode von Bland
und Altman (1986). Die Methode zeigt, ob eine hinreichende Ubereinstimmung zwischen den
methodisch unterschiedlich erfassten Volumina besteht, und ermoglicht eine Aussage iiber die
Gleichwertigkeit der Methoden hinsichtlich der Giite ihrer Ergebnisse.

Die Graphen wurden mit der Software Origin 7G SR4 (OriginLab Corporation) erstellt.

Die fiir die Erstellung der Graphen notwendigen Berechnungen erfolgten in Excel 2003

(Microsoft Corporation).
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2.8.1 Methode nach Bland und Altman

Haufig wird fiir den Vergleich zweier Methoden der Korrelationskoeffizient berechnet und
die Null-Hypothese, dass die Daten nicht linear verbunden seien, mit einem Signifikanztest
iiberpriift. Der Korrelationskoeffizient ,,r* misst die Stirke des linearen Zusammenhangs
zwischen zwei Variablen, nicht ihre Ubereinstimmung. Der Test auf Signifikanz trigt zur
Klirung der Ubereinstimmung ebenfalls nicht bei, da er lediglich die
Irrtumswahrscheinlichkeit der Annahme, dass die beiden Methoden nicht korrelieren, angibt
(Bland and Altman, 1995). Daher basiert die Auswertung der im Rahmen dieser Arbeit
ermittelten Ergebnisse nicht auf der Korrelation. Lediglich aus Griinden der vollstindigen
Dokumentation werden sie in den grafischen Darstellungen als Zusatz angegeben.

Im Gegensatz dazu ermdglicht die statistische Methode nach Bland und Altman (1986) den
Vergleich zweier Methoden. Sie basiert auf einer spezifischen, grafischen Darstellung der
Messdaten und den daraus zu ziehenden Schlussfolgerungen. Von zentraler Bedeutung ist
dabei die initiale Definition eines Vertrauensbereiches innerhalb dessen sich die Abweichung
der neuen Methode bewegen darf, um fiir den geforderten Anwendungsbereich als
gleichwertig in ihrer Giite gelten zu kdnnen. Dabei gibt es keine allgemeingiiltigen Kriterien.
Der Vertrauensbereich ist ein Mal}, welches von der Fragestellung, dem Messobjekt und der
Messmethode selbst abhingig ist (Bland and Altman, 1986). Basierend auf dem in Kapitel 2.5
dargestellten methodischen Hintergrund wurde der Vertrauensbereich flir die maximale
methodische Abweichung auf 5% festgelegt.

Der erste Schritt ist die Visualisierung der ermittelten Daten in Form einer grafischen
Gegeniiberstellung der Messwerte beider Methoden. Zusitzlich wird eine Ursprungsgerade
eingezeichnet, die sich ergdbe, falls jeder Messwert der einen Methode mit dem der anderen
Methode iibereinstimmte (line of equality). Diese Darstellung hat den Vorteil, dass man direkt
einen ersten Uberblick iiber den Grad der Ubereinstimmung erhilt. Sollte z.B. ein mittels
NucleoScope bestimmter Volumenwert deutlich von dem per Zeichentablett bestimmten Wert
abweichen, so wiirde der resultierende Punkt in Richtung der Achse verschoben und durch
seine Distanz zur line of equality auffallen.

Zwei unterschiedliche Methoden werden nur im unwahrscheinlichsten Fall exakt
tibereinstimmende Messwerte liefern. Um eine neue Methode gleichberechtigt einsetzen zu
konnen, ist es wichtig zu wissen, mit welcher Schwankungsbreite sich die Messwerte der
neuen von denjenigen der alten Methode unterscheiden. Erst wenn diese Schwankungsbreite

sich innerhalb des definierten Vertrauensbereiches bewegt, kann von einer Gleichwertigkeit

46



gesprochen werden (Bland and Altman, 1986). Um diese Entscheidung treffen zu konnen,
schlugen Bland und Altman (1986) im nichsten Schritt eine grafische Darstellung vor, die die
Differenz der Messwerte beider Methoden dem Mittelwert aus beiden Messwerten gegeniiber
stellt (Bland-Altman-plot).

Zunichst erfolgt die Berechnung des Mittelwertes (X ) der Differenzen und ihrer
Standardabweichung (s). Im Intervall x + 2s werden erwartungsgemill die meisten
Differenzen liegen. Man kann davon ausgehen, dass die Differenzen der Normalverteilung
unterliegen, so dass 95% aller Differenzen im Intervall x =+ 1,96s liegen werden.
Vorausgesetzt, dass Messunterschiede im Bereich bis zur 2-fachen Standardabweichung beim
Einsatz der neuen Methode in der Praxis keine Rolle spielen, konnen beide Methoden
gleichberechtigt eingesetzt werden. Die Grenzen von +2s und -2s werden als ,limits of
agreement” bezeichnet. Sie sind spezifisch fiir das untersuchte Kollektiv.

Die Verallgemeinerung der erhobenen Daten auf eine Gesamtpopulation erfordert die
Ermittlung der limits of agreement auf Basis der Konfidenzintervalle fiir die 2-fache
Standardabweichung (s). Hierbei wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% zu Grunde
gelegt, dass sich die entsprechende 2-fache Standardabweichung der Grundgesamtheit nicht
innerhalb des Konfidenzintervalls befindet (Bland and Altman, 1986). Fiir den Vergleich der
Schwankungsbreite der Messwerte der vorgeschlagenen Methode mit dem gesetzten
Kriterium des 5%-igen Vertrauensbereiches sind die duBleren Grenzen der positiven ((X +
2s)+95) und negativen (( X - 2s).9s) 2-fachen Standardabweichung mafBigeblich. Solange diese
Grenzen innerhalb des vom Kriterium festgelegten Intervalls liegen, ist eine hinreichende
Ubereinstimmung der Methoden in Bezug auf die zu Grunde liegende Gesamtpopulation
gegeben.

Bei der Auswertung der vorliegenden Messwerte wurde — da es sich im vorliegenden
Vergleich bei der Methode mittels Zeichentablett um die Referenzmethode handelt — in
Abweichung davon nicht der Volumen-Mittelwert aus beiden Methoden eingesetzt, sondern

das mittels Zeichentablett gemessene Volumen.
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2.8.2 Volumina als zusammengesetzte Grofen

Auch die Einzelflachen aller umfahrenen Kernschnittebenen zusammen und fiir jedes Tier
separat wurden in einem Diagramm mit line of equality gegeniiber gestellt. Der Grund hierfiir
ist, dass es sich bei den Volumina um abhingige Groéfen handelt, welche aus den
Flidcheninhalten berechnet werden, so dass eine rein zufillige Ubereinstimmung der Volumina
ausgeschlossen werden muss.

In einer weiteren grafischen Darstellung wurde iiberpriift, ob die kumulierten Flicheninhalte
der Einzelschnitte der Nuclei rotundi, die mittels NucleoScope ermittelt wurden, stetig von
der ersten umfahrenen Kernschnittebene bis zur letzten den Vertrauensbereich von 5% nicht
verlieBen. Dazu wurde auf der Abszisse die Anzahl (n) der kumulierten Flichen gegen den
kumulierten Flacheninhalt der Einzelschnitte aufgetragen. Als obere und untere Intervall-
Grenze des Vertrauensbereiches wurden die Referenz-Flacheninhalte des Zeichentabletts +5%
respektive -5% eingezeichnet. Diese Darstellung erfolgte exemplarisch fiir die Nuclei rotundi
zweier Tiere: Tier 525 mit dem hochsten und Tier 521 mit dem niedrigsten
Korrelationskoeffizienten fiir die Flicheninhalte der Einzelschnitte. Beide Koeffizienten lagen

auf dem Niveau von 0,99.

3. Ergebnisse

3.1 Volumenanalysen

Die Fliacheninhalte der Kernschnittebenen als Berechnungsgrundlage des Struktur-Volumens
wurden bei beiden Methoden auf zwei Dezimalstellen mathematisch gerundet. Die Angabe
weiterer Dezimalstellen ist methodisch bedingt nicht sinnvoll. Analog wurde bei der Angabe
der Struktur-Volumina verfahren.

3.1.1 Volumina mittels Zeichentablett

In Tabelle 3 sind die mittels Zeichentablett ermittelten Volumina [mm?] der Nuclei rotundi
eines jeden Tieres dargestellt. Diese wurden zur Kontrolle in einer zweiten Messung erneut

bestimmt. Die Ergebnisse der Kontrolle und ihre prozentuale Abweichung sind ebenfalls

aufgefiihrt.

48



Tabelle 3: Gesamtvolumen beider Ncll. rotundi eines Tieres mittels Zeichentablett

Gesamtvolumen beider Nuclei rotundi eines Tieres mittels Zeichentablett

Sammlungsnummer Tierrasse Volumen Kontrolle Volumen Abweichung
Zeichentablett [mm3] Zeichentablett [mm3] Kontrolle [%0]

497 Italiener 10,40 10,41 0,10
498 Italiener 10,50 10,52 0,19
499 Italiener 10,42 10,42 0,00
500 Italiener 10,89 10,86 -0,28
501 Italiener 10,85 10,87 0,18
502 Italiener 8,74 8,74 0,00
503 Italiener 10,31 10,31 0,00
504 Italiener 10,41 10,42 0,10
505 Italiener 9,88 9,87 -0,10
506 Italiener 10,86 10,85 -0,09
518 Holldnder Hauben 9,90 9,90 0,00
519 Holldnder Hauben 9,35 9,35 0,00
520 Holldnder Hauben 10,00 10,00 0,00
521 Holldnder Hauben 9,21 9,19 -0,22
522 Holldnder Hauben 9,52 9,53 0,11

523 Holldnder Hauben 10,10 10,11 0,10
524 Holldnder Hauben 12,75 12,79 0,31

525 Holldnder Hauben 7,02 7,02 0,00
526 Hollédnder Hauben 8,26 8,24 -0,24
527 Holldnder Hauben 9,18 9,17 -0,11
683 Breda 9,04 9,04 0,00
684 Breda 8,46 8,47 0,12
685 Breda 7,96 797 0,13

686 Breda 9,12 9,12 0,00
687 Breda 9,50 9,50 0,00
705 Breda 9,37 9,37 0,00
706 Breda 9,47 9,48 0,11

707 Breda 8,64 8,63 -0,12
708 Breda 8,34 8,33 -0,12
709 Breda 7,54 7,54 0,00

Hierbei zeigte sich in der Kontrollmessung eine hohe Ubereinstimmung mit den initial
bestimmten Fldcheninhalten. Die Kontrollmessung wies eine mittlere Abweichung von

0,091% auf, die maximale Abweichung betrug 0,31%.
3.1.2 Volumina mittels NucleoScope
Tabelle 4 stellt die mittels NucleoScope ermittelten Volumina [mm?] der Nuclei rotundi eines

jeden Tieres dar. Die Umfahrungen wurden — wie in Kapitel 2.7.1.3 beschrieben — manuell

geschlossen.

49



Tabelle 4: Gesamtvolumen beider Nuclei rotundi eines Tieres mittels NucleoScope

Gesamtvolumen beider Nuclei rotundi eines Tieres mittels NucleoScope

Sammlungsnummer Tierrasse Volumen NucleoScope [mm3]
497 Italiener 10,42
498 Italiener 10,47
499 Ttaliener 10,39
500 Italiener 10,83
501 Ttaliener 10,83
502 Italiener 8,74
503 Italiener 10,32
504 Ttaliener 10,43
505 Italiener 9,87
506 Ttaliener 10,84
518 Holldnder Hauben 9,97
519 Holldnder Hauben 9,35
520 Holldnder Hauben 9,98
521 Holldnder Hauben 9,21
522 Holldnder Hauben 9,52
523 Hollédnder Hauben 10,10
524 Holldnder Hauben 12,73
525 Holldnder Hauben 7,00
526 Holldnder Hauben 8,30
527 Holldnder Hauben 9,17
683 Breda 9,05
684 Breda 8,49
685 Breda 7,93
686 Breda 9,14
687 Breda 9,47
705 Breda 9,35
706 Breda 9,49
707 Breda 8,65
708 Breda 8,37
709 Breda 7,55

3.1.3 Methodenvergleich nach Bland und Altman

3.1.3.1 Grafische Darstellung der VVolumina mit line of equality

Abbildung 21 zeigt die grafische Gegeniiberstellung beider Methoden. Fiir die Nuclei rotundi
eines jeden Tieres wurde ein Koordinatenpaar aus dem per Zeichentablett (siche Tabelle 3)
und dem per NucleoScope (siche Tabelle 4) ermittelten Kern-Volumen gebildet. Auf der
Abszisse wurden die mittels Zeichentablett ermittelten Volumina [mm?] und auf der Ordinate

die mittels NucleoScope ermittelten Volumina [mm?] aufgetragen.
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Abbildung 21: Volumina beider Methoden mit line of equality
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In der Abbildung 21 ist keine auffillige Abweichung der Punkte erkennbar, alle liegen dicht

an der line of equality.
3.1.3.2 Grafische Darstellung der Einzelschichten aller Tiere mit line of equality
In Abbildung 22 ist die GroBe der Flachen aller mit beiden Methoden ermittelten

Einzelschichten aller Nuclei rotundi des untersuchten Kollektivs in [mm?] in einem

Diagramm mit line of equality dargestellt.

51



Abbildung 22: Ubersicht aller Flachen {iber alle Tiere mit line of equality
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In dieser Ubersicht iiber die Gesamtheit aller umfahrenen Einzelschichten sind keine
auffilligen Abweichungen von der line of equality feststellbar. Somit zeigen — wie in Kapitel
2.8.2 gefordert — die Flacheninhalte aller umfahrenen Einzelschichten iiber den gesamten

GroBenbereich eine gute Ubereinstimmung zwischen den Methoden.

3.1.3.3 Grafische Darstellung der Einzelschichten pro Tier mit line of equality

Abbildung 23 verdeutlicht die Ubereinstimmung der Methoden auf der Ebene der
Flacheninhalte der Einzelschichten [mm?] des einzelnen Tieres. Exemplarisch ist der Graph

fiir Tier 525 dargestellt. Um — wie vorausgesetzt — die Ubereinstimmung fiir jedes Tier

dokumentieren zu konnen, wurden alle 30 Graphen erstellt und sind im Anhang abgebildet.
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Abbildung 23: Fldcheninhalte der Einzelschnitte (Tier 525) mit line of equality
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Wie im Ubersichtsdiagramm aller Einzelschichten (Abbildung 23) ist auch auf der Ebene der
Einzelschichten sowohl von Tier 525, als auch aller anderen Tiere (siche Anhang) keine

auffillige Abweichung der Messwerte von der line of equality feststellbar.

3.1.3.4 Grafische Darstellung der kumulierten Flacheninhalte mit Vertrauensbereich

Wie in Kapitel 2.8.2 erldutert, sollte auch fiir die Aufsummierung der mit NucleoScope
gemessenen Flacheninhalte [mm?] ein stetiger Verlauf innerhalb des Vertrauensintervalls von
+ 5% vom Referenzwert (Zeichentablett) fiir eine hinreichende Ubereinstimmung der
Methoden vorausgesetzt werden. Abbildungen 24 und 25 stellen diesen Verlauf fiir Tier 521
in zweigeteilter Form dar: Abbildung 24 bis zu einer kumulierten Flichen-Anzahl von n=5,
um den initialen Verlauf grafisch besser dokumentieren zu kdnnen, und Abbildung 25 in der
Ubersicht fiir alle Flichen (n=20). Die fiir Tier 525 ebenfalls erstellte Abbildung ist dem
Anhang beigefiigt.
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Abbildung 24: Kumulierte Flachen (Tier 521) bis n=5
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Im Diagramm zeigt sich, dass fiir die ersten fiinf gezeichneten Einzelschnitte bei Tier 521 die
kumulierten, mit 10-Pen und NucleoScope ermittelten Fldcheninhalte stets innerhalb des
Vertrauensintervalls verlaufen. Der zusdtzlich abgebildete Kurven-Verlauf der mittels
Zeichentablett ermittelten Werte wird aufgrund der farblichen Uberlagerung nicht separat

ersichtlich.
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Abbildung 25: Ubersicht aller kumulierten Flachen (Tier 521)
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Auch in der Ubersicht aller kumulierten Flichen zeigt sich ein zum Anfangsteil der Kurve
analoger Verlauf. Die mit NucleoScope bestimmten Flacheninhalte liegen fiir den gesamten

Verlauf der Kurve innerhalb der Intervall-Grenzen des definierten Vertrauensbereiches.
3.1.3.5 Bland-Altman-plot

Die Erstellung des Bland-Altman-plots erfordert auf Basis der mit beiden Methoden
erhobenen Volumen-Messwerte die Berechnung der in Kapitel 2.8.1 dargestellten GrofBen.
Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen ergaben sich folgende
Ergebnisse:

Der Mittelwert (x) der Differenzen betrdgt x =0,001 mm?. Thre Standardabweichung (s)
betrigt s=0,026 mm?, der Wert fiir X + 25 =0,053 mm? und X - 2s =(-0,051) mm?>.

Die korrespondierenden Konfidenzintervalle lauten (X + 2s)195s = 0,069 mm?, (X + 25).95 =
0,037 mm?, (X - 28)195s = (-0,035) mm? und (X - 28).9s = (-0,067) mm?>. Abbildung 26 stellt
den Bland-Altman-plot dar.
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Abbildung 26: Bland-Altman-plot
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Im Intervall X =+ 2s liegen erwartungsgemdl die meisten Differenzen. Als limits of agreement
ergeben sich die Grenzen von +2s = 0,053 mm? und -2s = (- 0,051) mm?*. Es ist davon
auszugehen, dass die Differenzen in der untersuchten Population der Normalverteilung
unterliegen, so dass 95% der mit 10-Pen und NucleoScope ermittelten Volumina auf Basis
der limits of agreement weniger als 1% vom korrespondierenden Referenzwert abweichen.
Diese Schlussfolgerung gilt fiir die Gesamtheit des untersuchten Kollektivs.

Fiir eine Verallgemeinerung der vorliegenden Daten wurden die Konfidenzintervalle der 2-
fachen Standardabweichung (rot dargestellt) ebenfalls eingezeichnet. Auch fiir die duleren
Grenzen der Konfidenzintervalle (limits of agreement der Verallgemeinerung) von (X +
28)+95 = 0,069 mm? und (X - 2s)9s = (-0,067) mm?* gilt, dass 95% der mit I0-Pen und
NucleoScope ermittelten Volumina bis zu einer minimalen Volumengréfe von 7 mm?
weniger als ein 1% vom Referenzwert differieren. In diesem Sinne ist auch der in Abbildung
26 ersichtliche Messwert zu interpretieren, welcher auferhalb der Grenze des (X - 25).9s
Intervalls liegt. Er zeigt fiir diese Einzelmessung eine Differenz von 1,04% zur Referenz. Da
es sich aber nur um einen von insgesamt 30 Messwerten handelt, verstoBt er nicht gegen das
beschriecbene 95% - Kriterium, wund liegt deutlich innerhalb des definierten

Vertrauensbereiches von 5%.
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In Abbildung 27 ist zusétzlich der Vertrauensbereich von + 5% der mittels Zeichentablett
ermittelten Referenz-Volumina eingezeichnet. Zur besseren Ubersicht wurde jeweils eine

Ausgleichsgerade durch die oberen (+5%) und unteren (-5%) Intervallgrenzen gezeichnet.

Abbildung 27: Bland-Altman-plot mit Vertrauensbereich
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Die limits of agreement der dufleren Grenzen der Konfidenzintervalle bleiben deutlich
innerhalb des gewéhlten Vertrauensbereiches von 5%. Dabei ndhern sie sich fiir kleine
Volumina den Grenzen des definierten 5% - Vertrauensbereiches an. Daraus folgt eine
minimal bestimmbare Volumengrofe, die der Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% fiir die limits

of agreement geniigt.

3.2 Effekt des Kalibrierungsfehlers

Wie in Kapitel 2.7.4.2 beschrieben, wurde der Effekt einer fehlerhaften Kalibrierung in Fovea
Pro 3.0 auf die Berechnung der Volumina exemplarisch fiir Tier 500 untersucht. Das mit
NucleoScope initial ermittelte Gesamtvolumen der Nuclei rotundi betrug 10,83 mm? (siche
Tabelle 4). In der Betrachtung des Kalibrierungsfehlers wird dieses Volumen als

Referenzvolumen definiert.
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Unter der Annahme, dass mit den Cursor-Kreuzen zumindest die Markierungen der
Kalibrierungsstrecke randstdndig getroffen werden, ergibt sich bei einem mittleren
Durchmesser der Strichdicke des 10-Pen von 4 Pixeln (bei 300 dpi im Format jpeg) eine

maximale Abweichung zum Strich-Rand von 2 Pixeln in beide Richtungen.

Der Fehler kann an beiden Enden der Kalibrierungsstrecke auftreten, so dass sich als
Schwankungsbreite + 4 Pixel ergeben. Tabelle 5 stellt die Ergebnisse der iiber die
Schwankungsbreite ermittelten Volumina dar, inklusive der prozentualen Abweichung vom

Referenzvolumen.

Tabelle 5: Ergebnisse der Kern-Volumina (Tier 500) fir die gesamte Schwankungsbreite der
Kalibrierung

Ergebnisse der Kern-Volumina bei Tier 500 fiir die Schwankungsbreite der Kalibrierung

Kalibrierungsabweichung [Pixel] Volumen [mm?] Abweichung von Referenz [%]
4 10,99 1,48
-3 10,95 1,11
-2 10,92 0,83
-1 10,86 0,28
0 (Referenz) 10,83 0,00
1 10,80 -0,28
2 10,77 -0,55
3 10,73 -0,92
4 10,70 -1,20

Der resultierende Volumenfehler nimmt mit der Hohe der Kalibrierungsabweichung zu. Eine
zu kleine Markierung bedingt zu grofle Kern-Volumina und umgekehrt. Fiir die eingangs
formulierte Annahme der Schwankungsbreite ergeben sich maximale Abweichungen von
1,48%, respektive -1,2%.

Abbildung 28 verdeutlicht den Effekt. Dabei ist auf der Abszisse die Abweichung [Pixel]

gegen das resultierende Gesamtvolumen [mm?] der Nuclei rotundi fiir Tier 500 aufgetragen.
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Abbildung 28: Gesamtvolumen (Tier 500) in Abhangigkeit von der Schwankunksbreite des

Kalibrierungsfehlers
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3.3 Optimierung des SchlieBungs-Algorithmus
Im unbearbeiteten Rohzustand wiesen die 30 Bilder mit insgesamt 740 Umfahrungen

insgesamt 29 Liicken auf. Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der Anzahl (n) der initial offenen

Umfahrungen pro Tier.
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Tabelle 6: Anzahl der offenen Umfahrungen pro Tier

Anzahl der offenen Umfahrungen pro Tier

Sammlungsnummer Anzahl [n]

497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
683
684
685
686
687
705
706
707
708
709

iR =R S R e R e R L A =T N S B S O R S R R R L = = = R R

3.3.1 Anzahl der Iterationen der morphologischen Schlief3ung

Eine variable Anzahl an Wiederholungen der morphologischen SchlieBung fiihrte konsekutiv
zu einer unterschiedlichen Anzahl geschlossener Umfahrungen. Fiir eine Anzahl [n] von 1 —
10 Iterationen wurde der Effekt der morphologischen SchlieBung auf die Anzahl [n] der initial
offen gebliebenen Umfahrungen untersucht. Abbildung 29 zeigt die Resultate.
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Abbildung 29: Anzahl offener Umfahrungen in Abhangigkeit von der Anzahl der Close-

Iterationen
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Wie aus der Abbildung 29 ersichtlich, sinkt die Anzahl der offenen Flichen bereits durch die
Applikation einer einmaligen morphologischen SchlieBung auf n=8. Bei einer Anzahl von 3
Iterationen verbleiben noch 3 offene Umfahrungen, welche auch durch Applikation von bis zu
10 seriellen SchlieBungen unveridndert offen blieben. Eine genaue Betrachtung der Bilder
offenbarte eine Stufen-Bildung (sieche Kapitel 2.7.5.2) bei den betroffenen Umfahrungen,
welche somit durch den Operator der morphologischen SchlieBung allein nicht korrigierbar
war.

Desweiteren wurde der Effekt der wiederholten Iterationen auf das Kern-Volumen untersucht.
Abbildung 30 fasst die Ergebnisse grafisch zusammen. Dabei wurde die Anzahl [n] der
Iterationen gegen den nach Applikation der SchlieBungen resultierenden, kumulierten Betrag

des Volumenfehlers [mm?] aufgetragen.
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Abbildung 30: Betrag kumulierter Volumenfehler in Abhéngigkeit von der Anzahl der Close-

Iterationen
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Dabei zeigte sich, dass der initial hohe Betrag des Fehlers durch die offenen und dadurch
nicht in die Volumenkalkulation eingegangenen Fldchen bedingt war. Die Anzahl von n=3
und n=4 Iterationen resultierte im minimalen Volumenfehler. Ab einer Anzahl von n=5 stieg
der Betrag des kumulierten Volumenfehlers wieder an. Da — wie aus der vorherigen
Abbildung 29 ersichtlich — die Anzahl an offenen Flidchen nicht weiter absank, resultierte der
Fehler aus den durch die Anzahl der Iterationen zusétzlich ins Bild eingefiigten Pixel.

Eine morphologische SchlieBung mit einer Anzahl von n=3 Iterationen hatte den maximalen
Effekt auf die Anzahl der zusitzlich geschlossenen Umfahrungen bei einem minimalen

kumulierten Volumenfehler und wurde in den Algorithmus implementiert.
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3.3.2 Effekt des automatisierten Schlielungs-Algorithmus auf die Kernvolumina

Der automatisierte SchlieBungsalgorithmus (siche Kapitel 2.7.5.3) bestand aus der
Applikation der morphologischen Operatoren DILATE Depth 1, CLOSE Depth 3, der
Fiillung der Binnenflichen und ERODE Depth 1. Dieser Algorithmus vermochte alle offenen
Umfahrungen zu schlieen, inklusive derjenigen mit Stufen-Bildung. Der Effekt dieses
Algorithmus auf das resultierende Kern-Volumen wurde fiir alle Tiere tberpriift. Als
Referenz galt dabei das Volumen, welches sich ohne diesen Algorithmus nach manueller

SchlieBung der Umfahrungen ergeben hatte. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht der Resultate.

Tabelle 7: Einfluss des automatisierten SchlieRungsalgorithmus auf das Kernvolumen im

Vergleich zur Referenz

Einfluss des automatisierten SchlieBungsalgorithmus auf das Kernvolumen im Vergleich zur Referenz

Sammlungsnummer Referenz-Volumen [mm3] Volumen automatisierter Abweichung zu Referenz [%0]
(manuelle Schlieffung) SchlieBungsalgorithmus [mm?]
497 10,42 10,42 0,00
498 10,47 10,47 0,00
499 10,39 10,39 0,00
500 10,83 10,83 0,00
501 10,83 10,83 0,00
502 8,74 8,74 0,00
503 10,32 10,32 0,00
504 10,43 10,43 0,00
505 9,87 9,88 0,10
506 10,84 10,84 0,00
518 9,97 9,98 0,10
519 9,35 9,35 0,00
520 9,98 9,99 0,10
521 9,21 9,21 0,00
522 9,52 9,53 0,11
523 10,10 10,11 0,10
524 12,73 12,75 0,16
525 7,00 7,00 0,00
526 8,30 8,30 0,00
527 9,17 9,17 0,00
683 9,05 9,05 0,00
684 8,49 8,50 0,12
685 7,93 7,93 0,00
686 9,14 9,14 0,00
687 9,47 9,47 0,00
705 9,35 9,35 0,00
706 9,49 9,49 0,00
707 8,65 8,65 0,00
708 8,37 8,37 0,00
709 7,55 7,55 0,00
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Wie in der Tabelle 7 ersichtlich, beeinflusste der automatisierte SchlieBungsalgorithmus in 7
von 30 Fillen das resultierende Volumen in Relation zur Referenz. Alle 7 Volumina zeigten
dabei eine Abweichung nach oben. Die minimale Abweichung betrug dabei 0,1%, die
maximale Abweichung 0,16%, bei einer mittleren Abweichung von 0,026%, bezogen auf alle

30 ermittelten Volumina.

4. Diskussion

4.1 Vergleich der Ergebnisse beider Methoden

Fiir die Erfilllung der Zielsetzung dieser Arbeit war es notwendig zu zeigen, dass beide
Methoden gleichwertige Resultate liefern. Dabei war der neue Algorithmus am etablierten
Verfahren zu messen, ohne zunichst einmal weitere methodische Vor- oder Nachteile zu
beriicksichtigen. So wurde zunédchst das Volumen der Kerne mittels Zeichentablett bestimmt
und — wie von Hennig (1960) gefordert — einer Kontrollmessung unterzogen. Hennig (1960)
hatte in seiner Arbeit die selbe Struktur mehrfach vermessen, um zu priifen, ob durch die
wiederholten Umfahrungen am Planimetriertablett mit konsekutiver Berechnung eines
Mittelwertes die Prizision der Messung erhoht werden kann. Dabei zeigte sich, dass der
maximale Fehler + 1% vom mittleren Wert nicht iiberschritt, und somit dieses Resultat den
zusitzlich erforderlichen Zeitaufwand nicht rechtfertigte. Durch die Kontrollmessung fiir die
mittels Zeichentablett ermittelten Volumina (siehe Kapitel 3.1.1, Tabelle 3) konnten Hennigs
(1960) Ergebnisse bestitigt werden: Die maximale Abweichung betrug 0,31%, so dass durch
die Kontrollmessung die erste Messreihe reproduzierbar bestétigt werden konnte. Somit war
die Voraussetzung gegeben, die erste Messreihe als Referenz fiir den Vergleich mit dem
neuen Algorithmus definieren zu konnen.

In der anschlieBenden grafischen Gegeniiberstellung der Messwerte beider Methoden (siehe
Abbildungen 21, 22 und 23) zeigte sich sowohl fiir die Volumina als auch fiir ihre
individuellen Einzelflachen keine aufféllige Abweichung von der line of equality. Die daraus
implizit und tiber den gesamten Grofenbereich ersichtliche, gute methodische
Ubereinstimmung bestitigte sich anschlieBend ebenfalls in der Darstellung der kumulierten
Flicheninhalte (siehe Abbildungen 24 und 25). Uber alle kumulierten Einzelflichen der Tiere
521 (niedrigster Korrelationskoeffizient) und 525 (hochster Korrelationskoeffizient) wurde
ersichtlich, dass die mit dem Logitech I0-Pen und NucleoScope ermittelten Einzelfldchen eng

mit der Referenz iibereinstimmen und stets innerhalb der Intervall-Grenzen der Referenz
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liegen. Somit konnte demonstriert werden, dass die resultierenden Volumina nicht zufallig
mit der Referenz iibereinstimmen, z.B. aufgrund der Moglichkeit, dass sich falsch zu hohe
und falsch zu niedrige Einzelflichen-Messungen in der Summe zum korrekten Volumen
ausgleichen konnten.

In der abschlieBend durchgefiihrten statistischen Analyse nach Bland und Altman (1986)
wurden die limits of agreement fiir das untersuchte Kollektiv ermittelt (siche Kapitel 3.1.3.5).
Es zeigte sich, dass 95% der mit IO-Pen und NucleoScope ermittelten Volumina weniger als
1% vom korrespondierenden Referenzwert abweichen. Somit wurde in einem ersten Schritt
gezeigt, dass fiir die Bestimmung des Kern-Volumens der 30 untersuchten Tiere beide
Methoden gleichwertig eingesetzt werden konnen, da die limits of agreement eine in der
Praxis unbedeutende maximale Schwankungsbreite der Methoden aufweisen, welche weit
unterhalb des definierten Vertrauensintervalls von + 5% liegt.

Im zweiten Schritt wurden die Konfidenzintervalle der 2-fachen Standardabweichung
ermittelt, um die Gleichwertigkeit beider Methoden verallgemeinern zu konnen (siche Kapitel
2.8.1 und 3.1.3.5). Die limits of agreement der Verallgemeinerung erlauben die
Schlussfolgerung, dass bis zu einem minimalen Kernvolumen von 7 mm? 95% der mittels der
neuen Methode ermittelten Volumina weniger als 1% vom Referenzwert differieren. Auch
unterhalb von 7 mm?® liegen 95% aller Volumina deutlich innerhalb des 5%-igen
Vertrauensintervalls. Abbildung 27 verdeutlicht dabei, dass in der Projektion des oberen und
unteren Vertrauensintervalls — dargestellt durch eine Ausgleichsgerade durch die vorhandenen
Punkte — die Grenzen des Vertrauensintervalls flir besonders kleine Volumina an die Grenzen
der Konfidenzintervalle stoen. Dies bedeutet fiir die Praxis, dass nicht beliebig kleine
Volumen / Flichen mit hinreichender Ubereinstimmung bzw. Reproduzierbarkeit gemessen
werden konnen. Diese Grenzen sind jedoch rein technischer Natur und nicht auf den Logitech
IO-Pen beschrinkt, sondern gelten ebenfalls fiir das Zeichentablett mit dem Handdigitizer. Bis
zu einer gewissen Grenze (Auflésung des Mikroskops) kann man diesem Umstand durch das
Wihlen einer geeigneteren Vergro3erung begegnen.

Somit konnte gezeigt werden, dass der neue Algorithmus mittels I0-Pen und NucleoScope
hinsichtlich der Gite seiner Ergebnisse gleichwertig mit der Referenzmethode ist und diese zu

ersetzen vermag.
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4.2 Methodische und technische Vorteile des neuen Algorithmus

Der im Hinblick auf den notwendigen Zeitaufwand kritische Schritt bei der Erhebung
morphometrischer Parameter ist bei der Referenzmethode mittels Zeichentablett die
unvermeidbare zweite Umfahrung fiir die Digitalisierung der Kernschnittebenen. Sie bedingt,
dass sich der Zeitaufwand der Methode insgesamt verdoppelt (siehe Kapitel 1.3).

Ein Wegfall dieses Schrittes — wie im neuen Algorithmus realisiert — bedeutet in der Praxis
eine erhebliche Erleichterung fiir den Untersucher. Der halbierte Zeitaufwand steigert die
Effizienz deutlich, so dass durch diesen Vorteil allein im gleichen Zeitraum die doppelte
Datenmenge bewiltigt werden kann.

Ein weiterer bedeutender Vorteil, der sich durch den Wegfall dieses Schrittes im Algorithmus
von NucleoScope ergibt, ist die Vermeidung einer zusétzlichen methodischen Fehlerquelle.
Der Umstand, dass man bei der Referenzmethode die mit Bleistift vormarkierten Grenzen mit
dem Handdigitizer nachfdhrt, hat zur Folge, dass eine visuelle Kontrolle durch die bei der
Erstumfahrung vorhandene anatomische Struktur fehlt. So zeigte sich in der Praxis
wiederholt, dass dadurch die Gefahr, Fliachen vorschnell zu schlieBen und somit zu
verfilschen, steigt. Es obliegt bei der Referenzmethode allein der Aufmerksamkeit des
Untersuchers solche Fehler zu vermeiden (Hennig, 1960). Da bei der hier vorgestellten
Methode mittels NucleoScope eine nachtrigliche Digitalisierung nicht erforderlich ist,
sondern stets am Mikroskop direkt mit Blick auf die anatomische Struktur umfahren wird, ist
diese Vorgehensweise der Referenzmethode iiberlegen; eine zusétzliche methodische,
Untersucher-abhingige Fehlerquelle wird somit ausgeschaltet.

Ein weiterer entscheidender, technischer Vorteil der neuen Methode ist die direkte
Berechnung der Volumina aus den erfassten Kernschnittebenen und ihre Einbindung in eine
Datenbank. So spart der Wegfall der manuellen Berechnung der Volumina zusitzlich Zeit ein
und verhindert Berechnungsfehler, die durch falsches Abtippen von Flicheninhalten entstehen
konnen. Die Speicherung der Daten in einer Datenbank erlaubt ihre mannigfaltige Portierung
auf alle gingigen elektronischen Medien und die rasche Auswertung der erhobenen Daten in
Statistik-Programmen. Somit trdgt auch dieser Umstand dazu bei, die Effizienz der neuen
gegeniiber der etablierten Methode weiter zu steigern.

Alle technisch-methodischen Vorteile der neuen Methode ermdglichen — basierend auf den im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen — eine Reduktion des gesamten
Zeitaufwandes auf ca. ein Drittel der mit der Referenzmethode benétigten Zeit (siehe Beispiel

Kapitel 1.3) bei zusidtzlichem Ausschluss zweier methodischer Fehlerquellen.
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4.3 Methodische und technische Nachteile des neuen Algorithmus

Als Nachteil gegeniiber der Referenzmethode stellte sich die urspriinglich im Zusatzmodul
Fovea Pro 3.0 vorgesehene Art der Kalibrierung an einer Strecke heraus. Insbesondere das in
Kapitel 2.7.4.1 beschriebene, zu kleine Vorschaufenster des Kalibrierungsmoduls erwies sich
in der Praxis als untauglich, da ein prézises Setzen der Kalibrierungskreuze nicht moglich
war. Dass der Effekt einer unprizisen Kalibrierung in nicht zu unterschitzendem Mal
Einfluss auf die berechneten Volumina nimmt, konnte in Kapitel 3.2 gezeigt werden. Die
exemplarisch fiir Tier 500 durchgefiihrte Analyse der Abhingigkeit des Kernvolumens von
der Prézision der Kalibrierung offenbarte einen maximalen Fehler von bis zu 1,48%, unter der
Voraussetzung, dass im kleinen Vorschaufenster die Markierungen der Kalibrierungsstrecke
(siche Abbildung 16) sichtbar getroffen wurden. Der so zusitzlich mdgliche Fehler iibertriftt
somit den durch die zweite Umfahrung am Zeichentablett mdglichen Fehler von bis zu 1%.
Dieses Problem wurde konsequent gelost durch Entwicklung und Implementierung einer
technisch prizisen Moglichkeit der Kalibrierung, welche in Kapitel 2.7.4.2 dargestellt wird,
so dass dieser initial vorhandene methodische Nachteil ausgeschlossen werden konnte.

Ein anderer potentieller Nachteil der Verwendung des IO-Pen ist seine Abhingigkeit von
Spezialpapier mit Anoto-Funktionalitit, wobei dessen Verfiigbarkeit zur Zeit problemlos ist.
Eine Verschlechterung ist zum gegenwértigen Zeitpunkt auch nicht zu erwarten, da zahlreiche
Firmen wie Hewlett-Packard, Nokia und Maxell ebenfalls digitale Stifte mit Anoto-

Funktionalitéit anbieten und die Anwendungsméglichkeiten bestdndig zunehmen.

4.4 Vorteile und Mdoglichkeiten der Software NucleoScope

Die Implementierung des entwickelten Algorithmus in eine Softwareumgebung hat neben
einer Steigerung des Komforts fiir den Anwender eine Reihe weiterer Vorteile. Der Umfang
der Software betrdgt nur wenige Megabyte. NucleoScope ist zukunftsfihig durch die
Méglichkeit, Anderungen und zusitzliche Features bei Bedarf zu programmieren. Es kann

grundsitzlich auch im Netzwerkbetrieb eingesetzt werden.
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Der bedeutendste Vorteil gegeniiber der Referenzmethode ist jedoch die mdgliche
Vollautomatisierung des Analyseprozesses ab dem Zeitpunkt der Ablage des Stiftes in seine
Station mit Transfer der Bilder in den vorgegebenen Zielordner (siche Kapitel 2.7.1.2).
NucleoScope kann so vorkonfiguriert werden (siehe Kapitel 2.7.2.4 und 2.7.2.5), dass selbst
umfangreiche Strukturen, deren Kernschnittebenen iiber mehrere Blétter gehen, ohne weitere
Interaktion durch den Untersucher korrekt berechnet und in die Datenbank eingefiigt werden.
Im Verbund mit der Moglichkeit der Angabe eines Multiplikationsfaktors (siehe Kapitel
2.7.2.4) kann der Untersucher mit Hilfe der Software den notwendigen Zeitaufwand noch

weiter reduzieren.

Die vollautomatisierte Analyse wurde erst durch die Entwicklung des automatisierten
SchlieBungsalgorithmus moglich (siehe Kapitel 2.7.5). Der dadurch bedingte Einfluss auf das
berechnete Volumen wurde untersucht und anschlieBend auf ein Minimum hin optimiert
(siehe Kapitel 3.3). Die dabei ermittelte mittlere Abweichung vom Referenzwert der manuell
geschlossenen Umfahrungen von 0,026% bei einer maximalen Abweichung von 0,16% im
untersuchten Kollektiv ist methodisch vernachlidssigbar und erlaubt die uneingeschrinkte
Nutzung der vollautomatisierten morphometrischen Analyse. Der Untersucher kann sich
wiéhrend des Ablaufs der Berechnungen anderen Aufgaben widmen, wie z.B. der Fortsetzung
der Arbeit am Mikroskop.

Die Implementierung des neuen Algorithmus in eine Softwareumgebung fiihrte im Sinne der
Zielsetzung der Arbeit zu einer weiteren Reduzierung des Zeitaufwandes, einer Maximierung

der Effizienz und einer Entlastung des Untersuchers.

4.5 Hardware-Anforderungen und Kosten der Methode mit 10-Pen und NucleoScope

Das komplette System, um mit der beschriebenen Methode morphometrische Daten erfassen
und auswerten zu konnen, besteht zusammengefasst aus folgenden Komponenten:

1) Logitech IO-Pen

2) Papier mit Anoto-Funktionalitit

3) Adobe Photoshop CS

4) ReindeerGraphics Fovea Pro 3.0

5) NucleoScope

68



Die Hardware-Anforderungen des Gesamtsystems werden von jedem zur Zeit
handelsiiblichen PC-System, wie es auch gro3e Handelsketten offerieren, erfiillt.

Die Kosten fiir die einzelnen Komponenten des Systems belaufen sich zum gegenwértigen
Zeitpunkt (Stand: Januar 2006) auf ca. 150 € fiir einen Logitech IO-Pen, ca. 160 € fiir eine
Universitétslizenz von Adobe Photoshop CS und ca. 650 € fiir Fovea Pro 3.0. Die
Gesamtkosten betragen rund 960 €. Die Verwendung des Spezialpapiers mit Anoto-

Funktionalitét verursacht Kosten von ca. 0,08 € pro Blatt.

4.6 Vergleich mit alternativen Methoden

Alternativen zur vorgestellten Methode unterscheiden sich in einem wichtigen,
grundsétzlichen Punkt. Sie alle setzen die Existenz eines Bildes der Kernschnittebene voraus,
welches einer digitalen Bildquelle entstammen muss. Als Quelle kommen dabei Scanner,
digitale Kameras und digitale Fotokameras in Frage. Insbesondere die Hersteller digitaler
Mikroskope (Zeiss, Nikon, Olympus etc.) bieten in diesem Zusammenhang Softwarepakete
an (z.B. Zeiss Axiovision, ca. 2000 €), welche die digitalen Bilder unabhingig von der Quelle
analysieren konnen. Wichtig ist zu betonen, dass insbesondere die hdufig genutzte
Kombination dieser Software mit einer Kamera mit Live-Bild dem Nutzer die Messung einer
Struktur in diesem Live-Bild technisch nicht ermoglicht (Jahne, 2002). Die initiale Aufnahme
eines Standbildes ist auch bei diesen Systemen zwingende Voraussetzung einer
anschlieBenden Messung. In der Praxis bedeutet dies, dass zunichst Bilder aller zu messenden
Kernschnittebenen zu erstellen sind, so dass der dazu notwendige Zeitaufwand beriicksichtigt
werden muss. Ferner miissen diese Bilder gespeichert werden. Der erforderliche Speicherplatz
lage — in Abhéngigkeit von der Bildqualitit — fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Kernschnittebenen bereits in der GroBBenordnung von mehreren Gigabyte und tibertrifft somit
den Speicherbedarf von NucleoScope um mehr als das 100-fache. Fiir den Fall, dass der
Untersucher die Bilder nicht auch fiir andere Zwecke bendtigt, sondern nur die
morphometrischen Daten gewinnen mdchte, ist der zusétzliche Arbeits- und Zeitaufwand fiir
die Erstellung der digitalen Aufnahmen ein deutlicher Nachteil gegeniiber der vorgestellten
Methode. Dies gilt fiir alle digitalen Bildquellen, seien es Kameras, Fotokameras oder

Scanner.
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Zum gegenwiértigen Zeitpunkt besteht keine Moglichkeit, einen Hirnkern oder eine andere
anatomische Struktur automatisch erkennen zu lassen (siehe Kap. 1.3). So ist auch bei den
digitalen Mikroskopen nach der beschriebenen Bildaufhahme die manuelle Struktur-
Identifikation absolut notwendig. Die Umfahrung erfolgt auf dem Monitor in der Regel mit
Hilfe der Maus. Sowohl die Maus, als auch alternativ eingesetzte Touch-Screen-Monitore
sind als Instrumente der Umfahrung unpréizise und umstidndlich (Russ, 2002). Besserung in
der Prézision verspricht allenfalls die Mdglichkeit der Nutzung eines Hybriden aus TFT-
Flachbildschirm und Zeichentablett, sogenannte Pen-Displays, wie sie die Firma Wacom als
Neuheit mit der ,,Cintiq“-Reihe seit kurzem anbietet. Auf Anfrage konnte aber z.B. die Firma
Zeiss keine Angaben zur Kompatibilitit dieses Gerdtes mit ihrer Software AxioVision
machen, es ldgen keinerlei Erfahrungen zum Anschluss eines solchen Gerites an ein Digital-
Mikroskop vor. Neben der fraglichen Kompatibilitit miissen auch die Kosten dieses Gerétes
von ca. 3000 € beriicksichtigt werden.

Ein weiterer wichtiger Vorteil der vorgestellten Methode ist die beschriebene Nutzer-
unabhingige Option der Vollautomatisierung sowie die Anbindung an eine Datenbank. Eine
Vollautomatisierung der Analyse der Umfahrungen wird von den Firmen fiir ihre Software
nicht angeboten, es besteht z.B. bei der Software AxioVision lediglich die Moglichkeit, iiber
den Kauf zusdtzlicher Module die Programmierfdhigkeit nachzuriisten. Diese
Programmierung miisste dann erst durch den Nutzer erfolgen. Auch hier fallen zusétzliche
Kosten im Bereich von ca. 6000 - 7000 € (Module AxioVision ,,Commander®, ,,AutMess
Plus® und ,,VBA®) an. Ferner wird die Anbindung an eine Datenbank nicht geboten, es
besteht lediglich die Mdglichkeit, die gemessenen Daten der Einzelflichen in géngigen
Formaten zu exportieren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die bestehenden Alternativen zur morphometrischen
Bestimmung von Volumina deutliche Nachteile aufweisen in Bezug auf den Zeitaufwand, den
Komfort und die anfallenden Kosten. Lediglich unter der Voraussetzung, dass alle Bilder der
zu messenden Kernschnittebenen in digitaler Form benétigt werden, sind sie die bessere

Alternative.
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Der Verzicht auf die umsténdliche Erfassung der Kernschnittebenen als digitale Bilder, die
Moglichkeit der prdzisen Umfahrung mit einem ergonomischen Stift unter Sicht auf das
histologische Priparat, die Moglichkeit der Vollautomatisierung und die Anbindung an die
Datenbank mit Exportfunktion bei sehr niedrigen Anschaffungskosten sind die bedeutenden
Vorteile der in dieser Arbeit vorgestellten Methode. Die geringfligig hoheren laufenden
Kosten fiir das Spezialpapier werden durch die Vorteile mehr als aufgewogen. Die Methode
mittels I0-Pen und NucleoScope ist gegenwirtig die schnellste und preiswerteste Methode
zur Erfassung von Volumina beliebiger anatomischer Strukturen, und bietet zudem den
Komfort einer automatisierten Erfassung der Messwerte in einer Datenbank, welche einer

schnellen statistischen Auswertung den Weg bahnt.
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7. Anhang

7.1 Flacheninhalte der Einzelschichten aller Tiere

T

£ 3,0 1

5}

o

3

& 254

o

o

(&]

>

Z 2,04

£

T

£ 154

Q

e

[&]

0

© 104

£

w

8 05-

g

= R SD N P

S 0,0-

= 0,99923 0,02642 26 <0.0001

[&) [ T T T T T 1

;_‘_E 0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0
Flacheninhalt der Einzelschichten mit Zeichentablett [mm?]

T

£ 3,0 -

()

Q.

8

A 2.5

o

Q

(&]

>

Z 2,0

€

c

g

£ 154

2

<

(@]

0

Q 10

£

W

)

T 0,54

g

= R SD N P

G 0,0-

< 0,99956 0,0226 26 <0.0001

% I T T T T T 1

o 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

Flacheninhalt der Einzelschichten mit Zeichentablett [mmZ]

78




Flacheninhalt der Einzelschichten mit NucleoScope [mm?]
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Flacheninhalt der Einzelschichten mit NucleoScope [mm?]
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7.2 Kumulierte Flachen fir Tier 525
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Struktur und Anwendung eines Programms (NucleoScope) zur effizienten
Volumenbestimmung in morphologischen Schnittpraparaten
(Zusammenfassung)

Morphometrie ist die quantitative Erfassung und vergleichende Analyse biologischer Formen
zur Auffindung struktureller Unterschiede zwischen Untersuchungsobjekten. Dabei ist bei
praktischer Anwendung etablierter Methoden der personelle und materielle Aufwand durch
die manuelle Identifizierung und Umfahrung der Strukturgrenzen sowie die nachfolgende
Digitalisierung per Zeichentablett hdufig ein begrenzender Faktor fiir umfangreichere
Untersuchungen an grof3en Populationen. Zielsetzung dieser Arbeit war die Entwicklung eines
Computer-Programms, das diese Probleme iiberwindet und in einer vergleichenden Testung

am Beispiel des Nucleus rotundus bei Hithnervogeln seine Reliabilitit beweist.

Dazu wurde bei 30 Hiihnervogeln (3 Rassen a 10 Tiere, Geschlechterverhiltnis 1:1) der
Nucleus rotundus iiber ein Lichtmikroskop mit Zwischentubus fiir Bildeinspiegelung
umfahren. Hierzu wurde der Logitech IO-Pen verwendet. Dieser ist ein Hybrid-Stift,
bestehend aus einer klassischen, dokumentenechten Tintenmine und einer digitalen Optik, der
die unverfilschte, zeitgleiche digitale Speicherung mit ihm erstellter handschriftlicher
Dokumente und ihre anschlieBende Ubertragung auf den PC ermdglicht. In Kombination mit
einem Spezialpapier wird die Position seiner Mine immer eindeutig und unabhingig vom
Winkel und der Ausrichtung der Optik registriert. Die neu entwickelte Software NucleoScope
steuert den Prozess der Datenanalyse der vom IO-Pen generierten Bilder, rekonstruiert aus
den Ergebnissen der Einzelfldchen die zugehorigen Volumina und iibertrigt diese in ihre
interne Datenbank. Alle Datensdtze konnen zur statistischen Weiterverarbeitung in allen
gingigen Dateiformaten exportiert werden. AbschlieBend wurde ein quantitativer Vergleich
der Ergebnisse der neuen, automatisierten und digitalen mit der etablierten Vorgehensweise
durch die statistische Methode nach Bland und Altman (1986) durchgefiihrt.

Dabei zeigten sich iiber die Gesamtheit aller umfahrenen Einzelschichten keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Methoden. Es lagen 95% der mit 10-Pen und NucleoScope
ermittelten Volumina unterhalb einer Abweichung von 1% bezogen auf den Referenzwert.
Der methodisch notwendige Zeitaufwand wurde insgesamt um mehr als 60% reduziert.

Es konnte gezeigt werden, dass der neue Algorithmus mittels 10-Pen und NucleoScope
bezogen auf die Referenzmethode gleichwertige Ergebnisse liefert und diese zu ersetzen
vermag. Der bedeutendste Vorteil jedoch ist die mdgliche Vollautomatisierung des
Analyseprozesses, so dass die hier vorgestellte Alternative gegenwértig die schnellste und

preiswerteste Methode zur Erfassung von Volumina beliebiger anatomischer Strukturen ist.
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