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Vorwort

Der vorliegende Band stellt eine Sammlung von Forschungsberichten dar, die aus einem
Workshop iiber ,,Morphometrie und Stereologie in der Pathologie* hervorgegangen sind.
Das Ziel der Tagung war, die Moglichkeiten einer Quantifizierung morphologischer
Befunde in der Histopathologie aufzuzeigen und die damit zusammenhingenden
Probleme so darzustellen, daf nicht nur die Fachleute mathematischer Disziplinen der
Morphometrie und Stereologie oder der maschinen- und rechnerorientierten Bildana-
lyse, sondern auch die klinischen Pathologen praktische Hinweise iiber Probleme und
Vorgehensweisen in der Histometrie finden.

Histometrie befaBt sich mit der mikroskopischen Vermessung von histologischen
Objekten und deren Anordnung in geeignet angeférbten Schnittpriparaten. Die Verfah-
ren reichen von der direkten Erfassung von MeBwerten im mikroskopischen Gesichtsfeld
bis hin zur voll- oder teilautomatisierten hochauflésenden digitalen Bildanalyse. Im
ersteren Fall projiziert man in der Regel das Mikroskopbild auf einen MeBtisch und
verwendet stereologische MeBmethoden, im zweiten Fall wird das Bild durch geeignete
Sensoren (z.B. Fernsehkamera) erfaft, digitalisiert und in einem Rechner verarbeitet.

Dabei sind die kleinsten interessierenden Objekte die Zellen oder deren Bestandteile,
und damit die MeBaufgaben in der Regel gleichzeitig auch zytometrischer Natur. Esliegt
damit auf der Hand, daB eine Demonstration zytometrischer Erfahrungen und Erfolge
lehrreich fiir die Histometrie sein kann, wenn auch der Bedarf an quantitativen Methoden
und die diagnostischen Anforderungen in Zytologie und Histologie verschieden sind. In
der klinischen Zytologie werden zunehmend Methoden der rechnergestiitzten Mikrosko-
pie eingesetzt. Es reicht dabei in den seltensten Féllen aus, einfache metrische Parameter,
wie ZellgroBen, und schon gar nicht nur Mittelwerte dieser Grof3e iiber eine Stichprobe zu
bestimmen. Die erforderliche Methode ist die Methode der hochaufldsenden Bildana-
lyse, die es erlaubt, photometrische Merkmale (Anfirbung), globale morphometrische
Merkmale (GroBe, Form), aber auch strukturelle bzw. texturelle Merkmale (Chromatin-
verteilung im Kern) in vielen Einzelheiten zu ermitteln und fir die Diagnose zu
verwenden (Kapitel 2.4).

In der Histometrie unterscheiden wir Bildinhalte geméaf einer Objekt- und Struktur-
hierarchie, beginnend von den Einzelzellen bis zu Gewebsbestandteilen, wie Geféfle,
Bindegewebe, Driisen, Driisenstrukturen usw. Hier gibt es eine Reihe von Aufgaben, die
mittels quantitativer MeBtechnik gelost werden konnen (Kapitel 2.3). Die entscheidende
Frage ist dabei die Frage nach der Rechtfertigung einer immer mehr oder minder
aufwendigen MefBtechnik. Wo kann sie sinnvoll eingesetzt werden? Gibt es Anwendun-
gen, bei denen das Problem ohne Messung iiberhaupt nicht geldst werden kann, und kann
sie grundsatzlich auch nur annihernd das leisten, was der sehende und erkennende,
erfahrene zytologisch oder histologisch diagnostizierende Pathologe vermag?
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Das Problem beinhaltet vereinfacht drei Aspekte, wie sie im folgenden Schema fiir die
visuelle qualitative und die quantitative Vorgehensweise einander gegeniibergestellt sind.
Es sind dies die Aspekte der Informationsaufnahme (sensational level), des Erkennens
(perceptual level) und des Verstehens (semantic level).

Erkennungsaspekte
Visuell Quantitativ
Sinneswahrnehmung Bilderfassung
Objekt- und Merkmalsgewinnung,
Strukturerkennung Objektklassifikation
Bedeutungsanalyse Préiparateklassifikation oder -gradierung

(Falldiagnose)

Dieses Schema erlaubt, an einigen zytologischen und histologischen Beispielen die
Rechtfertigung der quantitativen Vorgehensweise zu demonstrieren. Auf der Ebene der
Sinneswahrnehmung ist es der Ersatz der individuellen Sinnesschéirfe durch die immer
gleichbleibenden und iberprifbaren physikalischen Eigenschaften der MeBapparatur
z.B. des Bildanalysegerits. Wenn auch die ,,Auflosung“ der Maschine, d.h. die
rdumliche Trennbarkeit zweier Nachbarbildpunkte, bzw. deren Unterscheidbarkeit
anhand des Grauwertes, in vielen Gerédten nicht mit der des menschlichen Auges
konkurrieren kann, ist sie doch konstant und garantiert eine hohe Reproduzierbarkeit der
Bilderfassung.

Beziiglich des zweiten Aspektes der Objekterkennung anhand objektspezifischer
Merkmale kann man unmittelbar einsehen, daf die visuelle Erkennung eine im hohen
MaBe vergleichende ist unter Verwendung verfiigbarer Erfahrung, die umso groBer ist, je
kiirzer der zeitliche oder rdumliche Abstand der Sinneswahrnehmung ist. Das visuelle
Merkmal ,kleinzellig® ist z.B. nur anwendbar, wenn der Eindruck der normalen
ZellgroBe gegenwirtig ist und die GroBenunterschiede ausreichend deutlich sind. Wie
aber ist es bei flieBenden Ubergingen der ZellgroBe? Kann der Mensch die méglichen
GroBenunterschiede absolut speichern und jedes neue Priparat richtig einordnen? Er
kann es nicht. Dazu kommt, daB Unterschiede von Héufigkeitsverteilungen selbst bei
vergleichender Beobachtung nur sehr schwer erkennbar sind. Dazu gehdren schon so
einfache statistische Merkmale wie die hoheren Momente einfacher eingipfliger Vertei-
lungen, wie z.B. deren Streuung oder gar deren Schiefe. Es kann leicht demonstriert
werden, daf Bilder mit einer endlichen Anzahl verschieden grofler Objekte, die nach
MaBgabe statistischer Testverfahren deutlich unterschiedlichen Grundgesamtheiten
zugeordnet sein miissen, visuell nicht unterschieden werden kénnen. Dasselbe gilt fir
Gewebeschnitte mit stark streuenden aber statistisch signifikant unterschiedlichen Zell-
abstinden. Es ist damit klar, daB es Erkennungsaufgaben gibt, die iberhaupt nur durch
Messungen zu l6sen sind.

Dabei koénnen die zu beurteilenden Merkmale, wie im obigen Beispiel die Zell- oder
Kernflichen, sehr gut erkennbar und anschaulich, die in Frage kommenden Unterschiede
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aber visuell nicht erfabar sein. Es konnen aber auch Merkmale zur Beschreibung von
Bildinhalten Verwendung finden, die sich der unmittelbaren Anschauung iiberhaupt
entziehen. Ein einfaches Beispiel dafiir ist die in der Zytometrie sehr bedeutende Grofe
der totalen Kernextinktion. Sie ist direkt ein MaB fiir die Menge an Farbstoff im Kern und
kann gemessen werden als Produkt aus der mittleren Kernextinktion und der Fliche. Es
ist praktisch unmoglich, beim Erkennungsprozef diese beiden Parameter zu kombinieren
und etwa kleine dunkle und groBe helle Objekte, noch dazu dann, wenn sie in
Verteilungen vorliegen, als gleich oder ungleich zu beurteilen. Je komplizierter die
Merkmale aus mehreren einfachen Merkmalen zusammengesetzt sind, um so weniger
sind sie in der Regel anschaulich und damit erkennbar. Sie sind aber doch immer mef3-
und berechenbar.

Die eigentliche Leistung des Beobachters tritt damit erst in der dritten Ebene auf, der
semantischen. Hier kommt es darauf an, die Gesamtheit der erkannten Einzelheiten im
Bild mit simtlichen, nicht im Bild vorhandenen Informationen unter Zuhilfenahme von
Wissen und Erfahrung zu einer diagnostischen Aussage zu verkniipfen. Diese Leistung
wird in der Zyto- und Histopathologie auch bei Vorhandensein von Diagnose-stiitzenden
MeBwerten in Zukunft sicher noch lange vom menschlichen Experten zu erbringen sein.
Inwieweit auch sie einmal unter Zuhilfenahme von Expertensystemen durch Maschinen-
entscheidungen erleichtert oder sogar ersetzt werden kann, ist heute noch weitgehend
ungeklart. Der vollige Verzicht auf die visuelle Beurteilung ist fiir einige Aufgabenge-
biete der Zytologie denkbar, dagegen wegen der groflen Vielfalt und unterschiedlichen
Ausbildung von Gewebsstrukturen in der Histologie nur sehr schwer vorstellbar.

Grundsétzliche Unterschiede zur Zytologie betreffen auch die Wechselwirkung zwi-
schen Mensch und Maschine. Wihrend einige zytologische Probleme bei geeigneter
Probenaufbereitung z. B. bei monodispersen Praparaten (Kapitel 2.1.2) sicher vollauto-
matisch geldst werden konnen, wird die Histometrie immer die interaktive Auswahl fiir
die Befunderhebung relevanter und fiir die quantitative Bearbeitung geeigneter Bereiche
erforderlich machen. Die Histometrie ist daher in ganz anderem Mafle benutzerorientiert
als die Zytometrie und darauf angewiesen, mit relativ einfachen Methoden und nicht mit
zu aufwendigen Maschinen und Rechenanlagen ihre Probleme zu 16sen. Dies ist sicher
einer der Griinde dafiir, daB die einfachen Methoden der statistischen Morphometrie und
Stereologie zuerst in der Histopathologie Anwendung gefunden haben (Kapitel 2.2). Es
war eine der Absichten der Herausgeber des vorliegenden Tagungsbandes, die methodi-
sche Kluft zwischen der manuellen statistischen, morphometrischen und stereologischen
Vorgehensweise und den Methoden der automatischen Bildanalyse zu iiberbriicken.

Die Beitrége reichen daher von den Grundlagen der Morphometrie und Stereologie
(Kapitel 1.1-1.3) und der digitalen Bildverarbeitung (Kapitel 1.4) bis zu einer breiten
Palette von Anwendungen. Diese sind beeinfluit von Priparier- und Firbetechniken
(Kapitel 2.1) und sie betreffen neben speziellen stereologischen Auswertungen unter
anderem an photographischen Vorlagen (Kapitel 2.2) besonders die bildanalytische
Histometrie (Kapitel 2.3) und die Zytometrie (Kapitel 2.4). Ein SchluBkapitel befafit sich
mit statistischen Analyseverfahren und technischen Hilfsmitteln (Kapitel 3).

Das Buch gibt somit einen Uberblick iiber die wichtigsten quantitativen und analyti-
schen Ansatzpunkte zur weiteren Entwicklung und den Einsatz der noch jungen Disziplin
der Histometrie. Es beschreibt dabei auch den Stand der bildanalytischen Zytometrie,
insofern sie fiir die Histometrie von Bedeutung ist.
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Wir hoffen, damit zu gréBerem Verstéindnis fiir die mogliche Anwendung quantitativer
und analytischer morphologischer Methoden in der Zyto- und Histopathologie beizutra-
gen und die weithin beobachtete Kluft zwischen Entwicklung und Anwendung der
Verfahren etwas zu verringern.

Unser Dank gilt den Autoren und dem Verlag fiir Ihre Geduld bei der Fertigstellung
des Buches. Besonders bedanken mochten wir uns bei den Mitarbeitern des Labors fiir
Biomedizinische Bildanalyse der GSF, allen voran Frau dipl. math. U. Jiitting fiir Thren
unermiidlichen Einsatz bei der redaktionellen Bearbeitung der Manuskripte. Frau
E. Reinhard hat sich aufopfernd um die Reinschrift und graphische Gestaltung der
Tabellen bemiiht.

Miinchen und Basel, im Sommer 1988 G.BURGER
M. OBERHOLZER
W. GOSSNER
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Einfiihrung: Gestaltwahrnehmung in der
Histopathologie
Wolfgang Gossner, Martin Oberholzer

Phianomenologie ist die Lehre von den Erscheinungen: Phénomenologische
Pathologie ist die Lehre von den vielgestaltigen krankhaften morphologischen
Erscheinungen; sie kann auch als Pathomorphologie bezeichnet werden. Der
diesem Buch zugrunde liegende Workshop hatte hauptsichlich Probleme der
Quantifizierung zytologischer und histologischer Befunde, so wie sie jeden Tag
unter dem Mikroskop des Pathologen liegen, und an denen Diagnosen gestellt
werden, zum Ziel.

In der Diagnostik ist sich der Pathologe meist nicht bewuflt, wie stark das
urspriingliche Gewebsmaterial durch Fixierung, Dehydrierung, Einbettung,
Schnittherstellung und Farbung artifiziell verdndert worden ist. Das im histo-
logischen Priparat vorliegende Fixations-Farbebild wird denn auch seit Nissl als
"Aquivalentbild" bezeichnet. Dieser Begriff meint, daB es den urspriinglichen
lebenden Zustand des Organs, aus dem die Gewebeprobe stammt, widerspiegelt.
Eine solche Aquivalenz setzt allerdings eine konstante und kontrollierte Pripa-
rationstechnik voraus. Damit ist ein sehr wichtiges Problem der Gewebs- und
Zellpraparation angesprochen, das auch in der Morphometrie von Gewebe-
strukturen von grofer Bedeutung ist und erste methodische Grenzen markiert.
Diese Grenzen werden aber nicht nur durch das Objekt der Betrachtung gesetzt
und damit durch die Technik der Praparateherstellung beeinflufit, sondern haufig
auch durch den Betrachter selbst. GroBle Schwierigkeiten kénnen bei der Beurtei-
lung eines Priaparates mit einer ungewohnten Farbung eines Gefrierschnittes oder
eines Schnittes nach Kunststoffeinbettung auftreten.

Bei der Betrachtung eines Priaparates im Mikroskop erhalten wir aus dem
histologischen Bild Informationen, die wir aufgrund unseres Wissens, unserer
Erfahrung und unserer Urteilskraft zu Befunden und Diagnosen verarbeiten.
Pathologisch - anatomische Diagnosen sollten - wenn moéglich - zuséatzlich in die
gingigen Klassifikationssysteme passen und die vereinbarten Nomenklaturen
beriicksichtigen. Es ist selbstverstiandlich, daB im Hinblick auf die genannten
Voraussetzungen - Wissen, Erfahrung, Urteilskraft - individuelle Grenzen
bestehen.

Man kann davon ausgehen, daf in der diagnostischen Pathologie ein gut aus-
gebildeter Pathologe etwa 95% aller Biopsien mit den normalerweise zur
Verfiigung stehenden Untersuchungsverfahren eindeutig begutachten und
diagnostizieren kann, fir die restlichen 5 % werden Spezialuntersuchungen oder
die Hilfe spezialisierter Referenzzentren benatigt.

Karl Lennert hat 1983 in seiner Erdéffnungsrede bei der Jahrestagung der
Deutschen Pathologen in Luzern als erste Voraussetzung fiir erfolgreiches Arbei-
ten und Forschen in der Pathologie auf die Freude an der Morphologie und die
Bedeutung der morphologischen Begabung hingewiesen. Morphologische



Begabung ist an ein hohes visuelles Unterscheidungsvermégen und Gedachtnis
gebunden. Visuelles Unterscheidungsvermégen basiert auf einer hochentwik-
kelten Fahigkeit zur Gestaltwahrnehmung. Gestalt im Sinne Goethes bedeutet
mehr als nur Form oder Struktur. Gestalt umfafit das Ganze, das mehr ist als die
Summe seiner Teile. Dieser Gestaltbegriff wurde erst auf dem Boden der
Gestalttheorie von Ehrenfels (5) durch die Verhaltensforschung in seinem
eigentlichen tieferen Sinn erfafit.

Mit der Gestalttheorie und ihrer Beziehung zur morphologischen Krankheits-
forschung hat sich Doerr (3) in einem Editorial in Virchows Archiv ausfiihrlich
auseinandergesetzt. Lennert (8) geht in der bereits erwihnten Eroffnungsrede
dabei unter anderem auch auf die Gestaltphidnomene in der Musik ein. Dabei
verdeutlicht er anschaulich das Prinzip "Gestalt" in der Kompositionsform
"Thema mit Variationen". Darin wird die gleiche Grundgestalt - z.B. die Melodie,
die das Thema bestimmt - vielfach abgewandelt, bildlich gesprochen in verschie-
dene Gewander gehiillt. In der Verhillung das Thema wiederzuerkennen, ist
Gestaltwahrnehmung im eigentlichen Sinn.

Lorenz (9) bezeichnet Gestaltwahrnehmung als einen '"ratio-morphen”
Vorgang, der vom abstrakten rationalen Vorgang eines, z.B. auf MeBdaten
basierenden Denkens abzugrenzen sei. Dem "ratio-morphen" Vorgang der Gestalt-
wahrnehmung soll ein eigener Mechanismus der Informationsspeicherung und
Verarbeitung im Hirn zugrundeliegen, der es z.B. dem Pathologen erméglicht,
Zellen, Gewebsstrukturen und pathologische Strukturverinderungen, nachdem
sie bereits frither schon beobachtet wurden, sofort wiederzuerkennen.

Ratio-morphe Begabung und zusétzliche ratio-morphe Schulung sind fir die
diagnostische Pathologie von unschatzbarem Wert. In der Forschung erméglicht
die Fahigkeit zu ratio-morphem Denken aus einer Vielzahl dhnlicher Phinomene
das morphologisch Besondere zu erkennen, also etwas Neues zu entdecken. Der
ratio-morphen Betrachtung sind jedoch durch ihre stark subjektive Pragung
Grenzen gesetzt. Sie bedarf daher der rationalen Kontrolle durch objektivierende
Methoden.

Fir den Begriff "Gestalt" in der deutschen Sprache gibt es in der englischen
Sprache kein addquates Wort; er kann deshalb nicht direkt iibersetzt, sondern
mufl umschrieben werden. Mit dem Begriff "Gestaltwahrnehmung" am néchsten
verwandt ist der englische Begriff "pattern recognition und analysis". Mit der
Bedeutung der Gestaltwahrnehmung bei der Interpretation histologischer Bilder
haben sich Dudley(4), Ackermann (1) und vor allem Underwood (10) ausein-
andergesetzt. Bei diesen Autoren wird der Begriff "Gestalt" aber meist mit dem
stark vereinfachenden Begriff "Muster" ersetzt. Verschiedene Tumoren sind durch
solche Muster charakterisiert: z.B. ein cribriformes Muster bei intraduktalen
Mammakarzinomen und Prostatakarzinomen, eine Palisadenstellung der Kerne
in einem Neurinom, ein "Fischgrit"-Muster in einem Fibrosarkom.

Bei der Interpretation histopathologischer Praparate wird oft unbewuft sowohl
die ratio-morphe Betrachtung, also Gestaltwahrnehmung, als auch "pattern
recognition” sowie die rationale oder heuristische Methode angewandt. Das
Muster wird zur Gestalt, wenn zuséatzliche Informationen iiber die Bedeutung des
Musters einflielen.

Moderne naturwissenschaftlich gut fundierte Methoden erméglichen es uns
heute, aus histologischen Praparaten tiber die morphologischen Befunde hinaus
weitere zusitzliche Informationen zu gewinnen, die fir die Diagnose von



Bedeutung sein kénnen. Wichtigste dieser ergdnzenden Methoden ist die Histo-
chemie, darunter besonders die Immunhistochemie und die Enzymhistochemie.
Marker fiir spezifische Zellstoffe (Sekretionsprodukte, Zellinhaltsstoffe) oder Zell-
und Gewebestrukturen helfen uns bei der Identifikation lichtmikroskopisch nicht
und nur schwer unterscheidbarer oder identifizierbarer Zellen weiter und ermég-
lichen oft die Klassierung, die Bestimmung der Histogenese und die Beurteilung
der Dignitdt von Tumoren, die mit den iiblichen Firbemethoden als unklar
bezeichnet werden miifiten. Die immunhistochemischen Techniken gewinnen
durch die Anwendung monoklonaler Antikérper zusehends an Bedeutung, da sie
eine hohe Spezifitat und Sensitivitat aufweisen.

Die histochemischen Methoden stellen chromogene Reaktionen dar. Dadurch
wird eine Zuordnung der optisch dargestellten Zellen zur umgebenden histo-
logischen Struktur méglich. Auf diese Art und Weise koénnen zuséatzlich zu
bekannten morphologischen Phanomenen funktionelle, bisher verborgene
Phinomene entdeckt werden, die nicht selten auch noch die Augen fiir zuvor nicht
erfaflite morphologische Unterscheidungsmerkmale 6ffnen. Die Grenzen der histo-
chemischen Methoden liegen oft in der Empfindlichkeit der nachzuweisenden
Stoffe oder Strukturen gegeniiber den Eingriffen, die am Gewebe zur Schnitther-
stellung notwendig sind.

In der klinischen Pathologie wird heute eine sehr differenzierte Diagnostik
gefordert. Der zytologisch-histologische Tumortyp und sein Reifungsgrad
bestimmen nicht nur die Prognose, sondern auch die einzuschlagende Therapie.
Vom Kliniker werden daher moglichst objektive, reproduzierbare und - wenn
moglich - quantitative morphologische Daten gefordert. Solche Daten sind
besonders zur besseren Charakterisierung von Tumorvorstadien (Pricancerosen)
erwinscht. Sie konnen zur Beurteilung préaneoplastischer Dysplasien, Borderline-
Lasionen und des Tumor-Grading wichtig sein. Objektive Daten alleine gentiigen
aber noch nicht; sie miissen auch interpretiert werden. Das Problem der
Interpretation kann also auch bei Messungen nicht eliminiert werden.

Von den Klinikern, die eine moglichst eindeutige und an eine zur Zeit giltige
Nomenklatur angepafite Diagnose fordern, wird oft iibersehen, dafl in der
klinischen Pathologie eine Reihe von Fakten existieren, die eine Reproduzier-
barkeit morphologischer Daten erschwert, wenn nicht sogar unmoglich macht. Als
Beispiel sei auf die Heterogenitéit von Tumoren verwiesen. Sie betrifft oft nicht nur
die morphologischen, sondern auch die funktionellen Eigenschaften des Tumors
und erschwert die histogenetische und nomenklatorische Einordnung des Tumors
ganz erheblich. Heterogenitit ist bei vielen Tumoren die Regel. Sie sollte deshalb
auch in der Tumordiagnostik beriicksichtigt werden. Bei heterogenen Tumoren
wird die Tumorbiopsie oder ein Gewebsblock aus dem Operationspriparat oft nicht
repriasentativ fiir den ganzen Tumor sein. Am Operationspraparat stehen daher
der makroskopische Befund und die Entnahme reprisentativer Gewebsstiicke am
Anfang der Diagnostik und sind fiir die endgiltige Diagnose mindestens ebenso
wichtig wie die darauffolgende mikroskopische Untersuchung. »

In der klinischen Pathologie gehort zur Begutachtung und Diagnose nicht nur
der makro-und mikroskopische Befund, sondern auch die Kenntnis der
Vorgeschichte, der klinischen Symptomatik, anderer bildgebender Untersu-
chungsverfahren und der Topographie der Verinderungen.

Schon 1912 hat Heidenhain (6) iiber vergleichende Messungen an tierischen
Geweben berichtet. Sie wurden an den Geschmacksknospen der Papilla foliata des



Kaninchens durchgefiihrt. Diese Arbeiten sollten einen Beitrag zu der Heiden-
hain’schen Teilkorper- und Protomerentheorie liefern. Diese Theorie hatte seiner-
zeit weitgehend Anklang gefunden, ebenso wie die von Heidenhain geschaffenen
Begriffe der "Protomerensysteme" und "Histosysteme" (Hepaton, Nephron,
Neuron, Alveolen, Histion) als spezifisch konstruierte und funktionierende
Bauelemente der Organe. Wenn man heute diese Arbeiten wieder liest, ergeben
sich gedankliche Assoziationen zur Molekularbiologie und den Vielteilchen-
systemen der modernen Physik. Heidenhains Schiiler Jacobj (7) publizierte 1925
seine Untersuchungen tber Zellkerngroflen unter Anwendung stereologischer
Verfahren und beschrieb das rhythmische Kernwachstum. Der Titel einer von ihm
1942 veroffentlichten Publikation (7) koénnte durchaus in einem heutigen Konzept
zur Umweltbiologie stehen. Er lautet: "Die verschiedenen Arten des gesetz-
maBigen Zellwachstums und ihre Beziehung zur Zellfunktion, Umwelt, Krank-
heit, malignen Geschwulstbildung und zum inneren Bauplan".

Ein Zitat von Dahl (2) umschreibt die Situation, in der die klinischen Patho-
logen sich befinden, wenn sie mit der Fiille pathologischer Phianomene konfron-
tiert werden. "Ein Phianomen ist etwas, das man erklidren kann, oder das man,
wenn man mehr wiilte, erklidren kénnte, oder wenigstens den Wunsch erweckt,
man koénnte es erklaren."
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1 Grundlagen der Morphometrie



1.1 Morphometrische Parameter
Martin Oberholzer, Mauro Buser, Ralph Peterli

A. Einleitung

Messungen zur Objektivierung morphologischer Befunde wurden wihrend der
letzten 30 Jahre in den morphologisch orientierten medizinischen und biologi-
schen Fachgebieten immer haufiger durchgefiihrt und haben auch in Pathologie
und Anatomie groBe Bedeutung erhalten. Techniken, die Messungen an Struk-
turen ermoglichen, kénnen unter dem Begriff "Morphometrie" zusammengefaft
werden. Die wichtigsten Techniken sind: Stereologie, geometrische Morphometrie,
Analyse von Objektverteilungen, digitale Bildanalyse (pattern recognition) und
syntaktische Strukturanalyse, die auf der "Néachster Nachbar-Methode" basiert
(10) (siehe Kapitel 1.2).

Stereologie ist eine mathematische Methode, mit der tber Axiome der geome-
trischen Wahrscheinlichkeit von einfachen Mefgriofen einer Struktur, die in einer
Anschnittsfliche erfaBt werden, auf rdumliche (dreidimensionale) oder andere
zwei- und eindimensionale Parameter dieser Struktur geschlossen werden kann.
Die stereologischen MeBverfahren sind die dltesten morphometrischen Verfahren;
sie konnen ohne Hilfe von Computern durchgefiihrt werden.

Die geometrische oder planimetrische Morphometrie hat an Bedeutung zuge-
nommen, seitdem semiautomatische Bildanalysesysteme zur Verfugung stehen.
Sie erlauben eine schnelle, genaue und einfache Messung von Strecken, Flachen,
Umfingen oder Koordinaten. Zur Bestimmung spezieller Formfaktoren miissen
die Konturen der Objektprofile (z.B. Zellkerne) in EinzelmeBpunkte mit je einem
x- und y-Koordinatenpaar aufgelést und die Koordinatenpaare erfafit werden (24).
Die geometrische Morphometrie wird héufig in der Zytomorphometrie eingesetzt
mit dem Ziel, geometrische Kern- und Zellveridnderungen zur Diagnostik und
Ermittlung der Prognose zu verwenden (z.B. 5, 7).

Neben der Bestimmung stereologischer und geometrischer Parameter dirfte in
Zukunft in der Morphometrie auch der quantitativen Erfassung von Objektvertei-
lungen in einem Testfeld eine steigende Bedeutung zukommen. Einer der Griinde
dafiir ist die Moglichkeit, mit Hilfe moderner immunzytochemischer und anderer
Techniken sowohl Molekiile als auch Zellen spezifisch darstellen zu kénnen.

Die digitale Bildanalyse auf der Grundlage von Verfahren der Mustererken-
nung ermoglicht die Extraktion weiterer Informationen aus Bildern morphologi-
scher Strukturen wie z.B. Zellen und Zellkernen (siche Kapitel 2.3, 2.4, 3.4).
Bislang konnte die Methode nur mit gréBeren Computersystemen angewandt
werden (6). In den letzten Jahren zeichnet sich aber eine technische Entwicklung
ab, welche die digitale Bildanalyse auch an finanziell gunstigeren Microcomputer-
systemen erméglichen diirfte. Bei der digitalen Bildanalyse werden Bilder
(Muster) in Rasterpunkte oder homogene Bildelemente aufgelost. Dadurch werden



die Bilder in eine computergerechte Form gebracht. Die Raster- oder Bildpunkte
werden als Pixels (picture elements) bezeichnet. Die Auflésungsqualitiat der Bilder
hingt von der Hardware ab und kann zwischen 128 x 128 und 1024 x 1024 Pixels
pro Bildschirm schwanken. Die einzelnen Pixels weisen unterschiedliche
"Grautone" oder Grautonwerte auf, die ebenfalls in Abhingigkeit von der
Hardware zwischen 16 und 256 liegen konnen.

Die syntaktische Strukturanalyse beruht auf der "Nichster Nachbar-Methode"
(siehe Kapitel 2.3.2 und 2.3.3)

B. Nomenklatur

Bei der Bezeichnung der verschiedenen morphometrischen und vor allem der
stereologischen Parameter ist es wichtig, daf '

1. die Terminologie der Internationalen Gesellschaft fiir Stereologie beriicksich-
tigt (27) und
2. bei stereologischen Parametern das Referenzkompartiment angegeben wird.

Nur wenn diese Bedingungen beachtet werden, kénnen Mif3verstindnisse bei
der Wahl der geeigneten und zur Beantwortung einer Frage notwendigen Parame-
ter und bei der Interpretation der Mefresultate vermieden sowie die Befunde
verschiedener Arbeitsgruppen miteinander verglichen werden.

Beispiel (Abb. 1): Der stereologische Parameter "Oberflichendichte der
Alveolarsepten bezogen auf ein Einheitsvolumen Lungengewebe” sollte als
SV(ALS/LUNGE) abgekiirzt werden. Die Bezeichnung S bedeutet Oberfliache
(Surface) und bezieht sich auf das Kompartiment ”Alveolarsepten” (erster Begriff
in der Klammer), die Bezeichnung V bedeutet Volumen und bezieht sich auf das
Referenzkompartiment (zweiter Begriff in der Klammer). Analog wird die Volu-
mendichte der Alveolarsepten in der Lunge mit Vy(ALS/LUNGE) abgekirzt.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die teils eigenwilligen, nicht standardisier-
ten Abkirzungen, die in der Knochenmorphometrie anzutreffen sind und die,
wegen fehlender Einheitlichkeit, Vergleiche und Interpretationen der Mefiresul-
tate stark erschweren.

Oberfldche der Alveolen

V(ALS/LUNGE) in

Volumeneinheit
Lungengewebe

Abb. 1. Eine verstandliche, klare und vollstindige Nomenklatur fiir stereologische Parameter ist
wichtiger Bestandteil morphometrischer Arbeiten und hat die untersuchten Strukturelemente und
die Bezugskompartimente zu umfassen.
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C. Stereologische Parameter

Die detaillierten Formeln zur Berechnung der einzelnen stereologischen Parame-
ter sind bei Weibel (51), Aherne und Dunhill (2) sowie Oberholzer (36) und die
theoretischen Grundlagen dazu bei Weibel (52) festgehalten. Die stereologischen
Parameter kénnen grundsitzlich als Quotienten oder Funktionen dargestellt
werden:

Als Quotienten:
LU (x)

XywR) = 1)
ZPR)

X : Flache (A), Volumen (V), Umfang (B), Anzahl (N), Oberfliache (S),
Lange (L) oder Kurvatur (K) von Anschnitten der gemessenen
Kompartimente x

Y : Fliche (A), Volumen (V), Oberfliche (S) oder Liange (L) von Anschnitten
des Referenzkompartimentes R

U : Anzahl Trefferpunkte des Testrasters iber Anschnitten des analysier-
ten Kompartimentes x, Anzahl Durchsto8punkte zwischen den Linien
des Rasters und der dufBleren Begrenzung der Anschnitte von x oder
Anzahl Anschnitte von x

Pr) : Anzahl Trefferpunkte des Testrasters iiber Anschnitten des Referenz-
Kompartimentes R

K : Faktor, abhingig von Art und Qualitat des verwendeten Testrasters,
Vergroferung, Form- und Verteilungskonstanten, Korrekturkonstan-
ten und Konstanten aus Axiomen der geometrischen Wahrschein-
lichkeit

Als Funktionen:
XywR) = f[Xw,Y®] - K (2)

Gleichung (1) wird verwendet fiir die Berechnung stereologischer Parameter
aus Trefferpunkten, DurchstofSpunkten oder Anzahl Strukturanschnitten;
Gleichung (2) fiir die Berechnung stereologischer Parameter aus - meistens mit
semiautomatischen oder automatischen Bildanalysegeriten gemessenen - Langen,
Umfingen, Flichen oder der Anzahl von Strukturelementen.

Fiir die praktische Anwendung hat sich eine Unterteilung der stereologischen
Parameter in "einfache" und "kombinierte"” als sinnvoll erwiesen. In Tabelle 2 sind
die gebriauchlichsten einfachen, in Tabelle 3 die wichtigsten kombinierten stereo-
logischen Parameter zusammengestellt. Als kombiniert werden stereologische
Parameter bezeichnet, die aus zwei oder mehreren einfachen abgeleitet und
berechnet werden kénnen. Die volumenbezogene numerische Dichte kann nach
drei Methoden berechnet werden (Tabelle 3): Bei der Methode nach Weibel und
Gomez (1962) (53) ist k' = K/ (K: Verteilungskonstante (siehe Weibel (51),
B: Formkonstante), bei der Methode nach Flodérus (21) ist k" = t + 2r - 2h
(t: Schnittdicke; r: Radius der angeniahert kugelférmigen Partikel; h: Hohe der
kleinsten, noch im histologischen Schnitt zur Darstellung kommenden Partikel-
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Tabelle 2. Einfache stereologische Parameter

Parameter Dimension Abkiirzung Referenzgrofle  Autoren

Flichendichte - AAxR) Flache Delesse (1847) amn

Volumendichte -- VvR) Volumen Thomson (1930) (46)
Glagoleff (1933) (23)

Umfangdichte e BawR) Fliache Weibel (1979) (51)

Numerische Dichte 1! NLwR) Linge

I? NawR) Flache

Oberflichendichte 1! SvixR) Volumen Tomkeiff (1945) (47)
Saltykov (1974) (41)

Kurvaturdichte 12 Kvr) Volumen De Hoff (1967) (15)

Formfaktor - rho -- Takahashi und (45)
Matsumoto (1980)

¥ 1:Léingeneinheit

kalotte), und bei der Methode nach Ebbeson und Tang (19) entspricht k™ = t, - t,
(t,: Dicke des Schnittes 1; t2: Dicke des Schnittes 2; wobei t; > t2). NawR)1
entspricht der flichenbezogenen numerischen Dichte des Strukturelementes x im
Schnitt der Dicke t1, Na(x/R)2 derjenigen im Schnitt der Dicke tg. (Zur Bestimmung
der Dicke eines Schnittes siehe (51) und (86)). Die Bestimmung der stereologischen
Parameter, die keine Dimension aufweisen [z.B. Vy(/R)], ist unabhéingig von einer
etwaigen Orientierung der analysierten Strukturen. Bei der Berechnung der tibri-
gen Parameter muf eine allfillige Orientierung der Strukturen oder Objekte in
Betracht gezogen werden (14, 32, 52) (siehe Kapitel 1.3).
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D. Planimetrische oder geometrische morphometrische Parameter

Die bedeutendsten planimetrischen morphometrischen Parameter sind: Linge,
Umfang und Flache von Strukturanschnitten, Formfaktoren, mittlerer Radius,
mittlere Wandbreite, mittlerer Durchmesser sowie mittlere Dicke (Sehnenléingen)
von Strukturelementen.

Der iblicherweise benutzte kreisbezogene Formfaktor ist definiert als:

A
C(x)2

A(x) : Flache des Anschnittes des Strukturelementes x
C(x) : Umfang des Anschnittes des Strukturelementes x

Fx) =4n (Saltykov, 1974) (41) 3

A(x) und C(x) kénnen mit semiautomatischen Geriten einfach und direkt
bestimmt werden. Die Berechnung des kreisbezogenen Formfaktors ist aber auch
mit Hilfe zweier einfacher stereologischer Parameter [Aax/R) und Baw/mr)]
(Tabelle 2) und eines kombinierten stereologischen Parameters [A(r)] (Tabelle 3)
moglich:

AA/R)
[BawR)? * AR)

Fx) =4n 4)

A(R) : Flache des Anschnittes des Referenzkompartimentes

In Anbetracht der zunehmenden Verbreitung semiautomatischer und automa-
tischer Bildanalysegerite diirfte Gleichung (4) kaum noch verwendet werden.
Dennoch ist aus ihr ersichtlich, dal viele morphometrische Parameter grundsitz-
lich auch mit dem einfachen Punktezihlverfahren ermittelt werden kénnen.

Ein Uberblick tber weitere Formfaktoren ist bei Oberholzer (36) gegeben.
Umbricht (48) untersuchte die Zusammenhinge verschiedener Formfaktoren von
Kernanschnitten bei Mammakarzinomen untereinander. Dabei stellte sich eine
enge Beziehung zwischen dem kreisbezogenen Formfaktor F und dem iiber eine
Fourier-Analyse ermittelten Formfaktor F(rouRr) (Abb. 2) heraus. In weiteren
Untersuchungen stellten wir an Mammakarzinomen fest, da der Formfaktor F
eine hohe Sensitivitat, aber eine niedrige Spezifitat fir Formverinderungen
aufweist (24). Die Spezifitit der Kernpolymorphie wird am besten (in absteigender
Rangfolge) mit den Konkavititsfaktoren, der "Bending Energy" und den
Elliptizitatsfaktoren erfait (24). @sterby und Gundersen (38) verwenden die
"Formfaktoren"

fx) = 80>/ Vw (52)
und
fx)' = 1x®/V(y)  wobei (5b)

S(x) : Oberfliche des Strukturelementes x



14

FiFour)
[

F

Abb. 2. Zusammenhang zwischen kreisbezogenem Formfaktor (F) und dem iber eine Fourier-
Analyse ermittelten Formfaktor (Frour) von Kernanschnitten bei Mammakarzinomen
(Korrelationskoeffizient R = 0.90).

V) : Volumen des Strukturelementes x
lx) : Léangedes Strukturelementes x
V(y) : Volumen des Strukturelementesy

Betrachtet man die Dimensionen von f(x) und f(x)', so ist ersichtlich, da} beide
Formfaktoren dem von Saltykov (41) definierten entsprechen und dimensionslos
sind.

(12)32/13 bzw.13/13 mit1einer Lingeneinheit (6)

Der mittlere Radius r und die mittlere Wandbreite T von Arterien kénnen nach
Gleichungen (7) und (8) berechnet werden (44):

Aw) -
r=
[L (MeD 2 + 47 Aw)] % - Lomen

Aw) : Anschnittsfliche der Arterienwand
Lven : Léange der Membrana elastica interna

. [Loven? + 47 Aew)l %5 - L (MED
B 2n

(8

Cook und Yatcs (11) schlagen fiir die Morphometrie von Arterien folgende
Hauptparameter vor: R, T (MED), Q MED) und T(w):

LMED
R=——— 9
2n

R : Radius
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TmeDp) = [R2+ AmED)/ 71 %3-R

T(MED)
QWED) = —R— (10)
DKLw) - DKL(Lum
Tow) = (11)
2

T(MED) : Dicke der Tunica medica

AMED) : Anschnittsflache der Tunica medica

Tw) : Dicke der Arterienwand

DKL(w) : Kleiner Durchmesser der Wand
DKLuMm) : Kleiner Durchmesser des Lumens

Eigene Untersuchungen (39) zeigten, daB die beiden Parameter r (Gleichung 7)
und T (Gleichung 8) sowie das Verhiltnis der Dicke der Intima zur Dicke der
gesamten Arterienwand:

TanT)
TaNT/w) = Tow (12)

die zuverlafigsten Gef48-Morphometrie-Parameter sind.

Fur die Berechnung der mittleren Durchmesser von Partikeln existieren
verschiedene Methoden, die bei Oberholzer (S. 102) (36) zusammengestellt sind.
Aherne und Dunnill (4) empfehlen als morphometrische Parameter von Muskel-
faserquerschnitten den Durchmesser oder die Anschnittsfliche der Muskelfaser-
querschnitte. Fur die Berechnung des Durchmessers sind folgende Formeln am
besten geeignet:

Dmusc) = [AmMmusc) - 4] %® (13)
Amusc) : Muskelanschnittsflache
pusc) = [DgrMuse) - Dkrmusc)l °° (14)

Dgrausc): GroBter Muskelfaserdurchmesser
Dkrmusc): Kleinster senkrecht zu Dgr(mUsc) stehender Durchmesser

DgroMusc) + DKLMMUSC)

Dmusc) = 2 (15)

(Eine Methode zur Berechnung des mittleren Durchmessers von Kapillaren
wird im Abschnitt D angefiihrt.)

Gundersen et al. (26) haben Methoden zur direkten Schitzung mittlerer Dicken
oder Sehnenlidngen von Strukturelementen vorgeschlagen. Fiir die Messung der
mittleren Dicke von Glomerulum-Basalmembranen hat sich das Verfahren von
Gundersen und @sterby (25) bewahrt. Dabei wird an zufilligen Stellen die Basal-
membrandicke (1;) gemessen.
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Aus diesen MeBdaten wird das harmonische Mittel 1(p) berechnet:

n
l(h) = — (16a)

W rae

1
1 li

n : Anzahl Messungen
Fir die mittlere harmonische Basalmembrandicke gilt dann

th) = 0.849 - . (16b)

E. Spezielle morphometrische Parameter

In der Morphometrie werden fiir die Berechnung der einzelnen Parameter neben
den klassischen stereologischen Axiomen weitere Axiome der geometrischen
Wahrscheinlichkeitstheorie und Mathematik verwendet. Auf solchen Axiomen
beruhen Verfahren zur Schitzung lingenbezogener numerischer Dichten, die
"Niachster Nachbar-Methode", Verfahren zur Berechnung von mittleren Langen,
Oberflachen und Durchmessern von Kapillaren sowie Verfahren zur Quantifi-
zierung von Verteilungen. Die mit diesen Verfahren ermittelten Parameter
konnen nicht ohne weiteres einer der beiden oben genannten Gruppen zugeordnet
werden. Sie werden deshalb von uns als "spezielle morphometrische Parameter”
bezeichnet.

Aherne publizierte 1975 (2)-basierend auf dem "Nadel-Experiment" von
Buffon (1707-1788)(8)-eine Methode zur Berechnung einer ldngenbezogenen
numerischen Dichte von Purkinje-Zellen des Kleinhirns. Ziel der Methode ist die
Berechnung der Anzahl Purkinje-Zellen pro Lingeneinheit der Linie, entlang der
sie liegen. Die Lénge dieser Strecke (l(g)) kann entsprechend der Formel von
Buffon geschitzt werden:

n d

g = — - ZIR) - — a7
2 m

Ir) : DurchstoBpunkte zwischen den parallelen Testlinien des Rasters und
einer Linie

d : Abstand zwischen den Testlinien des Rasters

m : Vergroflerung

Die gesuchte langenbezogene numerische Dichte basierend auf Gleichung (17)
betragt:

m
NLwR) = = e (18)

N(x) : Anzahl Anschnitte des Partikels x (z.B. Purkinje-Zellen)
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Abb. 3. "Nichster Nachbar-Methode" (siehe Text).

Eine weitere Methode zur Bestimmung einer Art numerischen Dichte ist die
"Néchster Nachbar-Methode " (nearest neighbour procedure) (10). Dabei wird nicht
die Anzahl Struktur- oder Partikelanschnitte bezogen auf eine Referenzfliche,
sondern die Fliache einer Referenzfliche, die pro Struktur- oder Partikelanschnitte
noch frei ist, geschitzt. Voraussetzung zur Anwendung des Verfahrens ist eine
zufillige Verteilung der Strukturanschnitte. Aherne und Diggle (8) entwickelten
die Methode weiter, um sie von dieser Bedingung einer zufilligen Verteilung
unabhingig zu machen, und fanden fiir die mittlere Fliche pro Struktur-oder
Partikelanschnitte AT :

n

2n

T (x:2 2
A@gm = I &+ 050 (19)

n : Anzahl Bestimmungen von "nearest neighbours"
X;j : Abstand zwischen dem Strukturanschnitt A und B
(A wird zufallig ausgewihlt) (Abb. 3)
yi : Abstand zwischen dem Strukturanschnitt B und C (Abb. 3)

Die Messung von x; und y, erfolgt in 4 Schritten (Abb. 3):

1. Der Strukturanschnitt A wird zufillig ausgewshlt und der am nichsten
gelegene Strukturanschnitt B festgestellt.

2. Zur Strecke AB wird durch B eine Senkrechte gelegt. Dadurch entstehen 2 Teil-
flachen I und II.

3. Der B am nichsten gelegene Strukturanschnitt C in der Fliche II wird
bestimmt.

4. Die Strecken x (AB) und y (BC) werden gemessen.

Nach Abschlufl der Messung wird ein neuer Strukturanschnitt A zufillig
gesucht. Dieses Vorgehen wird n mal wiederholt.

Haynes (28) publizierte ein Verfahren zur Schatzung der Lange von Kapillaren
[Lcap):

4 Vap

2 (20)
n  Zqj - dicap)

Lcap) =
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Vicap) : Volumen der Kapillaren: V(cap) = Vv(carmr) - VR)
V®w) : Referenzvolumen
dicap) : Durchmesser der Kapillaren

wobei

nj

Znj

qi = (21)

nj : AnzahlKapillaranschnitte im histologischen Schnitt;
Zn;j : Summe der Kapillaranschnitte in allen ausgewerteten histologischen

Schnitten
Hunziker et al. (30) berechnen den Durchmesser von Kapillaren nach
Gleichung (22):
P - d
dcap) = ————— (22)

N(x)

P(x) : Trefferpunkte eines quadratischen Testrasters iiber den Anschnitten der
Struktur x (Abb. 4)

n(x) : Anzahl Sehnen der horizontalen Testlinien tiber den Anschnitten der
Struktur x (in Abb. 4 mit einem Pfeil am linken Testfeldrand markiert)

d : Testpunktabstand des quadratischen Rasters

Die gleichen Autoren entwickelten ebenfalls eine Methode zur Berechnung der

mittleren Liange von Kapillaren.

Die Oberfliche von Kapillaren (Scap)) 148t sich nach Haynes (28) mit

Gleichung (23) ermitteln:

Y vyvy

Vicap)

Sccap) = 4- (23)

Zqi /qi - d(cAP)

|

Abb. 4. Bestimmung des mittleren Durchmessers von Kapillaren nach der Methode von Hunziker
et al (1974) (30) . Die seitlichen Pfeile markieren die horizontalen Testlinien, die auf dem
Kapillaranschnitt liegen (ZP(y) = 16; n(y) = 5).
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Abb. 5. Verwendung eines quadratischen Testrasters fiir die Analyse von Partikelverteilungen
(siehe Text).

Fir verschiedene Fragestellungen ist die Verwendung von Orientierungspara-
metern notwendig (20, 36, 40, 49).

Verteilungen von Partikeln (Abb. 5) konnen mit Hilfe des Dispersionskoeffizien-
ten (CD) quantitativ erfaBt werden. Dieser Parameter erlaubt eine Unterschei-
dung zwischen einer zufilligen oder regelméfBigen Anordnung von Partikeln oder
Objekten oder einer Anordnung in Haufen (Clusters): Betragt CD = 1, sind die
Partikel in der Testflache zufillig verteilt; ist CD < 1, sind die Partikel regelmas-
sig angeordnet; ist CD > 1, liegen sie in Haufen vor. Der Dispersionskoeffizient
(CD) ist wie folgt definiert (9): )

K m
I (mg- —)?
k=1 K K
CDh = [ — (24)
K-1 M

Die Bestimmung des Dispersionskoeffizienten ist einfach. Dafiir wird ein
quadratischer Testraster mit der Gesamtlidche F und K Boxen (= quadratische
Teilflachen) verwendet; gezdhlt wird die Anzahl Partikel (M) in der gesamten
Testfliche und in den einzelnen Teilflichen (mj). Diese Mefiresultate werden
durch zwei methodische Elemente beeinfluft:

1. Die GréBe der quadratischen Teilflichen (Boxen) in Bezug auf die geschitzte
Flache der vermuteten Haufen und
2. Die GroBe der Gesamtflache F.

Die GroBle der quadratischen Teilflache (a = F/K) sollte in Abhéangigkeit der
geschéatzten Flache des vermuteten Clusters folgende Bedingungen erfiillen (9):
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033-f=a<f (25)
f : Geschitzte Fliche des vermuteten Clusters

Die Gesamtfliache F des Testfeldes ist dann gentigend grof}, wenn

pep 28 VM ) (26)
- 59 VM

m': Anzahl Partikel in der Testflache, die auBerhalb des vermuteten Clusters
liegen.

M : Anzahl Partikel in der gesamten Testfliche (inklusive die Partikel des
Clusters)

Die nach diesem Verfahren ermittelten Dispersionskoeffizienten konnen
entweder mit der Chi%-Approximation oder mit dem von Buser et al. (9)
entwickelten CD-Test auf Unterschiede von 1 hin statistisch untersucht werden.
Die einfache Chi2-Approximation:

Chi2 = CD - (K-1) (27)

kann nach Buser et al. (9) dann verwendet werden, wenn folgende Beziehung
erfullt ist:

M/K = 8.2 - 007K | ¢-0.0052K (Aph, 6) (28)

MIK

25 49 100 169

Abb. 6. Verwendungsbereich der Chi’*-Approximation zur Priifung des Dispersionskoeffizienten
(CD) auf Unterschiede von 1: Wenn bei einer vorgegebenen Anzahl Boxen K der Mittelwert der
Anzahl Partikelanschnitte pro Boxe (M/K) den schraffierten Bereich tiberschreitet, kann die Chi?-
Approximation verwendet werden (siehe Text).
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F. Korrekturen morphometrischer Parameter

Korrekturen von Mefiresultaten kénnen dann notwendig werden, wenn Bedingun-
gen der stereologischen Axiome (z.B. zufillige Stichprobenauswahl, unendlich
dinne Schnitte, keine Orientierung (Isotropie)) nicht erfiillt sind, oder wenn
morphometrische Parameter verschiedener Individuen oder Spezies miteinander
verglichen werden sollen.

Korrekturen stereologischer Parameter sind zum Vergleich der Resultate
verschiedener Arbeitsgruppen beim "Nucleus biased sampling" (12, 13), bei
endlichen Schnittdicken (52) und bei Orientierung der ausgewerteten Strukturen
(32) notwendig.

Bei der Berechnung morphometrischer Parameter ist unterschiedlichen Organ-
groflen oder dem unterschiedlichen Alter untersuchter Individuen Rechnung zu
tragen. Aherne (2) verwendet z.B. als Korrekturfaktor fiir die lingenbezogene
numerische Dichte der Purkinje-Zellen verschiedener Individuen die dritte Wurzel
des Kleinhirngewichtes W.

In der Lungenmorphometrie setzen wir zur Standardisierung von Lungen-
volumen und Inflationsgrad folgende Korrekturfaktoren (36) ein:

) 2
g = B Vepostfix” (29)
0.47-TLC-V
und 1
33 —

= p¥3 (30)

b : Konstante in Abhangigkeit der Grofle des effektiven Luftraumes der
Lunge

Vpostfix: Lungenvolumen nach Fixation (nach der Methode von Archimedes
gemessen)

TLC : Intravital gemessene totale Lungenkapazitit

\Y : Standardisiertes Lungenvolumen: z.B. 2500 cm?

Der Exponent 3/3 in Gleichung (29) und (30) ist der Dimension des zu korrigie-
renden stereologischen Parameters anzupassen, z.B. sind volumenbezogene Ober-
flichendichten (Dimension: I'') mit p'/3, Flachen (Dimension: 12) mit % zu multi-
plizieren.

Volumenbezogene Volumen-(V), Oberflichen-(S), numerische (N) und
Langendichten (L) werden fir Vergleiche zwischen verschiedenen Spezies mit
unterschiedlicher Organgréfe folgendermafen korrigiert (37):

Vo

(
ZVGR) = ZVGRY © VV(RIO) * =5 100 (31)

Zvwr) : Korrigierter stereologischer Parameter (Z: V, S, N oder L)

Zyr)y : Unkorrigierter stereologischer Parameter
Vvwo) : Volumenanteil des Referenzkompartimentes R am Organ O
Vo) : Volumen des Organes O

oG : Standardisiertes Organgewicht (z.B. 100 g)
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Bei morphometrischen Untersuchungen sollte die Wahl der morphometrischen

Parameter nach einer sorgfiltigen Analyse der Fragestellung an erster Stelle
erfolgen. Fir die anschlieBenden Messungen ist ein schrittweises Vorgehen
angezeigt:

1.

2.

3.

Schatzung der Werte und Uberpriifung der Tauglichkeit der vorgesehenen
Parameter in einer Pilotstudie;

Festlegung der notwendigen GroBe der Stichprobe in Abhingigkeit der Resul-
tate der Pilotuntersuchung und

Bestimmung der erforderlichen Korrekturverfahren und Festlegung des Stich-
probenauswahlverfahrens.

Nur ein solches schrittweises Vorgehen fiihrt zur richtigen Parameterwahl, zu

einer erfolgreichen morphometrischen Untersuchung und verhindert, daf
Morphometrie zur "l'art pour l'art” wird.
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1.2 Vom Punktezihlen zur Bildanalyse —
Vorgehensweise und technische Moglichkeiten

Karsten Rodenacker

A. Einleitung

Bei Messungen an Schnitten stehen oft nicht ins Auge fallende Eigenschaften im
Vordergrund. Zu nennen seien hier beispielsweise leichte Verdnderungen in
Bezug auf die Auftrittswahrscheinlichkeit und Grofle interessierender Objekte,
aber auch Veridnderungen in der Anordnung der Objekte, die zwar auffallen
mégen, aber nicht leicht quantifizierbar sind.

Morphometrie und Stereologie (zu den Begriffen siehe Kapitel 1.1) mit oder
ohne digitale Bildverarbeitung und-analyse bieten hier eine groBle Vielfalt an
Methoden, die aber jede fiir sich ganz unterschiedliche Anwendungsbereiche
eroffnen. Im folgenden sei nun eine gewisse Hierarchie der Quantifizierungs-
weisen aufgebaut, die im wesentlichen die Unterschiede und Probleme heraus-
stellt, welche sich durch die verschiedenen Methoden ergeben. AuBlerdem wird
eine Entscheidungshilfe zur Versuchsplanung geboten, um dem ungeibten
Anwender einen Zugang in die Methoden der Quantifizierung zu bieten. Nicht
behandelt werden die speziellen Verfahren, fir die auf die entsprechende
Fachliteratur verwiesen wird. Ein Literaturverzeichnis, keinesfalls vollstandig,
ist beigefugt.

Die oben erwihnte Hierarchie folgt im wesentlichen dem Grad der Auflésung,
der bei der Bildvermessung angewendet wird. Dies ist nicht zu verwechseln mit der
Vergroferung und damit der lokalen Auflésung, die fur die Bilderfassung bzw.
Bildcodierung angewendet wird. Der Grad der Auflosung bei der Messung hingt in
hohem Maf vom geratetechnisch betriebenen Aufwand und der damit verbun-
denen Methode ab, wobei vier Hierarchiestufen unterschieden werden konnen:

- Punktezidhlen, als terminus technicus der "klassischen" Stereologie,

- Interaktive Erfassung fiir die Digitalisierung von Wegen in Bildfeldern,

- Automatische Erfassung mit interaktivem Eingriff sowie

- Vollautomatische Erfassung fir die Digitalisierung von ganzen Bildfeldern.

Eingegangen wird im wesentlichen auf die quantitativen MeBparameter
(Merkmale), die durch die unterschiedlichen Methoden erfalt werden kénnen.
Beim Ubergang von der visuellen, qualitativen Beurteilung zur Messung tritt
dabei die entscheidende Schwierigkeit auf, daB8 die zur Verfiigung stehenden
Merkmale selten genau die visuellen Eigenschaften widerspiegeln und im Hin-
blick auf die Fragestellung immer wieder kritisch interpretiert werden missen.
Nicht eingegangen wird auf die statistische Auswertung mit dem Ziel einer Klas-
sifikation, (siehe Kapitel 3.2), auller im Zusammenhang mit der Qualitits-
beurteilung der Merkmale.
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B. Punktezihlverfahren

Das Punktezdhlverfahren, auch Treffermethode genannt, ist die Methode der
"klassischen" Stereologie zur Bestimmung von sogenannten Dichten oder anderer
Parameter (siehe Kapitel 1.1 und 1.3). Eine Dichte bezeichnet die Wahrscheinlich-
keit fiir das Auftreten einer gewissen interessierenden Struktur bezogen auf eine
Referenzstruktur, wobei die Referenzstruktur die interessierende umfassen muf.
Die am haufigsten verwendete Dichte ist die Volumendichte Vv, also die
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines interessierenden Objektvolumens a
innerhalb des Referenzvolumens. Eine Vielzahl anderer Parameter wird verwen-
det, die unterschiedliche Referenzstrukturen haben kénnen, so da auch hier
Hierarchien entstehen.

Das Punktezidhlverfahren basiert auf einem wiederholten Zufallsexperiment.
Ein Punkt wird zufillig in das auszumessende Bildfeld geworfen (Abb. 1). Das
Verhiltnis der Punkte Paq, die die interessierende Struktur o treffen, zur Anzahl
der Punkte P die insgesamt iiber die Referenzstruktur geworfen wurden, liefert
einen Schitzwert fiir die Volumendichte

Py/P=Vg/V=Vy 1)
oder

Px/P®) = Vx/V®) = VV(wR) (2)

x: Objekt

R: Referenzstruktur

Die Notation wurde verkiirzt gewihlt, wie sie in Underwood (1970) (2) und Weibel
(1979) (3) verwendet wird. Die Qualitit dieses Schatzwertes, seine Néhe zur wirk-

Abb. 1. Schnitt eines Rattenherzen, tuscheperfundierte Kapillaren, mit eingezeichneten Kapillar-
grenzen und Zufallstreffern (Pp = 149 /1937 = 0.077) (Frau Lauk, GSF, Abteilung fiir Strahlen-
biologie).



Abb. 2. Beispiel wie in Abb. 1 mit eingeblendetem Zihlgitter fir Referenz (grob) und Objekte (fein)
(Pp = 97/(64 x 16) = 0.095).

lichen Volumendichte allein innerhalb des ausgewéhlten Bildfeldes, hingt von der
Anzahl der tber die Referenzstruktur geworfenen Punkte sowie von deren Zufalls-
auswahl ab. Diese Zufallsmethode wird praktisch nicht angewendet, da das Zdhlen
der so verteilten Punkte beschwerlich ist. Sind die Objekte in ihrer Lage zufillig
verteilt, dann kann man auch ein regelmifiges Punktegitter tiber das Bildfeld
legen, wobei leicht auch unterschiedliche Gitterabstinde fiir die Referenzfliche
(grof) und die interessierende Objekte (klein) verwendet werden kénnen (Abb. 2).
Fir die Bestimmung von Oberflachendichten wird ein Linienraster verwendet und
die Anzahl der Schnittpunkte von Linien I, (Intersections) mit Objektrindern
gezahlt. Die Oberflachendichte Sy ergibt sich dann mit der Linge L der Linien des
Rasters zu

Sv=2-I=2-14/L =2Lk)/Lw), 3

sofern die Objekte isotrop angeordnet sind. Fiir die Ableitung dieser und anderer
Formeln siehe Weibel (1979) (3).

Das Punktezahlverfahren stellt eine integrale Messung dar. Man erhilt keine
Verteilungen, sondern nur relative Mittelwerte. Man bezeichnet die der Messung
zugrunde liegenden Merkmale deshalb auch als statistische Merkmale. Die Vali-
dierung der Schatzwerte ist oft nicht einfach, da die Voraussetzungen an die Ran-
domisierung der Messung bei der Auswahl der Bildfelder nicht immer leicht zu
erfiillen sind. Die stereologische Literatur bietet eine Vielzahl von Verfahren zur
Varianzanalyse unter Anwendung von Beziehungen, die mit Hilfe der Wahr-
scheinlichkeitsgeometrie und Integralstatistik aufgestellt wurden (siehe auch
Kapitel 3.1). ’

Die Messung ist auBlerordentlich einfach. Zusatzlich zur normalen Ausriistung
erfordert sie nur die Zihlraster, fir die in der stereologischen Literatur viele
Beispiele gegeben werden, ebenso wie Erlauterungen zur eigenen Herstellung
solcher Raster. Giinstig hat sich auch ein Mikrorechner (Taschenrechner, Micro-
computer) erwiesen, der die statistischen Grundfunktionen Mittelwert, Streuung
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und Korrelation beherrscht. Der Aufwand liegt im wesentlichen in der Experi-
mentvorbereitung, die aber bei jeder Methode notwendig ist, sowie beim
Auszihlen der Bildfelder. Zusitzlich ergibt sich ein nicht vernachlassigbarer
Aufwand, wenn nicht an Hand der Originalbilddarstellung, dem Mikroskop oder
Elektronenmikroskop direkt gezidhlt werden kann. In diesem Fall sind geeignete
apparative Projektionsméglichkeiten zu schaffen, oder es miissen die Bildfelder
photographiert und photographische Abziige angefertigt werden, was Arbeit
macht und Fehlerquellen in sich birgt. Hier kann es sich zeigen, daf} bei gentigend
hohen Anforderungen an die Menge der auszuwertenden Bildfelder ldngerfristig
eine Anschaffung eines Bildverarbeitungssystems sinnvoll wird, welches es
erlaubt, die Punktezihlung mittels eingeblendeter Zahlraster an einem TV-
Bildschirm durchzufiihren (siehe Kapitel 3.3). Es soll hiermit angedeutet werden,
daB die fiir andere und/oder kompliziertere Messungen sinnvollen automatischen
Einrichtungen ebenfalls fiir das Punktezihlen verwendet werden konnen. Dies
bietet sich insbesondere an, wenn beispielsweise fiir Pilotstudien der hohe
Aufwand zur Entwicklung von MeBprozeduren beziehungsweise fir den inter-
aktiven Eingriff gescheut oder noch nicht notwendig wird. Generell 146t sich
sagen, daB in der gewahlten Hierarchie vom Punktezdhlen bis zur vollauto-
matischen Erfassung alle Verfahren der jeweils niedrigeren Verfahrensebenen in
den hoheren ebenfalls angewendet werden konnen.
Die Probleme der Methode lassen sich unter den drei Stichpunkten:

- Entwurf des Experimentes,
- Validierung des gewahlten Modelles und
- Qualitidtsanalyse der Ergebnisse zusammenfassen.

Sie bilden den "Korper" der klassischen Stereologie. Durch Anwendung grund-
legender statistischer Verfahren, wie bereits erwiahnt z.B. der Varianzanalyse von
Schitzwerten fiir Verhiltnisse, sowie moglichst guter Kenntnis und Kontrolle des
Materials, lassen sich jedoch diese Probleme beherrschen.

C. Die interaktive Erfassung

Die interaktive Erfassung erfordert zusitzlich zur normalen Ausstattung zumin-
dest ein Digitalisiertablett, gekoppelt mit einem Microrechner (siehe Kapitel 3.4).
Das Prinzip der interaktiven Erfassung ist die méglichst genaue Messung
einzelner Objekte, d.h. die Verringerung der Meflvarianz von einzelnen Objekten
im Vergleich zum Punktezihlen. Jedes auszumessende Objekt wird dabei
moglichst genau mit einer Markervorrichtung (Fadenkreuz oder Griffel) auf dem
Digitalisiertablett umfahren. Hierbei wird der gefahrene Weg in eine Folge von
Koordinaten zerlegt, die den Weg approximiert. Diese Koordinatenfolge kann nun,
abhingig von der im Mikrorechner vorhandenen Software, ausgewertet werden.
Die MeBBparameter sind jeweils bezogen auf einzelne Objekte, unter anderem
Randlinge (Weglinge), eingeschlossene Fliche, Krimmung, Feretdurchmesser,
Kaliber, Chordlinge, wobei die Genauigkeit von der Anzahl der Kooordinaten,
also des Digitalisiertaktes sowie von den in der Software angewendeten Verfahren
zur Approximation des Weges zwischen den Koordinatenpunkten abhéangt. Abb. 3
soll andeutungsweise das Vorgehen und einige ausgewéihlte Parameter illustrie-
ren. Die MeBwerte gehoren zu geometrischen Merkmalen, die den einzelnen
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Abb. 3. Beispiel fiir eine interaktive Erfassung eines Objektes. (Legende auf der Abbildung).

Objekten oder Strukturen zugeordnet sind. Sie spannen im allgemeinen eine
Haufigkeitsverteilung auf, aus der statistische Merkmale ableitbar sind. Dies
stellt eine deutliche Erweiterung zum Punktezdhlen dar, die mit erheblichem
manuellem Aufwand erkauft werden mu8i.

Da jedes Objekt im Bildfeld umfahren werden mu8, ist die interaktive Erfas-
sung aus Aufwandsgriinden nicht fiir die einfachen stereologischen Messungen
geeignet. Hier hat sich die Punktezidhlmethode als effizienter erwiesen (4 - 7).

Die Vorteile der Methode liegen neben dem Erzielen von Merkmalsvertei-
lungen in der héheren Anzahl der MeBparameter, in ihrer geringeren Meflvarianz
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im Gegensatz zum Punktezéihlen, der relativ guten Reproduzierbarkeit der Einzel-
messung und in der einfachen Handhabung. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt
im wesentlichen im groBeren Aufwand zum Umfahren der Objekte. Ein Digitali-
siertablett oder ein entsprechendes Lichtgriffel-Monitorverfahren kann selbstver-
standlich auch fir das Punktezihlverfahren eingesetzt werden. Dieses Vorgehen
ermoglicht dann eine schnelle on-line-Markierung, Zahlung und Verarbeitung der
Primérparameter (Trefferpunkte, Durchstofpunkte, Anzahl Objektanschnitte
usw.), die jedoch - wie oben erwihnt - weniger effektiv ist wie die Hand-Auge-
Methode.

D. Automatische Erfassung mit interaktivem Eingriff

Bei dieser Methode wird das gesamte zu messende Bildfeld in digitalisierter Form
in einem Speicher abgelegt. Die Digitalisierung erfolgt meistens mit einer TV-
Kamera oder einem Scanningphotometer iiber einen Analog-Digital-Wandler.
Dies erfordert einen recht hohen Aufwand an Speicherkapazitit sowie zur
Auswertung des digitalisierten Bildes eine hohe Rechenkapazitat oder viel
Spezialhardware, um akzeptable Auswertezeiten zu erreichen. Mehr oder weniger
anspruchsvolle Segmentationsverfahren der zu messenden Objekte kénnen oder
miissen interaktiv unterstiitzt werden. Hierbei kann die Segmentation zu
messender Objekte verbessert und die Objekte selbst konnen geléscht oder
ausgewihlt werden. Diese interaktive Eingriffsmoglichkeit ist der Unterschied zu
der spiter besprochenen vollautomatischen Erfassungsmethode.

Basierend auf dem digitalisierten Bild kénnen zusétzlich zu den vorher bespro-
chenen statistischen und geometrischen Merkmalen noch topologische und
optische bzw. photometrische Merkmale gemessen werden. Topologische Merkmale
sind unter anderen: ZusammenhangsmaBe, Abstandsmafle und Umgebungsmale,
die alle in gewisser Weise die Form, Orientierung, Lage und Ordnung der zu
messenden Objekte beschreiben. An einigen Beispielen seien topologische
Merkmale illustriert (Abb. 4).

Optische oder photometrische Merkmale sind meistens Mittelwerte oder
hohere statistische MaBzahlen der Verteilungen von Bildpunktwerten (Pixel)
innerhalb von Objekten, die die optische Absorption oder den Grad der Anfiarbung
bemessen. Auch hier konnen lokale Transformationen angewendet werden, so daf3
z.B. die Gradienten innerhalb von Objekten oder an ausgezeichneten Punkten im
Bild bestimmt werden koénnen (Abb.5). Dies sind nur einige Beispiele, da
prinzipiell keine Grenzen fiir die angewandten Verfahren existieren auBler dem
hierfiir nétigen Aufwand an Programmier- und Rechenleistung (12 - 14).

Der folgerichtige nachste Schritt stellt die Einbindung eines automatischen
Erfassungssystems in sogenannte Expertensysteme dar, deren wesentlicher
Bestandteil eine rechneradidquate Reprisentation des a-priori Wissens ist und die
unter Verwendung der Wissensbasis aufgrund der Mefwerte Vergleiche
vornehmen und Entscheidungen treffen konnen. '

Mit der halbautomatischen Vorgehensweise wichst der Hard- und Software-
aufwand. Die bildanalytischen Probleme steigen, aber unterscheiden sich
qualitativ nicht von denen der vollautomatischen Bildanalyse. Das entscheidende
Problem ist die Gewihrleistung einer schnellen und bequemen Eingriffs-
moglichkeit in das Bild. Der Zeitaufwand hierfiir wird in aller Regel tberschatzt.
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Abb. 4. Beispiele fiir topologische Merkmale:

a I b

cid
a) Richtungsabhingige Nachbarschaftsbestimmung. Abstinde kleiner x in zwei Richtungen sind
weill und hellgrau markiert.
b) Richtungsunabhingige Nachbarschaftsbestimmung. Abstidnde kleiner y sind grau markiert.
c)Exoskelett der Objekte, stellt eine Zerlegung in "Zellen" bzw. Kapillarenumgebungen dar.

d) Zerlegung in Gebiete mit benachbarten Objekten (Abb. 4b) sowie Zerlegung der Gebiete in
Einfluzonen der jeweiligen Objekte, dargestellt am Graubild.

Es gibt nach unserer Erfahrung bis jetzt wenig Routineanwendungen der mikro-
skopisch biomedizinischen Bildanalyse, die eine vollautomatische Vorgehensweise
erfordern (siche Kapitel 2.4.1). Echte Probleme koénnen entstehen in der
MeBgenauigkeit, da menschliche Eingriffe den tblichen individuellen Schwan-
kungen unterliegen, und in der Beschrinkung auf heuristische MeBaufgaben, die
der visuellen Wahrnehmung entsprechen. Aus diesen Grinden sollte sich der



Abb. 5. Beispiele fiir photometrische Merkmale anhand von arithmetischen Bildtransformationen
jeweils mit eingeblendeten Histogrammen:

alb
cld
a) Originalgraubild.
b) Laplacetransformation (3 x 3 approximiert).

¢) Gradientengraubild (3 x 3 Robertsgradient).
d) Geglattetes Originalbild (4 x 4 rekursiv).

interaktive Eingriff des Beobachters immer auf bildrestaurierende oder objekt-
kennzeichnende MaBnahmen beschrinken und so wenig wie moglich messenden
Charakter haben. Die eigentliche Messung sollte mit Strategien durchgefiihrt, wie
sie im folgenden fiir die vollautomatische Vorgehensweise beschrieben werden.
Nicht unerwahnt bleiben diirfen die Probleme der Interpretation von MefR-
groBen durch den Anwender, da sich nahezu alle quantitativen Merkmale,
insbesondere die topologischen Merkmale, nur schwer mit der Anschauung in Ein-
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klang bringen bzw. erkliren lassen. Eine weitere Erschwerung der Ergebnis-
interpretation bilden dann Verschiebungen bzw. Unterschiede in Mittelwerten
von Merkmalen, die wenig anschaulich sind, bzw. visuell gar nicht erkannt
werden (siehe Kapitel 2.4.1).

E. Vollautomatische Erfassung

Eine Einrichtung zur vollautomatischen MeBdatenerfassung unterscheidet sich
geritemiflig kaum von den vorher besprochenen automatischen Einrichtungen
mit interaktivem Eingriff. Der Unterschied liegt im weitaus grofieren Aufwand
zur Einbringung von algorithmischen Objektbeschreibungen, die dazu dienen, das
a-priori Wissen des Anwenders in Bezug auf den oben besprochenen interaktiven
Eingriff vollautomatisch anzuwenden. Anders ausgedriickt: Bei den vorher
beschriebenen Vorgehensweisen lag die Auswahl der zu messenden Objekte sowie
die Bestimmung der Objektgrenzen (Segmentation) zum Teil oder iiberwiegend
beim Anwender. Bei der vollautomatischen Erfassung muf} das Bildverarbeitungs-
system aufgrund von Objektbeschreibungen (Modellen), die in Form von Algorith-
men und Relationen vorliegen, die Entscheidung tiber zu akzeptierende und zu
messende Objekte sowie deren Begrenzungen (Segmentation) selbst treffen.

Am Beispiel eines Mefprogrammes soll die Vorgehensweise erldutert werden
(Abb. 6) (siehe 15 - 17). An zytologischen Ausstrichen von Schilddrisen Feinnadel-
punktaten soll die Flachen-, Umfang- und Dichteverteilung von Thyreozyten
bestimmt werden. Hierbei sollen die Thyreozyten gruppiert werden in isoliert
liegende Kerne (I..) und nicht isoliert liegende Kerne (N..), Kerne, die Teil einer
mikrofollikuléren Struktur sind (.M.) oder nicht (.N.) und Kerne, die fiir eine
globale Messung verwendet werden diirfen (..F) oder nicht (..N). (Man beachte die
Punkte zur Zeichenmarkierung.)

Esergibt sich dann folgende Vorgehensweise:

1. Positionierung des Sensors (Auswahl des zu messenden Bildfeldes) und Digita-

lisierung des Bildfeldes (Abb. 6a)

Segmentation der Thyreozyten einschlieBlich Grobauswahl (Abb. 6b)

Zerlegung zusammenhédngender Thyreozyten (Markierung I.. oder N..)

(Abb. 6¢)

4. Erkennung von mikrofollikuldren Strukturen (Markierung .M. oder .N.)
(Abb. 6d)

5. Objekte, die fiir eine globale Messung nicht gezihlt werden dirfen, liefern die
Markierung ..N oder ..F (Abb. 6e).

6. Messung von Fliache, Umfang und mittlerer Dichte aller gefundenen Thyreo-
zyten mit Markierungen entsprechend den Verfahrensschritten 3,4 und 5

7. Speicherung der MeB3daten einschliefllich der Markierungen sowie Erzeugung
von Verteilungen (Abb. 6f)

Die gespeicherten Mefldaten konnen nun abhédngig von verschiedenen Frage-
stellungen ausgewertet und miteinander verglichen werden. Zum Beispiel:

e 1o

- Vergleich aller Thyreozyten, die Teil einer mikrofollikuldren Struktur sind,
mit denen, die nicht aus einer solchen stammen:
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Tm. =7 =TnN
- Vergleich aller isoliert liegenden Thyreozyten mit allen zusammenhé4ngenden:

Ti. = ? = Tn.

- Vergleich aller isoliert liegenden, nicht aus einer mikrofollikuliren Struktur
stammenden, mit allen solchen aus mikrofollikuldren Strukturen:

TN. =7 =Twm
- Mittlere Flache aller Thyreozyten (XT N/ Anzahl)

- Flachendichte aller Thyreozyten (XT n / MeBflache oder Referenzfliche) (nur
gltig fiir Schnitte)

Aus diesem Beispiel ist bereits zu sehen, wieviele Freiheitsgrade in Bezug auf
die Auswertung der MeBdaten auftreten, die bei Beginn vielleicht noch gar nicht
bedacht oder erst spater hinzugenommen wurden. Hieran zeigt sich bereits auch
eine wesentliche Eigenschaft der vollautomatischen Erfassung: Jederzeit kann
eine Mefireihe mit mehr oder weniger verinderten Mefprogrammteilen wieder-
holt werden, ohne dafl der Aufwand des Anwenders besonders steigt. Dies hat sich
als besonders giinstig erwiesen, wenn das a-priori Wissen gering ist, also wenn der
Anwender visuell noch nicht gelernt hat, gewisse Objekteigenschaften zu
erkennen. Hier kénnen die MeBergebnisse verwendet werden, um Objekte mit
besonderen Eigenschaften aufzufinden und gehiduft dem Betrachter (Anwender)
vorzufithren. Ein Trainingssystem kann aufgebaut werden. Dies fithrt dann zu den
bereits oben erwiahnten Expertensystemen, die einerseits lernend aufgebaut sind,
aber andererseits auch Anwender trainieren kénnen. Es ist hierbei zweitrangig, ob
das Bildmaterial in digitaler Form gespeichert ist oder iber gespeicherte Pripa-
ratkoordinaten am Mikroskop repositioniert werden kann (siehe auch Kapitel 1.4).
Abschlieend seien zur vollautomatischen Erfassung noch die empfehlenswerten
Anwendungsbereiche, die Vorteile und die entstehenden Probleme aufgefiihrt.

Die Anwendungsbereiche entsprechen denen bei automatischen Einrichtungen
mit interaktivem Eingriff, wobei das Schwergewicht auf groBen langandauernden
Mefireihen liegt. Die Vorteile bestehen in der Entlastung des Anwenders von der
Routine, der einfachen Wiederholbarkeit ganzer Mefreihen und in der hohen
Anzahl méglicher Meflparameter, wobei bereits wihrend der Messung Auswahl-
entscheidungen getroffen werden kénnen.

Abb. 6. Beispiel fiir eine vollautomatische MeBprozedur (siehe Text):

alble
d | e I f
a) Original Thyreozytenbild.
b) Objektsegmentation.
¢) Zerlegung zusammenhéngender Objekte.
d) Bestimmung follikuldrer Strukturen.

e) Bestimmung der Objekte fiir eine Dichteschitzung.
f) Darstellung einiger Flachenverteilungen.
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Die Probleme entsprechen denen bei automatischen Einrichtungen mit inter-
aktivem Eingriff. Zusitzlich ist die Modellierung (Beschreibung) der zu
messenden Objekte quantitativ bzw. algorithmisch zu geben. Als Zukunfts-
ausblick sind Einrichtungen denkbar auf der Basis eines vorher erwahnten
Expertensystems, die verbale Eingabe der Objektbeschreibungen gestatten. Die
Qualitit der gesamten Messung héngt von diesen Beschreibungen ab. Es gilt der
Grundsatz: Die Formulierung der Frage (Beschreibung) an das Material beinhal-
tet die mégliche Antwort. Fiir alle Objekte, deren visuelle Beschreibung nicht oder
nur kaum existiert, erweist sich die Modellierung als sehr schwierig. Dieser Fall,
der nicht sehr selten ist, erfordert einen recht hohen Aufwand des Anwenders in
Zusammenarbeit mit dem Bildanalytiker bei der Implementierung und Entwick-
lung der MeBprozedur. Nicht zu vergessen sei der hohe Aufwand zur Standardi-
sierung der Praparate, da der Einflul der Praparation bei automatischen
Messungen besonders hoch ist (siehe Kapitel 2.1).

Der Aufwand verlagert sich in zunehmendem Mafle weg von der Datenerfas-
sung und -messung auf die Entwicklung der MeBprozeduren, wobei im wesentli-
chen der Bildanalytiker gefordert ist.

F. Zusammenfassung

Die gewihlte Gliederung vom Punktezihlen zur Bildanalyse entspricht in etwa
der natiirlichen Vorgehensweise zur Quantifizierung von Bildern. Ausgehend von
der Bestimmung relativ einfacher Parameter (statistische Merkmale z.B.
Volumendichte) werden immer verfeinertere Mefmethoden angewandt (geometri-
sche, photometrische, topologische Merkmale), die mit immer groerem MeBauf-
wand (lokale Auflésung) und Aufwand an methodischem Wissen (Bildanalyse)
verbunden sind. Hierbei mufl mehr und mehr das Wissen des Anwenders (z.B.
Pathologen) in quantitative Beschreibungen iibertragen werden. Diese Hierarchie
in Bezug auf Anwender-, Bildanalytiker- und Kostenaufwand ist in Abb.7
schematisch dargestellt.

Insgesamt wurde versucht, eine Entscheidungs-und Einstiegshilfe zur
Quantifizierung qualitativ vorliegender Beurteilungskriterien in der Zyto- und
Histopathologie zu geben. Auflerdem sollte eine mogliche Vorgehensweise
skizziert werden, die den Anwender (z.B. Zytologen und Pathologen) wie auch den
Bildanalytiker so in gemeinsame Losungsstrategien einbezieht, dafl fiir beide
Seiten Fortschritte méglich werden, ohne iiberzogene Forderungen an eine Seite
zu stellen. Gerade im Bereich der bildhaft vorliegenden Informationen ist diese
enge Zusammenarbeit unumginglich. Die immer exaktere verbale Beschreibung
der zu untersuchenden Bilddaten erleichtert einerseits die Konzeption und
Programmierung von automatischen Auswerteroutinen, andererseits erlaubt sie
eine verstindliche Interpretation und Beurteilung von Messungen. Eine exakte
Beschreibung von normalen und pathologischen Bildern zusammen mit moglichst
kompletten anamnestischen Daten und solchen von Folgeuntersuchungen von
Patienten sowie die Implementierung méglichst vieler Mefmethoden und
Ergebnisanalysen fiihren dann zur Konzeption von Expertensystemen, wie sie
bereits in einigen Bereichen der diagnostischen Medizin unter dem Stichwort von
Wissensdatenbasen in Rechnern erstellt und erprobt wurden.
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Abb. 7. Qualitative Darstellung der Veranderungen "...vom Punktezihlen zur Bildanalyse".
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1.3 Quantitative Verfahren der histologischen
Strukturanalyse unter Beriicksichtigung
verschiedener Ordnungsprinzipien
Siegfried Eins

A. Einleitung

In den anorganischen ("exakten") Wissenschaften hat die zahlenméaBige Beschrei-
bung von Beobachtungen eine lange und erfolgreiche Geschichte. In den Arbeiten
der Schule des Pythagoras sehen wir bereits einen Hohepunkt dieses Ansatzes. In
den Biowissenschaften herrschte dagegen lange Zeit eine qualifizierende Beschrei-
bung vor, ganz besonders auf dem Gebiet der morphologischen Disziplinen. Diese
Zuriickhaltung wird verstindlich, wenn man bedenkt, dal die zunéchst zugéng-
lichen makroskopischen Parameter breiten Schwankungen unterliegen, die vor
allem durch die Abhangigkeit genetischer Informationsexpression von dufieren
Faktoren bedingt sind. Erst die neuere biologische Forschung, inshesondere auf
dem zelluldren und subzelluliren Niveau, gab einen neuen AnstoB, Beobach-
tungen quantitativ zu korrelieren.

Auf dem morphologischen Sektor schloB dieser Prozef die Entwicklung neuer
Verfahren sowohl fiir die Darstellung der Struktur (z.B. spezielle histologische und
immunozytochemische Techniken zur selektiven Erfassung von Gewebskompo-
nenten, Elektronenmikroskopie), als auch fir die Datengewinnung und -analyse
(Morphometrie, Stereologie) (siehe Kapitel 1.1) ein. Wer diese Verfahren heute in
Medizin und Biologie anwenden will, muB sich die Grundlagen nicht mehr in
Zeitschriften anderer Disziplinen suchen, sondern kann auf einen Fundus
moderner Lehrbiicher zurickgreifen (1, 15, 32, 35, 38, 40). Der vorliegende Beitrag
soll eine Orientierungshilfe bei der Auswahl eines geeigneten MeBansatzes fir
eine spezielle Fragestellung geben und auf Situationen aufmerksam machen, in
denen eine schematische Anwendung morphometrischer Regeln zu Fehlinterpre-
tationen fithrt. Es wird deshalb darauf verzichtet, bei jeder Darstellung eines
Sachverhalts die Originalliteratur zu zitieren. In diesen Fallen wird wegen Details
auf die erwahnten Monographien verwiesen.

B. Quantitative Analyse biologischer Objekte

Ziel einer quantitativen Untersuchung ist nicht die Datensammlung. Vielmehr
sollte eine wissenschaftliche Fragestellung durch Interpretation der Daten einer
Losung niahergebracht werden. In Abhéngigkeit von der jeweiligen Zielstellung ist
also als erster Schritt ein geeignetes Analyse-Verfahren auszuwéhlen. Tabelle 1
zeigt eine erste grobe Einteilung nach den zu untersuchenden Objekten und dem
Bezugsraum, in dem sie vorkommen. Den folgenden Ausfithrungen liegt in dieser
Skala nur die Organ/Gewebeblock/Schnitt-Ebene zugrunde, wir beschranken uns
also auf das Gebiet der Histologie.
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Tabelle 1. Quantitative Analyse biologischer Objekte

Objektraum Objekt Dimension Methode Aussage betrifft
Biokosmos Individuen km/m Okometrie Populationseigenschaft
Soziometrie '
Organismus Korperteile m/mm Topometrie Ontogenese
Organe Phylogenese
Tomographie Pathologie
Block Gewebe cm/pm Rekonstruktion Modell
Organ Zellen cm/um Stereologie Struktur/Funktion
Organellen
Schnitt Zellen mm/pm Morphometrie Differenzierung
Organellen
Isolierte Zellen Organellen um Texturanalyse Pathologie
Formanalyse
Zellfragmente Molekiile um Diffraktometrie Molekiilstruktur

C. Messungen am histologischen Schnitt

Dem ausgewiahlten Gebiet ist gemeinsam, dal das Objekt nach Abschluf aller
Praparationsschritte in einem Schnitt oder sogar in einem Anschnitt zur Verfi-
gung steht, d.h. der direkte Verbund zur Nachbarschaft senkrecht zur Schnitt-
ebene aufgegeben worden ist. Dieser topologische Informationsverlust muf} in
Kauf genommen werden, um das Objekt einer optischen Untersuchung zugéanglich
zu machen, denn die dazu notwendige Transparenz wird im allgemeinen durch die
Schneidetechnik hergestellt. Durch kontrastgebende Verfahren wird die Transpa-
renz selbst in Schnitten wieder gesenkt, so daf} selektive Kontrastierungsverfah-
ren zu bevorzugen sind, um die Umwandlung feiner Struktur- und Funktions-
unterschiede in ein optisches Signal zu erreichen.

Die drei hier betrachteten Ebenen der Tabelle 1 unterscheiden sich in der Art
der Gewinnung und Auswertung der Schnitte. Ein Block kann mit dem Ziel
aufgeschnitten werden, eine vollstindige Serie paralleler Schnitte zu gewinnen,
um relevante Strukturen wieder zu einem raumlichen Bild zusammenzufiigen.
Der stereologische Ansatz verwendet im allgemeinen Zufallsschnitte (zufallig
gewonnene oder aus Serien entnommene Schnitte) und ist in der Lage, Aussagen
der im Einzelschnitt nicht enthaltenen raumlichen Struktur iiber geometrische
Wabhrscheinlichkeiten zurickzugewinnen. Serienschnitte sind dann erforderlich,
wenn nicht mittelnde Aussagen iber den gesamten Bezugsraum gefragt sind,
sondern die Information als Regularitiat im Objektaufbau zum Ausdruck kommt
(z.B. Orientierung, Polaritit, Lamination). Je nach Fragestellung (Gréfenbestim-
mung, Zellzahlung, Verteilungsmuster) stehen auch kombinierte Verfahren zur
Verfiigung, wobei Schnitt/Schnitt-korrelierte Paare oder Stapel, bzw. Schnitt/
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Objekt-korrelierte Schnittebenen definierter Position und Richtung zur Messung
herangezogen werden (2, 8, 23, 36).

Messungen an Schnitten geschehen im allgemeinen durch Uberlagerung des
Bildes mit einem MefBraster definierter GroBe und Struktur (transparente Folie,
gravierter Okulareinsatz) (siehe Kapitel 1.1). Das Raster liefert den MaBstab fiir
die Messung teilchenspezifischer Daten bzw. das Referenzsystem fiir das Auftreten
kollektiver Struktureigenschaften. Als Referenzsystem dienen Rasterflichen, die
Gesamtlinge der Rasterlinien oder die in die RastergroBe eingeschlossene Punkt-
zahl. Am einfachsten ist das Zahlen von Ereignissen, Treffern und Schnittpunk-
ten, die sich bei Uberlagerung des Bildes mit einem Raster ergeben. Stehen halb-
oder vollautomatische Gerite fiir die Bildanalyse zur Verfiigung, so 148t sich deren
MeBprinzip im allgemeinen auf eine Lingenmessung von Rasterlinien zuriick-
fithren, obwohl primir die Laufzeiten elektrischer, magnetischer oder akustischer
Signale gemessen werden. Elektronische Verfahren eroffnen véllig neue Moglich-
keiten der Bildverarbeitung und -analyse, es muf} aber bedacht werden, da hohe
Anforderungen an Reinheit und Kontrast des Objektes zu stellen sind, und daf
Bildverarbeitungsschritte auch die zu messenden Gréofien und deren Relationen
verdandert werden kénnen.

Methodische Einfliisse auf das Ergebnis

Sowohl die Zerlegung des Objektes in diinne Schnitte als auch die Messung an
dieser dimensional reduzierten Probe fiihren zu Schwierigkeiten bei der Interpre-
tation der Daten. Sollen die gewonnenen Daten nur zu Vergleichen herangezogen
werden, so muB3 das Verfahren, soweit es auf die Daten Einfluf} hat, standardisiert
werden. Auf diese Weise konnen Abweichungen von einer Norm deskriptiv einge-
schatzt werden, etwa die Graduierung von Therapieeffekten oder andere als
ProzeB ablaufende Veranderungen des Gewebes. Als Daten kommen hierzu auch
abstrakte Strukturdeskriptoren (Parameterkombinationen zur optimalen Tren-
nung oder Segmentierung von Subpopulationen) in Betracht (siche Kapitel 1.2
und 3.2).

Handelt es sich aber um Daten, die eine reale geometrische Strukturinter-
pretation zulassen oder auf dieser Grundlage mit Ergebnissen anderer Untersu-
chungen korreliert werden sollen, so sind die genannten Einflisse moglichst
vollstandig zu korrigieren.

Praparationsartefakte

Bevor ein Schnitt fir die Messung zur Verfugung steht, mufl das Objekt eine Reihe
von Préparationsstufen durchlaufen. Fixierung und Einbettung dienen der mecha-
nischen Stabilisierung des Objekts, die Einlagerung von Farbstoffen oder anderen
Markern der Kontrastierung. Wechselwirkungen mit Gewebsbestandteilen
(Extraktion, Denaturierung) kénnen auch zur Anderung morphologischer Eigen-
schaften (Schwellung, Schrumpfung) und damit zu falschen quantitativen Daten
fithren. Solche Fehler betreffen alle Parameter mit Dimensionscharakter, und die
meisten Strukturdaten sind dimensionsbehaftet. Aber selbst dimensionslose
GroBen (z.B. Zahlungen, Volumenfraktion) kénnen beeinflut werden, wenn die
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priparationsbedingten Anderungen in den betrachteten Organen oder Regionen
nicht gleichmaBig ablaufen (siehe "Grenzen methodischer Adaption" in diesem
Kapitel).

Zur Vermeidung solcher Fehler stehen zwei Methoden zur Verfiigung:
entweder man akzeptiert ihr Auftreten und korrigiert die Daten mit einem
entsprechenden Faktor (12), oder man legt eine Priparationsprozedur so an, daf3
Schrumpfungen und Schwellungen gar nicht erst auftreten (10). Das erste
Verfahren ist flexibler und damit sinnvoller, wenn Objekt und Praparations-
verfahren wechseln, also das AusmaB des Fehlers nicht vorhersagbar ist. Im
zweiten Fall kann man eine sehr schonende Priparation erreichen, solange
Quellungs- und Schrumpfungsfreiheit nicht nur fir den GesamtprozeB, sondern
auch fiir die Teilschritte realisiert sind.

Es muB aber in beiden Fillen beachtet werden, ob sich einzelne Komponenten
nicht unterschiedlich verhalten. Die Korrektur oder Vermeidung von Prépara-
tionsartefakten fiir Blocke oder Schnitte ist also keine Garantie fiir eine mafstabs-
getreue Quantifizierung in kleineren Struktureinheiten. Wolff (43) diskutiert
deshalb die Notwendigkeit der Standardisierung von Raumen, also der separaten
Betrachtung von Teilgebieten, die auf Grund ihrer Ontogenese, Einbindung in
eine Gesamtstruktur oder funktionellen Spezialisierung als homogener anzusehen
sind als der gesamte Gewebsraum.

Die Frage der Praparationsartefakte hat in jingster Zeit durch die Einfithrung
einer quasi riumlichen Sonde (Disector-Methode nach Sterio (36), vgl. auch
"Gestaltsvariabilitat" in diesem Kapitel) an Bedeutung verloren. Mit diesem
Verfahren sind Objektzahlungen méglich, die frei von Fehlern durch praparative
Verinderungen sind, solange diese homogen auftreten. Bei einem von Gundersen
(23) vorgeschlagenen Verfahren zur Schatzung der absoluten Partikelzahl
(Fractionator-Methode) entfillt auch diese zuletzt genannte Einschriankung.

Schnittdickeneinflufl

Fiir die Wahl der Schnittdicke spielen die mechanischen Eigenschaften des Gewe-
beblockes, die GroBe und Dichte der zu untersuchenden Struktur und die notwen-
dige Transparenz eine Rolle. Dicke Schnitte bieten den Vorteil, da8 ein grofer
Prozentsatz der Zellen oder Teilchen im Schnitt eingebettet ist und in der Projek-
tion in seiner tatséchlichen Gréfe zu sehen ist. Diinne Schnitte hingegen fithren
mit groBerer Wahrscheinlichkeit zu Teilchenanschnitten, die keine direkte Aussa-
ge uber die Grofenverhiltnisse zulassen (Tomatensalat-Problem). Durch das
Fehlen der komplexen Uberlagerungen und Projektionen (Holmes-Effekt) konnen
aber relativ einfache quantitative Beziehungen fiir die Berechnung der stereo-
logischen Schitzwerte abgeleitet werden. Damit ergeben sich z.B. die auf das
Gewebsvolumen bezogenen (Index V) Dichtewerte fiir Teilchenvolumen (V) und
Teilchenoberfliche (S) aus den auf die Schnittfliche bezogenen (Index A)
MeBwerten fiir die Profilflache (A) und -umfangslénge (B) nach ’

VvxR) = AAwR) = Vv 1

x: Objekt
R: Referenzkompartiment
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Sv(wR) = 4/rn - BA(wR)

Fir tubuldre Strukturen tritt deren Lingendichte Ly hinzu, die aus der Zahl
der Profilanschnitte (N) in einer Referenzfliche A geschitzt werden kann:

Lv wRr)= 2 NAwR) (2)

Die Tatsache, daB reale histologische Priparate eine Schnittdicke (t > 0)
haben, bedeutet eine Abweichung von den Annahmen, die bei der Ableitung der
stereologischen Basisgleichungen (Axiome) gemacht wurden. Der Schnitt wurde
dabei namlich als zweidimensionale Sonde aufgefafit, die es gestattet, Informa-
tionen aus dem Inneren des Objektes zu erhalten. Korrigierte Versionen der
stereologischen Gleichungen beriicksichtigen die Schnittdicke t und enthalten die
urspringlichen Gleichungen als Grenzfall fir t = 0 (30, 38, 39, 40). Projektions-
bilder dickerer Schnitte verfilschen nicht nur die Spurlinge gekrimmter
Oberfliachen (Holmes-Effekt), Teilchen konnen sich auch gegenseitig abschatten
{Uberlappung) und nach innen gewilbte Oberflichenteile konnen véllig uner-
kannt bleiben. Deshalb basieren Korrekturen entweder auf Annahmen iber die
Teilchenverteilung (30) (siehe "Strukturdichte (Intensitit)" in diesem Kapitel)
oder uber die Teilchengeometrie. Fiir den letzten Fall sind Korrekturfaktoren fiir
drei einfache Gestaltsklassen verfiigbar: Kugel, Scheibe und Réhre (41).

Bei der Vermessung von individuellen Strukturparametern ist der Einfluf} von
Objekttyp und -gréBe in Relation zur Schnittdicke noch offensichtlicher, wenn man
an die breite Variationsmoglichkeit der Anschnittprofile denkt. Bereits ohne Be-
ricksichtigung der Schnittdickenproblematik ist es nur fiir einfach gestaltete Kor-
per (Kugeln, Rotationsellipsoide) moglich, Aussagen tiber die Teilchengeometrie
zu machen. Der Schnittdickeneffekt iiberlagert sich dieser Schwierigkeit. Auch
das Tomatensalat-Problem, d.h. die Umrechnung einer ermittelten ProfilgréBen-
verteilung in die zugrundeliegende TeilchengréBenverteilung, 148t sich fiir diinne
Schnitte einfacher lésen (siehe "Variation der Teilchengriofie (Polydispersitit)” in
diesem Kapitel). Bei den in jungster Zeit entwickelten methodischen Ansitzen ist
deren Unempfindlichkeit gegeniiber Schnittdickeneffekten besonders hervorzu-
heben (8, 23, 36 und "Gestaltsvariabilitiat (Polymorphie)" in diesem Kapitel).

Auswahl der Bildvorlagen

Die endgiiltige Auswahl der zu messenden Schnitte erfolgt unter statistischen,
okonomischen und mefitechnischen Gesichtspunkten. Dazu sollen hier nur einige
Stichworte genannt werden, die auf besondere Aspekte stereologischer Analysen
hinweisen.

Entsprechend der Begrindung der integralen stereologischen Parameter (Glei-
chungen 1 und 2) tber geometrische Wahrscheinlichkeiten ergibt sich, daBl erst
durch Kumulieren ("Poolen") iiber einen hinreichend grofen Objektausschnitt re-
priasentative MeBBwerte gewonnen werden kénnen. Diese reprisentative Messung
ergibt sich aus Entscheidungen dariber, ob ein Rasterpunkt auf der zu messenden
Objektstruktur liegt oder nicht. Bei Vorgabe einer angestrebten Genauigkeit und
einer akzeptablen Irrtumswahrscheinlichkeit 148t sich die dafiir erforderliche Zahl
der Rasterpunkte abschitzen. Fiir die Volumendichte findet Weibel (40) als Faust-
regel fiir eine Genauigkeit von 10% und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
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den 400-fachen Wert des Verhiltnisses (1-Vy) / Vy, wozu eine grobe Niherung fiir
Vv durch eine Voruntersuchung gewonnen werden mufl. Hinsichtlich der statisti-
schen Absicherung des Gesamtergebnisses reduziert sich diese Mindestzahl von
Testpunkten entsprechend der Zahl solcher reprisentativer Stichproben.

SchlieBllich ist die Sicherheit des Ergebnisses einer stereologischen Analyse
durch eine Varianz beschreibbar, die sich aus mehreren Komponenten zusammen-
setzt, wobei sich die interindividuellen Schwankungen (z.B. zwischen den
Versuchstieren) am stiarksten auswirken. Detailliertere Angaben zu jedem dieser
Punkte finden sich in einigen Monographien iiber Stereologie (15, 32, 40) sowie bei
Gundersen (20), und in anderen Kapiteln dieses Buches (Kapitel 1.1, 2.2.2, 3.1).

Die Wahl der BildvergroBerung hat nicht nur einen 6konomischen Aspekt. Mit
der VergroBerung ergibt sich eine steigende Uberschitzung solcher Parameter, die
aus einer Lingenmessung abgeleitet werden. Andererseits gibt es eine untere
Grenze, da die zu messenden Strukturen eindeutig erkennbar und von anderen ab-
grenzbar sein miissen. Vergroflerung und Mefiraster sollten also dem Objekt ange-
pafit und gegebenenfalls fir unterschiedliche Komponenten desselben Gewebes
variiert werden.

Beruht die Quantifizierung auf Erhebung teilchenspezifischer Daten oder
Zihlungen, so muf} iber die Verwendung eines Mefrahmens hinaus eine Regel
iber die Wertung auf dem Rande liegender Teilchen eingefiihrt werden. Ziel ist die
gegenseitige Kompensation solcher Randfehler (19, 40), was bei rechteckigen
Rasterbegrenzungen durch Einfihrung verbotener Linien einfach zu verwirk-
lichen ist. Nichtreguldre und variable Rasterbegrenzungen konnen bei automa-
tischen Mefverfahren (Fernsehbildanalyse) fir den interaktiven Ausschluf}
artifizieller Bildteile interessant sein. Dann ist darauf zu achten, daB entspre-
chende Konventionen zur Vermeidung von Randfehlern in Hardware oder
Software realisiert sind.

Grenzen methodischer Adaptation

Bei den bisher behandelten methodischen Effekten und den Wegen zu ihrer Ver-
meidung und Korrektur wurde teilweise von idealisierten Bedingungen ausgegan-
gen. Bei der Korrektur der Praparationsartefakte wurde darauf hingewiesen, daf3
verschiedene Verfahren unterschiedlich auf dimensionale Priaparationsveridnde-
rungen ansprechen. Auch die Frage des homogenen oder differenzierten
Auftretens solcher Effekte mufl dabei beachtet werden (23). Im Mikrobereich
kénnen ganz andere Strukturverinderungen ablaufen als die global mef3baren
Schrumpfungen oder Schwellungen. Pathologisch veridnderte Gewebsanteile
konnen sich anders verhalten als gesundes Gewebe. Die theoretische Behandlung
des Schnittdickeneinflusses mufl davon ausgehen, dafl die damit verbundenen
Effekte kalkulierbar sind. Im realen Objekt muf} das nicht zutreffen. Abhéngig
vom Kontrast konnen Strukturen unterhalb einer Grenzdicke nicht mehr
wahrgenommen werden, oder es entstehen Unsicherheiten bei der Abgrenzung zur
Nachbarstruktur. Es gibt zwar Moglichkeiten, den Fehler durch mechanisch
verlorene oder optisch unsichtbare Kappen zu korrigieren, aber diese Verfahren
gehen davon aus, daB dieser Effekt einheitlich auftritt. Die fir einige Verfahren
abgeschwichte Forderung, dafl keine kompletten Teilchen verlorengehen, gilt nur
fur die Strukturzihlung.
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Auch in der zufilligen oder strukturadaptierten (siehe "Topik (Inhomogenitit)"
in diesem Kapitel) Auswahl der Schnittebenen st68t man an praktische Grenzen,
sei es 6konomischer Art oder weil man die fiir die Auswahl wesentlichen Vorzugs-
richtungen nur in Annsherung kennt. Diese Bedenken sollen vor einem unkri-
tischen Gebrauch von MeB- und Rechenvorschriften warnen, nicht jedoch vor der
Anwendung quantitativer Verfahren. Eine approximative quantitative Analyse
ist in jedem Fall einer rein qualitativen Untersuchung vorzuziehen, zumal die bei
richtiger Anwendung der Verfahren erreichbare Zuverlissigkeit der Aussage in
Relation zur biologischen Schwankung gesehen werden muf.

Strukturklassen und Mefstrategien

Bei Betrachtung von Schnitten sehen wir nur ein kodiertes Bild der rdumlichen
Objektstruktur. Das Entziffern dieses Codes, also die Ubersetzung der Struktur-
charakteristik in raumliche Kategorien ist anhand zufillig ausgewahlter Schnitt-
ebenen umso leichter moglich, je einfacher (ungeordneter) die Struktur ist.

Die Stereologie stellt Basisformeln fiir die Berechnung von Volumen,
Oberfliche, Linge usw. zur Verfiigung. Diese Grofen werden durch Messungen
erhalten, die an zweidimensionalen Schnitten durchgefiihrt werden. Allerdings
gelangt man primér nicht zu absoluten Werten tber die genannten Struktur-
parameter, sondern zu Dichteangaben, z.B. zu einem Ma8f pro Volumeneinheit
eines Referenzgewebes. Wenn diese Daten Ergebnisse einer zufilligen Stich-
probenerhebung sind, stellen sie unverfilschte Mittelwerte fiir das untersuchte
Gewebe dar. Dieser mathematische Apparat ist in Lehrbiichern der Stereologie
ausfihrlich dargestellt (1, 15, 32, 35, 38, 40). Die Niitzlichkeit dieses Verfahrens
wurde auf vielen Gebieten gezeigt, und sie ist besonders dort hervorgetreten, wo
die Ergebnisse mit anderen Bruttoaussagen korreliert wurden (Volumendichte
mit Stoffproduktion, Oberflachendichte mit Stoffaustausch usw.).

Betrachten wir deshalb zunichst ein einfaches Modellobjekt, welches aus
isolierten Teilchen (Zellen, Organellen) von gleicher Gréfe und einheitlicher und
einfacher Gestalt (Kugeln) besteht, die ohne Bevorzugung bestimmter
Orientierungen, zufillig und voneinander unabhéingig im Raum verteilt sind.
Unter diesen Umstédnden 148t eine einfache Analyse bereits einige Schliisse zu:
Der Schnitt von Kugeln erzeugt nur kreisformige Profile, der groBte Profil-
durchmesser entspricht dem Kugeldurchmesser, und die auszuwertenden Schnitte
konnen aus einer Serie von parallelen Schnitten ausgewihlt werden. Bei den
folgenden Betrachtungen sollen die modellhaften Annahmen iber den Aufbau des
Gewebes schrittweise aufgegeben und den Realititen angepafit werden (Abb. 1). In
anderen Worten, die folgenden Abschnitte befassen sich mit Zellen, die
unterschiedlich grof} sind, von der Kugel abweichende Gestalt zeigen und in ihrer
Ausrichtung Vorzugsrichtungen haben. Ferner wurden Akkumulationen der
untersuchten Teilchen in bestimmten Gewebspartien und Kompartimenten
zugelassen. In jeder dieser Strukturverinderungen kénnte sich der meBbare
Effekt unter experimentellen, pathologischen und Entwicklungsbedingungen am
empfindlichsten und stabilsten abzeichnen, so dal seine quantitative Erfassung
kausale Interpretationen zuldft. Unter diesen Umstinden kénnen an das
Praparat zwei ganz verschiedene Fragen gestellt werden:
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1. "Was ist bei der Auswahl der Schnitte und der Messung zu beachten, damit
man trotz der gewachsenen Komplexitit der Struktur zu reprisentativen
Daten iber die Gesamtstruktur kommt ?" (stereologischer Ansatz).

2. "Welches sind die MaBe oder Charakteristika der neu hinzugetretenen
Struktureigenschaften?" Es ist eine Frage der Definition, ob man auch diese
Parameter als "stereologisch” bezeichnet werden sollen, worauf in diesem
Rahmen nicht eingegangen wird (1, 4, 15, 32, 38, 40) (siehe Kapitel 1.1).

Die folgenden Abschnitte behandeln diese beiden Aspekte fiir die genannten
Struktureigenschaften. Am Beginn stehen die zellspezifischen Charakteristika,
also der Ubergang von Zellen gleicher (Monodispersitit) zu solchen mit einer
GréBenverteilung (Polydispersitidt) und von Zellen einfacher und einheitlicher
Gestalt (Isomorphie) zu solchen komplexer Geometrie (Polymorphie). Im weiteren
Verlauf werden solche Effekte untersucht, die erst im Gewebsverband auftreten
kénnen. Dabei wird zunichst die Invarianz gegen die Rotation aufgegeben, d.h.
Vorzugsrichtungen in der Zellanordnung (Anisotropie) zugelassen. Entsprechend
auBert sich die Akkumulation von Zellen in Gewebsregionen (Inhomogenitét) in
einer translationsabhéngigen Messung. Den Abschluf bilden Untersuchungen zur
gegenseitigen Beeinflussung von Zellen im Gewebsverband, sei es durch physische
(hohe Zelldichte) oder selektive Prozesse (Affinitdten und Phobien) von Gewebs-
komponenten. Aus Griinden der Vereinfachung wird der stereologische Schéatz-
wert fiir die numerische Teilchendichte bzw. die Teilchenzahl erst im Zusammen-
hang mit dichten Strukturen eingefiihrt. Betrachtungen tber das gleichzeitige
Auftreten mehrerer dieser "Storungen" finden sich im SchlufSkapitel.

Variation der Teilchengréfe (Polydispersitit)

Bei singuldrem Auftreten dieser Strukturausprigung behalten die an Zufalls-
schnitten gewonnenen stereologischen Schitzwerte ihre Giltigkeit. Aus 6konomi-
schen Griinden ist bei stark differierenden Teilchengréflen die Verwendung
entsprechend angepafter Raster (siehe "Auswahl der Bildvorlagen" in diesem
Kapitel) zu empfehlen, bzw. fiir verschiedene Zellklassen mit unterschiedlicher
VergroBerung zu arbeiten ("Kaskadensampling” (40)). Durch Kombination der
Ausdriicke fiir die Volumen- bzw. Oberflichendichten (1) mit dem fir die Zell-
dichte (5) (siehe "Strukturdichte (Intensitit)" in diesem Kapitel) gelangt man zu
Aussagen tiber mittlere Zellvolumen bzw.-oberflichen und bei der hier
betrachteten Kugelform der Zellen auch zu deren mittlerem Durchmesser. Ein
neues Verfahren von Gundersen und Jensen (21, 22, 28) fiir die Bestimmung des
mittleren Zellvolumens kommt ohne diese einschrinkenden Annahmen tber die
Zellgestalt aus (siehe "Gestaltsvariabilitit (Polymorphie)"” in diesem Kapitel).
Fragt man hingegen nach einem MaS8 fiir die Groflenvariation oder danach, wie
die Strukturdaten auf die zum Kollektiv gehérenden Individuen verteilt sind, so
mufBl ein anderes Vorgehen gewihlt werden, das auf teilchenspezifischen
Messungen beruht. Eine Entscheidung fiir diesen Ansatz kann z.B. dann
erforderlich sein, wenn Prozesse erkannt werden miissen, fiir die das vereinzelte
Auftreten von AuBenseitern ein erstes Signal ist. Als ein anderes Beispiel ware die
Entwicklung einer bimodalen Gréfenverteilung aus einer zunéchst normal
verteilten Zellpopulation zu nennen. Die beiden Betrachtungsweisen sind mit der
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Beurteilung einer Viéhherde einmal durch einen Fleischer und zum anderen
durch einen Zichter zu vergleichen: wihrend der eine die Menge verkiuflichen
Fleisches im Auge hat, denkt der andere an die Selektion seltener Merkmale.

Ein geeignetes Verfahren, das Ausmafl der GréBenvariation in einer
Population zu beschreiben, ist die Bestimmung einer Gréfienverteilung. Das
Problem besteht darin, daBl jede Kugel einer bestimmten Durchmesserklasse
Beitrdge zu dieser und allen kleineren Profildurchmesserklassen liefert, was
mathematisch relativ einfach zu behandeln ist. Praktisch ist man mit der umge-
kehrten Situation konfrontiert: die mebaren Profile sind der sie erzeugenden,
aber unbekannten Kugelgroflenverteilung zuzuordnen. Mit der Groflenverteilung
im Raum gewinnt man natiirlich auch eine Aussage iiber die Zellzahl. In der Zeit
zwischen der Formulierung dieses "Tomatensalat-Problems"” und den heutigen
mathematischen Losungsanséatzen unter verschiedenen Randbedingungen ist eine
stirmische Entwicklung auf diesem Gebiet abgelaufen. Das wird beim Vergleich
zweier Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema von Exner (16) aus dem Jahr 1972
und von Cruz-Orive (6) aus dem Jahr 1983 besonders deutlich. Dieses umfang-
reiche Gebiet kann hier nicht im einzelnen dargestellt werden. Eine Orien-
tierungshilfe bietet die Zusammenstellung in Tabelle2. Von praktischer
Bedeutung sind die besonders in jingster Zeit beachteten Einflisse realer
Schnittdicken (t > 0) und verlorener Kappenanschnitte (siehe "Grenzen methodi-
scher Adaption" in diesem Kapitel). Beiden Einflissen gemeinsam ist ein Defizit
bei den kleinen Profildurchmesserklassen. In Tabelle 2 ist fir die jeweiligen
Verfahren vermerkt, ob diese Effekte in der Umrechnung berticksichtigt werden.
Ein weiterer in jingster Zeit besonders beachteter Punkt betrifft die einfache
computergerechte Formulierung der Rechenvorschriften (6) und deren Austausch-
barkeit zwischen verschiedenen Anwendern (27).

In jungster Zeit sind Zweifel am Wert dieser Verfahren geiduBlert worden,
soweit sie zur Zellzihlung und Schitzung der mittleren Griofle herangezogen
werden (8, 23). Diesen indirekten Verfahren, die einen hohen MeB- und Rechen-
aufwand erfordern, an oft unrealistische Modellannahmen gekniipft sind und bei
Nichtzutreffen dieser Voraussetzungen zu obskuren Ergebnissen fithren, steht mit
der Einfithrung der Disector-Methode durch Sterio (36) ein direktes, einfaches und
prazises Verfahren gegeniiber. Der eigentliche Fortschritt dieses Verfahrens
besteht in seiner Unabhingigkeit von Annahmen tber die Zellgestalt (siehe
"Gestaltsvariabilitat (Polymorphie)" in diesem Kapitel). Wegen seiner Einfachheit
kann es aber auch fir Kugeln und kugeldhnliche Rotationskérper empfohlen
werden.

Gestaltsvariabilitat (Polymorphie)

Geringe Abweichungen von der Kugelform sind in der Biologie als Folge des
mechanischen Umgebungseinflusses zu beobachten. Aber hier ist auch an funk-
tional bedingte Formvariationen zu denken, die von plattendhnlichen Zellen bis zu
tubuldren Strukturen reichen.

Fragt man zunichst wieder nach den stereologischen Schitzwerten, so gibt es
auch hier, wie fiir Kugeln unterschiedlicher Gréfle, keine Einschrinkung der
Gultigkeit der stereologischen Axiome. Es ergeben sich allerdings Probleme bei
der Korrektur von Fehlereinfliissen, z.B. des Schnittdickeneffekts. Die Berech-
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nung der Korrekturfaktoren setzt Modelle voraus, und sie stehen nur fiir einfache
geometrische Korper zur Verfiigung (40) (siehe "Schnittdickeneinflufl” in diesem
Kapitel). Geringe Abweichungen von der Kugelform (etwa bis zu einem
Achsenverhiltnis von 2:1) lassen sich bei midBigem Fehler wie Kugeln behandeln.
Andere fiir die Berechnung von Korrekturfaktoren geeignete Modelle sind
abgeflachte und gestreckte Rotationsellipsoide oder als extreme Verformungen der
Kugel die scheibenformige und tubulire Struktur.

Da viele stereologische Beziehungen fiir Modellstrukturen mit kugelférmigen
Elementen abgeleitet wurden, ist die Priifung dieser Voraussetzung wichtig. In
einfachen Fillen ist eine Formerkennung plausibel aus den angetroffenen
Anschnittprofilen méglich. Dabei ist jedoch Vorsicht geboten, da Mischungen
verschiedener Gestalten zu schwer interpretierbaren Profilgestalten fithren
kénnen.

Theoretische Uberlegungen haben in jingster Zeit zu neuen MeBmethoden
gefiihrt, deren Ergebnisse frei von Fehlern durch den EinfluBl der Zellgestalt sind.
Dafiir miissen Restriktionen hinsichtlich des Sampling (Schnittauswahl) in Kauf
genommen werden. Die Schnitte sollen eine bestimmte Richtung haben und die
Anschnittprofile miissen gegebenenfalls mit solchen in Kontrollschnitten korre-
liert werden.

Im einzelnen hat Baddeley et al. (2) ein Verfahren beschrieben, was auf der
ausschlieBlichen Verwendung "vertikaler" Schnitte beruht, d.h. alle Schnitt-
ebenen miissen senkrecht zu einer gemeinsamen, ansonsten aber beliebig festzu-
legenden "horizontalen" Ebene stehen. Eine lineare Sonde kann in dieser Schar
von Vertikalebenen jede Richtung im Raum einnehmen. Fir eine gegebene
Neigung der Testlinien zur Vorzugsrichtung miissen die Messungen entsprechend
diesem Winkel gewichtet werden, um zu einer fehlerfreien Schiatzung zu kommen,
bzw. es mufl mit einem speziellen Testraster gearbeitet werden, was diesen
Richtungseffekt kompensiert (zykloides Testraster).

Fir die Schitzung der numerischen Dichte wurde von Sterio (36) ein neuer
Weg beschritten: Statt wie tblich die Profile auf jedem zufalligen Einzelschnitt zu
zdhlen, muB zuséitzlich auf einem dazu parallelen Schnitt in bekanntem Abstand
eine Identifikation dieser Profile vorgenommen werden (Disector-Methode).
Angaben tiber die Partikelzahl bzw. numerische Dichte sind erforderlich, um mit
dem Quotienten aus Volumendichte bzw. Oberflachendichte (Gleichung 1) und der
numerischen Dichte eine Aussage tiber die mittleren Teilchenvolumen und -ober-
flichen zu gewinnen. Die Anwendbarkeit dieses Verfahrens geht tber die
eingangs genannte Ausdehnung der Verfahren zur Bestimmung der Grolenvertei-
lung fiir nicht-kugelférmige Teilchen hinaus, da es keine Annahmen tber die
Gestalt erfordert. Die mit dieser Methode gewonnenen Schiatzwerte fir die
Teilchenzahl sind auch weitgehend frei von Schnittdickeneffekten und durch die
im vorausgegangenen Abschnitt genannten Verfilschungen durch Kappenverlust.

Fir die Charakterisierung der Teilchengestalt stehen Formfaktoren zur Verfi-
gung. Dazu werden zwei oder mehr geometrische Parameter derart verkniipft, da
sich ein dimensionsloser, also von der Grie unabhingiger Ausdruck ergibt.
Gebriuchliche Definitionen sind unter anderen das Verhiltnis der lingsten zur
kiirzesten Achse des Profils oder das Verhiltnis zwischen Fliche und Quadrat des
Umfangs (18). Natiirlich gewinnt man priméar Formparameter der Anschnitt-
profile, nicht die der geschnittenen Kérper. Dazu bedarf es wieder - wie bei den
Kugelgrofien in Abschnitt "Variation der TeilchengrioBe (Polydispersitiat)” - einer
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Umrechnung, die nur bei bekannter und einfacher Geometrie der Kérper méglich
ist, so daB das Spektrum der durch Zufallschnitte erzeugten Profilformen nicht zu
komplex ist. Andererseits kann bei bekannter Geometrie, z.B. zylinderférmigen
Blutgefiflen, aus der Verteilung der Formfaktoren auf die Zufilligkeit der GefaB-
orientierung relativ zur gewihlten Schnittrichtung geschlossen werden (11).

Der Anschaulichkeit der Formfaktoren steht ihre geringe Aussagekraft tber
die Art der Abweichung einer Gestalt vom zugrundeliegenden Modell (z.B. Kreis)
gegeniiber. Aber auch die Verwendung anderer Deskriptoren, wie die Beschrei-
bung des Teilchenprofils durch eine periodische Funktion (Fouriertransformation)
oder die Berechnung der Fractal-Dimension nach Mandelbrot, fiihrt nicht generell
zu befriedigenden Ergebnissen (17). Die Eignung des Deskriptors ist problem-
abhingig.

Hinsichtlich der Korperform wird oft der Aufwand nicht gescheut, diese
Erkenntnis durch eine komplizierte Rekonstruktion zu gewinnen. Diese Methode
ermoglicht nicht nur die Erkennung komplexer Gestalten mit Verzweigungen,
Durchdringungen und Anastomosen, von Nachbarschaftsbeziehungen oder deren
Verdnderungen im Verlauf von orthologischen oder pathologischen Prozessen
(Wachstum, Degeneration) (15). Sie hat sich besonders im Unterricht zur
Schulung des rdumlichen Vorstellungsvermégens, fiir die Herstellung von
Modellen sowie fiir die Entwicklung klinischer Operationstechniken bewahrt. Die
GroBe des rekonstruierten Bereiches liegt im allgemeinen oberhalb der
Zelldimension.

Die Computertechnik hat zu wesentlichen Verbesserungen dieser Methode
gefithrt. Nach der eventuell ebenfalls automatisch durchgefiihrten Digitalisierung
der Umrisse von angeschnittenen Objekten (Profile) wird der raumliche Aufbau
im Computer berechnet. Eine graphische Darstellung zeigt das Objekt aus beliebi-
gen Blickrichtungen, wobei die jeweils unsichtbaren (verdeckten) Anteile berech-
net und nicht dargestellt werden (27). Ein herkémmlicher PC (personal computer)
ist vollig ausreichend, nicht zu komplexe Strukturen in Sekunden- bis Minuten-
dauer zu rekonstruieren. Die Erzeugung von Stereopaaren und die Darstellung des
Objektes in kiinstlichen Schnittebenen (elektronisches Messer) sind weitere
Moglichkeiten dieser Methode (siehe Kapitel 3.3). Ein Problem, das von Fall zu
Fall gelost werden muB, betrifft die Gewinnung von Referenzpunkten im einzelnen
Schnitt, die eine dem urspriinglichen Aufbau entsprechende Uberlagerung durch
Translation und Rotation in der Schnittebene zuldfit (18). Dazu kénnen objekt-
eigene Strukturen herangezogen werden, die moglichst senkrecht zur Schnitt-
ebene orientiert sein sollten, oder es werden am intakten Block kiinstliche Marken
angebracht, die spiter an jedem einzelnen Schnitt sichtbar sind.

Orientierte Strukturen (Anisotropie)

Von Orientierung oder Anisotropie spricht man, wenn das integrale MeBergebnis
richtungsabhéangig ist. Strukturanisotropie ist also gegeben, wenn die Elemente
einer Struktur eine Ausrichtung zeigen. In einem dreidimensionalen Objekt kon-
nen nur linearen und flachenhaften Elementen Richtungen zugesprochen werden
(Vektoren), die sich im anisotropen Fall um eine Vorzugsrichtung gruppieren.
Nicht die Position dieser Elemente, sondern ihre Ausrichtung fithrt zu einer orien-
tierten Struktur. Die Zulassung von Orientierung als Strukturmerkmal fihrt zu
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einem héheren Grad von Ordnung, was einen héheren Aufwand erfordert, um in
Schnitten reprisentative Daten zu erheben. Im isotropen Material wurde die
Realisierung aller Anschnittméglichkeiten durch relativ wenige voneinander
unabhingige Schnitte erreicht. Bei orientierten Strukturen hingegen kénnen
wenige Schnittebenen in besonderen Lagen zur Vorzugsrichtung zu einem
fehlerhaften Ergebnis fithren. Dieser Einflul mufl entweder vermieden oder durch
einen neuen Satz von Korrekturen bericksichtigt werden, der durch diese
Abweichung von der urspriinglich angenommenen Isotropie erforderlich wird.

Bei der Vermeidung orientierungsbedingter Fehler kommt es darauf an, die
Zufalligkeit der Interaktion von Struktur und Testraster zu bewahren. Zur
Analyse einer in der Bildflache ausgeprigten oder dort als Projektion erscheinen-
den Anisotropie genitigt es also, die Richtung der Rasterlinien isotrop zu gestalten,
wie es Merz (40) mit einem aus Kreishogen zusammengesetzten Raster vorgeschla-
gen hat (siehe zu diesem Problem auch Baddeley et al. (2)). Eine entsprechende
Maoglichkeit ist auch fiir Schnittflichen durch rdaumliche Objekte denkbar. Dazu
mifite die Kante der Messerschneide eine gewellte Form haben, denkbar dhnlich
dem in der Kiiche verwendeten Buntmesser zur Anrichtung von Beilagen. Der so
hergestellte Schnitt ware vor der Vermessung wieder zu platten, was auf
technische Schwierigkeiten stoft.

Sieht man davon ab, dal besonders bei kleinen Proben die demnach nétige
konsequente Verwirklichung zufélliger Schnittebenen nicht immer maglich ist, so
gewinnt die Frage der Korrigierbarkeit von Orientierungseinflissen an Bedeu-
tung. Im zweidimensionalen Fall bringt auch die Drehung eines tblichen
orthogonalen Testsystems zur Vorzugsrichtung eine betrichtliche Senkung der
Variation bei Punktezihlverfahren (3).

Die Ableitung korrigierter stereologischer Basisformeln fiir anisotrope
Strukturen ist mit einem erheblichen mathematischen Aufwand verbunden und
fihrt nur unter einschrinkenden, hiufig von der Realitit abweichenden
Annahmen tber den Typ der Orientierungsverteilung und den Grad ihrer
Auspragung zu praktikablen Ergebnissen (8, 23, 41). Unter diesen Umstinden
reduziert sich die Messung auf eine oder wenige Ebenen, die zur Vorzugsrichtung
in bestimmter Lagebeziehung stehen. In Tabelle 3 sind die Formeln fiir den
isotropen Fall und die abgewandelten Formeln fiir die wichtigsten stereologischen
Dichteparameter zusammengestellt. Die zunichst fir schwache Orientierung
angegebenen Korrekturverfahren enthalten neben dem Winkel o, den die
Vorzugsrichtung mit der Normalen zur Testlinie bzw. Schnittebene bildet, einen
Konzentrationsfaktor K, der den Grad der Orientierung ausdrickt und fir
isotrope Proben den Wert K =0 annimmt. Die Vorzugsrichtung ist bei
orientierten Linienelementen die mittlere Verlaufsrichtung der Linien. Bei aus-
gerichteten Oberflichenelementen ergeben sich Vorzugsrichtungen dadurch, dal
die Normalen aller Flichenelemente in eine Richtung tendieren (lamellarer Typ)
oder, daB3 sie die Mantelfliache eines Zylinders bilden (tubuldrer Typ). a = 0, wenn
die Vorzugsrichtung parallel zur Schnittebenen-(Rasterlinien)- Normale verliuft,
und a = n/2, wenn diese Richtungen senkrecht aufeinander stehen (Symbole | und
1 in Tabelle 3). Ist K und die Lage der TestgroBe (Rasterlinie bzw. Schnittebene)
bekannt, so kénnen die stereologischen Berechnungen auch fiir mafige Aniso-
tropie (vgl. FuBnote Tabelle 3) durchgefiithrt werden. Die Bestimmung von a und K
bereitet erhebliche Schwierigkeiten fiir den Winkel, weil es sich um eine maBige
Auspriagung der Orientierung handeln muf}, wihrend fiir den Konzentrations-
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parameter K zunichst keine Angaben vorliegen. Da das Ergebnis von der Inter-
aktion zwischen Testsystem und orientierter Struktur abhingt, kann man es auch
benutzen, um K zu bestimmen. Fiir transversale (¢ = 0) und longitudinale Schnit-
te (¢ = n/2 ) 1aBt sich aus den Meflergebnissen der Wert von K abschitzen
(Tabelle 3). Diese Ausdriicke enthalten jeweils die groBten und kleinsten Mef-
werte, die natiirlich bei transversalen und longitudinalen Schnitten auftreten.
Dieser Schritt ist wichtig, um entscheiden zu kénnen, ob es sich um schwache
(-1< K< 1) oder starke (K| > 1) Anisotropie handelt. Dann kann man sich fiir
einen von drei Wegen entscheiden:

1. Schwache Orientierung und bekannte Winkel a: Formeln der Spalte 4 in
Tabelle 3;

2. Schwache Orientierung, e nicht bekannt: Man legt das Testsystem ungefahr
parallel (a = 0) und senkrecht (« = r/2) zur Vorzugsrichtung und verwendet
dann die Formeln in Spalte 6 der Tabelle 3;

3. Starke Orientierung: je nach Strukturtyp (Modell) geniigt eine Messung mit
a= 0 bzw. ¢ = /2, um die Formeln in den Spalten 7 bis 10 der Tabelle 3
verwenden zu konnen. Der Ausdruck « steht in diesen Spalten dafiir, dafi bei
der entsprechenden Lage des Testsystems die jeweilige Mefigrofe nicht
definiert ist (z.B. keine Durchstoungspunkte von Linienelementen, die in der
Schnittebene verlaufen). Hier wird deutlich, daB sich die Schnittdicke bei
verschiedenen Schnittorientierungen unterschiedlich auswirkt. Auch die
Guiltigkeit der isotropen Formeln fiir die Volumendichte fiir orientierte
Strukturen ist an diese Einschrankung gekniipft (Tabelle 3).

Da die Volumendichte ein wichtiger stereologischer Parameter ist, wurde sie in
Tabelle 3 aufgenommen, obwohl die Verfahren zu ihrer Schétzung nicht durch das
Vorliegen von Anisotropie beeinfluflt sind. In diesem Fall 4ndern sich die Mef3-
werte fir Phase und Referenz proportional.

In diesem Abschnitt tiber gerichtete Strukturen wurde deutlich, daB zunachst
das Phidnomen Anisotropie naher beschrieben werden mufite, um eine
Entscheidung uber die stereologische Behandlung des Problems treffen zu konnen.
Erste Hinweise konnen andere Informationsquellen oder die Untersuchung von
Dickschnitten geben. Fiir Details tiber die Richtung und Stiarke der Anisotropie
sind Messungen kritischer Parameter (Tabelle 3) unerldfllich. Die winkelabhan-
gigen Daten werden dann als "Orientierungsrose” in Polarkoordinaten
aufgetragen. Fir die meisten der in Tabelle 3 genannten Parameter wire dazu
eine raumliche Variation der Schnittebene erforderlich, was praktisch undurch-
fihrbar ist. Tatsachlich geniigt es, nur solche Schnittebenen zu untersuchen, die
zur Vorzugsrichtung unterschiedlich geneigt sind (d.h. die Schnittlinie aller dieser
Ebenen sollte senkrecht zur Vorzugsrichtung liegen). Diese mufl - wie schon
besprochen- anndhernd durch Voruntersuchungen bestimmt werden. Die
"Orientierungsrose” ergibt neben der Vorzugsrichtung auch die fir die
Abschitzung des Konzentrationsparameters K (Tabelle 3) erforderlichen Minimal-
und Maximalwerte des jeweiligen Mefparameters.

Die vorliegende Ubersicht orientierte sich an der von Weibel (41) vorgenom-
menen Darstellung, da sie die in sich geschlossenste Behandlung dieses schwieri-
gen Kapitels der Stereologie darstellt. In jiingster Zeit haben auch andere Autoren
Teilaspekte dieser Problematik behandelt (8). Einen neuen Impuls hat die
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Untersuchung anisotroper Strukturen durch die bereits in "Gestaltsvariabilitat
(Polymorphie)” in diesem Kapitel erwahnte Methode der vertikalen Schnitte von
Baddeley et al. (2) erhalten. Da sie einen unverfilschten Schitzwert fiir jede Art
von Oberflachen liefert, ist sie auch fiir solche mit Vorzugsrichtung anwendbar.
Die Bedeutung des Verfahrens liegt unter anderem darin, daB fiir den gegeniiber
Vorzugsrichtungen sehr empfindlichen Oberflichenparameter eine im Vergleich
zu den skizzierten dlteren Anséitzen einfache MeBmethode zur Verfiigung steht.
Ein entsprechendes Verfahren fiir den Lingenparameter (Ly) ist nicht bekannt.

Natiirlich kann man Orientierungsmale auch anders definieren, so daf sie als
Orientierungsindex (38) Werte zwischen 0 (vollig isotrop) und 1 (véllig anisotrop)
annehmen. Ein anderes Verfahren zerlegt die Struktur in elementare Einheiten,
deren Richtungsverteilung selbst gemessen wird (14). Hierbei konnten Méglich-
keiten der Bildverarbeitung eingesetzt werden, um aus einer komplexen Struktur
(Neuropil) ein einfaches abstraktes Bild (Skelett) zu generieren, das die genannten
Messungen erlaubte. SchliefSlich wurden Verfahren zur stereologischen Analyse
beliebig genormter Teilchen entwickelt (21, 22, 28, 31). Diese Methoden liefern
z.B. das mittlere Teilchenvolumen aus einer Interceptmessung an Zufallsschnitten
ohne Modellannahmen tiber die Teilchengestalt.

Diese neuen Verfahren haben sich sowohl im Vergleich zu den bisherigen
Maoglichkeiten als auch in der praktischen Anwendung bewihrt, und ihre Kombi-
nation eréffnet weitere Moglichkeiten zur Ermittlung von Strukturparametern
(z.B. der Zellzahl mit dem "Selektor" nach Cruz-Orive) (8, 23).

Topik (Inhomogenitit)

Im letzen Abschnitt war gegeniiber dem urspriinglichen isotropen Modell die
Invarianz gegeniiber der Rotation des Bezugssystems nicht mehr gegeben, d.h.
hinreichend groBle Proben konstanter Schnittrichtung fiihrten schnittrichtungs-
abhéngig zu abweichenden Ergebnissen. In diesem Abschnitt ist die Situation
ahnlich, nur ist jetzt die Invarianz gegen eine Verschiebung des Bezugssystems
verloren gegangen. Proben, jeweils aus verschiedenen Zonen eines Gebietes
entnommen, fithren zu systematisch unterschiedlichen Ergebnissen. Lamination,
Bindelung und Cluster in zwei oder drei Dimensionen sind als beispielhafte
Strukturen zu nennen (43). Auch Organe mit polarem Aufbau und periodische
Strukturen gehéren hierher.

Um zunichst mittlere stereologische Schatzwerte fiir das gesamte Gebiet zu
bekommen, ist dhnlich zu verfahren wie im anisotropen Fall, wenn man die
unkorrigierten Formeln verwenden will: Man muf8 die Probenentnahme so
systematisieren, dafl alle Zonen entsprechend ihrer Repriasentanz im Gebiet
berticksichtigt werden. Dazu bieten sich systematische lickenhafte oder flichen-
deckende Verfahren mit einem zufilligen Startpunkt an. Bei Periodizititen ist
darauf zu achten, da8 die Auswahl der Gesichtsfelder (bei lickenhaftem Sampling)
nicht mit der Periode korreliert. Generell kann bei zu groBem Abstand eine Uber-
oder Unterreprasentation bestimmter Teile der Struktur auftreten.

Fir den Fall, daB die Inhomogenitit in ihren Abgrenzungen bekannt ist und
den Strukturunterschieden eine funktionelle Relevanz zukommt, wird man sich
dafiir entscheiden, die Analyse fiir die in sich homogenen Untereinheiten durchzu-
filhren, um aus den Ergebnissen Korrelationen zwischen Struktur und Funktion
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abzuleiten, z.B. im Zusammenhang mit Gewebsdifferenzierung, Entartung oder
unter dem Einflufl experimenteller Bedingungen.

In der stereologischen Literatur liegt bisher noch kein theoretischer Ansatz
(dhnlich dem bei Anisotropie) vor, um Topik zu objektivieren und ihren Einfluf} in
Form von Korrekturfaktoren bei der Gewinnung stereologischer Parameter zu
beriucksichtigen. Allerdings wird die Paarkorrelationsfunktion (sie ist vereinfacht
gesagt ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit des Auftretens bestimmter Zell-
abstinde) herangezogen, um Abweichungen von Zufallskonstellationen zu
erkennen, wie das Auftreten besonders héaufiger beziehungsweise seltener
Abstiande. Uber die Moglichkeit, die rdumliche Paarkorrelationsfunktion fir
Kugeln aus Messungen im histologischen Schnitt abzuschétzen, berichteten
Hanisch und Kénig (25, 29).

Das Vorliegen von Topik sollte sich - ahnlich wie bei der Anisotropie - in unter-
schiedlichen MeBwerten reprisentativer Stichproben aus unterschiedlichen Zonen
eines Gebietes duBern. Die Analyse ihrer Varianzen und deren Vergleich mit
Erwartungswerten fiir homogene Strukturen erméglicht die Bestimmung eines
Dispersionsindex oder eines Inhomogenititsgrades (32).

Bei der Untersuchung von Korrelationen zwischen Struktur und Funktion
liegt im allgemeinen eine Hypothese oder ein Modell vor, so daB schneidetechnisch
die Moglichkeit besteht, die Regularitit der Struktur in die Schnittebene(n) zu
legen. Nach Wahl einer geeigneten MeBrichtung (z.B. senkrecht zur Lamination,
konzentrisch um den Mittelpunkt einer zirkulidren Architektur (Herd)) ist es
moglich, ein positionsabhidngiges Profil zu schneiden. Als Mefwerte kommen
dafiir sowohl teilchenbezogene als auch kollektivbezogene stereologische Parame-
ter in Betracht, je nachdem, worin sich die Topik am empfindlichsten ausdruckt.
Solche Profile kénnen zu 2- und 3-dimensionalen Karten zusammengesetzt
werden. Sie entsprechen den Orientierungsrosen im Falle der Anisotropie (siche
"Orientierte Strukturen (Anisotropie)" in diesem Kapitel). Die Verwendung eines
rechnergesteuerten Mikroskop-Tisches kann bei solchen Samplingverfahren sehr
hilfreich sein. Neben den klassischen Stichproben (Zufalls- und systematisches
Sampling) kann der Tisch auf einer geraden Linie zwischen zwei vorher fest-
gelegten Punkten laufen, auf Kreisen definierter Radien um einen Punkt, auf
einer vorher mit der manuellen Tischsteuerung digitalisierten Linie usw. (13).
Aus statistischen Griinden sind vergleichbare Profile oder Karten zu mitteln.
Somit besteht ein weiterer Vorteil dieser Automatisierung darin, daf die
wechselnden Randbedingungen (z.B. Ausdehnung eines laminierten Bereiches
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen durch Schriglage im Schnitt
u.a.) in angepaBten GesichtsfeldgréBen oder Schrittweiten des Tischvorschubs pro-
blemlos beriicksichtigt werden konnen.

Strukturdichte (Intensitit)

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, stereologische Aussagen zur Strukturdichte
zu machen. Die Volumendichte Vv drickt den Anteil des Volumens der zu
messenden Phase am Gesamtvolumen aus. Fiir die Quantifizierung diskreter
Strukturelemente (z.B. deutlich voneinander abgegrenzter Zellen) ist die
numerische Teilchendichte Ny geeignet, zu deren Bestimmung aus den
Anschnittprofilen im Schnitt N A folgende Beziehung besteht:
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Na&R Na
Ny = NyR) = “‘—%——l— = 5 @)

H: mittlerer Tangentendurchmesser der Teilchen.

Die Na-Bestimmung (Zahl der Teilchenprofile pro MeBfliche) ist problemlos, es
darf allerdings jedes Teilchen zu nur einem Profil pro Anschnitt fithren, was fir
konvexe Korper zutrifft. Der Parameter H ist bereits in einfachen Fillen proble-
matisch: abweichend von den bisherigen Basisformeln ist neben der tblichen
Messung in der Testebene (Bestimmung von Npa) eine weitere Information (H)
erforderlich, die nur fiir geometrisch einfache Kérper mit bekannter GroBenver-
teilung zur Verfiigung steht. SchlieBlich kommen Korrekturen fiir den Einfluf der
Schnittdicke t und die Beriicksichtigung kleiner verlorener oder unsichtbarer
Kappenanschnitte (Dicke h senkrecht zur Schnittebene) hinzu, was zu der bekann-
ten Form dieser Beziehung fithrt (Floderus-Abercrombie-Formel):

N
Ny = —:—A—— (4)
H+t-2h

Die Schwierigkeiten mit dem Tangentendurchmesser sind vermeidbar, wenn
entweder Modellannahmen tber die Teilchengeometrie gemacht werden kénnen
oder fiir die Messungen Schnitte unterschiedlicher, aber bekannter Dicke vorlie-
gen (40),

Unter realen MeBbedingungen (t > 0) kommt es durch Strukturiiberlagerung
(Abdeckung) im Projektionsbild zu einer weiteren Schwierigkeit, deren Auftreten
mit wachsender Stukturdichte immer wahrscheinlicher wird. Es ist klar, da zur
Korrektur dieses Effektes vor allem Kenntnisse tiber die Verteilung der Objekte
vorliegen miissen. Unter entsprechenden Annahmen (Poisson - Verteilung) hat
Miles (30) den bereits erwahnten Satz stereologischer Grundformeln abgeleitet
(siehe "SchnittdickeneinfluB" in diesem Kapitel). Uberlagerungen sind dabei
prinzipiell erlaubt, aber zur Realisierung der unterstellten Poisson - Verteilung
sollen die Teilchen interpenetrieren kénnen, was fiir biologische Objekte nicht
realistisch ist. Wiederum tritt diese Storung umso stirker in Erscheinung, je
dichter die Struktur ist, und Verdriangungsphidnomene die Positionierung nach
einem PoissonprozeB behindern.

Gerade aut dem Gebiet der Zellzihlung haben neue methodische Ansitze zu
einer prinzipiell verbesserten Situation gefiihrt. Alle zuvor genannten Unwig-
barkeiten (Gestaltsannahmen, Kappenverlust, Uberlagerung) und andere dazu
(Schnittdicke, Praparationsartefakte) sind in ihrer Bedeutung als Fehlerquelle
stark reduziert, wenn man mit der Disector-Methode (36) die Teilchen direkt ziahlt
(8, 23). :

Die Charakterisierung des einer Struktur zugrundeliegenden Verteilungstyps
hat bei biologisch-medizinischen Anwendungen der Morphometrie bisher nur eine
untergeordnete Rolle gespielt (25, 29, 35). Allerdings kann die Aussage tiber eine
zufillige oder nicht-zufillige Anordnung von Elementen in begrenzten
Struktureinheiten (z.B. Kerne, Nukleoli in Zellen) ein wichtiger zytologischer
Deskriptor fir Zellenzustéinde und -differenzierungen sein. Ein geeignetes Me8-
verfahren, das die Verteilung beziglich eines festen Referenzpunktes aus der
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Bestimmung eines Fliachenverhiltnisses ableitet, ist von Hemon et al. (26)
angegeben worden.

Kopplungsphdnomene (Assoziationen)

Als letztes strukturelles Ordnungsprinzip soll der Fall selektiver Zusammenhénge
und Wechselwirkungen von Strukturelementen betrachtet werden, also der
Aspekt der Kooperation von Elementen, ein fur lebende Systeme typisches
Ordnungsprinzip, wobei aus einer Vielzahl denkbarer struktureller und funktio-
neller Beziehungen die sogenannten topologischen Parameter, Kompartimen-
tierungen und die Nachbarschaftsanalyse herausgegriffen werden, also die
Betrachtung von mindestens zwei voneinander abhingigen Phasen.

Topologie

Neben GroBle und Form und véllig unabhingig von diesen gibt es ein weiteres
Strukturmerkmal, welches eine Art Konnektivitit oder Vernetzungsgrad
beschreibt - die topologischen Parameter. Wiirfel, Kugel, Stab, Scheibe und andere
Strukturen sind topologisch identisch, weil sie durch Deformation, ohne Fusion
und Abrif} ineinander iiberfiihrt werden kénnen. Quantitativ lassen sich Struktu-
ren nach ihrem Genus klassifizieren. Anschaulich hingt diese GroBe mit der Zahl
der umschreibbaren Locher, der Knoten und Abschnitte linearer Strukturen oder
der Zahl méglicher Durchschnitte, die eine zusammenhingende Struktur nicht
teilen, zusammen. Alle oben genannten Strukturen sind z.B. vom Genus 0. Aber
Scheibe und Ring gleichen Durchmessers haben verschiedene Genus-Werte.

Die bisherige Plausibilitat weicht einer schwierigen Aufgabenstellung, sobald
es sich um kompliziertere Strukturen handelt. Eine handhabbare stereologische
Methode, die besonders von Rhines (34) sowie DeHoff et al. (9) entwickelt wurde,
liefert eine Genusdichte Gy nach

Gy Nv-12Ty oder

(5)

GvRr) = Nv(R)-1/2 TvR)

Ny : Teilchendichte;

Ty : Tangentendichte, die sich mit einer durch das Testvolumen wandernden
Testfliche unter Beachtung von Vorzeichenregeln ergibt.

Aus prinzipiellen geometrischen Griinden ist eine dimensionslose GroBe wie G
nur durch Interaktion mit einem Testvolumen bestimmbar (siehe "Strukturdichte
(Intensitat)" in diesem Kapitel), was praktisch die Verwendung von Serien-
schnitten bedeutet.

Eine Aussage, die tber den Mittelwert Gy hinausgeht und etwa die topolo-
gischen Kennzeichen eines Korpers neben Grofle, Form und Farbung als Klassifi-
zierungsmerkmal verwendet, ist nur in der maschinellen Bildverarbeitung
vorstellbar. Aber auch mittelnde Aussagen iiber groBlere Struktureinheiten
konnten einen interessanten Ansatz zur Beschreibung von Wachstum, Verdrin-



61

gungsprozessen und anderen auf Deformation beruhenden morphogenetischen
Prozessen darstellen (37).

Kompartimentierung

In den bisherigen Betrachtungen wurde angenommen, dafl die Ausdehnung des
Objektes groB gegen die des Testsystems (Raster, Schnitt) ist. Besonders bei
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist es hiufig interessant, nach den
Strukturverhiltnissen in einem begrenzten Kompartiment zu fragen, welches das
Bild bzw. Raster nicht ausfullt. Es ist klar - aber eine haufige Fehlerquelle - , daf3
in diesem Fall nur der auf das Kompartiment fallende Teil des Referenzsystems
als Bezugsgrofe zu werten ist. Die daraus ermittelten MeBwerte fur die Flachen-
dichten kénnen innerhalb einer Stichprobe erheblich schwanken und auch
Nullwerte annehmen, wenn im zufillig ausgewéahlten Schnitt das Kompartiment,
aber nicht die Phase getroffen wurde. Der als Mittelwert zu berechnende
stereologische Parameter ist der Quotient der Mittelwerte fiir die Gréflen der
angeschnittenen Strukturen und Referenzsysteme, nicht der Mittelwert der
Quotienten der Einzelmessungen (32, 40). Am Beispiel der Volumendichte Vy, die
durch die Flichendichte geschétzt wird, erhilt man also

A)
A®)

Vv/R) = AA®R) = (6)

A(x) : Profilanschnittfliche der interessierenden Struktur x;
AR : Testfliche, hier Anschnittfliche des die Komponente x enthaltenden
Referenzkompartiments.

Der AnschluB an eine ausgedehntere Gewebsphase G gelingt, indem man die in
G enthaltenen Kompartimentanteile mift, also z.B. AryA(g) (Kaskadensampling
(40)). Damit ergibt sich die Volumenfraktion der interessierenden Struktur x
bezogen auf die enthaltende Referenzstruktur G als

A A Ar)
VVwG) = AARG) = — =

. @)
A A®) A

Fiir die Messungen der Struktur x im Referenzkompartiment R bzw. des Kom-
partimentes R im Gewebe G kénnen entsprechend "Auswahl der Bildvorlagen" in
diesem Kapitel unterschiedliche Stichprobeverfahren (z.B. RastergrioBen) verwen-
det werden, um den MeBaufwand okonomisch zu gestalten. Fiir die Auswahl der
Schnitte gilt das Prinzip der Zufilligkeit. Allerdings kann man sich bei den auf das
Referenzkompartiment bezogenen Verhiltnissen (A(x)/AR), Gleichung 6) auf
solche Schnittebenen beschrinken, die das Kompartiment enthalten, da ein
Nullbeitrag in Zahler und Nenner ohne Einfluf ist.

Bei Referenzriumen mit geringer Ausdehnung in einer Dimension oder in zwei
Dimensionen ist es immer ein Problem, Zufallsschnitte herzustellen, die den
interessierenden Gewebsbereich ausreichend enthalten. Auch in solchen Fillen
bietet sich die bereits mehrfach angesprochene Stereologie der vertikalen Schnitte
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(2) an, wobei man die Vertikale in eine Richtung geringer Ausdehnung legt, z.B.
senkrecht zu einer Lamina. Ein weiterer Vorteil besteht dann darin, da man es
nicht mit vollig ungewohnten Schnittebenen zu tun hat, in denen die Abgrenzung
des Referenzraumes oft unméglich ist.

Der zweite Aspekt - die Charakterisierung und der Vergleich einzelner
Kompartimente (Zellen, Zellorganellen) - fithrt zu bildanalytischen Techniken, die
mit Schlagwortern wie Texturanalyse und Mustererkennung zu umschreiben
wiren, wovon ein Teilaspekt - die hochauflésende Zytometrie - in anderen
Kapiteln dieses Buches (1.2, 1.4, 2.4.1) untersucht wird.

Nachbarschaften

Die Betrachtung von Nachbarschaften fragt nach Art und Hiufigkeit der Kontak-
te zwischen Teilchen einer oder verschiedener Phasen. Kontakte zwischen
Gewebskomponenten dndern sich wihrend der Entwicklung durch asynchrones
Wachstum und Differenzierung, oder im Verlauf pathologischer Prozesse. Thre
Untersuchung stellt einen Zugang zu den Mechanismen der Morphogenese dar,
besonders in so komplexen Geweben wie dem Nervensystem (42). Je nach
Strukturtyp (Linie, Flache, Volumen) sind Kontakte nullter (Beriihrungs-und
Schnittpunkte), erster (Berithrungslingen) und zweiter (Grenzflichen) Dimension
moglich. Kontaktstrukturen lassen sich ganz analog zu Phasenstrukturen
untersuchen. Die so erhaltene Oberflichendichte Sy beispielsweise wire dann als
mittlere Grenzflachengriofe pro Volumeneinheit zu interpretieren. Entsprechend
kann mit den anderen Parametern verfahren werden. Durch vielfiltige Kombi-
nationsmoéglichkeiten mit solchen stereologischen Gréfien, die nicht nur die
Kontaktstruktur, sondern in der tiblichen Weise die Gesamtstruktur erfassen, las-
sen sich Indices fiir die mittlere Auspriagung solcher Kontakte angeben (38), wobei
sich die Auswahl der zu verkniipfenden Parameter nach der jeweiligen Fragestel-
lung richtet.

AuBer in direkten Berihrungen kénnen sich Nachbarschaften in der Art der
Anordnung von Elementen anzeigen (Abstandsverteilungen, "texture", "pat-
terns"). Ersetzt man die tblichen Punktraster durch solche, die aus flichigen
"strukturierenden Elementen" aufgebaut sind, so sind aus dem Uberschneidungs-
grad der zu wertenden Elemente auch Aussagen iiber topologische Beziechungen
zwischen den Elementen moglich (5, 35).

Auch unter dem Nachbarschaftsaspekt soll neben der mittelnden Betrachtung
nach der konkreten, "adressierbaren" Beziehung zwischen Mitgliedern des Kollek-
tivs gefragt werden. Einen Zugang zu diesem komplizierten morphometrischen
Problem bietet die Untersuchung durch Graphen, denen zwei separate Kapitel
dieses Buches gewidmet sind (2.3.2 und 2.3.3).

Zusammenwirken verschiedener Stérungen

Sowohl bei Betrachtung der methodischen Effekte, als auch bei den Ordnungsphi-
nomenen ist deren isolierter Einflul diskutiert worden. Durch Differenzierung
und Kooperativitit kommt jedoch ein strukturiertes System der biologischen
Wirklichkeit naher. Dieses Prinzip ist inzwischen auch in die Materialwissen-
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schaften ibernommen worden, indem durch gezieltes Abweichen von einem homo-
genen Aufbau Stoffe mit mafBigeschneiderten Eigenschaften erzeugt werden (33).
Bei gleichzeitigem Auftreten verschiedener "Storquellen” sind alle Méglichkeiten
vorstellbar, von einer seriellen Korrektur wesentlicher Einfliisse bis zu Situatio-
nen, in denen eine morphometrische Analyse aussichtslos erscheint. Hierzu gehort
schon der einfache Fall gleichzeitiger GroBen- und Formvariation (siehe "Varia-
tion der Teilchengrofle (Polydispersitat)" in diesem Kapitel)). Aus prinzipiellen
Griinden ist die Ermittlung beider Verteilungen aus Profildaten, die im Schnitt
zur Verfigung stehen, nur fiir Rotationsellipsoide méglich (41). Eine andere
vorstellbare Komplikation ist das Vorliegen mehrerer Anisotropieachsen (siche
"Orientierte Strukturen (Anisotropie)” in diesem Kapitel), wodurch die stereo-
logischen Messungen schwierig wiirden. Verallgemeinernd 148t sich sagen, dafl
mit steigendem EinfluB ordnender Prinzipien die Entfernung zu den
urspringlichen Voraussetzungen fir die Ableitung der stereologischen Zusam-
menhinge immer grofler wird. Es kann der Punkt erreicht werden, bei dem das
Verhdltnis von Korrekturaufwand zu Aussagekraft so ungiinstig wird, dal man
sich nach anderen Verfahren umsehen mull, abseits der hier diskutierten
morphometrischen Techniken. Im allgemeinen jedoch sind die Ordnungsgrade
mild und die Ordnungstypen von unterschiedlichem Gewicht, so daf} die gezielte
Beachtung der wichtigsten Einflisse moglich und ausreichend ist.

AuBerdem nehmen Theorie und Methodenentwicklung die wachsenden
Herausforderungen auf und entwickeln neue Ansitze, um den genannten
Schwierigkeiten zu begegnen. Das gilt sowohl fiir die Praparation (selektive
Farbung und Markierung), fir die Beobachtungsverfahren (Laserscan- und
Tandemmikroskopie), fiir die Bereitstellung neuer Werkzeuge in der automa-
tischen Bildverarbeitung (Kiinstliche Intelligenz), als auch fiir Innovationen in
der Stereologie selbst, z.B. durch neue Samplingverfahren, wie den Fractionator
(23), das viele der genannten Fehlerquellen gleichzeitig ausschlief3t.
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1.4 Bildgewinnung und Bildverarbeitung "

Peter H. Bartels, Anna Graham, Jack Layton, Samuel Paplanus

A. Einleitung

Die mikrophotometrische Bewertung histopathologischer Priparate stellt Anfor-
derungen, die weit (iber diejenige hinausgehen, die an die analytischen Verfahren
in der quantitativen Zytologie gestellt werden. Die pathologischen Veridnderungen
im Gewebe erstrecken sich iiber vergleichsweise sehr viel ausgedehntere Flachen
im Priparat. Es miissen also gleichzeitig viel mehr Informationen und damit
erhebliche Datenmengen aufgenommen und verarbeitet werden. Die Zerlegung
des mikroskopischen Bildes in seine Komponenten bringt zahlreiche logische wie
auch technische Schwierigkeiten mit sich. Eine verlidBliche, frihzeitige Erken-
nung gerade einsetzender pathologischer Veranderungen verlangt Strategien fiir
die Beschreibung und Klassifizierung der Gesichtsfelder, die weitaus komplizier-
ter sind, als dies in der quantitativen Zytologie erforderlich ist (2, 4).

Es ist das Ziel dieses Artikels, einen Uberblick iiber die technischen und logi-
schen Probleme zu geben, die in der quantitativen histopathologischen Diagnostik
auftreten (1, 10). Vier Problemkreise lassen sich unterscheiden:

1. die Datenaufnahme und Mikrophotometrie ausgedehnter mikroskopischer
Gesichtsfelder (3);

2. die Gestaltung logischer Ansitze, pathologische Verdnderungen zuverlissig zu
erkennen;

3. der Entwurf geeigneter Expertensysteme und Wissensdatenbasen; und

4, die Beziehungen zwischen den Erfordernissen der Bildverarbeitung und geeig-
neten Rechnerkonfigurationen und Rechnerarchitekturen.

B. Datenaufnahme und Mikrophotometrie

Diagnostische Informationen sind in histopathologischen Priparaten sowohl auf
der logischen Ebene der einzelnen Bildpunkte vorhanden wie auch in der struktu-
rellen Anordnung der groBeren Gewebekomponenten, d.h. der Zellen, Driisen,
Gefiafle usw. Es ist also einerseits notwendig, MefSpunktabstinde und MeBpunkt-
groBle etwa in der Grofie der Beugungsbegrenzung der Optik zu halten, anderer-
seits aber Objektflachen von etwa 5 x 5 mm? abzutasten und digital zu speichern.
Man hat es mit Datenmengen pro Spektralband von bis zu etwa 100 Millionen
Bildpunkten zu tun.

D Diese Arbeit wurde durch das National Institute of Health, USA (grants CA 24466-07 und 1-POl
CA 38548-01), gefordert.
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Die Notwendigkeit, eine solche Menge von Bildpunkten innerhalb einer
vertretbaren Zeitspanne aufzunehmen, schlieft nahezu alle Bildabtastverfahren
aus, die nicht auf Videotechnologie oder schnellen Strahlablenkverfahren
beruhen. Diese Beschrinkung hat wichtige Folgen. Bildaufnahme durch
Abtastung der Bildebene, wie es den Videoverfahren zugrundeliegt, verlangt die
gleichzeitige, volle Ausleuchtung des mikroskopischen Gesichtsfeldes. Dies
wiederum schlieft eine exakte Mikrophotometrie aus. Glicklicherweise ist
fehlerfreie Photometrie selten ein Erfordernis zur Gewinnung diagnostischer
Informationen, solange konsistente Mefresultate erhalten werden. Auch eine
stark nichtlineare, oder in einem bestimmten optischen Dichtebereich stark
gestreckte Grauwertwiedergabe im aufgenommenen Bild kann leicht mittels einer
geeigneten Nachschlagetabelle (look up table) im Rechner linearisiert werden.
Leider sind solche Korrekturen fiir Fehler, die durch den Schwarzschild-Villiger
Effekt (9, 16) hervorgerufen werden, praktisch nicht moglich, da dieser Fehler von
der am betrachteten Bildpunkt und in seiner Umgebung vorliegenden optischen
Dichte selbst abhéingt und zwar in einer hoch nichtlinearen Weise (5, 9, 15). Es ist
erstaunlich, wie selten die GréBenordnung solcher systematischer Meffehler ins
allgemeine BewuBtsein der auf diesem Gebiet tédtigen Wissenschaftler
eingedrungen ist.

In Gewebeschnitten, bei denen man im allgemeinen kraftig anfarbt, um die
Bildzerlegung einfacher zu gestalten, werden leicht optische Dichten von 1.5 bis zu
2.5 erreicht, d.h. nur etwa 0.2 % Lichtdurchléissigkeit im Bildpunkt. Sogar die mit
engen Leuchtfeldblenden arbeitenden Mikrophotometer-Mikroskope sind selten
frei von Streulicht, und Streulichtanteile von 1-3 % sind beinahe die Regel. Man
kann also sehen, daB Streulichtfehler sogar bei abgeblendeten Systemen mit einer
optischen Dichte von mehr als 1.0 eine erhebliche Rolle spielen koénnen. In
Videosystemen, die ohne Leuchtfeldblende arbeiten, sind also bei héheren
optischen Dichten stark nichtlineare Streulichtfehler nicht zu umgehen. Diese
systematischen MefBfehler treten in schnellen Strahlablenkverfahren in weit
geringerem Mafe auf, eben weil weitaus weniger vagabundierendes Streulicht ins
System gelangt.

Abb.1 zeigt das Laser Scanning Mikroskop aus unserem Labor (3). Man
erkennt vorne rechts den runden Stutzen, der dem hinteren Ende des luftgelager-
ten Motors entspricht. Der Motor selbst ragt in einen Vakuumtank hinein, wo er
einen Polygonspiegel mit 36000 Umdrehungen pro Minute antreibt. Jede
Polygonfacette erzeugt eine Rasterlinie, die 2 mm lang ist und 4000 Mefpunkte
enthalt. Im linken Vordergrund ist eine breite Schiene zu sehen, auf der ebenfalls
luftgelagert der Praparat-Triager und die Autofokus-Anlage gleiten. Der Vorschub
geschieht - senkrecht zur Richtung der 2mm langen Rasterlinie -durch einen
linearen Motor. Polschuhe und Armatur sind links unterhalb der Gleitschiene
sichtbar. Unter der Plexiglasschutzhaube rechts oben sieht man die Lichtempfén-
ger und die Kondensoroptik; vom Objektiv ist unter der Kondensoroptik nur das
Vorderende gerade noch zu erkennen. Das konventionelle Mikroskop- Objektlv im
Hintergrund gehort zur visuellen Beobachtungsstatlon

Abb.2 zeigt das Rastermuster im Prinzip: Eine Folge von 2mm langen
Rasterlinien, jede 4000 Mefpunkte lang und im Abstand von 0.5 Mikrometern
aneinandergereiht. Die Rasterlinienabstinde werden durch einen Mikroprozessor
kontrolliert.



Abb. 1. Laser Scanning Mikroskop.

Die Lange dieses Streifens von Rasterlinien ist praktisch nur begrenzt durch
die Rickkoppelungsoptik, die dem Mikroprozessor die genaue Position des
Praparat-Trigers meldet. Sie ist in unserem Gerét aus praktischen Grinden auf
2cm, also 40 000 Rasterlinien festgelegt. Technisch bieten strahlablenkende
Systeme viele Vorteile, die vor allem zum Ausdruck kommen, wenn die Daten
direkt in einen Rechner eingelesen werden. In Zukunft ist bestimmt mit weiteren
technischen Entwicklungen, die auf dieser Grundlage beruhen, zu rechnen.

Die GesichtsfeldgroBe, die mit der Optik erreichbar ist, stellt einen wichtigen
Systemparameter dar. In hochaperturigen Mikroskop-Objektiven, sogar solchen
mit voller Plankorrektur und extremen Weitwinkelokularen, ist der Gesichtsfeld-
durchmesser auf etwa 225 ym beschriankt. Das entspricht einem quadratischen
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Abb. 2. Rastermuster fiir 2mm lange Rasterlinien, je 4000 MeBpunkte lang im Abstand von
0.5 mm.

MeBfeld von etwa 175 ym Seitenldnge. Unter der Annahme, dafi ein etwa 10 xm
breiter Streifen zwischen benachbarten Meffeldern zur Meffeldregistrierung
iiberdeckend aufgenommen werden muB, wiirde also eine Gewebeschnittregion
von etwa 5 x 5 mm? in etwa 900 MeRfeldern aufgenommen. Eine nahtlose digitale
Darstellung im globalen Speicher kann dann durch geeignete Korrelations-
methoden erreicht werden. Das erfordert allerdings fur die 900 Felder etwa 1700
Korrelationsanpassungen. Von der gesamten aufgenommenen Fliche mussen
unter den obigen Annahmen etwa 12 % zweimal abgetastet werden. Bei Strahl-
ablenkverfahren wird kein "Gesichtsfeld" als solches abgebildet. Die Rasterlinien-
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lange ist bestimmt durch den Felddurchmesser des Objektivs und das Praparat
wird mit sehr hoher Prazision langsam unter der Rasterlinie durchgeschoben. Man
erhilt also eine lineare Meffolge. Fiir diese Abbildungsbedingungen 148t sich auch
fiir ein optisches System mit grofer Apertur der Bilddurchmesser stark vergros-
sern. Das gewihlte Beispiel, ein Feld von 5 x 5 mm? Fliache, wiirde bei der
Streifenbreite von 2 mm entsprechend Abb. 2 héchstens drei Streifen erfordern.
Innerhalb jedes einzelnen Streifens werden die Bildpunktregistrierung durch die
Kristalluhr des Rechners und die Rasterlinienabstidnde durch den Mikroprozessor
auf etwa 3 % des Meflpunktabstandes von 0.5 ym genau gehalten; es liegen hier
also keine Registrierprobleme vor. Zwischen verschiedenen Streifen mufl die
genaue Registrierung im Rechner erreicht werden. Die drei erforderten Streifen
verlangen also zwei Korrelationsanpassungen und es miifiten etwa 0.16 % des
MeBfeldes doppelt aufgenommen werden.

C. Rechnerstrukturen und Bildverarbeitung

Bei sehr schnellen Datenaufnahmesystemen, wie etwa beim Laser Scanning
Mikroskop der Universitidt von Arizona, miissen die Daten fortlaufend analysiert
werden. Die Programme arbeiten also in "Echtzeit". Ein Bildstreifen wird wie
durch eine Drehtiire fortlaufend vollstindig ausgewertet. Die anfallenden Daten-
mengen sind so grof (ca. 3.2 Gigabytes pro Priparat), daB es nicht praktikabel ist,
sie in einen Speicher zu lesen. Fir die meisten Anwendungen in der quantitativen
diagnostischen Histopathologie werden jedoch nur eine Reihe von Videobildern,
also vielleicht 10 bis 20 Millionen Bildpunkte, aufgenommen. Solche Daten
werden am besten in einem globalen Speicher abgespeichert, aus dem sich dann
das Rechnersystem zu bearbeitende Bildregionen herauslesen kann. In Multi-
Mikroprozessor- Systemen, wie etwa dem Heidelberger POLYP (7, 8), wiirde sich
jeder Mikroprozessor die bendétigten Bildregionen aus dem globalen Speicher
herauskopieren. Dieses System erlaubt es, eine grofle Anzahl von Mikroprozes-
soren zu einem Verband zusammenzuschlieflen. Jedes Modul im Heidelberger
POLYP hat bis zu 4 Megabyte lokale Speicherkapazitit.

Die Frage der bestgeeigneten Rechnerarchitektur fir die Analyse von
histopathologischen Schnitten wird haufig vom Gesichtspunkt der "Kopplung" der
notwendigen Bildverarbeitungsaufgaben her diskutiert. Unter der Kopplung von
Bildverarbeitungsaufgaben versteht man das AusmaBf, mit dem die Analyse einer
gewissen Bildregion von Daten aus anderen Bildregionen abhingt. Die
Verarbeitung eines Zellbildes, z.B. einer einzelnen Zelle in einem zytologischen
Praparat, kann vom Anfang bis zum Ende durchgefiihrt werden, ohne daf} das
Rechnersystem jemals Bezug auf Resultate von anderen Zellbildern nehmen muf.
Das Verarbeiten von Einzelzellbildern ist also eine praktisch nicht gekoppelte
Bildverarbeitungsaufgabe, und man konnte sich vorstellen, dafl mehrere Mikro-
prozessoren unabhingig voneinander in paralleler Weise mehrere Zellbilder
gleichzeitig verarbeiten. Kopplung tritt nur auf, wenn sich Einzelzellen zufillig
beriihren. In einem Gewebeschnitt dagegen ist es hiufig notwendig, Bezug auf
Bildregionen zu nehmen, die unter Umstanden sogar in einem anderen
mikroskopischen Gesichtsfeld registriert worden sind (z.B. beim Nachsehen von
Schwellwerten, beim Zihlen von Zellkernen, beim Bezugnehmen auf eine
Orientierung der langen Achsen von Zellkernen. All dies sind Beispiele von Daten,



71

die bei der Verarbeitung méglicherweise bericksichtigt werden missen). Es ist
also eine Koordination der Bildverarbeitung mit verschiedenen Bildregionen und
unter Umstéinden verschiedenen zugeordneten Mikroprozessoren erforderlich.
Wenn starke Abhangigkeiten bestehen, spricht man von enggekoppelten Bildver-
arbeitungsaufgaben. Es ist klar, dal} die Art der Abstimmung von Prozessen
zwischen verschiedenen Mikroprozessoren oder Programmabschnitten stark von
der analysierten Struktur und den Verbindungen zwischen den verschiedenen
Rechnerkomponenten abhingt. Wenn man ein Multi-Mikroprozessor-System hat
(13), besteht dann die Moglichkeit, dal jedes Modul sich frei mit jedem anderen
Modul in Verbindung setzen kann?

Es ist zweifellos nitzlich, Rechnerarchitekturen vom Gesichtspunkt der
Aufgabenkopplung zu betrachten. In unserer Erfahrung hat sich jedoch ein
anderer Ausgangspunkt von grolerem Nutzen erwiesen. Die Beziehungen
zwischen Rechnerstruktur und Bildverarbeitungsaufgabe hingen sehr stark vom
Grad der Abhiangigkeit und der Reichweite der Abhiangigkeit der Mefwerte
voneinander ab. Das ist am besten mit Beispielen zu erkliren.

Bei einer Informationsextraktion, die sich ausschlieBlich auf eine Statistik
erster Ordnung beschrinkt, d.h. die den MeBwert an jedem Bildpunkt als
unabhingig von allen anderen Bildpunkten ansieht, kann das gesamte Bild
vollstindig parallel mit anderen Bildern verarbeitet werden. Das konnte idealer-
weise von einem vollstindig synchronen Rasterverband parallel arbeitender
Mikroprozessoren ausgefiihrt werden und die Informationsgewinnung wire mit
einer einzigen Instruktion oder einer kurzen Instruktionsfolge, die von jedem der
Mikroprozessoren ausgefilhrt wiirde, fir das gesamte Bild abgeschlossen.
Beispiele dafiir sind das Setzen eines Schwellwertes oder die Berechnung des
Histogramms der optischen Dichten im untersuchten Bild. Im anderen Extrem
kénnte man sich einen Fall vorstellen, der am besten mit einer "Schnitzeljagd"
verglichen werden kann. Der als néchster zu verarbeitende Bildpunkt wird erst
identifiziert, nachdem der gegenwirtige Bildpunkt analysiert worden ist. Es
handelt sich also um eine streng serienméBige Folge von Verarbeitungsschritten,
die im Extremfall eine Abhingigskeitsfolge von einer Linge annimmt, die der
gesamten Bildpunktzahl gleich ist. Beispiele sind z.B. das Verfolgen einer
Grenzlinie oder einer Membran, wie es z. B. beim Umfahren der Kernanschnitts-
flaiche vorkommt. Hier konnten "Pipeline"-Architekturen die wirkungsvollste
Rechnerstruktur darstellen. Wahrend in der praktischen Bildverarbeitung
Prozeduren dieser Art haufig vorkommen, dirfte doch die groBe Mehrheit der
Verarbeitungsaufgaben an Bildkomponenten mit Abhéingigkeiten stattfinden, die
zwischen diesen Extremen liegen. Eines ist sicher: Histopathologische Praparate
bieten eine ungemeine Vielfalt von Bildszenen und Bildstrukturen an. Ein
Versuch, die Rechnerstruktur optimal festzulegen, diirfte kaum zu einer Losung
fihren, die allen diesen diversen Problemen gerecht wird. In unserem eigenen
Forschungsvorhaben haben wir uns daher entschlossen, eine Rechner-
konfiguration zu wahlen, die dynamisch umstrukturiert und den jeweils
anfallenden Aufgaben angepalBit werden kann. Die Rechnerstruktur wird von den
Bilddaten gesteuert.

Die Fiahigkeit, wahrend der Bildverarbeitung eine Umkonfiguration des
Rechnersystems durchfiihren zu kénnen, war einer der entscheidenden Griinde fir
unsere Wahl des Heidelberger POLYP-Systems. Dieses System erlaubt es, eine
grofle Anzahl von Mikroprozessoren zu einem Verband zusammenzuschlieen. Das
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POLYP-System ist gegenwirtig auf dem Motorola MC 68 000 Mikroprozessor
aufgebaut. Das System an der Universitit von Arizona (8) wird zunichst 36
Mikroprozessoren enthalten, von denen jeder, zumindest fiir Integer-Operationen,
die Rechenfiahigkeit einer groen Digital Equipment Corporation VAX 11/780 hat.
Die Mikroprozessoren im POLYP sind durch zwei Bus-Systeme miteinander
verbunden: parallele Datenbusse und ein Synchronizations-Bus-System. Abb. 3
zeigt die Struktur dieser Verbindung in einer schematischen Darstellung. Jedes
Mikroprozessor-Modul hat eine Struktur wie in Abb. 4 gezeigt. Der POLYP kann
im MIMD Modus arbeiten, d.h. es kénnen multiple Instruktionsfolgen und
multiple Datenwege gleichzeitig aktiv sein. Die einzelnen Mikroprozessoren
arbeiten vo6llig asynchron.

Das POLYP-System bietet den grofien Vorteil, daB es eine hohe Fehlertoleranz
aufweist. Sollte ein Modul ausfallen, so wird seine Aufgabe von anderen tibernom-
men. Im POLYP konnen mehrere Bildverarbeitungsaufgaben gleichzeitig ablau-
fen. Untergruppen von Mikroprozessoren kénnen zu temporiren Einheiten zusam-
mengefafit werden. Die Organisation der Mikroprozessoren-Unterverbinde kann
beliebig gewahlt werden, als Serienfolge, als paralleler Verband oder in anderen
Konfigurationen. Die Bildverarbeitungsaufgaben werden den Mikroprozessoren
automatisch nach vorher festgelegten Priorititen zugeteilt. In groBen Mikropro-
zessoren-Verbinden, die mehrere hundert Prozessor-Einheiten enthalten kénnen,
geschieht diese Zuordnung mittels des Synchronisation-Bus-Systems, also durch
eine hartverdrahtete Logik. In kleinen Mikroprozessoren-Verbinden kann die
Prioritits-basierte Aufgabenverteilung durch Software vorgenommen werden. Es
ist also moglich, im POLYP-System die Konfiguration wahrend der Bildverar-
beitung den anfallenden Aufgaben anzupassen. Eine adaptive, mefBdatenge-
steuerte Rechner-Umkonfiguration setzt natirlich voraus, dal bestimmte Bild-
komponenten entdeckt und bestitigt werden miissen. Die fiir die Verarbeitung

Multiple common data bus system

Priority bus transfer interface

Processor Processor Processor Global Global

Module Module Module Memory Memory

Multiple synchronization bus system

Abb. 3. Schematische Darstellung des Synchronisations-Bus-Systems fiir die Mikroprozessoren im
POLYP.
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Struktur eines Mikroprozessor-Modells.

dieser Bildkomponenten giinstigste Konfiguration einer Untergruppe von Mikro-
prozessoren muf dann automatisch zusammengestellt werden. Diese Wechsel-
wirkung zwischen dem Bildaufnahme- und -verarbeitungsprogramm auf der
untersten Stufe der Wissensdatenbasis erlaubt dem System, die Rechnerkapazitat
mit dem héchsten Nutzungsgrad einzusetzen. Abb. 5 zeigt in einer schematischen
Darstellung, wie verschiedene Untergruppen von Mikroprozessoren asynchron an
verschiedenen Bildverarbeitungsaufgaben arbeiten.

Analytische Programme fiir Bildverarbeitungssysteme entwickeln sich in
zunehmendem MaBe auf Systeme hin, die qualitativ sehr gute Fahigkeiten haben.
In der quantitativen Zytologie verldt man sich im Grunde genommen auf zwei
Programmsysteme: das Rechnerbetriebssystem und die Bildanalyse-Programme.
Fir die diagnostische Bewertung von Gewebeschnitten sind bei weitem kompli-
ziertere, zusétzliche Programmsysteme erforderlich. Es konnen drei "Programm-
Stufen" unterschieden werden. Auf der ersten Stufe findet sich eine Wissensdaten-
basis, die das Rechnersystem in der Zerlegung des Bildes in Komponenten unter-
stiitzt und, falls die Moglichkeit besteht, die dynamische Umkonfiguration eines
Multi-Mikroprozessor-Systems tiberwacht. Die zweite Stufe hat interpretative
Fahigkeiten und fiihrt die eigentliche diagnostische Beurteilung des Bildes durch.
In der dritten Stufe wird der Ubergang von der Analyse des Einzelpréiparates zur
Integration mit einem diagnostischen Expertensystem gemacht.

Die Wissensdatenbasis hat die Aufgabe, die Bildverarbeitung zu steuern und
zu kontrollieren. Das Diagnoseprogramm der Datenbasis fihrt die eigentliche
diagnostische Bewertung durch. Die Sektion der Wissensdatenbasis, welche die
Steuerung der Bildzerlegung ausfiihrt, ist streng auf Praparate eines bestimmten
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Abb. 5. Schematische Darstellung der Kopplung von Mikroprozessoren zur asynchronen Bild-
verarbeitung.

Organs zugeschnitten. Die Informationen, die gebraucht werden, folgen der Logik
der Bildzerlegung. Sie betreffen topologische Beziehungen zwischen den Gewebe-
komponenten, GréBenbeziehungen zwischen den einzelnen Gewebekomponenten,
relative Lage, relative Orientierung, geometrische Eigenschaften und die Abhén-
gigkeitsstruktur, um nur einige der steuernden Informationen zu nennen. Die
Wissensdatenbasis enthilt ferner Spezifikationen fiir die System-Umkonfigu-
ration, um fiir jede Zerlegungsaufgabe eine Untergruppe von Mikroprozessoren in
einer optimierten Verkniipfung anzugeben. Die tatsichliche Freigabe der Mikro-
prozessoren, ihre Blockierung fiir andere Zwecke und die Meldung der Beendigung
der Teilbildverarbeitungsaufgabe geschehen durch das Multiprozessor-Betriebs-
system.

Eine adaptive Umstrukturierung kann zwei Strategien folgen:

1. Fir eine gewisse Folge von Bildverarbeitungsaufgaben, wie sie etwa bei der
Verarbeitung von Bildern von Nierenschnitten nétig ist, kénnte die Konfigu-
rationsfolge vorher genau festgelegt werden. Die Bildverarbeitungsprogramme
folgen einer festen Vorschrift, nach welcher die histologischen Komponenten
aufgefunden und getrennt sowie diagnostische Informationen errechnet und
weiterverarbeitet werden. Eine solche Strategie hat viel fiir sich. Fiir ein gege-
benes Organ weifl man, was zu erwarten ist und etwa wo und in welcher
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Konstellation die Gewebekomponenten zu suchen sind. Andererseits hat diese
Strategie den Nachteil, in gewissem Sinne blind zu sein, weil die Bildanalyse in
ihrem Ablauf vom System und letzten Endes eben nicht von den Bilddaten
gesteuert wird. Wenn Schnittregionen verarbeitet werden miissen, die sich
iiber grofle Flichen erstrecken, und wenn eine starke Kopplung vorliegt,
konnten bei dieser Strategie festgelegte Verarbeitungsfolgen in Schwierig-
keiten geraten.

2. In solchen Fillen scheint es besser, einer Strategie zu folgen, die echt von den
Bilddaten gesteuert wird. Das Bild wird eingelesen und ein Bildabschnitt wird
vorverarbeitet, um festzustellen, wo man ist und welche Gewebekomponente
im eingelesenen Teilbild vorliegt. Erst dann wird eine geeignete System-
umkonfiguration von der Wissensdatenbasis angefordert. Die diagnostische
Bewertung von histopathologischen Schnitten ist die Aufgabe eines eigenen
Programmteiles. Um die erforderlichen Fihigkeiten dieses diagnostischen
Programmes zu erldutern, ist es notwendig, auf das Prinzip der diagnostischen
Beschreibung histopathologischer Schnitte fir den Rechner einzugehen.

D. Rechnerunterstiitzte diagnostische Histopathologie

Das Problem der diagnostischen Begutachtung von Gewebeschnitten kann auf
zwei Ebenen angegangen werden.

1. Man kann heuristisch (richtungsgebend, erkenntnisfordernd) definierte
Merkmale errechnen und Gewebeproben als "normal” oder als "pathologisch
verandert” klassifizieren. Diese Methode erlaubt es sogar, Abstandsmafle vom
Normalzustand zu berechnen sowie durch geschickte Merkmalsdefinitionen
und Merkmalsauswahl den Nachweis pathologischer Verdnderung unter
Umstédnden sehr empfindlich zu machen. In der Tat ist dieser Weg, Gewebe-
schnitte automatisch zu beurteilen, mehrfach vorgeschlagen worden (6, 11, 12,
14, 18, 19) und die Methode diirfte in vielen Fallen zweifellos sogar von
klinischem Wert sein.

2. Man kann eine Wissensdatenbasis erstellen und Expertensysteme in einem
Rechner aufbauen. Wir sind in unseren eigenen Arbeiten zum Schluf} gekom-
men, daB dies auf die lange Sicht gesehen die aussichtsreichere Methode ist;
eine Begriindung fiir diese Entscheidung soll im folgenden gegeben werden.

Systeme, die zur Zeit klinisch interessant wiren, miissen nicht die Fahigkeit
haben, einen histologischen Leberschnitt von einem Nierenschnitt zu unter-
scheiden. Was von klinischem Interesse wire, sind Systeme, die sehr frihzeitige
morphologische pathologische Veridnderungen mit grofSer Empfindlichkeit in einer
Gewebeprobe bekannter Herkunft entdecken und auch eine sehr spezifische
Veranderung identifizieren kénnen (11). Um dies méglich zu machen, muf} das
AusmaB und die Art der vorkommenden Unterschiede in normalen Geweben sehr
genau bekannt sein. Das heiBit aber, daB nicht nur die Mittelwerte geeigneter
Merkmale und ihre Streuung, sondern auch ihre gegenseitigen Korrelationen
genau abgeschitzt werden miissen, wenn man eine kleine Abweichung zuverléssig
als nicht mehr normal und durch eine spezielle Ursache hervorgerufen erkennen
will. Bereits an diesem Punkt, an der Charakterisierung der normalen Abhéangig-
keitsstruktur, begegnet man erheblichen Schwierigkeiten; es ist wahrscheinlich
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Abb. 7. Schnitt eines Kolonschleimhautadenoms.

dieser Punkt, an dem die oben erwiahnten heuristischen Merkmalsbewertungen
scheitern dirften. Die Abhéngigkeitsstruktur zwischen Komponenten des histo-
logischen Schnittes mufl modelliert und explizit beschrieben (inferiert) werden.
Dabei gibt es keinen offensichtlichen Weg festzustellen, ob man alle notwendigen
Merkmale und alle notwendigen Abhéingigkeiten erkannt und bertcksichtigt hat.
Eine Méglichkeit, die Vollstindigkeit der Beschreibung zu priifen, besteht darin,
die Beschreibung zu benutzen, um Bilder synthetisch herzustellen, d.h. Simula-
tionsstudien auszufihren. Die auf der Grundlage der postulierten vollstdndigen
Beschreibung generierten Bilder werden dann von Experten visuell begutachtet
im Hinblick darauf, ob alle Beziehungen zwischen den Bildkomponenten richtig
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aussehen. Simulationsverfahren sind daher auch als "Analyse durch Synthese-
Verfahren" bekannt. Wenn eine quantitative Beschreibung zu richtig ausse-
henden Bildern fiihrt, enthilt die Beschreibung alle notwendigen Informationen.
Die heuristischen Merkmalsmethoden erlauben ihrerseits in den meisten Fillen
keine Bildsynthese.

Ein Beispiel mége die Notwendigkeit demonstrieren, die Abhéngigkeits-
struktur vollstindig zu erkennen und in der Beschreibung zu beriicksichtigen.
Abb. 6 zeigt einen normalen histologischen Kolonschnitt, Abb. 7 ein Kolonschleim-
hautadenom. In normalen Driisen stehen die Drusenzellkerne peripher angeord-
net mit der lingeren Achse senkrecht zur Basalmembran ausgerichtet und so, daf§
sie die Basalmembran nahezu berithren. Das ist schematisch in Abb. 8 a gezeigt. In
den Schnitten des Adenoms findet man, daf die Zellkerne auf das Lumen der
Driise zu verschoben sind. Man kann in der Tat eine bimodale Verteilung der
Kernzentrumsabstéinde von der Basalmembran messen; die zentral verschobenen
Kerne des Adenoms haben einen mittleren Abstand ihres Kernzentrums
voneinander, der 2,8 mal so grof ist wie derjenige der Epithelkerne in der
normalen Kolonschleimhaut. Die bimodale Verteilung der Kernzentrumsabstinde
des Adenoms gibt auBlerdem den Prozentsatz der zentral verschobenen Kerne an.
Abb. 8 b zeigt eine schematische Darstellung. Wenn man diese Beschreibung zur
Grundlage einer Bildsynthese macht, so erhilt man unzulangliche Bilder. Das ist
in Abb.9a gezeigt. In wirklichen Bildern besteht eine starke Abhingigkeit
verschobener Kerne voneinander: Solche Kerne kommen in Aggregaten vor und
nicht als einzelne, unabhingige Ereignisse, wie es dem Modell in Abb.9a
zugrunde gelegen hat. Eine Berticksichtigung dieser Abhéngigkeit im Modell
liefert Bilder, die schon weitaus echter aussehen (Abb. 9 b). Dabei wird ein weiterer
Aspekt der Abhingigkeitsstruktur klar: Zentral verschobene Zellkerne sind auch
seitlich dichter gepackt und das umso mehr, je grofer die Verschiebung auf das
Lumen zu ist. Wenn auch diese Abhingigkeit in der Simulation bericksichtigt
wird, erhilt man dem Pathologen bekannt vorkommende Bilder. Ein solches
Beispiel ist in Abb.9c gegeben. Man kann mit Modellen wie den dargestellten
erproben, wie empfindlich und wie spezifisch die Erkennung kleiner Abweichun-
gen vom Normalen gemacht werden kann. Obwohl die Simulation eine gewisse
Riickversicherung gibt, dafl wichtige Eigenschaften der Abhangigkeitsstruktur
beriicksichtigt worden sind, ist auch die Simulation keine Garantie dafiir, da} die
gesamte Abhingigkeitsstruktur vollstindig erkannt worden ist.

N
A0pNas>
0 ‘;‘ 0‘
Abb. 8. Schematische Darstellung der Basalmembran: M% "0‘

a) des normalen Kolongewebes und
b) des Adenoms.
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Abb. 9. Synthetische Bilder der Kernanordnung in einem Kolonschnitt mit zunehmender Beriick-
sichtigung verschiedener Kriterien zur Optimierung der Simulation (von 9a nach 9¢).

Zusammenfassend ist also zu sagen, dafl die diagnostische Bewertung generell
auf drei beschreibende und definierende Informationssitze zuriickgreift:

1. Eine topologische Struktur.

2. Sollwerte fiir Mittelwerte, Streuung und Korrelationen von Merkmalen, die
aus der Struktur folgen. (Diese Sollwerte definieren aus der Topologie eine
Topographie der histologischen Struktur).

3. Entscheidungs- und Klassifizierungsregeln zur diagnostischen Zuordnung und
zur Bewertung des Grades der pathologischen Anderung.

Es muf3 immer wieder betont werden, dafl das Ziel einer rechnergestiitzten
histopathologischen Bewertung die Erstellung diagnostischer Hilfen ist,
unterstiitzt von statistisch-probabilistischen Bewertungen und systemvorgeschla-
genen Diagnosen. Alle diese Informationen sollen es dem Pathologen erleichtern,
eine Diagnose zu stellen und sie mit zusdtzlichen Informationen zu stiitzen. Es ist
nicht das Ziel der Entwicklung dieser Systeme, Histopathologie zu automatisieren
und den Pathologen durch eine Maschine zu ersetzen. Was Systeme dieser Art po-
tentiell an Diagnosehilfe anbieten konnen, darf allerdings nicht unterschatzt
werden und kann betrachtlich sein; vor allem sogenannte "Expertensysteme" er-
offnen vollig neue Moglichkeiten.

Die oben erwiahnten Wissensdatenbasen dienen dazu, das Bildverarbeitungs-
system zu steuern. Die diagnostischen Programme kondensieren dann die errech-
neten Informationen. Expertensysteme wenden sich primar nicht an das Rechner-
system: Sie beantworten Fragen fiir den Benutzer. Solche Systeme bieten eine
umfangreiche statistische Datenbasis an mit epidemiologischen Informationen
und prognostischen Bewertungen. Expertensysteme konnen alternative
Diagnosen vorschlagen auf Grund der von einem bestimmten Fall bereits
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vorhandenen Daten. Die Systeme konnen sogar die Ausfiihrung zusitzlicher,
spezieller Messungen in einem bereits ausgewerteten Priaparat anfordern, um
mogliche vermutete Alternativdiagnosen und ihre Wahrscheinlichkeit abschétzen
zu konnen. Expertensysteme konnen durch ein Netzwerk Zugang zu groflen
Datenbasen anbieten; sie konnen die Diagnosen anderer, speziell erfahrener
Pathologen an dhnlichen Fillen zusammen mit den digitalen Bildern dieser Fille
bereitstellen; sie konnten sogar tiber Netzwerke ein Konsilium mit anderen Patho-
logen anfordern. Zu einem zentralen Netzwerk verbunden konnen Experten-
systeme dieser Art sogar lernen, indem sie z.B. diagnostische Kriterien, klinische
Informationen und differentialdiagnostische Erwagungen aller am Netzwerk
teilnehmender Pathologen in die Informationsbasis einbauen.
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2 Anwendungen



2.1 Préparier- und Farbetechniken

2.1.1 Die Bedeutung der Gewebepriparation, insbesondere
der Fixierung und Farbung fiir die Morphometrie und
Stereologie

Jon B. Reitan, Albrecht Reith

A. Einleitung

Morphometrische und stereologische Arbeiten werden innerhalb der Medizin und
Biologie durchgefiihrt, um etwas iiber die quantitative Zusammensetzung des
Gewebes oder der Zellen aussagen zu kénnen. Diese Untersuchungen werden an
einem Praparat, meistens an einem Schnittpriaparat ausgefithrt, das tber teil-
weise komplizierte Prozeduren hergestellt wird. Der Wert der Untersuchung steht
und fillt mit dem Grad, in dem die Resultate den Verhiltnissen in vivo
entsprechen.

Verfahren der Priaparation laufen in mehreren Stufen ab, die allerdings eng
miteinander verflochten sind (Abb. 1). Systematische Fehler konnen auftreten,
wenn man sich nicht klar iber die Bedeutung verschiedenener Faktoren ist, die
EinfluB auf die Praparation haben. Unterschiedliche Methoden miissen gewéhlt
werden fiir die Beachtung dieser Faktoren bei der Priparation verschiedener
Gewebe, je nach der Art der morphologischen Strukturen, die man zu untersuchen
wiinscht.

IXIERUNG
ORGANISMUS —s (geﬁ drierung
/ (Gewebe, Zelle) | SAMPLING Einl’;ettung) ' \‘
? PRAPARAT
[ (Schneiden)
RESULTAT  |e—p ANALYSE |, FARBUNG

Abb. 1. Die prinzipiellen Priparationsschritte bei morphometrischen Verfahren, die alle Einflul
auf das Endresultat nehmen. Mehrere der Stufen lassen sich weiter unterteilen. Auf der Fixie-
rungsstufe gehéren natiirlich die Dehydrierung, die Einbettung und das Schneiden dazu. Das
Fragezeichen steht fiir die Diskussion {iber die Beziehung zwischen Analyseresultat und in vivo-
Situation.
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B. Sampling und Fixierung

Der erste Schritt ist eine "adidquate Auswahl" des Gewebes bzw. der Gewebe-
proben fiir die Untersuchung durch ein geeignetes Stichproben(sampling)-Verfah-
ren. Ein systematisches Sampling ist einem Zufalls- (random-)Sampling vorzuzie-
hen, da es ein effizienteres Verfahren ist und verhindert, daf zu dicht beieinander
liegende Stichproben untersucht werden (Abb. 2). Prinzipiell gilt das auch fir das
Sampling von pathologischen Verinderungen, die ja haufig fokaler Art sind. Hier
miissen jedoch die Verhiltnisse dem Probenmaterial angepaBt werden. Wie wich-
tig ein adidquates Sampling fiir die Effizienz einer Untersuchung ist, wird detail-
liert in (11), (13) und (18) behandelt. Auch in dem Buch von Reith und Mayhew
(26) wird fiir verschiedene Gewebe und verschiedene Fragestellungen auf dieses
Problem eingegangen.

Prinzipiell wire eine Fixierung des gesamten Gewebes durch Perfusion bevor
die einzelnen Proben entnommen werden das beste (25). Das ist aber gerade in der
Pathologie selten moglich, so dafl man gezwungen ist, die einzelnen Proben fir
sich zu fixieren, entweder durch eine Gefrierfixierung oder durch eine chemische
Fixierung. Aber auch die Handhabung des Gewebes vor der Fixierung kann
EinfluB auf die Strukturerhaltung haben (37). Die meisten Fixierungsmittel
wirken durch eine Proteinprézipitation. Durch die danach folgende Dehydrierung
oder Farbung wird das Fixans gewohnlicherweise ausgewaschen und die
Bewahrung der Struktur wird davon abhéngig sein, ob die Fallungsprodukte
wasserléslich sind. Die verschiedenen Fixierungsmethoden haben demnach eine
starke Einwirkung auf das Endresultat, den gefarbten Schnitt. Auch Puffer, d.h.

Abb. 2. Ausriistung fiir ein systematisches Sampling. Links Schneidegerit aus parallel angeord-
neten Rasierklingen. Fiir die Elektronenmikroskopie werden die diinnen (0.8 mm) Scheiben des
perfusionsfixierten Organs unter Feuchthaltung nebeneinander auf eine Wachsplatte gelegt. Die
Schablone mit den systematisch nebeneinanderliegenden Léchern wird dariibergelegt. Mit dem
Stanzapparat (rechts oben) werden dann systematisch Gewebestanzen angefertigt, so dafi nicht
direkt benachbarte Blockchen in die Auswahl gelangen.
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die Vehikel fiir die Fixierungsmittel, haben einen Einflufl auf die Praparate-
erhaltung fiir die Elektronenmikroskopie. Bei der Osmium-Fixierung mit
Cacodylatpuffer bewahrt man z.B. im Gegensatz zum S-collidinpuffer viele
Proteine (Abb. 3 und 4). Das 148t sich z.B. ausnutzen, wenn es auf die Darstellung
von Membransystemen in der Zelle ankommt wie z.B. dem endoplasmatischen
Retikulum in den Leberzellen. Die S-collidin-Fixierung resultiert in einer
deutlichen Darstellung des endoplasmatischen Retikulums, auch des glatten
Anteils, der haufig von Glykogen bedeckt ist, da dieses bei dieser Fixierungs-

Abb. 3. Normale Rattenleber, perfusionsfixiert 3-5 Min. mit 1% Glutaraldehyd in 0.1 M Cacodylat-
puffer mit 0,1 M Saccharose. Nachfixiert mit 1% OsO4. a) Bleicitratkontrastiert fur 10 Min,,
b) Uranylacetat fiir 20 Min. und Bleicitrat fiir 10 Min. Die Uranylacetatbehandlung 14t das Chro-
matin in den Kernen und die Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums sehr viel deutlicher
hervortreten. Diese selektivere Kontrastierung der DNS und RNS wird allerdings mit einem
Verlust der Klarheit der Membrandarstellung erkauft (Mitochondrienmembranen speziell Cristae,
Kernmembran und endoplasmatisches Retikulum) (15 000 x).
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Abb. 4. Normale Rattenleber, immersionsfixiert mit 1% OsO4 in 0.1 M S-Collidin. Mit diesem
Puffer treten die Membranen am deutlichsten hervor. Glykogenablagerungen in der Zelle (Stern),
die haufig das glatte endoplasmatische Retikulum (Pfeil) bedecken, werden herausgeldst, so da8

die Membranen gut sichtbar werden (15 000 x).

methode herausgelost wird. Durch eine Fixierung mit Osmiumtetroxid erhélt man
gleichzeitig eine Kontrastierung verschiedener Gewebestrukturen, speziell der
Membranen. Deshalb schliefit sich die OsO,-Fixierung fast immer an eine voraus-
gehende Fixierung durch Glutaraldehyd an, dessen Verwendung fiir eine bessere
Gewebeerhaltung sorgt. Gepuffertes Formaldehyd ist die Methode der Wahl in der
Lichtmikroskopie und wird auch in der Elektronenmikroskopie verwendet. Eine
gute, allgemein anwendbare Fixierung kann mit der McDowell-Methode (19)
erreicht werden.

Die Fixierung hat auch einen EinfluB auf das Volumen der Gewebeproben
durch osmotische Schrumpfung oder Expansion. Das gilt insbesondere fir
pathologisch verandertes Gewebe, das sich ganz anders verhalten kann als
Normalgewebe, auf das die meisten Fixierungsverfahren abgestimmt sind. Das
wiederum hat einen starken EinfluBl auf die MeBwerte verschiedener Parameter.
Dabei gilt es zu beachten, daB die Volumenvariation sich in der dritten Potenz der
linearen Variation auswirkt. Man kann auch nicht davon ausgehen, daf} die
Volumenverinderungen gleich sind fiir alle Komponenten in einem Gewebe oder
in der Zelle (22). Von praktischer Bedeutung ist speziell die Beobachtung, daf ein
Gradient von guter zu schlechter Fixierung in Abhéngigkeit der Entfernung von
der Probenkante auftritt. Das gilt vor allem in der Elektronenmikroskopie, hat
aber sicher auch praktische Bedeutung fiir die Lichtmikroskopie, wenn Messun-
gen vorgenommen werden sollen. Beim Vergleich verschiedener Fixierungsarten
fanden wir (25) eine Volumenerhéhung der Hepatocyten von 15%, wihrend das
mitochondriale Kompartiment bis zu 30% anstieg, wenn man Immersions- mit
Perfusionsfixierung verglich. Fiir die GréBe von Mitochondrienanschnitten fanden
sich bei derselben Fixierung und demselben Vehikel Unterschiede bis zu 100 -
200% (Abb.5), wenn man Immersions-mit Perfusionsfixierung vergleicht. In
Abhingigkeit von der Tiefe im Gewebeblock werden diese Unterschiede noch
gravierender.
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C. Einbettung

Als Einbettungsmaterial ist Paraffin noch immer billig und gut fir den Routine-
gebrauch und die meisten Farbetechniken sind fir Paraffinschnitte entwickelt. In
der letzten Zeit sind auch sehr viele immunzytochemische Techniken fiir in
Paraffin eingebettetes Material entwickelt worden. Jedoch lassen sich bei der
Einbettung in Plastikmaterial, wie z.B. Epon oder Methacrylat, diinnere Schnitte
herstellen, die prinzipiell von Vorteil fir die Morphometrie und Stereologie sind.
Semidiinne Schnitte von solchen Blocken sind wegen der Probleme mit der Uber-
projektion (Holmes-Effekt) (17) das Mittel der Wahl. Jedoch mufl man dann in
Kauf nehmen, daBl man bei der Wahl von Fiarbungen eingeschrankt ist. Fur
Farbungen an Eponschnitten ist das Mittel der Wahl Toluidinblau, wiahrend man
fiir Methacrylat-Einbettungen etwas freier in der Wahl verschiedener Farbungen
ist. Aber selbst bei einer so oft verwendeten Methode wie der Toluidinblau-
Farbung von Eponschnitten kénnen Probleme auftreten, da die Verfahren sehr
wenig standardisiert sind. Fehler in der Polymerisierungstemperatur haben z.B.
einen starken EinfluBl auf die Qualitat der Farbung.

Der Einbettungsschritt hat auch einen nicht zu vernachlissigenden Einfluf3
auf die Zusammensetzung von Gewebs-oder Zellkomponenten, seien es deren
Anzahl, Volumen, oder Oberflichendichten. Das hingt mit der Schrumpfung
wihrend der Einbettung zusammen, die fiir verschiedene Einbettungsmittel
unterschiedlich ist. Fur Plastikstoffe spielt auch noch die Polymerisations-
temperatur und die Konzentration der Hirter und Weichmacher eine Rolle. Fir
die Praxis ist es deshalb empfehlenswert alle Gruppen einer Untersuchung bzw.
eines Experiments gleichzeitig in einem Durchgang einzubetten, um einen
systematischen Fehler zwischen den Gruppen bei der Einbettung zu vermeiden.

D. Schnittdicke und Kontrast

Stereologische Verfahren beruhen in der Theorie auf Messungen an Oberflachen
wie z.B. Schliffflichen von mineralischem Probenmaterial. Ubertragen auf
histologisches Arbeiten wiirde das bedeuten, dal man mit einer Schnittdicke 0
arbeiten mifite. In der Praxis verfahrt man so, dal man eine moglichst diinne
Schnittdicke anstrebt. Als allgemeine Regel kann gelten, dafl die Durchmesser der
zu untersuchenden Komponenten circa 5 bis 10 mal groler als die Schnittdicke
sein sollten, weil dann die Fehler durch die Uberprojektion vernachlissigt werden
konnen (14). Fir dickere Schnitte kann man in der Praxis mit der Olimmersion bei
100-facher Vergroflerung arbeiten, ohne dafl die Mikrometerschraube bedient wird
(14). Dadurch erreicht man optisch eine "Schnittdicke" von weniger als 1 ym. In
Abb. 6 sieht man einen Querschnitt durch einen Paraffinschnitt mit einer
Schnittdicke von ungefihr 5um. In Zusammenhang mit morphometrischen/
stereologischen Arbeiten ist ein solcher Schnitt relativ dick. Sowohl die Anzahl der
Kernprofile als auch deren Durchmesser ist abhingig vom Kontrast dieser Kerne
im Schnitt und der Schnittdicke. Die zu geringe Erfassung aller Kernprofile, weil
sie entweder zu klein sind oder optisch zu wenig Kontrast enthalten, wird in der
Praxis zu einer "truncation" der Resultate fiihren. Das Phénomen einer
Uberregistrierung der Anzahl oder der GroBe von Objekten auf Grund zu grofler
Schnittdicken, fiihrt zu dem bekannten Effekt der "Uberprojektion", der unter
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< Abb. 5. Die Verinderungen des mitochondrialen Kompartiments bei den verschiedenen Immer-
sionsfixierungen im Verhaltnis zur Perfusionsfixierung (= 100% gesetzt). VVM : Volumendichte
der Mitochondrien im Zytoplasma, SV : SVMO/VVM (Quotient zwischen Oberflachendichte der
Mitochondrien-AuBlenmembranen bezogen auf ein Einheitsvolumen Zytoplasma und Volumen-
dichte der Mitochondrien bezogen auf das Einheitsvolumen Zytoplasma) an,: durchschnittliche
Grofe eines Mitochondrienanschnitts. GA : 1% Glutaraldehyd, OS : 1% OsO4, CAC : 0.1M Cacody-
latpuffer, PHO : 0.135 Phosphatepuffer (aus (25), mit freundlicher Genehmigung der Scanning
Electron Microscopy Inc).

]

1 |
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1

Abb. 6. Verschiedene Schnittdicken-Effekte, die zu Uberprojektion oder "truncation” fithren. Am

Beispiel von Kernen in histologischen Schnitten von 5 pm Dicke.

a) Ideal wire eine Messung der Kerndurchmesser d; und d3 an der Oberflache. Bei der Transmis-
sionsmikroskopie wird jedoch der Durchmesser dg an Stelle von d; erhalten, wenn ein ausrei-
chender Kontrast besteht. Ist der Kontrast gering, wiirde d4 an Stelle von d3 bestimmt werden.
Auf der Unterseite wiirde in idealer Weise nur ein Kernprofil registriert werden, dessen Durch-
messer dy wire. Wahrscheinlich ist jedoch die Registrierung von zwei Kernprofilen mit dem
Durchmesser dg und dg.

b) Ideal wire eine Registrierung von nur einem Kernprofil mit dem Durchmesser ds auf der Ober-
seite. Auf der Unterseite sollte eigentlich nur ein Kernprofil mit dem Durchmesser d7 registriert
werden. Ist der Kontrast jedoch groB genug, wird man zwei Kernprofile registrieren, deren
Durchmesser dg ist.

Stereologen nach dem Erstbeschreiber auch "Holmes-Effekt" genannt wird (17). In
der Praxis konnen diese entgegengesetzt sich auswirkenden Effekte einander
aufheben, auf jeden Fall fir ein mittleres Kontrastierungsniveau (1). In einigen
Fallen kann man die begrenzte Tiefenscharfe der Objektive ausnutzen (siehe
oben).

Ein "truncation"-Effekt kann auch ein Problem bedeuten, wenn die Elastizitat
und die Bruchstirke der verschiedenen Gewebskomponenten unterschiedlich ist.
Das kann ein praktisches Problem bei Paraffinschnitten sein, wenn die Kern-
profile beim Schneiden losgerissen werden oder zu grofl werden (Abb. 7) (16).
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Abb. 7. Schematische Zeichnung eines Schnittes, der drei Kernprofile enthilt. In Beispiel a) hat
das Messer den Kern im Niveau mit dem umgebenden Gewebe passiert. In Beispiel b) hat das
Messer zu einer Vertiefung innerhalb des Kernprofiles gefiihrt und in Beispiel ¢) ragt der Kern
iiber die Schnittebene hinaus (modifiziert nach 16).

Die einfachste Art und Weise, Probleme der Schnittdicke und des Firbe-
kontrasts zu umgehen, ist es, sehr diinne Schnitte im Verhaltnis zur GroBe der zu
studierenden Strukturen zu gebrauchen. Das heifit, da man fir die meisten
lichtmikroskopisch interessanten Parameter (z.B. kleine Kerne, Nukleoli) mit
Praparaten arbeitet, die in Plastik eingebettet sind, so daB sich semidiinne
Schnitte herstellen lassen. Arbeitet man mit ultradinnen Schnitten in der
Elektronenmikroskopie, mufl man bei Strukturen, die gréfler als 1 ym sind wie z.B.
Mitochondrien, nicht mit groflen Fehlern rechnen. Fiir Innenstrukturen der Mito-
chondrien wie Cristae gilt das allerdings nicht (24). Ein Korrekturbedarf besteht
erst, wenn man an Objekte unterhalb dieser Gréflenordnung, wie z.B. Pinozytose-
Vesikel oder Ribosomen interessiert ist. Zusitzlich besteht dann oft noch das
Problem einer addquaten Kontrastierungsmethode fiir diese kleinen Objekte.
Methodische Probleme, die damit verbunden sind, und die Wahl stereologischer
Modelle sind eingehend in dem Ubersichtswerk von Weibel (38) behandelt.

E. Farbung und Kontrastierung
Lichtmikroskopie

Die Farbung der verschiedenen Gewebskomponenten kann auf verschiedene Art
und Weise zustandekommen. Die drei wichtigsten sind in der Abb. 8 skizziert. Bei
der direkten Farbung verbindet sich der Farbstoff direkt mit der Gewebskompo-
nente, entweder durch eine chemische oder durch eine adsorptive Bindung. Accele-
ratoren oder Accentuatoren konnen notwendige Zwischenglieder sein, damit die
Bindung mehr Starke oder Intensitét erhilt. In einigen Fillen kann der Farbstoff
sich nicht direkt an die Struktur binden ohne daB eine Beize benutzt wird. Solche

EXGINER EX Gl
DIXG

Abb. 8. Verschiedene Bindungsarten der Farbe mit dem Gewebe. Oben schematisch dargestellt die
direkte Bindung und die Bindung mit einem Accelerator oder einem Accentuator. Unten die Bin-
dung mit einer Beize. G : Gewebe, F : Farbe, A : Accentuator/Accelerator, B : Beize.
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Beizen sind oft Metalle, aber auch das Fixierungsmittel selbst kann als eine Beize
wirken. Quecksilberhaltige Fixierungsmittel werden z.B. metachromatische
Farbeprozesse beeinflussen.

Das beste Beispiel, um die Einwirkung von Beizen zu zeigen, stellt die wichtige
Routinefiarbung, die Himatoxylin-Farbung dar. Himatoxylin alleine bindet sich
nicht im Gewebe, es sei denn, es werden zusitzlich Metallsalze eingesetzt, oft in
der gepufferten Farblosung oder in der Fixierungslésung. Aus Tabelle 1 geht
hervor, welche Metalle eine Bindung fiir die verschiedenen Strukturen beein-
flussen.

Die Farbstoffe werden nicht nach der Farbe klassifiziert, sondern nach dem
Vorhandensein der verschiedenen chromophoren Gruppen. Ein Teil der Farbstoffe
sind Naturprodukte, wie z.B. Carmin oder Hiamatoxylin, aber die meisten werden
synthetisch hergestellt. Farbstoffe sind sehr oft pH-abhéngig in ihrer Bindung an
die Strukturen, wihrend indifferente Farbstoffe sich gerne an Neutralfette
anlagern. Alle gewéhnlichen Farben sind Salze mit einer sauren und einer
basischen Komponente. Wenn die Farben innerhalb der sauren Komponente
liegen, wird die Farbe alkalische Zellstrukturen, wie z.B. Zytoplasma, anfarben. In
den Fillen, wo die Basenkomponente die Farbe ist, werden saure Komponenten,
wie z.B. Kernsduren, angefirbt. Selbst geringe pH-Variationen konnen einen
merklichen EinfluB auf die Farbung haben (z.B. Papanicolaou-Farbung) (6). In
einigen Fillen ist der Farbungsprozef} ein komplexer Prozef3. Eine Ubersicht iber
die physikalisch-chemischen Grundlagen der Fiarbung findet sich bei Zimmer-
mann (42). Metachromatische Farbungen sind so aufgebaut, dal die Farbung einer
Gewebekomponente ein Absorptionsspektrum ergibt, so dafl der Gewebeférbe-
komplex ausreichend verschieden von der urspriinglichen Farbe und der gefiarbten
Gewebskomponente ist, und damit ein deutlicher Farbekontrast zustandekommt.
Die wichtigsten Gewebskomponenten, die metachromatisch gefarbt werden, sind
Mucin, Amyloid, Knorpel und Mastzellengranula. Die Chemie, die hinter der
metachromatischen Farbung steht, ist sehr komplex.

Eine negative Farbung kann auch benutzt werden. Es konnen Gewebskompo-
nenten entfernt werden, wie z.B. die RNS, die abgebaut und herausgelost werden
kann. Das Nichtvorhandensein der Farbe in dem behandelten Schnitt verglichen
mit einem unbehandelten Schnitt zeigt dann die "Menge" der RNS an (39). Polari-
siertes Licht 148t sich in einzelnen Fillen auch ausnutzen, um spezielle Strukturen

Tabelle 1. Gewebsspezifitit fiir Himatoxilin beim Gebrauch von verschiedenen Beizen (Metallen)

(5).

Gewebekomponente Beize

Kerne Aluminium, Eisen, Wolfram
Myelinketten Chrom, Kupfer, Eisen
Elastische Fasern Eisen, Jod

Kollagen Molybden

Achsenzylinder Blei

Mucin Aluminium

Fibrin Wolfram

Mitochondrien Eisen
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Abb. 9. Darstellung von Mitochondrien in der Leber mit Hilfe der Cytochromoxidase und Diamino-
benzidin (DAB). Beachtenswert ist die gleichmiBige Farbung der Mitochondrien tiber den gesam-
ten Schnitt hinweg (Rattenleber, 1-2 Min. perfusionsfixiert mit hochgereinigtem 1% Glutaralde-
hyd. 40-80 ym Gewebeschnitte wurden fiir 3-15 Min. in kaltem Phosphatpuffer gewaschen und fiir
60 Min. in einer 4.66 mM DAB Lésung bei 21° C inkubiert. Keine Osmiumnachfixierung, reiner
DAB Kontrast. (25 000 x).

darzustellen. Amyloid zeigt z.B. gelbgriine Doppelbrechung in Priparaten, die mit
Kongorot gefarbt sind (31).

Elektronenmikroskopie

Die Kontrastierungsverfahren in der Elektronenmikroskopie zur Darstellung von
Zellorganellen sind inzwischen weitgehend standarisiert worden. Bei den aller-
meisten Untersuchungen wird das Material mit Osmium fixiert (oft nach voraus-
gehender Glutaraldehydfixierung), da Osmium neben der guten Lipidfixierung
und Proteinstabilisierung gleichzeitig ein gutes Kontrastierungsmittel ist. Dieser
Kontrast wird verstiarkt, in dem die Ultradiinnschnitte mit Bleicitrat (Abb. 3a)
und im Falle der Doppelkontrastierung (Abb. 3b) zuséitzlich mit Uranylacetat
kontrastiert werden. Uranylacetat firbt besonders stark DNS und RNS Anteile
der Zelle an. Weitere selektive Kontrastierungen fiir andere Zellbestandteile sind
instruktiv bei Geyer (10) dargestellt. Enzymdarstellungen durch Metallsalze sind
ein anderer Weg, selektive Kontrastierungen von Zellorganellen methodisch zu
erhalten. Relativ einfach durchzufithren sind die Darstellungen von Lysosomen
durch saure Phosphatase, von Mitochondrien durch die Cytochrom-Oxidase
(Abb.9), von Peroxisomen durch die Peroxidase (Abb10) und des endoplasma-
tischen Retikulums durch Glucose-6-Phosphatase (Abb. 11).

Immunzytochemische Methoden mit kolloidalem Gold, Ferritin oder Peroxidase
(siche "Immunzytochemie” in diesem Kapitel) sind in letzter Zeit in die
Elektronenmikroskopie eingefiihrt worden (Ubersicht in 20). Damit lassen sich
bestimmte Zellorganellen oder auch Zellbestandteile wie z.B. Zytoskelett-
komponenten oder -produkte nachweisen (Abb. 12).

Autoradiographische Methoden, die ja nicht nur zur Charakterisierung von
Zellbestandteilen. dienen, sollen der Vollstindigkeit halber auch erwiahnt werden.



Abb. 10. Darstellung von Peroxisomen mit Hilfe der Peroxidase unter Verwendung von DAB und
H20g9. Nachfixiert mit OsOy, Bleicitratkontrastierung. (15 000 x).

Abb. 11. Darstellung des endoplasmatischen Retikulums und der Kernmembran mit Hilfe der
Glukose-6-Phosphatase. Osmium nachfixiert, keine Bleicitratkontrastierung. (15 000 x).

Ein Hauptanwendungsgebiet ist die Erfassung zeitlicher Ablaufe durch Lokalisa-
tion in verschiedenen Zellkompartimenten. Diese Methode in Verbindung mit
zytochemischen und stereologischen Verfahren findet sich detailliert beschrieben
bei Williams (41).

Es wirde zu weit fihren, eine Darstellung der vielen Farbemethoden und ihrer
Vorzige zu geben und anzugeben, welche Methoden fiir welche Untersuchungen
vorzuziehen sind. In Abb. 13 sind einige Beispiele von Farbungen gezeigt, die sich



94

—_—
N

Abb. 12, Immunzytochemische Methode mit kolloidalem Gold zur Darstellung von intrazelluldren,
hormonbeladenen Vesikeln in Thyreoideakarzinomzellen, die Calcitonin positiv sind. Die Goldpar-
tikel liegen iiber den elektronendichten Vesikelanhaufungen (Ubersichtsaufnahme (15 000 x)). Im
Inset deutliche Markierung einzelner Versikel (100 000 x). (Die Aufnahme wurde freundlicher-
weise von Dr. J. Nesland und Ruth Holm zur Verfiigung gestellt).

Abb. 13.

a)

b)

c)
d)

e)

g

h)

Rattenleber. Perfusionsfixierung mit 1% Glutaraldehyd in 0.1 M Cacodylatpuffer, Epon einge-
bettet. Links: Schnittdicke 0.5 um. Toluidinblau gefirbt durch 2 Sek. Erwarmung tiber einer
Flamme. Rechts: Nachbarschnitt, Schnittdicke allerdings 0.75 ym . Erwarmungszeit 4 Sek.
Deutlicher Unterschied in der Farbung auf Grund dieser geringfiigigen Modifikationen.
Rattenleber. Perfusionsfixierung mit 1% Glutaraldehyd in 0.1M Cacodylatpuffer, Epon einge-
bettet. Danach 9 Std. AgNOR-Farbung des getrimmten Blockes. Deutliche Markierung auch
der tangential getroffenen Kerne (Kernkappenschnitte).

Gleiches Praparat wie b). 9 Std. AgNOR allein. Siehe die gute Kernfarbung und die deutlich
markierten "Nucleolus Organisator Regionen (NOR)".

Biopsie der normalen Magenschleimhaut. Immersionsfixierung in Glutaraldehyd, Epon einge-
bettet. 9 Std. AgNOR mit darauffolgender Toluidinblaufirbung.

Gleiche Biopsie wie d). AgNOR und Hiématoxilin/Eosin nach Deeponisierung. Die Entfernung
des Epons erméglicht eine Reihe von Farbungen, die sonst nur fiir Paraffinschnitte gelten.
Gleiche Biopsie wie d) und e). AgNOR und PAS.

Harnblase, Maus. Perfusionsfixiert in Phosphat gepuffertem 4% Formaldehyd, Paraffinein-
bettung. Schnittdicke 5 ym. Farbung: Mayers Hamatoxilin und Azophloxin. Grenze zwischen
Urothel und Stroma schwierig zu identifizieren.

Gleiche Praparation wie g). Farbung: Mayers Hamatoxilin, Azophloxin und Safran. Jetzt
deutliche Markierung von Urothel und Stroma.
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bei uns bewdhrt haben. In Tabelle 2 sind die wichtigsten Farbemethoden wieder-
gegeben, wie sie im Institut fiir Pathologie an der Universitat Basel und bei uns
verwendet werden. Weitere Ubersichtsarbeiten und Biicher auf diesem Gebiet
finden sich z.B. bei (5, 30, 31, 36).

Allgemein kann man sagen, dal es ein Vorteil ist, einfache Methoden zu
wihlen, die in einem Laboratorium standardisiert sind, eine optimale Farbequali-
tat bieten und ginen geringen Arbeitsaufwand erfordern. Semidiinne Schnitte von
in Plastik eingebettetem Material, gefirbt mit Toluidin, sind oft eine brauchbare
Allround-Alternative. Diese Einbettung hat den zusétzlichen Vorteil, dal man bei
Bedarfeine elektronenmikroskopische Untersuchung anschlieflen kann.

F. Quantitative Firbungen

In vielen Situationen in der Morphometrie wird eine quantitative Farbung, d.h.
ein quantitatives Bindungsverhiltnis einer Farbe mit einer Strukturkomponente
interessant sein. Ein typisches Beispiel dafiir ist die quantitative Farbung der
DNS nach Feulgen, um den Inhalt an DNS in malignen Zellen zu messen. An
histologischen Schnitten oder bei zytologischen Praparaten wird das z.B. durch
Absorptions-Zytophotometrie erreicht, eventuell mit Hilfe einer Scanningtechnik.
Da sowohl RNS also auch DNS oft mit derselben Farbe gefiarbt werden, kann es
aktuell werden, eine dieser Komponenten, z.B. RNS zu entfernen. Die meisten
dieser Techniken basieren auf diversen Modifikationen der Feulgen-Hydrolyse (3,
8, 39). Mit dem Einsatz von guten Dispersionstechniken der Gewebe zur Kern-
oder Zellisolierung und der Flowzytometrie wird der Gebrauch der Absorptions-
zytophotometrie abnehmen, aber weiterhin ein wichtiges Arsenal fiir Referenz-
methoden reprisentieren.

Morphologisch erkennbare und quantifizierbare Zellstrukturen sind nicht nur
Kerne oder Organellen, sondern kénnen auch Zellgrenzen sein. Bei einigen
Geweben, wie z.B. der Darmmukosa, treten die Zellgrenzen bei den meisten
Methoden deutlich hervor. Bei anderen Organen ist sie weniger deutlich zu
erkennen, z.B. im Urothel von toluidingefirbten Plastikschnitten. In der Leber
lassen sich die Zellgrenzen mit zufriedenstellender Klarheit fir die automatische
Bildanalyse mit Anilinblau darstellen (40).

G. Immunzytochemie

Immunzytochemische Methoden einzusetzen, kann in einzelnen Problemfillen
aktuell sein, wenn die klassischen Farbemethoden zur Darstellung einer gesuch-
ten Struktur nicht ausreichen. Die Immunzytochemie ermoglicht die Darstellung
von Antigenen durch markierte Antikérper. Zur Markierung dienen entweder
fluoreszierende Antikorper oder die Methode mit Peroxidase-Antiperoxidase-
Komplexen (Ubersichten iiber diese Methoden finden sich in 15 und 20). Oft bin-
den sich fluoreszenzmarkierte Antistoffe nicht mit so scharfen Grenzen, daf sich
eine GroBenbestimmung optisch mit zufriedenstellender Genauigkeit durchfithren
lassen kann.
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H. Analyse

Die Farbung muf} optimal im Verhiltnis zu dem Registrierungssystem, das man
benutzen will, durchgefithrt werden. Fiir die meisten morphometrischen Arbeiten
ist das Transmissionsmikroskop und das menschliche Auge das gewéihlte Regi-
strierungssystem. Das Interesse des Morphometristen ist es, mit dem Auge Areale
von Organellen oder Zellen aus der umgebenden Struktur herauszulésen, um sie
einer Volumen-, Oberflachen- oder numerischen Dichtebestimmung zuzufihren.
Die dabei entscheidenden Faktoren sind die Auflésung im Bild und der Kontrast.
Die Bandbreite, mit er das menschliche Auge das Licht zwischen dem niedrigsten
und dem héchsten Intensitdtsniveau unterscheiden kann, betrigt ca. 101, wih-
rend die subjektive Auffassung von Helligkeit eine logarithmische Funktion der
physikalischen Intensitit zu sein scheint. Das Auge muB} sich an die verschiedenen
Intensititen adaptieren und Webers Quotient AL/L = K ist verhaltnismaBig
konstant gleich 2% (7). Das bedeutet, dafl die geringste Variation der Licht-
helligkeit AL, die man bei der Lichtintensitit L erfassen kann, zwischen dunklen
und hellen Partien nicht besonders stark variiert. Daraus folgt, daB auch die
Mboglichkeit, geringe Lichtunterschiede in einem Gebiet zu unterscheiden, herab-
gesetzt wird, wenn das umgebende Gebiet im Mikroskop eine deutlich hoéhere
Lichtintensitat aufweist. Man mufl also in der Praxis Farbungen vorziehen, bei
denen die Kontrastunterschiede "in den richtigen Gebieten" sehr grof3 sind. Unser
Farbsinn ist weniger sensitiv in Bezug auf die Intensitit. Andererseits ist unsere
Farbdiskriminierung sehr grof. Selbst geringe Farbnuancen zwischen Tiefblau
und Azur konnen noch differenziert werden.

Bei der automatischen Bildanalyse steht man oft vor anderen Problemen (siche
Kapitel 1.2 und 3.4). Die Breite fiir die Grautonskala in einem datenbasierten
Analysesystem ist dem menschlichen Auge unterlegen (27). Innerhalb eines mitt-
leren Helligkeitsniveaus kann die Sensitivitat jedoch gut sein. Zusitzlich 148t sich
die Grautonvariation manipulieren durch z.B. eine Logarithmierung. Bei der
aufwendigeren Bildbehandlung lassen sich Mustererkennungsuntersuchungen,
Gradientanalysen und Frequenzstudien (Fourieranalyse) etc. durchfithren (27).

Semiautomatische Syteme des Typs MOP Kontron, Videoplan und Leitz ASM
sind im Gegensatz zu den vollautomatischen Systemen, wie z.B. IBAS Kontron,
Magiscan und Quantimet, nur als Datenregistrierungs- und Bearbeitungssysteme
zu betrachten, nachdem eine Identifikation der Objekte interaktiv erfolgt ist. Es
lassen sich arbeitsmiflige Zeitersparnisse bei der semiautomatischen Daten-
registrierung erhalten, aber man sollte sich iiberlegen, ob die Untersuchungen
sich nicht leichter mit den konventionellen morphometrischen Methoden durch-
fihren lassen kénnen (12). Bei den vollautomatischen Systemen, die auf einer
Digitalisierung oder Videotechnik (TV-Kamera an das Mikroskop angeschlossen)
basieren z.B. vom Typ IBAS, muB} die menschliche Interaktion durch teils kompli-
zierte Datenalgorithmen erginzt werden. Das bedeutet zumeist, daB das urspriing-
liche Bild in kleinere Einheiten aufgeteilt wird, in denen dann die optische Dichte
registriert wird. Bei der Scanning-Absorptionszytophotometrie sind diese Felder
verhaltnismaBig groB, aber eine Datenbehandlung kann trotzdem zur Zufrieden-
heit durchgefiihrt werden. Die Methode hat speziell Bedeutung bei der stéchio-
metrischen Farbung von DNS in Kernen (9).

Bei der digitalen Bildanalyse wird sehr oft eine groBle Anzahl von Bildpunkten
benutzt, die Auflssung wird dadurch besser. Ubrig bleibt jedoch das Problem mit
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der Begrenzung der Grautonskala. Die verschiedenen Farben werden in einem
sogenannten Trichromsystem wie im Fernsehen beschrieben. Auch wenn unser
menschliches Auge eine Farbauffassung hat, die in gewissem Grad dreifarbig ist,
so gibt es zusitzlich eine Reihe modulierende Funktionen. Die angewandten
Dreifarbensysteme geben deshalb die Farben, die wir mit dem menschlichen Auge
auffassen koénnen, nur grob wieder. Diskriminierungsmoglichkeiten zwischen
geringeren Farbnuancen sind zweifelhaft und es gibt grofle Kalibrierungs-
probleme, die die relative Sensibilitat zwischen den drei verschiedenen Farb-
rezeptoren betreffen.

Die automatische Bildanalyse kann unter guten Kontrastverhiltnissen sehr
gute und interessante Resultate ergeben. Es ist wahrscheinlich, dafl dies eine
groBere Bedeutung in Zukunft innerhalb der qualitativen und quantitativen
Untersuchungstechnik erhalten wird, da man auf diese Art und Weise in gewis-
sem AusmaB die subjektive Komponente bei der Analyse eliminieren kann (28, 29,
40).

Bei der quantitativen Analyse auf elektronenmikroskopischem Niveau gibt es
spezielle Kontrastierungsprobleme, da die Elektronenmikroskopie ohne Farbe
auskommen muB. Ein Weg, der beschritten werden kann, ist die selektive Kon-
traststeigerung von einzelnen Organellen oder Membransystemen durch zytoche-
mische Methoden. Die Abbn. 9, 10 und 11 vermitteln einen Eindruck iiber das, was
man beim Einsatz solcher Verfahren erreichen kann. Fiir die Morphometrie mit
dem Punktezihlverfahren sind die konventionellen Farbetechniken der Elektro-
nenmikroskopie, d.h. der Osmiumkontrast verstiarkt durch Blei-oder Uranyl-
acetatkontrast ausreichend.

I. SchluBfolgerung

Bei morphometrischen Untersuchungen soll man danach streben, fiir die zu unter-
suchenden Strukturen die bestméglichen Kontrastverhaltnisse zu erhalten. Sehr
oft sind die zu untersuchenden Studienobjekte Kerne, und da sollte man Kernfar-
bungen anwenden, die sehr starke Kontraste ergeben. Eine gute Kontraster-
héhung kann erreicht werden durch die Silberfarbung, die sich besonders fir die
automatisierte Bildanalyse z.B. von Kernen, Nukleoli und NORs (33, 34, 35)
eignet. Auf elektronenmikroskopischem Niveau ist in letzter Zeit die Kontrast-
erhéhung durch die Verwendung von Detektoren fiir Riuckstreuelektronen interes-
sant geworden (Abb. 14). Je geringer der Kontrast zwischen der Struktur und der
Umgebung ist, desto grofler wird der Bedarf fiir komplizierte Algorithmen, um ein
zu geringes Signal-zu-Rausch-Verhailtnis zu kompensieren. Bei Eponschnitten, die
mit Toluidinblau gefirbt werden, kann das Epon selbst dann gefiarbt werden, wenn
die Polymerisierung bei falschen Temperaturen durchgefiihrt wird. Das fahrt zu
einer Reduktion des Kontrastes im Material und kann die quantitative
Auswertung, speziell die automatische Bildanalyse, sehr schwierig gestalten. Gute
Resultate kann man erwarten, wenn alle Anforderungen auf allen Stufen bei der
Praparation bis zum FarbeprozeB und bei der Analyse gesichert sind und diese
miteinander in Ubereinstimmung stehen (Abb. 1).

Nachdem so viel iiber Fehlerquellen gesagt worden ist, konnte der Eindruck
entstehen, daB morphometrische und stereologische Untersuchungen auf Grund
der technischen Schwierigkeiten problemreich sind. Aber dieser Eindruck wire
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Abb. 14. Darstellung zytologischer Strukturen in der Rasterelektronenmikroskopie (REM) durch
Einsatz von Detektoren fiir Riickstreuelektronen am Beispiel von Zellkulturen aus C3H/10T/1/2
Méuseembryozellen

a)
b)

c)

Normales REM-bild mit Sekundirelektronen. Einige kurze Mikrovilli auf der Zelloberflache
(Pfeile) mit dem darunterliegenden Schatten des Zellkerns.

Riickstreuelektronenbild derselben Zelle mit guter Abgrenzung des Kerns und der Nucleoli. In
den Nucleoli sieht man die dunkelmarkierten Nucleolus Organisator Regionen (NOR).

Digitale Bildverarbeitung im Kontron IBAS-System fiir die automatische Quantifizierung der
Kernparameter (35). (Mit freundlicher Genehmigung von Scanning Electron Microscopy Inc).

nicht ganz zutreffend, da bei vielen Untersuchungszielen die genannten Fehler-
quellen von geringem EinfluB sind. Ausgezeichnete Resultate von grofler
Bedeutung koénnen jedoch nur erarbeitet werden, wenn man durch geeignete
praparatorische und meBtechnische Mafnahmen die Fehler gering hilt und die
unvermeidlichen durch geeignete Korrekturen zu kompensieren versucht.
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2.1.2 Probenaufbereitung fiir die automatische Bildanalyse
Gerd Schwarz

A. Einfiihrung

Die automatische Zytologie und Histologie mit Hilfe der hochauflésenden Bild-
analyse ist eine Einheit von der Probenentnahme bis zur Ergebnisausgabe (24,
26). Die Gesamtprozedur 148t sich in die "Probenaufbereitung” - von der Zell- und
Gewebeentnahme bis hin zum analysierbaren Priparat - und in die "automatische
Bildanalyse" gliedern. Eine zusatzliche visuelle Beurteilung ist bei interaktiven
Ablaufen und bei Prescreening-Systemen notwendig. Somit miissen die automa-
tengerechten Praparate in den meisten Fillen auch visuell beurteilbar sein.

Ausgangspunkt fiir die automatische Bildanalyse sind zunichst die konventio-
nellen Methoden und Praparate der Zyto- und Histopathologie. Haufig jedoch, wie
bei der Zytopathologie der Cervix uteri und der Vagina, geniigen die konventio-
nellen Priparate nicht den Anforderungen der automatischen Verfahren. Es
miissen daher neue, adiquate Priparationstechniken (einschlieBlich der Farbe-
verfahren) erarbeitet werden (Abb. 1) (1, 8,4, 7,10, 11, 12,13, 14, 16, 18, 19, 22, 23,
30, 31, 32). Der Begriff des "addquaten Priparates” unterliegt Veranderungen und
ist abhangig vom Entwicklungszustand des Gesamtsystems und von den speziellen
Fragestellungen. Vorschlége fiir die Gestaltung von automatisierten zytodiagno-
stischen Systemen werden zur Zeit diskutiert (8). Wie bei der visuellen Diagnostik
ist die Reprdsentativitit des Zellmaterials die wichtigste Voraussetzung auch der
automatischen Praparatbeurteilung. Ein besonderes Augenmerk muf deshalb auf
die richtige und sorgfiltige Probenentnahme gelegt werden (8, 27, 29, 33). Im
Vergleich zur visuellen Zyto-und Histopathologie noch deutlicher ist die
Forderung nach reproduzierbaren Priparationsergebnissen (reproduzierbares
Aquivalentbild) gestellt.

Im folgenden wird als Beispiel die automatengerechte Probenaufbereitung bei
exfoliiertem Material der Cervix uteri und der Vagina dargestellt. Diese Methode
wurde am Institut fur klinische Zytologie der Technischen Universitat Miinchen
entwickelt und ist Teil eines automatischen Prescreening-Systems zur Fritherken-
nung des weiblichen Genitalkrebses und seiner Vorstufen.*

Partner waren die Gesellschaft fir Strahlenforschung (GSF), Neuherberg bei
Miinchen (Institut fir Strahlenschutz, Dr. Burger) und die Universitiat Stuttgart
(Institut fir Physikalische Elektronik, Prof. Dr. Bloss).

* Die Durchfithrung dieser Arbeiten wurde in dankenswerter Weise vom Bundesministerium fiir
Forschung und Technologie (BMFT), Bonn, gefordert.
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B. Anforderungen an die Qualitit zytologischer Priparate fiir die
automatische Bildanalyse

Die Anforderungen der automatischen Zytologie an die Pridparateparameter
lassen sich in Grund- und Zusatzanforderungen fiir die Routineanwendung unter-
teilen (Tabelle 1). Die Grundanforderungen sind bedeutungsvoll fiir die zuverlis-
sige Zellmarkierung und -segmentierung, die Relevanz der festgelegten Grauwert-
schwellen (FilterprozeB) und die optimale und reproduzierbare Ermittlung von
Merkmalssitzen zur Zell- und Priaparatbeschreibung. Die Erfiillung einer Reihe
von Zusatzanforderungen erbringt eine Verbesserung und Beschleunigung der
Préparat-Abtastung, was vor allem fiir die Routineanwendung von Bedeutung ist.

C. Prinzipielle Schritte bei der automatengerechten Aufbereitung
zytologischer Zellproben

Die Prozedur der Herstellung automatengerechter Priparate 148t sich in eine
Reihe von methodischen Schwerpunkten gliedern:

1. Artdes Materials/Entnahmeort

Materialentnahme

Konservierung/Vorfixierung

Zellvereinzelung

Waschen der Zellen/Reinigung und Fraktionierung der Zellprobe
Zellzahl-Bestimmung

Einstellen der optimalen Zellzahl fiir die Praparatbelegung
Praparatbeschickung/Vorbehandlung der Objekttriager

. Fixierung

10. Farbung

11. Eindecken

LONIO LN

D. Praparation von Abstrichmaterial der Cervix uteri und der Vagina
(IfZ-Verfahren)

Entsprechend den Anforderungen der automatischen Zytologie wurde am Institut
fir klinische Zytologie (IfZ) der Technischen Universitit Miinchen das Modell
einer speziellen Priparationsprozedur fir die Verarbeitung gynikologischen
Abstrichmaterials entwickelt (11, 12, 17-23).

Abb. 1. Herstellung automatengerechter Priparate aus gynikologischem Abstrichmaterial

(Papanicolaou-Farbung):

a) Gereinigte Probenfraktion eines automatengerechten Zentrifugationspriparates nach Anwen-
dung der IfZ-Priparationstechnik (negativer Fall) 40x Objektiv.

b) Konventionelles Referenzpriparat vom gleichen Fall (zu a):
Abstrichpriparat mit stérenden Materialiberlagerungen und Schmutz im Hintergrund; 40x
Objektiv.

¢) Demonstration der besonderen Eignung der IfZ-Préiparationstechnik fiir die Feinanalyse der
Chromatinstruktur; blaue Intermedidrzelle aus gereinigter Probenfraktion; negativer Fall mit
IIIp-Vorbefund; 100x (O1) Objektiv.
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1. Entnahme der Zellprobe G 2. Einbringen in 5 mi
Tupfer Konservierungsmedium
P mit 30 Teilen
Athanol (96%)

gynakologische

Abstriche L,J

Versand (Post)
. tabor’

5. Grobreinigung mit
80 um Nylonsieb

< ]

6. Einbringen in
Zentrifugationskammer

4. Tupfer verwerfen

3. Schiitteln: 1600 U/min,
mindestens 15 s

7. Zentrifugation
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oder Alkoholfixierung
9. Farben
10. Eindecken

¥

11. Praparatanalyse

Abb. 2. Einfache Priparationsmethode fiir die automatisierte Zytologie bei Benutzung einer

pneumatischen Zentrifuge.
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Der Weg der Zellprobe von der Entnahme in der arztlichen Praxis oder
Poliklinik bis hin zum analysierbaren Praparat ist in Abb. 2 dargestellt. Es wurde
groBer Wert darauf gelegt, daB die Praparation einfach, schnell und billig im
Routineablauf durchfiihrbar ist. Dabei wurde auch der Aspekt einer moglichst
weitgehenden Automatisierung der Praparationstechnik bericksichtigt, was
sowohl eine Verringerung der Kosten als auch eine gesteigerte Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse zur Folge hat.

Im Mittelpunkt des IfZ-Praparationsverfahrens steht die Reinigung der im
Konservierungsmedium suspendierten gynikologischen Zellprobe durch deren
Fraktionierung in eine mit Plattenepithelzellen angereicherte Sedimentfraktion
und eine Uberstandsfraktion mit vorwiegend Leukozyten, Bakterien, Zellfrag-
menten, Schleim-und Schmutzpartikeln (12, 19, 22). Dazu wird die Zellprobe auf
ein viskoses Medium (Plasmasteril, Firma Fresenius, Bad Homburg) mit der
Dichte von 1.026 tberschichtet und zur Auftrennung kurz zentrifugiert (1 min,
450 g) (19, 22). Die Wanderung der Probenbestandteile in viskéser Flissigkeit 148t
sich annéherungsweise durch das Stokessche Gesetz beschreiben:

v 2gr2(p; - p2)
9

v : Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen

g :Erdbeschleunigung(hier: Zentrifugalbeschleunigung)

r :Radiusder Teilchen

p1: Dichte der Teilchen

p2: Dichte der Flussigkeit

n : Viskositatskoeffizient der Flissigkeit (hier: Plasmasteril)

Grofle und dichte Teilchen wandern schneller als kleine und weniger dichte
Teilchen.

Bei den gynéklogischen Zellproben sedimentieren die diagnostisch relevanten
groflen Plattenepithelzellen relativ schnell auf den Objekttriger, der den Boden
der Zentrifugationskammer bildet (Sediment). Die iibrigen Probenbestandteile
verbleiben in der tberstehenden Flussigkeit (Uberstand) und werden mit ihr
zusammen durch einen pneumatischen Impuls (PreBluft) in die zweite Hohlung
der Zentrifugationskammer gedriickt. In einem nachfolgenden Zentrifugations-
schritt werden nun alle Probenbestandteile mit relativ hoher Zentrifugalkraft auf
den mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttriger sedimentiert (3 min, 1 500 g).
Die Reinigung und fraktionsweise Aufzentrifugation der Zellprobe erfolgt mit
einer eigens in Zusammenarbeit mit einer Zentrifugenfirma entwickelten
pneumatischen Zentrifuge (Modell "Hettich-Zyto"; Firma Hettich-Zentrifugen,
Tuttlingen) (Abb. 3). Die entstandenen Priparate brauchen nur noch fixiert,
gefarbt und eingedeckt zu werden. Zur Analyse wird in erster Linie die Platten-
epithelzellfraktion herangezogen. Esist jedoch moglich, zusatzlich die Uberstands-
fraktion auszuwerten. Die oben beschriebene Priparation lafBt sich auch mit
einfachen Zentrifugationskammern in einer normalen Laborzentrifuge durchfiih-
ren, erfordert dann aber das manuelle Abpipettieren und Uberfithren der Uber-
standsflissigkeit (Abb. 4).
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Abb. 3. Ansicht und Funktion der pneumatisch arbeitenden Zytozentrifuge ("Hettich-Zyto",

Firma Hettich-Zentrifugen. Tuttlingen).

a) Ansicht der Zentrifuge.

b) Topfrotor mit sechs pneumatisch arbeitenden Zentrifugenkammern.

¢) Aufbau der pneumatisch arbeitenden Zentrifugenkammer: zerlegt (links) und einsatzbereit
(rechts).

d) Demonstration der Arbeitsweise der pneumatischen Zentrifugenkammer.
Linke Seite: Plasmasteril (hell, unten) mit tiberschichteter Zellprobe (dunkel, oben);
Rechte Seite: Fliissigkeit in der zweiten Héhlung der Zentrifugenkammer nach pneumatischem
Uberdruck via Verbindungskanal,

Abb. 4. Ansicht und Funktion der Tischzentrifuge ("Universal 1200", Firma Hettich-Zentrifugen, »

Tuttlingen):

a) Ansicht der Tischzentrifuge.

b) Schleuderkopf mit Zyto-Nutgehdnge und verschiedenen eingesetzten Zentrifugationskammern.

¢) Aufbau der einfachen Zentrifugationskammer in der Version als Doppelkammer: zerlegt (links)
und einsatzbereit (rechts). ,

d) Verschiedene Zentrifugationskammern und das Zyto-Nutgehédnge fiir die "Universal 1200”-
Zentrifuge. Links oben: pneumatisch arbeitende Zentrifugationskammer der "Hettich-Zyto”.

e) Zentrifugationsbereite, mit Fliissigkeit gefiillte Zentrifugationskammern.

f) Ergebnis der Zytozentrifugation im Vergleich zum konventionellen Ausstrichpréparat:
Konventionelles Priparat (links), ungereinigtes Zentrifugationspriparat in einer einzigen
Fraktion (mitte) und aufgetrenntes Zentrifugationspriparat in zwei Fraktionen (rechts).
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E. Eigenschaften und Beurteilbarkeit der Zentrifugationspriparate

Die Eigenschaften der suspensionsabgeleiteten, gereinigten Zentrifugationspréapa-
rate sind tabellarisch aufgefiihrt und in Bezug zu den schon weiter oben behandel-
ten Anforderungen der automatischen Zytologie gebracht worden (Abb.5;
Tabelle 1).

Entsprechend der gut erhaltenen Morphologie der gewaschenen Zellen und
ihrer gleichmifligen Anfarbung ist die Zell- und Praparatbeurteilung nach einer
Eingewéhnungsphase gut moglich (17, 20, 21, 25). Die Vorteile der automaten-
gerechten Priparate treten besonders hervor, wenn die Zellen bei hoéherer
Vergroferung untersucht werden (25). Da eine Zufallsverteilung der Zellen im
Sediment vorliegt, konnte nach der in der visuellen Zytologie benétigten Zahl zu
untersuchender Plattenepithelzellen gefragt werden. Bei einer ersten Studie an
insgesamt 100 sowohl positiven als auch negativen Fillen konnte gezeigt werden,
daB niemals mehr als 1200 Zellen fiir eine diagnostische Entscheidung benétigt
wurden. Die Mittelwerte fiir die Gruppen der am schwersten zu beurteilenden
Falle im Grenzbereich zwischen gutartigen Verinderungen und Fallen mit
Verdacht auf leichte bis méBige Plattenepitheldysplasien (Pap IIlp) betrugen 293
bzw. 236 Zellen (20, 21). Diese Ergebnisse unterstiitzen diejenigen methodischen
Ansétze der automatischen Zytologie, bei denen statt einiger zehntausend Zellen
nur eine Stichprobe von einigen hundert Zellen hochaufgelést analysiert wird (2,
5) (siehe Kapitel 2.4.1).

F. Diskussion und Ausblick

Das IfZ-Priaparationsverfahren ist ein Beispiel addquater Probenaufbereitung fur
die automatische Bildanalyse. Wenn bei zytologischem Material anderer Herkunft
eine Reinigung nicht notig ist, kénnen die Zellen - z.B. in Urin oder Liquor cerebro-
spinalis - direkt auf den Objekttrager zentrifugiert werden. Dazu wurden spezielle
Zentrifugenkammern in SpritzguBtechnik fiir die Routineanwendung entwickelt*
(Abb. 5) (22). Andererseits erhebt sich oft die Notwendigkeit einer zytologischen
Aufarbeitung von frischen Gewebsstiickchen oder histologischem Material z.B. fur
DNS-Messungen am ganzen Zellkern. Dazu konnen die Gewebe mit Hilfe enzyma-
tischer und mechanischer Methoden disaggregiert und als Zellsuspensionen
weiterverarbeitet werden (6, 15). Um nach der Gewebsdisaggregation saubere

* (in Zusammenarbeit mit der Firma Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen).

Abb. 5. Gereinigte Plattenepithelfraktionen von Zervixabstrichmaterial verschiedener Papanico-
laou (Pap)-Gruppen und die jeweils abgetrennten Uberstandsfraktionen nach Anwendung der IfZ-
Préparationstechnik.
a,b) Negativer Fall mit atrophischen Zellen.
¢, d) PaplIIp-Fall.
e,f) PaplIVy-Fall

a,c,e ) Gereinigte Plattenepithel-fraktionen.

b,d,f) Abgetrennte Uberstandsfraktionen zu a,c,e.

4
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Zellsuspensionen Zellsuspensionen
Gewebe (unrein; (rein;
viele Zellen) wenige Zellen)
[ |
z.B. ) z. B. Zervixabstriche z. B. Urin, cerebro-
30 um Gewebeschnitte spinale Flissigkeit

Lenzymatische Behand]ungl ) T —
"'T'Imechanische Vereinzelung I e

Fraktionierung
und Reinigung

| suspension

\ AN

Direktzentrifugation auf Glasobjekttrager

I B

visuelle automatische
Zytologie Zytologie

Zytochemie

Abb. 6. Herstellung von suspensionsabgeleiteten Zentrifugationspraparaten und ihre Verwen-
dungsmoglichkeiten.

Zentrifugationspriparate zu erhalten, empfiehlt sich eine vorherige Abtrennung
von Zellfragmenten und Bindegewebselementen. Die jeweils entstandenen
Suspensions-abgeleiteten Zentrifugationspraparate koénnen neben ihrem
Gebrauch in der automatischen und visuellen Zytopathologie auch fiir zytoche-
mische Untersuchungen verwendet werden (Abb. 6), (9, 23). '

In Abwandlung der oben angegebenen Grundmethode kénnen auch andere
Techniken der Zellvereinzelung sowie spezielle Fixier-und Farbeverfahren
eingesetzt werden (3, 15). Welchen Einflul die Veridnderung von Préparations-
parametern haben kann, ist in Abb. 7 am Beispiel der Lufttrocknung im Vergleich
zur {iblichen alkoholischen Feuchtfixierung gezeigt.
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Abb. 7. EinfluB der Lufttrocknung auf die Zellmorphologie (Papanicolaou-Farbung).

a) Feuchtfixiertes Priparat (96 % Athanol).

b) Bei Zentrifugation luftgetrocknetes Priparat aus identischer Zellsuspension mit sonst gleicher
Behandlung.

Unsere automatengerechten Priparate werden in Anlehnung an die jahr-
zehntelangen Erfahrungen in der konventionellen Zytopathologie nach Papanico-
laou gefirbt. Es gibt jedoch auch Hinweise dafiir, daB andere Farbetechniken, wie
z.B. die Feulgen-Farbung der Zellkern-DNS, fiir die automatische Bildanalyse
besser geeignet sein kénnten (14, 25, 28, 31, 34). Bei der Entwicklung neuer und
besserer Farbetechniken ist jedoch darauf zu achten, daf sie gleichermaBen fiir die
automatische als auch fiir die visuelle Zytopathologie geeignet sein miissen und
andererseits den Anforderungen an eine Routinemethode gerecht werden. Die
massenweise Parallelpriparation fir die visuelle und automatische Analyse
erscheint problematisch. Bei einem Bevélkerungs-Prescreening zur Friiher-
kennung des Zervixkrebses mit rund 6,7 Millionen jihrlichen Untersuchungen
(1981) in der Bundesrepublik Deutschland erscheint die Beschrankung auf nur ein
Objekttragerpriparat schon wegen des beschrinkten Lagerraumes angeraten.

Um die Leistungsfihigkeit der automatischen Prescreening-Systeme zu beur-
teilen, sind internationale Vergleiche sinnvoll. Eine giinstige Voraussetzung dafiir
wire daher eine weitgehende Vereinheitlichung der verwendeten Préparations-
techniken.
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2.2 Stereologie

2.2.1 Aufgaben, Moglichkeiten und Grenzen einer
quantitativen Pathologie

Martin Oberholzer, Peter Dalquen, Wolfgang Gdssner, Philipp U. Heitz

A. Einleitung

Zur Haupttatigkeit der Pathologen gehort die Interpretation licht- oder elektro-
nenmikroskopischer Bilder. Die in den Bildern enthaltenen Informationen werden
in eine Diagnose umgesetzt, die oft Grundlage der klinischen Therapieplanung ist.
Die pathologische Diagnose sollte deshalb moglichst eindeutig und vollstindig
sein,

Zweifel an qualitativen Befunden, vor allem aber der Wunsch, auch die
Morphologie dhnlich wie funktionelle Befunde in Zahlen fassen zu kénnen, waren
bereits vor 80 Jahren AnlaBl zur Messung morphologischer Verianderungen, zur
Morphometrie in der Pathologie (16). Ihre Moglichkeiten auf diesem Gebiet
wurden aber erst in den letzten 30 Jahren wiederentdeckt und in grofleren
Anwendungsbereichen genutzt.

Wie alle MeBwerte sind auch morphometrische Resultate einer sorgfaltigen
statistischen Analyse zu unterziehen. Aus diesen Grund gehéren neben Kennt-
nissen der verschiedenen morphometrischen Methoden (siehe Kapitel 1.1) und
ihren Anwendungsbedingungen auch Erfahrungen und Kenntnisse in der Stati-
stik (siche Kapitel 3.1 und 3.2) zum unerldBlichen Riistzeug des messenden
Pathologen.

B. Aufgaben der Morphometrie in der Pathologie

In der klinischen experimentellen Pathologie wird die Morphometrie mit folgen-
den 4 Haupizielen eingesetzt:

1. Vergleiche zwischen morphologischen und funktionellen Parametern (Abb. 1)
oder zwischen verschiedenen morphologischen Parametern alleine,
Beurteilung der Wertigkeit diagnostischer Parameter,

Objektivierung von Befunden und

morphologische Charakterisierung von Krankheitsbildern.

Lol ol

Einer direkten und besonders einer ausschlieflichen Verwendung der
Morphometrie in der Diagnostik, wie sie Baak und Oort (1983) (3) propagieren,
sind Grenzen gesetzt. Diese Grenzen werden durch folgende Fakten gebildet:

1. Ineine pathologisch-anatomische Diagnose, die tiblicherweise 24 Stunden nach
Gewebeentnahme abgegeben werden sollte, flieen oft neben den morpholo-
gischen Befunden auch klinische und funktionelle Fakten ein.
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Funktion

Zahl /

Morphologie

Zahl

Abb. 1. Vergleiche zwischen Morphologie und Funktion erfordern eine quantitative Erfassung
morphologischer Verinderungen

2. Der apparative und personelle Aufwand fiir eine zeitgerechte diagnostische
Morphometrie ist vorldufig noch sehr groB.

3. Mittels Morphometrie konnen in der Regel nicht simtliche morphologischen
Elemente, die fiir eine Diagnose von Bedeutung sind, erfa8t werden.

4. Das Charakteristische vieler fir ein Krankheitsbild pathognomonischer
Verdnderungen liegt nicht in deren AusmaBf, sondern in deren Vorhandensein
bzw. Fehlen.

Die eigenen Erfahrungen haben jedoch gezeigt, dal Morphometrie ein sehr
geeignetes Hilfsmittel zur Beurteilung der Qualitiat diagnostischer morpho-
logischer Parameter zur besseren morphologischen Charakterisierung von Krank-
heitsbildern sein und auf diesem indirekten Weg eine grofe Bedeutung in der
Diagnostik erlangen kann.

Morphometrische Methoden konnen daneben von unmittelbarer Bedeutung in
der histologischen Diagnostik sein, wenn sie zur Gradierung von Dysplasien oder
zur Klassifizierung maligner Lymphome eingesetzt werden. Zur Zeit erfolgt die
quantitative histologische Gradierung von Dysplasien fast ausschlieBlich mit
Hilfe zytologischer Parameter. Fir eine moglichst breit abgestiitzte und end-
giltige Quantifizierung histologischer Befunde dirfte es jedoch unumginglich
sein, eine eigene Methode, eine Histomorphometrie, zu entwickeln. Diese sollte
unter anderem auch die Bestimmung von Abstands- und Verteilungsparametern
erlauben, wie sie in Kapitel 2.3 beschrieben werden.

Die Wahl der morphometrischen Methode zum Gewinn quantitativer Informa-
tionen aus Bildern (elektronenmikroskopische Bilder, Gefrierbruchbilder, zytolo-
gische Praparate, histologische Schnitte) muf sich nach der Fragestellung richten.
Wie iiberall in der Wissenschaft sind klar formulierte Fragen die entscheidende
Voraussetzung fir den erfolgreichen Einsatz quantifizierender Methoden, weil nur
aufihrer Basis die Analyse sorgfaltig geplant, die notwendigen morphometrischen
Parameter festgelegt und die erforderlichen und richtigen methodischen und
statistischen Auswerteverfahren eingesetzt werden konnen.
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C. Moglichkeiten der Morphometrie in der Pathologie

Die Moglichkeiten der Anwendung morphometrischer Verfahren sind vielfaltig,
denn fir die meisten Fragestellungen konnen geeignete morphometrischen Para-
meter gefunden, gemessen und berechnet werden (siehe Kapitel 1.1). Allerdings
sind die Gerite, die einen gezielten Einsatz und eine schnelle Berechnung der
einzelnen Parameter erlauben, sehr teuer und nur selten kompatibel mit anderen
Geriten. Diese Fakten schrinken deshalb die Moglichkeiten des Einsatzes der
Methode fiir an Messungen interessierte Pathologen noch ein.

Die Einfiihrung immunzytochemischer Techniken zur Darstellung von Zellen,
Zellkompartimenten und Zellprodukten in der Morphometrie erweiterte den
Anwendungsbereich. Die immunzytochemischen Techniken (17) haben vor allem
fiir die Morphometrie in der Endokrinopathologie grofie Bedeutung gewonnen und
Fortschritte gebracht (28).

Die deutliche Zunahme morphometrischer Publikationen in den morpho-
logischen Fachzeitschriften wahrend der letzten Jahre ist Ausdruck eines
gesteigerten Interesses an dieser Methode. Im folgenden soll daher anhand einiger
Beispiele aus der klinischen und experimentellen Pathologie die Leistungs-
fahigkeit der Methode als Mittel zur Charakterisierung von Krankheitsbildern,
zur Beurteilung der Wertigkeit diagnostischer Parameter, zur Analyse von
Zusammenhingen zwischen Funktion und Morphologie sowie zur Objektivierung
qualitativer Befunde veranschaulicht werden.

Charakterisierung von Krankheitsbildern

In eigenen Untersuchungen stellten wir bei Patienten mit Ulcus duodeni (n=14)
verglichen mit gesunden Probanden (n=32) eine Abnahme des Volumenanteils
der Gastrin-Zellen (G-Zellen) des Magenantrum (2P < 0.10), eine Reduktion der
Anzahl Anschnitte der G-Zellen pro 1 mm? Epithelanschnittsflache (2P < 0.001)
und eine Zunahme des mittleren G-Zellvolumens (2P < 0.005) fest (27).

Kloppel und Drenck (1983) (20) analysierten morphologische Verdnderungen
des endokrinen Pankreas bei Patienten mit Typ I und II Diabetes mellitus. Sie
fanden bei erwachsenen Patienten mit Typ I Diabetes mellitus eine ausgeprigte
Reduktion der Volumendichte der Insulin produzierenden B-Zellen, bezogen auf
das gesamte endokrine Pankreas, wiahrend bei erwachsenen Patienten mit Typ II
Diabetes mellitus nur eine minimale Reduktion der Volumendichte der B-Zellen
festgestellt werden konnte. Die Autoren zogen aus diesen Resultaten den Schlufi,
daB das Insulindefizit beim Typ II Diabetes mellitus nicht auf einem B-Zellverlust
beruht, sondern auf einem komplexen Defekt der Insulinsekretion.

Wertigkeit diagnostischer Parameter

Wir analysierten Bronchusbiopsien von 28 Patienten [7 Frauen, 21 Ménner;
Durchschnittsalter: 51.0 + 13.8 Jahre (SD)] mit der Frage: Auf welchen Para-
metern beruht die Diagnose einer leichten bzw. einer schweren Bronchitis an
Bronchusbiopsien hauptsiachlich. Unser Interesse galt unter anderem auch der
Verianderung der Schleimzusammensetzung in den Acini der Drisenlédppchen, die
morphologisch mittels einer PAS-Farbung dargestellt werden kann.
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Abb. 2. Zusammenhinge zwischen den morphometrischen Parametern an Bronchusbiopsien und
Lungenfunktionsparametern: Clusteranalyse fiir Variable (BMDP-Programm) (12)

Von jeder Biopsie wurden 3 Schnitte im Abstand von je 100 um hergestellt. Die
Schnitte wurden mit Alcian-Blau-PAS gefirbt (pH 2.7). Die Gesamtflache der
histologischen Schnitte durfte 7 mm? nicht unter- und 24 mm? nicht iiberschreiten,
damit die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins der wichtigsten Struktur-
elemente in der einzelnen Biopsie ungefihr gleich grof} blieb. Folgende Parameter
wurden berechnet: Volumendichte der Driisenldppchen (GL), Driisenaus-
fuhrgange (GD), glatten Muskulatur (MC) und des Venenplexus (VN) an der
Biopsie (R) sowie die Volumendichte der rot (RED) und blau (BLUE) angefiarbten
Driisenacini an den Drusenlappchen. Eine Clusteranalyse fiir Variable ergab das
in Abb. 2 zusammengestellte Resultat. Ein Hauptast wird durch die Funktions-
parameter, ein zweiter durch die Parameter Vy(GL/R), VV(MC/R) sowie die Biopsie-
groBe und ein dritter durch Vy®ED/GL) sowie Vy(BLUE/GL) gebildet. Die Unter-
scheidung zwischen einer leichten (n =6) und schweren Bronchitis (n =16) ist nach
den Ergebnissen der schrittweisen Diskriminanzanalyse (Abb. 3) am besten mit
Hilfe von Vy(RrED/GL) méglich. Dieser Parameter wies im ersten Schritt einen F-
Wert von 11.5 (Schrankenwert = 4.0) auf, gefolgt von Vy(yn/R) mit einem F-Wert
von 3.9. Dieser Befund iiberraschte. Er zeigte aber, da3 die biochemisch beschrie-
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Abb. 3. Unterscheidung von Patienten mit leichter und schwerer Bronchitis mittels VyRreD/GL):
Resultat der schrittweisen Diskriminanzanalyse (BMDP-Programm) (12)

bene Veridnderung der Zusammensetzung der Glykosaminoglykane bei chroni-
scher Bronchitis (22) auch morphologisch eindeutig erfafit werden kann und sogar
in Zukunft anstelle der Hypertrophie von Muskulatur oder Driisenldppchen als
diagnostisches Hauptkriterium fiir die Beurteilung des Schweregrades einer Bron-
chitis verwendet werden sollte.

In einer anderen Studie konnten wir mittels Morphometrie nachweisen, daf bei
verstorbenen Patienten mit renaler Osteopathie Verinderungen der, Knochen-
bauparameter [Volumen-und Oberflichendichte des Osteoids am Knochen:
VV(0ID/ BONE), Sv(0ID/BONE) sowie Anteil der Oberflache des Osteoids an der
Trabekeloberfliche Ss0ip/BONE)] am Beckenkamm reprédsentativ fiir Verdnde-
rungen an Wirbelsdule, Femur und Rippen sind (30). Ein Vergleich der beiden
Parameter: Volumenanteil der Trabekel am Knochen [Vy(TrRaB/BONE)] und
mittlere Trabekelbreite [d(TRAB)] (Abb. 4) 148t am Beckenkamm zusétzlich eine
Unterscheidung der renalen Osteopathie mit und ohne Osteosklerose zu. Die
Beziehung Vy(rRAB/BONE) = fd(rrap) (L) ist allerdings abhéangig von der
Lokalisation der Knochenbiopsie: Anhand der Beckenkammbiopsien wurde
morphometrisch siebenmal eine Osteosklerose diagnostiziert, anhand der Rippen-
biopsien lediglich zweimal [P < 0.07; Chi®-Test] .

Zusammenhdnge zwischen Funktion und Morphologie

Untersuchungen iber Zusammenhinge zwischen Funktion und Morphologie
setzen in typischer Weise eine Erfassung morphologischer Verianderungen in
Zahlen voraus (Abb. 1) und kénnen zur Charakterisierung von Krankheitsbildern
beitragen. Ende der 60-er Jahre wurde bei jugendlichen Rauchern eine Abnahme
des maximalen mittelexspiratorischen Flusses bei einer Vitalkapazitat von 50%
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Abb. 4. Unterscheidung von Patienten mit ( ®) und ohne (- ) Osteosklerose bei renaler Osteopathie
(n=25)

festgestellt (18); die Widerstdnde bei ruhiger und forcierter Atmung waren bei
diesen Patienten jedoch normal (6, 36). Als morphologische Ursache dieser
funktionellen Konstellation wurden Verdnderungen der Bronchiolen mit einem
Durchmesser von weniger als 2 mm angenommen. Eine solche "small airways
disease" (18) als Ursache des reduzierten maximalen mittelexspiratorischen
Flusses bei einer Vitalkapazitat von 50% (MMEF50) und normalen Atemwider-
standen konnte morphologisch nie eindeutig nachgewiesen werden (9, 39). Die
Frage moglicher Zusammenhénge zwischen Veranderungen der Bronchiolen und
des maximalen mittelexspiratorischen Flusses war deshalb Anlafl fir eine
morphometrische Untersuchung.

Untersucht wurden die wahrend der Jahre 1979-1982 autoptisch entnommenen
linken Lunge von 17 Patienten [14 Ménner, 3 Frauen; mittleres Alter: 63.9 + 9.8
Jahre (SD), Spannweite: 36 bis 76 Jahre]. Die Zeit zwischen der intravitalen
Messung der Lungenfunktion und dem Tod betrug im Durchschnitt 7.3 £ 4.9
Monate (SD) (Spannweite: 3 Wochen bis 17.5 Monate).

Aus den Werten der Anschnittsfliche und dem Umfang des Lumens der Bron-
chiolen wurden die kreisbezogenen Formfaktoren berechnet und mit dem gemes-
senen Achsenverhéltnis des einzelnen Lumenanschnittes in Beziehung gesetzt
(Abb. 5). Der kreisbezogene Formfaktor der Lumenanschnitte erméglicht mit dem
Achsenverhiltnis kombiniert eine Quantifizierung der Bronchiolendeformierung:
Mit zunehmender Deformierung entfernen sich die Formfaktor-Werte bei einem
gegebenen Achsenverhiltnis immer mehr von der "Normkurve" fiir nicht
deformierte, elliptische Anschnitte.

Zur Beamtwortung der Frage nach dem Ausmall des Einflusses bronchiolarer
Veranderungen [Anschnittsflache des Bronchienlumens A(,uMm), Form der
Bronchiolen F(um) sowie Volumenanteil der glatten Muskulatur an den
Bronchiolen Vymc/B)] und alveolarer Verdnderungen [Oberfliche der Alveolar-



124

F
, |

» b/a
1

Abb. 5a. Der kreisbezogene Formfaktor der Bronchiolenlumenanschnitte (F) erméglicht
zusammen mit dem Achsenverhiltnis (b/a) der Bronchiolenlumenanschnitte eine Quantifizierung
der Bronchiolendeformierung. Die eingezeichnete Kurve entspricht den Formfaktoren von
Ellipsen, deren kreisbezogener Formfaktor wie jener der deformierten Strukturanschnitte kleiner
als 1 und deren Achsenverhiltnis b/a gleich grof} wie jenes der deformierten Strukturanschnitte
ist.
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Abb. 5b. Histogramm der in Abb. 5 a dargestellten und auf die kreisbezogenen Formfaktoren der
elliptischen Anschnitte nicht deformierter Strukturen bezogenen Formfaktoren.

septen S(aLs)] auf den maximalen mittelexspiratorischen FluB bei einer
Vitalkapazitit von 50 % (MMEF50) wurde eine Hauptkomponentenanalyse an den
Daten des Gesamtkollektivs (n=17) und des Teilkollektivs mit funktionellem
"small airways disease” (n =5) durchgefithrt (Abb. 6). Die Resultate lassen beim
Teilkollektiv mit funktionellem "small airways disease” einen deutlichen Einfluf}
der bronchiolaren Parameter F(Lym) und A(,uwm), aber auch des Lungen-
parenchymparameters S(a1s) auf MMEFs5q erkennen, nicht jedoch des Volumen-
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Abb. 6a. "Small airways disease": Resultate der Hauptkomponentenanalyse an den Daten des
untersuchten Gesamtkollektivs (n=17): Verinderungen der Alveolenoberfliche [S;ars)! haben
einen Einflul auf den maximalen mittelexspiratorischen FluB} bei 50% Vitalkapazitit (MMEFs5g).
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Abb. 6b. "Small airways disease": Resultate der Hauptkomponentenanalyse an den Daten des
Kollektivs mit funktionellem "Small airways disease" (n=5): Neben Verdnderungen von Form
[FiLum] und Anschnittsfliche der Bronchiolenlumina [A( ym)l haben auch Veridnderungen der
Alveolenoberfliche [SiaLs)] einen Einflufl auf den maximalen mittelexspiratorischen Fluf} bei 50%
Vitalkapazitit (MMEFj5).

anteils der Muskulatur an den Bronchiolen. Im Gesamtkollektiv (n=17) ergab
sich ein direkter Zusammenhang nur noch zwischen S(a1Ls) und MMEF'5.

Aus dieser Beobachtung kann der Schlufl gezogen werden, daB3 beim small
airways disease nicht nur Verdanderungen der Bronchiolen sondern auch der
Alveolarsepten von Bedeutung sein miissen. Da die bronchioldren und alveoldren
Parameter zusétzlich miteinander in enger Beziehung stehen (Abb. 6b), kann die
These aufgestellt werden, daB der small airways disease eine Frihform des
Lungenemphysems darstellen kénnte.

Morphometrische und stereologische Untersuchungen haben in diesem
Beispiel dazu beigetragen, eine klare Arbeitshypothese zu formulieren. Als
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morphometrische Parameter wurde bei der vorgestellten Arbeit der Formfaktor
des Bronchiolenlumens, die Anschnittsfliche des Bronchiolenlumens und das
Achsenverhaltnis verwendet, als stereologische Parameter der Volumenanteil der
Muskulatur an den Bronchiolen sowie die Alveolenoberfliche.

Objektivierung von Befunden

Die Objektivierung qualitativer Befunde war urspringlicher und direkter Anlafl
fir den Einsatz morphometrischer Techniken in der klinischen Pathologie. Wilms
(1912) (43) verwendete erstmals Morphometrie zur Festlegung einfacher diagno-
stischer Kriterien fiir Pankreasverinderungen totgeborener Kinder von Miittern
mit potentiellem oder latentem Diabetes mellitus. Er versuchte damit, die Autopsie-
diagnose zu verfeinern und einen unbekannten miitterlichen Praediabetes
mellitus so frith wie moglich zu diagnostizieren.

Eine sichere Beurteilung von Verdnderungen an tight junctions z.B. in der
Leber (Abb. 7) ist ohne Morphometrie nicht méglich (2, 38). Tight junctions sind
interzellulare Verbindungen und stellen in der Leber eine anatomische Barriere
zwischen Blutsinusoiden und den Gallekapillaren dar. Sie bestehen aus
Membranproteinen, spielen eine wichtige Rolle in der Gallesekretion und werden
auch als Zona occludens bezeichnet. Verinderungen der tight junctions kénnen in
einer Verbreiterung oder Verschmaélerung der tight junctions und in einem
Langenverlust oder in einer Konfigurationsinderung der "strands" bestehen.
Morphometrische Parameter miissen diese Verdnderungen erfassen kénnen. Wir
entwarfen in einer Pilotuntersuchung ein Morphometriemodell zur Quantifizie-
rung von tight junctions mit dem Ziel, folgende Fragen zu beantworten: "Von
welchen morphologischen Veranderungen der tight junctions ist bei Ratten eine
physiologische Cholerese begleitet? Nimmt die Breite der tight junctions zu?
Nimmt die Lange und Zahl der strands ab? Andert sich ihre Richtung?" (34).

Abb. 7. Tight junctions der Leberepithelzellen (Ratte, Endvergroferung 108 000x). H: Wand der
Leberepithelzellen. BC: Gallecanaliculus.
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Die Resultate zeigten, dafl mit entsprechenden morphometrischen und stereo-
logischen Parametern feine morphologische Verinderungen der tight junctions
erfalit werden kénnen (34). Nach Nahrungsaufnahme weisen die tight junctions
einen weniger stark gerichteten Verlauf der strands auf als nach Nahrungskarenz,
was sich in einem kleineren linearen Orientierungsparameter (40) niederschligt
(2P < 0.013). Gleichzeitig nimmt die kanalikuldr-sinusoidale Ausdehnung der
tight junctions und die Zahl der strands pro tight junction-Breite verglichen mit
dem Zustand nach Nahrungskarenz ab (je 2P < 0.05). Eine physiologische
Cholerese (Nahrungsaufnahme) bewirkt also gegeniiber dem Zustand nach Nah-
rungskarenz eine Auflockerung, Rarefizierung und Umorientierung der strands
der tight junctions. Diese Befunde sind mit denjenigen bei Cholestase identisch
(10, 11, 14, 21, 25, 31, 32, 33). Fiir einen verstarkten kanalikuldr-sinusoidalen
Reflux (Cholestase) bestand bei den von uns untersuchten Tieren kein Hinweis.

Aufdem Hintergrund dieser Resultate verglichen mit denjenigen der Literatur
konnen folgende Thesen formuliert werden:

1. Die Konstellation der tight junctions entspricht nach Nahrungskarenz einem
Ruhezustand mit gedrosseltem Gallefluf, die tight junctions sind weitgehend
geschlossen.

2. Nahrungsaufnahme (physiologische Cholerese) lost einen verstirkten Galle-
fluB in sinusoidal-kanalikularer Richtung aus: Die tight junctions sind
verbreitert und die strands weniger stark orientiert.

3. Die morphologischen Verinderungen an tight junctions bei Cholerese ent-
sprechen wahrscheinlich denjenigen bei Cholestase.

Morphometrische Techniken erméglichen, Krankheitsbilder differenzierter zu
charakterisieren, Zusammenhinge zwischen Morphologie und Funktion zu
erkennen sowie Befunde zu objektivieren. Die Moglichkeit, morphologische
Veridnderungen in Zahlen darzustellen, schafft die Voraussetzungen fiir die breite
Anwendung vergleichender statistischer Untersuchungsmethoden und Test-
verfahren. Erst diese Hilfsmittel erlauben, Thesen zu Gberprifen, Gesetzmiafig-
keiten zu erkennen und die Wahrscheinlichkeit eines Irrtums abzuschétzen.
Obwohl Zahlen Sicherheit zu vermitteln vermégen, dirfen sie als Entscheidungs-
instrumente nicht tberschédtzt werden. Auch Aussagen, die sich auf Zahlen
abstiitzen und deshalb reproduzierbar sind, sind immer mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit behaftet. Aus diesem Grund ist es notwendig, die beobachteten
morphometrischen Resultate sorgfiltig mit den anhand von GesetzmiBigkeiten
erwarteten zu vergleichen (Abb. 8). Nur durch solche Vergleiche kénnen Fehl-
schlisse vermieden und die Grenzen der Methode erkannt werden.

D. Grenzen quantitativer Analysen in der Pathologie

Kenntnisse tiber die Leistungsfahigkeit einer Methode bestimmen ihren konkre-
ten Wert. Zur Beurteilung der Leistungsfahigkeit mul man sich Rechenschaft
uber die Randbedingungen geben. Kénnen diese Randbedingungen nicht erfiillt
werden, darf die Methode nicht angewandt werden. Diese limitierenden Bedingun-
gen sind fiir die Morphometrie: Darstellbarkeit der Strukturen, Reprisentativitit
und Groéfle der Stichprobe sowie Mefligenauigkeit.
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Abb. 8. Zusitzliche Informationen kénnen gewonnen werden, wenn an Individuen beobachtete
Befunde mit den anhand von GesetzméBigkeiten erwarteten Befunden verglichen werden.

Die Darstellbarkeit von Strukturen konnte mit Hilfe moderner Methoden
(z.B. Immunzytochemie) spezifiziert, verbessert und verfeinert werden. Bei jeder
morphometrischen Untersuchung sollten eine moglichst grofle Meflgenauigkeit
bei minimalem Zeitaufwand fir die Messungen und eine sorgfiltige Analyse der
Resultate angestrebt werden. Zur Erfillung der ersten Forderung kénnen semi-
oder vollautomatische Mef3gerate notwendig werden, zur Erfillung der zweiten
sind statistische Analysen erforderlich.

Samtliche stereologischen Parameter konnen grundséatzlich mit der einfachen
"eye-hand-brain"-Methode (15) berechnet werden (siehe Kapitel 1.1). Das direkte
Punktezidhlverfahren (1, 26, 41) zur Berechnung von Fldchen-oder Volumen-
dichten ist sowohl beziiglich MeBgenauigkeit als auch Arbeits- und Zeitaufwand
semiautomatischen oder automatischen Methoden ebenbirtig. Bei der Berech-
nung der tibrigen Parameter erméglichen semiautomatische Instrumente dagegen
- wie auch die eigene Erfahrung zeigte - eine Verbesserung der Meflgenauigkeit
sowie eine Reduktion des Arbeits- und Zeitaufwandes.

Um die morphometrischen Methoden moglichst optimal ausschopfen zu
kénnen, sind die folgenden Forderungen zu bertcksichtigen:

1. Die morphologischen Parameter sollten sorgfiltig in Abhangigkeit der Frage-
stellung ausgewahlt und ubersichtlich mittels einer standardisierten Nomen-
klatur dargestellt werden (siehe Kapitel 1.1),

2. Angaben tber Schnittdicken der ausgewerteten Praparate, Spezifikationen der
verwendeten Fiarbemethoden in der Histologie sowie Angaben zum MeB-
verfahren (Vergroferung, Rasterqualitdt, Berechnungsmethoden, Korrektur-
verfahren, spezielle Meftechniken wie z.B. Densitometrie) sind fir den
Vergleich publizierter Daten unbedingt erforderlich.

3. Als wichtigste Korrekturen sind aus praktischer Sicht notwendig: Korrektur
des Schnittdickeneinflusses [Holmes-Effekt (19)], des Einflusses eines
"Nucleus-Biased-Sampling" (7, 8) und verschiedener Organvolumina (26, 29).

4, Der benoétigte Umfang der Stichprobe ist abhdngig vom Wert des berechneten
Parameters, des geschitzten mittleren Fehlers (meist angegeben in Form des
relativen Variationskoeffizienten (35)) und einer der Untersuchung
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zugrundegelegten statistischen Sicherheit. Die StrichprobengroBe kann aus
den aufgezihlten Grioflen geschatzt werden (26).

5. Bei stereologischen Untersuchungen an gerichteten Strukturen ist zu
beachten, daf die meisten stereologischen Parameter abhingig von der
Orientierung der gemessenen Strukturen sind. Eisenberg (1979) (13), Sitte
(1967) (37) und Weibel (1980) (42) haben vorgeschlagen, in dieser Situation die
Testraster so zu legen, dafl zwischen der Hauptrichtung der Struktur und den
horizontalen Rasterlinien ein Winkel von 19° entsteht. Neuere Untersu-
chungen haben gezeigt, daBl dieses Verfahren ungentigend ist. Neu wird
empfohlen, das Gewebe orthogonal oder parallel zur gerichteten Struktur zu
schneiden und daran die Primirparameter zu ermitteln. Die Sekundar-
parameter werden mit Hilfe eines Korrekturfaktors berechnet (23). Dieser
Korrekturfaktor hingt vom Ausmafl der Anisotropie ab und kann Normo-
grammen bei Mathieu et al. (1983) (23) entnommen werden. Ein neues Verfah-
ren zur Bestimmung der Oberflache gerichteter (anisotroper) Strukturen an
vertikalen biologischen Schnitten ist von Baddeley et al. (1986) (4) entwickelt
worden (siehe Kapitel 1.3).

6. Fir die Berechnungen stereologischer Parameter miissen addquate Verfahren
gewdhlt werden (24).

Morphometrie und Stereologie sind in der Pathologie den praktischen
Bediirfnissen anzupassen. Deshalb werden immer wieder methodische Kompro-
misse zwischen theoretischen Bedingungen und gegebenen Maoglichkeiten
gefunden werden missen. Die Notwendigkeit derartiger Kompromisse setzt
moglichst umfangreiche Kenntnisse tber die Werkzeuge der Morphometrie,
Stereologie und Statistik voraus. Wird der Umgang mit diesen Werkzeugen aber
beherrscht, konnen aus Bildern teils entscheidende Informationen, die der rein
qualitativen Beobachtung entgehen, gewonnen und dadurch morphologische
Diagnosen besser abgesichert, Krankheitsbilder praziser charakterisiert oder
sogar diskrete Vorstufen morphologischer Verianderungen entdeckt werden, die
dem Beobachter ohne Quantifizierung entgehen wiirden (5).
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2.2.2 Die Bedeutung von morphometrischen und
stereologischen Techniken in der Elektronenmikroskopie
(am Beispiel der Organellenbiogenese in Leberzellen)

Albrecht Reith

A. Einleitung

Seit Virchow wird die Zelle als die fundamentale Organisationseinheit der leben-
den Materie angesehen. Wie wir heute wissen, sind die Zellen wiederum in viele
Kompartimente, z.B. Mitochondrien, Lysosomen, unterteilt. Zum Verstindnis von
funktionellen Zusammenhingen oder Abldufen von Krankheitsgeschehen ist eine
Integration der biochemischen und feinstrukturellen Methoden von Vorteil. Das
ist bis jetzt aber durch den nicht quantitativen Charakter der Elektronen-
mikroskopie erschwert gewesen. Wahrend physiologische und biochemische
Methoden immer zu quantitativen Aussagen fiihrten, beschrinkte sich die
Elektronenmikroskopie zumeist auf eine Beschreibung der feinstrukturellen
Veranderungen, was eine quantitative Korrelation ausschlof}. Die Vorteile einer
quantitativen Erfassung morphologischer Strukturen durch morphometrisch-
stereologische Methoden liegt zum einen in der objektiven Beschreibung der
Struktur, sei es in Form eines Volumenanteils, einer Anzahl oder einer Oberfla-
che. Zum anderen ist eine integrierte Darstellung von biochemischen und fein-
strukturellen Resultaten moglich, was zu einer besseren Struktur-Funktions-
analyse in biologisch-medizinischen Fragestellungen fiihrt (7).

B. Beispiel: Untersuchungen an Leberzellen

Im folgenden soll anhand einiger Beispiele gezeigt werden, welche Vorteile aus
einer gemeinsamen Anwendung morphometrisch-stereologischer Methoden und
biochemischer Analysen gezogen werden konnen. Die Leberzelle mit ihrer Vielfalt
von biochemischen Funktionsabliufen besitzt zu deren Steuerung ein ausgedehn-
tes Kompartimentierungssystem. Abb. 1a vermittelt einen Eindruck, in welchen
GroBenordnungen die einzelnen Kompartimente oder Organellen vorliegen.
Bezogen auf 1 cm3 Lebergewebe betrigt die Zellmembran nur 0.4 m2, umschliefit
aber Kompartimente, deren Gesamtoberfliche ein Vielfaches davon betrigt,
niamlich 23.7m2, Das ist hauptsichlich eine Folge des verzweigten endoplas-
matischen Retikulums und des Mitochondriensystems, die allein 11.6 bzw. 10.6 m2
ausmachen. In Abb. 1b sind die Volumen- und Oberflichenparameter der ver-
schiedenen Kompartimente als Prozent des Gesamtvolumens bzw. der Gesamt-
oberfliche aller Membranen ausgedriickt. Auffallend ist, da z.B. der Golgi-
komplex, der nur 2% des Zellvolumens einnimmt, 7% der gesamten Membran-
flache beansprucht. Im Gegensatz dazu beansprucht der Kern 6% des Volumens,
besitzt aber nur einen Oberfliachenteil an allen Membranen von 0.2%.
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Abb. 1. Die Leberzelle besitzt auf Grund ihrer vielfdltigen biochemischen Funktionen ein ausge-
dehntes Kompartimentierungssystem. Die Plasmamembran (PM) umschlieit das Grundzytoplas-
ma (G-CYT), das vielfiltig durch das glatte (GER) und rauhe (RER) endoplasmatische Retikulum
(ER) gekammert ist. Hinzu kommen die anderen Organellen wie Golgikomplex (GO), das lysoso-
male System (LYS) und Microbodies (MB) oder Peroxisomen. Die Mitochondrien (MI) mit ihrer
Auflenmembran (AM) weisen eine zusitzliche intraorganellire Kompartimentierung auf, eine In-
nenmembran (IM), die einen peripheren Anteil, die innere Grenzmembran besitzt. Von dieser
Membran stiilpen sich Stielchen (Pediculi cristae), die sich zu Cristae-Lamellen erweitern, in die
Matrix.
a) Absolute Werte der gemessenen Volumendichten (statt % kénnte man auch em3/cm3 angeben)
und Oberflichendichten (m2/ em3) bezogen auf das Referenzvolumen 1 ¢cm3 Hepatocyt.
b) Um einen Uberblick iiber die GroBenordnungen der verschiedenen Kompartimente untereinan-
der zu bekommen, wurden deren prozentuale Anteile berechnet. Die Daten stammen aus (8).
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Die Leberzellen sind hinsichtlich ihrer Organellenzusammensetzung nicht
gleichmaBig aufgebaut, wie Unterschiede zwischen Zellen aus der Peripherie und
dem Zentrum des Leberldppchens zeigen. Die peripher lokalisierten Zellen
erhalten das sauerstoffreiche Blut aus den Portalvenenverzweigungen und
besitzen eine groBere Volumendichte an Mitochondrien, ndmlich 24.1% gegeniiber
16.1% im Zentrum. Auch bei den Mitochondrienmembranen bestehen Unter-
schiede, wie Tabelle 1 zeigt. Fiir Cristaemembranen ist das Verhaltnis peripher/
zentral 1.4 (5). Das gibt eine gute Ubereinstimmung mit den biochemischen
Werten fur die Succinatdehydrogenase. Dieses strukturgebundene Flavoprotein
der Mitochondrienmembran weist einen Wert von 1.4 peripher /zentral auf. Jedoch
gilt das nicht fiir ein anderes Flavoenzym der Innenmembran, die mitochondriale
Glycerophosphatdehydrogenase, die gleichm#Big iiber das Leberlappchen verteilt
ist (Quotient "peripher/zentral” ca. 1.0). Der periphere Anteil der Mitochondrien-
innenmembran, die innere Grenzmembran, die parallel zur Auflenmembran, oder
auBeren Grenzmembran verlauft, ist ebenfalls gleichmaflig uber das Lappchen
verteilt (Quotient "peripher/zentral" 0.9).

Aufgrund dieser Ubereinstimmung wurde die Hypothese aufgestellt, daf3 die
mitochondriale Glycerophosphatdehydrogenase in der inneren Grenzmembran
lokalisiert ist (5). Inzwischen ist diese Hypothese durch biochemische Untersu-
chungen bestitigt worden (1, 10). Aus dieser spezifischen Lokalisation des Enzyms
wurde geschlossen, daB die mitochondriale Glycerophosphatdehydrogenase
moglicherweise ein Markerenzym fiir die Mitochondrienbiogenese ist, da bei
diesem Vorgang vermehrt kleinere Mitochondrien auftreten, die eine im
Verhiltnis zum Volumen groBere Oberfliche, d.h. innere Grenzmembran,
besitzen.

Aber nicht nur unter physiologischen Bedingungen bestehen gute Uberein
stimmungen zwischen biochemischen und feinstrukturellen Daten, wie Membra-
nenzymen und Membranflachen (stereologisch wiirde man sie als Oberflachen-
dichten oder S/V-(surface/volume)Relationen bezeichnen). Im Falle des chroni-
schen Alkoholschadens kommt es in der Rattenleber zur Reduktion der Cristae-
oberfliche, die biochemisch ihre Parallele in der verminderten Aktivitat der
Succinatdehydrogenase findet. Dagegen bleibt die Aktivitat der mitochondrialen
Glycerophosphatdehydrogenase gleich, und auch die Oberfliche der inneren
Grenzmembran bleibt unverindert (4). Gute Ubereinstimmungen von Struktur

Tabelle 1. P/Z-Quotient (Quotient "peripher/zentral") des Leberldppchens der Ratte fir einige
feinstrukturelle und biochemische Parameter von Mitochondrien (nach Reith (3)).
P/Z- Quotient

Mitochondrien Einzelvolumen 2.2
Volumendichte 1.5
Anzahldichte 0.7
Cristaeoberfliche 1.3
Innere Grenzmembranoberfliche 0.9
Succinatdehydrogenase* 1.4
Glycerophosphatdehydrogenase* 1.0

* nach Pette zitiert (5).
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Abb. 2. Beispiel einer Induktion von Membranenzymen, des Cytochroms ag (CYTa) und der
Succinatdehydrogenase (SDH) und der entsprechenden Membran, der Mitochondrieninnenmem-
bran (IM) unter Stimulation von Schilddriisenhormon fiir 5 Tage. Nach 10 Tagen Hormongabe
sinkt das Cytochrom aj ab, wahrend die Membranoberfldche gleich bleibt bei dieser stirkeren
(vergleiche Abb. 3) 3,3’,5-Trijodthyronindosis von 25 pg/100 g Kérpergewicht (3); (m-GPDH : mito-
chondriale Glycerophosphatdehydrogenase).

und Funktion finden sich auch fir die Mitochondrien der Muskulatur nach
Trainingsibungen bei Hochleistungssportlern, wie Messungen von Cristae-
oberflichen und Succinatdehydrogenasebestimmungen gezeigt haben (3). Weitere
Beispiele von integrierten feinstrukturellen und biochemischen Untersuchungen
finden sich bei (8).

Der Wert einer quantitativen feinstrukturellen Untersuchung wird besonders
deutlich, wenn ein Verlauf einer Verinderung erfaBt werden soll. Das ist sehr
deutlich bei den Versuchen tber den EinfluBl der Schilddriisenhormone und der
Riboflavindefizienz auf die Leber und Muskulatur der Ratte. Bei diesen Versuchen
konnte gezeigt werden, daB} es bei fortlaufender Hormoneinwirkung auch zu einer
weiteren Cristaevergroflerung kommen kann, ohne daB sich die entsprechenden
biochemischen Bausteine wie Cytochrome (Abb. 2) vermehren (9). Wahlt man
allerdings eine mildere Hormongabe, kommt es zu einem leichten Anstieg des
Cytochroms a, bis zum 15. Tag (Abb. 3), der von einer leichten Zunahme der
Cristaemembranen begleitet wird. Dies ist zum Teil auf das EinsprieBen von
neuen Cristae zurickzufithren, wie die signifikante Zunahme der quergetroffenen
Pediculi der Cristae (6) auf Kappenschnitten von Mitochondrien zeigt (Abb. 4).

Far die Microbody- oder Peroxisomeninduktion, die auch unter Gabe von
Schilddriisenhormon erfolgt, ist das entsprechende biochemische Korrelat die
Zunahme der peroxisomalen g-Oxidation. Der Umbau der Peroxisomen unter
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Abb. 3. Anstieg des Cytochroms as (a), das von einem ebenso leichten Anstieg der Cristae-
oberfliche bei mildem Hyperthyreodismus (20 g 3,3’,5’-Trijodthyronin per 100 g Korpergewicht)
(b) begleitet wird .

Hormongabe fithrt zu einer Verdreifachung der Organellenzahl nach 5 Tagen,
wahrend deren durchschnittliches Volumen um zwei Drittel reduziert wird
(Abb. 5). Diese Mikroperoxisomen sind auch strukturell veriandert, wie der Verlust
des kristallinen Binnenkorpers zeigt. Mit Hilfe der morphometrisch-stereolo-
gischen Methoden ist der zeitliche Verlauf der Peroxisomenbiogenese unter Gabe
von Schilddrisenhormon sehr genau zu beschreiben. Es 148t sich eine schnelle
Frihphase (abgeschlossen nach 3 Tagen) von einer Spatphase der Adaptation nach
5-8 Tagen abgrenzen (2).
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Abb. 4. Mitochondrien der Rattenleber mit Pediculi cristae, Stielchen mit denen die Cristae eine
Ausstiilpung der inneren Grenzmembran verbunden sind.

a) Kontrolle.

b) 15 Tage Schilddriisenhormon mit zahlreichen Pediculiprofilen (Pfeil) ( 50 000 x).

¢) Signifikante Zunahme der Pediculi unter Stimulation mit Schilddriisenhormon.

C. Zusammenfassung

Diese wenigen Beispiele sollen die Bedeutung einer quantitativen Analyse bei
feinstrukturellen Untersuchungen darstellen. Sie sind nur ein Ausschnitt aus
einer Vielzahl von Untersuchungen, die inzwischen vorliegen (8). Sie verdeut-
lichen in beispielhafter Weise, wie sinnvoll eine quantitative Korrelation zwischen
biochemischen und feinstrukturellen Daten sein kann. Speziell im Bereich der
Erfassung der Biogenese verschiedener Membransysteme und der Biogenese von
Organellen, wie Mitochondrien oder Peroxisomen, unter verschiedenen funktio-
nellen und pathologischen Einflissen liegt ein Hauptanwendungsfeld der Morpho-
metrie und Stereologie.
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Abb. 5. Umbau des Microbody - (Peroxisomen-) - Kompartiments bei mildem Hyperthyreodismus.
Nach 3 Tagen ist der Umbau zum gréfiten Teil abgeschlossen, wie die Verdreifachung der Anzahl
von Mikroperoxisomen zeigt (aus (10)). 0-o Anzahl Microbodies per 1 cm3 Hepatocytoplasma.

0---0: Einzelvolumen der Microbodies.
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2.2.3 Die quantitative Erfassung von priakanzerdsen
Epithelverdnderungen in der Basalzellschicht —
Eine licht- und elektronenmikroskopische Studie
an klinischen Biopsien
Albrecht Reith

A. Einleitung

Ein Hauptanwendungsfeld morphometrisch/stereologischer Techniken in der
Pathologie stellt die Erfassung von neoplastischen Transformationen und deren
Verlauf im Gewebe dar. Klinisch interessant in diesem Zusammenhang sind
morphometrisch/stereologische Beitridge zur Abklirung von "borderline cases"
und zur Abklarung der Frage, ob Untergruppen innerhalb gewisser Entitdten wie
z.B. der intraepithelialen Neoplasie auftreten, die méglicherweise eine groflere
Wahrscheinlichkeit haben, sich karzinomatés zu entwickeln (6,7). Die meisten
neoplastischen Verinderungen treten in epithelialen Geweben auf, die auf Grund
ihres anisotropen Aufbaus nur mit besonderen Methoden einer morphometrisch/
stereologischen Analyse zuginglich sind, wenn sie nicht in ganz anderer Weise
Uber die Analyse von Nachbarschaftsbeziehungen beschrieben werden (siehe
Kapitel 2.3.3).

Zu den Grundlagen der Morphometrie und Stereologie gehoren namlich die
geometrische Wahrscheinlichkeitslehre und die Statistik und zu deren Vorausset-
zung die Zufilligkeit der Stichprobenerhebung. Letzteres zu garantieren ist nicht
immer leicht bei der Untersuchung von morphologischen Strukturen mit hohem
Ordnungsgrad wie z.B. beim Schleimhaut- oder Driisenepithel.

Im folgenden soll:

1. ein Morphometrie/Stereologie-Modell vorgestellt werden, mit dem epitheliale
Veranderungen relativ leicht lichtmikroskopisch und/oder elektronenmikro-
skopisch zu erfassen sind;

2. die Anwendung dieses Modells auf klinisches Material, d.h. auf metaplastische
und dysplastische Nasenschleimhautverinderungen bei Nickelarbeitern
gezeigt werden.

3. demonstriert werden, wie man entweder mit einfachsten manuellen Mitteln
oder mit einem semiautomatischen Digitizer oder schliefillich einem nahezu
vollautomatischen Bildanalysegerit diese Analysen durchfiihren kann. Bei
den Untersuchungen wurden fiir die Volumenbestimmung sowohl das Punkte-
zéhlverfahren (0-dimensional) als auch das Linienverfahren nach Rosiwal (1-
dimensional) und die Flichenbestimmung (2-dimensional) angewandt.

B. Material

Um das Risiko von Nickelarbeitern, an Nasenkrebs zu erkranken, abzuschitzen,
wurden Biopsien aus der vorderen Rundung der mittleren Nasenmuschel entnom-
men. Diese ca. 2x2mm grofen Biopsien wurden in 3% Glutaraldehyd in 0.1
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M Cacodylatpuffer, pH 7.4, bei Raumtemperatur fiir mehrere Stunden fixiert, mit
1% Os0, in 0.1 M Cacodylatpuffer und 0.1 M Saccharose nachfixiert und orientiert
in Epon eingebettet. Die Biopsien wurden senkrecht zur Oberflache geschnitten
und mit Toluidinblau gefarbt. Fir die Elektronenmikroskopie wurden Diinn-
schnitte angefertigt und mit Bleicitrat gefarbt (1, 3,4).

C. Morphometrie

Von den Schnitten wurden entweder bei 400-facher Vergroflerung von einem
erfahrenen Pathologen Photographien der fiir die Diagnose ausschlaggebenden
Stellen angefertigt, die bei 2400-facher Vergriofierung ausgewertet wurden, oder
die Schnitte wurden mit Hilfe eines Zeichentubus bei dieser Endvergriofierung
analysiert. Fur die Elektronenmikroskopie wurde ein Mehrstufen-Sampling bei
12 000-facher und 30 000-facher Vergrioflerung gewahlt (fir Details siehe (1) oder
(4)). Abb.1 zeigt schematisch die verschiedenen Typen der Nasenschleimhaut.
Untersucht wurden nur die Zellen in der Basalschicht (Abb. 2). Die Beschrankung
auf diese Zellschicht hat mehrere Vorteile. Erstens sind diese Zellen leicht zu
identifizieren, so daB auch bei verschiedenen Stadien der Metaplasie und
Dysplasie immer Zellen aus der gleichen Schicht miteinander verglichen werden.

Abb. 1. Schematische Darstellung der verschiedenen Schleimhauttypen, die untersucht wurden.
(a) Mehrreihiges Flimmerepithel

(b) mehrschichtiges kubisches Epithel,

(c) gemischtes (d.h. kubisch/Plattenepithel),

(d) Plattenepithel und

(e) Dysplasie.
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Abb. 2. Beispiel eines semidiinnen, Toluidinblau gefirbten Schnittes einer Plattenepithelmeta-
plasie. Nur die Zellen der Basalzellschicht, die direkten Kontakt mit der Basalmembran hatten,
wurden morphometriert (----- Trennlinie).

Zweitens miissen die Basalzellen, von denen die Erneuerung des Epithels ausgeht,
als die eigentlichen Targetzellen fiir karzinogene Stoffe angesehen werden. In
diesen Zellen wurden lichtmikroskopisch - wie Abb. 3 zeigt- die Zellgrofe, die
Kern- und Nukleolusgrofe und die Zellbreite (der lineare Parameter der Kontakt-
fliche der Zellen mit der Basalmembran) bestimmt. Pro Fall wurden ca. 40
nebeneinander liegende Zellen untersucht.

D. Messung und Klassifizierung

- mit linearen Parametern

Dies ist die einfachste und billigste Methode, um schnell zu einer Aussage tber
Kern- und NukleolusgroBe und Zellbreite zu kommen. Mit einem "Lineal” werden

der transversale Durchmesser (Dy) und die Zellbreite (ZB) und mit einem zweiten
"Lineal” die Summe der longitudinalen und transversalen Nukleolendurchmesser

s

Abb. 3. Lichtmikroskopisch wurden die Zellgréfe, die Zellbreite (---), d.h. der lineare Parameter
der Kontaktfliache der Zellen mit der Basalmembran und die Kern- und Nukleolengrsfe bestimmt.
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Abb. 4. Darstellung der linearen Parameter zur Erfassung der Zellbreite (ZB) und der Kern- und
Nukleolengriéfle durch deren Durchmesserklassifizierung mit den unten abgebildeten "Linealen”
(fiir Details siehe (2) oder (4)). Die Zellbreite ist der lineare Ausdruck der Kontaktfldche, mit der
die Basalzellen auf der Basalmembran ruhen (modifiziert nach (4)).

(Dn1) in Klassen eingeteilt (Abb.4). Die Diskriminierungsstirke wurde durch
einen gewichteten Index, der Kappenanschnitte (Klasse 0) verwirft und grofere
Durchmesser oder Breiten verstirkt, verbessert:

(Anzahl Objekte in KI1. 1) - (Anzahl Objekte in K1. 2) - 2
Basalzellindex = (1)
Anzahl] aller Objekte

Wie Abb. 5a zeigt, fihrt dieses Verfahren zu einer Trennung der verschiedenen
Stadien der Metaplasie und Dysplasie. Werden die drei zytologischen Parameter
miteinander kombiniert, wird die Diskriminierung noch besser (Abb. 5b). Die
Ubere1nst1mmung zwischen morphometrischer und hlstologlscher Klassifikation
war 90 %. Bei einer prospektiven Untersuchung, bei der die morphometrische
Klassifikation vor der histologischen Diagnose durchgefiihrt wurde, stimmten 20
von 22 Fillen, d.h. 91 % tiberein (2).

- mit einem Digitizer

Ein Digitizertablett mit einem elektronischen Griffel wurde benutzt, um die Zell-
und Kerngrofle, den transversalen Durchmesser der Kerne, die Nukleolenfliche
und die Zellbreite zu bestimmen. Tragt man die Zellbreite gegen die ZellgrsBe auf,
erreicht man allein mit diesen zwei leicht zu bestimmenden Parametern eine
relativ gute Trennung zwischen normalem mehrreihigem Flimmerepithel und den
verschiedenen Stadien der Metaplasie und der Dysplasie (Abb. 6). Trigt man den
transversalen Kerndurchmesser oder die Nukleolenflidche gegen die Zellbreite auf,
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Abb. 5. (a) Die Einzeldarstellung fiir die Indices der transversalen Kerndurchmesser (D), die
Nukleolendurchmesser (Dy,)) und die Zellbreite (ZB) zeigt noch keine gute Trennung von Flimmer-
und kubischem Epithel (0), Plattenepithel (8) und Dysplasie ([]). (b) Erst die arithmetische
Summe der drei Indices ergibt eine Trennung.

Index der Zellbreite

ZellgroBe (Areal)

Abb. 6. Werden die Zellbreite und die Zellgrofle gegeneinander aufgetragen, ergibt sich bereits
eine gute Trennung zwischen Flimmer- (®), kubischem (o), und Plattenepithel ((J) und Dysplasie
() (Modifiziert nach (5)).
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Abb. 7. Eine gute Trennung zwischen Flimmerepithel/Metaplasie (®) und Dysplasie (o) ergibt sich,
wenn alle drei Parameter gegeneinander aufgetragen werden.

ist diese Separierung nicht so gut. Werden aber alle drei Parameter gegeneinander
aufgetragen, so lassen sich die Dysplasiefalle gut von den Metaplasien und dem
mehrreihigen Flimmerepithel trennen (Abb. 7). Kombiniert man alle drei Para-
meter untereinander (Abb. 8), so siecht man, daB3 erstens die einzelnen Stadien
nicht nur gut voneinander getrennt sind, sondern zweitens auch eine stufenweise
Entwicklung vom Flimmerepithel tber die verschiedenen Metaplasiestadien bis
hin zur Dysplasie zeigen. Dieses Resultat stitzt die Hypothese, daB der Karzino-
geneseprozeB wahrscheinlich ein MehrstufenprozeB ist.

- mit einem Bildanalysegerat

Far das IBAS Geriat (Kontron GmbH, Eching bei Minchen, BRD) wurde ein
Modell entwickelt, das nach manueller Umfahrung der Basalzellschicht eine
automatische Karyometrie erlaubt (8). Bei diesem Verfahren konnen ca. 1000
Kerne pro Stunde analysiert werden. Die Diagramme der Kernanschnitte zeigen
nur einen Gipfel (wahrscheinlicher Ploidiegrad 2 n) fir normales Flimmerepithel,
wihrend mehrere Gipfel fiir Metaplasie und Dysplasie auftreten (Abb.9). Die
Entwicklung tber die metaplastischen Stadien zur Dysplasie hin geht einher mit
einem Auftreten von groferen Kernen. Auffillig ist das Wiederauftreten eines 2 n
Anteils bei der Dysplasie (9).

D. Elektronenmikroskopie

Auch die feinstrukturellen Untersuchungen zeigten stufenweise Verinderungen
tiber die metaplastischen Stadien zur Dysplasie hin. Bei der Entwicklung vom
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Abb. 8. Das Flimmerepithel und die einzelnen Stadien der Metaplasie und Dysplasie sind von-
einander getrennt und zeigen eine stufenweise Entwicklung iiber die Metaplasie zur Dysplasie hin.
0: Flimmerepithel, 1:kubisches, 2: gemischtes, 3:nicht- und 4: keratinisiertes Plattenepithel,
5: Dysplasie.
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Abb. 9. Karyogramm aus der Basalzellschicht fiir normales Flimmerepithel (links) und Metaplasie
(rechts). Im normalen Zustand ein Gipfel, wahrscheinlich 2 n (20 mm?). Bei Metaplasie und Dyspla-
sie mehrere Gipfel.
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Flimmerepithel zur Dysplasie hin nahm der Anteil des Heterochromatins am
Kernvolumen um nahezu ein Drittel ab. Die auf den Diinnschnitten gewonnenen
Werte fiir die Nukleolen (eine deutliche Volumenzunahme auf dem Weg zur
Dysplasie hin) deckten sich mit den bei der Lichtmikroskopie erhobenen
Befunden. Dies zeigt, daB} trotz der im Verhailtnis zu der Organelle relativ grofien
Schnittdicke und der damit verbundenen Uberprojektion (Holmes Effekt) auch
lichtmikroskopisch Nukleolenparameter an Semidiinnschnitten zuverlissig
bestimmt werden konnen. Besonders deutliche Verdnderungen wurden im
Zytoplasma gefunden. Die Zahl der Mitochondrien nahm auf ein Drittel ab
(Abb. 10a), wihrend ihr Einzelvolumen um das Dreifache zunahm. Der interes-
santeste Wert betraf die Abnahme der Cristaeoberfliche zur Dysplasie hin
(Abb. 10b), was auf eine Verinderung des oxydativen Phosphorylierungsstoff-
wechsels deuten konnte. Erinnert sei in diesem Zusammenhang an die

x 10"/cm? .
Mitochondria Cristae

. P < 0,01
-1 T m?/cm?
10
- I P <0,05

. =
0 ﬂ 0
a FLI KUB PLA+ PLA+ DYS b FLI KUB PLA+ PLA+ DYS
3 3
2"110/_2'“ Tonofilamente Vol. x 10%/cm?  Desmosomen/i m? Membran
P <0,01 P < 0,01

104 400 T

- i[ 300

5+ 2004
i 100+
0 0
c FLI KUB PLA+ PLA+4+ DYS d FUI KUB PLA+ PLA+ DYS

Abb. 10. Stufenweise Verdnderungen der Feinstruktur bei der Entwicklung zur Dysplasie hin. (a)
Anzahl Mitochondrien, (b) Oberflichendichte der Cristae, (¢) Volumendichte der Tonofilamente, (d)
Anzahl Desmosomen oder Plasmamembranoberfliche.
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Warburg'sche Hypothese der Kanzerisierung, die eine Stérung dieses
Stoffwechselweges beinhaltet. Das Tonofilamentvolumen wurde auch drastisch
reduziert (Abb.10c). Die Desmosomenzahl, bestimmt pro Zellvolumen oder
Plasmamembranoberfliche, nahm um 60 % zu (Abb. 10d). Alle Werte zusammen
genommen zeigen wie die lichtmikroskopischen Befunde in Abb.8 eine stufen-
weise Entwicklung zur Dysplasie hin (Abb. 11).

o
3_
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+ A
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= ° [e] A
> A
1 Y1)
o0
0 T T T T -

Flimmer  Kub. Platt. Dys.

Abb. 11. Die stufenweise Entwicklung zur Dysplasie hin kommt deutlich zu Tage, wenn man die
Summe der durchschnittlichen Gréfe der Nukleoli (nl), der Mitochondrien (m), den Volumenanteil
der Kerne (n) und der Tonofilamente zusammen mit der Oberflachendichte des rauhen endoplas-
matischen Retikulums auftriagt (verdndert nach (1)).

E. SchluBfolgerung

1. Mit dem beschriebenen Modell der Basalzellanalyse 148t sich ein Grading der
prakanzerosen Epithelverdnderungen in dieser Zellschicht allein durchfiihren.
Fur die deskriptive Morphologie, d.h. die Routinediagnostik, muBl dazu das
gesamte Epithel zur Verfiigung stehen.

2. Die Beschriankung auf die Analyse der Basalzellschicht allein hat mehrere
Vorteile. Erstens kénnen vom methodischen Standpunkt aus die Zellen leicht
und eindeutig identifiziert werden. Zweitens werden die Targetzellen des
Karzinogeneseprozesses erfafit. Drittens werden proliferierende, prakanzerose
Tumorvorlauferzellen mit proliferierenden Tumorzellen verglichen, d.h. der
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Vergleich ist also spezifischer. In der Literatur beschriebene Untersuchungen
dieser Art betreffen alle Zellen des Epithels, womit eher reife, differenzierte
Kontrollzellen mit unreifen Tumorzellen verglichen werden.

Die Analyse kann mit den klassischen (und billigen) Morphometrie/Stereo-
logie-Methoden wie Punktezdhlverfahren und Linienanalyse nach Rosiwal
oder mit den elektronischen, semiautomatischen (der Zeitaufwand ist fur die
beiden ersten Verfahren gleich (5)) oder automatischen Bildanalysegeriten
durchgefithrt werden (8, 9) (siehe Kapitel 3.4).

An Stelle exakter Messungen ergibt auch die Klassifizierung von Linien-
parametern (Kern- oder Nukleolusdurchmesser an Stelle der Fliachenwerte)
befriedigende Resultate.

5. Das Modell der Basalzellanalyse eignet sich auch fiir klinische Fragestellungen
wie zur Abklarung von "borderline cases" oder der Frage von Untergruppen bei
den Dysplasien.

6. Die Starke des Modells der Basalzellanalyse an der Nasenschleimhaut hat sich
sowohl bei retrospektiven als auch bei prospektiven Untersuchungen erwiesen.
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2.3 Bildanalytische Histometrie

2.3.1 Anwendung bildanalytischer Verfahren in der
Histopathologie

Klaus Voss

A. Einleitung

Der Begriff "Histologie" umfaBt die mikroskopische Untersuchung und die
Beschreibung von Schnittpraparaten aus menschlichen und tierischen Geweben.
Die "Histopathologie" stellt sich auf der Grundlage des allgemeinen Zusammen-
hangs von Struktur und Funktion die Aufgabe, aus strukturellen Abweichungen
des Untersuchungsmaterials gegeniiber "normalem”" Gewebe auf krankhafte
funktionelle Veranderungen zu schlieen. Im Idealfall sollte damit

1. eine Differentialdiagnose mit dem Ziel einer optimalen Therapie-Entscheidung
und

2. eine Friherkennung kanzerogener Verinderungen mit dem Ziel einer rechtzei-
tigen Behandlung erreichbar sein.

In den folgenden Ausfiihrungen sollen einige der von uns in den vergangenen
finfzehn Jahren entwickelten Grundlagen, erarbeiteten Verfahren und erzielten
Ergebnisse bei der Anwendung der automatischen Mikroskopbildanalyse in der
Histopathologie dargestellt werden.

B. Erkennung als Hauptproblem der Bildanalyse

Die Abb. 1 zeigt zwei Ausschnitte aus unterschiedlichen Hirntumoren. Wahrend
das Astrozytom der Gradingstufe I (A1) relativ gute Heilungschancen hat, gibt es
fur das Astrozytom der Gradingstufe IV (A4) gegenwiartig kaum die Moglichkeit
einer mehr als zweijahrigen Uberlebenszeit nach dem Auftreten der ersten
klinischen Symptome. Auf Grund der in den beiden Bildern enthaltenen Informa-
tion ist also nicht nur eine Diagnose, sondern auch eine Prognose ableitbar. Auch
der uneingeweihte Betrachter wird leicht Unterschiede zwischen beiden Bildern
feststellen konnen, wobei etwa eine qualitative Beschreibung entsprechend
Tabelle 1 erfolgt. Qualitative Angaben dieser Art mogen noch fiir die Unterschei-
dung zweier gleichzeitig nebeneinander liegender Bilder ausreichen. Aber sie
kénnen nur mangelhaft reproduziert werden, sie reichen nicht aus fir die
Formulierung geringer Unterschiede und sie sind stets subjektiv bedingt. Es ist
deshalb notwendig, solche Bilder durch quantitative Daten zu charakterisieren.
Die Zellkernanzahl (je Flicheneinheit) kann relativ einfach durch Zihlen
ermittelt werden ("einfach" im Sinne der verwendeten Methodik, nicht beziiglich
der Einténigkeit und des Zeitaufwandes des Verfahrens). Wir erhalten fiir Al
"etwa 85" und fur A4 "etwa 185" Zellkerne. Das Ungefihre dieser Angabe
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Abb. 1. Mikrophoto eines Astrozytoms Grad I (A1) und eines Astrozytoms Grad IV (A4).

Tabelle 1. Qualitative Beschreibung der Abb. 1

Merkmal A1l (links) A4 (rechts)
Zellkernanzahl relativ wenig ziemlich viel,
Zellkerngrofe klein grof3

Zellkernform rundlich oft recht langgestreckt
Zellkernanordnung weit verstreut engstehend

resultiert aus der Tatsache, dal wir keinen Algorithmus fiir die Definition eines
Zellkernsin diesen realen Bildern besitzen.

In Abb. 2 sind durch subjektive Einschitzung die Mittelpunkte der Zellkerne
von Abb. 1 markiert worden, so dafl ein "digitales Bild" entsteht. In diesem Fall
liefert ein "Zahlalgorithmus" exakt reproduzierbare Ergebnisse. Die Problematik
der Zellkernzéhlung steckt also nicht im Zahlen selbst, sondern im "nichtmathe-
matischen" Ubergang von Abb. 1 zu Abb. 2. Diesen Ubergang wird jeder
Betrachter etwas anders vollziehen, ohne jedoch iiber den dabei verwendeten
Erkennungsvorgang Rechenschaft ablegen zu konnen.

Es ist anzumerken, daf} selbst mit Hilfe eines Computers (oder allgemeiner,
eines Bildanalysesystems) und unter Verwendung eines exakten Erkennungsalgo-
rithmus nicht die "Zellkernanzahl an sich" festgestellt wird. Es ist bestenfalls nur
Reproduzierbarkeit zu erreichen, wenn der Algorithmus immer wieder auf das
gleiche digitale Bild angewendet wird. Das ist aber nur dann gewéhrleistet, wenn
nach der Abtastung des realen Bildes digitale Informationen auf einem Massen-
speicher (z.B. Bildspeicher) abgelegt sind. Eine wiederholte Abtastung (als unver-
zichtbarer Bestandteil der Bildanalyse) liefert auf Grund des Rauschens des
Mefprozesses unterschiedliche digitale Bilder und damit auch unterschiedliche
Kernanzahlen.
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Abb. 2. Mittelpunktslagen der Zellkerne aus Abb. 1.

Fir die Quantifizierung der ZellkerngroBe gibt es zwei prinzipiell verschiedene
Methoden. Beim "Punktezdhlverfahren" wird ein Punktgitter tiber das Bild gelegt
und ermittelt, wieviele der im Bild liegendén Gitterpunkte einen Zellkern
getroffen haben. In Abb.3 ist der entsprechende Algorithmus einfach durch-
fahrbar. Das Problem besteht wieder in der Erkennung, d.h. in der Festlegung,
welcher der Bildpunkte aus Abb. 1 als "schwarzer Zellkernpunkt" und welcher als
"weifler Untergrundpunkt” zu definieren ist. Wenn jedoch ein Binéarbild entspre-
chend Abb. 3 vorliegt, kann der folgende Algorithmus vom Computer durchgefiihrt
werden:

/'PUNKTEZAEHLVERFAHREN'

/ EINGABE VON XANF, XEND, ... USW.:
INP XANF XEND YANF YEND DIFF
+YANF=Y; +0=PZHL; +0=TZHL

$Ml; +Y+DIFF=Y;IFY>YEND M3
+XANF=X

$M2; + X+ DIFF =X; IF X>XEND Ml
+1+PZHL=PZHL
IF (X,Y)=0 M2
+1+TZHL=TZHL; JMP M2

$M3; +1000*TZHL/PZHL =AREA
/ AUSGABE DES TREFFERANTEILS
/IN PROMILLE:
PRN AREA

END
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Abb. 3. Anschnittsflichen der Zellkerne aus Abb. 1.

Das Punktezihlverfahren ist eine stereologische Methode, die mit dem Verhaltnis:

ZP(N) Ay VN -
= = = V (N/R)
ZPR) AR) V(®)

Pmy @ Trefferpunkte tber Kernanschnitten
PRr) : Trefferpunkte iiber dem Referenzkompartiment (z. B. Gewebe)

AmnNy : Gesamtflache der Kernanschnitte

AR) : Fliache des Referenzkompartimentes
Viny @ Gesamtvolumen der Kerne

V@®) : Volumen des Referenzkompartimentes

auch den Anteil der Kernvolumen (d.h. des gesamten Karyoplasmas) im Gewebe
liefert (siche Kapitel 1.1).

Die "planimetrische” Methode bestimmt von jedem einzelnen Zellkern die
Fliche und liefert damit gleichzeitig die Grofenverteilung der Zellkerne (genauer
die GroBenverteilung der Anschnittflichen der Zellkerne). Fir die Bearbeitung
digitaler binarer Bilder mit Hilfe der planimetrischen Methode gibt es effektive
Algorithmen (Zeilenkoinzidenzverfahren, Konturfolgeverfahren). Obwohl diese
im Vergleich zum oben angegebenen Punktezidhlalgorithmus schon recht
kompliziert sind (15), erscheinen sie doch harmlos im Vergleich zu effektiven
Erkennungsalgorithmen, die entsprechend dem menschlichen Vorgehen den
Ubergang von Abb. 1 zu Abb. 3 realisieren sollen.

Anhand der digitalen biniren Zellkernbilder kann man auch die Zellkernform
quantifizieren. Hier treten erneut Fragen auf, indem man Ma@e fiir die Form eines
Objektes definieren muB. Als aussagekriftig und einfach hat sich z.B. der
Formfaktor (F) (siehe Kapitel 1.1) erwiesen, der fiir kreisfomige Objekte den
kleinsten Wert annimmt. Die Werte werden umso gréfBer, je langgestreckter oder
bizarrer ein Objekt ist.



Abb. 4. Verbindungslinien der Zellkernmittelpunkte aus Abb. 2, die einen Abstand unterhalb
einer vorgegebenen Schwelle voneinander haben.

2
F = —
A
C : Umfang
A : Flache

Prinzipiell erscheint es moglich, mit einem Planimeter die Kernfliche und mit
einem Kurvimeter die Kernumfinge manuell zu bestimmen. Aber obwohl dafiir
elektronische Gerate zur Verfiigung stehen (z.B. MOP), kann dieses Vorgehen,
auBer vielleicht fiir Pilotstudien, nicht die Methode der Wahl sein. Eine effektive
Losung bietet sich nur an, indem man die realen Bilder elektronisch abtastet, die
Helligkeitswerte der Bildpunkte in digitaler Form bereitstellt, mit Hilfe eines
Computers in dem so erhaltenen Grauwertbild die notwendigen Algorithmen zur
Erkennung und Messung durchfiihrt und unmittelbar die statistische Auswertung
anschlieBit.

Aufler den Messsungen an einzelnen Kernen (Karyometrie) kann auch das
Gewebe als Ganzes charakterisiert werden (eine Aufgabenstellung, die bei
zytologischen Fragestellungen nicht zur Debatte steht). In Abb. 4 sind z.B. alle
Kerne miteinander verbunden, die einen Abstand voneinander haben, der kleiner
als der vorgegebene Grenzwert ist. Anhand der einzeln liegenden Zellkerne (17
bzw. 6), der Kerngruppen (14 bzw. 6) usw. kann man die Zellkernanordnung
quantitativ erfassen. Z. B. betriagt der Anteil der Zellkerne, die in Gruppen von
mehr als finf Zellkernen vorliegen, 27% in Al und 86% in A4. Mathematische
Methoden fiir die Behandlung solcher Anordnungsprobleme sind mit der Voronoi-
Tesselation und der Delaunay-Triangulation gegeben.

In Tabelle 2 sind die beiden Gewebe, die hier durch Abb. 1 reprasentzert
werden, quantitativ charakterisiert. Die angegebenen Zahlenwerte prézisieren die
in Tabelle 1 enthaltenen qualitativen Schitzungen fiir die numerische, auf eine
Flicheneinheit bezogene Dichte der Kernanschnitte (Na(N/R)), die Kernvolumen-
dichte (Vy(N/R)), mit dem Punktezahlverfahren ermittelt, die mittlere Anschnitts-
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Tabelle 2. Quantitative Beschreibung der Abb. 1

Parameter Al A4 Dimension
NANR) 2140 6410 mm-2
Vvinm) 0.050 0.224 --

A(N) 2340 3510 ymz

Fin 144 16.7 -

o 27 86 %

fliche der Kerne (A(n)), mit dem planimetrischen Verfahren bestimmt, den
Formfaktor F der Kernanschnitte (F(n)) und die Anordnung der Kerne (O))
(prozentualer Anteil der Kerne in Gruppen von mehr als fiinf).

Tabelle 2 zeigt, daf die Quantifizierung histopathologischer Bilder méglich und
wiinschenswert ist. Fiir die Realisierung dieses Vorgehens auf Bildverarbeitungs-
systemen muf} der Erkennungsprozef des Menschen durch effektive Algorithmen
zumindest ndherungsweise nachvollzogen werden (kiinstliche Intelligenz). Fiir die
Entwicklung automatisierter Bildauswertesysteme ist nicht so sehr eine verbes-
serte Hardware entscheidend, sondern eine adidquate Software, die die Erken-
nungsvorgénge des menschlichen Augesin Algorithmen imitieren kann.

C. Hard- und Software zur Bildanalyse

Die riesige Menge von Rechenschritten bei der histopathologischen Anwendung
der Bildanalyse erfordert den Einsatz von Bildverarbeitungssystemen. Dabei ist es
vom Prinzip her gleichgiiltig, welches Abtastsystem (Photometer, Flying spot,
Image dissector, TV-Kamera, CCD-Zeile, CCD-Matrix) und welcher Computer
verwendet wird. Bildverarbeitungssysteme (QUANTIMET, TAS, MAGISCAN,
IBAS usw.) sprengen den Rahmen nicht, der von den Laborgeriten vieler Arbeits-
gruppen abgesteckt wird (eine Ubersicht tber die Hardware von 42 Bildver-
arbeitungssystemen istin (17) enthalten) (siehe Kapitel 3.4).

Die Entscheidung iber die Praktikabilitdt eines Bildverarbeitungssystems
wird in erster Linie durch die angebotene Software bestimmt. Dabei ist aber nicht
an die vorhandenen Programmiersprachen, Betriebssysteme und Pakete mathe-
matisch/statistischer Prozeduren gedacht, sondern in erster Linie an die in Ab-
schnitt B als Hauptproblem der Bildanalyse erkannten effektiven Erkennungs-
algorithmen.

Wir arbeiten auf diesem Gebiet seit iiber zehn Jahren und haben in einer Reihe
theoretischer Arbeiten die Grundlagen einer allgemeinen und effektiven Objekt-
isolierung entwickelt (15, 18, 19). Dazu gehért die Objektisolierung im nichthomo-
genen Untergrund (Abb. 5) durch On-line-Beriicksichtigung der Shadingeffekte (4,
28), oder durch stufenweise Objektisolierung (30), die effektive Konturverfolgung
bei objektspezifischem Pegel mit Hilfe lokaler Operatoren (5, 25), die effektive
Merkmalsgenerierung (7, 26, 29) und die Identifikation von Objekttypen mit Hilfe
logischer Klassifikatoren (Abb. 6) (20, 22, 23).

Die Vielzahl moglicher Aufgabenstellungen in der Histopathologie 148t es
nicht zu, dal man mit einem einzigen "Standardprogramm" arbeiten kann.
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Abb. 5. On-line Shadingkorrektur ohne Referenzbild: Aus der Originalintensitit b entlang einer
Bildzeile wird eine "gleitende” Referenzintensitiit a bestimmt, die die Helligkeit des Untergrundes
reprisentiert. Wird b von a abgezogen, so ergibt sich die untergrundspezifische Intensitat c, aus
der durch Schwellwertentscheidung die Objekte erhalten werden kénnen.

Vielmehr muB fiir jede Aufgabe ein mehr oder weniger neues Vorgehen entwickelt
werden (vom einfachen "Eichen" eines bereits bestehenden Programms durch
Parameteranpassung an konkrete Farbeverfahren und Mikroskopierbedingungen
bis zur Erarbeitung neuer Algorithmen).

Deshalb erfordert die Bildverarbeitung Softwaresysteme fiir die effektive
Programmierung, da die zu suchenden Erkennungsalgorithmen nur auf heuristi-
schem Wege (trial and error) gefunden und erprobt werden konnen. Der sich in der
Bildverarbeitung stindig wiederholende Zyklus:

- Erarbeiten eines neuen bzw. Verindern eines bereits vorliegenden Algorithmus

- programmtechnische Realisierung der Erarbeitung bzw. Verdnderung mit Hilfe
eines Editors

- Compilierung des neuen Quellprogramms

- Binden des compilierten Programms mit den notwendigen Unterprogrammen

- Abarbeiten des Programms

- Einschitzung der Ergebnisse des Programmlaufs

mubB rasch und unkompliziert ablaufen, um den Nutzer von unerwinschten Warte-
- zeiten und unnétigen Mensch-Maschine-Kommunikationen zu entlasten.

Die Interaktion mit dem Computer sollte sich fiir den Nutzer auf die sachbezo-
genen Probleme konzentrieren, so dafl das histopathologische Praparat und das
entsprechende digitale Bild stets im Mittelpunkt des Geschehens stehen kénnen.
Die dafiir erforderlichen interaktiven Softwaresysteme haben wir in einer sieben-
stufigen Skala zu klassifizieren versucht (31):

- Frage-Antwort-Systeme
(fiihren einen fest vorgegebenen Dialog mit dem Nutzer)
- Menii-Systeme
(bieten dem Nutzer Listen der im jeweils nédchsten Schritt moéglichen
Operationen an)
- Kommando-Systeme
(interpretieren die vom Nutzer eingegebenen Kommandos und fiihren sie aus)
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Abb. 6. Prinzip des hierarchischen logischen Klassifikators: Die drei Objekttypen (o, ®, x) sollen
anhand ihrer Merkmale x und y getrennt werden. Die meisten Objekte einer Klasse lassen sich
durch die optimale logische Entscheidung "if y > a then class o" bis auf zwei Fehler abtrennen. Fir
die restlichen Objekte wird erneut die bestmégliche Entscheidung ermittelt. Schlie3lich ist der
Merkmalsraum mit fiinf logischen Entscheidungen optimal aufgetrennt.
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Jobstrom-Systeme

(gestatten die massenspeicherresidente Ablage von Kommando-Sequenzen,
den spiteren Aufruf und die nutzerunabhangige Interpretation und Durch-
fiihrung der Kommandos)

Jobsteuer-Systeme

(erlauben die Moglichkeit von Verzweigungen und Schleifen in Kommando-
Sequenzen und damit bereits eine einfache Programmierung)
Interpreter-Systeme

(enthalten eine reichhaltige Syntax der verwendeten Programmiersprache
durch arithmetische Operationen, Ein/ Ausgabe-Operationen usw.)
Compiler-Systeme

(compilieren die Programme vor der Ausfithrung und erzielen damit héhere
Effektivitat gegeniiber den Interpreter-Systemen)

Diese sieben Entwicklungsstufen bauen jeweils aufeinander auf. Jede Stufe

umfafBt die Moglichkeiten der vorangegangenen. Wie Abb. 7 zeigt, widerspiegelt
die hier dargelegte Systematik in ihren Grundziigen auch die historische Entwick-
lung interaktiver Softwaresysteme fiir die automatische Bildverarbeitung.

Das von uns entwickelte Softwaresystem AMBA (d.h. Automatische Mikro-
skop-Bildanalyse) wurde auf verschiedenen Computern implementiert (PDP-8/e,
KRS 4100, EPR 1100, K 1630). In der bisher letzten Ausbaustufe AMBA/R lauft es
auf dem Bildverarbeitungssystem A6471 des VEB Kombinates Robotron (Abb. 8)

AMBA2
Compiler — _AMBA—
/MOSAIK
INTER
Interpreter -] APS MINIXAP MIRAGE
PPL MAGIC , TASIC ILIAD 14PL PAL
Jobsteuer GLOL CELLO11 PICASSO
CELLO PROFI11
NLIPS70
Jobstrom — IMAGIC
MDPP gipRpic "5
XAP  FLIP IPU PIC
- /
Kommando PAX KANDIDATS SCANCANS TExac D'BIVE
Menl SPEL ISPAHAN SAM RECON
TICAS
Frage-Antwort — HIDACSYS — DIODA

1970

I I I I I I I I I I I I I
1975 1980

Abb. 7. Entwicklung von interaktiven Softwaresystemen der automatischen Bildverarbeitung
vom Niveau der einfachen Frage-Antwort-Systeme zu Compiler-Systemen.
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Abb. 8. Bildverarbeitungssystem A6471.

(14, 24, 27). HardwaremaBig verfiigt dieses System tiber eine TV-Kamera zur
Bildeingabe, einen 512x768x8 bit-Bildspeicher, einen Farbmonitor, eine
Graphiksteuereinheit mit Rollkugel sowie Wechselplatten als Massenspeicher.

Die im System AMBA verwendete Programmiersprache LAMBA wird anhand
des in Abschnitt B angegebenen Punktezahlprogramms gezeigt. Der zum System
gehorende lauptspeicherresidente Einpafl-Compiler ibersetzt ein LAMBA-
Programm sehr effektiv (z.B. werden grofle Programme mit 100 Zeilen und etwa
400 Befehlen in 2 - 3 Sekunden compiliert und gebunden und stehen danach als
abarbeitungsfahige Assemblerprogramme im Hauptspeicher zur Verfugung). Das
gestattet gemeinsam mit dem ebenfalls hauptspeicherresidenten Editor des
Systems die Entwicklung und Erprobung vieler Programmversionen innerhalb
kurzer Zeit. Auch fiir die Benutzer, die tiber keine oder nur geringe Kenntnisse der
héheren Programmiersprachen und der modernen Betriebssysteme verfiigen, wird
der "Kampf gegen den Computer” damit zu einem echten "Gesprich mit dem
Computer".

D. Anwendungen in der Histopathologie

Die Anwendung der automatischen Bildverarbeitung in der Histopathologie soll
an zwei Beispielen, der Differentialdiagnose von Leberkrankheiten und der
Analyse von Hirntumoren erwahnt werden.

Wir bearbeiteten 213 bioptische Leberpréiparate aus dem normalen Eingangs-
material unseres Institutes (64 "normale" Lebern (NORMAL), 40 Hepatitis-
praparate (HEPAT), 40 Falle von Leberschidden durch Kontrazeptiva (ANTICON)
und 69 Fille von Alkoholschaden der Leber (ALCOH)). Fir eine Vielzahl von
Merkmalen (Zellkerne, Fettvakuolen, Sinusoide, Nukleolen) wurde die Verteilung
der Merkmalswerte in den einzelnen Gruppen bestimmt (Abb. 9) (16, 33). Auf der
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Abb. 9. Verteilung von Merkmalswerten fiir verschiedene Gruppen von Leberschadigungen.
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Tabelle 3. Klassifikation von Leberpriparaten

Rickweisung
Pathologisch- Computer Diagnose durch den
anatomische Diagnose NORMAL  HEPAT ANTICON ALCOH Computer

NORMAL 33 3 4 0 24
HEPAT 0 28 4 2 6
ANTICON 1 0 34 0 5
ALCOH 0 1 1 57 10

Grundlage dieser Werte wurde ein hierarchischer Klassifikator erarbeitet, der das
in Tabelle 3 dargestellte Ergebnis lieferte. Von den 213 Leberpriaparaten wurden
152 richtig erkannt (71.4 %), 45 Priparate wurden vom Computer wegen
mehrdeutiger oder ungesicherter Zuordnung zurickgewiesen (21.1 %) und nur
16 Praparate (7.5 %) wurden fehlerhaft klassifiziert.

Ebenfalls aus dem Untersuchungsgut unseres Instituts stammen die von uns
bearbeiteten 335 Priaparate von Hirntumoren (82 Glioblastome (GLIOBL), 115
Astrozytome (ASTRO), 67 Spongioblastome (SPONG), 71 Oligodendrogliome
(OLIGO)). Hier konnten 256 Praparate (76.4 %) richtig zugewiesen werden
(Tabelle 4), eine Riickweisung erfolgte bei 26 Priparaten (7,8%) und eine
Fehlklassifikation bei 53 Praparaten (15.8 %). Dabei konnte jedoch ein bedeuten-
der Anteil der Fehlklassifikationen bei nachtraglicher nochmaliger Begutachtung
zugunsten des Computers korrigiert werden (10, 11).

Pro Préparat wurden bei diesen Untersuchungen 500 bis 1000 Tumorzellkerne
automatisch segmentiert, vermessen und statistisch ausgewertet. Im Mittel wurde
dafir pro Prédparat eine Zeit von 10 bis 15 Minuten benétigt. AuBerdem gestattete
die Korrelation der Einzelmerkmale mit den Gradingstufen 1-4 dieser Hirn-
tumoren eine Objektivierung des Gradings (Abb. 10) (13).

Diese Methode erméglicht also eine objektive, reproduzierbare und effektive
Quantifizierung von Hirntumorpriparaten (Beispiele in Abb. 1). Die damit
gewonnenen Erkenntnisse iber die aussagefihigsten Merkmale werden an
unserem Institut in der Praxis bereits verwendet.

Die Methode der automatischen Mikroskopbildanalyse wurde von uns an einer
Reihe weiterer Beispiele iiberpriift, unter anderem an Hypophysenadenomen (2, 3)
und Meningeomen (6). Mit dem in Abschnitt C vorgestellten Bildverarbeitungs-

Tabelle 4. Klassifikation von Hirntumoren

Rickweisung
Pathologisch- Computer Diagnose durch den
anatomische Diagnose GLIOBL ASTRO SPONG OLIGO Computer
GLIOBL 65 4 2 11
ASTRO 12 89 1 5 8
SPONG 6 5 53 3 0
OLIGO 3 9 3 49 7
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system A6471 - AMBA/R wurden auBlerdem Messungen an Feulgen-gefirbten
Priparaten von Rattenlebern nach Gabe von Pharmaka vorgenommen. Dabei
haben wir in 60 Préparaten rund 125 000 Zellkerne isoliert, vermessen und
statistisch ausgewertet, wozu eine Zeit von 9 Stunden erforderlich war (ca.0.25
Sekunden pro Zellkern).

Anhand von Tabelle 5 soll die Dank der neuen Methoden in den letzten Jahren
herbeigefiihrte Effizienz und der Umfang des dabei untersuchten Materials
demonstriert werden. Leider sind Publikationen sehr selten, in denen mehr als ein
Dutzend histopathologischer Praparate oder mehr als 1000 Zellkerne bildanaly-
tisch untersucht wurden, und in denen gleichzeitig auch Angaben zum erforder-
lichen Zeitaufwand zu finden sind. Es ist aber zu hoffen, dafl in den nichsten
Jahren die automatische Mikroskopbildanalyse zunehmend stdrker zum Hand-
werkszeug des Histopathologen wird.
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Tabelle 5. Karyometrische Anwendungen der automatischen Mikroskopbildanalyse

Jahr Abtaster Computer Material Sekunden Anzahlder Referenz

pro Objekt  Objekte
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1980 TV Siemens-330 Zervixepithel 1.85 3.000 (1)
1981 TV IBAS Nasenepithel 3.6 15.000 (13)
1981 Image diss. EPR-1100 Hirntumoren 1.2 80.000 (©)]
1981 Image diss. EPR-1100 Hirntumoren 1.0 86.000 (10)
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2.3.2 Syntaktische Strukturanalyse in der Histopathologie
Klaus Kayser

A. Einleitung

Jedes Organ im menschlichen Kérper zeichnet sich durch eine charakteristische,
sich im Zeitraum des Lebens konstant darstellende Anordnung einzelner Zellen
aus. Solange das Organ gesund ist, und die Organfunktionen ungestort ablaufen,
bleibt die Anordnung der einzelnen Klassen von Zellen zueinander und auch
untereinander innerhalb sehr enger Schwankungsbreiten konstant. Diese, im
mikroskopischen Bereich sichtbare Anordnung der Zellen wird als Textur oder
Gewebestruktur bezeichnet. Obwohl es keine eindeutige Verbindung zwischen der
histologischen Textur eines Organs und speziellen Organfunktionen gibt, so zeigt
die Erfahrung, daB bestimmte Erkrankungen mit einer Veranderung oder auch
Zerstorung der Gewebsstrukturen einhergehen und hierdurch erkannt werden
konnen. Dies ist inshesondere bei schweren Entziindungen, gutartigen und bésar-
tigen Tumoren der Fall.

Strukturen und Strukturelemente kénnen beschrieben werden einerseits durch
quantitative Messungen (z.B. Durchmesser eines Ringes, Verhiltnis der Ober-
fliche zum Volumen, etc.) oder durch ihre geometrische Anordnung zueinander.
Letztere kann mit Hilfe geeigneter mathematischer Verfahren (z.B. Graphen-
theorie) mit anderen Parametern kombiniert und mit den morphologischen und
klinischen Diagnosen in Beziehung gesetzt werden (siehe auch Kapitel 1.1 und
2.3.3).

Fir den praktischen Bereich ist es sinnvoll, eine Ordnung der Struktur
einzufithren, die sich grob an den unterschiedlichen Vergroflerungsmafstében der
mikroskopischen Untersuchung orientiert. Wie im folgenden gezeigt wird, wird
hiermit ein Satz von MeBwerten gewonnen, die sich auf verschiedene Basisein-
heiten (Elemente) der jeweiligen Struktur beziehen und in unterschiedlicher
Beziehung zu der histopathologischen Diagnose stehen konnen. Die hier vorge-
stellte Methodik dhnelt sehr dem von Pathologen angewandten Verfahren, histo-
logische Schnitte bei unterschiedlichen VergroBerungen zu analysieren. Die
Analyse der grundlegenden geometrischen Parameter histologischer Strukturen
scheint ein vielversprechender Weg zu sein, um zwei Probleme zu lésen:

1. Aufbau eines Algorithmus mit einer geringen Fehlerrate bei automatischen
diagnostischen Prozeduren. .

2. Erarbeitung von Parametern, die fiir die diagnostische Klassifikation, relevan-
te und reproduzierbare Mef3werte liefern.
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B. Grundlegende Definitionen

Zum besseren Verstindnis werden im folgenden einige grundlegende Definitionen
gegeben. Die syntaktische Strukturanalyse ist definiert als eine Bildbeschreibung,
die auf Nachbarschaftsbeziehungen von frei zu wihlenden Basiselementen (Tex-
tons) beruht. Sie wird benutzt, um Strukturen (Gestalten) zu erkennen. Im bild-
verarbeitenden Bereich miissen hierzu mindestens zwei Voraussetzungen gegeben
sein:

1. Das Bild mufl aus einem Satz von diskreten Elementen bestehen. Diskret
bedeutet hierbei, dal Elemente in der rdumlichen Zuordnung voneinander
separiert werden konnen. Falls kontinuierliche Uberginge gegeben sind,
missen diese so scharf sein, daB eine Trennung der Elemente moglich ist.

2. Das Bild mufl in einen metrischen Raum eingebettet sein, d.h. durch eine
raumlich unabhangige MefBvorschrift vermefbar sein.

Unter diesen Voraussetzungen kann eine Struktur wie folgt definiert werden:

Eine Struktur ist eine iiber eine bestimmte Zeit invariante regulidre Anordnung
eines Satzes von Strukturelementen im metrischen Raum (im allgemeinen
dreidimensional, in der Histopathologie zweidimensional). Regulir bedeutet
dabei, daBl ein Satz von Transformationen (Translation, Rotation, etc.) existiert,
der die urspriinglichen Elemente oder ein Teil von ihnen wieder in solche abbildet.
Durch diese Definition ist die Méglichkeit gegeben, biologische Strukturen mit
Hilfe der Theorie der Symmetrien zu analysieren, wie es beispielsweise fiir den
Bereich der Kristallographie und der Ornamente von verschiedenen Autoren
beschrieben wurde (vergleiche z.B. 15).

Die Strukturanalyse soll ein zeitlich und raumlich reproduzierbares Ergebnis
liefern. Das ist nur dann moglich, wenn die Zeitinvarianz der Struktur groB ist
gegeniiber der MeBdauer. Dies gilt sowohl fiir unmittelbare Messung an Objekten
als auch fiir abgeleitete (syntaktische) Mefiverfahren.

C. Ordnungen der Strukturen in der Histologie

Fir den praktischen Bereich ist es sinnvoll, Ordnungen von Strukturen einzufiih-
ren, die sich grob an die unterschiedlichen VergréflerungsmaBstibe orientieren.
Hierbei ist es zunichst unerheblich, ob sich diese Texturen auf den zweidimensio-
nalen Raum (histopathologischen Schnitt) oder den dreidimensionalen Raum
(eigentlich zugrundeliegende Textur) beziehen. Sie kénnen fiir den lichtmikrosko-
pischen Bereich wie folgt definiert werden (9, 10, 11):

Strukturen 1. Ordnung: Die Zelle wird als Grundeinheit fiir alle Messungen
definiert, (zelluldre Ebene, z.B. Driisenzelle des Pancreas). Voraussetzung sind
zunichst Messungen an Strukturen innerhalb der Zellen oder an den Zellen selbst,
die diese in verschiedene Klassen einteilen. Diese Klasseneinteilung kann gesche-
hen durch Messung an intrazelluliren Untereinheiten (Kern, Zytoplasma, Mito-
chondrien etc.) oder durch Messungen an den Zellen als Gesamtheit (Gréfle, Form,
Farbe etc.) (sieche auch Kapitel 2.4). Fir die syntaktische Strukturanalyse auf
dieser Ebene sind diese Messungen nicht unbedingt erforderlich, jedoch mu8 die
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Klasseneinteilung vorgegeben sein, d.h. die zu bestimmten Strukturen gehérigen
Zellen miissen bekannt sein und es muf}, laut vorausgegangener Definition, die
rdumliche Grenze der jeweiligen Grundeinheit (Zelle) festliegen. Von jeder Zelle
kann dann der Schwerpunkt definiert werden. Hierauf aufbauend werden geo-
metrische Parameter bestimmt (Abstand zwischen den Zellen, Anzahl der Nach-
barn, geometrisches Netzwerk etc.).

Strukturen 2. Ordnung: Bei vielen Organen wird man feststellen, da3 sich die
Basiselemente verschiedener Klassen der Strukturen erster Ordnung (verschie-
dene Zelltypen) in reguldren, sich raumlich wiederholenden Anordnungen darstel-
len. Endothelien werden sich beispielsweise sehr hiaufig in geschlossenen Kreisen
oder Ellipsen darstellen, Nervenzellen eines peripheren Nerven beispielsweise in
einem reguléren, sternformigen Gebilde mit weit auseinanderliegenden Schwer-
punkten, Epithelien dhnlich wie Endothelien in geschlossenen Kreisen (z.B.
Driisenacinus des Pankreas) etc. Diese Anordnungen kénnen ihrerseits als Basis-
einheit einer neuen Struktur aufgefat werden. Die geometrische Anordnung der
Basiselemente der Struktur erster Ordnung definiert somit die Basiselemente der
Strukturen zweiter Ordnung. Auch diese sind zum weiteren hierarchischen
Vorgehen wieder zu klassifizieren. Dazu missen entweder direkte Messungen an
den Elementen durchgefihrt werden (z.B. minimaler Durchmesser der ange-
schnittenen Drisenacini, Anzahl der Zellen pro-Acinus), zum anderen kénnen aber
auch die sich darstellenden Figuren aus dem geometrischen Netzwerk der
miteinander verbundenen Nachbarzellen selbst zur Klassifikation benutzt werden
(syntaktische Analyse der Strukturen erster Ordnung).

Strukturen 3. Ordnung: Entsprechend dem vorher beschriebenen Vorgehen
kénnen reguldre Anordnungen der verschiedenen Basiselemente der Strukturen
zweiter Ordnung als Grundeinheit der Strukturen dritter Ordnung definiert
werden. Strukturen dritter Ordnung in diesem Sinn sind z.B. Drisenlappchen des
Pankreas oder Gefifle, Nerven, Bronchien. Auch hierzu ist wiederum eine Klassi-
fikation notwendig, die jetzt aber nicht nur anhand der Strukturen zweiter
Ordnung allein sondern auch anhand der Strukturen zweiter Ordnung in Kombi-
nation mit Strukturen erster Ordnung vorgenommen werden kann (z.B. Gefafle
mit entziindlichen Infiltraten in der Media, arteriosklerotisch verinderte Gefifle,
Ablagerungen von amorphen Substanzen in Driisen, etc.).

Strukturen 4. Ordnung: Das beschriebene Verfahren 148t sich zwanglos fur Struk-
turen hoherer Ordnung fortsetzen. In diesem Fall erhdlt man dann z.B. Pankreas-
gewebe als regulare Zuordnung von Driisenldppchen, Anteilen der Hauptaste des
Ductus pancreaticus, Gefiflen und Bindegewebe. Die geometrische Anordnung
dieser Strukturen ist fiir das menschliche Auge sehr unibersichtlich und auch
qualitativ kaum noch nachzuvollziehen, beinhaltet aber wahrscheinlich einen
GroBteil von histopathologischen Informationen iiber das Krankheitsgeschehen.

D. Graphentheorie

Die Theorie der Graphen oder auch die der Netzwerke ist eine mathematische
Theorie, die in den unterschiedlichsten Disziplinen ihre Anwendung gefunden hat.
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Sie kann unter anderem dazu benutzt werden, um die geometrische Anordnung
verschiedener Elemente (Vertices, Knoten) untereinander zu beschreiben. Ein
Graph besteht also aus einem Satz von Basiselementen (Vertices), einem Satz von
Verbindungen zwischen ihnen und einer Funktion, die die Art der Korrelation
zwischen den Basiselementen beschreibt (Inzidenzfunktion). Diese Funktion grup-
piert die Vertices zunéchst zu ungeordneten Paaren, die dann anschaulich mit
einer Linie (Edge, Kante) verbunden werden. Falls man einen zeitlichen Ablauf
beschreiben will, ist es sinnvoll, diese Funktionen als Vektoren aufzufassen
(gerichtete Graphen). Andernfalls, ist ein ungerichteter Graph die geeignete
Beschreibung.

In der Histologie werden zunichst die Zellen eines gegebenen Schnittes als
Vertices betrachtet. Falls diese Zellen irgendwelche Gemeinsamkeiten aufweisen,
werden sie durch Kanten (Edges) miteinander verbunden. Die Daten, die im
folgenden vorgestellt werden, beruhen darauf, dafl als Inzidenzfunktion die Nach-
barschaft zweier Zellen bzw. Drisen benutzt wurde. Je nach Ursprungsorgan und
je nach Fragestellung sind verschiedene Inzidenzfunktionen denkbar. Ubernimmt
man diese Methode beispielsweise zum Ausschlufl bzw. zum Nachweis eines Carci-
noma in situ, so kénnte man die polare Ausrichtung der Zellkerne als Vektor in die
Beschreibung einbeziehen. Fiir Karzinome der Harnblase oder fiir solide Tumoren
konnten beispielsweise die Inzidenzfunktionen definiert werden als eine Nachbar-
schaftsbeziehung zwischen Zellen, die mit einer gemeinsamen Basalmembran
verbunden sind oder zwischen Zellen, die miteinander durch Interzellularbricken
in Verbindung stehen etc. Als diagnostische Hilfestellung im Bereich adenoma-
toser Strukturen bieten sich Nachbarschaftsbeziehungen von Driisen oder Drisen-
aggregaten an. Hierdurch kann man mit einem groBen Beobachtungsfeld bei
kleiner VergroBerung arbeiten.

Ist ein Graph konstruiert, so erhebt sich die Frage nach geeigneten Parame-
tern, die diesen Graph beschreiben. Einfach auszumessende bzw. zu zihlende
Parameter sind:

1. Anzahlder Vertices: Ny;

2. Anzahl der Edges: Ng;

3. Zyklomatische Zahl: Ng;

Sie ist bei einem verbundenen Graphen wie folgt definiert: N¢ = N¢ - Ny + 1.
Die zyklomatische Zahl kann als ein Mafl fiir die Konnektivitit der
zugrundliegenden Struktur verstanden werden;

4. Anzahl der Subgraphen (Untereinheiten), in die der Graph zerfallt;

5. Konstruktion eines Baumgraphen, bei dem jeder Vertix mit einem anderen
verbunden ist, zu jedem Vertix aber nur ein Edge besteht und anschlieender
Messung oder Zahlung daran;

6. Verteilung der Edges pro Vertix (Stars);

7. Anzahlder Loops (geschlossene Kreise).

Fir die weiter unten aufgezeigten Klassifikationsprobleme wurden'die zyklo-
matische Zahl, die Verteilung der Stars (n = 3,6) und der geschlossenen Kurven
(n = 3,6) als informationstragende Parameter ausgewihlt.
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E. Definition der Nachbarschaft

Hat man in einem histologischen Bild die frei zu wiahlenden Basiselemente der
Struktur der gewiinschten Ordnung definiert, so muf3 zur Bestimmung der
Inzidenzfunktion eine geeignete Beziehung zwischen den Basiselementen
gefunden werden. Entscheidet man sich fiir eine Beziehung geometrischer Natur,
so ist die Nachbarschaft von zwei Basiseinheiten ein geeigneter Algorithmus.
Diese Nachbarschaftbeziehungen basieren auf der sogenannten Dirichletschen
Zelle, mit Hilfe derer ein vorgegebener metrischer Raum in unterschiedliche
Packungsdichten eingeteilt werden kann. In der Literatur sind zwei Definitionen
der Nachbarschft eingefiihrt worden. Eine beruht auf einer méglichst groflen
Packungsdichte bei.vorgegebener Anzahl der Basiseinheiten und wurde von
Voronoi (1902) (16) beschrieben. Sie basiert auf einer Zerlegung des Raumes in
direkter Abhéngigkeit von den vorhandenen Objekten (Vertices). Die hier
vorgestellte Nachbarschaftsbeziehung basiert auf der Definition von O’Callaghan
(1975) (12). Sie hat den Vorteil der groBen Anschaulichkeit und ist eine
Kombination von zwei Faktoren:

1. Einer "Entfernungsbedingung”, die es gestattet, Punkte auBerhalb einer
bestimmten Entfernung von einem vorgegebenen Punkt als Nachbarn
auszuschlieflen.

Far den Bereich der Histopathologie kann diese Beschrankung durch zwei
zusétzliche Faktoren erweitert werden:

a) Sei {Pi},i = 1,...n eine Anzahl von willkiirlich verteilten Punkten in einem
zweidimensionalen Raum. Im histologischen Bild kann kein Nachbar P, von P;
innerhalb eines gewissen Abstandes vom Punkt Pj gelegen sein, wenn P; als
Zentrum einer geometrischen Basiseinheit mit einer bestimmten Ausdehnung
betrachtet wird (z.B. Zelle, Driise, etc.). Anniherungsweise kann die Fliche
innerhalb dieser unteren Schranke durch einen Radius T,; beschrieben werden,
innerhalb dem kein Nachbar liegen darf.

b) Wie bereits erwihnt, gibt es im Bereich der Histopathologie verschiedene
Klassen von Strukturen. Falls man sich auf die Strukturanalyse einer einzel-
nen Klasse beschrinkt, so diirfen Nachbarn dieser Strukturklasse nicht durch
Strukturen einer anderen Klasse separiert werden. Dies bedeutet beispielswei-
se, dafl nur solche Tumorzellen als benachbart angesehen werden, die nicht
durch andere Zellen wie z.B. Makrophagen, Lymphozyten etc. voneinander
getrennt werden. Unter diesen Bedingungen kann man die Entfernungs-
bedingung wie folgt beschreiben ( siche Abb. 1):

Zwei Punkte (Vertices) P;, Pj sind benachbart, wenn ihr Abstand &;j innerhalb
eines gegebenen Entfernungsintervalls [Ty, To] liegt. Ty ist hier der kleinste
mogliche Abstand und T, der grofite.

P;, P; benachbart = §;; € [Ty, To]

Bei diesem Ansatz ist die Trennung der Nachbarn durch Basiseinheiten ande-
rer Klassifikation nicht berticksichtigt.

2. Neben der rdumlichen Entfernung beinhaltet die Nachbarschaft auch eine Be-
schreibung der raumlichen Zuordnung einzelner Punkte zueinander. Gemeint
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Abb. 1. Schema der Nachbarschaftsberechnung, angelehnt an die Definition von O’Callaghan (12).
P_ist ein Nachbar von P falls

0, >0, ; @k > @Lj und
@ike > @ik‘. oder
g, < 6jk gilt.

ist, daB benachbarte Punkte hinsichtlich eines Ausgangspunktes P; nicht hin-
ter anderen Punkten "versteckt" sein kénnen. Dies fiihrte zu einer "Richtungs-
beschrinkung", die von O'Collaghan (12) eingefiihrt wurde. Hierfir kénnen
wir entsprechend der Entfernungsbeschrinkung eine obere und untere Schran-
ke eines Winkels @jji definieren, der durch drei Punkte P;, Pj, Px beschrieben
wird. Die Situation ist ebenso anschaulich in Abb.1 dargestellt. Der Algo-
rithmus kann, da die Anzahl der Punkte endlich ist, wie folgt programmiert
werden:

a) Berechne den nichstgelegenen Punkt Pj von P; (Pj ist immer ein Nachbar).
b) Berechne den zweitnichsten Punkt Py von P;.
¢) Berechne Ojjk , Ork.
Falls Ojjx > Ok gilt, ist Pk ein Nachbar.
d) Berechne den drittnichsten Punkt von Pj, Pe.
e) Berechne Ojke, Oikj 01, OLk.
P ist ein Nachbar von P; falls @jke > OLk; Ojje > @Lj.
Falls Ojke < Ojij berechne Sjk und §,,.
Pg ist ein Nachbar von P; falls 8je < 8jk
g) Berechne den nichsten Punkt P von Pj und verfahre entsprechend.

Sind die "Entfernungsbedingungen" erfiillt und zwei Punkte benachbart,
gelten diese Punkte als benachbart. Die Bedingungen 1. und 2. gelten jeweils als
notwendig oder nicht hinreichend.

Nach unseren Erfahrungen kann der Algorithmus nach spatestens 10 néchst-
gelegenen Punkten abgebrochen werden. Zu beriicksichtigen ist, daf, falls
verschiedene Klassen von Strukturen vorher nicht separiert werden konnen, die
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Richtungsbeschriankung es erlaubt, Nachbarn einer Klasse herauszufiltern, die
nicht durch Elemente einer anderen Klasse voneinander getrennt sind.

F. Beispiel
Material und Methode

Um die diagnostische Aussagekraft dieser Verfahren zu tberpriifen, wurde
zunichst eine einfache Fragestellung von Erkrankungen der Kolonschleimhaut
untersucht. Jeweils 20 Routineschnitte der diagnostischen Gruppe "gesundes
Gewebe" - "tubulo-villoses Adenom" - "hoch bis miBig differenziertes Adenokarzi-
nom" wurden hinsichtlich der Anordnung der Strukturen dritter Ordnung (Drisen
bzw. driisenahnliche Strukturen) analysiert. Hierzu wurde das charakteristische
Areal mit den deutlichsten morphologischen Veridnderungen markiert und das
histologische Bild auf ein graphisches Tablett projiziert, das an einen
TEKTRONIX-Computer 4051 angeschlossen war. Die zentralen Punkte der
Driisen wurden interaktiv markiert. Die Nachbarschaftsberechnungen wurden
mit Hilfe eines selbst geschriebenen Programms (BASIC) berechnet. Der erhaltene
Graph wurde fotografiert und die Anzahl der Vertices, der Edges, die Verteilung
der Simplexe (Vielecke) und der Nachbarn wurden berechnet. Diese Daten wurden
an einen IBM Computer tberspielt und die nachfolgende Diskriminanzanalyse
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wurde mit dem SPSS-Programm (Statistical Package for Social Sciences)
berechnet.

In einem zweiten Schritt wurden 10 Routineschnitte eines epithelialen bzw.
biphasischen Mesothelioms und 10 Routineschnitte eines in die Pleura metastasie-
renden Adenokarzinoms (Pleuritis carcinomatosa) entsprechend aufgearbeitet.
Bei dieser diagnostischen Fragestellung wurden nicht nur die Strukturen dritter
Ordnung (Drusen bzw. drisenidhnliche Strukturen) analysiert, sondern auch die
erster Ordnung (geometrische Anordnung der epithelialen Tumorzellen zueinan-
der). Die nachfolgende Nachbarschaftsherechnung und statistische Auswertung
unterschied sich nicht von dem Verfahren, das bei der diagnostischen Gruppe der
Kolonerkrankungen benutzt wurde. Unter Zugrundelegung der statistischen
Daten der 10 retrospektiv eingegebenen Mesotheliome und Adenokarzinome
wurden prospektiv drei Mesotheliome und zwei Adenokarzinome untersucht und
klassifiziert.

Ergebnisse

Das zugrunde liegende histologische Bild und die erhaltenen Graphen fiir die
gesunde Kolonschleimhaut, fiir ein tubulo-villéses Adenom und fiir ein ausdif-
ferenziertes Adenokarzinom sind in den Abbn. 2 - 7 dargestellt. Ahnliche Graphen
wurden auch fir die zweite diagnostische Gruppe (Mesotheliom, Adenokarzinom)

Abb. 3. Tubulo-villéses Adenoma des Kolon, Verg. 60:1, HE.
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Abb. 4. Hochdifferenziertes Adenokarzinom des Kolon, Vergr. 60:1, HE.

Abb. 5. Graph der gesunden Kolonschleimhaut, hohe Konnektivitit, grofle Regularitdt der
Driisenanordnung.
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Abb. 6. Graph eines tubulo-villésen Adenoms der Kolonschleimhaut, Verlust der Konnektivitat.

Abb. 7. Graph eines hochdifferenzierten Adenokarzinoms der Kolonschleimhaut, Verlust der
Konnektivitdt und reguldren Anordnung der Drisen.

erhalten. Es ist leicht zu erkennen, daB Regularitit und Anordnung der
Netzwerke im gesunden Gewebe weitaus grofler sind als im Adenom oder im
karzinomatos entarteten Gewebe.

Die durchschnittliche zyclomatische Zahl (Vertrauensbereich P > 95%) ist in
Tabelle 1 aufgefiihrt. Fiir die Kolonschleimhaut ist sie in gesundem Gewebe am
groBten und am niedrigsten bei den tubulo-villosen Adenomen. Die Unterschiede
sind so betrichtlich, daB allein aufgrund dieses Parameters eine Zuordnung zu den
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Tabelle 1. Zyclomatische Zahl einschlieBlich mittlerer Vertrauensbereich (P = 0.95)

N Strukturen 1. Ordnung Strukturen 3. Ordnung
Kolon Schleimhaut
Gesund 20 - 77,5+ 13,3
Adenom 20 - 27,7+ 6,1
Adenokarzinom 20 - 46,5+ 17,5
Pleura
Mesotheliom 10 1115 £ 16,2 38,7+ 48
Metastatisches Adenokarzinom 10 63,5 £ 10,8 151+ 5,1

jeweiligen Diagnosen in einem hohen Prozentsatz gegeben ist. Bei den Mesothelio-
men ist die zyclomatische Zahl sowohl bei den Strukturen erster Ordnung
(Zellebene) als auch bei denen dritter Ordnung (Driisenebene) doppelt so grof} wie
bei den metastasierenden Adenokarzinomen. Auch dieser Unterschied kann zu
einer Diskriminierung der beiden - ansonsten schwer zu trennenden Diagnose-
gruppen - benutzt werden.

Die Verteilung der n-Simplexe (n-Ecke) ist in der Tabelle 2 aufgefiihrt. Hierbei
ist die prozentuale Verteilung angegeben. Die Unterschiede sind in den einzelnen
Diagnosegruppen nicht so deutlich. Die grofiten Unterschiede liegen im Bereich
der 3-Simplexe und kénnen hier zur Diskriminierung herangezogen werden. Fir
die Diagnosegruppen der Kolonschleimhaut ist die Verteilung der Anzahl der
Nachbarn von Bedeutung. Sie betragt durchschnittlich fiir eine gesunde Schleim-
hautdriise weniger als 5.5, fiir eine Driise eines Adenokarzinoms unter 4.0.
Aufgrund der kontinuierlichen Abnahme (gesunde Schleimhaut - tubulo-villoses
Adenom - Adenokarzinom) der mittleren Anzahl der Drisennachbarn kann
versucht werden, diesen Parameter zu einem reproduzierbaren Grading der
Tumoren zu benutzen.

Die Ergebnisse der Reklassifizierung durch die Diskriminanzanalyse sind in
Tabelle 3 dargestellt. Ungefahr 92% der gemessenen Fille der Kolonschleimhaut
wurden richtig reklassifiziert. Ungefihr derselbe Prozentsatz wurde fiir die andere
diagnostische Gruppe (metastasierendes Adenokarzinom - Mesotheliom) erreicht.
Alle finf prospektiv untersuchten Fille konnten aufgrund der retrospektiven
Daten richtig eingruppiert werden.

G. Diskussion

Die Benutzung der Graphentheorie zur Analyse histopathologischer Bilder, insbe-
sondere im Hinblick auf die Unterstiitzung der diagnostischen Aussagekraft
wurde von Kayser und Schlegel (9) sowie von Prewitt (13) zum erstenmal benutzt.
Prewitt (13) fithrte die Messungen an Einzelfillen der Harnblasenschleimhaut
durch. Ihre Zielvorstellung war, hierdurch eine diagnostische Hilfe zur Unter-
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Tabelle 3. Vergleich der Diagnosen in der konventionellen Histopathologie und der Struktur-
analyse, Diskriminanzanalyse, Test an Centroiden und Cohesion-Parameter, zyclomatische Zahl,
N-Simplices (N = 3,4,5)

Konventionelle Histopathologie Strukturanalyse

Retrospektiv

Kolonscheimhaut Gesund Adenom Adenokarzinom
Gesund 19 1 0

Adenom 1 17 2
Adenokarzinom 0 1 19

Pleura Mesotheliom Adenomkarzinom
Mesotheliom 9 1
Metastatisches Adenokarzinom 0 10

Prospektiv

Mesotheliom 3 0

Adenokarzinom 0 2

scheidung des Harnblasenkarzinoms von der normalen Harnblasenschleimhaut zu
erhalten. Sie bestimmte dabei die Nachbarn interaktiv und benutzte die Nachbar-
schaftsdefinition von Voronoi (16). Ein dhnlicher Ansatz wurde von Sanfeliu et al.
(14) durchgefiihrt. Diese Autoren untersuchten anhand der Nachbarschaftsbezie-
hungen von Voronoi (16) das Muster von Muskelfasern bei primir muskuliren
und neuro-muskulédren Erkrankungen.

Die hier vorgestellten Uberlegungen und Daten zeigen erstmals, dafl auch die
syntaktische Strukturanalyse von Strukturen dritter Ordnung Information
enthilt, die sehr eng mit bestimmten diagnostischen Gruppen korrespondieren.

Sowohl die hier beschriebenen Messungen als auch Auswertungen sind relativ
einfach. Falls eine entsprechende Computerausristung zur Verfiigung steht,
konnen weitaus differenziertere Merkmale zur Beschreibung eines Graphen
verwendet werden. Schon die einfachen MeBparameter wie zyklomatische Zahl,
Verteilung der Nachbarn und der aufgebauten Ringe zeigen charakteristische
Merkmale, die eng mit den histopathologischen Diagnosen verknupft sind. Das
erhaltene Netzwerk differiert dabei kaum innerhalb einer diagnostischen Gruppe.
Dies gilt auch fiir die Struktur auf zellularer Ebene (Strukturen erster Ordnung).

Bei der Diskriminanzanalyse wurde darauf geachtet, daB pro eingefiihrten
Parameter mindestens finf Fille zur Verfiigung standen, d.h. die Zahl der
Parameter wurde auf vier beschriankt, bei 20 untersuchten Schnittfeldern pro
Klasse. Wihrend die Anwendung des Verfahrens auf die diagnostischen Gruppen
der Kolonschleimhaut fiir den in der Routine titigen Pathologen keine
diagnostische Hilfestellung darstellt, ist die zweite Fragestellung zur Unterschei-
dung eines mesothelialen bzw. bi-phasischen Mesothelioms von einem metasta-
sierenden Adenokarzinom in der Routinepathologie von grofler Bedeutung. In der
Mehrzahl der Fille ist es anhand von kleinen Pleurabiospien nicht moglich, diese
Differentialdiagnose eindeutig zu stellen. In ungefahr 5% der Fille kann von der
Histochemie eine zusitzliche Information bezogen werden (8). Immunzyto-
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chemische Verfahren zeigen zur Zeit eine Sensitivitit von 70% bei einer Spezifitit
von ungefihr 80%. Eigene Erfahrungen auf diesem Gebiet liegen in derselben
Groflenordnung. Im Gegensatz hierzu zeigen die Daten der Strukturanalyse, daf
eine Sensitivitit und Spezifitit von 95% zu erreichen ist. Wie anhand von fiinf
Fallen gezeigt, kann das Verfahren auch prospektiv unter Beriicksichtigung eines
Lernsets verwendet werden.

Vergleicht man diese Daten mit quantitativen morphologischen Messungen an
Driisengewebe und deren Beziehung zu den histopathologischen Diagnosen, so
liegen die von den verschiedenen Autoren angegebenen Sensitivitidten und Spezifi-
taten zumeist zwischen 70% und 90%. Hoffgen et al. (7) sowie Kayser und Hoffgen
(10) konnten eine Sensitivitiat und Spezifitit von jeweils 80%-90% bei verschie-
denen Diagnosegruppen des Endometriums des Corpus uteri erreichen, Baak et al.
(1, 2) erreichten bei Messungen am Driisengewebe desselben Organs dhnliche
Werte.

Die syntaktische Strukturanalyse hat gegeniiber den quantitativen morpho-
logischen Messungen den Vorteil, daBl die Anzahl der zur Verfiigung stehenden
Texturelemente direkt in die Bewertung der Struktur eingeht. Sie ist ferner
relativ unabhéngig von Fixations- und Schrumpfungsartefakten des Gewebes, da
hierbei die Textur des Gewebes nicht grundlegend zerstort wird. Bei Messungen
von Strukturen hoherer Ordnung (dritter und vierter) ist auBerdem die Schnitt-
dicke klein gegeniiber der Ausdehnung der Strukturen. Uberlagerungseffekte, die
im Bereich der Zytologie ein grofies Problem darstellen, treten somit nicht auf.

Die syntaktische Strukturanalyse erlaubt ferner eine Beurteilung von immun-
zytochemisch behandeltem Gewebe. Hierbei liegt die Problematik darin, daf
quantitative Parameter zur Beschreibung einer immunzytochemischen Reaktion
sich nur sehr schwer reproduzieren lassen und somit kaum faBbar sind. Legt man
stattdessen eine grobe Klassifikation des Gewebes zugrunde (z.B. positive
Reaktion - negative Reaktion) und analysiert die Textur der positiven und negati-
ven Basiselemente sowie deren Kombination, so ist zu erwarten, daB diese Ergeb-
nisse in enger Korrelation mit Wachstumseigenschaften des analysierten Gewebes
stehen.

Unter Einsatz moderner bildanalytischer Verfahren lassen sich leicht quanti-
tative Messungen (z.B. Kern/Zytoplasma-Relation, Zelldurchmesser, Anteil des
Bindegewebes, stereologische Parameter wie Verhiltnis Oberflache/Volumen etc.)
kombinieren mit Parametern der syntaktischen Strukturanalyse. Es steht zu
erwarten, dafl hiermit eine empfindliche und reproduzierbare Methodik zur
Verfiigung steht, die den Pathologen in schwierigen diagnostischen Fragen
sinnvoll unterstiitzen kann.
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2.3.3 Strukturbeschreibung und Merkmalsgewinnung in der
Histometrie am Beispiel von Plattenepithelien

Karsten Rodenacker, Bidyut B. Chaudhuri, Paul Bischoff, Peter Gais,
Uta Jitting, Martin Oberholzer, Wolfgang Gossner, Georg Burger

A. Einfiihrung

Pathologisch-anatomische Diagnosen basieren auf der Interpretation von Bild-
inhalten, Struktur- oder Objekteigenschaften und auf Eigenschaften, welche die
Beziehungen zwischen Objekten und Strukturen beschreiben. Bei dieser Interpre-
tation spielt die Erfahrung des Pathologen, sein morphologisches Gediachtnis, aber
auch in immer stirkerem Mafle die Anamnese des Patienten, von dem die Biopsie
oder das zytologische Priaparat stammt, eine Rolle. Die Einfihrung histoche-
mischer und immunhistochemischer Techniken in die morphologische Diagnostik
fihrte zu einer vermehrten Beriicksichtigung funktioneller und molekularbiolo-
gischer Aspekte. Konventionelle Kenntnisse iiber die morphologischen Veréinde-
rungen bei den verschiedenen Krankheiten werden erginzt durch zuséatzliche
Informationen Gber das Vorhandensein spezifischer Zellsekretionsprodukte (z.B.
Hormone), Rezeptormolekiile oder Strukturproteine. Diese zusitzlichen Informa-
tionen werden jedoch fast ausschliefilich qualitativ genutzt, das heiflit nur der
Nachweis ihres Vorhandenseins oder Fehlens wird zur Diagnose herangezogen.

Trotz der neuen Moglichkeiten der funktionellen Histologie hat die
konventionelle morphologische Beurteilung der Architektur der Gewebe und ihrer
Bestandteile ihre Bedeutung beibehalten, gerade wenn es um die Beurteilung
gradueller Verinderungen geht. So beruht z.B. die Gradierung von Epithel-
dysplasien nach wie vor auf konventionellen morphologischen Kriterien. Solche
Kriterien sind: "Abstand"” der Mitosen von den basalen Zellschichten und Dichte
und Orientierung der Zellkernanschnitte innerhalb der Epithelschicht, vor allem
in den oberen Zellschichten.

Fir den Einsatz morphometrischer Methoden in der Diagnostik mufl man
versuchen, solche Kriterien zu quantifizieren, d.h. Groflen, welche die Gewebs-
strukturen beschreiben, zu messen. In der vorliegenden Arbeit werden solche
Messungen und ihre Auswertung als Histometrie bezeichnet und elementare
Aspekte der Histometrie beschrieben und diskutiert.

Geeignete Ansidtze zur quantitativen Beschreibung der Topologie oder
Architektur von Objekten in einem Bild- oder Gesichtsfeld finden sich bei Serra
(1982) (14) und Klette et al. (1985, 1986) (20, 21). Anwendungen finden sich bei
Prewitt und Wu (1978) (10), Preston (1981) (11) und Kayser (1984) (8) (siehe
Kapitel 2.3.2). X

B. Methodik

Bildhaft vorliegende Daten zu quantifizieren heifit, diese einer Ordnungsrelation
zu unterwerfen. Dies geschieht bei der visuellen Begutachtung durch Anwendung
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des Expertenwissens des Pathologen, wobei qualitativ und subjektiv Vergleiche
mit dhnlichen, frither betrachteten Bildern hergestellt werden, in Verbindung mit
zuséitzlichem (a-priori) Wissen. Bei letzterem kann es sich um Patientendaten wie
auch um Kenntnisse iiber Krankheiten und deren Verlauf handeln.

Die Aufgabe in der digitalen Bildanalyse besteht darin, das Expertenwissen in
rechneradiquater Form bereitzustellen und auf das aktuelle Bild anzuwenden.
Der Rechner verfiigt namlich anfanglich iiber kein Wissen. Fiir ihn ist ein digitali-
siertes Bild ein amorphes zweidimensionales Zahlenfeld. Wissen mufl implemen-
tiert werden, welches einerseits das Bild gliedert, z.B. in Bereiche von Interesse
(Objekte) und Hintergrund, und andererseits die Objekte selbst oder deren
Beziehungen zueinander quantifiziert. Die Suche nach geeigneten quantitativen
Merkmalen (MaBzahlen) stellt das eigentliche Problem der digitalen Bildanalyse
dar. Es gibt derzeit kein Standardverfahren, das fiir irgendeine Fragestellung
(oder Ordnungsrelation) einen zumindest brauchbaren Satz von Merkmalen
auswihlt. Mittels des intuitiven Wissens des Bildanalytikers mussen passende
Merkmalsextraktionsverfahren gewihlt oder entwickelt werden.

Fir Objektmerkmale wie Zellkernanschnitte existieren grole Erfahrungen,
erarbeitet im Bereich der Zytometrie (2, 12). Thre Bedeutung fiir die Gradierung
von intraepithelialen Dysplasien wird an anderer Stelle gezeigt(2). Fir
Anordnungsmerkmale (Merkmale fiir die Beziehungen der Objekte unterein-
ander) gibt es dieses Maf} an Erfahrung noch nicht.

Modellbasierte Graphengenerierung

In der vorliegenden Arbeit wird davon ausgegangen, daf} jedes Objekt (Zellkern-
anschnitt) in einer Beziehung mit bestimmten anderen steht. Ein Modell erlaubt
es, Beziehungen zu beseitigen oder hinzuzufiigen, abhingig von Positions-
und/oder anderen Objektmerkmalen. Dieses "Beziehungsgeflecht" wird allgemein
als Graph bezeichnet und kann zur Berechnung von Anordnungsmerkmalen
verwendet werden. Im speziellen Fall der Histometrie stellt sich der Graph als eine
Menge von Knoten und Kanten dar, wobei die Knoten durch die Zellkern-
anschnitte definiert sind und die Kanten durch Verbindungslinien dazwischen.

Die histometrischen Ansidtze sind also grundsitzlich folgendermaflen
strukturiert: Schnittbildausschnitte werden digitalisiert und segmentiert und in
einen Graphen transformiert. Auf der Basis dieses Graphen werden sodann
quantitative Merkmale extrahiert. Die Transformation eines Schnittbildes in
einen Graphen stellt eine algorithmische Beschreibung der hervorzuhebenden
Eigenschaften dar. Den Vorstellungen dieser Eigenschaften liegt in der Regel ein
Modell zugrunde. So kann, z.B. ein Epithel unter dem Aspekt der Differenzierung
und des Wachstums betrachtet werden. Ein davon abgeleitetes Modell weist
folgende Charakteristika auf:

1. Basale Zellen stellen das teilungsfihige Zellmaterial dar.

2. Sich teilende Basalzellen erhohen den "Druck" im Bereich der basalen Schicht,
was zu einer Verdrangung von Zellen fiihrt.

3. Verdrangte Zellen beginnen sich zu differenzieren und bilden intermediére und
anschlieBend superfiziale Zellen.

4, Nicht-normales Gewebe zeigt ein verindertes Differenzierungsverhalten, das
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sich durch verlangsamte, verspiatete oder nicht erfolgende Differenzierung
beschreiben 14 ft.

5. Die Quantifizierung des Ausmalles der Differenzierung erfolgt durch Messung
charakteristischer Eigenschaften der einlagigen Zellschichten beginnend mit
den Basalzellen und der Analyse ihres schichtweisen Verlaufs.

Die Merkmalsextraktion kann vereinfacht werden, indem man nicht in jeder
Wachstumsschicht Messungen durchfiihrt, sondern die gesamte Epithelschicht in
drei etwa gleich breite Abschnitte einteilt und sich nur fiir die Struktureigen-
schaften des Gewebes in diesen Abschnitten interessiert. Dies kdme einer weitver-
breiteten Praxis entgegen, wonach die Diagnose der leichten, mittleren und
schweren Dysplasie sich auf die Ausdehnung des undifferenzierten Zellaufbaus ins
erste, zweite oder oberste Drittel der Epithelschicht, ausgehend von der Basal-
membran, stiitzt.

Die Transformation des segmentierten Schnittbildes in einen Graphen geht aus
von den Kernanschnitten als Objekte (Knoten), die nach Mafigabe von Objekt-
beziehungen durch Kanten verkniipft werden. Mogliche Objektbeziehungen
koénnen sein:

Ein Objekt ist Nachbar eines anderen.

- Ein Objekt hat zu einem anderen einen Abstand, der kleiner als ein vorgege-
bener Grenzwert (Schwelle) ist.

Ein Objektist "Kind" eines anderen (siehe obiges Modell).

Ein Objekt ist kleiner/grofer als ein anderes.

Die Graphentheorie liefert verschiedene Verfahren zur Transformation eines
Ausgangsgraphen. Das Ergebnis kann dabei einerseits eine Menge von Sub- oder
Teilgraphen oder ein neuer Graph mit veranderten Kanten (Objektbeziehungen)
sein.

Angewandte Verfahren (17) erlauben die Definition von Nachbarschaften von
Objekten mittels Analyse des "Hintergrundes" (Abb. 1), aber auch die Bestim-
mung der Ordnung von Objekten selbst. Mit Hilfe von Kriterien wie dem
minimalen Abstand und der Hauptrichtung von Objekten lassen sich Objekt-
gruppen beschreiben. Ein Beispiel hierfiir ist die automatische Erkennung von
Mikrofollikeln an Schilddrisenaspiraten (7, 15). Dies fithrt zu einer rechner-
implementierten "Organ"-beschreibung, die dann zu Organhierarchien erweitert
werden kann (siehe auch Kapitel 2.3.2). Im hier beschriebenen Ansatz werden
Verfahren der algebraischen Topologie angewendet, um Objektbeziehungen zu
bestimmen und diese in einem Graphen darzustellen. Andere, hier nicht weiter
verfolgte Méglichkeiten zur Reprisentation von Geweben stellen die formal-
sprachlichen und die zufallsbasierten dar. Insbesondere Wachstums- und Gestalt-
bildungsvorginge, die auf sich wiederholenden Grundprozessen beruhen, lassen
sich mit "L- Systemen" modellieren (13). Urspriinglich nicht auf formalen Spra-
chen fulend, lassen sich hier auch Ansitze nennen, die auf Mandelbrot-Mengen (9)
basieren bzw. der darauf aufbauenden Chaosforschung (16). Zufallsmodellbasierte
Reprisentationsmethoden sind in Serra (1982) (17) beschrieben.
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Abb. 1. Hintergrund eines Schnittbereiches.

Vorverarbeitung

Fir die durchgefiihrten Untersuchungen wurden Routinepraparate (Histologische
Schnitte von Konisaten der Cervix uteri) verwendet. Fiir verschiedene Dysplasie-
grade wurden typische Bereiche einzeln diagnostiziert und digitalisiert.

Die Erfassung der einzelnen histologischen Gesichtsfelder erfolgte an einem
Axiomaten (Zeiss, Oberkochen, BRD) mit zwei verschiedenen Objektiven (50x bzw.
25x). Die Digitalisierung wurde mit einer TV-Kamera (Bosch-MeBkamera) und
einem 527 nm Bandpassfilter ausgefiihrt. Im derzeit implementierten System
iiberdeckt ein Bild einen quadratischen Bereich von 128 ym bzw. 256 ym Kanten-
lange mit jeweils 256 x 256 Bildpunkten. Um einerseits Objektmerkmale wie
"Orientierung"” bestimmen zu kénnen und andererseits einen geniigend groflen
Gewebeausschnitt im Bildfeld zu haben, ist eine BildgroBe mit 512 x 512 Bild-
punkten und 256 ym Kantenldnge zu empfehlen.

Zur Segmentierung der einzelnen Bilder existiert bislang kein allgemeiner
Algorithmus, der fiir jedes Bild anwendbar ist. Visuelle Segmentierung ist oft ein
Problem der psychophysikalischen Wahrnehmung; es durfte unwahrscheinlich
sein, hierfiir eine analytische Losung zu finden. Grundsitzlich kann das Segmen-
tationsproblem im Rahmen einer Musterklassifikation durchgefiithrt werden. Ein
Lernset von segmentierten Bildern liefert pro Bildpunkt einen Satz von
Merkmalen, die dazu dienen, einen Klassifikator zu konstruieren. Unter Anwen-
dung dieses Klassifikators konnen dann neue, unbekannte Bilder segmentiert
werden. Dieser einfache Klassifikationsansatz ist nicht effektiv fur komplizierte
Bilder und verschiedene Klassen von Bildern. Im konkreten Fall gilt dies bereits
fiir stark variierende Gewebsbereiche. Dieses Segmentationsverfahren wird daher
nicht angewendet.
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Abb. 2. Segmentation eines Bildbereiches eines Plattenepithels (von links nach rechts) nach zwei
Verfahren. :

Fir die durchgefihrten Untersuchungen wurde ein Kontrastverstirkungs-
verfahren entwickelt, dessen Wirkung von der lokalen 3 x 3 Umgebung eines jeden
Bildpunktes abhangig gemacht wurde (3). Aus dem so transformierten Bild wurde
durch eine geeignet gewéhlte Grauwertschwelle ein Binarbild der Kernanschnitte
erzeugt. Bei stark variierendem Hintergrund, eng benachbarten und auch visuell
schwer diskriminierbaren Objekten mufite die Segmentation, basierend auf dem
kontrastverstirkten Bild, interaktiv korrigiert werden.

Die Interaktion erfolgte mit einer Maus, die ein auf dem TV-Schirm eingeblen-
detes Fadenkreuz kontrolliert. In zwei Schritten wurden zuerst unvollstindige
Objekte mit einer geschlossenen Randlinie versehen und automatisch gefiillt,
dann zusammenhingende Objekte zerlegt (Abb. 2). Der manuelle Aufwand steigt
mit zunehmender Zelldichte.

Auswertung

An den in Zellkernanschnitte und Hintergrund segmentierten Bildern wurden
Objektmerkmale berechnet, die fiir die daran anschlieBende Erzeugung eines
Graphen und die Berechnung von Anordnungsmerkmalen benétigt werden. Im
einzelnen werden die Merkmale weiter unten beschrieben.

Die Auswertung der Bildinformation gliedert sich in vier Schritte:

1. Berechnung von Objektmerkmalen auf der Ebene der Bilder.
Jeder Zellkernanschnitt liefert einen Satz von Merkmalen (Tabelle 1).
2. Konstruktion von (Ausgangs-) Graphen.
Die Objekte sind durch Knoten reprisentiert und die Objektmerkmale den
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Tabelle 1. Berechnete Merkmale eines Objektes (Zellkernanschnitt)

Kurzbeschreibung ) Abkiirzung
Fliache A
Schwerpunktkoordinate x SWX
Schwerpunktkoordinate y SWY
Winkel zwischen Hauptachse und der x-Achse THETA
Summe der Grauwerte TOTT *)
Baryzentrumkoordinate x BSWX *)
Baryzentrumkoordinate y BSWY *)
Winkel zwischen Hauptachse und der x-Achse BTHETA *)
Fliche der Einflufizone - ZOIA

Knoten zugeordnet. Das Knotenbild stellt die Ausgangssituation fiur die
Graphentransformation dar. Da an dieser Stelle nicht bereits eine Zerlegung
des Bildfeldes tiber die Graphen erfolgen soll, sind die Ausgangsgraphen im
allgemeinen zusammenhéngend.

3. Transformation der Graphen.
Auf der Basis der Ausgangsgraphen werden entweder Kanten beseitigt oder
neue hinzugefiigt. Ersteres entspricht einer Zerlegung im Bildfeld in Teil-
bereiche. Letzteres wird nur auf der Basis von bereits zerlegten Graphen
angewandt, um Sub- bzw. Teilgraphen zu hoheren Einheiten zu vereinigen. Die
angewandten Transformationen sind in hohem Mafle von den unterlagerten
Modellvorstellungen abhingig. Als Ergebnis wird das Bildfeld durch eine
Menge von Subgraphen reprisentiert.

4. Extraktion von Anordnungsmerkmalen.
Es handelt sich hier um Subgraphenmerkmale, die fiir Objekte (Knoten) und
Kanten der Subgraphen berechnet werden (Tabelle 2 a, b).

Fir die rechnerorientierte Auswertung mufl beachtet werden, daB die
Bildebene im Verlauf des zweiten Auswertungsschrittes verlassen und weiterhin
nur noch auf Graphenebene gerechnet wird. Diese Vorgehensweise erlaubt es, mit
relativ eng begrenzter Ausstattung an bildverarbeitenden Geraten eine Auswer-
tung durchzufiihren. Ein Personalcomputer (PC) mit einer "Bildverarbeitungs-
karte" ist hier als Ausstattung denkbar.

Die hier beschriebenen Entwicklungen, die mit einem existierenden Bildver-
arbeitungssystem ILIAD (4, 5) erfolgten, sind nicht direkt auf einen PC ubertrag-
bar. Dies liegt insbesondere an der rechnerinternen Datendarstellung. Graphen
wurden iber Merkmalsdateien und Nachbarschaftsmatrizen représentiert.

C. Durchfiihrung

Ausgangsgraphen

Drei verschiedene Graphen wurden konstruiert. Die Objektbeziehung, hier
Nachbarschaft, wurde mit drei Methoden bestimmt:
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Tabelle 2a. Berechnete Merkmale eines (Sub-)Graphen fiir alle Knoten (Objekte) des betrachteten

(Sub-)Graphen (Objektmerkmale)

Kurzbeschreibung (siehe Tabelle 1) Abkiirzung

Mittelwert und Streuung von A AM1 AM2
Mittelwert und Streuung von SWX SWXM1 SWXM2
Mittelwert und Streuung von SWY SWYM1 SWYM2
Mittelwert und Streuung von THETA THETAM1 THETAM2
Mittelwert und Streuung von TOTT *) TOTTM1 TOTTM2
Mittelwert und Streuung von BSWX *) BSWXM1 BSWXM2
Mittelwert und Streuung von BSWY *) BSWYM1 BSWYM2
Mittelwert und Streuung von BTHETA #) BTHETAM1 BTHETAM2
Mittelwert und Streuung von ZOIA ZOIAM1 ZOIAM2
Schwerpunktkoordinate x des (Sub-)Graphen bzgl. A SWXA
Schwerpunktkoordinate y des (Sub-)Graphen bzgl. A SWYA
Schwerpunktkoordinate x des (Sub-)Graphen bzgl. ZOIA SWXZOIA
Schwerpunktkoordinate y des (Sub-)Graphen bzgl. ZOIA SWYZOIA

*) Nur bei einer Auflésung von 0.5 um pro Bildpunkt

Tabelle 2b. Berechnete Merkmale eines (Sub-)Graphen fiir alle Kanten des betrachteten (Sub-)

Graphen (Kantenmerkmale)

Kurzbeschreibung

Abkiirzung

Mittelwert, Streuung, Minimum

und Maximum der Kantenlinge

Anzahl der Knoten des (Sub-)Graphen
Mittelwert und Streuung der Kantenrichtung
Freie Weglinge

Maximaler Abstand zwischen Knoten

Anzahl von Knoten mit mehr als zwei Nachbarn

KLM1 KLM2 KLMIN

KLMAX
ON

KTM1 KTM2

GL
GDMAX
ON2

1. Minimum Spanning Tree-Algorithmus (MST) (1), basierend auf den euklidi-

schen Abstinden der Zellkerne (Abb. 3).

2. Minimum Spanning Tree-Algorithmus, basierend auf gewichteten euklidi-
schen Abstidnden der Zellkerne (Abb. 4) (Zwischen je zwei Objekten wurde die
kleinste Winkeldifferenz der Hauptrichtungen zur Gewichtung herangezogen,
so dafl Objekte mit dhnlicher Orientierung nahezu unverinderte Abstinde
erhalten und solche mit stark abweichender Orientierung einen bis um einen

Faktor 2 vergroflerten Abstand.).

3. EinfluBzonen-Nachbarschaft ("Zone of Influence") (ZOI) (Abb. 5)

Der Graph resultierend vom MST ist minimal in bezug auf die Summe der
Kantenldngen, jedoch abhingig vom gewihlten Startknoten. Unter Anwendung
der gewichteten euklidischen Distanz ergibt sich ein Graph, der benachbarte,
dhnlich orientierte Zellkerne durch Kanten verbindet. Hierdurch sich ergebende
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Abb. 3. Minimum Spanning Tree basierend auf dem euklidischen Knotenabstand.

)

Abb. 4. Minimum Spanning Tree basierend auf dem orientierungsgewichteten euklidischen

Knotenabstand.

Sequenzen ahnlich orientierter Zellkerne (Zellaufe, Segmente), konnen in einem
weiteren Verarbeitungsschritt zu Subgraphen zerlegt werden.

Der Algorithmus zur Konstruktion eines MST erfolgt durch eine Iteration. Sei
MST(i) die Menge der Knoten im bis zum i-ten Schritt erzeugten Minimum
Spanning Tree und G die Menge aller vorhandenen Knoten:

-ii=1; MST(1): Startknoten; Initialisierung
- i =i+1; MST( +1): MST() vereinigt mit dem Knoten aus G-MST(i) (Mengen-
differenz zwischen G und MST(i)) der den kleinsten Abstand zu allen

Knoten in MST(i) hat.
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Abb. 5. EinfluBBzonen (ZOI)-Graph.

Die Iteration ist beendet, wenn G-MST(i) leer ist, beziehungsweise alle Knoten aus
G aufgebraucht sind.

Es existieren Variationen dieses Algorithmus (1). Es kann mit einer Start-
menge (MST(1): Menge von Startknoten) begonnen und die Wahl des nachsten
Knoten abhéngig von einem Ausgangsgraphen gemacht werden. Dies bedeutet,
daBl der gewihlte neue Knoten aus G-MST(i) zumindest eine Kante zu einem
Knoten in MST(i) haben muf. Hierdurch kann der resultierende Graph beeinfluflt
werden. Die Wahl eines Abstandskriteriums wurde oben bereits beschrieben als
anderes Einfluflmittel zur (Ausgangs-) Graphenkonstruktion.

Der Graph basierend auf EinfluB8zonen-Nachbarschaft stellt die anschaulichste
Nachbarschaftsrelation dar. Der Hintergrund wird zerlegt, indem alle Objekte
isotrop wachsen. Der jeweils erstmals erreichte Begegnungspunkt zweier Wachs-
tumsfronten liefert einen Grenzpunkt zwischen den Objekten (17). Setzt man
diesen ProzeB fort, erhilt man eine Zerlegung des Hintergrundes, die direkt mit
den Objekten korrespondiert. Sie wird Zerlegung in "EinfluBzonen", "Zone of
Influence" (ZOI) oder Bildung des "Exoskeletts” genannt. Hiermit werden (in der
Ebene) Grenzen des Zytoplasmas simuliert, wenn die Startobjekte Zellkerne sind
(Abb. 6). Zwei Objekte sind nun benachbart (bekommen eine Kante), wenn ihre
EinfluBzonen sich beriihren bzw. in einer 3 x 3 Bildpunktumgebung liegen.

Merkmalsextraktion

Pro Objekt, im hier vorliegenden Beispiel Zellkernanschnitte, werden die in
Tabelle 1 beschriebenen Objektmerkmale bestimmt. Es handelt sich im wesent-
lichen um Merkmale, welche die Lage der Objekte im Bildfeld, ihre Flache und die
Summe der Grauwerte angeben.

Diese Merkmale basieren auf der Berechnung der 2-dimensionalen Momente
Moo, Mo1, M1g, M11, M2g, Mgg fiir Binédr- und Graubilder. Fir Graubilder werden
diese "baryzentrische Momente" genannt. Mg liefert beispielsweise die Fliache A
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Abb. 6. Zellkernanschnitte und darauf basierendes Exoskelett - Zellkernanschnitte umgeben von
den EinfluBzonen (ZOI).

bzw. die Summen aller Grauwerte TOTT und M;¢p/Mgo die x-Koordinate des
Schwerpunktes (SWX) bzw. des Baryzentrums (BSWX) (siehe Tabelle 1).
Die grundsitzlichen Formeln fiir Momente lauten:

Zeilen  Spalten
Mpg = = TP A f(, ),
i=1 =1

wobei f ein Bild (ein 2-dimensionales Feld) darstellt. Handelt es sich um ein
Binarbild, nimmt (i, j) nur die Werte 0 oder 1 an. Ist f ein Graubild, so représen-
tiert f(i,j) Transmissions- oder Extinktionswerte. Ausgehend von diesen Momen-
ten fithren Normierungen (Mgg = 1) und Koordinatentransformationen (Mjg = 0
und Mp; = 0) zu normierten, zentrierten Momenten mpq (18). Diese dienen zur
Berechnung der Lage der Hauptachsen.

Prinzipiell besteht bei der Berechnung zusatzlicher Objektmerkmale keine
Beschriankung, aufler im Hinblick auf die benstigte Rechenzeit. Der Merkmalssatz
kann, je nach Anforderung an die Einzelobjektquantifizierung bzw. -erkennung,
leicht erweitert werden.

Anordnungsmerkmale werden auf der Basis der erzeugten Graphen und der
Objektmerkmale bestimmt. Globale Anordnungsmerkmale werden vom gesamten
urspriinglichen Graphen des Bildfeldes ermittelt (Tabelle 2). Es handelt sich um
Merkmale, die von den Objekten (Knoten) eines zusammenhangenden Subgra-
phen (Tabelle 2a) und von den Kanten abgeleitet sind (Tabelle 2b).

Das der Merkmalsextraktion auf der Basis von Objektmerkmalen und Graphen
zugrunde liegende Prinzip kann folgendermafen beschrieben werden: Die an und
fir sich amorphe Anordnung von Objekten im Raum wird durch einen Graphen,
also durch Beziehungen der Objekte untereinander, gegliedert. Ist der Graph
zusammenhéngend, ergeben sich "globale" Merkmale, andernfalls kann der
Gesamtgraph als Menge von zusammenhéngenden Subgraphen betrachtet
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Abb. 7. Kantenldngenabhingige Graphenzerlegung (in drei Klassen kurz,mittel und lang).

werden. Jeder Subgraph liefert dann einen Satz von Merkmalen, die den
jeweiligen vom Subgraph iiberdeckten Bildbereich quantifizieren.

Graphentransformationen

Die Verbindung zur modellbasierten Beschreibung wird hergestellt iber die
Bedeutung der Subgraphen fir das betrachtete Modell. Beispielsweise stellen im
Wachstumsmodell die Subgraphen die Zellkernschichten dar, wobei abhéngig von
der Schichtenkonfiguration eine Schicht aus mehr als einem Subgraphen bestehen
kann. Eine Reihe verschiedener Graphentransformationen wurde auf die
Ausgangsgraphen MST (Abb.3,4) und ZOI (Abb.5) angewendet und im-
plementiert:

1. Kantenlangenabhingige Zerlegung.
Das Kontinuum moglicher Kantenldngen wird in n Intervalle zerlegt. Fiir jedes
Intervall wird eine Menge von Subgraphen erzeugt, die die Kanten enthilt,
deren Linge in das betreffende Intervall fillt (Abb.7) sowie die dazu
gehorenden Knoten. Die Verteilung der Knoten in den n verschiedenen
Graphenmengen erlaubt quantitative Aussagen iber die Verteilung der
Objekte im Bildfeld.

2. Richtungsabhiangige Zerlegung (Objektorientierung).
Das Ziel ist es, Subgraphen zu erzeugen, die aus Folgen von Objekten mit ahnli-
cher Orientierung bestehen. Diese werden Zelldufe oder "Segmente" genannt.
Hierbei werden aus dem Ausgangsgraphen Kanten geloscht, die zu Objekten
mit stark abweichender Orientierung fithren. Es werden nur Kanten an
Knoten geloscht, die mehr als zwei Kanten haben (Abb. 8).

3. Schichtenweise zerlegte ZOI Graphen (Abb. 4).
Ausgehend von einer interaktiv markierten Startschicht, im Fall von Epithe-
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Abb. 8. Objektorientierungsabhingige Graphenzerlegung auf der Basis des euklidischen MST
(siehe Abb. 3).

Abb. 9. Zellgenerationsschichtengraph auf der Basis des Wachstumsmodells.

lien die Basalschicht, ist die nachste Schicht definiert als die Menge der
Knoten, die mittels einer Kante von der aktuellen Schicht aus zu erreichen ist.
Erreichbarkeit iiber eine Kante ist eine Nachbarschaftsrelation zwischen
Knoten (Abb. 9).
4. 701 Sterne.

Der ZOI Graph (Abb.4) kann als Vereinigung von "Kanten"-Sternen aller
Knoten betrachtet werden (Abb. 10). Merkmale dieser Sterne konnen auch als
Objektmerkmale betrachtet werden. Vereinigungen von benachbarten
Sternen, also mittels einer Kante erreichbarer Knoten, liefern Subgraphen, die
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Abb. 10. Einige ZOI-Sterne. Abb. 11. Einige ZOI-Sterne vereinigt bis zu den.
2. Nachbarn.
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Abb. 12. Graph von drei Bereichen auf der Basis des vergréberten Wachstumsmeodells.

es erlauben, eine Nachbarschaftshierarchie aufzubauen (Abb. 11) und diese zu
quantifizieren.
5. Bereiche basierend auf dem vergrébertenWachstumsmodell.

Ausgebend von den Objektkoordinaten ist es schwierig, eine Partition des
betrachteten Bildfeldes in eine Anzahl von Bereichen zu konstruieren. Im
Hinblick auf die Anwendung der Verfahren auf PC's wurde mittels der
Zellgenerationsschichten (siche 3.) eine Methode zur Partition entwickelt, die
es erlaubt, die Zellgenerationsschichten zu Bereichen zusammenzufassen.
Hierbei werden diese zu Bereichen verbunden, die annéhernd den gewtinschten
Bereichsflachen entsprechen (Abb. 12). Flache Bildfeld: Summe aller Flachen
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von ZOI der Objekte (sieche Tabelle 1). Bereichsflachen: Fliche Bildfeld / Anzahl
Bereiche.

Auf Grund der obigen Betrachtungsweise wurden fiir jeden Subgraphen die in
Tabelle 2 beschriebenen Merkmale bestimmt.

D. Anwendung und Ergebnisse

Fiir eine Folge von Bildfeldern mit zunehmendem Grad der Schwere der Dysplasie
wurden die oben beschriebenen Verarbeitungsschritte durchgefiihrt. Die Diagno-
segruppen lauten:

o Normal (N),

o Leichte Dysplasie (L),
o Mittlere Dysplasie (M),
o Schwere Dysplasie (S),
o Carcinoma in situ (C).

Es handelt sich um Diagnosen der betreffenden Bildfelder und nicht um eine glo-
bale Praparatklassifikation. '

Im folgenden werden, gegliedert nach den verschiedenen Graphentransfor-
mationen, verschiedene Merkmale dargestellt und diskutiert. Auf Grund der
gewihlten Merkmalsextraktionsverfahren sind Merkmale teilweise hoch
korreliert. Hierbei muB jeweils beachtet werden, daB die Korrelation entweder mit
dem Merkmalsextraktionsverfahren oder mit der Konfiguration der Zellkern-
anschnitte im betrachteten Bildfeld erkliart werden kann. Im ersten Fall kann
unbedenklich das Verfahren mit dem geringsten Aufwand gewihlt werden, wenn
dies einigermaflen gesichert ist. Die hiermit implizierte Qualitatsaussage iiber
Merkmale im Hinblick auf die Problemstellung ist ganz allgemein in der digitalen
Bildanalyse ein schwieriges Problem, das einerseits abhingig ist von der mégli-
chen Variation der Bildbereiche untereinander und andererseits stark durch die
vom Pathologen vorgegebene Diagnose pro Bildfeld eines Trainingsbildsatzes
beeinfluBt wird (supervised classification). Eine sogenannte "unsupervised
classification” wird hier in dieser beispielshaften Darstellung nicht weiter
verfolgt.

Beispiele fiir Merkmalsextraktionsverfahren:

1. Globale Merkmale aufder Basis von ZOI-Sternen (Abb. 10, 11).
Jedem Objekt werden zusétzliche "Sternmerkmale"
ZOIA1N: Summe der Einflufizonenflichen und
ZOIN1N: Anzahl der Objekte eines Sternes (1.Nachbarn),
ZOIA2N: Summe der Einflufizonenflichen und
ZOIN2N: Anzahl der Objekte eines Sternes sowie seiner Nachbarn (1.und
2. Nachbarn) zugeordnet.
Eine lineare Klassifikation iber alle Kernanschnitte liefert mit ZOIA2N/
ZOIN2N, der mittleren ZOI-Fliche der Sterne bis zum 2. Nachbarn, als
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Tabelle 3. Konfidenzmatrix einer Objektklassifikation mit linearem Klassifikator

N L M S C %

anzcz

22 14 8 50.6

0 0 0 0.0
71 34 13 53.4
42 304 37 79.0
27 15 155 71.5

45
0
15
2
3

oo o o0

Total 65 0 162 367 213 71.3

abs. Kantenhéaufigkeit

wichtigstem Merkmal die in Tabelle 3 angegebene Konfidenzmatrix. Jedem
Objekt wurde hierbei die Bildfelddiagnose beigegeben. Die Merkmale wurden
an Bildfeldern berechnet, die mit einem 50x Objektiv erfafit wurden. Es
handelt sich hierbei um 11 Bildfelder (2x N, 2x M, 4x S, 3x C) mit insgesamt
807 ausgewerteten Zellkernanschnitten. Mit einer Gesamtklassifikationsrate
von 71,3 % im 4-Klassenfall (N, M, S, C) konnte die Analyse der Zellkernum-
gebungen als vielversprechender Ansatz betrachtet werden. Dieses Ergebnis
stand am Anfang unserer Untersuchungen, aus dem der hier beschriebene
Ansatz entwickelt wurde.

. Haufigkeitsmerkmale auf der Basis von Kantenlingen-zerlegten Graphen.

Die auftretenden ZOI Graphen (Abb. 5) wurden in 11 Intervalle zerlegt ((maxi-
mal auftretende Kantenldnge - minimale Kantenlinge) / 11). Pro Intervall
wurde die Anzahl der Kanten gezihlt. Diese Verteilungen (Abb. 13) kénnen
beispielsweise einer Korrespondenzanalyse (6) unterzogen werden. In dieser
Illustration ist es offensichtlich, in welcher Weise sich die Verteilungsformen
abhangig von der Bildfelddiagnose verindern. Die Anteile von lingeren

D%

- \
\

abs. Kantenhaufigkeit
n
o
T

T 77

7
727272

74

77

..... DN

Kantenlénge (w.E.)
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Abb. 13. Haufigkeitsverteilungen von
kantenlingenzerlegten Graphen (Anzahl von
Kantenlénge {w.E.) Kanten basierend auf dem ZOI-Graph (Abb. 5)).
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Abb. 14. Merkmal ZOIAM1 von Zellgenerationsschichten mit linearer Regression.
(® = normal, (0 = leichte, V = mittlere, © = schwere Dysplasie, ¥= Carcinoma in situ).

Kanten (rechts) verandern sich signifikant von normal tber leicht, mittel nach
schwer dysplastisch und Carcinoma in situ.
3. Merkmale von Zellgenerationsschichten.

Auf der Basis des nach dem Wachstumsmodell zerlegten ZOI-Graphen (Abbn. 5
und 9) liegt ausgehend von der Basalschicht eine Folge vor. Merkmale von
Folgen konnen einer (linearen) Regression unterzogen werden. Die Steigung
der Regressionsgeraden liefert ein Ma8 fiir die Veridnderung der betrachteten
Merkmalsfolge. In Abb. 14 ist das Merkmal ZOIAM1 (Mittelwert der Fliachen
der EinfluBzonen) und in Abb. 15 das Merkmal AM1 (Mittelwert der Objekt-
flachen) pro Schicht und Diagnose mit den jeweiligen Regressionsgeraden
dargestellt. Die Steigungen der Regressionsgeraden von ZOIAM1 wider-
spiegeln deutlich die Verianderungen der Gewebstopologie bei uunterschied-
lichen Diagnosen.

Im Normalgewebe und auch noch bei der leichten Dysplasie nimmt die
ZellgroBe (EinfluBzone) im Zuge der Ausreifung der Zellen von der Tiefe zur
Oberfliche deutlich zu. Dabei treten, wie erwartet, in normalen und leicht
dysplastischen Geweben Abweichungen in der Basalzellschicht und in den
auBeren verhornenden Superfizialzellschichten auf. In der Basalzellschicht
sind die EinfluBzonen oft grofer oder doch nicht stark verschieden von denen
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Abb. 15. Merkmal AM1 von Zellgenerationsschichten mit linearer Regression.
(® = normal, O = leichte, V = mittlere, © = schwere Dysplasie, ¥= Carcinoma in situ).

der Parabasalzellschicht. In den Superfizialzellschichten werden die Einfluf-
zonen wieder kleiner. Der Grund dafiir ist die nahezu senkrechte Schnitt-
fihrung durch die abgeplatteten Zellen. Fiir die Groflien der Kernanschnitts-
flichen (Abb. 15) erwartet man einen umgekehrten Verlauf. Im Normalgewebe
sind die Basalzellkerne am gréBten und die pyknotischen reifen Superfizialzell-
kerne am kleinsten. Die Ausprigung dieser Reifungstendenz wird mit zuneh-
mender Schwere der Dysplasie verschwinden. Leider sind die Steigungen der
Regressionsgeraden bei den von uns gezeigten Beispielen in der Abb. 15 nicht
so eindeutig mit dem Grad der Dysplasie korreliert wie beim Merkmal
ZOIAM1, aber die Tendenz ist doch klar erkennbar.

. Merkmale von Bereichen.

Die Bereichszerlegung entspricht der Schichtenzerlegung. Dabei bleiben jedoch
die Zusammenhinge der angeschnittenen Zellen bzw. Zellkerne in grofleren
Gewebsabschnitten erhalten und man kann erwarten, dafl die Merkmalsmittel-
werte einen stabileren Merkmalsvektor darstellen als dies bei den Mittel-
werten in den Einzelzellschichten der Fall ist. Letztere hangen doch sehr von
der zufilligen Gewebsstruktur und deren RegelmiBigkeit in den ausgewahlten
Gesichtsfeldern ab, wie es die Schwankungen in den Abbn. 14 und 15 demon-
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abs. Haufigkeit von Objekten

strieren. Triagt man z.B. die Zelldichten bzw. die Haufigkeit von Einfluzonen
oder angeschnittenen Zellkernen in den von uns gewéhlten drei gleich groflen
Bereichen (unten, mitten, oben) (Abb. 12) auf, ergeben sich erwartungsgemaif
Verldufe, wie sie dem Kehrwert der Funktionen in Abb. 14 entsprechen
(Abb. 18). Grofle EinfluBzonen entsprechen kleinen Zelldichten. Ob sich fir
eine Klassifikation von Dysplasiegraden besser das Merkmal der Steigung der
Regressionsgeraden der Abb. 14 oder der dreispaltige Vektor nach Abb. 16
eignet, mufl die Erfahrung zeigen.

Dariber hinaus konnte eine Kombination einander gegenlaufiger Merkmale,
wie z.B. der Einfluzonen und der Kernanschnittsflichen eine noch groflere
Auspragung der Unterschiede in der Dysplasiegradierung und damit eine noch
groBere Stabilitiat gegeniiber den Zufilligkeiten der Gewebsstruktur in den
gewahlten Bildausschnitten zeigen, als dies fiir jedes Einzelmerkmal der Fall
ist. Tragt man ZOIAM1 gegen AM1 fir die jeweils drei Bereiche eines typi-
schen Epithelausschnittes der Gradierungen Normal, LDYS, MDYS, SDYS,
CIS auf (Abb. 17), erkennt man in der Tat eine groBe Spreizung der Bereichs-
werte mit einem hohen Gradienten fiir Normalgewebe und eng beieinander
liegende Werte mit geringen Gradienten fiir die SDYS und CIS-Befunde mit
einer dazwischen liegenden Tendenz fiir LDYS und MDYS. Auch hier kann
man im Prinzip die jeweils drei MeBwerte pro Bildfeld linear ausgleichen und
die Steigung als neues Merkmal benutzen. Diese Steigung sollte im tbrigen
unabhingig vom gewihlten Bildausschnitt sein, d.h. auch noch eine aus-
reichende Diskriminierung der verschiedenen Dysplasiegrade erlauben, wenn,
wie z.B. bei den Messungen mit dem 50 x Objektiv, nicht immer die ganze
Gewebsschicht von der Basalzellschicht bis zu den Superfizialzellschichten,
erfat werden kann. Hierfiir sind die Untersuchungen jedoch noch nicht abge-
schlossen. Grundsitzlich ist zu hoffen, daB man durch geeignete Kombination
von Objektmerkmalen mit Umgebungsmerkmalen eine quantitative Beschrei-
bung der Gewebstopologie erhilt, die ziemlich unabhéngig sein sollte von den

42; %//////// %28 /// _
:EE %%% Abb. 16. Haufigkeit von Objekten

unten mitten oben Bereiche in Bereichen.
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Zufillen der Schnittfiihrung und dem Treffen von Zellkernen im jeweiligen
Schnitt.

Ein wichtiger Seiteneffekt dieser, bis auf die Markierung der Basalzellschicht,
vollautomatischen Zerlegung ist die Moglichkeit, auf Objekteigentimlich-
keiten in den verschiedenen Bereichen einzugehen, also beispielsweise auf das
Auftreten von Mitosen in den verschiedenen Bereichen. Dies erfordert jedoch
die Berechnung von mehr objektspezifischen Mermalen.

Diese Beispiele sollen mégliche Vorgehensweisen illustrieren, wie die Gewebs-
topologie in einer mehr quantitativen Betrachtungsweise verstanden werden
kann. Wir denken, daB bei einem breiten Ansatz dieser Methoden in der Patho-
logie sich ganz neuartige Erkenntnisse beziiglich der Gewebstopoplogie ergeben.
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Abb. 17. Merkmal AM1 aufgetragen gegen das Merkmal ZOIAM1 von jeweils drei Bereichen pro
Bildfeld mit Regressionsgeraden. (® = normal, [] = leichte, V = mittlere, © = schwere Dysplasie,
¥ = Carcinoma in situ).
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E. Zusammenfassung

Auf der Gruadlage der Méglichkeiten der digitalen Bilderfassung und der in der
Zytometrie gemachten Fortschritte in der Bildanalyse wird skizziert, wie man in
der Histologie zu einer quantitativen Gewebsbeschreibung gelangen kann. Das
wesentliche Werkzeug hierfiir ist die Graphentheorie, die es erlaubt, die unter-
schiedlichsten Gewebewachstumsformen als Nachbarschaftsrelationen zwischen
den Zellkernanschnitten darzustellen. Im einfachsten Fall werden dabei die
Zellkernanschnitte durch Punkte und die gewahlten Nachbarschaftsrelationen
durch Verbindungslinien dargestellt. Diese geometrisch reduzierte Form der
Gewebsarchitektur repriasentiert den Graphen.

Die Vorgehensweise bei der Generierung der verschiedensten Ausgangs-
graphen und bei deren Transformation wird an Hand des Plattenepithels der
Portio uteri demonstriert. Dieser Gewebstyp zeigt einfache Wachstumsstrukturen
mit deutlichen Stérungen der Ordnungsrelation bei Vorliegen von Dysplasien.

Ausgangspunkt der Graphengenerierung ist ein kontinuierliches Wachstums-
modell von der Basalzellschicht bis zur Gewebsoberfliche. Untersucht werden
Eigenschaften (Merkmale) der Graphen, die topologische Anderungen entlang
dieser Wachstumsrichtung empfindlich beschreiben.

Der erste bildanalytische Schritt ist die Zellkernsegmentierung. Dies gelingt in
der Regel nicht vollautomatisch und muf} interaktiv unterstiitzt werden. Ebenso
interaktiv ist der zu messende Gewebsbereich zu umfahren und die Basalmembran
zu markieren. Alle weiteren Auswertungen erfolgen vollautomatisch.

Anhand einer Reihe visuell diagnostizierter Gewebsbereiche wird beispielhaft
gezeigt, daB Graphenmerkmale in der Lage sind, Verdnderungen in der Gewebs-
architektur von normalen Geweben iiber eine leichte, mittelschwere und schwere
Dysplasie bis zum Carcinoma in situ quantitativ empfindlich zu erfassen.
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2.4 Bildanalytische Zytometrie

2.4.1 Anwendung der hochaufl6senden Bildanalyse in der
medizinischen Zytometrie

Georg Burger, Uta Jiitting, Peter Gais, Karsten Rodenacker,
Ulrich Schenck

A. Einleitung

Schwerpunkt der klinischen Zytologie ist die Diagnostik von Neoplasien. Diese
weisen hinsichtlich Proliferation und Differenzierung eine gestorte Zellfunktion
auf. Der biologische Funktionszustand von Zellen spiegelt sich in der Zell-
morphologie wider. Dies ist der klassische Ansatzpunkt der visuellen Zytologie.
Geht man von der Vorstellung aus, daf jeglicher Funktionsidnderung eine verén-
derte Genexpression zugrundeliegen muf}, ist letzlich immer der Zellkern be-
troffen. Die Frage ist, wie sehr sich das auf seine lichtmikroskopisch erkennbaren
Eigenschaften auswirkt. Dabei gibt es eine grofle Variationsbreite.

Im Extremfall kommt es zu massiven Verdnderungen der Kernmorphologie
und zu mehr oder minder deutlichen Verteilungen in Bezug auf Gréfle und Form,
wie sie durch Begriffe wie "Pleomorphie” und "Anisokaryose" gekennzeichnet
werden. Diese sind z.T. Ausdruck genetischer Stérungen, die sich in unterschied-
lich starken Abweichungen der Chromosomenmasse von normalen proliferieren-
den Zellen mit diploider Stammlinie d4uflern. Es ergeben sich dann aneuploide und
hyperploide Zellkerne, deren DNS-Gehalt bei geeigneter Anfarbung photome-
trisch leicht gemessen werden kann. Visuell erkennt man in diesem Fall oft eine
"Hyperchromasie” an den einzelnen Zellkernen.

Nicht weniger schwerwiegende Malignitdtskriterien betreffen die Chromatin-
struktur im Kern. So gilt gleichmé4flig und fein verteiltes Chromatin im Inter-
phasenkern als normal und grobkérniges oder unregelmifBig geklumptes und
randstindiges Chromatin sowie das Vorkommen prominenter und multipler
Nukleolen in der Regel als pathologisch.

Alle diese Kernanomalien, die globale morphometrische oder photometrische
Merkmale oder die Chromatinanordnung im Kern betreffen, letzteres oft als
Textur bezeichnet, kénnen in kontinuierlichen Verinderungen vorliegen. Ihre
saubere Gradierung setzt eine Messung von Kernmerkmalen voraus.

Es sei an dieser Stelle erwihnt, dafl gewisse Messungen nicht notwendig der
hochauflosenden Bildanalyse bediirfen. So konnen einige der sogenannten
globalen morphologischen Merkmale, wie besonders die Grofle von Objekten oder
ihr anteiliges Volumen, auch mit klassischen stereologischen Methoden (siehe
Kapitel 1.1 und 1.2) bestimmt werden. Bereits einfache Formparameter einzelner
Zellen oder Kerne fordern dagegen die vollstindige Erfassung der UmriBlinie und
damit eine punktweise Kontur- oder Bildauflosung.

* Diese Arbeit wurde z.T. aus Mitteln des Vorhabens Sche 264/1-1 der DFG gefordert.



201

Eine wichtige andere Methode der Zytometrie versucht, stoffliche Anteile der
Zellen (DNS, RNS, Proteine, Enzyme), deren Menge sich bei veridnderter
funktionaler Aktivitit ebenso verindern kann, durch spezifische Fluoreszenz-
farbstoffe zu markieren und iiber eine Messung der angeregten Fluoreszenz
quantitativ zu bestimmen. In besonders eleganter Weise kénnen dabei die Zellen
in Suspension gehalten und in einem dinnen, laminaren Flissigkeitsfaden
nacheinander aus der Suspension transportiert und in einer geeigneten MeB-
anordnung wihrend des Durchflusses angeregt und gemessen werden. Diese
sogenannte Durchflul-Zytometrie stellt im wesentlichen eine globale zyto-
chemische Mefmethode dar (20, 32, 54). Moderne Gerite kénnen allerdings auch
das Volumen der Zellen sowie iiber Streulichtmessungen indirekt Parameter der
Chromatinverteilung bestimmen. Ja sogar die kurzzeitige echte optische Ab-
bildung der vorbeiflieenden Zelle auf einen Sensorarray mit nachfolgender
Bildverarbeitung wird verschiedentlich erprobt. Hier verwischen sich also die
Grenzen zwischen der Messung weniger globaler zytochemischer oder morpho-
logischer Parameter ("niedrig auflésende Verfahren") und den Méglichkeiten der
hochauflésenden Bildanalyse der Objekte.

Wichtig ist zusammenfassend, dafBl alle zytometrischen Methoden die Einzel-
zelle zum Gegenstand der Messung haben. Die klinisch relevante Information liegt
in der Verteilung der MefigréBen in einer repriasentativen Zellpopulation. Waren
alle Zellen identisch, konnte man zytometrische Messungen in vielen Fallen durch
integrale biochemische Analysen am Material einer Biopsie ersetzen. Ein Beispiel
ist die Bestimmung des Rezeptorstatus von Tumorgewebe. Eine mittlere freie
Steroidrezeptorkonzentration, gemessen im Zytosol, kann von einem niedrigen
Zellanteil mit hoher Rezeptordichte oder von einem hohen Zellanteil mit niedriger
Rezeptordichte stammen. Dies ist fiir die Beurteilung des Ansprechens auf eine
Hormontherapie wahrscheinlich von grofler Bedeutung. Die Verteilungen kénnen
nur durch Zytometrie der individuellen Einzelzellrezeptordichten, z.B. mit Hilfe
eines immunzytochemischen Rezeptormarkers (ER-ICA), festgestellt werden (56).

Es soll zum Schlufl noch darauf hingewiesen werden, dafl es Anwendungs-
gebiete in der Diagnostik gibt, in der nicht Merkmalsverteilungen von Zellpopula-
tionen untersucht werden, sondern die Haufigkeit des Vorkommens relativ
seltener Zelltypen ("rare event detection”). Diese sind z.B. Ploidie-Ausreifler
priakanzeroser oder kanzergser Zellen (DNS-Gehalt > 5¢). Diese Methode findet
unter anderem Verwendung beim automatischen Prescreening gyniakologischer
Ausstrichpraparate zur Friherkennung des Zervixkarzinoms und seiner Vor-
laufer (siehe Abschnitt E).

B. Material und Methoden

Bei der hochauflésenden Bildanalyse liegen die Zellen in der Regel auf einem
Objekttrager. Im einfachsten Fall handelt es sich bei dem Untersuchungsmaterial
um zytologische Priparate aus der Routine, mit einer Vielfalt von Praparations-
und Farbemoglichkeiten. Hier tritt bereits die erste groBe Schwierigkeit auf.
Waihrend die Erfahrung des Zytopathologen die wesentlichen diagnostischen
Merkmale einer Zellpopulation auch noch erkennt, wenn Préaparations- und
Farbetechniken und sonstige Umstdnde der Probenahme mehr oder minder stark
variieren, fordert eine reproduzierbare Messung eine reproduzierbare Vorlage.
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Probenaufbereitung, Fixierung und Féarbung sollten demnach weitgehend
standardisiert sein (59). Gleiche Fixierung und Farbung vermindert die Streuung
von Mefwerten zwischen den Praparaten. Beziglich der Probenaufbereitung sind
monodisperse Suspensionspriparate, die mittels Spinner oder Zytozentrifugen
hergestellt werden, anderen Praparationstechniken vorzuziehen (siehe Kapitel
2.1.2). Sie vermeiden Unterschiede in den Zelldichten, im Anheften der Zellen auf
dem Untergrund, dem Vorkommen von Schleim, Blutzellen, usw., wie sie bei den
in der Routine iblichen Ausstrich-, Aspirat-oder Abklatsch-Priparaten das
Erscheinungsbild der Zellen sehr beeinflussen kénnen. Suspensionspréparation
verringert daher entscheidend die Streuung von MeBwerten innerhalb eines
Préaparats. Eine solche Praparationstechnik setzt allerdings oft Methoden der Zell-
trennung voraus. Diese erfolgt durch mechanische und enzymatische Bearbeitung
des Biopsiematerials und erfordert besondere Sorgfalt, wenn die Zellen morpho-
logisch gut erhalten bleiben sollen. Neuerdings gibt es sogar Verfahren, um
Paraffinblockmaterial entsprechend aufzuarbeiten (23). Dies ermoglicht fir viele
Fragestellungen umfangreiche retrospektive Studien. Die ubliche Formalin-
fixierung des Materials und die notwendigen Schritte zur vollstidndigen Paraffin-
entfernung und nachfolgender Zellvereinzelung scheinen zwar eine globale DNS-
Histometrie z.B. nach Feulgen-Farbung noch zuzulassen, wirken sich jedoch auf
Kernmorphologie und besonders die Chromatintextur sehr nachteilig aus. Es
bleibt daher abzuwarten, ob sich fiir reine bildanalytisch-zytometrische Frage-
stellungen daraus neue Méglichkeiten ergeben.

Die nachstwichtigen Anforderungen sind an die Meftechnik zu richten. Um ein
moglichst sauberes Extinktionsbild eines Zellkerns zu erzielen, mu8 Scanning-
mikrophotometrie (SMP) oder Laserscanningphotometrie betrieben werden. Dabei
wird das Objekt nur mit einem mikroskopisch abzubildenden Lichtstrahl
abgetastet. Streulichtfliisse sind minimiert und das Signal-zu-Rauschverhaltnis
optimiert. Der Aufwand fiir das Abtasten des Préparats ist in der Regel sehr hoch.
Ein hiufig angewendetes Verfahren dazu ist der mechanische Vorschub des
Mikroskoptisches. Die schnellsten Tische haben Abtastfrequenzen von etwa
10 kHz. Beim bisher technologisch aufwendigsten Gerit geschieht die Abtastung
durch Laserstrahlablenkung mittels luftgelagerten ultraschnell rotierenden
Sektorspiegeln. Damit sind Abtastfrequenzen von 64 MHz méglich (siehe Kapitel
1.4).

Eine technologisch besonders einfache Methode ist es, das von einem Objekt in
Durch- oder Auflicht, Phasenkontrast oder fluoroskopisch erzeugte Mikroskopbild
okularseitig durch einen flichenhaften Detektor aufzunehmen. Ein solcher ist z.B.
die Photokathode einer Fernsehkamera oder ein Diodenarray. Das digitalisierte
Signal liefert dann eine Matrix von Bildpunkten, von denen jeder einzelne mit
einem bestimmten Grauwertumfang von z.B. 256 Graustufen dargestellt werden
kann. Der Nachteil des Verfahrens liegt in der gleichzeitigen Beleuchtung des
gesamten Gesichtsfeldes, in dem das interessierende Objekt liegt, und damit in
einer wesentlichen Verschlechterung des Signal-zu-Rauschverhiltnisses wegen
des unvermeidlichen Streulichtanteils. Ein weiterer Nachteil liegt zumindest bei
der Fernsehtechnik in der nicht vollig konstanten lokalen Empfindlichkeit des
Flachensensors, was zusammen mit Inhomogenitiaten bei der Ausleuchtung zum
sogenannten Bildfeldshading fiithrt. Dieses muB} vor der Bildauswertung korrigiert
werden.
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Ein wichtiger Punkt bei der bildanalytischen Messung liegt in der physika-
lischen und digitalen Auflésung. Die Grenzen dazu sind einerseits durch die
Physik der optischen Abbildung und andererseits durch das Scanningtheorem
gegeben, Ersteres besagt, daf} jeder selbstleuchtende Gegenstandspunkt auf Grund
der Beugungsphidnomene im wesentlichen an der Objektivapertur des Mikroskops
zu einem Beugungsscheibchen abgebildet wird. Sein Durchmesser betrigt

D=(1.22-0/A ,

wobei 1 die Wellenlinge des Lichtes ist und A die numerische Apertur des
Mikroskopobjektives. Mit tiblichen Werten von 1 = 550 nm und maximalen Aper-
turen von A = 1.2-1.4 ergibt sich D =~ 0.5-0.6 ym. Die maximale Auflésunga ist
dann durch den halben Durchmesser gegeben, also a = 0.25- 0.30 um. Die tatséch-
liche Auflésung ist wegen optischer Fehlerquellen und begrenzter lokaler Sensor-
empfindlichkeit sicherlich geringer. Eine eindeutige Information dariber liefert
nur die Messung der sogenannten Modulationsiibertragungsfunktion (MUF). Im
Idealfall wird dabei eine ortlich sinusformige Grauwertverteilung mit der Grau-
wertamplitude ag und<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>