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Einleitung

1. Einleitung

Zahlreiche naturwissenschatftliche Teilgebiete wie die Genomik, Transkriptomik,
Proteomik, Lipidomik oder aber Metabolomik befassen sich mit der Untersuchung von
gesunden und veranderten Organen sowie mit zellularen Funktionen. Keine dieser
Methoden befasst sich jedoch mit der mikroskopischen Struktur des Gewebes, in
welchem all diese Vorgange stattfinden (Lucocqg, Mayhew, Schwab, Steyer, & Hacker,
2015). Eine der éaltesten Methoden um die Prozesse akuter und chronischer
Erkrankungen zu untersuchen ist die Morphometrie. Sie ermoglicht die qualitative und
guantitative Untersuchung von Objekten wie z.B. einem Organ oder auch nur einem
Teil eines Organs sowohl im zwei- als auch im dreidimensionalen Raum. In der
Morphometrie werden fur gewohnlich dinne histologische Schnitte verwendet um das
normale oder veranderte Aussehen von Organen darzustellen. Neuerdings finden in
der Morphometrie auch Methoden ihre Anwendung, die das intakte Organ bzw. den
intakten Organismus als ganzen Untersuchen. Beispiele hierfur sind das MRT oder
aber die 2-Photonen Mikroskopie. Nichtsdestotrotz bleiben die Histologie und die mit
ihr verwandte Immunhistochemie die wichtigsten Methoden zur Untersuchung
zellularer Veranderungen wahrend der Entwicklung eines Organismus und bei
Krankheiten.

Histologische Beschreibungen benutzen haufig Adjektive wie ,grof3®, ,klein®, ,viele,
~wenig“, ,fehlend“ oder ,vorhanden® (Schmitz & Hof, 2005). Solche Begriffe sind zwar
bezuglich ihrer statistischen Aussagekraft begrenzt, beschreiben aber
Gewebeeigenschaften meist sehr treffend und ausreichend, vor allem wenn es sich
um Unterschiede zwischen pathologischen und physiologischen Zustdnden handelt
(Kipp, van der Valk, & Amor, 2012). Bei kleinen, weniger augenscheinlichen zellularen
Verédnderungen sind die oben genannten Begriffe weit weniger aussagekraftig und
bieten folglich keine fundierte Grundlage fur wissenschaftliche Analysen.

Dass geringe Unterschiede der Zellzahl in einem histologischen Schnitt nicht ohne
weiteres alleine durch Mikroskopieren erkannt werden kdnnen zeigte beispielsweise
eine systematische Analyse von de Groot und Kollegen (de Groot et al., 2005). Sie
untersuchten durch verschiedene Methoden, darunter auch der direkte
mikroskopische Vergleich, die Anzahl hippokampaler Neurone. lhre Analyse zeigte,
dass sogar bei einem Unterschied der Nervenzellanzahl von 33% dieser nicht im
direkten mikroskopischen Vergleich erkannt werden kann. Das bedeutet, dass es vor
allem bei kleinen Anderungen der Zellanzahl hochst empfindlicher quantitativer
Messmethoden bedarf, um die genaue Anzahl der Zellen bestimmen zu kénnen. Hier
stellt die design-based stereology die Methode der Wahl dar (Kipp, Kiessling,
Hochstrasser, Roggenkamp, & Schmitz, 2017; Schmitz & Hof, 2005). Im Gegensatz
zur konventionellen Histologie werden in der Stereologie dickere geféarbte
Gewebeschnitte mikroskopisch untersucht. Die Bestimmung der Zellzahl findet in der
Stereologie nicht auf einer zweidimensionalen Flache, sondern in einem
dreidimensionalen Raum statt.
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Die Bestimmung der Gesamtzellzahl in der Histologie beruht auf Zahlungen der
tatsachlich zu sehenden Zellen in den dinnen Schnitten. Dies kann jedoch unter
anderem durch inhomogene Zellverteilung oder durch die Ausrichtung der Zellen in
den Schnitten zu Fehlern fuhren, da sich je nach Form und Gréf3e der Zelle die
Wahrscheinlichkeit andert, in einem didnnen zweidimensionalen Gewebepraparat
angeschnitten zu werden. In der Stereologie dagegen werden diese Fehler vermieden
indem Zellz&hlungen in einem vorher bestimmten dreidimensionalen Bereich
stattfinden und dann auf das gesamte Organ hochgerechnet werden. Diese statistisch
basierte Methode fuhrt zu einem sehr genauen Ergebnis und deckt auch kleinste
Veranderungen der Zellanzahl auf.

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob bei veroffentlichten histologischen Studien
design-based stereology zur Untersuchung der Schnitte angewandt wurde bzw. ob es
besser gewesen wére Stereologie zu verwenden. Des Weiteren wurde geprift, ob die
Studien, die behaupten Stereologie verwendet zu haben, dies auch wirklich getan
haben.

Die Sammlung und Auswertung dieser Studien erfolgte tber das Computerprogramm
VILiP.



Design-based stereology

2. Was ist design-based stereology?

Als Stereologie bezeichnet man eine histologische Methode, die dazu dient die Anzahl
von Zellen bzw. das Volumen von Organen quantitativ zu bestimmen. Im Gegensatz
zur konventionellen Histologie, die in aller Regel mit dinnen (ca 5 pm)
Schnittpraparaten arbeitet, werden in der Stereologie dicke (ca 100um)
Schnittpraparate verwendet, um die Gesamtzellzahl verschiedener Zellpopulationen in
einer zu untersuchenden Korperregion zu ermitteln. Die Stereologie liefert so
guantitative Werte, wohingegen bei herkdmmlichen histologischen Auswertmethoden
neben Zellmorphologie oder Farbeintensitat ,lediglich® Zelldichten bestimmt werden
konnen. Um verlassliche guantitative Werte zu erhalten bedient man sich, neben den
erwahnten dicken Schnittpraparaten, festgelegten Algorithmen der Schnittauswabhl,
denen statistische Methoden zu Grunde liegen. Auf diese Aspekte soll im folgenden
Kapitel nun eingegangen werden (siehe 2.1 — 2.6).

Ein wesentlicher Gesichtspunkt, der im Zusammenhang mit der Stereologie
besprochen werden sollte, besteht im allgemeinen Verstandnis dartber, warum eine
Bestimmung der Zellzahl in einem diinnen Gewebeschnitt nur ungenau durchgefihrt
werden kann. Arbeitet man mit einem dinnen Gewebeschnitt (in der Regel gerade
einmal 3-6 um dick), sieht man eigentlich keine ganzen Zellen, sondern lediglich einen
Teil, namlich einen Anschnitt der Zelle. Das aber hat weitreichende Konsequenzen fur
die Bestimmung der Zellzahl in einem Organ bzw. Organteil. Nehmen wir an, im
Rahmen einer Erkrankung kommt es zu einer Schwellung der Zellen. Da die Zellen
nun dicker bzw. voluminoser sind, steigt die mathematische Wahrscheinlichkeit, dass
sie in einem dunnen, zweidimensionalen Gewebeschnitt angeschnitten werden. Man
wirde also bei Zellschwellung falsch auf eine Zunahme der Zellzahl schliel3en.
Umgekehrt verhalt es sich bei Zellschrumpfung. Hier wirde man falsch auf eine
Verringerung der Zellzahl schlieBen. Wie weiter unten aufgezeigt werden wird, kann
auch die raumliche Ausrichtung der Zellen das Zahlergebnis beeinflussen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt im Rahmen der Zellzahlung ist das Volumen eines
Organs. Veranderungen des Gesamtvolumens kdénnen das Ergebnis verfalschen.
Nehmen wir an, eine Erkrankung fihrt zu einer Schwellung eines Organes, wie das
beispielsweise im Gehirn bei einem Tumor oder aber einem Schlaganfall der Fall sein
konnte. Bei gleichbleibender Zellzahl wirden die einzelnen Zellen weiter
auseinanderrticken, und sich dadurch die mathematische Wahrscheinlichkeit, dass sie
in einem dunnen, zweidimensionalen Gewebeschnitt angeschnitten werden,
verringern. Man wirde also bei einer Organschwellung falsch auf eine Abnahme der
Zellzahl schlie3en. Umgekehrt verhalt es sich bei Schrumpfung eines Organs, also bei
einer Atrophie. Hier wiirde man falsch auf eine Zunahme der Zellzahl schliel3en.

Um diesen beiden Umstanden Rechnung zu tragen, wurden die verschiedenen
Methoden der Stereologie entwickelt. Diese beruhen auf gleich mehreren Prinzipien.
Das zuverlassigste ware, das gesamte Organ histologisch aufzuarbeiten, und in allen
Schnitten die Zellzahl zu bestimmen. Ein solches Vorgehen ware jedoch sehr
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zeitaufwendig. Deswegen wird in der Stereologie nur jeder x-te Schnitt untersucht, und
von den so gewonnen Werten die Gesamtzellzahl in einem Organ errechnet.

Um nun dem Umstand Rechnung zu tragen, dass Zellgré3e bzw. Zellausrichtung als
auch Volumen des Gesamtorgans das Ergebnis einer Zellzahlung beeinflussen
kénnen, ware eine mdogliche Methode, das gesamte Organ in dinnen Schnitten
aufzuarbeiten, und dann wahrend der Zellzahlung immer zwei sukzessive Schnitte zu
vergleichen. Gemal} diesem Vorgehen wirden nur dann Zellen beim Zahlvorgang
bericksichtigt, wenn sie auf dem ersten der beiden sukzessiven Schnitte zu sehen
sind, nicht aber auf dem Zweiten. So kann verhindert werden, dass beispielsweise die
Zellgrol3e das Zahlergebnis verfalscht. Diese Strategie wird in der Tat im Rahmen der
Stereologie verfolgt. Da das Organ bei einem solchen Vorgehen ,echt” geschnitten
wird spricht man vom physikalischen Dissektor Prinzip. Eine andere, weit elegantere
Maglichkeit besteht darin, dicke Schnitte anzufertigen (50- manchmal 200um dick),
und dann mit einem Mikroskop durch die einzelnen Ebenen zu fokussieren. Es werden
nur dann Zellen bei der Zahlung bericksichtigt, wenn sie zumindest mit einem ihrer
Enden innerhalb des untersuchten Volumens liegen. Da bei dieser Vorgehensweise
das Gewebe nicht physikalisch sondern optisch geschnitten wird, spricht man hier
auch vom optischen Dissektor Prinzip.

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass die Stereologie zwei wesentliche
Prinzipien verfolgt: Alle Zellen mussen die gleiche Wahrscheinlichkeit haben, wahrend
des Zahlprozesses berucksichtigt zu werden. Das zweite wesentliche Prinzip ist, dass
jede Zelle die bericksichtigt wird, nur einmal bertcksichtigt werden kann, unabhangig
von Grol3e, Ausrichtung im Raum und Organvolumen. Nur bei Einhaltung beider
Prinzipien kann reliabel auf die Gesamtzellzahl geschlossen werden.

Ein letzter Aspekt der Stereologie ist, dass die Zellzahl nicht als Zellzahl pro Volumen,
sondern als Gesamtzellzahl erfasst und zwischen verschiedenen Studiengruppen
verglichen wird. So wird der sogenannte ,Reference Trap“, also die Referenz-Falle
vermieden. Diese liegt vor, wenn sich das Organvolumen &ndert und so Zellen weiter
auseinander, oder aber enger zusammenricken.

Nach dieser kurzen, allgemeinen Einfihrung zur Stereologie wird nun auf die
einzelnen Punkte detaillierter eingegangen.

2.1 Systematic Random Sampling

Die design-based stereology dient in der Histologie als Goldstandard-Methode zur
Bestimmung von Gesamtvolumina sowie Gesamtzellzahlen einzelner Zellarten
(Glaser, 2006). Anstatt genauer Messungen liefert sie eine mikroskopisch gestltzte
Schatzung in einem genau definierten Bereich, welche dann auf den gesamten
Bereich hochgerechnet wird. Wiirde man diese Schatzung unendlich oft wiederholen,
wurde der arithmetische Mittelwert der genauen Gesamtanzahl der Zellen
entsprechen.
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Wahrend es bei der konventionellen Histologie durch verschiedene Griinde wie
beispielsweise pathologische Gewebeveranderungen oder unplane
Schnittoberflachen bzw. angeschnittene Zellen zu Fehlern bei der Zellzahlung
kommen kann, liegt der besondere Vorteil der design-based stereology darin, dass
Zellen unabhangig von deren GroRe, Form und raumlicher Ausrichtung bzw.
Verteilung im Gewebe quantifiziert werden kénnen (Abbildung 1 a,b,c), und somit
potenzielle Fehlerquellen ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser
mikroskopisch gestutzten Methode sind reproduzierbar und reduzieren erheblich den
Aufwand des Untersuchers (Glaser, 2006).
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Abbildung 1 Die Zellz&hlung der design based stereology erfolgt unabhéngig von der ZellgréRe (A),
der Ausrichtung der Zellen (B) sowie unabhéngig von etwaiger Atrophie, also Schrumpfung des
Gewebes (C).
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Um design-based stereology anwenden zu kbnnen, wird das gesamte Gewebe zuerst
in gleich dicke Schnitte aufgearbeitet. Aus diesen Schnitten definiert man nun eine zu
untersuchende Auswahl an Schnitten, z.B. jeden 5. Schnitt. Der Abstand der Schnitte
zueinander ist somit festgelegt (jeder 5.Schnitt), die zu untersuchende Schnittserie
erhalt dadurch einen systematischen Charakter. Die Auswahl des ersten zu zéhlenden
Schnittes wird jedoch unter den ersten 5 Schnitten zufallig bestimmt, was der Zahlung
einen zufalligen Aspekt verleiht. Daher spricht man bei der untersuchten Serie von
Schnitten von einer systematically and randomly sampled (SRS) — Serie.

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl werden nur die Schnitte von einer bestimmten
Stichprobe untersucht, z. B. jeder 5. Schnitt beginnend mit dem 3 Schnitt, also Schnitt
Nummer 3, 8, 13, 18, ... Die anderen Schnitte gehen nicht in die Auswertung mit ein
(Abbildung 2).

-Ilb

A A

Nr. 3 Nr. 13

Abbildung 2 Unterteilung des gesamten Gewebes in gleichmaRig dicke Schnitte mit anschlieRender
definierter Auswabhl der zu untersuchenden Schnitte, z.B. in dem vorliegenden Fall jeder 5. Schnitt. Der
Abstand der Schnitte zueinander ist somit systematisch (jeder 5. Schnitt). Die beliebige Auswahl des
ersten Schnittes erfolgt rein zufallig unter den ersten 5 Schnitten, in unserem Fall mit dem 3. Schnitt,
und ist somit zufallig gewahlt.

Um die Auswertung weiter zu vereinfachen, bzw. weniger zeitaufwandig zu gestalten,
werden nur bestimmte Bereiche des Schnittes untersucht. Hierfir wird ein
gleichmafiiges Gitter auf die gesamte Oberflache der Schnitte im SRS Prinzip gelegt.
~Systematically® auf Grund des gleichmaRigen Gitterlinienabstandes in X- und Y-
Richtung, ,randomly“ wegen der zufélligen Positionierung des Gitters auf der
Oberflache des Schnittes (Abbildung 3a).
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2.2 Definition des Unbiased virtual counting spaces

Innerhalb dieses Gitters wird nun in jedem einzelnen Gitterquadrat der Bereich
festgelegt, der den eigentlichen Zahlbereich, den sogenannten unbiased counting
frame, definiert. Wahrend der Zellzdhlung erweitert man diese zweidimensionale
Oberflache um die Tiefe (entspricht der Dicke des Schnittes) und schafft dadurch einen
dreidimensionalen Raum in Quaderform, den sogenannten unbiased virtual counting
space. Dieser Bereich wiederholt sich in allen Gitterquadraten an derselben Stelle und
stellt den definitiven Zahlbereich dar (Abbildung 3b). Es handelt sich hier nun um
einen dreidimensionalen Raum. Die Zellzahl wird demnach nicht mehr im
zweidimensionalen Raum ermittelt, sondern tragt der raumlichen Verteilung der Zellen
im dreidimensionalen Raum Rechnung. Wéhrend des Zahlvorganges wird durch die
gesamte Schnittdicke mit dem Mikroskop fokussiert, der dicke Schnitt wird optisch
geschnitten. Wir sprechen vom optischen Dissektor Prinzip.

(A) (B)

200pm -[

I_'_l

200um

Abbildung 3 Die Unterteilung eines ausgewahlten Schnittes erfolgt mittels willkiirlicher
Positionierung eines in X- und Y-Richtung gleichmafigen Gitters auf der gesamten Schnittoberflache
(a). Die roten Markierungen stellen die Uberschneidungen der Gitter Schnittpunkte mit dem Gewebe
dar. Diese Uberschneidungen entstehen zum einen systematisch auf Grund des gleichméaRigen
Abstandes der X- und Y- Linien zueinander, zum anderen willkirlich auf Grund der zufalligen
Positionierung des Gitters auf dem Schnitt. Der endgultige Zahlbereich wird nun innerhalb dieser
entstandenen Gitterquadrate definiert und wiederholt sich in jedem Gitterquadrat an derselben Stelle

(b).
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2.3 Definition der Guard zones

Ober- und Unterhalb dieses Zahlbereiches (optical dissector) befinden sich die
sogenannten guard zones. Sie stellen einen bestimmten Sicherheitsabstand zur
Schnittoberflache dar, der nicht in die Auswertung mit einbezogen wird. Zellen bzw.
Zellabschnitte innerhalb dieser guard zones werden zur Ermittlung der Gesamtzellzahl
nicht bertcksichtigt. Die Verwendung dieser Zonen bringt zwei entscheidende Vorteile
mit sich. Zum einen werden falsche Ergebnisse auf Grund einer gegebenenfalls
unplanen Schnittoberflache vermieden. Zum anderen kénnen an der Schnittoberflache
Zellen durch mechanischen Schaden wahrend der Schnittanfertigung abschliffern,
also verloren gehen. Auch diesem technischen Fehler wird durch die guard zones
Rechnung getragen (Abbildung 4).

Obere Schnittfléche

@)
‘ N | —— top guard zone (2pm)
Seitenansicht = @ [ unbiased virtual counting L KOm;.JIet.te
@ space (17um) Schnittdicke (21pum)

Q e — bottom guard zone (2um) _

Verédnderung an der
Schnittflache

Untere Schnittfliche

Abbildung 4 Um zu verhindern, dass die Z&hlungen durch Veranderungen an der Schnittoberflache
beeinflusst werden, werden Zellen, welche sich in den vorher definierten guard zones befinden, nicht
mitgezahlt. Diese werden unterteilt in die top guard zone, welche sich Uber dem Zahlbereich befindet,
und die bottom guard zone, welche den unteren Sicherheitsabstand des Zahlbereiches zur veranderten
Schnittflache darstellt.

2.4 Optischer versus physikalischer Dissektor

Um nun die genaue Zellanzahl zu ermitteln kann die stereologische Methode des
optischen Dissektors verwendet werden. Er stellt einen gedachten dreidimensionalen
Waiirfel innerhalb des fur die Zahlung relevanten Bereiches dar. Unter dem Mikroskop
entspricht der counting frame der Aufsicht auf den optical dissector. Im Gegensatz zum
physikalischen Dissektor, welcher das Gewebe in viele diinne Schnitte unterteilt um
diese direkt miteinander zu vergleichen, werden fir die eigentliche Zellz&hlung mit dem
Mikroskop bei dem optischen Dissektor dickere Schnitte gefertigt. Diese werden dann
optisch in kleine Einzelschnitte zerlegt. Die Zellen werden nur dann gezahlt, wenn der
vorher bestimmte Zahlpunkt wahrend diesem Prozess in den Fokus kommt.
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2.5 Definition eines Zahlkriteriums wahrend der Zellquantifizierung

Nun gilt es Kriterien zu definieren, wann eine Zelle wahrend des Z&ahlvorgangs
beriucksichtigt werden darf. Dies ist besonders wichtig, da sonst z. B. besonders grol3e
oder ungleichférmige Zellen, die innerhalb zwei verschiedener unbiased virtual
counting spaces liegen, doppelt gezahlt werden konnten und somit das
Gesamtergebnis verfalschen wirden. Das Zahlkriterium ist ein spezieller, einzigartiger
Punkt in der Zelle, der in jeder Zelle nur einmal vorkommen darf, beispielsweise die
Spitze einer Zelle, die Spitze des Zellkerns, der Punkt des héchsten Zelldurchmessers,
oder aber der Nukleolus. Nur wenn dieser einzigartige, charakteristische Punkt wie der
Zellkern zu sehen ist, darf die Zelle wahrend des Z&ahlvorganges berucksichtigt werden
(Abbildung 5).

Spitze der Zelle

Spitze des Zellkerns

Mittellinie des gréliten
Zellumfanges

Nucleolus

Abbildung 5 Die Beriicksichtigung einer Zelle erfolgt nur, wenn sich ihr eindeutiges Zahlkriterium im
unbiased virtual counting space befindet. Dieses Kriterium kommt in jeder Zelle nur einmal vor und muss
in allen Schnitten klar ersichtlich sein. Es kann sich dabei z.B. um die Spitze der Zelle, die Spitze des
Zellkerns, die Mittellinie des groften Zellumfanges oder auch um den Nucleolus handeln und muss vor
der Zahlung festgelegt werden.
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2.6 Definition von inclusion und exclusion lines

Das Gitter des unbiased counting frames besteht aus sogenannten inclusion und
exclusion lines. Basierend auf der Grundlage einiger Kriterien entscheiden sie dartber,
ob und zu welchem unbiased virtual counting space die Zelle gezahlt wird (Abbildung
6):

- sobald ein Zahlcharakteristikum die exclusion line berihrt, kreuzt oder
aulRerhalb des counting frames liegt, wird er nicht gezahlt.

- hingegen dazu wird jede Zelle bericksichtigt, deren Zahlcharakteristikum
entweder innerhalb des counting frames liegt, der eine inclusion line von
innerhalb oder auf3erhalb des counting frames berihrt oder aber eine inclusion
line kreuzt.

- eine Zelle wird nur dann berlcksichtigt, wenn ihr Z&hlcharakteristikum im
unbiased virtual counting space liegt.

|
A0

Abbildung 6 Die Abbildung zeigt 4 verschiedene unbiased virtual counting spaces, wobei Nummer
2 den aktiven unbiased virtual counting space darstellt in welchem die Zahlung stattfinden soll. Jedes
charakteristische Zahlkriterium einer Zelle kann generell nur einmal gezéhlt werden und nur einem
optischen Dissektor zugeordnet werden. Der Zahlbereich wird Uber die roten Linien, die exclusion lines,
und die grinen Linien, die inclusion lines, begrenzt. Diese Begrenzungen verhindern, dass Zellen in
zwei aneinandergrenzenden optischen Dissektoren doppelt gezahlt werden und somit das
Gesamtergebnis verfalschen. Befindet sich das entsprechende Zahlkriterium einer Zelle innerhalb der
Linien des aktiven Zahlbereiches, so liegt es im unbiased virtual counting space (2) und wird somit
berlicksichtigt (Zelle a). Auch die Zellen b und ¢ werden beriicksichtigt, da sich diese auf den inclusion
lines befinden, wohin gegen sich d und e auf den roten Linien, den exclusion lines befinden und somit
nicht bertcksichtigt werden. Auch Zellen, die sowohl die inclusion als auch die exclusion line beriihren,
werden wahrend des Zéahlvorganges nicht bertcksichtigt.
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2.7 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Bestimmung der Gesamtzahl der Zellen basierend auf deren Zahlungen im
unbiased virtual counting space erfolgt nun mittels Variablen und Gleichungen. Hierfur
benotigt man den ssf, asf und tsf.

ssf = section sampling fraction = das Intervall der untersuchten Schnitte, z. B. wenn
jeder 5. Schnitt untersucht wird ist ssf=1/5

asf = area sampling fraction = der Quotient aus der Grundflache der unbiased virtual
counting spaces und der GroRe des auf die Schnitte gelegten Gitters.

tsf = thickness sampling fraction = der Quotient aus der Hohe der unbiased virtual
counting spaces und der Dicke der untersuchten Schnitte.

Die Gesamtzahl der Zellen innerhalb des zu erforschenden Gewebes errechnet sich
aus der Gleichung:

Nest = Sigma n X(ssf x asf x tsf)?

Dabei steht Nestfur die estimated number of ... und Sigman fur die Anzahl der gezéhlten
Zellen in allen unbiased virtual counting spaces (Kiessling, 2013).

3. Was ist ViLiP?

Die Visual Literature Platform, kurz VIiLIP, ist eine Software zur internetbasierten
Literaturrecherche. Es wurde vom Lehrstuhl fur Informationsmanagement im
Maschinenbau der RWTH Universitdt Aachen in Zusammenarbeit mit der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen entwickelt. Mit Hilfe von ViLiP kdnnen komplexe
Sachverhalte Ubersichtlich dargestellt werden. Es zielt darauf ab die Ergebnisse der
meist sehr umfangreichen Literaturrecherche bei wissenschaftlichen Arbeiten, vor
allem in der medizinischen Forschung, zu verwalten und zu visualisieren. Neben einem
dadurch erreichten aussagekréaftigen Uberblick tiber die relevanten Artikel bietet ViLiP
zusatzlich die Mdoglichkeit, die Erkenntnisse der Literaturrecherche mit anderen
Forschern zu teilen. Der absolute Mehrwert gegenuber herkdmmlichen
Literaturrecherche Programmen, wie beispielsweise EndNote, liegt in der bildlichen
Darstellung der Ergebnisse entweder mittels Heatmap oder Word cloud (siehe weiter
unten).

VILiP diente in der vorliegenden Studie zur Einteilung der in PubMed gesichteten
histologischen Publikationen und ermdéglichte anschlieBend eine Visualisierung der
Ergebnisse.
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4. Material und Methoden

Im Rahmen dieser Dissertation sollte untersucht werden, inwiefern im Rahmen
wissenschaftlicher Studien, welche als ein Teilergebnis Daten zu Zellzahl bzw.
Organvolumen zeigen, die Methode der Stereologie verwendet haben.

Um eine aussagekraftige Antwort auf die Frage zu finden, ob design-based stereology
in den histologischen Studien angewendet wurde, wurden 500 willkirlich ausgewéhlte
Artikel des Jahres 2012 aus PubMed, der kostenlosen Internet-Version der Medline-
Datenbank, ausgewertet. Von allen Artikeln, die 2012 mit dem Schlagwort ,histology*
veroffentlicht worden sind, wurden 500 Artikel ausgewahlt, deren Volltexte verfligbar
waren. Diese Volltexte wurden abgespeichert und alphabetisch tber Excel sortiert.
Sowohl Reviews als auch Case reports wurden fir die vorliegende Studie nicht
verwendet und somit aus der Untersuchung ausgeschlossen. Des Weiteren wurden
Originalartikel, welche nicht in englischer Sprache verfasst wurden, nicht
berucksichtigt.

Die so ausgewahlte Literatur wurde gesichtet und in Excel beziglich folgender
Kriterien sortiert:

Histologie wurde durchgefihrt? Ja/ Nein
Stereologie wurde durchgefuhrt? Ja/ Nein
Ware Stereologie notig gewesen? Ja/ Nein

Anschliel3end wurden die Ergebnisse in der ViLiP Datenbank abgespeichert.

Im Folgenden wird das Programm ViLiP beschrieben sowie die einzelnen Schritte zum
Erstellen einer individualisierten ViLiP Datenbank Schritt fir Schritt erklart. Zu den
verschiedenen Aspekten der Handhabung wird zunachst jeweils ein theoretischer
Hintergrund gegeben. Eine Methodik-Beschreibung stellt anschliel3end den konkreten
Bezug zum Programm ViLiP her.

4.1 Allgemeines uber ViLiP

VILIP bietet die Mdglichkeit, Literatur zu sammeln, diese dann zu kategorisieren und
schlieBlich Themen zuzuordnen. Das besondere an VIiLIP ist, dass die relative
Zuordnungshaufigkeit, sprich wie oft einem Thema Artikel zugeordnet worden sind,
graphisch visualisiert werden kann.

In einem ersten Schritt werden im Zuge der Literaturrecherche Abstracts aus PubMed
in eine Datenbank eingepflegt (Import Funktion) und dann unter ,Browse Papers®
gespeichert. In einem zweiten Schritt werden in diesem ,virtuellen Ordner*
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Subkategorien eingerichtet (Category Editor). Die Abstracts der Datenbank werden in
einem dritten Schritt jeweils einer (oder auch mehreren) dieser Subkategorien
zugeordnet. Um nun die Verteilungshaufigkeit visualisieren zu kénnen muss eine
Matrix angelegt werden. Hierfiir kann ein beliebiges Bild im .jpg, .png oder .svg Format
in ViLIP eingelesen werden, und Regionen auf diesem Bild wieder Subkategorien
zugeordnet werden (Anatomic structures). In einem letzten Schritt kann das Ergebnis
der Literaturrecherche unter ,Visualizations® in Form einer Heatmap (Kodierung von
Haufigkeit Uber Farbton) oder aber einer sogenannten Word-Cloud (Kodierung von
Haufigkeit Uber Schriftfarbe und vor allem Schriftdicke) dargestellt werden.

4.2 Einpflegen der Abstracts in ViLiP
4.2.1 Theorie — Speicherung der Abstracts in ViLiP

Zu Beginn einer wissenschaftlichen Arbeit steht meist eine vorausgehende
ausfuhrliche Literaturrecherche. Die weltweit gro3te medizinische Datenbank hierfr
ist PubMed. VIiLiP bietet die Méglichkeit, die Abstracts der in PubMed gefundenen
relevanten Artikel zu speichern und diese durch das Anlegen verschiedener Projekte,
die jeweils durch eine Tabelle reprasentiert werden, zu sortieren.

Die Speicherung der Abstracts erfolgt Giber deren URL, also deren Universal Resource
Locator. Dieser findet sich in der Adresszeile des Browsers und bezeichnet die genaue
Adresse des Abstracts in einem Netzwerk bzw. in PubMed.

Die Nutzung der Internetseite VIiLiP ist erst nach Anmeldung auf der Seite
www.vilip.net unter ,Sign Up“ Uber die eigene E-Mail Adresse und ein personliches
Passwort mdglich. Die nach der Anmeldung verschickte E-Mail beinhaltet einen
direkten Link unter dem der angelegte Account bestatigt werden muss.

4.2.2 Methodik — Anleitung zur Speicherung der Abstracts in ViLiP
4.2.2.1 Anlegen eines neuen Projekts

Das Anlegen verschiedener Datenbanken erfolgt nach erfolgreicher Anmeldung tber
,Dashboard®, Uber ,Get started” oder alternativ auch tber ,Select project® > ,Create
project” (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Das Anlegen verschiedener Projekte erfolgt Giber die Startseite der ViLiP Internetseite.

Nach Auswahl eines Projektnamens kann bei Bedarf Uber ,Accessible without

invitation® Kollegen der Zugang zu diesem Projekt ermdglicht werden.

Die

Grundeinstellung ist so gewahlt, dass keine weiteren Kollegen eingeladen werden,
kann aber bei Bedarf verandert werden. Uber das Fenster ,create project‘ wird der
Name des neuen Projektes gespeichert und erscheint daraufhin als Liste mit allen

angelegten Projekten im ,Das

hboard® (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Im ,Dashboard"
Wissenschaftlern geteilt werden.

kénnen beliebig viele Projekte angelegt und mit anderen
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Um nun ein Projekt zu bearbeiten, wird das betreffende Projekt unter ,Select project*
ausgewahlt. Daraufhin erscheint die ViLiP Maske mit einer Zeile von einzelnen Reitern
(Visualizations, Browse Papers, Import, Category editor, Anatomic structures und
Members).

4.2.2.2 Einpflegen von Abstracts

Das Einpflegen der Artikel in ViLIiP erfolgt tber die Kopie der URL des gewiinschten
Abstracts aus dem Browser von PubMed (Abbildung 9a), deren Einfiigen bei ViLiP
unter dem Reiter ,Import® in das Suchfeld (Abbildung 9b) und der anschlielRenden
Bestatigung mit ,Go". Es erscheint daraufhin der Abstract des Artikels, welcher Uber
die zweimalige Auswahl von ,Proceed” und anschlieBend ,Import in ViLiP importiert
werden kann (Abbildung 9c). Dadurch wird der Artikel in der Datenbank gesichert und
lasst sich unter ,Browse Papers* finden. Dieser Vorgang wird fur jeden einzelnen zu
importierenden Abstract wiederholt. Falls schon Kategorien zur Klassifizierung der
Artikel definiert worden sind, kdnnen die einzelnen Artikel bereits wahrend des
Importierens einer Kategorie zugeordnet werden. Wurden noch keine Kategorien
angelegt, kann dies auch noch zu einem spéateren Zeitpunkt erfolgen. Genaueres dazu
folgt in Kapitel 4.3.2 (Methodik — Vorgehensweise zur Zuordnung der Abstracts).

= hitps/ /v 2gi.nlmunih.gov/pubmec 4 P @S | 2 Traditional breast cancer fis..

Pubfled ;.. PubMed ||

LIS Mateand Libraty ol Medcrs
Mibenil BB of Haulh Advanced

Formmat: Abstract -

Breast Cancer Bes Treal 2012 Jan 139(1) 15867 doi: 10 1007:10588-011-1702-0. Epub 2011 Aug 10
Traditional breast cancer risk factors in relation to molecular subtypes of breast cancer,
Tamimi Bi', Coldéz GA Hazra A Basr HJ, Hankinson SE. Rosner B, Maroiti J, Connolly JL. Schnifl 5J. Collins LC.

+ Author information

Abstract

Abbildung 9a Nach der Auswahl eines relevanten Artikels auf der PubMed Seite wird die URL aus
dem Browser kopiert.
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Q hles:.f'a’ww".'.'.rwhi.nIln.nih.gw.f'puIJ-rT1de'2183DD14| X

/\

Abbildung 9b Unter dem Reiter ,Import* erfolgt die Eingabe der URL in die Suchmaske.

If this is the paper you want to import, please click proceed.

Abbildung 9c Uber ,Proceed” wird der Abstract bei ViLiP gespeichert (Abb. 9d).

4.3 Einteilung der Artikel in Kategorien
4.3.1 Theorie — Zuordnung der Abstracts

Ein grol3er Vorteil von VIiLIP besteht neben der Anlage einer Datenbank darin, die
importierten Artikel in verschiedene, eigens dafir erstellte Kategorien einzuteilen und
somit eine Ubersichtliche Darstellung der Ergebnisse zu ermdéglichen. Dabei kénnen
beliebig viele Kategorien angelegt oder aber jedem Abstract mehrere Kategorien
zugeordnet werden.

4.3.2 Methodik — Vorgehensweise zur Zuordnung der Abstracts

Das Anlegen der Kategorien kann exemplarisch mit der Innenaufteilung eines
Aktenordners verglichen werden (Abbildung 10). Nimmt man beispielsweise einen
Versicherungsordner, so werden darin alle Policen und Versicherungsunterlagen
gesammelt. Um die Unterlagen zu ordnen und inhaltlich zusammenzufassen erfolgt
deren Einteilung. Dies geschieht mittels sogenannter Trennblatter oder Register in
alphabetischer Reihenfolge, durch neutrale Zahlenabfolge oder wie in unserem Fall
nach verschiedenen Kategorien in die einzelnen Fachbereiche, wie zum Beispiel
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Lebensversicherung, Pflegeversicherung, Unfallversicherung, Haftpflichtversicherung
und so weiter.

Abbildung 10 Die Unterteilung eines Aktenordners mittels Trennbléttern erméglicht eine Ablage der
Unterlagen in eindeutiger und Ubersichtlicher Reihenfolge.

Das Ordner — Ruckenschild mit der Aufschrift ,Versicherungen® entspricht bei ViLiP
dem Namen des Projektes. Alle relevanten Abstracts werden zu Beginn in einer
Datenbank, entsprechend dem physikalischen Ordner, gesammelt. Dann erfolgt die
Untergliederung in die einzelnen Kategorien um einen eindeutigen Zusammenhang
des Inhaltes herzustellen. Dabei ist zu beachten, dass im Gegensatz zu einem echten
Ordner bei ViLiP ein Abstract mehreren Kategorien zugeordnet werden kann. D.h.,
dass die Abstracts auch mehrfach in dem Ordner vorhanden sein durfen.

Die Einteilung der Abstracts in VIiLIP in ihre jeweiligen Kategorien erfolgt Gber den
,Category editor”. Unter diesem Reiter wird der Name der gewinschten Kategorie
angegeben und Uber ,+* gespeichert. Dieser Vorgang entspricht dem Erstellen der
einzelnen Registerblatter des physikalischen Ordners. Es besteht keine Begrenzung
der Anzahl der Reiter bzw. Kategorien.

Im nachsten Schritt erfolgt unter ,Browse Papers“ - ,Edit* - ,Proceed” die Zuordnung
der Abstracts zu den jeweiligen Kategorien. Nach erneuter Bestatigung von ,Proceed®
bietet sich die Mdoglichkeit, die Eingaben abermals zu Uberprifen um dann Uber
.import“ den Vorgang abzuschliel3en.
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4.4 Graphische Auswertung der Abstracts
4.4.1 Theorie

Die Funktion der ,Heatmap“ und der ,Word cloud® stellen durch ihre graphische
Darstellung von Ergebnissen, insbesondere von Haufigkeiten, die Besonderheit von
VILIP dar.

Eine Heatmap entspricht einer farblichen Darstellung der Verteilungshaufigkeit der
Ergebnisse und gibt einen schnellen Uberblick bei groRen Datenvolumen (Abbildung
11). Die Farbauswahl verlauft oft ber Blau — Griin — Gelb — Orange nach Rot. Werte
die in Blau dargestellt werden kommen eher selten vor, wohingegen Rot fur eine starke
Ergebnisdichte spricht.

Abbildung 11 Eine Heatmap kodiert die Haufigkeit der Ergebnisse (iber den Farbton. Dabei erfolgt
die Wahl der Farbskala sowie die Verbindung von Farbe und Ergebnis rein willkirlich nach dem
Ermessen des Erstellers der Heatmap.

18
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Eine Word cloud hingegen kodiert die Haufigkeit der Ergebnisse durch flachiges
Anzeigen der Schlagworte in unterschiedlicher Schriftfarbe, Schriftgréf3e und
Schriftdicke (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Die unterschiedliche Schreibweise der Schlagwérter gibt Auskunft tber deren
Haufigkeit. Je gréRer und dunkler das Wort geschrieben ist, desto haufiger erscheint es bei den
Ergebnissen.

Fur die Anwendung einer solchen Visualisierungsmatrix wie der Heatmap und der
Word cloud in ViLIP muss zuerst in einem vorangehenden Schritt ein beliebiges Bild
unter dem Reiter ,Anatomic structures” eingelesen und die unterschiedlichen
Regionen auf diesem Bild den jeweiligen Kategorien zugeordnet werden.
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Die Darstellung der Haufigkeit der Artikel Uber den Farbton erfolgt Uber die ,Heatmap®.
Durch die Auswahl eines Schlagwortes auf der entsprechenden Abbildung in der
.,Heatmap“ werden nur diejenigen Artikel angezeigt, die das Schlagwort in ihrem
Abstract enthalten.

Des Weiteren erscheint in der ,Heatmap® ein bunter Balken unter der ausgewahlten
Grafik. Er zeigt die Dimension der ,Heatmap“ an. So kann einer Farbe eine Zahl
zugeordnet werden.

Die ,Word cloud” bietet eine weitere Option der visuellen Wiedergabe der Ergebnisse
in VIiLiP. Sie wird gebildet indem fur alle Artikel die Worter in deren Titel und Abstracts
sowie die Worter der zugeordneten Kategorien und anatomischen Strukturen
gemeinsam betrachtet werden, also so zu sagen in einen Topf geworfen werden, und
dann gezahlt wird, wie viele gleiche Elemente in einem Topf sind. Die Top 50 dieser
Elemente bzw. Worter werden dann in unterschiedlicher Grof3e und Dicke und mit
verschiedener Farbintensitdt dargestellt. Je grof3er und farbintensiver das Wort
geschrieben ist, desto haufiger erscheint der Begriff in einem Abstract.

Sowohl in der ,Heatmap® als auch in der ,Word cloud” besteht zudem die Mdglichkeit,
die Artikel nach einzelnen Begriffen zu durchsuchen. ,Heatmap® und ,Word cloud®
passen sich beim Suchvorgang dynamisch an.

4.4.2 Methodik

Im Folgenden wird nun die genaue Handhabung der ,Heatmap® und der ,Word cloud*
in VILiP erklart.

Nach Eingabe aller Kategorien beginnt unter ,Anatomic structures® die Visualisierung
der Ergebnisse. Hierfur wird zuerst unter ,Select map“ eine Abbildung im .jpg, .png
oder .svg Format angelegt, die Abbildung benannt und unter ,Add map* gespeichert.
Um mit dieser Abbildung arbeiten zu kénnen muss diese im nachsten Schritt, wieder
unter ,Anatomic structures®, ausgewahlt und bestimmte Strukturen innerhalb dieser
Abbildung definiert und benannt werden. Dies erfolgt durch die Umrandung bestimmter
Areale auf der Karte mit Hilfe der linken Maustaste und deren anschlielender
Speicherung unter dem Button ,save“ (Abbildung 13a). Dieser Vorgang wird so lange
wiederholt, bis alle Kategorien einem Bereich der Abbildung zugeordnet worden sind
(Abbildung 13b).
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Abbildung 13a Gespeicherte Abbildung vor der Umrandung der einzelnen Bereiche.

\
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Abbildung 13b Alle zu untersuchenden Bereiche missen einzeln durch die jeweilige Umrandung
auf der Karte definiert sein und kdnnen somit den entsprechenden Artikeln zugeordnet werden.
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Anschlielend muss den markierten Bereichen auf der Abbildung eine Kategorie
zugeordnet werden um eine visuelle Darstellung der Artikel zu erméglichen. Dies
geschieht Uber den ,Category editor” und den Button ,Anatomic structure® neben der
jeweiligen Kategorie (Abbildung 14). Jede Verlinkung muss mit ,Done“ gespeichert
werden.

| Visualizations Browse Papers Import it Category editor ¥ Anatomic structures & Members
Categories can be moved into other categories via drag and drop.

Category name

O Histology is shown ‘W Anatomic structures
O No histology shown ‘W Anatomic structures
QO Qualitative Results: positiv ‘W Anatomic structures
QO Quantitative Results: negativ W Anat ,n-;icstruch.lres
O Stereology: No W / aatomic structures

Drop a category here to move it to the top-level.

III +

Abbildung 14 Die uber die Karte definierten Bereiche miissen iber ,Anatomic structures® im
.Category editor den verschiedenen Kategorien zugeordnet werden. Erst diese Verknipfung ermdéglicht
die bildgebende Darstellung der verschiedenen Artikel.

Erst nach diesem Schritt stehen dem VIiLiP Nutzer unter ,Visualization“ die zwei
Méoglichkeiten der Bildgebung zur Verfiigung, die ,Heatmap® und die ,Word cloud*.

4.4.2.1 Die Heatmap

Um mit der Funktion ,Heatmap® arbeiten zu kdnnen muss zuerst eine bereits unter
»<Anatomic structures” angelegte Abbildung ausgewahlt werden.

Wahlt man nun die ,Heatmap® unter ,Visualizations®, erscheinen alle angelegten
Karten. Bei Auswahl einer Karte erscheint in visualisierter Form, wie héaufig einer
Kategorie Artikel zugeordnet worden sind. Blaue Tdne reprasentieren niedrige, griine
mittlere, und orange hohe Werte. Die Zahlen am rechten und linken Rand des Balkens,
der sich unterhalb der ,Heatmap“ befindet, geben an, welcher numerische Wert Blau
bzw. Orange entspricht (Abbildungen 15 und 16).
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Abbildung 15 Unter ,Heatmap* findet man eine Auflistung aller gespeicherten Karten sowie die
genaue Anzahl der Artikel, die sich mit einem ausgewahlten Schlagwort beschéftigen.

Abbildung 16 Der farbige Skalabalken gibt Auskunft iiber die Haufigkeit der Abstracts bezogen auf
die verschiedenen Bereiche in der ,Heatmap®. Dabei werden die farbigen Bereiche der Abbildung in der
.Heatmap* (siehe Abbildung 13b) mit den Farben des Balkens verglichen. Anstatt der genauen Anzahl
der Abstracts erhalt man dadurch nur einen ungefahren Anhaltspunkt tiber die Anzahl der Abstracts.

Unter der angelegten Abbildung dieser ,Heatmap* erscheint eine Auflistung mit allen
Artikeln, welche den gesamten Kategorien der ,Heatmap® zugeordnet worden sind. Bei
Auswabhl einer der Kategorien mit der linken Maustaste werden nur noch diejenigen
Abstracts angezeigt, welche der gewahlten Kategorie zugeordnet worden sind. Zudem
besteht innerhalb dieser Liste die Mdglichkeit, Uber den Link ,Show complete abstract"
den gesamten Abstract bei PubMed zu lesen (Abbildung 17).
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Traditional breast cancer risk factors in relation to molecular subtypes of breast cancer.

Tamimi RM, Colditz GA. Hazra A, Baer HJ, Hankinson SE, Rosner B, Marotti J, Connolly JL, Schnitt SJ, Collins LC

At least four major categories of invasive breast cancer have been reproducibly identified by gene expression profiling: luminal A, luminal
B, HER2-type, and basal-like. These subtypes have been shown to differ in their outcome and response to treatment. Whether this

heterogeneity reflects the evolution of these subtypes through distinct etiologic pathways has not been clearly defined.
Show complete abstract.

gnificance of gene-specific promoter hypermethylation in breast cancer patients.

Cho YH, Shen J, Galygnon MD, Zhang YJ, Wang Q, Gonzalez K, Xu X, Bradshaw PT, Teitelbaum SL, Garbowski G, Hibshoosh H, Neugut Al,
Chen J, Santella RM
The association between promoter methylation status and survival was investigated in a large cohort of women with breast cancer,
participants in the Long Island Breast Cancer Study Project. Archived tumor tissues (n = 839) were collected from women diagnosed with a
first primary invasive or in situ breast cancer in 1996-1997. Vital status was followed through the end of 2005 with a mean follow-up time
of 8 years. Show complete abstract.

Assaying macrop activity in a murine model of inflammatory bowel disease using fluorine-19 MRI.
Kadayakkara DK, RanganathaMg. Young WB, Ahrens ET

Macrophages have an important role in the pathogenesis of most chronic inflammatory diseases. A means of non-invasively quantifying
macrophage migration would contribute significantly towards our understanding of chronic inflammatory processes and aid the evaluation
of novel therapeutic strategies. We describe the use of a perfluorocarbon tracer reagent and in vivo (19)F magnetic resonance imaging
(MRI) to quantify macrophage burden longitudinally. Show complete abstract.

Abbildung 17 Nach dem Auswahlen eines bestimmten Schlagwortes erscheint eine Liste aller
Abstracts, die mit diesem Thema verkniipft worden sind. Uber diese Liste gelangt man bei Bedarf auch
zu dem kompletten Artikel des gewiinschten Abstracts.

4.4.2.2 Die Word cloud

Die ,Word cloud® Funktion findet sich als eigener Reiter unter ,Visualizations®
(Abbildung 18).

= Stereologie 1

Project
s Visualizations = Browse Papers B Import s Category editor # Anatomic structures & Members
Q n Found 500 papers.
Word cloud Heatmap

Abbildung 18 Die ,Word cloud” bietet neben der ,Heatmap* eine zweite Méglichkeit der visuellen
Darstellung der Ergebnisse.

Des Weiteren bietet ViLiP sowohl in der ,Heatmap® als auch in der ,Word cloud” die
Option nach allen Artikeln zu suchen in denen ein spezieller Begriff vorkommt. Nach
der Eingabe des Suchbegriffes, beispielsweise ,gene“, in die Suchmaske unterhalb
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von ,Visualizations® und dessen Bestatigung Uber ,go“ erscheint in der ,Heatmap®
neben dem Suchbegriff die Anzahl der Artikel, in denen der Begriff vorkommt
(Abbildung 19) sowie unter ,Word cloud” eine erneute Zusammenfassung der Woérter,
die innerhalb dieser neu sortierten Artikel haufig, wie in dem vorliegenden Beispiel
Lexpression® oder ,cell“, oder weniger haufig, wie ,methods” oder ,factor“, vorkommen
(Abbildung 20). Zusatzlich erscheint wieder sowohl unter der ,Heatmap® als auch
unter der ,Word cloud” eine Liste aller Abstracts in denen der Suchbegriff — ,gene” —
vorkommt.

= Stereologie 1

Project

4 Visualizations Browse Papers ® Import i Category editor

Q. gene ﬂ Found 210 papers.

Word cloud Heatmap

Abbildung 19 Mit Hilfe der Suchmaske kann man auch nach bestimmten Begriffen suchen. Neben
dem Suchbegriff erscheint die Anzahl der Artikel, in denen das gesuchte Wort vorkommt. Des Weiteren
erhalt man eine Liste mit allen Artikeln die mit dem gesuchten Begriff in Verbindung stehen.

cells
expression

Abbildung 20 Nach der Schlagwortsuche erscheint erneut eine Darstellung tiber die Haufigkeit der
Worter, die in den Artikeln mit dem gesuchten Schlagwort erscheinen.
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5. Ergebnisse

Die vorliegende Studie befasst sich mit der Frage, ob veroffentlichte histologische
Studien mittels design-based stereology untersucht wurden oder nicht.
Literaturrecherche und Auswabhl der Artikel erfolgte tber die medizinische Datenbank
PubMed. Hierfur wurde zunachst der Suchbegriff ,histology® in PubMed eingegeben,
daraus 500 Artikel willkirlich ausgewahlt und anschlielRend deren Abstracts einzeln
Uber die jeweilige URL in ViLiP unter dem Namen ,Stereologie1“ importiert (Abbildung

21 und 22).

= Stereologie 1

Project

|#a Visualizations & Browse Papers

Q  Search..

& Import

Found 500 papers.

-

& Category editor

’ Anatomic structures

& Members

Abbildung 21 Unter ,Browse Papers* findet man die Anzahl der bereits importierten Abstracts, im

vorliegenden Fall 500.

Computergestitzte
PubMed Suche mit

Suche nach den
Artikeln aus dem Jahr
2012

500 relevante Artikel

Ausschluss von
reviews

(n=37)

Abbildung 22 Flow - Diagramm zur Durchfiihrung der Literaturrecherche.
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5.1 Zuordnung der Artikel in 6 Kategorien

Die Auswertung dieser 500 Artikel erfolgt Uber deren Einteilung in folgende sechs
Kategorien (Abbildung 23), welche zuvor eigens fur diese Studie im ,,Category editor”
angelegt wurden:

- Histology is shown

- No histology shown

- Stereology: NO

- Stereology: YES

- Qualitative Results: positiv

- Quantitative Results: negativ

| Visualizations Browse Papers Import it Category editor # Anatomic structures & Members

Categories can be moved into other categories via drag and drop.

QO Histology is shown @ Delete

[ Rename W Anatomic structures

O Mo histology shown @ Delete [# Rename

W Anatomic structures

QO Qualitative Results: positiv @ Delete

[ Rename W Anatomic structures

QO Quantitative Results: negativ @ Delete

[ Rename W Anatomic structures

Q Stereology: No @ Delete

[ Rename W Anatomic structures

QO Stereclogy: Yes @ Delete

[# Rename W Anatomic structures

Drop a category here to move it to the top-level.

Abbildung 23 Der ,Category editor* erméglicht es, die Artikel verschiedenen Kategorien
zuzuweisen. Diese kdnnen nach Belieben geldscht, neu benannt und verschiedenen Bereichen der
,Heatmap* zugeordnet werden. Die hier abgebildeten Kategorien entsprechen der Einteilung der Artikel
aus der vorliegenden Studie.

Im Rahmen der Zuordnung zu den einzelnen Kategorien wurde in einem ersten Schritt
Uberpruft, ob in den gespeicherten Artikeln tatséchlich Daten histologischer Schnitte
gezeigt sind bzw. ob histologische Schnitte zumindest angefertigt worden sind. Somit
gelangt man zu der ersten Einteilung der Artikel in ,Histology is shown“ und ,No
histology shown®.
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Im n&chsten Schritt erfolgte die Einteilung in die Kategorien ,Stereology: NO“ und
~otereology: YES®. Dabei wurde Uberpruft, ob diejenigen Arbeiten, die histologische
Ergebnisse zeigen (entspricht also der Kategorie ,Histology is shown®) unter
stereologischen Gesichtspunkten analysiert worden sind oder nicht. Hierbei
orientierten wir uns am ,Material und Methoden® Teil der jeweiligen Arbeiten. Dieser
wurde hinsichtlich der Anwendung stereologischer Methoden/Prinzipien, wie in der
Einleitung beschrieben, ausgewertet. Alle Artikel, die histologische Befunde zeigen
und diese nach stereologischen Prinzipien erhoben haben, wurden der Kategorie
~otereology: Yes" zugeordnet. Alle Artikel, die zwar histologische Befunde zeigen aber
nicht nach stereologischen Prinzipien ausgewertet worden sind, wurden der Kategorie
.otereology: NO“ zugeordnet.

Abschliel3end wurden alle Artikel in welchen keine Stereologie durchgefiihrt wurde,
also diejenigen der Kategorie ,Stereology: NO“ dahingehend Uberprift, ob diese
Studien die Stereologie nicht hatten anwenden sollen bzw. sogar mussen. Als
Grundlage der Entscheidung, ob Stereologie hatte angewendet werden missen,
wurden die gezeigten Daten, die im Zusammenhang mit den histologischen
Untersuchungen gezeigt wurden, analysiert. Bei qualitativen Daten kann davon
ausgegangen werden, dass diese auch ohne Stereologie reliabel erhoben worden
sind. Diese Studien wurden der Kategorie ,Qualitative results: positiv‘ zugeordnet. Bei
guantitativen Daten hingegen muss davon ausgegangen werden, dass diese nur mit
Hilfe der Stereologie reliabel erhoben hatten werden kénnen. Diese Studien wurden
der Kategorie ,Quantitative results: negativ zugeordnet.

5.2 Graphische Auswertung der vorliegenden Studie

In der vorliegenden Arbeit geht es in der Bildgebung darum, Haufigkeiten tber ViLiP
darzustellen.

Hierfir musste nach der Kategorisierung der Abstracts ein Bild in den ,Anatomic
structures® hochgeladen werden. Dieses Bild enthalt die einzelnen Bereiche, nach
deren Haufigkeit gefragt wird.

In unserem Fall also erstens die Frage: Wie viele der 500 Studien haben Histologie
verwendet? Wie viele Studien haben keine Histologie verwendet (Histology/No
Histology)?

Zweitens die Frage: Wie viele der histologischen Studien haben Stereologie
angewendet und wie viele nicht (Stereology: Yes/Stereology: No)?

Und letztendlich die Frage ob die Studien in denen keine Stereologie angewendet
wurde, diese nicht hatten nutzen sollen bzw. missen (Quantitative results:
negativ/Qualitative results: positiv).

Die einzelnen Bereiche auf der Visualisierungsmatrix sind in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24 stellt die einzelnen Kategorien der Studie dar deren Haufigkeiten in der ,Heatmap*
graphisch dargestellt werden sollen.

Im nachsten Schritt wurden nun mit Hilfe der ,Heatmap® Funktion die Ergebnisse
unserer Studie graphisch dargestellt. Zum einen sieht man in wie vielen der 500 Uber
PubMed mit dem Suchbegriff ,histology“ gefundenen Artikel tatsachlich histologische
Untersuchungen durchgefuhrt wurden, zum anderen ob in diesen histologischen
Studien Stereologie angewendet wurde.

Diese Analyse ergab, dass von den insgesamt 500 Artikeln, welche in der Datenbank
PubMed unter dem Suchbegriff ,histology“ gefunden werden, gerade einmal 233
Artikel tatsachlich auch Histologie verwendet haben. Dies entspricht einem Wert von
46,6%. In 267 Artikeln konnten keine Hinweise auf Durchfihrung von histologischen
Farbemethoden gefunden werden (Abbildung 25). Dies entspricht einem Wert von
53,4%.
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insgesamt 500 Artikel

Abbildung 25 Die Analyse der 500 Artikel ergab, dass 233 dieser Artikel unter histologischen
Gesichtspunkten analysiert wurden.

Unter den 233 Artikeln mit histologischen Daten gab es nur 7 Studien (3%) bei denen
mit Hilfe der Stereologie Daten erhoben wurden. In 226 Studien (97%) dagegen wurde
keine Stereologie angewendet (Abbildung 26).

233 Artikel mit Histologie

Abbildung 26 7 der histologisch ausgewerteten Studien verwendeten Stereologie.
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Von diesen 226 histologischen Studien in denen keine Stereologie angewendet wurde,
hatten jedoch auf Grund ihrer quantitativen Ergebnisse 24 Studien (10,6%) Stereologie

anwenden sollen. Die Ubrigen 202 Arbeiten (89,4%) zeigten lediglich qualitative
Ergebnisse (Abbildung 27).

226 Artikel ohne Stereologie

Abbildung 27 In 24 Studien wéare es noétig gewesen, die Datenanalyse basierend auf
stereologischen Gesichtspunkten durchzufiihren.

Eine im Anschluss an die Ergebnisse der ,Heatmap® angefertigte Grafik bietet noch
einmal eine Ubersichtliche Darstellung der erhobenen Befunde (Abbildung 28).

Histology 233
\ Quantitative results 24

Stereology: NO 226

Qualitative results 202 ©

Abbildung 28 Die Abbildung zeigt eine Grafik mit der Auswertung der analysierten Artikel. In nur

233 der 500 Artikel wurden histologische Untersuchungen durchgefiihrt, 7 davon mittels Stereologie,
226 Artikel ohne Stereologie, obwohl es bei 24 davon nétig gewesen ware.

Stereology: YES 7

No Histology 267
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MNumber of papers:

Abbildung 29 Der Farbbalken gibt die Anzahl des Bereiches mit den wenigsten bzw. den meisten
Abstracts wieder.

Neben der ,Heatmap® ermoglicht die ,Word cloud” eine graphische Darstellung der
Ergebnisse. Sie bietet eine Ubersicht Gber diejenigen Worter, welche am haufigsten in
den Abstracts vorkommen. In der vorliegenden Studie macht die ,Word cloud“ auf
Grund der Schreibweise der Worter deutlich, dass sich viele Artikel mit ,patients®,
,cells“ und ,expression“ befassen, wohingegen sich eher wenige Artikel mit den
Themen ,disease” oder ,survival® auseinandersetzen (Abbildung 30).

Word cloud Heatmap

cells

patients
expression

Abbildung 30 Die ,Word cloud” bietet eine Ubersicht dartiber, welche Wérter in den gespeicherten
Artikeln haufig vorkommen, bzw. welche der Wérter am haufigsten erscheinen. Je haufiger ein Wort,
desto gréRer dessen Schreibweise.
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6. Diskussion

Die vorliegende systematische Arbeit untersuchte, in wie weit in den unter dem
Suchbegriff ,histology” in PubMed erscheinenden Publikationen tatsachlich
histologische Schnitte angefertigt oder diese zumindest untersucht wurden.
Weiterfihrend wurde geprift, wie viele der histologischen Studien dabei Stereologie
angewendet haben bzw. ob die histologischen Studien ohne Stereologie diese hatten
anwenden mussen. Die Literaturrecherche umfasste 500 Artikel aus dem Jahr 2012
und kann somit als aussagekraftige Stichprobe betrachtet werden.

6.1 Publikationen mit dem Suchbegriff ,,histology“ in PubMed

Entgegen der Erwartungen befassten sich von den insgesamt 500 ausgewahlten
Publikationen mit dem Suchbegriff ,histology tatsachlich nur 233 Studien mit
histologischen Daten. Dies ist darauf zurtick zu fihren, dass PubMed, im Gegensatz
zu zahlreichen anderen Datenbanken, nicht nur nach genau dem eingegebenen Wort
sucht, sondern im Hintergrund einen speziellen Algorithmus, das ,Automatic Term
Mapping“, verwendet und somit eine komplexe Suchanfrage ermoglicht. Dadurch wird
die Suche nach dem eigentlichen Begriff um weitere Schlagworte erganzt. Um welche
Schlagworte es sich dabei genau handelt, wird jeweils unter ,Search details“ neben
der angegebenen Trefferliste angezeigt (Hochschulschriften Tibingen, 2015; Kiel,
2009).

In der vorliegenden Studie hatte dies zur Folge, dass in den verschiedenen
Suchfeldern (Titel, Autor, Abstract, ...) neben dem gesuchten Begriff ,histology*
zusatzlich noch nach Publikationen mit der Zusatzinformation ,anatomy“ gesucht
wurde. Die ,Search details” flir die Suche in PubMed lauteten folgendermalien:

"anatomy and histology"[Subheading] OR
("anatomy"[All Fields] AND "histology"[All Fields]) OR
"anatomy and histology"[All Fields] OR

"histology"[All Fields] OR

"histology"[MeSH Terms]

"anatomy and histology"[Subheading] bedeutet zum einen, dass nach Artikeln
gesucht wurde, in denen die Begriffe ,anatomy“ und ,histology“ gemeinsam als
~Subheading®, sprich im Untertitel, vorkommen. Der Untertitel flhrt spezielle Themen
ein, die der Artikel dann diskutiert (Hochschulschrift Kassel: Lazer, 2010).
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("anatomy"[All Fields] AND "histology"[All Fields]) bedeutet, dass nach Artikeln
gesucht wurde, in deren Titel oder Abstract sowohl der Begriff ,anatomy“ als auch
Lhistology* vorkommt.

"anatomy and histology"[All Fields] sucht nach Publikationen, in deren Titel oder
Abstract der Begriff ,anatomy“ gemeinsam mit dem Begriff ,histology“ vorkommt.

"histology"[All Fields] entspricht der eigentlichen Anfrage nach dem Suchbegriff
Lhistology“ in einem der Suchfelder.

"histology"[MeSH Terms] steht fur die Suche nach allen Publikationen, die
»histology“ als einen von vielen mdglichen zugeordneten ,MeSH Terms® haben. Als
,MeSH Terms*, also ,Medical Subject Headings®, werden Schlagworte bezeichnet, die
das Thema bzw. den Inhalt der Publikation genau beschreiben. Sie werden von
Fachleuten definiert und zugeordnet. Dies ermdglicht das Auffinden von Publikationen,
in denen der Suchbegriff, im vorliegenden Fall ,histology”, weder im Titel, noch im
Abstract erscheint.

Obwohl die ,MeSh Terms* regelmaRig aktualisiert werden, kann es jedoch sein, dass
aktuellen Artikeln noch keine Schlagworte zugewiesen wurden. Dies kann dann dazu
fuhren, dass diese Publikationen bei der ,MeSH Term“ - Suche noch nicht angezeigt
werden.

Die auf diese Weise ablaufende Suche nach dem eigentlichen Suchwort und dessen
Synonymen bzw. Schlagworten kann zu einer grof3en Menge an Publikationen fuhren,
die eigentlich nicht exakt dem Suchbegriff entsprechen. Eine breiter angelegte
Suchanfrage kann jedoch ebenfalls eine erhdhte Anzahl an potenziell relevanten
Treffern ergeben. Dies fuhrt zwar zu einem héheren Arbeitsaufwand, da unpassende
Publikationen aussortiert werden missen, findet dadurch aber auch moéglicherweise
Publikationen auf, die mittels Suche nach nur einem Suchwort nicht erfasst wirden,
jedoch fur das jeweilige Themengebiet relevant sind.

Die PubMed Anfrage nach Publikationen mit dem Suchbegriff ,histology“ aus dem Jahr
2012 umfasst inklusive der im Hintergrund laufenden Suche nach den jeweiligen
Schlagworten 212478 Artikel. Bereinigt man die Suchfunktion insofern, als tatsachlich
nur nach dem gefragten Begriff gesucht wird und nicht nach dessen Synonymen,
~oubheadings“ oder ,MeSH Terms®, erhalt man nur noch 19770 passende
Publikationen. Dies erklart, weshalb von den 500 gepriften Publikationen mit
Shistology* tatsachlich nur 233 Studien histologische Daten ausgewertet haben. Die
anderen 267 Publikationen sind auf Grund der erweiterten Suchfunktion Uber die
,MeSH Terms* oder den Begriff ,anatomy* in der Trefferliste angezeigt worden.
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6.2 Herkdbmmliche Histologie im Gegensatz zu Stereologie

Im nachsten Schritt wurden die 233 histologischen Publikationen dahingehend
Uberpruft, ob bei deren Datenerhebung Stereologie angewandt worden ist. Da nur 7
der 233 untersuchten Studien Stereologie anwendeten, entspricht auch dieses
Ergebnis nicht den Erwartungen. Fir die histologische Untersuchung von Organen gibt
es zwar verschiedene Mdoglichkeiten, jedoch wird die Stereologie mittlerweile als
Goldstandard bei der Ermittlung von Zellzahlen und Zellvolumina angesehen (Kipp et
al., 2017; Messina, Sangster, Morrison, & Galea, 2000; Puelles et al., 2014; Torkzad,
Noren, & Kullberg, 2012).

Eine Analyse aller mdglichen Schnitte durch ein Organ ware alleine hinsichtlich des
Zeit- und Arbeitsaufwandes nicht praktikabel und ist somit nicht als Option anzusehen.

Doch auch die konventionelle Histologie stellt mittlerweile keine Alternative mehr zur
Stereologie dar. In der Histologie ist nicht auszuschlieBen, dass die Schnitte mit der
besten Farbung und den deutlichsten Strukturen zur Untersuchung ausgewahlt
werden, da somit die Betrachtung und Auswertung vereinfacht werden wirde. Dies
kann jedoch dazu fiihren, dass Schnitte gewéhlt werden, die zu dicht beieinander sind
und somit keine aussagekraftige Information fur die zu zéhlende Struktur im gesamten
Organ bieten. Dartber hinaus mussen bei der konventionellen histologischen Analyse
Artefakte und die eventuelle Schrumpfung des Gewebes berlcksichtigt werden
(Mayhew, 1991; Tschanz, Schneider, & Knudsen, 2014).

Maogliche Faktoren fir die Gewebeschrumpfung stellen neben der morphologischen
Beschaffenheit des Gewebes auch die histologische Bearbeitung des Materials dar.
Als mogliche Schrumpfungsfaktoren zéhlen die zur Herstellung der Schnitte nétige
Fixierung, Dehydrierung und Einbettmethode des Gewebes (Dorph-Petersen,
Nyengaard, & Gundersen, 2001; Gardella, Hatton, Rind, Rosen, & von Bartheld, 2003;
Marcos, Monteiro, & Rocha, 2012; Schmitz & Hof, 2005).

Auch die technische Anfertigung der Schnitte kann Gewebedeformationen beim
Schneiden des Gewebes hervorrufen und somit zu fehlerhaften quantitativen
Informationen fihren (Schmitz et al., 2000).

Es sollte auRerdem berlcksichtigt werden, dass histologische Schnitte nur einen
kleinen Ausschnitt des Gewebes zeigen und dadurch die genauen Proportionen der
Strukturen nicht wiedergeben konnen. Somit haben gro3ere Strukturen, wie
beispielsweise eine grolRe Zelle, eine grol3ere Wahrscheinlichkeit in einem Schnitt zu
erscheinen als kleinere Strukturen (Mayhew, 1991).

Des Weiteren muss bei der Analyse von Gewebeschnitten die eventuelle inhomogene
Verteilung von Zellen bei pathologischen Verdnderungen eines Organs berticksichtigt
werden. Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer oder Multiple Sklerose kénnen
zur Atrophie des Gehirns fihren (de Jager, 2014; Rojas, Patrucco, Miguez, & Cristiano,
2016), aber auch bei Tumoren kann es zu fehlerhaften Zellzdhlungen kommen. Die
dinnen Schnitte der konventionellen Histologie wirden bei einer durch einen Tumor
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ausgelosten Schwellung des Organs, wie bereits erwahnt, zu der falschlichen
Annahme einer Abnahme der Zellanzahl fihren. Dies ist darauf zurtick zu fihren, dass
die Zellen durch das Anschwellen des Organs weiter auseinanderriicken und somit
eine geringere Wahrscheinlichkeit haben, in den Schnitten zu erscheinen (Kipp et al.,
2017).

Ein stereologischer Ansatz ermdglicht die effiziente quantitative Analyse von Organen.
Im Gegensatz zur konventionellen Histologie fihrt die Stereologie zu sehr genauen
und reproduzierbaren Ergebnissen, die unabhangig von der GrofRe, Form und
Ausrichtung der zu untersuchenden Strukturen erhoben werden konnen (Puelles et al.,
2014; West, 2002).

Dies ist unter anderem darauf zurtick zu fihren, dass die Auswahl der zu
untersuchenden Schnitte bei der Stereologie sowohl systematisch als auch nach dem
Zufallsprinzip erfolgen. Somit ist sichergestellt, dass keine zu eng aneinander
liegenden Schnitte zur Untersuchung ausgewahlt werden, sondern Schnitte, die Uber
das gesamte zu untersuchende Gewebe verteilt sind. Dadurch entsteht ein
vollstandiger Uberblick tiber das zu analysierende Gewebe und verhindert quantitative
Fehlinformationen, hervorgerufen durch eventuell auftretende Veranderungen in
einigen Bereichen des Gewebes. Durch die zuféllige Auswahl der Schnitte erhalt jede
Struktur im Gewebe die gleiche Mdglichkeit, fir die Untersuchung ausgewaéhlt zu
werden (Mayhew, 1991).

Einer der wichtigsten Vorteile der Stereologie besteht aus der Definition eines
Zahlkriteriums. Nur wenn dieses charakteristische Merkmal in einem Schnitt erscheint,
darf eine Zelle gezahlt werden. Diese Vorgehensweise verhindert, dass Strukturen,
beispielsweise auf Grund ihrer Grof3e, mehrfach gezahlt werden und dadurch das
Gesamtergebnis verfalschen.

Auf Grund ihrer sehr genauen Ergebnisse ermdglichen stereologische
Untersuchungen, auch kleinste Veranderungen von Zellzahlen aufzuzeigen, auch
wenn diese Veranderungen in der konventionellen Histologie nicht offensichtlich sind
(Boyce, Dorph-Petersen, Lyck, & Gundersen, 2010; Muller, Moller, & Johansen, 2001).
Die Fehlerquote wird dabei in der Stereologie auf ein Minimum reduziert (Schmitz &
Hof, 2005).

Wie bereits erwahnt zeigte meine Literaturrecherche, dass nur 7 von 233 Publikationen
Stereologie verwendet haben. Dies begrindet sich unter anderem damit, dass die
konventionelle Auswertung histologischer Daten noch immer die bekanntere Methode
darstellt. Die untersuchten Publikationen stammen aus dem Jahr 2012, in dem die
Stereologie noch weniger etabliert war als heute. Die vorherige Annahme lasst sich
damit untermauern, dass eine PubMed Suche im Jahr 2012 ausschlief3lich nach dem
Suchwort ,histology“ 212478 Treffer ergibt, wohingegen die Suche nach allen
Publikationen aus dem Jahr 2012 mit dem bereinigten Suchwort ,stereology” nur 141
Treffer ergibt. Im Vergleich dazu erscheinen fur das Jahr 2016 alleine unter ,histology*
134476 Publikationen, mit dem Suchwort ,stereology“ 248 Treffer. Dies sind mehr
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Publikationen als im Jahr 2012, spiegelt aber noch nicht die erwartete Zunahme des
stereologischen Verfahrens wider.

6.3 Diskussion der Methodik ViLiP

Die Sammlung und Kategorisierung der 500 Publikationen erfolgte mit dem
Computerprogramm ViLiP. Diese online Plattform stellte eine gute Mdglichkeit dar, die
umfangreiche Datenmenge dieser Studie zu verarbeiten und anschlieend graphisch
darzustellen. Die Handhabung dieses Programms ist benutzerfreundlich und schnell
zu erlernen.

Das Programm bendétigt keine lokale Installation auf einem Computer und folglich
keinen Speicherplatz auf der lokalen Festplatte, sondern ist als Web-Anwendung nach
Anmeldung mit passwortgeschitztem Zugriff sofort zuganglich. Dadurch besteht bei
Internetverbindung eine sofortige Verfliigbarkeit tber den Webbrowser, unabhangig
von Ort und Betriebssystem, und ermdglicht somit das Zusammenarbeiten mehrerer
Personen von verschiedenen Standorten aus. Trotzdem gilt das Programm dank des
personlichen Passwortes als sicher und konnte noch keinen unbefugten Zugriff auf die
Datenbank vermerken.

Die Kooperation mit Kollegen war Uber die Vergabe von Zugangen mdglich und
vereinfachte auf diese Weise allen beteiligten dieser Studie den Austausch Uber die
Ergebnisse.

Die Software ist je nach Bedarf und Einrichtung des Nutzers individuell aufgebaut.
Somit erlaubt ViLiP ein unabhangiges und zeitgleiches Arbeiten an verschiedenen
Themen und ermdglicht eine Zuordnung der Artikel in eine oder mehrere verschiedene
Kategorien.

Die Hauptfunktion des Programms liegt in der graphischen Darstellung der
Verteilungshaufigkeiten der Artikel in Relation zu den Kategorien. Dies geschieht auf
unterschiedliche Weise Uber die ,Heatmap® und die ,Word cloud®.

In der ,Heatmap® erfolgt die Darstellung der Haufigkeit der Ergebnisse uber eine
farbliche Differenzierung. Dadurch werden grofRe Datenmengen selbst bei komplexen
Zusammenhangen vereinfacht und liefern eine sehr prazise Ubersicht.

VILiP ermoglicht in der vorliegenden Studie also einen genauen, farblich kodierten
Uberblick dartiber, wie viele der 500 bearbeiteten Publikationen sich mit den
verschiedenen Themen wie beispielsweise ,histology“ und ,stereology beschaftigen.

Die Anwendung der ,Heatmap® verlangt ein vorheriges Einspeichern eines Bildes,
dessen unterschiedliche Regionen mit den entsprechend gewtinschten Kategorien
verknupft werden. Diese Einspeicherung fuhrte jedoch in unserer Studie zu
Schwierigkeiten, da dies weder mit dem Browser ,nternet explorer® noch ,firefox*
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moglich war, sondern ausschliellich mit dem Browser von ,Microsoft Edge*
funktionierte.

In der ,Word cloud” wird die Haufigkeit der in den Abstracts vorkommenden Worter
Uber deren SchriftgréRe, -farbe und -dicke differenziert und bietet dadurch einen
schnellen Uberblick tber die haufigsten Schlagworte der 500 eingespeicherten
Abstracts. In unserem Fall sind dies die Wérter ,cells®, ,patients” und ,,expression®, die
VIiLiP als die haufigsten Warter herausgefiltert hat. Mit Hilfe der ,Word cloud* liefert uns
VIiLiP Informationen, die wir durch eine alphabetische Auflistung der Worter in dieser
Weise nicht erhalten hatten.

Eine Bearbeitung der Wérter in der ,Word cloud” ware nicht sinnvoll, da dies nicht dem
Sinn deren Nutzung entsprechen wirde. Trotzdem besteht ein Nachteil darin, dass die
~Word cloud® fir uns als ViLiP Nutzer nicht steuerbar ist. Dadurch enthalt die ,Word
cloud“ auch unerwlnschte Begriffe die nicht in den Abstracts erscheinen, wie
beispielsweise in unserem Fall ,no histology shown® oder ,stereology: no“, sondern
den Einteilungen unserer Kategorien entsprechen. Dies ist darauf zurtick zu fuhren,
dass flr die ,Word cloud” die haufigsten Woérter der Publikationen aus deren Titel und
Abstract sowie aus den zugeordneten Kategorien und anatomischen Strukturen
gefiltert werden. Im Vorfeld werden jedoch schon Worter herausgefiltert, die
offensichtlich nichts zur Bedeutung der Abstracts beitragen. Diese Filterung erfolgt
Uber eine von VILIP festgelegte Liste und enthalt unter anderem bestimmte sowie
unbestimmte Artikel und Possessivpronomen.

Neben diesen positiven wie auch negativen Aspekten des Programmes gibt es noch
einige weitere Verbesserungsvorschlage, die die Arbeit mit ViLiP etwas vereinfachen
wuirden. Diese betreffen hauptsachlich die Darstellung der eingespeicherten Abstracts.
Anstatt sie in alphabetischer Reihenfolge aufzulisten, sortiert ViLIP sie in der
Reihenfolge, in der sie importiert werden. Dies erschwert die Suche nach Abstracts
von denen man den Titel nicht genau weil3. Auch Kollegen, die auf bestimmte Themen
und Forschungsgebiete zugreifen kdnnen, erschwert es die Sichtung der Abstracts,
zumal darlber hinaus immer nur 5 Abstracts pro Seite angezeigt werden. Auch das
Durchblattern durch die Seiten der aufgelisteten Abstracts ist nicht optimal gelést. So
ist ein Uberblattern mehrerer Seiten nicht mdglich, wohlwissend, dass sich der
gesuchte Abstract auf einer viel hoheren Seitenanzahl befindet. In unserem Fall heif3t
das, dass die 500 Abstracts ungeordnet auf einer 100 Seiten langen Liste erscheinen.
Der Zugriff auf die letzte Seite wird somit erst nach 99-maligem Seitenwechsel
ermdglicht. Hier wére eine individuelle Gestaltung der Suchmaske winschenswert.

Zusammenfassend stellte ViLiP jedoch trotz der genannten Einschrankungen eine
gute Mdglichkeit dar, um umfangreiche Datenmengen zu sammeln, einzuteilen und
darzustellen. Die Ubersichtliche Wiedergabe der Ergebnisse flhrt zu einer Aufwertung
jeder Studie und ist mit Excel Tabellen oder blof3en Werten nicht zu vergleichen.
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Die design-based stereology stellt in der Neuroanatomie mittlerweile die
Standardmethode zur Untersuchung von histologischen Schnitten dar. Sie ermoglicht
sowohl bei dunnen als auch bei dicken Schnitten eine quantitative Auswertung der
Zellen und vermeidet Fehlinformationen, unter anderem durch die systematische wie
auch zufallige Auswahl der zu untersuchenden Schnitte. Die Ergebnisse bestehen aus
mikroskopisch gestltzten Schatzwerten, die dann auf einen Gesamtbereich
hochgerechnet werden. Der grof3te Vorteil der design-based stereology besteht darin,
dass sie unabhéangig von der Zellgrof3e, der Ausrichtung der Zellen im Gewebe sowie
eventuell auftretenden Gewebeatrophien sehr prazise Ergebnisse bezuglich der
Gesamtvolumina sowie der Zellanzahl liefert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Uberprifung, ob die unter dem Suchbegriff
»histology“ erscheinenden Publikationen bei PubMed design-based stereology zur
Auswertung histologischer Schnitte verwendet haben. Daruber hinaus wurde
Uberprift, ob Publikationen mit konventioneller Histologie Stereologie hatten
anwenden kénnen. Schlussendlich ist im Rahmen der vorgelegten Arbeit zum ersten
Mal das neue Literatur-Recherche-Online-Tool ViLiP verwendet worden.

Als Grundlage wurden stichprobenartig 500 histologische Publikationen aus dem Jahr
2012 gewahlt, deren Abstracts unter ViLiP abgespeichert wurden. AnschlieBend
erfolgte die Einteilung der Abstracts in verschiedene Kategorien. Zunachst wurde
hierfir Gberprift, ob die Publikationen tatsachlich histologische Daten ausgewertet
haben oder nicht. In einem né&chsten Schritt wurden die Publikationen mit
histologischer Untersuchung dahingehend dberprift, ob sie mittels Stereologie
ausgewertet wurden, beziehungsweise ob die histologischen Publikationen ohne
Stereologie diese hatten anwenden mussen. ViLiP ermdglichte anschlieBend auf
unterschiedliche Weise die graphische Visualisierung der Ergebnisse. Zum einen
bietet die Funktion der ,Heatmap“ eine farblich kodierte Darstellung der
Verteilungshaufigkeit unserer Ergebnisse. Zum anderen erfolgt eine weitere
Méoglichkeit der Haufigkeitsdarstellung tber die ,Word cloud®. Sie stellt die Haufigkeit
der unter anderem in den Abstracts vorkommenden Worter Uber die Schriftfarbe und
Schriftgréf3e sowie die Schriftdicke dar.

Nach Uberprifung der insgesamt 500 Publikationen mit dem Suchwort ,histology*
konnte festgestellt werden, dass in 233 Fallen tatsachlich eine histologische
Untersuchung des Gewebes durchgefiihrt worden ist. Darunter befanden sich 7
Publikationen, welche ihre Ergebnisse mittels Stereologie ausgewertet haben. Unter
den verbleibenden 226 Studien héatten jedoch 24 weitere Studien Stereologie
anwenden kdnnen bzw. missen, um verlassliche quantitative Ergebnisse zu erhalten.

Die design-based stereology ist Methode der Wahl, um auch kleinste Veranderungen
des Gewebevolumens bzw. der Zellanzahl in Organen aufzuzeigen. Die Kernaussage
der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass sich diese Methode trotzdem fur die
Ermittlung quantitativer Ergebnisse gegentber der konventionellen Histologie noch
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nicht durchgesetzt hat. Ein Ziel zukinftiger Forschungsarbeiten sollte daher sein, die
guantitative Auswertung von Zellen auf Grundlage der design-based stereology
anzustellen.
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