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1. Einleitung

1.1 Was ist Stereologie?

Stereologie stammt aus den griechischen Wéortern ,stereos® fir
Jfest/korperlich” und ,logos‘fur ,Lehre” (Altunkaynak et al., 2012). Sie befasst sich
also mit der raumlichen Interpretation von festen Korpern wie Partikel
beziehungsweise Zellen, die unter dem Mikroskop innerhalb von histologischen
und zweidimensionalen Schnittpraparaten erscheinen (Altunkaynak et al., 2012).
Aus diesen zweidimensionalen Schnitten sollen dreidimensionale, biologische
Strukturen — wie zum Beispiel das menschliche Gehirn - beurteilt werden kénnen
(Gundersen et al., 1988a; Gundersen et al., 1988b; Evans et al., 2004).

Stereologische Untersuchungsverfahren verwenden spezielle Methoden, um
durch erwartungstreue Schéatzungen (eng. ,unbiased®) einen groRen Umfang an
Informationen Uber die Partikelanzahl (West et al., 1991), die PartikelgréRe
(Gundersen, 1986), das Partikelvolumen (Altunkaynak und Altunkaynak, 2007)
und die Partikeldichte (Altunkaynak et al., 2012) einer Gewebestruktur zu
erhalten. Von allen Schatzungsmethoden wird diejenige ausgewahlt, bei deren
Anwendung das Vorkommen systematischer Fehler (eng. ,bias®) mdglichst
geringgehalten und dafur ein praziseres Untersuchungsergebnis erzielt wird
(Mouton, 2002; Schmitz und Hof, 2005). Bei der Bestimmung der Partikelanzahl
werden die zu untersuchenden Partikel eines relevanten Bereiches innerhalb
einer biologischen Struktur, das sogenannte Referenzvolumen (eng. ,reference
volume®), mithilfe eines virtuellen Programmes wie dem Z&hlrahmen (eng.
,counting frame*“) gezahlt, woraufhin das Gesamtergebnis anschlieRend in
einfache mathematische Formeln eingesetzt wird. Dadurch erreicht man eine
erwartungstreue Schatzung tber die Partikelanzahl reprasentativ flr die gesamte
Struktur (Howard und Reed, 2005; West et al., 2012). Die Stereologie spielt
demnach eine wichtige Rolle bei der Uberprifung von experimentellen
Ergebnissen in der biologischen Forschung, speziell bei der Forschung von
Gehirnzellen. Sie liefert eine effektive und statistische Anndherung des
erhobenen beziehungsweise geschatzten Ergebnisses zum anzustrebenden

realen Wert und trifft anhand quantitativer Informationen wie der pathologisch



veranderten Partikelanzahl Aussagen Uber die Entstehung, den Verlauf und die

Konsequenzen einer Krankheit.

1.2 Stereologische Definitionen

1.2.1 Parameter
Parameter beschreiben beispielsweise die Anzahl, Lange, Oberflache oder das
Volumen von Partikeln oder Gewebestrukturen in einem menschlichen oder

tierischen Organismus. Unterschieden wird zwischen zwei Ordnungen.

Die Stereologie der 1. Ordnung schatzt Parameter innerhalb einer bestimmten
Region innerhalb einer biologischen Struktur. Beispiele hierfir sind das Volumen
von zerebralen Strukturen (Elfaki et al., 2011) oder die Anzahl von Neuronen
innerhalb eines Hirngebietes (Baquet et al., 2009), das Volumen der Leber
(Altunkaynak und Altunkaynak, 2007), die L&nge und das Volumen der Kapillaren
von Nierenglomeruli (Miller und Meyer, 1990) und von Blutgefal3en (Turgut et al.,
2009), die volumetrische Beurteilung der Lungenexpansion (Basoglu et al., 2007)

oder das Volumen eines Hirntumors (Somnez et al., 2010).

Die Stereologie der 2. Ordnung beschaftigt sich hingegen mit den Beziehungen
zwischen den Partikeln untereinander, beispielsweise mit dem Verhaltnis einer
quantitativen Menge zu einem Einheitsvolumen, auch Dichte genannt.
Beispielhaft hierfur sind die Volumendichte (Aguila et al., 1998; Kiki et al., 2007),
die Langendichte (Larsen et al., 1998) und die numerische Dichte (Gundersen,
1977).

1.2.2 Anzahl und Bezugspunkt

Die Funktionsfahigkeit eines Organs ist immer durch die Interaktion und das
Verhéltnis von seinem Strukturgewebe zu den Partikeln bedingt. Beispielsweise
wird der Einfluss von psychologischem Stress auf den Hippocampus durch die
Schéatzung der Anzahl von hippocampalen Nervenzellen erforscht (Keuker et al.,
2001; Rosanne et al., 2007). Weitere Beispiele beinhalten die Zahlungen der

Anzahl von Nervenzellen in der Substantia Nigra (Baquet et al., 2009), von



Synapsen in einer Hirnregion (Geinisman et al., 1996) und von renalen Strukturen
(Altunkaynak et al., 2008). Um diese Zusammenhénge zu begreifen, ist es
notwendig, die Anzahl von bestimmten Partikeln in diesen Strukturen so genau
wie nur moglich zu bestimmen. Die Gesamtanzahl von Partikeln in einem
gegebenen Referenzvolumen kann entweder durch den Fraktionator oder durch
die Cavalieri-Disektor-Kombination, bei dem die numerische Dichte ,Nv‘ aus der
Disektor-Methode mit dem Referenzvolumen ,Vref* aus dem Cavalieris’s Prinzip
multipliziert wird, geschéatzt werden (Gundersen et al., 1988a; Gundersen et al.,
1988b). Nahere Beschreibungen dazu werden in den nachfolgenden Kapiteln

aufgefuhrt.

Bei allen Methoden missen die Merkmale der zu zahlenden Partikeln deutlich zu
identifizieren sein, so dass ein genauer Bezugspunkt (eng. ,unique point®)
festzulegen ist. Dies kann die Spitze der Zelle (sprich der erste Oberflachenanteil,
der beim Fokussieren von oben scharf zu sehen ist), die Spitze des Nukleus oder
der Nukleolus der Zelle sein (Sterio, 1984; Gundersen et al., 1988b; West et al.,
1991; Howard und Reed, 2005). Nur so kann moglichst verhindert werden, dass

Zellen aus Versehen doppelt gezahlt werden (Kaplan et al., 2012).

Die  Partikelanzahl kann unabhangig von der Dimension des
Untersuchungsobjektes geschatzt werden, da der Bezugspunkt eines jeden
Partikels aus jeder Perspektive gleich aussieht (Altunkaynak et al., 2012, Kaplan
et al., 2012). Daher kdonnen die Gewebeschnitte bei bestimmten Methoden in
beliebiger Richtung, sprich in beliebigem Querschnitt der zu untersuchenden
Partikel entnommen werden (Gundersen, 1986; West et al., 1991; Howard und
Reed, 2005).

1.2.3 Zahlrahmen

Der von Gundersen 1977 entwickelte Zahlrahmen ist unter dem Namen ,the
unbiased counting frame* bekannt und ist in der sterologischen Wissenschaft zur
systematischen Zahlung von Partikeln innerhalb eines Referenzvolumens weit
verbreitet (Gundersen, 1977; West et al., 1991; Howard und Reed, 2005). Der

Zahlrahmen ist typischerweise als Quadrat angegeben, der den fur die Zahlung



relevanten Bereich innerhalb eines mikroskopischen Sichtfeldes eingrenzt
(Keuker et al., 2001). Er besteht Ublicherweise aus roten und griinen Linien,
siehe Abbildung 1. Die roten Linien begrenzen als Ausschlusslinien (eng.
.exclusion lines®) die ausgeschlossene Region, wahrend die griinen Linien den
akzeptierten Bereich umfassen und die Einschlusslinien (eng. ,inclusion lines®)
darstellen (Kaplan et al.,, 2012). Teilweise verlaufen die Ausschlusslinien
oberhalb und unterhalb des Rahmens weiter und dienen als verlangerte
Begrenzung der ausgeschlossenen Region, siehe Abbildung 1. Die Z&hlregeln
mit diesem Rahmen sind folgendermalRen zusammengefasst (Sterio, 1984;
Pakkenberg und Gundersen, 1988; Gundersen et al., 1988b, West et al., 1991):

1. Partikel, die komplett innerhalb des Rahmens liegen und keine seiner
Linien und Ecken berthren, werden gezahlt

2. Partikel, die eine Ausschlusslinie (rot) oder ihre Verlangerung berthren
oder schneiden, werden nicht gezahlt

3. Partikel, die eine Einschlusslinie (grin) berihren oder schneiden, werden
gezahlt

4. Partikel, die eine Einschlusslinie (griin) und auch eine Ausschlusslinie
(rot) beziehungsweise ihre Verldngerung berihren oder schneiden,

werden nicht gezahlt

Die Partikel werden aufRerdem nur nach ihrem Bezugspunkt, das heil3t zum

Beispiel nach der obersten Spitze der Zellen, gezahlt (Kaplan et al., 2012).



Abbildung 1: Der Zahlrahmen nach Gundersen (1977). Auch mithilfe des Zahlrahmens werden nur die
Partikel gezahlt, die die Voraussetzungen der Zéhlregeln erfiillen.

1.2.4 Grenz-Zone

Die Grenz-Zone (eng. ,guard zone“) beschreibt einen kleinen Geweberaum an
den Oberflachen eines histologischen Schnittes nach abgeschlossener
histologischer Farbung, in dem keinerlei stereologische Untersuchungen und
somit keine Zahlvorgange stattfinden (Mouton, 2002). Hierdurch werden
Artefakte (eng. ,lost caps®), die vor allem wahrend des Gewebeschneidens
entstehen, bei der Zahlung ausgeschlossen, wodurch es nicht zu einer falschen
Uber- oder Unterschatzung der Partikelanzahl an der Oberflache kommt (Mouton,
2002; Baryshnikova et al., 2006).

1.2.5 Randeffekt

Das mikroskopische Sichtfeld ist je nach Vergréf3erung lediglich auf eine
bestimmte Flache beschrankt. Zu zahlende Partikel liegen unter anderem nur
teilweise im sichtbaren Bereich, wéhrend ein anderer Teil gar nicht zu sehen ist.
Dieses Phanomen wird als Randeffekt (eng. ,edge effect“) bezeichnet und kann

die Eindeutigkeit einer Zahlung erschweren (Gundersen, 1977).



1.2.6 Systematisch zufallige Probenauswabhl

Stereologische Untersuchungen sind aus arbeits- und zeittechnischer Sicht sehr
aufwandig, und es ist praktisch nicht mdglich, alle Schnitte einer gesamten
Struktur einzeln zu untersuchen und alle Partikel darin zu z&hlen (Kaplan et al.,
2012). Es mussen fir die quantitative Untersuchung daher bestimmte Abschnitte
stichprobenartig ausgesucht werden, welche eine reprasentative Aussage Uber
die Gesamtstruktur treffen konnen (Kaplan et al., 2012; Altunkaynak et al., 2012).
Dabei muss gleichzeitig gewahrleistet werden, dass jeder Bereich innerhalb der
Struktur mit einer jeweils gleich hohen Wahrscheinlichkeit untersucht werden
kann (Gundersen und Jensen, 1987; Mouton, 2002). Eine verninftige
Untersuchung erfordert daher eine systematische und dennoch zufallige
Probenauswahl, auch ,SRS' (eng. ,Systematic Random Sampling“) genannt
(Gundersen et al., 1999; Glaser et al., 2007; Canan et al., 2008; McArt et al.,
2009). Dabei beginnt die Zahlung mit einem zufalligen Startpunkt innerhalb des
ersten vorbestimmten Untersuchungsintervalls und wird von dort aus im selben
konstanten Intervall systematisch bis zum Ende beibehalten (Howard und Reed,
2005; Glaser et al., 2007; Canan et al., 2008). Auf diese Weise ertbrigt sich eine
Untersuchung der kompletten Struktur. Vielmehr weist jede ihrer Regionen nun
die gleiche Wahrscheinlichkeit auf, einbezogen zu werden. Es werden daher alle
Schnitte benétigt, wobei nur ein Teil von ihnen tatsachlich untersucht wird. Der
randomisierte Startpunkt kann durch eine einfache Zufallszahlentabelle oder ein
Computerprogramm bestimmt werden (Altunkaynak et al., 2012). Die Festlegung
des fur die Untersuchung angemessenen Untersuchungsintervalls erfolgt
zumeist nach Durchfihrung einer erfolgreichen Pilotuntersuchung, bei der
mehrere vorbestimmte Untersuchungsintervalle im Vorfeld ausgetestet werden

und anschlieRend auf ein geeignetes festgelegt wird (Kaplan et al., 2012).

1.3 Untersuchungsverfahren

1.3.1 Modell-basiertes Verfahren
Im modell-basierten Verfahren (eng ,model-based stereology“) werden die aus

stereologischen Untersuchungen erhobenen Ergebnisse nachtraglich durch



mathematische Formeln angepasst, welche geometrische Informationen tber die
zu untersuchenden Zellen beinhalten, um mdgliche Untersuchungsfehler nach
der abgeschlossenen Z&hlung zu korrigieren. Ein Beispiel fur die Anwendung ist
die Abercrombie-Methode (Abercrombie, 1946; German und Manaye, 1993;
Baquet et al., 2009). Alle sichtbaren Zellen innerhalb von dinnen Schnitten
werden zundchst zusammengezahlt. Mit mathematischen Formeln berechnet
man dann die Gesamtanzahl der Zellen (Abercrombie, 1946). Bestimmte
Informationen missen vorab bekannt sein, beispielsweise die Partikelgréf3e in
der Z-Ausrichtung (German und Manaye, 1993). Eine prazise Gesamtanzahl ist
trotzdem schwierig zu ermitteln, denn sie hangt stark davon ab, wie gut die
Formeln die tatséchlichen Eigenschaften der zu untersuchenden Partikeln
wiedergeben, was wiederum davon abhangt, wie viele stereologische
Untersuchungsfehler vorhanden waren (West et al., 1991; West, 1999; Mouton,
2002). Das modell-basierte Verfahren liefert somit nur eine eingeschrankte
Annéherung der erhobenen Daten zu den tatsachlichen geometrischen Werten.
Im unguinstigen Fall kann das Ergebnis stark vom tatsachlichen Wert abweichen,
so dass die gefundenen Werte in der Praxis so gut wie bedeutungslos waren
(Altunkaynak et al., 2012), siehe Abbildung 2. Daher wird das modell-basierte
Verfahren meist durch das folgende erwartungstreue design-basierte Verfahren
abgelost (Schmitz und Hof, 2005).

1.3.2 Design-basiertes Verfahren

Beim design-basierten Verfahren (eng. ,design-based stereology®) ist eine
Analyse von Zellen meistens unabhangig von ihrer Gréf3e, Form, raumlichen
Ausrichtung und rdumlichen Verteilung maoglich. lhre stereologischen Methoden
sind somit ,a priori‘ so gestaltet, dass sie, im Gegensatz zum modell-basierten
Verfahren, keine geometrischen Informationen Uber die zu untersuchenden
Zellen im Vorfeld bendétigen (Dorph-Petersen et al., 2001; Keuker et al., 2001,
West, 2002; Schmitz und Hof, 2005). Die erhobenen Werte ndhern sich durch
eine standige Wiederholung von Untersuchungsschritten gemafR3 der
systematisch zufalligen Probenauswabhl allm&hlich dem wirklichen Wert an (West
et al.,, 1991; Altunkaynak et al., 2012), siehe Abbildung 2. Durch diese



Methoden werden potentielle und systematische Fehlerquellen zwar nicht
komplett, doch zumindest auf ein Minimum reduziert, so dass sich die
geschatzten und berechneten Werte aus den Ergebnissen nicht mehr so grof3
vom wahren, anzustrebenden Wert unterscheiden (West et al., 1991; Howard
und Reed, 2005; Muhlfeld et al., 2010). Fur die Analyse des Zentralen
Nervensystems sowie von anderen Organen und Gewebestrukturen haben
design-basierte Verfahren wesentlich zum Verstandnis der funktionellen und
pathologischen Morphologie des Korpers beigetragen (Pakkenberg et al., 1991,
Koprich et al., 2011, West et al., 1991).

Die nachfolgend aufgefiihrten Methoden — der Disektor und der Fraktionator —

basieren alle auf dem design-basierten Verfahren.

erhobener
Wert

Methode B

tatséghlicher Wert

Anzahl der Sc:héxtzungen>

Abbildung 2: Methode A stellt ein modell-basiertes Verfahren dar und zeigt eine systematische
Abweichung vom wirklichen Wert mit zunehmender Z&hlprozedur. Methode B ist dagegen ein design-
basiertes Verfahren und néhert sich bei wiederholter Prozedur dem wirklichen Wert an und liefert somit
ein erwartungstreues Endergebnis (modifiziert nach und genehmigt durch Altunkaynak et al., 2012).

1.4 Disektor

1.4.1 Allgemeine Informationen
Mithilfe des Disektors (eng ,disector®) lassen sich Partikel in einem

dreidimensionalen Volumen innerhalb von Geweben auf eine einfache Art und



Weise unter dem Mikroskop zahlen. Jenes Volumen wird von zwei
aufeinanderfolgenden Schnitten begrenzt, die nah aufeinanderliegen und ihre
Schnittoberflachen in der Z-Achse um eine bestimmte Distanz voneinander
getrennt sind (Sterio, 1984). Der englische Begriff ,disector” leitet sich deshalb
aus der Kombination der Woérter ,di“ fur zwei und ,section® fir Schnitt oder
Ausschnitt ab (Kaplan et al., 2012). Mit der geschatzten Partikelanzahl in einem
gesamten Disektor-Volumen lasst sich die numerische Dichte ,Nv' bestimmen,
welche dann anschlieRend fur die Berechnung der Partikelanzahl in der
gesamten Struktur verwendet wird. Dieses Vorgehen wird auch als Cavalieri-
Disektor-Kombination bezeichnet (Gundersen, 1986; Howard und Reed, 2005).

Die bereits 1932 von William R. Thompson beschriebenen Grundlagen dieser
Methode wurden von Cruz Orive (1980) wiederaufgegriffen, als man nach einer
Mdglichkeit suchte, in einem definierten Volumen eines Gewebes die Anzahl von
Zellen moglichst genau und ohne grof3en Zeit- und Arbeitsaufwand zu bestimmen
(Cruz Orive, 1980). Spater entwickelte Sterio (1984) eine dreidimensionale
Zahlmethode fur eine erwartungstreue Schéatzung der Anzahl und Gréf3e von
beliebigen Partikeln in einem definierten Volumen und gilt somit als revolutionarer
Begriinder der ersten modernen Disektor-Methode (Sterio, 1984; Geuna, 2005).
Seine Methode zielt genau auf die Zahlung von Partikeln teilweise oder ganzlich
innerhalb des Z&hlrahmens ab, welche auch nur in einem der beiden

histologischen Schnitte auftreten (Geuna, 2005; Kaplan et al., 2012).

Es sind zwei Variationen der Disektor-Methode zu unterscheiden: der
physikalische Disektor (eng. ,physical disector”) und der optische Disektor (eng.
,optical disector”). Durch beide Variationen ist eine effiziente und
erwartungstreue Schatzung Uber eine begrenzte quantitative Menge ohne den
Einfluss von verschiedenen Faktoren wie der Partikelgro3e, -verteilung und -
orientierung maoglich (Gundersen et al., 1988b; Hatton und von Bartheld, 1999;
Dorph-Petersen et al., 2001; Gardella et al., 2003; Kaplan et al., 2010). Fir die
Zahlung einer erheblich groRen Menge an Zellen eignet sich zunehmend auch
die Fraktionator-Methode, bei dem es sich um eine erweiterte Modifikation der
Disektor-Methode handelt (Gundersen und Jensen, 1987).



1.4.2 Der physikalische Disektor

Die Untersuchung erfolgt an zwei benachbarten, histologischen Schnitten, die in
der Regel nur jeweils 2-5um diinn sind (Sterio, 1984). Die beiden Schnitte werden
als Referenzschnitt (eng. ,reference” section) und Vergleichsschnitt (eng. ,look-
up section®) bezeichnet, wobei ersteres in der oberen Ebene liegt (Kaplan et al.,
2012), siehe Abbildung 3. Beide zusammen ergeben ein Disektor-Paar (Sterio,
1984; Gundersen et al., 1988a). Die Zahlung der enthaltenen Partikel erfolgt
durch den Z&hlrahmen. Wenn die Bedingungen des Zahlrahmens erfillt sind und
ein Partikel im Vergleichsschnitt, jedoch nicht in dem dartberliegenden
Referenzschnitt scharf erscheint, wird es markiert beziehungsweise gezahlt und
als Disektor-Partikel ,Q‘ bezeichnet (Coggeshall, 1992; Howard und Reed, 2005,
Kaplan et al., 2012). Eine Zelle, die in beiden Schnitten scharf zu sehen ist, wird
nicht gezahlt. So wird sichergestellt, dass jede Zelle nur maximal einmal gezahlt
werden kann (Sterio, 1984, Aslan et al., 2006). Fur die gesamte Untersuchung
werden nur vereinzelte Schnittpaare eines gesamten Strukturgewebes gebraucht
(Dorph-Petersen et al.,, 2001). Die Schnitte missen stets parallel zueinander
geschnitten werden (Kaplan et al., 2012), und jeder Schnitt muss sich seinem
Nachbarschnitt chronologisch und eindeutig zuordnen lassen (Howard und Reed,
2005). Der Abstand zwischen zwei Schnitten sollte weniger als 1/3 oder 1/4 der
durchschnittlichen Partikelnohe betragen (Kaplan et al., 2012). Andernfalls
konnten einige ungeschnittene Partikel im Gewebe Ubersehen werden mit der
Folge, dass diese wahrend des Zahlvorganges nicht bericksichtigt werden
(Gundersen, 1986; Kaplan et al., 2012). GréRere Partikel sowie ovale Partikel,
die mit ihrem grof3ten Durchmesser senkrecht zu der Schnittebene liegen, haben
eine groBere Chance angeschnitten zu werden und kodnnen daher
unterschiedlich oft in den einzelnen Schnitten vorkommen, wodurch es auch zu
einer spateren Uberschatzung der Zellanzahl kommen kann (Weibel, 1981;
Gundersen und Jensen, 1987; Altunkaynak et al., 2012). In solch einem Fall
spricht man vom ,Wicksell's Korpuskel-Problem“ (Mouton, 2002; Kaplan et al.,
2012). Wie zuvor erwéhnt ist daher die Festlegung eines eindeutigen
Bezugspunktes, wie der oberste Punkt einer Zelle, entscheidend fur die Erzielung

eines korrekten und erwartungstreuen Ergebnisses einer stereologischen
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Untersuchung (Sterio 1984; Howard und Reed, 2005; Kozan et al., 2007).
Weitere Zahlregeln dazu sind bereits im Kapitel 1.2.3 ,Zahlrahmen® beschrieben

worden.

Vergleichsschnitt

Referenzschnitt Fall 2 Vergleichsschnitt

y

Abbildung 3: Zwei Beispiele der Disektor-Technik: sowohl in Fall 1 als auch in Fall 2 sind die Zellen jeweils
nur in einem der beiden aufeinanderfolgenden Schnitte gut fokussiert zu sehen, wahrend ihre
Erscheinungen im anderen Schnitt unscharf dargestellt sind. Der oberste Punkt (Spitze) einer Zelle darf
somit nur in einem der beiden Schnitte scharf zu sehen sein, um einmal gezahlt zu werden. Andererseits
durfen die Zellen nicht die roten Linien des Z&hlrahmens berlihren, sonst werden sie nicht mitgezahit.

1.4.3 Der optische Disektor

Der optische Disektor stellt eine Erweiterung der physikalischen Disektor-
Methode dar und wird an dicken Schnitten (in der Regel 25-40um) angewendet
(Keuker et al., 2001). Der einzige Unterschied ist die Disektorhdhe ,h* durch das
zusatzliche Hinzuflgen von dinnen, optischen Fokusebenen (1um) in der Z-
Achse (Gundersen et al., 1988b). Somit arbeitet der optische Disektor mit

einem dreidimensionalen Kubus, worin die Linien des Zahlrahmens nun zu
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Flachen umgewandelt werden, siehe Abbildung 4. Kaplan et al. (2012)
beschrieben die Durchfiihrung folgendermalien: die oberste Ebenenschicht des
optischen Disektors wird als der erste Referenzschnitt und der Boden als der
letzte Vergleichsschnitt bezeichnet. In das eingeschlossene Disektor-Volumen
entstehen mehrere optische Fokusebenen mit zunehmender Tiefenscharfe am
Mikroskop, wodurch ein schrittweises Durchfokussieren durch die komplette
Schnittdicke ermdoglicht wird. Dabei stellt eine Fokusebene den
Vergleichsschnitt dar, wahrend der Referenzschnitt unmittelbar dartberliegt
(Kaplan et al., 2012). Es gelten die gleichen Regeln wie beim physikalischen
Disektor: ein Partikel, das nur in der fokussierten Ebene und nicht in der
dariiberliegenden Ebene zu sehen ist, wird gezahlt, sofern es auch die anderen
Voraussetzungen des Zéhlrahmens beziglich der Einschlusslinien (grin) und
der Ausschlusslinien (rot) erfullt, siehe Abbildung 4 (flir genauere
Informationen siehe Kapitel 1.2.3. ,Zahlrahmen®). Die Hohe des optischen
Disektors muss ausreichend hoch definiert werden und es ist zu
berticksichtigen, dass sie von der Gr63e der zu untersuchenden Partikel und
der Festlegung der Grenz-Zone (Mouton, 2002) sowie von
Gewebedeformationen wie Schrumpfung in der Z-Achse nach den
histologischen Aufbereitungsschritten beeinflusst wird (Dorph-Petersen et al.,
2001).

12



) ///
/ .

Abbildung 4: Die Abbildung zeigt den Aufbau eines dreidimensionalen Kubus, dem optischen Disektor mit
einer definierten Disektorhdhe ,h° in der Z-Achse. Die Zahlregeln gelten auch nach wie vor, da die
Begrenzungen des Rahmens in der X/Y-Achse nach vertikal in Richtung der Z-Achse abhéngig von
,h* erweitert werden.
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1.4.4 Numerische Dichte ,Nv‘ und Cavalieri’s Prinzip
Der Quotient, der sich aus der Division der Summe der gezahlten Partikelanzahl
durch den Wert des Disektor-Volumens gemal3 der Disektor-Methode ergibt, ist
als numerische Dichte ,Nv‘ bekannt (Gundersen, 1986; Howard und Reed, 2005;
Mouton, 2002).

2Q

Nv=—o—"—"7——
ZVOlDisektor

Das Disektor-Volumen erhalt man durch das Produkt aus der Anzahl und dem

Flachenvolumen des verwendeten Z&hlrahmens (Mouton, 2002).

ZVOIdis = Anzathisektor X VOIZéihlrahmen

Um die Gesamtanzahl der Partikel fur den kompletten Referenzraum in der
Struktur berechnen zu kdnnen, muss dieses Referenzvolumen ,Vref' in einer
ganzen Struktur bestimmt werden. Hierfir kommt auch heute noch eine von dem
italienischen Mathematiker Bonaventura Cavalieri beschriebene Methode, als
,Cavalieri’s Prinzip“ bezeichnet, zur Anwendung (Altunkaynak und Altunkaynak
etal., 2007; Keskin et al., 2008; Sahin et al., 2008; Elfaki et al., 2011; Altunkaynak
et al., 2012).

Das Produkt von ,Nv‘ und ,Vref‘ liefert nun eine erwartungstreue Schatzung der
Gesamtpartikelanzahl ,E(N)° im kompletten Referenzvolumen in einer Struktur
(Gundersen und Jensen, 1987; Mouton, 2002). Da ,Nv' durch die Disektor-
Methode und ,Vref' durch das Cavalieri’'s Prinzip bestimmt wird, wird dieses
Vorgehen auch als ,Cavalieri-Disektor-Kombination“ bezeichnet (Gundersen,
1986; Howard und Reed, 2005; Mouton, 2002).

E(N) = Nvx Vref

1.5 Fraktionator

1.5.1 Allgemeine Informationen
Der Fraktionator (eng. ,fractionator®) wird zur Schatzung der Partikelanzahl in

jeglichem dreidimensionalen Volumen verwendet und ist komplett unabhangig
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von jeglichen Vorabinformationen wie der Partikelform, ihrer Gréf3e und
raumlichen Ausrichtung sowie der Berechnung eines Referenzvolumens wie bei
der Disektor-Methode (Dorph-Petersen et al., 2001; West, 2002; Schmitz und Hof,
2005). Beim Fraktionator wird eine Teilmenge an Schnitten untersucht, die durch
das SRS-Prinzip herausgesucht wird, um darin die Gesamtanzahl von Partikeln
innerhalb ihres Referenzvolumens zu bestimmen (Keuker et al., 2001). Aus
diesem Wert wird durch eine andere Formel als bei der Disektor-Methode die
Gesamtanzahl von Partikeln reprasentativ innerhalb einer kompletten Struktur
errechnet (Sterio, 1984, Gundersen, 1986; Gundersen et al., 1988a und 1988b,
Mouton, 2002). Das Gewebe muss dabei vollstdndig bis zum Ende geschnitten
werden, damit jeder Bereich statistisch gesehen die gleiche Wahrscheinlichkeit
aufweist, untersucht zu werden (Mouton, 2002).

1.5.2 Der physikalische Fraktionator

Beim physikalischen Fraktionator (eng. ,physical fractionator) wird ein
bestimmter Anteil an diinnen Schnitten durch das SRS-Prinzip herausgesucht,
und die Zahlung erfolgt dann analog des physikalischen Disektors mit den
gleichen Regeln (Dorph-Petersen et al., 2001). Beim physikalischen Fraktionator
wird die Gesamtpartikelanzahl durch das Produkt der gezéahlten Partikelanzahl
mit den Einstellungswerten fur die Probenauswahl berechnet, die fur die gesamte
Struktur bestimmt werden, wodurch die Bestimmung der numerischen Dichte wie
bei der Disektor-Methode entfallt (Dorph-Petersen et al., 2001). Die allgemeine
Fraktionator-Formel lautet (modifiziert nach Gundersen, 1986):

1
N=3)Q x

ssf " asf

Wobei Q™ = Anzahl der gezahlten Partikel, ssf = section sampling fraction, asf =

area sampling fraction. Nahere Erlauterungen dazu erfolgen im nachsten Kapitel.

1.5.3 Der optische Fraktionator
Der optische Fraktionator (eng. ,optical fractionator®) ist eine Kombination des

optischen Disektors und des SRS-Prinzips, bei der die Partikelanzahl durch das

15



Produkt aus der Anzahl der gezahlten Partikel in einem Einheitsvolumen mit den
Einstellungswerten fur die Probenauswahl (eine Kombination aus drei
verschiedenen Briichen) geschatzt werden kann (West et al., 1991; Keuker et al.,
2001; Altunkaynak et al., 2012). Diese Methode ist dem physikalischen
Fraktionator sehr ahnlich, aul3er, dass ein optischer Disektor eingesetzt wird und
es somit eine zusatzliche, definierte Disektorhthe in der Z-Achse gibt, siehe
Abbildung 4. Die Methode eignet sich deshalb fur dicke Schnitte von 25-40um
(Gundersen, 1977; Gundersen, 1986; West et al., 1991). Die Z&hlung erfolgt
analog dem optischen Disektor. Der optische Fraktionator wird allgemein als die
Methode der Wahl bei der Untersuchung von besonders komplexen Strukturen
wie dem Nervengewebe verwendet (Kaplan et al., 2001; Sonmez et al., 2010a;
Gokce et al., 2011). Die Formel des optischen Fraktionators lautet (modifiziert
nach Gundersen und Jensen, 1987; West et al., 1991):

1 1 1

N'=2Q" X 55 % 258 X st

Wobei Q™ = Anzahl der gezahlten Partikel, ssf = section sampling fraction, asf =

area sampling fraction, hsf = height sampling fraction.

1.5.3.1 Bestimmung des ,ssf*

Der erste Schritt beim optischen Fraktionator ist die Auswahl von Schnitten aus
einem ganzen Vorrat, die fur die Untersuchung herangezogen werden. Wie viele
Schnitte wirklich verwendet werden, hangt entscheidend von der Gesamtmenge
an verflgbaren histologischen Schnitten vom zu untersuchenden Gewebe und
der Schnittdicke sowie von der Grol3e der zu untersuchenden Partikel ab (Dorph-
Petersen et al., 2001). Im Durchschnitt werden 10-20 Schnitte fir jede Seite pro
Struktur ausgewéhlt (Gundersen und Jensen, 1987; Keuker et al., 2001). Die
Auswahl erfolgt dabei nach einem gleichmaRigen Intervall und beginnt rein
zufallig innerhalb des Intervalls analog dem SRS-Prinzip, siehe auch Kapitel
1.2.6. ,Systematisch zufallige Probenauswahl®. Das Untersuchungsintervall wird
auch als ,section sampling fraction® bezeichnet und wird somit allgemein als das

Verhéltnis von ausgewahlten Schnitten zu der Gesamtanzahl aller vorhandenen
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Schnitte einer Struktur verstanden (Kaplan et al., 2001; Keuker et al., 2001;
Witgen et al., 2006; Altunkaynak et al., 2012).

1.5.3.2 Bestimmung des ,asf*
Der ,area sampling fraction“ beschreibt die Relation zwischen der Flache des
Zahlrahmens und der Flache eines Untersuchungsrasters, innerhalb dessen

jeweils eine Zahlung erfolgt, auch Rasterflache genannt (Mouton, 2002):

Flachezsnirahmen
FléCheRaster

asf =

Die Flachen berechnen sich jeweils durch das Produkt aus Breite und Hohe in
der X/Y-Achse. Der Zahlrahmen muss derartig grofl3 genug gewahlt werden, so
dass im Durchschnitt 1-2 Zellen pro Rahmen gezahlt werden kénnen (Gundersen
und Jensen, 1987; Keuker et al., 2001; Glaser et al., 2007). Die GroRRe des
Zahlrahmens darf zudem nicht erheblich durch Randeffekte (Gundersen, 1977)
beeinflusst werden, siehe Kapitel 1.2.5. ,Randeffekt‘. Die Auswahl der
passenden GrofRe des Zahlrahmens erfolgt in der Regel bei starker optischer

VergroRerung und bei einer geringen Tiefenscharfe am Mikroskop.

Die Grol3e des Rasters héngt entscheidend davon ab, wie die Zahlrahmen
bezuglich ihrer Anzahl und Flache insgesamt gestaltet werden sollen. Mdchte
man insgesamt 100-200 Zellen fur jede Seite einer Struktur gezahlt haben und
werden pro Zahlrahmen 1-2 Zellen gezahlt, mussen im Durchschnitt 10-20
Raster in jede Seite eines Schnittes gelegt werden (Gundersen und Jensen, 1987,
Keuker et al., 2001).

1.5.3.3 Bestimmung des ,hsf

Der ,height sampling fraction“ beschreibt das Verhéltnis der Disektorhdhe ,h* zu
der durchschnittlich gemessenen Schnittdicke ,t* in der Z-Achse und lasst sich
folgendermal3en berechnen (Mouton, 2002):

hsf = h

t
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Die Schnittdicke wird am Mikroskop gemessen. Da der Schnitt wahrend der
histologischen Aufbereitung einer mehr oder weniger ausgepragten Deformation
unterliegt (Dorph-Petersen et al., 2001, Keuker et al., 2001), ist seine
geschnittene Oberflache nie glatt, sondern &hnlich einer htgeligen Landschaft
stark wellenférmig gewolbt. Die Schnittdicke wird bestimmt, indem man die
Distanz von dem jeweils héchsten Punkt der gegeniberliegenden Oberflachen
durch das Scharfstellen am Mikroskop (Fokussieren) wie bei der Bestimmung
des Bezugspunktes misst. Nach Abzug der Grenz-Zone jeweils oberhalb und
unterhalb der Schnittoberflache von der gemessenen Schnittdicke erhalt man

anschlieBend die Hohe des Disektors (Dorph-Petersen et al., 2001).

1.6 Der Fehlerkoeffizient (CE)

Fur die qualitative Glaubwirdigkeit einer stereologischen Untersuchung ist es
notwendig, die Menge an systematischen Fehlern und ihren nicht unerheblichen
Einfluss auf die Genauigkeit eines stereologischen Verfahrens in einem
Studiendesign zu berucksichtigen (Schmitz et al., 1999; Schmitz und Hof, 2005).
Eine unvermeidbare Fehlerquelle sind Gewebedeformationen  wie
Schrumpfungen nach der histologischen Aufbereitung (Dorph-Petersen et al.,
2001). Die Gesamtanzahl aller systematischen Fehler in einer stereologischen
Untersuchung kann durch den Fehlerkoeffizienten (eng. ,Coefficient of Error‘/CE)
ausgedrtckt werden (Gundersen, 1987). In der praktischen Anwendung sind
systematische Abweichungen in jeder Untersuchung stets vorhanden, jedoch ihr
Ausmal zwischen dem erhobenen und dem tatséchlichen Wert nicht konkret
bekannt (Gundersen, 1987; Schmitz, 1998; Glaser und Wilson, 1999;). Zwar
machen Altunkaynak et al. (2012) deutlich, dass sich das Gesamtergebnis durch
eine erwartungstreue Methode mit zunehmender Untersuchungshaufigkeit dem
tatséchlichen Wert irgendwann annéhern wird, jedoch ist unklar, wann dieser
Zeitpunkt letztendlich erreicht ist, siehe Abbildung 2. Mehrere mathematische
Formeln zur Berechnung des CE’s wurden bisher unter Berlcksichtigung
verschiedener Faktoren wie der Form und der raumlichen Verteilung der Partikel
angewendet (Cruz-Orive und Weibel, 1990; Schmitz und Hof, 2005). Eine der
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bekanntesten und popularsten Formeln ist die CE-Formel nach Gundersen,
welche flir die Prazisionsbestimmung nach der reprasentativen Zahlung einer
Zellgruppe verwendet wird (Gundersen, 1986; Gundersen und Jensen, 1987,
West et al., 1991). Als Faustregel wird hierbei ein individueller CE<0,1 angestrebt;
unterhalb dieser Grenze wird die Menge an systematischen Fehlern und somit
die Glaubwirdigkeit einer ordentlich durchgefuhrten Untersuchung als
akzeptabel angesehen (Gundersen und Jensen, 1987; Gundersen et al., 1999;
Keuker et al., 2001; Mouton, 2002). Die endgtiltige Formel zur Berechnung des
CE’s lautet (West et al., 1991; Keuker et al., 2001):

\/{3 X [(ZQ_)Z - ZQ_] + Z[Q—_ X Q;échster Schnitt] - 4x Z[Q_ X ngernéchster Schnitt]} / 240 + ZQ_

CE =
2Q°

Abbildung 5: Formel zur Berechnung des CE’s nach Gundersen (modifiziert nach Keuker et al., 2001),
wobei ,Y.Q~, fir die Gesamtanzahl der gezahlten Zellen steht.

19



1.7 Morbus Parkinson

Morbus Parkinson ist eine progressiv degenerative, neurologische Erkrankung,
die vor allem bei Menschen ab dem 60. Lebensjahr gehauft auftritt und durch
einen kontinuierlichen Verlust von dopaminergen Neuronen (DA-Neurone) in der
Substantia Nigra (SN) gekennzeichnet ist (Sgado et al., 2006; Baquet et al.,
2009). Die klinischen Kardinalsymptome sind Zittern (Tremor), Muskelsteifigkeit
(Rigor), Haltungsschwierigkeiten (posturale Instabilitdt) und Bewegungsarmut
(Hypokinese/Akinese) beziehungsweise -verlangsamung (Sgado et al., 2006).
Erst ab einem Verlust von ungefahr 70% der DA-Neurone in der SN zeigen sich
diese auffalligen Symptome (Baquet et al., 2009), daher stellt die Z&hlung dieser
Zellen einen notwendigen und wichtigen diagnostischen Aspekt in zahlreichen
Untersuchungen tber Morbus Parkinson dar (German et al., 1989; Tomac et al.,
1995; Mentis and Delalot, 2005; Richard, 2005). Histopathologisch treten zudem
die sogenannten Lewy-Koérperchen auf (Spillantini et al., 1997; Olanow und
Tatton, 1999; Saito et al., 2004; Shults, 2006; Koprich et al., 2011). Dabei handelt
es sich um proteinreiche Einschlusskorper, die zum groRen Teil aus Alpha-
Synuclein bestehen (Saito et al., 2004; Shults, 2006; Koprich et al., 2011), dessen
physiologische Funktionen in der Freisetzung von bestimmten Neurotransmittern
fir den Mechanismus der synaptischen Vesikel-Ubertragung und des axonalen
Transportes (Jo et al., 2000; Perez et al., 2002; Madine et al., 2008; Ben Gedalya
et al., 2009; Chung et al., 2009; Scott et al., 2010) sowie im Mechanismus der
Autophagie (Crews et al., 2010; Winslow et al., 2010) vermutet werden. Die
endgultige Funktion von Alpha-Synuklein ist noch unklar, jedoch ist seine
Anwesenheit ein klares Indiz fur die Diagnosestellung der Parkinson-Krankheit
(Spillantini et al., 1997).

1.8 Die Rolle der dopaminergen Neurone: die Substantia Nigra
Mesenzephalische DA-Neurone stellen die Hauptquelle von Dopamin im
Zentralen Nervensystem der Saugetiere dar und sind in den drei ausgepragten
Nuklei-Kernen, der SN pars compacta (SNpc), der ventralen tegmentalen Area
(VTA) und dem retrorubralen Feld (RRF) lokalisiert (Dahlstrém und Fuxe, 1964;
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German und Manaye, 1993; Sgado et al., 2006). lhre Innervationsziele sind die
Basalganglien, wo sie eine wichtige Rolle bei den Mechanismen von Emotionen
und des motorischen Verhaltens spielen (Schultz, 2002; Girault und Greengard,
2004). Ihr Untergang fuhrt zu zahlreichen neurologischen und psychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie (Stevens, 1973; Snyder et al., 1974), Sucht
(Wise und Bozarth, 1982; DiChara und Imperato, 1988), Bewegungsstorungen
(Iversen und Koob, 1977) und vor allem zu Morbus Parkinson (German et al.,
1989; Eells, 2003). Ein besonderes Augenmerk gilt daher der SNpc, deren
Region priméar von der Parkinson-Erkrankung befallen ist (Pakkenberg et al.,
1991; Baquet et al., 2009). Die SNpc beinhaltet bei einem gesunden 80-jahrigen
Menschen laut Pakkenberg et al. (1991) ungefahr 550.000 pigmentierte und
250.000 nicht-pigmentierte Neurone mit einer Abweichung von 20% (Pakkenberg
et al., 1991), wobei die pigmentierten Neurone durch das Neuromelanin in den
Zellen erkannt werden kénnen (German und Manaye, 1993). Bei Morbus
Parkinson ist diese Gesamtanzahl drastisch reduziert; je nach Literatur und
Untersuchungsmethodik war sie im Vergleich zum gesunden Menschen um 66%
(Pakkenberg et al., 1991), um 70% (McGeer et al., 1977) oder um bis zu 80%
(Langston, 1985) verringert.

Zur genauen stereologischen Untersuchung der Gesamtneuronenanzahl wurden
von Baquet et al. (2009) die Region der SN an Versuchsméausen (C57BL/6J)
dargestellt und erforscht. Andere Modelle verwendeten Ratten als Versuchstiere
(German und Manaye, 1993). Die Ausdehnung der SN von posterior nach
anterior sowie seine Begrenzungen in allen Richtungen wurden mithilfe eines
Standardmaus-Atlas’ nach Paxinos und Franklin (Paxinos und Franklin, 2001)
und durch die Zunahme von typischen Erkennungsmerkmalen wie Blutgefal3en,
Ventrikeln, Auslaufern und anderen Strukturen nach Nelson definiert (Nelson et
al., 1996).

Baquet et al. (2009) beschrieben die Begrenzungen folgendermal3en: ,die
Region der SNpc fangt auf beiden Seiten jeweils rostral nahe dem Ende des
Nukleus subthalamicus (STN) an und liegt lateral des medialen Vorderhin-
Blndels. Sie endet kaudal am Beginn des retrorubralen Feldes. In zunehmender

kaudaler Richtung wird die Region zusatzlich medial durch den ventralen
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tegmentalen Area (VTA) und den medialen Lemniscus (ML) sowie nach
ventrolateral durch die SN pars reticulata (SNr), einer Region mit dendritischen
Auslaufern der SNpc-Neurone und wenigen nigralen Zellen, begrenzt® (Baquet
et al., 2009). Die Zellen der SNpc sind um einiges grol3er als die Neurone der
VTA (Nelson et al., 1996; Baquet et al., 2009).

1.9 Ziel der Arbeit

Fur die Diagnose einer neurologischen Krankheit, wie Morbus Parkinson, stellt
die festgestellte Anzahl der neuronalen Zellen im menschlichen Gehirn ein
wichtiges Indiz fur das Vorliegen dieser Krankheit dar. Die Zellanzahl liefert
Informationen tber Entstehung, Verlauf und Folgen der Erkrankung. Zu diesem
Zwecke muss stets die Zellanzahl eines gesunden Probanden mit jener eines

erkrankten Menschen verglichen werden.

Es existieren dafur bereits zahlreiche Versuchsmodelle und die dargestellten
Ergebnisse in der Literatur unterscheiden sich je nach angewandter
Untersuchungsmethodik. Die erwartungstreue Untersuchungsmethode mit dem
optischen Fraktionator ist heutzutage der Goldstandard und stellt eine der
effizientesten Methoden in der stereologischen Forschung dar. Sie ist jedoch
sehr komplex aufgebaut und ohne spezielle Ausristungen und Programme
schwierig umzusetzen. Im Laufe der Zeit wurden viele kommerziell erhaltliche
Komplettsysteme einzig und allein fur stereologische Untersuchungszwecke
entwickelt, welche jedoch fiir viele Forscher aus finanziellen Grinden nicht
tragbar waren. Dadurch wurden lebenswichtige Untersuchungen erschwert oder

nur eingeschréankt durchgefuhrt.

In dieser Arbeit wird daher die Methode des ,Axiophot-2“ vorgestellt, die fur die
Schéatzung der Gesamtneuronenanzahl in der SN an Wildtyp-Mausen eine
einfache, standardisierte Laborausristung verwendet, bestehend aus einem
konventionellen Lichtmikroskop mit einer Kamera, einem fahrbaren Tisch und
einem Computer mit einem Standard-Bildbearbeitungsprogramm. Diese
Ausriistung wird anschlieRend mit der stereologischen Untersuchungsmethode

durch das kommerziell erhéltliche, stereologische Komplettsystem ,Stereo
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Investigator® verglichen. Beide Methoden beruhen auf das Prinzip des optischen
Fraktionators und verwenden dieselben immunhistologisch aufbereiteten

Schnitte.

Ein Vergleich der Ergebnisse und Effizienz beider Methoden zueinander und mit
denen in der Literatur liefert Diskussion Uber die Effektivitdt und Kompatibilitat
der vorgestellten Methoden. Ziel dieser Arbeit ist mithin die Prasentation einer
genauso effizienten, jedoch gunstigeren Alternative zur einer bereits

bestehenden stereologischen Untersuchungsmethode.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Tiere
Fur die Untersuchung wurden 6 méannliche Wildtyp-Mause (WT) des Stammes
C57BL/6 aus dem Charles-River-Laboratorium im Durchschnittsalter von 3

Monaten und einem Korpergewicht von 24-30g herangezogen.

Die Tiere wurden bei einer Standardraumtemperatur von 21°C und einem Tages-
Nacht-Rhythmus von 12 Stunden in einer nahezu pathogen-freien Umgebung in

Makrolonkafigen gehalten.

Alle Durchfuhrungen erfolgten im Einklang mit den auf die Untersuchung
bezogenen internationalen, nationalen und/oder institutionellen Richtlinien
bezuglich der Haltung und Nutzung der Tiere und wurden von der Regierung von
Unterfranken in Wirzburg (Deutschland) genehmigt.

2.2 Materialien und Chemikalien

¢ Phosphate buffered saline/PBS
o Fur einen Liter 1M (1mol) PBS:
= 80g NaCl (Sigma- Aldrich, St. Louis, USA)
= 13,29 Na2HPO4:2H20 (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)
= 2g KCI (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
» 49 KH2PO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
» Rest bis auf einen Liter mit destilliertem Wasser auffillen

o Fir0,1M (0,1mol) PBS: 100ml 1M PBS auf einen Liter mit

destilliertem Wasser verdiinnen
e Paraformaldehyd/PFA (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

o Fur 4% PFA: 4g PFA in 80ml 0,1M PBS gelost, erhitzt auf 60-
70°C, auf Raumtemperatur abgekthlt und mittels NaOH auf einen
pH-Wert von 7,4 eingestellt, Rest bis 100ml mit 0,1M PBS
aufgefullt
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Standard Ultra-Sensitive ABC Staining Kit (Thermo Scientific, Rockford,
USA)

o Ultra Reagent A (Avidin, Specially Purified)

o Ultra Reagent B (Biotinylated Horseradish Peroxidase)
Primarantikorper: Tyrosine Hydroxylase rb anti rat ab 112 (Adcam,
Cambridge, UK) 1:1.000
Sekundarantikdrper: Biotinylated anti-rabbit IgG H+L (Vector Laboratories
Inc., Burlingame, USA) 1:100
Azur-11-Methylenblau (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Normal Goat Serum/NGS (Dako Denmark AS, Glostrup, Danemark)
Bovine Serum Albumin/BSA (Sigma Aldrich, USA)

o Fir 10% BSA: 10g BSA in 100ml 0,1M PBS auflésen
Triton X-100 (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Glycerol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Saccharose (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Ethanol 70% (Otto Fischar GmbH, Saarbriicken, Deutschland)
Tissue Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek, Niederlande)
2-Methylbutan (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid/DAB (Kem-En-Tec Diagnostics A/S,
Taarstrup, Danemark)
Wasserstoffperoxid 30% (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Aquatex® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Aufziehspritzen mit Filtropur S 0,45um (Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland)
Deckglas (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)

Objekttrager: Superfrost Plus (R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland)

Falcon® Cellstar Rohrchen 50ml (Greiner Bio One, Tokyo, Japan)
Cryomolds® (Polysciences Inc., Warrington, PA)

Brain Matrix Slicer
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2.3 Spezielle Ausristungen

Kryostat Leica 3050 (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
Standard-Lichtmikroskop (Kern Optics, Balingen, Deutschland)
BX53-Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) mit Kamera (mbf
Bio Science, Williston, USA)

Stereo Investigator Software Version 11.07 (MicroBrightfield Biosciences,
Williston, VT)

Axiophot-2-Mikroskop (Zeiss, Géttingen, Deutschland) mit Kamera (Visitron
Systems, Puchheim, Deutschland)

Wippschuttler

Visiview Imaging Software 3.0 (Visitron Systems GmbH, Minchen,
Deutschland)

NIH ImageJ Software 4.7

Grid-Overlay-Plugin (Rasband, 2010)

Cell-Counter-Plugin (De Vos, 2010)

Optical-Disector-Macro (Ward, 2013)

Optical-Disector-Position (Ip et al., 2017)

Calculation-Of-Cell-Count (Ip et al., 2017)
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2.4 Intrakardiale Perfusion und Entnahme des Hirngewebes
Vor der Gewebeentnahme wurden die Tiere in einer mit CO2 gefullten Kammer
betdubt und eingeschlafert. Anschlielend erfolgte die Thoraxer6ffnung und die
intrakardiale Perfusion mit 10ml 0,1M PBS sowie mit 70ml 4% PFA in 0,1M PBS.
Die Gehirne wurden aus der Schadelkalotte vollstandig in toto entnommen und
an einem Brain-Matrix-Slicer in der koronaren Ebene bei Bregma +0,74mm
(Figure 25 des Paxinos/Franklin-Maushirn-Atlas, 2001) geschnitten. Die dorsalen
Anteile mit der SN wurden zun&chst fur 24 Stunden bei 4°C in 4% PFA in 0,1M
PBS fixiert und anschlieBend fur weitere 48 Stunden bei 4°C tber Nacht in 30%
Saccharose in 0,1M PBS uberfuhrt. Mit der Schneideflache in Richtung Boden
zeigend wurden die Gehirnhélften in elastischen Behdaltern (Cryomolds®) mit
Tissue Tek® vollstandig und blasenfrei eingedeckt, bevor sie dann in mit
flussigem Stickstoff gekihltem 2-Methylbutan gleichmafig in Gewebeblocke
eingefroren wurden. Die Blécke wurden bei minus 22°C in Gefrierschranken fir
die weiteren Aufbereitungsschritte gelagert.

2.5 Schneiden der Blocke am Kryostat

Das Schneiden der gefrorenen Blocke erfolgte am Kryostat (Leica) bei einer
Kammertemperatur von minus 20-23°C und einer Objekttemperatur von minus
17-18°C. In jedem Block wurde zuvor bis kurz vor Beginn der SN in 10um-
Schritten vorgeschnitten und jeder 3.-4. Kontrollschnitt auf Objekttragern mittels
Azur-lI-Methylenblau angefarbt. Damit wurde die derzeitige topographische Lage
unter dem Lichtmikroskop und mit der Hilfe des Paxinos/Franklin-Maushirn-Atlas
(2001) sowie anhand von Nachbarstrukturen wie dem Hippocampus Uberpruft bis
man den Beginn der SN erreicht hatte. Fir die stereologische Untersuchung
wurden dann ab diesem Bereich 30um dicke Kryostatschnitte in der koronaren
Ebene seriell geschnitten und jeder Schnitt wurde abwechselnd in einem von vier
Falcon®-Rohrchen mit einer Antigefrier-Flussigkeit (30% Glycerol, 30% Ethanol,
40% PBS) bei minus 22°C gelagert. Fur die Entnahme und Uberfiihrung der
fragilen Gewebeschnitte eigneten sich dinne Spezialpinzetten und feine

Haarpinsel. Zur Seitenunterscheidung wurde auf der rechten Hemisphére an
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jedem Schnitt unmittelbar nach dem Schneiden zart eine minimale Kerbe
gestanzt, siehe Abbildung 6. Diese Kerbe lag deutlich auRerhalb der zu
untersuchenden Region und sollte nicht im Hippocampus oder Kortex liegen, da
diese Anteile wéahrend der darauffolgenden Farbungsprozeduren teilweise
verloren gingen. Beim Stanzen wurde ein kaltes, spitzes Praparier-Instrument
punktuell und mit nur wenig Druck am Gewebe angesetzt und in der Position
leicht rotiert, um mdgliche Schadigungen wie ZerreiRen und Quetschungen des
Gewebes zu vermeiden.

Abbildung 6: Bei mittlerer VergroRerung wird in der rechten Hemisphare eine Markierung gestanzt. Selbst
bei schwacher VergroRerung ist die Markierung in ihrem zackigen Grenzverlauf deutlich von Artefakten zu
unterscheiden. Bestéatigung sollte dennoch stets bei starkerer, mikroskopischer VergréRerung eingeholt
werden!

28



Da die SN frihestens ab Bregma -2,46mm (Figure 51 des Paxinos/Franklin-
Maushirn-Atlas, 2001) beginnt und sich bis Bregma -4,04 (Figure 64 des
Paxinos/Franklin-Maushirn-Atlas, 2001) erstreckt, betragt sein Gesamtbereich in
rostro-kaudaler Richtung 1,58mm. Folglich mussten bei 4 Serien und 30um
dicken Schnitten in jedem Rohrchen 12-14 Schnitte vorliegen, um den
kompletten Bereich der SN zu erfassen. Jedes Rohrchen enthielt somit Schnitte

einer Serie der SN von rostral bis kaudal mit je 120 um Abstand, siehe Abbildung.

2.6 Immunhistologische Farbung mittels Tyrosin-Hydroxylase

(Prinzip ,,flee-floating“)

Fur die Untersuchung wurden pro Versuchstier nur Schnitte eines Roéhrchens
gefarbt, wobei die Auswahl des Réhrchens rein zuféllig erfolgte. Die zu farbenden
Schnitte wurden aus der Antigefrier-Flissigkeit in einen Glasbehalter mit 0,1M
PBS uberfuhrt und dreimal fur je 5 Minuten mit 0,1M PBS gewaschen. Die
Farbung erfolgte in 12-Well-Zellkulturplatten. Der Waschvorgang pro Zyklus
verlief durch das Uberfiihren der einzelnen Schnitte von einem ,Well“ in das
nachste mithilfe eines feinen Pinsels. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation
der Schnitte in einer Lésung aus 10% NGS/ 2% BSA/ 0,5% Triton X-100 in 0,1M
PBS fur 1 Stunde. Die anschliel3ende Inkubation mit dem Primarantikdrper (TH
Kaninchen-anti-Ratte) in der Verdiinnung 1:1.000 in einer Lésung aus 2% NGS/
2% BSA/ 0,5% Triton X-100 in 0,1M PBS vollzog sich fur 24 Stunden Uber Nacht
bei 4°C.

Nach der Einwirkzeit wurden die Schnitte wiederum dreimal fir je 5 Minuten in
0,1M PBS gewaschen, bevor im nachsten Arbeitsschritt mit dem
Sekundéarantikérper (Ziege-anti-Kaninchen biotinylierte 1gG H+L) in der
Verdinnung 1:100 mit der gleichen PBS-LOsung wie beim Primarantikorper
inkubiert wurde. Die Inkubationszeit betrug hierbei 2 Stunden bei
Raumtemperatur. Anschlieend wurden die Schnitte erneut dreimal im 5-
Minuten-Takt in 0,1M PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Avidin-
Biotin-Komplex (Standard Ultra-sensitive ABC Staining Kit) fir 2 Stunden. Die

Losung wurde mit der Konzentration von 1,8ul Avidin und 1,8l Biotin auf 100ul
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Losung aus 2% NGS/ 2% BSA/ 0,5% Triton X-100 in 0,1M PBS hergestellt,
jedoch erfolgte das Ansetzen bereits 30 Minuten vor dem Gebrauch. Danach
wurden die Schnitte erneut dreimal fir 5 Minuten in 0,1M PBS gewaschen. Als
nachstes schloss sich daran die Farbung mit 3,3-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB) an. Dabei wurde zunachst eine DAB-Tablette (10mg, pH-
Wert 7) in 10ml destilliertem Wasser komplett aufgelost und kurz vor der
Anwendung mit 10ul H202 (30%) aktiviert, Die komplette Fllssigkeit wurde
daraufhin mit einer 10ml-Spritze und einem Filteraufsatz S 0,45um aufgesogen
und gleichmafdig auf die Schnitte verteilt. Die zunehmende Farbung wurde unter
einem Lichtmikroskop beobachtet und nach maximal 10 Minuten durch
zweimaliges Waschen fir je 5 Minuten in destilliertem Wasser angehalten,
sobald die Intensitat der gefarbten Neurone als geniigend beurteilt wurde, siehe
Abbildung 7. Die Schnitte wurden zuletzt einzeln pro Objekttrager
aufgenommen und mit Aquatex® und einem Deckglas eingedeckt. Alle
Objekttrager wurden bei Raumtemperatur fir 1 Stunde getrocknet und
anschlieend mit einem wasserfesten Stift beschriftet.

Es ist anzumerken, dass die Farbung mit dem stark kanzerogenen DAB unter
strengen Sicherheitsvorkehrungen durchgefihrt und speziell fir diesen Schritt
nur Einmalartikel verwendet wurden. Die Entsorgung der Flussigkeit sowie aller
kontaminierten Materialien, inklusive der Handschuhe, erfolgte in speziell dafur

vorgesehenen Containern und unter einer Abzugshaube.

Mindestens ein Negativ-Kontrollschnitt wurde parallel zu jedem Farbezyklus in
einem separaten Behalter mitgefarbt. Die Schritte waren wie oben beschrieben
identisch mit der Ausnahme, dass keine Inkubation mit dem Primarantikérper
erfolgte. Folglich war die Negativ-Kontrolle am Ende als einziger Schnitt
ungefarbt.

Die Inkubationen erfolgten alle am Wippschiittler. Durch die Uberfiihrung der
Schnitte von einem Behdlter zum anderen wahrend des Waschens und der
Inkubationszeiten trennte sich der Hippocampus/Kortex-Anteil im weiteren
Verlauf meist ab und ging verloren. Der Hirnstamm mit der SN war jedoch

unbeschadet, siehe Abbildungen 8 und 9.
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Abbildung 7: Ein vollstandig gefarbter Schnitt durch Tyrosin-Hydroxylase. Bei der Betrachtung unter dem
Mikroskop bei zunehmender VergréRerung sind die nigralen Zellen sehr deutlich zu erkennen. Oben auf der
rechten Schnitthélfte ist bei kleiner Vergrof3erung die Kerbe zu sehen.
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500pm

Abbildung 8: Schnitte nach der histologischen Aufbereitung mit gleichméaRiger und vollstandiger Farbung
der Regionen mit der SN. Das Fehlen anderer angrenzenden Nachbarstrukturen auferhalb der zu
untersuchenden Region stellt in der Regel kein Problem bei der nachfolgenden Auswertung dar.
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2.7 Erwartungstreue stereologische Auswertung

A, : rostral B , .. T

Abbildung 9:

Die Auswertung erfolgt an allen gefarbten
Schnitten eines Réhrchens pro Tier, welche die
gesamte rostrokaudale Ausdehnung der SNpc
und SNr der Maus reprasentieren sollen. Die

Abbildung zeigt eine zu untersuchende Serie aus
14 Schnitten in chronologischer Reihenfolge und
in zwei verschiedenen Darstellungen (A, B). Da
nur jeder 4. Schnitt untersucht wird, betrégt der
Abstand der einzelnen Schnitte zueinander
120um.
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2.7.1 Auswertung mit dem Axiophot-2

Abbildung 10: Das Axiophot-2-Mikroskop von Zeiss mit einer Aufnéhmékamera von Visitron Systems,
welche oben angeschlossen ist. Unter dem Mikroskop ist der motorisierte Tisch angeschlossen. Daneben
befindet sich die dazugehotrige Konsole

Die Aufnahme der einzelnen immunhistologisch gefarbten Schnitte erfolgte mit
dem Axiophot-2-Mikroskop von Zeiss und einer daran angeschlossenen
Aufnahmekamera unter Zuhilfenahme des Programmes ,Visiview Imaging
Software Version 3.0“ von Visitron Systems, siehe Abbildung 10. Die Software
ermoglichte sowohl eine digital scharfe Bild-Aufnahme in hoher Auflésung von
312 pixel/cm in der horizontalen X/Y-Ebene als auch eine schrittweise optische
Aufnahme von 1pum in tieferen Ebenen in der Z-Achse. Ein fahrbarer
Objekttragertisch in allen Richtungen war hieran angeschlossen. Die Bilder
wurden als TIFF-Format abgespeichert. Die Schnitte wurden, unter anderem
auch zur erleichterten Handhabung fir die Analyse, um 90° gekippt. Es wurde in
vorangegangenen Pilotuntersuchungen uUberpriuft, dass diese Malinahmen
keinen bedeutenden Einfluss auf die Qualitat der spateren Analyse hatten. Das
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Auswerten erfolgte anhand des Programmes ,NIH ImageJ Software Version
4.7 und die Eintragung sowie das Berechnen der Ergebnisse durch
selbsterstellte Tabellen in ,Excel 2016°.

Bildaufnahme mit Visiview
Der zu untersuchende Objekttrager wurde mit einem Tropfen Immersionsdl am

Deckglas des Schnittes am beweglichen Tisch unter dem Mikroskop angebracht.
Unter der Option ,Aquire“ wurde das Bearbeitungsfenster geéffnet (siehe
Abbildung 11a). Um das Speichervolumen auf ein Minimum zu beschranken,
wurden die Aufnahmen in schwarz-weiRer statt in farbiger Darstellung
durchgefihrt; dafiir wurde der Binning-Wert auf ,,2“ festgesetzt (siehe Abbildung
11a). Durch die Option ,Show Live“ konnte nun die aktuelle Bildaufnahme
abgerufen werden (siehe Abbildung 11a).

l-w v [Drectoy, | E:\Revison JoVE
[ ose | [ Lesscc | [ Seavence | Proview | Viewoop | Save. | Load.. |

Abbildung 11a: Offnen des Bearbeitungsfensters unter ,Aquire* (rotes Feld), Einstellung des Binning-
Wertes auf ,2“ (griines Feld), Aufrufen der Bildaufnahme durch ,Show Live* (blaues Feld).

Es wurde eine Ubersichtsaufnahme des zu untersuchenden Schnittes gedffnet.
Dadurch konnten mit dem kleinsten Objektiv von 2,5x zunachst die richtigen
Bildpositionen eingestellt und die Seiten identifiziert werden (siehe Abbildung
11b).
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File Edit Acquire Display Oveday Measure MoviePlayer Processing Macro  Configure Panel Windows Help
‘Sd @ e (grOlrouyF

_Aoqure | | Tmeiapse |Wavelength | ZSenes” [ Stage”]
Bposure: Ao [7] [[] Timedapse sees | | Stream
[ 5% (o) | menepores: [ 1oo-»
Binning: 2% | Time interval: y| |ms ']
White Balance }r‘ i8] S'WUVQ%M
T Duration: \”C ']
Camera Area: Full =
([ Fa ] -m .
Cowme J| )
Live Bn: 2k
o480 SaveSsauencetoDsk =S

Base Fle |SN1 ]

Baghtheld x) [ Drector |[E\Revision SoVE |
(om0 (lamees] [Secumrce [Provi | Vewoos [ Sove ) oo ]

Abbildung 11b: aktuelle Bildaufnahme vom geaten Schnitt in einem separaten Fenster (rotes Feld). i

Unter der Option ,Stage“ wurde zunachst das Feld ,Scan Slide“ aktiviert; bei 20x
Objektiv wurden durch die Felder ,TopLeft* und ,LowRight die X/Y-Koordinaten
fur die oberste linke Ecke und die unterste rechte Ecke des aufzunehmenden
Bereiches bestimmt und jeweils unter ,Set“ abgespeichert (siehe Abbildungen

11c und 11d).
e

File Edt Acquire Display Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro Configure Panel Windows Help
T e .R@/OHTF

] Keep Area, haouXSY Tdd54
X OverShoot: 50,32 um, Y Or 128,33 um

:M : - leecwy || E\Revision JoVE

| Gose, | [iLesscc,] [ Sequence || Preview | iewloop [ Save. [ Load |

Abbildung 11c: Aufrufen von ,Stage” (rotes Feld), Aktivierung von ,Scan Slide® (griines Feld), Abspeichern
der oberen Koordinatenpositionen durch ,Set” (schwarzes Feld).
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Edit Acquire Display Overay Measure MoviePlayer Processing Macro  Config Panel Windows Help
d e -F&[El_-]/otlTF‘

File
[ B

" Bass Fle SN ]
[& g][ﬂ-a::a‘y]!&\m.bw ]
(sGosns] (shasecss] [ Sequmnce [ Preview | viewioop J Save [ Load . |

Abbildung 11d: Abspeichern der unteren Koordinationspositionen durch ,Set* (schwarzes Feld).

AnschlieBend wurde unter der Option ,Z-Series* das Feld ,Z-Plane
series“ aktiviert; bei 63x Objektiv wurden an drei zuféllig ausgewdahlten
Bildpositionen innerhalb des Schnittes die Z-Koordinaten bestimmt, welche die
tatsachliche Schnittdicke bestimmen sollten. Dabei wurde mit ,View Top
Offset” von oberhalb des Schnittes soweit herangezoomt, bis ein Bereich scharf

zu sehen war (siehe Abbildung 11e).
P —

File Edt Acquire Display Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro Configure Panel Windows Help
ﬁmmo,-m[_ﬁ_l/ozrr:,

Steps: 14 Sze: 100 4+
fpe: 4.820 Save to Disk
Bace Fle  SN1
lm;dl [D"edorv ]"Eiwm-bVE
(C0ee) [itamecs] [ soauence | Proview | Viewoop [ Save. [ Lond

Abbildung 11e: Aufrufen von ,Z-Series” (rotes Feld), Aktivierung von ,View Top Offset (blaues Feld).
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Mittels ,Stop View Top“ wurde die Position gespeichert (siehe Abbildung 11f).
Genauso wurde auch fur den Bereich unterhalb des Schnittes mit ,View Bottom
Offset” (siehe Abbildung 11f) und ,Stop View Bottom* (siehe Abbildung 119)

verfahren.
File Edit Acquire Display Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro  Config Panel  Wind Help

‘Fd2eigsbrourF
[ Mogwe | Tmelampse | Wavelengh| ZSetes” |Siager|

)
m;'o" Ao [] V| Z-Plane seres V] Stream

wa ___microns

Bnnng 2/ Cument Z Postion: 92185 4
7‘" Range: 1160 =

Stop View Top

Abbildung 11f: Speichern der oberen Bildposition durch ,Stop View Top*“ (rotes Feld), Aktivierung von ,View
Bottom Offset” (griines Feld).

File Edit Acquire Display Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro  Configure Panel Windows Help
Sda e [¥rbD/onyF

- el
Brrring 2/2] | Curent Z Postion: 904.75 a)
ke Balance E] Cartersd Range L _';_,
View Top Offset 0,35 )
Camera Areo: Full 1% N
(Fogen ) ma
——— A ;

B 5
FES SRR

Abbildung 11g: Speichern der unteren Bildposition durch ,Stop View Bottom* (rotes Feld).
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Von diesen Koordinatenwerten musste noch die jeweilige Grenz-Zone
einkalkuliert werden. Vom ,Top“-Wert wurden 3um abgezogen und das Ergebnis
als neuer ,Top-Offset“-Wert eingegeben (siehe Abbildung 11h).

File Edit Acquire Display Overay Measure MoviePlayer Processing Macro Configure Panel Help

‘Zd @ e |gxblsouyF

[ fcawe | | Timedspse | Waveengh| ZSeres” [Sge|
Ao B o] zpnesedes (@) Stoam

[ 25| Cument ZPostion: [320. =

I7] Centered Range: : )

ew ot ) (%)

- (1820 S|

Steps: (18 [&] See: 100 2

Abbildung 11h: Eingabe des neuen ,Top-Offset‘-Wertes (rotes Feld).

Anschlielend wurden von diesem neuen ,Top-Offset‘-Wert 13um subtrahiert,
was der Hohe des optischen Disektors entspricht, und als neuer ,Bottom-Offset*-
Wert in das entsprechende Feld eingegeben (siehe Abbildung 11i). Danach
wurden noch folgende Parameter festgelegt: ,Steps: 14“ und ,Size: 1.00“ (siehe
Abbildung 11i). Damit konnten die Aufnahmen in 1um-Schritten durch die
gesamte Schnittdicke von 13um in der Z-Achse erfolgen.
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File Edit Acquire Displsay Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro  Configure Panel  Help
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Abbildung 11i: Eingabe des ,Bottom-Offset“-Wertes (rotes Feld), Festlegung des Wertes fir ,Steps” auf
,14% (griines Feld) und fir ,Sizes" auf ,1,00“ (blaues Feld).

Sobald alle Eingaben erfolgten, konnte man durch das Feld ,Directory” den
Speicherort auswahlen und anschlieend durch die Option ,Sequence” mit der
Bildaufnahme beginnen (siehe Abbildung 11j).

Edit Acquire Display Overlay Measure MoviePlayer Processing Macro Configure Panel Windows Help
@@ [(¥r@O /s oxwy F,
WZWE_

a'”"" Ao | 7] 2.Prane sevos ¥ Stream
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>

i .
Binning: 2[3{ | Cument ZPostion: 92095 E—_,I
[Sinatwes |25 I Omedfew  [B8 =

et [20% #

1635 o

2] Sze: [100 2

Abbildung 11j: Auswahl des Speicherortes der Bilddatei unter ,Directory” (rotes Feld), Starten der
Bildaufnahme mit ,Sequence” (blaues Feld).
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Nach der Aufnahme wurden unter der Option ,Processing” folgende Schritte
durchgefuhrt: Aktivierung von ,All Planes® und ,Sequence” sowie unter ,Montage
- Stitching = Overlap of Images 10% -> fast® (siehe Abbildung 11k) mit
anschlieBendem digitalem Zusammenfigen der einzelnen Bilder durch

.otart* (Abbildung 11k; neben dem ,Processing“-Fenster).

'v VieiView
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Abbildung 11k: Aufrufen von ,Processing” (rotes Feld), Aktivierung von ,All Planes® (gruner Pfeil)
~Sequence (blauer Pfeil), Aufrufen von ,Montage“ (schwarzes Feld), Aktivierung von ,Stitching“ (grauer
Pfeil) und ,Overlap of Images 10%" auf ,fast” (rosaner Pfeil), Starten der Bearbeitung durch ,Start“ (gelbes
Feld).
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Auswertung mit ImageJ
Zunéachst wurde durch das Programm ,NIH ImagedJ Software Version 4.7 unter

der Option ,File > Open“ das Bild gedffnet (siehe Abblldung 12a).

{ stereclogel Brightfield-Montage.stk (8.3%) = 8 = { image) i
[TAE 1808642 em (56348400) 1&-bit 1268 Edt mage Pmces Anzlyze Phgnns WMM
L 3| 0|2 M«llla A1 |»

{rght click to switch)

OpenNext  StrgtUmschalt+O
Open Samples »
Open Recent »

| save Strg+S

Revert Strg+R

i Pont Strg+P

T 2]

Abbildung 12a: Aufrufen der Bilddatei unter ,File” durch ,Open* (rotes Feld).
Unter der Option ,Analyze - Set Scale“ wurde die Gro3eneinheit von ,pixel’ auf
,um‘ geéandert, wobei 425pix = 100um betragen sollte (siehe Abbildung 12b).

{ steresiogiel Brghtfield-Viontage.stk (8.3%) CIL
[ 18 06:28.8% cm (:634:2400) 1651t 1 368 Fle Ea
Cf O
Text lod (mue-dcm

¢ SetScale

Distance in pixels:

Known distance: P b 3
Pixal aspect ratio: |1.0 Tools .

Untt of length: @T
Clicc to Remove Scale |

I Glooal

Scale: 4.250 pixelsiym

OK ] Cancell Helnl

ral |
Abbildung 12b: Aufrufen von ,Set Scale“ unter ,Analyze“ und Umwandlung der GréReneinheit von
Jpixel’ auf ,um’ (rote Felder).
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Uber ,Plugins = Grid = Grid Lines” wurden Linien als Rastertyp festgelegt und
die Rasterflache auf 16.900umz2 (130um x 130um) eingestellt, da eine Seite des
Rasters 130um betrug (siehe Abbildung 12c). Durch die Funktion ,Random
Offset” (siehe Abbildung 12c) wurde nun das System aus Rasterquadratflachen
zufallig innerhalb des gesamten Bildes positioniert (siehe Abbildung 12d).

Cdovpcku (00256000) Shortcuts
) Uilities
New ’
Compile and Run ..

Install Strg+Umschalt+M
0 »
Analyze L
Cell Counter

Examples

Fiters »

h
Gnid Overlay Macro
»

Input-Output

Scripts
Stacks
Tools

opt dis ond

Area per Poirt (16900

Color: Cyan w\

Abbildung 12c: Aufrufen von ,Grid“ unter ,,Plug{ns“ und Eintragung von ,Lines" als Rastertyp (rotes Feld)
sowie des Wertes ,16900um?“ als Rasterflache (blaues Feld). Einmaliges Betatigen von ,Random
Offset” (griines Feld).

Unter der Option ,Image > Type” erfolgte die Umwandlung von 16-bit auf RGB
Color (siehe Abbildung 12d), wobei als PinselgroRe mindestens der Wert

»11% eingegeben wurde (siehe Abbildung 12d).
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Hyperstacks
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Ctose | _unde|

Abbildung 12d: Aufrufen von ,Type“ unter ,Images“ und Aktivierung von ,RGB-Color® (rotes Feld),
Festlegung der PinselgroRe auf mindestens ,11“ (griines Feld).

Manuell wurde auf dem Bild der Bereich der SNpc mit Hilfe des Paxinos/Franklin-
Maushirn-Atlas (2001) und des Artikels ,Comparison of Model-Based (2D) and
Design-Based (3D) Stereological Methods for Estimating Cell Number in the
Substantia Nigra pars compacta of the C57BL/6J Mouse® (Baquet et al., 2009)
identifiziert und eingekreist (siehe Abbildung 12e).

Abbildung 12e: Markierung der SNpc (blaues Feld).
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Uber ,Analyze > Set Scale = Click to Remove Scale” konnte die Umwandlung
und die nachfolgende Berechnung wieder von ‘um’ auf ‘pixel’ erfolgen (siehe
Abbildung 12f).

Distance in pixels:
Known distance:
Pixel aspect ratio:

Uni of length:

Click to Remove Scale D
[~ Global

Scale. <no scale>

ok | cancsl | Help |

Abbildung 12f: Umwandlung der GréReneinheit von ,um* auf ,pixel* durch ,Click to Remove Scale” unter
,Set Scale” (rote Felder).

Nach Erstellung eines Screenshots (durch Betatigung der ,Drucken® Taste)

wurde der Screenshot in eine einfache Bearbeitungssoftware wie

,Paint* eingefligt (S|ehe Abbi Idung 129).

S = T ege)
I

Eot mage Process Anwza Pugns  Window Help 1
QBU/A'.+'\ Ala OZ]:]:!&[/‘

EWEE = P rrh ,,_
"~ Shart Ansicrt
% Aemcusidons 2 Zunchneden N AOTO | P - | = —*-.... --.. i
D 2 toperen ._Q,@s*au L g EAN OO - LFien. | S l_ - . ‘ .\
[ ECT I IR IR VR {(GT=X T R o8 gl - P8 | mEn 1 lommeten
el T -w... ve ——
- Fie Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojoia|o|««+|s|Ala|0@) cxi=fl a2 | |=
1oel
£
2l
+ 0 0 1920 ~ 1200px ] 200% (= 0 &

Abbildung 12g: Einfligen und Speichern eines Screenshots durch ,Paint* (rotes Feld).
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Der Screenshot wurde gespeichert und unter ImageJ wieder getffnet (siehe
Abbildung 12h).

Fle G40 irage Fracens dmyee Phagen. Wndms Ve
Qoaiol vy Aldlo/@ sdwflalg] | ]
s

Abbildung 12h: Offnen des Screenshots unter ,ImageJ (rotes Feld).
Unter der Option ,Point* wurde die Pinselgréfie nun auf den Wert ,25% verandert
(siehe Abbildung 12i).

(Foayze Pugns Window Help
|A]a/0[@) saf=/sia]2] | |>
ich. doubbe chok 1o corgure)

T s nd oo I
1 10 00x1 3 20 Inches 0192001 2001 RGB_ 8.8

\

i

= [l wemEs s
s [0 5 RS RSN
L | 1
wmoge Process Asiyre IAgm Wacow belp =2 E
ol LiNA]OR mwlas] |

Abbildung 12i: Anderung der PinselgréRe auf ,25" unter ,Point* (rote Felder).
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Alle Rasterkastchen, die mit dem eingekreisten Bereich der SNpc in Berlhrung
kamen, wurden auf dem Screenshot marklert (siehe Abblldung 12)).

pro

File EOt Image Process Analyze Plgins Window He
oo «l4|w8 a0 n«|»-a|/\
x-WN y166l m-mzusm

.L IIIII IIII .

< | e

Abbildung 12j: Markierung der Rasterkastchen, welche mit dem eingekreisten Bereich in Berlhrung
kommen (hier in blau).

Das oberste linke Raster, das den markierten Bereich berlhrte, wurde besonders
als Startpunkt gekennzeichnet (siehe Abbildung 12k) und seine Koordinaten
ImageX‘ und ImageY* in seiner obersten linken Ecke bestimmt, die sich in der

Anzeigeleiste von ImageJ ablesen lie3en (siehe Abbildung 12k; blauer Kreis).

Fh = m Process Analze Phging Wndow Help . |
Qoo LB A o)A ool /8|2 | |»]
F”Fm =0, value=128.128,128

Abbildung 12k: Bestimmung des obersten linken Rasters (rotes Feld) und Ablesen der Koordinaten
ImageX’ und ImageY* (blaues Feld).
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Jene Koordinaten wurden nun in ein entsprechendes Feld der selbsterstellten
Excel-Tabelle eingetragen, um daraus die endguiltigen Koordinaten des

optischen Disektors zu berechnen (siehe Abbildung 12I; griines Feld).

Die Berechnung hat folgenden Grund: da ImageX* und ImageY* nicht die zentrale
Position des optischen Disektors in einem Rasterkéstchen darstellen wirden,
musste dieser um je 276pix weiter nach rechts und nach unten verschoben
werden (130pum = 552,5pix liefert 276pix fur die halbe Strecke). Die richtigen
Koordinaten des optischen Disektors waren dementsprechend fir ImageX =
ImageX' + 276pix und ImageY = ImageY* + 276pix (siehe Abbildung 12I; blaues

Feld). Der Abstand der einzelnen Disektoren zueinander betrug 552,5pix.

5] imagej 19 - Windows-Fotoanzeige - — X
o

Date ¥ Ducien v EMail  Brennen ¥ Offnen v

want tentzyous o
-
" " e e = z
.m,;— g F il - -A- Wy B 6 m:::»m; -
iR = 2 LR . 2-
B n
05 £ 00
@A ] e B ™o | e e e 3 o s M N o
1 um pixel length of optical disector (oneside) lenzth (um) length (oixel) ;
B 100 425 Mhinsenr.mvm!heoul_dls_gvia.m filein

B
a upper left corner first grid-square x length of grid square (one side] length {km) lenght [pixel)
s ¥ v
Fy \

7 single caleulation x,y step of optical disector
8 steps in x directicn (number of squares):

9 steps in y direction (number of squares):

10

1 <ample grid number X y

12 coordinates optical disector: 1

13 2

12 3

15 4 calculation .y for current optical disector
16 5

17 6 ¥

1w 7 a10425 4R

1 8 insert numbers in the opt_dis_grid.txt file i -
20 9

21 10

22 1

3 2

2 coordinate 2

5 coordinates optica! 0

%

27

2

—_— B

Abbildung 12I: Eintragung von ImageX' und ImageY* in das griine Feld (roter Pfeil), Erhalt der berechneten
Koordinaten ImageX und Image Y (blaues Feld).

Als nachstes wurde der optische Disektor als Datei ,opt dis_grid_txt* von
Christopher S. Ward (2013) Uber ,Plugins - Macros > Edit” getffnet (siehe
Abbildung 12m). Dadurch o6ffnete sich ein separates Fenster, in der die
Einstellungswerte fiir den optischen Disektors eingegeben werden konnte (siehe
Abbildung 12n).
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Abbildung 12m: Aufrufen des optischen Disektors durch ,Edit* (rotes Feld) unter ,Plugins” und ,Macros*.

Unter dem Punkt ,usergrid® wurde die Lange einer Seite des Zahlrahmens in

~pixel“ eingegeben: der Rahmen sollte eine Gro3e von 50pum x 50pum einnehmen,

folglich betrug eine Seite des Rahmens 212,5pix (50um x 4,25pix), was nun in

die entsprechende Zeile eingegeben wurde (siehe Abbildung 12n; roter Kreis).

Die richtigen Positionskoordinaten des optischen Disektors, ImageX und ImageY,

wurden ebenfalls eingegeben (siehe Abbildun

Abbildung 12n: Eintragung von ,212,5* fir den ,usergrid“ (rotes Feld) und der Koordinaten (griines Feld).

§ opt dis grdbt

n; griner Kreis).

g —

gl2

. \hiE) u

File Edit Font Macros Debug

//Optical Disector Grid.ijm

'simple imageJ implimentation of an optical disector grid for stereclogical counting

lcode wintten by Christopher S Ward - 2013 for use in ImageJ/FlJI (Wayne Rasband)

the code is distributed free of use, acknowledgementsicitations appreciated if you use/modify the code
grid is created in center of image and is sized in pixels (modify code below)

fshould be compatable with “Cell Counter” plug-in

f user def arameters

lioveriay
Overlay.remove;

setColor("red");

J/Overlay.drawLine(imagex-usergrid®0.5 imagey-userand*1 5 imagex-usergrid*0.5 imagev+usergrid*0.5),
Overlay.drawLine(i Qrid*0.5.imagey-usergrid*1.5 imagex-usergrid*0.5,imagey+usergrid*0.5),
Overlay drawl ine(imagex-usergnd*0.5 imagey+usergnd®0 5 imagex+usergrd*0.5 imagey+usergnd 0 .5),
Overlay drawl ine(imagex+usergnd®0 5 imagey+usergnd*0 5, magex+usergnd™0 5 imagey+usergnd™ 5),
Overlay add,

setColor("green”);

Overlay drawl ine(imagex-usergnd*0 5 imagey-usergnd®0 5 imagex+usergrid*0 5 imagey-usergnd*0 5)
Overlay.drawLine(imagex+usergrid*0.5 imagey-usergrid*0.5 imagex+usergrid'0.5,imagey+usergrid*0.5)
Overlay.add

Overlay.show

.
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Uber ,Macros = Run Macros” (siehe Abbildung 120) wurde der optische

Disektor beziehungsweise der Zahlrahmen mit seinen roten und grinen

Begrenzungen nun entsprechend der GroRe und

der

Positionskoordinaten in das Bild eingefiigt (siehe Abbildung 12p).

Abbildung 120:

[ 4 opt dis gridbe ”_— . . gnron
Fie Edn_Font [ Debug
/Optical Disecto l
J/simple image.J | ereclogical counting
Jcode witlenpy  Evaluate Line SUg+Y ie)| (Wayne Rasband) '
llhedcode is gga Abort Macro ryns appr%cialed if you use/modify the code
Igrid is created i code below)
Jshould be comp Install Macros StrgH
Macro Functions... Strg+Umschalt+M
j userdeﬁ P Function Finder Strg+Umschalt+F
usergnd=212.4
Imager=4104 2 3 prers JavaScript Strg+)
imagey=1488 2
|| /ioveriay grid Evaluate BeanShell  StrgtUmschait+B
|| Overlay.remove; Evaluate Python Strg+P
setColor("red"); Show Log Window Strg+Umschalt+L
//Overtay.drawLi y grid*0.5,imagey+usergrid*0.5),
Overlay.drawLine(imagex- usergnd"o 5. y nd’1 5 imagex-usergrid*0.5 imagey+userqgrid*0.5),

Overlay drawl ine(imagex-usergrd*0 5 |magey+usergnd 0 5 imagex+usergrd 0.5 imagey+usergrd*0.5),
Overlay drawl ine(imagex+usergnd®0 5 imagey gnd"0 5, imagex+usergnd™0 5 imagey+usergrid™1 5),
Overlay add;

setColor("green”);

Overlay drawl ine(imagex-usergnd*0 5 imagey-usergnd*0 5 imagex+usergrd*0.5 imagey-usergnd*0 5)
Overlay.drawLine(imagex+usergrid*0.5 imagey-usergnd*0.5,imagex+usergrid*0.5,imagey+usergrid*0.5)
Overlay.add

Overlay.show

{ stereologiel Brightfeid-Montage stk (83%)
WNK‘M)IJ‘WB;T{R“. 1305

» e

B

4 oy =@ e
File Edt imege Process Anclyze Plgins
Olojziol <4l Al q|n@ nns-ula 2| |»

Fée Edt Font Macros Debug

richtigen

Einfiigen des optischen Disektors durch ,Run Macros” unter ,Macros” (rotes Feld).

IOptical Disector Grid jm
lsimple imageJ imphmentation of an optical disector gnd for stereological counting
Icoce writien by Chvistopher S Ward - 2013 for use in imageJ/FlJl (Wayne Rasband]

fgrid is created in center of image and is sized in pixels (modfy code below|
Ishould be compatable wih “Cell Counter” plug-in

I user defined paramelers
usergnd=212.5,
imagex=4104.25,
imagey=1488 25;
lovertay gnd

Overtay remove|
setColor("red");

Overlay. aawm(nmagux usovgnd 0 5 maguy usmgmN 5 9nd"0.5

)
the code s free of use, appreciated if you use/modify the code
)

Overtay drawl 01 :nmige'y gnd*1 o:maqex gnd'0.5 imagey+usergra’o ),
Overlay drawl Qridr0.5, lvmwmgld'o 9),

Overay dn 0 5 magey ond*0 5.

Overay add

Overay add
Overay show

0 0 05, gey

Overtay orawt grid*0 5, imagey-usergrid*0 5 imagex+usergria*0 5 imagey-usergria*0.5)
Overay drawline(imagex+usergrid*0.5 magey *0.5,imagex rgnd"0.5 imageyrusergnd*0.5)

2]

Abbildung 12p: Erscheinen des optischen Disektors in der Aufnahme (rotes Feld).

Durch ,Plugins - Cell Counter” (siehe Abbildung 12q) und nach Auswahl eines

Markers in “Initialize” (siehe Abbildung 12r) konnten die Zellen eindeutig

markiert und die Zahlung der TH-positiven Zellen anhand der stereologischen

Regeln mit dem optischen Disektor durchgefiihrt werden.
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Abbildung 12q: Aufrufen des ,Cell Counters* unter ,Plugins® (rotes Feld).
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Abbildung 12r: Auswahl eines Markertyps (grines Feld) und Bestatigung durch ,Initialize” (rotes Feld).

Das VergroBern des Bildabschnittes erfolgte mit der Taste ,+“ und das
Fokussieren in tiefere Ebenen Richtung Z-Achse mit dem Mausrad (siehe
Abbildung 13). Ein Problem war das Verschwinden des Rastersystems
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unmittelbar nach dem Einfligen des optischen Disektors. Sowohl die
Positionskoordinaten des Disektors als auch das Ergebnis der Zahlung wurden
daher unmittelbar in manuell erstellte Tabellen festgehalten (siehe Abbildungen
14 und 15). Fur die nachste Position des optischen Disektors wurden wiederum
neue Koordinaten fir ImageX und ImageY berechnet, siehe Abbildung 14.
Unter Bericksichtigung der Zahlregeln fuhrte man nun auf dieselbe und oben
beschrieben Weise die Zahlung fur alle markierten Bereiche der SNpc in der
Abbildung und fur alle Schnitte auf beiden Seiten durch.
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Oberste Schicht (‘Top’)

Abbildung 13: Die Abbildung zeigt das Vorgehen der stereologischen Z&ahlung an einer definierten Stelle
auf 6 absteigenden Ebenen, wobei der ,Top’ und der ,Bottom' jeweils um ca. 1um und die
dazwischenliegenden Ebenen um je 3um in der vertikalen Achse zueinander getrennt sind (Disektorhéhe
insgesamt 13um). Die Zellen sind auf jeder Ebene unterschiedlich scharf dargestelit.
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Eintragung und Berechnungen aus den Ergebnissen
Fur die Eintragungen der berechneten Koordinaten der einzelnen Positionen des

optischen Disektors wurde eine durch Excel selbsterstellte Gesamttabelle
verwendet, welche wiederum aus mehreren kleineren Tabellen besteht, siehe
Abbildung 14. Eine Tabelle reprasentiert die untersuchte Seite eines Schnittes.
Bestimmte Felder darin beinhalten eine zuvor festgelegte Formel, die sich aus
den Berechnungen aus anderen Feldern zusammensetzt, siehe Abbildung 14.
Sie beinhaltet zunachst die passende Umwandlung der Messeinheit von ,um°‘ auf
,pixel‘, wobei hier 100um = 425pix betragen (gelbe Felder). Dadurch kbnnen die
festgelegten pm-Langen des Zahlrahmens und des Rasters (orange Felder) in
Pixel-LaAngen berechnet werden (rote Felder): fir eine Seite des Zahlrahmens
gelten 50um = 212,5pix und fir die Seite eines Raster 130um = 552,5pix. Die
X/Y-Koordinaten von ImageX‘ und ImageY‘ (pix) werden in die grinen Felder
eingegeben, aus denen nun weitere Koordinatenpaare berechnet werden kénnen.
Zu Beginn werden davon ausgehend zunéchst die X/Y-Koordinaten des ersten
optischen Disektors im Zentrum des Startpunktes berechnet (blaue Felder). Von
dieser Position aus ist das Berechnen der Koordinaten eines jeden anderen
optischen Disektors im Bereich mdglich, indem man die relative Distanz
(angegeben durch die Anzahl der Raster, graue Felder) zum Startpunkt angibt.
Das aktuelle Raster wird dabei mit zunehmenden Schritten in der X-Achse nach
rechts (analog mit abnehmenden Schritten nach links) und mit zunehmenden
Schritten in der Y-Achse nach unten (analog mit abnehmenden Schritten nach
oben) verschoben. Dessen Koordinaten werden in den braunen Feldern

berechnet und tabellarisch daneben aufgefuhrt.

Eine zweite Excel-Tabelle wurde fir die Eintragung der Ergebnisse aus der
Zahlung und fur die Berechnung der Gesamtanzahl der Zellen fur das Tier sowie
des CE-Wertes erstellt, siehe Abbildung 15. In der Tabelle stehen in der ersten
Spalte die jeweilig gezahlten Schnitte von einer Seite eines Tiers und in der
jeweils dazugehérigen Zeile die Ergebnisse aus der Zahlung der einzelnen
Bereiche. In den gelben Feldern werden die festgelegten Untersuchungs-
Parameter eingegeben: dabei betrug das Untersuchungsintervall 4, die Hohe des
optischen Disektors 13, die Flache des Zahlrahmens 2500um2 (50pum x 50um),
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die Flache des Rasters 16.900um?2 (130um x 130um) und die durchschnittlich
gemessene Schnittdicke 19um. Die geschatzte Gesamtanzahl der TH-positiven
Zellen in der SNpc einer Seite (erstes blaues Feld) wurde durch die Formel nach
West et al. (1991) berechnet (fur Erlauterungen siehe Kapitel 1.5.3. ,Der optische

Fraktionator®):

1 1 1

NzZQ_XEXQXE

Der CE-Wert (zweites blaues Feld) wurde anhand der modifizierten Formel nach
Keuker et al. (2001) bestimmt (fur Erlauterungen siehe Kapitel 1.6. ,Der

Fehlerkoeffizient (CE)“), wobei ein Wert von <0,1 anzustreben war:

E = \/{3 ¥ [(ZQ_)Z_ZQ_]+Z[Q_ X QHéichster Schnitt]_ 4x Z[Q_ X Qabernéchster Schnitt]} /240+3Q”
B Q-
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pm pixel Lange bzw. Breite des Z&hlrahmens Lénge (um) L&nge (pixel)
100 425 50

Oberste linke Ecke des ersten Rasters

ImageX' Lénge bzw. Breite des Rasters Lange (um) Lange (pixel)
ImageY 50l 55250

Einzelberechnung der X/Y-Schritte
Schritte in X-Richtung (Anzahl in Grids) 6
Schritte in Y-Richtung (Anzahl in Grids) 9
Berechnung X/Y des ersten optischen Disektors
Anzahl X-Position Y-Position ImageX ImageY

Koordinaten des optischen Disektors: 1 1679,25 1649,75

Koordinaten des optischen Disektors: 2 1679,25 2202,25

Koordinaten des optischen Disektors: 3 2231,75 2754,75

Koordinaten des optischen Disektors: 4 2784,25 3307,25

Koordinaten des optischen Disektors: 5 2784,25 3859,75 Berechnung X/Y des aktuellen optischen Disektors
Koordinaten des optischen Disektors: 6 2784,25 4412,25 ImageX ImageY
Koordinaten des optischen Disektors: 7 3336,75 4412,25

Koordinaten des optischen Disektors: 8 3336,75 4964,75

Koordinaten des optischen Disektors: 9 3889,25 4964,75

Koordinaten des optischen Disektors: 10 3889,25 6069,75

Koordinaten des optischen Disektors: 11 2231,75 2202,25

Koordinaten des optischen Disektors: 12 2231,75 2754,75

Koordinaten des optischen Disektors: 13 223175 3307,25

Koordinaten des optischen Disektors: 14 3336,75 3859,75

Koordinaten des optischen Disektors: 15 3889,25 4412,25

Koordinaten des optischen Disektors: 16 2784,25 4964,75

Koordinaten des optischen Disektors: 17 3336,75 5517,25

Koordinaten des optischen Disektors: 18 3889,25 5517,25

Koordinaten des optischen Disektors: 19 4441,75 5517,25

Koordinaten des optischen Disektors: 20 499425 6069,75

Abbildung 14: Die Eintragungen der berechneten Koordinaten erfolgte in eine selbsterstellte Excel-Tabelle.
Dabei wurden die Koordinaten (in Pixel) eines jeden optischen Disektors berechnet, welche fir die Zéhlung
verwendet wurden. Es wurde fur jeden Schnitt einer entsprechenden SN- Seite eine Tabelle erstellt.

Xter Schnitt Q~ Gemessene Zellen pro optischen Disektor @F |0 = Qicrmerssein |0 5 Dirnser st
1 17 2 0 1 1 1 0 o 2 1 2 o 4] 1 o 2 1 1 0 1 1 289| 68 253
2 4 1 0 [} 1 0 0 o 0 1 0 0 1 0 o [} 0 4] 0 16 60/ 72
3 15 1 0 1 4] 1 0 o 2 1 1 0 2 1 o 1 0 1 1 o 2 225 270, 285
4 18| o o 1 1 1 1 1 [ 1 2 1 0 0 2 1 [ 1 0 1 0 2 0 2 [} 324 342 450
5 19| 2 1 1 1 ] o 1 1 ] 1 2 o 1 o] 1 Q 1 0 o 1 2 1 1 1 361 475 171
6 25| 1 1 o 0 2 1 o 2 1 2 1 1 2 2 1 2 ] 1 o 1 0 1 1 2 625 225 525
7 9| 1 0 o 1 0 o 1 [} 1 2 0 o 0 1 o aQ 1 0 1 o 81 189 108
B 21 1 2 1 0 1 1 o 1 2 1 o 0 2 o 2 1 0 2 o 1 2 1 441 252 210
9 12| 2 0 1 1 1 o o [} ] 0 1 1 0 1 o 2 2 ] o 144 120 144
10 10| 1 1 o 0 ] 1 1 0 1 1 o [} 2 "] 1 0 [} 0 1 o 100 120 80
11 12| o 0 2 o] 1 o 2 [} o] 1 1] o 0 1 o 1 o] 1 o 1 1 o] 1 0 144 96 96
12 g ] 1 o 0 0 1 ] 1 2 0 o 0 1 o 1 0 1 0 o 64 64 80
13 g o 0 1 1 0 1 o 1 1 0 o 1] 1 o 1 0 0 1 0 64 20!
14 10 [ 1 [} 2 1 1 1 0 [+] 1 0 2 1 100
Summe 188 2978 2361 2476
Untersuchungsintervall 4
Héhe des optischen Disektors (um) 13
Fliche des Zihlrahmens (um?) 2500
Fléche des Rasters (um? ) 16900
Mittlere gemessene Schnittdicke (um) 20

Anzzhl der geschatzten Zellen

Berechneter CE-Wert
Abbildung 15: Eine zweite Excel-Tabelle diente zur Eintragung der gezahlten Zellen von allen Schnitten

einer Seite. Die Gesamtanzahl der Zellen sowie der CE-Wert aus der vorgenommenen Zahlung wurden fur
jede Hirnseite eines Tieres berechnet.
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2.7.2 Auswertung mit dem Stereo Investigator

Abbildung 16: Das BX53-Lichtmikroskop von Olympus mit der dazugehorigen Aufnahmekamera von mbf
Bio Science. Zusammen mit der Software ,Stereo Investigator Version 11.07“ bildet die Einheit ein
Komplettsystem.

Die Z&hlung der TH-positiven Neurone in der SN mit dem optischen Fraktionator
eines speziellen stereologischen Programmes erfolgte durch das kommerziell
erhaltliche Software-Komplettsystem Stereo Investigator Version 11.07
(MicroBrightfield Biosciences), siehe Abbildung 16. Die Bedienung und das
Vorgehen waren im Vergleich zu der Untersuchung mit dem Axiophot-2 relativ
einfach und wurden nach den Instruktionen des Herstellers durchgefuhrt. Da es
sich hierbei um eine etablierte Untersuchungsmethode handelt, erfolgt keine
detaillierte bildliche Darstellung der einzelnen Bedienungspunkte, sondern
lediglich eine kurze schriftiche Zusammenfassung: unter der Option ,Probes -
Optical Fractionator Workflow* wurde das Programm gestartet. Unter der Option
,otart a new subject® wurden die Informationen wie die Anzahl der zu
untersuchenden Schnitte, die Schnittdicke sowie das Zahlintervall, was in dem
Fall 4 betrug, eingegeben. Durch das Feld ,2x Mag Lens* wurde das jeweilige

Bild wurde unter kleiner VergréRerung bei 2x Objektiv so eingestellt, dass es
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maoglichst scharf unter dem Mikroskop zu sehen war. Danach wurden unter der
Option ,Trace your Region(s) of Interest” an allen 14 Schnitten pro Tier jeweils
links- und rechtsseitig die Bereiche der SNpc bei dieser kleinen Vergrol3erung
manuell eingegrenzt und markiert (siehe Abbildungen 17A und 17B). Die
genaue Orientierung und Eingrenzung der SNpc erfolgte auch hier unter
Zuhilfenahme des Paxinos/Franklin-Maushirn-Atlas (2001) und anhand des
Artikels ,Comparison of Model-Based (2D) and Design-Based (3D) Stereological
Methods for Estimating Cell Number in the Substantia Nigra pars compacta of
the C57BL/6J Mouse“ (Baquet et al., 2009). Als nachstes wurden die
Einstellungswerte eingegeben. Da in diesem Fall nur jeder 4. Schnitt eines Tieres
untersucht wurde, betrug der Abstand zwischen den Schnitten einer Serie
zueinander 120um; das Untersuchungsintervall betrug 4 und die Schnittdicke
beim Kryo-Schneiden 30um. Die Einstellungswerte wurden weiterfihrend auf
50um x 50um fur die GroRRe des Zahlrahmens unter ,Define Counting Frame
Size* und auf 130pum x 130um fur die RastergrofRe unter ,Define SRS Grid
Layout” festgelegt. Fur die weiteren Arbeitsschritte wurde ein 100x Objektiv
verwendet und das Feld ,100x Mag Lens“ ausgewahlt. Die tatsachliche
Schnittdicke wurde im Vorfeld durch den Mittelwert aus der Messung der
Schnittdicke an drei beliebigen Positionen an zufallig ausgewahlten Schnitten
bestimmt. Sie betrug im Durchschnitt 19-20um. Die Grenz-Zone wurde auf
jeweils 3um festgelegt und wurde durch das Programm automatisch von der
Schnittdicke abgezogen. Somit erhielt man eine Disektorhéhe von etwa 13um.
Die zuletzt genannten Werte waren bei ,Define Disector Options“ einzugeben.
Die Z&hlung erfolgte wiederum bei 100x Objektiv und einer 1,25 numerischen
Objektivauflosung mit Immersionsél an einem BX53-Lichtmikroskop (Olympus).

Nach Speichern aller festgelegten Parameter unter ,Save Sampling
Parameters” wurde vom Programm automatisch ein angepasstes Rastersystem
mit dem optischen Disektor in dem zuvor markierten Bereich eingeftigt (siehe
Abbildung 17C) wund die Zahlung konnte durch die Funktion
,counting“ begonnen werden (siehe Abbildung 18). Das Programm fluhrte den
Disektor automatisch nach jeder Zahlung zum néchsten Raster innerhalb des

zuvor markierten Bereiches. Jede gezahlte Zelle wurde zuvor durch einen
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farbigen Punkt am Bildschirm markiert und abgespeichert (siehe Abbildung
17D). Chronologisch erfolgte der Zahlvorgang nicht vollstandig von Schnitt zu
Schnitt, sondern zunachst fur die linke Seite aller Schnitte zusammen und danach
fur die rechte Seite. Der Wechsel der Zahlvorgange erfolgte unter der Option
,Begin Next Section®. Nach Bearbeiten des letztens Schnittes wurde die Zahlung
mit ,I've Finished Counting“ beendet. Das Programm berechnete anschlie3end
unter ,View Sampling Results® fur jede Seite die Gesamtanzahl aller gezéhlten
Neuronen sowie den CE-Wert nach Gundersen (m=1), der weniger als 0,1

betragen sollte.
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Abbildung 17: Der Bereich der SN (A) wird manuell mit einem virtuellen Stift umrandet (B). Nach dem
Eintragen der Einstellungswerte fiigte das Programm ein Rastersystem mit dem optischen Disektor hinzu,
welche automatisch in alle nur mit der Eingrenzung in Beriihrung kommende Raster eingefiigt wurden (C).

Jede gezahlte Zelle wurde mit einer farbigen Markierung registriert (D).
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Abbildung 18: Die stereologische Zahlung erfolgt analog der zuvor beschriebenen Methode. Die
Einstellungen wurden ebenfalls mit den gleichen Werten vorgenommen. Bei dieser Untersuchung war
zudem eine farbige Darstellung der Zellen unter dem Mikroskop moglich.
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3. Ergebnisse

3.1 Schatzung mit dem Axiophot-2, Visiview und ImageJ

Die stereologische Untersuchung mit dem Axiophot-2, Visiview und ImageJ
lieferte fur alle 6 untersuchten Wildtypen zusammen eine geschatzte Anzahl an
TH-positiven Neuronen in der SNpc von 7363-7987 Zellen auf der rechten Seite
und von 7446-7904 Zellen auf der linken Seite. Die durchschnittliche
Gesamtanzahl von DA-Neuronen (xStandardfehler des Mittelwertes SEM) betrug
fur die rechte Seite der SNpc 7647+83 Zellen und fir die linke Seite der SNpc
7675x66 Zellen, siehe Abbildung 19. Der berechnete CE-Wert betrug fur jedes
untersuchte Tier und jede Seite weniger als 0,08 und reichte zwischen 0,073-
0,079, siehe Abbildung 20.

3.2 Schatzung mit dem Stereo Investigator

Unter Verwendung des Stereo Investigators betrug die geschatzte Population an
TH-positiven Neuronen in der SNpc fir alle 6 untersuchten Wildtypen 7068-8105
Zellen fur die rechte Seite und 7164-8016 Zellen fur die linke Seite. Die
durchschnittliche Gesamtanzahl (xSEM) belief sich auf 7535£155 Zellen und
7699+128 Zellen fur jeweils die rechte und linke Seite der SNpc, siehe
Abbildung 19. Der CE-Wert nach Gundersen (m=1) betrug fir jedes Tier und
jede untersuchte Seite <0,08, siehe Abbildung 20.

3.3 Vergleich der beiden stereologischen Methoden

Statistische Analysen mittels des gepaarten, zweiseitigen ,student’'s t-
test” ergaben keine signifikanten Unterschiede bezlglich der gezéhlten Neurone
sowohl zwischen den beiden angewandten Methoden als auch zwischen den
jeweiligen Seiten rechts und links der SNpc (Mittelwert + SEM; rechts:
t(5)=0,9524 // P>0,05; links: t(5)=0,2928 // P>0,05), siehe Abbildung 21. Ein
Vergleich der erhobenen Daten aus beiden Methoden liefern die Abbildungen
22 und 23.
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Geschatzte Population Axiophot-2 Stereo Investigator
aus den Methoden links rechts links rechts
Wildtyp 1 7613 7571 7849 7253
Wildtyp 2 7738 7696 7867 8105
Wildtyp 3 7904 7779 7924 7657
Wildtyp 4 7821 7987 8016 7908
Wildtyp 5 7446 7363 7164 7224
Wildtyp 6 7530 7488 7379 7068
Mittelwert 7675 7647 7699 7535
Standardabweichung 66 83 128 155

Abbildung 19: Die geschatzte Population der Zellen fur die Untersuchung der verwendeten Tiere und fir
beide Methoden im Vergleich

Berechneter CE-Wert Axiophot-2 Stereo Investigator
aus den Methoden links rechts links  rechts
Wildtyp 1 0,075 0,075 0,07 0,08
Wildtyp 2 0,075 0,075 0,07 0,07
Wildtyp 3 0,075 0,075 0,07 0,08
Wildtyp 4 0,073 0,074 0,07 0,07
Wildtyp 5 0,079 0,079 0,08 0,08
Wildtyp 6 0,077 0,076 0,08 0,08
Mittelwert 0,076 0,076 0,07 0,08

Abbildung 20: Die berechneten CE-Werte fur die Untersuchung der verwendeten Tiere und fur beide
Methoden im Vergleich

Mittelwerte £ S.E.M. aus den Ergebnissen beider
Methoden

10000
5000

8000

7000
6000
5000

Axiophot-2 Stereo Investigator

Hlinks HErechts

Abbildung 21: Darstellung der Mittelwerte + S.E.M. der Populationsschatzung aus den Ergebnissen der
beiden Methoden im Vergleich.
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tatsachlich gezidhlte Zellen gezahlte Schnitte gezahlte Raster

Axiophot-2 Stereo Inv. Axiophot-2 Stereo Inv.  Axiophot-2 Stereo Inv.

links links links links links links
Wildtyp 1| 183 194 14 14 374 388
Wildtyp 2 | 186 191 14 14 343 360
Wildtyp 3| 190 197 13 13 401 387
Wildtyp 4 | 188 201 13 13 386 409
Wildtyp 5| 179 176 14 14 287 301
Wildtyp 6 | 181 181 13 13 396 382

Abbildung 22: Erhobene Daten nach Durchfiihrung der beiden Methoden im Vergleich fir die linke Seite:
die tatséchliche Anzahl der gezahlten Zellen, die Anzahl der gezahlten Schnitte und die Anzahl der gezahlten
Raster.

tatsachlich gezidhlte Zellen gezdhlte Schnitte gezdhlte Raster

Axiophot-2 Stereo Inv. Axiophot-2 Stereo Inv.  Axiophot-2 Stereo Inv.

rechts  rechts rechts  rechts rechts  rechts
Wildtyp 1| 182 177 14 14 354 332
Wildtyp 2| 185 197 14 14 363 355
Wildtyp 3| 187 190 13 13 335 351
Wildtyp 4| 192 197 13 13 403 422
Wildtyp 5| 177 178 12 12 312 323
Wildtyp 6| 180 172 13 13 367 382

Abbildung 23: Erhobene Daten nach Durchflihrung der beiden Methoden im Vergleich fur die rechte Seite:
die tatséchliche Anzahl der gezahlten Zellen, die Anzahl der gezéhlten Schnitte und die Anzahl der gezéhlten
Raster.
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4. Diskussion

Erwartungstreue stereologische Untersuchungsmethoden, wie der optische
Fraktionator, sind sehr bedeutsam fir die Quantifizierung von Zellen eines
definierten Bereiches in einem biologischen System. Seit der Beschreibung der
Disektor-Methode durch Sterio (1984) werden design-basierte stereologische
Methoden fur die Quantifizierung von Neuronen im Hirnstamm und Hippocampus
immer haufiger verwendet (West und Gundersen, 1990; Korbo et al., 1990;
Sarsilmaz et al., 2007). Dies liegt vor allem am deutlich geringeren Arbeits- und
Zeitaufwand (Braendgaard und Gundersen, 1986) im Gegensatz zu modell-
basierten Verfahren (Abercrombie, 1946). Mit stereologischen Methoden kénnen
auch andere Zelltypen wie Astrozyten (Barreto et al., 2011) und Mikrogliazellen
(Robinson et al., 2017) untersucht werden. Sie umfassen damit ein weites
Spektrum an Untersuchungsobjekten. Design-basierte Verfahren gelten als
Goldstandard bei der Zahlung von Neuronen (West, 1991; Schmitz und Hof, 2005;
Tieu, 2011).

Bestimmt man die Anzahl von Nervenzellen, lassen sich neurobiologische
Aussagen wie die Glukokortikoid-Kaskade-Hypothese (Sapolsky et al., 1986) viel
besser nachvollziehen. Vollmann-Honsdorf et al. (1997) und Keuker et al. (2001)
untersuchten jeweils in ihrer Arbeit die neuronale Anzahl in den hippocampalen
Regionen CAl und CA3, um den Einfluss von chronisch psychologischem Stress
an mannlichen Baumspitzmausen (Tupaia belangeri, Kérpergewicht ca. 200g) zu
untersuchen. In bestimmten Zeitabstanden lie3 man die Tiere miteinander
konkurrieren und eine Stresssituation erleben, bevor ihre Gehirne mittels
stereologischer Untersuchungstechniken mit dem optischen Fraktionator
untersucht wurden. Die Ergebnisse wurden anschlieend mit denen von
stressfreien Kontrolltieren verglichen. Die Forscher stellten fest, dass sich ein
stressbedingt hoher Glukokortikoidspiegel nicht schadigend auf die pyramidalen
Neuronen im Hippocampus bei den Mausen auswirkte (Vollmann-Honsdorf et
al.,1997; Keuker et al., 2001). Zu ahnlichen Erkenntnissen kamen auch andere
Forscher anhand der gleichen Untersuchung von Glukokortikoiden am
Hippocampus in Ratten (Sousa et al.,, 1998a; Sousa et al.,, 1998b) und in

nichtmenschlichen Primaten (Leverenz et al., 1999).
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Andere Forscher wiederum untersuchten den Einfluss des Alterns auf die
pyramidalen Nervenzellen von Ratten (Rapp und Gallagher, 1996; Rasmussen
et al.,, 1996) und Menschen (West, 1993b; West, 1994). Koprich et al. (2011)
verwendeten in ihrer Untersuchung zur Bestimmung der TH-positiven Neuronen
in der SN von Ratten auch den optischen Fraktionator (Stereo Investigator
Version 7.0). Ermittelt werden sollte unter anderem der Einfluss von
pathologischem Alpha-Synuklein auf den Untergang von DA-Neuronen in der SN
bei Morbus Parkinson. Das pathologische Alpha-Synuklein bewirkte den
Untergang von neuronalen Zellen in der SN, auf eine dhnliche Weise wie sie bei
M. Parkinson zu beobachten war (Koprich et al.,, 2011). Die Zahlung von
Neuronen hilft also, pathologische Mechanismen und kdrpereigenen Reaktionen
im Organismus eines Parkinson-Patienten zu verstehen. Gleichzeitig besteht das
Bedurfnis, die Untersuchungsmethoden in ihren Durchfihrungen stets zu
verbessern, dem neuen Stand der Wissenschaft anzupassen und effizienter zu
gestalten. Die vorliegende Arbeit soll dazu einen Beitrag leisten, indem eine neu
entwickelte Methode prasentiert und nach ihrer Wirksamkeit und Effizienz

diskutiert und bewertet wird.

4.1 Diskussion der Methodik

Untersuchungen der Zellanzahl in einer bestimmten Region innerhalb einer
Struktur oder eines Organs werden dadurch erschwert, dass es praktisch nicht
maoglich ist, jede einzelne Zelle physikalisch zu isolieren und zu zahlen. Zur
moglichst genauen Schatzung der Zellzahl wurden verschiedene stereologische
Methoden entwickelt. Jede dieser Methoden ist einzigartig und muss gut
vorbereitet werden, um individuelle Fehler wahrend der ganzen Durchfiihrung
maoglichst gering zu halten (Gundersen und Osterby, 1981; Dorph-Petersen et al.,
2000). Allen Methoden ist gemein, dass im Voraus eine Pilotuntersuchung
durchgefuhrt wird, mit der erprobt wird, welche Einstellungen und festgelegten
Untersuchungswerte das angestrebte Ziel einer Forschung erreichen kénnen
(West, 1993a; Howard und Reed, 2005). Formeln zur Berechnung des
Fehlerkoeffizienten (CE-Formeln) sind einfache mathematische Formeln, welche
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schon zum Teil in manchen stereologischen Computerprogrammen wie dem
Stereo Investigator eingebaut sind (Altunkaynak et al., 2012). Mit diesen Formeln
kann man Uberprifen, ob die geschétzten Ergebnisse von den mathematisch
berechneten Ergebnissen abweichen (Gundersen, 1987; Schmitz, 1998; Schmitz
et al., 1999; Hof und Schmitz, 2000). Gro3e Abweichungen bereits wahrend der
Pilotuntersuchung lassen sich vorzeitig durch verénderte Einstellungswerte
beheben (West, 1999; Slomianka und West, 2005). Es ist empfehlenswert, bis
zum erfolgreichen Abschluss der Pilotuntersuchung alle anderen Schnitte fir
weitere Pilotuntersuchungen aufzubewahren, um die Einstellungswerte

nachtraglich verandern zu kénnen (Keuker et al., 2001).
Folgende Einstellungswerte sollten am Ende bei jeder Methode feststehen:

e Untersuchungsintervall
e GrofRe und Anzahl der Zahlrahmen und der Raster
e Schnittdicke

e Werte zur Disektorhohe und Grenz-Zone

Bei der Zahlung muss die Gesamtpartikelanzahl konsequent mit denselben
Einstellungswerten geschéatzt werden (Dorph-Petersen et al., 2001). Das Ziel ist
eine umfangreiche Untersuchung von moglichst vielen Schnitten gemaR dem ,do
more less well“-Prinzip (Gundersen und Osterby, 1981). Das bedeutet, dass
prazisiere Untersuchungsergebnisse eher durch eine quantitative Untersuchung
von madglichst vielen Bereichen erzielt werden und nicht durch eine intensive
Beschéaftigung mit nur einem Schnitt (Gundersen, 1981; Gundersen und Osterby,
1981). Beim optischen Fraktionator kann dies auf zwei Weisen erfolgen: zum
einen durch das Heranziehen mehrerer Schnitte oder durch eine Verklrzung des
Untersuchungsintervalls am ,ssf’ (Slomianka und West, 2005; Schmitz und Hof,
2005). Zum anderen durch die Verringerung des Disektorabstandes und der
VergrofRerung des Zahlrahmens durch den ,asf' (West, 1999; Keuker et al., 2001,
Kaplan et al., 2012). Eine nachtragliche Erhéhung der Disektorhéhe und somit
Beeinflussung des ,hsf' ist aber nur eingeschréankt mdglich, da die Hohe
wesentlich von der endgtiltigen Schnittdicke und der Schrumpfung bestimmt wird,

die wiederum von der gesamten histologischen Verarbeitung des Gewebes
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abhangt (Dorph-Petersen et al., 2001). Die Messung der endgultigen
Schnittdicke, das heil3t der vertikalen Distanz in der Z-Achse, erfolgt in der Regel
durch das Durchfokussieren von der obersten bis zur untersten Schicht eines
Schnittes. Zerkliftete Schnittoberflachen konnten allerdings nach Haug (1956)
und Dorph-Petersen et al. (2001) dazu fuhren, dass die Forscher unterschiedlich
hohe Referenzpunkte wahlen. Dadurch kann es zu unterschiedlichen
Tiefenwahrnehmungen kommen, mithin zu abweichenden Messungen der
Schnittdicke. Durch die Festlegung einer Grenz-Zone lasst sich dies jedoch
beheben. Als Eindeckflissigkeit (Fixierflussigkeit zwischen dem gefarbten
Schnitt und dem Deckglas) sollten Immersionsflissigkeiten mit einem passenden
Lichtbrechungsindex verwendet werden (West et al., 1991; Dorph-Petersen et al.,
2001). Glaser (1982) stellte in seiner Arbeit eine ausgepragte optische
Verkirzung von ungefahr 35% in der vertikalen Achse fest, wenn tberhaupt keine
Flissigkeit verwendet wird. Luftblasen sollten unmittelbar nach dem Eindecken
und vor dem Austrocknen der Objekttrager rausgedriickt werden. Die
Fixierflissigkeit wird nur dinn aufgetragen, um ein scharfes Fokussieren
innerhalb der Schnitte zu garantieren. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Schnitte mit Aquatex eingedeckt. Den hierzu passenden Lichtbrechungsindex

lieferte das Immersionsol, weshalb dieses auch zum Einsatz kam.

Zu beachten ist, dass die Schnitte aufgrund der immunhistologischen
Aufbereitung meist deformiert sind (Ladekarl, 1994; Dorph-Petersen et al., 2001)
und das Mikroskop das zu betrachtende Gewebe deshalb nicht in ihrer wirklichen
Dimension wie in einem lebenden Gewebe wiedergibt. Dorph-Petersen et al.
(2001) beobachteten verschiedene Arten von Deformationen. Sie unterschieden
in ihrer Arbeit unter anderem zwischen gleichmalig, homogenen und
differenzierten, nicht homogenen Deformationen, die nur in bestimmten
Gewebeabschnitten erscheinen. Daneben berichteten sie von uniformen,
globalen und nicht uniformen, lokalen Gewebeformveranderungen (Dorph-
Petersen et al., 2001). Ausgepragte, dimensionale Gewebeveranderungen
wéahrend der immunhistologischen Aufbereitung entstehen aber eher aus einer
Kombination von allen Deformationsarten. Solche Deformationen beeinflussen

zwar die Schnittdicke in der Z-Achse, letztendlich sollten sie jedoch nicht die

68



Anzahl der gezahlten Partikel insgesamt beeinflussen, da die Partikel bei der
Zahlung in einem dreidimensionalen Volumen nicht verloren gehen kdnnen
(West, 1993a; Keuker et al., 2001; Mouton, 2002). Das zu analysierende Gewebe
kann daher in beliebiger Richtung geschnitten werden, ohne dass die Zahlung
von der Grofl3e und Form, der rdumlichen Verteilung und Ausrichtung der zu

untersuchenden Zellen beeinflusst wird (Gundersen et al., 1988a und 1988b).

Von diesem Umstand wurde auch in der vorliegenden Arbeit profitiert, da sich
dadurch die Untersuchung deutlich unempfindlicher  gegenuber
Aufbereitungsfehlern an den Schnitten gestaltete. Schon beim Schneiden selbst
konnen sich namlich die zu untersuchenden Partikel durch das Mikrotom
dimensional verformen (Baryshnikova et al., 2006). Die Gewebeabschnitte
kénnen teilweise oder ganz schrumpfen und aufquellen oder sich drehen und
verwinden. Die letztgenannten mechanischen Deformierungen wurden auch in
der vorliegenden Untersuchung rechtzeitig erkannt und konnten durch einen
vorsichtigen Umgang mit dem Gewebe nahezu vermieden werden. Der
Schneidevorgang sollte langsam, gleichmafig und mit wenig Druck erfolgen, um
Frakturen, Briche und schwerwiegende Risse in den Schnitten zu vermeiden.
Im schlimmsten Fall konnen sonst einzelne Schnitte verloren gehen, wodurch
das ganze Gewebe fir die stereologische Untersuchung unbrauchbar werden
wirde. Im Vergleich zu Vibratomschnitten sind Kryostatschnitte aufgrund ihrer
Sprodigkeit aufwandiger zu schneiden und schwieriger in der Handhabung
(Dorph-Petersen et al., 2001). Dagegen weisen Vibratomschnitte den Nachteil
auf, dass keine diinnen Schnitte mdglich sind (mindestens 30um Dicke) und die
Schnitte zudem eine Gewebekollabierung von bis zu 70% aufweisen, welche als
ausgepragte Deformation sichtbar wird (Andersen und Gundersen, 1999; Dorph-
Petersen, 1999). Die jeweilige Grenz-Zone sollte aufgrund der durch die
Schrumpfung bedingten, zerklifteten Oberflache >4um betragen (Keuker et al.,
2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden das Gewebe in das Medium Tissue Tek® aus
wasserloslichen Glykolen und Harzen eingebettet. Im Gegensatz zu Paraffin
weisen die in Glykolen und Harzen eingebetteten Schnitte einen viel geringeren

Grad an Deformationen auf (Hanstede und Gerrits, 1983; Miller und Meyer, 1990).
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Die Oberflachen sind zudem glatter und gleichmaRiger (Helander, 1983). Es sind
bei beiden Einbettungsmethoden sowohl diinne Schnitte (<2mm) als auch dicke
Schnitte (>100pum) moglich. Allerdings wurde bei der Einbettung von besonders
dicken Schnitten in Glykolen eine erschwerte Antikérperinkubation angegeben
(Dorph-Petersen et al., 2001), wahrend bei der klassischen Einbettung in Paraffin
mit erheblichen Gewebeschrumpfungen von bis zu 50% zu rechnen seien (Haug
et al.,, 1984; Iwadare et al., 1984; Miller und Meyer, 1990). Pakkenberg et al.
(1991) verwendeten in Paraffin eingebettete Schnitte mit einer Dicke von 11um
gemalR dem friheren Protokoll von Pakkenberg und Gundersen (1988). Sie
untersuchten damit die Anzahl der pigmentierten und nichtpigmentierten
Neurone in der SNpc bei 7 Patienten mit Morbus Parkinson und verglichen sie
mit 7 Kontrollpatienten. Die Z&hlung erfolgte mit dem physikalischen Disektor und
die Gesamtanzahl wurde durch die NvVref-Methode bestimmt. Ihre Erkenntnisse

aus der Untersuchung waren unter anderem:

¢ eine enge Korrelation der pigmentierten und nichtpigmentierten Neuronen
zwischen den Parkinsonpatienten und den Kontrollgruppen

e keine Korrelation der Neuronenanzahl zum Alter

e eine erhohte Reduktion von pigmentierten Neuronen um 66% sowie bei

nichtpigmentierten Neuronen um 25% bei fortlaufender Krankheitsdauer.

Sind die Antikorper nicht ausreichend bis ins Gewebezentrum polymerisiert, fihrt
dies zu einer verminderten Zellverteilung, die sich mikroskopisch als Unschérfe
im betroffenen Bereich zeigt (Hatton und von Bartheld, 1999; Dorph-Peterson et
al., 2001). Fur die hier durchgefuhrte Untersuchung war dies aber weniger
problematisch, da die immunhistologische Farbung nach dem ,free-floating“-
Prinzip erfolgte und alle Oberflachen der Schnitte gleichm&Rig mit der
Farbeldésung in Berihrung kamen. Bei den 30um dicken Schnitten wurde eine
vollstandige Inkubation bis in das Gewebezentrum durch eine verlangerte
Inkubationszeit der Antikdrper und die Zugabe von Triton X-100 gewéahrleistet.
Auch weil3liche Artefakte an der Oberflache unzureichend gefarbter
Gewebeabschnitte (Keuker et al., 2001) wurden in der vorliegenden Arbeit nicht

beobachtet. Die einzelnen Schnitte waren durch minimale eingestanzte Kerben
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aulRerhalb der zu untersuchenden Region eindeutig zu unterscheiden (Ip et al.,
2017). Das Problem des Randeffektes war in dieser Arbeit nicht anzutreffen,
zumal dieses Phanomen in der Neurologie eher weniger bis gar nicht bekannt ist,
da die zu untersuchenden rundlichen Neurone generell sehr klein sind
(Gundersen, 1977; Kaplan et al.,, 2012). Um die SN einer gefarbten Struktur
anatomisch zu begrenzen, orientierte man sich an bestimmte Merkmale wie
Blutgefal3e oder Nerven unter Zuhilfenahme des Protokolls von Baquet et al.
(2009) und eines Maushirnatlas (Paxinos und Franklin, 2001). Detaillierte
Kenntnisse Uber die genaue Topographie der einzelnen Regionen ist fur das
stereologische Arbeiten essentiell und keineswegs allein durch eine gut
durchgefihrte histologische Farbung zu erreichen (Baquet et al., 2009; Fu et al.,
2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde erfolgreich gezeigt, dass die von uns entwickelte
Methode unter Zuhilfenahme von Axiophot-2, Visiview und ImageJ genauso
prazise Ergebnisse aus der Zahlung von nigralen Zellen liefern wie beim Einsatz
des kommerziell erhaltlichen Stereologie-Systems Stereo Investigator. Beide
Methoden heben sich von anderen Quantifizierungsmethoden dadurch ab, dass
sie in einem dreidimensionalen Volumen zahlen und daher keine exakt parallel
entnommenen Schnitte erfordern. Im Folgenden sollen die jeweiligen Vor- und
Nachteile beider Methoden, unter Berlcksichtigung von Aufwendungen im
Vorbereitungsstadium bis hin zu Kosten-, Zeit- und Arbeitsfaktoren wahrend der

gesamten Durchfiihrung herauszuarbeiten und gegeniberzustellen.

Ein Vorteil des Stereo Investigators besteht darin, dass die Untersuchung
komplett computergestitzt ablauft und dadurch zu schnelleren, effizienteren
Ergebnissen fuhrt. Durch die automatische Berechnung sind menschlich
bedingte Tipp- oder Rechenfehler so gut wie ausgeschlossen. Allerdings muss
man beachten, dass das Einlegen der Schnittpraparate unter dem Mikroskop, die
Eingabe der Einstellungswerte, die Umrandung der zu untersuchenden Region
sowie die Zahlung der Zellen auch beim Stereo Investigator immer noch per Hand
erfolgt. In dieser Hinsicht ist die Stereo-Investigator-Methode nicht unbedingt
weniger aufwandig oder fehleranfallig ist als bei der Axiophot-2-Methode.

Vielmehr erweist sich bei der Axiophot-2-Methode gerade die manuelle Eingabe
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und tabellarische Darstellung der Koordinaten als vorteilhaft: jeder einzelne
Schritt ist leicht nachzuvollziehen und Uberprifbar, so dass mdgliche Fehler
nachtraglich korrigiert werden kénnen. Bei der Methode des Stereo Investigators
ist dies nur eingeschrankt moglich, da die erhobenen Werte ausschliel3lich durch
das Programm bearbeitet werden und die einzelnen Rechenschritte nicht von
aulR3en einsehbar sind. Die kleinschrittigere Vorgehensweise der Axiophot-2-
Methode erscheint daher nur auf den ersten Blick umstandlicher. Dafir passt sie
sich sehr an die individuellen Arbeitstechniken der Forscher an: die einzelnen
Untersuchungsschritte sind nach Belieben modifizierbar. Forscher kénnen die
Vorlage mit dem Rastersystem beispielsweise mit jedem bevorzugten
Bildprogramm bearbeiten. Die manuelle Eingabe der Ergebnisse kann auf
verschiedene Art und Weise erfolgen, wobei die selbsterstellten Excel-Tabellen
sehr zu empfehlen sind. Die Darstellung der Fluoreszenzbilder in schwarz-weif3
sollte urspringlich das Datenspeichervolumen begrenzen. Die abgebildeten
Strukturen kénnten dadurch aber unscharf erscheinen, beziehungsweise die
genaue Unterscheidung von verschiedenen Zelltypen erschweren (Ip et al.,
2017). Eine farbige Bildumwandlung ist aber durch das Programm
.JmageJ“ moglich. Somit gewahrt die Axiophot-2-Methode auch eine
Untersuchung an farbigen Darstellungen, sofern der Computer genigend
Datenvolumen aufweist. Der Analyseumfang bleibt mit anderen Worten lediglich
auf die maximale Speicherkapazitat der entsprechenden Arbeitscomputer und
Software limitiert.

Zudem kann die Analyse nicht wie beim Stereo Investigator nur an
Originalschnitten, sondern anhand der gespeicherten Bildaufnahmen
durchgefiihrt werden. Forscher kdnnen also gleichzeitig an demselben Gewebe
Untersuchungen durchfiihren und die Ergebnisse miteinander vergleichen. Die
kooperative Arbeit spart zum einen Zeit, zum anderen wird das Ergebnis in ihrer
Richtigkeit durch die Untersuchungen mehrerer Forscher abgesichert.

Als Nachteil der Axiophot-2-Methode wird der immer noch héhere Zeitaufwand
um 50% im Vergleich zum Stereo Investigator angegeben (Ip et al., 2017). Das
liegt vor allem an der sehr umfangreichen Bildaufnahme und der Berechnung der

Ergebnisse, welche beide noch tberwiegend manuell erfolgen (Ip et al., 2017).
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Der beflrchtete hohere Zeit- und Arbeitsaufwand lasst sich jedoch durch
automatisch berechnende Hilfsprogramme (eng ,plugins®) vermeiden, womit
auch das Risiko von systematischen Fehlern reduziert wird.

Die Methode des Stereo Investigators mag immer noch weniger umstandlich
erscheinen als die Axiophot-2-Methode. Dieser Vorteil wird aber erkauft durch
deutlich héher anfallenden finanziellen Kosten. Fiur die Verwendung des Stereo
Investigators muss zwangslaufig ein teures mikroskopisches Komplettsystem
gekauft werden. Beflrworter dieser Methode missen aul3erdem damit rechnen,
den Aufwand, den sie sich wahrend der Untersuchung und bei den
Berechnungen sparen, in das Vorbereitungsstadium zu investieren. Zur
Durchfihrung dieser Methode kann die Anschaffung eines zusatzlichen
Arbeitsraumes oder ein Umbau des Labors vonnoten sein. Dagegen gestaltet
sich die Organisation und Vorbereitung fir die Axiophot-2-Methode erheblich
einfacher und gunstiger. Diese erfordert namlich zur Durchfiihrung lediglich eine
einfache Standardausristung, wie sie in jedem gewdhnlichen Labor vorhanden
ist. Nennenswerte zusétzliche Anschaffungen sind nicht erforderlich. Effektive
stereologische Untersuchungen von Zellen werden dadurch auch schon mit
geringen finanziellen Mitteln und Ausstattungen ermdglicht. Damit erreicht die
Axiophot-2-Methode einen viel gro3eren Adressatenkreis an Forschern und ist
mithin zuganglicher und flexibler zu handhaben als der Stereo Investigator.
Letzterer wirde sich fir eine Untersuchung im kleinen Rahmen auch nicht lohnen,
wahrend die Axiophot-2-Methode jederzeit auch flr kleinere Forschungsprojekte

einsetzbar ist.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Fir die Erforschung von neurologischen Erkrankungen an Tiermodellen ist die
Etablierung einer effizienten Technik zur Zahlung von Neuronen geboten. Fir
den Menschen ist dies insoweit interessant, als dass anhand dieser
Zahlergebnisse die Wirksamkeit von Behandlungsmethoden auf den
menschlichen Organismus getestet werden kdnnen (Tomac et al., 1995; Hatton
und von Bartheld, 1999; von Bartheld, 2001; Tieu, 2011; Ip et al., 2015). Fr die
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Untersuchungen werden unter anderem in der SN von Tieren kinstlich
hervorgebrachte, neurologische Stérungen erzeugt, wie sie bei einem an Morbus
Parkinson Erkrankten vorliegen (Fleming et al., 2005; Koprich et al., 2011). Die
berechneten DA-Neuronen werden dann mit der Anzahl der DA-Neuronen

verglichen, wie sie bei einem durchschnittlichen gesunden Probanden vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Population an TH-positiven Neuronen in der
SNpc an 6 Wildtyp-Méausen mit der Axiophot-2-Methode geschatzt und mit den
Ergebnissen durch die Schatzung mit Stereo Investigator verglichen. Die
Axiophot-2-Methode lieferte eine durchschnittiche Gesamtanzahl von 7647+83
Zellen fur die rechte Gehirnhalfte und 767566 Zellen fur die linke Gehirnhélfte.
Mit dem Stereo Investigator wurden 7535+155 Zellen fir die rechte Gehirnhalfte
und 7699+128 Zellen fur die linke Gehirnhalfte geschatzt. Die CE-Werte in beiden
Methoden betrugen jeweils <0,08. Demzufolge unterscheiden sich die
Ergebnisse beider Methoden statistisch gesehen kaum voneinander. Dies belegt,
dass die Axiophot-2-Methode die gleichen Forschungsergebnisse erzielt wie

beim Stereo Investigator.

In anderen wissenschaftlichen Arbeiten wurde die allgemeine Anzahl der TH-
positiven Neurone in der SNpc der C57BL/6J-Mause zwischen 5.200 (Coban und
Filipov, 2007) und 23.670 Zellen (Jakowec et al., 2004) geschéatzt. Die meisten
Schatzungen ergaben jedoch auch Werte zwischen 8.000-12.000 Nervenzellen
(Zou et al., 2000; Baquet et al., 2005; McCormback et al., 2005), womit sich die
Ergebnisse weitestgehend mit den denen aus der vorliegenden Arbeit decken.
Baquet et al. (2009) schatzten die Gesamtanzahl der DA-Neurone in der SNpc
bei C57BL/6J-M&ausen im Alter von 3-4 Monaten durch eine sogenannte ,serial
reconstruction“-Methode und verglichen die Ergebnisse dann mit den Werten aus
den eigenen modell-basierten (2D-) und design-basierten (3D-) Verfahren. Der
Schneidevorgang und die Farbung mit Tyrosin-Hydroxylase fir die Aufbereitung
der Versuchstiere waren mit der Versuchsdurchfiihrung der vorliegenden Arbeit
nahezu identisch: fur das design-basierte Verfahren wurden von Baquet et al.
(2009) der Stereo Investigator (Version 7.0; Microbrightfield, Colchester, VT) mit
dem optischen Fraktionator-Design (West et al., 1991) an 40um dicken Schnitten
verwendet. Die GroRe des Zahlrahmens wurde auf 50x50um (2500um?2) und die
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des Rasters auf 200x200um (40.000um?) festgelegt. Die endgultige Schnittdicke
betrug 22um und das Untersuchungsintervall 6. Die Zahlung erfolgte, wie auch
hier, gemaf den Zahlregeln nach West et al. (1991). Ein CE von <0,1 (Gundersen
m=1) wurde von Baquet et al. (2009) erreicht. Die ,serial reconstruction” lieferte
als Ergebnis 8305 +91 Zellen (+SEM), wahrend das modell-basierte Verfahren
mittels Abercrombie-Formel 8002191 Zellen (+SEM) und das design-basierte
Verfahren als Ergebnis 8716+338 Zellen (xSEM) lieferten. Hierdurch zeigten
Baquet et al. (2009), dass es statistisch gesehen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Ergebnissen aus den modell- und design-basierten
Verfahren gibt. Damit bestatigten sie die Ergebnisse in anderer Literatur (Nelson
et al., 1996; Hamre et al., 1999).

German und Manaye (1993) untersuchten die Anzahl von DA-Neuronen im
Mittelhirn in den 3 Zellnuklei von Albinoratten und stellten ihre dreidimensionalen
Verteilungen sowie ihre raumlichen Beziehungen zueinander dar: Nukleus A8 im
RRF, A9 in der SN, A10 VTA. Als Ergebnis wurden pro Gehirnhélfte ca. 1.300
A8-Zellen, 10.500 A9-Zellen und 10.200 Al10-Zellen angegeben. Sie
verwendeten 30um dicke Kryostatschnitte, und als Vorlage diente ihnen das
Rattenhirn-Atlas von Kénig und Kippel (1974). Die einzelnen Schritte zur Farbung
mittels TH wurden bereits von German et al. (1988) beschrieben. Mithilfe eines
Computer-Bilddarstellungs-Programmes wurden die Zelldichten der 3 Nuklei-
Gruppen nachkonstruiert. Die zellulare Zahlung erfolgte mit der Formel nach
Abercrombie (1946), weshalb es sich um ein modell-basiertes Verfahren
handelte. Hierdurch I&sst sich die erstaunlich hohe Gesamtanzahl von 10.500
Zellen bei der Zahlung in der SN-Region erklaren. Wie zuverlassig dieses
Zahlergebnis aber ist, lasst sich nur schwer beurteilen. Denn fiir die Abercrombie-
Methode waren Informationen tber Form, Grof3e und Ausrichtung der zu
zéhlenden Partikel erforderlich (Weibel und Gomez, 1962; Rose und Rohrlich,
1987), die jedoch in Wirklichkeit nicht bekannt waren.
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4.3 Schlussfolgerung

Dass die Ergebnisse innerhalb ein und desselben design-basierten Verfahrens
erheblich voneinander abweichen konnen, zeigt sich am folgenden Beispiel:
Smeyne et al. (2016) schatzten in ihrer Untersuchung die Gesamtanzahl der DA-
Neurone an neun 16 Wochen alten C57BL/6J-Méausen auf zwischen 6302+262
und 6861+338 Zellen. Damit erreichte Smeyne mit seinem Forschungsteam trotz
der Verwendung eines mit Baquet et al. (2009) identischen design-basierten
Verfahrens ein niedrigeres Zahlergebnis als in seiner Untersuchung mit Baquet
et al. (2009) zusammen. Das legt den Schluss nahe, dass die
Forschungsergebnisse immer noch zu sehr vom jeweiligen Erfahrungsgrad der
Forscher sowie individuellen Geschick und Sorgféltigkeiten abh&ngen (Ip et al.,
2017).

Es besteht mit anderen Worten ein gesteigertes Bedurfnis nach der Entwicklung
einer Untersuchungsmethode, die widerspruchsfreie Ergebnisse liefert,
unabhangig von der individuellen Kompetenz der Forscher. Das bietet die
Axiophot-2-Methode. Sie ist in ihrer Bedienung und Durchftihrung so klar und
einfach, dass sie sogar fur Einsteiger Schritt fir Schritt nachvollziehbar ist. In
einer Gesamtbetrachtung unterliegt die Axiophot-2-Methode gegenuber den
klassischen Methoden in keinem wesentlichen Aspekt. Sie erzielt dafir ebenso
aussagekraftige Forschungsergebnisse und stellt damit eine optimale Alternative

dar.
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5. Zusammenfassung

SchwerpunktmaRig befasst sich diese Arbeit mit den praktischen Vorgangen zur
Zahlung von Neuronen mit dem optischen Fraktionator unter dem Mikroskop,
wobei zur Veranschaulichung die Neuronen in der Substantia Nigra an C57BL/6-
Mausen gezahlt wurden. Es wurde erlautert, wie die Einstellungen der jeweiligen
Methode vorzunehmen sind und auf die angestrebten Ziele angepasst werden
kénnen, um ein effizientes Zahlen von Neuronen unter Berlcksichtigung
grundlegender Zéhlregeln zu gewahrleisten. Gleichzeitig wurde gezeigt, wie die
Methoden des optischen Fraktionators die gewilnschten prazisen Ergebnisse
anhand des CE-Wertes liefern kdnnen.

Die in dieser Arbeit prasentierte Axiophot-2-Methode ist in der Lage, selbst mit
einem einfachen, kommerziell erhaltlichen Lichtmikroskop und einem
Standbildaufnahmeprogramm die Gesamtanzahl von Zellen einer gegebenen
Struktur unter Beachtung aller stereologischen Regeln zu zahlen — und zwar
genauso effizient und mit vergleichbaren Ergebnissen wie mit einem speziell fur
stereologische Untersuchungen vorgefertigtes Komplettsystem. Vergleiche
beider Methoden zueinander ergeben folgende Schlussfolgerungen: bei dem
Stereo Investigator, ist die Untersuchung zwar wesentlich schneller, da die
Bildaufnahme und Auswertung mittels voreingestellten Programmes automatisch
durchgeflihrt werden. Allerdings ist solch ein Komplettsystem sehr kostspielig (ca.
60.000 Euro Anschaffungskosten) und nicht flexibel auf andere
Untersuchungsbereiche einsetzbar.

Die Axiophot-2-Methode weist zwar einige Nachteile aufgrund der manuellen
Vorarbeiten auf, ist aber dafiir wesentlich giinstiger und zuganglicher, da sie nur

ein konventionelles Mikroskop mit einem Standardprogramm erfordert.
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