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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 zusammenhangenden 
Probleme so darzustellen, daB 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 angefarbten Schnittpraparaten. Die Verfah­
ren reichen von der direkten Erfassung von MeBwerten im mikroskopischen Gesichtsfeld 
bis hin zur voll- oder teilautomatisierten hochauflosenden digitalen Bildanalyse. 1m 
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) erfaBt, 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 N atur. Es liegt 
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 Fallen aus, einfache metrische Parameter, 
wie ZellgroBen, und schon gar nicht nur Mittelwerte dieser GroBe iiber eine Stichprobe zu 
bestimmen. Die erforderliche Methode ist die Methode der hochauflosenden Bildana­
lyse, die es erlaubt, photometrische Merkmale (Anfarbung), globale morphometrische 
Merkmale (GroBe, Form), aber auch strukturelle bzw. texturelle Merkmale (Chromatin­
verteilung im Kern) in vielen Einzelheiten zu ermitteln und fiir die Diagnose zu 
verwenden (KapiteI2.4). 

In der Histometrie unterscheiden wir Bildinhalte gemiiB einer Objekt- und Struktur­
hierarchie, beginnend von den Einzelzellen bis zu Gewebsbestandteilen, wie GefaBe, 
Bindegewebe, Driisen, Driisenstrukturen usw. Hier gibt es eine Reihe von Aufgaben, die 
mittels quantitativer MeBtechnik gelost werden konnen (KapiteI2.3). Die entscheidende 
Frage ist dabei die Frage nach der Rechtfertigung einer immer mehr oder minder 
aufwendigen MeBtechnik. Wo kann sie sinnvoll eingesetzt werden? Gibt es Anwendun­
gen, bei denen das Problem ohne Messung iiberhaupt nicht gelost werden kann, und kann 
sie grundsatzlich auch nur annahernd 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 fUr die 
visuelle qualitative und die quantitative Vorgehensweise einander gegenubergestellt sind. 
Es sind dies die Aspekte der Informationsaufnahme (sensational level), des Erkennens 
(perceptual level) und des Verstehens (semantic level). 

Visuell 

Sinneswahrnehmung 

Objekt- und 
Strukturerkennung 

Bedeutungsanalyse 
(Falldiagnose) 

Erkennungsaspekte 

Quantitativ 

Bilderfassung 

Merkmalsgewinnung, 
Objektklassifikation 

Praparateklassifikation oder -gradierung 

Dieses Schema erlaubt, an ellllgen zytologischen und histologischen Beispielen die 
Rechtfertigung der quantitativen Vorgehensweise zu demonstrieren. Auf der Ebene der 
Sinneswahrnehmung ist es der Ersatz der individuellen Sinnesscharfe durch die immer 
gleichbleibenden und uberprufbaren physikalischen Eigenschaften der MeBapparatur 
z. B. des Bildanalysegerats. Wenn auch die "Auflosung" der Maschine, d. h. die 
raumliche Trennbarkeit zweier Nachbarbildpunkte, bzw. deren Unterscheidbarkeit 
anhand des Grauwertes, in vie len Geraten nicht mit der des menschlichen Auges 
konkurrieren kann, ist sie doch konstant und garantiert eine hohe Reproduzierbarkeit der 
Bilderfassung. 

Bezuglich des zweiten Aspektes der Objekterkennung anhand objektspezifischer 
Merkmale kann man unmittelbar einsehen, daB die visuelle Erkennung eine im hohen 
MaBe vergleichende ist unter Verwendung verfUgbarer Erfahrung, die um so groBer ist, je 
kurzer der zeitliche oder raumliche Abstand der Sinneswahrnehmung ist. Das visuelle 
Merkmal "kleinzellig" ist z. B. nur anwendbar, wenn der Eindruck der normalen 
ZellgroBe gegenwartig ist und die GroBenunterschiede ausreichend deutIich sind. Wie 
aber ist es bei flieBenden Ubergangen der ZellgroBe? Kann der Mensch die moglichen 
GroBenunterschiede absolut speich ern und jedes neue Praparat richtig einordnen? Er 
kann es nicht. Dazu kommt, daB Unterschiede von Haufigkeitsverteilungen selbst bei 
vergleichender Beobachtung nur sehr schwer erkennbar sind. Dazu gehoren 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, daB Bilder mit einer endlichen Anzahl verschieden groBer Objekte, die nach 
MaBgabe statistischer Testverfahren deutlich unterschiedlichen Grundgesamtheiten 
zugeordnet sein mussen, visuell nicht unterschieden werden konnen. Dasselbe gilt fur 
Gewebeschnitte mit stark streuenden aber statistisch signifikant unterschiedlichen Zell­
abstanden. Es ist damit klar, daB es Erkennungsaufgaben gibt, die uberhaupt nur durch 
Messungen zu losen sind. 

Dabei konnen die zu beurteilenden Merkmale, wie im obigen Beispiel die Zell- oder 
Kernflachen, sehr gut erkennbar und anschaulich, die in Frage kommenden Unterschiede 
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aber visuell nicht erfaBbar sein. Es konnen aber auch Merkmale zur Beschreibung von 
Bildinhalten Verwendung finden, die sich der unmittelbaren Anschauung iiberhaupt 
entziehen. Ein einfaches Beispiel dafUr ist die in der Zytometrie sehr bedeutende GroBe 
der totalen Kernextinktion. Sie ist direkt ein MaB fUr die Menge an Farbstoff im Kern und 
kann gemessen werden als Produkt aus der mittleren Kernextinktion und der Flache. Es 
ist praktisch unmoglich, beim ErkennungsprozeB diese beiden Parameter zu kombinieren 
und etwa kleine dunkle und groBe helle Objekte, noch dazu dann, wenn sie in 
Verteilungen vorliegen, als gleich oder ungleieh zu beurteilen. Je komplizierter die 
Merkmale aus mehreren einfachen Merkmalen zusammengesetzt sind, urn so weniger 
sind sie in der Regel anschaulich und damit erkennbar. Sie sind aber doch immer meB­
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 samtlichen, 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 sieher noch lange yom 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 Verzieht auf die visuelle Beurteilung ist fUr einige Aufgabenge­
biete der Zytologie denkbar, dagegen wegen der grbBen Vielfalt und unterschiedlichen 
Ausbildung von Gewebsstrukturen in der Histologie nur sehr schwer vorstellbar. 

Grundsatzliche Unterschiede zur Zytologie betreffen auch die Wechselwirkung zwi­
schen Mensch und Maschine. Wiihrend einige zytologische Probleme bei geeigneter 
Probenaufbereitung z. B. bei monodispersen Praparaten (KapiteI2.1.2) sicher vollauto­
matisch gelost werden konnen, wird die Histometrie immer die interaktive Auswahl fiir 
die Befunderhebung relevanter und fUr die quantitative Bearbeitung geeigneter Bereiche 
erforderlieh machen. Die Histometrie ist daher in ganz anderem MaBe benutzerorientiert 
als die Zytometrie und darauf angewiesen, mit relativ einfachen Methoden und nieht mit 
zu aufwendigen Maschinen und Rechenanlagen ihre Probleme zu losen. Dies ist sicher 
einer der Griinde dafUr, daB die einfachen Methoden der statistischen Morphometrie und 
Stereologie zuerst in der Histopathologie Anwendung gefunden haben (Kapitel2.2). Es 
war eine der Absiehten 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 Beitrage 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 beeinfluBt von Praparier- und Farbetechniken 
(Kapitel 2.1) und sie betreffen neben speziellen stereologischen Auswertungen unter 
anderem an photographischen Vorlagen (Kapitel 2.2) besonders die bildanalytische 
Histometrie (KapiteI2.3) und die Zytometrie (KapiteI2.4). Ein SchluBkapitel befaBt sich 
mit statistischen Analyseverfahren und technischen Hilfsmitteln (KapiteI3). 

Das Buch gibt somit einen Uberblick iiber die wiehtigsten 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 fUr die Histometrie von Bedeutung ist. 
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Wir hoffen, damit zu groBerem Verstiindnis fUr 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 verringem. 

Unser Dank gilt den Autoren und dem Verlag fUr Ihre Geduld bei der Fertigstellung 
des Buches. Besonders bedanken mochten wir uns bei den Mitarbeitem des Labors fUr 
Biomedizinische Bildanalyse der GSF, allen voran Frau dipl. math. U. Jutting fur Ihren 
unermudlichen Einsatz bei der redaktionellen Bearbeitung der Manuskripte. Frau 
E. Reinhard hat sich aufopfemd urn die Reinschrift und graphische Gestaltung der 
Tabellen bemuht. 

Munchen und Basel, im Sommer 1988 G.BURGER 

M. OBERHOLZER 

W. GassNER 
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Einfiihrung: Gestaltwahmehmung in der 
Histopathologie 
Wolfgang Gassner, Martin Oberholzer 

Phanomenologie ist die Lehre von den Erscheinungen: Phanomenologische 
Pathologie ist die Lehre von den vielgestaltigen krankhaften morphologischen 
Erscheinungen; sie kann auch als Pathomorphologie bezeichnet werden. Der 
diesem Buch zugrunde liegende Workshop hatte hauptsachlich 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 bewuBt, wie stark das 
ursprungliche Gewebsmaterial durch Fixierung, Dehydrierung, Einbettung, 
Schnittherstellung und Farbung artifiziell verandert worden ist. Das im histo­
logischen Praparat vorliegende Fixations-Farbebild wird denn auch seit Nissl als 
"Aquivalentbild" bezeichnet. Dieser Begriff meint, daB es den ursprunglichen 
lebenden Zustand des Organs, aus dem die Gewebeprobe stammt, widerspiegelt. 
Eine solche Aquivalenz setzt allerdings eine konstante und kontrollierte Prapa­
rationstechnik voraus. Damit ist ein sehr wichtiges Problem der Gewebs- und 
Zellpraparation angesprochen, das auch in der Morphometrie von Gewebe­
strukturen von groBer 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 beeinfluBt, sondern haufig 
auch durch den Betrachter selbst. GroBe Schwierigkeiten konnen bei der Beurtei­
lung eines Praparates mit einer ungewohnten Farbung eines Gefrierschnittes oder 
eines Schnittes nach Kunststoffeinbettung auftreten. 

Bei der Betrachtung eines Praparates 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 moglich - zusatzlich in die 
gangigen Klassifikationssysteme passen und die vereinbarten Nomenklaturen 
beriicksichtigen. Es ist selbstverstandlich, daB im Hinblick auf die genannten 
Voraussetzungen - Wissen, Erfahrung, Urteilskraft - individuelle Grenzen 
bestehen. 

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

Karl Lennert hat 1983 in seiner Eroffnungsrede bei der Jahrestagung der 
Deutschen Pathologen in Luzern als erste Voraussetzung fur erfolgreiches Arbei­
ten und Forschen in der Pathologie auf die Freude an der Morphologie und die 
Bedeutung der morphologischen Begabung hingewiesen. Morphologische 
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Begabung ist an ein hohes vi sue lIes Unterscheidungsvermogen und Gedachtnis 
gebunden. Visuelles Unterscheidungsvermogen basiert auf einer hochentwik­
kelten Fahigkeit zur Gestaltwahrnehmung. Gestalt im Sinne Goethes bedeutet 
mehr als nur Form oder Struktur. Gestalt umfaBt 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 erfaBt. 

Mit der Gestalttheorie und ihrer Beziehung zur morphologischen Krankheits­
forschung hat sich Doerr (3) in einem Editorial in Virchows Archiv ausfuhrlich 
auseinandergesetzt. Lennert (8) geht in der bereits erwahnten Eroffnungsrede 
dabei unter anderem auch auf die Gestaltphanomene 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 gehullt. In der Verhullung 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 soIl ein eigener Mechanismus der Informationsspeicherung und 
Verarbeitung im Hirn zugrundeliegen, der es z.B. dem Pathologen ermoglicht, 
ZelIen, Gewebsstrukturen und pathologische Strukturveranderungen, nachdem 
sie bereits fruher schon beobachtet wurden, sofort wiederzuerkennen. 

Ratio-morphe Begabung und zusatzliche ratio-morphe Schulung sind fur die 
diagnostische Pathologie von unschatzbarem Wert. In der Forschung ermoglicht 
die Fahigkeit zu ratio-morphem Denken aus einer Vielzahl ahnlicher Phanomene 
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. 

Fur den Begriff "Gestalt" in der deutschen Sprache gibt es in der englischen 
Sprache kein adaquates Wort; er kann deshalb nicht direkt ubersetzt, sondern 
mull umschrieben werden. Mit dem Begriff "Gestaltwahrnehmung" am nachsten 
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 aHem Underwood (10) ausein­
andergesetzt. Bei diesen Autoren wird der Begriff "Gestalt" aber meist mit dem 
stark vereinfachenden Be gri ff "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 "Fischgrat"-Muster in einem Fibrosarkom. 

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

Moderne naturwissenschaftlich gut fundierte Methoden ermoglichen es uns 
heute, aus histologischen Praparaten uber die morphologischen Befunde hinaus 
weitere zusatzliche Informationen zu gewinnen, die fur die Diagnose von 
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Bedeutung sein konnen. Wichtigste dieser erganzenden Methoden ist die Histo­
chemie, darunter besonders die Immunhistochemie und die Enzymhistochemie. 
Marker fur spezifische Zellstoffe (Sekretionsprodukte, Zellinhaltsstoffe) oder Zell­
und Gewebestrukturen helfen uns bei der Identifikation lichtmikroskopisch nicht 
und nur schwer unterscheidbarer oder identifizierbarer Zellen weiter und ermog­
lichen oft die Klassierung, die Bestimmung der Histogenese und die Beurteilung 
der Dignitat von Tumoren, die mit den ublichen Farbemethoden als unklar 
bezeichnet werden muBten. Die immunhistochemischen Techniken gewinnen 
durch die Anwendung monoklonaler Antikorper 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 moglich. Auf diese Art und Weise konnen zusatzlich zu 
bekannten morphologischen Phanomenen funktionelle, bisher verborgene 
Phanomene entdeckt werden, die nicht selten auch noch die Augen ffir zuvor nicht 
erfaBte morphologische Unterscheidungsmerkmale offnen. Die Grenzen der histo­
chemischen Methoden liegen oft in der Empfindlichkeit der nachzuweisenden 
Stoffe oder Strukturen gegenuber 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. 
Yom Kliniker werden daher moglichst objektive, reproduzierbare und - wenn 
moglich - quantitative morphologische Daten gefordert. Solche Daten sind 
besonders zur besseren Charakterisierung von Tumorvorstadien (Pracancerosen) 
erwfinscht. Sie konnen zur Beurteilung praneoplastischer Dysplasien, Borderline­
Lasionen und des Tumor-Grading wichtig sein. Objektive Daten alleine genugen 
aber noch nicht; sie mussen 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 gfiltige 
Nomenklatur angepaBte Diagnose fordern, wird oft ubersehen, daB 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 Heterogenitat 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. Heterogenitat ist bei vielen Tumoren die Regel. Sie sollte deshalb 
auch in der Tumordiagnostik berUcksichtigt werden. Bei heterogenen Tumoren 
wird die Tumorbiopsie oder ein Gewebsblock aus dem Operationspraparat oft nicht 
reprasentativ fur den ganzen Tumor sein. Am Operationspraparat stehen daher 
der makroskopische Befund und die Entnahme reprasentativer Gewebsstucke am 
Anfang der Diagnostik und sind fur die endgfiltige 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 Veranderungen. 

Schon 1912 hat Heidenhain (6) uber vergleichende Messungen an tierischen 
Geweben berichtet. Sie wurden an den Geschmacksknospen der Papilla foliata des 
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Kaninchens durchgefUhrt. Diese Arbeiten sollten einen Beitrag zu der Heiden­
hain'schen Teilkorper- und Protomerentheorie lief em. Diese Theorie hatte seiner­
zeit weitgehend Anklang gefunden, ebenso wie die von Heidenhain geschaffenen 
BegrifTe 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 modemen Physik. Heidenhains Schuler Jacobj (7) publizierte 1925 
seine Untersuchungen uber ZellkerngroBen unter Anwendung stereologischer 
Verfahren und beschrieb das rhythmische Kemwachstum. Der Titel einer von ihm 
1942 veroffentlichten Publikation (7) konnte 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 Fulle pathologischer Phanomene konfron­
tiert werden. ''Ein Phanomen ist etwas, das man erklaren kann, oder das man, 
wenn man mehr wUJ3te, erklaren konnte, oder wenigstens den Wunsch erweckt, 
man konnte 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 wahrend der 
letzten 30 Jahre in den morphologisch orientierten medizinischen und biologi­
schen Fachgebieten immer haufiger durchgeftihrt und haben auch in Pathologie 
und Anatomie groBe Bedeutung erhalten. Techniken, die Messungen an Struk­
turen ermoglichen, konnen unter dem Begriff "Morphometrie" zusammengefaBt 
werden. Die wichtigsten Techniken sind: Stereologie, geometrische Morphometrie, 
Analyse von Objektverteilungen, digitale Bildanalyse (pattern recognition) und 
syntaktische Strukturanalyse, die auf der "Nachster Nachbar-Methode" basiert 
(10) (siehe Kapitel1.2). 

Stereologie ist eine mathematische Methode, mit der tiber Axiome der geome­
trischen Wahrscheinlichkeit von einfachen MeBgroBen einer Struktur, die in einer 
Anschnittsflache erfaBt werden, auf raumliche (dreidimensionale) oder andere 
zwei- und eindimensionale Parameter dieser Struktur geschlossen werden kann. 
Die stereologischen MeBverfahren sind die altesten morphometrischen Verfahren; 
sie konnen ohne Hilfe von Computern durchgeftihrt werden. 

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

Neben der Bestimmung stereologischer und geometrischer Parameter dtirfte in 
Zukunft in der Morphometrie auch der quantitativen Erfassung von Objektvertei­
lungen in einem Testfeld eine steigende Bedeutung zukommen. Einer der Grtinde 
daftir ist die Moglichkeit, mit Hilfe moderner immunzytochemischer und anderer 
Techniken sowohl Molektile als auch Zellen spezifisch darstellen zu konnen. 

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 (siehe Kapitel 2.3, 2.4, 3.4). 
Bislang konnte die Methode nur mit groBeren 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 ermoglichen dtirfte. Bei der digitalen Bildanalyse werden Bilder 
(Muster) in Rasterpunkte oder homogene Bildelemente aufgelost. Dadurch werden 



8 

die Bilder in eine computergerechte Form gebracht. Die Raster- oder Bildpunkte 
werden als Pixels (picture elements) bezeichnet. Die Auflosungsqualitat der Bilder 
hangt von d'er Hardware ab und kann zwischen 128 x 128 und 1024 x 1024 Pixels 
pro Bildschirm schwanken. Die einzelnen Pixels wei sen unterschiedliche 
"Grautone" oder Grautonwerte auf, die ebenfalls in Abhangigkeit von der 
Hardware zwischen 16 und 256liegen konnen. 

Die syntaktische Strukturanalyse beruht auf der "N achster Nachbar-Methode" 
(siehe KapiteI2.3.2 und 2.3.3) 

B. Nomenklatur 

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

1. die Terminologie der Intemationalen Gesellschaft fur Stereologie berucksich­
tigt (27) und 

2. bei stereologischen Parametem das Referenzkompartiment angegeben wird. 

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

Beispiel (Abb. 1): Der stereologische Parameter "Oberflachendichte der 
Alveolarsepten bezogen auf ein Einheitsvolumen Lungengewebe" soUte als 
SV(ALS/LUNGE) abgekurzt werden. Die Bezeichnung S bedeutet Oberflache 
(§urface) 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 VV(ALSILUNGE) abgekurzt. 

Tabelle 1 gibt einen 'Uberblick uber die teils eigenwilligen, nicht standardisier­
ten Abkurzungen, die in der Knochenmorphometrie anzutreffen sind und die, 
wegen fehlender Einheitlichkeit, Vergleiche und Interpretationen der MeBresul­
tate stark erschweren. 

r----1 Oberflache der Alveolen 1-----, 

V(ALS/LUNGE> 

Volumeneinheit 
Lungengewebe 

in 

Abb. 1. Eine verstandliche, klare und vollstandige Nomenklatur fur 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 konnen grundsatzlich als Quotienten oder Funktionen dargestellt 
werden: 

Ais Quotienten: 

l:U(x) 
Xy(xIR) = . K 

l:P(R) 
(1) 

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

Y Flache (A), Volumen (V), Oberflache (S) oder Lange (L) von Anschnitten 
des Referenzkompartimentes R 

U(x) Anzahl Trefferpunkte des Testrasters uber Anschnitten des analysier­
ten Kompartimentes x, Anzahl DurchstoBpunkte zwischen den Linien 
des Rasters und der auBeren Begrenzung der Anschnitte von x oder 
Anzahl Anschnitte von x 

P(R) Anzahl Trefferpunkte des Testrasters uber Anschnitten des Referenz­
Kompartimentes R 

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

Ais Funktionen: 

(2) 

Gleichung (1) wird verwendet fUr die Berechnung stereologischer Parameter 
aus Trefferpunkten, DurchstoBpunkten oder Anzahl 'Strukturanschnitten; 
Gleichung (2) fUr die Berechnung stereologischer Parameter aus - meistens mit 
semiautomatischen oder automatischen Bildanalysegeraten gemessenen - Langen, 
Umfangen, Flachen oder der Anzahl von Strukturelementen. 

Fur die praktische Anwendung hat sich eine Unterteilung der stereologischen 
Parameter in "einfache" und "kombinierte" als sinnvoll erwiesen. In Tabelle 2 sind 
die gebrauchlichsten einfachen, in Tabelle 3 die wichtigsten kombinierten stereo­
logischen Parameter zusammengestellt. Ais kombiniert werden stereologische 
Parameter bezeichnet, die aus zwei oder mehreren einfachen abgeleitet und 
berechnet werden konnen. Die volumenbezogene numerische Dichte kann nach 
drei Methoden berechnet werden (Tabelle 3): Bei der Methode nach Weibel und 
Gomez (1962) (53) ist k' = KJp (K: Verteilungskonstante (siehe Weibel (51), 
p: Formkonstante), bei der Methode nach Floderus (21) ist k" = t + 2r - 2h 
(t: Schnittdicke; r: Radius der angenahert kugelf6rmigen 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 ReferenzgroBe Autoren 

Flachendichte AA(x/R) Flache Delesse (1847) (17) 
Volumendichte VV(x/R) Volumen Thomson (1930) (46) 

Glagoleff (1933) (23) 
Umfangdichte lola) BA(x/R) Fldche Weibel (1979) (51) 
Numerische Dichte 1- 1 NL(x/R) Lange 

1- 2 NA(x/Rl Flache 
Oberflachendichte 1- 1 SV(x/Rl Volumen Tomkeiff(1945) (47) 

Saltykov (1974) (41) 
Kurvaturdichte 1- 2 Kv(x/R) Volumen De Hoff (1967) (15) 
Formfaktor rho Takahashiund (45) 

Matsumoto (1980) 

a' 1: Langeneinheit 

kalotte), und bei der Methode nach Ebbeson und Tang (19) entspricht k'" = tl - ~ 
(t1: Dicke des Schnittes 1; t2: Dicke des Schnittes 2; wobei tl > t2). NA(xIR)1 
entspricht der flachenbezogenen numerischen Dichte des Strukturelementes x im 
Schnitt der Dicke tit NA(xIR)2 derjenigen im Schnitt der Dicke t2. (Zur Bestimmung 
der Dicke eines Schnittes siehe (51) und (36». Die Bestimmung der stereologischen 
Parameter, die keine Dimension aufweisen [z.B. VV(xIR»), ist unabhangig von einer 
etwaigen Orientierung der analysierten Strukturen. Bei der Berechnung der ubri­
gen Parameter mull eine aUfiHlige Orientierung der Strukturen oder Objekte in 
Betracht gezogen werden (14, 32, 52) (siehe Kapitel1.3). 
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D. Planimetrische oder geometrische morphometrische Parameter 

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

Der tiblicherweise benutzte kreisbezogene Formfaktor ist definiert als: 

A(x) 
F(x) = 4n _.c....:...._ 

C(x)2 
(Saltykov, 1974) (41) 

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

(3) 

A(x) und C(x) konnen mit semiautomatischen Geraten einfach und direkt 
bestimmt werden. Die Berechnung des kreisbezogenen Formfaktors ist aber auch 
mit Hilfe zweier einfacher stereologischer Parameter (AA{xIR) und BA{xIR) 1 
(Tabelle 2) und eines kombinierten stereologischen Parameters [A(R)l (Tabelle 3) 
moglich: 

(4) 

A(R) : Flache des Anschnittes des Referenzkompartimentes 

In Anbetracht der zunehmenden Verbreitung semiautomatischer und automa­
tischer Bildanalysegerate dtirfte Gleichung (4) kaum noch verwendet werden. 
Dennoch ist aus ihr ersichtlich, daB viele morphometrische Parameter grundsatz­
lich auch mit dem einfachen Punktezahlverfahren ermittelt werden konnen. 

Ein Uberblick tiber weitere Formfaktoren ist bei Oberholzer (36) gegeben. 
Umbricht (48) untersuchte die Zusammenhange verschiedener Formfaktoren von 
Kernanschnitten bei Mammakarzinomen untereinander. Dabei stellte sich eine 
enge Beziehung zwischen dem kreisbezogenen Formfaktor Fund dem tiber eine 
Fo~rier-Analyse ermittelten Formfaktor F(FOUR) (Abb. 2) heraus. In weiteren 
Untersuchungen stellten wir an Mammakarzinomen fest, daB der Formfaktor F 
eine hohe Sensitivitat, aber eine niedrige Spezifitat ftir Formveranderungen 
aufweist (24). Die Spezifitat der Kernpolymorphie wird am besten (in absteigender 
Rangfolge) mit den Konkavitatsfaktoren, der "Bending Energy" und den 
Elliptizitatsfaktoren erfaBt (24). 0sterby und Gundersen (38) verwenden die 
"Formfaktoren" 

(5a) 

und 

wobei (5b) 

S(x) : Oberflache des Strukturelementes x 
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F(FOURl 

F 

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

Vex) Volumen des Strukturelementes x 
lex) Lange des Strukturelementes x 
V(y) Volumen des Strukturelementes y 

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

(F )312 / I3 bzw. P / 13 mit 1 einer Langeneinheit (6) 

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

A(w) 
r = -----------------------------

[L (MEl) 2 + 4n A(W)J 0.5 - L(MEI) 

A(w) : Anschnittsflache der Arterienwand 
L(MEI) : Lange der Membrana elastica interna 

[L(MEI)2 + 4n A(w)J 0.5 - L (MEl) 
T = ------------

2n 

(7) 

(8) 

Cook und Yaws (11) schlagen fur die Morphometrie von Arterien folgende 
Hauptparameter vor: R, T (MED), Q (ME D) und T(W): 

L(MEI) 
R= 

2n 

R : Radius 

(9) 



T(MED) = [R2 + A(MED)/ nl 0.5 - R 

T(MED) 

R 
Q(MED) = 

DKL(W) - DKL(LUM) 
T(W) = 2 

T(MED) 
A(MED) 
T(W) 
DKL(W) 
DKL(LUM) 

Dicke der Tunica medica 
Anschnittsflache der Tunica medica 
Dicke der Arterienwand 
Kleiner Durchmesser der Wand 
Kleiner Durchmesser des Lumens 
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(10) 

(11) 

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

T(INTIW) = 
T(INT) 

T(w) 

die zuverlaBigsten GefaB-Morphometrie-Parameter sind. 

(12) 

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 Anschnittsflache der Muskelfaser­
querschnitte. Fur die Berechnung des Durchmessers sind folgende Formeln am 
besten geeignet: 

D(MUSC) = [A(MUSC)· 4nl 0.5 

A(MUSC) : Muskelanschnittsflache 

D(MUSC) = [DGR(MUSC) . DKL(MUSC)l 0.5 

DGR(MUSC): GroBter Muskelfaserdurchmesser 
DKL(MUSC): Kleinster senkrecht zu DGR(MUSC) stehender Durchmesser 

DGR(MUSC) + DKL(MUSC) 

2 
D(MUSC) = 

(13) 

(14) 

(15) 

(Eine Methode zur Berechnung des mittleren Durchmessers von I\apillaren 
wird im Abschnitt D angefuhrt.) 

Gundersen et al. (26) haben Methoden zur direkten Schatzung mittlerer Dicken 
oder Sehnenlangen von Strukturelementen vorgeschlagen. Fur die Messung der 
mittleren Dicke von Glomerulum-Basalmembranen hat sich das Verfahren von 
Gundersen und 0sterby (25) bewahrt. Dabei wird an zufalligen Stell en die Basal­
membrandicke (Ii) gemessen. 
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Aus diesen MeBdaten wird das hannonische Mi ttell(h) berechnet: 

n 
l(h) = (16a) 

n 1 
E 
i=l Ii 

n : Anzahl Messungen 

FUr die mittlere hannonische Basalmembrandicke gilt dann 

tot) = 0.849 • l(h). (16b) 

E. Spezielle morphometrische Parameter 

In der Morphometrie werden fur die Berechnung der einzelnen Parameter neben 
den klassischen stereologischen Axiomen weitere Axiome der geometrischen 
Wahrscheinlichkeitstheorie und Mathematik verwendet. Auf solchen Axiomen 
beruhen Verfahren zur Schatzung liingenbezogener numerischer Dichten, die 
"NachsterNachbar-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 wei teres 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 liingenbezogenen 
numerischen Dichte von Purkinje-Zellen des Kleinhirns. Ziel der Methode ist die 
Berechnung der Anzahl Purkinje-Zellen pro Langeneinheit der Linie, entlang der 
sie liegen. Die Lange dieser Strecke O(R» kann entsprechend der Fonnel von 
Buffon geschatzt werden: 

n d 
I(R) = - . EI(R) • -

2 m 
(17) 

I(R) : DurchstoBpunkte zwischen den parallelen Testlinien des Rasters und 
einerLinie 

d Abstand zwischen den Testlinien des Rasters 
m VergroBerung 

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

N(x) 2 
N L(xIR) = -- . 

~I(R) n 

m 

d 
(18) 

N (x) : Anzahl Anschnitte des Partikels x (z.B. Purkinje-Zellen) 



17 

• 
• 

c 
• 

• • • 
Abb. 3. "Nachster Nachbar-Methode" (siehe Text). • 

I IT 

Eine weitere Methode zur Bestimmung einer Art numerischen Dichte ist die 
"Nachster Nachbar-Methode "(nearest neighbour procedure) (10). Dabei wird nicht 
die Anzahl Struktur- oder Partikelanschnitte bezogen auf eine Referenzflache, 
sondern die Flache einer Referenzflache, die pro Struktur- oder Partikelanschnitte 
noch frei ist, geschatzt. Voraussetzung zur Anwendung des Verfahrens ist eine 
zufallige Verteilung der Strukturanschnitte. Aherne und Diggle (3) entwickelten 
die Methode weiter, urn sie von dieser Bedingung einer zufalligen Verteilung 
unabhangig zu machen, und fanden fur die mittlere Flache pro Struktur- oder 
Partikelanschnitte A(ST): 

n Anzahl Bestimmungen von "nearest neighbours" 
Xi Abstand zwischen dem Strukturanschni tt A und B 

(A wird zufallig ausgewahlt) (Abb. 3) 
Yi Abstand zwischen dem Strukturanschnitt B und C (Abb. 3) 

Die Messung von Xi und Yi erfolgt in 4 Schritten (Abb. 3): 

(19) 

1. Der Strukturanschnitt A wird zufallig ausgewahlt und der am nachsten 
gelegene Strukturanschnitt B festgestellt. 

2. Zur Strecke AB wird durch Beine Senkrechte gelegt. Dadurch entstehen 2 Teil­
flachen I und IT. 

3. Der B am nachsten gelegene Strukturanschnitt C in der Flache IT wird 
bestimmt. 

4. Die Strecken X (AB) und Y (BC) werden gemessen. 

Nach AbschluB der Messung wird· ein neuer Strukturanschnitt. A zufallig 
gesucht. Dieses Vorgehen wird n mal wiederholt. 

Haynes (28) publizierte ein Verfahren zur Schatzung der Lange von Kapillaren 
[L(CAP)]: 

L(CAP) = 
V(CAP) 

(20) 
4 

n 
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V(CAP) 
VCR) 
d(CAP) 

wobei 

VolumenderKapillaren:V(CAP) = VV(CAPIR) . VCR) 
Referenzvolumen 
Durchmesser der Kapillaren 

ni Anzahl Kapillaranschnitte im histologischen Schnitti 

(21) 

Eni : Summe der Kapillaranschnitte in allen ausgewerteten histologischen 
Schnitten 

Hunziker et al. (30) berechnen den Durchmesser von Kapillaren nach 
Gleichung (22): 

d(CAP) = 
EP(x) . d 

(22) 
n(x) 

p(x): Trefferpunkte eines quadratischen Testrasters fiber den Anschnitten der 
Struktur x (Abb. 4) 

n(x): Anzahl Sehnen der horizontalen Testlinien fiber 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 Lange von Kapillaren. 

Die Oberfliiche von Kapillaren (S(CAP) laBt sich nach Haynes (28) mit 
Gleichung (23) ermitteln: 

-----

V(CAP) 
S(CAP) = 4· -----­

Eqi / qi . d(CAP) 
(23) 

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 (EP(x) = 16; n(x) = 5). 
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£ F 

+ 

m 

+ 

2a 
(M-m) 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ + 

+ 

Abb. 5. Verwendung eines quadratischen Testrasters fur die Analyse von Partikelverteilungen 
(siehe Text). 

Fur verschiedene Fragestellungen ist die Verwendung von Orientierungspara­
metem notwendig (20,36,40,49). 

Verteilungen von Partikeln (Abb. 5) konnen mit Hilfe des Dispersionskoeffizien­
ten (CD) quantitativ erfallt werden. Dieser Parameter erlaubt eine Unterschei­
dung zwischen einer zufalligen oder regelmaBigen Anordnung von Partikeln oder 
Objekten oder einer Anordnung in Haufen (Clusters): Betragt CD = 1, sind die 
Partikel in der Testflache zufallig 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 
E 
k=l 

m 2 (mk- -) 
K 

CD = ----~------­
K-l 

K 

M 
(24) 

Die Bestimmung des Dispersionskoeffizienten ist einfach. Dafm wird ein 
quadratischer Testraster mit der Gesamtlache Fund K Boxen (= quadratische 
Teilflachen) verwendet; gezahlt wird die Anzahl Partikel (M) in der gesamten 
Testflache und in den einzelnen Teilflachen (mk). Diese MeBresultate werden 
durch zwei methodische Elemente beeinfluBt: 

1. Die GroBe der quadratischen Teilflachen (Boxen) in Bezug auf die geschatzte 
Flache der vermuteten Haufen und 

2. Die GroBe der Gesamtflache F. 

Die GroBe der quadratische~ Teilflache (a = FIK) soUte in Abhangigkeit der 
geschatzten Flache des vermuteten Clusters folgende Bedingungen erfullen (9): 
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0.33 • f ~ a < f 

f : Geschatzte Flache des vermuteten Clusters 

Die Gesamtflache F des Testfeldes ist dann genugend groB, wenn 

f ~ F· [ 
m'-0.8 v'M' 

5.9 Vi\? 
(9) 

(25) 

(26) 

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

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

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

ChiZ = CD . (K-l) (27) 

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

M / K ~ 3.2 . e-O.071K + e-O.0052K (Abb.6) (28) 

M/K 

4 

3 
1'\ 

~\ 
2 

, '. ~ ~i ];; ~. ) t-

fit; 
i~ 

[&" ,.. r--
,0~:' I'" . I ;;·.~t 'i)'0 1«:; ;) . ". 

0 
i 

K 

25 49 100 169 

Abb. 6. Verwendungsbereich der Chi2-Approximation zur Prilfung des Dispersionskoeffizienten 
(CD) auf Unterschiede von 1: Wenn bei einer vorgegebenen Anzahl Boxen K der Mittelwert der 
Anzahl Partikelanschnitte pro Boxe (MlK) den schraffierten Bereich ilberschreitet, kann die Chi2-

Approximation verwendet werden (siehe Text). 
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F. Korrekturen morphometrischer Parameter 

Korrekturen von MeBresultaten konnen dann notwendig werden, wenn Bedingun­
gen der stereologischen Axiome (z.B. zufallige Stichprobenauswahl, unendlich 
dfulne Schnitte, keine Orientierung (Isotropie» nicht erfullt 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
groBen oder dem unterschiedlichen Alter untersuchter Individuen Rechnung zu 
tragen. Aherne (2) verwendet z.B. als Korrekturfaktor fur die langenbezogene 
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: 

b· Vpostfix2 
p3/S = __ .....:... __ _ 

0.47·TLC·V 
(29) 

und 

q3/3 = 

b 

Vpostfix: 

TLC 
V 

1 
(30) 

Konstante in Abhangigkeit der GroBe des effektiven Luftraumes der 
Lunge 
Lungenvolumen nach Fixation (nach der Methode von Archimedes 
gemessen) 
Intravital gemessene totale Lungenkapazitat 
Standardisiertes Lungenvolumen: z.B. 2500 cm3 

Der Exponent 3/3 in Gleichung (29) und (30) ist der Dimension des zu korrigie­
renden stereologischen Parameters anzupassen, z.B. sind volumenbezogene Ober­
flachendichten (Dimension: P) mit p1/3, Flachen (Dimension: 12) mit q2/3 zu multi­
plizieren. 

Volumenbezogene Volumen- (V), Oberflachen- (S), numerische (N) und 
Langendichten (L) werden fur Vergleiche zwischen verschiedenen Spezies mit 
unterschiedlicher OrgangroBe folgendermaBen korrigiert (37): 

Yeo) 
Zy(xIR) = Zy(xIR)' . VY(RJO)· OG . 100 

Zy(xIR) 
Zy(xIR)' 
VY(RJO) 
Yeo) 
OG 

Korrigierter stereologischer Parameter (Z: V, S, N oder L) 
U nkorrigierter stereologischer Parameter 
Volumenanteil des Referenzkompartimentes R am Organ 0 
Volumen des Organes 0 
Standardisiertes Organgewicht (z.B. 100 g) 

(31) 
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Bei morphometrischen Untersuchungen sollte die Wahl der morphometrischen 
Parameter nach einer sorgfaltigen Analyse der Fragestellung an erster Stelle 
erfolgen. FUr die anschlieBenden Messungen ist ein schrittweises Vorgehen 
angezeigt: 

1. Schatzung der Werte und Uberpr\ifung der Tauglichkeit der vorgesehenen 
Parameter in einer Pilotstudie; 

2. Festlegung der notwendigen GroBe der Stichprobe in Abhangigkeit der Resul­
tate der Pilotuntersuchung und 

3. Bestimmung der erforderlichen Korrekturverfahren und Festlegung des Stich­
probenauswahlverfahrens. 

Nur ein solches schrittweises Vorgehen f\ihrt zur richtigen Parameterwahl, zu 
einer erfolgreichen morphometrischen Untersuchung und verhindert, daB 
Morphometrie zur "l'art pour l'art" wird. 
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1.2 Vom Punktezahlen 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 Veranderungen in 
Bezug auf die Auftrittswahrscheinlichkeit und GroBe interessierender Objekte, 
aber auch Veranderungen in der Anordnung der Objekte, die zwar auffallen 
mogen, 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 groBe Vielfalt an 
Methoden, die aber jede fur sich ganz unterschiedliche Anwendungsbereiche 
eroffnen. 1m folgenden sei nun eine gewisse Hierarchie der Quantifizierungs­
wei sen aufgebaut, die im wesentlichen die Unterschiede und Probleme heraus­
stellt, welche sich durch die verschiedenen Methoden ergeben. AuBerdem wird 
eine Entscheidungshilfe zur Versuchsplanung geboten, urn dem ungeubten 
Anwender einen Zugang in die Methoden der Quantifizierung zu bieten. Nicht 
behandelt werden die speziellen Verfahren, fur die auf die entsprechende 
Fachliteratur verwiesen wird. Ein Literaturverzeichnis, keinesfalls vollstandig, 
ist beigefugt. 

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

Punkteziihlen, als terminus technicus der "klassischen" Stereologie, 
Interaktive Erfassung fur die Digitalisierung von Wegen in Bildfeldern, 
Automatische Erfassung mit interaktivem Eingriffsowie 
Vollautomatische Erfassung fur die Digitalisierung von ganzen Bildfeldern. 

Eingegangen wird im wesentlichen auf die quantitativen MeBparameter 
(Merkmale), die durch die unterschiedlichen Methoden erfaBt werden konnen. 
Beim Ubergang von der visuellen, qualitativen Beurteilung zur Messung tritt 
dabei die entscheidende Schwierigkeit auf, daB die zur Verfugung ,stehenden 
Merkmale selten genau die visuellen Eigenschaften widerspiegeln und im Hin­
blick auf die Fragestellung immer wieder kritisch interpretiert werden mussen. 
Nicht eingegangen wird auf die statistische Auswertung mit dem Ziel einer Klas­
sifikation, (siehe Kapitel 3.2), auBer im Zusammenhang mit der Qualitats­
beurteilung der Merkmale. 
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B. Punktezahlverfahren 

Das Punktezahlverfahren, auch Treffermethode genannt, ist die Methode der 
"klassischen" Stereologie zur Bestimmung von sogenannten Dichten oder anderer 
Parameter (siehe Kapitel1.1 und 1.3). Eine Dichte bezeichnet die Wahrscheinlich­
keit fUr das Auftreten einer gewissen interessierenden Struktur bezogen auf eine 
Referenzstruktur, wobei die Referenzstruktur die interessierende umfassen muB. 
Die am haufigsten verwendete Dichte ist die Volumendichte Vy, also die 
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten eines interessierenden Objektvolumens a 
innerhalb des Referenzvolumens. Eine Vielzahl anderer Parameter wird verwen­
det, die unterschiedliche Referenzstrukturen haben k6nnen, so daB auch hier 
Hierarchien entstehen. 

Das Punktezahlverfahren basiert auf einem wiederholten Zufallsexperiment. 
Ein Punkt wird zufallig in das auszumessende Bildfeld geworfen (Abb. 1). Das 
Verhaltnis der Punkte Pa, die die interessierende Struktur a treffen, zur Anzahl 
der Punkte P die insgesamt uber die Referenzstruktur geworfen wurden, Hefert 
einen Schatzwert fur die Volumendichte 

PalP = Va/V = Vy 

oder 

P(x)IP(R) = V(x)N(R) = Vy(xIR) 

x: Objekt 
R: Referenzstruktur 

(1) 

(2) 

Die Notation wurde verkurzt gewahlt, wie sie in Underwood (1970) (2) und Weibel 
(1979) (3) verwendet wird. Die Qualitat dieses Schatzwertes, seine Nahe zur wirk-

Abb. 1. Schnitt eines Rattenherzen, tuscheperfundierte Kapillaren, mit eingezeichneten Kapillar­
grenzen und Zufallstreffern (Pp = 149/1937 = 0.077) (Frau Lauk, GSF, Abteilung fur Strahien­
bioiogie). 
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Abb. 2. Beispiel wie in Abb. 1 mit eingeblendetem Ziihlgitter fur Referenz (grob) und Objekte (fein) 
(Pp = 97/ (64 x 16) = 0.095) . 

lichen Volumendichte allein innerhalb des ausgewahlten Bildfeldes, hangt von der 
Anzahl der uber die Referenzstruktur geworfenen Punkte sowie von deren Zufalls­
auswahl abo Diese Zufallsmethode wird praktisch nicht angewendet, da das Zahlen 
der so verteilten Punkte beschwerlich ist. Sind die Objekte in ihrer Lage zufallig 
verteilt, dann kann man auch ein regelmaBiges Punktegitter uber das Bildfeld 
legen, wobei leicht auch unterschiedliche Gitterabstande fUr die Referenzflache 
(groB) und die interessierende Objekte (klein) verwendet werden konnen (Abb. 2). 
Fur die Bestimmung von Oberflachendichten wird ein Linienraster verwendet und 
die Anzahl der Schnittpunkte von Linien Ia (Intersections) mit Objektrandern 
gezahlt. Die Oberflachendichte Sv ergibt sich dann mit der Lange L der Linien des 
Rasterszu 

Sv = 2 . IL = 2 . Ia / L = 2 L(x) / L(R) , (3) 

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

Das Punktezahlverfahren stellt eine integrale Messung dar. Man erhalt keine 
Verteilungen, sondern nur relative Mittelwerte. Man bezeichnet die der Messung 
zugrunde liegenden Merkmale deshalb auch als statistische Merkmale. Die Vali­
dierong der Schatzwerte ist oft nicht einfach, da die Voraussetzungen an die Ran­
domisierung der Messung bei der Auswahl der Bildfelder nicht immer leicht zu 
erfullen 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 
Kapite13.1). . 

Die Messung ist auBerordentlich einfach. Zusatzlich zur normalen Ausrustung 
erfordert sie nur die Zahlraster, fur die in der stereologischen Literatur viele 
Beispiele gegeben werden, ebenso wie Erlauterungen zur eigenen Herstellung 
solcher Raster. Gunstig 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 
Auszahlen der Bildfelder. Zusatzlich ergibt sich ein nicht vernachlassigbarer 
Aufwand, wenn nicht an Hand der Originalbilddarstellung, dem Mikroskop oder 
Elektronenmikroskop direkt gezahlt werden kann. In diesem Fall sind geeignete 
apparative Projektionsmoglichkeiten zu schaffen, oder es mussen die Bildfelder 
photographiert und photographische Abzuge angefertigt werden, was Arbeit 
macht und Fehlerquellen in sich birgt. Hier kann es sich zeigen, daB bei genugend 
hohen Anforderungen an die Menge der auszuwertenden Bildfelder langerfristig 
eine Anschaffung eines Bildverarbeitungssystems sinnvoll wird, welches es 
erlaubt, die Punktezahlung mittels eingeblendeter Zahlraster an einem TV­
Bildschirm durchzufuhren (siehe Kapitel 3.3). Es solI hiermit angedeutet werden, 
daB die fur andere undJoder kompliziertere Messungen sinnvollen automatischen 
Einrichtungen ebenfalls fur das Punktezahlen verwendet werden konnen. Dies 
bietet sich insbesondere an, wenn beispielsweise fur Pilotstudien der hohe 
Aufwand zur Entwicklung von MeBprozeduren beziehungsweise fur den inter­
aktiven Eingriff gescheut oder noch nicht notwendig wird. Generell laBt sich 
sagen, daB in der gewahlten Hierarchie yom Punktezahlen 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 
Qualitatsanalyse der Ergebnisse zusammenfassen. 

Sie bilden den "Korper" der klassischen Stereologie. Durch Anwendung grund­
legender statistischer Verfahren, wie bereits erwahnt z.B. der Varianzanalyse von 
Schatzwerten fUr Verhaltnisse, sowie moglichst guter Kenntnis und Kontrolle des 
Materials, lassen sichjedoch diese Probleme beherrschen. 

C. Die interaktive Erfassung 

Die interaktive Erfassung erfordert zusatzlich zur normalen Ausstattung zumin­
dest ein Digitalisiertablett, gekoppelt mit einem Microrechner (siehe KapiteI3.4). 
Das Priniip der interaktiven -Erfassung ist die moglichst genaue Messung 
einzelner Objekte, d.h. die Verringerung der MeBvarianz von einzelnen Objekten 
im Vergleich zum Punktezahlen. Jedes auszumessende Objekt wird dabei 
moglichst genau mit einer Markervorrichtung (Fadenkreuz oder Griffe!) auf dem 
Digitalisiertablett umfahren. Hierbei wird der gefahrene Weg in eine Folge von 
Koordinaten zerlegt, die den Weg approximiert. Diese Koordinatenfolge kann nun, 
abhangig von der im Mikrorechner vorhandenen Software, ausgewertet werden. 

Die MeBparameter sind jeweils bezogen auf einzelne Objekte, unter anderem 
Randlange (Weglange), eingeschlossene Flache, Kriimmung, Feretdurchmesser, 
Kaliber, Chordlange, wobei die Genauigkeit v-on der Anzahl der Kooordinaten, 
also des Digitalisiertaktes sowie von den in der Software angewendeten Verfahren 
zur Approximation des Weges zwischen den Koordinatenpunkten abhangt. Abb. 3 
solI andeutungsweise das Vorgehen und einige ausgewahlte Parameter illustrie­
ren. Die MeBwerte gehoren zu geometrischen Merkmalen, die den einzelnen 
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Abb. 3. Beispiel fur 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 Punktezahlen dar, die mit e.rheblichem 
manuellem Aufwand erkauft werden muB. 

Da jedes Objekt im Bildfeld umfahren werden muB, ist die interaktive Erfas­
sung aus Aufwandsgrunden nicht fur die einfachen stereologischen Messungen 
geeignet. Hier hat sich die Punktezahlmethode als effizienter erwiesen (4 - 7). 

Die Vorteile der Methode liegen neben dem Erzielen von Merkmalsvertei­
lungen in der hoheren Anzahl der MeBparameter, in ihrer geringeren MeBvarianz 
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im Gegensatz zum Punktezahlen, der relativ guten Reproduzierbarkeit der Einzel­
messung und in der einfachen Handhabung. Der N achteil dieses Verfahrens liegt 
im wesentlichen im groBeren Aufwand zum Umfahren der Objekte. Ein Digitali­
siertablett oder ein entsprechendes Lichtgriffel-Monitorverfahren kann selbstver­
standlich auch fUr das Punktezahlverfahren eingesetzt werden. Dieses V orgehen 
ermoglicht dann eine schnelle on-line-Markierung, Zahlung und Verarbei tung der 
Primarparameter (Trefferpunkte, DurchstoBpunkte, Anzahl Objektanschnitte 
usw.), die jedoch - wie oben erwahnt - weniger effektiv ist wie die Hand-Auge­
Methode. 

D. Automatische Erfassung mit interaktivem Eingriff 

Bei dieser Methode wird das gesamte zu messende Bildfeld in digi talisierter Form 
in einem Speicher abgelegt. Die Digitalisierung erfolgt meistens mit einer TV­
Kamera oder einem Scanningphotometer tiber einen Analog-Digital-Wandler. 
Dies erfordert einen recht hohen Aufwand an Speicherkapazitat 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 konnen oder 
mtissen interaktiv untersttitzt werden. Hierbei kann die Segmentation zu 
messender Objekte verbessert und die Objekte selbst konnen ge16scht oder 
ausgewahlt werden. Diese interaktive Eingriffsmoglichkeit ist der Unterschied zu 
der spater besprochenen vollautomatischen Erfassungsmethode. 

Basierend auf dem digitalisierten Bild konnen zusatzlich zu den vorher bespro­
chenen statistischen und geometrischen Merkmalen noch topologische und 
optische bzw. photometrische Merkmale gemessen werden. Topologische Merkmale 
sind unter anderen: ZusammenhangsmaBe, AbstandsmaBe und UmgebungsmaBe, 
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 Anfarbung 
bemessen. Auch hier konnen lokale Transformationen angewendet werden, so daB 
z.B. die Gradienten innerhalb von Objekten oder an ausgezeichneten Punkten im 
Bild bestimmt werden konnen (Abb.5). Dies sind nur einige Beispiele, da 
prinzipiell keine Grenzen fUr die angewandten Verfahren existieren auBer dem 
hierfUr notigen 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 rechneradaquate Reprasentation des a-priori Wissens ist und die 
unter Verwendung der Wissensbasis aufgrund der MeBwerte Vergleiche 
vornehmen und Entscheidungen treffen konnen. 

Mit der halbautomatischen Vorgehensweise wachst der Hard- und Software­
auf wand. Die bildanalytischen Probleme steigen, aber unterscheiden sich 
qualitativ nicht von denen der vollautomatischen Bildanalyse. Das entscheidende 
Problem ist die Gewahrleistung einer schnellen und bequemen Eingriffs­
moglichkeit in das Bild. Der Zeitaufwand hierftir wird in aller Regel tiberschatzt. 
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Abb. 4. Beispiele fUr topologische Merkmale: 

:1: 
a) Richtungsabhangige Nachbarschaftsbestimmung. Abstande kleiner x in zwei Richtungen sind 
weill und hellgrau markiert. 
b) Richtungsunabhangige Nachbarschaftsbestimmung. Abstande 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 
Einflullzonen 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 (siehe Kapitel 2.4.1). Echte Probleme konnen entstehen in der 
MeBgenauigkeit, da menschliche Eingriffe den ublichen individuellen Schwan­
kungen unterliegen, und in der Beschrankung auf heuristische MeBaufgaben, die 
der visuellen Wahrnehmung entsprechen. Aus diesen Grunden sollte sich der 
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Abb. 5. Beispiele fUr photometrische Merkmale anhand von arithmetischen Bildtransformationen 
jeweils mit eingeblendeten Histogrammen: 

:1: 
a) Originalgraubild. 
b) Laplacetransformation (3 x 3 approximiert). 
c) Gradientengraubild (3 x 3 Robertsgradient). 
d) Geglattetes Originalbild (4 x 4 rekursiv) . 

interaktive Eingriff des Beobachters immer auf bildrestaurierende oder objekt­
kennzeichnende MaBnahmen beschranken und so wenig wie moglich 'messenden 
Charakter haben. Die eigentliche Messung soUte mi t Strategien durchgefuhrt, wie 
sie im folgenden fUr die vollautomatische Vorgehensweise beschrieben werden. 

Nicht unerwahnt bleiben durfen die Probleme der Interpretation von MeB­
groBen durch den Anwender, da sich nahezu aIle quantitativen Merkmale, 
insbesondere die topologischen Merkmale, nur schwer mit der Anschauung in Ein-
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klang bringen bzw. erkHiren 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 KapiteI2.4.1). 

E. Vollautomatische Erfassung 

Eine Einrichtung zur vollautomatischen MeBdatenerfassung unterscheidet sich 
geratemaBig kaum von den vorher besprochenen automatischen Einrichtungen 
mit interaktivem Eingriff. Der Unterschied liegt im weitaus groBeren 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 ausgedruckt: Bei den vorher 
beschriebenen V orgehensweisen lag die Auswahl der zu messenden Objekte sowie 
die Bestimmung der Objektgrenzen (Segmentation) zum Teil oder uberwiegend 
beim Anwender. Bei der vollautomatischen Erfassung muB das Bildverarbeitungs­
system aufgrund von Objektbeschreibungen (Modellen), die in Form von Algorith­
men und Relationen vorliegen, die Entscheidung uber zu akzeptierende und zu 
messende Objekte sowie deren Begrenzungen (Segmentation) selbst treffen. 

Am Beispiel eines MeBprogrammes soIl die Vorgehensweise erlautert werden 
(Abb. 6) (siehe 15 - 17). An zytologischen Ausstrichen von Schilddrusen Feinnadel­
punktaten solI 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 
mikrofollikularen Struktur sind (.M.) oder nicht (.N.) und Kerne, die fUr eine 
globale Messung verwendet werden durfen (..F) oder nicht ( .. N). (Man beachte die 
Punkte zur Zeichenmarkierung.) 

Es ergibt sich dann folgende Vorgehensweise: 

1. Positionierung des Sensors (Auswahl des zu messenden Bildfeldes) und Digita­
lisierung des Bildfeldes (Abb. 6a) 

2. Segmentation derThyreozyten einschlieBlich Grobauswahl (Abb. 6b) 
3. Zerlegung zusammenhangender Thyreozyten (Markierung I.. oder N .. ) 

(Abb.6c) 
4. Erkennung von mikrofollikularen Strukturen (Markierung .M. oder .N.) 

(Abb.6d) 
5. Objekte, die fUr eine globale Messung nicht gezahlt werden diirfen, lief ern die 

Markierung .. N oder .. F (Abb. 6e). 
6. Messung von Flache, Umfang und mittlerer Dichte aller gefundenen Thyreo­

zyten mit Markierungen entsprechend den Verfahrensschritten 3, 4 und 5 
7. Speicherung der MeBdaten einschlieBlich der Markierungen sowie ,Erzeugung 

von Verteilungen (Abb. 6f) 

Die gespeicherten MeBdaten konnen nun abhangig von verschiedenen Frage­
stellungen ausgewertet und mi teinander verglichen werden. Zum Beispiel: 

- Vergleich aller Thyreozyten, die Teil einer mikrofollikularen Struktur sind, 
mit denen, die nicht aus einer solchen stammen: 
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T.M. =? = T.N. 

Vergleich aller isoliert liegenden Thyreozyten mit allen zusammenhangenden: 

TI.. =? = TN .. 

Vergleich aller isoliert liegenden, nicht aus einer mikrofollikularen Struktur 
stammenden, mit allen solchen aus mikrofollikularen Strukturen: 

TIN. = ? = T.M. 

Mittlere Flache allerThyreozyten (I:T .. N / Anzahl) 

Flachendichte aller Thyreozyten (I:T .. N / MeBflache oder Referenzflache) (nur 
giiltig fUr 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 MeBreihe mit mehr oder weniger veranderten MeBprogrammteilen wieder­
holt werden, ohne daB 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 konnen die MeBergebnisse verwendet werden, um Objekte mit 
besonderen Eigenschaften aufzufinden und gehauft dem Betrachter (Anwender) 
vorzufiihren. Ein Trainingssystem kann aufgebaut werden. Dies fUhrt dann zu den 
bereits oben erwahnten Expertensystemen, die einerseits lernend aufgebaut sind, 
aber andererseits auch Anwender trainieren konnen. Es ist hierbei zweitrangig, ob 
das Bildmaterial in digitaler Form gespeichert ist oder uber gespeicherte Prapa­
ratkoordinaten am Mikroskop repositioniert werden kann (siehe auch Kapitel1.4). 
AbschlieBend seien zur vollautomatischen Erfassung noch die empfehlenswerten 
Anwendungsbereiche, die Vorteile und die entstehenden Probleme aufgefuhrt. 

Die Anwendungsbereiche entsprechen denen bei automatischen Einrichtungen 
mit interaktivem Eingriff, wobei das Schwergewicht auf groBen langandauernden 
MeBreihen liegt. Die Vorteile bestehen in der Entlastung des Anwenders von der 
Routine, der einfachen Wiederholbarkeit ganzer MeBreihen und in der hohen 
Anzahl moglicher MeBparameter, wobei bereits wahrend der Messung Auswahl­
entscheidungen getroffen werden konnen. 

.. Abb.6. Beispiel fur eine vollautomatische Mel3prozedur (siehe Text): 

:1:1; 
a) Original Thyreozytenbild. 
b) Objektsegmentation. 
c) Zerlegung zusammenhangender Objekte. 
d) Bestimmung follikularer Strukturen. 
e) Bestimmung der Objekte fur eine Dichteschatzung. 
f) Darstellung einiger Flachenverteilungen. 
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Die Probleme entsprechen denen bei automatischen Einrichtungen mit inter­
aktivem Eingriff. Zusatzlich ist die Modellierung (Beschreibung) der zu 
messenden Objekte quantitativ bzw. algorithmisch zu geben. Ais Zukunfts­
ausblick sind Einrichtungen denkbar auf der Basis eines vorher erwahnten 
Expertensystems, die verbale Eingabe der Objektbeschreibungen gestatten. Die 
Qualitat der gesamten Messung hangt von diesen Beschreibungen abo Es gilt der 
Grundsatz: Die Formulierung der Frage (Beschreibung) an das Material beinhal­
tet die mogliche Antwort. Fur aIle 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 EinfluB der Praparation bei automatischen 
Messungen besonders hoch ist (siehe KapiteI2.1). 

Der Aufwand verlagert sich in zunehmendem Mal3e weg von der Datenerfas­
sung und -messung auf die Entwicklung der MeBprozeduren, wobei im wesentli­
chen der Bildanalytiker gefordert ist. 

F. Zusammenfassung 

Die gewahlte Gliederung vom Punktezahlen zur Bildanalyse entspricht in etwa 
der naturlichen Vorgehensweise zur Quantifizierung von Bildern. Ausgehend von 
der Bestimmung relativ einfacher Parameter (statistische Merkmale z.E. 
Volumendichte) werden immer verfeinertere Mel3methoden angewandt (geometri­
sche, photometrische, topologische Merkmale), die mit immer grol3erem Mel3auf­
wand (lokale Auflosung) und Aufwand an methodischem Wissen (Bildanalyse) 
verbunden sind. Hierbei mul3 mehr und mehr das Wissen des Anwenders (z.E. 
Pathologen) in quantitative Beschreibungen ubertragen 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. Aul3erdem sollte eine mogliche Vorgehensweise 
skizziert werden, die den Anwender (z.B. Zytologen und Pathologen) wie auch den 
Bildanalytiker so in gemeinsame Losungsstrategien einbezieht, dal3 fur beide 
Seiten Fortschritte moglich werden, ohne uberzogene Forderungen an eine Seite 
zu stellen. Gerade im Bereich der bildhaft vorliegenden Informationen ist diese 
enge Zusammenarbeit unumganglich. Die immer exaktere verbale Beschreibung 
der zu untersuchenden Bilddaten erleichtert einerseits die Konzeption und 
Programmierung von automatischen Auswerteroutinen, andererseits erlaubt sie 
eine verstandliche Interpretation und Beurteilung von Messungen. Eine exakte 
Beschreibung von normal en und pathologischen Bildern zusammen mit moglichst 
kompletten anamnestischen Daten und solchen von Folgeuntersuchungen von 
Patienten sowie die Implementierung moglichst vieler Mel3methoden und 
Ergebnisanalysen fuhren 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 Punktezahlen zur Bildanalyse". 

Literatur 

Einfuhrungen in die Stereologie: 

1. Gundersen HJG (1980) Stereology or how figures for spatial shape and content are obtained by 
observation of structure in sections. Microscopica Acta 83:409 
Kurze ubersichtliche EinfUhrung. 

2. Underwood EE (1970) Quantitative Stereology. Addison-Wesley, Reading (Mass.) 
Empfehlenwerte Einstiegsliteratur fur stereologische An{anger, gewisse Orientierung zu 
"Material-Science ". 

3. Weibel ER (1979) Stereo logical methods. Vol 112 Academic Press, London New York Toronto 
Sydney San Francisco. 
Breiter gefa/3te Einstiegsliteratur mit Orientierung zur "Life-Science ". 



38 

Experimententwurf: 

4. Cochran WG (1977) Sampling techniques. Wiley, New York 
Ein Buch fur die technische Anwendung voller Formeln. Sehr gunstig zum schnellen Aufsuchen 
notwendiger Formeln sowie deren statistischen U mfeldes. 

5. Gundersen HJG (1980) Sampling efficiency and biological variation in stereology. Mikroskopie 
37 (Suppl):143 
Einfache Beschreibung fur Verhaltnisschatzwerte und deren Beurteilung. 

6. Gundersen HJG, Boysen M, Reith A (1981) Digitiser-tablet or point counting in biomorpho­
metry? Stereol acta 3 (Suppl1):205 
Ein Vergleich von Punkteziihlmethoden und interaktiver Erfassung. 

7. Stuart A (1976) Basic ideas of scientific sampling. Griffin, London. 
Eine praktische, formellose Einfuhrung zum Entwurf statistisch abgesicherter Experimente, fur 
die stereologische wie auch bildanalytische Vorgehensweisen gut anwendbar. 

Theorie in der Stereologie: 

Fur weitergehend lnteressierte seien hier einige Titel angegeben, die teilweise sehr mathematisch 
die M ethoden der Stereologie herleiten. 

8. Kendall MG, Moran PAP (1963) Geometrical probability. Griffin, London 
9. Matheron G (1975) Random sets and integral geometry. Wiley, New York 
10. Santalo LA (1953) Introduction to integral geometry. Hermann, Paris 
11. Santalo LA (1976) Integral geometry and geometric probability. Addison-Wesley, London 

Einfuhrungen in die Bildverarbeitung und -analyse: 

12. Kazmierczak H (ed) (1980) Erfassung und maschinelle Verarbeitung von Bilddaten. Akademie­
Verlag, Berlin 
Einfache und ubersichtliche Behandlung der Methoden der Bildverarbeitung und der Geriite­
technik. 

13. Pratt WK (1978) Digital image processing. Wiley, New York 
Behandlung der arithmetischen Verfahren in der Bildverarbeitung. Sehr gunstig zum Verstiind­
nis der in kommerziell angebotenen Geriiten verwendeten Verfahren. 

14. SerraJ (1982) Image analysis and mathematical morphology. Academic Press, London. 
ErschOpfende Behandlung morphologischer und topologischer Verfahren in der Bildanalyse 
unter Beachtung stereologischer Fragestellungen. Die durchgiingig verwendete mengentheore­
tische Nomenklatur erschwert etwas die Lekture. 

Beispiele vollautomatischer Erfassung 

15. Gais P, Rodenacker K, Jutting U, Abmayr W, Burger G (1981) Modelle zur automatischen 
Befundung medizinischer Praparate. In: Radig B (Hrsg) Modelle und Strukturen. Informatik 
Fachbericht, 49. Berlin:204 

16. JuttingU, Gais P, Rodenacker K, Schenck L', BurgerG (1983) Analyse von Objektagglome­
raten in Bildern. In: Kazmierczak H (Hrsg) Mustererkennung 1983. VDE-Fachberichte, 
Berlin: 137 

17. RodenackerK, JuttingU, GaisP, BurgerG (1983) Automatical image analysis in cytopatho­
logy. Acta Stereol1983 21suppl 1:125 



1.3 Quantitative Verfahren der histologischen 
Strukturanalyse unter Beriicksichtigung 
verschiedener Ordnungsprinzipien 
Siegfried Eins 

A. Einleitung 

In den anorganischen ("exakten") Wissenschaften hat die zahlenmaBige Beschrei­
bung von Beobachtungen eine lange und erfolgreiche Geschichte. In den Arbeiten 
der Schule des Pythagoras sehen wir bereits einen H6hepunkt dieses Ansatzes. In 
den Biowissenschaften herrschte dagegen lange Zeit eine qualifizierende Beschrei­
bung vor, ganz besonders auf dem Gebiet der morphologischen Disziplinen. Diese 
Zuruckhaltung wird verstandlich, wenn man bedenkt, daB die zunachst zugang­
lichen makroskopischen Parameter breiten Schwankungen unterliegen, die vor 
allem durch die Abhangigkeit genetischer Informationsexpression von auBeren 
Faktoren bedingt sind. Erst die neuere biologische Forschung, insbesondere auf 
dem zellularen und subzellularen Niveau, gab einen neuen AnstoB, Beobach­
tungen quantitativ zu korrelieren. 

Auf dem morphologischen Sektor schloB dieser ProzeB die Entwicklung neuer 
Verfahren sowohl fur die Darstellung der Struktur (z.E. spezielle histologische und 
immunozytochemische Techniken zur selektiven Erfassung von Gewebskompo­
nenten, Elektronenmikroskopie), als auch fUr die Datengewinnung und -analyse 
(Morphometrie, Stereologie) (siehe Kapitel1.1) 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 Lehrbucher zuruckgreifen (1, 15,32,35,38,40). Der vorliegende Beitrag 
solI eine Orientierungshilfe bei der Auswahl eines geeigneten MeBansatzes fur 
eine spezielle Fragestellung geben und auf Situationen aufmerksam machen, in 
denen eine schematische Anwendung morphometrischer Regeln zu Fehlinterpre­
tationen fuhrt. 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 nahergebracht werden. In Abhangigkeit von der jeweiligen ZieI'stellung ist 
also als erster Schritt ein geeignetes Analyse-Verfahren auszuwahlen. Tabelle 1 
zeigt eine erste grobe Einteilung nach den zu untersuchenden Objekten und dem 
Bezugsraum, in dem sie vorkommen. Den folgenden Ausfuhrungen liegt in dieser 
Skala nur die OrganiGewebeblockiSchnitt-Ebene zugrunde, wir beschranken uns 
also auf das Gebiet der Histologie. 



40 

Tabelle l. Quantitative Analyse biologischer Objekte 

Objektraum Objekt Dimension Methode Aussage betrifTt 

Biokosmos Individuen kmlm Okometrie Populationseigensehaft 
Soziometrie 

Organismus KOrperteile mlmm Topometrie Ontogenese 
Organe Phylogenese 

Tomographie Pathologie 

Block Gewebe emlpm Rekonstruktion Modell 

Organ ZellEin emlpm Stereologie Struktur/Funktion 
Organellen 

Schnitt Zellen mmlpm Morphometrie Differenzierung 
Organellen 

Isolierte Zellen Organellen pm Texturanalyse Pathologie 
Formanalyse 

Zellfragmente Molekiile pm Diffraktometrie Molekiilstruktur 

c. Messungen am histologischen Schnitt 

Dem ausgewahlten Gebiet ist gemeinsam, daB das Objekt nach AbschluB aller 
Praparationsschritte in einem Schnitt oder sogar in einem Anschnitt zur Verfii­
gung steht, d.h. der direkte Verbund zur Nachbarschaft senkrecht zur Schnitt­
ebene aufgegeben worden ist. Dieser topologische Informationsverlust muB in 
Kauf genommen werden, um das Objekt einer optischen Untersuchung zuganglich 
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 daB 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 vollstandige 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 
Wahrscheinlichkeiten zuriickzugewinnen. Serienschnitte sind dann enorderlich, 
wenn nicht mittelnde Aussagen tiber den gesamten Bezugsraum gefragt sind, 
sondern die Information als Regularitat im Objektaufbau zum Ausdruck kommt 
(z.B. Orientierung, Polaritat, Lamination). Je nach Fragestellung (GroBenbestim­
mung, Zellzahlung, Verteilungsmuster) stehen auch kombinierte Verfahren zur 
Verfiigung, wobei SchnittlSchnitt-korrelierte Paare oder Stapel, bzw. Schnitti 
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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 MeBraster definierter GroBe und Struktur (transparente Folie, 
gravierter Okulareinsatz) (siehe Kapitel 1.1). Das Raster liefert den MaBstab fur 
die Messung teilchenspezifischer Daten bzw. das Referenzsystem fiir das Auftreten 
kollektiver Struktureigenschaften. Ais Referenzsystem dienen Rasterflachen, die 
Gesamtlange 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 Gerate fur die Bildanalyse zur Verfugung, so laBt sich deren 
MeBprinzip im allgemeinen auf eine Langenmessung von Rasterlinien zuruck­
fiihren, obwohl primar die Laufzeiten elektrischer, magnetischer oder akustischer 
Signale gemessen werden. Elektronische Verfahren eroffnen vollig neue Moglich­
keiten der Bildverarbeitung und -analyse, es muB aber bedacht werden, daB hohe 
Anforderungen an Reinheit und Kontrast des Objektes zu stellen sind, und daB 
Bildverarbeitungsschritte auch die zu messenden GroBen und deren Relationen 
verandert werden konnen. 

Methodische Einflusse auf das Ergebnis 

Sowohl die Zerlegung des Objektes in dunne Schnitte als auch die Messung an 
dieser dimensional reduzierten Probe fuhren zu Schwierigkeiten bei der Interpre­
tation der Daten. Sollen die gewonnenen Daten nur zu Vergleichen herangezogen 
werden, so muB das Verfahren, soweit es auf die Daten EinfluB hat, standardisiert 
werden. Auf diese Weise konnen Abweich ungen von einer Norm deskri pti v einge­
schatzt werden, etwa die Graduierung von Therapieeffekten oder andere als 
ProzeB ablaufende Veranderungen des Gewebes. Ais Daten kommen hierzu auch 
abstrakte Strukturdeskriptoren (Parameterkombinationen zur optimal en Tren­
nung oder Segmentierung von Subpopulationen) in Betracht (siehe Kapitel 1.2 
und 3.2). 

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

Priiparationsartefakte 

Bevor ein Schnitt fur die Messung zur Verfugung steh t, muB das Objekt eine Reihe 
von Praparationsstufen durchlaufen. Fixierung und Einbettung dienen der mecha­
nischen Stabilisierung des Objekts, die Einlagerung von Farbstoffen oder anderen 
Markern der Kontrastierung. Wechselwirkungen mit Gewebsbe'standteilen 
(Extraktion, Denaturierung) konnen auch zur Anderung morphologischer Eigen­
schaften (Schwellung, Schrumpfung) und damit zu falschen quantitativen Daten 
fuhren. Solche Fehler betreffen aIle Parameter mit Dimensionscharakter, und die 
meisten Strukturdaten sind dimensionsbehaftet. Aber selbst dimensionslose 
GroBen (z.B. Zahlungen, Volumenfraktion) konnen beeinfluBt werden, wenn die 
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praparationsbedingten 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 Verfugung: 
entweder man akzeptiert ihr Auftreten und korrigiert die Daten mit einem 
entsprechenden Faktor (12), oder man legt eine Praparationsprozedur so an, daB 
Schrumpfungen und Schwellungen gar nicht erst auftreten (10). Das erste 
Verfahren ist flexibler und damit sinn voller, wenn Objekt und Praparations­
verfahren wechseln, also das AusmaB des Fehlers nicht vorhersagbar ist. hn 
zweiten Fall kann man eine sehr schonende Praparation erreichen, solange 
Quellungs- und Schrumpfungsfreiheit nicht nur fur den GesamtprozeB, sondern 
auch fur die Teilschritte realisiert sind. 

Es muB aber in beiden Fallen beachtet werden, ob sich einzelne Komponenten 
nicht unterschiedlich verhalten. Die Korrektur oder Vermeidung von Prapara­
tionsartefakten fur BlOcke oder Schnitte ist also keine Garantie fur eine maBstabs­
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 injiingster Zeit durch die Einfuhrung 
einer quasi raumlichen Sonde (Disector-Methode nach Sterio (36), vgl. auch 
"Gestaltsvariabilitat" in diesem Kapitel) an Bedeutung verloren. Mit diesem 
Verfahren sind Objektzahlungen moglich, die frei von Fehlern durch praparative 
Veranderungen sind, solange diese homogen auftreten. Bei einem von Gundersen 
(23) vorgeschlagenen Verfahren zur Schatzung der absoluten Partikelzahl 
(Fractionator-Methode) entfallt auch diese zuletzt genannte Einschrankung. 

Schnittdickeneinfluf3 

Fur 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, daB ein groBer 
Prozentsatz der Zellen oder Teilchen im Schnitt eingebettet ist und in der Projek­
tion in seiner tatsachlichen GroBe zu sehen ist. Dunne Schnitte hingegen fuhren 
mi t groBerer W ahrscheinlichkei t zu Teilchenanschni tten, die keine direkte Aussa­
ge uber die GroBenverhaltnisse zulassen (Tomatensalat-Problem). Durch das 
Fehlen der komplexen Uberlagerungen und Projektionen (Holmes-Effekt) konnen 
aber relativ einfache quantitative Beziehungen fur die Berechnung der stereo­
logischen Schatzwerte abgeleitet werden. Damit ergeben sich z.B. die auf das 
Gewebsvolumen bezogenen (Index V) Dichtewerte fUr Teilchenvolumen (V) und 
Teilchenoberflache (S) aus den auf die Schnittflache bezogenen (Index A) 
MeBwerten fUr die Profilflache (A) und -umfangslange (B) nach ' 

V V(xIR) = AA(xIR) = V V (1) 

x: Objekt 
R: Referenzkompartiment 



43 

SV(xIR) = 4/u· BA(xlR) 

FUr tubulare Strukturen tritt deren Langendichte Lv hinzu, die aus der Zahl 
der Profilanschnitte (N) in einer Referenzflache A geschatzt werden kann: 

Lv (xIR) = 2 N A(xIR) (2) 

Die Tatsache, daB reale histologische Praparate 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 aufgefaBt, die es gestattet, Informa­
tionen aus dem Inneren des Objektes zu erhalten. Korrigierte Versionen der 
stereologischen Gleichungen berucksichtigen die Schnittdicke t und enthalten die 
ursprUnglichen Gleichungen als Grenzfall fur t = 0 (30, 38, 39, 40). Projektions­
bilder dickerer Schnitte verfalschen nicht nur die Spurlange gekrUmmter 
Oberflachen (Holmes-Effekt), Teilchen konnen sich auch gegenseitig abschatten 
CUberlappung) und nach innen gewolbte Oberflachenteile konnen vollig uner­
kannt bleiben. Deshalb basieren Korrekturen entweder auf Annahmen uber die 
Teilchenverteilung (30) (siehe "Strukturdichte (Intensitat)" in diesem Kapitel) 
oder uber die Teilchengeometrie. FUr den letzten Fall sind Korrekturfaktoren fur 
drei einfache Gestaltsklassen verfUgbar: Kugel, Scheibe und Rohre (41). 

Bei der Vermessung von individuellen Strukturparametern ist der EinfluB von 
Objekttyp und -groBe in Relation zur Schnittdicke noch offensichtlicher, wenn man 
an die breite Variationsmoglichkeit der Anschnittprofile denkt. Bereits ohne Be­
rucksichtigung der Schnittdickenproblematik ist es nur fur einfach gestaltete Kor­
per (Kugeln, Rotationsellipsoide) moglich, Aussagen uber die Teilchengeometrie 
zu machen. Der Schnittdickeneffekt uberlagert sich dieser Schwierigkeit. Auch 
das Tomatensalat-Problem, d.h. die Umrechnung einer ermittelten ProfilgroBen­
verteilung in die zugrundeliegende TeilchengroBenverteilung, laBt sich fur dunne 
Schnitte einfacher losen (siehe "Variation der TeilchengroBe (Polydispersitat)" in 
diesem Kapitel). Bei den in jungster Zeit entwickelten methodischen Ansatzen ist 
deren Unempfindlichkeit gegenuber Schnittdickeneffekten besonders hervorzu­
heben (8, 23, 36 und "Gestaltsvariabilitat (Polymorphie)" in diesem Kapitel). 

Auswahl der Bildvorlagen 

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

Entsprechend der Begrundung der integralen stereologischen Parameter (Glei­
chungen 1 und 2) uber geometrische Wahrscheinlichkeiten ergibt sich, daB erst 
durch Kumulieren ("Poolen") uber einen hinreichend groBen Objektausschnitt re­
prasentative MeBwerte gewonnen werden konnen. Diese reprasentative Messung 
ergibt sich aus Entscheidungen daruber, ob ein Rasterpunkt auf der zu messenden 
Objektstruktur liegt oder nicht. Bei Vorgabe einer angestrebten Genauigkeit und 
einer akzeptablen Irrtumswahrscheinlichkeit laBt sich die dafUr erforderliche Zahl 
der Rasterpunkte abschatzen. Fur die Volumendichte findet Weibel (40) als Faust­
regel fUr eine Genauigkeit von 10% und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% 
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den 400-fachen Wert des Verhaltnisses (1-V y) / V y, wozu eine grobe N aherung fUr 
Vy durch eine Voruntersuchung gewonnen werden muB. Hinsichtlich der statisti­
schen Absicherung des Gesamtergebnisses reduziert sich diese Mindestzahl von 
Testpunkten entsprechend der Zahl solcher reprasentativer Stichproben. 

SchlieBlich 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 starksten auswirken. Detailliertere Angaben zu jedem dieser 
Punkte finden sich in einigen Monographien uber Stereologie (15, 32, 40) sowie bei 
Gundersen (20), und in anderen Kapiteln dieses Buches (Kapitel1.1, 2.2.2, 3.1). 

Die Wahl der BildvergroBerung hat nicht nur einen okonomischen Aspekt. Mit 
der VergroBerung ergibt sich eine steigende Uberschatzung solcher Parameter, die 
aus einer Langenmessung abgeleitet werden. Andererseits gibt es eine untere 
Grenze, da die zu messenden Strukturen eindeutig erkennbar und von anderen ab­
grenzbar sein mussen. VergroBerung und MeBraster sollten also dem Objekt ange­
paBt und gegebenenfalls fur unterschiedliche Komponenten desselben Gewebes 
variiert werden. 

Beruht die Quantifizierung auf Erhebung teilchenspezifischer Daten oder 
Zahlungen, so muB uber die Verwendung eines MeBrahmens hinaus eine Regel 
uber die Wertung auf dem Rande liegender Teilchen eingefuhrt werden. Ziel ist die 
gegenseitige Kompensation solcher Randfehler (19, 40), was bei rechteckigen 
Rasterbegrenzungen durch Einfuhrung verbotener Linien einfach zu verwirk­
lichen ist. Nichtregulare und variable Rasterbegrenzungen konnen bei automa­
tischen MeBverfahren (Fernsehbildanalyse) fUr den interaktiven AusschluB 
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, daB 
verschiedene Verfahren unterschiedlich auf dimensionale Praparationsverande­
rungen ansprechen. Auch die Frage des homogenen oder differenzierten 
Auftretens solcher Effekte muB dabei beachtet werden (23). 1m Mikrobereich 
konnen ganz andere Strukturveranderungen ablaufen als die global meBbaren 
Schrumpfungen oder Schwellungen. Pathologisch veranderte Gewebsanteile 
konnen sich anders verhalten als gesundes Gewebe. Die theoretische Behandlung 
des Schnittdickeneinflusses muB davon ausgehen, daB die damit verbundenen 
Effekte kalkulierbar sind. 1m realen Objekt muB das nicht zutreffen. Abhangig 
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 fUr einige Verfahren 
abgeschwachte Forderung, daB keine kompletten Teilchen verlorengehen, gilt nur 
fUr die Strukturzahlung. 
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Auch in der zufalligen oder strukturadaptierten (siehe "Topik (Inhomogenitat)" 
in diesem Kapitel) Auswahl der Schnittebenen stoBt man an praktische Grenzen, 
sei es okonomischer Art oder weil man die fur die Auswahl wesentlichen Vorzugs­
richtungen nur in Annaherung 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 injedem Fall einer rein qualitativen Untersuchung vorzuziehen, zumal die bei 
richtiger Anwendung der Verfahren erreichbare Zuverlassigkeit der Aussage in 
Relation zur biologischen Schwankung gesehen werden muB. 

Strukturklassen und Mef3strategien 

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

Die Stereologie stellt Basisformeln fUr die Berechnung von Volumen, 
Oberflache, Lange usw. zur Verfugung. Diese GroBen werden durch Messungen 
erhalten, die an zweidimensionalen Schnitten durchgefUhrt werden. Allerdings 
gelangt man primar nicht zu absoluten Werten uber die genannten Struktur­
parameter, sondern zu Dichteangaben, z.B. zu einem MaB pro Volumeneinheit 
eines Referenzgewebes. Wenn diese Daten Ergebnisse einer zufalligen Stich­
probenerhebung sind, stellen sie unverfalschte Mittelwerte fUr das untersuchte 
Gewebe dar. Dieser mathematische Apparat ist in Lehrbuchern der Stereologie 
ausfuhrlich dargestellt (1,15,32, 35, 38, 40). Die Nutzlichkeit dieses Verfahrens 
wurde auf vie len 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 zunachst ein einfaches Modellobjekt, welches aus 
isolierten Teilchen (Zellen, Organellen) von gleicher Grof3e und einheitlicher und 
einfacher Gestalt (Kugeln) besteht, die ohne Bevorzugung bestimmter 
Orientierungen, zufiillig und voneinander unabhangig im Raum verteilt sind. 
Unter diesen Umstanden laBt eine einfache Analyse bereits einige Schlusse 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 ausgewahlt werden. Bei den 
folgenden Betrachtungen sollen die modellhaften Annahmen tiber den Aufbau des 
Gewebes schrittweise aufgegeben und den Realitaten angepaBt werden (Abb.1). In 
anderen Worten, die folgenden Abschnitte befassen sich mit Zellen, die 
unterschiedlich groB 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 Strukturveranderungen konnte sich der meBbare 
Effekt unter experimentellen, pathologischen und Entwicklungsbedingungen am 
empfindlichsten und stabilsten abzeichnen, so daB seine quantitative Erfassung 
kausale Interpretationen zulaBt. Unter diesen Umstanden konnen 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 Komplexitat der Struktur zu reprasentativen 
Daten uber die Gesamtstruktur kommt ?" (stereologischer Ansatz). 

2. 'Welches sind die Maile 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 Kapitel1.1). 

Die folgenden Abschnitte behandeln diese beiden Aspekte fur die genannten 
Struktureigenschaften. Am Beginn stehen die zellspezifischen Charakteristika, 
also der Ubergang von Zellen gleicher (Monodispersitat) zu solchen mit einer 
GroBenverteilung (Polydispersitat) und von Zellen einfacher und einheitlicher 
Gestalt (Isomorphie) zu solchen komplexer Geometrie (Polymorphie). 1m weiteren 
Veri auf werden solche Effekte untersucht, die erst im Gewebsverband auftreten 
konnen. Dabei wird zunachst die Invarianz gegen die Rotation aufgegeben, d.h. 
Vorzugsrichtungen in der Zellanordnung (Anisotropie) zugelassen. Entsprechend 
auBert sich die Akkumulation von Zellen in Gewebsregionen (Inhomogenitat) in 
einer translationsabhangigen Messung. Den AbschluB biIden Untersuchungen zur 
gegensei tigen Beeinflussung von Zellen im Gewebsverband, sei es durch physische 
(hohe Zelldichte) oder selektive Prozesse (Affinitaten und Phobien) von Gewebs­
komponenten. Aus Grunden der Vereinfachung wird der stereologische Schatz­
wert fUr die numerische Teilchendichte bzw. die Teilchenzahl erst im Zusammen­
hang mit dichten Strukturen eingefuhrt. Betrachtungen uber das gleichzeitige 
Auftreten mehrerer dieser "Storungen" finden sich im SchluBkapitel. 

Variation der Teilchengro/3e (Polydispersitiit) 

Bei singularem Auftreten dieser Strukturauspragung behalten die an Zufalls­
schnitten gewonnenen stereologischen Schatzwerte ihre Gultigkeit. Aus okonomi­
schen Grunden ist bei stark differierenden TeilchengroBen die Verwendung 
entsprechend angepaBter Raster (siehe "Auswahl der Bildvorlagen" in diesem 
Kapitel) zu empfehlen, bzw. fUr verschiedene Zellklassen mit unterschiedlicher 
VergroBerung zu arbeiten ("Kaskadensampling" (40». Durch Kombination der 
Ausdrucke fUr die Volumen- bzw. Oberflachendichten (1) mit dem fur die Zell­
dichte (5) (siehe "Strukturdichte (Intensitat)" in diesem Kapitel) gelangt man zu 
Aussagen uber mittlere Zellvolumen bzw. -oberflachen und bei der hier 
betrachteten Kugelform der Zellen auch zu deren mittlerem Durchmesser. Ein 
neues Verfahren von Gundersen und Jensen (21, 22, 28) fUr die Bestimmung des 
mittleren Zellvolumens kommt ohne diese einschrankenden Annahmen uber die 
Zellgestalt aus (siehe "Gestaltsvariabilitat (Polymorphie)" in diesem Kapitel). 

Fragt man hingegen nach einem MaB fUr die GroBenvariation oder danach, wie 
die Strukturdaten auf die zum Kollektiv gehorenden Individuen verteilt sind, so 
muB ein anderes Vorgehen gewahlt werden, das auf teilchenspezifischen 
Messungen beruht. Eine Entscheidung fUr diesen Ansatz kann z.B. dann 
erforderlich sein, wenn Prozesse erkannt werden mussen, fUr die das vereinzelte 
Auftreten von AuBenseitern ein erstes Signal ist. Ais ein anderes Beispiel ware die 
Entwicklung einer bimodalen GroBenverteilung aus einer zunachst normal 
verteilten Zellpopulation zu nennen. Die beiden Betrachtungsweisen sind mit der 



48 

Beurteilung einer Viehherde einmal durch einen Fleischer und zum anderen 
durch einen Zuchter zu vergleichen: wahrend der eine die Menge verkauflichen 
Fleisches im Auge hat, denkt der andere an die Selektion seltener Merkmale. 

Ein geeignetes Verfahren, das AusmaB der GroBenvariation in einer 
Population zu beschreiben, ist die Bestimmung einer GroBenverteilung. Das 
Problem besteht darin, daB jede Kugel einer bestimmten Durchmesserklasse 
Beitrage zu dieser und allen kleineren Profildurchmesserklassen liefert, was 
mathematisch relativ einfach zu behandeln ist. Praktisch ist man mit der umge­
kehrten Situation konfrontiert: die meBbaren Profile sind der sie erzeugenden, 
aber unbekannten KugelgroBenverteilung zuzuordnen. Mit der GroBenverteilung 
im Raum gewinnt man naturlich auch eine Aussage uber die Zellzahl. In der Zeit 
zwischen der Formulierung dieses ''Tomatensalat-Problems'' und den heutigen 
mathematischen Losungsansatzen unter verschiedenen Randbedingungen ist eine 
stUrmische 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 Tabelle 2. Von praktischer 
Bedeutung sind die besonders in jungster Zeit beachteten Einflusse realer 
Schnittdicken (t > 0) und verlorener Kappenanschnitte (siehe "Grenzen methodi­
scher Adaption" in diesem Kapitel). Beiden Einflussen gemeinsam ist ein Defizit 
bei den kleinen Profildurchmesserklassen. In Tabelle 2 ist fUr die jeweiligen 
Verfahren vermerkt, ob diese Effekte in der Umrechnung berucksichtigt werden. 
Ein weiterer in jungster Zeit besond.ers beachteter Punkt betrifft die einfache 
computergerechte Formulierung der Rechenvorschriften (6) und deren Austausch­
barkeit zwischen verschiedenen Anwendern (27). 

In jdngster Zeit sind Zweifel am Wert dieser Verfahren geauBert worden, 
soweit sie zur Zellzahlung und Schatzung der mittleren GroBe herangezogen 
werden (8,23). Diesen indirekten Verfahren, die einen hohen MeB- und Rechen­
aufwand erfordern, an oft unrealistische Modellannahmen geknupft sind und bei 
Nichtzutreffen dieser Voraussetzungen zu obskuren Ergebnissen fUhren, steht mit 
der EinfUhrung der Disector-Methode durch Sterio (36) ein direktes, einfaches und 
prazises Verfahren gegenuber. Der eigentliche Fortschritt dieses Verfahrens 
besteht in seiner Unabhangigkeit von Annahmen uber die Zellgestalt (siehe 
"Gestaltsvariabilitat (Polymorphie)" in diesem Kapitel). Wegen seiner Einfachheit 
kann es aber auch fur Kugeln und kugelahnliche Rotationskorper empfohlen 
werden. 

Gestaltsvariabilitiit (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 plattenahnlichen Zellen bis zu 
tubuliiren Strukturen reichen. 

Fragt man zunachst wieder nach den stereologischen Schatzwerten, so gibt es 
auch hier, wie ffir Kugeln unterschiedlicher GroBe, keine Einschrankung der 
Gultigkeit der stereologischen Axiome. Es ergeben sich allerdings Probleme bei 
der Korrektur von Fehlereinflussen, z.B. des Sehnittdickeneffekts. Die Berech-
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nung der Korrekturfaktoren setzt Modelle voraus, und sie stehen nur fur einfache 
geometrische Korper zur Verfugung (40) (siehe "SchnittdickeneinfluB" in diesem 
Kapitel). Geringe Abweichungen von der Kugelform (etwa bis zu einem 
Achsenverhaltnis von 2:1) lassen sich bei maBigem Fehlet wie Kugeln behandeln. 
Andere fur die Berechnung von Korrekturfaktoren geeignete Modelle sind 
abgeflacnte und gestreckte Rotationsellipsoide oder als extreme Verformungen der 
Kugel die scheibenformige und tubulare Struktur. 

Da viele stereologische Beziehungen fur Modellstrukturen mit kugelformigen 
Elementen abgeleitet wurden, ist die Prufung dieser Voraussetzung wichtig. In 
einfachen Fallen ist eine Formerkennung plausibel aus den angetroffenen 
Anschnittprofilen moglich. Dabei ist jedoch Vorsicht geboten, da Mischungen 
verschiedener Gestalten zu schwer interpretierbaren Profilgestalten fuhren 
konnen. 

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

1m einzelnen hat Baddeley et al. (2) ein Verfahren beschrieben, was auf der 
ausschlieBlichen Verwendung "vertikaler" Schnitte beruht, d.h. aIle Schnitt­
ebenen mtissen 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. Fur eine gegebene 
N eigung der Testlinien zur Vorzugsrichtung mtissen die Messungen entsprechend 
diesem Winkel gewichtet werden, um zu einer fehlerfreien Schatzung zu kommen, 
bzw. es muB mit einem speziellen Testraster gearbeitet werden, was diesen 
Richtungseffekt kompensiert (zykloides Testraster). 

Fiir die Schatzung der numerischen Dichte wurde von Sterio (36) ein neuer 
Weg beschritten: Statt wie tiblich die Profile aufjedem zufalligen Einzelschnitt zu 
zahlen, muB zusatzlich 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
flachen zu gewinnen. Die Anwendbarkeit dieses Verfahrens geht tiber die 
eingangs genannte Ausdehnung der Verfahren zur Bestimmung der GroBenvertei­
lung ftir nicht-kugelformige Teilchen hinaus, da es keine Annahmen tiber die 
Gestalt erfordert. Die mit dieser Methode gewonnenen Schatzwerte ftir die 
Teilchenzahl sind auch weitgehend frei von Schnittdickeneffekten und durch die 
im vorausgegangenen Abschnitt genannten Verfalschungen durch Kappenverlust. 

Fiir die Charakterisierung der Teilchengestalt stehen Formfaktoren zur Verfu­
gung. Dazu werden zwei oder mehr geometrische Parameter derart verkntipft, daB 
sich ein dimensionsloser, also von der GroBe unabhangiger Ausdruck ergibt. 
Gebrauchliche Definitionen sind unter anderen das Verhaltnis der langsten zur 
klirzesten Achse des Profils oder das Verhaltnis zwischen Flache und Quadrat des 
Umfangs (18). Naturlich gewinnt man primar Formparameter der Anschnitt­
profile, nicht die der geschnittenen Korper. Dazu bedarf es wieder - wie bei den 
KugelgroBen in Abschnitt 'ry ariation der TeilchengroBe (Polydispersitat)" - einer 
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Umrechnung, die nur bei bekannter und einfacher Geometrie der Korper moglich 
ist, so daB das Spektrum der durch Zufallschnitte erzeugten Profilformen nicht zu 
komplex ist. Andererseits kann bei bekannter Geometrie, z.B. zylinderi6rmigen 
BlutgefaBen, aus der Verteilung der Formfaktoren auf die Zufalligkeit der GefaB­
orientierung relativ zur gewahlten Schnittrichtung geschlossen werden (11). 

Der Anschaulichkeit der Formfaktoren steht ihre geringe Aussagekraft iiber 
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
abhangig. 

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 
Veranderungen im Verlauf von orthologischen oder pathologischen Prozessen 
(Wachstum, Degeneration) (15). Sie hat sich besonders im Unterricht zur 
Schulung des raumlichen Vorstellungsvermogens, fUr die Herstellung von 
Modellen sowie fur die Entwicklung klinischer Operationstechniken bewahrt. Die 
GroBe des rekonstruierten Bereiches liegtim allgemeinen oberhalb der 
Zelldimension. 

Die Computertechnik hat zu wesentlichen Verbesserungen dieser Methode 
gefiihrt. N ach 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 herkommlicher 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 zulaBt (18). Dazu konnen objekt­
eigene Strukturen herangezogen werden, die moglichst senkrecht zur Schnitt­
ebene orientiert sein sollten, oder es werden am intakten Block kiinstliche Marken 
angebracht, die spater anjedem einzelnen Schnitt sichtbar sind. 

Orientierte Strukturen (Anisotropie) 

Von Orientierung oder Anisotropie spricht man, wenn das integrale MeBergebnis 
richtungsabhangig 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, sondem ihre Ausrichtung fiihrt zu einer orien­
tierten Struktur. Die Zulassung von Orientierung als Strukturmerkmal fiihrt zu 
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einem hoheren Grad von Ordnung, was einen hoheren Aufwand erfordert, um in 
Schnitten reprasentative Daten zu erheben. 1m isotropen Material wurde die 
Realisierung aller Anschnittmoglichkeiten durch relativ wenige voneinander 
unabhangige Schnitte erreicht. Bei orientierten Strukturen hingegen konnen 
wenige Schnittebenen in besonderen Lagen zur Vorzugsrichtung zu einem 
fehlerhaften Ergebnis fUhren. Dieser Einflu13 mu13 entweder vermieden oder durch 
einen neuen Satz von Korrekturen beriicksichtigt 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 ausgepragten oder dort als Projektion erscheinen­
den Anisotropie genugt es also, die Richtung der Rasterlinien isotrop zu gestalten, 
wie es Merz (40) mit einem aus KreisbOgen zusammengesetzten Raster vorgeschla­
gen hat (siehe zu diesem Problem auch Baddeley et al. (2». Eine entsprechende 
Moglichkeit ist auch fur Schnittflachen durch raumliche Objekte denkbar. Dazu 
mu13te die Kante der Messerschneide eine gewellte Form haben, denkbar ahnlich 
dem in der Kuche verwendeten Buntmesser zur Anrichtung von Beilagen. Der so 
hergestellte Schnitt ware vor der Vermessung wieder zu platten, was auf 
technische Schwierigkeiten sto13t. 

Sieht man davon ab, daB besonders bei kleinen Proben die demnach notige 
konsequente Verwirklichung zufalliger Schnittebenen nicht immer moglich ist, so 
gewinnt die Frage der Korrigierbarkeit von Orientierungseinflussen an Bedeu­
tung. 1m zweidimensionalen Fall bringt auch die Drehung eines ublichen 
orthogonalen Testsystems zur Vorzugsrichtung eine betrachtliche Senkung der 
Variation bei Punktezahlverfahren (3). 

Die Ableitung korrigierter stereologischer Basisformeln fdr anisotrope 
Strukturen ist mit einem erheblichen mathematischen Aufwand verbunden und 
fUhrt nur unter einschrankenden, haufig von der Realitat abweichenden 
Annahmen uber den Typ der Orientierungsverteilung und den Grad ihrer 
Auspragung zu praktikablen Ergebnissen (8, 23,41). Unter diesen Umstanden 
reduziert sich die Messung auf eine oder wenige Ebenen, die zur Vorzugsrichtung 
in bestimmter Lagebeziehung stehen. In Tabelle 3 sind die Formeln fdr den 
isotropen Fall und die abgewandelten Formeln fur die wichtigsten stereologischen 
Dichteparameter zusammengestellt. Die zunachst fdr schwache Orientierung 
angegebenen Korrekturverfahren enthalten neben dem Winkel a, den die 
Vorzugsrichtung mit der Normalen zur Testlinie bzw. Schnittebene bildet, einen 
Konzentrationsfaktor K, der den Grad der Orientierung ausdrUckt und fdr 
isotrope Proben den Wert K = 0 annimmt. Die Vorzugsrichtung ist bei 
orientierten Linienelementen die mittlere Verlaufsrichtung der Linien. Bei aus­
gerichteten Oberflachenelementen ergeben sich Vorzugsrichtungen dadurch, daB 
die Normalen aller Flachenelemente in eine Richtung tendieren (lamellarer Typ) 
oder, daB sie die Mantelflache eines Zylinders bilden (tubularerTyp). a = 0, wenn 
die Vorzugsrichtung parallel zur Schnittebenen-(Rasterlinien)- Normale verlauft, 
und a = nl2, wenn diese Richtungen senkrecht aufeinander stehen (Symbole II und 
.L in Tabelle 3). 1st K und die Lage der Testgr013e (Rasterlinie bzw. Schnittebene) 
bekannt, so konnen die stereologischen Berechnungen auch fdr maBige Aniso­
tropie (vgl. FuBnote Tabelle 3) durchgefUhrt werden. Die Bestimmung von a und K 
bereitet erhebliche Schwierigkeiten fUr den Winkel, weil es sich um eine maBige 
Auspragung der Orientierung handeln mu13, wahrend fdr den Konzentrations.-



T
ab

el
le

 3
. 

B
er

ii
ck

si
ch

ti
gu

ng
 d

er
 A

ni
so

tr
op

ie
 b

ei
 s

te
re

ol
og

is
ch

en
 A

na
ly

se
n 

(O
ri

en
ti

er
un

gs
-)

 
S

te
re

ol
og

is
ch

er
 

D
im

en
si

on
 

D
ic

h
te

p
ar

am
et

er
1 

2 
P

ro
fi

ll
an

ge
 

B
A

 

3 
S

tr
u

k
tu

rl
an

g
e 

J
y
 

3 
O

be
rf

la
ch

e 
S

y
 

(3
) 

V
ol

um
en

 
V

y
 

M
eB

gr
oB

e2
 

(i
so

tr
op

) 

n
l2

1
L

 

2Q
A

 

2
1

n
B

A
 

21
L 

A
A

=
L

L
=

P
p

 

S
ch

w
ac

he
 O

ri
en

ti
er

u
n

g3
 

M
eB

gr
oB

e 
(o

ri
en

 ti
er

un
gs

ab
ha

ng
ig

)5
 

n 
12

 ·1
1 

(I
 +

 K
/3

 c
os

2 a
)l

L
 

2 
(I

-K
/3

) 
/ (

1
-K

/2
 s

in
 2

a)
 Q

A
 

4
/n

 (
I-

K
/3

) 
/ 

(1
-K

/4
 (1

 +
co

s 
2a

» 
B

A
 

2 
(1

-K
/3

) 
/ (

1
-K

/2
 s

in
 2

a)
 I

L 

K
on

ze
nt

ra
ti

on
s­

fa
k

to
r 

K
4 

3 
(l

ll
vI

 .l
L

lI
 (l

IlL
 +

 F
L)

 

2(
Q

II
A

-Q
.L

A
) 

IQ
IIA

 

M
es

su
ng

 s
en

k
re

ch
t (

.i
) 

u
n

d
 p

ar
al

le
l <

I) 
zu

r 
V

or
zu

gs
ri

ch
tu

ng
 a

 

n 
12

 (I
.L

L 
+ 

ID
Ll

 / 
2 

2 
(Q

IIA
 +

2Q
.L

 A
) 

/ 
3 

4 
(B

JA
-B

II
A

) /
 (

2 
B

" A
-B

II A
) 

4
/n

 (B
" A

 +
 2

 B
.L

 A
) 

/3
 

4 
(B

.L
A

-B
II A

) 
1(

2B
.L

A
-B

" A
) 

2(
11

1L
 +

 2
1.

L
L

l/
3 

D
ie

 I
nd

iz
es

 A
 u

n
d

 V
 g

eb
en

 d
ie

 T
es

tg
ro

B
e 

an
; 

in
 d

ie
se

r 
N

o
m

en
k

la
tu

r 
b

ed
eu

te
t 

B
A

 d
ie

 m
it

tl
er

e 
P

ro
fi

ll
an

ge
 p

ro
 T

es
tf

la
ch

e 
us

w
. 

(v
gl

. 
au

ch
 F

o
rm

el
n

 (
1

) 
u

n
d

 (2
))

. 
2 

Z
u

r 
N

o
m

en
k

la
tu

r:
 I

 (
S

ch
ni

tt
pu

nk
te

),
 Q

 (
A

nz
ah

l d
er

 S
tr

u
k

tu
ra

n
sc

h
n

it
te

),
 B

 (
P

ro
fi

ll
an

ge
),

 L
 (

L
in

ie
nl

an
ge

),
 P

 (
R

as
te

rp
un

kt
e)

 b
ez

og
en

 a
u

f d
ie

 g
es

am
te

 
T

es
tg

ro
B

e 
(I

nd
ex

):
 L

 (
L

an
ge

 d
er

 R
as

te
rl

in
ie

n)
, 

A
 (

R
as

te
rf

la
ch

e)
, 

P 
(R

as
te

rp
un

kt
e)

. 
3 

D
ie

 m
at

h
em

at
is

ch
e 

A
b

le
it

u
n

g
 d

ie
se

r 
F

or
m

el
n 

g
il

t 
n

u
r 

u
n

te
r 

d
ie

se
r 

E
in

sc
h

ra
n

k
u

n
g

 u
nd

 d
er

 A
n

n
ah

m
e 

ei
n

er
 b

es
ti

m
m

te
n

 V
er

te
il

un
gs

fu
nk

ti
on

 f
U

r 
di

e 
A

bw
ei

ch
un

g 
d

er
 O

ri
en

ti
er

u
n

g
 d

er
 e

in
ze

ln
en

 S
tr

u
k

tu
re

le
m

en
te

 v
on

 d
er

 V
or

zu
gs

ri
ch

tu
ng

 (
M

A
R

R
IO

T
T

-V
er

te
il

un
g)

. 
4 

D
er

 K
on

ze
nt

ra
ti

on
sf

ak
to

r 
K

 b
es

ch
re

ib
t d

ie
 B

re
it

e 
d

ie
se

r 
V

er
te

il
un

g,
 w

ob
ei

 K
 =

 0
 f

u
r 

Is
ot

ro
pi

e 
gi

lt
. 

F
u

r 
sc

hw
ac

he
 O

ri
en

ti
er

u
n

g
 so

l1
-1

 ~
 K

 ~
 1

 g
el

te
n.

 
5 

Z
u

r 
D

ef
in

it
io

n 
vo

n 
a 

si
eh

e 
"O

ri
en

ti
er

te
 S

tr
u

k
tu

re
n

 (A
ni

so
tr

op
ie

)"
 i

n
 d

ie
se

m
 K

ap
it

el
. 

(}
1

 
-I>

-



T
ab

el
le

 3
 (F

or
ts

et
zu

ng
).

 B
er

Q
ck

si
ch

ti
gu

ng
 d

er
 A

ni
so

tr
op

ie
 b

ei
 s

te
re

ol
og

is
ch

en
 A

na
ly

se
n 

(O
ri

en
ti

er
un

gs
) 

S
te

re
ol

og
is

ch
er

 
D

im
en

si
on

 
D

ic
ht

ep
ar

am
et

er
 

2 
P

ro
fi

ll
li

ng
e 

3 
S

tr
uk

tu
rl

li
ng

e 

3 
O

be
rf

la
ch

e 

(3
) 

V
ol

um
en

 

B
A

 

Jv
 

S
v 

V
v 

M
eB

gr
ilB

e 
(i

so
tr

op
) 

n 
/2

 IL
 

2Q
A

 

4I
n 

B
A

 

2I
L

 

A
A

=
L

L
=

P
p

 

S
ta

rk
e 

O
ri

en
ti

er
un

g 

M
es

su
ng

 s
en

kr
ec

ht
 (o

l)
 o

de
r 

pa
ra

ll
el

 (M
) z

ur
 V

or
zu

gs
ri

ch
tu

ng
 a

 
ge

st
re

ck
te

 S
tr

u
k

tu
r 

ge
st

au
ch

te
 S

tr
u

k
tu

r 
a

=
O

 
a

=
n

/2
 

a
=

O
 

a
=

n
/2

 

IL
L 

0
0

 

Q
L A

 (f
as

ci
ku

ll
ir

) 
0

0
 (

fa
sc

ik
ul

ar
) 

n/
2 

QU
A 

(r
ad

il
ir

) 
0

0
 

B
L 

A
 (t

ub
ul

ar
) 

n 
/2

 B
IIA

 
0

0
 (

la
m

el
la

r)
 

B
LA

 

n 
/2

 IL
L 

(t
ub

ul
ar

) 
0

0
 

0
0

 (l
am

el
la

r)
 

IL
L 

~
 



56 

parameter K zunachst keine Angaben vorliegen. Da das Ergebnis von der Inter­
aktion zwischen Testsystem und orientierter Struktur abhangt, kann man es auch 
benutzen, um K zu bestimmen. Ffir transversale (a = 0) und longitudinale Schnit­
te (a = nl2 ) laBt sich aus den MeBergebnissen der Wert von K abschatzen 
(Tabelle 3). Diese Ausdliicke enthalten jeweils die groBten und kleinsten MeB­
werte, die natfirlich bei transversalen und longitudinalen Schnitten auftreten. 
Dieser Schritt ist wichtig, um entscheiden zu konnen, ob es sich um schwache 
(-1 S Ks 1) oder starke (IKI ~ 1) Anisotropie handelt. Dann kann man sich ffir 
einen von drei Wegen entscheiden: 

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

2. Schwache Orientierung, a nicht bekannt: Man legt das Testsystem ungefahr 
parallel (a = 0) und senkrecht (a = 11:12) zur Vorzugsrichtung und verwendet 
dann die Formeln in Spalte 6 der Tabelle 3; 

3. Starke Orientierung: je nach Strukturtyp (Modell) genugt eine Messung mit 
a = 0 bzw. a = 11:/2, um die Formeln in den Spalten 7 bis 10 der Tabelle 3 
verwenden zu konnen. Der Ausdruck CD steht in diesen Spalten daffir, daB bei 
der entsprechenden Lage des Testsystems die jeweilige MeBgroBe nicht 
definiert ist (z.B. keine DurchstoBungspunkte von Linienelementen, die in der 
Schnittebene verlaufen). Hier wird deutlich, daB sich die Schnittdicke bei 
verschiedenen Schnittorientierungen unterschiedlich auswirkt. Auch die 
Gultigkeit der isotropen Formeln ffir die Volumendichte fur orientierte 
Strukturen ist an diese Einschrankung geknupft (Tabelle 3). 

Da die Volumendichte ein wichtiger stereologischer Parameter ist, wurde sie in 
Tabelle 3 aufgenommen, obwohl die Verfahren zu ihrer Schatzung nicht durch das 
Vorliegen von Anisotropie beeinfluBt sind. In diesem Fall andern sich die MeB­
werte fUr Phase und Referenz proportional. 

In diesem Abschnitt uber gerichtete Strukturen wurde deutlich, daB zunachst 
das Phanomen Anisotropie naher beschrieben werden muBte, um eine 
Entscheidung uber die stereologische Behandlung des Problems treffen zu konnen. 
Erste Hinweise konnen andere Informationsquellen oder die Untersuchung von 
Dickschnitten geben. Fur Details uber die Richtung und Starke der Anisotropie 
sind Messungen kritischer Parameter (Tabelle 3) unerlaJ3lich. Die winkelabhan­
gigen Daten werden dann als "Orientierungsrose" in Polarkoordinaten 
aufgetragen. FUr die meisten der in Tabelle 3 genannten Parameter ware dazu 
eine raumliche Variation der Schnittebene erforderlich, was praktisch undurch­
ftihrbar ist. Tatsachlich genugt es, nur solche Schnittebenen zu untersuchen, die 
zur Vorzugsrichtung unterschiedlich geneigt sind (d.h. die Schni ttlinie aller dieser 
Ebenen sollte senkrecht zur Vorzugsrichtung liegen). Diese muJ3 - wie schon 
besprochen - annahernd durch Voruntersuchungen bestimmt werden. Die 
"Orientierungsrose" ergibt neben der Vorzugsrichtung auch die fUr die 
Abschatzung des Konzentrationsparameters K (Tabelle 3) erforderlichen Minimal­
und Maximalwerte des jeweiligen MeJ3parameters. 

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. Inj'iingster 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 unverfalschten Schatzwert fiir jede Art 
von Oberflachen liefert, ist sie auch fUr solche mit Vorzugsrichtung anwendbar. 
Die Bedeutung des Verfahrens liegt unter anderem darin, daB fiir den gegenuber 
Vorzugsrichtungen sehr empfindlichen Oberflachenparameter eine im Vergleich 
zu den skizzierten alteren Ansatzen einfache MeBmethode zur VerfUgung steht. 
Ein entsprechendes Verfahren fUr den Langenparameter (Lv) ist nicht bekannt. 

Natiirlich kann man OrientierungsmaBe auch anders definieren, so daB sie als 
Orientierungsindex (38) Werte zwischen 0 (vollig isotrop) und 1 (vollig anisotrop) 
annehmen. Ein anderes Verfahren zerlegt die Struktur in elementare Einheiten, 
deren Richtungsverteilung selbst gemessen wird (14). Hierbei konnten Moglich­
keiten der Bildverarbeitung eingesetzt werden, um aus einer komplexen Struktur 
(Neuropil) ein einfaches abstraktes Bild (Skelett) zu generieren, das die genannten 
Messungen erlaubte. SchlieBlich 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 uber die Teilchengestalt. 

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

Topik (lnhomogenitiit) 

1m letzen Abschnitt war gegenuber dem ursprlinglichen isotropen Modell die 
Invarianz gegenuber der Rotation des Bezugssystems nicht mehr gegeben, d.h. 
hinreichend groBe Proben konstanter Schnittrichtung fUhrten schnittrichtungs­
abhangig 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, fuhren zu systematisch unterschiedlichen Ergebnissen. Lamination, 
Blindelung und Cluster in zwei oder drei Dimensionen sind als beispielhafte 
Strukturen zu nennen (43). Auch Organe mit polarem Aufbau und periodische 
Strukturen gehoren hierher. 

Um zunachst mittlere stereologische Schatzwerte fur das gesamte Gebiet zu 
bekommen, ist ahnlich zu verfahren wie im anisotropen Fall, wenn man die 
unkorrigierten Formeln verwenden will: Man muB die Probenentnahme so 
systematisieren, daB aIle Zonen entsprechend ihrer Reprasentanz im Gebiet 
berucksichtigt werden. Dazu bieten sich systematische luckenhafte oder flachen­
deckende Verfahren mit einem zufalligen Startpunkt an. Bei Periodizitaten ist 
darauf zu achten, daB die Auswahl der Gesichtsfelder (bei luckenhaftem Sampling) 
nicht mit der Peri ode korreliert. Generell kann bei zu groBem Abstand eine Uber­
oder Unterreprasentation bestimmter Teile der Struktur auftreten. 

Fiir den Fall, daB die Inhomogenitat in ihren Abgrenzungen bekannt ist und 
den Strukturunterschieden eine funktionelle Relevanz zukommt, wird man sieh 
dafur entscheiden, die Analyse fiir die in sich homogenen Untereinheiten durchztJ.­
fiihren, urn aus den Ergebnissen Korrelationen zwischen Struktur und Funktion 
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abzuleiten, z.B. im Zusammenhang mit Gewebsdifferenzierung, Entartung oder 
unter dem EinfluB experimenteller Bedingungen. 

In der stereologischen Literatur liegt bisher noch kein theoretischer Ansatz 
(ahnlich dem bei Anisotropie) vor, um Topik zu objektivieren und ihren EinfluB in 
Form von Korrekturfaktoren bei der Gewinnung stereologischer Parameter zu 
berucksichtigen. Allerdings wird die Paarkorrelationsfunktion (sie ist vereinfacht 
gesagt ein MaB fur die Wahrscheinlichkeit des Auftretens bestimmter Zell­
abstande) herangezogen, um Abweichungen von Zufallskonstellationen zu 
erkennen, wie das Auftreten besonders haufiger beziehungsweise seltener 
Abstande. Uber die Moglichkeit, die raumliche Paarkorrelationsfunktion fur 
Kugeln aus Messungen im histologischen Schnitt abzuschatzen, berichteten 
Hanisch und Konig (25,29). 

Das Vorliegen von Topik sollte sich - ahnlich wie bei der Anisotropie - in upter­
schiedlichen MeBwerten reprasentativer Stichproben aus unterschiedlichen Zonen 
eines Gebietes auBern. Die Analyse ihrer Varianzen und deren Vergleich mit 
Erwartungswerten fur homo gene Strukturen ermoglicht die Bestimmung eines 
Dispersionsindex oder eines Inhomogenitatsgrades (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 Regularitat der Struktur in die Schnittebene(n) zu 
legen. Nach Wahl einer geeigneten MeBrichtung (z.B. senkrecht zur Lamination, 
konzentrisch um den Mittelpunkt einer zirkularen Architektur (Herd» ist es 
moglich, ein positionsabhangiges Profil zu schneiden. Ais MeBwerte kommen 
dafur sowohl teilchenbezogene als auch kollektivbezogene stereologische Parame­
ter in Betracht, je nachdem, worin sich die Topik am empfindlichsten ausdruckt. 
Solche Profile konnen zu 2- und 3-dimensionalen Karten zusammengesetzt 
werden. Sie entsprechen den Orientierungsrosen im FaIle der Anisotropie (siehe 
"Orientierte Strukturen (Anisotropie)" in diesem Kapitel). Die Verwendung eines 
rechnergesteuerten Mikroskop-Tisches kann bei sol chen 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 Grunden sind vergleichbare Profile oder Karten zu mitteln. 
Somit besteht ein weiterer Vorteil dieser Automatisierung darin, daB die 
wechselnden Randbedingungen (z.B. Ausdehnung eines laminierten Bereiches 
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen durch Schraglage im Schnitt 
u.a.) in angepaBten GesichtsfeldgroBen oder Schrittweiten des Tischvorschubs pro­
blemlos beriicksichtigt werden konnen. 

Strukturdichte (Intensitiit) 

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, stereologische Aussagen zur Strukturdichte 
zu machen. Die Volumendichte Vy druckt den Anteil des Volumens der zu 
messenden Phase am Gesamtvolumen aus. Fur die Quantifizierung diskreter 
Strukturelemente (z.B. deutlich voneinander abgegrenzter Zellen) ist die 
numerische Teilchendichte Ny geeignet, zu deren Bestimmung aus den 
Anschnittprofilen im Schnitt NA folgende Beziehung besteht: 



NA(xIR) 
Ny = Ny(xIR) = --=-~ 

H 

H: mittlerer Tangentendurchmesser der Teilchen. 
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(3) 

Die NA-Bestimmung (Zahl derTeilchenprofile pro MeBflache) ist problemlos, es 
darf allerdings jedes Teilchen zu nur einem Profil pro Anschnitt fuhren, was fUr 
konvexe Korper zutrifft. Der Parameter H ist bereits in einfachen Fallen proble­
matisch: abweichend von den bisherigen Basisformeln ist neben der ublichen 
Messung in der Testebene (Bestimmung von NA) eine weitere Information (H) 
erforderlich, die nur fur geometrisch einfache K6rper mit bekannter GroBenver­
teilung zur VerfUgung steht. SchlieBlich kommen Korrekturen fur den EinfluB der 
Schnittdicke t und die Berucksichtigung kleiner verlorener oder unsichtbarer 
Kappenanschnitte (Dicke h senkrecht zur Schnittebene) hinzu, was zu der bekann­
ten Form dieser Beziehung fuhrt (Floderus-Abercrombie-Formel): 

Ny = 
H+t-2h 

(4) 

Die Schwierigkeiten mit dem Tangentendurchmesser sind vermeidbar, wenn 
entweder Modellannahmen uber die Teilchengeometrie gemacht werden konnen 
oder fUr die Messungen Schnitte unterschiedlicher, aber bekannter Dicke vorlie­
gen (40). 

Unter realen MeBbedingungen (t > 0) kommt es durch Strukturuberlagerung 
(Abdeckung) im Projektionsbild zu einer weiteren Schwierigkeit, deren Auftreten 
mit wachsender Stukturdichte immer wahrscheinlicher wird. Es ist klar, daB zur 
Korrektur dieses Effektes vor allem Kenntnisse uber die Verteilung der Objekte 
vorliegen mussen. 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 konnen, was fur biologische Objekte nicht 
realistisch ist. Wiederum tritt diese Starung umso starker in Erscheinung, je 
dichter die Struktur ist, und Verdrangungsphanomene die Positionierung nach 
einem PoissonprozeB behindern. 

Gerade auf dem Gebiet der Zellzahlung haben neue methodische Ansatze zu 
einer prinzipiell verbesserten Situation gefuhrt. Alle zuvor genannten Unwag­
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 zahlt 
(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 uber eine 
zufallige oder nicht-zufallige Anordnung von Elementen in begrenzten 
Struktureinheiten (z.B. Kerne, Nukleoli in Zellen) ein wichtiger zytologischer 
Deskriptor fur Zellenzustande und -differenzierungen sein. Ein geeignetes MeB­
verfahren, das die Verteilung bezuglich eines festen Referenzpunktes aus der 
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Bestimmung eines Flachenverhaltnisses ableitet, ist von Hemon et al. (26) 
angegeben worden. 

Kopplungsphanomene (Assoziationen) 

Als letztes strukturelles Ordnungsprinzip solI der Fall selektiver Zusammenhange 
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 abhangigen Phasen. 

Topologie 

Neben GroBe und Form und vollig unabhangig von diesen gibt es ein weiteres 
Strukturmerkmal, welches eine Art Konnektivitat oder Vernetzungsgrad 
beschreibt - die topologischen Parameter. WUrfel, Kugel, Stab, Scheibe und andere 
Strukturen sind topologisch identisch, weil sie durch Deformation, ohne Fusion 
und AbriB ineinander fiberfUhrt werden konnen. Quantitativ lassen sich Struktu­
ren nach ihrem Genus klassifizieren. Anschaulich hangt diese GroBe mit der Zahl 
der umschreibbaren Locher, der Knoten und Abschnitte linearer Strukturen oder 
der Zahl moglicher Durchschnitte, die eine zusammenhangende Struktur nicht 
teilen, zusammen. AIle oben genannten Strukturen sind z.B. vom Genus O. Aber 
Scheibe und Ring gleichen Durchmessers haben verschiedene Genus-Werte. 

Die bisherige Plausibilitat weicht einer schwierigen Aufgabenstellung, sob aId 
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 Gv nach 

Gv = Nv-1I2Tv oder 
(5) 

GV(xIR) = Nv(xIR) -112 Tv(xIR) 

Nv: Teilchendichte; 
Tv: Tangentendichte, die sich mit einer durch das Testvolumen wandernden 

Testflache unter Beachtung von Vorzeichenregeln ergibt. 

Aus prinzipiellen geometrischen Grunden 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 fiber den Mittelwert Gv hinausgeht und etwa die topolo­
gischen Kennzeichen eines Korpers neben GroBe, Form und Farbung als Klassifi­
zierungsmerkmal verwendet, ist nur in der masch.inellen Bildverarbeitung 
vorstellbar. Aber auch mittelnde Aussagen fiber groBere Struktureinheiten 
konnten einen interessanten Ansatz zur Beschreibung von Wachstum, Verdran-
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gungsprozessen und anderen auf Deformation beruhenden morphogenetischen 
Prozessen darstellen (37). 

Kompartimentierung 

In den bisherigen Betrachtungen wurde angenommen, daB die Ausdehnung des 
Objektes groB gegen die des Testsystems (Raster, Schnitt> ist. Besonders bei 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist es haufig interessant, nach den 
Strukturverhaltnissen in einem begrenzten Kompartiment zu fragen, welches das 
Bild bzw. Raster nicht ausfiillt. Es ist klar - aber eine haufige Fehlerquelle - , daB 
in diesem Fall nur der auf das Kompartiment fallende Teil des Referenzsystems 
als BezugsgroBe zu werten ist. Die daraus ermittelten MeBwerte fUr die Flachen­
dichten konnen innerhalb einer Stichprobe erheblich schwanken und auch 
Nullwerte annehmen, wenn im zufallig ausgewahlten Schnitt das Kompartiment, 
aber nicht die Phase getroffen wurde. Der als Mittelwert zu berechnende 
stereologische Parameter ist der Quotient der Mittelwerte fUr die GroBen der 
angeschnittenen Strukturen und Referenzsysteme, nicht der Mittelwert der 
Quotienten der Einzelmessungen (32, 40). Am Beispiel der Volumendichte Vy, die 
durch die Flachendichte geschatzt wird, erhalt man also 

Vy(xIR) = AA(xIR) = (6) 

A(x) : Profilanschnittflache der interessierenden Struktur x; 
A(R) : Testflache, hier Anschnittflache des die Komponente x enthaltenden 

Referenzkompartiments. 

Der AnschluB an eine ausgedehntere Gewebsphase G gelingt, indem man die in 
G enthaltenen Kompartimentanteile miBt, also z.B. A(R)/A(G) (Kaskadensampling 
(40». Damit ergibt sich die Volumenfraktion der interessierenden Struktur x 
bezogen auf die enthaltende Referenzstruktur Gals 

A(x) 
V Y(xlG) = AA(xlG) = -­

A(G) 

A(x) 

A(R) 
(7) 

FUr die Messungen der Struktur x im Referenzkompartiment R bzw. des Kom­
partimentes R im Gewebe G konnen entsprechend "Auswahl der Bildvorlagen" in 
diesem Kapitel unterschiedliche Stichprobeverfahren (z.B. RastergroBen) verwen­
det werden, um den MeBaufwand okonomisch zu gestalten. FUr die Auswahl der 
Schnitte gilt das Prinzip der Zufalligkeit. Allerdings kann man sich bei den auf das 
Referenzkompartiment bezogenen Verhaltnissen (A(x)!A(R)' Gleichung 6) auf 
solche Schnittebenen beschranken, die das Kompartiment enthalten, da ein 
N ullbeitrag in Zahler und N enner ohne EinfluB ist. 

Bei Referenzraumen 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 Fallen 
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, daB man es 
nicht mit vallig ungewohnten Schnittebenen zu tun hat, in denen die Abgrenzung 
des Referenzraumes oft unmoglich ist. 

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

Nachbarschaften 

Die Betrachtungvon Nachbarschaften fragt nach Art und Haufigkeit der Kontak­
te zwischen Teilchen einer oder verschiedener Phasen. Kontakte zwischen 
Gewebskomponenten andern sich wabrend der Entwicklung durch asynchrones 
Wachstum und Differenzierung, oder im Verlauf patbologischer Prozesse. Ihre 
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 (BerUhrungs- und 
Schnittpunkte), erster (BerUhrungslangen) und zweiter (Grenzflachen) Dimension 
moglich. Kontaktstrukturen lassen sich ganz analog zu Phasenstrukturen 
untersuchen. Die so erhaltene Oberflachendichte Sv beispielsweise ware dann als 
mittlere GrenzflachengroBe pro Volumeneinheit zu interpretieren. Entsprechend 
kann mit den anderen Parametern verfahren werden. Durch vielfaltige Kombi­
nationsmoglichkeiten mit solchen stereologischen GraBen, die nicht nur die 
Kontaktstruktur, sondern in der ublichen Weise die Gesamtstruktur erfassen, las­
sen sich Indices fUr die mittlere Auspragung solcher Kontakte angeben (38), wobei 
sich die Auswahl der zu verknupfenden Parameter nach der jeweiligen Fragestel­
lung richtet. 

AuBer in direkten BerUhrungen konnen sich N achbarschaften in der Art der 
Anordnung von Elementen anzeigen (Abstandsverteilungen, "texture", "pat­
terns"). Ersetzt man die ublichen Punktraster durch solche, die aus flachigen 
"strukturierenden Elementen" aufgebaut sind, so sind aus dem Uberschneidungs­
grad der zu wertenden Elemente auch Aussagen uber topologische Beziehungen 
zwischen den Elementen moglich (5, 35). 

Auch unter dem Nachbarschaftsaspekt soIl 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 Storungen 

Sowohl bei Betrachtung der methodischen Effekte, als auch bei den Ordnungspha­
nomenen ist deren isolierter EinfluB diskutiert worden. Durch Differenzierung 
und Kooperativitat kommt jedoch ein strukturiertes System der biologischen 
Wirklichkeit naber. Dieses Prinzip ist inzwischen auch in die Materialwissen-
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schaften ubernommen worden, indem durch gezieltes Abweichen von einem homo­
genen Aufbau Stoffe mit maBgeschneiderten Eigenschaften erzeugt werden (33). 
Bei gleichzeitigem Auftreten verschiedener "Storquellen" sind aIle Moglichkeiten 
vorstellbar, von einer seriellen Korrektur wesentlicher Einflusse 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 TeilchengroBe (Polydispersitat)" in diesem Kapitel)). Aus prinzipiellen 
Grunden ist die Ermittlung beider Verteilungen aus Profildaten, die im Schnitt 
zur Verfugung stehen, nur fUr Rotationsellipsoide moglich (41). Eine andere 
vorstellbare Komplikation ist das Vorliegen mehrerer Anisotropieachsen (siehe 
"Orientierte Strukturen (Anisotropie)" in diesem Kapitel), wodurch die stereo­
logischen Messungen schwierig wurden. Verallgemeinernd laBt sich sagen, daB 
mit steigendem EinfluB ordnender Prinzipien die Entfernung zu den 
ursprunglichen Voraussetzungen fUr die Ableitung der stereologischen Zusam­
menhange immer groBer wird. Es kann der Punkt erreicht werden, bei dem das 
Verhaltnis von Korrekturaufwand zu Aussagekraft so ungiinstig wird, daB man 
sich nach anderen Verfahren umsehen muB, abseits der hier diskutierten 
morphometrischen Techniken. 1m allgemeinen jedoch sind die Ordnungsgrade 
mild und die Ordnungstypen von unterschiedlichem Gewicht, so daB die gezielte 
Beachtung der wichtigsten Einflusse moglich und ausreichend ist. 

AuBerdem nehmen Theorie und Methodenentwicklung die wachsenden 
Herausforderungen auf und entwickeln neue Ansatze, um den genannten 
Schwierigkeiten zu begegnen. Das gilt sowohl fur die Praparation (selektive 
Farbung und Markierung), fUr die Beobachtungsverfahren (Laserscan- und 
Tandemmikroskopie), fUr die Bereitstellung neuer Werkzeuge in der automa­
tischen Bildverarbeitung (Kunstliche Intelligenz), als auch fUr Innovationen in 
der Stereologie selbst, z.B. durch neue Samplingverfahren, wie den Fractionator 
(23), das viele der genannten Fehierquellen gleichzeitig ausschlieBt. 
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1.4 Bildgewinnung und Bildverarbeitung 1) 

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

A. Einleitung 

Die mikrophotometrische Bewertung histopathologischer Praparate stellt Anfor­
derungen, die weit uber diejenige hinausgehen, die an die analytischen Verfahren 
in der quantitativen Zytologie gestellt werden. Die pathologischen Veranderungen 
im Gewebe erstrecken sich uber vergleichsweise sehr viel ausgedehntere Flachen 
im Praparat. Es mussen 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 verlaBliche, fruhzeitige Erken­
nung gerade einsetzender pathologischer Veranderungen verlangt Strategien fUr 
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 uber 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 Ansatze, pathologische Veranderungen zuverlassig zu 
erkennen; 

3. der Entwurf geeigneter Expertensysteme und Wissensdatenbasen; und 
4. die Beziehungen zwischen den Erfordernissen der Bildverarbeitung und geeig­

neten Rechnerkonfigurationen und Rechnerarchi tekturen. 

B. Datenaufnahme und Mikrophotometrie 

Diagnostische Informationen sind in histopathologischen Praparaten sowohl auf 
der logischen Ebene der einzelnen Bildpunkte vorhanden wie auch in der struktu­
rellen Anordnung der groBeren Gewebekomponenten, d.h. der Zellen, Drusen, 
GefaBe usw. Es ist also einerseits notwendig, MeBpunktabstande und MeBpunkt­
groBe etwa in der GroBe der Beugungsbegrenzung der Optik zu halten, anderer­
seits aber Objektflachen von etwa 5 x 5 mm2 abzutasten und digital zu speichern. 
Man hat es mit Datenmengen pro Spektralband von bis zu etwa 100 Millionen 
Bildpunkten zu tun. 

I) Diese Arbeit wurde durch das National Institute of Health, USA (grants CA 24466-07 und I-POI 
CA 38548-01), gef6rdert. 
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Die Notwendigkeit, eine solche Menge von Bildpunkten innerhalb einer 
vertretbaren Zeitspanne aufzunehmen, schlieBt nahezu aIle Bildabtastverfahren 
aus, die nicht auf Videotechnologie oder schnellen Strahlablenkverfahren 
beruhen. Diese Beschrankung hat wichtige Folgen. Bildaufnahme durch 
Abtastung der Bildebene, wie es den Videoverfahren zugrundeliegt, verlangt die 
gleichzeitige, volle Ausleuchtung des mikroskopischen Gesichtsfeldes. Dies 
wiederum schlieBt eine exakte Mikrophotometrie aus. Glucklicherweise ist 
fehlerfreie Photometrie selten ein Erfordernis zur Gewinnung diagnostischer 
Informationen, solange konsistente MeBresultate 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 fur 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 abhangt und zwar in einer hoch nichtlinearen Weise (5,9,15). Es ist 
erstaunlich, wie selten die GroBenordnung solcher systematischer MeBfehler ins 
allgemeine BewuBtsein der auf diesem Gebiet tatigen 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 % Lichtdurchlassigkeit 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 konnen. In 
Videosystemen, die ohne Leuchtfeldblende arbeiten, sind also bei hoheren 
optischen Dichten stark nichtlineare Streulichtfehler nicht zu umgehen. Diese 
systematischen MeBfehler treten in schnell en Strahlablenkverfahren in weit 
geringerem MaBe auf, eben weil wei taus weniger vagabundierendes Streulicht ins 
System gelangt. 

Abb.l zeigt das Laser Scanning Mikroskop aus unserem Labor (3). Man 
erkennt vorne rechts den run den 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 MeBpunkte 
enthalt. 1m linken Vordergrund ist eine breite Schiene zu sehen, auf der ebenfalls 
luftgelagert der Praparat-Trager und die Autofokus-Anlage glei ten. Der V orsch ub 
geschieht - senkrecht zur Richtung der 2 mm langen Rasterlinie - durch einen 
linearen Motor. Poischuhe und Armatur sind links unterhalb der Gleitschiene 
sichtbar. Unter der Plexiglasschutzhaube rechts oben sieht man die Lichtempfan­
ger und die Kondensoroptik; vom Objektiv ist unter der Kondensoroptik nur das 
Vorderende gerade noch zu erkennen. Das konventionelle Mikroskop-Objektiv im 
Hintergrund gehort zurvisuellen Beobachtungsstation. 

Abb.2 zeigt das Rastermuster im Prinzip: Eine Folge von 2 mm langen 
Rasterlinien, jede 4000 MeBpunkte lang und im Abstand von 0.5 Mikrometern 
aneinandergereiht. Die Rasterlinienabstande werden durch einen Mikroprozessor 
kontrolliert. 
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Abb. 1. Laser Scanning Mikroskop. 

Die Lange dieses Streifens von Rasterlinien ist praktiseh nur begrenzt dureh 
die Riiekkoppelungsoptik, die dem Mikroprozessor die genaue Position des 
Praparat-Tragers meldet. Sie ist in unserem Gerat aus praktisehen Grunden auf 
2 em, also 40 000 Rasterlinien festgelegt. Teehniseh bieten strahlablenkende 
Systeme viele Vorteile, die vor all em zum Ausdruek kommen, wenn die Daten 
direkt in einen Reehner eingelesen werden. In Zukunft ist bestimmt mit weiteren 
teehnischen Entwieklungen, die auf dieser Grundlage beruhen, zu reehnen. 

Die GesiehtsfeldgroBe, die mit der Optik erreiehbar ist, stellt einen wiehtigen 
Systemparameter dar. In hoehaperturigen Mikroskop-Objektiven, sogar solehen 
mit voller Plankorrektur und extremen Weitwinkelokularen, ist der Gesiehtsfeld­
durehmesser auf etwa 225 Jlm besehrankt. Das entsprieht einem quadratisehen 
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0.5 Mikrometer MeBpunktdurehmesser 

2mm 
4000 MeBpunkte 

Zeichnung nicht maJ3gerecht 

2 em 10 Streifen 

Abb. 2. Rastermuster fUr 2 mm lange Rasterlinien, je 4000 MeJ3punkte lang im Abstand von 
0.5mm. 

MeJ3feld von etwa 175 Jim Seitenlange. Unter der Annahme, daJ3 ein etwa 10 Jim 
breiter Streifen zwischen benachbarten MeBfeldern zur MeBfeldregistrierung 
iiberdeckend aufgenommen werden muB, wiirde also eine Gewebeschnittregion 
von etwa 5 x 5 mm2 in etwa 900 MeBfeldern 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 Flache 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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Hinge ist bestimmt durch den Felddurchmesser des Objektivs und das Praparat 
wird mit sehr hoher Prazision langsam unter der Rasterlinie durchgeschoben. Man 
erhalt also eine lineare MeBfolge. FUr diese Abbildungsbedingungen laBt sich auch 
fUr ein optisches System mit groBer Apertur der Bilddurchmesser stark vergros­
sem. Das gewahlte Beispiel, ein Feld von 5 x 5 mm2 Flache, wiirde bei der 
Streifenbreite von 2 mm entsprechend Abb.2 hochstens drei Streifen erfordern. 
Innerhalb jedes einzelnen Streifens werden die Bildpunktregistrierung durch die 
Kristalluhr des Rechners und die Rasterlinienabstande durch den Mikroprozessor 
auf etwa 3 % des MeBpunktabstandes von 0.5 JllIl genau gehalten; es liegen hier 
also keine Registrierprobleme vor. Zwischen verschiedenen Streifen muB die 
genaue Registrierung im Rechner erreicht werden. Die drei erforderten Streifen 
verlangen also zwei Korrelationsanpassungen und es muBten etwa 0.16 % des 
MeBfeldes doppelt aufgenommen werden. 

c. Rechnerstrukturen und Bildverarbeitung 

Bei sehr schnellen Datenaufnahmesystemen, wie etwa beim Laser Scanning 
Mikroskop der Universitat von Arizona, mussen die Daten fortlaufend analysiert 
werden. Die Programme arbeiten also in ''Echtzeit''. Ein Bildstreifen wird wie 
durch eine DrehtUre fortlaufend vollstandig ausgewertet. Die anfallenden Daten­
mengen sind so groB (ca. 3.2 Gigabytes pro Praparat), daB es nicht praktikabel ist, 
sie in einen Speicher zu lesen. FUr die meisten Anwendungen in der quantitativen 
diagnostischen Histopathologie werden jedoch nur eine Reihe von Videobildem, 
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), wlirde sich 
jeder Mikroprozessor die benotigten Bildregionen aus dem globalen Speicher 
herauskopieren. Dieses System erlaubt es, eine groBe Anzahl von Mikroprozes­
soren zu einem Verband zusammenzuschlieBen. Jedes Modul im Heidelberger 
POLYP hat bis zu 4 Megabyte lokale Speicherkapazitat. 

Die Frage der bestgeeigneten Rechnerarchitektur fUr die Analyse von 
histopathologischen Schnitten wird haufig vom Gesichtspunkt der "Kopplung" der 
notwendigen Bildverarbeitungsaufgaben her diskutiert. Unter der Kopplung von 
Bildverarbeitungsaufgaben versteht man das AusmaB, mit dem die Analyse einer 
gewissen Bildregion von Daten aus anderen Bildregionen abhangt. Die 
Verarbeitung eines Zellbildes, z.B. einer einzelnen Zelle in einem zytologischen 
Praparat, kann vom Anfang bis zum Ende durchgefUhrt werden, ohne daB das 
Rechnersystemjemals Bezug auf Resultate von anderen Zellbildem nehmen muB. 
Das Verarbeiten von Einzelzellbildem ist also eine praktisch nicht gekoppelte 
Bildverarbeitungsaufgabe, und man konnte sich vorstellen, daB mehrere Mikro­
prozessoren unabhangig voneinander in paralleler Weise mehrere Zellbilder 
gleichzeitig verarbeiten. Kopplung tritt nur auf, wenn sich Einzelzellen zufallig 
beruhren. In einem Gewebeschnitt dagegen ist es haufig 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 Zahlen von Zellkernen, beim Bezugnehmen auf eine 
Orientierung der langen Achsen von Zellkemen. All dies sind Beispiele von Daten, 
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die bei der Verarbeitung moglicherweise beriicksichtigt werden mussen). Es ist 
also eine Koordination der Bildverarbeitung mit verschiedenen Bildregionen und 
unter Umstanden verschiedenen zugeordneten Mikroprozessoren erforderlich. 
Wenn starke Abhangigkeiten bestehen, spricht man von enggekoppelten Bildver­
arbeitungsaufgaben. Es ist klar, daB die Art der Abstimmung von Prozessen 
zwischen verschiedenen Mikroprozessoren oder Programmabschnitten stark von 
der analysierten Struktur und den Verbindungen zwischen den verschiedenen 
Rechnerkomponenten abhangt. Wenn man ein Multi-Mikroprozessor-System hat 
(13), besteht dann die Moglichkeit, daB jedes Modul sich frei mit jedem anderen 
Modul in Verbindung setzen kann? 

Es ist zweifellos nutzlich, Rechnerarchitekturen vom Gesichtspunkt der 
Aufgabenkopplung zu betrachten. In unserer Erfahrung hat sich jedoch ein 
anderer Ausgangspunkt von groBerem Nutzen erwiesen. Die Beziehungen 
zwischen Rechnerstruktur und Bildverarbeitungsaufgabe hangen sehr stark vom 
Grad der Abhangigkeit und der Reichweite der Abhangigkeit der MeBwerte 
voneinander abo Das ist am besten mi t Beispielen zu erklaren. 

Bei einer Informationsextraktion, die sich ausschlieBlich auf eine Statistik 
erster Ordnung beschrankt, d.h. die den MeBwert an jedem Bildpunkt als 
unabhangig von allen anderen Bildpunkten ansieht, kann das gesamte Bild 
vollstandig parallel mit anderen Bildem verarbeitet werden. Das konnte idealer­
weise von einem vollstandig synchronen Rasterverband parallel arbeitender 
Mikroprozessoren ausgefUhrt werden und die Informationsgewinnung ware mit 
einer einzigen Instruktion oder einer kurzen Instruktionsfolge, die von jedem der 
Mikroprozessoren ausgefUhrt wlirde, fUr das gesamte Bild abgeschlossen. 
Beispiele dafUr sind das Setzen eines Schwellwertes oder die Berechnung des 
Histogramms der optischen Dichten im untersuchten Bild. 1m anderen Extrem 
konnte man sich einen Fall vorstellen, der am besten mit einer "Schnitzeljagd" 
verglichen werden kann. Der als nachster zu verarbeitende Bildpunkt wird erst 
identifiziert, nachdem der gegenwartige Bildpunkt analysiert worden ist. Es 
handelt sich also um eine streng serienmaBige Folge von Verarbeitungsschritten, 
die im Extremfall eine Abhangigskeitsfolge von einer Lange 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 Kemanschnitts­
flache vorkommt. Hier konnten ''Pipeline''-Architekturen die wirkungsvollste 
Rechnerstruktur darstellen. Wahrend in der praktischen Bildverarbeitung 
Prozeduren dieser Art haufig vorkommen, diirfte doch die groBe Mehrheit der 
Verarbeitungsaufgaben an Bildkomponenten mit Abhangigkeiten 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, durfte kaum zu einer Losung 
fUhren, 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 d~n jeweils 
anfallenden Aufgaben angepaBt werden kann. Die Rechnerstruktur wird von den 
Bilddaten gesteuert. 

Die Fahigkeit, wahrend der Bildverarbeitung eine Umkonfiguration des 
Rechnersystems durchfuhren zu konnen, war einer der entscheidenden Griinde fUr 
unsere Wahl des Heidelberger POLYP-Systems. Dieses System erlaubt es, eine 
groBe Anzahl von Mikroprozessoren zu einem Verband zusammenzuschlieBen. Das 
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POLYP-System ist gegenwartig auf dem Motorola MC 68 000 Mikroprozessor 
aufgebaut. Das System an der Universitat von Arizona (8) wird zunachst 36 
Mikroprozessoren enthalten, von denen jeder, zumindest fUr Integer-Operationen, 
die Rechenfahigkeit einer groBen Digital Equipment Corporation VAX. 111780 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 konnen multiple Instruktionsfolgen und 
multiple Datenwege gleichzeitig aktiv sein. Die einzelnen Mikroprozessoren 
arbeiten vollig asynchron. 

Das POLYP-System bietet den groBen Vorteil, daB es eine hohe Fehlertoleranz 
aufweist. Sollte ein Modul ausfallen, so wird seine Aufgabe von anderen iibernom­
men. 1m POLYP konnen mehrere Bildverarbeitungsaufgaben gleichzeitig ablau­
fen. Untergruppen von Mikroprozessoren konnen zu temporaren Einheiten zusam­
mengefaBt werden. Die Organisation der Mikroprozessoren-Unterverbande kann 
beliebig gewahlt werden, als Serienfolge, als paralleler Verband oder in anderen 
Konfigurationen. Die Bildverarbeitungsaufgaben werden den Mikroprozessoren 
automatisch nach vorher festgelegten Prioritaten zugeteilt. In groBen Mikropro­
zessoren-Verbanden, die mehrere hundert Prozessor-Einheiten enthalten konnen, 
geschieht diese Zuordnung mittels des Synchronisation-Bus-Systems, also durch 
eine hartverdrahtete Logik. In kleinen Mikroprozessoren-Verbanden kann die 
Prioritats-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, meBdatenge­
steuerte Rechner-Umkonfiguration setzt natUrlich voraus, daB bestimmte Bild­
komponenten entdeckt und bestatigt werden miissen. Die fUr die Verarbeitung 

Multiple common data bus system 

Priority bus transfer interface 

I Processor II Processor II Processor I···· ........... ··1 Global II Global I Module Module Module Memory Memory 

Multi ple 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 gtinstigste Konfiguration einer Untergruppe von Mikro­
prozessoren mu13 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 hOchsten Nutzungsgrad einzusetzen. Abb. 5 zeigt in einer schematischen 
Darstellung, wie verschiedene Untergruppen von Mikroprozessoren asynchron an 
verschiedenen Bildverarbei tungsaufgaben arbei ten. 

Analytische Programme fur Bildverarbeitungssysteme entwickeln sich in 
zunehmendem Ma13e aufSysteme hin, die qualitativ sehr gute Fahigkeiten haben. 
In der quantitativen Zytologie verla13t man sich im Grunde genommen auf zwei 
Programmsysteme: das Rechnerbetriebssystem und die Bildanalyse-Programme. 
Fur die diagnostische Bewertung von Gewebeschnitten sind bei weitem kompli­
ziertere, zusatzliche Programmsysteme erforderlich. Es konnen drei "Pro gramm­
Stufen" unterschieden werden. Auf der ersten Stufe findet sich eine Wissensdaten­
basis, die das Rechnersystem in der Zerlegung des Bildes in Komponenten unter­
stlltzt und, falls die Moglichkeit besteht, die dynamische Umkonfiguration eines 
Multi-Mikroprozessor-Systems uberwacht. Die zweite Stufe hat interpretative 
Fahigkeiten und fuhrt die eigentliche diagnostische Beurteilung des Bildes durch. 
In der dritten Stufe wird der Ubergang von der Analyse des Einzelpraparates zur 
Integration mit einem diagnostischen Expertensystem gemacht. 

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

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

Eine adaptive Umstrukturierung kann zwei Strategien folgen: 

1. Fur eine gewisse Folge von Bildverarbeitungsaufgaben, wiesie e~wa bei der 
Verarbeitung von Bildern von Nierenschnitten notig ist, konnte 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 fur sich. FUr ein gege­
benes Organ weiB 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 N achteil, in gewissem Sinne blind zu sein, weil die Bildanalyse in 
ihrem Ablauf vom System und letzten Endes eben nicht von den Bilddaten 
gesteuert wi rd. Wenn Schnittregionen verarbeitet werden mussen, die sich 
uber groBe FHichen erstrecken, und wenn eine starke Kopplung vorliegt, 
konnten bei dieser Strategie festgelegte Verarbeitungsfolgen in Schwierig­
keiten geraten. 

2. In solchen Fallen scheint es besser, einer Strategie zu folgen, die echt von den 
Bilddaten gesteuert wird. Das Bild wird eingelesen und ein Bildabschnitt wird 
vorverarbeitet, urn 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. Urn die erforderlichen Fahigkeiten dieses diagnostischen 
Programmes zu erlautern, ist es notwendig, auf das Prinzip der diagnostischen 
Beschreibung histopathologischer Schnitte fur 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, AbstandsmaBe vom 
Normalzustand zu berechnen sowie durch geschickte Merkmalsdefinitionen 
und Merkmalsauswahl den Nachweis pathologischer Veranderung unter 
Umstanden 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 durfte in vielen Fallen zweifellos so gar von 
klinischem Wert sein. 

2. Man kann eine Wissensdatenbasis erstellen und Expertensysteme in einem 
Rechner aufbauen. Wir sind in unseren eigenen Arbeiten zum SchluB gekom­
men, daB dies auf die lange Sicht gesehen die aussichtsreichere Methode ist; 
eine Begrundung fUr diese Entscheidung solI im folgenden gegeben werden. 

Systeme, die zur Zeit klinisch interessant waren, mussen nicht die Fahigkeit 
haben, einen histologischen Leberschnitt von einem Nierenschnitt zu unter­
scheiden. Was von klinischem Interesse ware, sind Systeme, die sehr fruhzeitige 
morphologische pathologische Veranderungen mit groBer Empfindlichkeit in einer 
Gewebeprobe bekannter Herkunft entdecken und auch eine sehr spezifische 
Veranderung identifizieren konnen (11). Urn dies moglich zu machen, muB das 
AusmaB und die Art der vorkommenden U nterschiede in normalen Geweben sehr 
genau bekannt sein. Das heiBt aber, daB nicht nur die Mittelwerte geeigneter 
Merkmale und ihre Streuung, sondern auch ihre gegenseitigen Korrelationen 
genau abgeschatzt werden mussen, wenn man eine kleine Abweichung zuverlassig 
als nicht mehr normal und durch eine spezielle Ursache hervorgerufen erkennen 
will. Bereits an diesem Punkt, an der Charakterisierung der normalen Abhangig­
keitsstruktur, begegnet man erheblichen Schwierigkeiten; es ist wahrscheinlich 
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Abb. 6. Normaler histologischer Kolonschnitt. 

Abb. 7. Schnitt eines Kolonschleimhautadenoms. 

dieser Punkt, an dem die oben erwahnten heuristischen Merkmalsbewertungen 
scheitern durften. Die Abhangigkeitsstruktur zwischen Komponenten des histo­
logischen Schnittes muB modelliert und explizit beschrieben (inferiert) werden. 
Dabei gibt es keinen offensichtlichen Weg festzusteIlen, ob man aIle notwendigen 
Merkmale und aIle notwendigen Abhangigkeiten erkannt und berucksichtigt hat. 
Eine Moglichkeit, die Vollstandigkeit der Beschreibung zu prufen, besteht darin, 
die Beschreibung zu benutzen, um Bilder synthetisch herzusteIlen, d.h. Simula­
tionsstudien auszufUhren. Die auf der Grundlage der postulierten vollstandigen 
Beschreibung generierten Bilder werden dann von Experten visuell begutachtet 
im Hinblick darauf, ob aIle 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 fUhrt, enthalt die Beschreibung alle notwendigen Informationen. 
Die heuristischen Merkmalsmethoden erlauben ihrerseits in den meisten Fallen 
keine Bildsynthese. 

Ein Beispiel mage die Notwendigkeit demonstrieren, die Abhangigkeits­
struktur vollstandig zu erkennen und in der Beschreibung zu berucksichtigen. 
Abb. 6 zeigt einen normalen histologischen Kolonschnitt, Abb. 7 ein Kolonschleim­
hautadenom. In normalen Drusen stehen die Drusenzellkerne peripher angeord­
net mit der langeren Achse senkrecht zur Basalmembran ausgerichtet und so, daB 
sie die Basalmembran nahezu beruhren. Das ist schematisch in Abb. 8 a gezeigt. In 
den Schnitten des Adenoms findet man, daB die Zellkerne auf das Lumen der 
Druse zu verschoben sind. Man kann in der Tat eine bimodale Verteilung der 
Kernzentrumsabstande von der Basalmembran messen; die zentral verschobenen 
Kerne des Adenoms haben einen mittleren Abstand ihres Kernzentrums 
voneinander, der 2,8 mal so groB ist wie derjenige der Epithelkerne in der 
normalen Kolonschleimhaut. Die bimodale Verteilung der Kernzentrumsabstande 
des Adenoms gibt auBerdem den Prozentsatz der zentral verschobenen Kerne an. 
Abb.8 b zeigt eine schematische Darstellung. Wenn man diese Beschreibung zur 
Grundlage einer Bildsynthese macht, so erhalt man unzulangliche Bilder. Das ist 
in Abb.9 a gezeigt. In wirklichen Bildern besteht eine starke Abhangigkeit 
verschobener Kerne voneinander: Solche Kerne kommen in Aggregaten vor und 
nicht als einzelne, unabhangige Ereignisse, wie es dem Modell in Abb. 9 a 
zugrunde gelegen hat. Eine Berucksichtigung dieser Abhangigkeit im Modell 
liefert Bilder, die schon weitaus echter aussehen (Abb. 9 b). Dabei wird ein weiterer 
Aspekt der Abhangigkeitsstruktur klar: Zentral verschobene Zellkerne sind auch 
seitlich dichter gepackt und das umso mehr, je graBer die Verschiebung auf das 
Lumen zu ist. Wenn auch diese Abhangigkeit in der Simulation berucksichtigt 
wird, erhalt man dem Pathologen bekannt vorkommende Bilder. Ein solches 
Beispiel ist in Abb. 9 c gegeben. Man kann mit Modellen wie den dargestellten 
erproben, wie empfindlich und wie spezifisch die Erkennung kleiner Abweichun­
gen yom Normalen gemacht werden kann. Obwohl die Simulation eine gewisse 
Ruckversicherung gibt, daB wichtige Eigenschaften der Abhangigkeitsstruktur 
berucksichtigt worden sind, ist auch die Simulation keine Garantie dafiir, daB die 
gesamte Abhangigkeitsstruktur vollstandig erkannt worden ist. 

a 

Abb. 8. Schematische Darstellung der Basalmembran: 
a) des normalen Kolongewebes und 
b) des Adenoms. b 
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a 

c 

Abb. 9. Synthetisehe Bilder der Kernanordnung in einem Kolonseh~tt mit zunehmender Beriiek­
siehtigung versehiedener Kriterien zur Optimierung der Simulation (von 9a naeh ge). 

Zusammenfassend ist also zu sagen, daB die diagnostische Bewertung generell 
auf drei beschreibende und definierende Informationssatze zurUckgreift: 

1. Eine topologische Struktur. 
2. Sollwerte fOr 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 muB immer wieder betont werden, daB das Ziel einer rechnergestutzten 
histopathologischen Bewertung die Erstellung diagnostischer Hilfen ist, 
unterstutzt von statistisch-probabilistischen Bewertungen und systemvorgeschla­
genen Diagnosen. AIle diese Informationen sollen es dem Pathologen erleichtem, 
eine Diagnose zu stellen und sie mit zusatzlichen Informationen zu stutzen. 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 aHem sogenannte ''Expertensysteme'' er­
offnen vollig neue Moglichkeiten. 

Die oben erwahnten Wissensdatenbasen dienen dazu, das Bildverarbeitungs­
system zu steuem. Die diagnostischen Programme kondensieren danh die errech­
neten Informationen. Expertensysteme wenden sich primar nicht an das Rechner­
system: Sie beantworten Fragen fur den Benut:j:er. 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 AusfUhrung zusatzlicher, 
spezieller Messungen in einem bereits ausgewerteten Praparat anfordem, um 
mogliche vermutete Alternativdiagnosen und ihre Wahrscheinlichkeit abschatzen 
zu konnen. Expertensysteme konnen durch ein Netzwerk Zugang zu groBen 
Datenbasen anbieten; sie konnen die Diagnosen anderer, speziell erfahrener 
Pathologen an ahnlichen Fallen zusammen mit den digitalen Bildem dieser Falle 
bereitstellen; sie konnten sogar fiber Netzwerke ein Konsilium mit anderen Patho­
logen anfordem. Zu einem zentralen Netzwerk verbunden konnen Experten­
systeme dieser Art sogar lemen, 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 Praparier- und Farbetechniken 

2.1.1 Die Bedeutung der Gewebepraparation, insbesondere 
der Fixierung und Farbung fur die Morphometrie und 
Stereologie 
Jon B. Reitan, Albrecht Reith 

A. Einleitung 

Morphometrische und stereologische Arbeiten werden innerhalb der Medizin und 
Biologie durchgefuhrt, urn etwas uber die quantitative Zusammensetzung des 
Gewebes oder der Zellen aussagen zu konnen. Diese Untersuchungen werden an 
einem Praparat, meistens an einem Schnittpraparat ausgefuhrt, das uber teil­
weise komplizierte Prozeduren hergestellt wird. Der Wert der Untersuchung steht 
und fallt mit dem Grad, in dem die Resultate den Verhaltnissen in vivo 
entsprechen. 

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

ORGANISMUS -I I~ ~I~IF.RUNG 
SAMPLING ( e Ydnerung, 

/ 
(Gewebe, Zelle) Einbettung) 

\ 
? 

PRXPARAT . (Schneiden) 

~I RESULTAT /.-1 ANALYSE I-I FARBlJNG 1/ 
Abb. 1. Die prinzipiellen Praparationsschritte bei morphometrischen Verfahren, die aile EinfluB 
auf das Endresultat nehmen. Mehrere der Stufen lassen sich we iter unterteilen. Auf der Fixie­
rungsstufe gehoren natiirlich die Dehydrierung, die Einbettung und das Schneiden dazu. Das 
Fragezeichen steht fur die Diskussion uber die Beziehung zwischen Analyseresultat und in vivo­
Situation. 
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B. Sampling und Fixierung 

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

Prinzipiell ware 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 daB man gezwungen ist, die einzelnen Proben fur 
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 Proteinprazipitation. Durch die danach folgende Dehydrierung 
oder Farbung wird das Fixans gewohnlicherweise ausgewaschen und die 
Bewahrung der Struktur wird davon abhangig sein, ob die Fallungsprodukte 
wasserloslich 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 Schneidegerat 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 Lochern wird dariibergelegt. Mit dem 
Stanzapparat {rechts obenl werden dann systematisch Gewebestanzen angefertigt, so daB nicht 
direkt benachbarte 8lockchen in die Auswahl gelangen. 
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die Vehikel fur die Fixierungsmittel, haben einen EinfluB auf die Praparate­
erhaltung fur die Elektronenmikroskopie. Bei der Osmium-Fixierung mit 
Cacodylatpuffer bewahrt man z.B. im Gegensatz zum S-collidinpuffer viele 
Proteine (Abb. 3 und 4). Das laBt 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 Cacodyl at­
puffer mit 0,1 M Saccharose. Nachfixiert mit 1% OS04. a) Bleicitratkontrastiert fur 10 Min., 
b) Uranylacetat fUr 20 Min. und Bleicitrat fur 10 Min. Die Uranylacetatbehandlung lal3t das Chro­
matin in den Kernen und die Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums sehr vie 1 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% OS04 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 herausgelost, so daB 
die Membranen gut sichtbar werden (15 000 xl. 

methode herausgelost wird. Durch eine Fixierung mit Osmiumtetroxid erhalt man 
gleichzeitig eine Kontrastierung verschiedener Gewebestrukturen, speziell der 
Membranen. Deshalb schlieBt sich die Os04-Fixierung fast immer an eine voraus­
gehende Fixierung durch Glutaraldehyd an, dessen Verwendung fur 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 fur 
pathologisch verandertes Gewebe, das sich ganz anders verhalten kann als 
Normalgewebe, auf das die meisten Fixierungsverfahren abgestimmt sind. Das 
wiederum hat einen starken EinfluB 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, daB die 
Volumenveranderungen gleich sind fur aIle Komponenten in einem Gewebe oder 
in der Zelle (22). Von praktischer Bedeutung ist speziell die Beobachtung, daB ein 
Gradient von guter zu schlechter Fixierung in Abhangigkeit der Entfernung von 
der Probenkante auftritt. Das gilt vor all em in der Elektronenmikroskopie, hat 
aber sicher auch praktische Bedeutung fUr die Lichtmikroskopie, wenn Messun­
gen vorgenommen werden sollen. Beim Vergleich verschiedener Fixi~rungsarten 
fanden wir (25) eine Volumenerhohung der Hepatocyten von 15%, wahrend das 
mitochondriale Kompartiment bis zu 30% anstieg, wenn man Immersions- mit 
Perfusionsfixierung verglich. Fur die GroBe von Mitochondrienanschnitten fanden 
sich bei derselben Fixierung und demselben Vehikel Unterschiede bis zu 100-
200% (Abb. 5), wenn man Immersions- mit Perfusionsfixierung vergleicht. In 
Abhangigkeit 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 fur den Routine­
gebrauch und die meisten Farbetechniken sind fUr Paraffinschnitte entwickelt. In 
der letzten Zeit sind auch sehr viele immunzytochemische Techniken fUr in 
Paraffin eingebettetes Material entwickelt worden. Jedoch lassen sich bei der 
Einbettung in Plastikmaterial, wie z.B. Epon oder Methacrylat, dunnere Schnitte 
herstellen, die prinzipiell von Vorteil fUr die Morphometrie und Stereologie sind. 
SemidOOne Schnitte von solchen Blocken sind wegen der Probleme mit der Uber­
projektion (Holmes-Effekt) (17) das Mittel der Wahl. Jedoch muB man dann in 
Kauf nehmen, daB man bei der Wahl von Farbungen eingeschrankt ist. FUr 
Farbungen an Eponschnitten ist das Mittel der Wahl Toluidinblau, wahrend man 
fUr Methacrylat-Einbettungen etwas freier in der Wahl verschiedener Farbungen 
ist. Aber selbst bei einer so oft verwendeten Methode wie der Toluidinblau­
Farbung von Eponschnitten konnen Probleme auftreten, da die Verfahren sehr 
wenig standardisiert sind. Fehler in der Polymerisierungstemperatur haben z.B. 
einen starken EinfluB auf die Qualitat der Farbung. 

Der Einbettungsschritt hat auch einen nicht zu vernachlassigenden EinfluB 
auf die Zusammensetzung von Gewebs- oder Zellkomponenten, seien es deren 
Anzahl, Volumen, oder Oberflachendichten. Das hangt mit der Schrumpfung 
wahrend der Einbettung zusammen, die fUr verschiedene Einbettungsmittel 
unterschiedlich ist. FUr Plastikstoffe spielt auch noch die Polymerisations­
temperatur und die Konzentration der Harter und Weichmacher eine Rolle. FUr 
die Praxis ist es deshalb emp£ehlenswert aIle 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. Schliffilachen von mineralischem Probenmaterial. Ubertragen auf 
histologisches Arbeiten wlirde das bedeuten, daB man mit einer Schnittdicke 0 
arbeiten mUBte. In der Praxis verfahrt man so, daB man eine moglichst doone 
Schnittdicke anstrebt. Als allgemeine Regel kann gelten, daB die Durchmesser der 
zu untersuchenden Komponenten circa 5 bis 10 mal groBer als die Schnittdicke 
sein solI ten, weil dann die Fehler durch die Uberprojektion vernachlassigt werden 
konnen (14). FUr dickere Schnitte kann man in der Praxis mit der Olimmersion bei 
100-facher VergroBerung arbeiten, ohne daB die Mikrometerschraube bedient wird 
(14). Dadurch erreicht man optisch eine "Schnittdicke" von weniger als 1 pm. In 
Abb. 6 sieht man einen Querschnitt durch einen Paraffinschnitt mit einer 
Schnittdicke von ungeflihr 5 pm. In Zusammenhang mit morphometrischen / 
stereologischen Arbeiten ist ein solcher Schnitt relativ dick. Sowohl die Anzahl der 
Kernprofile als auch deren Durchmesser ist abhangig vom Kontrast dieser Kerne 
im Schnitt und der Schnittdicke. Die zu geringe Erfassung aller Kernprofile, wei! 
sie entweder zu klein sind oder optisch zu wenig Kontrast enthalten, wird in der 
Praxis zu einer "truncation" der Resultate fUhren. Das Phanomen einer 
Uberregistrierung der Anzahl oder der GroBe von Objekten auf Grund zu groBer 
Schnittdicken, fUhrt zu dem bekannten Effekt der "Uberprojektion", der unter 
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.. Abb. 5. Die Veranderungen des mitochondrialen Kompartiments bei den verschiedenen Immer­
sionsfixierungen im Verhaltnis zur Perfusionsfixierung (= 100% gesetzt). VVM : Volumendichte 
der Mitochondrien im Zytoplasma, SV : SVMOIVVM (Quotient zwischen Oberflachendichte der 
Mitochondrien-AuBenmembranen bezogen auf ein Einheitsvolumen Zytoplasma und Volumen­
dichte der Mitochondrien bezogen auf das Einheitsvolumen Zytoplasma) am: durchschnittliche 
GroBe eines Mitochondrienanschnitts. GA : 1% Glutaraldehyd, OS : 1 % OS04, CAC : O.lM Cacody­
latpuffer, PHO : 0.135 Phosphatepuffer (aus (25), mit freundlicher Genehmigung der Scanning 
Electron Microscopy Inc). 

a 

b 
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Abb. 6. Verschiedene Schnittdicken-Effekte, die zu Uberprojektion oder "truncation" fuhren. Am 
Beispiel von Kernen in histologischen Schnitten von 5 Jim Dicke. 
a) Ideal ware eine Messung der Kerndurchmesser dl und d3 an der Oberflache. Bei der Transmis­

sionsmikroskopie wird jedoch der Durchmesser d2 an Stelle von dl erhalten, wenn ein ausrei­
chender Kontrast besteht. 1st der Kontrast gering, wurde d4 an Stelle von d3 bestimmt werden. 
Auf der U nterseite wiirde in idealer Weise nur ein Kernprofil registriert werden, dessen Durch­
messer d2 ware. Wahrscheinlich ist jedoch die Registrierung von zwei Kernprofilen mit dem 
Durchmesser d2 und d4. 

b) Ideal ware eine Registrierung von nur einem Kernprofil mit dem Durchmesser ds auf der Ober­
seite. Auf der U nterseite sollte eigentlich nur ein Kernprofil mit dem Durchmesser d7 registriert 
werden. 1st der Kontrast jedoch groB genug, wird man zwei Kernprofile registrieren, deren 
Durchmesser ds 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 fur 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 Bruchstiirke der verschiedenen Gewebskomponenten unterschiedlich ist. 
Das kann ein praktisches Problem bei Paraffinschnitten sein, wenn die Kern­
profile beim Schneiden losgerissen werden oder zu groB werden (Abb. 7) (16). 
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a b c 
Abb. 7. Schematische Zeichnung eines Schnittes, der drei Kernprofile enthalt. 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 c) ragt der Kern 
fiber die Schnittebene hinaus (modifiziert nach 16). 

Die einfachste Art und Weise, Probleme der Schnittdicke und des Farbe­
kontrasts zu umgehen, ist es, sehr dfinne Schnitte im Verhaltnis zur GroBe der zu 
studierenden Strukturen zu gebrauchen. Das heiBt, daB man fur die meisten 
lichtmikroskopisch interessanten Parameter (z.B. kleine Kerne, Nukleoli) mit 
Praparaten arbeitet, die in Plastik eingebettet sind, so daB sich semidunne 
Schnitte herstellen lassen. Arbeitet man mit ultradunnen Schnitten in der 
Elektronenmikroskopie, muB man bei Strukturen, die groBer als 1 pm sind wie z.B. 
Mitochondrien, nicht mit groBen Fehlern rechnen. Fur Innenstrukturen der Mito­
chondrien wie Cristae gilt das allerdings nicht (24). Ein Korrekturbedarf besteht 
erst, wenn man an Objekte unterhalb dieser GroBenordnung, wie z.B. Pinozytose­
Vesikel oder Ribosomen interessiert ist. Zusatzlich besteht dann oft noch das 
Problem einer adaquaten Kontrastierungsmethode fUr 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 Intensitat erhalt. In einigen Fallen kann der Farbstoff 
sich nicht direkt an die Struktur binden ohne daB eine Beize benutzt wird. Solche 

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: Seize. 



91 

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 
Routinefiirbung, die Hamatoxylin-Farbung dar. Hamatoxylin alleine bindet sich 
nicht im Gewebe, es sei denn, es werden zusatzlich Metallsalze eingesetzt, oft in 
der gepufferten Farblosung oder in der Fixierungslosung. Aus Tabelle 1 geht 
hervor, welche Metalle eine Bindung fur 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 Hamatoxylin, aber die meisten werden 
synthetisch hergestellt. Farbstoffe sind sehr oft pH-abhangig in ihrer Bindung an 
die Strukturen, wiihrend indifferente Farbstoffe sich gerne an Neutralfette 
anlagern. Alle gewohnlichen 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 Fallen, wo die Basenkomponente die Farbe ist, werden saure Komponenten, 
wie z.B. Kernsauren, angefarbt. Selbst geringe pH-Variationen konnen einen 
merklichen EinfluB auf die Fiirbung haben (z.B. Papanicolaou-Fiirbung) (6). In 
einigen Fallen ist der FarbungsprozeB ein komplexer ProzeB. Eine Ubersicht uber 
die physikalisch-chemischen Grundlagen der Farbung findet sich bei Zimmer­
mann (42). Metachromatische Fiirbungen sind so aufgebaut, daB die Farbung einer 
Gewebekomponente ein Absorptionsspektrum ergibt, so daB der Gewebefarbe­
komplex ausreichend verschieden von der urspriinglichen Farbe und der gefarbten 
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 laBt sich in einzelnen Fallen auch ausnutzen, um spezielle Strukturen 

Tabelle 1. Gewebsspezifitiit fur Hiimatoxilin beim Gebrauch von verschiedenen Beizen (Meta lien) 
(5). 

Gewebekomponente 

Kerne 
Myelinketten 
Elastische Fasern 
Kollagen 
Achsenzylinder 
Mucin 
Fibrin 
Mitochondrien 

Beize 

Aluminium, Eisen, Wolfram 
Chrom, Kupfer, Eisen 
Eisen,Jod 
Molybden 
Blei 
Aluminium 
Wolfram 
Eisen 
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Abb. 9. Darstellung von Mitochondrien in der Leber mit Hilfe der Cytochromoxidase und Diamino­
benzidin (DAB) . Beachtenswert ist die gleichmaBige Farbung der Mitochondrien uber den gesam­
ten Schnitt hinweg (Rattenleber, 1-2 Min. perfusionsfixiert mit hochgereinigtem 1% Glutaralde­
hyd. 40-80 Jl.m Gewebeschnitte wurden fur 3-15 Min. in kaltem Phosphatpuffer gewaschen und fUr 
60 Min. in einer 4.66 mM DAB Liisung bei 21° C inkubiert. Keine Osmiumnachfixierung, reiner 
DAB Kontrast. (25 000 x). 

darzustellen. Amyloid zeigt z.B. gelbgrune Doppelbrechung in Praparaten, 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 verstarkt, in dem die Ultradunnschnitte mit Bleicitrat (Abb.3a) 
und im FaIle der Doppelkontrastierung (Abb.3b) zusatzlich mit Uranylacetat 
kontrastiert werden. Uranylacetat farbt besonders stark DNS und RNS Anteile 
der Zelle an. Weitere selektive Kontrastierungen fUr andere Zellbestandteile sind 
instruktiv bei Geyer (10) dargestellt. Enzymdarstellungen durch Metallsalze sind 
ein anderer Weg, selektive Kontrastierungen von Zellorganellen methodisch zu 
erhalten. Relativ einfach durchzufuhren sind die Darstellungen von Lysosomen 
durch saure Phosphatase, von Mitochondrien durch die Cytochrom-Oxidase 
(Abb.9), von Peroxisomen durch die Peroxidase (Abb 10) und des endoplasma­
tischen Retikulums durch Glucose-6-Phosphatase (Abb. 11). 

Immunzytochemische Methoden mit kolloidalem Gold, Ferritin oder,Peroxidase 
(siehe ''Immunzytochemie'' in diesem Kapitel) sind in letzter Zeit in die 
Elektronenmikroskopie eingefUhrt worden CUbersicht 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 Vollstandigkeit halber auch erwahnt werden. 
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Abb. 10. Darstellung von Peroxisomen mit Hilfe der Peroxidase unter Verwendung von DAB und 
H202. N achfixiert mit OS04, Bleicitratkontrastierung. (15 000 xl. 

Abb. 11. Darstellung des endoplasmatischen Retikulums und der Kernmembran mit Hilfe der 
Glukose-6-Phosphatase. Osmium nachflXiert, 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 wiirde zu weit fiihren, eine Darstellung der vielen Farbemethoden und ihrer 
Vorzuge zu geben und anzugeben, welche Methoden fur welche Untersuchungen 
vorzuziehen sind. In Abb. 13 sind einige Beispiele von Farbungen gezeigt, die sich 
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Abb. 12. Immunzytochemische Methode mit kolloidalem Gold zur Darstellung von intrazellularen, 
hormonbeladenen Vesikeln in Thyreoideakarzinomzellen, die Calcitonin positiv sind. Die Goldpar­
tikelliegen iiber den elektronendichten Vesikelanhaufungen (Ubersichtsaufnahme (15 000 xl), 1m 
Inset deutliche Markierung einzelner Versikel (100 000 xl. (Die Aufnahme wurde freundlicher­
weise von Dr. J. Nesland und Ruth Holm zur Verfiigung gestellt). 

Abb.13. 
al Rattenleber. Perfusionsfixierung mit 1% Glutaraldehyd in 0.1 M Cacodylatpuffer, Epon einge- • 

bettet. Links: Schnittdicke 0.5 Jlm. Toluidinblau gefarbt durch 2 Sek. Erwarmung iiber einer 
Flamme. Rechts: Nachbarschnitt, Schnittdicke allerdings 0.75 pm . Erwarmungszeit 4 Sek. 
Deutlicher U nterschied in der Farbung auf Grund dieser geringfiigigen Modifikationen. 

b) Rattenleber. Perfusionsfixierung mit 1% Glutaraldehyd in O.IM Cacodylatpuffer, Epon einge­
bettet. Danach 9 Std. AgNOR-Farbung des getrimmten Blockes. Deutliche Markierung auch 
der tangential getroffenen Kerne (Kernkappenschnitte). 

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

d) Biopsie der normalen Magenschleimhaut. Immersionsfixierung in Glutaraldehyd, Epon einge­
bettet. 9 Std. AgNOR mit darauffolgender Toluidinblaufiirbung. 

e) Gleiche Biopsie wie d). AgNOR und HamatoxilinlEosin nach Deeponisierung. Die Entfernung 
des Epons ermoglicht eine Reihe von Farbungen, die sonst nur fiir Paraffinschnitte gelten. 

1) Gleiche Biopsie wie d) und e). AgNOR und PAS. 
g) Harnblase, Maus. Perfusionsfixiert in Phosphat gepuffertem 4% Formaldehyd, ParafT"mein­

bettung. Schnittdicke 5 pm. Farbung: Mayers Hamatoxilin und Azophloxin. Grenze zwischen 
U rothel und Stroma schwierig zu identifizieren. 

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

Allgemein kann man sagen, daJl es ein V orteil ist, einfache Methoden zu 
wahlen, die in einem Laboratorium standardisiert sind, eine optima Ie Farbequali­
tat bieten und ~inen geringen Arbeitsaufwand erfordern. Semidunne Schnitte von 
in Plastik eingebettetem Material, gefarbt mit Toluidin, sind oft eine brauchbare 
Allround-Alternative. Diese Einbettung hat den zusatzlichen Vorteil, daB man bei 
Bedarf eine elektronenmikroskopische Untersuchung anschlieBen kann. 

F. Quantitative Farbungen 

In vielen Situationen in der Morphometrie wird eine quantitative Farbung, d.h. 
ein quantitatives Bindungsverhaltnis einer Farbe mit einer Strukturkomponente 
interessant sein. Ein typisches Beispiel dafur 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 gefarbt 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 fur Referenz­
methoden reprasentieren. 

Morphologisch erkennbare und quantifizierbare Zellstrukturen sind nicht nur 
Kerne oder Organellen, sondern konnen 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 toluidingefarbten Plastikschnitten. In der Leber 
lassen sich die Zellgrenzen mit zufriedenstellender Klarheit fur die automatische 
Bildanalyse mit Anilinblau darstellen (40). 

G. Immunzytochemie 

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

Die Farbung muB optimal im Verhaltnis zu dem Registrierungssystem, das man 
benutzen will, durchgefUhrt werden. FUr die meisten morphometrischen Arbeiten 
ist das Transmissionsmikroskop und das menschliche Auge das gewahlte Regi­
strierungssystem. Das Interesse des Morphometristen ist es, mit dem Auge Areale 
von Organellen oder Zellen aus der umgebenden Struktur herauszulosen, um sie 
einer Volumen-, Oberflachen- oder numerischen Dichtebestimmung zuzufUhren. 
Die dabei entscheidenden Faktoren sind die Auflosung im Bild und der Kontrast. 
Die Bandbreite, mit er das menschliche Auge das Licht zwischen dem niedrigsten 
und dem hachsten Intensitatsniveau unterscheiden kann, betragt ca. 1010, wah­
rend die subjektive Auffassung von Helligkeit eine logarithmische Funktion der 
physikalischen Intensitat zu sein scheint. Das Auge muB sich an die verschiedenen 
Intensitaten adaptieren und Webers Quotient aL/L = Kist verhaltnismaBig 
konstant gleich 2% (7). Das bedeutet, daB die geringste Variation der Licht­
helligkeit aL, die man bei der Lichtintensitat L erfassen kann, zwischen dunklen 
und hellen Partien nicht besonders stark variiert. Daraus folgt, daB auch die 
Moglichkeit, geringe Lichtunterschiede in einem Gebiet zu unterscheiden, herab­
gesetzt wird, wenn das umgebende Gebiet im Mikroskop eine deutlich hahere 
Lichtintensitat aufweist. Man muB also in der Praxis Farbungen vorziehen, bei 
denen die Kontrastunterschiede "in den richtigen Gebieten" sehr groB sind. Unser 
Farbsinn ist weniger sensitiv in Bezug auf die Intensitat. Andererseits ist unsere 
Farbdiskriminierung sehr groB. Selbst geringe Farbnuancen zwischen Tiefblau 
und Azur konnen noch differenziert werden. 

Bei der automatischen Bildanalyse steht man oft vor anderen Problemen (siehe 
Kapitel 1.2 und 3.4). Die Breite ffir die Grautonskala in einem datenbasierten 
Analysesystem ist dem menschlichen Auge unterlegen (27). Innerhalb eines mitt­
leren Helligkeitsniveaus kann die Sensitivitatjedoch gut sein. Zusatzlich laBt sich 
die Grautonvariation manipulieren durch z.B. eine Logarithmierung. Bei der 
aufwendigeren Bildbehandlung lassen sich Mustererkennungsuntersuchungen, 
Gradientanalysen und Frequenzstudien (Fourieranalyse) etc. durchfUhren (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 
ru betrachten, nachdem eine Identifikation der Objekte interaktiv erfolgt ist. Es 
lassen sich arbeitsmaBige Zeitersparnisse bei der semiautomatischen Daten­
registrierung erhalten, aber man sollte sich uberlegen, ob die Untersuchungen 
sich nicht leichter mit den konventionellen morphometrischen Methoden durch­
fuhren lassen konnen (12). Bei den vollautomatischen Systemen, die auf einer 
Digitalisierung oder Videotechnik (TV-Kamera an das Mikroskop angeschlossen) 
basieren z.B. vom Typ mAS, muB die menschliche Interaktion durch teils kompH­
zierte Datenalgorithmen erganzt werden. Das bedeutet zumeist, daB das ursprung­
Hche 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 Zufiieden­
heit durchgefUhrt werden. Die Methode hat speziell Bedeutung bei der stochio­
metrischen Farbung von DNS in Kernen (9). 

Bei der digitalen Bildanalyse wird sehr oft eine groBe Anzahl von Bildpunkten 
benutzt, die Auflosung wird dadurch besser. Uhrig 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 zusatzlich eine Reihe modulierende Funktionen. Die angewandten 
Dreifarbensysteme geben deshalb die Farben, die wir mit dem menschlichen Auge 
auffassen konnen, nur grob wieder. Diskriminierungsmoglichkeiten zwischen 
geringeren Farbnuancen sind zweifelhaft und es gibt groBe Kalibrierungs­
probleme, die die relative Sensibilitat zwischen den drei verschiedenen Farb­
rezeptoren betreffen. 

Die automatische Bildanalyse kann unter guten Kontrastverhaltnissen sehr 
gute und interessante Resultate ergeben. Es ist wahrscheinlich, daB 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 uber das, was 
man beim Einsatz solcher Verfahren erreichen kann. Fur die Morphometrie mit 
dem Punktezahlverfahren sind die konventionellen Farbetechniken der Elektro­
nenmikroskopie, d.h. der Osmiumkontrast verstarkt durch Blei-oder Uranyl­
acetatkontrast ausreichend. 

I. SchluBfolgerung 

Bei morphometrischen Untersuchungen solI man danach streben, fur die zu unter­
suchenden Strukturen die bestmoglichen 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
hOhung kann erreicht werden durch die Silberfarbung, die sich besonders fUr die 
automatisierte Bildanalyse z.B. von Kernen, Nukleoli und NORs (33, 34, 35) 
eignet. Auf elektronenmikroskopischem Niveau ist in letzter Zeit die Kontrast­
erhohung durch die Verwendung von Detektoren fur Ruckstreuelektronen interes­
sant geworden (Abb. 14). Je geringer der Kontrast zwischen der Struktur und der 
Umgebung ist, desto groBer wird der Bedarffur komplizierte Algorithmen, um ein 
zu geringes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu kompensieren. Bei Eponschnitten, die 
mit Toluidinblau gefarbt werden, kann das Epon selbst dann gefarbt werden, wenn 
die Polymerisierung bei falschen Temperaturen durchgefuhrt wird. Das fuhrt 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). 

N achdem so viel uber Fehlerquellen gesagt worden ist, konnte der Eindruck 
entstehen, daB morphometrische und stereologische Untersuchungen auf Grund 
der technischen Schwierigkeiten problemreich sind. Aber dieser Eindruck ware 
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b c 
Abb. 14. Darstellung zytologischer Strukturen in der Rasterelektronenmikroskopie (REM) durch 
Einsatz von Detektoren fur Ruckstreuelektronen am Beispiel von Zellkulturen aus C3H/I0T/1/2 
Mauseembryozellen 
a) Normales REM-bild mit Sekundarelektronen. Einige kurze Mikrovilli auf der Zelloberflache 

(Pfeile) mit dem darunterliegenden Schatten des Zellkerns. 
b) Ruckstreuelektronenbild derselben Zelle mit guter Abgrenzung des Kerns und der Nucleoli. In 

den Nucleoli sieht man die dunkelmarkierten Nucleolus Organisator Regionen (NOR). 
c) Digitale Bildverarbeitung im Kontron IBAS-System fUr 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 groBer 
Bedeutung konnen jedoch nur erarbeitet werden, wenn man durch geeignete 
praparatorische und meBtechnische MaBnahmen die Fehler gering halt und die 
unvermeidlichen durch geeignete Korrekturen zu kompensieren versucht. 

Literatur 

1. Aherne WA, Dunnill MS (1982) Morphometry. Edward Arnold, London 
2. Amsler B, Mihatsch MJ (1977) Spezialfarbungen an Epon-Semidunn-Schnitten fur die Licht­

mikroskopie. Schweiz Z Med Techn Lab Pers 4:424 
3. B6hm N, Sandritter W (1975) DNA in tumors: a cytophotometric study. CurrTop Patho160:151 
4. Burck H (1973) Histologische Technik. Leitfaden fur die Herstellung mikroskopischer Prapa­

rate in U nterricht und Praxis. Thieme, Stuttgart 
5. Culling CF A (963) Handbook of Histopathological Techniques. Butterworths, London 
6. Drijver JS, Boon ME (1983) Manipulating the Papanicolaou staining method. Role of acidity in 

the EA counterstain. Acta Cyto127:693 
7. Everette James A (1983) The newer imaging procedures in radiological sciences. Choices of 

informational content and image quality. NRCP Proceedings 4:45 
8. Fossa SD (1975) Feulgen DNA-values in transitional cell carcinoma of the human urinary 

bladder. Beitr Path 155:44 
9. Fossa SD, Kaalhus 0 (1977) Computer assisted image analysis of Feulgen-stained cell nuclei 

from transitional cell carcinoma of the human urinary bladder. Acta Pathol Microbiol Scand 
Sect A 85:590 



101 

10. Geyer G (1973) Ultrahistochemie. VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 
11. Gundersen HJG, 0sterby R (1981) Optimizing sampling efficiency of stereological studies in 

biology: Or "Do more less well". J Microsc 121:65 
12. Gundersen HJG, Boysen M, Reith A (1981) Comparison of semiautomatic, digitizer tablet and 

simple point counting performance in morphometry. Virchows Arch (Cell Pathol) 37:317 
13. Gupta M, Mayhew TM, Bedi KS, Sharma AK, White FH (1983) Interanimal variation and its 

influence on the overall precision of morphometric estimates based on nested sampling designs. 
J Microsc 131:147 

14. Haug H (1980) The significance of quantitative stereologic experimental procedures in patho­
logy. Pathol Res Pract 166:144 

15. Heitz PU (1982) Immunocytochemistry. Theory and application. Acta Histochem 25 (suppl) 17 
16. Helander KG (1983) Thickness variations within individual paraff"m and glycol methacrylate 

sections. J Microsc 132:223 
17. Holmes AH (1927) Petrographic Methods and Calculati{)ns. Murby, London 
18. Mayhew TM, White FH, Gohari K (1982) Towards economy of effort in quantitative 

ultrastructural pathology: Efficient sampling schemes for studying experimental carcino­
genesis. J Patho1138:179 

19. McDowell EM, Trump BF (1976) Histologic flxatives suitable for diagnostic light and electron 
microscopy. Arch Pathol Lab Med 100:405 

20. Polak JM, Van Noorden S (eds) (1983) Immunocytochemistry. Practical Applications in 
Pathology and Biology. Wright PSG, Bristol 

21. Polak JM, Varndell 1M (eds) (1984) Immunolabelling for Electronmicroscopy. Elsevier, 
Amsterdam 

22. Reith A, Barnard T, Rohr HP (1976) Stereology of cellular reaction patterns. CRC Crit Rev 
Toxico14:219 

23. Reith A (1979) Enzyme topology and morphometry. In: Schmidt E, Schmidt FW, Trautschold I, 
Friedel R (eds) Advances in Clinical Enzymology. Karger, Basel, 53 

24. Reith A, Mayhew TM (1980) Caveat bei der mOrphometrisch-stereologischen Bestimmung von 
Biomembranen. Gegenbauers morph Jahrb, Leipzig 126, 206 

25. Reith A, Kraemer M, Vassy J (1984) The influence of mode of flxation, type of flxative and 
vehicles on the same rat liver: a morphometric/stereologic study by light and electron micro­
scopy. Scanning Electron Microscopy 11:645 

26. Reith A, Mayhew TM (eds) (1985) Stereology and Morphometry in Electron Microscopy. An 
Illustration of Problems and Solutions. Hemisphere Publishing Corporation, New York 

27. Rigaut JP (1983) Image analysis in electron microscopy. In: Johannessen JV (ed) Electron 
Microscopy in Human Medicine. Vol lib, McGraw-Hill, New York, 199 

28. Rigaut JP, Margules S, Boysen M, Chalumeau M, Reith A (1982) Karyometry of 
pseudostratified, metaplastic and dysplastic nasal epithelium by morphometry and stereology. 
I. A general model for automated image analysis of epithelia. Pathol Res Pract 174:342 

29. RigautJP, Berggren P, Robertson B (1983) Automated techniques for the study oflung alveolar 
stereological parameters with the IBAS image analyser on optical microscopy sections. 
J Microsc 130:53 

30. Romeis B (1948) Mikroskopische Technik. R Oldenburg, Mdnchen 
31. Sandritter W, Thomas C (1977) Histopathologie. FK Schattauer Verlag, Stuttgart 
32. Sternberger LA (1979) Immunocytochemistry. Theory and Application. 2nd edn, Wiley, New 

York 
33. Thiebaut F, Rigaut JP, Feren K, Reith A (1984) Smooth-surfaced controland transformed 

C3H/I0T-1I2 cells differ in cytology: a study by secondary electron, backscattered electron and 
image analysis. Scanning Electron Microscopy Ill: 1249 

34. Thiebaut F, RigautJP, Reith A (1984) A new method for easy staining of cell junctions by silver 
nitrate in light and electron microscopy. Mikroskopie (Wien) 41:155 

35. Thiebaut F, Rigaut JP, Reith A (1984) Improvement in the specificity of the silver staining 
technique for AgNOR-associated acidic proteins in paraffin sections. Stain Techno159:181 



102 

36. Thompson SW, Hunt RD (1963) Selected Histochemical and Histopathological Techniques. 
Butterworths, London 

37. Vanroelen Ch, Vakaet L (1984) The influence of tissue handling before fixation on the 
morphology of the chick blastoderm. J Microsc 134, 173 

38. Weibel ER (1979) Stereological Methods. Vol 1: Practical Methods for Biological Morphometry. 
Academic Press, London 

39. Wenzelides K, Korek G, Voss K (1981) Bestimmung des relativen RNA-Gehaltes von 
Leberzellkernen bei der Farbung mit Gallocyanin-Chromalaun. Acta Histochem 69:307 

40. Wenzelides K, Hillman I, Voss K (1982) Zur Darstellung der Leberzellgrenzen mit Anilinblau 
und ihre vollautomatische Erfassung mit einem Bildanalysesystem. Acta Histochem 70:193 

41. Williams MA (1977) Autoradiography and immunocytochemistry. In: Glauert AM (ed) 
Practical Methods in Electron Microscopy. Vol 6, Part I, North Holland, Amsterdam, 1 

42. Zimmerman HW (1983). Physikalisch-chemische Grundlagen der Farbung fur manuelle und 
apparative Zytodiagnostik. In: Wittekind D (ed) Manuelle und automatisierte Zytodiagnostik. 
Microscopica Acta Supp16:45 

Zwei zusatzliche empfehlenswerte Standardwerke: 

Schimmel G, Vogell W (1981) Methodensammlung der Elektronenmikroskopie. Wissenschaft­
liche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart 
Revel JP, Barnard T, Haggis GH (eds) (1984) The Science of Biological Specimen Preparation 
for Microscopy and Microanalysis. Scanning Electron Microscopy Inc, AMF O'Hare, IL 



2.1.2 Probenaufbereitung fur die automatische Bildanalyse 
Gerd Schwarz 

A. Einfiihrung 

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

Ausgangspunkt fur die automatische Bildanalyse sind zunachst die konventio­
nellen Methoden und Praparate der Zyto- und Histopathologie. Haufig jedoch, wie 
bei der Zytopathologie der Cervix uteri und der Vagina, genugen die konventio­
nellen Praparate nicht den Anforderungen der automatischen Verfahren. Es 
mussen daher neue, adaquate Praparationstechniken (einschlieBlich der Farbe­
verfahren) erarbeitet werden (Abb. 1) (1, 3, 4, 7,10,11,12,13,14,16,18,19,22,23, 
30, 31, 32). Der Begriff des "adaquaten Praparates" unterliegt Veranderungen und 
ist abhangig yom Entwicklungszustand des Gesamtsystems und von den speziellen 
Fragestellungen. Vorschlage fur die Gestaltung von automatisierten zytodiagno­
stischen Systemen werden zur Zeit diskutiert (8). Wie bei der vi sue lIen Diagnostik 
ist die Reprasentativitat des Zellmaterials die wichtigste Voraussetzung auch der 
automatischen Praparatbeurteilung. Ein besonderes Augenmerk muB deshalb auf 
die richtige und sorgfaltige Probenentnahme gelegt werden (8, 27, 29, 33). Im 
Vergleich zur visuellen Zyto- und Histopathologie noch deutlicher ist die 
Forderung nach reproduzierbaren Praparationsergebnissen (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 Munchen 
entwickelt und ist Teil eines automatischen Prescreening-Systems zur Fruherken­
nung des weiblichen Geni talkrebses und seiner Vorstufen. * 

Partner waren die Gesellschaft fur Strahlenforschung (GSF), Neuherberg bei 
Munchen (Institut fur Strahlenschutz, Dr. Burger) und die Universitat Stuttgart 
(Institut fiir Physikalische Elektronik, Prof. Dr. Bloss). 

* Die Durchfuhrung dieser Arbeiten wurde in dankenswerter Weise vom Bundesministerium fOr 
Forschung und Technologie (BMFT), Bonn, gefordert. 
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B. Anforderungen an die Qualitat zytologischer Praparate fUr die 
automatische Bildanalyse 
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Die Anforderungen der automatischen Zytologie an die Praparateparameter 
lassen sich in Grund- und Zusatzanforderungen fiir die Routineanwendung unter­
teilen (Tabelle 1). Die Grundanforderungen sind bedeutungsvoll fUr die zuverlas­
sige Zellmarkierung und -segmentierung, die Relevanz der festgelegten Grauwert­
schwellen (FilterprozeB) und die optimale und reproduzierbare Ermittlung von 
Merkmalssatzen zur Zell- und Praparatbeschreibung. Die Erfullung einer Reihe 
von Zusatzanforderungen erbringt eine Verbesserung und Beschleunigung der 
Praparat-Abtastung, was vor allem fur die Routineanwendung von Bedeutung ist. 

C. Prinzipielle Schritte bei der automatengerechten Aufbereitung 
zytologischer ZeUproben 

Die Prozedur der Herstellung automatengerechter Praparate laBt sich in eine 
Reihe von methodischen Schwerpunkten gliedern: 

1. Art des MaterialslEntnahmeort 
2. Materialentnahme 
3. KonservierungN orfixierung 
4. ZeUvereinzelung 
5. Waschen der ZelleniReinigung und Fraktionierung der Zellprobe 
6. Zellzahl-Bestimmung 
7. Einstellen der optimalen Zellzahl fUr die Praparatbelegung 
8. PraparatbeschickungN orbehandlung der Objekttrager 
9. Fixierung 
10. Farbung 
11. Eindecken 

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

Entsprechend den Anforderungen der automatischen Zytologie wurde am Institut 
fiir klinische Zytologie (HZ) der Technischen Universitat Miinchen das Modell 
einer speziellen Praparationsprozedur fur die Verarbeitung gynakologischen 
Abstrichmaterials entwickelt (11, 12, 17-23) . 

• Abb. 1. Herstellung automatengerechter Praparate aus gynakologischem Abstrichmaterial 
(Papanicolaou-Farbung): 
a) Gereinigte Probenfraktion eines automatengerechten Zentrifugationspraparates nach Anwen­

dung der IfZ-Praparationstechnik (negativer Fall) 40x Objektiv. 
b) Konventionelles Referenzpraparat yom gleichen Fall (zu a): 

Abstrichpraparat mit storenden Materialuberlagerungen und Schmutz im Hintergrund; 40x 
Objektiv. 

c) Demonstration der besonderen Eignung der IfZ-Praparationstechnik fUr die Feinanalyse der 
Chromatinstruktur; blaue Intermediarzelle aus gereinigter Probenfraktion; negativer Fall mit 
IIIo-Vorbefund; lOOx (01) Objektiv. 
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1. Entnahme der Zellprobe 

5. Grobreinigung mit 
80 Jim Nylonsieb 
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;!. Einbringen in 5 ml 
Konservierungsmedium 
mit 30 Teilen 
Athanol (96%) 

Versand (Post) 

r 
4. Tupfer verwerfen 

<--' 

D 
6. Einbringen in 

Zenlrifugationskammer 

Zellprobe 
Pressluft dichtes 
(1 bar) Medium 

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

7. Zentrifugalion 

1 min 450 U x 9 
3 min 1500 U x 9 ,-----------,; 

Oberstands­
fraklion 

Oberstands­
fraktion 

Sediment­
fraktion 

8. Lufttrocknung bei 37°C 
oder Alkoholfixierung 

9. Farben 
10. Eindecken 

11. Praparatanalyse 

Abb.2. Einfache Praparationsmethode fUr 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 
groJ3er Wert darauf gelegt, daB die Praparation einfach, schnell und billig im 
Routineablauf durchfuhrbar ist. Dabei wurde auch der Aspekt einer moglichst 
weitgehenden Automatisierung der Praparationstechnik berucksichtigt, was 
sowohl eine Verringerung der Kosten als auch eine gesteigerte Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse zur Folge hat. 

1m Mittelpunkt des IfZ-Praparationsverfahrens steht die Reinigung der im 
Konservierungsmedium suspendierten gynakologischen 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 uberschichtet und zur Auftrennung kurz zentrifugiert (1 min, 
450 g) (19, 22). Die Wanderung der Probenbestandteile in viskoser Flussigkeit laJ3t 
sich annaherungsweise durch das Stokessche Gesetz beschreiben: 

v : W anderungsgesch windigkei t der Teilchen 
g : Erdbeschleunigung (hier: Zen trifugalbeschleunigung) 
r : Radius der Teilchen 
PI : Dichte der Teilchen 
P2: Dichte der Flussigkeit 
'l : Viskositatskoeffizient der Fliissigkeit (hier: Plasmasteril) 

GroJ3e und dichte Teilchen wandern schneller als kleine und weniger dichte 
Teilchen. 

Bei den gynaklogischen Zellproben sedimentieren die diagnostisch relevanten 
groJ3en Plattenepithelzellen relativ schnell auf den Objekttrager, der den Boden 
der Zentrifugationskammer bildet (Sediment). Die ubrigen Probenbestandteile 
verbleiben in der uberstehenden Flussigkeit (Uberstand) und werden mit ihr 
zusammen durch einen pneumatischen Impuls (PreJ31uft) in die zweite Hohlung 
der Zentrifugationskammer gedruckt. In einem nachfolgenden Zentrifugations­
schritt werden nun alle Probenbestandteile mit relativ hoher Zentrifugalkraft auf 
den mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager 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 Praparate brauchen nur noch fixiert, 
gefarbt und eingedeckt zu werden. Zur Analyse wird in erster Linie die Platten­
epithelzellfraktion herangezogen. Es istjedoch moglich, zusatzlich die Uberstands­
fraktion auszuwerten. Die oben beschriebene Praparation laJ3t sich auch mit 
einfachen Zentrifugationskammern in einer normal en Laborzentrifuge durchfuh­
ren, erfordert dann aber das manuelle Abpipettieren und Uberfuhren der Uber­
standsflussigkeit (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. 
c) Aufbau der pneumatisch arbeitenden Zentrifugenkammer: zerlegt (links) und einsatzbereit 

(rechts) . 
d) Demonstration der Arbeitsweise der pneumatischen Zentrifugenkammer. 

Linke Seite: Plasmasteril (hell, unten) mit uberschichteter Zellprobe (dunkel, oben); 
Rechte Seite: Flussigkeit in der zweiten Hohlung 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-Nutgehange und verschiedenen eingesetzten Zentrifugationskammern. 
c) Aufbau der einfachen Zentrifugationskammer in der Version als Doppelkammer: zerlegt (links) 

und einsatzbereit (rechts). 
d) Verschiedene Zentrifugationskammern und das Zyto-Nutgehange fUr die "Universal 1200"­

Zentrifuge. Links oben: pneumatisch arbeitende Zentrifugationskammer der "Hettich-Zyto". 
e) Zentrifugationsbereite, mit Flussigkeit gefullte Zentrifugationskammern. 
f) Ergebnis der Zytozentrifugation im Vergleich zum konventionellen Ausstrichpraparat: 

Konventionelles Praparat (links), ungereinigtes Zentrifugationspraparat in einer einzigen 
Fraktion (mitte) und aufgetrenntes Zentrifugationspraparat in zwei Fraktionen (rechts). 
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Suspenso 
Prliparat 

fraktion 
Suspenso 
Priparat 
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E. Eigenschaften und Beurteilbarkeit der Zentrifugationspriiparate 

Die Eigenschaften der suspensionsabgeleiteten, gereinigten Zentrifugationsprapa­
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 gleichmaBigen Anfarbung ist die Zell- und Praparatbeurteilung nach einer 
Eingewohnungsphase gut moglich (17, 20, 21, 25). Die Vorteile der automaten­
gerechten Praparate treten besonders hervor, wenn die Zellen bei hoherer 
VergroBerung untersucht werden (25). Da eine Zufallsverteilung der Zellen im 
Sediment vorliegt, konnte nach der in der visuellen Zytologie benotigten Zahl zu 
untersuchender Plattenepithelzellen gefragt werden. Bei einer ersten Studie an 
insgesamt 100 sowohl positiven als auch negativen Fallen konnte gezeigt werden, 
daB niemals mehr als 1200 Zellen fdr eine diagnostische Entscheidung benotigt 
wurden. Die Mittelwerte fur die Gruppen der am schwersten zu beurteilenden 
Falle im Grenzbereich zwischen gutartigen Veranderungen und Fallen mit 
Verdacht auf leichte bis maBige Plattenepitheldysplasien (Pap illn) betrugen 293 
bzw. 236 Zellen (20, 21). Diese Ergebnisse unterstutzen diejenigen methodischen 
Ansatze der automatischen Zytologie, bei denen statt einiger zehntausend Zellen 
nur eine Stich probe von einigen hundert Zellen hochaufgelost analysiert wird (2, 
5) (siehe KapiteI2.4.1). 

F. Diskussion und Ausblick 

Das IfZ-Praparationsverfahren ist ein Beispiel adaquater Probenaufbereitung fur 
die automatische Bildanalyse. Wenn bei zytologischem Material anderer Herkunft 
eine Reinigung nicht notig ist, konnen die Zellen - z.B. in Urin oder Liquor cerebro­
spinalis - direkt auf den Objekttrager zentrifugiert werden. Dazu wurden spezielle 
Zentrifugenkammern in SpritzguBtechnik fUr die Routineanwendung entwickelt* 
(Abb. 5) (22). Andererseits erhebt sich oft die Notwendigkeit einer zytologischen 
Aufarbeitung von frischen Gewebsstuckchen 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 Anwenc,iung der IfZ­
PrAparationstechnik. 
a,b) Negativer Fall mit atrophischen Zellen. 
c,d) Pap IIIo-Fall. 
e,n Pap IVa-Fall. 

a,c,e ) Gereinigte Plattenepithel-fraktionen. 
b,d,f) Abgetrennte Uberstandsfraktionen zu a,c,e. 
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s 
z. B. 

30 pm Gewebeschnitte 

Zellsuspensionen 
(unrein; 

viele Zellenl 

z. B. Zervixabstriche 

Zellsuspensionen 
(rein; 

wenige Zellen) 

I 
z. B. Urin, cerebro­
spinale Flussigkeit 

Direktzentrifugation auf Glasobjekttrager 

Abb.6. Herstellung von suspensionsabgeieiteten Zentrifugationspraparaten und ihre Verwen­
dungsrnoglichkeiten. 

Zentrifugationspraparate zu erhalten, empfiehlt sich eine vorherige Abtrennung 
von Zellfragmenten und Bindegewebselementen. Die jeweils entstandenen 
Suspensions-abgeleiteten Zentrifugationspraparate konnen neben ihrem 
Gebrauch in der automatischen und v~suellen Zytopathologie auch fur zytoche-
mische Untersuchungen verwendet werden (Abb. 6), (9, 23). . 

In Abwandlung der oben angegebenen Grundmethode konnen auch andere 
Techniken der Zellvereinzelung sowie spezielle Fixier- und Farbeverfahren 
eingesetzt werden (3, 15). Welchen EinfluB die Veranderung von Praparations­
parametern haben kann, ist in Abb. 7 am Beispiel der Lufttrocknung im Vergleich 
zur ublichen alkoholischen Feuchtfixierung gezeigt. 
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• . .. 
Abb.7. EinfluB der Lufttrocknung auf die Zellmorphologie (Papanicolaou-Farbung). 
a) Feuchtfixiertes Praparat (96 % Athanol). 
b) Bei Zentrifugation luftgetrocknetes Praparat aus identischer Zellsuspension mit sonst gleicher 

Behandlung. 

Unsere automatengerechten Praparate werden in Anlehnung an die jahr­
zehntelangen Erfahrungen in der konventionellen Zytopathologie nach Papanico­
laou gefarbt. Es gibtjedoch auch Hinweise dafUr, daB andere Farbetechniken, wie 
z.B. die Feulgen-Farbung der Zellkern-DNS, fur die automatische Bildanalyse 
besser geeignet sein konnten (14, 25, 28, 31, 34). Bei der Entwicklung neuer und 
besserer Farbetechniken ist jedoch darauf zu achten, daB sie gleichermaBen fur die 
automatische als auch fUr die visuelle Zytopathologie geeignet sein mussen und 
andererseits den Anforderungen an eine Routinemethode gerecht werden. Die 
massenweise Parallelpraparation fUr die vi sue lIe und automatische Analyse 
erscheint problematisch. Bei einem Bevolkerungs-Prescreening zur FrUher­
kennung des Zervixkrebses mit run~ 6,7 Millionen jahrlichen Untersuchungen 
(1981) in der Bundesrepublik Deutschland erscheint die Beschrankung aufnur ein 
Objekttragerpraparat schon wegen des beschrankten Lagerraumes ang'eraten. 

Um die Leistungsfahigkeit der automatischen Prescreening-Systeme zu beur­
teilen, sind internationale Vergleiche sinnvoll. Eine gUnstige Voraussetzung dafUr 
ware daher eine weitgehende Vereinheitlichung der verwendeten Praparations­
techniken. 
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2.2 Stereologie 

2.2.1 Aufgaben, Moglichkeiten und Grenzen einer 
quantitativen Pathologie 
Martin Oberholzer, Peter Dalquen, Wolfgang Gossner, 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 vollstandig 
seine 

Zweifel an qualitativen Befunden, vor allem aber der Wunsch, auch die 
Morphologie ahnlich wie funktionelle Befunde in Zahlen fassen zu konnen, waren 
bereits vor 80 Jahren Anlaa zur Messung morphologischer Veranderungen, zur 
Morphometrie in der Pathologie (16). Ihre Moglichkeiten auf diesem Gebiet 
wurden aber erst in den letzten 30 J ahren wiederentdeckt und in groBeren 
Anwendungsbereichen genutzt. 

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

B. Aufgaben der Morphometrie in der Pathologie 

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

1. Vergleiche zwischen morphologischen und funktionellen Parametern (Abb. 1) 
oder zwischen verschiedenen morphologischen Parametern alleine, 

2. Beurteilung der Wertigkeit diagnostischer Parameter, 
3. Objektivierung von Befunden und 
4. morphologische Charakterisierung von Krankheitsbildern. 

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

1. In eine pathologisch-anatomische Diagnose, die iiblicherweise 24 Stunden nach 
Gewebeentnahme abgegeben werden sollte, flieBen oft neben den morpholo­
gischen Befunden auch klinische und funktionelle Fakten ein. 
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Abb. 1. Vergleiche zwischen Morphologie und Funktion erfordern eine quantitative Erfassung 
morphologischer Veranderungen 

2. Der apparative und personelle Aufwand fUr eine zeitgerechte diagnostische 
Morphometrie ist vorlaufig noch sehr groB. 

3. Mittels Morphometrie konnen in der Regel nicht samtliche morphologischen 
Elemente, die fUr eine Diagnose von Bedeutung sind, erfaBt werden. 

4. Das Charakteristische vieler fur ein Krankheitsbild pathognomonischer 
Veranderungen liegt nicht in deren AusmaB, sondern in deren Vorhandensein 
bzw. Fehlen. 

Die eigenen Erfahrungen haben jedoch gezeigt, daB Morphometrie ein sehr 
geeignetes Hilfsmittel zur Beurteilung der Qualitat diagnostischer morpho­
logischer Parameter zur besseren morphologischen Charakterisierung von Krank­
heitsbildern sein und auf diesem indirekten Weg eine groBe 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. Fur eine moglichst breit abgestutzte und end­
giiltige Quantifizierung histologischer Befunde durfte es jedoch unumganglich 
sein, eine eigene Methode, eine Histomorphometrie, zu entwickeln. Diese so lIte 
unter anderem auch die Bestimmung von Abstands- und Verteilungsparametern 
erlauben, wie sie in Kapitel2.3 beschrieben werden. 

Die Wahl der morphometrischen Methode zum Gewinn quantitativer Informa­
tionen aus Bildern (elektronenmikroskopische Bilder, Gefrierbruchbilder, zytolo­
gische Praparate, histologische Schnitte) muB sich nach der Fragestellung richten. 
Wie uberall in der Wissenschaft sind klar formulierte Fragen die entscheidende 
Voraussetzung fur 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 fur die meisten Fragestellungen konnen geeignete morphometrischen Para­
meter gefunden, gemessen und berechnet werden (siehe Kapitel 1.1). Allerdings 
sind die Gerate, die einen gezielten Einsatz und eine schnelle Berechnung der 
einzelnen Parameter erlauben, sehr teuer und nur selten kompatibel mit anderen 
Geraten. Diese Fakten schranken deshalb die Moglichkeiten des Einsatzes der 
Methode fUr an Messungen interessierte Pathologen noch ein. 

Die EinfUhrung immunzytochemischer Techniken zur Darstellung von Zellen, 
Zellkompartimenten und Zellprodukten in der Morphometrie erweiterte den 
Anwendungsbereich: Die immunzytochemischen Techniken (17) haben vor aHem 
fUr die Morphometrie in der Endokrinopathologie groBe 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. 1m 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 
Zusammenhangen zwischen Funktion und Morphologie sowie zur Objektivierung 
qualitativer Befunde veranschaulicht werden. 

C harakterisierung 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 mm2 Epithelanschnittsflache (2P < 0.001) 
und eine Zunahme des mittleren G-Zellvolumens (2P < 0.005) fest (27). 

Kloppel und Drenck (1983) (20) analysierten morphologische Veranderungen 
des endokrinen Pankreas bei Patienten mit Typ I und II Diabetes mellitus. Sie 
fanden bei erwachsenen Patienten mit Typ I Diabetes mellitus eine ausgepragte 
Reduktion der Volumendichte der Insulin produzierenden B-Zellen, bezogen auf 
das gesamte endokrine Pankreas, wahrend 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 SchluB, 
daB das Insulindefizit beim Typ II Diabetes mellitus nicht auf einem B-Zellverlust 
beruht, sondern auf einem komplexen Oefekt der Insulinsekretion. 

Wertigkeit diagnostischer Parameter 

Wir analysierten Bronchusbiopsien von 28 Patienten [7 Frauen, 21 Manner; 
Ourchschnittsalter: 51.0 ± 13.8 Jahre (SO)] mit der Frage: Auf welchen Para­
metern beruht die Diagnose einer leichten bzw. einer schweren Bronchitis an 
Bronchusbiopsien hauptsachlich. Unser Interesse galt unter anderem auch der 
Veranderung der Schleimzusammensetzung in den Acini der Orusenlappchen, die 
morphologisch mittels einer PAS-Farbung dargestellt werden kann. 



121 

FEV1 1--------. 

VC 

RV I--------t 

~--------~-----+--~RAW 

Abb. 2. Zusammenhiinge zwischen den morphometrischen Parametern an Bronchusbiopsien und 
Lungenfunktionsparametern: Clusteranalyse fur Variable (BMDP-Programm) (12) 

Vonjeder Biopsie wurden 3 Schnitte im Abstand vonje 100 j.lm hergestellt. Die 
Schnitte wurden mit Alcian-Blau-PAS gefarbt (pH 2.7). Die Gesamtflache der 
histologischen Schnitte durfte 7 mm2 nicht unter- und 24 mm2 nicht iiberschreiten, 
damit die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins der wichtigsten Struktur­
elemente in der einzelnen Biopsie ungefahr gleich groB blieb. Folgende Parameter 
wurden berechnet: Volumendichte der Driisenlappchen (GL), Driisenaus­
fiihrgange (GD), glatten Muskulatur (MC) und des Venenplexus (VN) an der 
Biopsie (R) sowie die Volumendichte der rot (RED) und blau (BLUE) angefarbten 
Driisenacini an den Driisenlappchen. Eine Clusteranalyse fUr Variable ergab das 
in Abb.2 zusammengestellte Resultat. Ein Hauptast wird durch die Funktions­
parameter, ein zweiter durch die Parameter VV(GUR), VV(MCIR) sowie die Biopsie­
groBe und ein dritter durch VV(RED/GL) sowie VV(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 VV(RED/GL) moglich. Dieser Parameter wies im ersten Schritt einen F­
Wert von 11.5 (Schrankenwert = 4.0) auf, gefolgt von VV(VN/R) mit einem F-Wert 
von 3.9. Dieser Befund iiberraschte. Er zeigte aber, daB die biochemisch beschrie-
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Abb. 3. Unterscheidung von Patienten mit leichter und schwerer Bronchitis mittels VV(RED/GL): 
Resultat der schrittweisen Diskriminanzanalyse (BMDP-Programm) (12) 

bene Veranderung der Zusammensetzung der Glykosaminoglykane bei chroni­
scher Bronchitis (22) auch morphologisch eindeutig erfaBt werden kann und sogar 
in Zukunft anstelle der Hypertrophie von Muskulatur oder Drusenlappchen als 
diagnostisches Hauptkriterium fur die Beurteilung des Schweregrades einer Bron­
chitis verwendet werden soUte. 

In einer anderen Studie konnten wir mittels Morphometrie nachweisen, daB bei 
verstorbenen Patienten mit renaler Osteopathie Veranderungen der, Knochen­
bauparameter [Volumen- und Oberflachendichte des Osteoids am Knochen: 
VV(OID/BONE), SV(OID/BONE) sowie Anteil der Oberflache des Osteoids an der 
Trabekeloberflache SS(OID/BONE)] am Beckenkamm reprasentativ fur Verande­
rungen an Wirbelsaule, Femur und Rippen sind (30). Ein Vergleich der beiden 
Parameter: Volumenanteil der Trabekel am Knochen [V V(TRAB/BONE)] und 
mittlere Trabekelbreite [d(TRABl] (Abb. 4) laBt am Beckenkamm zusatzlich eine 
Unterscheidung der renalen Osteopathie mit und ohne Osteosklerose zu. Die 
Beziehung VV(TRAB/BONE) = fd(TRAB) (L) ist allerdings abhangig von der 
Lokalisation der Knochenbiopsie: Anhand der Beckenkammbiopsien wurde 
morphometrisch siebenmal eine Osteosklerose diagnostiziert, anhand der Rippen­
biopsien lediglich zweimal [P < 0.07; Chi2-Test] . 

Zusammenhiinge zwischen Funktion und Morphologie 

Untersuchungen uber Zusammenhange zwischen Funktion und Morphologie 
setzen in typischer Weise eine Erfassung morphologischer Veranderungen in 
Zahlen voraus (Abb. 1) und konnen 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 rena ler Osteopathie 
(n=25) 

festgestellt (18); die Widerstande bei ruhiger und forcierter Atmung waren bei 
diesen Patienten jedoch normal (6, 36). Als morphologische Ursache dieser 
funktionellen Konstellation wurden Veranderungen 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 Zusammenhange zwischen Veranderungen der Bronchiolen und 
des maximalen mittelexspiratorischen Flusses war deshalb AniaB fur eine 
morphometrische U ntersuchung. 

Untersucht wurden die wahrend derJahre 1979-1982 autoptisch entnommenen 
linken Lunge von 17 Patienten [14 Manner, 3 Frauen; mittleres Alter: 63.9 ± 9.8 
Jahre (SD), Spannweite: 36 bis 76 Jahrel. 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 Anschnittsflache und dem Umfang des Lumens der Bron­
chiolen wurden die kreisbezogenen Formfaktoren berechnet und mit dem gemes­
senen Achsenverhaltnis des einzelnen Lumenanschnittes in Beziehung gesetzt 
(Abb. 5). Der kreisbezogene Formfaktor der Lumenanschnitte ermoglicht mit dem 
Achsenverhaltnis kombiniert eine Quantifizierung der Bronchiolend~formierung: 
Mit zunehmender Deformierung entfernen sich die Formfaktor-Werte bei einem 
gegebenen Achsenverhaltnis Immer mehr von der "Normkurve" fUr nicht 
deformierte, elliptische Anschnitte. 

Zur Beantwortung der Frage nach dem AusmaB des Einflusses bronchiolarer 
Veranderungen [Anschni ttsflache des Bronchienlumens A(LUM)' Form der 
Bronchiolen F(LUM) sowie Volumenanteil der glatten Muskulatur an den 
Bronchiolen VV(MC/B)l und alveolarer Veranderungen [Oberflache der Alveolar-
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Abb. 5a. Der kreisbezogene Formfaktor der Bronchiolenlumenanschnitte (F) ermoglicht 
zusammen mit dem Achsenverhaltnis (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 Achsenverhaltnis b/a gleich grol3 wie jenes der deformierten Strukturanschnitte 
ist. 

Haufigkeit ('Yo) 

80 

40 
~ 

~ 
-....., 

r r;-
0.5 1.0 

Formfaktor 

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 
Vitalkapazitat von 50 % (MMEF50) wurde eine Hauptkomponentenanalyse an den 
Daten des Gesamtkollektivs (n = 17) und des Teilkollektivs mit funktionellem 
"small airways disease" (n=5) durchgefuhrt (Abb. 6). Die Resultate lassen beim 
Teilkollektiv mit funktionellem "small airways disease" einen deutlichen EinfluB 
der bronchiolaren Parameter F(LUM) und A(LUM), aber auch des Lungen­
parenchymparameters S(ALS) auf MMEF50 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): Veranderungen der Alveolenoberflache [S(ALS)I haben 
einen EinfluB auf den maximalen mittelexspiratorischen FluB bei 50% Vitalkapazitat (MMEF50)' 

Abb. 6b. "Small airways disease": Resultate der Hauptkomponentenanalyse an den Daten des 
Kollektivs mit funktionellem "Small airways disease" (n=5): Neben Veranderungen von Form 
[F(LUM)1 und Anschnittsflache der Bronchiolenlumina [A(LUM)1 haben auch Veranderungen der 
Alveolenoberflache [S(ALs)1 einen EinfluB auf den maximalen mittelexspiratorischen FluB bei 50% 
Vitalkapazitat (MMEF50). 

anteils der Muskulatur an den Bronchiolen. 1m Gesamtkollektiv (n = 17) ergab 
sich ein direkter Zusammenhang nur noch zwischen S(ALS) und MMEF50. 

Aus dieser Beobachtung kann der SchluB gezogen werden, daB ,beim small 
airways disease nicht nur Veranderungen der Bronchiolen sondern auch der 
Alveolarsepten von Bedeutung sein mussen. Da die bronchiolaren und alveolaren 
Parameter zusatzlich miteinander in enger Beziehung stehen (Abb. 6b), kann die 
These aufgestellt werden, daB der small airways disease eine Fruhform des 
Lungenemphysems darstellen konnte. 

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 Anschnittsflache des Bronchiolenlumens und das 
Achsenverhaltnis verwendet, als stereologische Parameter der Volumenanteil der 
Muskulatur an den Bronchiolen sowie die Alveolenoberflache. 

Objektivierung von Befunden 

Die Objektivierung qualitativer Befunde war ursprunglicher und direkter AnlaB 
fur den Einsatz morphometrischer Techniken in der klinischen Pathologie. Wilms 
(1912) (43) verwendete erstmals Morphometrie zur Festlegung einfacher diagno­
stischer Kriterien fur Pankreasveriinderun[fen totgeborener Kinder von Mattern 
mit potentiellem oder latentem Diabetes mellitus. Er versuchte damit, die Autopsie­
diagnose zu verfeinern und einen unbekannten mutterlichen Praediabetes 
mellitus so fruh wie moglich zu diagnostizieren. 

Eine sichere Beurteilung von Veriinderungen an tight junctions z.E. in der 
Leber (Abb. 7) ist ohne Morphometrie nicht moglich (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. Veranderungen der tight junctions konnen in 
einer Verbreiterung oder Verschmalerung der tight junctions und in einem 
Langenverlust oder in einer Konfigurationsanderung der "strands" hestehen. 
Morphometrische Parameter mussen diese Veranderungen erfassen konnen. Wir 
entwarfen in einer Pilotuntersuchung ein Morphometriemodell zur Quantifizie­
rung von tight junctions mit dem Ziel, folgende Fragen zu heantworten: "Von 
welchen morphologischen Veranderungen der tight junctions ist bei Ratten eine 
physiologisc~e 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, Endvergrol3erung 108 OOOx). H: Wand der 
Leberepithelzellen. Be: Gallecanaliculus. 
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Die Resultate zeigten, daB mit entsprechenden morphometrischen und stereo­
logischen Parametern feine morphologische Veranderungen der tight junctions 
erfaBt werden konnen (34). Nach Nahrungsaufnahme wei sen die tight junctions 
einen weniger stark gerichteten Verlauf der strands auf als nach N ahrungskarenz, 
was sich in einem kleineren linearen Orientierungsparameter (40) niederschlagt 
(2P < 0.013). Gleichzeitig nimmt die kanalikular-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 gegenuber 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). Fur einen verstarkten kanalikular-sinusoidalen 
Reflux (Cholestase) bestand bei den von uns untersuchten Tieren kein Hinweis. 

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

1. Die Konstellation der tight junctions entspricht nach N ahrungskarenz einem 
Ruhezustand mit gedrosseltem GallefluB, die tight junctions sind weitgehend 
geschlossen. 

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

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

Morphometrische Techniken ermoglichen, Krankheitsbilder differenzierter zu 
charakterisieren, Zusammenhange zwischen Morphologie und Funktion zu 
erkennen sowie Befunde zu objektivieren. Die Moglichkeit, morphologische 
Veranderungen in Zahlen darzustellen, schafft die Voraussetzungen fUr die breite 
Anwendung vergleichender statistischer Untersuchungsmethoden und Test­
verfahren. Erst diese Hilfsmittel erlauben, Thesen zu uberpriifen, GesetzmaBig­
keiten zu erkennen und die Wahrscheinlichkeit eines Irrtums abzuschatzen. 
Obwohl Zahlen Sicherheit zu vermitteln vermogen, durfen sie als Entscheidungs­
instrumente nicht uberschatzt werden. Auch Aussagen, die sich auf Zahlen 
abstutzen und deshalb reproduzierbar sind, sind immer mit einer Irrtumswahr­
scheinlichkeit behaftet. Aus diesem Grund ist es notwendig, die beobachteten 
morphometrischen Resultate sorgfaltig mit den anhand von GesetzmaBigkeiten 
erwarteten zu vergleichen (Abb.8). Nur durch solche Vergleiche konnen Fehl­
schlusse 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 muB man sich Rechenschaft 
uber die Randbedingungen geben. Konnen diese Randbedingungen nicht erfullt 
werden, darf die Methode nicht angewandt werden. Diese limitierenden Bedingun­
gen sind fur die Morphometrie: Darstellbarkeit der Strukturen, Reprasentativitat 
und GroBe der Stich probe sowie MeBgenauigkei t. 
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GESETZE INDIVIDUUM 

THESE 

Abb. 8. Zuslltzliche Informationen konnen gewonnen werden, wenn an Individuen beobachtete 
Befunde mit den anhand von GesetzmiiBigkeiten 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 groBe MeBgenauigkeit 
bei minimalem Zeitaufwand fur die Messungen und eine sorgfaltige Analyse der 
Resultate angestrebt werden. Zur Erfullung der ersten Forderung konnen semi­
oder vollautomatische MeBgerate notwendig werden, zur ErfUllung der zweiten 
sind statistische Analysen erforderlich. 

Samtliche stereologischen Parameter konnen grundsatzlich mit der einfachen 
"eye-hand-brain"-Methode (15) berechnet werden (siehe Kapitel1.1). Das direkte 
Punktezahlverfahren (1, 26, 41) zur Berechnung von Flachen- oder Volumen­
dichten ist sowohl bezuglich MeBgenauigkeit als auch Arbeits- und Zeitaufwand 
semiautomatischen oder automatischen Methoden ebenbUrtig. Bei der Berech­
nung der ubrigen Parameter ermoglichen semiautomatische Instrumente dagegen 
- wie auch die eigene Erfahrung zeigte - eine Verbesserung der MeBgenauigkeit 
sowie eine Reduktion des Arbeits- und Zeitaufwandes. 

Um die morphometrischen Methoden moglichst optimal ausschopfen zu 
konnen, sind die folgenden Forderungen zu berucksichtigen: 

1. Die morphologischen Parameter sollten sorgfaltig in Abhangigkeit der Frage­
stellung ausgewahlt und ubersichtlich mittels einer standardisierten Nomen­
klatur dargestellt werden (siehe Kapitel1.1). 

2. Angaben uber Schnittdicken der ausgewerteten Praparate, Spezifikationen der 
verwendeten Farbemethoden in der Histologie sowie Angaben zum MeB­
verfahren (VergroBerung, Rasterqualitat, Berechnungsmethoden, Korrektur­
verfahren, spezielle MeBtechniken wie z.B. Densitometrie) sind fur den 
Vergleich publizierter Daten unbedingt erforderlich. ' 

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

4. Der benotigte Umfang der Stichprobe ist abhangig vom Wert des berechneten 
Parameters, des geschatzten 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 aufgezahlten GroBen geschatzt werden (26). 

5. Bei stereologischen Untersuchungen an gerichteten Strukturen ist zu 
beachten, daB die meisten stereologischen Parameter abhangig 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, daB zwischen der Hauptrichtung der Struktur und den 
horizontalen Rasterlinien ein Winkel von 19 0 entsteht. Neuere Untersu­
chungen haben gezeigt, daB dieses Verfahren ungenugend ist. Neu wird 
emptohlen, das Gewebe orthogonal oder parallel zur gerichteten Struktur zu 
schneiden und daran die Primarparameter zu ermitteln. Die Sekundar­
parameter werden mit Hilfe eines Korrekturfaktors berechnet (23). Dieser 
Korrekturfaktor hangt vom AusmaB der Anisotropie ab und kann N ormo­
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 KapiteI1.3). 

6. Fur die Berechnungen stereologischer Parameter mussen adaquate Verfahren 
gewahlt werden (24). 

Morphometrie und Stereologie sind in der Pathologie den praktischen 
Bedu.rfnissen anzupassen. Deshalb werden immer wieder methodische Kompro­
misse zwischen theoretischen Bedingungen und gegebenen Moglichkeiten 
gefunden werden mussen. Die Notwendigkeit derartiger Kompromisse setzt 
moglichst umfangreiche Kenntnisse uber 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 Veranderungen entdeckt werden, die 
dem Beobachter ohne Quantifizierung entgehen wurden (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 Verstandnis von 
funktionellen Zusammenhangen oder Ablaufen 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, beschrankte sich die 
Elektronenmikroskopie zumeist auf eine Beschreibung der feinstrukturellen 
Veranderungen, was eine quantitative Korrelation ausschloB. 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 fOOrt (7). 

B. Beispiel: Untersuchungen an Leberzellen 

1m folgenden soIl 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 Funktionsablaufen 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 betragt die Zellmembran nur 0.4 m2, umschlieBt 
aber Kompartimente, deren Gesamtoberflache ein Vielfaches davon betragt, 
namlich 23.7 m2• Das ist hauptsachlich eine Folge des verzwei~n endoplas­
matischen Retikulums und des Mitochondriensystems, die allein 11.6 bzw. 10.6 m2 
ausmachen. In Abb. 1b sind die Volumen-und Oberflachenparameter der ver­
schiedenen Kompartimente als Prozent des Gesamtvolumens bzw. der Gesamt­
oberflache aller Membranen ausgedriickt. Auffallend ist, daB z.B. der Golgi­
komplex, der nur 2% des Zellvolumens einnimmt, 7% der gesamten Membran­
flache beansprucht. 1m Gegensatz dazu beansprucht der Kern 6% des Volumens, 
besitzt aber nur einen Oberflachenteil an allen Membranen von 0.2%. 
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b 
Abb. 1. Die Leberzelle besitzt auf Grund ihrer vielfaltigen biochemischen Funktionen ein ausge­
dehntes Kompartimentierungssystem. Die Plasmamembran (PM) umschlieBt das Grundzytoplas­
rna (G-CYT), das vielfaltig durch das glatte (GER) und rauhe (RER) endoplasmatische Retikulum 
(ER) gekammert ist. Hinzu kommen die anderen Organellen wie Golgikomplex (GO), das lysoso­
male System (L YS) und Microbodies (MB) oder Peroxisomen. Die Mitochondrien (MI) mit ihrer 
AuBenmembran (AM) weisen eine zusatzliche intraorganellare Kompartimentierung auf, eine In­
nenmembran (1M), 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 % konnte man auch cm3/cm3 angeben) 

und Oberflachendichten (m2/ cm3) bezogen aufdas Referenzvolumen 1 cm3 Hepatocyt_ 
b) Urn 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 Leberlappchens zeigen. Die peripher lokalisierten Zellen 
erhalten das sauerstoffreiche Blut aus den Portalvenenverzweigungen und 
besitzen eine groBere Volumendichte an Mitochondrien, namlich 24.1 % gegenuber 
16.1 % im Zentrum. Auch bei den Mitochondrienmembranen bestehen Unter­
schiede, wie Tabelle 1 zeigt. Fur Cristaemembranen ist das Verhaltnis peripher I 
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 Izentral auf. Jedoch 
gilt das nicht fur ein anderes Flavoenzym der Innenmembran, die mitochondriale 
Glycerophosphatdehydrogenase, die gleichmaBig uber das Leberlappchen verteilt 
ist (Quotient "peripher/zentral" ca. 1.0). Der periphere Anteil der Mitochondrien­
innenmembran, die innere Grenzmembran, die parallel zur AuBenmembran, oder 
auBeren Grenzmembran verlauft, ist ebenfalls gleichmaBig tiber das Lappchen 
verteilt (Quotient "peripher/zentral" 0.9). 

Aufgrund dieser Ubereinstimmung wurde die Hypothese aufgestellt, daB die 
mitochondriale Glycerophosphatdehydrogenase in der inneren Grenzmembran 
lokalisiert ist (5). Inzwischen ist diese Hypothese durch biochemische Untersu­
chungen bestatigt worden (1, 10). Aus dieser spezifischen Lokalisation des Enzyms 
wurde geschlossen, daB die mitochondriale Glycerophosphatdehydrogenase 
moglicherweise ein Markerenzym fur die Mitochondrienbiogenese ist, da bei 
diesem Vorgang vermehrt kleinere Mitochondrien auftreten, die eine im 
Verhaltnis zum Volumen groBere Oberflache, 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 wurde man sie als Oberflachen­
dichten oder SN-(surface/volume)Relationen bezeichnen). Im Falle des chroni­
schen Alkoholschadens kommt es in der Rattenleber zur Reduktion der Cristae­
oberflache, die biochemisch ihre Parallele in der verminderten Aktivitat der 
Succinatdehydrogenase findet. Dagegen bleibt die Aktivitat der mitochondrialen 
Glycerophosphatdehydrogenase gleich, und auch die Oberflache der inneren 
Grenzmembran bleibt unverandert (4). Gute Ubereinstimmungen von Struktur 

Tabelle 1. P/Z-Quotient (Quotient "peripherlzentral") des Leberlappchens der Ratte fur einige 
feinstrukturelle und biochemische Parameter von Mitochondrien (nach Reith (3)). 

Mitochondrien 

* nach Pette zitiert (5). 

Einzelvolumen 
Volumendichte 
Anzahldichte 
Cristaeoberflache 
Innere Grenzmembranoberflache 

Succinatdehydrogenase* 
Glycerophosphatdehydrogenase* 

P/Z- Quotient 

2.2 
1.5 
0.7 
1.3 
0.9 

1.4 
1.0 
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Abb. 2. Beispiel einer Induktion von Membranenzymen, des Cytochroms aa (CYTa) und der 
Succinatdehydrogenase (SOH) und der entsprechenden Membran, der Mitochondrieninnenmem­
bran (IM) unter Stimulation von Schilddrusenhormon fUr 5 Tage. Nach 10 Tagen Hormongabe 
sinkt das Cytochrom aa ab, wahrend die Membranoberflache gleich bleibt bei dieser starkeren 
(vergleiche Abb. 3) 3,3',5'-Trijodthyronindosis von 25 pg/l00 g Korpergewicht (3); (m-GPOH : mito­
chondriale Glycerophosphatdehydrogenase). 

und Funktion finden sich auch fUr die Mitochondrien der Muskulatur nach 
Trainingsubungen bei Hochleistungssportlem, wie Messungen von Cristae­
oberflachen 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 Veranderung erfaBt werden solI. Das ist sehr 
deutlich bei den Versuchen uber den EinfluB der Schilddrusenhormone 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 CristaevergroBerung 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 aa 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 zuruckzufuhren, wie die signifikante Zunahme der quergetroffenen 
Pediculi der Cristae (6) auf Kappenschnitten von Mitochondrien zeigt (Abb. 4). 

Fur die Microbody- oder Peroxisomeninduktion, die auch unter Gabe von 
Schilddrusenhormon erfolgt, ist das entsprechende biochemische Korrelat die 
Zunahme der peroxisomalen p-Oxidation. Der Umbau der Peroxisomen unter 
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Abb. 3. Anstieg des Cytochroms a3 (a), das von einem ebenso leichten Anstieg der Cristae­
oberflache bei mildem Hyperthyreodismus (20 p.g 3,3',5'-Trijodthyronin per 100 g Korpergewicht) 
(b) begleitet wird . 

Hormongabe fUhrt zu einer Verdreifachung der Organellenzahl nach 5 Tagen, 
wahrend deren durchschnittliches Volumen um zwei Drittel reduziert wird 
(Abb. 5). Diese Mikroperoxisomen sind auch strukturell verandert, wie der VerIust 
des kristallinen Binnenkorpers zeigt. Mit Hilfe der morphometrisch-stereolo­
gischen Methoden ist der zeitliche VerIauf der Peroxisomenbiogenese unter Gabe 
von Schilddriisenhormon sehr genau zu beschreiben. Es laBt sich eine schnelle 
Friihphase (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 Schilddrusenhormon mit zahlreichen Pediculiprofilen (Pfeil) ( 50 000 x). 
c) Signifikante Zunahme der Pediculi unter Stimulation mit Schilddrusenhormon. 

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 beispielhaiter 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 Einflussen 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 groBten Teil abgeschlossen, wie die Verdreifachung der Anzahl 
von Mikroperoxisomen zeigt (aus (10». 0-0 Anzahl Microbodies per 1 cm3 Hepatocytoplasma. 
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2.2.3 Die quantitative Erfassung von pdikanzer6sen 
Epithelveranderungen in der Basalzellschicht -
Eine licht - und elektronenmikroskopische Studie 
an klinischen Biopsien 
Albrecht Reith 

A. Einleitung 

Ein Hauptanwendungsfeld morphometrischlstereologischer Techniken in der 
Pathologie stellt die Erfassung von neoplastischen Transformationen und deren 
Verlauf im Gewebe dar. Klinisch interessant in diesem Zusammenhang sind 
morphometrischlstereologische Beitrage zur Abklarung von "borderline cases" 
und zur Abklarung der Frage, ob Untergruppen innerhalb gewisser Entitaten wie 
z.B. der intraepithelialen Neoplasie auftreten, die moglicherweise eine groBere 
Wahrscheinlichkeit haben, sich karzinomatos zu entwickeln (6,7). Die meisten 
neoplastischen Veranderungen treten in epithelialen Geweben auf, die auf Grund 
ihres anisotropen Aufbaus nur mit besonderen Methoden einer morphometrisch I 
stereologischen Analyse zuganglich sind, wenn sie nicht in ganz anderer Weise 
tiber die Analyse von N achbarschaftsbeziehungen beschrieben werden (siehe 
KapiteI2.3.3). 

Zu den Grundlagen der Morphometrie und Stereologie gehOren namlich die 
geometrische Wahrscheinlichkeitslehre und die Statistik und zu deren Vorausset­
zung die Zufal1igkeit der Stichprobenerhebung. Letzteres zu garantieren ist nicht 
immer leicht bei der Untersuchung von morphologischen Strukturen mit hohem 
Ordnungsgrad wie z.B. beim Schleimhaut- oder Drtisenepithel. 

1m folgenden soIl: 

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

2. die Anwendung dieses Modells aufklinisches Material, d.h. aufmetaplastische 
und dysplastische Nasenschleimhautveranderungen bei Nickelarbeitern 
gezeigt werden. 

3. demonstriert werden, wie man entweder mit einfachsten manuellen Mitteln 
oder mit einem semiautomatischen Digitizer oder schlieBlich einem nahezu 
vollautomatischen Bildanalysegerat diese Analysen durchftihren kann. Bei 
den Untersuchungen wurden fUr die Volumenbestimmung sowohl das Punkte­
zahlverfahren (O-dimensional) als auch das Linienverfahren nach Rosiwal (1-
dimensional) und die Flachenbestimmung (2-dimensional) angewandt. 

B. Material 

Um das Risiko von Nickelarbeitern, an Nasenkrebs zu erkranken, abzuschatzen, 
wurden Biopsien aus der vorderen Rundung der mittleren Nasenmuschel entnom­
men. Diese ca. 2 x 2 mm groBen Biopsien wurden in 3% Glutaraldehyd in 0.1 
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M Cacodylatpuffer, pH 7.4, bei Raumtemperatur fUr mehrere Stunden fixiert, mit 
1 % OsO 4 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. Fur die Elektronenmikroskopie wurden Dunn­
schnitte angefertigt und mit Bleicitrat gefarbt (1,3,4 ). 

C. Morphometrie 

Von den Schnitten wurden entweder bei 400-facher VergroBerung von einem 
erfahrenen Pathologen Photographien der fUr die Diagnose ausschlaggebenden 
Stell en angefertigt, die bei 2400-facher VergroBerung ausgewertet wurden, oder 
die Schnitte wurden mit Hilfe eines Zeichentubus bei dieser EndvergroBerung 
analysiert. FUr die Elektronenmikroskopie wurde ein Mehrstufen-Sampling bei 
12 OOO-facher und 30 OOO-facher VergroBerung gewahlt (fUr 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. 

a b 

c d 

e 
Abb. 1. Schematische Darstellung der verschiedenen Schleimhauttypen, die untersucht wurden. 
(a) Mehrreihiges Flimmerepithel 
(b) mehrschichtiges kubisches Epithel. 
(c) gemischtes (d.h. kubischIPlattenepithel). 
(d) Plattenepithel und 
(e) Dysplasie. 
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Abb. 2. Beispiel eines semidiinnen, Toluidinblau gefarbten Schnittes einer Plattenepithelmeta­
plasie. Nur die Zellen der Basalzellschicht, die direkten Kontakt mit der Basalmembran hatten, 
wurden morphometriert (----- TrennIiniel. 

Zweitens mtissen die Basalzellen, von denen die Erneuerung des Epithels ausgeht, 
als die eigentlichen Targetzellen ftir karzinogene Stoffe angesehen werden. In 
diesen Zellen wurden lichtmikroskopisch - wie Abb. 3 zeigt - die ZellgroBe, die 
Kern- und NukleolusgroBe und die Zellbreite (der lineare Parameter der Kontakt­
flache 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, urn schnell zu einer Aussage tiber 
Kern- und NukleolusgroBe und Zellbreite zu kommen. Mit einem "Lineal" werden 
der transversale Durchmesser (Dn) und die Zellbreite (ZB) und mit einem zweiten 
"Lineal" die Summe der longitudinalen und transversalen Nukleolendurchmesser 

Abb.3. Lichtmikroskopisch wurden die Zellgr6i3e, die Zellbreite (---l, d.h. der Iineare Parameter 
der Kontaktflache der Zellen mit der Basalmembran und die Kern- und Nukleolengrof3e bestimmt. 
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Abb.4. Darstellung der linearen Parameter zur Erfassung der Zellbreite (ZB) und der Kern- und 
NukleolengriiBe durch deren Durchmesserklassifizierung mit den unten abgebildeten "Linealen" 
(far Details siehe (2) oder (4)). Die Zellbreite ist der lineare Ausdruck der Kontaktflache, mit der 
die Basalzellen auf der Basalmembran ruhen (modifiziert nach (4)). 

(Dnl) in Klassen eingeteilt (Abb.4). Die Diskriminierungsstarke wurde durch 
einen gewichteten Index, der Kappenanschnitte (Klasse 0) verwirft und groBere 
Durchmesser oder Breiten verstarkt, verbessert: 

(Anzahl Objekte in Kl. 1) • (Anzahl Objekte in Kl. 2) • 2 
Basalzellindex = (1) 

Anzahl aller Objekte 

Wie Abb. 5a zeigt, fuhrt dieses Verfahren zu einer Trennung der verschiedenen 
Stadien der Metaplasie und Dysplasie. Werden die drei zytologischen Parameter 
:rp.iteinander kombiniert, wird die Diskriminierung noch besser I(Abb. 5b). Die 
Ubereinstimmung zwischen morphometrischer und histologischer Klassifikation 
war 90 %. Bei einer prospektiven Untersuchung, bei der die morphometrische 
Klassifikation vor der histologischen Diagnose durchgefuhrt wurde, stimmten 20 
von 22 Fallen, d.h. 91 % uberein (2). 

- mit einem Digitizer 

Ein Digitizertablett mit einem elektronischen Griffel wurde benutzt, um die Zell­
und KerngroBe, den transversalen Durchmesser der Kerne, die Nukleolenflache 
und die Zellbreite zu bestimmen. Tragt man die Zellbreite gegen die ZellgroBe 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). Tragt man den 
transversalen Kerndurchmesser oder die Nukleolenflache gegen die Zellbreite auf, 
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Abb. 5. (a) Die Einzeldarstellung fur die Indices der transversal en Kerndurchmesser (Dn), die 
Nukleolendurchmesser (DnI) und die Zellbreite (ZB) zeigt noch keine gute Trennung von Flimmer­
und kubischem Epithel (0), Plattenepithel (e) und Dysplasie (0). (b) Erst die arithmetische 
Summe der drei Indices ergibt eine Trennung. 

• 
2 
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o 4 8 

ZellgroBe (Areal) 

Abb. 6. Werden die Zellbreite und die ZellgroBe gegeneinander aufgetragen, ergibt sich bereits 
eine gute Trennung zwischen Flimmer- (e), kubischem (0), und Plattenepithel (0) und Dysplasie 
(.) (Modifiziert nach (5». 
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o 2 
Zellbreite Index 

Abb. 7. Eine gute Trennung zwischen Flimmerepithel/Metaplasie (e) und Dysplasie (0) ergibt sich, 
wenn aHe drei Parameter gegeneinander aufgetragen werden. 

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

- mit einem Bildanalysegerat 

Fur das IBAS Gerat (Kontron GmbH, Eching bei M11nchen, BRD) wurde ein 
Modell entwickelt, das nach manueller Umfahrung der Basaizellschicht 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) fur normales Flimmerepithel, 
wahrend mehrere Gipfel fur Metaplasie und Dysplasie auftreten (Abb.9). Die 
Entwicklung uber die metaplastischen Stadien zur Dysplasie hin geht einher mit 
einem Auftreten von groBeren Kernen. Auffallig ist das Wiederauftreten eines 2 n 
Anteils bei der Dysplasie (9). 

D. Elektronenmikroskopie 

Auch die feinstrukturellen Untersuchungen zeigten stufenweise Veranderungen 
uber die metaplastischen Stadien zur Dysplasie hin. Bei der Entwicklung vom 
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Abb. 9. Karyogramm aus der Basaizellschicht fiir normaies Flimmerepithei (links) und Metapiasie 
(rechts). 1m normalen Zustand ein Gipfei, wahrscheinlich 2 n (20 mm2). Bei Metapiasie und Dyspia­
sie mehrere Gipfel. 
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Flimmerepithel zur Dysplasie hin nahm der Anteil des Heterochromatins am 
Kernvolumen um nahezu ein Drittel abo Die auf den Dlinnschnitten gewonnenen 
Werte fur 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 Verhaltnis zu der Organelle relativ groBen 
Schnittdicke und der damit verbundenen Uberprojektion (Holmes Effekt) auch 
lichtmikroskopisch Nukleolenparameter an Semidunnschnitten zuverlassig 
bestimmt werden konnen. Besonders deutliche Veranderungen wurden im 
Zytoplasma gefunden. Die Zahl der Mitochondrien nahm auf ein Drittel ab 
(Abb. lOa), wahrend ihr Einzelvolumen um das Dreifache zunahm. Der interes­
santeste Wert betiaf die Abnahme der Cristaeoberflache zur Dysplasie hin 
(Abb. lOb), was auf eine Veranderung des oxydativen Phosphorylierungsstoff­
wechsels deuten konnte. Erinnert sei in diesem Zusammenhang an die 
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Abb. 10. Stufenweise Verinderungen der Feinstruktur bei der Entwieklung zur Dysplasie hin. (a) 
Anzahl Mitochondrien, (b) OberflAehendiehte der Cristae, (e) Volumendiehte der Tonofilamente, (d) 
Anzahl Desmosomen oder PlasmamembranoberflAehe. 
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Warburg'sehe Hypothese der Kanzerisierung, die eine Storung dieses 
Stoffweehselweges beinhaltet. Das Tonofilamentvolumen wurde aueh drastiseh 
reduziert (Abb. 10e). Die Desmosomenzahl, bestimmt pro Zellvolumen oder 
Plasmamembranoberflaehe, nahm um 60 % zu (Abb. 10d). AIle Werte zusammen 
genommen zeigen wie die liehtmikroskopisehen Befunde in Abb. 8 eine stufen­
weise Entwieklung zur Dysplasie hin (Abb. 11). 
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Abb. 11. Die stufenweise Entwicklung zur Dysplasie hin kommt deutlich zu Tage, wenn man die 
Summe der durchschnittlichen GroBe der N ukleoli (nl), der Mitochondrien (m), den Volumenanteil 
der Kerne (n) und der Tonofilamente zusammen mit der Oberflachendichte des rauhen endoplas­
matischen Retikulums auftragt (verandert nach (1». 

E. SchluBfolgerung 

1. Mit dem besehriebenen Modell der Basalzellanalyse laBt sieh ein Grading der 
prakanzerosen Epithelveranderungen in dieser Zellsehicht allein durehfuhren. 
Fur die deskriptive Morphologie, d.h. die Routinediagnostik, muB dazu das 
gesamte Epithel zur Verfiigung stehen. 

2. Die Besehrankung auf die Analyse der Basalzellsehieht allein hat mehrere 
Vorteile. Erstens konnen vom methodisehen Standpunkt aus die Zellen leieht 
und eindeutig identifiziert werden. Zweitens werden die Targetzellen des 
Karzinogeneseprozesses erfaBt. Drittens werden proliferierende, prakanzerose 
Tumorvorlauferzellen mit proliferierenden Tumorzellen vergliehen, d.h. der 
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Vergleich ist also spezifischer. In der Literatur beschriebene Untersuchungen 
dieser Art betreffen aIle Zellen des Epithels, womit eher reife, differenzierte 
Kontrollzellen mit unreifen Tumorzellen verglichen werden. 

3. Die Analyse kann mit den klassischen (und billigen) Morphometrie/Stereo­
logie-Methoden wie Punktezahlverfahren und Linienanalyse nach Rosiwal 
oder mit den elektronischen, semiautomatischen (der Zeitaufwand ist fUr die 
beiden ersten Verfahren gleich (5» oder automatischen Bildanalysegeraten 
durchgefUhrt werden (8, 9) (siehe KapiteI3.4). 

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

5. Das Modell der Basalzellanalyse eignet sich auch fUr klinische Fragestellungen 
wie zur Abklarung von ''borderline cases" oder der Frage von U ntergruppen 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" umfa13t 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 gegenuber "normalem" Gewebe auf krankhafte 
funktionelle Veriinderungen zu schlie13en. 1m Idealfall sollte damit 

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

2. eine Friiherkennung kanzerogener Veranderungen mit dem Ziel einer rechtzei­
tigen Behandlung erreichbar sein. 

In den folgenden Ausfuhrungen sollen einige der von uns in den vergangenen 
fiinfzehn 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 (Al) relativ gute Heilungschancen hat, gibt es 
fur das Astrozytom der Gradingstufe IV (A4) gegenwartig 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 
konnen nur mangelhaft reproduziert werden, sie reichen nicht aus fiir die 
Formulierung geringer Unterschiede und sie sind stets subjektiv bedingt. Es ist 
deshalb notwendig, solche Bilder durch quantitative Daten zu charakterisieren. 

Die Zellkernanzahl (je Flacheneinheit) kann relativ einfach durch Zahlen 
ermittelt werden ("einfach" im Sinne der verwendeten Methodik, nicht beziiglich 
der Eintonigkeit und des Zeitaufwandes des Verfahrens). Wir erhalten fiir A1 
"etwa 85" und fiir A4 "etwa 185" Zellkerne. Das Ungefahre dieser Angabe 
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Abb. 1. Mikrophoto eines Astrozytoms Grad I (AI) und eines Astrozytoms Grad IV (A4) . 

Tabelle 1. Qualitative Beschreibung der Abb. I 

Merkmal 

Zellkernanzahl 
Zellkerngrol3e 
Zellkernform 
Zellkernanordnung 

Al (links) 

relativ wenig 
klein 
rundlich 
we it verstreut 

A4(rechts) 

ziemlich viel, 
groB 
oft recht langgestreckt 
engstehend 

resultiert aus der Tatsache, daB wir keinen Algorithmus fur die Definition eines 
Zellkerns in diesen realen Bildern besi tzen. 

In Abb. 2 sind durch subjektive Einschatzung die Mittelpunkte der Zellkerne 
von Abb. 1 markiert worden, so daB ein "digitales Bild" entsteht. In diesem Fall 
liefert ein "Ziihlalgorithmus" exakt reproduzierbare Ergebnisse. Die Problematik 
der Zellkernzahlung 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 uber den dabei verwendeten 
Erkennungsvorgang Rechenschaft ablegen zu konnen. 

Es ist anzumerken, daB 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 gewahrleistet, 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 
MeBprozesses unterschiedliche digitale Bilder und damit auch unterschiedliche 
Kernanzahlen. 
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Abb. 2. Mittelpunktslagen der Zellkerne aus Abb. 1. 

Ftir die Quantifizierung der ZellkerngroBe gibt es zwei prinzipiell verschiedene 
Methoden. Beim ''Punktezahlverfahren'' wird ein Punktgitter tiber das Bild gelegt 
und ermittelt, wieviele der im Bild liegenden Gitterpunkte einen Zellkern 
getroffen haben. In Abb.3 ist der entsprechende Algorithmus einfach durch­
fUhrbar. Das Problem besteht wieder in der Erkennung, d.h. in der Festlegung, 
welcher der Bildpunkte aus Abb. 1 als "schwarzer Zellkernpunkt" und welcher als 
"weiBer Untergrundpunkt" zu definieren ist. Wenn jedoch ein Binarbild entspre­
chend Abb. 3 vorliegt, kann der folgende Algorithmus yom Computer durchgefUhrt 
werden: 

I 'PUNKTEZAEHL VERFAHREN' 
IEINGABE VON XANF, XEND, ... USW.: 

INP XANF XEND YANF YEND DIFF 
+YANF=Y; +O=PZHL; +O=TZHL 

$MI; + Y + DIFF = Y; IF Y > YEND M3 
+XANF=X 

$M2; +X+DIFF=X;IFX>XENDMl 
+l+PZHL=PZHL 
IF(X,Y)=OM2 
+ 1 + TZHL = TZHL; JMP M2 

$M3; + lOOO*TZHUPZHL = AREA 
I AUSGABE DES TREFFERANTEILS 
I IN PROMILLE: 
PRNAREA 

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

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

= = VV(NlRl 

PeN) Trefferpunkte uber Kernanschnitten 
PeR) Trefferpunkte uber dem Referenzkompartiment (z. B. Gewebe) 
A(N) Gesamtflache der Kernanschnitte 
A(R) Flache des Referenzkompartimentes 
YeN) Gesamtvolumen der Kerne 
VCR) Volumen des Referenzkompartimentes 

auch den Anteil der Kernvolumen (d.h. des gesamten Karyoplasmas) im Gewebe 
liefert (siehe Kapitel1.1). 

Die "planimetrische" Methode bestimmt von jedem einzelnen Zellkern die 
Flache und liefert damit gleichzeitig die GroBenverteilung der Zellkerne (genauer 
die GroBenverteilung der Anschnittflachen der Zellkerne). Fur die Bearbeitung 
digitaler binarer Bilder mit Hilfe der planimetrischen Methode gibt es effektive 
Algorithmen (Zeilenkoinzidenzverfahren, Konturfolgeverfahren). Obwohl diese 
im Vergleich zum oben angegebenen Punktezahlalgorithmus 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 binaren Zellkernbilder kann man auch die Zellkernform 
quantifizieren. Hier treten erneut Fragen auf, indem man MaBe fur die Form eines 
Objektes definieren muB. Als aussagekraftig und einfach hat sich z.B. der 
Formfaktor (F) (siehe Kapitel 1.1) erwiesen, der fur kreisfomige Objekte den 
kleinsten Wert annimmt. Die Werte werden umso groBer, je langgestreckter oder 
bizarrer ein Objekt ist. 
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Abb. 4. Verbindungslinien der Zellkernmittelpunkte aus Abb. 2, die einen Abstand unterhalb 
einer vorgegebenen Schwelle voneinander haben. 

F = 
C2 

A 

C : Umfang 
A : FIache 

Prinzipiell erscheint es moglich, mit einem Planimeter die Kernflache und mit 
einem Kurvimeter die Kernumfange manuell zu bestimmen. Aber obwohl dafur 
elektronische Gerate zur Verfugung stehen (z.B. MOP), kann dieses Vorgehen, 
auBer vielleicht fur 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 durchfuhrt und unmittelbar die statistische Auswertung 
anschlieBt. 

AuBer 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. aIle 
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. betragt der Anteil der Zellkerne, die in Gruppen von 
mehr als funf ZeIlkernen vorliegen, 27% in Al und 86% in A4. Mathematische 
Methoden fur 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 reprasentiert 
werden, quantitativ charakterisiert. Die angegebenen Zahlenwerte prazisieren die 
in Tabelle 1 enthaltenen qualitativen Schatzungen fur die numerische, auf eine 
Flacheneinheit bezogene Dichte der Kernanschnitte (NA(N/R), die Kernvolumen­
dichte (VV(N/R) , mit dem Punktezahlverfahren ermittelt, die mittlere Anschnitts-
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Tabelle 2. Quantitati ve Beschreibung der Abb. I 

Parameter Al A4 Dimension 

NA(NIR) 2140 6410 mm·2 

VV{NIR) 0.050 0.224 
A(N) 2340 3510 Jlm2 

F(N) 14.4 16.7 
O(N) 27 86 % 

flache der Kerne (A(N), mit dem planimetrischen Verfahren bestimmt, den 
Formfaktor F der Kernanschnitte (F(N) und die Anordnung der Kerne (O(N) 
(prozentualer Anteil der Kerne in Gruppen von mehr als fun£). 

Tabelle 2 zeigt, daB die Quantifizierung histopathologischer Bilder moglich und 
wunschenswert ist. Fur die Realisierung dieses Vorgehens auf Bildverarbeitungs­
systemen muB der ErkennungsprozeB des Menschen durch effektive Algorithmen 
zumindest naherungsweise nachvollzogen werden (kunstliche lntelligenz). Fiir die 
Entwicklung automatisierter Bildauswertesysteme ist nicht so sehr eine verbes­
serte Hardware entscheidend, sondern eine adaquate Software, die die Erken­
nungsvorgange des menschlichen Auges in 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 (QUANTlMET, TAS, MAGlSCAN, 
lBAS usw.) sprengen den Rahmen nicht, der von den Laborgeraten vieler Arbeits­
gruppen abgesteckt wird (eine Ubersicht uber die Hardware von 42 Bildver­
arbeitungssystemen ist in (17) enthalten) (siehe KapiteI3.4). 

Die Entscheidung uber die Praktikabilitat 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 uber zehn J ahren und haben in einer Reihe 
theoretischer Arbeiten die Grundlagen einer allgemeinen und effektiven Objekt­
isolierung entwickelt (15, 18, 19). Dazu gehtirt die Objektisolierung im nichthomo­
genen Untergrund (Abb. 5) durch On-line-Berucksichtigungder 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 ldentifikation von Objekttypen mit Hilfe 
logischer Klassifikatoren (Abb. 6) (20, 22, 23). 

Die Vielzahl moglicher Aufgabenstellungen in der Histopathologie laBt es 
nicht zu, daB man mit einem einzigen "Standardprogramm" arbeiten kann. 
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Abb. 5. On-line Shadingkorrektur ohne Referenzbild: Aus der Originalintensitat b entlang einer 
Bildzeile wird eine 'gleitende"Referenzintensitat a bestimmt, die die Helligkeit des Untergrundes 
reprasentiert. Wird b von a abgezogen, so ergibt sich die untergrundspezifische Intensitat c, aus 
der durch Schwell wertentscheidung die Objekte erhalten werden kiinnen. 

Vielmehr muB fiir jede Aufgabe ein mehr oder weniger neues Vorgehen entwickeIt 
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 fur 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 standig wiederholende Zyklus: 

- Erarbeiten eines neuen bzw. Verandern eines bereits vorliegenden Algorithmus 
- programmtechnische Realisierung der Erarbeitung bzw. Veranderung mit Hilfe 

eines Editors 
- Compilierung des neuen QueU programms 
- Binden des compilierten Programms mi t den notwendigen Un terprogrammen 
- Abarbeiten des Programms 
- Einschatzung der Ergebnisse des Programmlaufs 

muB rasch und unkompliziert ablaufen, urn den Nutzer von unerwunschten Warte­
- zeiten und unnotigen Mensch-Maschine-Kommunikationen zu entlasten. 

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

Frage-Antwort-Systeme 
(fuhren einen fest vorgegebenen Dialog mit dem N utzer) 
Menu-Systeme 
(bieten dem Nutzer Listen der im jeweils nachsten Schritt moglichen 
Operationen an) 
Kommando-Systeme 
(interpretieren die vom Nutzer eingegebenen Kommandos und fuhren sie aus) 
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Abb. 6. Prinzip des hierarchischen logischen Klassifikators: Die drei Objekttypen (0, ., xl sollen 
anhand ihrer Merkmale x und y getrennt werden. Die meisten Objekte einer Klasse lassen sich 
durch die optimale logische Entscheidung "ify > a then class 0" bis auf zwei Fehler abtrennen. Fiir 
die restlichen Objekte wird erneut die bestmogliche Entscheidung ermittelt. Schliel3lich ist der 
Merkmalsraum mit fiinf logischen Entscheidungen optimal aufgetrennt. 
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J obstrom-Systeme 
(gestatten die massenspeicherresidente Ablage von Kommando-Sequenzen, 
den spateren Aufruf und die nutzerunabhangige Interpretation und Durch­
fuhrung der Kommandos) 
J obsteuer-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 I Ausgabe-Operationen usw.) 
Compiler-Systeme 
(compilieren die Programme vor der Ausfuhrung und erzielen damit hohere 
Effektivitat gegenuber den Interpreter-Systemen) 

Diese sieben Entwicklungsstufen bauen jeweils aufeinander auf. Jede Stufe 
umfaBt die Moglichkeiten der vorangegangenen. Wie Abb. 7 zeigt, widerspiegelt 
die hier dargelegte Systematik in ihren Grundzugen auch die historische Entwick­
lung interaktiver Softwaresysteme fUr 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 AMBAJR lauft es 
aufdem Bildverarbeitungssystem A6471 des VEB Kombinates Robotron (Abb. 8) 

Compiler 

Interpreter 

Jobsteuer 

Jobstrom 

Kommando 

Menu 

Frage-Antwort 

1970 

___ AMBA __ AMBA2 

/MOSAIK 
INTER 

APS MINIXAP MIRAGE 
PPL MAGIC TASI/IAD /AL 

GLOL CELL011 PICASSO 
CELLO PROFI11 I NLlPS70 

MDPP d~~~~?c IPS 

XAP FLIP IPU PIC 

PA~ KANDIDATS SCANCANS TEXAC DIBIVE 

SPEL ISPAHAN SAM RECON 

TICAS 

HIDACSYS - DIODA 

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). HardwaremaJ3ig verfiigt dieses System iiber eine TV-Kamera zur 
Bildeingabe, einen 512 x 768 x 8 bit-Bildspeicher, einen Farbmonitor, eine 
Graphiksteuereinhei t mi t Rollkugel sowie W echsel platten als Massenspeicher. 

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

D. Anwendungen in der Histopathologie 

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

Wir bearbeiteten 213 bioptische Leberpraparate aus dem normalen.Eingangs­
material unseres Institutes (64 "normale" Lebern (NORMAL), 40 Hepatitis­
praparate (HEPAT), 40 Falle von Leberschaden durch Kontrazeptiva (ANTICON) 
und 69 Falle von Alkoholschaden der Leber (ALCOH». Fiir 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 fUr verschiedene Gruppen von Leberschadigungen. 
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Tabelle 3. Klassifikation von Leberpraparaten 

Riickweisung 
Pathologisch- Computer Diagnose durchden 
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 Leberpraparaten wurden 
152 richtig erkannt (71.4 %), 45 Praparate wurden vom Computer wegen 
mehrdeutiger oder ungesicherter Zuordnung zUrUckgewiesen (21.1 %) und nur 
16 Praparate (7.5 %) wurden fehlerhaft klassifiziert. 

Ebenfalls aus dem Untersuchungsgut unseres Instituts stammen die von uns 
bearbeiteten 335 Praparate 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 Praparaten (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 Praparat wurden bei diesen Untersuchungen 500 bis 1000 Tumorzellkerne 
automatisch segmentiert, vermessen und statistisch ausgewertet. 1m Mittel wurde 
dafur pro Praparat eine Zeit von 10 bis 15 Minuten benotigt. AuBerdem gestattete 
die Korrelation der Einzelmerkmale mit den Gradingstufen 1- 4 dieser Hirn­
tumoren eine Objektivierung des Gradings (Abb. 10) (13). 

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

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

Tabelle 4. Klassifikation von Hirntumoren 

Riickweisung 
Pathologisch- Computer Diagnose durchden 
anatomische Diagnose GLIOBL ASTRO SPONG OLIGO Computer 

GLIOBL 65 4 0 2 11 
ASTRO 12 89 1 5 8 
SPONG 6 5 53 3 0 
OLIGO 3 9 3 49 7 
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Abb. 10. Merkmal AREA (Anteil der von Kernen bedeckten Bildfliiche in Promill) fUr 
verschiedene Gradingstufen von Gliomen ( AAcNtrUMOR»). 

system A6471 - AMBAJR wurden auBerdem Messungen an Feulgen-gefarbten 
Praparaten von Rattenlebern nach Gabe von Pharmaka vorgenommen. Dabei 
haben wir in 60 Praparaten 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 solI 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, daB in den nachsten 
Jahren die automatische Mikroskopbildanalyse zunehmend starker zum Hand­
werkszeug des Histopathologen wird. 
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2.3.2 Syntaktische Strukturanalyse in der Histopathologie 
Klaus Kayser 

A. Einleitung 

Jedes Organ im menschlichen Korper 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 insbesondere bei schweren Entzundungen, gutartigen und bosar­
tigen Tumoren der Fall. 

Strukturen und Strukturelemente konnen beschrieben werden einerseits durch 
quantitative Messungen (z.B. Durchmesser eines Ringes, Verhaltnis der Ober­
flache 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). 

Fur den praktischen Bereich ist es sinnvoll, eine Ordnung der Struktur 
einzufuhren, die sich grob an den unterschiedlichen VergroBerungsmaBstaben 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 ahnelt 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, urn zwei Probleme zu losen: 

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

2. Erarbeitung von Parametern, die fur die diagnostische Klassifikation, relevan­
te und reproduzierbare MeBwerte liefern. 
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B. Grundlegende Definitionen 

Zum besseren Verstandnis werden im folgenden einige grundlegende Definitionen 
gegeben. Die syntaktische Strukturanalyse ist definiert als eine Bildbeschreibung, 
die auf Nachbarschaftsbeziehungen von frei zu wahlenden Basiselementen (Tex­
tons) beruht. Sie wird benutzt, um Strukturen (Gestalten) zu erkennen. 1m bild­
verarbeitenden Bereich mussen hierzu mindestens zwei Voraussetzungen gegeben 
sein: 

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

2. Das Bild muB in einen metrischen Raum eingebettet sein, d.h. durch eine 
raumlich unabhangige MeBvorschrift vermeBbar sein. 

U nter diesen Voraussetzungen kann eine Struktur wie folgt definiert werden: 

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

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

c. Ordnungen der Strukturen in der Histologie 

FUr den praktischen Bereich ist es sinnvoll, Ordnungen von Strukturen einzufuh­
ren, die sich grob an die unterschiedlichen VergroBerungsmaBstabe orientieren. 
Hierbei ist es zunachst unerheblich, ob sich diese Texturen auf den zweidimensio­
nalen Raum (histopathologischen Schnitt) oder den dreidimensionalen Raum 
(eigentlich zugrundeliegende Textur) beziehen. Sie konnen fur den lichtmikrosko­
pischen Bereich wie folgt definiert werden (9, 10, 11): 

Strukturen 1. Ordnung: Die Zelle wird als Grundeinheit fUr aHe Messungen 
definiert, (zellulare Ebene, z.B. Dru.senzelle des Pancreas). Voraussetzung sind 
zunachst Messungen an Strukturen innerhalb der Zellen oder an den Ze'llen selbst, 
die diese in verschiedene Klassen einteilen. Diese Klasseneinteilung kann gesche­
hen durch Messung an intrazellularen Untereinheiten (Kern, Zytoplasma, Mito­
chondrien etc.) oder durch Messungen an den Zellen als Gesamtheit (GroBe, Form, 
Farbe etc.) (siehe auch Kapitel 2.4). Fur die syntaktische Strukturanalyse auf 
dieser Ebene sind diese Messungen nicht unbedingt erforderlich, jedoch muB die 
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Klasseneinteilung vorgegeben sein, d.h. die zu bestimmten Strukturen gehOrigen 
Zellen mussen bekannt sein und es muB, laut vorausgegangener Definition, die 
raumliche 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, daB sich die 
Basiselemente verschiedener Klassen der Strukturen erster Ordnung (verschie­
dene Zelltypen) in regularen, sich raumlich wiederholenden Anordnungen darstel­
len. Endothelien werden sich beispielsweise sehr haufig in geschlossenen Kreisen 
oder Ellipsen darstellen, Nervenzellen eines peripheren Nerven beispielsweise in 
einem regularen, sternformigen Gebilde mit weit auseinanderliegenden Schwer­
punkten, Epithelien ahnlich wie Endothelien in geschlossenen Kreisen (z.B. 
Drlisenacinus des Pankreas) etc. Diese Anordnungen konnen ihrerseits als Basis­
einheit einer neuen Struktur aufgefaBt 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 mussen entweder direkte Messungen an 
den Elementen durchgefUhrt werden (z.B. minimaler Durchmesser der ange­
schni ttenen Drusenacini, Anzahl der Zellen pro-Acinus), zum anderen konnen aber 
auch die sich darstellenden Figuren aus dem geometrischen Netzwerk der 
miteinander verbundenen N achbarzellen selbst zur Klassifikation benutzt werden 
(syntaktische Analyse der Strukturen erster Ordnung). 

Strukturen 3. Ordnung: Entsprechend dem vorher beschriebenen Vorgehen 
konnen regulare 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. Dru.senlappchen des 
Pankreas oder GefaBe, 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. GefaBe 
mit entzu.ndlichen Infiltraten in der Media, arteriosklerotisch veranderte GefaBe, 
Ablagerungen von amorphen Substanzen in Drusen, etc.). 

Strukturen 4. Ordnung: Das beschriebene Verfahren laBt sich zwanglos fur Struk­
turen hoherer Ordnung fortsetzen. In diesem Fall erhalt man dann z.B. Pankreas­
gewebe als regulare Zuordnung von Drlisenlappchen, Anteilen der Hauptaste des 
Ductus pancreaticus, GefaBen und Bindegewebe. Die geometrische Anordnung 
dieser Strukturen ist fUr das menschliche Auge sehr unubersichtlich und auch 
qualitativ kaum noch nachzuvollziehen, beinhaltet aber wahrscheinlich einen 
GroBteil von histopathologischen Informationen uber 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. 



167 

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 zunachst 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 zunachst 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 vorgesteUt werden, beruhen darauf, daB als Inzidenzfunktion die Nach­
barschaft zweier Zellen bzw. Driisen benutzt wurde. Je nach Ursprungsorgan und 
je nach Fragestellung sind verschiedene Inzidenzfunktionen denkbar. Ubernimmt 
man diese Methode beispielsweise zum AusschluB bzw. zum Nachweis eines Carci­
noma in situ, so konnte man die polare Ausrichtung der Zellkerne als Vektor in die 
Beschreibung einbeziehen. FUr Karzinome der Harnblase oder fUr solide Tumoren 
konnten beispielsweise die Inzidenzfunktionen definiert werden als eine N achbar­
schaftsbeziehung zwischen Zellen, die mit einer gemeinsamen Basalmembran 
verbunden sind oder zwischen Zellen, die miteinander durch Interzellularbriicken 
in Verbindung stehen etc. Ais diagnostische Hilfestellung im Bereich adenoma­
roser Strukturen bieten sich Nachbarschaftsbeziehungen von Driisen oder Drusen­
aggregaten an. Hierdurch kann man mit einem groBen Beobachtungsfeld bei 
kleiner VergroBerung arbeiten. 

1st ein Graph konstruiert, so erhebt sich die Frage nach geeigneten Parame­
tern, die diesen Graph beschreiben. Einfach auszumessende bzw. zu zahlende 
Parameter sind: 

1. Anzahl der Vertices: Ny; 
2. Anzahl der Edges: N e; 
3. Zyklomatische Zahl: NC; 

Sie ist bei einem verbundenen Graphen wie folgt definiert: NC = Ne - Ny + 1. 
Die zyklomatische Zahl kann als ein MaB fUr die Konnektivitat der 
zugrundliegenden Struktur verstanden werden; 

4. Anzahl der Subgraphen (U ntereinhei ten), 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 hesteht und anschlieBender 
Messung oder Zahlung daran; 

6. Verteilung der Edges pro Vertix (Stars); 
7. Anzahl der Loops (geschlossene Kreise). 

FUr 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 ausgewahlt. 
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E. Definition der Nachbarschaft 

Hat man in einem histologischen Bild die frei zu wahlenden Basiselemente der 
Struktur der gewiinschten Ordnung definiert, so muB zur Bestimmung der 
Inzidenzfunktion eine geeignete Beziehung zwischen den Basiselementen 
gefunden werden. Entscheidet man sich fur 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 moglichst groBen 
Packungsdichte bei. vorgegebener Anzahl der Basiseinheiten und wurde von 
Voronoi (1902) (16) beschrieben. Sie basiert auf einer Zerlegung des Raumes in 
direkter Abhangigkeit von den vorhandenen Objekten (Vertices). Die hier 
vorgestellte N achbarschaftsbeziehung 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 N achbarn 
auszuschlieBen. 
Fiir den Bereich der Histopathologie kann diese Beschrankung durch zwei 
zusatzliche 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 e von Pi 
innerhalb eines gewissen Abstandes vom Punkt Pi gelegen sein, wenn Pi als 
Zentrum einer geometrischen Basiseinheit mit einer bestimmten Ausdehnung 
betrachtet wird (z.B. Zelle, Druse, etc.). Annaherungsweise kann die Flache 
innerhalb dieser unteren Schranke durch einen Radius Tu beschrieben werden, 
innerhalb dem kein Nachbar liegen darf. 

b) Wie bereits erwahnt, gibt es im Bereich der Histopathoiogie verschiedene 
Klassen von Strukturen. Falls man sich auf die Strukturanalyse einer einzel­
nen Klasse beschrankt, so diirfen Nachbarn dieser Strukturklasse nicht durch 
Strukturen einer anderen Klasse separiert werden. Dies bedeutet beispielswei­
se, daB 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 ( siehe Abb. 1): 
Zwei Punkte (Vertices) Pi. Pj sind benachbart, wenn ihr Abstand Oij innerhalb 
eines gegebenen Entfernungsintervalls [Tu, Tol liegt. Tu ist hier der kleinste 
mogliche Abstand und To der groBte. 

Pi, Pj benachbart => Oij E [Tu, Tol 

Bei diesem Ansatz ist die Trennung der N achbarn durch Basiseinheiten ande­
rer Klassifikation nicht berucksichtigt. 

2. Neben der raumlichen 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 

• 1 

eike > eLk ; ei• > eLi und 
eike > eikj oder 
8i• < ~k gilt. 

ist, daB benachbarte Punkte hinsichtlich eines Ausgangspunktes Pi nicht hin­
ter anderen Punkten "versteckt" sein konnen. Dies fiihrte zu einer "Richtungs­
beschrankung", die von O'Collaghan (12) eingefiihrt wurde. Hierfiir konnen 
wir entsprechend der Entfernungsbeschrankung eine obere und untere Schran­
ke eines Winkels 0ijk definieren, der durch drei Punkte Pi, Pj, Pk 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 nachstgelegenen Punkt Pj von Pi (Pj ist immer ein Nachbar). 
b) Berechne den zweitnachsten Punkt Pk von Pi. 
c) Berechne 0ijk, 0Lk. 

Falls 0ijk > 0Lk gilt, istPk ein Nachbar. 
d) Berechne den drittnachsten Punkt von Pi, Pe. 
e) Berechne 0ike, 0ikj 0Lj, 0Lk. 

P e ist ein Nachbar von Pi falls 0ike > 0Lk; 0ije > 0 Lf 
Falls 0ike < 0ikj berechne 8jk und 8ie" 

P e ist ein Nachbar von Pi falls 8ie < 8jk 
g) Berechne den nachsten Punkt Pm von Pi 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 nachst­
gelegenen Punkten abgebrochen werden. Zu beriicksichtigen ist, daB, falls 
verschiedene Klassen von Strukturen vorher nicht separiert werden konnen, die 
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Richtungsbeschrankung 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 uberprUfen, wurde 
zunachst eine einfache Fragestellung von Erkrankungen der Kolonschleimhaut 
untersucht. Jeweils 20 Routineschnitte der diagnostischen Gruppe "gesundes 
Gewebe" - "tubulo-villoses Adenom" - "hoch bis maBig differenziertes Adenokarzi­
nom" wurden hinsichtlich der Anordnung der Strukturen dritter Ordnung (Drusen 
bzw. drusenahnliche Strukturen) analysiert. Hierzu wurde das charakteristische 
Areal mit den deu tlichsten morphologischen Veriinderungen markiert und das 
histologische Bild auf ein graphisches Tablett projiziert, das an einen 
TEKTRONIX-Computer 4051 angeschlossen war. Die zentralen Punkte der 
Drusen 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 N achbarn wurden berechnet. Diese Daten wurden 
an einen IBM Computer uberspielt und die nachfolgende Diskriminanzanalyse 

Abb. 2. Gesunde Kolon-Schleimhaut Verg. 60:1, HE. 
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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. drusenahnliche Strukturen) analysiert, sondern auch die 
erster Ordnung (geometrische Anordnung der epithelialen Tumorzellen zueinan­
der). Die nachfolgende Nachbarschaftsberechnung 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 fur die 
gesunde Kolonschleimhaut, fur ein tubulo-villoses Adenom und fur ein ausdif­
ferenziertes Adenokarzinom sind in den Abbn. 2 - 7 dargestellt. Ahnliche Graphen 
wurden auch fur die zweite diagnostische Gruppe (Mesotheliom, Adenokarzinom) 

Abb. 3. Tubulo-villoses 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 Konnektivitiit, groJ3e Regularitiit der 
Driisenanordnung. 
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Ab b. 6. Graph eines tubulo-villosen Adenoms der Kolonschleimhaut, Verlust der Konnektivitat. 

Abb. 7. Graph eines hochdifferenzierten Adenokarzinoms der Kolonschleimhaut, Verlust der 
Konnektivitat und regularen Anordnung der Driisen. 

erhalten. Es ist leicht zu erkennen, daB Regularitat und Anorqnung der 
Netzwerke im gesunden Gewebe weitaus groBer sind als im Adenom oder im 
karzinomaoos entarteten Gewebe. 

Die durchschnittliche zyclomatische Zahl (Vertrauensbereich P > 95%) ist in 
Tabelle 1 aufgefUhrt. Fur die Kolonschleimhaut ist sie in gesundem Gewebe am 
groBten und am niedrigsten bei den tubulo-vfIIosen Adenomen. Die Unterschiede 
sind so betrachtlich, 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 ± 7,5 

Pleura 

Mesotheliom 10 111,5 ± 16,2 38,7 ± 4,8 
Metastatisches Adenokarzinom 10 63,5 ± 10,8 15,1 ± 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 (Drusenebene) doppelt so groB 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 aufgefOhrt. Hierbei 
ist die prozentuale Verteilung angegeben. Die Unterschiede sind in den einzelnen 
Diagnosegruppen nicht so deutlich. Die groBten Unterschiede liegen im Bereich 
der 3-Simplexe und konnen hier zur Diskriminierung herangezogen werden. Fur 
die Diagnosegruppen der Kolonschleimhaut ist die Verteilung der Anzahl der 
Nachbarn von Bedeutung. Sie betragt durchschnittlich ffir eine gesunde Schleim­
hautdrUse weniger als 5.5, ffir eine Druse eines Adenokarzinoms unter 4.0. 
Aufgrund der kontinuierlichen Abnahme (gesunde Schleimhaut - tubulo-villoses 
Adenom - Adenokarzinom) der mittleren Anzahl der Drusennachbarn 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 Falle der Kolonschleimhaut 
wurden richtig reklassifiziert. Ungefahr derselbe Prozentsatz wurde fur die andere 
diagnostische Gruppe (metastasierendes Adenokarzinom - Mesotheliom) erreicht. 
AIle ffinf prospektiv untersuchten FaIle konnten aufgrund der retrospektiven 
Daten richtig eingruppiert werden. 

G. Diskussion 

Die Benutzung der Graphentheorie zur Analyse histopathologischer Bilder, insbe­
sondere im Hinblick auf die Unterstutzung der diagnostischen Aussagekraft 
wurde von Kayser und Schlegel (9) sowie von Prewitt (13) zum erstenmal benutzt. 
Prewitt (13) fOhrte die Messungen an Einzelfallen 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 

Retrospektiv 
Kolonscheimhaut 
Gesund 
Adenom 
Adenokarzinom 

Mesotheliom 
Metastatisches Adenokarzinom 

Prospektiv 
Mesotheliom 
Adenokarzinom 

Gesund 
19 

1 
o 

Mesotheliom 
9 
o 

3 
o 

Strukturanalyse 

Adenom 
1 

17 
1 

Adenokarzinom 
o 
2 

19 

Adenomkarzinom 
1 

10 

o 
2 

scheidung des Harnblasenkarzinoms von der normalen Harnblasenschleimhaut zu 
erhalten. Sie bestimmte dabei die Nachbam interaktiv und benutzte die Nachbar­
schaftsdefinition von Voronoi (16). Ein ahnlicher Ansatz wurde von Sanfeliu et al. 
(14) durchgeflihrt. Diese Autoren untersuchten anhand der Nachbarschaftsbezie­
hungen von Voronoi (16) das Muster von Muskelfasem bei primar muskularen 
und neuro-muskuHirenErkrankungen. 

Die hier vorgestellten Uberlegungen und Daten zeigen erstmals, daB auch die 
syntaktische Strukturanalyse von Strukturen dritter Ordnung Information 
enthalt, die sehr eng mi t bestimmten diagnostischen Gruppen korrespondieren. 

Sowohl die hier beschriebenen Messungen als auch Auswertungen sind relativ 
einfach. Falls eine entsprechende ComputerausrUstung zur Verftigung 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 N etzwerk differiert dabei kaum innerhalb einer di~gnostischen Gruppe. 
Dies gilt auch fur die Struktur aufzellularer Ebene (Strukturen erster Ordnung). 

Bei der Diskriminanzanalyse wurde darauf geachtet, daB pro eingefuhrten 
Parameter mindestens fiinf FaIle zur Verfugung standen, d.h. die Zahl der 
Parameter wurde auf vier beschrankt, bei 20 untersuchten Schnittfeldern pro 
Klasse. Wahrend die Anwendung des Verfahrens auf die diagnostischen Gruppen 
der Kolonschleimhaut fUr den in der Routine tatigen 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 groBer Bedeutung. In der 
Mehrzahl der Falle ist es anhand von kleinen Pleurabiospien nicht moglich, diese 
Differentialdiagnose eindeutig zu stellen. In ungefahr 5% der FaIle kann von der 
Histochemie eine zusatzliche Information bezogen werden (8). Immunzyto-
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chemische Verfahren zeigen zur Zeit eine Sensitivitat von 70% bei einer Spezifitat 
von ungefahr 80%. Eigene Erfahrungen auf diesem Gebiet liegen in derselben 
GroBenordnung. 1m Gegensatz hierzu zeigen die Daten der Strukturanalyse, daB 
eine Sensitivitat und Spezifitat von 95% zu erreichen ist. Wie anhand von funf 
Fallen gezeigt, kann das Verfahren auch prospektiv unter Berucksichtigung eines 
Lernsets verwendet werden. 

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

Die syntaktische Strukturanalyse hat gegenuber den quantitativen morpho­
logischen Messungen den V orteil, daB die Anzahl der zur Verffigung stehenden 
Texturelemente direkt in die Bewertung der Struktur eingeht. Sie ist ferner 
relativ unabhangig 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 gegenuber der Ausdehnung der Strukturen. Uberlagerungseffekte, die 
im Bereich der Zytologie ein groBes Problem darstellen, treten somit nicht auf. 

Die syntaktische Strukturanalyse erlaubt ferner eine Beurteilung von immun­
zytochemisch behandeltem Gewebe. Hierbei liegt die Problematik darin, daB 
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 Verhaltnis OberflacheN olumen etc.) 
kombinieren mit Parametern der syntaktischen Strukturanalyse. Es steht zu 
erwarten, daB hiermit eine empfindliche und reproduzierbare Methodik zur 
Verffigung steht, die den Pathologen in schwierigen diagnostischen Fragen 
sinnvoll unterstfitzen 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 Jutting, Martin Oberholzer, Wolfgang Gassner, 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 Gedachtnis, aber 
auch in immer starkerem MaBe die Anamnese des Patienten, von dem die Biopsie 
oder das zytologische Praparat stammt, eine Rolle. Die Einfiihrung histoche­
mischer und immunhistochemischer Techniken in die morphologische Diagnostik 
fiihrte zu einer vermehrten Beliicksichtigung funktioneller und molekularbiolo­
gischer Aspekte. Konventionelle Kenntnisse iiber die morphologischen Verande­
rungen bei den verschiedenen Krankheiten werden erganzt durch zusatzliche 
Informationen iiber das Vorhandensein spezifischer Zellsekretionsprodukte (z.B. 
Hormone), Rezeptormolekiile oder Strukturproteine. Diese zusatzlichen Informa­
tionen werden jedoch fast ausschlieBlich qualitativ genutzt, das heiBt 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 urn die Beurteilung 
gradueller Veranderungen 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 all em 
in den oberen Zellschichten. 

Fiir den Einsatz morphometrischer Methoden in der Diagnostik muB man 
versuchen, solche Kriterien zu quantifizieren, d.h. GroBen, 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 Ansatze 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 
KapiteI2.3.2). 

B. Methodik 

Bildhaft vorliegende Daten zu quantifizieren heiBt, diese einer Ordnungsrelation 
zu unterwerfen. Dies geschieht bei der vi sue lIen Begutachtung durch Anwendung 
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des Expertenwissens des Pathologen, wobei qualitativ und subjektiv Vergleiche 
mit ahnlichen, fIiiher betrachteten Bildern hergestellt werden, in Verbindung mit 
zusatzlichem (a-priori) Wissen. Bei letzterem kann es sich um Patientendaten wie 
auch um Kenntnisse iiber Krankheiten und deren Verlaufhandeln. 

Die Aufgabe in der digitalen Bildanalyse besteht darin, das Expertenwissen in 
rechneradaquater Form bereitzustellen und auf das aktuelle Bild anzuwenden. 
Der Rechner verfiigt namlich anfanglich iiber kein Wissen. Fdr ihn ist ein digitali­
siertes Bild ein amorphes zweidimensionales Zahlenfeld. Wissen muB 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 fdr irgendeine Fragestellung 
(oder Ordnungsrelation) einen zumindest brauchbaren Satz von Merkmalen 
auswiihlt. Mittels des intuitiven Wissens des Bildanalytikers miissen passende 
Merkmalsextraktionsverfahren gewiihlt oder entwickelt werden. 

Fiir Objektmerkmale wie Zellkernanschnitte existieren groBe Erfahrungen, 
erarbeitet im Bereich der Zytometrie (2, 12). Ihre Bedeutung fdr die Gradierung 
von intraepithelialen Dysplasien wird an anderer Stelle gezeigt (2). Fdr 
Anordnungsmerkmale (Merkmale fdr die Beziehungen der Objekte unterein­
ander) gibt es dieses MaB an Erfahrung noch nicht. 

Modellbasierte Graphengenerierung 

In der vorliegenden Arbeit wird davon ausgegangen, daB jedes Objekt (Zellkern­
anschnitt) in einer Beziehung mit bestimmten anderen steht. Ein Modell erlaubt 
es, Beziehungen zu beseitigen oder hinzuzufiigen, abhangig von Positions­
undJoder anderen Objektmerkmalen. Dieses "Beziehungsgeflecht" wird allgemein 
als Graph bezeichnet und kann zur Berechnung von Anordnungsmerkmalen 
verwendet werden. 1m 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 Ansatze sind also grundsatzlich folgendermaBen 
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 teilungsfahige 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 intermediiire und 

anschlieBend superfiziale Zellen. 
4. Nicht-normales Gewebe zeigt ein verandertes Differenzierungsverhalten, das 
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sich durch verlangsamte, verspatete oder nicht erfolgende Differenzierung 
beschreiben 18J3t. 

5. Die Quantifizierung des AusmaBes 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 durchfuhrt, sondern die gesamte Epithelschicht in 
drei etwa gleich breite Abschnitte einteilt und sich nur fUr die Struktureigen­
schaften des Gewebes in diesen Abschnitten interessiert. Dies kame 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, stutzt. 

Die Transformation des segmentierten Schnittbildes in einen Graphen geht aus 
von den Kernanschnitten als Objekte (Knoten), die nach MaBgabe von Objekt­
beziehungen durch Kanten verknupft werden. Mogliche Objektbeziehungen 
konnen 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 Objekt ist "Kind" eines anderen (siehe obiges Modell). 
- Ein Objekt ist kleiner/groBer 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 hierfur ist die automatische Erkennung von 
Mikrofollikeln an SchilddrUsenaspiraten (7, 15). Dies fuhrt zu einer rechner­
implementierten "Organ"-beschreibung, die dann zu Organhierarchien erweitert 
werden kann (siehe auch Kapitel 2.3.2). 1m hier beschriebenen Ansatz werden 
Verfahren der algebraischen Topologie angewendet, um Objektbeziehungen zu 
bestimmen und diese in einem Graphen darzustellen. Andere, hier nicht weiter 
verfolgte Moglichkeiten zur Reprasentation von Geweben stellen die formal­
sprachlichen und die zufallsbasierten dar. Insbesondere Wachstums- und Gestalt­
bildungsvorgange, die auf sich wiederholenden Grundprozessen beruhen, lassen 
sich mit "L- Systemen" modellieren (13). Ursprftnglich nicht auf fo~alen Spra­
chen fuBend, lassen sich hier auch Ansatze nennen, die aufMandelbrot-Mengen (9) 
basieren bzw. der darauf aufbauenden Chaosforschung (16). Zufallsmodellbasierte 
Reprasentationsmethoden sind in Serra (1982) (17) beschrieben. 
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Abb. 1. Hintergrund eines Schnittbereiches. 

V orverarbeitung 

FUr die durchgefuhrten Untersuchungen wurden Routinepraparate (Histologische 
Schnitte von Konisaten der Cervix uteri) verwendet. Fur verschiedene Dysplasie­
grade wurden typische Bereiche einzeln diagnostiziert und digi talisiert. 

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 ausgefuhrt. 1m derzeit implementierten System 
uberdeckt ein Bild einen quadratischen Bereich von 128 pm bzw. 256 pm Kanten­
lange mit jeweils 256 x 256 Bildpunkten. Um einerseits Objektmerkmale wie 
"Orientierung" bestimmen zu kannen und andererseits einen genugend groBen 
Gewebeausschnitt im Bildfeld zu haben, ist eine BildgraBe mit 512 x 512 Bild­
punk ten und 256 pm Kantenlange zu empfehlen. 

Zur Segmentierung der einzelnen Bilder existiert bislang kein allgemeiner 
Algorithmus, der fur jedes Bild anwendbar ist. Visuelle Segmentierung ist oft ein 
Problem der psychophysikalischen Wahrnehmung; es durfte unwahrscheinlich 
sein, hierftir eine analytische Lasung zu finden. Grundsatzlich kann das Segmen­
tationsproblem im Rahmen einer Musterklassifikation durchgefuhrt werden. Ein 
Lernset von segmentierten Bildern liefert pro Bildpunkt einen Satz von 
Merkmalen, die dazu dienen, einen Klassifikator zu konstruieren. Uhter Anwen­
dung dieses Klassifikators kannen dann neue, unbekannte Bilder segmentiert 
werden. Dieser einfache Klassifikationsansatz ist nicht effektiv fur komplizierte 
Bilder und verschiedene Klassen von Bildern. 1m konkreten Fall gilt dies bereits 
fUr stark variierende Gewebsbereiche. Dieses Segmentationsverfahren wird daher 
nicht angewendet. 
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Abb. 2. Segmentation eines Bildbereiches eines Plattenepithe\s (von links nach rechts) nach zwei 
Verfahren. 

Fur die durchgefUhrten Untersuchungen wurde ein Kontrastverstarkungs­
verfahren entwickelt, dessen Wirkung von der lokalen 3 x 3 Umgebung einesjeden 
Bildpunktes abhangig gemacht wurde (3). Aus dem so transformierten Bild wurde 
durch eine geeignet gewahlte Grauwertschwelle ein Binarbild der Kernanschnitte 
erzeugt. Bei stark variierendem Hintergrund, eng benachbarten und auch visuell 
schwer diskriminierbaren Objekten muBte die Segmentation, basierend auf dem 
kontrastverstarkten 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 unvollstandige 
Objekte mit einer geschlossenen Randlinie versehen und automatisch gefullt, 
dann zusammenhangende Objekte zerlegt (Abb. 2). Der manuelle Aufwand steigt 
mit zunehmender Zelldichte. 

Auswertung 

An den in Zellkernanschnitte und Hintergrund segmentierten Bildern wurden 
Objektmerkmale berechnet. die fUr die daran anschlieBende Erzeugung eines 
Graphen und die Berechnung von Anordnungsmerkmalen benotigt werden. 1m 
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 reprasentiert und die Objektmerkmale den 
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Tabelle 1. Berechnete Merkmale eines Objektes (Zellkernanschnitt) 

Kurzbeschreibung 

Fliche 
Schwerpunktkoordinate x 
Schwerpunktkoordinate y 
Winkel zwischen Hauptachse und der x-Achse 
Summe der Grauwerte 
Baryzentrumkoordinate·x 
Baryzentrumkoordinate y 
Winkel zwischen Hauptachse und der x-Achse 
Fliiche der EinfluBzone 

Abkurzung 

A 
SWX 
SWY 
THETA 
TOTT *) 
BSWX *) 

BSWY *) 
BTHETA *) 

ZOIA 

Knoten zugeordnet. Das Knotenbild stellt die Ausgangssituation fUr die 
Graphentransformation dar. Da an dieser Stelle nicht bereits eine Zerlegung 
des Bildfeldes uber die Graphen erfolgen solI, sind die Ausgangsgraphen im 
allgemeinen zusammenhangend. 

3. Transformation der Graphen. 
Auf der Basis der Ausgangsgraphen werden entweder Kanten beseitigt oder 
neue hinzugefugt. 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 MaBe von den unterlagerten 
Modellvorstellungen abhangig. Als Ergebnis wird das Bildfeld durch eine 
Menge von Subgraphen reprasentiert. 

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

FUr die rechnerorientierte Auswertung muB 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 durchzufUhren. 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 uber Merkmalsdateien und Nachbarschaftsmatrizen reprasentiert. 

c. DurchfUhrung 

Ausgangsgraphen 

Drei verschiedene Graphen wurden konstruiert. Die Objektbeziehung, hier 
N achbarschaft, wurde mit drei Methoden bestimmt: 
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Tabelle 2a. Berechnete Merkmale eines (Sub-lGraphen fUr aile Knoten (Objekte) des betrachteten 
(Sub-)Graphen (Objektmerkmale) 

Kurzbeschreibung (siehe Tabelle 1) 

Mittelwert und Streuung von A 
Mittelwert und Streuung von SWX 
Mittelwert und Streuung von SWY 
Mittelwert und Streuung von THETA 
Mittelwert und Streuung von TOTT *) 

Mittelwert und Streuung von BSWX *) 

Mittelwert und Streuung von BSWY *) 

Mittelwert und Streuung von BTHET A *) 

Mittelwert und Streuung von ZOIA 
Schwerpunktkoordinate x des (Sub-)Graphen bzgl. A 
Schwerpunktkoordinate y des (Sub-)Graphen bzgl. A 
Schwerpunktkoordinate x des (Sub-)Graphen bzgl. ZOIA 
Schwerpunktkoordinate y des (Sub-)Graphen bzgl. ZOIA 

*) Nur bei einer Auflosung von 0.5 Jlm pro Bildpunkt 

Abkurzung 

AMI 
SWXMI 
SWYMI 
THETAMI 
TOTTMI 
BSWXMl 
BSWYMI 
BTHETAMI 
ZOIAMI 

AM2 
SWXM2 
SWYM2 
THETAM2 
TOTTM2 
BSWXM2 
BSWYM2 
BTHETAM2 
ZOlAM2 
SWXA 
SWYA 
SWXZOIA 
SWYZOIA 

Tabelle 2b. Berechnete Merkmale eines (Sub-lGraphen fur aile Kanten des betrachteten (Sub-) 
Graphen (Kantenmerkmale) 

Kurzbeschreibung 

Mittelwert, Streuung, Minimum 
und Maximum der Kantenliinge 
Anzahl der Knoten des (Sub-)Graphen 
Mittelwert und Streuung der Kantenrichtung 
Freie Wegliinge 
Maximaler Abstand zwischen Knoten 
Anzahl von Knoten mit mehr als zwei Nachbarn 

Abkurzung 

KLMI KLM2 KLMIN 
KLMAX 
ON 
KTMI KTM2 
GL 
GDMAX 
ON2 

1. Minimum Spanning Tree-Algorithmus (MST) (1), basierend auf den euklidi­
schen Abstanden der Zellkerne (Abb. 3). 

2. Minimum Spanning Tree-Algorithmus, basierend auf gewichteten euklidi­
schen Abstanden der Zellkerne (Abb. 4) (Zwischen je zwei Objekten wurde die 
kleinste Winkeldifferenz der Hauptrichtungen zur Gewichtung herangezogen, 
so daB Objekte mit ahnlicher Orientierung nahezu unveranderte Abstande 
erhalten und solche mit stark abweichender Orientierung einen bis um einen 
Faktor 2 vergroBerten Abstand.). 

3. EinfluBzonen-N achbarschaft ("Zone ofInfluence") (ZOI) (Abb. 5) 

Der Graph resultierend vom MST ist minimal in bezug auf die Summe der 
Kantenlangen, jedoch abhangig vom gewahlten Startknoten. Unter Anwendung 
der gewichteten euklidischen Distanz ergibt sich ein Graph, der benachbarte, 
ahnlich 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 clem 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: 

. i: = 1; 

. i: = i + 1; 
MST(1): Startknoten; Initialisierung 
MST(i + 1): MST(i) 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. Einilu/lzonen (ZOn-Graph. 

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

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

Der Graph basierend auf EinfluBzonen-N achbarschaft stellt die anschaulichste 
Nachbarschaftsrelation dar. Der Hintergrund wird zerlegt, indem aIle Objekte 
isotrop wachsen. Der jeweils erstmals erreichte Begegnungspunkt zweier Wachs­
tumsfronten liefert einen Grenzpunkt zwischen den Objekten (17). Setzt man 
diesen ProzeB fort, erhalt 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 ZeIlkerne sind 
(Abb. 6). Zwei Objekte sind nun benachbart (bekommen eine Kante), wenn ihre 
EinfluBzonen sich bertihren 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 urn 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, Mol. MlO, Mn, M20, M02 fUr Binar- und Graubilder. FUr Graubilder werden 
diese "baryzentrische Momente" genannt. Moo liefert beispielsweise die Flache A 
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Abb.6. Zellkernanschnitte und darauf basierendes Exoskelett - Zellkernanschnitte umgeben von 
den Einflul3zonen (Zon. 

bzw. die Summen aller Grauwerte TOTI und M1O/Moo die x-Koordinate des 
Schwerpunktes (SWX) bzw. des Baryzentrums (BSWX) (siehe Tabelle 1). 

Die grundsatzlichen Formeln fur Momente lauten: 

Zeilen 

Mpq = ~ 
i=l 

Spalten 
~ iP jq f(i, j), 

j=l 

wobei f ein Bild (ein 2-dimensionales Feld) darstellt. Handelt es sich urn ein 
Binarbild, nimmt f(i, j) nur die Werte 0 oder 1 an. 1st f ein Graubild, so reprasen­
tiert f(i,j) Transmissions- oder Extinktionswerte. Ausgehend von diesen Momen­
ten ftihren Normierungen (Moo = 1) und Koordinatentransformationen (MlO = 0 
und MOl = 0) zu normierten, zentrierten Momenten mpq (18). Diese dienen zur 
Berechnung der Lage der Hauptachsen. 

Prinzipiell besteht bei der Berechnung zusatzlicher Objektmerkmale keine 
Beschrankung, au13er im Hinblick auf die ben6tigte 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 
ursprunglichen Graphen des Bildfeldes ermittelt (Tabelle 2). Es handelt sich urn 
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 folgenderma13en beschrieben werden: Die an und 
fur sich amorphe Anordnung von Objekten im Raum wird durch einen Graphen, 
also durch Beziehungen der Objekte untereinander, gegliedert. 1st der Graph 
zusammenhangend, ergeben sich "globale" Merkmale, andernfalls kann der 
Gesamtgraph als Menge von zusammenhangenden Subgraphen betrachtet 
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Abb. 7. Kantenlangenabhangige Graphenzerlegung (in drei Klassen kurz,mittel und lang). 

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

Graphentransformationen 

Die Verbindung zur modellbasierten Beschreibung wird hergestellt uber die 
Bedeutung der Subgraphen fur das betrachtete Modell. Beispielsweise stellen im 
Wachstumsmodell die Subgraphen die Zellkernschichten dar, wobei abhangig 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. KantenlangenabhangigeZerlegung. 
Das Kontinuum moglicher Kantenlangen wird in n Intervalle zerlegt. Fur jedes 
Intervall wird eine Menge von Subgraphen erzeugt, die die Kanten enthalt, 
deren Lange in das betreffende Intervall fallt (Abb. 7) sowie die dazu 
gehorenden Knoten. Die Verteilung der Knoten in den n verschiedenen 
Graphenmengen erlaubt quantitative Aussagen uber die Verteilung der 
Objekte im Bildfeld. 

2. RichtungsabhangigeZerlegung(Objektorientierung). 
Das Ziel ist es, Subgraphen zu erzeugen, die aus Folgen von Objekten'mit ahnli­
cher Orientierung bestehen. Diese werden Zellaufe oder "Segmente" genannt. 
Hierbei werden aus dem Ausgangsgraphen Kanten gelOscht, die zu Objekten 
mit stark abweichender Orientierung fuhren. 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. Objektorientierungsabhangige 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 tiber eine Kante ist eine Nachbarschaftsrelation zwischen 
Knoten (Abb. 9). 

4. ZOI Sterne. 
Der ZOI Graph (Abb.4) kann als Vereinigung von "Kanten"-Sternen aller 
Knoten betrachtet werden (Abb. 10). Merkmale dieser Sterne k6nnen auch als 
Objektmerkmale betrachtet werden. Vereinigungen von benachbarten 
Sternen, also mittels einer Kante erreichbarer Knoten, liefern Subgraphen, die 
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Abb. 11. Einige ZOI-Sterne vereinigt bis zu den. 
2. Nachbarn. 

Abb. 12. Graph von drei Bereichen auf der Basis des vergroberten Wachstumsmodells. 

es erlauben, eine N achbarschaftshierarchie aufzubauen (Abb. 11) und diese zu 
quantifizieren. 

5. Bereiche basierend aufdem vergrobertenWachstumsmodell. 
Ausgehend 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 (siehe 3.) eine Methode zur Partition entwickelt, die 
es erlaubt, die Zellgenerationsschichten zu Bereichen zusammenzufassen. 
Hierbei werden diese zu Bereichen verbunden, die annahernd den gewiinschten 
Bereichsflachen entsprechen (Abb. 12). Flache Bildfeld: Summe aller Flachen 
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von ZOI der Objekte (siehe Tabelle 1). Bereichsflachen: Flache Bildfeld I Anzahl 
Bereiche. 

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

D. Anwendung und Ergebnisse 

Ffir eine Folge von Bildfeldern mit zunehmendem Grad der Schwere der Dysplasie 
wurden die oben beschriebenen Verarbeitungsschritte durchgeffihrt. 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. 

1m folgenden werden, gegliedert nach den verschiedenen Graphentransfor­
mationen, verschiedene Merkmale dargestellt und diskutiert. Auf Grund der 
gewahlten 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 erklart werden kann. 1m ersten Fall kann 
unbedenklich das Verfahren mit dem geringsten Aufwand gewahlt werden, wenn 
dies einigermaBen gesichert ist. Die hiermit implizierte Qualitatsaussage fiber 
Merkmale im Hinblick auf die Problemstellung ist ganz allgemein in der digitalen 
Bildanalyse ein schwieriges Problem, das einerseits abhangig ist von der mogli­
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 fur Merkmalsextraktionsverfahren: 

1. Globale Merkmale auf der Basis von ZOI-Sternen (Abb. 10, 11). 
Jedem Objekt werden zusatzliche "Sternmerkmale" 
ZOIA1N: Summe der EinfluBzonenflachen und 
ZOIN1N: Anzahl der Objekte eines Sternes (1.Nachbarn), 
ZOIA2N: Summe der EinfluBzonenflachen und 
ZOIN2N:Anzahl der Objekte eines Sternes sowie seiner Nachbarn (1. und 
2. N achbarn) zugeordnet. 
Eine lineare Klassifikation fiber aIle Kernanschnitte liefert mit ZOIA2NI 
ZOIN2N, der mittleren ZOI-Flache der Sterne bis zum 2. Nachbarn, als 
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Tabelle 3. Konfidenzmatrix einer Objektklassifikation mit linearem Klassifikator 

N L M S C % 

N 45 0 22 14 8 50.6 
L 0 0 0 0 0 0.0 
M 15 0 71 34 13 53.4 
S 2 0 42 304 37 79.0 
C 3 0 27 15 155 77.5 

Total 65 0 162 367 213 71.3 

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 erfaBt wurden. Es 
handelt sich hierbei urn 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. 

2. Haufigkeitsmerkmale auf der Basis von Kantenlangen-zerlegten Graphen. 
Die auftretenden ZOI Graphen (Abb. 5) wurden in 11 Intervalle zerlegt «maxi­
mal auftretende Kantenlange - minimale Kantenlange) / 11). Pro Intervall 
wurde die Anzahl der Kanten gezahlt. Diese Verteilungen (Abb. 13) konnen 
beispielsweise einer Korrespondenzanalyse (6) unterzogen werden. In dieser 
Illustration ist es offensichtlich, in welcher Weise sich die Verteilungsformen 
abhangig von der Bildfelddiagnose verandern. Die Anteile von langeren 
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M 

Kantenlange (w. E.) 

s 

c 

Kantenlange (w. E.) 

Abb. 13. Huufigkeitsverteilungen von 
kantenlangenzerlegten Graphen (Anzahl von 

Kantcn basierend aufdem ZOJ-Graph (Abb. 5»). 
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Abb. 14. Merkmal ZOIAMI von Zellgenerationsschichten mit linearer Regression. 
(e = normal,D = leichte, V = mittiere, 0 = schwere Dysplasie, ,= Carcinoma in situ). 

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

3. Merkmale von Zellgenerationsschich ten. 
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 MaE fur die Veranderung der betrachteten 
Merkmalsfolge. In Abb. 14 ist das Merkmal ZOIAMI (Mittelwert der Flachen 
der EinfluEzonen) und in Abb. 15 das Merkmal AMI (Mittelwert der Objekt­
flachen) pro Schicht und Diagnose mit den jeweiligen Regressionsgeraden 
dargestellt. Die Steigungen der Regressionsgeraden von ZOIAMI wider­
spiegeln deutlich die Veranderungen der Gewebstopologie bei unterschied­
lichen Diagnosen. 
1m Normalgewebe und auch noch bei der leichten Dysplasie nimmt die 
ZellgroEe (EinfluEzone) im Zuge der Ausreifung der Zellen von der Tiefe zur 
Oberflache deutlich zu. Dabei treten, wie erwartet, in normalen und leicht 
dysplastischen Geweben Abweichungen in der Basalzellschicht und in den 
auEeren verhornenden Superfizialzellschichten auf. In der Basalzellschicht 
sind die EinfluEzonen oft groEer oder doch nicht stark verschieden von denen 
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Abb. 15. Merkmal AMI von Zellgenerationsschichten mit linearer Regression. 
(e = normal,O = leichte. V = mittlere. 0 = schwere Dysplasie. 'f = Carcinoma in situ). 

der Parabasalzellschicht. In den Superfizialzellschichten werden die EinfluB­
zonen wieder kleiner. Der Grund dafur ist die nahezu senkrechte Schnitt­
fuhrung durch die abgeplatteten Zellen. Fur die GroBen der Kernanschnitts­
flachen (Abb. 15) erwartet man einen umgekehrten Verlauf. 1m N ormalgewebe 
sind die Basalzellkerne am groBten und die pyknotischen reifen Superfizialzell­
kerne am kleinsten. Die Auspragung 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 
ZOIAMl, aber die Tendenz ist doch klar erkennbar. 

4. Merkmale von Bereichen. 
Die Bereichszerlegung entspricht der Schichtenzerlegung. Dabei bleibenjedoch 
die Zusammenhange der angeschnittenen Zellen bzw. Zellkerne in groBeren 
Gewebsabschnitten erhalten und man kann erwarten, daB 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 zufalligen Gewebsstruktur und deren RegelmaBigkeit in den ausgewahlten 
Gesichtsfeldern ab, wie es die Schwankungen in den Abbn.14 und 15 demon-
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strieren. Tragt man z.E. die Zelldichten bzw. die Haufigkeit von Einflu.Bzonen 
oder angeschnittenen Zellkernen in den von uns gewahlten drei gleich gro.Ben 
Bereichen (unten, mitten, oben) (Abb.12) auf, ergeben sich erwartungsgema.B 
Verlaufe, wie sie dem Kehrwert der Funktionen in Abb.14 entsprechen 
(Abb. 16). Gro.Be Einflu.Bzonen entsprechen kleinen Zelldichten. Ob sich fUr 
eine Klassifikation von Dysplasiegraden besser das Merkmal der Steigung der 
Regressionsgeraden der Abb.14 oder der dreispaltige Vektor nach Abb. 16 
eignet, mu.B die Erfahrung zeigen. 
Daruber hinaus konnte eine Kombination einander gegenlaufiger Merkmale, 
wie z.E. der Einflu.Bzonen und der Kernanschnittsflachen eine noch groBere 
Auspragung der Unterschiede in der Dysplasiegradierung und damit eine noch 
groBere Stabilitat gegenuber den Zufalligkeiten der Gewebsstruktur in den 
gewahlten Bildausschnitten zeigen, als dies fur jedes Einzelmerkmal der Fall 
ist. Tragt man ZOIAM1 gegen AM1 fur 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 fur Normalgewebe und eng beieinander 
liegende Werte mit geringen Gradienten fUr die SDYS und CIS-Befunde mit 
einer dazwischen liegenden Tendenz fur 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 ubrigen 
unabhangig vom gewahlten Bildausschnitt sein, d.h. auch noch eine aus­
reichende niskriminierung 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, 
erfa.Bt werden kann. Hierfur sind die Untersuchungenjedoch noch nicht abge­
schlossen. Grundsatzlich ist zu hoffen, daB man durch geeignete Kombination 
von Objektmerkmalen mit Umgebungsmerkmalen eine quantitative Beschrei­
bung der Gewebstopologie erhalt, die ziemlich unabhangig sein sollte von den 
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Abb. 16. Huufigkeit von Objekten 
in Bereichen. 
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Zufallen der SchnittfUhrung und dem Treffen von Zellkernen im jeweiligen 
Schnitt. 
Ein wichtiger Seiteneffekt dieser, bis auf die Markierung der Basalzellschicht, 
vollautomatischen Zerlegung ist die Moglichkeit, auf Objekteigentumlich­
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 mogliche 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 beruglich der Gewebstopoplogie ergeben. 
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Abb.17. Merkmal AMI aufgetragen gegen das Merkmal ZOIAMI vonjeweils drei Bereichen pro 
Bildfeld mit Regressionsgeraden. (e = normal, 0 = leichte, V = mittIere,o = schwere Dysplasie, 
T = Carcinoma in situ). 
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E. Zusammenfassung 

Auf der Gruadlage der Moglichkeiten 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 hierflir ist die Graphentheorie, die es erlaubt, die unter­
schiedlichsten Gewebewachstumsformen als Nachbarschaftsrelationen zwischen 
den Zellkernanschnitten darzustellen. 1m einfachsten Fall werden dabei die 
Zellkernanschnitte durch Punkte und die gewahlten Nachbarschaftsrelationen 
durch Verbindungslinien dargestellt. Diese geometrisch reduzierte Form der 
Gewebsarchitektur reprasentiert 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 Storungen der Ordnungsrelation bei Vorliegen von Dysplasien. 

Ausgangspunkt der Graphengenerierung ist ein kontinuierliches Wachstums­
modell von der Basalzellschicht bis zur Gewebsoberflache. 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 muB interaktiv unterstutzt werden. Ebenso 
interaktiv ist der zu messende Gewebsbereich zu umfahren und die Basalmembran 
zu markieren. AHe weiteren Auswertungen erfolgen voHautomatisch. 

Anhand einer Reihe visuell diagnostizierter Gewebsbereiche wird beispielhaft 
gezeigt, daB Graphenmerkmale in der Lage sind, Veranderungen in der Gewebs­
architektur von normalen Geweben ubel." 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 hochautlosenden Bildanalyse in der 
medizinischen Zytometrie 
Georg Burger, Uta Jutting, Peter Gais, Karsten Rodenacker, 
Ulrich Schenck 

A. Einleitung 

Schwerpunkt der klinischen Zytologie ist die Diagnostik von Neoplasien. Diese 
wei sen 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, daB jeglicher Funktionsanderung eine veran­
derte Genexpression zugrundeliegen muB, ist letzlich immer der Zellkern be­
troffen. Die Frage ist, wie sehr sich das auf seine lichtmikroskopisch erkennbaren 
Eigenschaften auswirkt. Dabei gibt es eine groBe Variationsbrei teo 

1m Extremfall kommt es zu massiven Veranderungen der Kernmorphologie 
und zu mehr oder minder deutlichen Verteilungen in Bezug auf GroBe und Form, 
wie sie durch Begriffe wie "Pleomorphie" und "Anisokaryose" gekennzeichnet 
werden. Diese sind z.T. Ausdruck genetischer Storungen, die sich in unterschied­
lich starken Abweichungen der Chromosomenmasse von normalen proliferieren­
den Zellen mit diploider Stammlinie auBern. 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 Malignitatskriterien betreffen die Chromatin­
struktur im Kern. So gilt gleichmaBig und fein verteiltes Chromatin im Inter­
phasenkern als normal und grobkorniges oder unregelmaBig geklumptes und 
randstandiges 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, konnen in kontinuierlichen Veranderungen vorliegen. Ihre 
saubere Gradierung setzt eine Messung von Kernmerkmalen voraus. 

Es sei an dieser Stelle erwahnt, daB gewisse Messungen nicht notwendig der 
hochauflosenden Bildanalyse bedurfen. So konnen einige der sogenannten 
globalen morphologischen Merkmale, wie besonders die GroBe von Objekten oder 
ihr anteiliges Volumen, auch mit klassischen stereologischen Methoden (siehe 
Kapitel1.1 und 1.2) bestimmt werden. Bereits einfache Formparameter einzelner 
Zellen oder Kerne fordern dagegen die vollstandige Erfassung der Umi-iBlinie und 
damit eine punktweise Kontur- oder Bildauflosung. 

* Diese Arbeit wurde z. T. aus Mitteln des Vorhabens Sche 26411-1 der DFG geiordert. 
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Eine wichtige andere Methode der Zytometrie versucht, stoffiiche Anteile der 
Zellen (DNS, RNS, Proteine, Enzyme), deren Menge sich bei veranderter 
funktionaler Aktivitat ebenso verandern kann, durch spezifische Fluoreszenz­
farbstoffe zu markieren und uber eine Messung der angeregten Fluoreszenz 
quantitativ zu bestimmen. In besonders eleganter Weise konnen dabei die Zellen 
in Suspension gehalten und in einem dunnen, laminaren Flussigkeitsfaden 
nacheinander aus der Suspension transportiert und in einer geeigneten MeB­
anordnung wahrend des Durchflusses angeregt und gemessen werden. Diese 
sogenannte DurchfluB-Zytometrie stellt im wesentlichen eine globale zyto­
chemische MeBmethode dar (20,32,54). Moderne Gerate konnen allerdings auch 
das Volurnen der Zellen sowie uber Streulichtmessungen indirekt Parameter der 
Chromatinverteilung bestimmen. Ja sogar die kurzzeitige echte optische Ab­
bildung der vorbeiflieBenden 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 auflosende Verfahren") und den Moglichkeiten der 
hochauflosenden Bildanalyse der Objekte. 

Wichtig ist zusammenfassend, daB aIle zytometrischen Methoden die Einzel­
zelle zum Gegenstand der Messung haben. Die klinisch relevante Information liegt 
in der Verteilung der MeBgroBen in einer reprasentativen Zellpopulation. Waren 
aIle Zellen identisch, konnte man zytometrischeMessungen in vie len Fallen durch 
integrale biochemische Analysen am Material einer Biopsie ersetzen. Ein Beispiel 
ist die Bestimmung des Rezeptorstatus von Turnorgewebe. 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 fUr die Beurteilung des Ansprechens auf eine 
Hormontherapie wahrscheinlich von groBer Bedeutung. Die Verteilungen konnen 
nur durch Zytometrie der individuellen Einzelzellrezeptordichten, z.B. mit Hilfe 
eines immunzytochemischen Rezeptormarkers (ER-ICA), festgestellt werden (56). 

Es soIl zum SchluB noch darauf hingewiesen werden, daB 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-AusreiBer 
prakanzeroser oder kanzeroser Zellen (DNS-Gehalt > 5c). Diese Methode findet 
unter anderem Verwendung beim automatischen Prescreening gynakologischer 
Ausstrichpraparate zur Friiherkennung des Zervixkarzinoms und seiner Vor­
laufer (siehe Abschnitt E). 

B. Material und Methoden 

Bei der hochauflosenden Bildanalyse liegen die Zellen in der Regel auf einem 
Objekttrager. 1m einfachsten Fall handelt es sich bei dem Untersuchungsmaterial 
urn zytologische Praparate aus der Routine, mit einer Vielfalt von Praparations­
und Farbemoglichkeiten. Hier tritt bereits die erste groBe Schwierigkeit auf. 
Wahrend die Erfahrung des Zytopathologen die wesentlichen diagnostischen 
Merkmale einer Zellpopulation auch noch erkennt, wenn Praparations- und 
Farbetechniken und sonstige Umstande der Probenahme mehr oder minder stark 
variieren, fordert eine reproduzierbare Messung eine reproduzierbare Vorlage. 
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Probenaufbereitung, Fixierung und Farbung sollten demnach weitgehend 
standardisiert sein (59). Gleiche Fixierung und Farbung vermindert die Streuung 
von MeBwerten zwischen den Praparaten. Bezuglich der Probenaufbereitung sind 
monodisperse Suspensionspraparate, 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 ublichen Ausstrich-, Aspirat- oder Abklatsch-Praparaten das 
Erscheinungsbild der Zellen sehr beeinflussen konnen. Suspensionspraparation 
verringert daher entscheidend die Streuung von MeBwerten innerhalb eines 
Praparats. 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 fur viele 
Fragestellungen umfangreiche retrospektive Studien. Die ubliche Formalin­
fixierung des Materials und die notwendigen Schritte zur vollstandigen 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 fUr reine bildanalytisch-zytometrische Frage­
stellungen daraus neue Moglichkeiten ergeben. 

Die nachstwichtigen Anforderungen sind an die MeBtechnik zu richten. Um ein 
moglichst sauberes Extinktionsbild eines Zellkerns zu erzielen, muB Scanning­
mikrophotometrie (SMP) oder Laserscanningphotometrie betrieben werden. Dabei 
wird das Objekt nur mit einem mikroskopisch abzubildenden Lichtstrahl 
abgetastet. Streulichtflusse sind minimiert und das Signal-zu-Rauschverhaltnis 
optimiert. Der Aufwand fUr das Abtasten des Praparats ist in der Regel sehr hoch. 
Ein haufig angewendetes Verfahren dazu ist der mechanische Vorschub des 
Mikroskoptisches. Die schnellsten Tische haben Abtastfrequenzen von etwa 
10 kHz. Beim bisher technologisch aufwendigsten Gerat geschieht die Abtastung 
durch Laserstrahlablenkung mittels luftgelagerten ultraschnell rotierenden 
Sektorspiegeln. Damit sind Abtastfrequenzen von 64 MHz moglich (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 flachenhaften 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-Rauschverhaltnisses wegen 
des unvermeidlichen Streulichtanteils. Ein weiterer Nachteilliegt zumindest bei 
der Fernsehtechnik in der nicht vollig konstanten lokalen Empfindlichkeit des 
Flachensensors, was zusammen mit Inhomogenitaten bei der Ausleuchtung zum 
sogenannten Bildfeldshading f"iihrt. 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 Auflosung. Die Grenzen dazu sind einerseits durch die 
Physik der optischen Abbildung und andererseits durch das Scanningtheorem 
gegeben. Ersteres besagt, daB jeder selbstleuchtende Gegenstandspunkt auf Grund 
der Beugungsphanomene im wesentlichen an der Objektivapertur des Mikroskops 
zu einem Beugungsscheibchen abgebildet wird. Sein Durchmesser betragt 

D = (1.22 . 1) / A , 

wobei 1 die Wellenlange des Lichtes ist und A die numerische Apertur des 
Mikroskopobjektives. Mit ublichen Werten von 1 = 550 nm und maximalen Aper­
turen von A = 1.2 - 1.4 ergibt sich D "" 0.5 - 0.6 pm. Die maximale Auflosung a ist 
dann durch den halben Durchmesser gegeben, also a "" 0.25 - 0.30 pm. Die tatsach­
liche Auflosung ist wegen optischer Fehlerquellen und begrenzter lokaler Sensor­
empfindlichkeit sicherlich geringer. Eine eindeutige Information daruber liefert 
nur die Messung der sogenannten Modulationsubertragungsfunktion (MUF). 1m 
Idealfall wird dabei eine ortlich sinusformige Grauwertverteilung mit der Grau­
wertamplitude aD und der Frequenzf abgetastet, und die Amplitude a des Bildes 
bestimmt. Der Modulationsubertragungswert ist dann das Verhaltnis (alao)r. 
Anstelle einer sinusformigen Grauwertverteilung kann naherungsweise auch ein,e 
stufenformige verwendet werden, d.h. ein Strichliniengitter mit unterschiedlicher 
Frequenz, angegeben in Linienpaaren pro mm. Ja es kann sogar nur eine einzige 
scharfe Kante abgetastet werden. Die mathematische Reduzierung des Problems 
auf das ideale "Sinusgitter" geschieht durch eine Fourieranalyse des Bildes, wobei 
man beim Strichliniengitter dann z.B. nur die Grundfrequenz betrachtet, bei der 
Kante selbstverstandlich auch die hoheren Frequenzen, um uberhaupt eine MUF 
zu erhalten. Abb. 1 zeigt die MlrF an unserem Fernsehmikroskop (AxiomatlZeiss) 
fUr das 100x Objektiv (01) mit A = 1,3 fUr eine Kante und fur ein Gitter mit drei 
Strichlinienfrequenzen aufgenommen. Die Abbildungen eines Strichlinienpaares 
konnen sicher getrennt erkannt werden, solange die MlrF deutlich uber dem 
Rausch-zu-Signalverhaltnis bei der Grundfrequenz liegt. Bereits bei einer Strich­
linienbreite von 0.8 pm betragt die MlrF allerdings nur mehr 0.5 und die vorher 
erwahnte theoretische Auflosung fUr selbstleuchtende Objekte von a = 0.25 pm 
wird sicherlich um einen Faktor 3-4 uberschritten. 

Nun handelt es sich bei der Zytometrie aber nicht um ein Erkennungsproblem, 
sondern um die Messung moglichst kleiner Strukturen und deren quantitative 
Unterscheidung. Die Frage, welche lokale Auflosung des Bildes uberhaupt notig 
ist, kann eigentlich nur experimentell uberprUft werden. Wird mit einem 100x 
Objektiv ein mikroskopisches Feld von 128 pm Kantenlange auf ein voIles 
Fernsehbild abgebildet, d.h. eine Matrix von 512 x 512 Bildpunkten, dann betragt 
der Bildpunktabstand 0.25 pm. N ach dem Scanningtheorem wiirde dies gerade 
noch fUr eine Bildauflosung von 0.5 pm ausreichen. Bei dieser Auflosung ist die 
MlrF nicht mehr einfach meBbar und auch nicht sinnvoll durch Extrapolation in 
Abb.1 zu bestimmen. Um die Notwendigkeit dieser hohen digitalen' Auflosung 
und damit indirekt die zytometrisch relevante optische Auflosung zu testen, kann 
die ursprungliche digitale Auflosung von Zellen durch Zusammenfassen von 
N achbarbildpunkten mit anschlieBender Glattung schrittweise verringert werden. 
Zur Beurteilung der Ergebnisse werden die Merkmale verglichen oder besser ein 
Klassifikationsversuch fUr zwei oder mehrere untersuchte Zellklassen als 
Funktion der Auflosung durchgefUhrt (12). 
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Abb. 1. Modulationsubertragungsfunktion (MUF) fUr das TV-Mikroskop Axiomat an drei Strich­
gittern mit unterschiedlichem Linienabstand [lp/mml und an einer Kante berechnet. 

Ais Demonstrationsbeispiel haben wir elektronenmikroskopische Aufnahmen 
von Nasenepithelzellen abgetastet und in der vorher beschriebenen Weise digital 
gefiltert, so daB nominelle Auflosungen mit BildpunktgroBen von a = 0,2; 0,4 und 
0,8 pm erreicht wurden (Abb. 2 zeigt ein Beispiel). Wir haben die Zellen zunachst 
durch eine Clusteranalyse anhand weniger angebotener Chromatinmerkmale in 
zwei Klassen eingeteilt und sodann die F-Werte einer Reihe von Merkmalen fur 
die Zweiklassendiskriminanzanalyse als Funktion der Auflosung bestimmt. 
Tabelle 1 zeigt das Ergebnis. Es demonstriert besonders anschaulich, wie wichtig 
es ist, bei der digitalisierten Zellbildverarbeitung an die Grenzen der optischen 
Auflosung heranzugehen, um Strukturmerkmale des Chromatingerustes zu 
erfassen. GroBere Abtastfrequenzen, als das Scanningtheorem mindestens fordert, 
von z.B. 0.1 pm Bildpunktabstand, sind selbstverstandlich nicht falsch und 
erhohen die Genauigkeit der Signalwiedergabe, bedeuten aber einen zuneh­
menden Verarbeitungsaufwand. 

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Bedeutung der Farbe, oder mit anderen 
Worten die spektrale Absorption der Farbstoffmolekule. Dort, wo Farbstoffe im 
zytochemischen oder immunzytochemischen Sinn Marker fUr bestimmte Zell­
substanzen darstellen oder an substanzspezifische Marker angebunden werden 
konnen, spielen die spektralen Eigenschaften der Farbstoffe selbstverstandlich 
eine entscheidende Rolle. Sie ermoglichen die quantitative Bestimmung der 
verschiedenen zellularen Substanzmengen. Die Verwendung unterschiedlicher 
Spektralfilter ebenso wie z.B. einer Farbfernsehkamera und damit die zusatzliche 
Berucksichtigung von Farbmerkmalen, gewinnt daher zunehmend an Bedeutung 
(siehe KapiteI2.4.2). Ein Beispiel ist die quantitative Bestimmung immunzyto-
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Abb. 2. N asenepithelzelle bei einer nominellen Auflosung von a = 0,2; 0,4 und 0.8 pm/pixel. 

Tabelle 1. Univariate F-Werte fiir Merkmale zur Unterscheidung von zwei Klassen fiir die Auf­
losungen a = 0,2; 0,4 und 0,8 pm/pixel. 

F-Werte 

O,2pm/pixel 0,4 pm /pixel 0,8 pm /pixel 

MittIerer Wert des Gradienten-gefilterten Kerns 161 156 32 

MittIerer Grauwert der hellen Korner im Kern 136 91 13 

MittIerer Grauwert der dunklen Korner im Kern 126 121 38 

Grauwertstreuung der dunk len Korner im Kern 87 85 31 

Grauwertstreuung der hellen Korner im Kern 10 6 2 

Schiefe der Grauwertverteilung im Kern 6 3 2 

ExzeB der Grauwertverteilung des Kernrandes 5 4 2 
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chemisch erzeugter Peroxydase-Farbung bei dem bereits erwahnten in situ 
Ostrogen-Rezeptor-Assay (ER-ICA) an Einzeizellen. 

Ein ganz groBes Problem stellt das Aufsuchen (Sampling) der zu vermessenden 
Objekte dar. Hier gibt es grundsatzlich drei verschiedene Vorgehensweisen. Eine 
ist automatisch, zwei sind interaktiv und bediirfen der zytologischen Fachkraft. 
Die automatische Abtastung eines Praparats mit Messung aIler Objekte, Riick­
weisung von Artefakten und unbrauchbarer Zellen und Auswertung der 
relevanten Zellen fordert eine ausreichend vollstandige quantitative Beschrei­
bung aller Objekte und damit einen hohen Rechenaufwand zur Objekterkennung. 
1st die Beschreibung nicht ausreichend, muB der Mensch mit der Maschine 
zusammenarbeiten. Dabei kommt es auf die Art des primaren Samplingkriteriums 
an. 1st dieses ein quantitatives (z.B. "hoher DNS-Gehalt"), wird die Maschine als 
ersten Schritt das Praparat abtasten und aIle Objekte mit entsprechend hohem 
DNS-Gehalt lokalisieren und dem Menschen anbieten. Dieser entscheidet dann, ob 
es sich um Einzeizellenoder Artefakte handelt. 1st dagegen das primare 
Samplingkriterium ein qualitatives (z.B. Zellen eines bestimmten Typs oder 
At ypiegrades) , wird der Mensch am Beginn der Messung die geeigneten Zellen 
aussuchen und den diagnostisch relevanten Zellenpool damit generieren, der dann 
der Erzeugung der quantitativen Objektbeschreibung dient. 

AIle drei Vorgehensweisen finden je nach Aufgabenstellung Verwendung (13, 
14). Grundsatzlich gilt, daB eine vollautomatische Vorgehensweise in der Regel 
monodisperse Praparate voraussetzt. Konventionelle Praparate erfordern einen zu 
hohen Aufwand, um zunachst die gut erhaltenen, isoliert liegenden Zellen zu 
identifizieren. Die Ausnahme bilden selbstverstandlich AufgabensteIlungen bei 
denen gerade Agglomerate Gegenstand der Messung sind. 

c. Verfahren der Bildanalyse 

Die Vorgehensweise bei der bildanalytischen Verarbeitung von Gesichtsfeldern 
mit beliebigen Objekten, d.h. mikroskopischen Szenen (Szenenanalyse), laBt sich 
schematisch in folgende Schritte einteilen: 

- Bilddatenerfassung 
- Bildsegmentierung 
- Objekterkennung 
- Objektvermessung 
- MeBdatenanalyse. 

Die Bilddatenerfassung wurde schon besprochen. Die Bildsegmentierung hat 
zum Ziel, die interessierenden Objekte in einer Szene yom Hintergrund abzu­
trennen. Sind die Objekte kontrastreich, d.h. aIle Objektbildpunkte haben deutlich 
hOhere Grauwerte als der Hintergrund, wird am einfachsten ein geeigneter 
SchweIlwert verwendet, mit dessen Hilfe man binare Masken der Objekte 
erzeugen kann. 

Bildtransformationen unterstiitzen das Verfahren, wobei beispielsweise die 
Randpunkte hervorgehoben werden ktinnen. Die Binarbilder ktinnen schlieBlich 
durch Operationen der mathematischen Morphometrie verbessert werden (40, 50). 

Objekterkennung tritt bei der automatischen Verarbeitung von Szenen vor der 
Vermessung der Einzelobjekte auf. Hierunter wird die Anwendung von Strategien 
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verstanden, mittels einfacher bildanalytischer Operationen bestimmte Objekt­
klassen zu detektieren. Das einfachste Beispiel wurde bereits bei der Bild­
segmentierung erwahnt. Enthalt eine Szene z.B. helle und dunkle Objekte, konnen 
die hellen durch Setzen eines Schwellwertes im Gesamtgrauwerthistogramm 
verworfen werden. Ahnlich konnen durch Closing- und Opening-Prozeduren der 
mathematischen Morphologie im Graubild bestimmte GroBenklassen detektiert 
werden. 

Sind auf diese Weise durch Verfahren der feld- und szenenbezogenen Bild­
verarbeitung die interessierenden Objekte vorausgewahlt oder doch angereichert 
worden, konnen diese nacheinander vermessen werden. Vermessen heiBt hier, die 
gesamte Information eines Objektes z.B. eines Zellkerns mit- rund 103 Bild­
punkten, die einschlieBlich der Grauwertcodierung 103 byte betragt, durch 
geeignete Operationen auf wenige MaBzahlen zu reduzieren. Die Operationen 
definieren dabei die charakteristische MeBgroBe oder das betrachtete Merkmal. So 
liefert die Vorschrift: "Zahle aIle Bildpunkte innerhalb der Kernmaske" offen­
sichtlich die Flache des Kerns: A = :Ei N i • A' (A' ist die Flache eines Bildpunkts). 
Dieses Verfahren der Datenreduktion entspricht einer Merkmalsextraktion (41). 

Wegen ihrer zellbiologisch-medizinischen Bedeutung sei hier kurz aufMoglich­
keiten eingegangen, die Chromatinstruktur im Zellkern durch geeignete Merk­
male quantitativ zu analysieren, d.h. anhand geeigneter Operationen zu messen. 
Das unterlagerte Konzept der Merkmalsextraktion beinhaltet die Zerlegung der 
MeBvorschrift in eine Transformation und in eine Messung. Die Transformation 
hebt die zu messende Eigenschaft hervor und die Messung stellt die Quantifi­
zierung dar. Wie schon erwahnt, nennt man die Feinstruktur des Kerns oft auch 
Textur. Textur setzt voraus, daB sich morphologische Elementarformen oder 
Bildpunktanordnungen in gewisser Weise wiederholen. Zu ihrer Beschreibung 
eignen sich daher Operationen, die nach raumlichen Korrelationen von Grau­
werten oder Grauwertmustern suchen. Dazu dienen z.B. die sogenannten Grau­
wertubergangsmatrizen (co-ocurrence oder spatial gray level dependence 
matrices). Es handelt sich hier um quadratische Matrizen, deren Spalten (i) und 
Zeilen (j) gewahlte Grauwertintervalle reprasentieren. Die Werte der Matrix­
Elemente (Pij) sind die relativen Haufigkeiten oder Wahrscheinlichkeiten fUr das 
Auftreten von Bildpunktpaaren mit den Grauwertkombinationen i, j. Anzugeben 
ist dabei noch die Geometrie der Paarung. Diese wird durch die Richtung und den 
Abstand angegeben. Es mussen nicht die nachsten Nachbarn sein und schlieBlich 
brauchen auch nicht einzelne Bildpunkte betrachtet zu werden, sondern irgend­
welche Mittel- oder Medianwerte in definierten Bildfenstern wie im nachsten 
Absatz beschrieben. In jedem Fall erhalt man eine Matrix von Werten, die eine 
Transformation des Bildes darstellt und die ihrerseits wieder auf eine oder wenige 
Merkmale oder Parameter zu reduzieren ist. Ein beliebtes Merkmal ist z.B. das 
Traghei tsmoment C = :Ei :Ej (i - j)2 . P(ij). Man kann sich leicht uberlegen, daB dies 
ein MaB fur den Kontrast im Bild darstellt, wenn nachste Nachbarpunkte 
betrachtet werden. Andere charakteristische Matrizenmerkmale sind Energie, 
Entropie, AutokorrelationsmaBe, Varianzen usw. (1, 21, 38). 

Eine andere Familie von Merkmalen bezieht sich auf MaBe in Grauwertver­
teilungen von ungefilterten oder gefilterten Bildern. Bei den Filterprozeduren 
handelt es sich um die Verrechnung von Bildpunkten in einem definierten 
Bildpunktarray oder Bildfenster. Dieses betragt z.B. 3 x 3 Bildpunkte und wird 
kontinuierlich uber das Bild geschoben. Beliebte line are Filter berechnen z.B. 
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arithmetische Mittelwerte oder mittels Gau3- oder Laplacefunktionen gewichtete 
Mittelwerte. Eines der bekanntesten nichtlinearen Filter bestimmt den Median­
wert im Fenster. Die so bestimmten Fensterwerte sind neue Bildpunktwerte in 
transformierten Bildern. 

Von den Grauwertverteilungen der interessierenden Bereiche kann man nun 
z.B. die ersten drei zentrierten Momente bilden (Mittelwert, Standardabweichung, 
Schiefe) und zur Texturbeschreibung heranziehen. Man nennt diese Merkmale 
"statistische Merkmale", da sie uber die zugrunde liegende Textur hochstens 
indirekt uber die verwendeten Filtergro3en Auskunft geben. Die Parameter der 
Grauwert-Obergangsmatrizen sind schon eher strukturbezogen, aber dennoch 
immer noch schwer zu interpretieren. Die anschaulichste Vorgehensweise ist 
daher die, die sichtbaren dunklen und hellen Chromatingebiete direkt zu segmen­
tieren und ihre Anzahl und Gro3enverteilung sowie ihre Lage im Kern, z.B. im 
Hinblick auf Randstandigkeit oder Nukleolennachbarschaft, unmittelbar zu 
bestimmen. Diese Analyse ist dann eine "echte" strukturelle. Um kondensierte 
Heterochromatininseln unabhangig vom absoluten Grauwert zu identifizieren, 
werden sie z.B. aus dem Differenzbild zwischen Original und geglattetem Bild 
bestimmt (Abb.3). Andere Verfahren verwenden Operationen der mathema­
tischen Morphologie, um die Skelettlinien des Heterochromatingerustes zu 
erzeugen und deren Netzwerk zu vermessen (siehe KapiteI2.4.2). 

Die Literatur der letzten 10 Jahre zeigt eine nahezu beliebig gro3e Anzahl von 
rechnerischen Operationen, die das Ziel haben, Bildinformation auf Merkmale zu 
reduzieren. Viele der daraus resultierenden Parameter sind anschaulich, viele 
sind es ganz und gar nicht. 
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Abb.3. Differenzbild zwischen Orginal und geglattetem Bild und Darstellung der dunklen und 
hellen Korner bei einer Grauwertschwelle im ebenen !l'exturbild. 
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Wichtig ist an dieser Stelle vor allem die Erkenntnis, da13 unabhangig von der 
modellbasierten Anschaulichkeit eines Merkmals die Ma13zahlen, die es erlauben 
Kerne voneinander zu unterscheiden und schlie13lich aufgrund von Kernpopula­
tionen Praparate zu unterscheiden, oft nur so wenig verschieden sind, da13 die 
zugrundeliegenden Merkmalsveranderungen nicht wahrnehmbar sind. Dies ist 
besonders dann der Fall, wenn andere fur die Unterscheidung nicht relevante 
Merkmale visuell dominant sind und stark variieren. Ein einfaches Beispiel dafur 
sind Gro13enunterschiede zweier Populationen, die immer schwieriger zu erkennen 
sind, umso gro13er die Formvielfalt der Objekte ist. Ein anderes Beispiel sind 
abgeleitete Gro13en, wie die "totale Kernextinktion" bei gro13en Flachen und 
Dichtevarianzen derKerne (siehe Einleitung). Als wei teres Beispiel sei aus einer 
gro13en Anzahl von proliferierenden Lymphozyten in Kultur eine Serie gezeigt, die 
nach dem Merkmal der Schiefe (3. Moment) der Grauwertverteilung aus dem 
gesamten dynamischen Bereich der Merkmalswerte ausgewahlt und angeordnet 
ist (Abb. 4). Dieses Merkmal hat die hOchste Trennkaft um ruhende Go-Zellen von 
RNS-synthetisierenden Gt-Zellen zu unterscheiden (18). Eine solche Unterschei­
dung ist visuell kaum oder gar nicht moglich. Der Versuch das Merkmal mi t einem 
"Kondensierungsmuster" des Chromatin in Verbindung zu bringen, ist damit 
nicht sehr hilfreich. 

Am Schlu13 dieses Kapitels solI nur noch erwahnt werden, da13 der gesamte Satz 
an gemessenen Merkmalen einesjeden Objektes, der weit uber 100 Komponenten 

Abb. 4. Proliferierende Lymphozyten, angeordnet nach dem Merkmal der Schiefe (3. Moment) der 
Grauwertverteilung. 
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haben kann, als erstes wieder sinnvoll zu reduzieren ist, um damit arbeiten zu 
konnen. Der verbleibende Satz an Merkmalen spannt einen mehrdimensionalen 
Merkmalsraum auf, in dem jede einzelne Zelle einen Punkt darstellt. Es ist die 
Hoffnung der klinisehen Zytometrie, daB die gemessenen Zellen untersehiedlieh 
bewerteter Patienten sieh in untersehiedliehen Bereiehen (Cluster) haufen und 
damit fur jeden neuen (unbekannten) Fall eine bevorzugte Zuordnung zu einer der 
Klassen erlaubt (9, 53). Die Methoden dazu sind in den Kapiteln 3.1 und 3.2 
besehrieben. 

D. Strategien der medizinischen Anwendung 

In der klinischen und au13erklinisehen medizinisehen Zytometrie kann man grob 
drei versehiedene Vorgehensweisen unterseheiden, wie sie bereits am Ende des 
Abschnitts B kurz angesproehen wurden. Eine davon ist die vollautomatische 
Zytometrie, die beiden anderen fordern eine Menseh-Masehine Interaktion. 

Automatische Zytometrie 

Die vollautomatische Zytometrie in ihrem Endausbau ist eine Labormethode. 
Praparations- und Farbeprozeduren sind standardisiert. Sie sind beruglich der 
Maschinenauswertung optimiert ohne Rueksieht auf Gesiehtspunkte der visuellen 
Beurteilbarkeit des Praparates. Die Praparate konnen in Magazinen deponiert 
und von der Masehine automatiseh abgearbeitet werden. Der Befund wird aus den 
MeBwerten durch einen geeigneten fest einprogrammierten und anhand aus­
reichender Lerndaten trainierten Klassifikator erstellt und ggf. aueh noch 
verbalisiert. Einen zytopathologiseh gesehulten Experten braucht man nicht 
mehr, oder hOehstens beim Aufbau der Lerndatenbank. Allerdings sind selbst fur 
diesen Schritt Vorgehensweisen vorstellbar, die auf die visuelle Identifizierung 
von Zellen in der Lerndatenbank verzichten und nur noeh Signalverteilungen von 
Praparaten von Patienten mit bekanntem Befund im Lerndatensatz speichern. Die 
Vorgehensweise ist am besten anhand des direkten Vergleichs mit der DurchfluB­
zytometrie verstandlich. Aueh dort werden ja einzelne signalerzeugende Objekte 
nieht identifiziert, sondern lediglich Signalverteilungen miteinander vergliehen. 
DaB dabei nicht nur Einzelzellen und evtl. aueh nicht nur Zellen des interessieren­
den Tumors gemessen werden, ist solange unerheblich, wie die entspreehenden 
Signale nicht die diagnostisch relevanten Merkmale der Signalverteilungen 
verdeeken, oder anders ausgedruckt das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fUr die 
gewunsehte Information nieht zu sehr vermindern. Es ist abhangig von der 
Praparationstechnik sogar denkbar, daB die bei der Einzelzellbildanalyse so 
unerwunsehten Artefakte, wie z.B. Zellagglomerate, zusatzliche diagnostisehe 
Informationen liefern. 

Der fUr die Aufnahme von Signalverteilungen in die Lerndatenbank unerlaB­
liehe, bestmoglichst gesicherte Patientenbefund kann dabei anhand geeigneter 
AuBenkriterien erstellt sein. Das oft angeftihrte Problem der fehlenden visuellen 
Bewertbarkeit des zur Messung gelangenden Zellmaterials hinsiehtlich korrekter 
Probennahme und Praparation ist ein Scheinproblem. Eine visuelle Uberpriifung 
der diagnostisehen Wertigkeit stellt berei ts den wesentlichen Schritt zur Diagnose 
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dar und ist als Vorbedingung fUr die automatische Auswertung natUrlich sinnlos. 
Die rein technische Brauchbarkeit eines Praparates kann auch ohne die Expertise 
des Zytopathologen beurteilt werden. 

Ein wichtiger Einwand ist noch der nach der optimierten Auswahl der zu 
messenden zellularen Merkmale sowie der Erstellung von schnellen Erkennungs­
und Ruckweisungsalgorithmen fUr definitiv nicht interessierende Objekte. Beides 
ist ohne die zytopathologische Markierung von Lernobjekten zwar machbar, aber 
nicht okonomisch. In bestimmten Fallen mag man sich auf Grund langer Er­
fahrung auf einfache Merkmale wie z.B. die Messung der totalen Kernextinktion 
als MaB fUr die DNS-Menge beschranken und Artefakte und uninteressante 
Objekte wie z.B. Leukozyten durch einfache GroBenkriterien verwerfen. Dann ist 
es denkbar, in volliger Analogie zu den DurchfluBsystemen schnelle Bildanalyse­
automaten zur Durchmusterung von Praparaten unter volligem Verzicht auf 
jegliche zytopathologische Interaktion zu realisieren. Entsprechende Gerate sind 
in der Entwicklung bzw. Erprobung und werden in den nachsten Jahren sicher 
zunehmend eingesetzt. Sinnvolle Einsatzgebiete sind z.B. gegeben bei hohem 
Praparateanfall im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen. Die vollautomatische 
Zytometrie ist unbestritten, wenn die gewiinschte quantitative Information 
ohnehin geringen Bezug zu wahrnehmbaren Praparateeigenschaften hat. Dies ist 
eben z.B. bei der Bestimmung der DNS-Verteilung von Zellpopulationen zur 
onkologischen Diagnostik und Prognostik der Fail. Bier wird man sich aber fragen 
miissen, ob nicht die hochauflosende DurchfluBzytometrie die Methode der Wahl 
darstellt. 

Interaktive Zytometrie 

Zwei verschiedene Verfahren gehoren zur interaktiven Zytometrie. In einem Fall 
dient das Gerat dazu, vollautomatisch Praparate durchzumustern und verdachtige 
Objekte dem Zytopathologen zur endgiiltigen Entscheidung vorzuspielen. Die 
Methode ist ersichtlich dann angebracht, wenn die diagnostisch relevanten 
Objekte selten vorkommen, die Suche nach ihnen den eigentlichen Aufwand 
bedeutet und eine Messung dieser Objekte nicht notig ist, da ihre visuelle 
Beurteilbarkeit einfach und fur die Diagnose ausreichend ist. Typische Beispiele 
dafur sind z.B. die Metaphasensuche in der Zytogenetik oder das automatische 
Prescreening gynakologischer Ausstrichpraparate im Binblick auf das Vor­
kommen von Krebs- oder Krebsvorlauferzellen. Bier bedeutet der Einsatz der 
Maschine nur eine Okonomisierung der Vormusterung der Praparate. Die 
Diagnose selbst trim der Experte. Man konnte die entsprechenden Verfahren 
solche einer maschinen- oder computergestutzten Zytologie nennen. 

1m Gegensatz dazu steht die am weitesten verbreitete Anwendung von Bild­
analysegeraten in der interaktiven Zytometrie, bei der der Zytopathologe die 
Messung zur Unterstutzung der visuellen konventionellen Diagnose eiIisetzt. Dies 
wird dabei fUr die Losung der meisten an ihn gestellten Aufgaben nicht notwendig 
sein. Visuelle Wahrnehmung und globale erfahrungsgestutzte Erkennung sind 
unschlagbar bei der qualitativen Diagnostik. Erst dort, wo diese nicht mehr aus­
reichen oder unsicher sind, wird die Messung an geeigneten Objekten durch­
gefiihrt, um ein zusatzliches quantitatives Kriterium zu erhalten. "Geeignet" 
kann dabei bedeuten, daB lediglich isoliert liegende, gut erhaltene Zellen des 
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gewiinschten Typs ausgesucht werden, es kann aber auch bedeuten, daB es sich um 
atypische Zellen handelt, die im Untersuchungsmaterial angereichert werden 
sollen. Die Art und Anzahl der ausgewahlten Zellen kann dabei ggf. uber eine 
weitergehende Interaktion mit der Maschine von dieser gesteuert werden, wenn 
diese mit einem wissensbasierten Expertensystem gekoppelt ist. Gerade im letzten 
Fall kann dann das Ergebnis der klassifizierten Messung mit samtlichen weiteren 
eingegebenen Patientendaten und den zusatzlichen Hinweisen aus der visuellen 
Beurteilung des Experten zu einer integrierten und geeignet verbalisierten 
Befundung zusammengefaBt werden. Die Methode konnte damit am zutreffensten 
als "expertengestutzte Zytometrie" bezeichnet werden. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB die automatische Zytometrie die 
Beherrschung der drei Schritte zu einer Praparatediagnose, namlich die Objekt­
suche, Objektvermessung und Objektbewertung, voraussetzt. Die interaktiven 
Methoden uberlassen aus diesen drei Schritten dem menschlichen Beobachter 
jeweils das, was er besser kann als die Maschine, namlichje nach Problemstellung 
die schnelle Bewertung vorausgewahlter Objekte in meist maschinengerechten 
Praparaten, oder die Objektsuche in komplizierten Szenen konventioneller 
Praparate. 

E. Beispiele der medizinischen Zytometrie 

Die medizinische Anwendung der hochauflosenden Zytometrie solI im Folgenden 
an einigen Beispielen demonstriert werden. 

Krebsfahrtensuche beim Zervixkarzinom 

Um die gesundheitspolitische Bedeutung von Automaten zum Durchmustem 
monodisperser Papanicolaou-gefarbter Ausstrichpraparate gab es Ende der 70-er 
Jahre noch heftige Kontroversen. Mit zunehmender Erkenntnis, daB sich die 
damals geschurten Erwartungen nach schnellen und verlaBlichen Geraten nicht 
vor den 90-er J ahren erfullen wiirden, ist es um das Problem ruhig geworden. Der 
Zervixautomat, einst Flaggschiff der Zytometrie, scheint vergessen zu seine Und 
dies, obwohl inzwischen mindestens drei europaische und ein japanisches Projekt 
einen Entwicklungsstand erreicht haben, der von den realisierten Zellerken­
nungsstrategien her das Problem als gelOst betrachten laBt (5, 7, 27, 37, 55). 
Technologisch am weitesten fortgeschritten ist das japanische CYBEST-Projekt 
(52). Mehrere umfangreiche Pilotstudien an den entsprechenden Automaten 
zeigen, daB die Falsch-Negativ-Rate (fn) kleiner 2% gehalten werden kann (34), 
und damit in jedem Fall unter den bekannten konventionellen Falsch-Negativ­
Raten der visuellen Zytologie liegt. Die Falsch-Positiv-Rate (fp) liegt in der 
GroBenordnung von 30% und wird deshalb gelegentlich als unokonomisch hoch 
beurteilt. Ob das so ist, hangt ausschlieBlich vom Preis fUr eine Maschinen­
diagnose ab, den niemand kennt. Die negative Beurteilung dieser Machinen­
leistung wird noch fragwurdiger, wenn man weiB, daB rund zwei Drittel der falsch­
positiven Entscheidungen aus dem Vorhandensein von benignen Erkrankungen 
wie z.B. entzu.ndlichen Infektionen resultieren, deren Entdeckung auch im 
Rahmen einer Krebsvorsorgeuntersuchung sehr wohl erwu.nscht ist. 
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Ahnliche Zahlen durften sich auch fur die ubrigen bisher bekannten Systeme 
ergeben, wenn sie erst einmal bezuglich der Gesamtkostenfunktion optimiert sind, 
d.h. die Kosten fur die Maschinendiagnose und fur die Folgen der falsch 
diagnostizierten FaIle in einheitlicher Weise berucksichtigen. So werden zwar fur 
die deutsche FAZYTAN-Studie bis 1983 nur eine 13% Falsch-Positiv-Rate 
angegeben, aber gleichzeitig bis zu 30% falsch negative Entscheidungen fUr die 
PAPillD-Klasse mit uberwiegend leichten bis maBigen Dysplasien (2). Vom 
LEYTAS-Projekt werden 16% falsch positive bei rund 14% falsch negativen aus 
dieser Klasse berichtet (16). Erniedrigt man hier die Falsch-Negativ-Rate durch 
Anwendung scharferer Zellerkennungsalgorithmen, erhohen sich die Maschinen­
kosten undJoder die Falsch-Positiv-Rate. 

Interessant ist dabei in unserem Zusammenhang, daB die verschiedenen Syste­
me unterschiedliche Strategien verfolgen. So grunden LEYTAS und CERVIFIP 
auf der rare-event-Strategie. Sie suchen im wesentlichen Zellen mit hohem DNS­
Gehalt (z.E. > 5c). Deren Haufigkeit ist oft deutlich kleiner als 1% aller 
ausgestrichenen Objekte und die Praparatediagnose wird in der Nahe der 
Entscheidungsschwelle zu einem heiklen statistischen Problem (15, 57). CYBEST 
verwendet mehrere globale morphologische und photometrische Merkmale, sucht 
eine ausreichende Anzahl "verdachtiger" Zellen und beurteilt zur Praparate­
diagnose deren Atypieprofil. Selbstverstandlich konnen Systeme der erst­
genannten Art auch einfache Merkmale fur eine groBere Anzahl nach weniger 
strengen Kriterien ausgewahlter Objekte speichern, so z.E. die totale Kern­
extinktion und ebenso versuchen, die resultierenden Merkmalsverteilungen zu 
beurteilen. 1m Extremfall miBt man jedes identifizierte zellulare Objekt im 
Praparat und beurteilt die Gesamtverteilungen, ahnlich wie im FaIle der Durch­
fluBsysteme. Die beste Vorgehensweise hangt davon ab, ob zu hoffen ist, bei der 
Abgrenzung normaler gesunder Patienten von solchen mit z.E. entzundlichen 
infektiOsen Veranderungen und schlieBlich mit leichten und maBigen Dysplasien 
statistisch signifikante Unterschiede eher in den rare events oder in den groBeren 
Zellpopulationen zu finden. 

Es hat sich gezeigt, daB zur Klarung dieser Frage die Messung der total en 
Kernextinktion selbst bei quantitativer DNS-Anfarbung hier nicht weiterhilft. 
Leichte bis maBige Dysplasien haben in aller Regel einen so prominenten 
diploiden Zellanteil, daB die wenigen aneuploiden Zellen im Signaluntergrund 
untergehen, oder selbst bei interaktiver Zellauswahl von z.B. 100 Zellen zu wenig 
haufig vorkommen und statistisch nicht relevant sind. GroBere Unterschiede in 
den Zellpopulationen zeigen sich aber in anderen zellularen Merkmalen, wie sie 
von uns und einer Reihe anderer Autoren beschrieben wurden (3, 4, 8, 11, 17,22, 
29,36,39,42,58). Dabei wurden von uns zunachst nur visuell absolut unverdach­
tige Intermediarzellen betrachtet und zwar in Ausstrichpraparaten von unter­
schiedlich gradierten Patienten. In Anlehnung an fruher beschriebene morpho­
logische Besonderheiten von Epithelzellen aus Mundhohlenausstrichen bzw. von 
weiBen Blutzellen von Patienten mit manifesten Tumoren (26, 35) werden diese 
quantitativen, weitgehend subvisuellen Veranderungen auch als "malignancy 
associated changes" (MAC) bezeichnet. Als Beispiel seien Ergebnisse von zwei 
Studien gezeigt, die sich mit verschiedenen Aspekten der MAC's befassen. Einmal 
wurden sie an Gallozyanin-gefarbten monodispersen Praparaten studiert (24) und 
einmal an konventionellen Papanicolaou-gefarbten Ausstrichen von Patienten mit 
Papilloma Virusinfektion (6). 
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1m Rahmen der ersten Studie wurden insgesamt 36 Praparate untersucht und 
zwar 10 normale, 8 e1N I, 9 e1N II und 9 e1N ill. Es wurden jeweils 100 gut­
erhaltene, isolierte, visuell unverdachtige 1ntermediarzellkerne injedem Praparat 
vermessen. Die Messung erfolgte mit dem 100 x Objektiv (01) unter Benutzung 
eines engen Bandfilters mit einer Wellenlange von 550 nm. Die digitale Auflosung 
betrug 0.25 pm Bildpunktabstand. Anhand einer multivariaten linearen Diskri­
minanzanalyse fur die Reklassifikation der Einzelzellen zu den gepoolten vier 
Diagnoseklassen, wurden fur jedes Praparat APOP-Mittelwerte (a posteriori 
probability) bestimmt und damit die Praparate klassifiziert (siehe Kapitel 3.2). 
Das Ergebnis fur die Einzelzellklassifikation ist in Tabelle 2 aufgefuhrt und fur 
die Praparatereklassifikation in Tabelle 3. Man erkennt 2/26 falsch negative 
Praparatediagnosen und 1110 falsch positive bei insgesamt 6 unklaren Ent­
scheidungen. Davon sind aber 2 unklar innerhalb der e1N-Klassen, so daB fur eine 
Prescreeningsituation nur 7/36 (19 %) unklare und falsche Entscheidungen 
bleiben. Dieses Ergebnis bestatigt in hervorragender Weise die Resultate unserer 
fruheren Untersuchungen. 

1m zweiten Experiment wurden aus Papanicolaou-gefarbten Ausstrich­
praparaten der PAP-Klassen illD (9 Prap.) und IV a (10 Prap.) nicht nur unver­
dachtige benigne Zellen, sondern auch klar erkennbare, leicht dysplastische Zellen 
ausgesucht und zwar jeweils virusinfizierte und nicht infizierte und, zusatzlich von 
den infizierten, solche mit Koilozytose und solche ohne Koilozytose. Die Zellkerne 
wurden wieder in den beiden Diagnoseklassen gepoolt und mittels multivariater 

TaLelle 2. Einzelzellklassifikation von unverdachtigen Intermediarzellen (4 Klassenfall). 

Normal eIN I eIN II eIN III Gesamt % richtig 

Normal 544 191 176 86 997 54.6 

eIN I 179 369 159 93 791 46.7 

eIN II 132 143 318 115 708 44.9 

eIN III 118 122 107 217 564 38.5 

Tabelle 3. Praparatereklassifikationsergebnis fur den 4-Klassenfall anhand von Intermediar-
zellen mittels APOP-Mittelwerten. 

Normal eIN I eINII eIN III Unklar Gesamt 

Normal 8 0 0 10 

eINI 4 0 0 3 8 

erN II 0 5 3 0 9 

erN III 0 5 2 9 
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Diskriminanzanalyse reklassifiziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 gezeigt. Sie 
demonstrieren unter anderem einmal die von Rosenthal (43) beschriebene Tat­
sache, daJ3 sich entsprechende Populationsunterschiede zwischen illD- und IV a­
Praparaten nicht nur auf die benignen Intermediarzellen beschranken, sondern 
fur jeden gemeinsam vorkommenden Zelltyp gelten. Die leicht dysplastischen 
Zellen unterscheiden sich dabei etwas weniger voneinander als die benignen 
Zellen. Das Ergebnis ist in hervorragender 'Obereinstimmung mit dem fruherer 
Experimente, bei denen wir 71 % Reklassifikationsraten ffir die benignen Inter­
mediarzellen aus PAP illD- und IV a-Praparaten erzielt hatten (10, 11). 

Das FAZYTAN-Projekt der Stuttgarter Gruppe verfolgt diese Strategien der 
Populationsanalyse uod auch die Leiden-Gruppe (LEYTAS) untersucht z.Zt. die 
Wertigkeit der verschiedenen Vorgehensweisen. Die Zukunft gehOrt wahrschein­
lich einer Strategie, die beide Verfahren vereint. In einem ersten Schritt werden 
durch schnelle Bildtransformationen ohne explizite Messung moglichst aIle nicht 
interessierenden Objekte beseitigt. Dazu konnen neben den Artefakten und 
Zellagglomeraten sehr wohl Blutzellen und sogar ein groBer Anteil der Epithel­
zellen gehoren. Der verbleibende Rest wird nacheinander vermessen und klassifi­
ziert und tragt zu einem Atypieindex des Praparates bei, dessen notwendige 
statistische Sicherheit die Fallzahl bestimmt, d.h. man miBt nur so viele Zellen wie 
notig. Das friiher oft benutzte Argument, man musse in jedem Fall eine groBe 
Anzahl benigner Zellen messen und sicher erkennen, um sie verwerfen zu konnen, 
da es ja nur auf die oft sehr wenigen dyskariotischen Zellen ankommt, ist damit 
nicht mehr giiltig. 

Zusammenfassend ist festzusteIlen, daB mehrere ausreichend gute Automaten 
zur Vorauswahl von Praparaten im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen zur 
Friiherkennung des Zervixkarzinoms z. Zt. in Erprobung sind und Mitte der 90er 
Jahre auf dem Markt sein durften. 

Malignitatsdiagnose und Tumortypisierung bei Tumoren der Schilddruse 

Seit rund 10 Jahren ist die Punktionszytologie der Schilddriise die Methode der 
Wahl, um besonders in Kropfendemiegebieten mit einer hohen Zahl benigner 
Knoten eine friiher obligatorisch empfohlende histologische Klarung zu ver­
meiden. Allein in Bayem ist mit rund 1 Million Knotenstrumen zu rechnen. Von 
21000 Untersuchungen im Institut ffir Klinische Zytologie der Technischen Uni­
versitat Miinchen (Prof. Dr. H.-J. Soost) wurden innerhalb von 10 Jahren neben 
rund 82,5 % eindeutig negativen und weniger als 1 % positiven Befunden, 3,7% als 

Tabelle 4. Einzelzellklassifikationsraten zur Unterscheidung von CIN 1- und CIN II-Praparaten 
an Hand von benignen Zellen (mit und ohne Virus) und von leicht dysplastischen Zel!en (mit und 
ohne Koilozytose). 

Benigne nicht infizierte Zellen 

Benigne virusinfizierte Zellen 

Leicht dysplastische Zellen ohne Koilozytose 

Leicht dysplastische Zellen mit Koilozytose 

75% 

80% 

77% 

69% 
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verdachtig, 7,5 % als wiederholungsbedUrftig und 5,3 % als technisch unbrauchbar 
klassifiziert, wobei haufig differentialdiagnostische Schwierigkeiten bei folliku­
laren Tumoren auftraten. Das Problem wurde 1974 von Lowhagen und Sprenger 
(31) durch Pragung des Begriffs der "follikularen Neoplasie" beschrieben, was 
ausdriickt, da8 eine zytologische Unterscheidung zwischen Adenomen und 
Karzinomen nicht gut moglich ist. Spater wurde sogar der Begriff der "follikularen 
Proliferation" eingefuhrt, da das entsprechende Zellbild gelegentlich auch ohne 
das Vorliegen einer Neoplasie auftritt. 

Neben diesem zytologischen Problem ist ein weiteres von gro8em Interesse, 
namlich die U nterscheidung von papillaren und follikularen Karzinomen, da beide 
eine deutlich unterschiedliche Prognose besitzen. Die Begriffe kennzeichnen 
Gewebsstrukturen, deren typische Zellverbande im Aspirat nicht immer deutlich 
vorhanden sind. Dazu kommt, daB die meisten der sogenannten papillaren 
Tumoren ohnehin gleichzeitig follikulare Strukturen aufweisen. Die Frage ist 
dabei, ob solche gemischt aufgebauten Tumoren tumorbiologisch zusammen mit 
den rein papillaren Tumoren eine Einheit bilden, wie das die WHO-Definition 
vorsieht. 

Beide Problemstellungen wurden von uns durch interaktive Auswahl von je 
100 geeigneten Zellen (ohne Anwendung zytopathologischer Kriterien) und hoch­
aufgeloste Vermessung und Reklassifikation anhand der APOP-Verteilungen der 
100 Zellen bearbeitet. Die Praparate sind luftgetrocknete nach Pappenheim 
gefarbte Punktatausstriche aus der Routine. Vermessen wurden 27 follikulare 
Adenome, 28 follikulare Karzinome, (darunter 20 Primartumoren von Patienten 
mit und ohne Metastasen und 8 Rezidive), 80nkozytare und 32 papillare Karzi­
nome (davon die Halfte mit veranderten Praparationsbedingungen). 

Bei der U nterscheidung der follikularen Adenome und follikularen Karzinome, 
wobei hier nur Primartumoren betrachtet wurden, erhalt man 68 % Trefferrate 
(Tabelle 5). Weitere Ergebnisse finden sich in (10, 46). Eine andere Vorgehens­
weise wird bei Anwendung. eines Entscheidungsbaumes realisiert, wobei sich 
dieser noch aufweitere Startklassen beziehen kann (47, 48). So haben wir z.B. in 
einem solchen Entscheidungsbaum folgende Startklassen beriicksichtigt: 13 ne­
gative und funktionelle Veranderungen, 33 Adenome (und zwar 27 follikulare und 
6 onkozytare), 28 follikulare Karzinome und Rezidive, 16 papillare Karzinome und 
8 onkozytare Karzinome. Die zusammengefaJ3te Klassifikationsmatrix ist in 
Tabelle 6 dargestellt. Betrachtet man nur die Adenome und Karzinome, ergibt sich 
eine Trefferrate von 80 %, obwohl beide Klassen nicht homogen sind, ja sogar 
verschiedene Tumortypen enthalten. Weitere Teilergebnisse sowie nahere Einzel­
heiten zum Entscheidungsbaum sind im Kapitel3.2 gezeigt. 

Tabelle 5. Priiparatereklassifikationsergebnis fUr die Unterscheidung von follikuliiren Adenomen 
und follikuliiren Karzinomen der Schilddruse. 

Adenome Karzinome Unklar Gesamt 

Follikuliire Adenome 17 5 5 27 

Follikuliire Karzinome 3 15 2 20 
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Tabelle 6. Praparatereklassifikationsergebnis fiir die Unterscheidung von negativenlfunktionel­
len Veranderungen. Adenomen und Karzinomen der Schilddriise mittels Entscheidungsbaum. 

Negativ Adenome Karzinotne U nklar Gesamt 

Negativ/funktionell verandert 10 2 13 

Adenome 

Karzinome 
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Abb.5. Rangordnungsdiagramm fUr die Unterscheidung von papillaren (.) und follikularen (0) 
Karzinomen der Schilddriise. 

Tabelle 7. Praparatereklassifikationsergebnis fiir die U nterscheidung von follikularen und papil­
laren Karzinomen der Schilddriise. 

Follikular Papillar Unklar Gesamt 

Follikulare Karzinome 16 3 20 

Papillare Karzinome 2 26 4 32 

Das Ergebnis der Tumortypisierung ist im Rangfolgediagramm der Abb. 5 und 
in Tabelle 7 gezeigt. Die Reklassifikation ergibt eine Trefferrate von 42/52 (81 %), 
3 Praparate wurden falsch und 7 als unklar eingestuft. Die 15 Praparate mit den 
niedrigsten APOP-Werten gehoren zu einer Serie mit veranderter Praparations­
technik. Das Ergebnis ist sehr ermutigend und bestatigt die WHO-Tumoreintei­
lung. Selbst gemischt aufgebaute Tumoren mit hohem follikularen Gewebeanteil 
zeigen offenbar in allen Zellkernen sowohl der papillaren wie der follikularen 



218 

Verbande charakteristische Differenzierungsmerkmale des papillaren Karzinom­
typs. 

Malignitiitsdiagnose und prognostisches Grading bei Tumoren der Brust 

An der Brust werden von uns Untersuchungen zur Malignitatsdiagnose, zur 
Existenz von lokalen MAC's und zur Prognostik von manifesten Karzinomfallen 
durchgefUhrt (19,25,44,45,49,51). Nur zu letzterem Punkt sollen hier zwei Bei­
spiele angefUhrt werden. Das erste betrifft die Korrelation zytometrischer 
Merkmale mit dem krankheitsfreien Intervall durch Zytometrie in Punktaten von 
lokoregionalen Rezidiven und Fernmetastasen, das zweite die Korrelation sotcher 
Merkmale mit dem Hormonrezeptorstatus. 

Im ersten Fall ist die Modellvorstellung, daBdas krankheitsfreie Intervall wie 
im ubrigen auch die Uberlebenszeit der Patienten beim rezidivierenden Mamma­
karzinom nicht von mehr oder minder zufalligen Konditionen der praklinischen 
Invasivitat oder Zellaussaat oder des chirurgischen Vorgehens abhangt, sondern 
entscheidend von der Tumorbiologie. Die Hoffnung dabei ist, daB die nach der 
chirurgischen Therapie bei einem Teil der Patienten durchgefUhrten N ach­
bestrahlungen undloder Chemotherapie das Zellbild der Rezidive nicht so 
verandern, daB die gesuchten morphometrischen Marker maskiert werden. 

Im zweiten Fall ist die Modellvorstellung, daB die Ausbildung von Hormon­
rezeptoren einen Differenzierungsvorgang des Gewebes darstellt, der mit steigen­
der Proliferationsaktivitat im Tumor immer weniger ausgepragt ist (28,33). Tat­
sachlich wurde unabhangig von der Bedeutung fUr das Ansprechen auf eine Anti­
Ostrogentherapie gezeigt, daB der Rezeptorstatus eine prognostische Bedeutung 
hat. Hat er ein zytomorphologisches Korrelat, kann letzteres als indirekter 
prognostischer Marker aufgefaBt werden. 

Beim ersten Projekt wurden luftgetrocknete und nach Pappenheim gefarbte 
Aspirate von lokoregionalen Rezidiven und Fernmetastasen von 66 Patienten 
verwendet. Die Messungen erfolgten an 100 ausgesuchten Zellen wie bereits mehr­
fach beschrieben. Anhand der zytometrischen Ergebnisse wurden verschiedene 
Auswertungen vorgenommen mit dem Ziel, einen Zusammenhang zwischen 
Zytomorphologie und krankheitsfreiem Intervall zu zeigen. 

Die erste Auswertung bestand in einer Zweiklassen-Diskriminanzanalyse von 
Patienten mit kurzem und langen krankheitsfreien Intervall. Dabei kann 
entweder eine willkUrliche Zeitgrenze gezogen werden, oder um der besseren 
Signifikanz der Ergebnisse willen, ein Zeitintervall unberu.cksichtigt gelassen 
werden. Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse der Praparatereklassifikation, wenn man 

Tabelle 8. Prllparatereklassifikation Cur Patienten mit einem krankheitsCreien Intervall 
S 2Jahreund 2!: 4Jahre. 

s 2Jahre 2!: 4Jahre Unklar Gesamt 

s 2Jahre 19 5 9 33 

2!:4Jahre 3 11 4 18 



1:: 

i 
li 
:E 

I 
D-
O 
D-« 

65,0 

62,5 

60,0 

57,5 

55,0 

52,5 

50,0 

47,5 

45,0 

42,5 

40,0 

~ 

"'t> ... 
...... 0.; 

..... 0 

0 5 10 

219 

""tTo.....,~ 
~ 
~ 

a.-
dd 

15 20 25 30 35 40 45 50 55 
Bildanalytische Rangordnung 

Abb.6. Rangordnungsdiagramm fUr die Unterscheidung von Patienten mit einem krankheits­
freien Intervall von S 2 Jahren (T) und von 2: 4 Jahren (D). 

das kurze krankheitsfreie Intervall s 2 Jahre und das lange 2: 4 Jahre definiert, 
wobei 15 FaIle im dazwischenliegenden Intervall fUr den Datensatz entfallen. Das 
Rangordnungsdiagramm zeigt die Abb. 6. 

Es ist nicht erstaunlich, daB die zytomorphologischen Merkmale der Chroma­
tinverteilung fUr viele Patienten sehr ahnlich sind. Hier handelt es sich um eine 
auJ3erst inhomogene Population. Etwa die Halfte der Patienten wurde nach der 
Operation in unterschiedHcher Weise behandelt. Hormontherapie, Chemothera­
pie, Strahlentherapie und manche Kombinationen davon wurden angewandt. 
Alter der Patienten, Tumorstaging und Grading sowie der histologische Typ des 
Tumors, Rezeptorstatus sowie der allgemeine Patientenstatus blieben bei dieser 
Auswertung vollig unberiicksichtigt. Es ist gleichsam die von all diesen Kovaria­
bIen unabhiingige inharente "Aggressivitat" des Tumors, die man im Zellbild zu 
erkennen hofft. Diese Erwartung kann nach den Ergebnissen als statistisch 
gesichert bestatigt werden. 

Eine weitere mogliche Demonstration des Gesagten erhiilt man durch die 
multiple Korrelation des krankheitsfreien Intervalls (KI) mit Kernmerkmalen. 
Dazu werden fUr jedes Praparat aus den 100 vermessenen Zellkemen die Merk­
malsmittelwerte und die Merkmalsstreuungen berechnet. Es wird nun diejenige 
lineare Merkmalskombination l: ai . mi + ao (ai = Koeffizienten, M = Merkmals­
vektor mit den Komponenten mi, ao = Konstante) gesucht, die am besten mit dem 
AuJ3enkriterium, also der unabhiingigen Variablen korreliert. Die gefundene 
Kombination lautet: 

KI = 82,8· LM1(o) - 322,93 PM3(o) - 24,1 • GM2(MW) 
+ 197,5 . FNM2(MW) - 137,9 . M3(MW) + 128,4 

LM1 ist der Mittelwert des Laplace-gefilterten Kerns, PM3 die Schiefe der 
Grauwertverteilung der hellen Komer, GM2 die Streuung der Verteilung des 
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Gradienten-gefilterten Kerns, FNM2 die Streuung der dunklen Komer im ebenen 
Texturbild und M3 die Schiefe der Grauwertverteilung. Von den Merkmalen wird 
entweder der Praparatemittelwert (MW) oder die Streuung (0) zur Korrelation 
herangezogen. Abb. 7 zeigt die Korrelation. 

Eine weitere Moglichkeit die Daten zu analysieren besteht in der Anwendung 
des proportionalen Hazard-Regressions-Modells nach Cox (30). Dabei geht man 
von der Annahme aus, daB das auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit bezogene 
Risiko zu irgendeiner Zeit zu sterben (hazard) proportional ist zur Exponential­
funktion einer Linearkombination der morphometrischen Merkmale. Anstelle der 
Uberlebenszeit tritt in unserem Beispiel das rezidivfreie Intervall. Die Wahr­
scheinlichkeit Sj(t, M) eines Patienten j mit einer bestimmten Kernmorphologie 
eine rezidi vfreie Zeit t zu erleben, ist dann: 

Mist der Vektor der ausgewahlten Merkmale von den 100 ausgesuchten Zellen 
eines Patienten, mij sind die Komponenten des Merkmalsvektors M fur Patient j, 
So( t) ist eine unbekannte Funktion fur die Werte mi = 0 und die ai sind die Regres­
sionskoeffizienten fur die verwendeten Merlmlale. Das entsprechende Rechen-
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Abb.7. Multiple Korrelation von krankheitsfreiem Intervall mit Kernmerkmalen fUr 66 FaIle 
von Rezidiven/Metastasen der Brust. 
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programm sucht sich die Grundfunktion So(t) und die optimale Linearkombination 
E ai . mi. Fur unseren Datensatz lautet das Ergebnis: 

E ai· mi = 3,4· NM1(MW) + 1,5· GM4(MW) 

NM1 ist der mittlere Grauwert der dunklen Korner im Kern und GM4 der 
Exze13 der Verteilung des Gradienten-gefilterten Kerns. Von beiden Merkmalen 
wird jeweils der Mittelwert der 100 Zellen eines Praparates verwendet. Die 
Signifikanz der Regressionskoeffizienten, d.h. des Einflusses der Kernmerkmale 
auf die rezidivfreie Zeit, wird durch eine globalen Chi2-Test durchgefuhrt. FUr den 
vorliegenden Fall ergibt sich mit p = 0.022 eine ausreichende Signifikanz. Interes­
sant ist dabei allerdings, da13 nur zwei Merkmale ausgesucht wurden, die einen 
merklichen Beitrag lief ern. 

Beim zweiten Projekt wurden Abklatschpraparate von Operationsbiopsien der 
primaren Karzinome angefertigt, luftgetrocknet und nach Feulgen gefarbt. Die 
Messung erfolgte wieder an 100 ausgewahlten Zellen. Das Au13enkriterium ist der 
im Zytosol gemessene Hormonrezeptorgehalt. Gemessen wurden nach der DCC 
(gextran-£oated £harcoal)-Methode der Gehalt an freien Ostrogen- und Proge­
steronrezeptoren sowie nach der ER-EIA (~strogen receptor ~nzyme immuno 
!!ssay)-Methode der Ostrogenrezeptor. Rezeptorwerte mit weniger als 10 fmollmg 
Protein werden als negativ bezeichnet. Die Ergebnisse der Praparatere­
klassifikation nach multivariater Diskriminanzanalyse der gepoolten Zellklassen 
und Beurteilungder APOP-Mittelwerte der jeweiligen 100 Zellen pro Praparat fur 
die drei Rezeptormethoden ist in Tabelle 9 gezeigt. 

Das Ergebnis demonstriert, da13 die Ostrogenbestimmung nach der Immun­
methode am besten mit der Kernmorphologie zu korrelieren scheint. Am schlech­
testen ist dies fUr die Progesteronbestimmung nach der DCC-Methode der Fall. 
Interessant ist der unmittelbare Vergleich der Ostrogenbestimmung nach der 
EIA- und der DCC-Methode und die Korrelation mit den Messungen. Dazu kann 
man z.E. die jeweiligen APOP-Mittelwerte fUr die Reklassifikation der FaIle 
gegeneinander auftragen. Die zugrundeliegende Vorstellung ist, da13 durch die 
zytometrischen Messungen die Positionen der Praparate im Merkmalsraum 

Tabelle 9. Praparatereklassifikation fur drei verschiedene Rezeptorbestimmungen. 

:'-iegativ Positiv Unklar Gesamt 

ER(DCC)- 19 5 7 31 

ER(DCC)+ 4 23 11 38 

PR(DCC)- 28 11 8 47 

PR(DCC)+ 5 12 5 22 

ER(EIA)- 16 3 3 22 

ER(EIA)+ 7 36 4 47 
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definiert sind. Der Klassifikator versucht nun anhand des gemessenen Rezeptor­
status der Praparate den Merkmalsraum so durch eine Hyperebene zu teilen, daB 
die Reklassifikation optimiert wird. Es ist zu erwarten, daB die Hyperebene jeweils 
durch die Mehrheit der hoffentlich in beiden Fallen mit dem richtigen Hormon­
rezeptorstatus versehenen FaIle ahnlich liegt und sich fur die APOP-Werte der 
Praparate eine sehr ahnliche Rangfolge ergibt, d.h. ein Praparat erhalt unab­
hangig von der Qualitat des AuBenkriteriums den durch die zytometrischen 
Merkmale aufgepragten APOP-Rang und man erwartet daher bei der besproche­
nen Auftragung eine hohe Korrelation. 

Die Abb. 8 zeigt das Ergebnis. Die erwartete Korrelation ist vorhanden, obwohl 
fUr beide Experimente ganzlich verschiedene Merkmalsraume verwendet wurden. 
Von den 52 Fallen mit ubereinstimmendem Rezeptorstatus werden 41 FaIle 
einheitlich richtig (1. und 3. Quadrant), 5 einheitlich falsch und lediglich 6 unein­
heitlich (2. und 4. Quadrant) klassifiziert. Von den verbleibenden 17 Fallen mit 
unterschiedlichem AuBenkriterium erhalten 11 FaIle einheitlich die EIA-Dia­
gnose und nur 3 FaIle die DCC-Diagnose, 3 FaIle sind uneinheitlich klassifiziert. 
Man kann daraus schlieBen, daB die Rezeptorbestimmung der EIA-Methode der 
der DCC-Methode deutlich uberlegen ist. 

G. Zusammenfassung 

Die hochauflosende bildanalytische Zytometrie ist in der Lage, globale photo­
metrische und damit zytochemische Merkmale ebenso wie globale morphologische 
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Merkmale von Zellen oder Zellkernen zu messen. Darober hinaus kann sie bis zu 
einer liehtmikroskopisch sinnvollen digitalen Auflosung von etwa 0.25 pm Bild­
punktabstand Strukturelemente innerhalb der Zellen analysieren. Dazu gehOren 
in erster Linie die dureh geeignete Anfarbung siehtbar gemaehten Strukturen des 
Chromatingerostes und der Nukleolen im Kern, aber aueh lokale Markerver­
teilungen, wie sie z.B. dureh die immunzytoehemisehe Markierung von Gen­
proteinen oder DNS-Addukten im Kern oder beliebigen sonstigen Zellprodukten 
mit antigenen Eigenschaften erzeugt werden konnen. Dabei wird in Zukunft die 
Farbinformation sieher eine immer groBere Rolle spielen. 

Da die zur Messung vorliegenden Zellen im denaturierten Zustand sind und 
samtliehe gemessenen Strukturen eigentlieh Artefakte der Prliparations- und 
Farbeteehnik darstellen, ist eine Grundvoraussetzung der medizinischen Zyto­
metrie eine hohe Reproduzierbarkeit dieser "Artefakte". Besonders wenn absolute 
quantitative Messungen verlangt werden, wie z.B. bei der DNS-Bestimmung naeh 
quantitativer Anflirbung, ist nieht nur ein hoher Standardisierungsgrad der 
Prliparationsmethode anzustreben, sondern es ist aueh stets ein interner Standard' 
(Zellen eines bestimmten leieht erhliltliehen und unverlinderliehen Typs) zu 
verwenden. 

Die Einsatzbreite der medizinisehen Zytometrie erstreekt sieh von dar 
Verwendung sogenannter Zytoautomaten im Rahmen der Vorsorgemedizin bis hin 
zur interaktiven Verwendung von Gerliten in zytopathologisehen Experten­
systemen. Der Vorteil einer reehnerunterstutzten Diagnostik liegt nieht nur in der 
einfachen Moglichkeit visuell erstellbare Befunde zu quantifizieren und damit in 
der internen und externen Vergleichbarkeit von Befunden, sondern in der Mog­
lichkeit zur Erstellung des Befundes diagnostiseh relevante Merkmale jenseits der 
visuellen W ahrnehmbarkei t zu verwenden. 

Die Vorgehensweise der interaktiven Zytometrie und ihre Ergebnisse werden 
gezeigt anhand von Beispielen aus dem Bereich der Froherkennung des Zervix­
karzinoms, der Differentialdiagnose bei ausdifferenzierten Tumoren mit folli­
kularer Proliferation der Sehilddrose, der Typisierung von papillaren und folli­
kularen Karzinomen der Schilddruse sowie des prognostischen Gradings von 
Karzinomen der Brustdruse anhand von Punktatmaterial aus Rezidiven, Fern­
metastasen und aus Primarknoten. 

Die quantitative und analytische Zytometrie hat ihre Leistungsfahigkeit unter 
Beweis gestellt. Als nlichstes muB die Industrie billigere und leistungsflihigere 
Gerate auf den Markt bringen, die Eingang finden konnen in die Kliniken und in 
die Labors der groBeren auBerklinischen zytodiagnostischen Leistungstrliger. 
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2.4.2 Ein Verfahren zur Segmentierung und ortlieh korrelierten 
Farb- und Texturanalyse von Blutzellen 
Herbert Harms, Ulrich Gunzer, Hans M. Aus 

A. Einleitung 

Die Segmentierung gefarbter Schnitt- und Ausstrichpraparate stellt den ersten 
Schritt bei der morphologischen Beurteilung der Einzelzellen sowie deren Topolo­
gie dar (20). In den meisten Fallen kann die Segmentierung der Zellbilder nur 
durchgefiihrt werden, wenn eine praparative Zellvereinzelung vorangegangen ist. 
Eine Methode, die diese Voraussetzung nicht benotigt, wird vorgestellt und am 
Beispiel gefarbter Blutzellen demonstriert. In der neuesten Zeit wurde diese Me­
thode von uns so erweitert, daB Schnittpraparate der Leber, Nervenfasem und 
Schnitte von Mammakarzinomen damit in mehreren Fokusebenen segmentiert 
und analysiert werden konnen (14). 

Die Analysemethode, die erstmals eine Moglichkei t zur ortlich korrelierten 
Farb- und Texturanalyse darstellt, arbeitet nahezu analog zum menschlichen 
Auge und dem menschlichen Kontrastempfinden (12). Kleinste homogen gefarbte 
Flacheneinheiten, sogenannte ''Textons'' ergeben sich aus der Texturanalyse mit 
dem Konturlinienverfahren (22, 23) und sind die Grundlage fiir die ortlich kombi­
nierte und korrelierte Farb- und Texturanalyse. Anhand mehrerer Beispiele wird 
die Aussagekraft des Verfahrens demonstriert. 

B. Das Bildaufnahme- und Bildverarbeitungssystem 

Die routinemaBig nach Pappenheim gefarbten Blutausstriche werden mit Hilfe 
eines Axiomat - Mikroskopes (Zeiss, Oberkochen), ausgeriistet mit einem Konden­
sor der Apertur 1,4 und einem Planapochromat Objektiv 100x, 1,3 vergroBert und 
mit einer 3 Rohren Farbfernsehkamera, Typ DXC 6000 (Sony, Japan) erfaBt. Als 
Beleuchtungsquelle dient eine 100V Halogenlampe. Die Femsehsignale der Rot­
Grlin-Blau (R G B) Kamera werden mit einem 8 bit ADC bei einer Abtastrate von 
12,4 MHz digitalisiert, welcher sich in dem EYECOM m System (Spatial Data, 
Goleta, California) befindet. Das EYECOM m System wird von einer LSI 11/23 
(Digital Equipment Corporation) gesteuert und die Dateniibertragung erfolgt 
mittels DMA-Transfer in den V erarbei tungsrechner VAX 750. An den Rechner ist 
ein Comtal Vision One/20 Bildverarbeitungssystem angeschlossen, auf dessen 
Echtfarbenbildschirm die Ergebnisse der Segmentierung und Analyse visuell 
iiberwachbar sind. Neben der hohen optischen Abtastdichte und mikroskopischen 
VergroBerung, wie in (11,13) detailiert begriindet, spielt die reproduzierbare 
Farberfassung der Zellen eine entscheidene Rolle. 
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C. Die Methode zur Segmentierung von Zellbildern 

Das Verfahren zur Segmentierung von Zell- und Zellbildnestern gliedert sich in 
zwei Schritte: a) Die Kernflachenbestimmung und b) die Zytoplasmabestimmung 
mit der Zuordnung der Kerne zu dem dazugehorigen Zytoplasma, so daB eine 
komplette Zelle extrahiert wird. Das Zellmodell besagt, daB der Kern der am 
starksten angefarbte Teil der Zelle ist, und daB zwar mehrere Kernteile zu einer 
Zelle gehoren konnen, aber nur ein Zytoplasma zu einem Kern zugeordnet werden 
darf. Ebenfalls beinhaltet das Zellmodell eine obere und untere Grenzen fUr die 
GroBe, Form und Farbe der Zellkomponenten. 

Kernflachenbestimmung 

Die drei Eingangsbilder der RGB Kamerakanale werden miteinander kombiniert. 
Die Grauwertbilder des Blau- und Rotkanals werden addiert und davon das 
doppelte des Grunkanals bildpunktweise subtrahiert. Das entstandene Diffe­
renzbild weist einen htiheren Kontrast und homogenere Flachen fur die Zellteile 
Kern und Zytoplasma auf als die drei Originalbilder einzeln und eignet sich daher 
zur Maskenerstellung. Aus dem Histogramm des resultierenden Differenzbildes 
werden Trennwerte zur ersten Kernbestimmung berechnet. Die genaue Berech­
nung der Trennwerte und deren Anwendung ist in (13) beschrieben. Alle Bild­
punkte im Farbdifferenzbild oberhalb der Trennwerte werden als grobe Zellkern­
maske definiert, und das so berechnete binare Maskenbild wird mit einem TiefpaB­
filter bearbeitet, wodurch die Form geglattet und vereinzelte Bildpunkte unter­
druckt werden. Die resultierende Bildmaske dieser Operation dient als Eingangs­
bild fur die Hohenlinienberechnung nach dem Verfahren von (22), wobei als 
Hohenlinie der Abstand zum Kernrand eingetragen wird. Die Maxima dieser 
Hohenlinien sind die Mittelpunkte der Kern- oder Kernteilmasken. Ihr Wert 
entspricht dem Radius des groBtmoglichen eingeschlossenen Kreises im Kernbild. 
Als Ausgangspunkte fUr die anschlieBenden geometrischen Verfahren dienen eben 
diese Mittelpunkte, deren Radius groBer als ein experimentell gefundenes 
Minimum sein muB, um bei weiteren Bearbeitungen miteinbezogen zu werden. 
Die Grenze ist dabei abhangig von der VergroBerung und der minimal zu 
erkennenden PartikelgroBe zu wahlen. Bei dem dargestellten Verfahren und der 
Abtastdichte von 12,5 Bildpunkten pro Jim hat sich ein Wert von 10-12 als optimal 
erwiesen. Die Maxima, die weniger als 114 ihrer Radien voneinander entfernt 
liegen, werden mit der gleichen Kennzeichnung versehen, da sie hochst 
wahrscheinlich zum gleichen Kern gehoren. Die restlichen Maxima werden jeweils 
als Mittelpunkt eines Kernteils betrachtet und dann gekoppelt, wenn sie die 
nachstehende Bedingung erfullen: 

(Rl + R2) . K > AB 

wobei K eine Funktion von Rl, R2 darstellt und abhangig von der Gro!3e der Kerne 
ist. K liegt bei den hier untersuchten Blutzellen zwischen 0,3 und 0,7. Rl, R2 sind 
die Radien zweier benachbarter Kernteile und AB ist der Abstand zwischen den 
Mittelpunkten von Rl und R2. 

Die angenommenen K-Werte sind rein geometrisch bedingt und konnen bei 
nicht kreisformigen Objekten anders gewahlt werden. Erfullen die Abstande bzw. 
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Maxima die vorher genannte Bedingung, so werden die entsprechenden Kenn­
zeichnungen der Kernteile gleichgesetzt. 1m anderen Fall bleiben die vorherigen 
Kennzeichnungen erhalten. Zur Verbesserung der Kernmasken mul3 jeder 
individuelle Kern getrennt bearbeitet werden. Auftretende Fehler in der Kern­
Zytoplasmatrennung sind am Rand der gefundenen groben Zellkernmasken sehr 
viel wahrscheinlicher als in der Mitte der schon gefundenen Kernmasken. Es wird 
fUr jeden Kern oder Kernteil ein Histogramm des Farbdifferenzbildes erstellt und 
mit dem Histogramm des aul3eren Ringes des Kernteils verglichen. Die Breite des 
aul3eren Ringes jedes Kernteils kann mit Hilfe der Hohenlinienmaske variieren. 
Aus der Verschiebung der erstellten Farbdifferenzhistogramme lassen sich 
Korrekturtrennwerte ffir jeden Kernteil berechnen. Neben diesen individuellen 
Schwellen wird noch eine direkte Wahrscheinlichkeitsbewertung miteinbezogen. 
Wieder ausgehend von der Tatsache, dal3 ein Fehler meist am Kernrand und nicht 
in der Kernmitte auf tritt, werden mit der Hilfe der vorhandenen Hohenlinien­
verteilung die Kernmitten sicherer zum Kern gezahlt als die aul3eren Rand­
gebiete. N ach einer nochmaligen Filterung steht die gefundene Zellkernmaske zur 
Verfiigung, die als Grundlage fUr die Erstellung der Zytoplasmamaske dient. 

Zytoplasmabestimmung 

Ausgehend vom Modell, dal3 jede normale Zelle Zytoplasma enthalt, und dal3 der 
ZeIlkern von Zytoplasma umgeben ist, wird das Zytoplasma definiert. 1m Gegen­
satz zum Kernerkennungsverfahren, wo es hauptsachlich gilt, Kerne und Zyto­
plasma zu trennen, besteht jetzt das Problem darin, das Zytoplasma, die Erythro­
zyten und den Hintergrund zu unterscheiden und jedem Zytoplasma einen 
Kernteil oder mehrere Kernteile zuzuweisen. Neben den drei Farbausziigen dient 
das Kernmaskenbild als Eingangsbild. Es werden als erstes aus dem Bereich 
direkt urn den Kern charakteristische Zytoplasmafarbwerte ermittelt, da in 
diesem Bereich mit der hOchsten W ahrscheinlichkei t Zytoplasma zu finden ist. Die 
gewonnenen individuellen Zytoplasmafarbdifferenzen werden auf die angren­
zenden Gebiete angewendet, um damit groBere Zytoplasmagebiete zu bestimmen. 
AIle Bildpunkte bis zu einem definierten Abstand zum Kern, die die gleiche oder 
zurnindest ahnliche Farbe aufweisen, gehoren zu dem jeweiligen Zytoplasma wie 
das direkt den Kernrand umgebende. 1m restlichen Bild wird das Vorhandensein 
von Zytoplasma ebenfaIls zugelassen, jedoch gelten strengere Grenzen fiir die 
Farbmerkmale. Die so entstandene erste Zytoplasmamaske wird gefiltert, urn 
Einzelbildmaskenpunkte zu unterdriicken. Diese Zytoplasmamaske mul3 noch 
keine endgiiltige Zuordnung zu den Kernen oder Kernteilen enthalten und wird 
daher weiter vervoIlstandigt. 

Analog zur Kernmaskenerkennung wird ein KopplungsprozeB durchgefiihrt, 
bei dem nahegelegene Gebiete als zum gleichen Zytoplasma gehOrig betrachtet 
und daher auch gleich gekennzeichnet werden. Der einzige Unterschied zur 
Kernmaskenerkennung besteht im kleinsten zu beriicksichtigenden Radius und 
im K-Wert, die beide groBer gewahlt werden konnen. Um sich iiberlappende oder 
sich beriihrende Zytoplasmen zu erkennen und zu unterscheiden, die zu verschie­
denen benachbarten ZeIlen gehoren, werden aIle Zytoplasmamasken als Kreise 
angenommen. Die Radien der Kreise sind um 10 Bildpunkte kleiner gewahlt als 
die resultierenden Maxima in der Hohenlinienbildberechnung aus der ersten 
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Zytoplasmabestimmung. An den Stellen, an denen sich die Kreise berfihren oder 
fiberschneiden, werden unbestimmte Bereiche definiert. In diesen Bereichen wird 
nachgesehen,ob hier bereits eine Trennung aufgrund der Farbdifferenzen durch­
gefiihrt wurde. Wenn dieses nicht der Fall ist, wird eine Trennlinie nach geome­
trischen Gesichtspunkten eingefiihrt, die dem Minimum der Hohenlinien aus der 
bisherigen Zytoplasmamaske folgt. Eine erneute Zuordnung von Kernen und Zyto­
plasma sowie eine Uberpriifung, ob die Grenzen des Zellmodells eingehalten 
wurden, schlieBt sich an. Wenn eine U nstimmigkeit erkannt wird, muB ein zweiter 
Durchlauf des Zytoplasmaerkennungsverfahrens durchgeffihrt werden. Dabei 
wird das betreffende Zytoplasma der jeweiligen Zelle erneut als Kreis gesetzt und 
nur nach geometrischen Gesichtspunkten getrennt. Nach Beendigung des zweiten 
Durchlaufs werden beide Masken verglichen und die Gebiete, die unte,rschiedliche 
Zuordnungen aufweisen, werden geloscht. Wenn keine Unstimmigkeit mit dem 
Zellmodell entdeckt wird, gilt die erste Bildmaske als die endgiiltige, ansonsten 
die vorher beschriebene Kombination. Die so definierten Zellmasken sind die 
Grundlage und Grundvoraussetzung ffir die eigentliche Zellbildanalyse und deren 
Auswertung. Ausfiihrlichere Angaben zur Zellbildsegmentierung sind in (6, 13) 
angegeben. 

D. Das Verfahren zur ortlich korrelierten Textur- und Farbanalyse 

Die Methode zur ortlich kombinierten und korrelierten Farb- und Texturanalyse 
laJ3t sich im wesentlichen in folgende Schritte aufteilen: 

a) Berechnung der Texturlinienbilder 
b) Erweiterung des Texturlinienbildes zu Textons 
c) Berechnung der Farbwerte und der Kodierung 
d) Kombination von Farbe und Textur. 

Berechnung der Texturlinienbilder 

Zur Texturlinienberechnung aus einem Farbauszug (meist Graubild des Griin­
kanals) wird eine Methode verwendet, wie in (9, 10, 12) gezeigt ist. Dabei wird das 
Graubild mit einem Gradientenfilter der FenstergroBe von 3 x 3 Bildpunkten 
bearbeitet, dem sich ein Konturfolgealgorithmus anschlieBt. Der Konturfolge­
algorithmus laJ3t nur an den lokalen Maxima des Gradienten Linien entstehen. 
Diese sogenannten Kontur- oder Texturlinien bilden die Grundlage ffir die 
deterministische und statistische Analyse der Textur eines Bildes oder Bildseg­
mentes. Die berechneten Merkmale dieser Texturanalyse sind nahezu unabhangig 
von der auBeren Form einer Zelle oder eines Zellsegmentes, wodurch eine 
getrennte Aussage fiber die Textur und die auBere Form einer Zelle gegeben ist, 
was fUr die medizinische Diagnostik sehr wichtig ist. 1m Gegensatz zu der hier 
benutzten Texturanalyse zeigt die anderweitig oft verwendete Texturberechnung 
nach Haralick (8) und Weszka (25) mit der Co-Occurrence- und Run Length Matrix 
einen untrennbaren EinfluB der auBeren Form des jeweiligen Objekts auf die 
Ergebnisse der Texturbewertung. Besonders die medizinisch wichtigen feinen 
Strukturen sind nicht vom EinfluB der Randzone des Bildausschnittes zu 
unterscheiden. So konnen z.B. zwei Bildausschnitte mit gleicher Textur und 
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gleicher GroBe, aber unterschiedlicher auBerer Form in der Texturbewertung um 
den Faktor 1:12 oder mehr schwanken. Selbst bei der Berechnung des "Kontrasts" 
nach Methoden wie sie bei Haralick et al. (1973) (8) oder Weszka et al. (1976) (25) 
angegeben sind, den formunabhangigsten Berechnungsmethoden, erweist sich, 
daB die Anderung nur eines Bildpunktes in der Form prozentual genauso eingeht, 
wie die Anderung eines Bildpunktes in der Textur. Dieser Sachverhalt wurde in 
(12) bewiesen. 

Erweiterung des Texturlinienbildes zu Textons 

Textons sind nach der Definition von Rosenfeld und Kak (1976) (22, 23) die 
kleinsten Flachen mit einheitlicher homogener Struktur und Farbe. Von den 
berechneten Texturlinien werden genau· solche Flachen eingeschlossen, so daB 
diese nur erkannt und ausgewertet werden mussen. Dabei wird wie folgt 
verfahren. Das Kern - Zytoplasmamaskenbild und das Texturlinienbild dienen als 
Eingangsbilder fur den Algorithmus zur Erstellung eines Hohenlinienprofiles 
(22), wobei die Texturlinien den Rand bilden. Von den Maxima dieser Hohenlinien 
ausgehend werden die einzelnen Flachen (Textons) zwischen den Texturlinien 
gekennzeichnet. Die Kennzeichungen entsprechen den Radien (Maximalwerte der 
Hohenlinien) zwischen den begrenzenden Texturlinien. Die Texturlinien, sowie 
Kern- und Zytoplasmarand werden gleich ° gesetzt. Das so gewonnene Bild von 
gekennzeichneten Textons ist die Vorstufe fur die gekoppelte Farb- und 
Texturanalyse. 

Berechnung der Farbwerte und der Kodierung 

Als weitere Voraussetzung fur das Verfahren muB die folgende Berechnung der 
Farbwerte und deren Kodierung ausgefuhrt werden. Die gemessenen 3 Farbauszu­
ge (R, G, B) dienen als Ausgangsvektoren fur die Bestimmung der Farbe in den 
Farborten x, y unddie Helligkeit Y. Zusatzlich zumAbgleich auf den Schwarz- und 
WeiBwert per Hardware wird eine Normierung auf die hellste Stelle im Praparat 
per Programm durchgefuhrt, um letzte Schwankungen im Dynamikbereich auszu­
gleichen. Die Vorschrift fur die Farbberechnung lautet (16): 

RN = RHIR, 
GN = GHlG, 
BN = BHIB, 

wobei RH, GH, BH die hOchsten gemessenen Werte im Hintergrund und R, G, B 
die gemessenen Werte der Zelle darstellen, 

wobei 

und 

x = RN . 0,514 + GN . 0,324 + BN . 0,162 
Y = RN . 0,265 + GN . 0,670 + BN . 0,065 
Z = RN· 0,024 + GN . 0,123 + BN . 0,853 
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x 
x=----

X+Y+Z 

sind. 

y 
y=---­

X+Y+Z 

Der Farbort x, y und die Helligkeit Y fur jeden Bildpunkt der Kerne und Zytoplas­
men stellen den Ausgangspunkt fur die anschlieBende Analyse dar. Hieraus lassen 
sich fUr jedes Zellsegment (Kern und Zytoplasma) mittlere Farbmerkmale ablei­
ten, die der normalen bekannten Farbanalyse des Kerns oder des Zytoplasmas 
entsprechen. 

Zur Vereinfachung der Analyse, der besseren Ubersicht und vor allem in An­
passung an die medi2:inische Nomenklatur wird der relevante Farbbereich quanti­
fiziert und kodiert, wie in (12) dargestellt. Die nichtlineare Quantifizierung der 
Farbwerte wurde so gewahlt, daB die medizinisch signifikanten Farben wie eosino­
phil, basophil und magenta im Farbort in definierte Teilbereiche des Farbdreiecks 
fallen. Die einzelnen Teilbereiche sind so kodiert, daB benachbarte ahnliche Far­
ben sich in der Kodierung nur in einer Ziffer der zweistelligen Kodierung unter­
scheiden. Die Helligkeit wird in drei Bereiche eingeteilt, die sich experimentiell 
als nfitzlich herausgestellt haben. Die Unterteilung erfolgt: 

Bereich 1 = 0 bis Y - 8/2 
Bereich 2 = Y - 8/2 bis Y + 8/2 
Bereich 3 = Y + 8/2 bis 1, 

wobei Y die mittlere Helligkeit fUr das Zellsegment und 8 die 8tandardabwei­
chung dessen beinhaltet. Mit der Farbanalyse und der Kodierung konnen Zellen, 
wie sie in der Abb. 3 (E und B) dargestellt sind, einfach unterschieden werden. 
Eine Differenzierung der Zellen 1 und 2 dagegen ist nicht moglich. Hierffir ist eine 
lokale Kombination von Farbe und Textur auf der Basis der Textons notwendig. 

Kombination von Farbe und Textur 

Wenn man von der Textur spricht, so ist damit meist die Topologie zumindest 
mehrerer Bildpunkte gemeint. In der Farbanalyse werden die Farben aber fUr 
einzelne Bildpunkte angegeben oder als Mittelwerte von Bildsegmenten 
ausgewertet. Einzelne Bildpunkte oder groBe Bildsegmente enthalten aber keine 
Information fiber die Textur. Die Farbe muB also fUr Texturelemente (Textons) 
berechnet werden. Die Textons sind mit dem Radius markiert und damit propor­
tional der Texturbewertung und bilden gleichzeitig kleinste homogengefarbte 
Flachen. Die Textons sind die Grundlage fUr die lokale Koppelung der Farbe mit 
der Textur. Berechnet man die Farbwerte fUr jedes Texton, so besteht fiber die 
Kennzeichnung, die den Radius der jeweiligen Flacheneinheit beinhaltet, eine 
direkte ortliche Koppelung zwischen der Farbe und der Textur. Eine gezielte 
Ordnung nach TextongroBe und dazu gehOrigen Farben ist damit moglich. Der 
Tabelle 1 ist zu entnehmen, daB die Zellen 1 und 2 der Abb. 3 mit der kombinier­
ten Farb- und Texturanalyse eindeutig unterschieden werden konnen. Trotz dieser 
Verarbeitungsmethode gibt es FaIle, in denen diese Methode noch nicht ausreicht, 
um spezielle Zellen zu unterscheiden, wenn z.B. Auerstabchen vorhanden sind. 
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Tabelle 1. Fur drei Helligkeitsbereiche sind die Werte der kombinierten Farb- und Texturanaly-
se der Zellen 1 und 2 dargestellt. 1m Farbkode 23, 24 im Helligkeitsbereich lund im Farbkode 14 
im Helligkeitsbereieh 2 liegen die typischen Granulationen der Promyelozyten und unreifen 
Myelozyten. Sie sind mit Balken markiert. Die Zahl der Bildpunkte in diesen Farbbereichen und 
die mittleren Radien der Textons sind eingetragen. 

Zelle 1 2 

Helligkeitsbereich 1 Bildpunkte (Radius) Bildpunkte (Radius) 

[12 
89 (1,86) 80 (2,02) 

13 1125 (2,35) 735 (3,07) 
Farbe 14 281 (2,37) 375 (2,52) 

23 3 (1,00) 180 (2,23) 
24 70 (2,00) 240 (2,35) 

Helligkeitsbereich 2 

[ .: 8 (1,00) 
16 (1,00) 6 (1,60) 

Farbe 12 1001 (2,10) 371 (2,89) 
13 633 (2,00) 982 (3,06) 
14 60 (2,55) 

Helligkeitsbereich 3 

1 271 (1,79) 118 (1,99) 
2 364 (2,89) 144 (3,01) 

Farbe 11 28 (2,00) 70 (2,00) 
12 1538 (2,02) 1687 (2,00) 
13 34 (2,00) 277 (2,01) 
14 2 (1,00) 

Auerstabchen im Zytoplasma sind farblich nicht von roten Granulationen zu 
unterscheiden, wohl aber aufgrund ihrer Form und GroBe. Medizinisch gesehen 
sind Auerstabchen ein sicherer Marker fdr eine akute Leukamie. Zusatzlich zu der 
bisherigen Analyse kann daher von den interessierenden Flacheneinheiten 
bestimmter Farbe und GroBe die Form berechnet werden. Die Formbestimmung 
dieser Textons geschieht aus dem Verhaltnis von zusammenhangender Flache 
(TextongroBe) zum Radius, wobei der Formfaktor gleich eins fur ein absolut 
kreisf6rmiges Texton ist und groBer als eins fur eine vom Kreis abweichende 
Form. 

E. Beispieie 

An einem Beispiel wird die Fahigkeit des Segmentierungsverfahrens demon­
striert. In Abb. 1 ist ein Ausschnitt eines Pappenheim gefarbten peripheren Blut­
zellausstriches dargestellt, der mehrere Zellen verschiedener Art enthalt. Neben 
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Abb.1. 

Abb. 1. Grauwertbild eines Blutausstriches. Dargestellt ist der Griinkanal der Farbkamera. Mit 
G, B, M sind die Leukozyten, mit E die Erythrozyten gekennzeichnet. 

Abb. 2. Ergebnis des Zellbildsegmentierungsverfahrens an den Zellen aus Abb. 1. 

einer Reihe von Erythrozyten sind vier Leukozyten sichtbar, die sich nicht nur 
durch die GroBe, Form sowie Farbe der Kerne, sondern auch durch die Form und 
Farbe des Zytoplasmas unterscheiden. Zwei der Zellen haben differierende Granu­
lationen im Zytoplasma, was sowohl die Farbe als auch die PartikelgroBe betrifft. 
Der Granulozyt G unterscheidet sich farblich im Zytoplasma rein visuell kaum 
yom angrenzenden Erythrozyten E. Der Erythrozyt E darf aber nicht als zum Zyto­
plasma zugehOrig markiert werden. Die sich beruhrenden Zellen G und M mussen 
im Zytoplasma getrennt werden, obwohl deren Zytoplasma sehr ahnlich ist. Das 
Ergebnis des Segmentierungsverfahrens ist in Abb. 2 gezeigt. AIle vier Leukozy­
ten sind eindeutig von den Erythrozyten und dem Hintergrund unterschieden. Je­
dem Zellkern ist sein Zytoplasma zugewiesen, und auch die Zellen G und M sind 
getrennt. Der Erythrozyt E ist wie alle anderen Erythrozyten nicht zum Zytoplas­
ma gezahlt worden. Weitere und schwierigere Beispiele fur die Segmentierung mit 
dieser Methode sind in (6, 13) demonstriert. In einem BMFT-Projekt wurden mit 
diesem Verfahren uber 20 000 Leukozyten erfolgreich segmentiert, die in ihrer 
Anfarbung und Praparatqualitat erheblich schwankten. Analysiert wurden die 
Zellen mit dem Texturlinienverfahren und der normalen Farbbewertung (2). Das 
vorher beschriebene Vorgehen bei der ortlich korrelierten Farb- und Texturanaly­
se stellt eine Erweiterung und Verfeinerung der verwendeten Analysetechnik dar. 
Die Analysefahigkeit dieser Verfeinerung solI hier an einigen Beispielen demon­
striert werden. Die in Abb. 3a, b dargestellten sieben Leukozyten werden mittels 
der Merkmale Farbe, Textur und kombinierte Farb- und Texturanalyse unter­
schieden. Die Zellen, die mit E oder B in Abb. 3a, b markiert sind, sind relativ 
einfach mit den mittleren Farbwerten und den Formfaktoren der Kerne zu diffe­
renzieren. Die beiden Zellen 1 und 2 dagegen sind weder mit den mittleren Farb­
werten fur Kern und Zytoplasma noch mit deren GroBe oder Texturmerkmalen 
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Abb.3. Zwei nach Pappenheim gefiirbte Blutausstriche photographiert vom Farbmonitor. (8) 

basophiler, (E) vier eosinophile und (1) atypischer Myelozyt sowie (2) Promyelozyt. 

eindeutig unterscheidbar, obwohl sie in ihrem Reifegrad verschieden sind, was nur 
aufgrund der Granularstrukturen im Zytoplasma sichtbar wird. Mit den Ergebnis­
sen der kombinierten Farb- und Texturanalyse hingegen sind die Zellen 1 und 2 
eindeutig analytisch trennbar wie in Tabelle 1 aus den Resultaten zu ersehen ist. 
Die Zelle 2 weist im Farbkodebereich 23, 24 (Helligkeitsbereich 1) fiinfmal mehr 
Bildpunkte auf als Zelle 1 und zudem sind die Granulationen groBer. Die mittleren 
Radien betragen 2,23 und 2,35 fUr die Zelle 2 und 1,0 sowie 2,0 bei der Zelle 1. 
Weiterhin hat die Zelle 2 im Farbkodebereich 14 (Helligkeitsstufe 2) noch 60 
Bildpunkte, der atypische Myelozyt (Zelle 1) dagegen beinhaltet keine. Die Daten 
in den Farbkodebereichen 23 und 24 sind ausschlaggebend fUr die Unterscheidung 
der Zellen in der Anfarbung und GroBe der Granularstrukturen und damit zur 
Bestimmung des Reifegrades der Zellen. In Abb. 4a, b sind die gleichen Zell­
bildausschnitte dargestellt wie in Abb. 3a, b jedoch mit den schwarz uberlagerten 
Texturlinien. Deutlich zu erkennen sind zwischen den Texturlinien homogene 
kleine Flachen, die vorher definierten Textons. 

Ein wei teres Beispiel fur die Trennscharfe der Methode laBt sich bei der 
Unterscheidung von roten Granulationen und Auerstiibchen im Zytoplasma der 
Zellen anfiihren. Auerstiibchen sind farblich nicht von roten Granulationen zu 
trennen, wohl aber in der Form und GroBe. In Abb. 5 sind zwei Myeloblasten zu 
sehen, wie sie auf dem Bildschirm des Kontrollmonitors erscheinen. Die typischen 
Auerstabchen sind mit Pfeilen markiert, ihre Farbkodewerte liegen im gleichen 
Bereich von 22, 23, wie die roten Granulationen der Zellen 1 und 2 in Abb. 3a, b. 
Der Formfaktor der Auerstiibchen-Textons liegt uber 1,4, wahrend jener der 
Granularstrukturen Werte unter 1,2 auf weist. Die Textonflache der Auerstabchen 
ist doppelt so groB wie die der Granulartextons. Mit den gezeigten Merkmalen ist 
eine Unterscheidung von Granulationen und Auerstiibchen und damit die eindeu­
tige Erkennung der diagnostisch wichtigen Myeloblasten gegeben. 
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Abb.4. Gleiche Szene wie in Abb. 3, jedoch mit schwarz iiberlagerten Texturlinien zur besseren 
visuellen Erkennung der Strukturen und Textons. 

Abb.5. Zwei nach Pappenheim gefiirbte Myeloblasten. Die Pfeile markieren die Auerstiibchen im 
Zytoplasma der Zellen. 

F. Diskussion 

In der Literatur sind schon zahlreiche Segmentierungsmethoden fUr Bildszenen 
oder Teilbilder verwandten Inhalts oder ahnlicher Information beschrieben 
worden. Eine weitreichende Ubersicht ist in (7) angegeben. Die meisten der 
gezeigten Methoden beschranken sich jedoch auf technisch oder kiinstlich erzeugte 
Bilder, in denen bestimmte geometrisch bekannte und vollkommen formelmaBig 
beschreibbare Modelle korreliert werden konnen. Die Art solcher fester und 
mathematisch genau definierter Modelle ist aber auf die Segmentierung biola­
gischer Zellen, die noch dazu fixiert und gefarbt sind, kaum anwendbar. Das hier 
vorgestellte Verfahren zur Segmentierung gefarbter Blutzellen hat gegeniiber den 
bisherigen automatisierten Methoden eine ganze Reihe von Vorteilen, die schon 
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bei der Bildaufnahme beginnen. Eine wei tere N euerung liegt im V orgehen bei der 
Segmentierung und deren Unterteilung in mehrere Schritte der Erkennung der 
Zellsegmente. Ausgehend von den am sichersten zu erkennenden Teilelementen 
im Bild, namlich den Zellkernen, werden stufenweise die anderen Zellkompo­
nenten bestimmt. Nach der Segmentierung der Zellkerne oder von Zellkernteilen 
wird das Zytoplasma mit charakteristischen Farbdifferenzen und geometrischen 
sowie wahrscheinlichkeitsbedingten Merkmalen markiert. Der Vergleich der so 
gewonnenen Zellmasken bezieht sich auf die Korrelation mit dem Zellmodell. 
Dadurch konnen Fehler und biologische Unmoglichkeiten in den Masken unter­
bunden werden. 

Einige in der Literatur beschriebene Methoden zur Segmentierung wie die­
jenigen von (1, 3, 17, 18, 19, 24, 26) benutzen zwar die Farbe oder besser gesagt 
schmalbandige spektrale AuszUge des Bildes, um die Trennung der Objekte durch­
zufuhren. Dabei konnen aber schon kleinste Anderungen der Anfarbung der 
Zellen groBe Fehler hervorrufen (24). Eine Methode, das menschliche Wissen uber 
den Aufbau einer Zelle miteinzubeziehen, zeigte u.a. (18). Hier wurden Split- and 
Merge-Verfahren (15) benutzt, die sich rein am Grauwert der Bilder orientieren. 
Eine einfache Fehlererkennung oder Korrektur ist nicht m6glich. Die hier 
gezeigte Methode der Zellbildsegmentierung wurde von uns in der Zwischenzeit 
auf Schnittpraparate der Leber, Lymphknoten und Nervenfasern ubertragen 
sowie zur Bestimmung des Antikorpergehaltes von Mammakarzinomen 
herangezogen (14, 21). Zudem sind auch Tupfpraparate der Lymphknoten und 
Tonsillen erfolgreich segmentiert und analysiert worden (4). Die Analyse der 
ortlich kombinierten Farb- und Texturbewertung ist bisher nicht in der Form 
gezeigt worden. Der Zusammenhang zwischen Farbe und Textur wurde zwar schon 
von Garbay (5) als Merkmal bei der Zelldifferenzierung benutzt, aber nur als 
statistisch kombiniertes Merkmal, das keinerlei AufschluB uber den exakten Ort 
der Farbe ergibt, da eine Texturanalyse nach (8, 25) durchgefuhrt wurde. Eine 
echte 10k ale Zuordnung beider Merkmale ist nicht moglich. Erschwerend kommt 
hinzu, daB eine Farbanalyse verwendet wird, die mit der menschlichen 
Beurteilung der Farbe nicht direkt vergleichbar ist. Die direkte Kopplung 
zwischen der Farbe und der Textur, wie sie hier vorgestellt wird, kann dem 
Verfahren der Texturanalyse (9,10) unmittelbar angeschlossen werden. Die Farb­
analyse bleibt eben so wie die Texturbewertung mit dem menschlichen Empfinden 
uberprufbar. Die errechneten Farben (Farbort und Helligkeit) konnen auf einem 
Bildschirm dargestellt und mit den Orten fur x, y im Farbdreieck verglichen 
werden. Die Texturanalyse ist an verschiedenen biologischen Materialien erprobt 
(2, 12, 21) und kann zur Darstellung dem Originalbild uberlagert werden, woraus 
sich eine Kontrastverstarkung fur das menschliche Auge ergibt. Die Flachen 
zwischen den Texturlinien, die als Textons bezeichnet werden, sind in sich homo­
gen. Dieses Phanomen ist bekannt und wird in der Farbfernsehtechnik ausge­
nutzt. Durch die Kombination von Farbwerten mit der Textur und speziellen 
Form- und GroBenmerkmalen konnen Myelozyten und Promyelozyten sowie die 
Merkmale von Myeloblasten erstmals automatisch unterschieden werden. Es hat 
sich gezeigt, daB die ortliche Kombination der Farbe und Textur uber Textons fUr 
die Differenzierung von Zellen uberaus vorteilhaft sein kann. 
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G. Zusammenfassung 

Am Beispiel der Segmentierung von nach Pappenheim gefarbten Blutzellaus­
strichen wird ein farb-, form- und wissensgesteuertes Segmentierungsverfahren 
vorgefUhrt. Bei der automatisierten Zellbildanalyse hochaufgeloster gefarbter 
Blut- sowie Knochenmarkausstriche ist die Segmentierung bisher unzureichend 
gelost, vor allem wenn es um die Erkennung feinster Strukturen in der Analyse 
geht, wie das menschliche Auge sie benutzt. Bier wird eine Methode dargestellt, 
die nach mehreren Kriterien die Zellbildtrennung und Analyse ahnlich dem 
menschlichen Auge und dem Wissen des Beobachters durchfUhrt. Es ist ein 
kombiniertes Verfahren, das sowohl die Farbunterschiede der Zellkomponenten 
als auch die GroBe, Form, und wahrscheinlichkeitsbedingte Faktoren beriicksich­
tigt. Der Ablauf des Verfahrens gliedert sich in zwei Hauptvorgange. Die modell­
bezogene Segmentierung ist der erste Teil. 1m zweiten Abschnitt schlieBt die 
Zellbildanalyse an, die aus einer Textur- und Farbanalyse sowie deren ortlicher 
Kombination besteht. Es wird eine Analysemethode vorgestellt, die eine 
Erweiterung einer bekannten Texturanalyse darstellt (9, 10) und eine ortliche 
Beziehung zwischen den Merkmalen Farbe und Textur zulaBt. Die Farbwerte 
werden nach dem DIN-CIE-Verfahren unter Berucksichtigung mehrerer Hellig­
keitsebenen ffir jede kleinste von Texturlinien umgebene Flache berechnet. Mit 
dieser Methode bleibt der Vorgang ffir den menschlichen Beobachter transparent 
und vielfach mit der medizinischen N omenklatur vergleichbar. 
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3 Statistische Analyseverfahren 
und technische Hilfsmittel 



3.1 Statistische Versuchsplanung in der quantitativen 
Histopathologie 
Peter H. Bartels 1) 

A. Einleitung 

Eine bildanalytische Bewertung klinischer Praparate aus der Zytologie oder 
Histologie ist vor aHem dann von Interesse, wenn die pathologischen Veranderun­
gen nicht eindeutig durch rein visuelle Begutachtung zu erkennen sind. Es mag 
sich dabei um atypische Veranderungen handeln, die so gering sind, daB sie erst 
durch Messsung und statistische Bewertung eindeutig nachweisbar werden. Es 
mag sich um Veranderungen handeln, die keine visuell erkennbare Grundlage 
haben, z.B. Anderungen der Textur des Chromatins im Kern oder in der Anord­
nungvon Zellkernen im Gewebe. 

Was immer auch der Grund fur die Notwendigkeit, messende Methoden einzu­
setzen, sein moge, das Problem besteht darin, eine zuverlassige Erkennung gerin­
ger Unterschiede sicherzustellen, d.h. empfindliche Methoden zu entwickeln. 
Zusatzlich wird man im allgemeinen noch die Treffsicherheit der Methoden 
beurteilen, d.h. die Spezifizitat der diagnostischen Bewertung. Fur beide Zwecke 
ist eine genaue Kenntnis der beschreibenden multivariaten Abhangigkeiten und 
Korrelationen notwendig. Vor allem aber ist es unerlaBlich, U rsache und 
Herkunft der verschiedenen beitragenden Variationseinflusse genau festzustellen. 
Dies wird am besten erreicht durch eine angemessene statistische Versuchs­
planung. 

Es ist auffallend, wenn man die Literatur in der diagnostischen Morphometrie 
durchsieht, wie selten Autoren von den analytischen Moglichkeiten speziell ange­
messener Versuchsplanung Gebrauch machen. In vielen Fallen werden MeBresul­
tate in ihren Mittelwerten und einem einfachen StreuungsmaB angegeben, wie 
z.B. der Standardabweichung oder dem Standardfehler. In manchen Fallen werden 
Vertrauensschranken angegeben, die von sol chen Standardfehlern abhangig sind. 
Wenn die beobachteten Unterschiede klein sind, konnen auf diese Weise gelegent­
lich keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden, auch in 
Fallen, wo man durch geeignete Versuchsplanung einen solchen Nachweis eindeu­
tig hatte fuhren konnen. In vielen Arbeiten findet man, daB ein enormer Arbeits­
aufwand geleistet worden ist, obwohl es klar ist, daB eine sehr viel kleinere Stich­
probe und eine geeignete Versuchsplanung dasselbe Resultat hatten sehr viel 
wirkungsvoller erbringen konnen, und daB wertvolle Arbeitszeit zur Verfolgung 
weiterer Fragestellungen hatte verwendet werden konnen. 

I) Diese Arbeit wurde yom National Institute of Health, USA (grants CA 24466-07 und I-POI CA 
38548-01), gerordert. 
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Es ist Ziel· dieses Artikels, die Vorteile einer dem Problem angemessenen 
Versuchsplanung darzulegen. Es gibt heute kaum noch biologisch-medizinisch 
experimentell forschende Wissenschaftler, die nicht mit den grundlegenden 
statistischen Begriffen vertraut sind, wie dem Mittelwert, der Standard­
abweichung und dem Standardfehler. Vielleicht gerade weil diese Begriffe so 
wohlvertraut sind, wird selten uber die Folgerungen nachgedacht, die ihr 
Gebrauch einschlieBt. Um diese Folgerungen klar zu machen, solI mit einem 
Ruckblick gerade auf diese ganz einfachen Begriffe begonnen werden. 

B. Vertrauensschranken 

Wie stellen wir die statistische Signifikanz eines experimenteU gefundenen 
Unterschiedes fest? Nehmen wir an, daB zwei Stichproben gemessen worden sind: 
die eine an Kontrollmaterial, die andere an Versuchsmaterial. Ferner sei 
angenommen, daB in den beiden Proben verschiedene Mittelwerte gefunden 
worden sind. 1st der Unterschied statistisch signifikant? Diese Frage hangt 
eindeutig davon ab, wie stark die gemessenen Einzelwe-rte in jeder der beiden 
Stichproben streuen. Die Streuung von MeBwerten wird durch die Standard­
abweichung s definiert. Die Standardabweichung gibt an, wie genau die Einzel­
messung ist, wie weit im allgemeinen eine Einzelmessung vom Mittelwert 
abweichen wiid. Die Standardabweichung ist also eine Angabe uber die Gute des 
MeBverfahrens. Man wird naturlich versuchen, durch sorgfaltige Festlegung aller 
experimentellen GraBen die Genauigkeit der MeBmethode so weit wie maglich zu 
treiben. Aber nachdem aUe experimentell kontrollierbaren Umstande sorgfaltig 
festgelegt sind, bleibt immer noch eine experimentelle Streuung. Diese Streuung 
beschrankt die erreichbare Genauigkeit. Wir werden im folgenden sehen, daB man 
besser sagen soUte: "Die erreichbare Genauigkeit scheint durch diese Streuung 
beschrankt zu sein". 

Doch zuruck zur anfanglichen Fragestellung. Wie finden wir die statistische 
Signifikanz eines Unterschiedes von Mittelwerten? Diese Frage wird entschieden 
durch die sogenannten ''Vertrauensschranken'', und damit kommen wir zu dem 
wirklich zentralen Begriffin der Versuchsplanung. 

Es ist nutzlich, sich den Unterschied zwischen den bereits oben erwahnten 
StreuungsmaBen deutlich klar zu machen. Die Standardabweichung s miBt die 
erwartete Streuung der Einzelmessung. Wir wissen, daB etwa 68 % aller 
erwarteten MeBwerte innerhalb des durch die Standardabweichung gegebenen 
Intervalls um den Mittelwert liegen werden. Wir wissen, daB 95% innerhalb eines 
entsprechenden, durch zwei Standardabweichungen gegebenen Intervalls liegen 
werden. Das ist in Abb. 1 oben gezeigt. (Die nachfolgenden AusfUhrungen gelten 
nur fUr die Normalverteilung). 

Der Standardfehler SE dagegen bezieht sich nicht auf die Einzelmessungen. 
Wenn man eine Stichprobe miBt, so erhalt man einen Mittelwert. Die nachste 
Stichprobe vom selben Material dUrfte einen etwas anderen Mittelwert erbringen, 
nicht viel anders, aber eben anders: die Mittelwerte streuen. Es gibt also eine 
Standardabweichung der Mittelwerte, und das ist der Standardfehler. Wir wissen 
also, daB 95% aller Mittelwerte von Wiederholproben innerhalb von zwei 
Standardfehlern vom wahren Mittelwert liegen, wie es in Abb. 1 unten gezeigt ist. 
Der genaue Faktor ist nicht zwei, sondem 1,96. Die Zufallserwartung, daB der 
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Abb.1. Schematische Darstellung der Wahrscheinlichkeitsdichte von einzelnen Mel3werten (a) 
und von den Mittelwerten von wiederholten Stichproben (b) mit den einfachen und doppelten 
Standardabweichungen. 

Mittelwert einer neuen Probe desselben Materials mehr als 1,96 SE vom wahren 
Mittelwert abweicht, ist nur 5 %, oder eine Chance von 20: 1. Wenn eine unbe­
kannte neue Stichprobe einen Mittelwert erbringt, der mehr als 1,96 SE vom 
erwarteten Kontrollmittelwert abweicht, dann ist die Chance gleich oder groBer 
als 20: 1, daB die neue Probe einen echten Unterschied aufweist. Wenn fiir eine 
Wette diese Chance besteht, gehen wir die Wette wahrscheinlich ein. Es besteht 
immer noch die Moglichkeit, daB man die Wette mit einer 5 %-igen Wahrschein­
lichkeit verliert. 1st einem dieses Risiko zu groB, so kann man den geforderten 
Mindestabstand groBer machen, etwa 3 SE, fiir eine Chance von etwa 100: 1. So 
setzt man also die Weite der Vertrauensschranken fest. Um auf das anfangliche 
Problem zuriickzukommen: Wenn von den beiden Stichproben die Mittelwerte so 
unterschiedlich sind, daB sich ihre Vertrauensschranken nicht iiberschneiden, 
dann erkennen wir sie als "statistisch signifikant verschieden" an. Das ist in 
Abb. 2 gezeigt. 

Der Standardfehler errechnet sich als SE = s / Vn (n = Anzahl der Messungen). 
Die MeBgenauigkeit s geht also ein. Wenn fiir ein Experiment sich die Vertrauens­
schranken der beiden Gruppen, die miteinander verglichen werden, iiberschnei­
den, konnen wir nur die Unzulanglichkeit unserer MeBmethode verantwortlich 
machen. Wir haben dann die Grenze unseres Vermogens, einen Unterschied nach­
zuweisen, erreicht. Die Grenze ist durch die Weite der Vertrauensschranken 
gesetzt. Welche Moglichkeiten bieten sich denn nun, diese Grenze hinauszu­
schieben und die Vertrauensschranken enger zu machen, so daB zwei Me8gruppen 
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Abb.2. Schematische Darstellung einander uberlappender Wahrscheinlichkeitsdichten mit 
unterschiedlichen Vertrauensintervallen. Fur die angenommenen Intervalle sind die Verteilungen 
in a) nicht signifikant, in b) signifikant unterschiedlich. 

mit sehr nahen Mittelwerten sich noch als statistisch unterschiedlich erkennen 
lassen? 

Drei GraBen gehen in die Vertrauensschranken ein: 

1. Die Standardabweichung: Angenommen, daB experimentell keine Verbesse­
rung mehr maglich ist, scheint hier kein zusatzlicher Gewinn realisierbar zu 
sein. 

2. Der Stichprobenumfang n. Wir konnten mehr Messungen vomehmen. Leider 
geht n nur unter dem Wurzelzeichen ein. Um die Vertrauensschranken auf 
einen Zehntel zu reduzieren, mlillten wir 100 mal so viele Messungen vorneh­
men. Das ist keine sehr praktische Losung. 

3. Das Vertrauensniveau, d.h. der Faktor 1,96 fur das Niveau von 95 % oder ein 
Risiko von 20 : 1: Man konnte ein groBeres Risiko eingehen, und so engere 
Vertrauensschranken erhalten, etwa eine Chance nur von 10 : 1, daB ein gefun­
dener Unterschied wirklich existiert. Das kann jedoch bose Folgen haben, die 
Zeit und Geld kosten konnen. Sogar dann hat man nur einen sehr bescheidenen 
Gewinn gemacht in der Fiihigkeit, einen kleineren Unterschied zu erkennen, 
und dieser Gewinn ist mit einem sehr viel groBeren Risiko erkauft. 

Die einzige wirkliche Moglichkeit, feinere Unterschiede zu erkennen, liegt 
darin, die Standardabweichung zu verkleinern. Eine solche Moglichkeit besteht, 
auch wenn experimentell keine Verbesserungen mehr moglich sind. Die Moglich­
keit besteht darin, daB streuungsbeitragende experimentelle Einflusse unter 
statistische Kontrolle gebracht werden. Die Verfahren dazu sind als "statistische 
Versuchsplanung"bekannt. 
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Es besteht eine umfangreiche Literatur, die den Verfahren der Versuchs­
planung gewidmet ist. Unter diesen Buchern sind als besonders gut lesbar die 
Bucher von Sokal und Rohlf (7) uber Biometrie und das Buch von Ostle (6) zu 
empfehlen. 

C. Hierarchische VersuchspHine 

Aus der groBen Anzahl moglicher Versuchsplanungen sind es vor allem zwei Grup­
pen, die von besonderem Interesse in der diagnostischen Bildauswertung sind. 
Dies sind 

- die hierarchischen Versuchsplane und 
- die faktoriellen Versuchsplane. 

In beiden Gruppen ist es moglich, verschiedenen Modellen zu folgen, wie z.B. 
einem "festgelegten Modell", einem "gemischten Modell" oder einem "zufalls­
bestimmten Modell". Eine graphische Darstellung eines hierarchischen Versuchs­
planes ist in Abb. 3 zu sehen. Der Versuchsplan hier enthalt drei Stufen. In der 
obersten Stufe, a, sind in diesem Falle drei Gruppen angeordnet. Wenn es sich 
dabei um Gruppen handelt, die diskrete Unterschiede besitzen, also etwa um 
Patienten aus drei verschiedenen Diagnosegruppen, so hat man es mit einer 
"festgelegten" Stufe zu tun. Auf der zweiten Stufe, b, sind jeweils zwei Patienten 
durch Zufallswahl herausgesucht worden. In der dritten Stufe, c, sindjeweils zwei 
Praparate durch Zufallswahl bestimmt worden. In jedem Praparat sind r = 4 
Wiederholungsmessungen vorgesehen. 

Gerade die hierarchischen Versuchsplane eignen sich sehr gut fur Untersu­
chungen klinischer Fragestellungen. Normalerweise hat man Material von 
verschiedenen Gruppen, z.B. Gesunden und Patienten mit bestimmten Diagnosen, 
und es ist von Interesse, festzustellen, ob die in diesen Gruppen gemessenen Unter­
schiede statistisch signifikant sind. Die erste Stufe in der Planung bezieht sich also 
auf die diagnostischen Gruppen. Es besteht ein diskreter, festgelegter Unter­
schied: "normal" oder "pathologisch". 

Die Signifikanz eines Unterschiedes zwischen den diagnostischen Gruppen 
setzt voraus, daB die Gruppenunterschiede statistisch groBer sind als die 
U nterschiede innerhalb der Gruppen. Die Patienten werden fur jede Gruppe durch 

a=3 I I 
b=2 D D D D D D 
c=2 DODD DODD DODD 
r=4 

c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J 
c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J 
c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J 
c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J c:::::::J 

Abb. 3. Graphische Darstellung eines hierarchischen Versuchsplanes. 
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Zufallswahl bestimmt. Von jedem Patienten werden moglicherweise mehrere 
Gewebepraparate vermessen. Man erhalt also die Moglichkeit, die Praparat-zu­
Praparat-Variabilitat abzuschatzen. Injedem Praparat werden unter Umstanden 
mehrere Regionen oder Zellen mit zufallsbestimmter Auswahl analysiert, um die 
Zelle-zu-Zelle-Variabilitat abzuschatzen. SchlieBlich wird man gelegentlich in 
manchen Versuchsplanen jede Zelle wiederholt auswerten, um eine Abschatzung 
des instrumentellen MeBfehlers zu erhalten. 

1m allgemeinen haben wir es hier mit einem gemischten Modell zu tun. 
Meistens ist die oberste Stufe in der Hierarchie festgelegt, und aIle folgenden 
Stufen enthalten durch Zufallswahl herausgesuchte MeBobjekte. Eine solche 
V arianzanalyse-Tabelle ist in Tabelle 1 dargestellt. 

Die statistische Signifikanz der verschiedenen Variationsfaktoren wird in 
einem F-Test der mittleren Quadrate festgestellt. Bei einer hierarchischen 
Versuchsplanung, wie im Beispiel beschrieben, wiirde man die verschiedenen 
Stufen wie folgt auf Signifikanz T prUfen. 

Zwischen den Gruppen (G): 

F(G) = AlB 

A : Mittleres Quadrat der Abweichungen zwischen den Gruppen 
B : Mittleres Quadratder Abweichungen zwischen den Untergruppen 

Zwischen den Untergruppen (UG): 

F(UG) = B/C 

C : Mittleres Quadrat der Abweichungen zwischen den Untergruppen 

Zwischen den Unteruntergruppen (UUG): 

F(UUG) = CID 

D : Mittleres Quadratder Abweichungen zwischen den Unteruntergruppen 

Diese PrUfung bleibt gleich fUr ein gemischtes Modell mit einem festgelegten 
Faktor in der obersten Stufe und zufallsgewahlten Faktoren in den tieferen Stufen 
sowie in einem rein zufallsbestimmten Modell. Rein zufallsbestimmte Versuchs­
plane werden angewandt, wenn man nicht so sehr an dem Effekt einer experimen­
tellen Behandlung interessiert ist, sondern in einem Versuchsablauf die Ursache 
der groBten Variabilitat finden mochte. 

Die dargestellten Aspekte veranschaulichen einige praktisch wichtige Punkte. 
Der Signifikanztest hangt in seiner Empfindliehkeit direkt von der GroBe der 
Varianzkomponente ab, die im Nenner steht. Dieses "mittlere Quadrat" wird 
entscheidend von der Anzahl der zugeordneten Freiheitsgrade bestimmt. Die 
Tabelle 1 zeigt deutlich, daB man in den niedrigeren Stufen der Versuchsplanung 
sehr schnell eine groBe Anzahl von Freiheitsgraden akkumuliert. Es ist leicht, die 
Signifikanz z.B. der Zelle-zu-Zelle-Variabilitat im Hinblick auf die MeBgenauig­
keit zu beweisen. Das aber ist haufig gar nicht die relevante Frage. Man will ja 
doch meistens die Signifikanz eines gemessenen diagnostischen Merkmales 
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Tabelle 1. Schema der SignifIkanzprufung bei einer hierarchischen Versuchsplanung. 

Stufe 

Diagnostische Gruppe a 
Patienten (U ntergruppen) b 
Praparate (U nteruntergruppen) c 
ZelIen (Unterunteruntergruppen) d 
MeBfehler (Wiederholungsmessungen) e 

Freiheitsgrade 

a-I 
a(b-l) 

ab(c-l) 
abc(d-l) 

abcd(e-l) 

F-Testzur 
Signifikantsprufung 

AlB 
B/C 
CID 
DIE 

zwischen diagnostischen Gruppen aufzeigen. Es ist also besser, mehr Patienten in 
jeder Gruppe zu haben und weniger ZeUen zu messen. Die richtige Verteilung der 
Freiheitsgrade im Versuchsplan ist also eine wichtige Uberlegung. Auch ist es 
erstrebenswert, einen symmetrischen Versuchsplan zu haben; und man soUte 
lieber zusatzliche Messungen vomehmen, als Datenlucken akzeptieren. 

Hierarchische Versuchsplane entsprechen oft direkt der logischen Struktur 
einer Probenentnahme in der diagnostischen Morphometrie. Ein praktisches 
Beispiel zeigt das deutlich. 

Beispiel: Eine Rontgenbestrahlung von Versuchstieren fOOrt haufig zu Nieren­
scha.den, die erst nach langerer Zeit beobachtbar werden. Um gfinstige Bestrah­
lungsprotokoUe bezfiglich Dosierung und Fraktionierung festlegen zu konnen. 
soUte versucht werden, diese Scha.den frfihzeitig meBbar zu machen. Unter 
anderem fOOren Strahlenbelastungen dieser Art zu Veranderungen der Zellkern­
groBe in der Niere. 
Ein Versuchsplan, der einer Studie von Jordan et al. (5) entnommen worden ist, 
sah sechs Strahlendosen vor und je vier bestrahlte Versuchstiere. Von jedem Tier 
wurden histologische Schnitte der Niere angefertigt und drei verschiedene 
Regionen ffir die weitere Analyse ausgewiihlt. In jeder Schnittregion wurden zwei 
Tubuli gewahlt, und in jedem Tubulus wurden drei Zellkerne durch Zufallswahl 
bestimmt und gemessen. Es wurden also insgesamt nur 432 Zellkerne 
ausgemessen. TabeUe 2 faBt die Ergebnisse der Varianzanalyse zusammen. Man 
sieht, wie schnell die Zahl der Freiheitsgrade ffir die Wiederholungsmessungen an 
den Zellkemen anwa.chst. Die Unterschiede zwischen den Nierentubuli waren 

Tabelle 2. Statistische Parameter und Fehler fUr aIle Stufen eines hierarchischen Versuchs der 
Messung von Zellkernen in der Niere bestrahlter Mause. 

% mittlere 
Freiheitsgrade Quadratsumme alpha 

Bestrahlung a=6 5 74.8 < 0.001 
Versuchtiere b=4 18 9.3 <0.10 
Nierenregionen c=3 48 5.6 n.s. 
Tubuli d=2 72 6.6 < 0.001 
Zellen r=3 288 3.7 
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signifikant, aber klein. Die gewahlten Schnittregionen wurden fUr gleichwertig 
befunden. Die Unterschiede zwischen den Versuchstieren sind geringfugig 
signifikant, deutlich signifikant ist dagegen der Effekt verschiedener Strahlungs­
dosen. Die mittlere Quadratsumme ist eine Varianzkomponente. Man kann also 
die Quadratwurzel ziehen und den erhaltenen Wert als Standardabweichung fUr 
die Berechnung der Vertrauensschranken verwenden. 1m dargestellten Beispiel 
ist es die mittlere Quadratsumme der Versuchstier-zu-Versuchstier Stufe, gegen 
welche die Signifikanz des Strahlendoseneinflusses gepruft werden muB. Abb. 4 
zeigt, daB im Beispiel nur die Vertrauensschranken um den 1500 rad-Mittelwert 
sich nicht mit denen del' anderen Dosen uberschneiden. 

Hierarchische Versuchsplane lassen keine Priifung aufWechselwirkungen zu. 
Wechselwirkungen sind haufig signifikant und fast immer aufschluBreich fur das 
Verstehen von Versuchsergebnissen. Die Signifikanz von Wechselwirkungen 
kann in faktoriellen Versuchsplanen gepriift werden. 

D. Faktorielle Versuchsplane 

Bei einer groBen Anzahl biologisch-medizinischer Fragestellungen ist es wichtig 
festzustellen, ob Wechselwirkungen auftreten, d.h. ob bestimmte Zusammenstel­
lungen experimenteller Parameter zu Wirkungen fuhren, die groBer oder kleiner 
sind, als es die Parameterwerte - jeder fur sich allein genommen - erwarten lassen 
wlirden. Solche Fragestellungen verlangen eine faktorielle Versuchsplanung. 
Kennzeichnend fUr diese Versuchsplane ist, daB der experimentelle EinfluB oder 
Faktor mehrfach und in verschiedenem MaBe einwirkt. 

Bei den faktoriellen Versuchsplanen beginnt man ebenfalls mit einer hierar­
chischen Struktur. Jeder Faktor wirkt aber auf das Experiment mehrfach in 
verschiedener Starke ein. Spielt die Zeit eine Rolle, die seit einer experimentellen 
MaBnahme verstrichen ist, so kann der Faktor "Zeit" beispielsweise verschiedene 
Werte annehmen: Beobachtung nach 24 Stunden, nach 48 Stunden, nach 120 
Stunden. Spielt die Dosis eines Medikamentes eine Rolle, so konnen fUr den Faktor 
"Medikamentdosis" verschiedene Mengen benutzt werden, z.B. 150 mg, 750 mg. 
Beides sind Beispiele fUr eine festgelegte Abstufung innerhalb eines Faktors. Das 
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Abb.4. Auftragung von gemessenen relativen ZellkerngroBen mit Versuchstierstreuung als 
Funktion der den Versuchstieren verabreichten Strahlendosis. 
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Modell nimmt also an, daB die Starke des Faktoreinflusses experimentell genau 
kontrolliert werden kann. Das gilt auch fur eine binare Abstufung eines Faktors, 
wie etwa "Bestrahlung mi t einer bestimmten Dosis" und "keine Bestrahlung". 

Bei der faktoriellen Anordnung der verschiedenen Versuchsbedingungen - was 
die korrektere Beschreibung ist - werden also Beobachtungen fiir jede Abstufung 
jedes Faktors, d.h. von jeder Kombination, vorgenommen. Ein solcher Versuchs­
plan ist schematisch fur einen Zwei-Faktor-Plan in Abb. 5 gezeigt. Tabelle 3 zeigt 
die Zuordnung der Freiheitsgrade. Die Prufung der mittleren Quadrate auf Signi­
fikanz hangt streng vom gewahlten Modell abo Bei einem festgelegten Modell 
werden aIle Faktoren und ihre Wechselwirkung gegen den Versuchsfehler gepriift 
(Tabelle 3). Bei einem Modell mit ausschlieBlich zufallsgewahlten Faktoren A und 
B wird anders gepriift als beim festgelegten Modell (Tabelle 3). Bei gemischten 
Modellen schlieBlich sind zwei FaIle zu unterscheiden, je nachdem, ob Faktor A 
oder Faktor B festgelegt sind (Tabelle 4). 

Bei Versuchsplanen mit mehr Faktoren und mehreren Wechselwirkungen sind 
ahnliche Prufungsvorschriften zu beachten. Bei solchen Versuchsplanen sind 
gelegentlich festgelegte und zufallsbestimmte Faktoren anders auf die Stufen im 
Versuchsplan verteilt als es hier beschrieben ist. In solchen Situationen empfiehlt 
es sich, die Fachliteratur zu konsultieren. Eine ausgezeichnete Behandlung der 
richtigen Prufungswahl ist bei Hicks (4) zu finden. 

Faktorielle Versuchsplane haben mit den hierarchischen Versuchsplanen 
gemeinsam, daB jede Beobachtung viele Male berucksichtigt wird; es findet also 
eine sehr effektive Datennutzung statt. Faktorielle Versuchsplane sind in 

I al I I a2 I I a3 I I a4 I 
CSJGCSJGCSJGCSJG 
c=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:J 
c=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:J 

r c=:J c=:J c=:J c=:J c=:J c=:J c=:J c=:J 
c=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:J 
c=:Jc:::=Jc=:Jc=:Jc=:Jc=:Jc=::=Jc=:J 
Abb. 5. Schematische Darstellung einer faktoriellen Versuchsplanung. 

Tabelle 3. Freiheitsgrade bei der Versuchsplanung entsprechend Abb. 5. 

Gesamtabstandsquadratsumme 
Exp. Behandlung 

FaktorA 
Faktor B 
Wechselwirkung 

Versuchsfehler 

Freiheitsgrade 

abr - 1 
ab -1 
a-I 
b-I 
(a-1)(b-I) 
ab (r - 1) 

39 ' 
7 
3 
1 
3 

32 
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Tabelle 4. Schema der Signifikanzprilfung in Abhangigkeit der Modelle "Festgelegt" "rein 
zufallsgewahlt" und "gemischt" (Detail siehe Text) 

Modell 

Festgelegt 

Rein zufallsgewahlt 

Gemischt 
Faktor A festgelegt und 
Faktor B zufallsgewahlt: 

Faktor A zufallsgewahlt und 
Faktor B festgelegt: 

Signifikanzpriifung 

NE 
BIE 
ABlE 

NAB 
BlAB 
ABlE 

NAB 
BIE 
ABlE 

NE 
BlAB 
ABlE 

gewisser Weise etwas beschrankter als hierarchische Plane. Die Folge der 
Signifikanzpriifungen durch die Stufen der Hierarchie ist einfach und direkt. Auch 
macht es keine Schwierigkeiten einen vielstufigen hierarchischen Versuchsplan 
aufzustellen und die Resultate der einzelnen Signifikanzprufungen zu interpre­
tieren. Bei faktoriellen Versuchsplanen ist das nicht so einfach. Ein Drei-Faktor­
Plan ist zwar noch einfach mit "Zwischentabellen" zu errechnen, aber die 
Interpretation der Wechselwirkungen wird bereits schwierig. Solch ein Plan hat 
immerhin vier Wechselwirkungsquadratsummen. Versuchsplane mit vier Fakto­
ren sind schon ziemlich undurchsichtig, und man wird im allgemeinen versuchen, 
sie zu vermeiden. 

E. Diskussion 

Versuchsplane erlauben eine separate Abschatzung der Variationsbeitrage 
verschiedener Faktoren, die experimentell nicht unter Kontrolle zu halten sind. 
Nachdem die Beitrage dieser bekannten Faktoren abgezogen sind, verbleibt ein 
Versuchsfehler. Dieser Fehler ist als die echte Zufallsvariable anzusehen. Zumin­
dest bei den festgelegten Versuchsplanen kann dieser Fehler zur Berechnung der 
Vertrauensschranken verwendet werden. In der praktischen Erfahrung sind FaIle 
nicht selten, bei denen die gesamte Abstandsquadratsumme, die ohne Versuchs­
plan ZUT Berechnung der Vertrauensschranken hatte verwendet werden mlissen, 
sich schon mit einem einfachen Versuchsplan urn einen Faktor von 20 verkleinem 
la6t. Der Wert eines Versuchsplans liegt also darin, daB er die genaue Abschat­
zung der verschiedenen Beitrage zur Gesamtvariation ermoglicht, daB Arbeitsauf­
wand und Material eingespart werden kann, daB er erlaubt, kleine experimentelle 
Unterschiede herauszuheben aus den uberdeckenden Schwankungen anderer, 
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experimentell nicht kontrollierbarer Effekte. Die graphische Darstellung in Abb. 6 
veranschaulicht diese Tatsache am besten. Vertrauensschranken, die man ohne 
Versuchsplan auf die gesamte Abstandsquadratsumme beziehen mliBte, darf man 
mit einem Versuchsplan auf den wahren und sehr viel kleineren Versuchsfehler 
beziehen. 

Die Verteilung der Freiheitsgrade in einem Versuchsplan erlaubt es, den 
groBten Arbeitsaufwand da einzusetzen, wo entweder die groBte Variabilitat zu 
erwarten ist, oder wo die experimentelle Fragestellung besonders kritisch ist. 
Schon eine nur oberflachliche Vertrautheit mit den Tabellen ffir den F-Test zeigt, 
daB mehr als 120 Freiheitsgrade keine Anderung im F-Wert bringen, also ffir den 
Zweck einer Signifikanzerstellung weitgehend verschwendete Muhe sind. Langst 
bevor 120 Freiheitsgrade erreicht sind, zeigen die Tabellen auch, daB schon bei 
einer sehr viel geringeren Anzahl von Freiheitsgraden unter Umstanden schon 
das gewftnschte Signifikanzniveau erreicht werden kann. Im allgemeinen ist man 
besser beraten, Freiheitsgrade und Arbeitsaufwand auf die oberen Stufen in einem 
Versuchsplan zu konzentrieren. Eine geschickte Versuchsplanung kann einem 
viele Monate Arbeit ersparen und doch statistisch besser gesicherte Resultate 
liefern. Das Schlimmste ffir einen Statistiker sind Daten, die gesammelt worden 
sind, bevor der Versuchsplan aufgestellt worden ist. Eine effektive Auswertung ist 
dann nur noch sehr selten moglich. 

Die Bucher (7), (6), und (3) enthalten alle durchgerechnete Zahlenbeispiele. Die 
Ausdehnung der Versuchsplanung auf multivariate Daten ist in vielen Fallen in 
der quantitativen Histopathologie nicht nur nutzlich, sondern erforderlich. Die 
Literatur zur multivariaten Varianzanalyse ist leider im allgemeinen dem Nicht­
Statistiker nicht leicht zuganglich; die meisten Arbeiten behandeln das allgemei­
ne lineare Modell. Es ist dann nicht mehr offensichtlich, wie die Berechnung 
einem hierarchischen oder einem faktoriellen Modell folgt. Eine Ausdehnung auf 
die multivariate Datenanalyse in strenger Analogie zu den univariaten Versuchs-

Gesamtabstandsquadratsumme 

Abstandsquadratsummen der 
streuungsbeitragenden Einfliisse 

D 

• Versuchsfehler 
Abstandsquadratsumme 

Abb.6. Schematische Darstellung der verschiedenen Fehlerbeitrage bei einer faktoriellen 
Versuchsplanung 
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planen ist vom Autor in zwei Artikeln mit vollstandigen Rechenbeispielen 
verotTentlicht worden (1, 2). 
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3.2 Lineare Diskriminanzanalyse und 
Entscheidungsbaumstrategien zur LOsung von 
Klassifikationsproblemen in der Zytometrie 
Uta Jutting, Georg Burger 

A. Einleitung 

Die Zytodiagnostik hat verschiedene Aufgaben. So ist es bei der Krebsfahrtensu­
che mittels exfoliativer Zytologie das erste Ziel, Patienten mit Krebs oder manife­
sten Vorlauferstadien "empfindlich" zu entdecken, d.h. moglichst nicht zu iiberse­
hen. Um unnotige weitere Untersuchungen oder eingreifendere Interventionen zu 
vermeiden, ist es aber ebenso wichtig, die Krebserkennung so "spezifisch" wie 
moglich zu machen, d.h. moglichst alle gesunden Patienten und solche mit benig­
nen Veranderungen klar zu erkennen, und so wenig wie moglich "falsch positive" 
Befunde zu haben. Ais ein Giitekriterium der binaren Entscheidung positiv­
negativ, kann daher deren Validitat herangezogen werden. Darunter versteht 
man die relative Haufigkeit der beidseitig falsch getroffenen Entscheidungen, d.h. 
der falsch positiven und der falsch negativen. Bereits hier werden zwei wesentliche 
Probleme erkennbar, auf die in dieser Arbeit nicht naher eingegangen werden 
kann, die aber wegen ihrer Bedeutung kurz angesprochen werden miissen, 
namlich: 

1. das Problem der "Richtigkeit" und 
2. das Problem des "Kostenfaktors" bei jeder diagnostischen Entscheidung. 

Die "Richtigkeit" einer Diagnose ist bestenfalls bei der Klasse der positiven 
zytologischen Entscheidungen durch die weiteren diagnostischen MaBnahmen 
oder den klinischen Befund gesichert; falsch negative Diagnosen konnen dagegen 
nur in hochst unsicherer Weise an Hand der Ergebnisse von Mehrfach- oder N ach­
untersuchungen oder der Krankengeschichte voruntersuchter Patienten erkannt 
werden. 

Noch problematischer ist der Kostenfaktor. So miiBte man genau genommen 
das Produkt der falschen Entscheidungshaufigkeiten und den Folgekosten (z.B. 
weitere Untersuchungen, Therapie, Krankenhausaufenthalte) zur Validitats­
berechnung heranziehen. In der Praxis wird das indirekt beriicksichtigt, indem 
der Zytologe oft in seiner Entscheidungshaltung lieber konservativ als restriktiv 
ist, d.h. lieber falsch positive Entscheidungen zulaBt, als einen Krebspatienten 
iibersehen mochte. 

Leider kommt man in der zytologischen Diagnostik oft nicht mit binaren 
Entscheidungen aus. So fiihrt man bereits in der Dignitatsdiagnostik in der Regel 
noch eine dritte Klasse der unklaren oder leicht verdachtigen Befunde ein mit der 
Indikation zytologischer Folge- und Abklarungsuntersuchungen. 

Neben der Dignitatsdiagnostik gibt es aber noch Aufgaben der Tumortypi­
sierung oder des prognostischen Gradings wie z.B. bei der Punktionszytologie 
manifester Tumoren. Je nach Aufgabenstellung wird man dabei mehrere Befund-
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klassen einfuhren wollen, was in der Regel die ohen genannten Prohleme 
vergroBert sowie die Bewertung der Diagnose erschwert. So ist es z.B. offenkundig, 
daB einem zytologischen Grading in vielen Fallen ein ProzeB kontinuierlicher 
zellularer Veranderungen zugrunde liegt, un sere hegrenzte visuelle Unterschei­
dungsfahigkeit jedoch eine grohe Klasseneinteilung erfordert. Spatestens wird 
dies jedoch im Hinhlick auf die therapeutische Intervention notwendig, wo in der 
Regel nur noch zwischen Patienten unterschieden wird, die einer hestimmten 
Therapie zugefuhrt werden sollen, und solchen, hei denen keine weiteren MaB­
nahmen notig sind. 

Samtliche genannten Prohleme der Entscheidungsfindung, der Feststellung 
ohjektiver "Richtigkeiten", der Validitat einer Entscheidung hzw. der Validisie­
rung von Ergehnissen als Funktion der zur Verfugung stehenden Fallzahlen usw. 
hedurfen zu ihrer Behandlung statistischer Methoden. Deren Bedeutung wird in 
der Zytologie oft unterhewertet, d.h. sie werden haufig nicht angewandt oder 
konnen nicht angewandt werden, da es an den notigen quantitativen Analysen 
und MaBzahlen fehlt. Fur die Beurteilung der Resultate der automatischen 
Zytometrie sind siejedoch ein wichtiger und unenthehrlicher Bestandteil. 

B. Bayes'sche Entscheidungstheorie 

In medizinischen Fragestellungen wird versucht, Klassifikationsprohleme uher­
wiegend mit der von Bayes entwickelten Entscheidungstheorie zu losen. Diese 
heruht auffolgendem Ansatz: 

Man hahe zwei Klassen Ai' A2 von Ohjekten (z.B. Zellen), die durch ein 
Merkmal x (z.B. GroBe) heschriehen werden. Man hestimmt die Wahrschein­
lichkeits-Dichteverteilungen p(xIA[) und p(xIA2) der heiden Klassen A[ und A2 fUr 
das Merkmal x mit hereits vermessenen Zellen (Trainingsset). Diese Wahrschein­
lichkeits-Dichteverteilungen sind einfach die normierten differentiellen Haufig­
keitsverteilungen df(xIA)ldx fur die ZellgroBe x, d.h. es gilt: 

df(xIA) 

dx 
p(xIAj ) = -----­

(I) df(xlA.) 
I J dx 
o dx 

j = 1,2. (1) 

p(xIA) dx ist die Wahrscheinlichkeit, mit der die unhekannte Zelle der GroBe x in 
das Intervall zwischen x und x + dx der Klasse Aj fallt (Ahh. la). 

Esgilt 

(I) 

I p(xlA.) dx = 1 
o J 

j = 1,2, 

d.h. jede Klasse kommt gleich hiiufig vor, und die Wahrscheinlichkeit, daB die 
Zelle zu einer der heiden Klassen gehort, ist 1. Die Frage ist aher nun, welcher der 
heiden Klassen sie zuzuordnen ist. Zur Beantwortung dieser Frage ist es wichtig 
zu wissen, wie haufig die heiden Klassen tatsachlich vorkommen. Dies wird durch 
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a 
x 

b 
x 

P(x/Al l·P(A,) p(x/A2)·P(A2) 
2 !p(x/Aj).P(Aj) LP(x/Aj)·P(Aj) 

i-I i-I 

.9 

.5 

.1 

A, 
X c 

Abb. 1. Wahrscheinlichkeits-Dichteverteilungen fUr die Klassen Al und A2. 
a) Mit gleichen a-priori Wahrscheinlichkeiten PIA) und P(A2). 
b) Mit gewichteten a-priori Wahrscheinlichkeiten (P(Al) = 0.7 und PIA) = 0.3). 
c) Bedingte a-posteriori Wahrscheinlichkeiten der Klassen Al und A2 fUr aIle Werte x der 

Wahrscheinlichkeits-Dichteverteilungen von b); 
U ist der definierte Bereich fiir die unklare Klasse. 

die sogenannte a-priori Wahrscheinlichkeit P(Aj ) fur jede Klasse beschrieben. In 
Abb.lb haben wir dafiir willkurlich die Werte P(A1) = 0.7 und P(A2) = 0.3 
angenommen. Das Produkt der Dichteverteilung mit der a-priori Wahrscheinlich­
keit ergibt die a-posteriori Dichteverteilung. Dividiertman diese durch die Summe 
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der beiden Verteilungen, so erhalt man die differentiellen Wahrscheinlichkeits­
funktionen ffir die ZugehOrigkeit der Zelle mit dem Merkmal x zu den Klassen At 
bzw.A2• 

p(xIAj ) • P(Aj ) P(Ajlx) = _~--L-_--o!.. __ 

k 
I: p(xIAm)· P(Am) 

m=l 

j=1,2. (2) 

Man nennt P(Alx) die "bedingte a-posteriori Wahrscheinlichkeit zur Klasse A 
zu gehOren, wennJ di~ MeBgroBe x vorliegt"; p(xIA) . peA) ist die a-posteriod 
Dichteverteilung der Klasse Aj J J 

Im Beispiel der Abb.1c kann man sehen, daB die Zelle der GroBe x mit 90% 
Wahrscheinlichkeit zur Klasse Al und mit 10% Wahrscheinlichkeit zur Klasse A2 
gehort. Diese Funktionen der Gleichung (2) eignen sich sehr gut zur Trennung der 
Objekte in die beiden Klassen. Man nennt sie daher Diskriminanz- oder Trenn­
funktionen. Am einfachsten wird man nun als Zugehorigkeitskriterium immer 
den groBten der beiden Funktionswerte nehmen, d.h. alle Zellen mit GroBen x<t 
der Klasse Al zuweisen und jene mit x > t der Klasse A2• Dies ist das Bayes'sche 
Entscheidungstheorem (2,6, 7,8, 12, 13, 14, 17). 

Bei den meisten Anwendungen wird man nicht die Schwelle bei x = t und 
damit P(Ajlx) = .5 legen, sondern die neu zu klassifizierenden Objekte nur dann 
einer Klasse zuordnen, wenn eine groBere Schwelle fur die bedingte a-posteriori 
Wahrscheinlichkeit 0.5<8<1 uberschritten ist. Wo die Schwelle gelegt werden 
soIl, ist eine Frage der Signifikanz der Klassifizierung. Sie hangt zusammen mit 
der Breite der beiden Merkmalsverteilungen. Sind diese breit, wird man das 
"Unsicherheitsintervall" U breit machen mussen, sind diese schmal, wird man es 
schmal machen konnen. Aus den Annahmen uber U resultiert dann umgekehrt 
ein entsprechendes 8. Die Anwendung des Bayes'schen Entscheidungstheorems 
fUhrt also in der Praxis immer auch zur Einfuhrung einer weiteren Klasse der 
"unklaren", d.h. zuruckgewiesenen Objekte (Abb.1c). Dies ist fur un sere Anwen­
dung von entscheidender Bedeutung, wie sich spater zeigen wird. 

Man kann die optimale Wahl der Trennsch welle auch aus Fehlerbetrachtungen 
ableiten und ffir die Fehler unterschiedliche Gewichte einfUhren. Vernachlassigt 
man zunachst noch einmal die Einfuhrung eines zusatzlichen Signifikanzkrite­
riums und damit einer unklaren Klasse, stellt sich die Frage, ob die Wahl der 
Trennschwelle x=t an der Stelle gleicher Wahrscheinlichkeitsdichten uberhaupt 
sinnvoll ist. Um die Frage zu beantworten, betrachtet man am besten die Fehl­
entscheidungen und deren Gewicht. N ehmen wir dazu an, daB in Abb. 1b nicht die 
Haufigkeit von Zellen einer bestimmten GroBe, sondern von zytologischen Prapa­
raten eines bestimmten meBbaren Malignitatsgrades aufgetragen sei. Die Klasse 
Al umfasse gesunde Patienten, die Klasse A2 kranke. Der Anteil falsch positiver 
Entscheidungen ist mit a, deIjenige falsch negativer mit p bezeichnet. Wir worden 
ein Verfahren zur Erkennung von kranken Patienten dann besonders empfindlich 
(sensitiv) nennen, wenn keine kranken Patienten ubersehen werden, und dann 
besonders krankheits-spezifisch, wenn nicht zuviele gesunde Patienten falsch­
licherweise als krank beurteilt werden. Man nennt den Anteil oder die Rate richtig 
als gesund erkannter Patienten 
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(3) 

die Spezifitat eines Verfahrens und die falsch-positiv-Rate a den Fehler 1. Art. 
Andererseits nennt man die Rate der richtig als krank erkannten Patienten 

(4) 

die Sensitivitat eines Verfahrens und die falsch-negativ-Rate /3 den Fehler 2. Art 
(Abb.1b). 

Werden be ide Fehler gleich gewichtet, ist die beste Trennschwelle ersichtlich 
definiert durch die Minimalisierung des Gesamtfehlers 

d(a + f3) 

dx 
= o. (5) 

Die daraus resultierende Trennschwelle t=xo ist identisch mit der nach der 
Bayes'schen Regel ermittelten. In dem von uns gewahlten Fall ware das aber 
unverantwortlich. Das Ziel mliBte sein, moglichst keinen kranken Patienten zu 
libersehen und daflir lieber einige gesunde Patienten zunachst als krank 
einzustufen. Weitere Abklarungsuntersuchungen und selbst eine unnotige 
Therapie sind meistens weniger folgenschwer als eine unterlassene Therapie. 

Dieses Konzept realisiert man durch die EinfUhrung einer Kostenfunktion 
L(ai , A) (z.E. Kosten einer unn6tigen oder unterlassenen Therapie) fUr die 
fehlerliafte Zuordnung des Objekts a i zur Klasse A. In unserem Beispiel ware 
L(a2, A1) > L(al' A2), d.h. die Kosten der Zuordnung ~ines kranken Patienten zur 
Klasse der Gesunden (eine falsch negative Entscheidung also) werden groBer 
angenommen als die Kosten fUr den umgekehrten Fall, der fehlerhaften 
Zuordnung eines gesunden Patienten zur Klasse der Kranken. 

Man minimiert dann nicht mehr den Zuordnungsfehler, sondern die damit 
verbundenen Kosten 

d 2 
- K(a.) = E L(a.,A) . P(Alx); 
dx 1 j=l 1 J J 

i = 1,2. (6) 

Dies ist dasselbe, wie wenn man die beiden Wahrscheinlichkeits-Dichtevertei­
lungen p(xIA1) und p(xIA2) mit unterschiedlichen Kostengewichten K(ai ) multi­
pliziert, diese also wie zusatzliche a-priori Wahrscheinlichkeiten einfUhrt, entspre­
chend Gleichung (1) renormiert und die Fehlersumme wieder minimiert bzw. nach 
der Bayes'schen Regel vorgeht. Macht man dies mit willklirlichen Kosten­
gewichten, erhalt man Ergebnisse, die es erlauben, die beiden Fehler gegenein­
ander aufzutragen: a = a(/3). Man nennt eine solche Funktion Receiver-Operator 
Charakteristik (ROC) und benutzt sie zur Abschatzung der Trennbarkeit der 
beiden Verteilungen. In der folgenden Abb. 2 ist die beschriebene Klassifikations­
strategie schematisch dargestellt. 
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Lernset I Zusatzliches Wissen 

Wahrscheinlichkeits- A-priori Kosten 
dichteverteilung Wahrscheinlichkeit 

~ ~ 
. Mindest a-posteriori 

Wahrscheinlichkeit 
oder maximale Kosten 

Testset r- Bayes'sche Regel r- Unklare 
Klassifikation 

Klassifikation 

Abb. 2. Klassifikationsschema. 

c. Lineare Diskriminanzanalyse 

Grundlagen 

Aufgabe der Diskriminanzanalyse ist es, ein unbekanntes Objekt aufgrund seiner 
Merkmale einer von mehreren Objektklassen zuzuordnen (1, 6). 

Grundlage dazu ist das Bayes'sche Theorem. Es setzt keine bestimmten 
Wahrscheinlichkeits-Dichteverteilungen voraus. Insbesondere ist es auch auf 
beliebige gemessene, nichtparametrische Verteilungen anwendbar. Nahert man 
diese jedoch durch N ormalverteilungen p(x) - N (p, (2), so laBt sich zeigen, daB sich 
die Diskriminanzfunktionen besonders einfach darstellen lassen. 

Die Normalverteilung lautet fur den univarianten Fall, d.h. fur eine einzige 
Variable x 

X-p 
p(x) = (2a2 n)-l12 exp [- 112 ( --)2] 

o 

= (2a2 n)-l12 exp [- 112 (x - p) 0 -2 (x -p) ] (7) 

mit dem Mittelwert p und der Standardabweichung a, die als Parameter die 
Verteilung eindeutig bestimmen. 

(x - p)2 / a2 ist das varianznormierte Abstandsquadrat des Elementes mit der Va­
riablen x vom Mittelwert p der Verteilung. Wichtig ist nun fur alle praktischen 
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FaIle der Ubergang von einer Variablen (uni variater Fall) zu mehreren Variablen 
(multivariater Fall). ErfahrungsgemaB macht dies fur den mathematisch weniger 
Geubten erhebliche anschauliche Schwierigkeiten. Der Formalismus ist jedoch 
einfach und solI in seinen Grundzugen dargestellt werden. Fur die multidimensio­
nale Verteilung von Objekten mit dem Merkmalsvektor! in der Klasse Ai gilt: 

Mittelwertsvektor der Klasse Ai 
Kovarianzmatrix (d x d) 
Dimensionalitat ( = Anzahl der Variablen) 
Transponierter Abstandsvektor von (! - if) 

(8) 

Die entscheidende Bedeutung kommt dabei der sogenannten Kovarianzmatrix ~i 
zu. Ihre Diagonalelemente 0ii sind die Varianzen der Komponenten Xi des Merk­
malsvektors x, die Nebenelemente 0 .. die Kovarianzen von x. und x .. Sie kommen 
dadurch zust-;nde, daB die verschiedenen Merkmale in all~r Reg~l nicht unab­
hangig voneinander sind. J e kleiner Ow desto unabhangiger sind die Merkmale. 

(! - wt ~-1 (! - wist dabei das kovarianz-normierte Abstandsquadrat des 
Elements vom Mittelpunkt im mehrdimensionalen Merkmalsraum. Man nennt 
die Wurzel daraus Mahalanobis-Abstand. Die geometrischen Orte gleicher 
Wahrscheinlichkeitsdichte fur das Vorkommen von Objekten mit dem Vektor! in 
einer Klasse sind Hyperellipsoide. Die Richtung ihrer Hauptachsen ist durch die 
Eigenvektoren von ~ bestimmt, die Lange dieser Achsen durch die Eigenwerte der 
Matrix. Wie im Dreidimensionalen noch anschaulich, sind es die Form, Lage und 
gegenseitige Durchdringung der Hyperellipsoide, die die Trennbarkeit der 
Klassen im mehrdimensionalen Raum bestimmen. 

Die analytische Form der Normalverteilung legt es nahe, an Stelle der 
Bayes'schen Diskriminanzfunktion P(Aii!) deren naturlichen Logarithmus zu 
verwenden. Dies istjederzeit erlaubt, da ersichtlichjede monotone Transformation 
der Trennfunktion deren Eigenschaften erhalt. Fur die neue Diskriminanz­
funktion gilt dann nach (Gleichung 2), wobei der Einfachheit halber der auf 1 
normierende N enner vernachlassigt wird: 

die!) = In P(Aii!) oder (9) 

die!) In p(~JA) + In peA) (10) 

die!) = -112 (! - ifl ~i-l (! - if) - dJ2 In 2 u - 112 In i~d + In peA) . (11) 

Diese Funktionen lassen sich bei bestimmten Annahmen noch einfacher 
darstellen: Eine Voraussetzung der linearen Diskriminanzanalyse ist ,es, daB aIle 
Kovarianzmatrizen gleich sind ~i = ~, was durch Poolung der Klassen erreicht 
wird. Die gepoolte Kovarianzmatrix ~ berechnet sich aus den einzelnen Matrizen 
~i der Klassen: 
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k 
E (n.-l):E. 
i=l' , 

:E=-----
k 
E n.-k 

i=l ' 

Enj = n 
nj Anzahl der Objekte in der Klasse i 
k : Anzahl der Klassen 

Damit vereinfacht sich Gleichung (11) zu: 

(12) 

(13) 

Diese Gleichung hat im Eindimensionalen eine sehr anschauliche Deutung. Sie 
besagt namlich, daB bei gleichen a-priori Wahrscheinlichkeiten und gleichen 
Normalverteilungen (gleichen Varianzen) die Wahrscheinlichkeitsdichten bis auf 
ein konstantes Glied gleich den varianznormierten Abstandsquadraten des zu 
klassifizierenden Objekts von den Klassenmittelpunkten sind. Die Verhaltnisse 
sind in Abb.3 schematisch dargestellt. Man erkennt bereits an diesem Beispiel, 
daB die Vorgehensweise der Poolung der Verteilungen zur Erzeugung der Normal­
verteilungen gleicher Varianz die Diskriminanzfunktionen ganz wesentlich 
verandern kann. Dies fuhrt selbstverstandlich dazu, daB die daraus gewonnenen 
Trennschwellen nicht mehr die optimalen fUr die realen Verteilungen darstellen. 
Man kann den Fehler wenigstens z.T. beheben, indem man willkurlich die a-priori 
Wahrscheinlichkeiten und damit die Lage der Trennschwellen verandert, bis fUr 
die realen Verteilungen wieder die Bedingung (a + P) ~ Min erfullt ist. 

FUr den durch die Gleichung (13) reprasentierten multivariaten Falllautet bei 
gleichen a-priori Wahrscheinlichkeiten fUr jede Klasse die Zuordnungsregel: 

Abb.3. Erzeugung von Normalverteilungen gleicher Varianz durch Poolung der Verteilungen mit 
unterschiedlicher Varianz. p(xIA1) und p(xIA2) seien die echten Wahrscheinlichkeitsdichten zweier 
Verteilungen, p'(xIA), die der entsprechenden gepoolten Verteilungen gleicher Varianz, x' sei das 
Merkmal des zu kla~sifizierenden Objekts und p(x'IA1), p(x'IA2), p'(x'IA,) und p'(x'IA2) seien die zur 
Klassifikation herangezogenen Wahrscheinlichkeitsdichten. 
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Ordne den Merkmalsvektor! zu der Klasse mit dem kleinsten Mahalanobis­
Abstand zu. Bei ungleichen a-priori Wahrscheinlichkeiten wird der Mahalanobis­
Abstand mit In P(Ai ) korrigiert. Die Entscheidungsgrenzen sind Hyperebenen, die 
durch die Schnittpunkte der Ellipsen gleicher Wahrscheinlichkeitsdichte und im 
FaIle gleicher a-priori Wahrscheinlichkeiten auch durch die Mittelpunkte der 
Verbindungslinie zwischenje zwei Mittelpunkten gehen. 

Anwendungsbeispiel 

1m Mehrklassenfall muBte man einzeln die a-priori Wahrscheinlichkeiten jeder 
Klasse durchvariieren, bis man fur aIle Klassen wieder die Fehlersumme 
minimiert hat. Dies ist praktisch nicht moglich. Verzichtet man darauf, kommt es 
bei der Anwendung der Mehrklassen-Diskriminanzanalyse in einem Schritt in der 
Regel zu Ergebnissen fUr Einzelklassenfalle, die sehr von der Poolung der Klassen 
abhangen. Ein Beispiel solI dies verdeutlichen. FUr die in einem Zervixausstrich 
vorkommenden wichtigen Zelltypen werden Lernsets erstellt. Sie enthalten typi­
scherweise 10 - 12 Klassen, darunter 4 des unverdachtigen Epithels (Metaplasie-, 
Parabasal-, Intermediar-, Superfizialzellen), 5 des atypischen Epithels (leicht, 
maBig, schwer dysplastische Zellen, Zellen aus einem CarcinQma in situ und des 
invasiven Karzinoms) sowie weitere nichtepitheliale Zelltypen wie z.B. Histio­
zyten. Stellt man sich nun als Aufgabe, die atypischen Zellklassen von allen 
ubrigen zu trennen, kann man dies jeweils in einem Schritt als Zweikiassenfall 
(aIle atypischen Klassen und aIle unverdachtigen Zellklassen werden jeweils 
gepoolt) oder als Mehrklassenfall bis zu allen 12 Klassen getrennt durchfOhren. 
FOhrt man zunachst mehr als die beiden gewftnschten Endklassen ein (was bei 
sehr-unterschiedlichen Zelltypen zweckmaBig ist, z.B. beim Zusammenfassen von 
Intermediarzellen und Histiozyten), wird man nach der Klassifikation die 
Ergebnisse zusammenfassen (poolen). In aller Regel fuhren beide Vorgehens­
weisen nicht zu demselben Resultat - eine Folge der Abweichung der Merkmals­
verteilungen von den angenommenen (gepoolten) Normalverteilungen. In der 
folgenden Tabelle 1 sind die Ergebnisse fUr 8 Zellklassen gezeigt. Hier ist die 
Gesamtfehlerrate bei beiden Verfahren zwar vergleichbar, die Trennschwellen 
werden jedoch unterschiedlich gesetzt, so daB die falsch-negativ-Rate bzw. die 
falsch-positiv-Rate nicht ubereinstimmen. 

Bei Fragestellungen mit mehr als 10 Klassen ist es oft notwendig, eine 
geeignete Zusammenfassung von Zellklassen durchzufUhren, da viele Programm­
pakete hOchstens einen 10-Klassenfall vorsehen. 

Statistische Verfahren zur Merkmalsauswahl 

Bei den meisten Aufgabenstellungen hat man das Problem, aus den vi~len MeBda­
ten (Merkmalen) diejenige minimale Untermenge zu ermitteln, die eine optimale 
und stabile Klassifikation gestattet. Viele der Programme (Quadratische 
Diskriminanzanalyse, Clusteranalyse, parameterfreie Verfahren) sehen eine auto­
matische Merkmalsauswahl nicht vor. Man muB dann diejenigen Merkmale 
auswahlen, die fUr die Klassifikation herangezogen werden sollen. 

Die lineare Diskriminanzanalyse verwendet das Verfahren des Variablenauf­
und -abbaus mittels der F-Wert-Methode. Zunachst wird das Merkmal mit dem 
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Tabelle I: Vergleich von Einzelzell-Klassifikationsergebnissen fUr je 100 vermessene Parabasal-
(PAR) und Metaplasiezellen (MET), Zellen der leichten (LOY), maBigen (MOY) und schweren 
Oysplasie (SOy), Carcinoma in situ-Zellen (CIS), Zellen des invasiven Karzinoms (PECA) und 
Histiozyten (HIS). 

Multidimensionaler 8-Klassenfall: 

PAR MET LOY MOY SOy CIS PECA HIS 

PAR 61 28 0 0 10 0 0 
MET 15 73 4 4 4 0 0 0 

LOY 3 7 66 21 0 0 3 0 
MOY 3 7 9 52 18 0 II 0 
SOY 5 4 0 12 51 15 8 5 
CIS 2 0 0 7 18 49 13 11 
PECA 4 2 6 5 15 66 

HIS 2 2 0 0 6 7 0 83 

Ourch Zusammenfassen der negativen und der positiven Ergebnisse in der dargestellten Matri~ 
erhalt man fUr den Zweiklassenfall: 

BEN 
MAL 

BEN MAL 

264 
53 

36 
447 88.9% richtige Gesamtklassifikation. 

Poolt man zuerst die Zellen in die zwei Klassen und fUhrt dann die Diskriminanzanalyse durch 
erhalt man fUr den 2-Klassenfall: 

BEN 
MAL 

BEN MAL 

287 
79 

13 
421 88.5% richtige Gesamtklassifikation. 

groBten F -Wert gesucht, d.h. der groBten Trennfahigkeit der Verteilungen, danach 
das Merkmal, das gemeinsam mit dem ersten Merkmal die beste Trennung erzielt 
usw. Das Verfahren bricht ab, wenn der F-Wert des hinzugenommenen Merkmals 
unter die Signifikanzschwelle sinkt. Die Merkmalskombination nach diesem 
Verfahren muB nicht die beste sein. Der Rechenaufwand fUr eine Berechnung aller 
Kombinationsmoglichkeiten ware viel zu groB. Ein Merkmal wird wahrend des 
Verfahrens auch aus der Klassifikationsfunktion entfernt, wenn es keinen Beitrag 
mehr zur Verbesserung des Ergebnisses liefert. Fur die Bestimmung der 
Diskriminanzfunktion wird die Inverse der gepoolten Kovarianzmatrix berechnet 
(Gleichung 11). Wenn Merkmale linear abhangig sind, wird die Determinante 
I:EI = 0 und die inverse Matrix kann nur noch geschatzt werden. Deshalb werden 
bei einigen Programmen korrelierte Merkmale nicht zur Klassifikation 
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zugelassen, obwohl damit bessere Ergebnisse erzielt werden konnen, wenn die 
Mittelpunkte dieser Merkmale nicht auf der gemeinsamen Regressionsgeraden 
liegen. Die Anzahl der Merkmale, die fUr die Klassifikation verwendet wird, solI 
nicht groBer sein als ein Funftel des minimalen Stichprobenumfangs einer Klasse. 
Schiefe Verteilungen einzelner Merkmale kann man z.B. durch logarithmische 
Transformation normalisieren. Ein Verfahren, das aufgrund der Schiefe und des 
Exzesses automatisch die Transformation durchfuhrt, ist in der Literatur nicht 
angegeben. 

Von der Einzelzell- zur Priiparateklassifikation 

In der Zytodiagnostik kommt es nicht darauf an, eine Einzelzelle eindeutig einer 
Zellklasse zuzuordnen, sondern ein Praparat zu klassifizieren. Ein Praparat ist 
aber beruglich seiner "Lage" im Merkmalsraum, und damit der Moglichkeit es 
erlernten Unterraumen zuzuordnen, bestimmt durch die Lage aller gemessenen 
Zellen des Praparats im Merkmalsraum. Eine einfache Moglichkeit besteht in der 
Bestimmung des Mittelwertsvektors der Merkmalsverteilungen der Zellen. Das 
Praparat schrumpft gleichsam zu einem Objekt im Merkmalsraum, dessen Dimen­
sion, wie schon erwahnt, in einem vernfinftigen Verhaltnis zur Zahl der Praparate 
in den einzelnen Lernklassen stehen solI. Dies reduziert fUr viele Pilotunter­
suchungen mit leider oft nur wenigen Praparaten (siehe zu dieser Problematik 
besonders das vorausgehende Kapitel 3.1) den verwendeten Merkmalssatz von 
vorneherein aufwenige Merkmale. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, aIle Zellen aus den Praparaten einer 
Klasse zu poolen und anhand der so generierten groBen Zellklassen zunachst eine 
Einzelzellklassifikation durchzuffihren. Dabei konnen in der Regel sehr viel mehr 
Merkmale verwendet werden. Als Ergebnis erhalt man die Verteilung der a-poste­
riori Wahrscheinlichkeiten aller Zellen eines Praparats. Mit varianzanalytischen 
Tests (parametrisch undJoder parameterfrei) kann man nun prUfen, zu welcher der 
gepoolten Grundgesamtheiten der Trainingszellen die Zellen des zu testenden 
Praparats am ehesten gehOren (3, 9, 15, 18). 1m Folgenden soU an einem Beispiel 
der ZugehOrigkeitstest erlautert werden (Abb. 4). 

1m ersten Fall wird das neue Praparat a eindeutig der Praparateklasse der 
gepoolten Einzelzellverteilung A zugewiesen, ebenso eindeutig wird das Praparat y 
in die Gruppe B klassifiziert. Praparat p wird als unklar zUrUckgewiesen, {j ware 

Abb.4. Verteilungen der a-posteriori Wahrscheinlichkeiten fiir zwei Referenzpriiparate und vier 
neu zu klassifizierende Priiparate. 
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von der Lage her eher eindeutig B als A zugehOrig, doeh ist der Abstand der 
Verteilung 8 zur Gesamtverteilung B zu groJ3 und das Praparat wird deshalb als 
unklar zuriiekgewiesen. Der Weg von der Einzelzellklassifikation zur Praparate­
klassifikation ist keineswegs so ausgearbeitet, wie das in der Zytometrie 
wUnsehenswert ist. Eine besondere Sehwierigkeit liegt darin, daB die vermessenen 
Zellpopulationen in einem Praparat oft sehr inhomogen sind, was nieht einfaeh 
dureh eine gro.Be Varianz der Merkmalsverteilungen in parametrisehen Analyse­
ansatzen , wie dem vorher beispielhaft gezeigten, beriieksiehtigt werden kann. 
Hier sind niehtparametrisehe Verfahren, z.B. zur Klassifizierung der Verteilun­
gen der a-posteriori-Wahrseheinliehkeiten der Zellen eines Praparats, sieher von 
Nutzen. Ansatze zu solehen Verfahren finden sich bei Timmers (20) und Weber et. 
a!. (21). 

D. Hierarchischer Klassifizierer 

Strukturschemata 

Wie bereits erwahnt, kann es in vielen Fallen zweckmaJ3ig sein, den Merkmals­
raum nieht in einem Zug in aIle gewiinschten Unterraume zu partitionieren, 
sondern dies sehrittweise zu tun. Man sortiert gleichsam naeheinander einzelne 
Unterklassen aus dem gesamten Objektpool heraus. Man nennt eine solche 
Vorgehensweise eine hierarchisehe Klassifikation. Die folgenden Beispiele zeigen 
mogliche Vorgehensweisen fur eine endgfiltige Klassifikation von k-Klassen. 

1. Es werden in einem Sehritt 
aIle Klassen im n-dimensio­
nalen Merkmalsraum (multi­
variat) voneinander getrennt. 
Bsp.:k = 4 

2. Es werden nacheinander 
in 2-Klassenfallen einzelne 
Klassen von den ubrigen ge­
trennt. Man erhalt damit k-l 
Knotenpunkte. Die ausge­
wahlten Merkmale sind im 
allgemeinen an jedem Kno­
tenpunkt verschieden, aber es 
wird multivariat diskrimi­
niert. 
Bsp.:k = 4 



3. An jedem Knotenpunkt 
wird fur die Klassifikation 
nur ein Merkmal (univariat) 
herangezogen. Man erhalt da­
mit eine mehrastige Baum­
struktur, wobei an den Kno­
tenpunkten einfache bin are 
Entscheidungen getroffen 
werden. Die Anzahl der End­
knoten ist hier im allgemei­
nen groBer als die Anzahl der 
Klassen. 
Bsp.:k = 3 

267 

4. Eine weitere Modifikation erhalt man dadurch, daB man an einem Knoten­
punkt eine binare Entscheidung trifft und die restlichen Klassen uber die berech­
nete Funktion fremdklassifiziert. 

5. Man kann die Vorgehensweisen 1-4 variieren und erhalt damit unterschied­
liche hierarchische Strukturen. 

Die Vorteile eines Entscheidungsbaumes sind: 

An jedem Knotenpunkt werden die besttrennenden Merkmale verwendet, 
meist in einem niedriger dimensionierten Merkmalsraum, d.h. unter Verwen­
dung viel weniger Merkmale als im Mehrklassenfall. 
Durch die Verwendung von billigen, d.h. schnell zu berechnenden Merkmalen 
an den ersten Knotenpunkten kann man die Berechnungszeit, damit die 
Kosten verringern. 
Durch eine geeignete Zusammenfassung einzelner Klassen an den Knoten­
punkten kann man den Fehler verringern, der entsteht, wenn unterschiedliche 
Kovarianzmatrizen gepoolt werden. 

Die Nachteile eines Entscheidungsbaumes sind: 

Die Moglichkeiten, einen optimalen Entscheidungsbaum zu konstruieren, sind 
sehr groB. Z.B. konnen bei Vorgabe von 15 Klassen und binaren Entscheidun­
gen an jedem Knoten uber 16 000 verschiedene Baume entwickelt werden, bei 
10 Klassen sind dies uber 500. 
Eine Veranderung der TrennschweIle an einem Knotenpunkt beeinfluBt aIle 
weiteren Knotenpunkte. 

Eine Gefahr hierarchischer Klassifizierer ist, daB die Anzahl der Objekte in 
manchen Asten sehr klein wird und damit die Trennfunktionen schlecht definiert 
sind. Dies kann dazu fuhren, daB der Fehler bei Fremdklassifikationen zu groB 
wird. Letzteres ist naturlich nicht eigentlich ein Problem nur der hierarchischen 
Klassifizierer, sondern grundsatzlich ein Problem der Einteilung in zu viele, bzw. 
zu spezifische Klassen, wie am folgenden Beispiel auch demonstriert werden wird. 
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Bei jeder Klassifikation hangt die Validitat der Entscheidung fur jede einzelne 
Klasse von den verwendeten MaBzahlverteilungen und den FaIlzahlen der 
Praparate in denjeweiligen Klassen abo 

Beispiel eines mehrastigen Entscheidungsbaumes 

Klinische Aufgabenstellung 

Gezeigt wird ein Beispiel unter Verwendung der linearen Diskriminanzanalyse 
mit binaren Knotenpunkten zur Unterscheidung von Schilddrusenpraparaten. Es 
sollen negativ/funktionell veranderte Falle, Adenome und Karzinome der Schild­
druse an Hand von Feinnadelaspirationspraparaten voneinander unterschieden 
werden. Weiterhin sollen zur Tumortypisierung die einzelnen Karzinomzellklas­
sen voneinander getrennt werden, da sie eine unterschiedliche Prognose haben. 
Die Adenome werden hier als eine Klasse gefiihrt. 

Untersucht werden 98 Aspirationspraparate aus 8 Klassen: 14 follikulare 
Adenome, 13 proliferierende Adenome, und 6 onkozytare Adenome; 28 follikulare, 
8 onkozytare follikulare und 16 papillare Karzinome; 8 negative und 5 funktionell 
veranderte Schilddrusen. Aus jedem Praparat werden 100 Zellkerne hochauf­
losend vermessen. Neben den rein planimetrischen und photometrischen Merkma­
len wie z.B. Kernflache, Kernrandlange, Kernform, mittlerer Grauwert des Kerns 
und totale Kernextinktion werden auch Chromatinmerkmale des Kerns wie 
Grauwert der dunk len bzw. hellen Korner im Kern und deren Anzahl und 
Merkmale, die aus gefilterten Bildern gewonnen werden (Kapitel 1.2), berechnet. 
Fur die Unterscheidung der negativen FaIle von den Adenomen und Karzinomen 
sind iiberwiegend die planimetrischen Merkmale ausreichend, fur die Trennung 
von Adenomen und Karzinomen und den Karzinomtypen untereinander sind nur 
die Chromatinmerkmale trennkraftig. 

Zur Losung der Fragestellung wurde ein mehrastiger Entscheidungsbaum 
entwickelt (Abb. 5), der auf der linearen Diskriminanzanalyse mit binaren 
Knotenpunkten (siehe "Hierarchischer Klassifizierer", Variante 4 in diesem 
Kapitel) basiert. Anhand der EinzelzeIlen jedes Praparates soIl mittels eines 
hierarchischen Klassifizierers versucht werden, das Praparat einer Diagnose­
gruppe zuzuordnen. Wichtig ist bei diesem Ansatz, daB nicht aIle Zellen richtig 
klassifiziert werden mussen, sondern, daB mittels des Verteilungsmusters aIler 
ZeIlen eines Praparates die Klassifikation durchgefuhrt wird. 

Es werden jeweils aIle Zellen der beiden zu trennenden Klassen zusammen­
gefaBt und die Diskriminanzfunktion mit den trennkriiftigsten Merkmalen 
berechnet. Anjedem Knotenpunkt wird die Trennschwelle nach Begutachtung des 
Ergebnisses anhand der ROC-Kurve interaktiv so gelegt, daB immer eine Klasse 
bestmoglichst abgetrennt wird. 

Beschreibung des Entscheidungsbaums: 

Zunachst werden aIle Zellen aus den negativen/funktionell veranderten Prapara­
ten und den Praparaten mit einem Karzinomjeweils zusammengefaBt und mittels 
linearer Diskriminanzanalyse getrennt. Die Adenome werden fremdklassifiziert. 
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FC+ '(Fe 

Abb.5. Entscheidungsbaum in der e, AU: A<1enOme, 
CA: Karzinome, FC: follikulare Karzinome, OC: onkozytare follikulare Karzinome, PC: papillare 
Karzinome, f: falsche Entscheidungen. 

Mit den Mittelwerten der a-posteriori Wahrscheinlichkeiten, zu der negativen 
bzw. Karzinomgruppe zu gehoren, werden nun aIle Praparate klassifiziert. In dem 
vorliegenden Fall werden 12 negative FaIle, 9 Adenome und 7 Karzinome in den 
ersten Topfund 18 Adenome und 42 Karzinome in den zweiten Topf geworfen. Ein 
negativer Fall, 7 Adenome und 4 Karzinome werden als nicht klassifizierbar 
zuruckgewiesen. 

In der zweiten Ebene des Entscheidungsbaumes hat man nun zwei Knoten­
punkte: im ersten werden die Adenome von den negativen Fallen getrennt. Von 
den negativen Fallen werden 10, von den Adenomen 8 richtig klassifiziert, in 
beiden Gruppen kann ein Fall nicht klassifiziert werden. Von den 7 in diesen Ast 
klassifizierten Karzinomen fallen zwei in den negativen Topf, drei werden als 
Adenome und zwei als unklar eingestuft. In einem weiteren Schritt ware es 
moglich, die Adenome noch von den Karzinomen zu trennen, jedoch ist die 
Praparateanzahl dafUr nicht mehr ausreichend. 
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1m zweiten Knotenpunkt der 2. Ebene werden nun die Adenome von den 
onkozytaren Karzinomen unterschieden, da sich die heiden Klassen am besten 
trennen. AIle 8 onkozytaren Karzinome werden dahei richtig klassifiziert, ein 
papillares Karzinom und zwei follikulare Karzinome werden als onkozytare 
Karzinome eingestuft. In den unklaren Topf werden ein Adenom, zwei papillare 
Karzinome und zwei follikulare Karzinome geworfen. 

In der 3. Ebene werden die Adenome von den papillaren Karzinomen unter­
schieden. Dabei werden 12 papillare Karzinome richtig erkannt. Zwei Adenome 
und 6 follikulare Karzinome werden falsch klassifiziert. J e ein Fall eines folliku­
laren und eines papillaren Karzinoms werden als unklar zuruckgewiesen. 

In der 4. Ebene· werden die Adenome von den follikularen Karzinomen 
getrennt. Man erhalt 10 richtig klassifizierte Adenome und 6 richtig klassifizierte 
Karzinome. Drei Adenome werden falsch und zwei FaIle nicht klassifiziert. FaBt 
man nun aIle Endknoten einer Klasse zusammen, erhalt man das in Tabelle 2 
dargestellte Ergebnis. Unterscheidet man die einzelnen Karzinomtypen nicht, so 
erhalt man das in Tabelle 3 wiedergegehene Resultat. 

Beurteilung des Ergebnisses und Kritik: 

Die Praparateklassifikation ist mit nur zwei falsch negativ eingestuften und drei 
als Adenom eingestuften Karzinomen zufriedenstellend. Kein negativer Fall wird 
als maligne klassifiziert. Die U nterscheidung der einzelnen Karzinomtypen ist 
noch nicht befriedigend, ebenso die Tatsache, daB 23 Falle nicht klassifizierbar 
waren (Tabelle 3). Man konnte durch einen weiteren Klassifikationsschritt versu­
chen, die Falle in der unklaren Klasse erneut zu trennen. Man faBt also alle Zellen 

Tabelle 2. Klassifikation negativ/funktioneller Falle, follikularer Adenome (AD), follikularer, 
papillarer und onkozytiirer Karzinome (CA). 

negativl Follikulare Follikullare Papillare Onkozytare unklar gesamt 
funktionell AD CA CA CA 

negativ 10 2 1 13 
Follikulare AD 18 3 2 10 33 
Follikulare CA 2 3 6 6 2 9 28 
Papillare CA 12 1 3 16 
Onkozytiire CA 8 8 

Tabelle 3. Klassifikation von negativen Fallen, Adenomen (AD) und Karzinomen (CA) (Siehe Text). 

negativ AD 

negativ 10 2 
AD 18 
CA' 2 3 

CA 

5 
35 

unklar 

1 
10 
12 

gesamt 

13 
33 
52 
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Tabelle 4. Klassifikation von negativen Fallen, Adenomen (AD) und Karzinomen (CA) (Siehe Text). 

negativ 
AD 
CA 

negativ 

10 

2 

AD 

2 
25 
6 

CA 

1 

8 
43 

unklar 

1 

gesamt 

13 
33 
52 

dieser Praparate zusammen und trennt im vorliegenden Fall die Adenome und die 
Karzinome. FUhrt man dies durch, so werden 7 Adenome und 8 Karzinome richtig 
erkannt. Je drei Adenome und Karzinome werden falsch klassifiziert, ein Karzi­
nom wird weiterhin nicht eingestuft. Das negative Praparat wird als Karzinom 
klassifiziert. Damit erhalt man das in Tabelle 4 dargestellte Endergebnis. 

Nur ein negatives Praparat wird als maligne eingestuft, 75% der Adenome 
richtig klassifiziert. Die falsch-negativ-Rate ist mit ca. 4%, die fur die gutartigen 
Veranderungen mit 12% fur die praktische Anwendung des Klassifikators noch zu 
hoch. 

Zum Test der Stabilitat eines Klassifizierers sollte man den Lerndatensatz in 
einen Lem- und Testdatensatz teilen und mit letzterem echte Fremdklassifika­
tionen durchfuhren. Dies ist im vorliegenden Fall nicht moglich, da die Praparate­
anzahl dafm zu gering ist. Es kann auch nicht die eine Halfte der Zellen eines 
Praparates zum Lemen und die andere Halfte zum Testen verwendet werden, da 
gezeigt werden konnte, daB der Mittelwert der Wahrscheinlichkeiten erst bei 
Verwendung von uber 60 Zellen stabil wird. AuBerdem ist dieses Aufteilen der 
Einzelklassen vollig irrelevant, da die Praparateklassifizierung von der Varianz 
zwischen den Praparaten abhangt und die Gute des Klassifizierers damit von der 
Anzahl der Praparate im Lemdatensatz (siehe Kapitel 3.1). Die Anzahl der 
negativen Falle ist dabei in unserem Beispiel fur eine sichere Klassifikation 
sicher noch zu gering. 

Zur EinfUhrung in die Routinediagnostik wird man andere Klassifikations­
strategien entwickeln mussen, da zytologisch eindeutig klassifizierbare Falle, wie 
es die meisten negativen Praparate sind, nicht zur bildanalytischen Auswertung 
kommen mussen. Hauptaugenmerk wird auf die Trennung von follikularen 
Adenomen und Karzinomen gelegt werden, deren visuelle Unterscheidung oft 
Schwierigkeiten bietet. 

E. Kommerzielle Softwarepakete 

Die sogenannte lineare Diskriminanzanalyse ist in kommerziellen Statistik­
Softwarepaketen realisiert, wie z.B. im bekannten BMDP-Paket aus, Los Angeles 
(5), in den Software-Paketen SAS (16) oder SPSS (19). Sie ist damit leicht anwend­
bar und schnell. In Kombination mit Variablenauf- und -abbau und Variation der 
a-priori Wahrscheinlichkeiten der Klassen erlaubt sie die Bestimmung realisti­
scher Trennschwellen bei okonomischer Merkmalsauswahl auch noch dann, wenn 
die tatsachlichen Merkmalsverteilungen groBe Abweichungen von der (gepoolten) 
Normalverteilung zeigen. Die quadratische Diskriminanzanalyse verwendet keine 
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gepoolte Kovarianzmatrix, setzt aber ebenso Normalverteilungen der Merkmale 
voraus (4, 11). Will man auf diese Einschrankungen verzichten, muB man nicht­
parametrische Verfahren anwenden, wie z.B. im Software-Paket ALLOC-80 (10) 
realisiert. N ach unserer Erfahrung sind aber solche Verfahren in der Regel 
wesentlich rechenintensiver, komplizierter in der Anwendung und in der Ergeb­
nisanalyse und fUhren nicht zu entscheidenden Verbesserungen in der Praparate­
klassifika tion. 

F. Zusammenfassung 

Die Zytometrie oder Histometrie erlaubt als quantitative Methode Praparateklas­
sifizierungen mit Hilfe statistischer Methoden. Dabei ist die Vorgehensweise in 
der Zytometrie zweistufig: zuerst sind die Einzelzellen zu erkennen und zu klassifi­
zieren und danach das Praparat. Zur Klassifikation gibt es zwei Methoden: jene 
mit Lerndatensatzen und jene ohne Lerndatensatze. Auf letztere wird hier nicht 
eingegangen. Bei der ersten werden Lerndatensatze der zur Zuweisung heran­
gezogenen Merkmale (bzw. genauer deren MaBzahlen) von bekannten Zelltypen 
aus Praparaten mit bekannten Krankheitsbildern von Patienten erstellt und die 
Merkmale neuer Zellen in unbekannten Praparaten damit verglichen. Statistische 
Methoden werden notwendig, wenn sich die Merkmalsverteilungen von zu unter­
scheidenden Zellklassen uberlappen und damit Fehlentscheidungen unvermeid­
lich sind. Die statistische Grundlage fur Zuordnungen im Zweiklassenfall bildet 
das Bayes'sche Theorem. Es fuhrt eine Diskriminanzfunktion ein auf der Grund­
lage der bedingten Wahrscheinlichkeit eines Objekts, zu einer Klasse zu gehOren, 
wenn bestimmte Merkmalswerte (Variablen) vorliegen. FUr diese Diskriminanz­
funktion lassen sich dann Schwellen einfUhren und damit Objekte klassifizieren. 
Eine wesentliche Vereinfachung erfahrt das Verfahren im FaIle parametrischer 
Verteilungen, insbesondere bei Normalverteilungen mit gleichen Varianzen. 
Dann konnen die Diskriminanzfunktionen im multivariaten Fall als einfache 
Funktionen der kovarianznormierten Abstandsquadrate der Abstande der Objekte 
zu den Klassenmittelpunkten im Merkmalsraum (Mahalanobis-Abstande) einge­
fuhrt werden. Sie sind dann linear in den Variablen und damit leicht berechenbar. 

Das Endziel in der Zytometrie ist eine zytologische Praparatediagnose. In den 
seltensten Fallen gelingt dies auf der Grundlage des Vorkommens oder Nichtvor­
kommens bestimmter seltener Objekte (z.B. Krebszellen). In aller Regel liegen 
Merkmalsverteilungen geeigneter vorklassifizierter Zellpopulationen eines 
Praparates vor, die mit entsprechenden Populationen von Lernpraparaten 
verglichen werden mussen. Hier gibt es zwei Vorgehensweisen. 1m ersten Fall 
werden die Merkmalsverteilungen der gemessenen Zellen in einem Praparat auf 
einen einfachen Merkmalsvektor reduziert, z.B. durch Bildung der statistischen 
Momente der Verteilungen (wie Mittelwert, Streuung, Schiefe, ExzeB). Jedes 
Praparat wird damit ein Objekt im Merkmalsraum. Damit kann wieder eine 
lineare Diskriminanzanalyse durchgefUhrt werden. 

1m zweiten Fall werden die ausgewahlten Zellpopulationen klassifizierter 
Lernpraparate gepoolt und die Merkmalsverteilungen der Zellen neuer Praparate 
mittels geeigneter statistischer Testverfahren aufZugehorigkeit zu denjeweiligen 
gepoolten Gesamtverteilungen untersucht. Hat man einen Mehrklassenfall, wird 
man aus Grunden der geeigneten Poolung von Verteilungen eine schrittweise Dis-
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kriminanzanalyse mittels eines Entscheidungsbaumes einer Mehrklassen-Diskri­
minanzanalyse in einem Schritt vorziehen. Die Optimierung eines Entscheidungs­
baumes ist analytisch gesehen nicht moglich. Die line are Diskriminanzanalyse 
liefert jedoch auch hier die schnellste und bequemste Moglichkeit, Knoten um 
Knoten mit den jeweils dafur glinstigsten und okonomischsten Merkmalen zu 
optimieren. 
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3.3 Personal Computer 
Martin Oberholzer, Heinz Christen, Heinz Meyer, Hans Kuhn, 
Siegfried Eins, Philipp U. Heitz 

A. Allgemeine Bedeutung elektronischer Hilfsmittel in der Morphometrie 

Parallel zum Interesse an der Morphometrie, das in den letzten Jahren stark 
zugenommen hat, ist das Interesse an Hilfsgeraten zur elektronischen Erfassung 
und Verarbeitungmorphometrischer Daten gestiegen. Grund dazu ist der Arbeits­
und Zeitaufwand, den morphometrische Untersuchungen ohne Hilfsmittel 
erfordem. Wenn morphometrische Resultate in Zukunft teilweise auch Bestand­
teile pathologisch-anatomischer Diagnosen werden sollen, sind semiautomatische 
oder automatische MeJ3gerate unabdingbare Voraussetzung. 

Die digitale Bildanalyse sowie die Berechnung komplizierter geometrischer 
Parameter wie z.B. der verschiedenen Formfaktoren (3) erforderte bis anhin den 
Einsatz von Minicomputem. In letzter Zeit zeichnet sich auch die Moglichkeit ab, 
dazu Microcomputer (z. B. APPLE IT e) verwenden zu konnen (1, 7, 9). Auch wenn 
Gundersen et al (1981) (5) zeigten, daJ3 die Berechnung der wichtigsten stereolo­
gischen Parameter mit Hilfe der Zahlung von Treffer- und DurchstoBpunkten 
sowie Strukturanschnitten semiautomatischen, opto-manuellen Verfahren gleich­
wertig ist, so trifft dies fur Messungen verschiedener Parameter wie z.B. von 
Formfaktoren, mittleren Wandbreiten von BlutgefaBen, "Nachsten Nachbam" 
oder Charakteristika von Verteilungen (siehe Kapitel1.1) nichtmehr zu. 

Zugunsten semiautomatischer oder automatischer elektronischer Hilfsmittel 
in der Morphometrie sprechen folgende Argumente: 

1. Simultane quantitative Erfassung mehrerer morphologischer Parameter; 
2. direkter Miteinbezug von funktionellen Parametern in die Matrix der morpho­

metrischen Daten; 
3. on-line Berechnung samtlicher stereologischer Parameter (Sekundarparame­

ter) aus den primaren MeBgroBen (Primarparameter) und anderer morphome­
trischer Parameter 

4. MeJ3genauigkeit; 
5. Portabilitat von Programmen und Daten zwischen interessierten Laboratorien; 
6. Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen. 

Die Portabilitat von Programmen und Daten hat sich als problematisch hera us­
gestellt. Die Verwendung unterschiedlicher Datenformate, Programmiersprachen 
und Computer-Systeme fUhrte zwangslaufig zu ahnlichen Entwicklungsarbeiten 
an verschiedenen Instituten und behinderte den gegenseitigen Daten- und Infor­
mations-Austausch. Die Internationale Stereologische Gesellschaft (ISS) hat sich 
dieser Problematik angenommen und einen Bericht vorgelegt (6), der in einer 
ersten Fassung 57 Programme beschreibt sowie Angaben zur Software, Hardware 
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und Dokumentation Macht. Neben Programmen fur klassische Punktezahl­
verfahren (wozu auch die vorliegende Arbeit einen Beitrag liefert) und spezielle 
Applikationen enthalt diese Ubersicht Programme zu den Themen, die in letzter 
Zeit sehr an Bedeutung gewonnen haben und sehr rechenintensiv sind, wie z.B. 
Analyse von GroJ3enverteilung, dreidimensionale Rekonstruktion und Statistik. 
Fur Einsteiger und fur die studentische Ausbildung konnen die stereologischen 
Lernprogramme hilfreich sein. In diesem Zusamm~nhang sei auch auf die 
regelmaJ3ig mit Unterstutzung der ISS durchgefUhrten Grundlagenkurse ffir 
Morphometrie hingewiesen (2). 

Semiautomatische oder/und automatische Gerate werden von verschiedenen 
spezialisierten Firmen angeboten. Sie konnen aber nicht generell als Personal 
Computer eingesetzt werden, da sie primar als Bildanalysegerate gebaut sind, und 
deshalb die notwendige Software ffir direkte Zugriffe auf die Datenfiles sehr oft 
fehlt. 

B. Semiautomatisches Bildverarbeitungssystem (BIV AS) 

Am Institut ffir Patholgie der Universitat Basel entwickelten wir ein eigenes semi­
automatisches Bildverarbeitungssystem (BIV AS) 1) zur Erfassung und auto­
matisierten Auswertung solcher morphometrischer und anderer Messparameter, 
deren Messung aufkonventionelle, manuelle Art und Weise aus Grunden des Zeit­
und Arbeitsaufwandes praktisch unmoglich ist, und 2) zur automatisierten 
Auswertungvon MeJ3daten, die von Hand erhoben wurden. 

Das System basiert auf einem APPLE II!IIe-Personalcomputer und ist auf 
folgende vier Ziele ausgerichtet: 

1. Erfassung und Auswertung morphometrischer Parameter sowie stereologi­
scher Primar- und Sekundarparameter in Einzelschritten -entweder direkt 
manuell oder semiautomatisch (Dateneingabe uber Tastatur oder Graphic 
Tablet); 

2. Vielseitige Losungsmoglichkeiten fur verschiedene Auswertungsprobleme 
(morphometrische, aber auch epidemiologische oder kasuistische Studien mit 
2- oder 3-dimensionalen Datenmatrizen); 

3. Direkter AnschluJ3 (on-line Datentransfer) des Systems an andere Computer 
zur optimalen Ausschopfung statistischer Analyseprogramme und graphischer 
Programme; 

4. Optimales Kosten-Nutzenverhaltnis durch vielfaltige Verwendbarkeit der ein­
zelnen Hard- und Softwareelemente und schrittweisen Auf- und Ausbau des 
Systems (Baukasten-System). 
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Abb. 1a. Hardware-Konfiguration des Bildverarbeitungssystems BIVAS am Institut fur Patholo­
gie der U niversitiit Basel. 

Die Hardware-Konfiguration ist aus Abb. 1a ersichtlich. Sie besteht aus: 

2 Monitoren: 
Printer 
Digitizer-Tablet 
Cursor 

Cursor-Stift 
Videokamera 
Mischpult 
Lichtmikroskop 

SANYO DM 5912 CX, JVC TM-90 PSN 
EPSON MX-80 III fIT 
APPLE Graphic Tablet 
4-Kanal-Lichtcursor der Firma KONTRON AG, 
Zurich (wurde elektronisch angepaBt) 
APPLE 
JVC Color Videocamera 
JVC KM-1500 Mark-II 
ZEISS (mit ZEISS Kamera-Aufsatz) 

Testfelder histologischer Schnitte werden vom Mikroskop uber die Video­
Kamera direkt auf den Bildschirm projiziert; das Cursorsignal oder auch Daten­
anzeigen des Datenerfassungs- oder -auswertungsprogramroes konnen mit dem 
Mischpult dem Bild im Monitor uberlagert werden. Die Video-Kamerfl kann wie 
das Mikroskop anderweitig eingesetzt werden. Der APPLE II Computer ist uber 
einen LA-120 Schreibterminal der Firma DIGITAL EQUIPMENT CORPORA­
TION an einen UNIVAC 1162 Computer der Firma SPERRY angeschlossen 
(Standort: SANDOZ AG, Basel). Er kann ebenfalls mit einem APPLE 
MACINTOSH Computer verknupft werden. 

Einen Uberblick uber die Software-Konfiguration gibt Abb. lb. Das BIV AS­
Programm besteht aus 4 Teilprogrammen: 
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Abb. lb. Software-Konfiguration des Bildverarbeitungssystems BIVAS. 

1. Programm zur Definition und Anderung von Dateimerkmalen (Variablenna­
men, Dimension ffir die Darstellung der Resultate, d.h. Festlegung der Anzahl 
Nachkomma-Stellen; Erfassungsmodus, d.h. Wahl, ob der Dateninput iiber das 
Keybord oder das Graphic Tablet erfolgt); 

2. Programm zur Datenerfassung (iiber Tastatur oder Graphic Tablet) und zur 
Datenausgabe; 

3. Programm ffir "Transformationen" (Auswertungen und Berechnung neuer Pa­
rameter aus den "Rohdaten"); 

4. Programm fUr deskriptive und vergleichende Statistik. 

Die einzelnen Dateien (Datenfiles) konnen maximal 50 Variablen umfassen; 
die Anzahl Beobachtungen (z. B. Patienten) hangt vom verfiigbaren Speicherplatz 
auf der Diskette abo Bei der Eroffnung jeder neuen Datei wird der auf der Diskette 
noch vorhandene Speicherplatz angezeigt. Aus jeder Datei konnen beliebige 
Bereiche zur Datenein- und -ausgabe, zur Datentransformation und zum Daten­
transfer in eine neue Datei ausgewahlt werden. Jede Datei kann in eine 
standardisierte Textdatei umgewandelt und so zur Weiterverarbeitung mit 
anderer Software auch an anderen Computern (z.B. APPLE MACINTOSH) bereit­
gestellt werden. Uber das Gtaphic-Tablet konnen erfaBt werden: Anzahl Treffer­
punkte, Anzahl DurchstoBpunkte, Anzahl Objektanschnitte, Langen, Flachen, 
Umfange, Distanz zwischen zwei Punkten, Orientierung einer Strecke und Koordi­
naten von MeBpunkten. Die MeBgenauigkeit des Tablets betragt 0.05 mm. 

Die Berechnung morphometrischer Parameter beliebiger Forschungs- oder 
U ntersuchungsprojekte kann in einfachen, durch den Beniitzer beliebig zusam­
menstellbaren Auswertungsprogrammen (sog. Transformations-Schematas oder 
Job Protokolle) festgelegt werden. 

c. Beispiel: Messung und Berechnung der mittleren Dicke glomerularer 
Basalmembranen 

Die mittlere Dicke der glomerularen Basalmembran von 5 Patienten mit Diabetes 
mellitus wird nach dem Verfahren von Gundersen und 0sterby (4) berechnet. 
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Dazu wird bei einer Endvergrol3erung von 25375 x an zufallig ausgewahlten 
Stellen die Dicke der Basalmembrananschnitte gemessen. Das harmonische Mittel 
dieser Streckenmessungen betragt: 

n 
l(h) = 

1 n 
(pm) (1) 

E 
i=l Ii 

n : Anzahl Dickenmessungen 
Ii: Basalmembrandicke der MeBstelle i 

Fur die mittlere harmonische Basalmembrandicke gilt: 

t(h) = 0.849 'l(h) (pm) 

und fur die mittlere arithmetische Basalmembrandicke: 

tea) = 0.785 'l(a) (pm) 

Die direkt am Graphic Tablet gemessenen Membrandicken L(MESS) [= lil 
werden pro Patient in einer Datei (z.B. "Patient A") als Variable 1 abgelegt 
(Abb. 2). FUr alle Messungen der 5 Patienten werden die Parameter L = L 
(MESS)/m (m: lineare Vergrol3erung) und L(REZ) (= VIi) berechnet und als 
Variable 2 und 3 in den jeweiligen Patientendateien gespeichert. Die Befehle fur 
diese Berechnungen sind in den Zeilen 002 und 003 des Transformations-Schemas 
oder Auswertungsprogramms "Basalmembranen" (Abb. 3) festgehalten. Die Werte 
der Parameter L(HARM) [=l(h)], T(HARM) [=t(h)], L(REZ), SD[L(REZ)] 
[Standardabweichung des reziproken Mittelwertes], L(ARITH) [=l(a)], 

1 = L(MESS) 2 = L 3 = L<REZ> 

BEDB 1 2 3 

------------------------------------------------------------------
0001 20.0000 .7882 1.2688 
0002 22.0000 .8670 1.1534 
0003 18.0000 .7094 1.4097 
0004 16.0000 .6305 1.5859 
0005 17.0000 .6700 1.4926 
0006 21. 0000 .8276 1.2083 
0007 20.0000 .7882 1.2688 
0008 21.0000 .8276 1.2083 
0009 24.0000 .9458 1.0573 
0010 20.0000 .7882 1.2688 

0011 22.0000 .8670 1.1534 
0012 25.0000 .9852 1. 0150 
0013 21.0000 .8276 1.2083 
0014 18.0000 .7094 1.4097 
0015 29.0000 1. 1429 .87:50 

Abb.2. Software des Bildverarbeitungssystems BIV AS: Ausgangsdatei "Patient A" (fUr Details 
siehe Text). 



279 

SD[L(ARITH)], T(ARITH) [= tea)] sowie N (Anzahl Messungen) pro Patient werden 
fortlaufend in der Datei "Resultate Basalmembranen" aufbewahrt (Abb.4). Die 
Befehle dazu sind in den Zeilen 007 bis 015 des Transformations-Schemas (Abb. 3) 
festgehalten. 

Das Programm ist so konzipiert, daB in einem einzigen Ablauf die automatische 
Auswertung von 50 Ausgangsdateien (z.B. "Patient A", "Patient B" usw.) mitje 
maximal 50 Variablen moglich ist. Die Resultate (Sekundarparameter) konnen in 
die einzelnen Dateien, welche die Ausgangswerte (Primarparameter) enthalten 
(z.B. ''Patient A"), in neue Dateien (z. B. "Resultate Basalmembranen") oder auf 
temporare Vektoren TA bis TD (z.B. in den Zeilen 004 bis 005 des Transfor­
mations-Schemas in Abb. 3) abgelegt werden. 

Vor jeder automatischen Auswertung werden vom Computer die N amen der 
Ausgangsdateien, die bearbeitet werden sollen, verlangt (definiert durch den 
Parameter "PI" in Zeile 001 (Abb. 3». Die Reihenfolge der Resultate in der 
Resultatdatei entspricht der Reihenfolge, in der die Ausgangsdateien bearbeitet 

991: ONE,Pl 
992: OP,Ol/25.375,1,EO/V1;0/Bl;L,ED/V2;0/Bl;L 
003: OP,1/Ol,1,ED/V2;0/Bl;L,EO/V3;0/81;L 
994: PROC.SUMMEN,2,E01V3;3/Bl;L,TA/Bl;1 
005: PROC.MITTELW./STAT.,3,EO/V3;0/Bl;L,TB/B1;5 
006: PROC.MITTELW./STAT.,3,ED/V2;0/Bl;L,TC/B1;5 
907: DNE,.RESULTATE BASALMEMBRANEN 
008: OP,Ol/02,2,TB/B1;1,TA/B1;1,EO/V1;0/BN;N 
009: OP,Ol*0.849,1,ED/V1;0/BL;L,ED/V2;0/BN-1;N-1 
019: OP,Ol,1,TB/B2;2.ED/V3;0/BN-1;N-1 
011: O~,Ol,1,T8/83;3~ED/V4;0/BN-l;N-l 
012: OP,Ol,1,TC/B2;2,ED/V5;0/BN-1;N-1 
013: OP,Dl,1,TC/B3;3,ED/V6;0/BN-1;N-1 
014: OP,Ol*0.785,1,ED/V5;0/BL;L,EO/V7;0/BN-1;N-1 
915: OP,Ol,1,TB/81;1,ED/V8;0/BN-l;N-l 

PARAMETER : 

PI: PATIENTENOATEI,ALPHA, 

Abb. 3. Software des Bildverarbeitungssystems BIVAS: Transformations-Schema "Basal membra­
nen" (fUr Details siehe Text). 

1 = L(HARM) 
4 SO(UREZ» 
7 = T(ARITH) 

BEDB 

0001 .807 
0002 .897 
0003 1.078 
0004 .910 
0005 1.266 

2 

.685 

.761 

.915 

2 T(HARM) 
5 L(ARITH) 
8 N 

3 

1.239 
1. 115 
.928 

.773 1.1)99 
1.074 .790 

3 = L(REZ) 
6 = SD(L(ARITH» 

4 5 6 .7 8 

.185 .825 .130 .648 15 

.191 .927 .196 .728 15 

.166 1.109 .188 .870 1:5 

.457 1.061 .417 .833 12 

.142 1. 311 .274 1.029 18 

Abb.4. Software des Bildverarbeitungssystems BIVAS: Resultatedatei "Resultate Basalmembra­
nen" (fiir Details siehe Text). 
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werden. Die Resultatdateien konnen fest vorgegeben (wie im Beispiel) oder eben­
falls im Dialog gewahlt und zugeordnet werden. Dabei wird die Datei im Schema 
durch einen Parameter definiert, fur den z.B. die Namen der Ausgangsdateien 
eingetippt werden mussen (Zeile 001 in Abb. 3). In samtliche Dateien konnen uber 
die Tastatur oder das Graphic Tablet weitere Variablenwerte eingelesen werden. 
Ebenfalls ist die Moglichkeit zu einem Transfer samtlicher Dateien on-line an 
einen anderen Computer (z. B. SPERRY UNIVAC 1162) gegeben. 

Der Benutzer ist in der Anwendung mathematischer Formeln fUr die Berech­
nung von Parametern vollig frei. Diese Flexibilitat des Systems erlaubt neben der 
Berechnung stereologischer Parameter, der wichtigsten statistischen Lokalisa­
tions- und StreuungsmaBe z. B. auch die individuelle Programmierung statisti­
scher Tests und beliebige U mstrukturierungen von Datenmatrizen. 

D. Allgemeine Bedingungen fur den Einsatz von Personal Computern 

Bildauswertungssysteme, die auf Personal Computern basieren, konnen sehr 
wertvolle und sehr preisgftnstige Hilfsmi ttel fUr morphometrische und stereo­
logische Untersuchungen sein (8). Sie haben den Vorteil, daB sie schrittweise (im 
Baukastensystem) realisiert werden konnen und die urspru.nglichen Einsatz­
bereiche der Einzelelemente (Mikrocomputer, Mikroskop, Fernsehkamera usw.) 
erhalten bleiben. Dadurch ist eine optimale Austauschbarkeit und Kompatibilitat 
der Hardwareelemente gegeben. Eine moglichst weitreichende Kompatibilitat 
sollte auch fUr die Software angestrebt werden. Dies ist fur einen on- oder off-line 
Datentransfer an verschiedene Systeme Voraussetzung. Ein solcher Datentransfer 
wird dann problemlos durchfUhrbar, wenn die Daten in einfach strukturierte, 
zweidimensionale Dateien abgelegt werden konnen, und wenn die Struktur der 
Dateien bekannt ist. Bei den meisten handelsubli<;hen Geraten fehlen derartige 
Informationen uber die vom System generierten Datei-Strukturen. Dadurch ist ein 
direkter Zugriff auf die Daten und ein Datentransfer an andere Systeme ohne 
groBen Aufwand meist nicht zu verwirklichen. Auch wenn viele Bildanalyse­
Gerate uber Programme fUr die ubliche deskriptive und Prufstatistik verfUgen, ist 
eine ''Verknupfbarkeit'' solcher Systeme mit anderen erstrebenswert. Gerade bei 
Vergleichen zwischen funktionellen und morphometrischen Befunden sind oft 
multivariate Testverfahren notwendig, die bisher nur an groBeren Rechnern 
durchgefuhrt werden konnen und einen Datentransfer vom Erfassungssystem an 
einen anderen Computer erfordern. Ein solcher Datintransfer von Personal 
Computern an andere Rechner kann erfahrungsgemaB muhelos und an indivi­
duelle Vorgaben angepaBt durchgeffihrt werden. 

Diesen Vorteilen der Verwendung von Personal Computern in der Morpho­
metrie steht der N achteil eines bei diesen Geraten groBeren Aufwandes zur 
Datenverwaltung und einer limitierten Kapazitat gegenuber. Reichli,che eigene 
Beobachtungen haben aber gezeigt, daB die Vorteile von Baukastensystemen mit 
Personal Computern gegenuber ihren Nachteilen im Vergleich zu geschlossenen, 
automatisierten Bildauswertesystemen in sehr vieler Hinsicht (Kosten, Flexibi­
litat, Kompatibilitat) deutlich uberwiegen. 
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3.4 Gerate zur quantitativen Mikroskopie 
Peter Gais, Georg Burger 

A. Einleitung 

Die Bezeichnung quantitative Mikroskopie schlieBt verschiedene Techniken und 
Methoden ein, mit denen man messen kann. 1m Bereich der Medizin wurden schon 
friih Formen und Strukturen beschrieben und mittels morphometrischer und 
stereologischer Methoden quantitativ gemessen (16). Zahlmethoden sind seit 
langem in der Hamatologie Standard zur quantitativen Analyse des Blutbildes. 
Casperson (4) setzte photometrische Methoden zur DNS-Messung ein, um Tumo­
ren quantitativ zu charakterisieren. Mit Hilfe der Bildverarbeitung wird versucht, 
die verschiedenen Methoden komprimiert zur quantitativen Analyse von mikro­
skopischen Bildern in der Zytologie und Histologie einzusetzen. 

Die Palette der in der quantitativen Mikroskopie eingesetzten Mel3gerate 
reicht von einfachen mechanischen Systemen bis zu vollautomatischen Bild­
analysegeraten.1n Tabelle 1 sind die Mel3konzepte mit den Vor-und Nachteilen in 
Richtung steigender Automatisierung dargestellt (siehe hierzu auch Kapitel 1.2). 
In der Tabelle 2 sind einige Bildanalysegerate aufgelistet. Diese Aufstellung ist 
keineswegs vollstandig und sicher wegen der rasanten Entwicklung auf dem 
Gebiet nur kurzlebig. Sie stellt also keine Marktanalyse dar, sondern solliediglich 
Hinweise aufverschiedene Mitte der 80-er Jahre kommerziell vorhandene Syste­
megeben. 

Tabelle 1. Vor- und Nachteile verschiedener Geriite zur quantitativen Bildanalyse 

Geriite Methode Vorteil Nachteil 

1. Manuelle 
- MeBokular im Mikroskop Punkteziihlen Billig Langsam 
- Projektionsmikroskop Punkteziihlen Billig Langsam 

2. Halbautomatische 
- Digitalisiertablett Planimetrie Objektmessung Langsam 
- Mikroskopphotometer Photometrie Genau Langsam 

3. Automatische 
- Elektronische Bildanalysegeriite Elektronik Schnell Artefakte 



Tabelle 2. 1m Handel erhiiltliche MeBgeriite 

Halbautomatische Geriite 

Gerat 

A.S.M. 
C.B.A. 
INTELLECT 
IMPACS 
IMAGO 
MORPHOMAT 
PICTURECOM 
VIDDS 
VIDEOGRAPH 
VIDEOPLAN 

Vollautomatische Geriite 

Gerat 

GENESIS 2000 
GOP 
IBAS 
MAGISCAN 
QUANTI MET 
SAMBA 
SIGNUM 
TAS 
VICOM 
VISIAC 

B. Manuelle Gerate 

Firma 

Leitz 
Jung 
Stemmer 
Signal Computer 
Compulog 
Zeiss 
VTE 
AI Tektron 
Control Graphic 
Kontron 

Firma 

Machine Vision 
Context Vision 
Kontron 
Joyce Loebl 
Cambridge Instruments 
TITN 
Signum 
Leitz 
IRTV 
Feinwerktechnik 
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Adresse 

D-6330 Wetzlar 
D-6907 N uBloch 
D-S031 Puchheim 
D-6140 Bensheim 
D-7030 Boblingen 
D-70S20berkochen 
D-S036 Herrsching 
D-4005 Meerbusch 
D-5450 Neuwied 
D-S057 Eching 

Adresse 

Ann Arbour,Michigan, U.S.A. 
S-Linkoping, Schweden 
D-S057 Eching 
D-4000 Dusseldorf 
D-4600 Dortmund 
F-Grenoble, Frankreich 
D-SOOO Munchen 
D-6330 Wetzlar 
D-2000 Hamburg 
D-SOOO Munchen 

Die rein manuelle MeBmethode wird in der Regel mit Zahltechniken der 
klassischen Stereologie verknupft (15) (siehe Kapitel 1.1 und 1.2). Durch ein 
Punkt- oder Strichlinienraster werden als einfachste MeBgroBen Flachen- oder 
Anzahldichten von Objekten oder segmentierten Bildfeldarealen bestimmt. Die 
Raster konnen dabei in das Mikroskopokular eingesetzt werden und der Ziihl­
vorgang erfolgt direkt durch das Mikroskop. U nter Verwendung eines Projektions­
mikroskopes erreicht man etwas mehr Beweglichkeit. Zusatzlich zur Einstellung 
des interessierenden Gesichtfeldes konnen dabei die meist in Form von trans­
parenten Folien verwendeten Raster auf dem projizierten Bildfeld positioniert 
werden. Das Zahlen der ubereinstimmenden MeBflachen muB nicht mehr uber das 
mikroskopische Bild erfolgen und ist damit we ... lger anstrengend fur das Auge. 
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Densiometrische Messungen, wie DNS-Messungen, sind mit diesen Gers.ten nicht 
moglich. 

c. Halbautomatische Gerate 

Oft ist es notwendig, cpe Form, Flache, Randlange oder ahnliche geometrische 
Merkmale von Zellen oder Zellverbanden zu vermessen und das bei Objekten, 
deren Berandung fUr das menschliche Auge erkennbar ist, bei denen vollautomati­
sche Gerate aber bei der Grenzfindung versagen. Hier ist der Einsatz halbautoma­
tischer Gerate angebracht. 

Digitalisiertablett 

Beim Einsatz eines Digitalisiertablettes heiBt halbautomatisch das interaktive 
Umfahren des zu vermessenden Objektes mit einem Griffel oder einer Faden­
kreuzlupe. Das mikroskopische Objekt kann dabei uber das Projektionsmikroskop 
auf einem Tablett vorliegen oder uber eine TV -Kamera auf einem Monitor abgebil­
det sein. Der bei der Umfahrung zuruckgelegte Weg wird durch das Digitalisier­
tablett in eine Folge von Koordinaten zerlegt, die in einem Microcomputer 
abgespeichert und zur Berechnung der gesuchten Merkmale verwendet wird. Bei 
der Darstellung des Objektes am TV-Monitor wird der dabei zurUckgelegte Weg 
direkt ins Bild eingeblendet und kann so visuell gut verfolgt und korrigiert 
werden. Diese Methode erlaubt eine recht genaue Vermessung einzelner Objekte, 
eignet sichjedoch aus Aufwandsgrftnden nicht fUr groBere Objektzahlen. 

Ein typischer Vertreter fUr diese Sorte von Geraten ist das Bildanalysesystem 
Videoplan der Firma Kontron. Es ist standardmaBig ausgerUstet mit einem 1-4 
Mbyte-Rechner, 1,2 Mbyte floppy- und 42 Mbyte harddisc-Speicher und einem 
Digitalisiertablett der GroBe 297 x 297 mm mit 0,1 mm Ortsauflosung. Die Bild­
verarbeitungsprogramme werden uber MenUfelder angesteuert. Uber 20 plani­
metrische Merkmale konnen gemessen werden und on- und offline miteinander 
verechnet werden. FUr die statistische Analyse werden eine Reihe von Testproze­
duren angeboten. Typische Merkmale sind neben der Flache und dem Umfang von 
Objekten der Durchmesser des Kreises gleicher Flache oder die Flache und die 
Hauptachsen von ein- oder umschriebenen Ellipsen, maximale Durchmesser oder 
die projizierten Abmessungen auf den x- und y-Achsen. Mit diesen GroBen konnen 
bereits recht brauchbare Formparameter angegeben werden. 

Grundsatzlich kann man feststellen, daB sich diese halbautomatischen Gerate 
fUr die Zytometrie nicht, fur die Histometrie dagegen ganz hervorragend eignen. 
Sie uberlassen namlich den schwierigsten Schritt zur Bildanalyse, die Objektseg­
mentierung, dem menschlichen Beobachter. Es ist dabei unmittelba,r einleuch­
tend, daB die Szenensegmentierung zur Vermessung von Gewebsbestandteilen, bei 
dem ungeheuer groBen Formenreichtum in der Histologie gar nicht anders gelost 
werden kann. 

Neben dem graphischen Tablett gibt es noch die Moglichkeit MeBpunkte direkt 
auf dem Bildschirm zu markieren. Dies geschieht mittels Lichtgriffel oder durch 
druckempfindliche Bildschirme. Letztere stellen im Prinzip ein transparentes 
graphisches Tablett dar, das der Bildschirmwiedergabe angepaBt ist und davor 
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gelegt wird (11). Beide Verfahren haben naturgemaB neben Problemen der paral­
laxefreien Punktmarkierung ein sehr begrenztes Auflosungsvermogen und 
werden heutzutage hochstens noch zur Objektmarkierung oder Meniiauswahl 
verwendet. Gute Zusammenstellungen zu entsprechenden Anwendungen fiir die 
manuelle oder halbautomatische morphometrische Vorgehensweise in der Patho­
logie finden sich in Baak und Oort (1) und Oberholzer (8). 

Mikroskopphotometer 

Stoffmengen in einer Zelle wie z.B. die DNS konnen bei geeigneter stochio­
metrischer Farbung durch Messung der Lichtextinktion quantitativ nachgewiesen 
werden. Ais MeBgerat wurde dazu schon friih das Mikroskopphotometer ein­
gesetzt. Mit einer MeBblende wird aus dem mikroskopischen Bild des Zellkerns ein 
kleiner Bereich eingegrenzt und das transmittierte Licht, z.B. mittels eines Photo­
multi piers, gemessen. Der Durchmesser der MeBblende darf dabei nicht groBer als 
die 10k ale Ausdehnung der zu erwartenden Dichteinhomogenitaten gewahlt 
werden. 

Nach dem Extinktionsgesetz ist namlich die Extinktion, d.h. der Logarithmus 
der Transmission proportional zur Menge des absorbierenden Markers. Da die 
Summe des Logarithmus mehrerer lokaler MeBsignale nicht gleich dem Logarith­
mus der Summe dieser Signale ist, muB also das Objekt in jedem Fall bildpunkt­
weise abgetastet werden. Die Signalwerte innerhalb einer groBeren, das Objekt 
umschlieBenden Bildfeldblende, konnen dabei in einem Zahlregister aufsummiert 
werden. Das Verfahren erfordert ein Zentrieren der Zelle unter der Bildfeldblende 
und ein zellabhangiges Einstellen der BlendengroBe. Man spricht auch hier von 
einem halbautomatischen Verfahren zum Messen von densitometrischen Merk­
malen. 

D. Automatische Gerate 

Diese Gerate werden so genannt, da sie den vorher beschriebenen Schritt von der 
Bildverarbeitung zur Objektvermessung, namlich die Objektsegmentierung 
selbsttatig vornehmen. DaB dabei die Szenenauswahl, ja sogar die Auswahl 
einzelner zellularer Objekte durch Gesichtsfeldpositionierung oder Objektmarkie­
rung in einer Szene durchaus interaktiv erfolgen kann, solI keine Widerspruch zur 
Begriffswahl darstellen. Gelegentlich nennt man Gerate, die sogar die Objektaus­
wahl selbst vornehmen, ein Praparat also z.E. selbsttatig durchmustern und 
ausgesuchte Objektpopulationen vermessen urn darauf eine Praparate- oder Fall­
diagnose zu griinden oder urn damit wenigstens Praparate nach bestimmten 
Kriterien fiir die visuelle Untersuchung vorzusortieren, auch vollautomatische 
Gerate (3, 13, 14). 

In jedem Fall griinden diese Gerate auf der digitalen Mikroskopie, d.h. der 
Verarbeitung und Analyse von Bildern. Diese konnen grundsatzlich auf zwei 
Arlen generiert werden 

durch Scanningphotometrie mit punktweiser Signalspeicherung 
durch Bildfeldsensoren. 
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In jedem Fall existiert ein digitales Bild des abgetasteten mikroskopischen 
Gesichtsfeldes, das in einem Bildspeicher abgelegt ist und durch eine geeignete 
Hard- undloderSoftware bearbeitet und vermessen wird. 

Notwendig sind also bei solchen Systemen Bausteine zur 

- Bilderfassung 
- Bildspeicherung 
- Bildbearbeitung 
- Bildvermessung. 

Eine gute Bilderfassung erfordert, eine automatische Fokussiereinrichtung, 
eine Shadingkorrektur gegen Ausleuchtungsfehler und oft eine MeBmoglichkeit 
bei verschiedenen Wellenlangen undloder VergroBerungen. Dies setzt ein auto­
matisiertes Mikroskop (9) mit einem angepaBten Photodetektor, schnelle Prozes­
soren und eine problemspezifisch anpaBbare Software voraus. 

Photodetektor 

Typische Scanningmikroskopphotometer existieren z.B. von Leitz (MVP) und Zeiss 
(SMP). Der Photodetektor miBt hier die Signalintensitat hinter einer kleinen 
MeBblende von z.B. 0.25 pm x 0.25 pm, wobei ein motorgetriebener Tisch das 
Objekt in einem vorgegebenen Raster an der MeBflache vorbeifUhrt. Die MeB­
methode erfordert einen Microcomputer, der den analogen Photodetektorwert in 
einen digitalen MeBwert wandelt und ausreichend Speicherplatz fUr das digitale 
Bild. Die Bildarraygro.l3en fUr die Zellvermessung sind typischerweise 128 x 128 
Bildpunkte mit einer Auflosung von 256 Graustufen. Damit ergibt sich ein 
Speicherbedarf von 16 Kbyte pro Zellbild. Die MeBzeiten Hegen bei ca. 30 Sekun­
den pro Zelle. 

Das Signal-Rauschverhaltnis und damit die Grauauflosung kann in der 
Scanningphotometrie durch den Einsatz von Laserlicht verbessert werden. Auf 
Grund der hOheren Lichtintensitat kann damit auch schneller abgetastet werden. 
Zum schnellen Abtasten und Erzeugen des Scanningrasters verwendet man statt 
der Tischbewegung die Ablenkung des Laserstrahles mittels Drehspiegel (2). Die 
MeBzeiten liegen hier bei Sekunden fUr ein Feld mit 128 x 128 Bildpunkten. Der 
Laserscanner ist wegen seiner hohen Lichtintensitat auch sehr gut fUr Fluores­
zenzmessungen geeignet. Eine weitere Besonderheit bei dem Laserscanning­
mikroskop ist die sogenannte konfokale Abbildungstechnik mit einer erheblichen 
Verbesserung der lokalen und Grauwertauflosung. Dabei werden die durch­
strahlten Objekte nur in diinnen Schnittebenen abgebildet, also gleichsam optisch 
tomographiert (17). 

In vielen vollautomatischen Geraten findet man als Bildwandler Standard-TV­
Kameras. Verwendung finden Kameras mit Vidikon-, Plumbikon-oder Chalni­
kon-Rohren, die direkt auf das Mikroskop aufgesetzt sind. Die Bilderzeugung ist 
wesentlich schneller (40 ms) als in der Scanningphotometrie, die Grauauflosung 
mit etwa 60 echten Graustufen aber geringer. Das typische Bildformat ist 
512 x 512 Bildpunkte. Die Speicherung der Bilder erfolgt in einem digitalen 
Bildspeicher der an den verarbeitenden Computer angeschlossen ist. 

N eben der TV -Technik und dem Laserscanner finden heute immer mehr 
Photodiodenarrays und da vor allem Charge-Coupled-Devices (CCD) als Bild-
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sensoren Verwendung. CCD-Bildsensoren gibt es als eindimE!Dsionale Zeilen­
arrays (10) mit bis zu 2048 Elementen sowie als zweidimensionale Arrays mit 
512 x 512 Bildpunkten ArraygroBe. Bei der Verwendung von Linienarrays erfolgt 
der Vorschub quer zum Linienarray mit Hilfe eines mechanischen Tisches. Die 
CCD's bestehen aus einem Array aus lichtempfindlichen Elementen. Hohe 
geometrische Genauigkeit und das hohe Signal-zu-Rauschverha.ltnis sind die 
Hauptvorteile der CCD-Technik. Der enge Temperaturbereich « 300 C) wegen 
des thermischen Dunkelstromes ist der Hauptnachteil. 

Prozessoren 

Bei der vollautomatischen Mikroskopbildanalyse wird das gesamte zu messende 
Bildfeld in digitaler Form im Speicher eines Rechners abgelegt. Dies erfordert eine 
hohe Speicher- und vor allem Rechenkapazita.t zur schnellen Verarbeitung der 
Bilder. Die hohe Rechenkapazita.t erreicht man mit Prozessoren die quasi-parallel 
(Pipeline) oder parallel ein Bildarray abarbeiten konnen: In den meisten der 
automatischen Bildanalysesysteme werden dazu Arrayprozessoren verwendet 
(SAMBA, GOP, IPS ... ), wobei sich das Wort '~Array" meistens auf die schnelle 
Abarbeitung von Bildfeldem bezieht, nicht auf das Vorhandensein eines Arrays 
von Rechenwerken. Der schnelle Fortschritt im Bereich der integrierten Schalt­
kreise ermoglichte die Entwicklung von echten Prozessorarrays (5) und damit 
echte Parallelverarbeitung der Bilder. 

Software 

Softwareentwicklung ist sehr kostenintensiv. Eines der Hauptprobleme liegt in 
der Uneinheitlichkeit der Sprachen und Betriebssysteme. Die Software vieler 
Bildanalysegera.te deckt oft einen Grundbedarf ab, la.Bt aber noch viele Wiinsche 
von Seiten der Anwender offen. Die Grundkommandos zur Bildverarbeitung sind 
meist in Assemblersprache (Maschinensprache) geschrieben, um moglichst effek­
tiv zu arbeiten. Es ist daher fUr den programmierenden Anwender von groBem 
V orteil, wenn er in einer hoheren Programmiersprache (Fortran, Pascal, C, ... ) 
diese Grundkommandos in seinem eigenen Programm aufrufen kann. 

Inzwischen gibt es Unterprogrammbibliotheken zur Bildverarbeitung mit 
Subroutinen fur Bildverbesserung, Kanten- und Linienverfolgung, Texturanalyse, 
Segmentation und aller Basisoperationen in Fortran (Spider (12), ... ). Andere 
Ansa.tze liegen in der Entwicklung von Expertensystemen mit den Sprachen, wie 
sie im Bereich der kiinstlichen Intelligenz verwendet werden. 

In unserem Labor benutzen wir zwei Progra.nune zur Bildanalyse. Eine Eigen­
entwicklung BIP (Biomedical Image Analysis) (7) mit Kommandointerpreter und 
der Moglichkeit, Kommandos zu schreiben. Ais zweites das in der Universita.t von 
Uppsala, Schweden, entwickelte Programm ILIAD (Interactive Language for 
Image Analysis and Display) (6), das eine pascala.hnliche Sprache fur Anwender 
besitzt und fur den geubten Anwender das ganze Spektrum einer strukturierten 
Programmsprache besitzt. 
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E. Modulare Geratekonfigurationen 

Bildanalysesysteme kbnnen als kompakte Gerate beschafft oder auch aus den 
wesentlichen elektronischen Einheiten selbst zusammengestellt werden. Diese 
betreffen wie im vorangehenden Abschnitt bereits"erwahnt, die Bildaufnahme 
durch geeignete Sensoren, die Analog-Digital-Wandlung des Bildsignals, die Bild­
speicherung, die Bildverarbeitung mittels geeigneter Rechner mit der Mbglichkeit 
auch die Ergebnisse wieder zu speichern und schlieBlich die Bildwiedergabe aus 
dem Speichermedium, d.h. die Digital-Analog-Wandlung des Signals und Darstel­
lung auf einem TV-Monitor. Dazu kommt immer noch ein sogenannter Host­
rechner, der das ganze System kontrolliert und steuert. 

Dabei wird die Bildwiedergabe in der Zyto- und Histometrie im wesentlichen 
zur Entwicklung und Kontrolle der Bildverarbeitungsschritte eingesetzt, insbe­
sondere, wenn sie mit der Mbglichkeit der interaktiven Bildmanipulation verbun­
den ist. Das Endziel istja eine Bildvermessung mit anschlieBender Datenanalyse 
und, wenn mbglich, die graphische Darstellung der Ergebnisse. 

Zu jeder Funktionseinheit gibt es auf dem Markt eine Vielzahl von Angeboten. 
Dies fUhrt dazu, daB im Forschungsbereich mit ausreichenden Kenntnissen der 
Datenverarbeitung Bildverarbeitungssysteme in der Regel modular zusammen­
gestellt werden, wobei der Funktionsumfang und die Leistungsfahigkeit der 
einzelnen Module dem jeweiligen Bedarf angepaBt werden kbnnen (siehe Ab­
schnitt F). 

Folgende Gesichtspunkte sind dabei zu berucksichtigen: 

Wird das System hauptsachlich in der Entwicklung eingesetzt oder bevorzugt 
fUr Routinemessungen? 
Wird bevorzugt interaktiv/halbautomatisch vermessen oder erlaubt bzw. ver­
langt die Aufgabenstellung ein vollautomatisches Vorgehen? 
Wie groB ist der Arbeitsanfall und wie erfolgt die Weiterverarbeitung der MeB­
daten? 
Welche Parameter sollen gemessen werden und wie erfolgt die Weiterver­
arbeitung der MeBdaten? 
Wie solI die Bedienung und die Erzeugung von MeBprozeduren vor sich gehen: 
uber Funktionstasten, MenUfeld, Interpreter, oder kann bzw. muB das System 
frei programmierbar sein? 

Urn die unterschiedlichen Gesichtspunkte je nach Bedarfberucksichtigen zu kbn­
nen, ware ein Geratekonzept wunschenswert, das hardwaremaBig modular und 
softwaremaBig flexibel ist, aber von einem Hersteller stammt. Damit kbnnen die 
Probleme der Kompatibilitat und optimalen Geratezusammenstellung und ggf. 
schrittweisen Erweiterung des Systems bei steigendem Bedarf leichter gelbst 
werden. Die Firma KONTRON hat z.B. mit seiner Produktlinie VIDEOPLAN 
(interaktives MeBsystem), VIDAS (automatische Bildanalyse), IBAS (volI­
automatisches Hochleistungsbildverarbei tungssystem) diese Idee wei tgehend 
realisiert. 

Die Vorteile eines solchen Konzepts sind im wesentlichen: 

Die Sub-Systeme sind hard- und softwaremaBig kompatibel. 
Bedienung, MeBparameter und Datenstruktur sind einheitlich. 
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Tabelle 3. Leistungsmerkmale unterschiedlich ausgebauter modularer Bildanalysesysteme am 
Beispiel von drei Systemen der Firma KONTRON. 

Interaktive/halbautomatische Messung 
Automatische Messung 
Schnelle vollautomatische Messung 
Bildspeicher 
Graubildverarbeitung 
Farbbildverarbeitung 
Geometrische Merkmalsberechnung 
Densiometrische Merkmalsberechnung 
Meniibedienung 
Interpreter/freie Programmierbarkeit 
TV 
Slow scan + high resolution TV 
Bilddatenbank 
Scanningtischsteuerung 
Autofocus 

VIDEOPLAN 

x 

x 

x 

Overlay 

VIDAS IBAS 

x x 
x x 

x 
3 MByte 8-256 MByte 

x Arrayprozessor 
x x 
x x 
x x 
x x 

x 
x x 

x 
x 

x x 
x 2 Systeme 

Ein flexibles Softwarekonzept erlaubt eine Adaption der MeBalgorithmen an 
beliebige Applikationen, d.h. bei einer Anderung der Anwendung muB kein 
neues System angeschafft werden. 
Bei steigenden Anforderungen konnen die Systeme modular erweitert werden. 
Aus dem VIDEOPLAN wird durch Einsetzen des "frame grabbers" das VIDAS, 
durch AnschluB der Bildverarbei tungseinhei t das lEAS-System. 
Vom Benutzer erstellte Programme konnen in allen Ausbaustufen weiterver­
wendet werden. 

In der Tabelle 3 ist eine kurze Ubersicht uber die Leistungsmerkmale der einzel­
nen Systeme unter Berucksichtigung der speziellen Anforderungen im zytologi­
schen/histologischen Bereich zusammengestellt. In Abb. 1 ist die komplette Aus­
baustufe des lEAS-Systems mit moglichen Peripheriegeraten dargestellt wie er 
etwa dem MehrzweckmeBplatz rechts unten in Abb. 2 entspricht. In Abb. 3 ist zur 
Demonstration der GroBenordnung dieser MeBplatz abgebildet. 
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Abb. 1. Komplette Ausbaustufe mit moglichen Peripheriegeraten des IBAS-Systems der Firma 
KONTRON. 
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Abb.3. Vollautomatisches Bildanalysesystem IBAS mit Durchlichtmikroskop AXIOPLAN, 
Scanningtisch und Hamamatsu-MeBkamera. 

F. Ausriistung im Labor fUr biomedizinische Bildanalyse 

1m eigenen Labor sind 5 verschiedene Arbeitsplatze (Abb. 2) realisiert, die aIle an 
einem DEC VAX 111750-Rechner (Digital Equipment Corporation) mit schnellen 
Kopplungen (DMA) angeschlossen sind. Es ist somit moglich, aIle Gerate 
kombiniert zu verwenden. 

Interaktiver MefJplatz 

Der interaktive MeBplatz dient zum Erfassen von Einzelzellen oder Zellverbanden 
unter visueller Auswahl und Kontrolle. Die mikroskopischen Bilder werden 
mittels TV-Kamera (Bosch MeBkamera TIVK9Bl) im Bildspeicher (Micropicture 
von VTE) digital abgelegt und im Rechner VAX 111750 ausgewertet. Bei der 
Auswertung werden bis zu 160 Merkmale berechnet (siehe Kapitel1.2). 
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Automatischer Mepplatz 

Der automatische MeBplatz wird zur vollautomatischen Analyse zytopatholo­
gischer Praparate eingesetzt. Die Bilder werden mit einer auf das Mikroskop 
aufgesetzten TV-Kamera (Bosch MeBkamera) aufgenommen, fokussiert, shading­
korrigiert und in dem Arrayprozessor (FPS AP 120B) verarbeitet. Tischsteuerung 
und Autofocus (Zeiss) erfolgen uber den Rechner VAX 11/750. 

Softwareentwicklungsplatz 

Der Softwareentwicklungsplatz ist zum Testen von Prozeduren und deren 
Wirkung auf das Bild eingerichtet. Zum interaktiven Beeinflussen dient ein 
graphisches Tablett mit Fadenkreuz oder Lichtgriffel, dessen Cursormarke auf 
dem Bildschirm mitgefuhrt wird. Das Bilddisplaysystem (VTE Picturevision) 
stent Bilder der GroBe 1024 x 1024 Bildpunkte schwanJweiB und farbig dar, wobei 
mittels Overlayspeicher noch Grauwerthistogramme und Masken eingeblendet 
werden konnen. 

Mehrzweckmeppliitze 

Die MehrzweckmeBplatze dienen fur die Durchfuhrung von Projekten und Pilot­
studien. Ein VICOM und ein IPS-Bildanalysesystem als zentrale Gerate erlauben 
dem Benutzer direkten Zugang zur Bildverarbeitung. Die Systeme sind mit 2 bzw. 
16 Megabyte Speicherplatz ausgebaut, besitzen einen eigenen Arrayprozessor und 
ein eigenes Rechnersystem und sind uber Kommandos oder Menus direkt oder vom 
Rechner VAX 11/750 bedienbar. Die Scanningmikrophotometrie, Autofocus und 
Tischsteuerung werden von einem LSII11 Rechner betrieben. Der interaktive Teil 
ist auch an diesen MeBplatzen mit einem graphischen Tablett mit Fadenkreuz 
gelost, dessen Cursormarke am TV-Monitor mitgefuhrt wird. 
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