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Auch Wesentliches ist fiir die Augen sichtbar

Gottfried BREM ML, wM OAW (Wien, Osterreich)

Albert SCHWEITZER (1875-1965), sagte: ,,Vergiss den Anfang nicht, den Dank!* Daran denkend,
beginne ich mit dem Dank an die Osterreichische Akademie der Wissenschaften (OAW), die
Deutsche Akademie der Naturforscher Leopoldina und die Veterindrmedizinische Universitét
Wien, dass sie dieses Symposium gemeinsam veranstalten und finanziell unterstiitzen. Ich
danke den Sponsoren fiir den Symposiums-Heurigen heute Abend, der OAW und dem OAW-
Event-Management fiir die Bereitstellung des schonsten Horsaals Osterreichs und die Unter-
stiitzung bei der Organisation. Besonders danke ich meiner Mitarbeiterin und Doktorandin Frau
Kati SPIESBERGER, die sich um Alles kiimmert. Eine ziemliche Arbeit war die Aufbereitung der
Tagungsunterlagen. Auch dafiir danke ich Frau SPIESBERGER und Frau Bettina KLIMMER.

Nicht zuletzt bedanke ich mich bei Ihnen, den Gisten, die uns die Ehre geben und gekom-
men sind. Vor allem freut mich sehr, dass so viele Studenten im Auditorium sitzen, und ich
denke, dass sie es nicht bereuen werden.

Viele assoziieren den Titel der Einleitung ,,Auch Wesentliches ist fiir die Augen sichtbar*
mit dem Zitat von Antoine DE SAINT-EXUPERY (1900-1944): ,,Man sieht nur mit dem Herzen
gut. Das Wesentliche ist fiir die Augen unsichtbar!“' Der Autor des Kleinen Prinzen hat diesen
Satz 1943 sein ,,einfaches Geheimnis* genannt. Der Sinn von ,,Man sieht nur mit dem Herzen
gut® erschlieft sich relativ unproblematisch. Der Autor verband damit seine Erkenntnis, dass
das menschliche Auge nur einen begrenzten Ausschnitt sicht. Er nahm das Sehen mit dem Her-
zen als Metapher fiir die Besonderheit der Liebe, also die Sichtbarmachung des Wesentlichen.

Wilhelm BuscH (1832-1908) griff zu einer dhnlichen Metapher. Sein lyrisches Werk, das
viel weniger bekannt ist, besteht im Vergleich zu seinem epochalen zeichnerisch humoristi-
schen Werk mit Knittelversen nur aus drei kleinen Bandchen. Der dritte, erst nach seinem Tod
im Nachlass gefundene und dann publizierte Band mit dem Titel Schein und Sein begann 1899
mit folgendem Gedicht:

.Mein Kind, es sind allhier die Dinge,
Gleichviel, ob grofie, ob geringe,

Im wesentlichen so verpackt,

Dal} man sie nicht wie Niisse knackt.
Wie wolltest du dich unterwinden,
Kurzweg die Menschen zu ergriinden,

Du kennst sie nur von auenwirts.
Du siehst die Weste, nicht das Herz.>

1 SaINT-EXUPERY 2006, S. 72.
2 BuscH 1952, S. 3.



Gottfried Brem

Nun aber vom Sehen des Herzens und dem Sehen mit dem Herzen zum Sehen in das Herz,
also zum Erfassen von Phénotypen. Der Titel des Symposiums — Phénotypisierung — ist ein
Derivat des Wortes Phinotyp und bedeutet die Bestimmung von Phéinotypen.

Der Begriff Phinotyp wurde aus den beiden altgriechischen Worten phaino ,,ich erscheine*
und #ypos ,,Gestalt™ zusammengefiigt (siehe auch S. 179). Der Phénotyp, die erscheinende
Gestalt, das Erscheinungsbild, war in der Tierzucht und Genetik urspriinglich einfach das du-
Bere Erscheinungsbild, also die Summe aller duflerlich feststellbaren Merkmale und Eigen-
schaften eines Individuums. Spéter wurden neben den duflerlichen Merkmalen dann auch die
Lage und Grofe innerer Organe, Verhaltensmerkmale, serologische und molekulare Werte
zum Phénotyp gezéhlt — obwohl sie ja nicht unmittelbar sichtbar sind.

Phinotypisierung ist die spezifische, objektivierbare, standardisierte und systematische
Beschreibung, Erfassung und Messung von Bildern der Merkmale, Strukturen, Funktionen
und Krankheiten sowie deren grafische Auswertung und/oder quantitative Analyse. Der in
diesem Zusammenhang entscheidende Begriff ist ,,Bilder*! Phinotypisierung erfasst und misst
nicht die Wirklichkeit, sondern unsere Bilder von der Wirklichkeit. Das macht es insgesamt
nicht einfacher.

Von unseren fiinf Grundsinnen verwenden wir bei der Phinotypisierung mehr oder weniger
ausschlieBlich den Gesichtssinn. Die anderen Sinne, horen, schmecken, riechen und tasten,
spielen in der klassischen Phinotypisierung keine wesentliche Rolle.

Das Spektrum elektromagnetischer Wellen reicht von der Hohenstrahlung mit einer Wellen-
linge von bis zu 107" m auf der einen bis zu Wechselstromen mit Wellenléingen von bis zu 10’ m
auf der anderen Seite. Der fiir uns sichtbare Teil des elektromagnetischen Spektrums umfasst
Wellenlingen zwischen 380 bis 780 nm, also zwischen 10~ m bis 10 m. Das ist nur ein win-
ziger Teil des gesamten Spektrums elektromagnetischer Wellen, zu denen — neben dem sichtba-
ren Licht — auch Radiowellen, Mikrowellen, Infrarotstrahlung, UV-Strahlung, Rontgen- und
Gammastrahlung gehoren.

Seit der Aufkldrung hinterfragt die Wissenschaft die Wirklichkeit, um zu ergriinden, was
das Leben bestimmt. Fotos suggerieren Wahrheit und Wirklichkeit, aber tatsdchlich sind
Fotos immer nur gestaltete Abbilder aus zweiter Hand. Nicht zuletzt haben Fotos eine deut-
liche emotionale Komponente, die nicht der rationalen Auseinandersetzung dient und z. B.
medial u. a. genutzt wird, um Gefiihle anzusprechen und zu steuern. Auch in den Naturwis-
senschaften werden vermehrt Bilder genutzt, um komplexe Sachverhalte zu visualisieren
und damit verstidndlicher zu machen. Die Wirkung von Bildern beruht auf der Natur der vi-
suellen Wahrnehmung. Die enge Verbindung mit Emotionen riihrt daher, dass Bilder im Ge-
hirn in denselben Arealen verarbeitet werden wie Wahrnehmungen der Wirklichkeit. Im
Gegensatz dazu gibt es zur Verarbeitung der Sprache eigene Areale im Gehirn. Deshalb kon-
nen Bilder wesentlich stirker emotionalisieren und auch mehr Macht ausiiben als Sprache.

Bei mir miissen Sie heute traditionell mit dem gesprochenen Wort vorliebnehmen. Ich werde
keine Bilder projizieren, obwohl mir das beim Thema Phénotypisierung wirklich schwerer féllt
als sonst bei Einleitungsreferaten zu Symposien. Dafiir werden Sie vom Kollegen SCHOLZ aus
Miinchen iiber Rontgenabsorptiometrie, von Frau Kollegin KREMER-RUCKER aus Triesdorf iiber
Magnetresonanztomographie (MRT) und von Frau KNEISSL aus Wien iiber Computertomogra-
phie (CT) und MRT mit Bildern ebenso unterrichtet wie von Kollegen FORSTER aus Hannover
iiber In-vivo-Anwendungen der Zwei-Photonen-Mikroskopie.

Auf Anregung der UNESCO haben die Vereinten Nationen das Jahr 2015 zum ,,Interna-
tionalen Jahr des Lichts und der Lichttechnologien* erklirt und damit auch die lichtbasierten

8 Nova Acta Leopoldina NF 727, Nr. 409, 7-17 (2016)



Auch Wesentliches ist fiir die Augen sichtbar

technologischen Anwendungen, von der Medizin bis zu den Kommunikationstechnologien,
ins Zentrum gestellt.

Schon seit der Antike ist fiir die Philosophie und die Wissenschaft das Verhéltnis von Wahr-
nehmung und Wirklichkeit eine Herausforderung. Frau LoipoLT von der jungen Kurie der OAW
wird im heutigen Abendvortrag eine fundierte philosophische Anniherung an das Verhéltnis von
Sein und Erscheinen prisentieren und uns damit auch auf den Symposiums-Heurigen einstimmen.

Unsere visuelle Wahrnehmung erfolgt nicht iiber die Photorezeptoren im Sinnesorgan Auge.
Die 130 Millionen Zapfen und Stibchen projizieren auf eine Million Ganglienzellen, die diese pri-
miren Reize verarbeiten und ans Gehirn weiterleiten, wo sie bewertet, charakterisiert und katego-
risiert werden. Wie wichtig bewusste visuelle Wahrnehmung ist, ldsst sich auch daran erkennen,
dass an der Interpretation und Reaktion visueller Reize mehr als die Hélfte der GroBhirnrinde be-
teiligt ist. Bei der Wahrnehmung konstituiert sich im Bewusstsein aus den Reizen des Sehens eine
subjektive Wirklichkeit. Das, was wir zu sehen glauben, ist keine allgemein giiltige Wirklichkeit.
Sie ist ein Konstrukt unseres eigenen Gehirns, und deshalb hat jedes Individuum seine eigene Wirk-
lichkeit. Per definitionem ist Wirklichkeit das, was tatséchlich ist, und nicht das, was nur in Phan-
tasie oder Vorstellung vorkommt. Was also ist die Wirklichkeit bei der Phédnotypisierung?

Noch einige Worte zur Faszination von visuellen Eindriicken. Nicht nur in der anatomi-
schen Lehre, sondern auch bei Schauveranstaltungen, wie den vielbesuchten Korperwelten,
werden sogenannte Plastinate verwendet. Plastinate sind Darstellungen von Phénotypen. Die
Plastination ist ein Konservierungsprozess, bei dem Korperwasser durch Kunststoff ausge-
tauscht wird, um haltbare und geruchsfreie Préparate zu erzeugen. Plastinate faszinieren, weil
sie Aufbau und Funktionsweise von Organismen in ihrer anatomischen Komplexitit visuell
zeigen und verstdndlicher machen.

Auch artifizielle Verdnderungen des Phédnotyps wie alle Arten der Tétowierung,
Bemalung/Kosmetik oder morphologische Verdnderungen der Korperoberflidche veridndern das
Sein mittels Schein. Orzi, der vor 5300 Jahren verstorbene Mann, dessen Mumie 1991 vom Si-
milaun-Gletscher freigegeben wurde, hatte iiber 60 parallel gefiihrte Hauteinritzungen, in die
Holzkohle eingerieben worden war, also Tdtowierungen. Ob es sich dabei um Behandlungsver-
suche im Sinne einer prihistorischen Akupunktur oder rituelle Tattoos handelt, ist nicht klar.
Auf jeden Fall sind das die #ltesten gefundenen Tattoos eines Menschen. In Agypten kam die
Tatowierung erst gut 1300 Jahre spiter in Mode.

Wenden wir uns nun aber dem zweiten zentralen Begriff in Tierzucht und Genetik zu, dem
Genotyp. Der Genotyp, also die Gesamtheit der Erbanlagen, ist der vollstindige Satz von Genen,
den ein Individuum hat. In Analogie zum Phénotyp als Erscheinungsbild ist der Genotyp sozusagen
das Erbbild eines Individuums. Entsprechende Kenntnisse des Genotyps vorausgesetzt, ist ableit-
bar, wie der Phinotyp aussehen wird bzw. wie er aussehen konnte. Das Erscheinungsbild eines
Individuums ist also eine, bei einem vorgegebenen Erbbild, mogliche Ausprigung des Genotyps.

Hier lasse ich den von mir sehr geschitzten Johann Wolfgang vON GOETHE (1749-1832)
kurz zu Wort kommen, der 1829 — genetisch nicht perfekt, aber deskriptiv uniibertroffen —
dichtete:

,,Vom Vater hab ich die Statur,
Des Lebens ernstes Fiihren,
Vom Miitterchen die Frohnatur
Und Lust zu fabulieren‘”

3 GoETHE [1829] 1960, Bd. 7, S. 712.
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Die Erbanlagen eines Individuums, der Genotyp, werden bei der Ausprigung des Phidnotyps
durch Umweltfaktoren modifiziert. Wichtig ist, dass auch diese Reaktion auf die Umwelt, in
Abhingigkeit vom Genotyp, unterschiedlich modifiziert werden kann. Dann ist die genetische
Variabilitdt groBer als der Phédnotyp sie zeigen kann. In aller Regel ist die Zahl der Phiinotypen
aber grofer als die Zahl der Genotypen. Wichtig ist, dass der Phinotyp im Prinzip noch nichts
dariiber aussagt, in welchem Maf er von genetischen Faktoren oder von Umweltfaktoren be-
stimmt oder beeinflusst wurde und wird.

Die Variabilitit der Beeinflussbarkeit durch Umwelteffekte wird durch die phédnotypische
Plastizitit, also die Moglichkeit eines Genotyps, in unterschiedlichen Lebensrdumen unter-
schiedliche Phinotypen auszuprigen, charakterisiert. Die phdnotypische Plastizitédt kann mor-
phologische und physiologische Charakteristika oder auch Verhaltensweisen betreffen.
Phénotypische Plastizitit wird genetisch mitunter als Genotyp-Umwelt-Interaktion verstan-
den.

Bei weitestgehend von genetischen Faktoren bestimmten Phinotypen, die in ihrer Auspri-
gung wenig auf Umwelteinfliisse reagieren, also in erster Linie vom Genotyp bestimmt und
vorhersagbar sind, ist die Plastizitiit gering. So ist beispielsweise die Auspriagung von Fellfar-
ben in der Regel von Umwelteffekten unabhiingig. Meine Studenten kennen eine Ausnahme
davon, den Akromelanismus bei rein wei3 geborenen Russenkaninchen, die erst nach dem
Verlassen des Nestes eine temperaturabhéngige dunkle Fiarbung der Spitze der Schnauze, der
Ohren, Liufe und Blume ausbilden.

Bei starker Beeinflussung der Auspriagung der Phinotypen durch die Umwelt ist die Plas-
tizitdt hoch. So wird etwa die Ausprigung der Bemuskelung stark von Umweltfaktoren wie
Fiitterung, Bewegung und Training beeinflusst und kann sich, auch wihrend des Lebens,
dndern. Hohe Plastizitit ermdglicht aber Organismen vor allem, sich weitgehend an die Um-
weltbedingungen anzupassen. Hier passt nocheinmal Johann Wolfgang vON GOETHE, der schon
1829 in einem Aphorismus so treffend formuliert: ,,Nicht allein das Angeborene, sondern auch
das Erworbene ist der Mensch.**

Auf der Basis des Genotyps entsteht also durch modifizierende Umwelteinfliisse der Phi-
notyp. Ein Phinotyp beruht naturgemifl immer auf einem Genotyp, und umgekehrt kann sich
ein Genotyp ohne Phinotyp weder reproduzieren noch kann er existieren.

Die Begriffe genetische und phénotypische Variabilitidt werden nicht durchgéngig streng
auseinandergehalten. Anderungen des Genoms entstanden und entstehen durch Mutationen
der DNA, Verinderungen des Phénotyps sind Variationen. Eine phédnotypische Variation muss
durch eine genetische Mutation nicht exakt festgelegt sein, wie die Evolutionsbiologie kon-
statiert. Es muss weder ein ,,eins zu eins® noch ein anderes deterministisches Verhiltnis exis-
tieren, in der Wissenschaft sprechen wir vom Genotyp-Phénotyp-Verhiltnis.

In der Evolutionsbiologie konnen phénotypische Innovationen, wie etwa die Federn der
Vogel oder die Milchdriisen der Sidugetiere, evolutionire Innovationen sein. Innovationen im
Sinne phinotypischer Innovationen haben, weder in der Vorlduferart noch im selben Organis-
mus, homologe Gegenstiicke. Quantitative Verdnderungen bestehender Merkmale werden
damit ausgeschlossen und nur Merkmale, die wirklich neu entstanden sind, werden hier sub-
summiert. Die synthetische Evolutionstheorie erklért nicht, wie Neuheiten in der Evolution
anders entstehen als Variationen. Charles DARWIN (1809-1882) hat Variation hauptsédchlich

4 GOETHE [1829] 1960, Bd. 18, S. 605.
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mit natiirlicher Selektion und Adaptation erklidrt. Wahrend Phinotypische Variation als gege-
ben angenommen wird, untersucht die evolutiondre Entwicklungsbiologie, wie die Embryo-
nalentwicklung hilft, das Entstehen innovativer Merkmale zu erklidren und ihre Realisierung
und dauerhafte Verankerung, bis hin zur epigenetischen Integration, zu verstehen.

Den Unterschied von Phinotyp und Genotyp hat bereits Gregor MENDEL (1822—-1884) bei
seinen Kreuzungsexperimenten mit Erbsen erkannt. Als er Pflanzen aus reingeziichteten Linien
mit purpurnen Bliiten mit solchen kreuzte, die weil3e Bliiten hatten, trugen alle Nachkommen
purpurne Bliiten. Kreuzte er diese Nachkommen untereinander, traten in der zweiten Nach-
kommengeneration neben purpurnen Bliiten auch wieder wei3e Bliiten auf. Schon dieses ein-
fache Experiment zeigte, dass Phinotypen nur begrenzt Riickschliisse auf genetische Faktoren
zulassen. Zur Beschreibung des Phiinomens der verschiedenen Merkmalsauspriagungen fiihrte
MENDEL die Bezeichnungen dominant und rezessiv ein. Erst der Ddne Wilhelm JOHANNSEN
(1857-1927) pragte 1911 die Begriffe ,,Genotyp* und ,,Phénotyp*.

Bislang war von dem Phénotyp oder dem Genotyp die Rede. In Wirklichkeit betrachten
wir in praxi aber immer nur partielle Aspekte beider Begriffe. Um nidmlich den kompletten
Phinotyp z. B. eines Rindes zu beschreiben, miissten nicht nur die Farbe des Fells, die Farbe
und Form der Horner, Strukturen des Flotzmaules, die Dimensionen der Extremitidten und vie-
les mehr angegeben werden. Alle Organe, alle morphologischen und physiologischen Merk-
male und Verhaltensweisen, ja sogar jede Zelle und jedes einzelne Protein miissten exakt
beschrieben werden, um den Phénotyp dieses Tieres vollig zu erfassen. Im Normalfall wire
das nicht zielfiihrend. Deshalb werden von den zigtausend moglichen Merkmalen jeweils nur
diejenigen betrachtet und beurteilt, die im gegebenen Fall fiir den zu untersuchenden Phénotyp
des Tieres relevant sind, d. h., man arbeitet mit partiellen Phénotypen. Auch im Hinblick auf
den Genotyp wurden lange Zeit nur partielle Bereiche betrachtet, denn der tatsichliche Ge-
notyp eines Individuums, also seine gesamte genomische Sequenz war nicht erfassbar. Jetzt
ist das im Prinzip moglich, denn heute kann — mit vertretbarem Aufwand — der vollstindige
Genotyp, also die gesamte DNA-Sequenz des Genoms, durch Genomsequenzierung bestimmt
werden. Die Analyse von Genomen, Transkriptomen und Endophénotypen ist das Thema von
Kollegen WIMMERS aus Dummerstorf am morgigen Vormittag.

Unter dem Schlagwort Phinotypisierung werden vor allem Ansétze verfolgt, auch bei Phé-
notypen immer komplettere Aussagen iiber das gesamte Erscheinungsbild zu erarbeiten. Die
Automatisierung revolutioniert die Phinotypisierung, denn sie ermoglicht auch sehr effiziente
Bearbeitungen von Populationen, vor allem bei Pflanzen, wie Kollege WALTER aus Ziirich bei-
spielhaft zeigen wird. Funktionelle Genomik und Phénotypisierung werden kombiniert, um
das Genom immer besser mit Funktion und Phinotyp zu verkniipfen. Das zunehmende Ver-
stdndnis der genetischen Grundlagen der Merkmalsausprigung ermoglicht auch die ziichteri-
sche Verbesserung des Phinotyps durch Marker gestiitzte Selektion. Bei Erbfehlern erschwert
das Auftreten von Phinokopien die Identifizierung von Anlagetrigern.

Nun aber zu den bildgebenden Verfahren. Das sind Verfahren, die Messgro3en und/oder
daraus abgeleitete Informationen nutzen, um ein Bild von einem realen Objekt zu erstellen.
Solche Verfahren werden in nahezu allen naturwissenschaftlichen Bereichen verwendet und
in so verschiedenen Disziplinen wie Archdologie, Materialpriifung oder Pflanzen- und Tier-
ziichtung genutzt. Besonders in der Medizin gehoren Endoskopie, Ultraschall-, Rontgen- und
Nukleardiagnostik, Magnetresonanz- und Computertomographie zur diagnostischen Routine.
Es ist in hochstem Malle beeindruckend, welche detailgenauen und prizisen Bilder z. B. des
Herzens, aber auch aller anderen Organe, Mediziner mit geeigneter apparativer Ausstattung
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erstellen konnen und welch segensreiche Eingriffe ihnen das ermoglicht. Bei mittlerweile fiinf
Herzkatheter-Eingriffen, bei denen mein Herz und die plastischen Modellierungen in meinen
drei HerzkranzgefdBen live visualisiert und simultan auch von mir selbst beobachtet werden
konnten, ist mir — durch den Blick in mein Herz — im wahrsten Sinne des Wortes quasi ,,das
Herz aufgegangen®. Das geniigt an dieser Stelle — mir jedenfalls geniigt es.

Obwohl in der Ankiindigung des Symposiums den bildgebenden Verfahren in der Medizin
noch ein breiterer Part zugedacht war, werden sich die medizinischen Vortrige heute und
morgen — aus Zeitgriinden — auf spezielle Sichtbarmachungen im zelluldren Bereich und auf
tiermedizinische Anwendungen beschrinken. Die traditionelle Phinotypisierung, also die
Messung, Beschreibung und Analyse von Merkmalen, begann mit der Entwicklung der Sys-
tematisierung und Taxonomie von Tieren und Pflanzen. Sie wurde spiter weitergefiihrt mit
der Charakterisierung und Isolierung von Mutanten und Krankheiten bei Fliegen, Zebrafi-
schen und Mdusen. In den letzten Jahren entstanden in Europa die weltweit ersten Zentren
zur systematischen und umfassenden Phénotypisierung von Mausmutanten. Durch exakte
Definition und Standardisierung der Methoden und Protokolle der Phinotypisierung wurden
die Ergebnisse zwischen Labors vergleichbar, wichtige Krankheitsmodelle charakterisiert
und der Weg von der funktionellen Genomforschung zur systemischen Krankheitsanalyse
geebnet, wie Thnen die Kollegen WOLF und AIGNER aus Miinchen erldutern werden. Eine von
Tierziichtern im Prinzip schon seit Jahrtausenden gepflegte Praxis ist die Exterieurbeurteilung.
Trotzdem ist sie fiir viele ein Buch mit sieben Siegeln, obwohl, oder vielleicht auch, weil sie
nur eine Frage des guten Auges ist. Der ,,Ziichterblick* hat es Generationen von Tierziichtern
ermoglicht, auch ohne Populations- und Molekulargenetik, beachtliche ziichterische Erfolge
zu erzielen.

Die Exterieurbeurteilung ist immer funktionell, sie ist nicht Selbstzweck, sondern sie dient
der Selektion von leistungsfihigen und gesunden Tieren. Das Wissen, dass zwischen Exterieur
und Leistungsfihigkeit ein enger Zusammenhang besteht, wurde ebenso genutzt wie die Be-
ziehung zwischen Exterieur und Gesundheit. Dadurch ist es moglich, zukiinftige Belastungen
abzuschitzen und deren gesundheitliche Folgen zu minimieren. Das ist auch prophylaktischer
Tierschutz.

Im Rahmen eines eigenen Projektes arbeiten wir, mein Mitarbeiter Thomas DRUML wird
am Freitag dariiber referieren, am Beispiel des Lipizzaners an der Entwicklung von Techno-
logien zur automatisierten objektivierten Phinotypisierung von Exterieur- und Bewegungs-
merkmalen. In einer ersten Phase haben wir uns Ziichterbenotungen und deren Reihung
angeschaut und gesehen, dass es exorbitante Unterschiede gibt. Jetzt wollen wir versuchen,
das Pferde-Exterieur mit Foto- und Filmaufnahmen zu erfassen und mit deren Auswertung zu
objektiven Kennzahlen zu kommen und letztlich dann nachvollziehbare Beurteilungen zu er-
moglichen.

Die Anwendung visueller Verfahren in der Wissenschaft begann in Europa mit den ersten
Lupen im 11. Jahrhundert und Mikroskopen im 16. Jahrhundert. 1810 beschrieb Louis MALUS
(1775-1812) die Lichtbrechung und Polarisation, 1852 George Gabriel STOKES (1819-1903)
die Fluoreszenz, und Paul EHRLICH (1854—1915) begann 1880 mit der Farbung von Préiparaten.
1895 entdeckte Wilhelm Conrad RONTGEN (1845-1923) in Wiirzburg die sogenannten X-
Strahlen und ihre Nutzung zur Bildgebung. Ein weiterer Meilenstein war das 1938 durch Ernst
Ruska (1906-1988), Max KNOLL (1897-1969) und Bodo VON BORRIES (1905-1956) entwi-
ckelte Elektronenmikroskop, dem 1982 das von Gerd BINNING (¥1947) und Heinrich ROHRER
(1933-2013) entwickelte Rastertunnelmikroskop folgte.
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Die Entwicklung der Tomographie mit der iiberlagerungsfreien Darstellung von lebenden Ob-
jekten im Schichtaufnahmeverfahren stellt in der medizinischen Bildgebung einen enormen
Fortschritt dar. Aus tomographischen Daten kdnnen so auch dreidimensionale Bilder des un-
tersuchten Objekts errechnet werden. Gleich im ersten Vortrag wird Kollegin POHL zeigen,
wie Wiener Wissenschaftler Tricks auskliigelten, kleine Proteine in Mitochondrien mit Licht-
mikroskopen zu beobachten und zu analysieren, was sich im Inneren der Mitochondrien tut.
Diese Methode beruht auf Erkenntnissen der superauflésenden Fluoreszenzmikroskopie, die
2014 mit dem Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet worden ist.

Nun aber zu einem weiteren Anlass fiir das heutige Symposium. Es wurde als wissen-
schaftlicher Beitrag zur 250-Jahrfeier unserer Universitét geplant. Drei Wiener Universititen
feiern 2015 runde Jubiléden:

— die Universitat Wien wird 650 Jahre,
— die Veterindrmedizinische Universitiat 250 Jahre und
— die Technische Universitiat 200 Jahre alt.

Grundsitzlich passen universitdre Jubilden durchaus zum Titel unseres Symposiums, denn
auch Universititen entstanden, existieren und entwickeln sich im Spannungsfeld von Schein
und Sein. Es gibt viele alte und immer wieder aktuelle Spannungsverhiltnisse nicht nur zwi-
schen Sein und Schein, sondern auch zwischen Realitidt und Virtualitdat, Wirklichkeit und Ge-
genwelt, Wahrheit und Fiktion. Weil die heutige Veranstaltung die Erste im Rahmen der
Feierlichkeiten der Veterindrmedizinischen Universitit Wien ist, einige ganz wenige Daten
zur Griindung. Fiir uns ist der kommende Dienstag, der 24. Mirz, das Jubeldatum. Da jdhrt
sich das denkwiirdige Handschreiben von Kaiserin MARIA THERESIA (1717-1780) aus dem
Jahr 1765 zum 250. Mal. Sie verfiigte: ,,Ich habe beschlossen, hier eine Lehrschule zur Heilung
der Viehkrankheiten errichten zu lassen.

Ausgelost durch dieses Schreiben — wenn man so will, diesen ,,Schein® — begann am 12.
Januar 1767 das wirkliche Sein mit dem ersten Unterricht an der ,,Kayserlich-koniglichen
Pferde-Curen- und Operationsschule unter Ludwig ScotTi (1728-1806). Die zweite Wiener
Veterindrschule, das ,,Kayserlich-konigliche Thierspital“, wurde durch JOSer I1. (1741-1790),
einen Sohn der Kaiserin, am 12. Dezember 1776 begriindet.

Weil Jubiléden sich dazu eignen, hier auch einige Anmerkungen zum Spannungsverhéltnis
von Schein und Sein an tiermedizinischen Universitédten. Dazu lasse ich zwei beriihmte Vete-
rindrmediziner zu Wort kommen. Zuerst unseren damaligen Prorektor und spiteren ersten aka-
demisch gewihlten Rektor Professor Armin VON TSCHERMAK (1870-1952). In seiner Rede,
gehalten bei der ersten Promotion an der ,,K.u.k. Tierdrztlichen Hochschule* in Wien am 6.
Februar 1909 zum Thema ,,Uber die Bedeutung der Forschungsarbeit fiir die menschliche
Kultur®, fiihrte er aus:

,Das Sinnen und Forschen nach den ,Causae et sedes morborum‘, das sogenannte Interessantfinden des Falles an
sich [...] weitet Blick und Herz, macht die drztliche Kunst erst zur Wissenschaft und bewahrt den Arzt davor, in simp-
les wohlwollendes Banausentum zu verfallen.*’

Der Zweite ist Prof. Melchior WESTHUES (1896-1971), von 1955 bis 1956 auch Rektor der
Ludwig-Maximilians-Universitdt und beriithmter Tierchirurg in Miinchen. Er mahnte 1964 bei
seinem Festvortrag anlédsslich der 50-Jahrfeier der Aufnahme der Tierdrztlichen Fakultit das

5 TSscHERMAK 1909.
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Streben nach studia humaniora, also einem humanistischen Bildungsprogramm, an. Dabei
formulierte er sehr eindriicklich:

,,Vielmehr bedriingt uns heute die andere, sehr gefihrliche Frage, ob die Fakultit auSerdem auch dem Bildungsauftrag
der Universitit zu entsprechen imstande und bereit ist, was aber ihre Legitimation als Fakultit erst ausmacht. Es han-
delt sich darum, daB sich der Student an der Universitit nicht nur zu einem gut funktionierenden, kenntnisreichen
Fachmann, sondern zu geistigen Menschen bilden soll. Bildung an der Universitit? Das ist heute ein strapazierter
Begriff. Man leidet an ihm, denn er ist mehr und mehr fraglich geworden in unserer Zeit.“®

Diirfen Universitéten als solche also zu reinen Berufsausbildungsstitten herabgestuft werden
oder sollen, ja miissen sie Bildungseinrichtungen bleiben? Was ist zu tun? Die Humboldtsche
Freiheit von Forschung und Lehre wie eine Monstranz vor sich herzutragen wird nicht geniigen,
wenn die begleitende Prozession von ganz anderen Honoratioren geprégt ist. Schaut man auf
den Bologna-Prozess, der Gottseidank, im medizinischen Bereich bislang nur fragmentarisch
umgesetzt wurde, so wandelt Bologna die gesellschaftliche Funktion des Hochschulstudiums
um in eine mehr oder weniger wissenschaftliche Berufsausbildung. Der systemimmanente Wi-
dersinn ist eine quadrierende Bildungspolitik, die gleichzeitig planwirtschaftlich und neoliberal
ist. Sie mochte einen europdischen Hochschulraum schaffen, wo durch Vereinheitlichung
Gleichheit und durch Profilbildung Ungleichheit entstehen soll (BREM 2014).

Mit den Hochschulrahmengesetzen haben Universititen nicht nur budgetire Unabhingigkeit
erhalten. Die gewaltige Stdrkung der Rektorate wurde mit dem Schleifen der Mitbestimmung
der Kurien erkauft. Aber wozu nutzen Universitidten nun diese neue Freiheit? Fiihren sie die
Universitit zu einer Renaissance der Freiheit und Unabhingigkeit von Forschung und Lehre?
Mitnichten! Vielmehr beobachten wir die Tendenz, sich selbst zu Grunde zu regulieren. Was
sich ministerielle Administration nicht getraut hat, setzen Universititen in Selbstverwaltung vol-
lig unbeschridnkt um. So mutieren Universitidten zu Administrationsmonstern mit einer galop-
pierenden Totalregulierung und Uberkontrolle der Universititen durch die Universititen selbst!

Das scheint niemanden so sehr zu storen, dass aufbegehrt oder zumindest Wahrnehmbares
dagegen unternommen wird. Wer lehnt sich auf, wer kann es, wer traut sich? Von den Studenten
ist heute realistischer Weise nicht mehr viel zu erwarten. Sie werden in durchgéngig strukturierte
Prozedere gezwingt und vollig verschult. Studenten, die im Studium bleiben wollen, begehren
nicht auf, sie wollen nur fertig werden. Um die Vielzahl der Priifungen zu bewiltigen, wird das
Priifungssystem geédndert. An Stelle von miindlichen oder schriftlichen Priifungen, in denen
Priiflinge sich aktiv d&ulern konnen miissen, tritt in der derzeitigen Form héufig die Beantwortung
von geschlossenen Multiple-Choice-Fragen mit vorformulierten Antworten. Im angelsdchsischen
Raum, der hier als Vorbild dient, haben solche Priifungsverfahren eine lange und erfolgreiche
Tradition, weil sie mit groBem Aufwand vorbereitet und ausgearbeitet worden sind.

Multiple-Choice-Priifungsverfahren haben zwei entscheidende Vorteile:

(1.) Die Beantwortung kann leicht ausgewertet werden.
(2.) Das Ergebnis wird quasi automatisch rechtskriftig erstellt.

Ob Kreuzchen an der richtigen Stelle sind, kann ein Computer objektiv feststellen, und kein
Anwalt kann so ein Ergebnis vor Gericht wegdiskutieren. Vorausgesetzt, die Fragen und ihre
Antworten sind hundertprozentig korrekt gestellt und formuliert. Um das zu gewéhrleisten, miis-
sen die Fragen und die normierten Antworten, bevor sie fiir eine Priifung zugelassen werden,

6  WESTHUES 1964.
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von Kollegen evaluiert werden. Gut gemeint ist aber nicht immer automatisch gut gemacht.
Platte und schlecht ausgearbeitete Multiple-Choice-Fragen trimmen universitidre Priifungen auf
das Niveau einer theoretischen Fiihrerscheinpriifung. Kinder und Jugendliche aus Primér- und
Sekundirschulen konnten, bei hinreichendem Fleif3, solche Fragen genauso gut erledigen wie
angehende Mediziner. Dass sie das konnten, ist natiirlich nicht das wirkliche Problem, aber glau-
ben wir, dass damit Mediziner gebildet werden, wie wir sie wollen und brauchen? So ein Prii-
fungssystem degradiert angehende Akademiker zu Kreuzelschreibern, vergleichbar den Bauern
in Ludwig ANZENGRUBERS (1839-1899) gleichnamigem Roman, die brav ihre drei Kreuzel
malen, um sich bei der Obrigkeit einzuschmeicheln. Universititen aber miissen kombinatori-
sches und deduktives Denken lehren und in geeigneter Weise priifen, ob dies gelungen ist.

Was aber macht die Frau ,,Viechdokter/der Herr Viechdokter® in Konfrontation mit einem
Patienten, wenn der Fall interessant, sprich schwierig ist. Aufkommende Hilflosigkeit konnte
dann die durchaus naheliegende Frage provozieren: ,,Wo ist die Auswabhl fiir meine Antwort-
moglichkeiten?* Nun, vielleicht gibt es in Zukunft ja tatsdchlich entsprechende Apps auf Tab-
let-Computern, die solche Vorschlidge mobil verfiigbar machen werden (BREM 2014). Noch
ist es aber nicht so weit, und selbst wenn das Realitédt wird, werden Apps eben normierte Stan-
dardantworten bieten, und wer glaubt schon, dass die Erkennung diverser Krankheitssituatio-
nen immer Standard ist?

Der hiufig angefiihrte Grund fiir viele dieser Regulierungen ist die Angst der Universitéten,
Studenten, Mitarbeiter oder andere Betroffene konnten juristisch Klage erheben. Aber Angst
ist selten ein guter Ratgeber! Ich vermisse hier das Wienerische ,,No Na“ im Sinne von ,,Na
und‘‘! Hat tatsdchlich niemand die Courage, sich gegen diese Regulierungswut zu stellen, weil
Angst vor potentiellen Klagen alle und alles 1ihmt? Wo bleiben Freiheit von Lehre und Wis-
senschaft, wenn unter den Schlagworten Qualitétssicherung und Machbarkeit wenig hilfreiche
Mafnahmen eingeleitet werden, wenn Professoren vor der Vergabe von Themen fiir wissen-
schaftliche Arbeiten diese einem monokratischen Organ zur Genehmigung vorlegen miissen
und von diesem dann mitunter selbstherrlich gemafregelt und — ohne eigene Fachkenntnis —
Themen abgelehnt werden?

Naturwissenschaftliche und medizinische Forschung muss von Hypothesen getrieben sein.
Wie vertrigt es sich mit wissenschaftlichem Selbstverstindnis, wenn fiir Doktor- und PhD-
Arbeiten noch vor Beginn, bzw. zur Bewilligung, in detailliertesten Arbeitsprogrammen er-
reichbare Ziele und Ergebnisse postuliert werden miissen. Wenn aber alles ohnehin so klar ist,
wie diese Fragebdgen erwarten und implizieren, wozu dann iiberhaupt noch Forschung? Nur
zur Bestitigung, dass das, was prognostiziert wurde, tatsdchlich nach formalistischer Abar-
beitung eintritt.

Wenn man sich aber anschaut, welche Anforderungen bei der Beantragung von externen
Forschungsprojekten gestellt werden, ist dieses Vorgehen allerdings in gewisser Weise nach-
vollziehbar. Die Prinzipien der akademischen Freiheit und Unabhingigkeit der Forschung und
Lehre miissen erhalten bleiben. Uberbordender Biirokratismus und Administration bedrohen
zwar nicht grundsitzlich die Freiheit, aber sie schrinken sie in immer stirker werdendem
MaBe ein. Der Anteil, der von den fiir die Forschung bereitgestellten und eingeworbenen Res-
sourcen fiir aktivititsferne Arbeiten verwendet werden muss, iibersteigt mittlerweile jede ver-
niinftige Dimension (BREM 2014).

Hat man erfolgreich Mittel eingeworben, geht unser Arger weiter. So muss der Projektleiter
beispielsweise auch bei selbst eingeworbenen Drittmitteln, die er ja ohnehin personlich ge-
geniiber dem Projekttriger zu verantworten hat, trotzdem fiir jede Stellenausschreibung —
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selbst fiir eine geringfiigige Beschiftigung — nochmals eine Begriindung gegeniiber der Uni-
versitit liefern. Und was ist von einer, der Forschung verpflichteten Universitit zu halten, die
die Erstattung der Kosten eines eingeladenen externen Wissenschaftlers mit der Begriindung
ablehnt, diese konne nicht gewéhrt werden, weil sie nur rein wissenschaftlichen Zwecken
diene und nicht 6ffentlichkeitswirksam sei. An dieser Stelle auch noch einige personliche An-
merkungen zu Schein und Sein der Beantragung und Abwicklung von Drittmittelprojekten.
Eine iiberschlagende Kalkulation der Ressourcen, die fiir die von der Politik und dann den
Universitiiten so liberaus massiv eingeforderte Drittmitteleinwerbung verbraucht werden, fiihrt
zu einer desastrosen Bilanz.

Ich will versuchen, das mal kurz vorzurechnen: Fiir einen Projektantrag miissen — geschitzt —
etwa 10 % der im Projekt beantragten Mittel vor und bei der Antragstellung an personellen
und sonstigen Ressourcen aufgewendet werden. Da die derzeitigen Bewilligungsquoten, etwa
beim FWF (Fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung), der Europdischen Union
(EU) oder anderen Projekttrigern bei durchschnittlich 25 % oder weniger liegen, bedeutet das,
dass mindestens vier Antrige geschrieben und eingereicht werden miissen, um ein Projekt be-
willigt zu bekommen. Daraus folgt, dass ca. 40 % der beantragten Mittel bereits fiir Antrag-
stellung und Einreichung verbraucht sind, wenn die Mittel fiir ein Projekt genehmigt werden.

Der Aufwand fiir die detaillierte Kostenabrechnung und deren Priifung durch die Univer-
sitét, die Erstellung der Zwischen- und Endberichte und die Schlusspriifung verbraucht auf
universitdrer Seite etwa 20 % der Projektmittel an eigenen Ressourcen. Auffallen mag, dass
die Kontrolle der Mittelverwendung durch die Universitit die Vorgaben der Projekttriger, also
der Geldgeber, hdufig libersteigt. Zusitzlich sind fiir jedes Projekt etwa 25 % an Personalmit-
teln und nicht geférderten Ausgaben, z. B. Wartungsarbeiten, erforderlich, die aus den eigenen
Ressourcen kommen miissen. Und dann werden von Universititen von den eingeworbenen
Mitteln bis zu 25 % zur Deckung der Gemeinkosten einbehalten. Der Gesamtaufwand fiir die
erfolgreiche Beantragung und administrative Bearbeitung eines Drittmittelprojektes betrigt
—bei Durchfiihrung einer Vollkostenrechnung — 110 %! Wohlgemerkt, bis zu diesem Zeitpunkt
wurde noch keine Chemikalie gekauft, noch kein Personal fiir das Projekt angestellt und des-
halb auch noch kein Handgriff fiir die wissenschaftliche Bearbeitung des Projektes durchge-
fiihrt. Trotzdem sind schon mehr als 100 % der eingeworbenen Mittel verbraucht bzw. verplant.

Jeder, der diese Rechnung nun einigermafen mitverfolgt hat, wird fragen, was das soll.
Mit welchen Mitteln wird dann das Projekt bearbeitet? Na, mit den 75 %, die zwar entstanden
sind, aber nicht aus Projektmitteln monetér beglichen werden miissen, weil sie aus universi-
tdren Ressourcen gedeckt wurden. In Summe folgt daraus, wenn die Universitit ihren Wis-
senschaftlerinnen und Wissenschaftlern verbieten wiirde, extern Projekte zu beantragen,
konnte sie 10 % an Ressourcen sparen, ohne dass die Wissenschaftsleistung darunter leiden
wiirde! Die 75 % der Ressourcen, die fiir die Projekte von der Universitit bereitgestellt werden,
konnten dann direkt in Forschung flieBen und miissten nicht auf Umwegen erst verbraucht
werden, um damit fremde Mittel einzuwerben.

Die Bilanz des gesamten Systems ist negativ! Dabei sind die Ressourcen, die fiir die glo-
bale Begutachtung aller eingereichten Projekte aufgewendet werden miissen, noch gar nicht
mitberiicksichtigt. Auch das Diktat der nie enden wollenden Evaluierungen und Akkreditie-
rungen der Universititen mittels quantifizierender Kriterien fiihrt zu nutzloser Niitzlichkeit
und dient mehr der Legitimation als der Qualitétssicherung.

Eine sinnvolle Losung wire, wenn die Politik damit aufthoren wiirde, Universititen immer
weiter und mit immer wieder neu aufgelegten Programmen in die Drittmitteleinwerbung zu
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dringen. Stattdessen soll sie diese Mittel, die ja vorhanden sind, denn sonst konnten sie fiir
diese Programme nicht budgetiert werden, den Universititen direkt zukommen lassen. Es
wiirde also nicht einmal mehr kosten, den Universitidten eine auskommliche und hinreichende
Grundfinanzierung zukommen zu lassen, mit der sie ihren Aufgaben in Forschung und Lehre
verniinftig nachkommen konnen.

Universitidten brauchen kluge Kopfe, die Neues erdenken, Hypothesen aufstellen und diese
nach den Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis priifen. Was sie nicht brauchen, sind
Wissens- und Datenreproduzierer. Dafiir gibt es Schulen. Universititen sind auch nicht dazu
da, allféllig beklagte Versdumnisse der Oberschulen und Gymnasien nachzuholen. Warum
versuchen sie es trotzdem, indem sie der Lehre Strukturen aufdridngen, bei denen Lernen an
die Stelle von Lehren tritt. Universititen aber haben die Pflicht, ihren Studenten kombinato-
risches, innovatives, deduktives und auch unkonventionelles Denken zu lehren. Wenn reine
Wissensvermittlung an die Stelle der Bildung zur Wissenserarbeitung tritt, verfehlen Univer-
sitdten ihre Aufgabe in der forschungsgeleiteten Lehre! Wir Alten, die die Universitét nicht
ob ihres Scheins, sondern ob ihres Seins schitzen und lieben, haben die Verantwortung, die
Universitit fiir die Jungen als Bildungseinrichtung zu erhalten und weiterzuentwickeln. Wenn
wir das nicht wollen oder nicht mehr konnen, miissen wir dariiber nachdenken, uns in Wiirde
zu verabschieden.

Der Begriff Universitit ist abgeleitet aus dem Lateinischen universitas magistrorum et
scholarium, also der Gemeinschaft der Lehrenden und Lernenden. Darin ist unser Auftrag ent-
halten, gemeinsam an der Zukunft der Universitéit und an der Universitit der Zukunft zu ar-
beiten. Das kann nur in Gemeinschaft der Lehrenden und Lernenden gelingen.

In dieser Hoffnung beende ich meine Einleitung mit dem Wunsch: ,,Vivat, crescat, floreat
universitas in aeternum!*
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Physikalische Grundlagen der nicht-invasiven
Techniken wie Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie
und Magnetresonanztomographie zur
In-vivo-Phinotypisierung

Armin M. ScHoLz,' Goran Kusec? und Maren BERNAU'

Zusammenfassung

Nicht-invasive Techniken wie beispielsweise Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie (DXA) und Magnetresonanzto-
mographie (MRT) basieren hauptsichlich auf der Entwicklung von elektronisch und Computer-gesteuerten Methoden
um in vivo objektive phinotypische Daten zu liefern. Der Vorzug fiir eine spezifische Technik hidngt von der Zieltierart
ab — kombiniert mit technischen und praktischen Aspekten wie Genauigkeit, Wiederholbarkeit, Kosten, Beweglichkeit,
Geschwindigkeit, Praktikabilitit, Sicherheit sowie der Notwendigkeit von Fixierung oder/und Sedation. DXA beruht
auf der gewebespezifischen Schwichung der ionisierenden Rontgenphotonen auf einem niedrigen und einem hohen
Energieniveau und liefert phinotypische 2D-Daten zu Knochenmineralgehalt (g), Knochenmineraldichte (g/cm?),
Fettgewebe (g) und Magerweichgewebe (g). Die MRT beruht auf der Nettomagnetisierung von Protonen in einem
magnetischen Feld. Die durch den Kernspin charakterisierten Protonen liefern zeitabhéngige Signale (T1: Spin-Git-
ter-, T2: Spin-Spin-Interaktion) nach einer Energiezufuhr mittels Radiofrequenzwellen bei der Resonanz- bzw. Lar-
mor-Frequenz der interessierenden Atomkerne im dreidimensionalen Koordinatensystem. Die resultierenden
Spannungsausschlige dienen der Erzeugung einer Serie von 2D-Bildern, die letztendlich in einer 3D-Volumeninfor-
mation resultiert, die die Kérperzusammensetzung, Organe oder Korpergewebe charakterisieren hilft. Im Vergleich
der zwei Techniken ist MRT die genauere zur Ermittlung der Gewebe- bzw. Korperzusammensetzung und bietet mehr
Einsatzmoglichkeiten, wihrend DXA-Scans sofort phinotypische Ergebnisse liefern.

Abstract

Non-invasive techniques, like for example dual energy X-ray absorptiometry (DXA) and magnetic resonance imaging
(MRI), are mainly based on the development of electronic and computer-driven methods in order to provide objective
phenotypic data in vivo. The preference for a specific technique depends on the target animal species — combined
with technical and practical aspects like accuracy, reliability, cost, portability, speed, ease of use, safety, and the need
for fixation or sedation. DXA relies on tissue specific attenuations of ionizing X-ray photons at a low and a high
energy level and provides phenotypic 2D data on bone mineral content (g), bone mineral density (g/cm?), fat tissue
(g), and soft lean tissue (g). MRI is based on the net-magnetization of protons in a magnetic field. The spinning
protons deliver time dependent signals (T1: spin — lattice, T2: spin — spin interaction) after an energy input by radio
frequency waves at the resonance (Larmor) frequency of the nuclei in interest. The corresponding voltage readings
can be used to create a series of 2D images finally resulting in 3D volume information for body composition, organs,
or tissue related phenotypes. Comparing both techniques, MRI is the more accurate and flexible one, while DXA
provides immediate phenotypic results, regarding tissue and body composition.

1 Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, Lehr- und Versuchsgut Oberschleiheim der Tierdrztlichen Fakultét,
Sankt-Hubertusstrae 12, 85764 OberschleiBheim; *a.s@lmu.de.

2 Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Agriculture, Kralja Petra Svacic¢a 1d, 31000 Osijek,
Croatia.
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1. Einleitung

Fortschritte in den Techniken zur nicht-invasiven Bestimmung der In-vivo-Korperzusammen-
setzung basieren in den meisten Fillen auf der Weiterentwicklung von elektronischen Bautei-
len sowie der Soft- und Hardware zur Datenverarbeitung. Ziel ist eine Zeit und Arbeit sparende
objektive Methodik zur exakten Phénotypisierung von potentiellen Zucht- und Versuchstieren
bzw. ,Patienten* oder Zellkulturen. Die bevorzugte Verwendung einer spezifischen Technik
richtet sich dabei nach dem Ziel der Messung, technischen und praktischen Aspekten (Genau-
igkeit, Wiederholbarkeit, Art der benotigten Information, Kosten, Mobilitit, Notwendigkeit
zur Fixierung bzw. Sedation, Mess- und Auswertungsgeschwindigkeit, Anwendungsrisiken,
TiergroBe) (ScHOLZ und BAULAIN 2009, SCHOLZ et al. 2015).

Nachfolgend wird nédher auf zwei potentielle nicht-invasive Techniken eingegangen, die
regelmédfig im Rahmen von Versuchsanstellungen bzw. Leistungspriifungen eingesetzt wer-
den.

2. Nicht-invasive Techniken

2.1 Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie

Die Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie ist im Vergleich zur eher bekannten Rontgen-Com-
putertomographie ein zweidimensionales Durchstrahlungsverfahren, welches auf der Verwen-
dung von zwei verschiedenen Energieniveaus der (absorbierten) Rontgenphotonen basiert
(ScHoLz und BAULAIN 2009, ScHoLz et al. 2013). Neuere Rontgen-Computertomographen
verwenden zum Teil ebenfalls unterschiedliche Rontgenspektren und werden als Dualener-
gie-Rontgen-Computertomographen (DECT) genutzt (SCHOLZ et al. 2015).

Rontgenstrahlen werden durch chemische Elemente mit unterschiedlicher Ordnungszahl
unterschiedlich stark geschwicht. Beruhend auf den Masseschwiéchungskoeffizienten (¢ in
cm?/g) bedingt eine hohe Ordnungszahl eine stirkere Schwichung bzw. Absorption als eine
niedrige Ordnungszahl. Knochenmineral (Ca, P) schwiicht die Rontgenstrahlung stirker als
Weichgewebe, welches zu grolen Anteilen aus Wasser (H, O) und Proteinen (N, C, H, O) oder
Lipiden (C, H, O) besteht (Abb. 1).

Aus dem Verhiltnis der gemessenen Rontgenphotonenintensititen fiir das hohe und das
niedrige Energieniveau wird ein Rontgenschwichungskoeffizient (R) berechnet, der eine ein-
deutige Differenzierung von Knochen- und Weichgewebe zulisst. In der Abbildung 2 sind re-
prasentative Werte fiir zwei Beispielenergieniveaus aufgefiihrt. Fiir Bildpunkte (PIXEL), die
nur Weichgewebe enthalten, wird zur Ermittlung der Fettgewebe- und Nichtfettgewebeanteile
die lineare Beziehung zwischen Rontgenschwichungskoeffizient und prozentualem Fettanteil
der Weichgewebepunkte genutzt (Abb. 3). Fiir die Bildpunkte, die Knochenmineral enthalten,
erfolgt die Berechnung der Weichgewebezusammensetzung in Abhédngigkeit von der benach-
barten knochenmineralfreien Weichgewebezusammensetzung. Als Ergebnis eines Ganzkor-
per- oder regionaler Scans werden Werte fiir den Knochenmineralgehalt (BMC, g), die
Knochenmineraldichte (BMD, g/cm?), Fettgewebemasse (g) und die Magerweichgewebe-
masse (g) ausgegeben.
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Abb. 1 Masseschwichungskoeffizienten in Abhidngigkeit von der Rontgenphotonen-Energie (I = Photonenintensitit;
I, = vor Absorption; L = niedrig, H = hoch; R = Dualenergie-Rontgenschwichungskoeffizient). Die Pfeile markieren
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Abb. 2 DXA-3-Komponenten-Modell der Korperzusammensetzung und korrespondierende Rontgenschwéchungs-
koeffizienten (R) fiir Energieniveaus bei 38 und 70 keV (Werte nach PIETROBELLI et al. 1996, WANG et al. 2010).
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Abb. 3 Beziehung zwischen Rontgenschwéchungskoeffizient und DXA-Fettgehalt (%, in vivo),n = 1103 (GE Lunar
DPX-1Q).

2.2 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie arbeitet im Gegensatz zu DXA und CT ohne Rontgenstrah-
lung. Atomkerne mit einer ungeraden Protonen- und Neutronenzahl besitzen einen sogenann-
ten Spin bzw. Eigendrehimpuls und verhalten sich &hnlich wie ein Stabmagnet. Werden diese
Atomkerne (im einfachsten Fall Wasserstoffkerne oder Protonen) oder Objekte mit derartigen
Atomkernen einem festen Magnetfeld ausgesetzt, richten sie sich entlang der Feldlinien in pa-
ralleler und antiparalleler Richtung aus. Bei einer Magnetfeldstirke von 1 Tesla liberwiegen
die parallel ausgerichteten Atomkerne im Vergleich zu den antiparallel ausgerichteten um
6 ppm. Die Magnetfeldstirke (B) gibt die zu nutzende Radiofrequenz vor (Tab. 1), da sich die
Resonanzfrequenz (Prizessionswinkelgeschwindigkeit), mit der die Atomkerne angeregt wer-
den konnen, vom sogenannten gyromagnetischen Verhiltnis (v, MHz/Tesla) ableiten ldsst und
als Larmorfrequenz (w = yB) bezeichnet wird.

Die zusitzliche Energiezufuhr in Form eines Radio-Hochfrequenzimpulses kippt die Atom-
kerne aus der vorgegebenen Richtung des festen Magnetfeldes By, (z-Achse) bzw. im dreidimen-
sionalen Raum in xy-Richtung. Nach dem Abschalten des Hochfrequenzimpulses geben die
angeregten Atomkerne ihre aufgenommene Energie wieder ab, die als elektromagnetische Span-
nung gemessen werden kann. Die Zeit bis zum Erreichen des Ursprungszustandes (zum Zeitpunkt
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Tab. 1 Elektromagnetische Eigenschaften verschiedener Isotope

Isotop Spin Resonanzfrequenz Natiirliche Relative
bei 4,7 T Haufigkeit Sensitivitit

MHz % %

'H 12 200,11* 99,98 100

’H 1 30,72 0,01 0,96

‘H 12 213,45 - 121,36

2C 0 - 98,89 0

BC 1/2 50,33 1,11 1,59

p 12 80 100 6,63

*63,87 MHz bei 1,5 T und 8,24 MHz bei 0,2 T.

des Anlegens des festen Magnetfeldes B) hiingt zum einen von der Wechselwirkung der Atom-
kerne (Protonen) untereinander ab und wird als Spin-Spin-Wechselwirkung (xy-Ebene) bzw. Quer-
relaxationszeit (T,) bezeichnet. Gleichzeitig gibt es eine sogenannte Lingsrelaxation (T,), die auf
der Spin-Gitter-Wechselwirkung (in z-Richtung bzw. Richtung des festen Magnetfeldes), also
z. B. der Wechselwirkung von Wasserstoffkernen und Kohlenstoff- oder Stickstoff- bzw. Sauer-
stoffkernen, beruht. Die Relaxationszeiten T; und T, sind gewebespezifisch unterschiedlich lang
und werden neben der Protonendichte fiir die Differenzierung von Geweben genutzt (WEISHAUPT
et al. 2014). Uber unterschiedliche Zeitintervalle zur Anregung der Atomkerne, die als Zeit zwi-
schen den Anregungen durch Radiofrequenzimpulse (Repetition Time = TR) und Zeit zwischen
den Echos (Zeit zwischen den Maxima des Signalempfangs wihrend des freien Induktionsabfalls
= Echo Time = TE) zu betrachten ist, kann eine Wichtung der Schichtbilder in Bezug auf T, (Lédngs-
relaxation), T, (Querrelaxation) bzw. Protonendichte vorgenommen werden (TR kurz < 1500 ms
und TE kurz < 30 ms = T|-Wichtung, TR lang > 1500 ms und TE lang > 80 ms = T,-Wichtung,
TR lang und TE kurz = Protonendichtewichtung). Das nachfolgende Beispiel (Abb. 4) verdeut-
licht die Signalintensititsunterschiede in einem T1- und einem T2-gewichteten coronaren Schicht-
bild eines Schweinenackens (inklusive Teil des Kopfes und der Schulterregion) in vivo.

T1-gewichtet T2-gewichtet

Abb. 4 Vergleich der Signalintensitidten von T1- und T2-gewichteten Schichtbildern
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Um einzelne Atomkerne oder ,,Atomkerncluster in einem Objekt (Gruppe von VOXEL) exakt
einer Position zuordnen zu konnen, werden zusétzliche Gradientenspulen (weitere lokale Magnet-
felder) eingesetzt, die im dreidimensionalen Raum mit den Koordinaten x, y, z die Protonen un-
terschiedlich schnell beschleunigen bzw. phasenverschieden in die Prizedenzbewegung
versetzen, so dass nach einer Fourieranalyse ein bzw. mehrere Schichtbilder (in z-Richtung) mit
ortlich (in xy-Richtung) aufgelosten Signalintensititen entstehen (Abb. 5, WEISHAUPT et al. 2014).

Kernspin-System
+ Hochfrequenz-
Anregung
2

Ortskodierung
L

Zeitsignalmessung
o
Fouriertrans-
formation
8
Spektrum
{Fouriersignal,
ortskodiert
8

Intensitit >
Graustufen-

zuordnung
3

Bild(er)

O

Abb. 5 Prinzip der Magnetresonanztomographie

In einer T-gewichteten Sequenz erscheinen in vivo die Voxel (bzw. PIXEL), die hauptséchlich
aus Fett bestehen, hell und die Voxel, die hauptsichlich aus Protein und Wasser bestehen, dunkel.
Im Gegensatz zur Rontgen-Computertomographie, wo die sogenannten Hounsfield-Einheiten
zur Klassifizierung von Geweben herangezogen werden kdnnen, gibt es in der Magnetresonanz-
tomographie keine standardisierten Signalintensititen zur gewebespezifischen Segmentierung
der Schichtbilder (KREMER et al. 2012, 2013, BERNAU et al. 2013, 2015, ScHOLZ et al. 2015).

Der Einsatz verschiedener Sequenzwichtungen (T1- oder T2-gewichtete Sequenzen) er-
moglicht die Anwendung der MRT bei muskuloskeletalen Fragestellungen. Verdnderungen in
Bezug auf die Signalintensititen lassen auf verschiedene pathologische Zustinde schliefen
(MAY et al. 2000, SCHRANK et al. 2005, LovrrT et al. 2006). So kdnnen Signalanhebungen in
T1-gewichteten MRT-Bildern auf Fettinfiltration, entziindliche Prozesse oder Himatome hin-
weisen (MAY et al. 2000, SCHRANK et al. 2005), wohingegen Signalanhebungen in T2-gewich-
teten MRT-Bildern auf Odeme oder Fettinfiltrationen zuriickgefiihrt werden konnen
(SHELLOCK et al. 1996, SCHRANK et al. 2005). In der Humanmedizin wird die MRT u. a. fiir
die Diagnostik und fiir Folgeuntersuchungen bei muskuloskeletalen Erkrankungen eingesetzt
(MESSINEO et al. 1998, LovitT et al. 2006). Im Bereich der tiermedizinischen Forschung kann
die MRT erfolgreich eingesetzt werden, um zum Beispiel Arzneimittel im Tierkorper zu ver-
folgen (RUDIN 1994, RUDIN et al. 1995, BREWER et al. 2014, BERNAU et al. 2015).
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2.3 Vor- und Nachteile von DXA bzw. MRT

Die zwei Techniken besitzen erwartungsgeméf unterschiedliche Vorziige fiir die /n-vivo-Phi-
notypisierung.

Speziell in Wiederkéduern beeinflusst der (sich entwickelnde) Pansen die DXA-Mess-
ergebnisse in vivo in erheblichem Mafle (Tab. 2). Trotz dieser Einschriankungen ldsst sich der
aus dem DXA-Magerweichgewebe abgeleitete Proteinansatz bereits bei jungen wachsenden
Tieren (Kélbern) mit hoher Genauigkeit ermitteln (Abb. 6).

Tab. 2 Beziehung zwischen grobgeweblicher Zerlegung und DXA-K&rperzusammensetzung in vivo (Ganzkorper-
DXA; GE Lunar DPX-1Q)

Zerlegung versus DXA Schwein (n = 61) Lamm (n =93) Kalb (n = 30)
R? (VMSE)

Fett (%) 0,74 (1,72) 0,51 (2,22) 0,003 (1,06)

Fett (g) 0,89 (969) 0,71 (229) 0,42 (228)

Fleisch (%) / Mager (%) 0,65 (2,08) 0,50 (1,88) 0,09 (2,72)

Fleisch (g) / Mager (g) 0,82 (2377) 0,57 (369) 0,94 (617)

(modifiziert aus SCHOLZ et al. 2013)

120
" Fleckvieh
i Viter
3 80 Deutsche -
- __-_‘—‘-_-._-_'__'-‘v..
i Holstein — —
Viter
% 60
o 40
20
0
40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64
Lebendmasse (kg)

Abb. 6 DXA-Proteinansatz von Kélbern unterschiedlicher genetischer Herkunft im Zeitraum zwischen 5 und 26
bzw. zwischen 26 und 47 Lebenstagen (DH = Deutsche Holstein, FV = Fleckvieh, KR = Kreuzung aus FV und DH).
Daten von HAMPE et al. 2005
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Im Vergleich zu DXA kann die Magnetresonanztomographie eine hohere Vorhersagegenau-
igkeit fiir die Koérperzusammensetzung landwirtschaftlicher Nutztiere erzielen (Tab. 3), wobei
der Aufwand fiir die zwei- oder dreidimensionale Bilddatenauswertung aus der MRT sehr viel
hoher ist als fiir DXA (Tab. 4).

Tab. 3 Vergleich der Vorhersagegenauigkeit von DXA und MRT in vivo (Referenz: Muskelfleischanteil aus Zerlegung —
Schwein)

Methode Referenzgewebe In-vivo-Genauigkeit Scandauer Strahlungs-
(allein beim Schwein) Ganzkorper exposition
% R? VMSE Minuten mrem
MRT Muskelfleisch <0,87 >1,20 15-30 -
DXA Muskelfleisch <0,72 >1,75 7-25 0,03-0,06

(modifiziert aus SCHOLZ et al. 2013)

Tab. 4 Vor- und Nachteile von Magnetresonanztomographie und Dualenergie-Rontgenabsorptiometrie

Vorteile Nachteile

Magnetresonanz- — sehr gute Weichgewebedifferenzierung — hoher technischer Aufwand

tomographie

Dualenergie-Rontgen-
absorptiometrie

— multiplanare Darstellung (3D)
— funktionelle Bildgebung
— keine Strahlenbelastung

— relativ leicht verfiigbar
— relativ kostengiinstig
— schnelle Datenverfiigbarkeit

— relativ hohe Investitionskosten

— eingeschrinkte Verfiigbarkeit

— aufwendige Bildauswertung

— Dichte von Fett-, Muskelgewebe
sowie Organen variabel

— nicht leicht portabel
— Ergebnisse nicht unmittelbar zwischen
verschiedenen Geriten vergleichbar

— Analyse einfach (geringe Strahlenbelastung)

2.4 Weitere Anwendungen der Kernspinresonanz und von DXA

Neben der Bildgebung lédsst sich die Kernspinresonanz (NMR) ebenfalls hervorragend fiir
spektroskopische Analysen u. a. des Muskelstoffwechsels unter Anregung der *'P- oder "*C-
Isotope verwenden (SCHOLZ et al. 1995, 2003, BAULAIN und HENNING 2001). Eine relativ neue
Methode ist die quantitative magnetische Resonanz (QMR), die ebenfalls die elektromagne-
tischen Eigenschaften von Wasserstofftkernen zur Ermittlung der totalen Korperzusammen-
setzung (Fettmasse, Magermasse) nutzt. Die QMR kommt ohne Bildgebung aus, gestattet
daher aber auch keine regionalen Analysen. Im Nutztierbereich wurde diese Methodik bislang
nur an relativ kleinen Probanden eingesetzt (Huhn: MITCHELL et al. 2011, Ferkel: MITCHELL
et al. 2012), wihrend ZANGHI et al. (2013) die QMR neben DXA auch beim Beagle testeten.
Sowohl DXA (ScHoLz und MitcHELL 2003, HAMPE et al. 2005, ROSEBROUGH und MITCHELL
2007, MiTcHELL und ScHOLZ 2008, DOBENECKER et al. 2009) als auch MRT (MITCHELL et al.
2001, KUSEC et al. 2007, 2008, MARGETA et al. 2007, CONRAD et al. 2011) lassen sich sehr gut
im Rahmen von u. a. genetisch begriindeten Wachstums- bzw. Effizienzstudien nutzen, um
die Zu- bzw. Abnahmen oder Wachstumsraten einzelner Organe (allein MRT) oder von Ge-
webesystemen bzw. indirekt von chemischen Komponenten des Korpers ermitteln zu konnen.
Eine serielle Schlachtung bzw. Euthanasie von Tieren ist nicht mehr nétig (MITCHELL 2007,
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SIMEONOVA et al. 2012). Aufgrund der einfachen Datenauswertung und der schnellen Daten-
verfiigbarkeit ist DXA sehr gut fiir die Phénotypisierung im Rahmen von genomweiten Asso-
ziationsanalysen beim Nutz- bzw. Modelltier geeignet (Gefliigel: RUBIN et al. 2007, Schwein:
KOGELMAN et al. 2013, ROTHAMMER et al. 2014), wihrend sich die Anwendung der MRT in
Bezug auf genomweite Assoziationsanalysen bislang neben dem Menschen z. B. auf den Haus-
hund (GERBER et al. 2015) begrenzt. DXA ist pradestiniert fiir Studien, die insbesondere den
Knochenmineralgehalt bzw. die Knochenmineraldichte (RUBIN et al. 2007, KOGELMAN et al.
2013, ROTHAMMER et al. 2014) sowie den Korperfett- bzw. -magerweichgewebegehalt (Ko-
GELMAN et al. 2013, ROTHAMMER et al. 2014) als Phdnotyp zum Ziel haben, wihrend die MRT
einen groBen Vorteil in der Untersuchung von Phénotypen hat, die z. B. die Gehirnentwicklung
(ConrAD et al. 2012, GERBER et al. 2015) oder Veridnderungen von Fett- und Muskelgeweben
(BERNAU et al. 2015) beinhaltet.

Jiingere biomolekulare Untersuchungen mittels NMR versuchen zudem den bislang ,,dunk-
len* Zustand bzw. Prozesse von lebenden Zellen und damit neue Phinotypen sichtbar zu ma-
chen (ANTHIS und CLORE 2015).

3. Schlussfolgerungen

Die Kombination von exakten, nicht-invasiv gewonnenen phinotypischen Daten aus DXA
und MRT mit genomweiten Informationen (z. B. SNP’s, Mikrosatelliten, Kandidatengenen)
ermoglicht einen erheblichen Wissenszuwachs und tiefere Einsichten in biologische Prozesse,
die u. a. das Wachstum und die Veridnderung der Korperzusammensetzung von Mensch und
Tier steuern. Insbesondere phénotypische Merkmale, die nur mit hohem technischen Aufwand
am lebenden Individuum zu messen sind, werden einen Zusatznutzen fiir die genomische Se-
lektion und Informationsgewinnung erzeugen (HAYES et al. 2013).
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Tierzucht und Tiermedizin haben sich in {liber zehn Jahrtausenden parallel entwickelt.
Ohne die eine gibe es die andere nicht. Hinweise auf Erbfehler bei Tieren finden sich
erst relativ spét. Dagegen spiegelte sich im Humanbereich die Erbfehlerproblematik be-
reits viel frither wider und fiihrte zur umstrittenen Eugenik. Seit einigen Jahrzehnten be-
obachten wir in der Tiermedizin eine deutliche Verlagerung der Schwerpunkte. Der Trend
geht im Nutztierbereich von der Einzeltiertherapie hin zur Herden- und Bestandsbetreu-
ung, und in der Kleintier- und Pferdemedizin entwickeln sich bei der medizinischen Ver-
sorgung Standards, die sich an therapeutischen Moglichkeiten der Humanmedizin
orientieren. Es scheint, dass Nutztiere im tierédrztlichen Wirken in den Hintergrund gera-
ten, wenn die Kleintiermedizin in den Vordergrund riickt. Die Diagnose von Erbfehlern
bei Nutztieren und deren Bekdmpfung sowie Bestrebungen zur genetisch ziichterischen
Optimierung von Krankheitsdispositionen miissen sich gegen diesen Trend behaupten.
Daher zeigt der Band aktuelle Entwicklungen in diesem Bereich von Tierzucht und Tier-
medizin auf, die von der vollstindigen Sequenzierung von Nutztiergenomen iiber die
physiologische Analyse der Wirkungen von Erbschéden bis zu Krankheitsmodellen fiir
die Humanmedizin reichen.
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Eignung der Magnetresonanztomographie
zur Schiitzung der Schlachtleistung
von Merino-Limmern in vivo

Prisca V. KREMER-RUCKER,"* Maren BERNAU,' Christian MENDEL,’
Albert STEINER,” Esther GRUBER' und Armin M. ScHoLZ'

Zusammenfassung

Um den Verbraucherwiinschen nach qualitativ hochwertigem Lammfleisch gerecht werden zu konnen, miissen die
Schafziichter ihre Zuchtziele und Leistungspriifungsmethoden zur Phénotypisierung entsprechend anpassen.

Unter diesem Blickwinkel wurden insgesamt 111 ménnliche Merino-Lammer (Durchschnittsalter 113 Tage, Durch-
schnittsgewicht 43,4 kg) lebend mittels Magnetresonanztomographie (MRT) untersucht und drei Tage spiter ge-
schlachtet sowie grobgeweblich (eine Hilfte) zerlegt. Fiinf bzw. sechs T1-gewichtete regionale MRI-Scans mit jeweils
10 Scheiben (Scheibendicke 15 mm, Distanzfaktor 0,25) wurden als Ganzkorperstudie durchgefiihrt. Zusitzlich diente
eine weitere T1-Sequenz mit 15 Scheiben (Transversalschnittebenen, Dicke 7 mm, Distanzfaktor 0,25) speziell der
Analyse des Fettgewebevolumens der Keulen. MRT-Volumina fiir Ganzkorperfett (WBF), Ganzkorpermuskel
(WBM), Schulter (SV), Hinterkeule (GV) und Keulenfett (GFV) dienten als neue Merkmale. Eine schrittweise Re-
gressionsanalyse wurde durchgefiihrt, um das Referenzschlachtkorpergewicht (SKG), die Fleischmasse (CM) und
die Fettmasse (CF) aus den unabhéngigen MRT-Variablen schitzen zu konnen. AnschlieBend wurde das aus den
MRT-Variablen geschitzte Schlachtkorpergewicht (MR-SKG) als weitere unabhéngige Variable in die Regressions-
analyse zur Schitzung von CM und CF einbezogen. Die engste Beziehung zu SKG ergab sich aus der Kombination
von WBM, WBF, GV und SV (= MR-SKG; R2 = 0,95; VMSE = 0,56 kg), wihrend CM am besten aus MR-SKG
(R2=0,89; VMSE = 0,24 kg) sowie CF aus SV und GFV (R2=0,83; VMSE = 0,18 kg) vorhergesagt wurde.

Eine MRT-Ganzkérperanalyse ist eine sinnvolle Methode, um den Schlachtkorperwert von Limmern in vivo schit-
zen zu konnen und konnte anstelle der Zerlegung im Rahmen der Nachkommenschaftspriifung genutzt werden. Die
Bestimmung von CF erfordert jedoch Informationen aus einer ,,diinnschichtigen* Sequenz.

Abstract

Consumer demand for high-quality lamb meat requires sheep breeders to adapt breeding goals and performance test
methods for phenotyping. For this purpose, totally a number of 111 male Merino lambs (average age 113 days, average
weight 43,4 kg) were examined in vivo by magnetic resonance imaging (MRI) and slaughtered 3 days later followed
by dissection of one carcass half. A number of five or six T1-weighted regional MRI scans with 10 slices each (thick-
ness 15 mm, distance factor 0,25) were performed as a whole body study. Additionally, another T1-weighted sequence
including 15 slices (thickness 7 mm; distance factor 0,25) helped to especially examining the fat tissue volume of the
gigot region. MRI volume calculations of whole body fat (WBF), whole body muscle (WBM), shoulder (SV), gigot
(GV), and gigot fat tissue (GFV) served as new traits. A stepwise regression analysis was performed to predict refer-
ence carcass weight (CW), carcass meat (CM), and carcass fat mass (CF) from independent MRI variables. Subse-
quently, the CW calculated by MRI variables (MRI-CW) was included into the stepwise regressions predicting CM
and CF. CW was predicted best by WBM, WBF, GV, and SV (= MRI-CW; R? = 0,95; VMSE = 0,56 kg). CM was
predicted best by MRI-CW (R? = 0,89; VMSE = 0,24 kg), and CF was predicted best by SV and GFV (R? = 0,83;
VMSE =0,18 kg).

1 Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen, Lehr- und Versuchsgut, 85764 Oberschleilheim.
2 Hochschule Weihenstephan-Triesdorf, Fakultidt Landwirtschaft, 91746 Weidenbach.
3 Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fiir Tierzucht, 85586 Poing-Grub.
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A whole body MRI scan is a useful tool to predict the carcass value of lambs in vivo and could be used instead
of progeny testing and carcass dissection. Prediction of CF requires additional information of a thin-sliced se-
quence.

1. Einleitung

Schafziichter und -produzenten miissen die Leistung ihrer Herden in Abhéngigkeit von Rasse
bzw. Genotyp (KAIC und Mioc 2014) stindig verbessern, zum einen um wettbewerbsféahig zu
bleiben und zum anderen um den weltweit weiterhin steigenden Bedarf an Lammfleisch de-
cken zu konnen (OECD/FAO 2014). Verbesserte Leistungspriifungsmethoden und Zuchtpro-
gramme in Kombination mit neuen Technologien, wie z. B. der Magnetresonanztomographie
(MRT), konnen dazu beitragen, das Generationsintervall zu verkiirzen und die Zuchtwert-
schitzgenauigkeit zu verbessern. Anstelle von zeitaufwéndigen Referenzzerlegungen nutzen
bzw. nutzten einige wenige Schafzuchtorganisationen bereits die Computertomographie (CT)
fiir die Leistungspriifung (GARDNER et al. 2010, BUNGER et al. 2011, FURST-WALTL und GRILL
2013,JAy et al. 2014). Als weitere potenzielle bildgebende Technik wird die Magnetresonanz-
tomographie (STREITZ et al. 1995, STANFORD et al. 1998, vON KORN et al. 2005, BAULAIN et al.
2011, MARIETTE et al. 2012) angesehen. Der Vorteil dieser Methoden ist der nicht-invasive
Charakter und damit der mogliche Einsatz am lebenden Tier. Die Nutzung der CT bedingt je-
doch hohe Anforderungen an den Strahlenschutz, da eine langfristige Nutzung ohne Schutz-
vorkehrungen speziell beim Nutzer ein erhebliches Gesundheitsrisiko darstellt. Dieses Risiko
existiert bei der MRT nicht (ScHoLz et al. 2015).

Beim Schaf stellt die Muskelfiille des Schlachtkorpers zusammen mit seiner Fettabdeckung
die grundlegende Basis zur Klassifizierung dar (BAULAIN et al. 2011). Laut Verordnung (EG)
Nr. 1249/2008 mit Durchfiihrungsbestimmungen zu den gemeinschaftlichen Handelsklassen-
schemata fiir Schlachtkorper von Rindern, Schweinen und Schafen und zur Feststellung der
diesbeziiglichen Preise werden Schafschlachtkorper zundchst in Lamm- und Schaffleisch un-
terteilt und werden dann je nach subjektiver Bewertung der Muskelfiille und zusitzlicher Be-
notung der Fettabdeckung in eine Handelsklasse eingestuft. Dies impliziert, dass die Erhohung
des Muskelfaseranteils am Schlachtkorper des Lammes und eine entsprechende Reduktion
des Fettanteils ebenfalls zu einem direkten Mehrerlos je Schlachtkorper fiihren. Somit kommt
einer ziichterischen Verbesserung der Schlachtkorperqualitét durch die Erhhung des Mus-
kelfaseranteils beim Lamm eine hohe wirtschaftliche Bedeutung zu.

Im Rahmen eines Gemeinschaftsversuchs des Instituts fiir Tierzucht der Landesanstalt fiir
Landwirtschaft (LfL), Grub, und des Lehr- und Versuchsgutes (LVG) der Tierdrztlichen Fa-
kultdt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, Oberschleiheim, wurden insgesamt
111 ménnliche Priiflimmer der Rasse Merino mittels Magnetresonanztomographie (MRT) un-
tersucht. Ziel der Studie war es, die Eignung der MRT als potenzielle Leistungspriifmethodik
zur Schitzung der Schlachtleistung am lebenden Lamm als neuen Phénotyp zu evaluieren.

2. Material und Methode
Die Tiere wurden jeweils einmalig in einem Gewichtsbereich von 43 4 kg + 3 4 kg, mit einem
Alter von 113 d + 13,6 d zum Ende der Stationspriifzeit gescannt. Die Untersuchung (Abb. 1)

erfolgte nach Sedation der Lammer in Brustlage mit gestreckten Beinen.
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Abb. 1 Untersuchung eines sedierten Lammes mittels Magnetresonanztomographie (MRT)

Drei Tage spiter wurden die Tiere im Versuchsschlachthaus der LfL geschlachtet und eine
Schlachtkorperhilfte nach Erfassung der Schlachtleistungsdaten vollstdndig zerlegt. Die Aus-
wertung der MRT-Bilder erfolgte mittels der Software ,,3D Doctor” (Able Software Corp.,
Lexington, MA, USA) halbautomatisch oder manuell.

Zu Beginn der 4-jdhrigen Untersuchungsreihe wurden ,,nur* einzelne Korperregionen wie
die Brustwirbelsdule und die Kotelettregion der Schafe untersucht (Abb. 2).

Hierzu fand eine T1-gewichtete Spin-Echo-Sequenz (TR 380 ms, TE 15 ms, flip angle
90°, 10 transversale Schnittebenen, Anzahl an Akquisitionen 2, Schichtdicke 15 mm, Dis-
tanzfaktor 25, Matrix 256 x 256 Pixel, FoV 461 x 461 mm, Akquisitionszeit 3 min 16 s) An-
wendung, um die hohe Signalintensitit des Fettes unter T1-Wichtung nutzen zu konnen.
Nachdem die Ergebnisse dieser Daten keine zufriedenstellende Schitzung der Kérperzusam-
mensetzung zuliefen, wurde das Untersuchungsschema zundchst um die Keulenregion er-
weitert und schlielich auf den gesamten Tierkorper ausgedehnt (Abb. 2 und 3). Somit wurden
die letzten 30 Lidmmer vom letzten Halswirbel bis zu den Kniegelenken komplett untersucht
(Abb. 4).

Zusitzlich wurden die Bereiche Brustwirbelsédule und Keulenregion im Anschluss an den
Ganzkorperscan mittels einer leicht modifizierten T1-gewichteten Spin-Echo-Sequenz (TR
450 ms, TE 15 ms, flip angle 90°, 15 transversale Schnittebenen, Anzahl an Akquisitionen 3,
Schichtdicke 7 mm, Distanzfaktor 25, Matrix 192 x 256 Pixel, FoV 461 x 461 mm, Akquisi-
tionszeit 4 min 22 s) untersucht, um eine feinere Auflosung vor allem des sehr diinnen, sub-
kutanen Fettgewebes zu erreichen. Aus den Bildern beider Sequenzen wurden insgesamt 21
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Abb. 2 3D-Rekonstruktion eines Lammes und Darstellung der untersuchten Regionen bis Januar 2010 (A; griin/gelb:
Brustwirbelsdule Fett/Muskel, pink/blau: Kotelett Fett/Muskel) und ab Januar 2010 vor Einfithrung des Ganzkor-
perscans (B; zusitzlich rot/lila: Keule Muskel/Fett).

A\

Abb. 3 3D-Rekonstruktion eines Lammes und Darstellung der untersuchten Regionen nach Einfiihrung des Ganz-
korperscans (A, zusitzlich hell-lila: Schultergesamtvolumen, hellblau: Nierenfett; B, Ganzkorperfett [rot] und Ganz-
korper-Muskel [blau]; fehlend: Ganzkorpervolumen, sieche Abb. 4).
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Abb. 4 Screenshot 3D Doctor (Able Software Corp., Lexington, MA, USA): (A) 3D-Rekonstruktion des Ganzkor-
pervolumens eines Lammes (definierte Region: beginnend am Ellbogengelenk endend auf Hohe des Kniegelenks)
aus den im Rahmen des Ganzkorperscans erstellten einzelnen Schnittbildern (B).

verschiedene MRT-Variablen generiert. Darunter befinden sich verschiedene Volumina von
Fett bzw. Muskel in definierten Bereichen der Brustwirbelsédule, des Koteletts, der Keulen und
aus den Ganzkdorperscans die halbautomatisch erfassten Variablen Ganzkorpermuskelvolumen,
Ganzkorperfettvolumen, Ganzkorpervolumen, Nierenfett, Keulengesamtvolumen und Schul-
tergesamtvolumen (Abb. 2-4).

Die Datenanalyse erfolgte mittels der Statistiksoftware SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Als Signifikanzniveau wurde im Rahmen von multiplen oder einfachen Regressi-
onsanalysen jeweils ein p = 0,05 gewihlt. Die Variablenauswahl zum Eingang bzw. Verbleib
in der Gleichung erfolgte fiir die multiple Regressionsanalyse mit Hilfe einer schrittweisen
Selektion.

Bei den Untersuchungen an den Lammern stand die Exaktheit der Methode im Abgleich
mit dem Goldstandard, der Zerlegung, im Vordergrund.

3. Ergebnisse

Von den zahlreichen untersuchten Korperregionen erwiesen sich die Keulenregion und vor
allem das Volumen der Schulterregion als aussagekriftigste Einzelmerkmale (Tab. 1). Das
Schultergesamtvolumen, gemessen mittels MRT, erklarte allein bereits 80 % der Variation
des spiteren Schlachtkorpergewichtes, 74 % der Fleischmasse des Schlachtkorpers aus Zer-
legung und 76 % der entsprechenden Fettmasse. Das Gesamtkeulenvolumen aus MRT erklérte
hierbei 66 %, 67 % und 39 % der jeweiligen Variation am Schlachtkorper. Damit iibertraf die
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Aussagekraft des MRT-Einzelmerkmals Schultergesamtvolumen (Tab. 1) bereits die im Rah-
men der konventionellen Schlachtleistungsdaten metrisch erfassten Einzelmerkmale Butter-
fly-Area (Kotelettfliche beidseitig), Riickenldnge, Schulterbreite und Keulenbreite (Tab. 2)
sowie die mittels Ultraschall vor der Schlachtung erfassten Merkmale des langen Riicken-
muskels einschlieBlich des Lebendgewichtes (Tab. 3). So ergibt die Beziehung zwischen Le-
bendgewicht und Schlachtkorpergewicht ,,nur” ein Bestimmtheitsmall von Rz = 0,61 im
Vergleich zu R? = 0,8 fiir die Beziehung zwischen MRT-Schultergesamtvolumen und
Schlachtkorpergewicht.

Tab. 1 Bestimmtheitsmal und Standardschitzfehler linearer Regressionsgleichungen zwischen MRT-Variablen der
Brustwirbelsdule (BWS) bzw. Schulter und dem Schlachtkorpergewicht (SK-Gewicht), Fleisch- und Fettmasse sowie
deren Anteile an einer SK-Hilfte (SKH) nach Zerlegung

MRT-Variablen SK-Gewicht SKH-Masse SKH-Masse SKH-Anteil SKH-Anteil
BWS/Schulter Fleisch Fett Fleisch Fett
R> VMSE R> VMSE R> +VMSE R’ vMSE R’ vMSE
[kel lg] [g] [%] [%]
BWS FettVol_7mm 043 185 0,34 1126,39 0,49 587,79 032 1,76 046 2,09
Schulter GesVol 0,80* 1,08 0,74 698,28 0,76 395,17 0,29 1,72 0,59 1,77
KeuleGesamtVol_15mm 0,66 1,29 0,67 75291 0,39 537,46 0,04 191 0,16 2,24

* fett = Variable mit hochster Beziehung, R? = Bestimmtheitsmaf, vVMSE = Wurzel aus Mittlerem Quadrate-Fehler
= Standardschitzfehler

Tab. 2 Bestimmtheitsmafl und Standardschétzfehler linearer Regressionsgleichungen zwischen verschiedenen
Schlachtleistungsdaten und dem Schlachtkorpergewicht (SK-Gewicht), Fleisch- und Fettmasse sowie deren Anteile
an einer SK-Hilfte (SKH) nach Zerlegung (n=111)

Schlacht- SK-Gewicht SKH-Masse SKH-Masse SKH-Anteil SKH-Anteil
leistungs- Fleisch Fett Fleisch Fett
merkmal R* VMSE R> VMSE R VMSE R® VYMSE R’ vVMSE
[kel lg] [g] [%] [%]
Schulterbreite 0,00 2,11 0,00 1195,76 0,01 838,76 0,01 2,55 0,01 3,12
Keulenbreite 049 151 043 899,69 0,34 682,03 0,10 2,43 0,22 2,76
Riickenlénge 0,21 1,88 0,16 1093,56 0,14 780,38 0,07 247 0,08 3,00
Butterfly-Area 0,56% 1,40 0,64 71522 0,28 713,16 0,01 2,55 0,14 291

* fett = Variable mit hochster Beziehung, R? = BestimmtheitsmaB, vVMSE = Wurzel aus Mittlerem Quadrate-Fehler
= Standardschitzfehler
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Tab. 3 Bestimmtheitsmall und Standardschitzfehler verschiedener linearer Regressionsgleichungen zwischen ver-
schiedenen Eigenleistungsmerkmalen aus Ultraschallpriifung (US) und dem Schlachtkorpergewicht (SK), Fleisch-
und Fettmasse sowie deren Anteile an einer SK-Hilfte (SKH) nach Zerlegung (n = 111)

Eigen- SK-Gewicht SKH-Masse SKH-Masse SKH-Anteil SKH-Anteil
leistungs- Fleisch Fett Fleisch Fett
merkmal R  VMSE R*  VMSE R* VMSE R’ VMSE R® VMSE
[kg] [g] le] [%] [%]
US Fett letzte Rippe 0,02 2,10 0,01 1189 0,01 838 0,01 2,55 0,01 3,13
US Kotelett letzte Rippe 0,34 1,72 0,32 987 0,28 713 0,05 2,50 0,19 2,83
US Fett Mitte Lende 0,02 2,17 0,01 1221 0,02 869 0,01 2,65 0,02 3,21
US Kotelett Mitte Lende 0,33 1,80 0,35 989 0,22 774 0,02 2,64 0,14 2,99
Korpergewicht lebend 0,61* 1,33 0,49 857 0,39 655 0,19 2,30 0,23 2,76

*fett = Variable mit hochster Beziehung, R? = Bestimmtheitsmal3, vVMSE = Wurzel aus Mittlerem Quadrate-Fehler

Der Abgleich des Schlachtkorpergewichtes aus der Zerlegung und den Daten der MRT-
Merkmale mittels multipler Regressionsanalyse ergab ein maximales Bestimmtheitsmaf} von
R? = 0,95 (Tab. 4). Daher wurde fiir die Limmer, fiir die alle zur Kalkulation des Schlacht-
korpergewichtes aus MRT-Daten benotigten MRT-Variablen vorlagen (n = 30), das ,,Schlacht-
korpergewicht aus MRT-Daten* berechnet. Die neu generierte Variable ,,Schlachtkorpergewicht
aus MRT-Daten‘ wurde anschlieBend zusétzlich als unabhéngige Variable in die Regressions-
analyse einbezogen. Die resultierenden BestimmtheitsmaBe von R* = 0,89 und 0,83 fiir
Fleisch- und Fettmasse aus Zerlegung (Tab. 5) belegen, dass mittels MRT nicht nur das
Schlachtkorpergewicht am lebenden Lamm sicher geschitzt werden kann, sondern auch die
jeweiligen Mengen von Fett und Fleisch am Schlachtkorper.

Tab.4 Multiple Regressionsgleichung zwischen dem Schlachtkorpergewicht und allen /n-vivo-MRT-Variablen (ein-
flieBende Beobachtungen n = 30). Signifikanzgrenze fiir den Verbleib und die Aufnahme der Variablen in die Glei-
chungen p < 0,05

Abhingige Variable Interzept Steigung Unabhéngige Variablen R? VMSE
+0,0004 GanzkMuskel Vol [cm®]

SK Gewicht [kg] -6,796 +0,0017 GanzkFettVol [cm’] 0,95 0,56
+0,0025 KeuleGesamtVol [cm’]
+0,0030 SchulterGesamtVol [cm’]

SK = Schlachtkorper, Vol = Volumen, R? = BestimmtheitsmaB, VMSE = Wurzel aus Mittlerem Quadrate-Fehler =
Standardschitzfehler
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Tab. 5 Multiple Regressionsgleichungen zwischen Merkmalen aus der Zerlegung einer Schlachtkorperhilfte (SKH)
und MRT-Variablen einschlieflich der Gruppe der 7 mm Variablen und SK-Gewicht aus MRT-Variablen (MR_SKG;
einflieBende Beobachtungen n = 30). Signifikanzgrenze fiir den Verbleib der Variablen in der Gleichung p < 0,05

Abhingige Variablen Interzept Steigung Unabhiéngige Variablen R’ VMSE
SKH-Masse Fleisch [g] +550,89 +288,19 MR_SKG [kg] 0,89 242,62
SKH-Masse Fett [g]* +5,06 KeuleFettVol_7mm [cm’]
-2822,30 0,83 182,68
+1,02 SchulterGesamtVol [cm’]
SKH-Anteil Fleisch [%] +0,011 BWSMuskVol_15mm [cm’]
79,72 0,41 1,72
—-0,006 SchulterGesamtVol [cm’]
SKH-Anteil Fett [%] +0,040 KeuleFettVol_7mm [cm’]
-10,40 0,67 1,73
+0,006 SchulterGesamtVol [cm®]

BWS = Brustwirbelsiule, Musk = Muskel, Vol = Volumen, R* = BestimmtheitsmaB, VMSE = Wurzel aus Mittlerem
Quadrate-Fehler = Standardschitzfehler

4. Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Kernspintomographie den bislang in diesem
Bereich der Leistungspriifung verwendeten Methoden (Ultraschall, Schlachtleistungsdaten)
deutlich iiberlegen ist. Durch die gewéhlte Bildschichtdicke von 15 mm lief sich innerhalb
von etwas mehr als 30 min der gesamte K&rper der Limmer erfassen. Auf die diinnerschichtige
Sequenz konnte im Anschluss daran nicht verzichtet werden, da Merino-Limmer im unter-
suchten Gewichtsbereich sehr mager sind und die Erfassung der diinnen subkutanen Fett-
schicht und des iibrigen Fettgewebes die bei dickerer Schichtdicke auftretenden Partial-
volumenartefakte nicht toleriert. Demnach liegt der benétigte Zeitaufwand bei ca. 45 min pro
Lamm. Im Vergleich zur in Schottland, Norwegen, Neuseeland und Australien verwendeten
Computertomographie fiir die Leistungspriifung von Limmern ist bei der Magnetresonanz-
tomographie mit leichten Abstrichen in der Genauigkeit — aber auch speziell in der Untersu-
chungsgeschwindigkeit — zu rechnen, wihrend die MRT im Vergleich zur Genauigkeit der
Ultraschalluntersuchung einen signifikanten Vorteil besitzt, wenn das Zielmerkmal der Mus-
kelfleischanteil am Schlachtkorper ist (SCHOLZ et al. 2015). Dennoch verfolgen die genannten
Linder bzw. Einrichtungen dieser Lédnder unterschiedliche Herangehensweisen zur nicht-in-
vasiven In-vivo-Bestimmung des Muskelfleisch- bzw. Fettanteils im Schlachtkorper. Wihrend
Schottland (JONES et al. 2002, BUNGER et al. 2011), Neuseeland (NICOLL et al. 2002, JOPSON
et al. 2009) und Australien (CAVANAGH et al. 2010, GARDNER et al. 2010) mittels CT jeweils
Referenzschnittbilder in einzelnen Korperregionen oder des kompletten Korpers (Charollais
Breeders 2015) zur Vorhersage der Referenzmerkmale benutzen, erfolgt in Norwegen (hier
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aber beim Schwein) routinemifig eine Ganzkorperuntersuchung kombiniert mit einer voll-
automatischen Bild- und Volumenauswertung (GJERLAUG-ENGER et al. 2012). Im Zeitraum
von 2000 bis 2009 betrug der geschitzte Zuchtfortschritt je Jahr in Neuseeland 0,17 kg Mus-
kelfleischmasse unter Verwendung von CT und nur 0,07 kg ohne Phénotypisierung mittels
CT (Coopworth Sheep Breeders 2015). Wihrend fiir CT-Schlachtkorpermerkmale beim Schaf
bereits Heritabilititen geschitzt wurden (Tab. 6), existieren keine genetischen Parameterana-
lysen fiir MRT-Schlachtkdrpermerkmale.

Tab. 6 Heritabilititsschitzwerte fiir Phdnotypen aus der Computertomographie beim Schaf

CT-Merkmal Rasse(n) Heritabilitit (s. e.) Referenz
Muskelfleisch (g) Charolais, Suffolk, Texel 0,47, 0,45, 0,46 (0,09)  JONEs et al. 2004
Scottish Blackface 0,48 (0,17) KARAMICHOU et al. 2006
Norwegian White 0,57 (0,16) KvaME und VANGEN 2007
Fett (g) Charolais, Suffolk, Texel 0,38, 0,41, 0,40 (0,09)  JoONEs et al. 2004
Scottish Blackface 0,60 (0,28) KARAMICHOU et al. 2006
Norwegian White 0,29 (0,13) KvAME und VANGEN 2007
Kotelettfliche (cm?)  Scottish Blackface 0,33 (0,12) KARAMICHOU et al. 2006
Merinolandschaf, Suffolk, 0,24 (0,03) MAXIMINI et al. 2012
Texel, Deutsches Schwarz-
kopfiges Fleischschaf, Jura
Fettfliche (cm?) Scottish Blackface 0,5-0,76 (0,08-0,22)  KARAMICHOU et al. 2006
Merinolandschaf, Suffolk, 0,36-0,4 (0,03) MAXIMINI et al. 2012
Texel, Deutsches Schwarz-
kopfiges Fleischschaf, Jura

s. e. = Standardfehler

Im Humanbereich, hingegen, wurden fiir die mittels MRT ermittelten viszeralen bzw. sub-
kutanen Fettmassen Heritabilititsschidtzwerte in der Hohe von 0,36 bzw. 0,44 (s.e.0,11) pu-
bliziert (CHOH et al. 2009). Da Schlachtkorpermerkmale generell iiber mittlere bis hohe
Erblichkeiten verfiigen (BAULAIN et al. 2011), ist bei entsprechender Genauigkeit auch fiir
MRT-Merkmale davon auszugehen, dass am lebenden Schaf erfasste Schlachtkorpermerk-
male ausreichend hohe Heritabilititen aufweisen, um effizient im Rahmen von gekoppelten
Eigenleistungs- und Nachkommenschaftspriifungen fiir die Selektion eingesetzt werden zu
konnen.
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Phiinotypisierung des ruminalen Mikrobioms
bei Wiederkiuern — eine aktuelle interdisziplinire
Herausforderung

Wilfried BRADE (Hannover)

Zusammenfassung

Das Rind ist beziiglich der Verdauung des Futters von seinem Mikrobiom abhéingig. Es ist daher verlockend, bereits
eine Verbindung zwischen der Zusammensetzung und Menge verschiedener Pansenbakterien und physiologischen
Parametern des Wirts zu belegen. Die Genprodukte (Enzyme) der ruminalen Mikroorganismen tibernehmen Aufgaben,
die im Genom eines Wiederkéuers (Wirt) nicht verankert sind. Dazu gehort unter anderem der Abbau von Nahrungs-
bestandteilen (z. B. Cellulose), die sie allein nicht zu verdauen vermogen. Durch die Entwicklung neuer molekular-
biologischer Hochdurchsatzmethoden nehmen die Erkenntnisse tiber das ruminale Mikrobiom, also die Gesamtheit
der den Pansen eines Wiederkiuers besiedelnden Organismen, stark zu. Der vorliegende Beitrag gibt aktuelle Ein-
blicke in die strukturelle und funktionelle Vielfalt des Pansenmikrobioms sowie in die vielschichtig vorhandenen
Interaktionen (Fiitterung — Mikrobiom — Wirt).

Abstract

Phenotyping of ruminal microbiome in ruminants — a recent interdisciplinary challenge. Cattle is dependent on
the digestion of feed from their microbiome. It is therefore very tempting to prove a link between the composition
and quantity of various rumen bacteria and physiological parameters of the host. The development of new molecular
biological high-throughput methods are rapidly increasing knowledge of the ruminal microbiome (= the totality of
microbial organisms in the rumen of a ruminant). The paper will give new insights into the structural and functional
diversity of the ruminal microbiome as well as in the existing complex interactions (feeding — microbiome —
ost).

1. Einfiihrung

Der Pansen enthilt ein sehr komplexes Okosystem, bestehend aus Mitgliedern aller drei Do-
minen des Lebens: Bacteria, Archaea und Eukarya. Die Vielzahl der Mikroorganismen im
Pansen kann als ein wirtspezifisches Organ (= ruminales Mikrobiom) aufgefasst werden. Im
Laufe des Lebens oder bei verdnderter Fiitterung (Nutzung) des Wirtes kommt es zu struktu-
rellen und funktionellen Verdnderungen des ruminalen Mikrobioms. Zu nennen sind hier deut-
liche Unterschiede im Mikrobiom eines juvenilen Rindes (priruminales Kalb), einer
kraftfutterreich erndhrten Milchkuh oder eines raufutterreich ernidhrten Mastrindes. Neueste
Daten haben das Virom als weitere Komplexitidtsebene diesem Konzept hinzugefiigt. So kon-
nen lytische Phagen die Bakterienanzahl und -struktur im Pansen beeinflussen.

In der Vergangenheit wurde die Struktur und Vielfalt der ruminalen Mikroorganismen vor-
rangig durch klassische mikrobiologische Techniken identifiziert (= In-vitro-Kulturen). Mittels
kulturabhiingiger Methoden wird jedoch die tatsdchliche mikrobielle Vielfalt im Pansen un-
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terschiitzt, da nur ein Bruchteil der vorhandenen Mikroorganismen kultivierbar ist (CREEVEY
etal.2014).

Angeregt durch permanente Forderungen zur weiteren Verbesserung der Futtereffizienz
von Rindern — bei gleichzeitig angestrebter direkter Einflussnahme auf eine moglichst redu-
zierte Methanbildung im Pansen — einschlielich rasanter Entwicklungen in der Molekular-
genetik (Entwicklung genetische Marker) sowie in der Humanmedizin (= nachgewiesene
Wechselwirkungen zwischen dem humanen Darmmikrobiom mit einer Vielzahl von speziellen
Krankheiten wie Adipositas, Diabetes mellitus [Typ 2] oder Arteriosklerose — vgl. LEY et al.
20006) interessieren sich nun auch zunehmend die Tierwissenschaftler sowohl fiir die Interak-
tionen zwischen Genom und Erndhrung als auch von Genom und Genom (Wirt-Mikrobiom).
Jedes Individuum beherbergt dabei offensichtlich seine ureigensten Kommensalen (PROCTOR
2013). So ist bei Menschen die Zusammensetzung der Darmbakterien nicht vollig zufillig,
denn die wirtspezifischen Bakterien konnen bestimmten Gemeinschaften zugeordnet werden,
sogenannten Enterotypen.

Seither werden gewaltige Forschungsanstrengungen unternommen, das menschliche Mi-
krobiom zu kartieren. Internationale Mikrobiom-Projekte entstanden, so z. B. das Human Mi-
crobiome Project (HMP) der US-amerikanischen National Institutes of Health (NIH), das
2008 gestartet wurde (HUTTENHOWER et al. 2012). Wihrend in der 1. Phase (bis 2012) die Mi-
kroben vieler Korperbereiche charakterisiert wurden, werden in der aktuellen Phase deren bio-
logische Eigenschaften untersucht und Kohortenstudien durchgefiihrt, um Zusammenhénge
zwischen Mikrobiota und Krankheiten herauszufinden.

Bei der Erforschung des Pansenmikrobioms der Wiederkéduer stehen wir demgegeniiber
erst am Anfang intensiver wissenschaftlicher Studien. Hier wurde 2011 das ,,,Hungate 1000°-
Projekt*' zur Etablierung der ruminalen mikrobiellen Genomik-Forschung initiiert. Diese glo-
bale Forschungsallianz vereint 27 Institute bzw. Universititen aus 11 Lidndern mit dem Ziel,
einen Referenzsatz von mikrobiellen Pansensequenzen zu erzeugen, Strategien zur Effizienz-
verbesserung der Fermentation im Pansen zu erarbeiten und mogliche Minderungsstrategien
bei der Umweltbelastung (z. B. Minderung der Methanproduktion) aufzuzeigen.”

Leider sind in diesem internationalen Projekt renommierte wissenschaftliche Einrichtungen
aus dem deutschsprachigen Raum unterreprisentiert.

2. Vorhandensein verschiedener Doménen im Pansenmikrobiom

Bakterien sind die quantitativ bedeutendsten Mitglieder der mikrobiellen Community. LIN et
al. (1997) machen Angaben iiber den relativen Anteil verschiedener Doménen in Pansenproben
bei Milchkiihen und Mastochsen (bei unterschiedlicher Fiitterung) sowie bei Ziegen oder Scha-
fen (Abb. 1). Die bakteriellen, eukaryotischen oder zu den Archaeen-gehorigen rRNA-Anteile
an der Gesamt-rRNA im Gastrointestinaltrakt schwanken zwischen den Tieren innerhalb einer
Art (Rasse) erheblich. So variierte der Bacteria-Anteil zwischen 46,2 % bis 98,2 %, der Eu-
karya-Anteil zwischen 2,5 % und 30,3 % und der Archaea-Anteil zwischen 0,9 % und 2,2 %
innerhalb der acht untersuchten Milchkiihe (LIN et al. 1997). Ahnlich variierte der Anteil der
verschiedenen Dominen bei den untersuchten Ziegen oder Schafen.

1 Nach Prof. Robert E. HUNGATE (1906-2004), dem Nestor der Pansen-Mikrobiologie.
2 http://www.globalresearchalliance.org/.
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Relativer Anteil (in %)

100

81,9

Bacteria Protozoa Methanogene
+Fungi

Abb. 1 Relativer Anteil verschiedener Doménen am ruminalen Mikrobiom (in Anlehnung an LIN et al. 1997 — eigene
Darstellung [hier verwendetes Datenmaterial: 50 % Kraftfutteranteil an der Ration])

Funktionell lassen sich die ruminalen Mikroben entsprechend ihrer bevorzugten Energiequelle
unterscheiden (NAGARAJA 2012). So bauen die cellulolytischen Bakterien zur Energieversor-
gung Cellulose ab, wachsen langsam und nutzen Ammoniak als Stickstoffquelle.

Eine weitere, oft gewihlte Einteilung der Ruminalbakterien erfolgt entsprechend ihres Vor-
handenseins im Pansen:

— Pansensaft-assoziierte,
— Pansenpartikel-assoziierte,
— Epithel-assoziierte.

Diese drei ruminalen ,,Gruppen® interagieren im Pansen intensiv miteinander. Auch kommen
sie in unterschiedlicher Haufigkeit vor. So weisen die Epithel-assoziierten Bakterien, die auch
als epimurale Bakterien bekannt sind, in der Regel die geringste Dichte (im Vergleich zu den
anderen beiden Populationstypen) aus.

Es gibt zwei Arten von Protozoen im Pansen: gegeielte Protozoa (Urtierchen) oder be-
wimperte Protozoa. Die bewimperten Protozoen bilden einen wesentlichen Teil der mikro-
biellen Zellmasse und umfassen eine Vielzahl morphologischer Typen.

In manchen Wimpertierchen (Ciliaten) sind Hydrogenosomen vorhanden; spezielle Or-
ganellen (hiufig anstelle von Mitochondrien), die ein Uberleben unter anaeroben Bedingun-
gen ermoglichen. Diese Protozoen-Species produzieren Wasserstoff (H,). Die Entfernung
dieses Wasserstoffs erfolgt wiederum durch Methanogene (Archaeen). Daher fiihrt die ,,kiinst-
liche* Beseitigung der Wimpertierchen (,,Defaunation®) zu einer reduzierten Methanproduk-
tion.

Nova Acta Leopoldina NF 727, Nr. 409, 47-57 (2016) 49



Wilfried Brade

Gut bekannt ist auch, dass Protozoen ,,Rduber von Bakterien und anderen Mikroorganismen
sind. Sie greifen somit regulierend in die Bakterienpopulationen ein. Eine Verdnderung im
Bestand oder der Zusammensetzung der Protozoen wirkt sich folglich auf die gesamte Mi-
krobengemeinschaft im Pansen aus.

Das Interesse an dem Vorhandensein von Archaeen im Pansen hat in den letzten Jahren in
der ruminalen Mikrobiomforschung — vor allem aufgrund der Fihigkeit einiger Arten, Methan
(CH,) zu produzieren — erheblich zugenommen (Abb. 2).

Biomasse
(Polysaccharide, Lipide, Proteine)

Bacteria b
- . - i rotozoa
Ruminale Mikrobiota | Fungi %, %
o ¢ o bt
- = A
Aminoséauren =
Proteinsynthese an aerObe Garung
Lipidsynthese Wechselwirkungen
Abbau der Kohlenhydrate zum Pyruvat :
einige —
wichtige Glucose 2 Pyruvat + 4H
Stoffwechsel- weiterer Umbau:
fad
plade Pyruvat + H,O = Acetat + CO, +2H
Pyruvat +4H ~* Propionat + H,O freilebend  endosymblotisch
2 Acetat+4H > Butyrat + 2H.0 °g°
Methanogenese der Archaeen: iﬁ?
CO; + 8H _.\I/ CH, + 2H,0 Methanogene
CH,

Abb. 2 Schematische Darstellung der anaeroben Verdauung von Biomasse mit abschlieBender Methanbildung durch
archaeelle Methanogene

CH, wird durch methanogene Archaeen produziert; eine vielfiltige Gruppe obligat anaerober
Archaea. Ihre CH,-Synthese kann als Endprodukt ihrer speziellen Atmung angesehen werden.
Die CH,-Bildung ist aus zweierlei Hinsicht problematisch: CH, fiihrt einerseits zu einem Ener-
gieverlust zwischen 5% bis 12 % der aufgenommenen Energie (FLACHOWSKY und BRADE
2007). Und zum anderen wird das Treibhausgas CH, von ihnen erzeugt, das wiederum der
Wirt in die Umwelt freisetzt. Der Pansen beinhaltet zusétzlich ein komplexes Virom, dessen
Viren systematisch die Zellen von Eukaryoten bzw. Prokaryoten befallen.

So wird der Pansen von einer grofen Anzahl von Bakteriophagen® bewohnt, die wahr-
scheinlich dazu beitragen, dass eine ,,Homoostase* der mikrobiellen Population erreicht wird.

3 Im Allgemeinen sind Phagen sehr wirtsspezifisch.
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Schitzungen nennen hier bis zu 10" Phagenpartikel pro Gramm Panseninhalt (NAGARAJA
2012). Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf die Ubertragung von genetischem Material (= ho-
rizontaler Gentransfer) zwischen verschiedenen Bakterien-Species einerseits und/oder zwi-
schen Bakterien und beispielsweise bewimperten Protozoen andererseits.

3. Zusammensetzung der ruminalen Bakteriengemeinschaften in Abhéngigkeit vom
Alter des Wirtes, der Fiitterung und Pansenbesiedlung

3.1 Vorbemerkung

Im Laufe des Lebens sowie bei veridnderter Fiitterung kommt es zu kontinuierlichen Verschie-
bungen in der Zusammensetzung des ruminalen Mikrobioms, die wiederum auch durch das
Genom des Wirtes und weitere Einflussgrofen (z. B. Jahresverlauf, Hitzestress) beeinflusst
wird. So gibt es Unterschiede zwischen dem priruminalen Mikrobiom eines ,, Trianke*-Kalbes
und dem Mikrobiom eines adulten Tieres.

Im ,reifen” Pansen ausgewachsener Tiere ist die Besiedlung des Pansens nachhaltig von
den eingesetzten Futtermitteln und damit der Nutzungsrichtung (z. B. laktierende oder tro-
ckenstehende Milchkiihe, Mastbullen) und dem besiedelten ,,Pansen‘‘-Habitat einschlielich
weiterer morphologisch-physiologischer Besonderheiten des Wirts (z. B. Pansenvolumen) ab-
hingig. Diese vielfiltigen Einfliisse und Interaktionen sollen nachfolgend detaillierter be-
schrieben werden.

3.2 Effekte des Alters

Bei Wiederkiuern ist der Gastrointestinaltrakt, einschlieBlich Vormagenkomplex, bei der Ge-
burt steril. Allerdings wird er bereits in den ersten 24 h nach der Geburt rasch mit Bakterien
besiedelt. Gleichzeitig setzen anatomische Verdnderungen, speziell in der Struktur der Pan-
senwand, ein. Der Haubenrinnenreflex bei Kélbern stellt sicher, dass die aufgenommene Milch
auf kiirzestem Weg direkt in den Labmagen transportiert wird, wo sie durch das Lab und die
Salzsdure gerinnt.

Die priruminalen Wandstrukturen — verbunden mit einer gleichzeitigen Verfiigbarkeit von
Nihrstoffen — stellen offensichtlich vom zweiten Lebenstag an komfortable Nischen fiir die
(Erst-)Besiedlung mit Mikroorganismen dar; neben proteolytischen Bakterien auch bereits fiir
cellolytische Mikroben oder Methanogene. Protozoen sind etwa ab der dritten Woche nach
der Geburt zu beobachten. Li et al. (2012) untersuchten die praruminalen Mikrobiota von un-
terschiedlich alten ménnlichen Holstein-Kilbern (14 Tage [d] bzw. 42 d nach der Geburt; ge-
fiittert mit einem Standard-Milchaustauscher) und identifizierten das Vorkommen von 15
bakteriellen Phyla. Die mikrobiellen Communities wurden von den Stimmen Bacteroidetes,
Firmicutes und Proteobacteria dominiert.

Auch Wu et al. (2012) zeigen, dass die ruminalen Bakteriengemeinschaften bei Kilbern,
Milchkiihen oder Mastbullen deutlich verschieden waren; bei einer beeindruckenden mikro-
biellen Vielfalt und Komplexitit in allen drei Tiergruppen. Sie konnten insgesamt 21 Stimme,
31 Klassen, 93 Familien und 219 verschiedene Gattungen nachweisen (Tab. 1).
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Tab. 1 Mittlere Anzahl nachgewiesener bakterieller Taxa bzw. OTU’s im Pansen in Abhéngigkeit vom Alter bzw.
der Nutzungsrichtung/Rasse

Tiergruppe/ Taxa OTU’s
Untersuchungsmaterial Stamm Klasse Familie Gattung
(Phylum) (Classis) (Familia) (Genus)

Kilber (HF-Bullenkilber, 12,3 20,0 49,0 97,0 133,3
ca. 42 d alt)
,reifer Pansen bei laktieren- 17,3 22,8 41,0 73,8 537.,5

den Milchkiihen (HF-Kiihe)

Mastbullen (ca. 270 kg) 15,6 223 39,4 76,5 499,6

gesamt 21 31 93 219 1079

Quelle: Wu et al. 2012 (gekiirzt). OTU’s — Operative taxonomische Einheiten

3.3 Fiitterung adulter Rinder

Bei Wiederkiuern mit einem reifen Pansen gelangen die Futtermittel — nach fliichtigem Kauen
— mit dem Abschlucken in den Hauben-Pansen-Raum. Dort ist eine Schichtung (Gasschicht,
Faserschicht, Fliissigkeitsschicht [= Pansensee]) gegeben. Der Umfang des mikrobiellen Ab-
baus im Pansen ist von der Abbaugeschwindigkeit sowie der Verweildauer des Futtermittels
im Pansen abhiingig (Abb. 2).

Wihrend die Verweildauer durch die Hohe der Futteraufnahme und das tierseitig vorhan-
dene Pansenvolumen modifiziert wird, hingt die Geschwindigkeit des Abbaus beispielsweise
der Kohlenhydrate in den Vormégen weitgehend von der Art einschlieBlich der technischen
Aufbereitung (mechanische Zerkleinerung) der verabreichten Futtermittel (zellulosereiche
oder stidrkereiche Fiitterung) ab (Abb. 3).

Zusitzlich veridndern sich sowohl Struktur als auch Transportfunktionen des Pansenepithels
von Wiederkduern in Abhingigkeit von der Fiitterung. Bei vermehrter Aufnahme von Kraft-
futter, die erhebliche Veridnderungen der Pansenfliissigkeit nach sich zieht (erhohte Konzen-
tration von kurzkettigen Fettsduren, pH-Absenkung usw.), nimmt bekanntermaf3en die Anzahl
und GroBe der Zotten zu, die Verhornung wird stirker und Transportleistungen fiir Ionen wer-
den erhoht (VON DER SCHULENBURG 2005).

Der Ablauf und die Regulation dieser Adaptationsvorginge werden allerdings bislang nur
unzureichend verstanden.

Von besonderer Bedeutung fiir den Umfang der Umsetzungen in den Vormigen ist, vor
allem bei Milchkiihen, die Verweildauer des aufgenommenen Futters im Pansen, d. h. die Pas-
sagerate durch die Vormégen. Bestitigt werden die dargestellten Zusammenhinge durch zahl-
reiche Fiitterungsversuche. So zeigten beispielsweise BELANCHE et al. (2012), dass bei
Verabreichung einer ballaststoffreichen Diét die Kiihe einen htheren pH-Wert im Pansen, eine
hohere Ammoniakkonzentration und einen hoheren Anteil an Acetat und Propionat gegeniiber
einer ballaststoffarmen Ration hatten.

Eine ballaststoffreiche Fiitterung erhoht in der Regel die ruminale Bakterienvielfalt ein-
schlieBlich der relativen Héaufigkeit der Protozoen, anaeroben Pilze und Methanogene; summa
summarum derjenigen von cellulolytischen Mikroorganismen (Abb. 3).
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Abb. 3 Schematische Darstellung moglicher Verdnderungen im Pansen in Abhingigkeit von der Rationsgestaltung

3.4 Bewertung von Kotproben

Die Analyse fakaler Metagenome von Menschen hat zwischenzeitlich in der Humanmedizin
breiten Eingang gefunden. Auch besteht zwischenzeitlich im humanen Bereich die Moglichkeit
(gegen Kostenbeteiligung), aus einer individuellen Stuhlprobe das mikrobielle Profil der
Darmbakterien zu sequenzieren und so ,,sein individuelles Darmmikrobiom* analysieren zu
lassen.* Die mikrobielle Besiedlung humaner Kotproben reprisentiert das individuell vorhan-
dene Mikrobiom am Ende des Gastrointestinaltraktes (Rektum). Rektal gewonnene Kotproben
von Rindern sind zwischenzeitlich gleichfalls wiederholt genutzt worden, um die tierindivi-
duelle mikrobielle Besiedlung bzw. mégliche Effekte differenzierter Rationen auf das zuge-
horige Mikrobiom zu erfassen (DURSO et al. 2012, Kim et al. 2014).

Die dominierenden bakteriellen Phyla waren in den Kotproben von DURrso et al. (2012)
Firmicutes und Bacteroidetes. Firmicutes war vor allem in der sehr kraftfutterreichen Fiitte-
rungsgruppe dominierend (Abb. 4).

4 Siehe Portal ,,my.microbes* des EMBL Heidelberg.

Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 47-57 (2016) 53



Wilfried Brade

0,79_0,63
1,85 OFirmicutes

4,4
OBacteroidetes
B Proteobacteria
29,5 O Actinobacteria

B Tenericutes

62,8 Bsonstige

Abb. 4 Prozentanteil verschiedener Bakterienstimme in Kotproben von Mastrindern (Quelle: DUrso et al. 2010 —
eigene Darstellung)

Insgesamt belegen vorliegende Untersuchungsergebnisse, dass die fikale bakterielle Mikro-
bengesellschaft signifikante strukturelle Haufigkeitsunterschiede zwischen verschiedenen Fiit-
terungsgruppen zu manifestieren vermag.

4. Archaeen

4.1 Generelle Aspekte

Archaeen sind einzellige Organismen und werden, wie die Bakterien, zu den Prokaryoten ge-
zihlt. Ihre separate Stellung resultiert aus ihren speziellen physiologisch-biochemischen, ge-
netischen sowie strukturellen Merkmalen. So belegt bereits der Aufbau ihrer Zellwand
deutliche Unterschiede zu den anderen Doménen. Besonders interessant ist ihr ungewohnlicher
Stoffwechsel (Abb. 2). Die Methanogenese wird von Archaeen betrieben, die alle zum Phylum
der Euryarchaeota gehoren (Kim 2012). Die CH,-bildenden Archaeen im Pansen sind sowohl
in der Pansenfliissigkeit zu finden bzw. am Pansenepithel des Wirtes befestigt.

Kim (2012) priifte die erforderlichen Substrate fiir verschiedene Species (Linien) der Gat-
tungen Methanobrevibacter, Methanobacterium und Methanospaera. So benédtigt Methano-
brevibacter olleyae (229/11) fiir sein Wachstum die Anwesenheit von H, und CO,.
Demgegeniiber wichst Methanobrevibacter ruminantium (M1) nicht in einem ausschlieflichen
H,/CO,-Substrat. Es benotigt zusétzlich Acetat oder Formiat und wéchst besonders, wenn
neben H, und CO, gleichzeitig zusitzlich eine Kombination von Acetat, Formiat und Methanol
vorhanden ist (Tab. 2).

Obwohl die methanogenen Archaeen nur einen kleinen Teil der mikrobiellen Biomasse im
Pansen ausmachen, spielen sie somit eine enorm wichtige Rolle in der gesamten Pansenphy-
siologie. Ihre Fahigkeit, H, direkt zu verwerten, reduziert die inhibitorische Wirkung von H,
auf die gesamte mikrobielle Fermentation im Pansen.
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Tab. 2 Effekte verschiedener Substrate fiir das Wachstum ausgewihlter Methanogene

Getestete Methanogene Substratkombination beobachtetes Wachstum
Spezies (Linie/Genotyp)
Methanobrevibacter olleyae (229/11) H,/CO, +++
H,/CO, + Acetat ++
Methanobrevibacter smithii (R4C) H,/CO, +
H,/CO, + Acetat +
Methanobrevibacter ruminantium (M1) H,/CO, -
H,/CO, + Acetat + bis +++
H,/CO, + Formiat ++ bis +++
H,/CO, + Formiat + Methanol + Acetat ++ bis +++

Quelle: Kim 2012 (gekiirzt). — kein Wachstum, + wenig Wachstum, +++ sehr gutes Wachstum.

4.2 Regulation der Genaktivitdten im Rahmen der archaellen Methanogenese

Die Gesamtheit der Gene eines Organismus, egal ob Wirt oder Symbiont, stellt eine riesige
Menge an Information dar. Vergleichsweise wenige Gene werden stindig zur Aufrechterhal-
tung der Grundfunktionen einer lebenden Zelle benétigt. Thre Aktivitit wird reguliert, d.h.,
sie werden je nach Bedarf ,,an- oder abgeschaltet”. Als Transkriptom bezeichnet man die Ge-
samtheit der RNA-Molekiile einer Zelle als Produkte derjenigen Gensequenzen, die gerade
,angeschaltet sind (= ,,RNA-Profil*).

SHI et al. (2014) haben sich erstmalig genau dieser Fragestellung im Zusammenhang mit
der Methanproduktion bei Schafen gestellt. Sie nutzten zwei Schafgruppen: Schafe mit hoher
bzw. niedriger Methanproduktion bei gleicher Diit (ad libitum).

Die Struktur der ruminalen mikrobiellen Gemeinschaft zwischen den beiden Schafgruppen
erklérte nur einen Teil der Emissionsunterschiede. Keine der beteiligten Doménen (Bacteria,
Archaea, Eukaryota) zeigten eine signifikante Verdnderung der relativen Héufigkeit zwischen
den niedrigen bzw. hohen CH,-Emittenten (SHI et al. 2014). Demgegeniiber war die Genex-
pression deutlich mit der Methanproduktion gekoppelt. Fiir sieben von zehn enzymgesteuerten
Schritten in der Methanogenese beobachteten SHi et al. (2014) signifikante Zunahmen beziig-
lich der Héufigkeit der Transkripte je enzymverschliisselndes Gen bei den hoch CH,-emittie-
renden Schafen.

Die Expression von Genen, die an der Methanproduktion beteiligt sind, differierte deutlich
zwischen den beiden Schafgruppen. Das deutet darauf hin, dass auch der Genregulation, viel-
leicht durch die H,-Konzentration im Pansen oder durch eine tierindividuelle Variation der
Verweilzeit des Futters im Pansen gesteuert, eine Bedeutung zukommt.

5. Diskussion

Methanogene gehen eine enge symbiotische Beziehung — zwecks H,-Transfer mit anderen
Mikroorganismen im Pansen, einschlielich Protozoen — ein.
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Die Herstellung von H, von einer Spezies und seine Verwertung von anderen, die auch als
Inter-Spezies-H,-Transfer bezeichnet wird, ist eine wichtige mikrobielle Interaktion im Pansen.
Obwohl die Methanogene nur ca. 1 % bis 4 % an der Gesamtmikrobiellen-Population im Pan-
sen ausmachen, stellt ihre Methanogenese somit einen zentralen Pfad dar, um den anfallenden
Wasserstoff ,,vor Ort* zu verstoffwechseln.

Ein kiinftig moglicher Schliissel zur weiteren Reduktion der Methanproduktion liegt somit
darin, alternative Wege zu finden, um den H, gleich fiir solche Produkte zu verwerten, die
vorteilhafterweise durch den Wirt (Host) weitergenutzt werden konnen.

Moglicherweise ist die Beeinflussung der Genexpression zukliinftig — neben der gezielten
strukturell-funktionellen Beeinflussung des Pansenmikrobioms — ein vollig neuer Weg, die
ruminale Methanproduktion der Wiederkiuer gezielt zu verindern.

SchlieBlich spielt auch der Standort des Wirts mit seinen zugehdrigen differenzierten Um-
welt- und Fiitterungsbedingungen eine Rolle, welche mikrobielle Vielfalt im Host zu finden
ist. Es sollte deshalb auch nicht ausgeschlossen werden, dass standortspezifische Aspekte zu-
kiinftig zusitzlich zu beachten bleiben und davon abhiingig verschiedene Wege beziiglich einer
angestrebten Minderung der CH,-Emissionen bei Wiederkiuern verfolgt werden miissen. Das
Verstdndnis der symbiotischen Beziehungen innerhalb des ruminalen Mikrobioms sowie zwi-
schen Wirt und seinem ruminalen Mikrobiom bzw. Fiitterung und Mikrobiom ist ein wichtiger
Schliissel, um die Milch- und Fleischerzeugung immer effizienter und umweltgerechter zu
gestalten. Eine intensivere Grundlagenforschung zu dieser komplexen Thematik wire auch
in Deutschland wiinschenswert.

Literatur

BELANCHE, A., DOREAU, M., EDWARDS, J. E., MOORBY, J. M., PINLOCHE, E., and NEwBOLD, C. H. J.: Shifts in the
rumen microbiota due to the type of carbohydrate and level of protein ingested by dairy cattle are associated with
changes in rumen fermentation. J. Nutr. /42, 1684-1692 (2012)

BRADE, W.: Das ruminale Mikrobiom des Rindes: neuere Erkenntnisse und Ziele aktueller Forschungsaktivititen.
Prakt. Tierarzt 95, 67-74 (2014)

CREEVEY, C. H.J., KELLY, W. J., HENDERSON, G., and LEAHY, S. C.: Determining the culturability of the rumen bac-
terial microbiome. Microb. Biotechnol. 7, 467-479 (2014)

Durso, L. M., HARHAY, G. P., SMiTH, T. P. L., BoNO, J. L., DESANTIS, T. Z., HARHAY, D. H., ANDERSEN, G. L., KEEN,
J. K., LAEGREID, W. W., and CLAWSON, M. L.: Animal-to-animal variation in fecal microbial diversity among beef
cattle. Appl. Envirom. 76, 4859-4862 (2010)

Durso, L. M., WELLS, J. E., HARHAY, G. P., Rice, W. C., KUEHN, L., BoNO, J. L., SHACKELFORD, S., WHEELER, T., and
Smirt, T. P.: Comparison of bacterial communities in faeces of beef cattle fed diets containing corn and wet dis-
tillers* grain with solubles. Lett. Appl. Microbiol. 55, 109-114 (2012)

FLACHOWSKY, G., und BRADE, W.: Potenziale zur Reduzierung der Methan-Emissionen bei Wiederkéduern. Ziich-
tungskde. 79, 417-465 (2007)

HUTTENHOWER, C., GEVERS, D., KNIGHT, R., ABUBUCKER, S., BADGER, J. H., et al.: Structure, function and diversity
of the healthy human microbiome. Nature 486, 207-214 (2012)

KM, C. C.: Identification of rumen methanogens, characterization of substrate requirements and measurement of
hydrogen threshold. Master-Thesis. Massey-University, Palmerston North, News Zealand (2012)

Kim, M., KM, J., KUEHN, L. A., BoNo, J. L., BERRY, E. D., KALCHAYANAND, N, FREETLY, H. C., BENSON, A. K., and
WELLS, J. E.: Investigation of bacterial diversity in the feces of cattle fed different diets. J. Anim. Sci. 92, 683—-694
(2014)

LEY,R. E., TURNBAUGH, P. J., KLEIN, S., and GORDON, J. I.: Microbial ecology: human gut microbes associated with
obesity. Nature 444, 1022—1023 (2006)

L1, R. W., ConNOR, E. E., LI, C., BALDWIN, R. L., and SPARKS, M. E.: Characterization of the rumen microbiota of
pre-ruminant calves using metagenomic tools. Environm. Microbiol. /4, 129-139 (2012)

56 Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 47-57 (2016)



Phdnotypisierung des ruminalen Mikrobioms bei Wiederkduern

LN, C.,RASKIN, L., and STAHL, D. A.: Microbial community structure in gastrointestinal tracts of domestic animals:
comparative analyses using rRNA targeted oligonucleotide probes. FEMS Microbiol. Ecol. 22, 281-294 (1997)

NAGARAJA, T. G.: A microbiologist’s view on improving nutrient utilization in ruminants.
http://dairy.ifas.ufl.edu/rns/2012/11NagarajaRNS2012.pdf (2012)

PROCTOR, L. M..: The Human Microbiome: A true story about you and trillions of your closest (microscopic) friends.
http://www.actionbioscience.org/genomics/the_human_microbiome.html (2013)

SHI, W., MooN, Ch. D., LEAHY, S. C., KANG, D., FRoOULA, J., KITTELMANN, S., FaN, C., DEUTSCH, S., GAGIC, D., SEE-
DORF, H., KELLY, W. J., ATUA, R ., SANG, C., SONI, P., Li, D., PINARES-PATINO, C. S., MCEWAN, J. C., JANSSEN, P. H.,
CHEN, F., VISEL, A., WANG, Z., ATTWoOD, G. T., and RUBIN, E. M.: Methane yield phenotypes linked to differential
gene expression in the sheep rumen microbiome. Genome Res., doi:10.1101/gr.168245.113 (2014)

VON DER SCHULENBURG, A.: Untersuchung der Adaptation des Pansenepithels im zeitlichen Verlauf. Diss., Freie Uni-
versitit Berlin (2005)

Wu, S., Ransowm, 1., BALDWIN 6th, WEIZHONG, L., CONGJUN, L., ERIN, E., CONNOR, E. R., and ROBERT, W. L.: The
bacterial community composition of the bovine rumen detected using pyrosequencing of 16S rRNA genes. Metage-
nomics /, Article ID 235571, doi:10.4303/mg/235571 (2012)

Prof. Dr. habil. Wilfried BRADE

TiHo Hannover und Norddeutsches Tierzuchtberatungsbiiro
Zur Koppenheide 8

18181 Graal-Miiritz (Ostsee)

Bundesrepublik Deutschland

Tel.:  +49 38206 149807

E-Mail: wilfried.brade@t-online.de

Nova Acta Leopoldina NF 727, Nr. 409, 47-57 (2016) 57



Geist — Gehirn — Genom - Gesellschaft
Wie wurde ich zu der Person, die ich bin?

Vortrige anlésslich der Jahresversammlung
vom 20. bis 22. September 2013 in Halle (Saale)

Nova Acta Leopoldina N. F. Bd. 7120, Nr. 405
Herausgegeben von Onur GUNTURKUN (Bochum) und
Jorg HACKER (Halle/Saale)

(2014, 252 Seiten, 54 Abbildungen, 1 Tabelle, 29,95 Euro,
ISBN: 978-3-8047-3322-0)

Die Frage ,,Wie wurde ich zu der Person, die ich bin?* betrifft jeden ganz unmittelbar.
Der Band zeigt die Bedingungen, Prozesse und Einflussfaktoren auf, die uns in der In-
teraktion mit unserer Umwelt zu einzigartigen Individuen werden lassen. Er behandelt
unser gegenwértiges Wissen iiber die natiirlichen und kulturellen Wurzeln menschlicher
Individualitédt aus verschiedenen Perspektiven, die von der Humangenetik und Neuro-
biologie iiber die Psychologie und die Verhaltens- bzw. Kognitionswissenschaften bis
hin zu Philosophie, Wissenschaftsgeschichte und Ethik reichen. In der Sicht der klassi-
schen Bio- und Gesellschaftswissenschaften determiniert die im Genom des Menschen
gespeicherte Information im Laufe der friithen Ontogenese den Aufbau des Gehirns, das
so entstandene Gehirn schafft den Geist, und durch die Interaktion von Individuen ent-
stehen gesellschaftliche Strukturen. Diese lineare Kausalititskette ist aber nach unseren
heutigen Erkenntnissen keineswegs vollstandig. Gesellschaftliche Strukturen wirken auf
das Denken von Individuen zuriick, sodass sich Geist und Gesellschaft reziprok beein-
flussen. Unser Denken beeinflusst auch unser Gehirn. Neuronale Prozesse wirken auf
die Aktivitidtsmuster des Genoms zuriick. Genom und Gesellschaft interagieren. Geist
und Genom stehen ebenfalls in einem Wechselspiel. Der Komplexitit dieses Netzwerks
aus Geist — Gehirn — Genom — Gesellschaft spiirt der Band in vielen Facetten auf aktu-
ellem Wissensstand nach.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Quantifizierung in der Morphologie —
Wozu und wie?'

Riidiger WANKE (Miinchen)

Zusammenfassung

In zahlreichen biomedizinischen Disziplinen haben Messungen und dadurch generierte quantitative Daten eine lange
und erfolgreiche Geschichte und werden in der Tat als unverzichtbar erachtet. In den morphologisch orientierten
Fachgebieten der Biologie und der Medizin ist dagegen der traditionelle und fiir lange Zeit der alleinige Untersu-
chungsansatz rein deskriptiver Natur. Abgesehen von einigen historischen Berichten werden quantitativ-morpholo-
gische Untersuchungen erst seit Mitte der 1960er Jahre in grolerem Umfang durchgefiihrt. Seit dieser Zeit hat sich
das Gebiet der quantitativen Morphologie in beeindruckender Weise entwickelt und hdufig nicht nur als hilfreich,
sondern als entscheidend fiir die Beantwortung einer Vielzahl biomedizinischer Fragestellungen erwiesen.

Durch Quantifizierung konnen morphologische Befunde objektiv und reproduzierbar erfasst und statistisch aus-
gewertet werden. Fiir die Aufkldarung von Beziehungen zwischen Struktur und Funktion kann durch quantitativ-
morphologische Untersuchungen das notwendige strukturelle Pendant zu funktionellen Datensitzen geliefert
werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die durch Messungen ermoglichte Detektion von strukturellen Verdnde-
rungen, die durch subjektive Anschauung nicht erkennbar sind. Mikroskopische Untersuchungen von biologischem
Material erfolgen iiblicherweise an Schnittpriparaten. Die Verwendung von Schnitten ist jedoch verkniipft mit
einem Verlust an topologischer Information sowie einer dimensionalen Reduktion. So préisentieren sich im Schnitt
n-dimensionale Objekte als (n—1)-dimensionale Strukturen. Messungen an Schnittpréiparaten sind mit Hilfe com-
putergestiitzter Bildanalysesysteme einfach durchzufiihren. Schwierigkeiten ergeben sich jedoch, wenn diese pla-
nimetrischen Daten in einem biologischen Sinne interpretiert werden sollen. Fiir eine raumliche Interpretation von
Schnittprofilen dreidimensionaler Objekte sind stereologische Methoden erforderlich.

Abgesehen von traditionellen, auf geometrischen Modellannahmen basierenden Methoden stehen inzwischen
zahlreiche modellfreie stereologische Methoden (design-based stereology) sowie eftiziente Stichprobenverfahren
zur Vertiigung, wodurch die Einsatzmdoglichkeiten der quantitativen Stereologie in der Biomedizin enorm erweitert
wurden.

Abstract

In numerous biomedical disciplines measurements and with it generated quantitative data have a long and successful
history and are indeed considered as indispensable. The traditional and for a long time the only approach to per-
forming analyses in the morphological disciplines of biology and medicine is purely descriptive in nature, however.
Apart from several historical reports quantitative-morphological studies have been performed on a larger scale only
since the mid 1960°s. Since that time, the field of quantitative morphology has developed in an impressive way and
not only proved helpful, but as decisive for answering a wide variety of biomedical questions. By quantifying, mor-
phological findings can be objectively and reproducibly recorded and statistically evaluated. For the elucidation of
relationships between structure and function the necessary structural counterpart to functional data sets can be pro-
vided by quantitative morphological examinations. Another important aspect made possible by measuring is the de-
tection of structural changes that escape subjective judgement. Microscopic studies of biological material are usually
carried out on sections. The use of sections is, however, associated with a loss of topological information, and a di-

1 Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. Erwin DAHME in Verehrung zu seinem 90. Geburtstag gewidmet.

59



Riidiger Wanke

mensional reduction, i.e. n-dimensional objects are represented on the sectional plane as (n-1)-dimensional structures.
Measurements on sections can easily be performed with computer-assisted image analysis systems. However, dif-
ficulties arise when these planimetric data should be interpreted in a biological sense. For a spatial interpretation of
profiles from 3-dimensional objects stereological methods are required. Apart from traditional model-based stereo-
logical methods numerous model-independent stereological methods (design-based stereology) and efficient sam-
pling designs are available whereby the applications of quantitative stereology in biomedicine were expanded
enormously.

1. Einleitung

Die Quantifizierung von Eigenschaften eines Untersuchungsgegenstandes durch Messungen
hat in zahlreichen Wissenschaften, wie etwa den Natur- oder den Materialwissenschaften,
aber auch in verschiedenen Fachgebieten der Biowissenschaften eine sehr lange Geschichte
mit iiberaus beeindruckenden Erfolgen. Im Unterschied dazu erfolgte in den morpholo-
gischen Disziplinen der Biologie und Medizin iiber lange Zeit lediglich eine qualifizie-
rende Beschreibung von Beobachtungen. Erste Mitteilungen iiber die Vermessung von
Gewebestrukturen sind zwar bereits im Schrifttum des 18. Jahrhunderts zu finden (WEIBEL
1963), in groBerem Male und befliigelt durch die technischen Fortschritte in der Licht- und
Elektronenmikroskopie werden jedoch derartige Untersuchungen erst seit den 1960er Jahren
durchgefiihrt. Inzwischen haben sich quantitative Verfahren in den morphologischen Fach-
gebieten der Biologie und der Medizin einen festen Platz erobert und erweisen sich von
zunehmender Bedeutung fiir die Beantwortung von komplexen biomedizinischen Fragestel-
lungen.

2. Zweck und Ziele der Quantifizierung in der Morphologie

Wenden wir uns zunéchst der grundsétzlichen Frage zu, weshalb iiberhaupt Messungen durch-
gefiihrt werden miissen, um morphologische Strukturen unter quantitativen Aspekten mit hin-
reichender Sicherheit beurteilen zu kénnen.

Das visuelle System des Menschen verfiigt liber erstaunliche Fihigkeiten bei der Erken-
nung von Mustern und der Dekomposition komplexer Bilder, ist aber nicht optimiert fiir die
Beurteilung quantitativer Eigenschaften von Objekten wie etwa Grofien oder Dichten (WANKE
2002). Die ausgeprigte Befdhigung zur visuellen Mustererkennung ermdoglicht uns, Objekte
selbst dann rasch und sicher identifizieren zu konnen, wenn diese nur partiell sichtbar oder in
stark abstrahierter Form abgebildet sind (Abb. 1). Anschauliche Beispiele hierfiir bieten unter
anderem skizzenhafte Karikaturen prominenter Personlichkeiten.

Fiir die Erfassung von quantitativen Objektmerkmalen ist unser visuelles System dagegen
weniger gut geeignet. So bereitet es uns beispielsweise Schwierigkeiten, Aussagen iiber Un-
terschiede beziiglich der GroBe oder der Zahl von Objekten zu machen, selbst wenn es sich
hierbei um einfache geometrische Figuren handelt und wir die zu vergleichenden Abbildungen
gleichzeitig und unmittelbar nebeneinander positioniert betrachten kénnen (Abb. 2). Dariiber
hinaus ist unser visuelles System anfillig fiir Tiuschungen. Dies lédsst sich eindrucksvoll an-
hand der zahlreichen Beispiele fiir visuelle Illusionen demonstrieren (Abb. 3, 4), die ebenso
verbliiffend wie faszinierend sind und verschiedenen Kategorien (geometrische Illusionen,
Bewegungsillusionen, Farbillusionen, Kontrastillusionen usw.) zugeordnet werden konnen.
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In den Neurowissenschaften werden visuelle Illusionen seit langem genutzt, um das visuelle
System und die seiner Funktionsweise zugrundeliegenden neurophysiologischen Prozesse zu
erforschen (EAGLEMAN 2001).

Abb. 1 Beispiel fiir die Leistungsfidhigkeit des menschlichen visuellen Systems bei der Mustererkennung: Wenige
Linien geniigen, um das dargestellte Objekt erkennen zu kénnen.

Abb. 2 Beispiel fiir die limitierten Fihigkeiten des menschlichen visuellen Systems bei der quantitativen Beurteilung
von Bildelementen: Ohne Messung respektive Zdhlung sind die zwischen den Abbildungen A und B bestehenden
Unterschiede hinsichtlich der mittleren Grofe, der Groenvariation, der numerischen Fldchendichte und der Anzahl
der Kreisprofile faktisch nicht zu benennen.
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A B

Abb. 3 Visuelle Illusion: Die Kreisscheibe im Zentrum des Ringes aus groleren Kreisscheiben (B) erscheint kleiner
als diejenige im Zentrum des Ringes aus kleineren Kreisscheiben (A). Tatséchlich sind die zentralen Kreisscheiben
jedoch identisch. Die nach Hermann EBBINGHAUS benannte und auch unter der Bezeichnung Titchener Tduschung
bekannte Illusion (KNOL et al. 2015) veranschaulicht, dass die GroBenbeurteilung von Objekten durch benachbarte
Objekte beeinflusst wird.

A B
Abb. 4 Visuelle Illusion: In (A) erscheint die untere schwarze Bogenfigur grofier als die obere weille Figur; tauscht
man die Figuren aus, so erscheint nunmehr die schwarze kleiner als die weile Figur. Obwohl alle vier Figuren die
identische GroBe haben, nehmen wir jeweils die untere Figur als die groere wahr. Joseph JASTROW hat diese Illusion
erstmals beschrieben und verwendet, um zu illustrieren, dass sich unser visuelles System bei der vergleichenden Be-
urteilung von Fldchen an der Linge der diese begrenzenden Linien orientiert. Das der Illusion zugrundeliegende Prin-
zip besteht darin, dass Léngenunterschiede gegeniibergestellter Grenzlinien auf den Vergleich der Flidcheninhalte der

Figuren iibertragen werden (JASTROW 1892). Die Abbildung wurde dankenswerterweise von Herrn Dr. Andreas
BLUTKE, Institut fiir Tierpathologie, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen, angefertigt.

Bemerkenswert in Bezug auf visuelle Illusionen wie auch andere Sinnestduschungen ist das
Problem der kognitiven Impenetrabilitdt (BACH und PoLOSCHEK 2006). So dndert sich an der
tduschenden Wahrnehmung auch dann nichts, wenn wir eine bestimmte visuelle Illusion bereits
kennen und wir gegebenenfalls auch noch Informationen iiber ihr Zustandekommen besitzen.
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Die genannten Schwichen unseres visuellen Systems begriinden die gegeniiber der quantita-
tiven Beurteilung von Bildelementen durch subjektive Anschauung angebrachte Skepsis und
liefern ein gewichtiges Argument fiir die Durchfiihrung von Messungen zur Objektivierung
morphologischer Befunde. Zu den Hauptzielen der quantitativen Morphologie gehort somit
die Gewinnung von objektiven und reproduzierbaren morphologischen Untersuchungsergeb-
nissen. Wie die rasant angestiegene Zahl entsprechender Publikationen zeigt, haben sich quan-
titative Methoden inzwischen einen festen Platz in der Anatomie und der Pathologie erobert.
Diesbeziiglich sei exemplarisch auf einige Ubersichtsartikel verwiesen, die sich mit quantita-
tiv-morphologischen Analysen der Lunge (MUHLFELD et al. 2015), des Gehirns (ScHMITZ und
Hor 2005), der Nieren (NYENGAARD 1999), des Herzens (MUHLFELD et al. 2010) und der Haut
(Kamp et al. 2009) befassen.

Einen Anwendungsbereich fiir quantitativ-morphologische Methoden in der Pathologie
bildet die Objektivierung des Schweregrades von Gewebsalterationen. Histopathologische
Diagnosen zeichnen sich in aller Regel durch eine hohe Reproduzierbarkeit aus, wohingegen
die subjektive Beurteilung des Schweregrades histopathologischer Veridnderungen eine hohe
Untersuchervariabilitdt aufweisen und mit erheblichen Fehleinschédtzungen verbunden sein
kann (BaAK et al. 2002, FRANZEN et al. 2005). Messdaten erlauben dagegen eine objektive
Beurteilung des Schweregrades histopathologischer Verdnderungen und liefern gleichzeitig
die notwendige Grundlage fiir eine gegebenenfalls angestrebte statistische Auswertung. Mit
den nachfolgenden Anwendungsbeispielen sollen die vielfdltigen Nutzungsmoglichkeiten
quantitativ-morphologischer Methoden bei der Bearbeitung eines breiten Spektrums biome-
dizinischer Fragestellungen illustriert werden.

Ein erstes Beispiel bieten unsere Studien an Mausmutanten mit Modellcharakter fiir die
Uromodulin-assoziierten Nephropathien des Menschen. Der Schweregrad der bei zwei, un-
terschiedliche Mutationen des Uromodulin-Gens aufweisenden Mauslinien auftretenden ne-
phropathologischen Verinderungen (interstitielle Fibrose, Tubulusatrophie, Entziindungs-
zellinfiltrate) wurde durch quantitative Methoden objektiv erfasst und erwies sich als abhiingig
vom Alter, dem Genotyp und dem Allelstatus. Mit den erzielten Ergebnissen war es erstmals
moglich, in vivo einen Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des Auftretens sowie der Ge-
schwindigkeit der Progression dieser Nephropathie einerseits und der Art der ursdchlichen
Mutation des Uromodulin-Gens sowie dem Allelstatus andererseits aufzuzeigen (KEMTER et
al. 2013, WANKE et al. 2015).

Ein wichtiges Anwendungsgebiet quantitativ-morphologischer Methoden in der biomedi-
zinischen Forschung ist die Phinotypcharakterisierung genetisch modifizierter Modellorga-
nismen. Beispiele hierfiir bieten die bei diversen neuartigen murinen (HERBACH et al. 2005,
2007,2011, vaN BURCK et al. 2010) respektive porzinen (RENNER et al. 2010, 2013) Diabetes-
modellen durchgefiihrten quantitativ-morphologischen Analysen, die zu wertvollen Erkennt-
nissen hinsichtlich der krankheitsrelevanten Verdnderungen des endokrinen Pankreas gefiihrt
und Riickschliisse auf die beteiligten Pathomechanismen ermoglicht haben. Auch bei der funk-
tionellen Charakterisierung von Komponenten des Wachstumshormon (GH)-IGF-Systems in
transgenen Mausmodellen haben sich diese Methoden als iiberaus hilfreich erwiesen (BLUTKE
et al. 2014, 2016, HOEFLICH et al. 2002). Entsprechendes gilt auch fiir die bei dem weltweit
ersten mafigeschneiderten Schweinemodell fiir die Duchenne-Muskeldystrophie durchgefiihr-
ten Studien, die eindrucksvoll das Potenzial quantitativ-morphologischer Methoden zur ob-
jektiven Charakterisierung und Darstellung der Progression des Krankheitsphinotyps
dokumentieren (KLYMIUK et al. 2013).
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Einen weiteren wichtigen Anwendungsbereich der quantitativen Morphologie stellt die Uber-
priifung von Behandlungseffekten dar. So konnte etwa bei einem Mausmodell fiir den perma-
nenten neonatalen Diabetes mellitus anhand von quantitativ-morphologischen Daten der
protektive Effekt einer friihzeitigen Insulinbehandlung auf den Betazellverlust gezeigt werden
(Kautz et al. 2012). Auch im Rahmen therapieorientierter Studien an Mausmodellen fiir die
Uromodulin-assoziierten Nephropathien (KEMTER et al. 2014) respektive priadiabetischen ju-
venilen Schweinen (STRECKEL et al. 2015) erwiesen sich quantitativ-morphologische Analysen
als essenziell fiir die Beurteilung von innovativen pharmakologischen Behandlungsansitzen.
Bei den bislang aufgefiihrten Beispielen dienten quantitativ-morphologische Methoden zur
objektiven Erfassung morphologischer Befunde respektive zur Objektivierung des Schwere-
grades von Gewebsalterationen und sollten statistische Auswertungen ermoglichen. Dies ist
auch der entscheidende Aspekt bei der Verwendung quantitativ-morphologischer Methoden
in der Toxikopathologie (BOYCE et al. 2010).

Ein weiteres Ziel der quantitativen Morphologie kann jedoch auch darin bestehen, nach
Veridnderungen gewissermalien zu suchen. So kann durch Messungen die Detektion von struk-
turellen Verdnderungen gelingen, die selbst bei sorgfiltiger Betrachtung nicht erkennbar wéren.
Fiir eine Reihe von biologischen Strukturparametern konnte gezeigt werden, dass sie eine dhn-
lich geringe biologische Variabilitit aufweisen wie diverse physiologische Parameter (z. B.
pH-Wert des Blutes, Korpertemperatur homoiothermer Organismen). Nachdem biologische
Strukturen stindigen Umbauprozessen unterliegen, ist das Gleichgewicht zwischen dem Abbau
von altem biologischen Material und dem Ersatz durch neues stets bedroht. Bei Parametern
mit geringer biologischer Variabilitdt miissen somit strenge Regulationsmechanismen am
Werke sein, um dieses Gleichgewicht aufrecht zu erhalten. Das Ausmalf} der interindividuellen
Variabilitit biologischer Parameter 1dsst Riickschliisse auf deren biologische Relevanz zu. So
zeichnen sich Parameter mit zentraler Bedeutung fiir den Organismus meist durch eine sehr
geringe biologische Variabilitit aus (GUNDERSEN et al. 1980, MATTFELDT 1990). Bei Strukturen
mit extrem geringer biologischer Variabilitdt konnen daher gegebenenfalls bereits geringfiigige
Abweichungen zu gravierenden Storungen ihrer Funktion fiihren. Es wire somit triigerisch
zu unterstellen, dass minimale, nur durch Messungen nachweisbare Veridnderungen mehr oder
weniger bedeutungslos sein diirften.

Bei diversen Strukturparametern, wie etwa der Breite der podozytiren FuBfortsitze oder
der Dicke der glomeruldren Basalmembran, wire diese Annahme definitiv falsch (GUNDERSEN
etal. 1980, RAYAT et al. 2005). In diesem Zusammenhang ist auch die Bedeutung quantitativer
Methoden fiir die Detektion und Charakterisierung von Friihstadien pathologischer Verinde-
rungen zu erwihnen, die fiir die Kldrung der Pathogenese von besonderem Interesse sind. Ein
Beispiel fiir die Verwendung quantitativ-morphologischer Methoden zur Detektion minimaler
struktureller Alterationen bieten im Rahmen der funktionellen Charakterisierung von Kandi-
datengenen mit potenzieller Relevanz in der Pathogenese von Stérungen der glomerulédren
Filtrationsbarriere sowie der Glomerulosklerose durchgefiihrte Studien. So konnten bei einem
genetisch modifizierten Mausmodell durch quantitative Analysen auf elektronenoptischer
Ebene initiale und im Vergleich mit Messdaten der Kontrollgruppe statistisch gesicherte Ver-
dnderungen glomerulérer Strukturen detektiert werden, die wichtige Schlussfolgerungen hin-
sichtlich der Funktion und der pathogenetischen Relevanz des untersuchten Gens respektive
Genprodukts erméglichten (EL-AOUNI et al. 2006).

Als weiteres Beispiel fiir diesen Verwendungszweck der quantitativen Morphologie kén-
nen die bei einem robusten transgenen diabetischen Mausmodell durchgefiihrten Studien
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zur detaillierten Dokumentation des Spektrums und der Sequenz Diabetes-assoziierter re-
naler Alterationen genannt werden. Hierbei konnte durch Messungen eine gegeniiber Kon-
trollen signifikante Zunahme des mittleren Volumens der Podozyten als initiale, der
glomeruldren Hypertrophie vorausgehende Diabetes-assoziierte glomerulidre Verdnderung
identifiziert werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die bereits in einem sehr frithen
Stadium der diabetischen Glomerulopathie nachgewiesene podozytire Hypertrophie in di-
rektem Zusammenhang mit der Hyperglykdmie und nicht als Ausdruck eines durch mecha-
nischen Stress infolge glomeruldrer Hypertrophie induzierten adaptiven und damit
sekunddren Geschehens zu sehen ist, und unterstreichen die Rolle der Podozyten in der Pa-
thogenese der diabetischen Glomerulo-/Nephropathie (HERBACH et al. 2009).

Zu den Hauptzielen der quantitativen Morphologie wird ferner die Aufkldrung von Bezie-
hungen zwischen Struktur und Funktion oder zwischen verschiedenen morphologischen Pa-
rametern gerechnet (WEIBEL 1981). Im Rahmen von biochemischen, physiologischen,
pharmakologischen oder klinischen Untersuchungen werden hdufig umfangreiche quantitative
Daten generiert. Es ist zumeist wenig befriedigend, als strukturelles Pendant dazu lediglich
deskriptive oder semiquantitative Ergebnisse etwa in der Art Alterationsgrad 0/4/4++/+++ zur
Verfiigung zu stellen. Abgesehen von der kritisch zu hinterfragenden Reproduzierbarkeit der-
artiger semiquantitativer Aussagen erlauben diese keine parametrische Analyse von Struktur-
Funktionsbeziehungen.

Vor mehr als zwanzig Jahren wurde von BOLENDER (1992) vorhergesagt, dass quantita-
tiv-morphologische Daten in Bélde fiir Molekularbiologen ebenso wichtig sein werden wie
bereits jetzt fiir Anatomen, Physiologen oder Pathologen, und dies hat sich als vollig zutref-
fend erwiesen. Auf die Bedeutung quantitativ-morphologischer Methoden fiir die Phéno-
typcharakterisierung einer genetischen Modifikation wurde bereits eingegangen. Hier soll
jedoch auf die Relevanz dieser Methoden in Bezug auf Transkriptom- oder Proteomanalysen
hingewiesen werden. So werden etwa bei vergleichenden Genexpressionsanalysen von
Gewebeproben detektierte Unterschiede in der Abundanz bestimmter Transkripte hédufig
unkritisch als Ausdruck einer Regulation der Expression (,,up-regulation®, ,,down-regula-
tion*) der entsprechenden Gene interpretiert. Diese Schlussfolgerung kann, muss aber kei-
neswegs zutreffend sein, denn ein derartiges Ergebnis kann ebenso gut durch Unterschiede
in der zelluldren Komposition der analysierten Gewebeproben bedingt sein (SHEN-ORR et
al. 2010).

Durch geeignete Stichprobenverfahren und addquate quantitativ-morphologische Metho-
den konnen hinsichtlich ihrer quantitativen Komposition definierte Proben komplexer Gewebe
fiir differentielle Genexpressions- respektive Proteomanalysen bereitgestellt und somit eine
Fehlinterpretation der Resultate dieser Analysen vermieden werden. Beispiele fiir ein entspre-
chendes Vorgehen bieten Studien zur Erforschung der molekularen Mechanismen der embryo-
maternalen Kommunikation beim Pferd (MERKL et al. 2010) beziehungsweise Rind (STREYL
et al. 2012), wie auch die Untersuchung zyklusabhéngiger Verdnderungen der Genexpression
des equinen Endometriums (GEBHARDT et al. 2012). Einen weiteren Einsatzbereich fiir quan-
titativ-morphologische Methoden stellt die klinische Pathologie dar, und sie dient hier bei-
spielsweise zur Uberpriifung der Qualitiit diagnostischer Parameter oder zur Darstellung von
strukturellen Determinanten der Prognose (AGGARWAL et al. 2012, MATTFELDT 1990, SGRENSEN
1992). Der Titel dieses Artikels iiber die Quantifizierung in der Morphologie ist als Frage for-
muliert und nach den vorangegangenen Ausfiihrungen zur Beantwortung des ,,Wozu* soll nun-
mehr auf das ,,Wie* eingegangen werden.
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3. Begriffsbestimmungen

Zur Bezeichnung von quantitativ-morphologischen Verfahren werden in der biomedizinischen
Literatur die Begriffe ,,Morphometrie* und ,,Stereologie* hiufig synonym gebraucht. Wenn-
gleich sich gewisse Uberschneidungen ergeben, so bestehen doch bei genauer Betrachtung
grundsitzliche Unterschiede in der Bedeutung dieser Termini. Der aus den griechischen Wort-
bausteinen poo@ und uetoixr] zusammengesetzte Begriff ,,Morphometrie” bedeutet wortlich
iibersetzt ,,Gestaltmessung* und umfasst letztlich alle Verfahren, die zur Gewinnung von quan-
titativen Informationen iiber morphologische Strukturen dienen. Im makroskopischen Bereich
sind morphometrische Untersuchungen in der Regel einfach durchzufiihren, wie etwa die Be-
stimmung der Korpergrofie.

Die Quantifizierung biologischer Strukturen im mikroskopischen Bereich ist dagegen mit
einer Reihe von Problemen konfrontiert, auf die im weiteren Text eingegangen wird. Unter
Stereologie ist im Sinne der urspriinglichen Bestimmung dieses Begriffes die Gesamtheit der
Methoden zu verstehen, die der rdumlichen (griech. stereos) Interpretation von Schnittprofilen
oder planaren Projektionen dreidimensionaler Objekte dienen (BACH 1963). Demgema8 ist
die Stereologie lediglich durch die Zielsetzung definiert, ndmlich die Extrapolation aus der
Ebene in den dreidimensionalen Raum (MATTFELDT 1990). Stereologische Methoden, deren
theoretische Grundlage die stochastische Geometrie ist, kommen in den verschiedensten Dis-
ziplinen zur Anwendung, wie etwa der Geologie, den Materialwissenschaften, der Astronomie,
der Biologie und der Medizin. Stereologische Untersuchungen haben hiufig, aber nicht immer,
quantitativen Charakter, so dass zwischen qualitativ-stereologischen Verfahren (z. B. die drei-
dimensionale Rekonstruktion eines Objekts aus Serienschnitten) und quantitativ-stereologi-
schen Verfahren (z. B. die Bestimmung der Volumenanteile von Mineralien in Gesteinen
anhand ihrer an Schliffpréparaten ermittelten Fldchendichten) unterschieden werden kann.
Stereologische Analysen haben somit stets dreidimensionalen, aber nicht notwendigerweise
quantitativen Charakter, wohingegen morphometrische Untersuchungen stets quantitativer,
aber nicht notwendigerweise dreidimensionaler Natur sind.

4. Grundsitzliche Probleme bei quantitativ-mikroskopischen Untersuchungen

Die Schwierigkeiten bei der quantitativ-morphologischen Untersuchung von biologischem
Material auf mikroskopischer Ebene sind bedingt durch:

(a) die geringe GroBe der Teilmenge (z. B. histologische Priparate) in Relation zur Grundge-
samtheit (z. B. ein bestimmtes Organ);

(b) strukturelle Eigenschaften des Gewebes;

(c) die notwendige Gewebepriparation und

(d) den Umstand, dass fiir histologische wie auch transmissionselektronenmikroskopische Un-
tersuchungen Schnitte und damit ndherungsweise zweidimensionale Proben verwendet
werden (TsCHANZ et al. 2014, WANKE 2002).

4.1 Ad (a) Stichprobenumfang

Die bei histologischen Untersuchungen verwendeten Schnittpriparate stellen eine minimale
Fraktion des Gesamtgewebes (z. B. eines Organs) dar, und in noch stirkerem Mafle gilt dies

66 Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 59-81 (2016)



Quantifizierung in der Morphologie — Wozu und wie?

fiir die in der Transmissionselektronenmikroskopie eingesetzten Ultradiinnschnitte. Die bei
quantitativen Analysen auf licht- oder elektronenmikroskopischer Ebene anzuwendenden
Stichprobenverfahren miissen daher hohen Anforderungen geniigen. Eine unkritisch durch-
gefiihrte Auswahl sogenannter ,,zufélliger Lokalisationen®, bei denen es sich de facto um zwar
ungezielt, aber willkiirlich ausgewihlte Lokalisationen handelt, ldsst keine aussagekriftigen
Resultate erwarten. Zur Einschétzung einer derartigen, in der Literatur immer wieder zu fin-
denden Vorgehensweise mag das folgende Zitat von GUNDERSEN et al. (1988b) dienen: ,,If the
fields were sampled just because the pathologist liked them the best, the number of profiles
may well characterize the pathologist more than the section.* Eine im statistischen Sinne re-
prisentative Probenauswahl (sampling) ist bei quantitativ-stereologischen Analysen von zen-
traler Bedeutung. Dabei werden systematische Stichproben mit zufélligem Ausgangspunkt
(systematic uniform random samples) bevorzugt verwendet, da sie sich gegeniiber einfachen
Zufallsstichproben durch eine erheblich grofere Effizienz auszeichnen (GUNDERSEN und JEN-
SEN 1987). Detaillierte und iiberaus anschaulich illustrierte Angaben zur Durchfiihrung syste-
matischer Stichprobenverfahren bei einer Vielzahl von Organen finden sich im Supplemental
Material der Arbeit von ALBL et al. (2016).

4.2 Ad (b) Eigenschaften des Gewebes

Die quantitativ-stereologische Analyse eines Gewebes gestaltet sich grundsétzlich umso auf-
wendiger, je stirker dessen Aufbau von dem einfachsten geometrischen Modell abweicht, bei
dem kugelférmige Objekte gleicher Grofle zufillig im Referenzraum verteilt sind (WEIBEL
1979). Als komplizierende Faktoren sind zunichst eine Groflenvariation (Polydispersitit) oder
eine Gestaltsvariabilitdt (Polymorphie) der zu untersuchenden Elemente zu erwihnen. Weisen
die Zielstrukturen eine oder mehrere Vorzugsrichtungen auf (Anisotropie), so sind alle dimen-
sionsbehafteten, an Schnittflachen bestimmten Messgréen von der Schnittrichtung abhiingig.
Als weitere problematische Einflussgrofle kann eine inhomogene Verteilung der Zielstrukturen
im Referenzraum etwa in Form einer geschichteten oder periodischen oder unterschiedlich
dichten Anordnung der Elemente genannt werden. Bei biologischem Material kommt erschwe-
rend hinzu, dass hiufig mehrere dieser komplizierenden Faktoren kombiniert vorliegen.

4.3 Ad (c) Priparationsartefakte

Die konventionelle Préiparation von biologischem Material fiir lichtmikroskopische Untersu-
chungszwecke geht mit einer Volumenreduktion einher, die als Einbettungsschrumpfung be-
zeichnet wird (WEIBEL 1979, HAUG 1980). Deren Ausmal} ist abhédngig von der Art des
Gewebes, der Art von Fixans und Fixation sowie dem Einbettungsmedium. Der vergleichs-
weise stirkste Volumenschwund ist bei den in der Histologie routineméfig verwendeten for-
malinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben festzustellen und liegt
beispielsweise fiir Nieren- oder Pankreasgewebe in der Groenordnung von 40 bis 50 %
(BANKIR et al. 1988, MARCUSSEN 1990, WANKE et al. 1994) und kann bei menschlichem Hirn-
gewebe 30 bis 70 % betragen (HAUG 1980). Es war der Liibecker Anatom HAUG, der die Ab-
hiingigkeit der Einbettungsschrumpfung des Gehirns vom Lebensalter erkannte. Uber
Jahrzehnte war es geradezu ein Dogma, dass der Alterungsprozess des Menschen naturgemif3
mit einem fortschreitenden Verlust von Neuronen in der GroBhirnrinde einhergeht. Die Be-
griindung lieferten an Paraffinschnitten der menschlichen GroBhirnrinde durchgefiihrte quan-
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titative Untersuchungen, die eindeutig eine groflere Dichte von Nervenzellen im Cortex cerebri
jiingerer im Vergleich zu dlteren Individuen dokumentierten. HAUG konnte jedoch nachweisen,
dass im Rahmen der paraffinhistologischen Préparation das Hirngewebe jiingerer Individuen
signifikant stidrker als das dlterer Individuen schrumpft. Dadurch riicken die Nervenzellen bei
der Einbettung des Hirngewebes jiingerer Menschen im Vergleich zu dem élterer Menschen
enger zusammen, was die im Paraffinschnittmaterial festgestellten Unterschiede in der nume-
rischen Dichte der Neuronen erkldrt. Nach Korrektur der Daten durch Beriicksichtigung der
individuellen Einbettungsschrumpfung waren keine altersabhiingigen Unterschiede in der Ge-
samtzahl von Nervenzellen im Cortex cerebri mehr nachweisbar (HAUG 1985). Dieses Beispiel
zeigt, dass eine scheinbare Nebensichlichkeit, wie die Einbettungsschrumpfung, sich in Wirk-
lichkeit als entscheidend fiir biologische Schlussfolgerungen herausstellen kann. Gleichzeitig
dokumentiert diese Studie eindrucksvoll, dass Relativwerte — wie hier die numerische Dichte
der Neuronen im Cortex cerebri — in aller Regel keine biologische Interpretation ermoglichen.
Der aussagekriftige Parameter war hier die absolute Zahl der Neuronen in der GroBhirnrinde.
Die Studie gibt auch Anlass zur Kritik an der weit verbreiteten Meinung, dass die Beriick-
sichtigung von systematischen Fehlern, wie in diesem Fall von Préparationsartefakten, iiber-
fliissig sei, da sich diese bei verschiedenen Individuen oder Gruppen in gleicher Weise
auswirken wiirden. Die von uns im Rahmen stereologischer Untersuchungen des murinen Pan-
kreas, bei unter streng standardisierten Bedingungen prozessierten und in Paraffin eingebet-
teten Gewebeproben, festgestellten Unterschiede im Ausmaf} der Einbettungsschrumpfung
(WANKE et al. 1994) hitten im Falle ihrer Nichtbeachtung zu einer Uberschitzung der interin-
dividuellen Variation gefiihrt, was eine Verzerrung von statistischen Ergebnissen bedingen
kann. Die Beriicksichtigung des individuellen Ausmafles von Préiparationsartefakten kann
somit zu einer Reduktion von Tierzahlen in tierexperimentellen Studien im Sinne des 3R-
Konzeptes (replace, reduce, refine) beitragen.

4.4 Ad (d) Problematik der Verwendung von Schnitten

Dreidimensionale Strukturen stellen sich in ndherungsweise zweidimensionalen Schnitten um
eine Dimension reduziert dar. Volumina préisentieren sich als Flachen, Oberfldchen als Linien
und Léngen als Punkte. Die dimensionslose Zahl von Partikeln wird in Schnitten iiberhaupt
nicht dargestellt. Volumen-, Oberfldachen- oder Lingendichten von Strukturen kénnen anhand
zufillig orientierter Schnitte systematisch gewonnener Proben erwartungstreu geschitzt wer-
den. Problematisch erweist sich dagegen, anhand von Schnitten die Zahl von Partikeln zu er-
mitteln. Im Schnitt kann lediglich die Zahl der Schnittprofile pro Flicheneinheit bestimmt
werden. Dieser planare Parameter (numerische Flachendichte) ist jedoch nicht nur von der
Zahl der Partikel pro Volumeneinheit (numerische Volumendichte), sondern auch von deren
Ausdehnung senkrecht zur Schnittebene (orthogonale Linearprojektion) und der Schnittdicke
abhingig. Bei Anisotropie der Zielstrukturen spielt zusétzlich die Schnittrichtung eine Rolle
(MATTFELDT 1990). Letzteres ist zum Beispiel durch die bei gleicher Referenzfliche grofere
Anzahl von Kernprofilen in Quer- im Vergleich zu Lingsschnitten der Skelettmuskulatur er-
kennbar. Es gibt somit keinen direkten Weg, um von der numerischen Fldchendichte zur nu-
merischen Volumendichte zu gelangen. Gerade die numerische Volumendichte und die damit
— durch Multiplikation mit dem Volumen des Referenzkompartiments — zu ermittelnde Zahl
von Teilchen (beispielsweise Zellen) stellen jedoch zentrale Zielparameter in vielen biomedi-
zinischen Studien dar und sind daher von besonderem Interesse. Da Partikel unterschiedlicher
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Grofle von einem Schnitt mit einer zu ihrer linearen Ausdehnung senkrecht zur Schnittnor-
malen (,,Hohe*) proportionalen Wahrscheinlichkeit getroffen werden, zeigt ein Schnittpréiparat
eine systematisch verzerrte Stichprobe der Partikelpopulation (Abb. 5). Dies erklirt, weshalb
an histologischen Priparaten erzielte Messergebnisse nicht ohne weiteres mit denen von zy-
tologischen Ausstrichpridparaten zu vergleichen sind. Man sollte auch nicht der Versuchung
erliegen, eine hohere numerische Fliachendichte von Zell- oder Kernprofilen im histologischen
Schnitt als klaren Beleg fiir eine hohere Dichte der Zellen im Gewebe oder eine Zellprolife-
ration zu werten. Ein solcher Befund kann sich ebenso bei einer Vergroferung der linearen
Ausdehnung etwa infolge einer Hypertrophie oder Polymorphie numerisch unverinderter Zel-
len oder Zellkerne ergeben, die dann mit einer grofleren Wahrscheinlichkeit vom Schnitt ge-
troffen werden.

4

Abb. 5 Die schematische Darstellung einer von der Seite betrachteten Gruppe von Partikeln soll veranschaulichen,
dass ein histologischer Schnitt eine verzerrte Stichprobe einer Partikelpopulation enthilt. Die horizontalen Linien
symbolisieren Schnittebenen. In Abhéngigkeit von ihrer orthogonalen Linearprojektion werden die Partikel unter-
schiedlich hiufig getroffen. Wie die mit einem Stern gekennzeichneten Figuren zeigen, konnen selbst identische Par-
tikel lediglich aufgrund ihrer Orientierung mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit getroffen werden.

Nur mittels stereologischer Methoden kann zwischen diesen Alternativen unterschieden wer-
den (GUNDERSEN 1986, CRUZ-ORIVE 1987a, MATTFELDT 1990). Computergestiitzte Bildana-
lysesysteme ermoglichen, verhéltnismédBig einfach und rasch morphometrische Befunde an
Schnittpridparaten zu erheben. Eine kiirzlich erschienene Studie iiber die in der Lungenfor-
schung eingesetzten quantitativ-morphologischen Methoden ergab, dass in der Mehrzahl der
ausgewerteten Publikationen morphometrische (nicht-stereologische) Methoden zum Einsatz
kamen (MUHLFELD et al. 2015). Fiir bestimmte Fragestellungen konnen die damit gewonnenen
planimetrischen Daten ausreichend sein (NEWBOLD et al. 1989). Schwierigkeiten ergeben sich
jedoch, wenn das mit diesen Verfahren generierte Datenmaterial in einem biologischen oder
medizinischen Sinne interpretiert werden soll. In den meisten biomedizinischen Studien diirfte
jedoch die Verwendung quantitativ-morphologischer Methoden genau dies zum Ziel haben.
Die Moglichkeit der relativ einfachen morphometrischen Auswertung von Schnittpriparaten
mit Hilfe von Bildanalysesystemen sollte nicht zu der Vorstellung fiihren, dass auf die quan-
titative Stereologie verzichtet werden konnte. MATTFELDT (1990) bringt diesen Sachverhalt
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klar zum Ausdruck, indem er darauf hinweist, dass ,,Bildanalyse ohne jegliche Stereologie
nicht mehr ist als die exakte Beschreibung eines vom Menschen erzeugten Artefakts, nimlich
des histologischen Schnittes*.

5. Historische und methodische Aspekte der Stereologie

Die Stereologie existiert als eigenstdndige interdisziplindre Wissenschaft erst seit dem Jahre
1961 (BACH 1963). Am 11.und 12. Mai 1961 fand auf Anregung von Hans ELIAS von der Chi-
cago Medical School im Hotel Feldberger Hof im Schwarzwald ein Kolloquium zum Thema
,»Raumliche Deutung zweidimensionaler Bilder und Schnitte* statt. Bei den insgesamt zehn
Teilnehmern handelte es sich um Angehérige der Disziplinen Anatomie, Pathologie, Histolo-
gie, Ingenieurwissenschaften und Mathematik. Im Anschluss an die Vortrige und Diskussionen
wurde der Beschluss gefasst, eine wissenschaftliche Gesellschaft zu griinden, deren Haupt-
anliegen die raumliche Deutung von Schnitten und Projektionsbildern sein sollte. Es galt nun-
mehr, einen Begriff zu finden, der dieses Anliegen in einem Wort widerspiegeln sollte. Von
Hans ELiAs wurde hierfiir eine Zusammensetzung aus den griechischen Worten otepeoc
(rdumlich) und Aoyoo vorgeschlagen. Nachdem sich die Tagungsteilnehmer durch eine tele-
fonische Riickfrage bei der Universititsbibliothek Freiburg versichert hatten, dass ein solcher
Begriff noch nicht existierte, wurde der Vorschlag von Hans ELIAS akzeptiert, und es erfolgte
die Griindung der Internationalen Gesellschaft fiir Stereologie (International Society for Ste-
reology).

Der erste internationale Kongress fiir Stereologie fand vom 18. bis 20. April 1963 in Wien
statt (HAUG 1987). Erst viele Jahre spéter wurde entdeckt, dass die seinerzeit bei der Univer-
sitdtsbibliothek Freiburg eingeholte Auskunft nicht richtig gewesen war. So fand sich in einer
im Jahre 1897 erschienenen Ausgabe von PETRIS Handbuch der Fremdwdrter in der deutschen
Schrift- und Umgangssprache der Begriff ,,Stereologie*, der damals als Bezeichnung fiir die
sogenannte Kreuzlehre diente, die sich mit der Erkldrung aller Arten von Kreuzen auf Miinzen,
in Wappen und Urkunden befasste (CRUz-ORIVE 1987a). Diese Bedeutung des Begriffs Ste-
reologie hat inzwischen lediglich historischen Charakter. Wichtige Grundlagen und Prinzipien
der Stereologie sind keineswegs neu, sondern lassen sich zum Teil bis in die Antike zuriick-
verfolgen (euklidische Geometrie) und haben somit ebenso historischen Charakter, sind jedoch
von grofiter aktueller Relevanz.

Die erste konkrete Beschreibung einer quantitativ-stereologischen Methode erfolgte im
Jahr 1847 durch den franzosischen Geologen Auguste DELESSE (WEIBEL 1979, MATTFELDT
1990). Zur Bestimmung der Volumendichten von Mineralien in Gesteinen fertigte er Schliff-
priparate des Gesteins an, bedeckte diese mit transparentem Papier, zeichnete auf diesem die
Konturen der Mineralienprofile nach, verklebte das Papier mit Stanniol, schnitt dieses ent-
sprechend den Markierungen in Teile und wog diese. Er konnte zeigen, dass die indirekt an-
hand der Gewichtsverhiltnisse der jeweiligen Stanniolabschnitte bestimmten Flichenanteile
(AA) der Mineralien an den angeschliffenen Gesteinsflichen den Volumendichten (VV) der
Mineralien in den Gesteinsproben entsprachen. Die Schitzung der Volumendichte aus der Fli-
chendichte gehort zu den wichtigsten stereologischen Methoden und wird heute als das Prinzip
von DELESSE (VV = AA) bezeichnet. Der Osterreichische Geologe August ROSIWAL modifi-
zierte die sehr miithsame Flidchenanalyse von DELESSE und entwickelte das Verfahren der li-
nearen Integration zur ,,zifferméfBigen Feststellung des Quantitidtsverhiltnisses der Mineral-
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bestandtheile gemengter Gesteine* auf mikroskopischer Ebene (ROSIWAL 1898). Er verwendete
Diinnschliffpriparate, deren Deckglidser mit Testlinien versehen waren. Mit Hilfe eines Oku-
larmikrometers war es ihm moglich, die einem bestimmten Mineral zufallende Testlinienlédnge
zu bestimmen, deren Verhiltnis zur Gesamtlidnge der Testlinien (LL) den Volumenanteilen der
jeweiligen Mineralien an dem Gestein (VV) entsprach. Als weitere Vereinfachung der Bestim-
mung von Volumendichten wurde unabhiingig von den Geologen Ellis THOMSON (1930) und
Andrei GLAGOLEV (1933) das Punktzidhlverfahren eingefiihrt. Diinnschliffe von Gesteinen
wurden mit einem Punktgitter iiberlagert, und der Quotient aus der Anzahl der bestimmte Mi-
neralien treffenden Punkte und der Gesamtzahl der die Bezugsfliche treffenden Punkte ent-
sprach dem Volumenanteil der Mineralien an dem Gestein. Fiir das Punktzihlverfahren (point
counting technique) wird daher in der deutschsprachigen Literatur auch die Bezeichnung
,,Treffermethode* verwendet. Verkiirzt dargestellt gilt somit fiir die Volumendichte einer Ziel-
struktur im Referenzkompartiment VV (Zielstruktur/Referenzkompartiment): VV = AA (Prin-
zip von DELESSE) = LL (lineare Integration nach RosiwaL) = PP (Punktzédhlverfahren nach
THOMSON respektive GLAGOLEV).

Eine auferordentlich wichtige Methode zur Bestimmung absoluter Volumina interessie-
render Strukturen verdanken wir dem italienischen Mathematiker Bonaventura CAVALIERI, der
ein Schiiler von Galileo GALILEI war. Das Prinzip von CAVALIERI besagt, dass Korper mit in-
haltsgleichen Querschnittsflichen in gleichen Hohen ein gleiches Volumen haben. Damit ist
es moglich, das Volumen eines Korpers nach vollstindiger planparalleler, dquidistanter La-
mellierung aus der Flaichensumme aller Querschnitte und deren Distanz erwartungstreu zu be-
stimmen. Die Methode erlaubt die Volumenbestimmung beliebig gestalteter Korper sowie von
Strukturen, die in andere Gewebe eingebettet und priparatorisch nur bedingt zu isolieren sind
(z. B. Inselapparat des Pankreas, infiltrativ wachsende Tumoren) oder auch von inneren Hohl-
rdumen (z. B. Herz- oder Hirnventrikel) und kann fiir die Bestimmung der Einbettungs-
schrumpfung von Geweben genutzt werden (GUNDERSEN und JENSEN 1987, MATTFELDT 1990,
WANKE 1994).

Essenzielle mathematische Grundlagen fiir die moderne Stereologie wurden bereits im 18.
und dem frithen 19. Jahrhundert geschaffen. Georges-Louis LECLERC, der spitere COMTE DE
BUFFON, stellte in seinem im Jahre 1777 veroffentlichten Essai d’Arithmétique morale erstmals
seine Studien iiber die zufillige Auslegung geometrischer Figuren in der Ebene vor und gilt
daher als Begriinder der Theorie der geometrischen Wahrscheinlichkeiten. Eine der wichtigsten
und fiir die stochastische Geometrie bis heute bedeutsamen Aufgaben, mit der sich BUFFON
befasste, ist als das Nadelproblem von BUFFON bekannt. Die Frage, wie grof} die Wahrschein-
lichkeit ist, dass eine zufillig auf ein Papier mit dquidistanten parallelen Linien geworfene
Nadel, deren Linge geringer als der Abstand der Linien ist, eine der Linien trifft, konnte BUF-
FON mit Hilfe der Integralrechnung korrekt beantworten. Dieselbe Losung fiir das Nadelpro-
blem fand auch Pierre-Simon DE LAPLACE, der mit seiner im Jahre 1812 veroffentlichten
Théorie Analytique des Probabilités ein klassisches Hauptwerk der Wahrscheinlichkeitstheorie
verfasst hatte, die ein wesentliches Element des mathematischen Fundaments der modernen
Stereologie darstellt (HYKSOVA et al. 2012, MATTFELDT 1990).

Betrachtet man die historische Entwicklung der Stereologie und ihres Methodenrepertoires,
so lassen sich mehrere Phasen unterscheiden (WEIBEL 1987, 1989, MATTFELDT 1990). In der
ersten, bis etwa 1960 reichenden Phase, wurden quantitativ-morphologische Fragestellungen
iiberwiegend pragmatisch bearbeitet, eine verbindende mathematische Grundlage war noch
nicht existent, und die Uberpriifung der Giiltigkeit der erzielten Resultate erfolgte, wenn iiber-
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haupt, durch Experimente an einfachen Modellen. Es gab jedoch auch Ausnahmen davon, und
einige der in dieser Zeit entwickelten stereologischen Methoden werden bis heute immer wie-
der aufgegriffen. Ein Beispiel hierfiir bietet eine der ersten Mitteilungen iiber quantitativ-ste-
reologische Untersuchungen an biologischem Material, die von dem dédnischen Mathematiker
S. D. WICKSELL (1925) stammt. Er widmete sich der Aufgabe, die GréBenverteilung von Milz-
follikeln anhand von histologischen Schnittprdparaten zu ermitteln. Unter der Annahme eines
idealisierten geometrischen Modells fiir die Follikel fand er, mit Hilfe von Methoden der geo-
metrischen Wahrscheinlichkeitstheorie, eine Losung fiir das von ihm so bezeichnete ,,corpus-
cule problem*®.

In dieser Phase wurden auch bis heute giiltige Methoden fiir die Bestimmung von diversen
stereologischen Parametern wie etwa Langen- oder Oberfldchendichten entwickelt. Dabei ist
zu bemerken, dass die gleichen Probleme mehrfach von verschiedenen Wissenschaftlern be-
arbeitet und die gefundenen, libereinstimmenden Losungen immer wieder aufs Neue publiziert
worden sind. So wurden etwa die Methode der Bestimmung von Oberfldchendichten dreidi-
mensionaler Strukturen an Schnittprofilen mit Hilfe von Testlinien und die hierfiir giiltigen
Formeln in dem Zeitraum von 1945 bis 1956 in sieben verschiedenen Publikationen mitgeteilt
(WEIBEL 1979). Dies macht die schlechte Kommunikation zwischen den mit stereologischen
Fragestellungen befassten Wissenschaftlern in der damaligen Zeit deutlich. Die Griindung der
Internationalen Gesellschaft fiir Stereologie im Jahre 1961 ldutete die zweite, bis zum 2. In-
ternationalen Kongress fiir Stereologie, der 1967 in Chicago stattfand, reichende Phase ein.

Ein unmittelbarer und wichtiger Effekt der Griindung dieser Gesellschaft war, dass mit
mikroskopischen Untersuchungen befasste Wissenschaftler verschiedener Disziplinen (Ma-
terialwissenschaften, Biologie, Medizin) sowie Mathematiker auf internationaler Ebene mit-
einander in Kontakt kamen und gemeinsam begannen, nach Losungen fiir Probleme
quantitativ-mikroskopischer Analysen zu suchen. Dies hatte eine deutlich stirkere Beachtung
und einen vermehrten Einsatz stereologischer Methoden, vor allem in der Histologie und der
Zellbiologie, zur Folge. In dieser Phase entstand die sehr hdufig verwendete und bis heute re-
levante Methode von WEIBEL und GOMEZ (1962) zur Bestimmung der numerischen Dichte
und des mittleren Volumens von Partikeln, die ndherungsweise als Kugeln, Rotationsellipsoide
oder Zylinder betrachtet werden konnen. Diese Methode erfreut sich beispielsweise bei der
quantitativen Analyse von Nierenglomerula groBer Beliebtheit (SAMUEL et al. 2007), da sie
eine Reihe von Vorziigen gegeniiber alternativen, auf geometrischen Modellannahmen fiir die
Glomerula beruhenden Verfahren aufweist. Ebenfalls in dieser Phase wurde eine wichtige ste-
reologische Methode zur Schitzung der Dicke von Membranen entwickelt (WEIBEL und
KNIGHT 1964). In der sich daran anschliefenden, zeitlich nicht eindeutig zu begrenzenden
dritten Phase der Entwicklungsgeschichte der Stereologie erfolgte eine mathematische Kon-
solidierung sowie eine Steigerung der Effizienz und eine enorme Erweiterung des Spektrums
stereologischer Methoden. Ermoglicht wurde dies durch eine stirkere Beriicksichtigung von
Methoden der geometrischen Wahrscheinlichkeitstheorie und der Statistik. Ein erster wichtiger
Beitrag von grundlegender Bedeutung, auch fiir spitere methodische Entwicklungen, war die
Einfiihrung des erwartungstreuen Testfeldes zur korrekten Zdhlung beliebiger Profile in
Schnittebenen durch GUNDERSEN (1977). Andere Zihlregeln, wie etwa die in der Himatologie
gebriuchliche Zdhlkammerregel, konnen bei histologischen Schnitten zu verzerrten Ergeb-
nissen fiihren und sind daher fiir diese Zwecke ungeeignet (GUNDERSEN et al. 1988b).

Eine fiir quantitativ-stereologische Analysen wichtige Arbeit wurde von SCHERLE (1970)
vorgelegt. Bei der quantitativ-stereologischen Untersuchung von Gewebestrukturen gelangt
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man zunichst zu Relativwerten — wie etwa Volumen- oder Lingendichten — und erst in einem
zweiten Schritt durch Multiplikation mit dem Volumen des Referenzraumes zu Absolutwerten
(z. B. Gesamtvolumen der Zielstruktur). Viele Untersucher verzichten auf diesen zweiten
Schritt oder kénnen diesen, weil beispielsweise im Rahmen einer retrospektiven Studie auf
archivierte eingebettete Gewebeproben zuriickgegriffen wurde, nicht vornehmen und ziehen
Schlussfolgerungen aus den Relativwerten. Dabei wird mehr oder weniger stillschweigend
unterstellt, dass etwaige quantitative Verdnderungen zwar die Zielstruktur, nicht aber die Be-
zugsgrofe betreffen. Dies ist jedoch bei biologischem Material hdufig nicht gewéhrleistet
(GUNDERSEN 1986, MATTFELDT 1990). Unter Umstidnden konnen sich die Volumina von Ob-
jekt- und Referenzphase gleichsinnig verdndern und somit eine normalanatomische Situation
suggerieren, wohingegen die Absolutwerte schwerwiegende pathologische Prozesse erkennen
lassen. Auf entsprechende Befunde weisen GUNDERSEN und JENSEN (1987) hin. Umgekehrt
kann sich eine Verdnderung des Relativwertes durch alleinige Zu- oder Abnahme des Refe-
renzvolumens ergeben und damit eine Verdnderung der Zielstruktur vorgetduscht werden. So
ergaben beispielsweise stereologische Untersuchungen bei Ratten nach Adriamycingabe eine
signifikant dichtere Kapillarisierung der Herzmuskulatur. Ohne die Absolutwerte, die zeigten,
dass der Befund ausschlieBlich auf einer Reduktion des Referenzvolumens (linksventrikuldres
Myokard) infolge Myokardatrophie bei nephrotischem Syndrom beruhte, hitte die Gefahr
einer Fehlinterpretation, etwa im Sinne einer Kapillarproliferation, bestanden (MATTFELDT
1990). Ein entsprechendes Beispiel bietet auch die bereits erwihnte Studie von HAUG (1985)
zur Frage altersabhingiger Nervenzellverluste in der GroBhirnrinde des Menschen.

Zur Bezeichnung des Risikos, aufgrund der isolierten Betrachtung von stereologischen
Relativwerten zu falschen Schlussfolgerungen zu gelangen, dient der von BRAENDGAARD und
GUNDERSEN (1986) eingefiihrte Begriff ,,reference trap*. Um eine sinnvolle biologische Inter-
pretation quantitativ-stereologischer Daten zu ermdglichen, muss daher vor der Entnahme von
Proben das Volumen des Referenzraumes (z. B. eines Organs) zur Erzielung stereologischer
Absolutwerte bestimmt werden. Grundsitzlich besteht die Moglichkeit, das Volumen der Probe
als Quotient aus deren Gewicht und Dichte zu berechnen. Um Informationen iiber die Dichte
des Gewebes zu erhalten, sind jedoch Volumenbestimmungen notwendig. Zur Bestimmung
des Volumens eines Untersuchungsobjekts (z. B. eines Organs) steht einerseits die auf dem
Prinzip von ARCHIMEDES basierende Submersionsmethode nach SCHERLE (1970) und ande-
rerseits die Volumetrie nach dem bereits erwihnten Prinzip von CAVALIERI zur Verfiigung. Die
Cavalieri-Methode hat den Vorteil, dass moglicherweise eigentlich interessierende Kompo-
nenten des Untersuchungsobjekts (z. B. Rinde versus Mark der Niere) volumetrisch bestimmt
werden konnen und dariiber hinaus die dabei erfolgende planparallele dquidistante Lamellie-
rung des Objekts bereits den ersten Schritt des bei stereologischen Untersuchungen bevorzug-
ten Stichprobenverfahrens darstellt. Stereologische Methoden sind stochastischer Natur und
erfordern daher eine Randomisierung der Proben und fiir die Bestimmung von diversen Para-
metern wie Oberflidchen- oder Lingendichten zusitzlich eine Randomisierung der rdumlichen
Orientierung der Proben. Die Entwicklung ausgekliigelter Stichprobenverfahren war daher
fiir die quantitative Stereologie von zentraler Bedeutung (CRUZ-ORIVE und WEIBEL 1981, GUN-
DERSEN und JENSEN 1987). Ziel dieser Verfahren ist es, allen Teilen des Untersuchungsgegen-
standes die gleiche Wahrscheinlichkeit zu verleihen, in die Auswahl zu gelangen (uniform
random sampling), und dieses Prinzip muss auf allen Auswahlebenen angewandt werden (Aus-
wahl der Individuen, der Gewebeproben, der Schnittpriparate, der Gesichtsfelder und schliel3-
lich der Testfelder).
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Stereologische Methoden liefern somit immer Schitzwerte. Formulierungen wie ,,das Volumen
des Objekts wurde mit der Methode von CAVALIERI geschitzt* werden gelegentlich in einem
umgangssprachlichen Sinne als mehr oder weniger genaue Abschitzung missverstanden. Tat-
sdchlich handelt es sich jedoch um mathematisch-statistische Schitzwerte, deren Qualitét an-
hand der Kriterien Erwartungstreue, Prézision und Genauigkeit beurteilt werden kann. Diese
Kategorien sind in der Stereologie von grundlegender Bedeutung. Die Erwartungstreue (un-
biasedness) einer Schitzfunktion besagt, dass der mathematische Erwartungswert des Schét-
zers dem wahren Wert entspricht. Ein erwartungstreuer Schitzer ist somit frei von Verzer-
rungen (systematischer Fehler, bias).

Dieses Kriterium hat in der dritten Entwicklungsphase der Stereologie eine herausragende
Rolle gespielt und soll daher an einem einfachen Beispiel veranschaulicht werden. Nehmen
wir an, wir hitten eine Schiissel mit Tomatensalat vor uns, fiir den in Scheiben geschnittene
Tomaten verwendet wurden, und wir wiirden uns dafiir interessieren, aus wie vielen Tomaten
dieser Salat zubereitet wurde und wie grof} diese waren. Unter der Annahme, dass der Salat
aus rundlichen Tomaten gefertigt wurde, wiirden wir eine Kugelgestalt als geometrisches Mo-
dell verwenden und wiren mit Hilfe relativ einfacher Methoden der modellabhéingigen quan-
titativen Stereologie in der Lage, die richtige Antwort auf diese Frage zu finden. Da wir nur
eine Stichprobe des Salates benotigen wiirden, bliebe noch genug fiir die Mahlzeit iibrig.
Wiren jedoch fiir den Salat senkrecht zu ihrer Lingsachse planparallel lamellierte lingliche
San-Marzano-Tomaten verwendet worden, so dass wir anhand der Gestalt der Scheiben keinen
Verdacht schopfen wiirden, kimen wir mit unserem modellabhéngigen Auswertungsansatz zu
einem systematisch fehlerbehafteten Ergebnis. Die Prizision (precision) wird durch die Vari-
anz des Schiitzwertes beschrieben und stellt ein MaB fiir die Ubereinstimmung unabhéngiger
Messergebnisse dar. Die Kategorien Erwartungstreue und Prizision sind daher streng zu un-
terscheiden. Wiirden wir etwa aus unserem San-Marzano-Tomatensalat mehrere Stichproben
ziehen und die Scheiben wiederholt und sehr genau vermessen, so wire damit nichts anderes
erreicht, als ein falsches Ergebnis sehr prizise zu bestimmen.

Die Prizision wird auch als Wiederholgenauigkeit bezeichnet, und dies mag ein Grund
dafiir sein, dass die Begriffe Prizision und Genauigkeit hiufig falschlicherweise synonym
gebraucht werden. Die Genauigkeit (accuracy) stellt jedoch ein Mal fiir die Gesamtab-
weichung des Schitzwertes vom wahren Wert und insofern eine Kombination aus Er-
wartungstreue und Prizision dar (WALTHER und MOORE 2005). Theoretische und empirische
Resultate stimmen darin iiberein, dass systematische Stichproben mit zufélligem Ausgangs-
punkt (systematic uniform random samples) bei quantitativ-stereologischen Untersuchungen
einfachen Zufallsstichproben in Bezug auf die Effizienz weit liberlegen sind (GUNDERSEN
und JENSEN 1987, MATTFELDT 1990, HOWARD und REED 2005). Diese zeichnen sich dadurch
aus, dass mit der streng zufélligen Festlegung des ersten Stichprobenelements alle weiteren
Elemente definiert werden. Bei diesem Verfahren konnten sich lediglich bei periodisch an-
geordneten Strukturen Probleme ergeben, was bei der Planung des Stichprobenverfahrens
zu beriicksichtigen ist. Zu beachten ist ferner, dass bei systematischen Zufallsstichproben
die Genauigkeit der Schitzwerte nicht wie bei einfachen Zufallsstichproben bestimmt
werden kann. Fiir einfache Zufallsstichproben mit unabhingigen Elementen gilt, dass die
Varianz des Stichprobenmittelwertes proportional zum Reziprokwert der Anzahl der Stich-
probenelemente abnimmt, so dass der Standardfehler des Mittelwertes einfach als Quotient
aus der Standardabweichung und der Quadratwurzel der Stichprobenzahl geschitzt werden
kann. Systematisch zufillig ausgewihlte Stichprobenelemente sind jedoch untereinander
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abhingig, so dass dieses einfache Verfahren nicht anwendbar ist und zu erheblichen Fehlern
fiihren wiirde.

Dieses Problem wurde gelost, und inzwischen stehen geeignete Verfahren zur Schitzung
des relativen Standardfehlers systematischer Zufallsstichproben zur Verfiigung (GUNDERSEN
und JENSEN 1987, MATTFELDT 1990). Abgesehen von dem Prinzip von DELESSE und dem von
CavaLIERI erforderten die klassischen quantitativ-stereologischen Methoden a priori eine An-
nahme iiber die Gestalt der untersuchten Strukturen. Unter Voraussetzung dieser Zusatzinfor-
mation konnen aus Schnittprofildaten beispielsweise die GroBe, GroBenverteilung und die
Anzahl von partikulidren Objekten geschitzt werden (model-based stereology). Bei ausgerich-
teten Strukturen sind zusitzlich Informationen iiber das Muster und den Grad der Anisotropie
notwendig. Um Abweichungen der realen Gegebenheiten von der idealisierten Modellannahme
ausgleichen zu konnen, wurden verschiedene Korrekturfaktoren eingefiihrt. Die in sich ge-
schlossenste Darstellung der modellabhiingigen Stereologie findet sich in dem zweibindigen
Lehrbuch von WEIBEL (1979, 1980). Die in diesem Lehrbuch verwendeten stereologischen
Symbole haben eine breite Akzeptanz gefunden und werden heute mit geringfiigigen Modifi-
kationen international verwendet. Leider ist die Anwendung dieser Methoden auf biologische
Objekte, die ndherungsweise durch einfache geometrische Modelle respektive Korper der eu-
klidischen Geometrie (z. B. Kugel, Rotationsellipsoid, Zylinder, Scheibe) beschrieben werden
konnen, beschrinkt. Nichtkonvexe Partikel (z. B. irregulir gestaltete Zellkerne) waren fiir
diese traditionellen Verfahren iiberhaupt nicht zugéinglich (GUNDERSEN 1986).

Die Einfiihrung der Disektormethode durch einen hinter dem Pseudonym D. C. STERIO
(1984) verborgenen Autor (es ist ein offenes Geheimnis, dass es sich um den renommierten
didnischen Stereologen Hans Jorgen GUNDERSEN handelt) stellte daher einen methodischen
Durchbruch dar. D. C. STERIO ist gleichzeitig ein Anagramm — durch Umstellung der einzelnen
Buchstaben wird daraus Disector. Ein Disektor besteht aus einem erwartungstreuen Testfeld
(GUNDERSEN 1977) mit bekannter Fliache auf einer Ausgangsebene (reference plane) sowie
einer parallel dazu in einem bekannten Abstand angeordneten Vergleichsebene (look-up plane)
und stellt somit ein dreidimensionales Testsystem mit bekanntem Volumen dar. Dieses Test-
system kann entweder aus zwei (di-sector) realen Schnitten (physical disector) oder zwei vir-
tuellen Schnittebenen (Fokussierungsebenen) in einem dicken Schnitt (optical disector)
gebildet werden. Gezihlt werden Partikel, deren Profile durch das Testfeld auf der Ausgangs-
ebene erfasst und die von der Vergleichsebene nicht geschnitten werden. Mit dem Disektor
werden Teilchen unabhiingig von ihrer Grée oder Gestalt selektiert und konnen gerade so
gezidhlt werden, als wiirde man sie aus dem Referenzkompartiment herauslosen. Nichtkonve-
xitdt oder Anisotropie beeinflussen die Erwartungstreue nicht.

Die Disektormethode erlaubt somit bei beliebiger Orientierung der Schnittebenen eine ver-
zerrungsfreie Schitzung der numerischen Volumendichte (Anzahl pro Einheitsvolumen) von
Partikeln im Referenzraum. Durch eine Kombination der Disektormethode mit dem Prinzip
von DELESSE kann ferner ohne jegliche Modellannahme das mittlere Volumen beliebiger Par-
tikel als Quotient aus der Volumen- und der numerischen Dichte verzerrungsfrei geschitzt
werden. Abgesehen von der Erwartungstreue ist die Disektormethode auch noch deutlich ef-
fizienter als modellabhiingige Verfahren zur Bestimmung der numerischen Volumendichte
von Partikeln (STERIO 1984, GUNDERSEN 1986). Stereologische Methoden, die ohne Zugrun-
delegung eines geometrischen Modelles bei beliebigen Strukturen erwartungstreue Schitz-
werte liefern, so dass der Schluss von der Stichprobe auf die Gesamtheit lediglich von einem
korrekten Stichprobenplan (sampling design) abhingt, werden unter dem Begriff der ,,design-
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based stereology“ zusammengefasst (MATTFELDT 1990). Die Disektormethode kann zur Zih-
lung von Partikeln verwendet werden, was eine genaue Kenntnis der Schnittdicken (physical
disector) oder des Abstands der Fokussierungsebenen (optical disector) voraussetzt.

Der Disektor kann aber auch im Sinne einer riumlichen Sonde fiir die Selektion von Par-
tikeln unabhéngig von ihrer Grofle, Gestalt oder Orientierung eingesetzt werden. Diese Ei-
genschaft wird bei der Selector-Methode (CRUz-ORIVE 1987b) genutzt, die unter Verwendung
der Point-sampled-intercept-Methode ermdoglicht, das mittlere Volumen der mit dem Disek-
torprinzip verzerrungsfrei ausgewidhlten Partikel zu bestimmen. Indirekt kann damit auch die
Zahl von Partikeln geschitzt werden, ohne dass die Schnittdicke bekannt sein muss. Entspre-
chende Moglichkeiten bietet auch der auf dem gleichen Prinzip beruhende Nucleator (GUN-
DERSEN 1988, GUNDERSEN et al. 1988a). Fiir die Bestimmung der Gesamtzahl von Partikeln in
einem Untersuchungsobjekt kann auch das Fractionator-Verfahren eingesetzt werden (GUN-
DERSEN 1986). Dessen Prinzip besteht darin, durch immer weiter fortgesetzte systematische
Teilungsschritte (systematic uniform random sampling) eine Restfraktion des Objekts zu ge-
nerieren, in der sdmtliche enthaltenen Partikel mit Hilfe des Disektorprinzips gezihlt werden.
Die Multiplikation dieses Zidhlergebnisses mit dem Kehrwert der numerischen Fraktion ergibt
die Anzahl der in dem Objekt enthaltenen Partikel. Da die Ermittlung der Gesamtzahl von
Partikeln bei dieser Methode nicht iiber die numerische Dichte erfolgt, bedarf es keiner Be-
stimmung des Referenzvolumens, und das Ergebnis ist unbeeinflusst von priparationsbeding-
ten Volumenveridnderungen des Gewebes (Einbettungsschrumpfung).

Auch fiir das Problem der Bestimmung von Oberfliachen- und Lingendichten anisotroper
Strukturen wurden Losungen gefunden. Bei isotropen Objekten konnen diese Parameter leicht
ermittelt werden, da die Schnittprofile durch die Schnittrichtung nicht beeinflusst werden. Von
allen geometrischen Korpern ist jedoch nur die Kugel isotrop. Bei biologischem Material ist
daher Anisotropie die Regel, wobei sich verschiedene Gewebe in Bezug auf das Muster und
den Grad der Anisotropie stark unterscheiden. Die fiir die Bestimmung von Oberfldchen- und
Léngendichten verwendeten Gleichungen setzen jedoch nicht notwendigerweise eine Isotropie
der zu untersuchenden Objekte voraus. Diese Gleichungen behalten ihre Giiltigkeit, wenn iso-
trop orientierte Testlinien oder Testfldchen in anisotrope Objekte eingebracht werden.

Eine Voraussetzung fiir die Umsetzung dieser seit langem bekannten Tatsache im Kontext
der quantitativ-stereologischen Analyse biologischen Materials war die Entwicklung von Me-
thoden zur Generierung von Isotropic-uniform-random (IUR, isotrop mit gleichformiger Zu-
falligkeit)-Schnitten. Fiir die Herstellung von IUR-Schnitten kleinerer Gewebeproben bietet
sich die einfach durchzufiihrende Isector-Methode an, bei der die Einbettung der Probe in
einer Kugelform erfolgt (NYENGAARD und GUNDERSEN 1992). Bei Proben beliebiger Grofie
ermdglicht dies das Orientator-Verfahren, welches eine strikte Randomisierung in allen drei
Richtungen des Raumes gewihrleistet (MATTFELDT et al. 1990). An IUR-Schnitten kénnen
alle quantitativ-stereologischen Parameter bestimmt werden. Diese Schnitte zeichnen sich
durch einen kompletten Verlust der Orientierung aus, so dass der Orientator dem Effekt nach
eigentlich ein Desorientator ist. Diese Eigenschaft von IUR-Schnitten kann bei der Untersu-
chung von bestimmten Organen oder Gewebearten unerwiinscht sein. Beispiele hierfiir sind
die Haut oder Organe mit einem geschichteten Wandaufbau und natiirlichen Oberfldachen, wie
Magen, Darm oder Harnblase. Fiir diese Fille bietet sich die Methode der sogenannten verti-
kalen Schnitte (vertical uniform random sections, VURS) an (BADDELEY et al. 1986). Bei der
Herstellung dieser Schnitte erfolgt eine Randomisierung in der horizontalen Ebene (x-Achse,
y-Achse), wihrend die frei wihlbare vertikale z-Achse fixiert bleibt und in allen Schnitten er-
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kennbar sein muss. VURS sind besonders geeignet fiir die mit Hilfe von Zykloidbogen als
Testsystem vorzunehmende Quantifizierung natiirlicher Oberflichen, wie etwa der resorptiven
Oberfliche des Diinndarmes (OGIOLDA et al. 1998), und erlauben — abgesehen von Lingen-
dichten — die Bestimmung aller sonstigen stereologischen Parameter. Die Einschrinkung be-
ziiglich der Bestimmung von Léngendichten gilt fiir konventionelle VURS. Bei der
Verwendung von dicken Gewebeschnitten und virtuellen Zykloiden ist diese Limitierung auf-
gehoben (GOKHALE et al. 2004).

Diese kurze Ubersicht kénnte problemlos noch erweitert werden, mag aber geniigen, um
die Breite des Spektrums der inzwischen verfiigbaren quantitativ-stereologischen Methoden
und deren Potenzial aufzuzeigen. Vor 50 Jahren haben WEIBEL et al. (1966) geduflert, dass
,.biological morphologists still shy away from quantitation of their results for the primary
reason that direct measurement of structures on sections is very cumbersome and yields doubt-
ful results*. Der erste Teil dieser Aussage hat bis heute noch eine gewisse Giiltigkeit. Eine Er-
kldrung hierfiir konnte sein, dass die Anwendung der auf der stochastischen Geometrie und
der Wahrscheinlichkeitstheorie basierenden quantitativen Stereologie notwendigerweise ein
gewisses mathematisches und statistisches Riistzeug voraussetzt, was moglicherweise einen
abschreckenden Effekt auf viele Morphologen ausiibt. Der zweite Teil dieser Aussage hat da-
gegen seine Giiltigkeit verloren. Das zur Verfiigung stehende Methodenrepertoire der quanti-
tativen Stereologie ermoglicht eine effiziente und verzerrungsfreie Quantifizierung von
biologischen Strukturen und partikuldren Objekten — und somit werden keineswegs lediglich
,.doubtful results* erzielt.

Neben den fraglos eminent bedeutsamen Entwicklungen in der Stereologie haben techni-
sche Fortschritte in der Mikroskopie und der Histologie maBigeblich zu einer Verbesserung
der Situation beigetragen. Bei der inzwischen etablierten Kunststoffhistologie ist die Einbet-
tungsschrumpfung im Vergleich zur Paraffinhistologie deutlich weniger ausgeprigt. Kunst-
stoffschnitte lassen morphologische Details ohne Verzicht auf den Informationsgehalt des
Ubersichtspriparates um ein Vielfaches besser erkennen als der klassische Paraffinschnitt,
was Messungen deutlich erleichtert. Kunststoffschnitte haben im Gegensatz zu Paraffinschnit-
ten eine einheitliche Dicke — deren Kenntnis entscheidend fiir die Disektormethode (physical
disector) ist — und gleichzeitig eine geringere Dicke, so dass Uberprojektionsprobleme
(Holmes-Effekt) im Vergleich zum Paraffinschnitt deutlich reduziert sind.

Ferner wurden in den letzten Jahren leistungsfiahige computergestiitzte Stereologiesysteme
entwickelt, die kommerziell erhiltlich (beispielsweise newCAST, Stereolnvestigator, Stereo-
loger, Stereology Toolbox) und unter anderem in der Lage sind, morphologische Strukturen
oder immunhistochemische Fiarbemuster automatisch zu erkennen sowie eine systematisch
zufillige Auswahl von Testarealen in definierten Regionen (regions of interest) vorzunehmen,
und die es gestatten, die Probe mit den verschiedensten Testsystemen (Punktraster, Linienras-
ter, Zykloidbdgen usw.) zu liberlagern oder Disektorauswertungen durch virtuelle Ausrichtung
von Schnitten erheblich einfacher durchzufiihren.

Die Kombination der Stereologie mit der bereits weit verbreiteten virtuellen Mikroskopie
ist nicht nur problemlos moglich, sondern bietet auch eine Reihe von Vorziigen. Fiir quantita-
tiv-stereologische Untersuchungen an digitalen Bildern aller Art bietet sich die STEPanizer-
Software an, die im Internet frei verfiigbar ist (TSCHANZ et al. 2011). Viele renommierte
Fachjournale empfehlen oder verlangen inzwischen in ihren redaktionellen Leitlinien bei der
Publikation quantitativ-mikroskopischer Daten biologischen Materials die Anwendung ste-
reologischer Methoden, wobei in aller Regel modellfreie Methoden (design-based stereology)

Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 59-81 (2016) 77



Riidiger Wanke

gefordert werden. Von bedeutenden medizinischen Fachgesellschaften wurde dies sogar zum
Standard erklart (HsiA et al. 2010, MADSEN 1999).

6. Schlussfolgerung

Die quantitative Stereologie hat sich in der modernen biomedizinischen Forschung einen festen
Platz erobert und in zahlreichen Studien ihr Potenzial eindrucksvoll unter Beweis gestellt. Wie
aktuelle Auswertungen der Literatur jedoch zeigen, werden zur Quantifizierung morphologi-
scher Strukturen auf licht- oder elektronenoptischer Ebene nach wie vor sehr hiufig hierfiir
nicht oder nur bedingt geeignete Methoden verwendet, und es wird dennoch der Versuch un-
ternommen, die damit erzielten Ergebnisse in einem biologischen Sinne zu interpretieren. An
dieser Stelle seien daher abschliefend die von GUNDERSEN und Mitarbeitern (1988b) im Sinne
eines Denkanstofles an Pathologen gerichteten Worte zitiert: ,,Unbiased quantitative data may
mean the difference between ,interesting observations® and real knowledge.*
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Computertomographie (CT) und Magnet-
resonanztomographie (MRT) in der klinischen
Veterindrmedizin: Grundlagen und Anwendungen

Sibylle KNEIssL (Wien, Osterreich)

Zusammenfassung

Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) sind moderne Schnittbildverfahren der bild-
gebenden Diagnostik, die seit Ende der 1980er Jahre auch in der Veterindrmedizin eingesetzt werden. Die Entschei-
dung, welches Schnittbildverfahren fiir eine konkrete Fragestellung am besten geeignet ist, ist (noch) nicht exakt zu
treffen. Die CT wird oft eingesetzt, wenn mit kndchernen Verdnderungen zu rechnen ist, wihrend die MRT in der
Weichteildiagnostik die Methode der Wahl darstellt. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber den Aufbau der entspre-
chenden Geriite, die grundlegenden Verfahren und die Indikationen fiir den Einsatz sowie die jeweiligen Vor- und
Nachteile der Verfahren gegeben.

Abstract

In imaging diagnostics, computer tomography (CT) and magnetic resonance tomography (MRT) are modern sectional
image techniques that have been applied in veterinary medicine since the end of the 1980s. It is (still) not standardised
which sectional image technique fits best for specific clinical questions. CT is often applied if changes in bones are
expected, while MRT is applied to examine soft tissues. This paper gives an overview of the construction of the cor-
responding medical devices, and their basic procedures and applications. We also inform about advantages and dis-
advantages of these two sectional image techniques.

1. Computertomographie

Die Computertomographie (CT) ist ein modernes Schnittbildverfahren der bildgebenden Dia-
gnostik, das seit Ende der 1980er Jahre auch in der Veterindrmedizin eingesetzt wird. Das Ver-
fahren beruht auf dem rontgenologischen Grundprinzip der Schwichung von Rontgenstrahlen
durch Materie. Im Gegensatz zur klassischen Rontgenologie kreist jedoch die Rontgenrohre
um den liegenden Patienten, sodass mittels komplizierter computerunterstiitzter Rechenvor-
ginge transversale Schnittbilder erzeugt werden konnen. Spezielle Software ermdglicht auch
die Rekonstruktion der transversalen Rohdaten in jeder beliebigen Raumachse und zu einem
dreidimensionalen Modell. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber den Aufbau eines Compu-
tertomographen, den Bildkontrast, Indikationen fiir die Untersuchung sowie iiber die Vor- und
Nachteile des Verfahrens gegeben.

Ein Computertomograph besteht aus einer Rontgenrohre, einer Detektoreinheit und einem
Computer. Die Rontgenrohre kreist um den narkotisierten Patienten und erzeugt einen eng
eingeblendeten Rontgenstrahl. Die durch den Patienten geschwichte Rontgenstrahlung wird
in der Detektoreinheit gemessen und in Form von elektrischen Impulsen an einen Computer
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geleitet, der die rdumliche Zuordnung der Daten ermdglicht. Beim Spiral-CT, einer Weiter-
entwicklung der konventionellen CT-Systeme, dient ein Schleifring der Spannungsversorgung
der Rohre, sodass keine Beschleunigung und Abbremsung von Rohre und Verkabelung infolge
der stindigen Umkehr der Drehbewegung mehr notwendig sind. Die kontinuierliche Drehung
der Rohre um den gleichzeitig vorgeschobenen Patiententisch ergibt eine spiralformige Ab-
tastung eines Untersuchungsvolumens, das in jeder beliebigen Ebene (multiplanar) rekonstru-
iert werden kann. Dieses Messprinzip erlaubt die Erfassung eines groen Volumens in einer
Atempause, wodurch Bildartefakte reduziert werden, und qualitativ hochwertige dreidimen-
sionale Modelle. Die Einfiihrung von Computertomographen mit mehrzeiligen Detektoren
(Mehrzeiler-CT) er6ffnet durch extrem kurze Aufnahmezeiten (etwa 30 s fiir die Lunge eines
mittelgrolen Hundes) und verbesserte Rekonstruktionsverfahren neue Anwendungsgebiete,
die der CT zu neuem Aufschwung verhalfen. In der Praxis bedeutet das, dass die Darstellung
von sich schnell bewegenden Organen wie Lunge, Herz- und Herzkranzgefidfe detailgetreu
verwirklicht werden kann.

Analog zum Rontgenbild werden Skelettanteile weil3, Weichteile und Fliissigkeiten grau,
Luft und Gase schwarz dargestellt. Diese Grautone entsprechen den Schwichungen der
Rontgenstrahlung. Erreicht keine Rontgenstrahlung die Detektoreinheit, erscheint dieser Be-
reich weil}, wird die Strahlung nicht geschwécht, erscheint der Bereich schwarz. Im Gegen-
satz zur konventionellen Rontgenologie kann jeder Bildpunkt zusitzlich in einem Zahlenwert
(Hounsfield-Einheiten, HE) ausgedriickt werden. Mit Luft (—~1000 HE) und Wasser (0 HE)
sind die Fixpunkte der Dichteskala definiert, die dadurch unabhéngig von der verwendeten
Rohrenspannung sind. Die Gesamtwerteskala betridgt 4000 HE. Die Breite der Dichteskala
kann grundsitzlich zugleich in Grauwerten ausgedriickt werden, wird aber vom menschli-
chen Auge nicht unterschieden. Da das menschliche Auge maximal etwa 20 Graustufen dif-
ferenzieren kann, bedient man sich eines elektronischen Hilfsmittels, der Fenstertechnik,
bei der ein bestimmter Dichtebereich herausgegriffen wird. Die Fensterlage (Window Level,
WL) auf der Dichteskala bestimmt, welcher Dichtewert im mittleren Grauton dargestellt
wird. Die Fensterbreite (Window Width, WW) definiert die Verteilung der Grauskala iiber
einen willkiirlich einstellbaren Dichtebereich. Die stufenlose Variationsbreite der Fensterlage
und der Fensterbreite ermdglicht es, jeden Dichtebereich mit der nétigen Differenzierung
aufzulosen. Ein typisches Weichteilfenster ist 50 WL, 300 WW, ein typisches Knochenfens-
ter ist 400 WL, 4000 WW. Eine vollstindige radiologische Befundung muss in mindestens
zwei Fenstern erfolgen.

In der CT werden Rontgenkontrastmittel (Bariumsulfat- und Jodpridparate oder Luft) ver-
wendet. Diese weisen eine hohere (positive Kontrastmittel) oder geringere Dichte (negative
Kontrastmittel) als das umgebende Gewebe auf. Positive Kontrastmittel werden allerdings in
einer geringeren Konzentration eingesetzt und intravends unter Druck appliziert. Sie reichern
sich nach einer gewissen Zeit in den einzelnen Geweben an. Variationen der Anreicherungszeit
und -stidrke haben diagnostischen Wert.

Im Allgemeinen wird die Computertomographie eingesetzt, um die mit Rontgen und Ul-
traschall gestellten Verdachtsdiagnosen zu bestétigen oder zu verwerfen. Am Kopf kdnnen
beispielsweise die exakte Ausdehnung von Missbildungen, Tumoren, Fissuren oder Fraktu-
ren bestimmt werden. Dichteunterschiede und Umfangsvermehrungen im Gehirn erlauben
Riickschliisse auf Missbildungen, Tumoren, Blutungen oder Abszesse. Weitere hdufige Ein-
satzgebiete sind die Wirbelsidule, insbesondere die Bandscheibendiagnostik, und unklare
Prozesse im Gelenksbereich der Extremititen. Abdomen oder Becken sind fiir die CT auf-
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Abb. 1 Computertomographie (Foto: Michael BERNKOPF, Veterindrmedizinische Universitidt Wien)

grund der vollstdndigen und iiberlagerungsfreien Darstellung aller Organe besonders gut ge-
eignet, werden aber an der Veterindrmedizinischen Universitit seltener einer CT zugefiihrt.
Durch intravendse Gabe von nicht-ionischem, jodhaltigem Kontrastmittel sind zusitzliche
Kontraste in Abhéangigkeit der Gewebsdurchblutung fiir die Diagnosestellung hilfreich. So
konnen zum Beispiel im Abdomen pathologische Gefdl3verldufe detailgetreu kontrastiert
und in ihrem Verlauf dargestellt werden. Speziell adaptierte Lagerungstische oder Plattfor-
men erlauben es, auch Grofitiere im Liegen respektive Stehen zu untersuchen; in Abhédngig-
keit vom Korpervolumen ergeben sich die Untersuchungsregionen Kopf (im Stehen oder
Liegen), obere Halsgegend, kraniale Halswirbelsdule sowie der distale Extremitédtenbereich
(im Liegen).

Die Befundung einer CT bezieht sich auf Veridnderungen der Anatomie und Gewebsdichte.
Bezirke hoherer Dichte werden hyperdens, Bezirke niederer Dichte hypodens bezeichnet. Iso-
dense Areale zeigen die gleiche Dichte wie ihre Umgebung.

Aus dem bisher Gesagten geht hervor, dass die Vorteile des Verfahrens gegeniiber der
Rontgenuntersuchung vor allem in der zweidimensionalen, tiberlagerungsfreien Darstellung
und dem besseren Gewebskontrast liegen. Zu geringe Dichteunterschiede einzelner Gewebe
oder die Uberstrahlung des Gewebes durch den angrenzenden Knochen, z. B. im Bereich der
Schiadelbasis, erlauben jedoch keine befriedigende Bildgebung. Kleine Tumoren ohne Dich-
teunterschied zur Umgebung, wie z. B. ein Gliom, konnen potenziell iibersehen werden. Auch
Knorpelveridnderungen im Gelenksbereich werden infolge der fehlenden Dichteunterschiede
und Grenzfldchenartefakten nicht befriedigend dargestellt. In diesen Bereichen wird die Mag-
netresonanztomographie eingesetzt.
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2. Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein sehr junges Schnittbildverfahren, das zuneh-
mend auch in der Veterindrmedizin eingesetzt wird. Die ersten Veroffentlichungen erschienen
erst Ende der 1980er Jahre. Neben Arbeiten iiber anatomische Grundlagen und einzelnen Fall-
berichten wurde auch kiirzlich ein Atlas verdffentlicht. Im Folgenden wird ein kurzer Uber-
blick iiber das physikalische Prinzip, den Aufbau eines Magnetresonanztomographen, den
Bildkontrast, Kontrastmittel, sowie den Einsatz im Vergleich zu anderen bildgebenden Ver-
fahren gegeben.

Die MRT beruht auf dem spezifischen Verhalten von Atomkernen mit ungerader Nukleonen
(Protonen und Neutronen)-zahl (Wasserstoff, Phosphor, Natrium usw.). Sie besitzen einen Ei-
gendrehimpuls, den sogenannten Spin. Da Atomkerne auch eine elektrische Ladung haben, wir-
ken sie wie ein elektrischer Kreisstrom um eine Drehachse und erzeugen damit ein magnetisches
Feld. Stirke und Richtung des Magnetfeldes werden durch den magnetischen Feldvektor, p
(magnetisches Moment), definiert. In der Bildgebung wird aufgrund seines starken magnetischen
Momentes und seinem ubiquitdrem Vorkommen vor allem Wasserstoff verwendet. Die Protonen
sind in der Regel im Korper ungeordnet, sodass sich ihre magnetischen Momente gegenseitig
aufheben. Legt man ein duBleres Magnetfeld an, richten sie sich parallel und antiparallel zu den
Feldlinien des Magnetfeldes aus. Mit Hilfe eines Hochfrequenzimpulses werden die Wasser-
stoffprotonen aus ihrem magnetischen Gleichgewicht ausgelenkt. So wie ein rotierender Kreisel,
der von der Seite angestofen wird, drehen sie sich dann um sich selbst und im Kreis um die
Lingsachse des Magnetfeldes (Prizession). Schaltet man das Hochfrequenzfeld ab, richten sich
die Wasserstoffprotonen wieder entlang der Magnetfeldlinien aus (Relaxation) und geben die
zuvor aufgenommene Energie in Form eines elektromagnetischen Signals an die Umgebung ab.
Die Intensitédt und Dauer dieses Signals ist einerseits abhingig von der Magnetfeldstéirke, ande-
rerseits von Gewebeparametern: der Protonendichte und der Protonenbeweglichkeit. Die Pro-
tonenbeweglichkeit wird durch die T1-Relaxationszeit (abhidngig von der Bindung der
Wasserstoffatome) und die T2-Relaxationszeit (abhingig von Wechselwirkungen zwischen den
Protonen) beschrieben. Das Signal wird von einer Spule empfangen, mittels komplizierter Re-
chenvorginge rdumlich zugeordnet und in einen Grauwert umgewandelt.

Die wichtigsten Bestandteile eines MR-Tomographen sind ein Magnet, ein Gradientensys-
tem, verschiedene Spulen, ein Patiententisch, eine Recheneinheit und ein Kiihlsystem. Von
einem starken Magneten wird das Magnetfeld erzeugt. Dieses soll eine entsprechende Feld-
starke mit moglichst hoher Feldhomogenitét aufweisen, da es durch Heterogenitidten zu Si-
gnalverzerrungen und damit zu Bildfehlern kommt. Die meisten MR-Gerite weisen Feldstirken
zwischen 0,5 und 1,5 Tesla auf. Niederfeldgerite arbeiten mit Feldstirken von 0,1-0,35 Tesla.
Zusitzlich wird das System in einem fiir hochfrequente Wellen undurchdringbaren Raum
(Hochfrequenz-Kabine, Faradayscher Kifig) untergebracht.

Das Gradientensystem besteht aus Gradientenspulen, die so angeordnet sind, dass lineare
Gradientenfelder in allen drei Raumrichtungen erzeugt werden kénnen. Die so erzeugte genau
definierte Inhomogenitit des Magnetfeldes erlaubt die Schichtauswahl und die rdumliche Ko-
dierung des empfangenen Signales.

Die HF-Spulen dienen der Erzeugung von hochfrequenten Impulsfolgen und zur Erfassung
des dadurch entstehenden Signals.

Der Patiententisch dient der Lagerung des Patienten und ist beweglich, um den Patienten
in das meist rohrenformige Hauptfeld (,,geschlossenes System®) schieben zu konnen. Neuere
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Gerite sind jedoch auch in Form eines C-Bogens (,,offenes System*) konstruiert, sodass der
Patient oder der Arzt von mindestens drei Seiten an das Gerit herangehen kann. Diese Geri-
tetypen eignen sich besonders gut fiir die Anwendung in der Veterindrmedizin, da sie fiir die
wechselnde Anatomie von Klein- und Grofitieren am besten adaptierbar sind.

Ein Steuer- und ein Bildrechner sind die Bestandteile des Computersystems. Sie dienen u.
a. der Steuerung der Pulsfolgen, der Digitalisierung des elektromagnetischen Signals des Ge-
webes, der Bildrekonstruktion und der Bildspeicherung.

Durch Wahl geeigneter Pulssequenzen (eine Folge von unterschiedlich langen und starken
HF-Impulsen) ldsst sich der erzielte Bildkontrast primér auf den Einfluss eines der genannten
Gewebeparameter zuriickfiihren. Man spricht von sogenannten Gewichtungen (T1-, T2-, und
Protonendichte ,,PD*“-Gewichtung). Spezielle Sequenzen erlauben die Unterdriickung spezi-
fischer Gewebssignale (STIR: Fettunterdriickung, FLAIR: Liquor-Unterdriickung) und erho-
hen dadurch die Aussagekraft der Untersuchung. Die hohe Sensibilitit des Verfahrens
gegeniiber pathologischen Verdnderungen beruht auf dem unterschiedlichen Fliissigkeitsgehalt
und dem daraus resultierenden verschiedenen Signalverhalten von gesundem und krankem
Gewebes.

Abb. 2 Magnetresonanztomographie (Foto: Michael BERNKOPF, Veterindrmedizinische Universitit Wien)

Paramagnetische Substanzen konnen diese Gewebeparameter (T1- und T2-Relaxationszeit)
beeinflussen und werden deshalb als Kontrastmittel verwendet. Sie fiihren zu einer Signalan-
hebung auf T1-gewichteten Sequenzen. Routinem@Big werden sie intravends, bei speziellen
Fragestellungen auch intraartikuldr verabreicht. In jlingerer Zeit wurden auch organspezifische
Kontrastmittel entwickelt; ihr Einsatz in der Veterindrmedizin ist noch auf die Forschung be-
schriinkt.
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Einsatzgebiete sind im Wesentlichen neurologische, ophthalmologische und orthopidische
Fragestellungen, die die Untersuchung des Kopfes, der Wirbelsidule und der Extremititen ver-
langen. Andere Korperteile, wie z. B. Brust- und Bauchraum, sind aufgrund von atmungs-,
blutfluss- und peristaltikbedingten Bewegungen fiir die MRT weniger geeignet und primir
anderen bildgebenden Verfahren (Rontgen, Ultraschall und Computertomographie) zuzufiih-
ren. Allerdings sind derzeit spezielle mit einem Elektrokardiogramm gekoppelte Sequenzen
fiir die Darstellung des Herzens in einer klinischen Testphase. Vorteile der MRT gegeniiber
diesen Verfahren sind die deutlich kontrastreichere Bildgebung der Weichteile, die insbeson-
dere im Gelenksbereich die Unterscheidung aller anatomischen Strukturen erlaubt und die
multiplanare Bildgebung (die Schnittebenen sind unabhéngig von der Patientenlagerung frei
wihlbar). Ihr Hauptnachteil ist das fehlende Signal von kalkhaltigen Strukturen. So lassen
sich zwar Veridnderungen des Knochenmarks sehr gut darstellen, aber knocherne Zubildungen,
Verkalkungen usw. konnen nur schwer oder gar nicht abgegrenzt werden.

Der Bildbefund fiir eine MRT bezieht sich im Wesentlichen auf Verdnderungen der Ana-
tomie und der Signalverteilung. Als isointens werden zwei Gewebe bezeichnet, die die gleiche
Signalintensitit bzw. den gleichen Grauwert im Bild haben. Hypointens ist ein Gewebe, das
signaldrmer bzw. dunkler, und hyperintens ist ein Gewebe, das signalreicher und damit heller
als das zu vergleichende Gewebe ist.

Offene oder eigens adaptierte geschlossene Systeme ermoglichen es auch, Grofitiere zu
untersuchen; in Abhédngigkeit vom Kdérpervolumen ergeben sich die Untersuchungsregionen
Kopf, obere Halsgegend, kraniale Halswirbelsdule sowie der distale Extremititenbereich.

Die zu untersuchenden Patienten diirfen keine magnetisierbaren Teile (Eisen, Implantate
usw.) am oder im Korper tragen, da sie vom Magnetfeld angezogen werden und zu Bildarte-
fakten oder auch zu Verletzungen fiihren konnen.

Die MRT zeigt gegeniiber pathologischen Veridnderungen sehr hohe Sensibilitét, besitzt
aber vergleichsweise geringe Gewebespezifitit. Zur Erinnerung: Die Sensitivitit beruht auf
dem unterschiedlichen Protonen- (Wasser-) Gehalt von gesundem und krankem Gewebe.
Im Gegensatz zur Computertomographie kann die Grauwertskala auch nicht mit absoluten
Messwerten korreliert werden. Mit jeder Bildgebungssequenz ergeben sich unterschiedliche
Grauwerte und Kontraste. Fiir die Diagnostik sind mindestens zwei Sequenzen (T1- und
T2-Gewichtung) notwendig, die miteinander verglichen werden. Theoretisch bieten Re-
laxationszeiten und Protonendichtemessungen die Moglichkeit zur Gewebecharakterisie-
rung.

3. Welches Schnittbildverfahren fiir welche Untersuchung?

Die Entscheidung, welches Schnittbildverfahren fiir eine konkrete Fragestellung am besten
geeignet ist, ist (noch) nicht exakt zu treffen. Allgemein lédsst sich sagen, dass CT zum Einsatz
kommt, wenn primir mit kndchernen Veridnderungen zu rechnen ist, wihrend die MRT in der
Weichteildiagnostik die Methode der Wahl darstellt. Dies gilt eingeschriinkt fiir Abdomen und
Thorax, da die in diesen Regionen auftretenden Bewegungsartefakte die Aussagekraft der
MRT beeinflussen konnen. Sehr kleine Gelenke, wie die Zehen- oder Kiefergelenke bei Klein-
tieren, sind zurzeit mittels MRT nicht befriedigend untersuchbar. Aufgrund der kiirzeren Ge-
samtuntersuchungszeit und der hohen Sensitivitit fiir frische Blutungen und Frakturen ist CT
die Methode der Wahl bei Notfallpatienten.
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Bei Fragestellungen der Augen und des Gehirns wird aufgrund der zahlreichen Artefakte durch
dickes Knochengewebe im Bereich des Hirnstammes und des schwicheren Weichteilkontras-
tes in der CT primidr MRT angewendet. Im Bereich der Wirbelsdule und Gelenke wird bei
fortgeschrittenen rontgenologischen Verdnderungen vorzugsweise eine CT, im Rahmen der
Friihdiagnostik und bei Verdacht auf Verdnderungen des Gehirns oder des Riickenmarks eine
MRT durchgefiihrt.
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Wie sieht die moderne Universitit des 21. Jahrhunderts aus? Im Spannungsfeld des Bo-
logna-Prozesses und der Exzellenzinitiative, die bereits starke Umbriiche in den deut-
schen Universitidten bewirkten und im Rahmen von vertikalen und funktionalen
Differenzierungen die Voraussetzungen fiir die Entwicklung neuer Profile in Forschung
und Lehre geschaffen haben, steht der Bildungsauftrag von Universitdten zur Diskus-
sion.

Der tiefgreifende Verdnderungsprozess von der Universitit als Bildungsstitte einer
kleinen Elite hin zur Offnung der Hochschulen fiir fast jedes Gesellschaftsmitglied ist,
bei gleichzeitiger explosionsartiger Zunahme der Komplexitit einer global agierenden
Gesellschaft, der Ausgangspunkt aktueller Entwicklungen im Hochschulsystem. Einem
Diskurs zum Bildungsbegriff und der Neuinterpretation des klassischen Bildungsver-
stindnisses folgen Uberlegungen zu den Herausforderungen der Digitalisierung als einem
moglichen zukiinftigen Haupttreiber des Wandels im Bildungssystem sowie ein Gedan-
kenaustausch tiber die Wissenschaftskultur und notwendige Freirdume fiir neue Lehr-
und Lernformate.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Von digitalen RGBD-Bildern zum Modell —
3D-Bildanalyse zur Phéinotypisierung

Walter G. KRoPATSCH (Wien, Osterreich)

Zusammenfassung

Wie konnen wir die Aufnahmen einer 3D-Kamera fiir die Phénotypisierung nutzen? Basierend auf den Prinzipien
der 3D-Bilderfassung werden Modelle diskutiert, die in der Lage sind, aus mehreren Aufnahmen ein Modell zu fu-
sionieren (z. B. eines Tieres), das sowohl die invarianten Eigenschaften beinhaltet, als auch die Variabilitit der Be-
wegung erfasst.

Abstract

How can we utilize the pictures of a 3D camera for phenotyping? Based on the principles of 3D acquisition we discuss
models that are able to fuse one model of i.e. an animal out of several views. The model must capture the invariant
properties of the animal as well as the variability introduced by its movements.

1. Einleitung

Moderne 3D-Kameras eroffnen vielen Bereichen weitreichende neue Moglichkeiten, Mess-
und Analysevorginge in drei rdaumlichen und der zeitlichen Dimension mit Computern zu
automatisieren, ohne die Daten hédndisch eingeben zu miissen. Dies gilt nicht zuletzt auch
fiir die Phanotypisierung, sowohl im Bereich der Pflanzen als auch der Tiere. Mustererken-
nung als Wissenschaft, die aus (Bild-)Daten Information extrahiert, kann dabei wertvolle
Dienste leisten, indem Messungen automatisiert und objektiviert dem Experten zur Verfii-
gung gestellt werden. Dabei geht es nur anfinglich um die Erfassung riesiger Datenmengen
(Schlagwort ,,Big Data*, DUMHILL 2012), es steht im Hintergrund immer der Wunsch, zu
qualitativ hochwertigen Aussagen zu kommen, die auch durch Messergebnisse objektiv ge-
stiitzt werden.

In diesem Beitrag werden zunichst kurz die Prinzipien analysiert, die dreidimensionale
(3D-) Informationen aus zweidimensionalen (2D-) Bildern extrahieren konnen. Das ermog-
licht die Kinect-Kamera, die in den letzten Jahren auf den Markt gekommen ist und 3D-
Daten einfach, verlésslich und relativ billig liefern kann. Dabei soll auch das Korrespon-
denzproblem angeschnitten werden, das nicht nur Voraussetzung fiir die 3D-Erfassung ist,
sondern auch notwendig ist, um Korrespondenzen zwischen verschiedenen Aufnahmen her-
zustellen.

Die Rohdaten erfordern dabei meistens sehr viel Speicher und entsprechend auch Rechen-
kapazitit fiir ihre Bearbeitung. Daher betrachten wir im zweiten Teil dieses Beitrages Modelle,
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die die Daten im Computer kompakt darstellen, ohne Information zu verlieren. Weiter sollen
diese Modelle die Integration mehrerer Ansichten desselben Objektes erlauben, um schlieBlich
das Objekt vollstindig mit einem Modell zu beschreiben. Als Erschwernis kommt bei sich be-
wegenden Objekten hinzu, dass sie einer zeitliche Variation unterworfen sind, die es zusitzlich
im Modell einzubauen gilt.

Uber das resultierende 4D-Modell eines Objektes konnen auch Vergleiche mit dhnlich
strukturierten Objekten angestellt werden, um so Gemeinsamkeiten und Unterschiede in einer
Klasse von Objekten zu bestimmen. Dies ist eine der wesentlichen Aufgaben bei der Phéino-
typisierung. Die folgenden Modelle zeigen Moglichkeiten auf, wie solche Modelle aus 3D-
Bildern bestimmt werden und welche Analyseschritte damit durchfiihrbar sind.

2. 3D-Kameras

Im Folgenden sollen die Moglichkeiten der Erfassung dreidimensionaler Bilddaten kurz eror-
tert werden. Nach drei Grundprinzipien (STRECHA et al. 2008) wird dabei hauptsichlich vor-
gegangen:

— Passives Stereo: Dieselbe Bildszene wird mit zwei kalibrierten Kameras aufgenommen
und liefert ein Stereo-Bildpaar. Danach miissen in den zwei Bildern korrespondierende
Punkte gefunden werden. Diese Suche kann zwar auf eine eindimensionale Suche entlang
epipolarer Linien beschrinkt werden, durch teilweise Verdeckungen und mehrdeutige Zu-
ordnungen kann sie sich aber rechnerisch ziemlich aufwendig gestalten. Durch Triangu-
lation der korrespondierenden Punkte und der Kenntnis der perspektiven Abbildungen
der zwei Kameras kann dann der Abstand des jeweiligen 3D-Punktes von der Bildebene
bestimmt werden (Standardverfahren in der Photogrammetrie). Man erhilt damit ein
um den Tiefenwert erweitertes Bild, das als RGBD-Bild (Red-Green-Blue-Depth) be-
zeichnet wird. Punkte, die nicht in beiden Bildern sichtbar sind (z. B. wegen Verdeckung)
oder nicht eindeutig sind (z. B. innerhalb grofler homogener Regionen), werden interpo-
liert.

— Aktives Stereo: Bei dieser Variante wird die Suche nach korrespondierenden Punkten durch
eine Projektion eines bekannten Punktmusters erleichtert, das im Prinzip eine der Kameras
ersetzt. Zumeist wird dabei Infrarot verwendet, um die Farbinformation des Bildes nicht
zu storen. Dieses Prinzip wird bei der MS-Kinect-1-Kamera (Abb. 1) angewandt. SMISEK
et al. (2011) haben gezeigt, dass mit einer entsprechenden Kalibrierung ausgezeichnete
Qualitit bei der 3D-Rekonstruktion aus mehreren Ansichten erzielbar ist.

— Radarprinzip: In diesem Fall wird der Abstand eines Bildpunktes von der Bildebene da-
durch bestimmt, dass die Laufzeit eines ausgesandten und an der Objektoberflache reflek-
tierten Signals gemessen wird. Je weiter ein Objekt von der Kamera entfernt ist, umso
langer ist das Signal unterwegs. Diese dem Radar sehr @hnliche Tiefenmessung wird bei
der MS-Kinect-2-Kamera verwendet.

In allen drei Fillen liegt am Ende eine zusitzliche Schicht an Tiefenwerten fiir jeden Pixel
vor (Abb. 1; hell sind Fldchen nahe der Kamera, dunkle Flichen sind weiter weg). Damit ist
zwar fiir jeden Bildpunkt (x, y) die Entfernung z (x, y) des abgebildeten Objektes bekannt, dies
beschrinkt sich aber ausschlieBlich auf die sichtbaren Bereiche der Oberfldche. Es sind daher
mehrere Aufnahmen notwendig, wenn die Oberfliche eines zu analysierenden Objektes
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Abb. 1 (A) MS-Kinect | bei der Aufnahme eines Lipizzaner-Pferdes und (B) das Tiefenbild

(Pflanze oder Tier) vollstindig analysiert werden soll. Dies bringt eine Reihe weiterer Pro-
bleme mit sich:

Die verschiedenen Aufnahmen miissen alle Bereiche der Objektoberfldche vollstindig ab-
decken.

Die verschiedenen RGBD-Bilder miissen einander angepasst und zusammengestiickelt
werden (wie bei einem Panoramabild).

Die Stellung des Objektes im Raum kann sich durch Bewegung von einer Aufnahme zur
anderen dndern, was das Anpassen vor grofere Probleme stellt.

Um die vollstindige Oberfliche in einem Bild darzustellen, miisste die Bildebene zu einer
Kugeloberflidche (oder einer komplizierteren rdumlich geschlossenen Fldche) gekriimmt
werden. Alternativ konnen abstraktere Modelle wie Punktwolken (Woo0 et al. 2002) oder
unregelmiBige Dreiecksnetze verwendet werden, um die erfassten Daten einheitlich dar-
stellen zu konnen. Diese Modelle miissen einerseits alle gemessenen Daten korrekt wie-
dergeben und andererseits eine bildhafte Wiedergabe fiir die Kontrolle durch den Experten
erlauben.

Die 3D-Kamera liefert direkt keine anatomischen Merkmale. Abbildung 2 zeigt hindisch
markierte RGB-Landmarken. Methoden, solche anatomischen Merkmale aus den 3D-Roh-
daten automatisch zu extrahieren, sind noch in Erforschung.

Wiinschenswert fiir eine phinotypische Auswertung ist ein einheitliches Modell, das es
erlaubt, strukturell korrespondierende Korperteile in verschiedenen Ansichten und Posen
zu vergleichen.

Eine Videoaufnahme liefert eine zeitliche Folge von Bildern. Auch hier muss zuerst die
Korrespondenz verschiedener Bildteile bestimmt werden (,,tracking®). Die Methoden und
Probleme sind dhnlich wie beim Stereoverfahren, wenn auch einige weitere Probleme hin-
zukommen: Nicht nur das abgebildete Objekt kann sich bewegen, auch die Kamera kann
bewegt werden.
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Abb. 2 Hindisch markierte Landmarken im Farbbild

3. Korrespondenzen finden

Die Bestimmung, ob zwei Punkte in zwei verschiedenen Bildern demselben Punkt des Objekts
in der Realitit entsprechen, wird als Korrespondenzproblem bezeichnet. Einfache Merkmale
wie Farbe oder Textur liefern viele Moglichkeiten, deren Uberpriifung zum einen viele Mehr-
deutigkeiten produziert und zum anderen zu hohe Rechenkomplexitit erfordert. Im Fall von
Stereobildern kann die 2D-Suche auf eine Suche entlang epipolarer Linien beschrinkt werden,
die als Schnitt der Bildebene mit der Epipolarebene entstehen. Die Epipolarebene wird durch
die beiden Projektionszentren und den untersuchten Punkt aufgespannt.

Eine Alternative sucht nach Merkmalen, die beziiglich der Abbildungsgeometrie und be-
ziiglich diverser Bewegungen invariant sind. Solche ,,Schliisselmerkmale* (Key features wie
die bekannten SIFT-Merkmale von Lowg 2004) sollen sowohl invariant als auch diskriminativ
sein, um nur wenige mogliche Korrespondenzen testen zu miissen. Dasselbe Problem muss
auch beim Zusammenfiigen mehrerer verschiedener Aufnahmen (wie bei einem Mosaik, PELEG
und HERMAN 1997) gelost werden.

Bei bewegten Objekten kommt hinzu, dass die Merkmale beziiglich der natiirlichen Be-
wegung invariant sein sollten. Hier spielen geoditische Distanzen eine wichtige Rolle. Es
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wird dabei die Linge einer Kurve entlang einer 3D-Fliche bestimmt. Dies ist approximativ
in einem Tiefenbild (D-Komponente von RGBD) innerhalb eines zusammenhingend sicht-
baren Bereichs moglich. Seien P; = (x;, y;, z;), i = 1,... , n die Bildpunkte einer Kurve im
RBGD-Bild, dann liefert g(P,, P,) eine Schitzung der Linge der Kurve auf der Objektober-
fldche:

8P, P) = QG =51 + Oryim 1)+ G-z [1]

Bei Tieren ist eine Invarianz durch die fixe Linge von Knochen und die Struktur des Tierkor-
pers gegeben und kann fiir eine normierte Darstellung in Form eines Modells verwendet wer-
den.

4. Modell

Ein Modell soll die wesentlichen Charakteristika der beobachteten Objekte in kompakter Form
darstellen. Dies ist bei den meisten Rohdaten wie Grauwert-, Farb- oder Tiefenbild oder auch
bei dem 3D-Voxelbild nicht gegeben. Daher suchen wir in diesem Abschnitt nach Modellen,
die unwesentliche Details (z. B. des Hintergrundes) weglassen, aber keines der wichtigen De-
tails des darzustellenden Objektes verlieren. Solche Modelle miissen aus einfacheren Daten-
strukturen wie den digitalen Bildern ableitbar sein und die Moglichkeit bieten, mehrere
Eingaben zu einem Modell zusammenzufassen (,,fusionieren®). Bei 3D-Objekten ist eine voll-
stindige Erfassung mit einer einzelnen Aufnahme nicht méglich. Daher soll die ,,Rundum-
sicht” durch Fusionierung mehrerer Ansichten erfolgen. Da die verschiedenen Ansichten auch
in unterschiedlichen geometrischen Transformationen vorliegen, soll das Modell solche Trans-
formationen ohne grofle Verluste und ohne zu grof3en Rechenaufwand erlauben. Bei bewegten,
nicht starren Objekten konnen die Form und die Erscheinung desselben Objekts variieren,
was durch das Modell korrekt wiedergegeben werden soll. Andererseits soll das Modell be-
ziiglich externer Einflussgrofen (z. B. Beleuchtungsverhiltnisse, Umgebung, ...) invariant
sein. Wir wollen uns in diesem Abschnitt auf Tiere als betrachtete Objekte beschrinken, ob-
wohl die meisten Aussagen auch fiir Pflanzen gelten.

Die folgenden Abschnitte sollen einige Mdoglichkeiten aufzeigen, wie ein Modell fiir die
Phinotypisierung von Tieren auszuwihlen ist (im speziellen Fall geht es um Pferde).

4.1 2D-Modell

Das wohl einfachste Modell eines Bildobjektes ist die bindre Maske. Sie kennzeichnet alle
zum Objekt gehorigen Pixel mit ,,1* und den Hintergrund mit ,,0%. Thre Bestimmung aus einem
Grauwert- oder Farbbild ist oft sehr einfach durch ein Schwellwertverfahren durchfiihrbar.
Dabei auftretende Storungen konnen mit diversen Filtern verringert oder ganz eliminiert wer-
den. Ahnlich kann auch aus einem Tiefenbild eine Binirmaske erstellt werden. Wihrend shn-
liche Grau- oder Farbwerte entlang der Kontur eines Objektes bei Grauwert- und Farbbildern
ein Problem darstellen, treten entlang der Silhouette eines Tieres zumeist sehr gro3e Tiefen-
unterschiede auf, was eine verléssliche Erkennung der Kontur in den meisten Fillen ermog-
licht. Eine Bindrmaske benétigt zwar nur 1 Bit pro Pixel, ist aber so grof} wie das ganze Bild,
auch wenn das Objekt nicht das ganze Bild ausfiillt.
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Abb. 3 2D-Medialachse

Ein Modell, das viele notwendige Kriterien erfiillt, ist die Medialachse (Abb. 3). Sie fasst die
Mittelpunkte aller maximalen, in die Form einschreibbaren Kreise zusammen. Es gibt ver-
schiedene Methoden, die Medialachse zu bestimmen. Haufig wird fiir jedes Pixel die Distanz
vom Rand des Objekts bestimmt, und dann werden die lokalen Maxima entlang der Grate ver-
bunden. Die Mittelpunkte entlang der Medialachse bilden ein Netz an Kurven. Speichert man
mit den Mittelpunktkoordinaten auch noch die Radien der maximalen Kreise, so ist die geo-
metrische Form als Vereinigung aller maximalen Kreise rekonstruierbar. In 2D bildet die Me-
dialachse einer zusammenhédngenden Form eine zusammenhingende Struktur aus Kurven mit
Verzweigungspunkten. Der Speicherbedarf der Medialachse einer einfachen Form ist im All-
gemeinen wesentlich geringer als der einer Bindrmaske. Geometrische Transformationen kon-
nen direkt auf die Koordinaten der Medialachspunkte angewandt werden.

4.2 3D-Modell

Ahnlich wie beim 2D-Modell ist die dreidimensionale binire Maske (Abb. 4A4) das einfachste
Modell. Im Dreidimensionalen kann die Medialachse zusétzlich Flachen beinhalten. Sie be-
steht analog zu 2D aus den Mittelpunkten maximal eingeschriebener Kugeln. Die 3D-Form
des Objektes kann durch Vereinigung aller Kugeln rekonstruiert werden.

Allerdings werden 3D-Bindrmaske und 3D-Medialachse aus einem Volumenmodell des
Bildes (vgl. Computertomographie) abgeleitet, was bei RGBD-Bildern nicht moglich ist. In
vielen Fillen reicht es aber, die 2D-Bindrmaske aus dem Tiefenbild zu bestimmen und mit
der zusitzlichen Tiefeninformation die 3D-Medialachse zu schitzen. Dies gilt immer dann,
wenn das Objekt zylindrische Form hat und die Projektion auf die Bildebene zentral ist (bei
Aufnahmen mit einer 3D-Kamera sehr oft der Fall). Da die 3D-Medialachse die 3D-Binir-
maske rekonstruieren kann, kann damit die Plausibilitidt der Schitzung verifiziert werden,
indem das Objekt in anderen Ansichten dargestellt wird.

In der Computergrafik haben sich unregelméfige Dreiecksnetze zur Beschreibung der 3D-
Oberflidche eines Objekts durchgesetzt. Sie konnen durch Dreiecksvermaschung des Tiefen-
bildes entstehen.
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Das folgende Beispiel geht zwar von einer 3D-Binédrmaske aus, zeigt aber das Potenzial, das
im Modell der 3D-Medialachse steckt, um zu einer recht plausiblen Segmentation eines 3D-
Objektes zu gelangen. SERINO et al. (2011), b1 BAsa et al. (2013) und SERINO et al. (2013) re-
duzieren die allgemeine 3D-Medialachse auf rein durch Kurven bestimmte Strukturen (siche
Abb. 4). Die resultierende 3D-Zerlegung eines Pferdes hat automatisch die wesentlichen Kor-
perteile gefunden. Dies ist zwar noch nicht die Genauigkeit, die fiir die Unterscheidung zweier
Phinotypen notwendig ist, aber stellt eine gute Basis dafiir dar. Zu erforschen wire, ob mit
der Zerlegung auch die anatomische Identifikation der Korperteile moglich ist.

A B C

Abb. 4 3D-Modelle eines Pferdes (aus SERINO et al. 2011)

Es gibt drei Arten von Punkten, die bei dem Modell auftreten: Endpunkte (haben nur eine
Fortsetzung), Verzweigungspunkte (haben mehr als zwei Fortsetzungen) und normale Punkte
(haben genau zwei Fortsetzungen wie ein Gelenk). Diese Kategorisierung erleichtert das Fin-
den von Korrespondenzen und ermdglicht auch die Fusion verschiedener Aufnahmen wie auch
die Differenzierung zwischen objektspezifischer Varianz und Aufnahme bedingter Invarianzen.
So sind alle Verbindungen zwischen Endpunkten und Verzweigungen dreidimensionale Kur-
ven (1D-Mannigfaltigkeiten), die auf Geraden normalisiert werden konnen, dhnlich der Me-
thode der Co-Segmentation (siehe z. B. vaN KAICK et al. 2013).

4.3 Menschliche Gebdrden zur Steuerung von Computern

Eine dhnliche Zielsetzung verfolgt der nidchste Ansatz mit unterschiedlichen Werkzeugen.
Dem urspriinglichen Ziel der Entwicklung der Kinect-Kamera, menschliche Gestik zur Steue-
rung eines Computerspiels einzusetzen, kommt der Ansatz von SHOTTON et al. (2013) schon
sehr nahe. Sie erkennen die Stellung eines Menschen mithilfe einer Kinect-Kamera und eines
3D-Skeletts. Auch PROCHAZKA et al. (2014) beschreiben den Einsatz einer Kinect-Kamera und
eines 3D-Skeletts zur Diagnose von menschlichen Gangmustern. In beiden Féllen wird das
Knochenskelett aber nur sehr ungenau bestimmt, was fiir die jeweilige Anwendung ausrei-
chend zu sein scheint. Beim Phénotyp sind aber kleine Unterschiede im Modell oft sehr wichtig
zu unterscheiden.

4.4 3D-Knochenskelett

Sehr oft hat die Medialachse groRe Ahnlichkeit mit einem Skelett und wird auch so bezeichnet.
Das Knochenskelett eines Tieres (Abb. 5), das fiir den Phinotyp hochst interessant ist, weicht
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aber davon ab und ist visuell auch nicht direkt abbildbar. Es hat den Vorteil, dass Knochen bei
Bewegung ihre Form und Linge nicht verdndern, also invariant beziiglich Bewegung sind.

Abb. 5 Knochenskelett eines Pferdes

Daher wiire es eine lohnende Forschungsaufgabe, Wege zu suchen, das Knochenskelett mit
der Medialachse eines Tieres so in Ubereinstimmung zu bringen, dass alle Knochen des Tieres
anatomisch plausible Relationen zur konkreten Form des Tieres bilden.

Eine Moglichkeit, Knochen mit Teilen der Medialachse in Beziehung zu setzen, bieten lo-
kale Koordinatensysteme des jeweiligen (nicht stark verdnderbaren) Korperteiles (z. B. Arme
und Beine). Ein solches Koordinatensystem wird durch die Form des Teiles definiert und soll
grofteils invariant beziiglich Bewegung sein. Damit konnte die Lage des Knochens relativ
zur Lage des Korperteiles ausgedriickt bzw. angepasst werden.

4.5 Fusion verschiedener Ansichten

Wenn es gelingt, die wesentlichen Korperteile eines Phénotyps in verschiedenen Ansichten
zu identifizieren (wie die drei Arten von Verbindungspunkten im Modell von SERINO et al.
2013), dann besteht auch die Moglichkeit, korrespondierende Teile zueinander in Beziehung
zu setzen und auch zu iiberlagern. Dadurch sollten zum einen wesentlich bessere Messergeb-
nisse erzielbar sein als aus einer Ansicht, zum anderen konnen Ergebnisse verschiedener An-
sichten iiberlagert werden. Das wiederum erdffnet die Moglichkeit, die Variabilitdt der
entsprechenden Korperteile ein und desselben Tieres zu studieren. Weiterhin kann iiber die
Lageénderung der Einzelteile auch Information iiber die Bewegungen der Einzelteile zu-
einander gewonnen werden.

Dieselben Studien kénnen aber auch auf andere Phénotypen angewandt werden, was viel
genauere Erkenntnisse fiir die Phinotypisierung verspricht als Messungen an einzelnen Tieren
in normierter Stellung.
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4.6 Dynamisches Ort-Zeit-Modell

Die rdumliche Form und die statischen Eigenschaften der Tiere sind die Basis, aber ihre zeit-
lichen Verdnderungen sind wohl von genauso grofler Bedeutung. Abbildung 6 zeigt ein vier-
dimensionales Modell, das die zeitliche Komponente in den dreidimensionalen Kontext
einbettet. Wir miissen dabei die Korrespondenzen aller Punkte der sichtbaren 3D-Oberfliche
des Tieres liber die Zeit verfolgen konnen. Die 3D-Medialachse konnte dazu ein sehr niitzliches
Hilfsmittel sein. Speziell dann, wenn es gelingt, damit auch unter die Oberfldche zu ,,sehen*
und auch die Bewegungsmuster des Knochenskeletts studieren zu konnen.

e ——
4D MODELL

3D Oberfliche + Zeit ._ jo—{ 3D Medialachse + Zeit

|_3DKnochenskelett + Zeit

Winkel (t) der Knochenpaare,

Qualitit der Bewegung 1 Muskel (t) = Fliche-Ellipsoid, |

Interne Bewegungsdaten Galopp,

Sprung,...

Abb. 6 4D-dynamisches Modell

4.7 Einsatz von Modellen

Wir haben einige grundsitzliche Modelle fiir die Erfassung von 3D- und 4D-Informationen
aus RGBD-Bildsequenzen exemplarisch besprochen. Ihre Bedeutung erlangen sie aber durch
die Moglichkeiten, wie sie in der Praxis eingesetzt werden konnen.

— (Wieder-)Erkennung eines Modells in den Daten: Ist ein Modell eines konkreten Korper-
teils eines Tieres bekannt, so kann vorab berechnet werden, welche Merkmale die beste
Unterscheidung ermdoglichen. Auf diese Merkmale kann sich die Suche nach der Identitét
in neuen Daten dann konzentrieren, ohne eine Vielzahl von abstrakten Merkmalen bestim-
men zu miissen.

— Die Fusion mehrerer Aufnahmen desselben Objektes wurde bereits zuvor angeschnitten. Da-
durch konnen Storungen und Ausreifler erkannt und eliminiert werden. Das fusionierte Mo-
dell ist représentativ fiir das Objekt und kann durch weitere Aufnahmen verbessert werden.

— Statistische Auswertung charakteristischer Eigenschaften aus dem fusionierten Modell:
Wenn es, wie beschrieben, moglich ist, eine Vielzahl von Ansichten teilspezifisch tiberein-
anderzulegen, so steht das volle Instrumentarium der Statistik fiir ausfiihrliche Untersu-
chungen zur Verfiigung.
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— Separation statistischer (z. B. Linge von Gliedmaflen) und dynamischer Eigenschaften
(z. B. Gangmuster). Dadurch werden auch charakteristische Bewegungsmuster erfasst, es
ist auch denkbar, daraus Animationen zu erzeugen und sie eventuell mit realen Aufnahmen
zu vergleichen.

5. Schlussbemerkungen

RGBD-Bilder stellen eine faszinierende neue Datenquelle dar, deren Wert durch Modellierung
fiir 3D-Daten und den integrierten Einsatz von Expertenwissen heute noch gar nicht abschitzbar
ist. Die Modelle erlauben die Segmentation der Bildteile, die zum Objekt gehoren, sie separie-
ren die topologischen Eigenschaften (im Wesentlichen die Struktur), die immer gleich bleiben,
von den geometrischen Eigenschaften, die bis zu einem gewissen Grad veridnderlich sind
(z. B. bei Bewegung). Einige wenige konkrete Moglichkeiten konnen aus heutiger Sicht vor-
hergesehen werden, vieles wird in ndchster Zukunft erforscht werden miissen, um das Potenzial,
das in diesen Daten steckt, voll nutzen zu kénnen und den Schein dem Sein néherzubringen.
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Die Strahlenmedizin mit ihren vielféltigen diagnostischen und therapeutischen Methoden
hat in Deutschland einen im internationalen Vergleich hervorragenden Stand. Davon pro-
fitieren Patienten und die medizintechnische Industrie. Der Band gibt einen Uberblick
zu Fortschritten von bildgebender Diagnostik, interventioneller Radiologie und thera-
peutischer Strahlenmedizin. Neben allgemeinen Fragen der Strahlenanwendung in Kran-
kenversorgung und medizinischer Forschung werden die aktuellen Entwicklungen der
verschiedenen Verfahren (u. a. Magnetresonanztomographie, Computertomographie, Po-
sitronenemissionstomographie) und moderne Radiotherapien vorgestellt sowie der Ein-
satz von Radiopharmaka und /n-vivo-Biomarkern behandelt. Ein besonderer Fokus liegt
auf Anwendungen in Onkologie (Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Neuroonkologie),
Kardiologie und Neurologie.
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Funktionelle Phanotypisierung von
Schweinemodellen fiir die Diabetesforschung

Eckhard WoLF ML, kMA OAW,"* Andreas BLUTKE,’ Riidiger WANKE3 und
Simone RENNER"?

Zusammenfassung

Die Erforschung von Krankheitsmechanismen ist die entscheidende Grundlage fiir die Entwicklung neuer, zielge-
richteter Therapieansitze. Der Weg von der krankheitsorientierten Grundlagenforschung zur klinischen Anwendung
am Patienten (= Translationale Medizin) ist jedoch langwierig und kostenintensiv. Geeignete Tiermodelle, die Vor-
hersagen iiber die Wirksamkeit und Sicherheit neuer Therapiestrategien erlauben, sind in diesem Prozess unver-
zichtbar. Bislang werden dafiir meist Nagermodelle verwendet, die humane Krankheitsmechanismen bzw.
-phénotypen oft nicht gut genug abbilden, um Befunde aus préklinischen Studien direkt auf den Menschen extra-
polieren zu konnen. Daher werden als Ergénzung zu den weit verbreiteten Nagermodellen Grofitiermodelle benotigt,
die dem Menschen in anatomischen und physiologischen Merkmalen meist dhnlicher sind. Aus verschiedenen
Griinden bietet sich vor allem das Schwein als translationales Tiermodell an. Aufgrund der Entwicklung von Tech-
nologien fiir die gezielte genetische Modifikation von Schweinen ist es heute moglich, humane Krankheitsmecha-
nismen auf molekularer und funktionaler Ebene prizise in einem GrofStiermodell zu rekapitulieren. Wir haben
verschiedene Schweinemodelle fiir die translationale Diabetesforschung etabliert. Transgene Schweine, die einen
dominant-negativen Rezeptor fiir das Inkretinhormon GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) in den
pankreatischen Betazellen exprimieren, zeigen einen verminderten Inkretineffekt, eine reduzierte Glukosetoleranz
und Insulinsekretion sowie eine progressive Reduktion der Betazell-Masse. INS®*" transgene Schweine, die das
mutierte Insulin C94Y exprimieren, sind ein Modell fiir permanenten neonatalen Diabetes mellitus, der initial durch
eine Storung der Insulinsekretion und in spiteren Stadien zusitzlich durch eine Reduktion der Betazell-Masse
zustande kommt. Dieser Beitrag bietet einen Uberblick iiber den Einsatz von funktionellen Tests zur Bewertung
der Glukosehomoostase und Insulinsekretion in diesen Tiermodellen. Zudem werden quantitative morphologische
Verfahren zur Bestimmung der Betazell-Masse und anderer zelluldrer Kompartimente des Pankreas kurz beschrie-
ben. Der Beitrag endet mit einer Kurzdarstellung der Munich MIDY-Pig Biobank, einer einmaligen Ressource
fiir Untersuchungen von Auswirkungen chronisch erhohter Blutglukosespiegel auf verschiedene Organe und
Gewebe.

Abstract

Research into disease mechanisms is an important basis for the development of novel, targeted therapies. The path
from disease-oriented basic research towards clinical application in patients (= translational medicine) is, however,
long and cost-intensive. Suitable animal models which allow predictions on the efficacy and safety of novel therapies
are inevitable in this process. Rodent models are most widely used, but are often limited in the resemblance of human
disease mechanisms and phenotypes. Therefore, effects of new treatments in humans are sometimes difficult to predict
on the basis of findings in rodents. Thus large animal models which mimic anatomical and physiological parameters
of humans more closely are additionally needed. For a number of reasons the pig is a relevant translational animal

1 Lehrstuhl fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie, Genzentrum und Veterindrwissenschaftliches Department
der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen.

2 Deutsches Zentrum fiir Diabetesforschung (DZD).

3 Institut fiir Tierpathologie, Zentrum fiir Klinische Tiermedizin der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen.
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model. Due to the establishment of efficient and precise techniques for genetic modification of pigs, it is possible to
generate tailored large animal models which mimic human disease mechanisms on a molecular and functional level.
We generated several genetically engineered pig models for translational diabetes research. Transgenic pigs expressing
a dominant-negative receptor for the incretin hormone GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) in the
pancreatic beta-cells show a reduced incretin effect, reduced glucose tolerance and insulin secretion, and a progressive
reduction of beta-cell mass. INS®*transgenic pigs expressing the mutant insulin C94Y are a model for permanent
neonatal diabetes mellitus, initially caused by impaired insulin secretion and in later stages additionally by a reduction
of beta-cell mass. This chapter provides an overview of functional tests for the evaluation of glucose homeostasis
and insulin secretion in porcine biomedical models. In addition, quantitative morphological methods for determining
beta-cell mass and other cell compartments of the pancreas are briefly described. The chapter ends with a short de-
scription of the Munich MIDY-Pig Biobank, a unique resource for studying consequences of chronic hyperglycemia
for different organs and tissues.

1. Schweinemodelle fiir die translationale Diabetesforschung

Die Privalenz von Diabetes mellitus nimmt sowohl bei Erwachsenen als auch bei Jugendlichen
stetig zu. Derzeit sind weltweit iiber 380 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt,
bis zum Jahr 2035 wird ein Anstieg auf iiber 590 Millionen Diabetespatienten prognostiziert
(http://www.idf .org/diabetesatlas). Auch wenn fiir die verschiedenen Formen von Diabetes
mellitus zahlreiche Behandlungsoptionen existieren, ist die Erkrankung progressiv mit schwer-
wiegenden Folgen, wie Nephropathie, Neuropathie, Retinopathie sowie kardiovaskuldre Er-
krankungen, wie koronare Herzkrankheit und Herzinfarkt. Tiermodelle sind von
entscheidender Bedeutung, um die Effizienz und Sicherheit neuer Diabetesmedikamente zu
testen. Dariiber hinaus sind sie auch fiir die Entwicklung von Biomarkern, die helfen das Kol-
lektiv der Diabetespatienten zu stratifizieren und optimale Behandlungsoptionen fiir bestimmte
Subgruppen zu finden, wichtig.

Wiihrend die klassischen Nagermodelle wichtige Einblicke in Krankheitsmechanismen
ermoglichen, haben sie hinsichtlich der Vorhersagbarkeit therapeutischer Wirkungen im
Menschen oft nur limitierte Aussagekraft (Ubersicht: RENNER et al. 2016a). Daher werden
fiir die Entwicklung neuer Diabetestherapien auch andere Spezies, wie Kaninchen, Hunde,
nicht-humane Primaten und Schweine, als Modelltiere verwendet (Ubersicht: RENNER
etal. 2016b). Schweine eignen sich aufgrund anatomischer, physiologischer und biochemi-
scher Ahnlichkeiten zum Menschen besonders gut fiir die translationale Diabetesforschung.
Dariiber hinaus erfihrt ihre Verwendung als Tiermodell groere Akzeptanz als dies bei Hun-
den oder nicht-humanen Primaten der Fall ist. Durch die Verfiigbarkeit eines breiten Spek-
trums von Methoden zur gezielten genetischen Modifikation von Schweinen konnen
Krankheitsmechanismen, die verschiedenen Formen des Diabetes mellitus beim Menschen
entsprechen, auf molekularer Ebene im Schwein nachgeahmt werden (Ubersicht: WOLF
et al. 2014).

Etwa 90-95 % der Diabetespatienten leiden am sogenannten Typ-2-Diabetes, einer
Form, die durch eine Kombination aus Insulinresistenz und Insulinsekretionsstérung
unterschiedlichen Schweregrades und eine daraus resultierende relative Insulindefizienz
charakterisiert ist. Sehr hiufig ist Typ-2-Diabetes mit Ubergewicht bzw. Adipositas as-
soziiert, welche beim Menschen in der Majoritét der Félle aus hyperkalorischer Erndhrung
und ungeniigender korperlicher Aktivitit resultiert. Daher ist die Fiitterung von hoch-
kalorischen Spezialdidten eine wichtige Strategie, um im Schweinemodell Adipositas und
Vorstufen von Typ-2-Diabetes, wie verminderte Glukosetoleranz und Insulinsensitivitit,
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zu induzieren. Eine umfassende Zusammenstellung Diét-induzierter Schweinemodelle fiir
Adipositas und das metabolische Syndrom findet sich in RENNER et al. (2016b). Fiir solche
Studien werden meist Minipig-Stdmme, wie Yucatan-, Ossabaw- oder Goéttingen-Minipigs,
verwendet, die im adulten und/oder adipdsen Stadium noch ein handhabbares Gewicht
haben. Die verwendeten Diiten basieren entweder auf Getreide oder bestehen aus gereinigten
Inhaltsstoffen. Erstere sind kostengiinstiger, letztere besser reproduzierbar. Die Diiten zeich-
nen sich durch eine vergleichsweise hohe Energiedichte aus, die entweder aus einem hohen
Fettgehalt und/oder einem hohen Gehalt an Kohlenhydraten resultiert. Oft enthalten diese
Didten zudem 1-2 % reines Cholesterin, womit eine Diabetes-assoziierte Dyslipiddmie im
Schweinemodell relativ zuverldssig ausgelost werden kann. Um neben Adipositas und Dys-
lipiddmie auch eine Hyperglykédmie zu erzielen, kann die Funktion der Betazellen durch Be-
handlung mit Betazell-toxischen Chemikalien wie Streptozotocin beeintrichtigt werden.
Streptozotocin wird iiber den GLUT2-Transporter in die Betazellen transportiert, wo es in
Glucose und Methylnitrosoharnstoff, der DNA-schidigende Wirkungen hat, gespalten wird.
Dies fiihrt in Abhédngigkeit von der Dosierung zum Untergang der Betazellen. Ein Nachteil
dieser Strategie ist, dass der GLUT2-Transporter nicht nur in den Betazellen, sondern bei-
spielsweise auch in der Leber und in den Tubulusepithelzellen der Niere exprimiert ist, so
dass durch die Streptozotocin-Behandlung auch in diesen Geweben Schiden entstehen kon-
nen. Zudem sind fiir das Schwein hohere Dosen von Streptozotocin erforderlich als fiir Nager
und nicht-humane Primaten, und eine Wirkung bleibt bei bis zu 30 % der Tiere aus (Uber-
sicht: RENNER et al. 2016b).

Eine Alternative ist die Einschriankung der Betazell-Funktion im Schweinemodell durch
die Einfiihrung spezieller genetischer Modifikationen. Wir haben transgene Schweine ge-
neriert, die einen dominant-negativen Rezeptor (GIPR®) fiir das Inkretinhormon GIP
(glucose-dependent insulinotropic polypeptide) unter der Kontrolle des Ins2-Gen-Promotors
der Ratte exprimieren (RENNER et al. 2016a, 2010). Der GIPR" bindet GIP mit gleicher
Affinitit wie der intakte GIPR (ein klassischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor mit 7 Trans-
membran-Doménen), erlaubt jedoch aufgrund einer Deletion von 8 Aminosiuren und einem
zusdtzlichen Aminosdureaustausch in der dritten intrazelluliren Doméne keine Signaltrans-
duktion (Abb. 1). Das GIPR™ transgene Schweinemodell zeigt wichtige Charakteristika
einer pradiabetischen Situation, ndmlich einen verminderten Inkretineffekt, eine gestorte
Glukosetoleranz, eine initial verzégerte und spiter quantitativ reduzierte Insulinsekretion
sowie eine Reduktion der Betazell-Masse. Aufgrund des reproduzierbaren und progressiven
Phénotyps dieses Modells war es moglich, durch einen gezielten metabolomischen Unter-
suchungsansatz Biomarkerkandidaten zu identifizieren, deren Konzentration im Blutplasma
mit dem Fortschreiten von Verdnderungen in der pridiabetischen Phase assoziiert ist. Ins-
besondere wurden Signaturen von Aminosduren und Lipiden gefunden, deren Konzentra-
tionen im Blutplasma eine hohe Korrelation mit der Betazell-Masse zeigen (RENNER et al.
2012).

Eine andere Moglichkeit ist die Expression von mutanten Insulinmolekiilen, die — in Ab-
hingigkeit von der Art der Mutation und der Expressionshthe — zu einem permanenten neo-
natalen Diabetes mellitus (auch als mutant insulin gene induced diabetes of youth — MIDY
bezeichnet) fithren konnen (RENNER et al. 2013) oder aber einen weniger stark ausgeprigten
Phinotyp mit leicht erhdhten Niichtern-Blutglukosekonzentrationen, einer gestorten Gluko-
setoleranz und einer verminderten Insulinsekretion zur Folge haben (RENNER et al. Publikation
in Vorbereitung).
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Abb. 1 Funktionsweise des dominant-negativen GIP-Rezeptors (GIPR™). Aufgrund einer Deletion von 8 Aminosiuren
und Einfiihrung eines weiteren Aminosiureaustausches in der dritten intrazelluldren Doméne des Rezeptors ist die
G-Protein-vermittelte Signaltransduktion gestort (A). GIPR®" kann GIP mit gleicher Affinitit binden wie der intakte
Rezeptor (B), allerdings kommt es aufgrund der fehlenden Signaltransduktion zu einem Anstieg der cAMP-Konzen-
tration (C; nach RENNER et al. 2016a).

2. Tests fiir die Charakterisierung der Glukosehomoostase und Insulinsekretion beim
Schwein

Die Glukosehomoostase hingt von der Insulinsekretionskapazitit der Betazellen und der In-
sulinsensitivitdt der peripheren Zielgewebe ab. Diese Faktoren bestimmen die Glukosetoleranz
eines Individuums und seine Féhigkeit, die Blutglukosekonzentration in einem physiologi-
schen Bereich zu halten (SALTIEL und KAHN 2001). Die phianotypische Charakterisierung von
Schweinemodellen fiir die Diabetesforschung erfordert daher eine quantitative Untersuchung
dieser Faktoren. Fiir Nagermodelle, insbesondere fiir die Maus, liegen standardisierte Unter-
suchungsprotokolle zur Charakterisierung der Glukosehomoostase und Insulinsekretion vor
(z. B. HRABE DE ANGELIS et al. 2015, RozmAN et al. 2015). Fiir GroBtiermodelle miissen solche
Standards noch definiert werden, was eine zentrale Aufgabe der EU-geforderten COST Action
BM1308 ,Sharing Advances on Large Animal Models — SALAAM® ist (siche
www.salaam.genzentrum.lmu.de). Generell haben Untersuchungen zum Glukosestoffwechsel
an GroBtiermodellen den Vorteil, dass sie durch gezieltes Training der Tiere und Anwendung
von zentralen Arterien- und/oder Venenkathetern im Vergleich zu Nagern beinahe ohne Stress
fiir die untersuchten Tiere durchgefiihrt werden konnen. Zudem ist es moglich, eine Vielzahl
von Proben in hoher zeitlicher Auflosung und in Volumina zu gewinnen, die ein breites Spek-
trum von Analysen desselben Tierkollektivs ermoglichen (RENNER et al. 2016b).
Grundsitzlich ist zu beachten, dass die Ergebnisse dieser Tests von einer Vielzahl biolo-
gischer Variablen beeinflusst werden konnen. Dazu gehdren neben genetischem Hintergrund,
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Alter und Geschlecht auch der Erndhrungszustand und etwaige Komorbidititen. Dariiber
hinaus sind die Haltungsbedingungen (Einzel- versus Gruppenhaltung, Art der Fiitterung,
Raumklima, insbesondere Temperatur) sowie experimentelle Bedingungen (Fasten, Tageszeit
bei der Durchfiihrung des Tests, Stress) wichtige Einflussgréfen.

Glukosetoleranztests priifen generell die Verarbeitung eines oral oder intravends verab-
reichten Glukosebolus. Die jeweilige Glukosetoleranz eines Individuums héngt von der Insu-
linsekretion der Betazellen sowie von der Insulinsensitivitiit der peripheren Gewebe ab. Beim
oralen Glukosetoleranztest (OGTT) wird nach einer definierten Fastenperiode eine definierte
Menge Glukose mittels einer Schlundsonde in den Magen des Schweines appliziert. Diese
Technik ist beim Saugferkel einfach und schnell durchfiihrbar und zudem die einzige Option,
da die Tiere noch kein festes Futter aufnehmen kénnen. Beim élteren Tier kann das Legen
einer Schlundsonde aufgrund der notigen Fixierung jedoch zu erheblichem Stress fiihren, wel-
cher das Testergebnis beeinflussen kann. Deshalb wird bei diesen Tieren hauptsidchlich ein
sogenannter Mixed-meal-Toleranztest (MMTT) durchgefiihrt, wobei ein definierter Glukose-
bolus einer definierten Futtermenge zugesetzt wird. Beim OGTT wird eine hochprozentige
Glukoselosung (zumeist 40 % bis 50 %) ohne weitere Komponenten (z. B. Lipide) oral appli-
ziert. Dadurch erfolgen die Resorption und der Anstieg der Glukosekonzentration in der Zir-
kulation schneller als beim MMTT. In der Folge kommt es zu einer schnelleren und hoheren
initialen Insulinsekretion.

MMTT und OGTT ahmen die physiologische Aufnahme von Glukose nach und stimulieren
im Darm die Freisetzung der Inkretinhormone GIP (glucose-dependent insulinotropic peptide)
und GLP-1 (glucagon-like peptide-1), welche die Insulinsekretion der Betazellen verstirken
(Ubersicht: RENNER et al. 2016a). Allerdings kénnen insbesondere beim MMTT intra- und
inter-individuelle Unterschiede in der Geschwindigkeit der Magenentleerung und der Glu-
koseabsorption im Magen-Darm-Trakt zu einer vergleichsweise hohen Varianz der Ergebnisse
fiihren.

Beim intravendsen Glukosetoleranztest (IVGTT) wird ein definierter Glukosebolus direkt
intravends injiziert. Dadurch werden Variablen, wie die Geschwindigkeit der Magenentlee-
rung, die Glukoseaufnahme aus dem Darm und die Sekretion von Inkretinhormonen, ausge-
schlossen. Daher sind die Ergebnisse von IVGTTs im Vergleich zu MMTT und OGTT meist
reproduzierbarer bzw. zeigen eine geringere Varianz innerhalb einer Versuchsgruppe. Beim
IVGTT ist der Anstieg der Glukosekonzentration in der Zirkulation schneller und hoher als
bei den oralen Tests, die Insulinsekretion ist jedoch aufgrund der Umgehung des Inkretinsys-
tems weniger ausgeprigt. Beim IVGTT miissen sofort (= eine Minute) nach der Glukoseap-
plikation Blutproben in hoher Frequenz genommen werden, um die schnelle erste Phase und
die protrahierte zweite Phase der Insulinsekretion diskriminieren zu kénnen.

Charakteristische Verlaufskurven der Glukose- und Insulinkonzentrationen in der Zirku-
lation von Schweinen nach MMTT und IVGTT sind in Abbildung 2 dargestellt.

Relevante Parameter fiir die Bewertung der Glukosehomostase sind die Glukose- und In-
sulinkonzentrationen zu den jeweiligen Messzeitpunkten, der maximale Anstieg dieser Para-
meter sowie die Flachen unter der Glukose- bzw. Insulinkurve (area under the curve = AUC).
Die AUC des Analyten x (AUC,) zwischen den aufeinanderfolgenden Zeitpunkten t, und t,
berechnet sich nach der Trapezregel als (x,+x;) (t,—t,)/2, wobei X, und x, die Plasmakonzen-
trationen von x zu den Zeitpunkten t, und t, sind. Zur Berechnung der Gesamt-AUC, werden
AUC:s der Zeitsegmente addiert. Wenn sich die Basiswerte fiir Glukose und/oder Insulin zwi-
schen zwei experimentellen Gruppen unterscheiden, konnen die AUCs darauf korrigiert wer-
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Abb. 2 Charakteristische Verlaufskurven der Glukose- und Insulinkonzentrationen im Blutplasma beim Mixed-meal-
Toleranztest (MMTT; A) sowie beim intravendsen Glukosetoleranztest IVGTT; B). Die Tests wurden bei 11 Wochen
alten GIPR™ transgenen Schweinen (tg) und nicht-transgenen Wurfgeschwistern (wt) durchgefiihrt. Bei den GIPR*
transgenen Tieren zeigt sich eine gestorte orale Glukosetoleranz aufgrund einer verzogerten Insulinfreisetzung. Der
IVGTT zeigt dagegen in diesem Stadium keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen (nach
RENNER et al. 2010).

den (baseline corrected, bc). Als Basiswert wird der Mittelwert der Konzentrationen zu den
Zeitpunkten vor Glukoseapplikation verwendet. Ublicherweise werden mindestens zu zwei
Zeitpunkten vor Glukoseapplikation Blutproben gewonnen, wobei ein Zeitpunkt unmittelbar
vor Glukoseapplikation gewihlt wird (Zeitpunkt O min). Zur Bewertung der Betazell-Funktion
(BCF\psu1in) dient der Quotient AUC ,qtinbey/ AUCGrukose(he)- Allerdings spiegelt die im Plasma
gemessene Insulinkonzentation nicht direkt die Insulinsekretion der Betazellen wider, da In-
sulin teilweise von der Leber aus der Blutzirkulation extrahiert wird. Daher wird als direkter
Parameter fiir die Insulinsekretion der Betazellen hédufig die C-Peptid-Konzentration im
Plasma bestimmt, da C-Peptid in dquimolarer Menge mit dem Insulin sezerniert, nicht aber
durch die Leber extrahiert wird.

Glukosetoleranztests verfolgen primér das Ziel, die Glukosetoleranz des Gesamtorganis-
mus und die Insulinsekretion der Betazellen zu erfassen. Dariiber hinaus wurden aus den
Daten, die Glukosetoleranztests liefern, fiir den Menschen auch Surrogat-Indizes entwickelt,
die eine Aussage iiber die Insulinsensitivitit erlauben (PATARRAO et al. 2014, SINGH und
SAXENA 2010). Von diesen Indices wurde fiir das Schwein nur der Insulinsensitivititsindex
nach Matsuda (ISIy,ua) (MATSUDA und DEFRONZO 1999) verwendet (CHRISTOFFERSEN et al.
2013, STRECKEL et al. 2015).
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Dieser berechnet sich als 10000/v(G, meidyXLo (uUmLXGm (me/dyXIm umL))» Wobei Gg und
die Mittelwerte der Glukose- und Insulinkonzentrationen zu den Zeitpunkten —10 und
0 min und G,, und I, die Mittelwerte der Glukose- und Insulinkonzentrationen zu den
Zeitpunkten 15, 30, 45, 60, 90 und 120 min sind. Bei Gottingen-Minipigs in der Wachs-
tumsphase korrelierte der ISy, .4, @llerdings nicht mit den Ergebnissen von hyperinsulini-
mischen, euglykidmischen Clamp-Studien, die als Goldstandard fiir die Bestimmung der
Insulinsensitivitidt gelten (CHRISTOFFERSEN et al. 2009). Daher sind weitere Validierungsstu-
dien des ISIyj,u4a iMm Schwein erforderlich, bevor seine Anwendung generell empfohlen
werden kann.

Das Problem von Surrogat-Indices fiir die Insulinsensitivitit, die aus den Daten von Glu-
kosetoleranztests geschitzt werden, ist, dass die Plasmakonzentrationen von Glukose und In-
sulin voneinander abhéngig sind und sich wechselseitig beeinflussen und somit keine der
beiden Variablen konstant ist. Daher fiihrten DEFRONZO et al. (1979) fiir den Menschen Ver-
fahren ein, bei denen entweder die Glukose in einer erhohten Konzentration im Plasma durch
den Untersucher konstant gehalten wird (hyperglykidmischer Clamp) oder Insulin in einer
konstanten Rate infundiert wird, wihrend Glukose variabel in der Menge infundiert wird,
die den Blutglukosespiegel im Normalbereich hilt (hyperinsulindmischer, euglykédmischer
Clamp).

Der hyperglykdmische Clamp ist die Standardmethode, um die Antwort der Betazellen auf
eine anhaltende exogen induzierte Hyperglykdmie zu untersuchen. Nach einer Fastenperiode
tiber Nacht wird ein Glukosebolus intravends verabreicht und dann weiter so viel konzentrierte
Glukoselosung infundiert, bis in der Zirkulation und im Extravasalraum die angestrebte er-
hohte Glukosekonzentration erreicht ist. Die Glukoseinfusionsrate wird so gewdhlt, dass das
Plateau fiir iiblicherweise 1,5 bis 2 h moglichst konstant bleibt. Dafiir wird die Blutglukose-
konzentration in Abstdnden von 5-10 min bestimmt. Die Menge an Glukose, die notwendig
ist, um die erhohte Blutkonzentration zu erhalten, entspricht der Glukoseaufnahme durch den
Gesamtorganismus. Allerdings muss hier die Ausscheidung von Glukose mit dem Urin be-
riicksichtigt werden, da die Nierenschwelle ab einer Plasmaglukosekonzentration von etwa
10 mmol/l iiberschritten wird.

Fiir die Bestimmung der Insulinsensitivitit des Gesamtorganismus wird der hyperinsuli-
nidmische, euglykdmische Clamp verwendet. Dafiir wird nach einer Fastenperiode iiber Nacht
durch Infusion die Insulinkonzentration im Blut bei einem erhohten Wert (0,4 — 0,6 ng/ml)
konstant gehalten. Durch die Infusion von Insulin wird — falls die Menge hoch genug ist und
keine hepatische Insulinresistenz vorliegt — die Glukoneogenese in der Leber unterdriickt und
zudem die endogene Insulinsekretion gechemmt. Daher entspricht die Menge Glukose, die in-
fundiert werden muss, um eine Normoglykédmie aufrechtzuerhalten, der Menge Glukose, die
durch die peripheren Gewebe aufgenommen wird, und erlaubt einen Riickschluss auf die In-
sulinsensitivitidt. Die Vorginge beim hyperinsulinimischen, euglykdmischen Clamp sind in
Abbildung 3 zusammengefasst.

Nachdem die genannten Clamp-Studien sehr aufwendig sind, wurde versucht, auch aus
einfach zu messenden Parametern, wie den Niichtern-Glukose- und -Insulinkonzentrationen
im Blutplasma, Indizes fiir die Bewertung der Glukosehomdostase zu entwickeln. Dafiir wer-
den die Blutproben in der Regel nach einer Fastenperiode iiber Nacht gewonnen. Nachdem
die Insulinsekretion pulsatil verlduft, wurde empfohlen, drei Blutproben im Abstand von
5-10 min zu gewinnen und die mittlere Glukose- bzw. Insulinkonzentration im Plasma fiir
die Berechnung von Indizes zu verwenden (WALLACE et al. 2004).
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Glukoseaufnahme
durch den Darm

)l( Insulin

Exogene Glukose-
infusion —_— .
Ra Plasma-Kompartiment R Aufnahme von
—> Glukose durch
Glukoseproduktion - N 6 mmol/l Glukose periphere Gewebe
der Leber >l<
Insulin Verlust von Glukose

Uber den Urin

Abb. 3 Insulin- und Glukosefliisse beim hyperinsulindmischen, euglykdmischen Clamp zur Bestimmung der Insu-
linresistenz (nach KooPMANS und RADDER 1996). Ra = Rate der Zunahme, Rd = Rate der Abnahme der Glukosekon-
zentration im Plasma.

HOMA (homeostasis model assessment)-Indices werden in klinischen und epidemiologi-
schen Studien verwendet, um die Betazell-Funktion (HOMA-f3) und Insulinresistenz
(HOMA-IR) aus den Niichtern-Glukose- (G;) und -Insulinkonzentrationen (I,) im Plasma
zu schitzen. Das erste Modell (HOMA ) wurde von MATTHEWS et al. (1985) wie folgt be-
schrieben:

HOMA - =[1, (mU/L) x 20 ]/ [ Gy (mmol/L) - 3.5 ] [1]
HOMA -IR =[ G, (mmol/L) x I, (mU/L) ]/ 22.5 2]

HOMA, wurde so kalibriert, dass die normale Betazell-Funktion bei 100 % und die physiolo-
gische Insulinresistenz bei 1 liegen. Nachdem diese Indices die Betazell-Funktion iiberschitzen
und die Insulinresistenz unterschitzen, wurde im Jahr 1998 ein HOMA, etabliert (LEVY et al.
1998); das Modell ist unter http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/ verfiigbar. HOMA, und
HOMA, bieten eine akzeptable Schitzung der relativen Unterschiede von Betazell-Funktion
und Insulinresistenz zwischen zwei Vergleichsgruppen. Fiir die Schiitzung von Absolutwerten
sollte der HOMA, verwendet werden (WALLACE et al. 2004). Beim Schwein wurde bislang in
erster Linie HOMA, verwendet, um Unterschiede zwischen verschiedenen Rassen bzw. phy-
siologischen Zustinden aufzuzeigen (BLAT et al. 2012, CASTELLANO et al. 2010, Liu et al.
2007, THORNING et al. 2015).

Zur Schitzung der Insulinresistenz wurde auf der Basis des HOMA ;-IR der QUICKI-Index
(quantitative insulin sensitivity check index) entwickelt (Karz et al. 2000), der wie folgt be-
rechnet wird:

QUICKI = 1 /[ log I, (xU/mL) + log G, (mg/dL) | 3]

QUICKI hat eine hohere Reproduzierbarkeit als HOMA |-IR (ANTUNA-PUENTE et al. 2008,
SARAFIDIS et al. 2007), allerdings eine schlechtere Korrelation mit den Ergebnissen von hy-
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perinsulindmischen, euglykdmischen Clamp-Studien (ANTUNA-PUENTE et al. 2008). Beim
Schwein wurde QUICKI nur vereinzelt angewendet (z. B. JONSSON et al. 2006). Eine Validie-
rungsstudie von QUICKI gegen hyperinsulindmische, euglykdmische Clamp-Studien bei Got-
tingen-Minipigs ergab keine ausreichende Korrelation der Ergebnisse beider Methoden
(CHRISTOFFERSEN et al. 2009).

3. Quantitativ-morphologische Verfahren zur Bestimmung der endokrinen Zellpopu-
lationen im Schweinepankreas

Im Tiermodell konnen neben den funktionellen Tests (Glukosetoleranz, Insulinsekretion, In-
sulinsensitivitit) auch quantitative morphologische Untersuchungen zur Bestimmung der
Volumina endokriner und sonstiger Zellpopulationen im Pankreas durchgefiihrt werden.
Dabei ist zu beachten, dass Groe und Verteilung der Langerhans-Inseln in verschiedenen
Teilen des Pankreas unterschiedlich sind. Daher ist es erforderlich, das Organ systematisch
aufzuarbeiten, um eine reprisentative Stichprobe fiir quantitativ-morphologische Unter-
suchungen zu gewinnen. Im Mausmodell kann das Pankreas aufgrund seiner geringen Grofle
komplett untersucht werden (HERBACH et al. 2011, 2005, 2007). Aus dem Schweinepankreas
miissen jedoch Proben nach dem Prinzip des systematic random sampling gewonnen werden.
Eine detaillierte Anleitung findet sich in ALBL et al. (2016), eine Kurzbeschreibung in Ab-
bildung 4.

Zur Bestimmung der Volumendichten der endokrinen Zellpopulationen (Glukagon-produ-
zierende Alphazellen, Insulin-produzierende Betazellen, Somatostatin-produzierende Delta-
zellen, pankreatisches Polypeptid-produzierende PP-Zellen, Ghrelin-produzierende Epsilon-
zellen) im Pankreas werden diese in histologischen Schnitten der mittels systematic random
sampling gewonnenen Proben immunhistochemisch angefirbt. AnschlieBend werden die
Flachendichten der jeweiligen Zellpopulationen mit einem Punktzihlverfahren unter Ver-
wendung eines geeigneten Rasters ermittelt. Nach dem Prinzip von DELESSE entsprechen die
Volumendichten der Zellpopulationen den ermittelten Flichendichten. Durch Multiplikation
der jeweiligen Volumendichten mit dem Pankreasvolumen erhélt man die absoluten Volumina
der verschiedenen Zellpopulationen (RENNER et al. 2013, 2010, STRECKEL et al. 2015). Mit
diesem Verfahren haben wir Auswirkungen der Behandlung von juvenilen GIPR"-transgenen
Schweinen mit dem GLP-1-Rezeptor-Agonisten Liraglutide (Victoza®) auf die Gesamt-
volumina der Alpha- und Betazellen untersucht (STRECKEL et al. 2015). Im Vergleich zu
Placebo-behandelten Tieren des gleichen Genotyps waren diese Volumina nach Liraglutide-
Behandlung signifikant bzw. tendenziell vermindert. Bezogen auf das Korpergewicht, das bei
den Liraglutide-behandelten Tieren stark vermindert war, bestand allerdings kein Unterschied
in den Gesamtvolumina dieser endokrinen Zelltypen zwischen Behandlungs- und Placebo-
Gruppe (Abb. 5).
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Abb. 4 Systematisch zufillige Auswahl zu beprobender Lokalisationen des Pankreas. Die Bauchspeicheldriise (A) wird
durch planparallele, dquidistante Schnitte lamelliert (B) und mit einem Raster gleichmiBig verteilter Kreuze iiberlagert
(C). Aus samtlichen auf Pankreasgewebe treffenden Kreuzen (blau) werden die zu beprobenden Lokalisationen (weif3-

blaue Kreuze) durch ein festgelegtes Intervall (hier: jedes vierte Kreuz) mit zufilligem Beginn beprobt (nach ALBL et al.
2016).
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Abb. 5 Quantifizierung der Gesamtvolumina der Beta- bzw. Alphazellen im Pankreas von Liraglutide (L)- bzw. Pla-
cebo (P)-behandelten juvenilen GIPR" transgenen Schweinen (nach STRECKEL et al. 2015). Immunhistochemische
Markierung von Insulin (A) bzw. Glukagon (D), absolute (B, E) sowie korpergewichtsbezogene Volumina (C, F) der
Beta- und Alphazellen.

4. Etablierung einer Biobank von langzeit-diabetischen Schweinen (Munich MIDY-
Pig Biobank)

Um die Auswirkungen einer chronischen Hyperglykidmie auf verschiedene Organe und Gewebe
untersuchen zu konnen, haben wir von 5 langzeit-diabetischen INS®*"-transgenen Schweinen
und nicht-transgenen Geschwistertieren im Alter von zwei Jahren eine komplexe Biobank an-
gelegt (siehe Bericht von ABBOTT 2015). Diese beinhaltet ca. 50 unterschiedliche Organe bzw.
Gewebe und Korperfliissigkeiten. Im Zuge der Etablierung dieser Biobank wurde das erste
standardisierte Protokoll zur systematischen Gewinnung und Prozessierung von Gewebeproben
fiir porcine Krankheitsmodelle erarbeitet (ALBL et al. 2016). Dadurch wird sichergestellt, dass
Proben in ausreichender Menge und Qualitit fiir verschiedenste Untersuchungen zur Verfiigung
stehen. Diese beinhalten holistische molekulare Untersuchungen auf den Ebenen des Tran-
skriptoms, Proteoms, Lipidoms und Metaboloms, Transkript- und Protein-Lokalisationsstudien
sowie qualitative und quantitative pathohistologische Untersuchungen. Insgesamt sind in der
Munich MIDY-Pig Biobank mehr als 20000 Proben gelagert. Ihre Analyse wird neue Einblicke
in die Pathogenese von Komplikationen des Diabetes mellitus liefern und zu einem besseren
Verstiandnis der Wechselwirkungen verschiedener Organe und Gewebe im gesunden und im
diabetischen Zustand liefern.
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Der ,,gldserne Mensch* hat einen negativen Beigeschmack, das ,,gldserne Tier bisher —
noch? —nicht. Die Tierzucht will Tiere so ,,gldsern* wie moglich machen: zu Recht, denn
keine Industriegesellschaft kann ohne gute Landwirtschaft funktionieren. Der Band liefert
einen umfassenden Uberblick der Entwicklungen in der innovativen Tierzuchtforschung.
Eine wesentliche Voraussetzung ist die Entschliisselung der Genome. Genomsequenzie-
rung und Genomanalyse sind bei einigen Nutztieren nahezu vollstindig ausgefiihrt oder
bereits abgeschlossen. In wenigen Jahren wird voraussichtlich eine ausreichende Kenntnis
der Genome weiterer Arten erreicht sein. Die Verfiigbarkeit der vollstdndigen DNA-Se-
quenz einer Art ermoglicht es nicht nur, gezielt nach merkmalsbeeinflussenden Varianten
zu suchen, sondern auch effizienter, als dies zuvor moglich war, krankheitsverursachende
Merkmale zu identifizieren und zielgerichtet aus einer Population zu eliminieren. Diese
Kenntnisse, in Verbindung mit der Verfiigbarkeit sehr diverser Rassen, ermoglichen die
Auffindung wichtiger natiirlicher genetischer Potenziale und deren sinnvolle Nutzung
fiir eine effiziente zukiinftige Nahrungsmittelproduktion.
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OMICS: Analyse von Genom, Transkriptom und
Endophénotyp — von der genetischen Ausstattung
zum Erscheinungsbild

Klaus WIMMERS, Eduard MURANI, Nares TRAKOOLJUL, Michael OSTER,
Alexandra JAEGER, Henry REYER und Siriluck PONSUKSILI (Dummerstorf)

Zusammenfassung

Globale Analysen entlang der Ebenen der Genotyp-Phinotyp-Abbildung tragen zur Identifizierung von molekularen
Pfaden und Genen mit funktioneller Bedeutung fiir tierbasierte Merkmale einer balancierten Tierzucht bei. Art und
Menge von Transkripten, Proteinen und Metaboliten werden dabei als molekulare Phinotypen aufgefasst, die als Pen-
dant zur umfassenden Information iiber die Genotypen dienen. Das heif3it, Beobachtungen und Messwerte vom Genom,
Transkriptom, Proteom und Metabolom und deren individuelle Variation werden miteinander und mit dem Erschei-
nungsbild des Tieres und seinen Leistungen in Relation gestellt. Im Sinne einer balancierten Nutztierhaltung gewinnen
neben Produktionsmerkmalen funktionale Merkmale eine zunehmende Bedeutung und fiihren zur Anpassung der
Zuchtziele. Eine nachhaltige Nutztierhaltung muss ein hohes Niveau an Tierwohl, Tiergesundheit, Produktions- und
Produktqualitit sowie Effizienz gewihrleisten. Sie braucht ebenso eine grole Akzeptanz bei den Verbrauchern. Die
durch die Anwendung von omics-Techniken erfassten molekularen Merkmale ermoglichen so, komplexe Zusammen-
hinge zwischen Produktions- und funktionalen Merkmalen sowie Umweltfaktoren zu untersuchen. Basierend auf den
molekularen Phénotypen konnen Biomarker abgeleitet werden, die Indikatoren fiir den Zustand eines Organismus
sind. Sie konnen Hinweise auf geeignete Management- oder Behandlungsmafnahmen geben, als neue Merkmale fiir
komplexe iibergeordnete Merkmale dienen und zum Auffinden von merkmalsassoziierten Genen und Allelen fiir die
Marker-/Gen-assistierte Selektion beitragen, was in diesem Beitrag beispielhaft erlautert wird.

Abstract

Holistic analyses of the levels of the genotype-phenotype-map, particularly of the genome and transcriptome and
their integration, contribute to the elucidation of the molecular basis of inheritance and trait expression. The individual
variation of the genome, transcriptome, proteome, and metabolome are put into relation with each other and with the
appearance of the animal. Towards balanced livestock breeding functional traits become increasingly important and
lead to the adaptation of the breeding objectives. The data collected by the application of omics techniques provides
new molecular phenotypes that contribute to our understanding of complex relationships between production and
functional traits and environmental factors. Biomarkers can be derived from these molecular phenotypes and serve
as indicators of the state of an organism. Biomarkers provide information on appropriate management or treatment
measures, serve as new traits for complex organismal traits and contribute to the identification of trait-associated
genes and alleles for the marker-/gene-assisted selection. As new molecular traits biomarker are tools for animal
breeding and animal husbandry, which is exemplified in this paper.

1. Einleitung

Analysen auf den Ebenen der Genotyp-Phinotyp-Abbildung kénnen durch die Anwendung
von holistischen omics-Techniken erfolgen, wobei die individuelle Variation von Genom,
Transkriptom, Proteom und Metabolom miteinander und mit dem Erscheinungsbild des Tieres
und seinen Leistungen in Relation gestellt werden.
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Die Identifizierung von mehreren Millionen SNPs (Single Nucleotide Polymorphism = Punkt-
mutationen) war Voraussetzung fiir die technische Entwicklung von SNP-Mikroarrays oder
SNP-Chips, die eine Genotypisierung an ca. 50000-700000 Markern in Routineanwendungen
erlauben. In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) werden SNPs mit statistisch signifi-
kanter Beziehung zu einem Merkmal in Tiergruppen mit geringem Kopplungsungleichgewicht
identifiziert. Diese SNPs sind mehrheitlich nicht kausal fiir die Merkmalsauspriagung, sondern
befinden sich im Kopplungsungleichgewicht zu kausalen Polymorphismen im Genom. Weiter
konnen fiir die SNP-Marker Effekte auf die Merkmalsprigung geschitzt werden. Dies ist
Grundlage der sogenannten genomischen Selektion, bei der in einer Lernstichprobe die Effekte
aller SNPs auf ziichterisch wichtige Merkmale geschitzt werden. Daraus leitete sich der ge-
nomische Zuchtwert eines Tieres als Summe dieser Effekte ab (MEUWISSEN et al. 2001).

Die globale Analyse der Ebene des Transkriptoms in der Genotyp-Phinotyp-Abbildung
kann mit Expressions-Mikroarrays oder Next-Generation-Sequenzierung der Transkripte (NGS,
RNA-Seq) erfolgen. Dabei werden sowohl mRNAs als auch miRNAs quantifiziert und in bio-
informatischen Analysen zur Erstellung von funktionalen und regulatorischen Netzwerken ge-
nutzt, basierend auf experimentellen Daten — etwa der Korrelationen der Expressionsdaten —
und/oder der Annotation der Gene zu definierten molekularen Pfaden. Die Expressionsanalysen
ermoglichen die Darstellung des Repertoires an Genen und deren koordinierte Aktivitéit im Zu-
sammenhang mit der Merkmalsausprigung. Die Abundanz der Transkripte kann dabei als Fak-
tor mit Wirkung auf die Merkmalsausprigung oder selbst als ein genotypabhéngiges
molekulares Merkmal analysiert werden. Bei der Kombination von Analysen mit Hochdurch-
satzverfahren zur Charakterisierung des Genotyps (SNP-Mikroarrays) und Beschreibung des
Transkriptoms (Expressionsmikroarrays) werden Daten iiber das Expressionsniveau verschie-
dener Gene als phédnotypische Merkmale in Kopplungs- bzw. Assoziationsanalysen zur Kar-
tierung von Genomabschnitten genutzt, die die Transkriptabundanz steuern, sogenannten
Expressions-QTL, eQTL (JANSEN und NAP 2001, PONSUKSILI et al. 2008). Die Kartierung von
Genen und eQTL ermdoglicht die Differenzierung von cis- und trans-Kontrolle der Expression.
Dabei legt die Diagnose der cis-Kontrolle eines Genes nahe, dass Polymorphismen im Gen
vorhanden sind, die ursichlich dessen Expression bestimmen. Mit den Ansétzen der genetischen
Genomik wird so ein Zusammenhang zwischen der Variation auf der Ebene der DNA und RNA
erstellt. SchlieBlich entsteht Variation der Transkriptabundanz auch als Konsequenz exogener
Faktoren. Unter solchen Genen, deren Expression sich in Antwort auf unterschiedliche Stimuli
dndert, befinden sich Kandidatengene fiir ebenfalls modulierte Merkmale. Auf der Ebene des
Genoms sind unter dem Einfluss von Umweltfaktoren epigenetische Verdnderungen, d. h. Mo-
difikationen der DNA und des Chromatins, die die Genexpression beeinflussen, moglich. Die
Analysen des sogenannten Epigenoms und des Zusammenhangs der epigenetischen Variation
mit Expressionsunterschieden und der Variation der Auspriagung eines organismalen Merkmals
ordnet das Tier in ein System mit seiner Umwelt ein. Epigenetische Mechanismen sind dabei
auch eine molekulare Grundlage fiir Genotyp-Umwelt-Interaktionen.

Die holistischen Analysen auf den Ebenen der Genotyp-Phinotyp-Abbildung ermoglichen
die Ableitung neuer Hypothesen iiber die Biologie eines Merkmals und liefern neue Erkennt-
nisse liber Mechanismen der Auspriagung und Vererbung ziichterisch wichtiger Merkmale.

Im Sinne einer balancierten Nutztierhaltung gewinnen dabei neben Produktionsmerkmalen
funktionelle Merkmale eine zunehmende Bedeutung und fiihren zur Anpassung der Zuchtziele
hinsichtlich der Gewichtung von Merkmalen und auch der Beriicksichtigung neuer Merkmale
(BoicHARD und BROCHARD 2011, MERKS et al. 2011). Dabei konnen die durch die Anwendung
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von omics-Techniken erfassten Merkmale neue molekulare Phinotypen darstellen und zur
Verbesserung des Verstidndnises der Merkmalsausprigung und zur Aufkldrung komplexer Zu-
sammenhinge zwischen Produktions-, Funktions- und Verhaltensmerkmalen sowie Umwelt-
faktoren beitragen. Die molekularen Phinotypen stellen Biomarker dar, also objektiv und
wiederholbar, einfach zu messende Parameter, die Indikatoren fiir den Zustand eines Orga-
nismus sind. Solche Biomarker oder deren Kombination (Biosignatur) konnen als Merkmal
der Kondition oder Symptom Hinweise auf Management- oder BehandlungsmaBBnahmen
geben. Biomarker konnen auch, wenn sie diagnostisch fiir ein komplexes iibergeordnetes
Merkmal sind, in der Ziichtung als neues Merkmal, d. h. Selektionskriterium, herangezogen
werden. SchlieBlich kann die Identifizierung von Biomarkern aus den Ebenen der Genotyp-
Phinotyp-Abbildung das Auffinden von merkmalsassoziierten Genen und Allelen erleichtern
und so zur Marker-/Gen-assistierten Selektion beitragen. Fiir die Ziichtung stellt ein kausaler
Polymorphismus den ultimativen Biomarker dar.

2. Ableitung von Management-, Priaventions- und Behandlungsmafinahmen

In der Milchviehhaltung stellen Mastitiserkrankungen ein Problem fiir die Okonomie der
Milcherzeugung und das Wohlbefinden der Tiere dar, dem durch Priventions- und Behand-
lungsmaBnahmen begegnet werden muss. Globale In-vivo- und In-vitro-Analysen des Tran-
skriptoms von Euterepithelzellen nach E. coli- und Staphylococcus aureus-Infektionen zeigen,
dass die gram-negativen und gram-positiven Keime Mechanismen der Abwehr in unterschied-
licher Weise stimulieren (GUNTHER et al. 2011, JENSEN et al. 2013). Dabei wurde auch ersicht-
lich, dass die Euterepithelzellen selbst durch die Expression und Ausschiittung von Zytokinen
und Effektorproteinen der angeborenen Abwehr zur Immunabwehr beitragen. Die holistischen
Analysen der pathogen- und zellspezifischen Mechanismen der Mastitisabwehr weisen darauf
hin, dass eine Inokulation des Euters mit Stimulanzien einer Abwehrreaktion wie Lipopoly-
sacchariden (LPS; ,,Priming*) zur Priavention von Mastitiserkrankungen beitragen kann. Die
Vorbehandlung des Euters, das Priming, mit Immunstimulanzien steigert dabei die Synthese
von korpereigenen Abwehr- und Schutzmolekiilen, so dass das Euter fiir eine begrenzte Zeit
gegen Neuinfektionen geschiitzt wird (PETZL et al. 2012). Wie In-vitro-Experimente belegen,
liegt dieser Schutzwirkung eine induzierte ,,LPS-Toleranz* in den Euterepithelzellen zugrunde,
bei der die Synthese inflammatorischer Faktoren (Zytokine, z. B. Tumornekrosefaktor-Alpha)
vermindert und gleichzeitig die Synthese bakterizider Faktoren (Beta-Defensine) bei einer
nachfolgenden Infektion verstirkt wird (GUNTHER et al. 2012). Sowohl bei der Aktivierung
der Abwehrfunktionen im Euter als auch bei der Ausprigung des Schutzes durch Mechanismen
der angeborenen Abwehr nach dem Priming sind epigenetische Modifikationen beteiligt.
Durch die Analyse der Mechanismen der Auspriagung der Abwehrreaktion bei einer Mastitis-
infektion auf den Ebenen des Transkriptoms konnten hier neue Wege zur Mastitisprophylaxe
und Therapie der Begleiterscheinungen der akuten Mastitis aufgezeigt werden.

3. Biomarker zur Phinotypisierung des Verhaltens

Die Auseinandersetzung des Tieres mit seiner Umwelt und seine verhaltensphysiologischen
Anpassungsreaktionen spielen fiir das Wohlbefinden eine zentrale Rolle. Das Bewiltigungs-
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verhalten eines Tieres ist bedeutend fiir seine Fahigkeit, mit der Umwelt zurechtzukommen,
und seine emotionale Bewertung der Umwelt (PuppE 2003). Weiterhin beeinflusst das Adap-
tations- und Bewiltigungsverhalten auch die Immunreaktion, wobei proaktive Tiere in vivo
und in vitro eine stirkere zelluldre Antwort aufweisen, wiahrend reaktive Tiere die humorale
Abwehr betonen (GEVERINK et al. 2004). Der negative Einfluss von Aggressions- und Stress-
verhalten auf Produktions- und Qualitdtsmerkmale ist ebenso gezeigt worden (TERLOUW et
al. 2008). Die Phénotypisierung des Bewiltigungsverhaltens, die Ableitung von Indikatoren,
die in enger Beziehung mit dem Befinden der Tiere stehen und die Untersuchung der mole-
kularen und physiologischen Zusammenhinge zwischen Verhalten und der Immunabwehr
sind daher von Interesse fiir eine balancierte Nutztierhaltung. Die Analyse der transkriptio-
nellen Antwort auf einen Immunstimulus vor dem Hintergrund des divergenten Bewilti-
gungsverhaltens triagt dazu bei. Der Vergleich von Expressionsmustern von mononukleiren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von proaktiven und reaktiven Schweinen vor und
nach Tetanustoxoidimpfung zeigt in unseren Experimenten, dass die transkriptionelle Ant-
wort der pro- und reaktiven Tiere zu jedem Zeitpunkt vor (Tag 0) und nach der Impfung
(Tag 14 und 28) differenzierbar ist. Dabei werden die Gruppenunterschiede am Tag 14 durch
eine dhnliche Antwort auf die Tetanustoxoidimpfung teilweise liberlagert; beide Verhaltens-
gruppen zeigen eine addquate Immunantwort, und eine Verschiebung der Th1- und Th2-
Antwort zwischen den Gruppen ist nicht erkennbar. Die Bewiltigungsverhaltensgruppen
zeigen unterschiedliche Expressionsprofile, vor allem von Genen aus molekularen Pfaden
der Zellkommunikation, Angiogenese, Pro-Inflammation, Wundheilung, Immunantwort und
Nervensystemfunktionen. Proaktive Tiere aktivieren demgeméal molekulare Pfade, die eine
effektive Abwehr und Regeneration fordern, stirker als reaktive Tiere (OSTER et al. 2014a).
Die Expressionsprofile und die Erstellung von Netzwerken ko-regulierter Transkripte liefern
Biosignaturen fiir den Verhaltensphénotyp, die zunédchst experimentell als Grundlage fiir
weiterfiihrende Analysen der Zusammenhinge zwischen Verhalten, Wohlbefinden, Gesund-
heit und Leistung dienen und perspektivisch objektive Indikatoren fiir das Tierwohl liefern
konnen.

4. Integration holistischer Analysen zur Identifizierung kausaler Genvarianten (QTN)

Etwa beim Umsetzen von Schweinen in neue Gruppen kommt es zu aggressivem Verhalten.
Diese Stresssituation hat negative Auswirkungen auf die Produktivitédt und das Wohlbefinden
(D’EaTtH et al. 2010). Vergleichende Expressionsanalysen von Leukozyten, Leber, Nebenniere
und Muskel bei Tieren mit moderater und starker Stressreaktion, ausgelost durch aggressives
Verhalten bei Umgruppierung und Transport, zeigten eine Modulation von molekularen Pfaden
der angeborenen und erworbenen Abwehr (MURANI et al. 2010, 2011, OSTER et al. 2014b.c).
Veridnderungen bei Effektoren und Zellrezeptoren der Immunabwehr weisen dabei auf eine
Alarmierung hinsichtlich einer Immunantwort und -reaktivitiit. Ferner beobachtet man in allen
Geweben eine Verschiebung von molekularen Pfaden in Richtung ,,fight. Interessanterweise
ist in allen Geweben der Glukokortikoid-Signalweg differentiell reguliert. Analysen von merk-
malskorrelierter Expression, genomweiter Assoziation, eQTL und die Modellierung der Kau-
salitit (NEO) zeigten Cortisol-beeinflusste und Cortisol-beeinflussende Gene aus den
Funktionspfaden Fettstoffwechsel, Apoptose, Entziindung, Glukokortikoid-Signalweg und
Transkriptionsregulation an (PONSUKSILI et al. 2012). Nachfolgende Analysen des Genes fiir
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den Cortisolrezeptor NR3Cl1, als zentrales Element des Glukokortikoid-Signalwegs und daher
als funktionelles und gemél der genomweiten Assoziationsanalysen positionelles Kandida-
tengen, fiihrten zur Identifizierung eines SNPs (SNP-c.1829C>T [p.Ala610Val]) in der Li-
gandenbindungsdomine, der in diversen Rassen Assoziation mit der Aktivitidt der Nebenniere
zeigt. Dieser SNP reprisentiert einen kausalen Polymorphismus (QTN; Quantitative Trait
Nucleotide) mit Effekten auf die Ligandenbindung und kortikoidinduzierte transkriptionelle
Aktivitét des Glukokortikoid-Rezeptors (MURANI et al. 2012, REYER et al. 2013,2014). In die-
ser Variante ist die Empfindlichkeit des Rezeptors derart verindert, dass die Ausschiittung des
Stresshormons Cortisol um mehr als 30 % gesenkt wird. Dies bedeutet verringerte Stressemp-
findlichkeit und erhohte Anpassung der Tiere an dullere Reize und somit gesteigertes Wohl-
befinden und Leistungserhaltung. Damit ist es gelungen, durch die konsequente Integration
von omics-Analysen ein Kandidatengen und durch seine funktionelle Analyse einen kausalen
Polymorphismus zu identifizieren. Der Polymorphismus im Kortikoidrezeptorgen stellt ein
wesentliches Puzzlestiick zur ziichterischen Bearbeitung des Merkmalkomplexes Stress und
Stressbewiltigung dar.

5. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Die angefiihrten Beispiele zeigen, dass die Kldrung der Mechanismen der Merkmalsauspri-
gung, Vererbung und Genotyp-Umwelt-Interaktionen durch holistische Analysen entlang der
Genotyp-Phinotyp-Abbildung neue molekulare Phinotypen und Biomarker liefern und ins-
besondere ihre Integration Kandidatengene fiir quantitative Merkmale anzeigen. Die konse-
quente weitere Analyse kann erfolgreich bis zur Identifizierung kausaler Polymorphismen
(QTN) fortgefiihrt werden. Als neue molekulare Phinotypen konnen Biomarker und Poly-
morphismen so Werkzeuge fiir die Tierzucht und Tierhaltung darstellen. Dies trdgt zur Ent-
wicklung eines biomarker- und genotypgestiitzten, individualisierten und situativen
Managements in der Nutztierhaltung und zur Auswahl von fiir spezifische Produktions- und
Leistungsanforderungen geeigneten Tieren bei.
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Bildgestiitzte Methoden zur Analyse von
Exterieurmerkmalen bei Pferden

Thomas DRUML und Gottfried BREM ML, wM OAW (Wien, Osterreich)

Zusammenfassung

In der Pferdezucht spielt die Exterieurbeurteilung eine zentrale Rolle bei der Durchfiihrung von Zuchtprogrammen.
Die Beurteilernoten sind naturgeméf subjektiv und weisen Wiederholbarkeiten laut Literatur zwischen 0,32 und
0,99 und Beurteileriibereinstimmungen mit Korrelationen zwischen 0,10 bis 0,90 auf. Letztendlich fiihren die Ab-
weichungen zwischen den Richtern zu unterschiedlichen Rangierungen von Tieren. Die Ubereinstimmung zwischen
Richtern kann auch mit dem skalensensitiven Kappa-Koeffizienten ausgedriickt werden, der in der vorliegenden
Arbeit bei Lipizzaner-Stuten zwischen 0,16 bis 0,53 (respektive einem Korrelationskoeffizienten von 0,41 bis 0,68)
und bei Lipizzaner-Hengsten zwischen 0,08 bis 0,42 (respektive einem Korrelationskoeffizienten von 0,30 bis 0,55)
liegt. Mittlerweile existieren hoch komplexe Bild- und Videoauswertungsmethoden (Gesichtsmustererkennung, Be-
wegungserkennung, Bildgestiitzte Diagnostik, Struktur- und Mustererkennung), die auf breitem wissenschaftlichen
und technischem Gebiet eingesetzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Bildanalysetechniken, die auf der
sogenannten Prokrustes-Statistik und dem Raum-Form-Modell von GOODALL (1991) aufbauen, angewandt, um ob-
jektive Daten, die das Exterieur von 102 Lipizzaner-Hengsten und 44 Lipizzaner-Stuten beschreiben, zu erheben.
Die Beurteilungsnoten, welche in einer signifikanten Form-Regression vorlagen, erklidren lediglich zwischen
5,93 % und 1,2 % der gesamten Formenvarianz. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass ein Zusammenhang
zwischen dem MaB der Ubereinstimmung der Beurteiler in den einzelnen Kriterien mit signifikanten Rangie-
rungen der Pferde im ,,Horse Shape Space* bestehen. Merkmale, bei denen die Ubereinstimmungskoeffizienten
(Kappa-Koeffizienten) unter 0,38 liegen, wurden von den Richtern bei den einzelnen Tieren so gewichtet, dass kein
signifikanter Zusammenhang zwischen Richternoten und objektiven Formmerkmalen bestand. Mit Hilfe der Pro-
krustes-Statistik konnen der ,,Horse Shape Space* — die multidimensionale Verteilung der einzelnen Pferde-
formen — und die Bewertungen der einzelnen Richter visualisiert werden. Diese ,Idealtiere* reprdsentieren die
visuelle Kodierung der Bewertungsnoten, welche von den einzelnen Zuchtrichtern in der jeweiligen Stichprobe be-
obachtet werden konnten. Somit liegt mit dem Konzept des ,,Horse Shape Space* eine objektive und biologisch
sinnvolle Datenskala vor, die fiir die Evaluierung von Bewertungsschemata, Richternoten und Zuchtprogrammen
herangezogen werden kann.

Abstract

In this paper the shape of 102 Lipizzan stallions from the Spanish Riding School in Vienna was analyzed using novel
techniques from the field of image analysis. In addition we examined the differences in the conformation classifiers’
perception of so-called “type traits”. Based on 246 two-dimensional anatomical and somatometric landmarks, digitized
from standardized photographs the shape variation has been analyzed by use of generalized orthogonal least-squares
Procrustes (GPA) procedures. Shape variables were regressed onto the results from linear type trait classifications
(shape regressions) and a partial least squares (PLS) model was established to study the covariation of shape predictors
and dependent type traits. Therefore, the rating scores of eight conformation classifiers were tested for agreement
yielding an inter-rater correlation ranging from 0.30 to 0.55, respectively a Kappa coefficient ranging from 0.08 to
0.42. From the 56 performed shape regressions 32 % resulted in a significant equation. Differences of model horses
along the regression curves of mean ratings and individual ratings were visualized by warped and averaged images.
The PLS models established were based on three significant factors that explained between 20.1 % to 45.6 % of vari-
ation within the shape predictors and 48.8 to 49.5 % of the variation for the dependent trait descriptors. The correlation
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of predicted and observed trait descriptors derived with the PLS model comprised 0.63 — 0.71. Finally it has been
demonstrated, that shape regressions offer the possibility to visualize and evaluate individual and mean ratings and
PLS models, which are calibrated by evaluated and tested rankings, are capable to predict trait descriptors from a set
of shape predictors.

1. Einleitung

In der geometrischen Formenanalyse (Geometric Morphometrics, GM) werden biologische
Strukturen mittels 2- oder 3-dimensionalen Koordinaten erfasst. Eine direkte statistische Ana-
lyse dieser Koordinaten wére nicht zielfiihrend, da verzerrende Effekte, hervorgerufen durch
Position, Orientierung und Grofle der einzelnen Koordinatenmuster, existieren. Aus diesem
Grund miissen die als Non-Shape-Variation definierten Storfaktoren mathematisch bereinigt
werden, bevor die Daten analysiert werden konnen (Abb. 1).

Abb. 1 Koordinatendefinition (A), Eliminierung von Non-Shape-Variation (B) aus dem Datenmaterial — Skalierung,
Zentrierung und Rotation auf Minimumdistanz (C)

Mittlerweile werden in fast allen morphometrischen Studien Methoden verwendet, welche
auf dem Form-Raum-Konzept von KENDALL (1984), der Prokrustes-Distanz und deren tan-
gentialer Raumprojektion aufbauen. Dieser neue Weg in der Analyse von ,,Landmark*“-Koor-
dinaten wird auch als ,,Generalisierte Prokrustes-Analyse® (GPA) bezeichnet. Ein wesentlicher
Vorteil dieser Methode, neben der Charakterisierung des ,,Shape Space®, ist vor allem die Pré-
sentation der Ergebnisse anhand morphologischer Strukturen. Dies wird durch das Beibehalten
der Geometrie der Formen wihrend des ganzen Analysewegs ermoglicht. Typischerweise wer-
den Formunterschiede mittels der Gitternetze von D’ ARCY THOMPSON (1917, in: MITTERRO-
CKER und GUNz 2009) dargestellt. So ergibt sich in der Interpretation statistischer Ergebnisse
ein komplett neuer Weg, der gleichzeitig mit neuen Fragestellungen in der Erforschung von
morphologischen Strukturen verbunden ist. Weiterfiihrende Informationen zu GM-Methoden
sind in dem Review von MITTERROCKER und GuNz (2009) zu finden.

2. Material und Methoden

Als Bezugssystem, welches fiir den Vergleich von standardisierten Bildern mittels der Genera-
lisierten Prokrustes-Analyse (GPA) erstellt wird (vgl. DRUML et al. 2015), dient der sogenannte
»Shape Space*, eine tangentiale Projektion der multidimensional verteilten Prokrustes-Residuen
von der mittleren Form auf eine tangentiale Ebene, mit Schnittpunkt durch das Stichprobenmittel
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(Dimensionen d, Anzahl Landmarks = p, d = 2p—4, in diesem Fall 490 Dimensionen). Innerhalb
dieses ,,Shape Space* sind die einzelnen Formen (Koordinatenmuster der jeweiligen Pferde)
untereinander vergleichbar. Durch die GPA werden die einzelnen Formen zentriert, auf die ein-
heitliche Grofe 1 skaliert und auf Minimumdistanz zueinander angepasst (Abb. 1). Die einzelnen
Formen, die so optimal iibereinander gelagert, gleich grof} und zentriert sind, sind in Abbildung
2 dargestellt. Aus dieser multidimensionalen Verteilung konnen die ihr zugrundeliegenden 2p—
4-2-Shape-Koordinaten und 2 ,,Uniform Components* fiir weitere statistische Analysen ver-
wendet werden. Um den multidimensionalen Form-Raum niederzuskalieren, wird eine
Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt, die jedoch nur innerhalb der Stichprobe eine Giiltigkeit
hat, da daraus n—1 Hauptkomponenten (PCA-Achsen) destilliert werden.

. Stutenn=44 B s Hengsten =102

Abb.2 Oben die Variation innerhalb der Stichproben von 44 Stuten aus dem Gestiit Piber (A, aus DRUML et al. 2015)
und der 102 Hengste der Spanischen Reitschule (B). Unten die den Verteilungen zugrundeliegenden beiden mittleren
Formen, (C) die ,,mittlere” Lipizzaner-Stute aus Piber, (D) der ,,mittlere” Hengst der Spanischen Reitschule.

Fiir diese Studie wurden 102 Hengste der Spanischen Reitschule fotografisch, einem standar-
disierten Protokoll (DRUML et al. 2015) folgend, phédnotypisiert, deren Umrisskoordinaten und
anatomische Landmarkkoordinaten aus den Bildern extrahiert und mittels zuvor beschriebener
GM-Methoden analysiert.

Im Zuge des Experiments wurden 102 Lipizzaner-Hengste der Spanischen Reitschule in
Wien und aus deren Dependance in Heldenberg (Niederdsterreich) einer Exterieurbeurteilung
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analog zu den 44 Lipizzaner-Stuten nach dem Beurteilungsschema (auf einer Skala von 1 bis
10) mit den Merkmalen Typ, Rassetyp, Geschlechtstyp, Harmonie, Kopf, Hals, Sattellage,
Schulter, Brust, Riicken, Kruppe, Fundament, Stellung, Schritt, Trab und Temperament un-
terzogen. Die Kommission bestand grofitenteils aus denselben Richtern wie im 1. Experiment
mit den Lipizzaner-Stuten (DRUML et al. 2015).

Die daraus resultierenden 12472 Noten wurden mittels einer ANOVA, einer Korrelations-
analyse, und der Kappa-Statistik auf Unterschiede bzw. Ubereinstimmung zwischen den ein-
zelnen Richtern tiberpriift. Die 33 anatomischen und 213 Umrisskoordinatenpunkte der 102
Pferde wurden mit einer GPA analysiert. Die daraus berechneten Formenvariablen (Shape
Coordinates, relative warp scores) wurden einer Regressionsanalyse auf die gemittelten Rich-
ternoten unterzogen (Shape-Regression). Die Kovariation zwischen Shape-Koordinaten und
den mittleren Richternoten wurde mittels einer Partial-Least-Square-Analyse (PLS) unter-
sucht. Deskriptive Statistik, ANOVA, multiple Mittelwertsvergleiche und Tukey-Kramer-Test,
Kappa-Statistik sowie die PLS-Analyse wurden mit dem Software Paket SAS (SAS inc. 2009)
berechnet, die GPA und die Shape-Regression sowie die grafischen Darstellungen wurden mit
den Software-Paketen der TPS-Serie durchgefiihrt (RoHLF 2003, 2004, 2005, 2013, 2014).

3. Ergebnisse

3.1 Richternoten und deren Ubereinstimmung

Im Vergleich zu den Stuten wurden die Hengste mit signifikant hoheren Noten bewertet. In
Tabelle 1 sind die Mittelwerte iiber alle vergebenen 1482—1583 Noten pro Richter dargestellt.
Am strengsten war Richter 7 mit einer mittleren Note von 7,16, die Richter 4 und 6 hingegen
vergaben wesentlich hohere Noten mit einem Mittel von 7,58.

Tab. 1 Mittlere Beurteilungsnoten und Standardabweichungen (SE) iiber alle Merkmale nach Richter

Richter N Mittel Minimum Maximum SE Notenbereich
1 1580 7,57 5 9 0,66 4
5 1565 7,48 5 9 0,68 4
6 1578 7,58 5 9 0,66 4
4 1482 7,58 6 9 0,66 3
2 1568 7,53 6 9 0,67 3
7 1583 7,16 6 9 0,78 3
8 1539 7,55 6 9 0,68 3
9 1577 7,48 5 9 0,65 4

Die Unterschiede zwischen den Richtern waren bei den Hengsten besonders ausgeprigt, was
sich auch anhand der zahlreichen signifikant unterschiedlichen Mittelwerte in Tabelle 2 nach-
vollziehen ldsst. Vor allem bei den privaten Zuchtrichtern (Richter 5, 6, 7, 8, 9) und in den
Einzelmerkmalen (Kopf, Hals, Sattellage, Schulter, Brust, Riicken, Kruppe, Fundament) kam
es zu zahlreichen signifikanten Abweichungen in der Benotung. In der vorausgegangen mul-
tivariaten Varianzanalyse mit dem Modell:

y =)+ alter; + richter; + tier, + e, [1]
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zeigten die fixen Effekte Richter (1-8) und Tier (1-102) signifikante Einfliisse auf die Grund-
daten. Die Bestimmtheitsmal3e dieser Modelle reichten von 0,36 bis 0,55, somit konnte da-
durch bis zur Hilfte der Varianz in den Daten erklirt werden.

Tab. 2 Unterschiede und deren Signifikanzen der mittleren Beurteilungsnoten der acht Richter in den einzelnen Merk-
malen, dargestellt anhand eines multiplen Mittelwertvergleiches, korrigiert nach TUKEY und KRAMER (die hochge-
stellten Kleinbuchstaben reprisentieren signifikante Unterschiede mit einem Signifikanzniveau von p <= 0,05).

Merkmal Bestimmt- 9 4 1 6 7 2 8 5
heitsmall

Typ 0,52 7,90 7,81 7,87 7,82 7,63 7,85 7,98 7,79
Rassetyp 0,52 7,92* 7,79* 792 776 783" 8,12 8,16 797
Geschlechtstyp 0,55 7,59* 7,68 752" 7,59 7,60° 7,73 780"  7,84°
Harmonie 0,45 7,63 7,67 771 761 748 7,63 7,83 7,65
Kopf 0,45 7,84 197 7,77 7,56 761" 767" 7,58 7,76
Hals 0,51 747 7,69 7.82° 774 755¢ 773" 7,61 7,64
Sattellage 0,36 7,54 748 742 755° 7,10 733 7,53° 749"
Schulter 0,36 749 748  749° 7,58 7,09° 7,66" 7,34 7,52
Brust 0,39 747 778 761 774* 7.17° 757 7,59 7,71¢
Riicken 0,45 749 7,50" 7,66 751°  721¢ 734 732¢  735¢
Kruppe 0,34 7,55% 7,70 753 7,65 7.21¢ 754%  7,62° 743"
Fundament 0,40 7,08 745" 7,09* 7,23 6,54° 7,02 732" 6,97

Die Ergebnisse aus den vorangegangenen Analysen implizierten aufgrund der zahlreichen si-
gnifikanten Unterschiede zwischen Richtern eine geringere Ubereinstimmung derselben. Aus
diesem Grund wurde verstérktes Augenmerk auf die Analyse der Richteriibereinstimmung ge-
legt, um in den darauffolgenden Regressionsanalysen entsprechend gepriifte und verifizierte
Richterskalen zu verwenden.

Die Ubereinstimmung zwischen mehreren Richtern kann mittels einer Korrelation gemessen
werden, wobei aufgrund der eingeschrénkten und meist schiefen Notenskala eine Korrektur nach
SPEARMAN vorgenommen wird. Eine weitere Moglichkeit ist die Berechnung der exakten Uber-
einstimmung der Noten zwischen Richtern mittels des Kappa-Koeffizienten nach FLEISS (1970).

In Tabelle 3 werden die Kappa-Koeffizienten fiir verschiedene Gruppierungen, wie sie bei
der Analyse im Falle der Lipizzaner-Stuten verwendet worden waren, dargestellt.

Tab. 3 Kappa-Koeffizienten und Standardabweichungen (SE) von 44 Lipizzaner-Stuten (DRUML et al. 2015) und
102 Lipizzaner-Hengsten (jeweils alle vergebenen Noten), fiir alle Richter, Gestiitsdirektoren (Richter 1-4) und Rich-
ter von privaten Zuchtverbinden (Richter 5-9) und Kombination ohne Richter 7. (@ 1629 Noten pro Hengst, min. 2
Noten pro Merkmal)

Kappa-Stuten SE Kappa-Hengste SE
Alle 0,33 0,007 0,21 0,003
Gestiitsdirektoren 0,39 0,016 0,27 0,011
Private Organisationen 0,29 0,016 0,18 0,006
Alle ohne Richter 7 0,38 0,009 0,24 0,004
Private ohne Richter 7 0,48 0,028 0,22 0,008
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Die exakten Ubereinstimmungen, gemessen mit dem Kappa-Koeffizienten, sind bei der Be-
urteilung von Hengsten um ein Drittel niedriger als bei Stuten. Die Unterschiede zwischen
den Gruppierungen der Richter sind in der Tendenz jedoch &dhnlich geblieben. Die Gestiits-
direktoren liegen mit ihrem Ubereinstimmungsgrad iiber dem Mittel, die Privaten Richter
unter dem Mittel. Das Gleiche gilt fiir die Kombinationen ohne Richter 7, der mit seinen Noten
signifikant von den restlichen Beurteilern abgewichen ist. Mit einem maximalen Kappa-Ko-
effizienten von 0,27 (Gestiitsdirektoren) liegt die Ubereistimmung in einem unteren Bereich
und kann daher laut der Definition von FLEIss (1970) nur als ,,schwache Ubereinstimmung*
kategorisiert werden.

Die Ubereinstimmungen (Kappa-Koeffizient) zwischen einzelnen Richterpaaren variieren
zwischen 0,42 und 0,08, entsprechende Korrelationen korrigiert nach SPEARMAN zwischen
0,55 und 0,30. Die Werte der Gestiitsdirektoren sind hier eindeutig in der oberen Hilfte zu
finden.

In Tabelle 4 sind die Kappa-Koeffizienten der einzelnen Merkmale dargestellt, die bis
zu 50 % niedriger sind, als jene, die bei Stuten ermittelt worden waren. Die Wertigkeit zwi-
schen den einzelnen Merkmalen ist jedoch konstant geblieben. Die hochsten Ubereinstim-
mungskoeffizienten bei Hengsten sind bei den Merkmalen Typ, Geschlechtstyp, Hals und
Rassetyp zu beobachten (vgl. Stuten: Typ, Rassetyp, Harmonie, Hals, Geschlechtstyp). Die
niedrigsten Konkordanzwerte sind bei den Merkmalen (Hengste): Fundament, Kruppe,
Schulter und Sattellage (vgl. Stuten: Sattellage, Fundament, Schulter, Brust) erreicht wor-
den.

Tab. 4 Kappa-Koeffizienten und Standardabweichungen (SE) fiir Exterieurmerkmale bei 44 Lipizzaner-Stuten
(DrUML et al. 2015) und 102 Lipizzaner-Hengsten

Stuten (n = 44) Hengste (n = 102)
Kappa SE Kappa SE
Typ 0,49 0,028 0,24 0,013
Rassetyp 0,38 0,027 0,21 0,013
Geschlechtstyp 0,28 0,025 0,23 0,013
Harmonie 0,38 0,026 0,19 0,014
Kopf 0,28 0,025 0,18 0,013
Hals 0,30 0,026 0,22 0,014
Sattellage 0,16 0,030 0,13 0,016
Schulter 0,27 0,030 0,09 0,016
Brust 0,27 0,033 0,15 0,016
Riicken 0,32 0,028 0,17 0,016
Kruppe 0,29 0,027 0,08 0,016
Fundament 0,24 0,036 0,06 0,013

3.2 Shape-Regression

Um die Bewertungen der einzelnen Richter, die letztendlich in einer Rangierung der einzel-
nen Pferde resultieren, auf deren Giiltigkeit hin zu priifen, wurden diese in den Typ-
merkmalen Typ, Rassetyp, Geschlechtstyp, Harmonie und in den Merkmalskomplexen

132 Nova Acta Leopoldina NF /27, Nr. 409, 127-141 (2016)



Bildgestiitzte Methoden zur Analyse von Exterieurmerkmalen bei Pferden

,Summe aus allen 13 Merkmalen® (alias gzw), ,,Summe aus den 4 Typmerkmalen* (alias
Summe_typ), ,,Summe aus den Merkmalen Hals, Sattellage, Brust, Riicken und Kruppe*
(alias Format), in einer Shape-Regressionsanalyse auf deren Zusammenhang mit der For-
menvariation innerhalb der Lipizzaner-Stichprobe gepriift (zur Shape-Regression siehe
DruMmL et al. 2015). Tabelle 5 gibt eine detaillierte Auskunft iiber die Rangierungen jener
Richter, die einen signifikanten Zusammenhang mit der Lipizzaner-Formenvariation in den
7 Merkmalen bzw. Merkmalskomplexen erreicht haben. Der Merkmalskomplex ,,Format®,
in den die Noten der Merkmale Hals, Sattellage, Brust, Riicken und Kruppe eingehen, konnte
von keinem Richter bzw. keiner Richterkombination in einen signifikanten Zusammenhang
mit der Korperform gebracht werden. Ahnliches gilt auch fiir den Komplex Punktesumme.
Insgesamt lieferten 18 von 56 Regressionsgleichungen (32 %) der einzelnen Zuchtrichter
keine signifikanten Regressionskoeffizienten. Zwei Richter (1 und 2) blieben in jedem Merk-
mal ohne Zusammenhang mit dem ,,Shape Space*, die ,,besten drei Bewerter (4, 7 und 8)
hingegen konnten in fiinf bzw. vier Merkmalen eine ziichterisch sinnvolle Rangierung der
Tiere erstellen.

Tab.5 Signifikanzniveaus der multiplen Regressionsgleichungen von den Shape-Koordinaten auf die Richterbewer-
tungen

Richter gzZw Summe_Typ  Format Typ Rasse-  Geschlechts- Harmonie
typ typ
6 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0033 0,0000
1 n.s. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s.
2 n.s. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s.
5 n.s. n.s. n.s. 0,0000 0,0000 n.s. n.s.
4 n.s. 0,0000 n.s. 0,0329 0,0000 0,0000 0,0000
7 n.s. 0,0000 n.s. 0,0000 0,0000 n.s. 0,0000
8 n.s. 0,0033 n.s. 0,0000 n.s. 0,0000 0,0000
9 n.s. 0,0206 n.s. 0,0000 0,0000 n.s. n.s.
Alle n.s. 00116 n.s. n.s. 0,0000 0,0000 n.s.
Konsistente 4er 0,0093 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0148
best_3 0,0002 0,0000 n.s. 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
best_5 0,0000 0,0000 n.s. 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

n.s. = nicht signifikant bei einem Grenzwert von p < 0,05;

0,0000 = entspricht einem Signifikanzniveau von p < 0,0001

Mittelt man alle Richternoten pro Merkmal, so lieferten die Reihungen in Geschlechtstyp,
Rassetyp und Summe_Typ signifikante Ergebnisse, wihrend hingegen die ,,besten” drei bzw.
fiinf Richter in allen Merkmalen, bis auf Format, signifikante Reihungen erzielten. Die No-
teniibereinstimmung der fiinf ,,besten” Richter (4,7, 6, 5, 8) war in den Merkmalen Typ und
Geschlechtstyp hoher als das Mittel iiber alle acht Richter (Tab. 6). In den restlichen Merk-
malen waren die Koeffizienten identisch.
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Tab. 6 Der Ubereinstimmungskoeffizient Kappa iiber alle acht Richter und iiber die fiinf ,,besten Richter

Kappa-Wert SE Kappa-Wert SE
alle 8 Richter 5 besten Richter
Typ 0,24 0,013 0,29 0,023
Rassetyp 0,21 0,013 0,21 0,021
Geschlechtstyp 0,23 0,013 0,24 0,022
Harmonie 0,19 0,014 0,19 0,025

Von den 32 Shape-Regressionen auf die Merkmale Typ, Rassetyp, Geschlechtstyp und Har-
monie im Korpermodell von acht unterschiedlichen Richtern konnte bei 14 Gleichungen ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Benotung und Formenvariation festgestellt werden.
Bei 56 % der Beurteilungen (18 Gleichungen) konnte kein Zusammenhang nachgewiesen wer-
den (vgl. Tab. 5).

Anhand von Koordinatentransformationen bzw. neu berechneten Digitalbildern von Mo-
dellpferden kann das ,,ideale* und ,,nicht ideale” Zuchtziel (basierend auf den individuellen
Regressionsgeraden der einzelnen Richter-Merkmalskombinationen) grafisch bzw. bildlich
dargestellt werden. Gleichzeitig kann die Shape-Regression auch als Priifungsgleichung ge-
nutzt werden, um damit zu verifizieren, ob die Reihung der Tiere anhand von den Noten eines
Beurteilers mit der Varianz im ,,Lipizzaner — Shape Space* korrespondiert. In 56 % der Beno-
tungen der einzelnen Typmerkmale von acht Beurteilern wurden die Reihungen abgelehnt, da
sie laut Formenvarianz ziichterisch keinen Sinn machten (Regressionskoeffizienten der Glei-
chungen waren nicht signifikant, daher ist die HO — es besteht kein Zusammenhang zwischen
x- und y-Variablen — giiltig).

Diese Form der Priifung auf Konsistenz von Richternoten mit der beobachteten Formva-
riation hat eine praktische Relevanz:

— Sie kann genutzt werden, um bei einer Zuchtzieldefinition bzw. der Optimierung eines
Zuchtprogrammes giiltige von nicht giiltigen Richterreihungen zu differenzieren.

— Mit dieser Priifung kann auch im Kontext von Zuchtrichterschulungen erstmals objektiv
operiert werden, was bislang nicht moglich war, da die Bewertungen der Rangierungen
hochst subjektiv erfolgten.

In den Abbildungen 3 bis 5 werden die ,,idealen und ,,nicht idealen Zuchtziele entsprechend
den mittleren Noten der Richter 4,7, 8, 5, 6 (Hengste, Abb. 3 und 4) und den mittleren Noten
der Richter 1, 2, 3,5, 6, 7 (Stuten, Abb. 5 und 6) anhand von Koordinatentransformationen
entlang der Regressionsgerade von der Note 5 bis zur Note 10 dargestellt. Mit Hilfe der ein-
zelnen aus den Shape-Regressionen errechneten Koordinatenkonfigurationen konnen auch di-
gitale Fotos entsprechend neu berechnet werden, um die Unterschiede dem Betrachter auch
bildlich zu vergegenwirtigen (Abb. 4 neu berechnete negative, mittlere und positive Zuchtziele
anhand des Hengstes Favory Biserka; Abb. 6 neu berechnete negative, mittlere und positive
Zuchtziele anhand der Stute Benvenuta).
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Rassetyp 5 Punkte Rassetyp Mittel 7.92 Punkte Rassetyp 10 Punkte

Abb. 3 Koordinatentransformation entlang der Regressionsgerade fiir das Merkmal Rassetyp, gewichtet nach den
L.fiinf besten Richtern®. Dargestellt sind das Mittel (B), die erwartete Form fiir eine Bewertung mit fiinf Punkten (A)
und die erwartete Form fiir eine Bewertung mit 10 Punkten (C; maximale Punktzahl, entspricht daher dem Zucht-
ziel).

Abb. 4 Digitalfotos von Favory Biserka, neu berechnet nach den Ergebnissen der Shape-Regression mittels der Er-
gebnisse der Koordinatentransformation aus Abb. 3. (A) das erwartete Erscheinungsbild des Hengstes mit der Note
5 Rassetyp, (B) das Erscheinungsbild im Populationsmittel, (C) optimales Erscheinungsbild mit der Note 10.

Rassetyp 5 Punkte Rassetyp Mittel 7.66 Punkte Rassetyp 10 Punkte

Abb. 5 Koordinatentransformation der Korperformen von Lipizzaner-Stuten entlang der Regressionsgerade fiir das
Merkmal Rassetyp, gewichtet nach dem Mittelwert aller sechs Richter. Dargestellt sind das Mittel (B), die erwartete
Form fiir eine Bewertung mit fiinf Punkten (A) und die erwartete Form fiir eine Bewertung mit 10 Punkten (C; ma-
ximale Punktzahl, entspricht daher dem Zuchtziel).
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Abb. 6 Digitalfotos der Stute Benvenuta, neu berechnet nach den Ergebnissen der Shape-Regression mittels der Er-
gebnisse der Koordinatentransformation aus Abb. 5. (A) das erwartete Erscheinungsbild der Stute mit der Note 5 Ras-
setyp, (B) das Erscheinungsbild im Populationsmittel, (C) optimales Erscheinungsbild mit der Note 10.

Diese Methode kann natiirlich auch genutzt werden, um die Rangierungen von individuellen
Richtern darzustellen. In Abbildung 7 sind solche ,,Ratings* von drei verschiedenen Richtern
dargestellt. Bei den Negativvarianten sind in der resultierenden Form durchaus deutliche Unter-
schiede zu erkennen: Fiir Richter 9 stellten der schwere, geramste Kopf, der lange, matte Riicken
sowie die kurze und etwas flachere Kruppe die Hauptmiingel dar; Richter 4 sah in seinem ,,Ne-
gativ-Ideal” vor allem einen kurzen Hals, kurze Schulter und eine kurze, abschiissige Kruppe,
ein Bild, an das sich Richter 7 mit seiner Einschétzung anlehnte. Bei den Positivvarianten dieser
drei Richter gibt es etwas geringere Unterschiede, was natiirlich auch mit dem rechtsschiefen

Magathv-Varianten aus dam Mittel der Typmerkmale - 4 Punkte

1 ':f{/_)\‘\ .\/\\__F_‘_,_*\,:_\
A )
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c - - |
R} . i
Richter & Richter 4 Richter 7

Positiv-Varianten aus dem Mittel der Typmerkmale - 10 Punkte

Abb. 7 Koordinatentransformation der Korperformen von Lipizzaner-Hengsten entlang der Regressionsgerade fiir
das Merkmal ,,Mittlere Typnote®, (A)—(C) jeweils gewichtet nach Richter 9, 4 und 7. Dargestellt sind die erwartete
Form fiir eine Bewertung mit 4 Punkten und die erwartete Form (D)—(F) fiir eine Bewertung mit 10 Punkten.
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Mittelwert der Mittleren Typnoten von 7,63—7,78 begriindet ist. Am auffilligsten ist hier wieder
Richter 9, der eher ein konkaves Kopfprofil und einen kurzen und starken Riicken bevorzugt.

Um die Kopfnote zu untersuchen, wurde ein ,,Kopfmodell* erstellt, das aus den Landmarks
(LM) 1,2, 13, 14, 19-46, 217-246, insgesamt aus 61 Landmarks, besteht. Analog zum Kor-
permodell wurden in den einzelnen Regressionsgleichungen gepriift, ob ein signifikanter Zu-
sammenhang der Richternoten Kopf und Geschlechtstyp sowie der Merkmale Alter,
Widerristhohe und Kaliber mit der Variation der Kopfformen besteht. Alter und Widerristhohe
zeigten einen signifikanten Zusammenhang, und deren Bestimmtheitsmafle waren 4,24 % und
1,19 %. Nur drei der acht Richter lagen mit ihrer Reihung in einem kausalen Zusammenhang
mit der Variation der Kopfformen (Tab. 7). Die Note Geschlechtstyp zeigte keinen signifikan-
ten Zusammenhang mit der Kopfform.

Tab. 7 Signifikanzniveaus der Shape-Regressionen fiir das Kopfmodell

Richter Geschlechtstyp Kopf
6 n.s. 0,034
1 n.s. n.s.
2 n.s. 0,004
5 n.s. n.s.
4 n.s. n.s.
7 n.s. 0,000
8 n.s. n.s.
9 n.s. n.s.

best_3 n.s. n.s.

best_5 n.s. n.s.

In Abbildungen 8 und 9 werden die Koordinatentransformationen bzw. digitalen Bildvisuali-
sierungen fiir die Regressionsgerade des Kopfmodells in Abhéngigkeit der Widerrisththe von
144 cm bis 168 cm (entspricht der Minima und Maxima der 102 gemessenen Lipizzaner-
Hengste) dargestellt.

Abb. 8 Koordinatentransformation der Kopfformen von Lipizzaner-Hengsten entlang der Regressionsgerade fiir das
Merkmal Widerristhohe. Dargestellt sind das Mittel (Kopf von einem Pferd mit 156 cm GroBe, Grafik B), die erwartete
Form fiir ein Pferd mit einer Grofe von 144 cm (Grafik A) und die erwartete Form fiir ein Pferd mit einer Grofe von
168 cm (Grafik C).
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Abb. 9 Digitalfotos des Hengstes Favory Dagmar II, neu berechnet nach den Ergebnissen der Shape-Regression mit-
tels der Ergebnisse der Koordinatentransformation. (A) das erwartete Erscheinungsbild des Hengstes mit 144 cm
StockmaB, (B) das Erscheinungsbild im Populationsmittel (Widerristhohe 156 cm), (C) Erscheinungsbild mit einem
Stockmal3 von 168 cm.

3.3 Partial-Least-Square-Analyse

Fiir die Analyse von einem Datensatz, der durch eine hohe Anzahl an Variablen (Préddiktoren),
die zusitzlich stark autokorreliert sind, charakterisiert ist, bietet sich die Partial-Least-Square-
Regression (PLS) an, bei der in einem iterativen Verfahren Faktoren aus den Pridiktor-Varia-
blen (Shape Coordinates, Korpermalie) extrahiert werden, die in der eigentlichen Regression
verwendet werden (weshalb es weder Probleme mit Interkorrelationen noch mit zu vielen Va-
riablen gibt). Analog zur Hauptkomponentenanalyse (PCA) werden die erkldrten Varianzen
sowohl der abhiingigen Variable (Beurteilungsmerkmale) als auch der Pridiktoren maximiert,
die einzelnen Faktoren sind unkorreliert.

Die PLS-Regression analysiert den Zusammenhang zwischen Pridiktoren (X-Matrix) und
einer oder mehreren Zielvariablen (Y-Matrix) durch iterative Hauptkomponenten-Analysen
der beiden Matrizen. Diese erfolgen aber nicht unabhiéngig, sondern sie beeinflussen sich ge-
genseitig: Die Faktorladungen der jeweils anderen Matrix gehen in die PCA der X- bzw. Y-
Matrix ein. Dadurch wird gleichzeitig die erklérte Varianz von X- und Y-Matrix maximiert.

Bei einer PLS-Regression geht es darum, aus der Masse der verfiigbaren Pridiktoren einen
moglichst kleinen Satz auszuwéhlen, der eine mdoglichst gute Schitzung der abhédngigen Va-
riablen erlaubt. Dafiir kann eine Quantifizierungsvariable Variable Importance for the Pro-
Jjection (VIP) berechnet werden. Nach einem ersten PLS-Durchlauf mit allen Variablen lassen
sich dann fiir einen zweiten Durchlauf diejenigen Variablen ausschlielen, die eine minimale
VIP unterschreiten (Grenzwert VIP < 0,8; WOLD et al. 2001). In einer Schleife von wieder-
holten PLS-Durchgéngen werden die VIPs so lange abgefragt, bis alle Variablen, die in dem
Modell verbleiben, das gesetzte Kriterium erfiillen.

Fiir die Kreuzvalidierung des PLS-Modells und fiir die Voraussageschitzung der Beurtei-
lungsvariablen wurde die sogenannte ,,split option* gewéhlt, wobei nach dem Zufallsprinzip
jede 9. Beobachtung verworfen wurde und so der Priadiktordatensatz in einen Trainings- und
Testdatensatz unterteilt wurde. Mittels einer Validierung mit der PRESS-Statistik konnten drei
signifikante PLS-Faktoren extrahiert werden, die 21,0 % (PLS1 11,2 %, PLS2 5,9 %, PLS3
4,0 %) der relativen Variation der Pradiktorvariablen und die 49,5 % (PLS1 16,9 %, PLS2
21,1 %, PLS3 11,4 %) der Varianz der Zielvariablen erklérten.
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In darauffolgenden weiteren vier PLS-Durchgéngen, wobei der Priadiktordatensatz mittels der
VIP-Statistik auf informative Variablen eingeschrinkt wurde, konnten von 492 Shape-Koor-
dinaten (inklusive Widerristhohe und Kaliberindex) 154 ausgewihlt werden, welche ein Ma-
ximum an Information beinhalteten (Widerristhohe und Kaliberindex waren in diesem Set
nicht mehr enthalten). Die aus dem reduzierten Datensatz resultierenden drei signifikanten
PLS-Faktoren erkldren somit 45,6 % der Varianz der Pradiktoren und gleichzeitig 48,8 % der
Varianz der Zielvariablen.

In Abbildung 10 sind die Vektoren der Zielvariablen iiber der Verteilung der korrespon-
dierenden x-Scores der ersten beiden PLS-Faktoren gelegt dargestellt. Die Ausrichtung und

Abb. 10 Schema des dargestellten PLS-Systems. Mit den beiden PLS-Faktoren konnen fiir jeden beliebigen Punkt im
Koordinatenraum eine eigene Pferdeform und die korrespondierende Bewertung errechnet werden. Vektoren der Be-
urteilungsvariablen (Abhingige) auf den korrespondierenden ,,Shape Space®, dargestellt durch die beiden ersten PLS-
Faktoren, projiziert. Die Beziehung der Beurteilungsvektoren zueinander ergibt sich aus deren Korrelationsstruktur.
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Liénge der Vektoren indiziert, dass die Merkmale Typ, Rassetyp und Geschlechtstyp (V2,V3,
V5) auf dhnlichen phinotypischen Charakteristika basieren, wihrend hingegen das Merkmal
Harmonie (V4) etwas und der Faktor Alter (V1) stark von der Konfiguration der ersten drei
Merkmale abweicht. Das erste Paar der PLS-Faktoren reprisentiert 28,1 % der quadrierten
Kovarianz (Shape und Merkmale), und die Beziehung zwischen der Form und den Beurtei-
lungsmerkmalen kann mittels Koordinatentransformationen, wie in Abbildung 10 gezeigt, dar-
gestellt werden. Die geschitzten Werte der Zielvariablen sind neben der berechneten Form in
einem sogenannten Profilplot dargestellt.

Letztendlich kann ein solches PLS-Gleichungssystem evaluiert werden, indem man die
Korrelationen zwischen beobachteten und geschitzten Zielvariablen ermittelt. Im originalen
PLS-Model mit der Kreuzvalidierung (split option cv = 9) betrug die Korrelation zwischen
anhand von Shape-Koordinaten geschitzten und beobachteten Beurteilungsmerkmalen 0,67
bis 0,71 (p<0,05). Wird z. B. ein Teil der beobachteten Beurteilungsmerkmale fiir das Schitz-
verfahren verworfen, und werden daraufhin die Korrelationen zwischen ,,echten und ge-
schitzten Noten ermittelt, ergibt sich folgendes Bild: (a.) Von 102 Tieren wurden die Noten
von 52 Tieren verworfen, die Schitzung erfolgte auf Basis von 50 Tieren. (b.) Von 102 Tieren
wurden die Noten von 17 Tieren verworfen, und die Schitzung erfolgte auf Basis von 85 Tie-
ren. Fiir Fall (a.) resultierte eine Korrelation von 0,33 bis 0,48 und fiir Fall (b.) eine Korrelation
von 0,68 bis 0,71, die nahe am Ergebnis des Kreuzvalidierungsmodells liegt.

4. Schlussfolgerung

Mittels Methoden der Bild- und Formenanalyse aus dem Bereich der Prokrustes-Statistik
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass subjektive Beurteilernoten auf deren Aussagefé-
higkeit mittels einer Shape-Regression gepriift werden konnen. Die Ubereinstimmung zwi-
schen den Exterieurrichtern variierte stark und siedelt sich im unteren Bereich an. Von den
durchgefiihrten Regressionsgleichungen fiir acht Richter in sieben Merkmalen lieferten nur
32 % ein signifikantes Ergebnis — nur fiir diesen Prozentsatz konnte der Nachweis erbracht
werden, dass die jeweilige Reihung der Tiere in einem Zusammenhang mit deren Formenva-
riation steht. Gleichzeitig konnte mittels grafischen Koordinatentransformationen gezeigt wer-
den, welche ideale und nicht ideale Zuchtziele fiir einzelne Richter in verschiedenen
Merkmalen bestehen. Die Kovariation von Formmerkmalen und Beurteilungsnoten kann aber
auch mit einem Partial-Least-Squares-Modell errechnet und dargestellt werden.

Ein etabliertes PLS-Gleichungssystem kann fiir die Vorhersage von verschiedenen Para-
metern in der Computergestiitzten Exterieuranalyse dienen. Die hier berechneten Korrelationen
zwischen Beobachtung und Vorhersage bei Typmerkmalen pendeln um die 70 %. Das Modell
kann noch optimiert werden (AusreiBer-Kontrolle, VergroBerung des Datensatzes, Anderungen
im Model), und so kann eine leichte Steigerung dieser Korrelation erwartet werden.
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Es gibt nur wenige Fragen, welche die Menschheit seit Beginn ihrer geistigen Auseinan-
dersetzung mit sich selbst und der sie umgebenden Welt unaufhorlich begleitet haben.
»Was ist Leben?* zdhlt zu diesen Grundfragen des menschlichen Daseins. Angesichts
der beeindruckenden Erfolge der empirischen Forschung an Lebewesen wird die Schwie-
rigkeit immer offenkundiger, eine allgemein iiberzeugende Antwort auf die Frage nach
den grundlegenden Eigenschaften derjenigen Systeme zu geben, die wir ,,lebendig* nen-
nen. Diese Ritselhaftigkeit fasziniert Natur-, Geistes- und Kulturwissenschaftler und
bringt sie dazu, gemeinsam das Wesen des Lebens zu erkunden. In dem Band behandeln
hervorragende Vertreter der unterschiedlichsten Wissenschaftsdisziplinen den noch nicht
zufriedenstellend geklirten Ursprung des Lebens. Sie untersuchen das neue, umfassende
Verstindnis der molekularen Grundlagen von Lebensprozessen aus der Sicht der Genom-
forschung und beschreiben die Moglichkeiten, Leben in Analogie zu Maschinen zu mo-
dellieren. Sie behandeln die ungeheure Vielfalt des Lebens, die Beeinflussbarkeit des
Lebens durch menschliche Eingriffe und die Grenzen des Lebens aus biologischer, psy-
chologischer und philosophischer Sicht. Dabei wird deutlich, wie hartnickig sich die
Frage nach dem Leben durch die Wissenschaftsgeschichte, ja durch die ganze Geistes-
geschichte zieht und welche Brisanz sie angesichts aktueller Forschungsergebnisse er-
halten hat.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Standardisierung der Phinotypisierung
von Labormiusen

Bernhard AIGNER (Miinchen)

Zusammenfassung

Mutante Mausmodelle wurden fiir eine Vielzahl der Sdugergene erstellt und in der biomedizinischen Forschung zur
funktionalen Genomanalyse eingesetzt. Zur Erstellung treffgenauer und wiederholbarer Ergebnisse soll die phénoty-
pische Untersuchung dieser Mauslinien umfassend, systematisch, standardisiert und mit moglichst geringem zeitlichen
Aufwand als Hochdurchsatzuntersuchung unter Verwendung von etablierten Routineuntersuchungen durchgefiihrt
werden. Als Orientierungswerte fiir die Referenzwerte der iiblicherweise verwendeten Inzuchtmausstdmme stehen Er-
gebnisse phénotypischer Untersuchungen zur Verfiigung, die online in Datenbanken einzusehen sind. Das ,,International
Mouse Phenotyping Consortium* stellt einen weltweiten Verbund groer Phinotypisierungszentren fiir mutante Maus-
linien dar und zielt auf die Vereinheitlichung der angewandten Untersuchungsprotokolle. In Deutschland bietet die
,-German Mouse Clinic* im Helmholtz-Zentrum Miinchen eine umfassende, systematische und standardisierte phi-
notypische Untersuchung mutanter Mauslinien an. Die grundlegende Analyse umfasst mehrere hundert Parameter in
den Bereichen Allergie, Verhalten, kardiovaskuldre Untersuchung, klinische Chemie, Dysmorphologie einschlielich
Knochen- und Knorpeluntersuchung, Energiemetabolismus, Augenuntersuchung, Immunologie, Lungenfunktion, mo-
lekulare Phénotypisierung mittels RNA-Expressionsuntersuchung, Neurologie, Nozizeption, Steroidmetabolismus und
Pathologie. Entsprechend den Ergebnissen konnen weiterfithrende Untersuchungen in ausgewihlten Gebieten durch-
gefiihrt werden. Ziel der Untersuchungen ist es, in mutanten Mauslinien unbekannte primire und/oder sekundére Ver-
anderungen aufzudecken und damit einen Beitrag zur funktionalen Genomanalyse zu leisten. Dariiber hinaus dient die
phinotypische Untersuchung mutanter Mauslinien in der ,,German Mouse Clinic* auch der Sammlung und unbe-
schrinkten Verbreitung von umfassenden Phéinotypdaten einer groen Anzahl an mutanten Mausmodellen. Deshalb
sind die Berichte der Untersuchungen online einzusehen. Bei der Untersuchung von Laborméusen stehen verschiedene
Faktoren in der Diskussion beziiglich ungentigender Standardisierung oder unklarer Giite der verwendeten Werte bei
gegebener Standardisierung. Es ist davon auszugehen, dass die fehlende Wiederholbarkeit von phénotypischen Ergeb-
nissen aus Mausestudien ihre Ursache teilweise in einer ungeniigenden Standardisierung der Versuche hat.

Abstract

Mutant mouse models have been established for a great number of mammalian genes and subsequently used in the
functional genome analysis. Accuracy and reproducibility of the results of the phenotypical analyses of the mouse
lines are improved by using standardized, systematic and comprehensive high-throughput analyses thereby applying
established routine methods. Online databases offer reference values of phenotypical analyses of the usually used in-
bred mouse strains for your guidance. The “International Mouse Phenotyping Consortium” is a network of large
mouse phenotyping centers worldwide and acts as a coordinator for the standardization of the test protocols used. In
Germany, the “German Mouse Clinic” of the Helmholtz Zentrum Miinchen offers the standardized, systematic and
comprehensive phenotypic analysis of mutant mouse lines. The primary analysis covers several hundred parameters
in the areas of allergy, behavior, cardiovascular analysis, clinical chemistry, morphological analysis including bone
and cartilage, energy metabolism, eye analysis and vision, immunology, lung function, molecular phenotyping, neu-
rology, nociception, steroid analysis, and pathology. According to the results of the primary analysis, subsequent pro-
ject-specific analyses are carried out. The aim of the analyses is the observation of novel primary and/or secondary
phenotypical alterations in mutant mouse lines thereby improving the knowledge about the genome function. More-
over, the phenotypical analyses of mutant mouse lines in the large mouse phenotyping centers worldwide serve for
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the collection and free distribution of comprehensive phenotypical data sets of a large number of mutant mouse mod-
els. Therefore, the phenotype reports of the German Mouse Clinic are freely accessible online. Currently, various
factors in the standardization of the analysis and/or in the setting of the values for the analysis of laboratory mice are
under discussion. It must be assumed that absent reproducibility of phenotypical results in mouse studies is at least
partially caused by insufficient standardization of the experiments.

1. Einleitung

Labormiuse stellten 2013 in Deutschland in der biomedizinischen Forschung mit 73 % aller
eingesetzten Wirbeltiere die zahlenmiBig bei weitem groBte Gruppe der Versuchstiere dar.'
Ein @hnliches Bild bietet sich auch in anderen Lindern, die biomedizinische Forschung be-
treiben. Fiir die funktionale Genomanalyse werden seit vielen Jahren mutante Mausmodelle
fiir eine Vielzahl der Sdugergene erstellt und untersucht. Daneben werden etablierte Inzucht-
mausstdmme in Tierversuchen eingesetzt. Der wissenschaftliche Erkenntnisgewinn setzt vor-
aus, dass die Ergebnisse prizise, also reproduzierbar und richtig, d.h. treffgenau, sind.

In Tierversuchen mit Laborméusen werden zum grofen Teil Inzuchtmausstimme verwen-
det, die Populationen genetisch gleicher Tiere mit einer definierten Allelkonstellation des Ge-
noms darstellen, aus der sich der jeweilige stammesspezifische Phénotyp ergibt. Faktoren zur
Standardisierung bei der Verwendung von Mausmodellen stellen die drei Bereiche Tier, Um-
welt und Versuch dar, fiir die es jeweils viele Einflussgrofen gibt, die die Untersuchungs-
ergebnisse in unterschiedlicher Weise beeinflussen knnen. So kommt es trotz der Bemiihungen
zur Standardisierung der Tierversuche immer wieder zur Beobachtung, dass sich publizierte
Ergebnisse nicht von anderen Arbeitsgruppen wiederholen lassen, auch wenn diese die Be-
dingungen des Originalversuches mit groer Sorgfalt im eigenen Versuch zu reproduzieren
versuchen. Als ein oft zitiertes Beispiel zeigte die Untersuchung derselben mutanten Miuse
nach entsprechenden Standardisierungsbemiihungen in drei etablierten Labors im Bereich der
Verhaltensuntersuchung eine fehlende Ubereinstimmung der Ergebnisse. So zeigten homozy-
got mutante Miuse fiir das Gen Htr1b (5-hydroxytryptamine [serotonin] receptor 1B) im Ver-
haltenstest ,,Elevated plus maze* im Vergleich zu nichtmutanten Wildtyp-Kontrollen des
Inzuchtstammes 129/Sv-ter in den drei Labors zum Teil gegensitzliche Verhaltensidnderungen
(CraBBE et al. 1999). Andere Autoren beschreiben, dass sich die Wirkung von Testsubstanzen
als potenzielle neue Medikamente fiir menschliche Erkrankungen bei Verwendung derselben
Mausmodelle und derselben essenziellen Testparameter, wie sie im Originalversuch verwendet
wurden, oftmals nicht wiederholen lassen (z. B. PRINZ et al. 2011, PERRIN 2014).

Andererseits werden Uberlegungen angestellt, ob bestimmte gut standardisierte Versuchs-
parameter wie z. B. die Haltungstemperatur von Labormiusen in den Versuchstierhaltungen
auf den richtigen Wert eingestellt sind, um in Versuchen mit Mausmodellen aussagekriftige
Ergebnisse zu erhalten. In der Regel wird die Raumtemperatur fiir die Haltung von Labor-
miusen konstant auf dem Wert von 22 + 2 °C gehalten, vor allem um dem Personal in der
Tierhaltung eine annehmbare Arbeitstemperatur bereitzustellen. Labormiuse haben eine ther-
moneutrale Temperatur von ca. 30 °C. Auch unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die
Temperatur in Kompartimenten der Kéfige hoher sein kann als die Raumtemperatur, sind Bei-
spiele publiziert, die aufzeigen, dass Laborméuse bei Haltung in ihrer thermoneutralen Tem-

1 http://www.bmel.de.
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peratur eine hohere Aktivitit ihres Immunsystems zeigen als Miuse, die bei der iiblichen Tem-
peratur von 22 °C gehalten werden (KokoLUs et al. 2013, MALONEY et al. 2014).

2. Phinotypisierung von Labormiusen

Fiir die Phinotypisierung von Labormiusen sind Online-Datenbanken einsehbar, die Daten
aus phidnotypischen Untersuchungen vor allem von Inzuchtmausstimmen als auch von mu-
tanten Mauslinien enthalten. Zudem stellen Datenbanken online ,,Standard operating proce-
dures (SOPs)“ zur Standardisierung der Untersuchungsmethoden zur Verfiigung.

2.1 Datenbanken zur Phénotypisierung von Labormdusen

Phénotypdaten von hiufig in der biomedizinischen Forschung verwendeten Inzuchtmausstimmen
sind in einer Reihe von Datenbanken gesammelt.” Die umfangreichste Datenbank stellt die
,,Mouse Phenome Database (MPD)** dar, die fiir fast 50 als ,,MPD Priority Strains“ eingestufte
und viele weitere Inzuchtmausstimme wie auch einige F1-Hybridstimme entsprechende Phéno-
typdaten bereitstellt.* Die Daten stammen aus einer Reihe internationaler Untersuchungsinitiati-
ven und Kollaborationen. In der europiischen Phinotypisierungsinitiative ,,EuroPhenome*’
wurden fiir die Inzuchtstimme 129, BALB/c, C3H, C57BL/6J, C57BL/6N, CBA und FVB basale
Werte fiir eine Reihe von Untersuchungsbereichen gesammelt. Diese Referenzdaten stellen
Orientierungswerte fiir die entsprechenden Mausstdmme dar, die aufgrund vieler Einflussgrofien
in der Untersuchung variieren konnen. Eine aktuelle Liste aller publizierten mutanten Mauslinien
mit den beobachteten Phénotypverdnderungen ist fiir jedes Gen auf der Internetseite ,,Mouse Ge-
nome Informatics*’ im Unterpunkt ,,Mutations, Alleles, and Phenotypes* zusammengestellt.

2.2 Untersuchungslabors zur Phdnotypisierung mutanter Mausmodelle

Eine Abfrage der Datenbank iiber publizierte mutante Mausmodelle® ergab bei der Suche nach
induzierten, definierten genetischen Mutationen mit Hilfe von embryonalen Stammzellen (Such-
begriff ,,targeted) ca. 26000 etablierte Mauslinien, die Mutationen in mehr als 8000 verschie-
denen Genen umfassen. Fiir alle Arten von Mutationen (spontan, chemisch-induziert,
strahleninduziert, ,,gene trapped”, ,,targeted*) sind ca. 34000 etablierte Mauslinien verzeichnet.

2 Die Datenbanken sind auf der Internetseite ,,http://www.interphenome.org® zusammengestellt.

http://phenome jax.org.

4 Die Phinotypdaten umfassen folgende Bereiche: ,,appearance and coat color, behavior, blood — clinical chemistry,

blood — hematology, blood — lipids, blood — xenobiotics, body composition, body fat pads, body weight size and

growth, bone, brain, cancer, cardiovascular, cell and tissue damage, ear, endocrine, exercise and endurance, eye,
gallbladder, immune system, ingestive preference, integumentary, kidney, liver, longevity, metabolism, muscle,
nervous system, neurosensory, reproduction, respiratory, spleen, wound healing®.
http://www.europhenome.org.

6 Die Untersuchungsbereiche umfassen: ,,acoustic startle, pre pulse inhibition (PPI), allergy, body weight, clinical
chemistry, dual energy X-ray absorption (DEXA), dysmorphology, electrocardiogram, electroretinogram, ELISA,
eye size, FACS, food efficiency, fundoscopy, grip strength, heart weight / tibia length, hematology, holeboard, hot
plate, immunoglobulin, indirect calorimetry, indirect ophthalmoscopy, modified SHIRPA , non-invasive blood pres-
sure, open field, rotarod, intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT), slit lamp, spontaneous breathing, X ray*.

7 http://www.informatics jax.org.

8 http://www.informatics.jax.org.
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Das internationale Konsortium ,,International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC)*” hat
die Erstellung und standardisierte Untersuchung von mindestens einer definierten Mutation
fiir jedes der ca. 20000 Mausgene zur systematischen Beschreibung der biologischen Funktion
der Sdugergene zum Ziel. Fiir diesen Zweck wurden Untersuchungsabldufe mit entsprechen-
den Protokollen sowohl fiir die primére phdnotypische Untersuchung aller wichtigen Organ-
systeme in adulten Tieren als auch fiir detaillierte weitergehende, projektspezifische
Untersuchungen einzelner Organsysteme etabliert. Die erstellten ,,Standard Operating Proce-
dures (SOPs)* umfassen Untersuchungen der Bereiche:

,,behavior and cognition (open field, modified SHIRPA, grip strength, Y-maze, acoustic startle and pre pulse inhibition
(PPI), tail flick, tail suspension, swim ability, rotarod), clinical chemistry and hematology (differential blood count,
blood collection, blood sample handling, clinical chemistry parameters, hematology, gas anesthesia, coagulation),
hormonal and metabolic systems (metabolic cages, dual energy X-ray absorption (DEXA), intraperitoneal glucose
tolerance test (IPGTT), cold test, meal tolerance test (MTT), oral glucose tolerance test (OGTT)), cardiovascular
(noninvasive blood pressure and heart rate, invasive blood pressure, invasive left ventricular hemodynamics, blood
pressure by telemetry, echocardiography (ECG)), allergy and infectious diseases, sensory systems (vision, auditory
and vestibular), central / peripheral nervous and skeletal muscle systems, cancer phenotyping, bone including cartilage,
arthritis and osteoporosis (dysmorphology, ionic fraction of Ca® in whole blood, bone densitometry, X-ray, micro
CT imaging, skeletal preparation), gene expression, necropsy examination including pathology, histology (necropsy,
fixation, trimming, embedding, sectioning, proliferation, apoptosis, staining)*.

Die SOPs umfassen Angaben zu folgenden Unterpunkten:

,purpose, scope, safety requirements, associated documents, notes, quality control, equipment, supplies, procedure,
supporting information, history review, Europhenome data, phenotypic classification.*"’

Im Zuge der Hochdurchsatzuntersuchung mutanter Mauslinien wurden weltweit Einrichtungen
zur standardisierten, systematischen und umfassenden Untersuchung einer grolen Anzahl von
Mauslinien etabliert. In Deutschland wurde dafiir die ,,German Mouse Clinic (GMC)“ (Institut
fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz-Zentrum Miinchen) etabliert, die aus einem Konsor-
tium von Institutionen besteht, die iiber eine grofle Expertise fiir ihren entsprechenden Unter-
suchungsbereich bei Laborméiusen verfiigen."

Import und Haltung von mutanten Mauslinien in der ,,German Mouse Clinic* werden nach
standardisierten Protokollen durchgefiihrt, die im Hinblick auf den mikrobiologischen Hygie-
nestatus die publizierten FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science As-
sociations)-Empfehlungen fiir spezifiziert pathogenfreie (SPF) Maushaltungen (MAHLER et
al. 2014) beriicksichtigen. Die grundlegende primére Analyse besteht aus der Untersuchung
von ca. 550 Parametern und einer detaillierten finalen pathologischen Untersuchung der Tiere,
wobei in der Regel 60 Tiere (je 15 ménnliche und 15 weibliche Tiere sowohl der mutanten
Tiere als auch der entsprechenden Wildtypkontrolltiere) einer mutanten Mauslinie innerhalb
von 13 Wochen nach einem standardisierten Ablaufprotokoll untersucht werden. Je nach Er-
gebnis konnen anschlieBend linienspezifisch weiterfithrende Analysen durchgefiihrt werden.
Die grundlegende primire Analyse umfasst folgende Bereiche und Methoden:

— Allergie (ELISA auf Gesamtplasma IgE);
— Verhalten (open field, acoustic startle reflex);

9 http://www.mousephenotype.org.
10 http://empress.har.mrc.ac.uk.
11 http://www.mouseclinic.de.
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— kardiovaskulidre Untersuchung (peripherer Blutdruck, transthorakale Echokardiographie
an Tieren bei Bewusstsein);

— klinische Chemie (intraperitonealer Glukosetoleranztest [[PGTT], klinische Chemie, Hi-
matologie);

— Dysmorphologie, einschlieBlich Knochen- und Knorpeluntersuchung (morphologische
Untersuchung von > 50 Parametern, Rontgen, Ganzkorperknochendensitometrie mittels
DEXA [Dual-Rontgen-Absorptiometrie]);

— Energiemetabolismus (indirekte Kalorimetrie, Korperzusammensetzung mittels TD-NMR
[time domain nuclear magnetic resonance));

— Augenuntersuchung (Scheimpflug imaging, optical coherence tomography, laser interfer-
ence biometry, virtual vision test);

— Immunologie (FACS-Analyse von peripheren Blutleukozyten, Bioplex-Analyse der Plas-
mawerte von Immunoglobulin-Isotypen, ELISA auf Rheumatoid-Faktor und Anti-DNA-
Antikorper);

— Lungenfunktion (Spontanatmungsmuster);

— molekulare Phénotypisierung mittels RNA-Expressionsuntersuchung (zwei Organe zur
Wahl mittels Illumina Bead Arrays);

— Neurologie (modified SHIRPA, grip strength, rotarod, auditory brainstem response [ABR]);

— Nozizeption (hot plate);

— Steroidmetabolismus (Corticosteron, Androstenedion, Testosteron) und

— Pathologie (makroskopische und histologische [HE-Féarbung] Untersuchung aller Organe).

Die in der ,,German Mouse Clinic* ermittelten Daten werden in einem Untersuchungsreport
zusammengestellt, der Abschnitte zur Beschreibung der grundlegenden priméren Untersuchung
und der verwendeten Untersuchungsprotokolle sowie die detaillierte Darstellung und Diskus-
sion der Ergebnisse enthilt'? (GAILUS-DURNER et al. 2009, Fuchs et al. 2011,2012). Nach einer
bestimmten Zeitspanne sind die Berichte der Untersuchungen auch online einzusehen."”

2.3 Erkennung neuer Alterationen in mutanten Mauslinien in der ,,German Mouse Clinic*

Ziel der standardisierten, systematischen und umfassenden phédnotypischen Untersuchung in
der ,,German Mouse Clinic* ist es, in mutanten Mauslinien unbekannte primire und/oder se-
kunddre Verdnderungen aufzudecken und damit einen Beitrag zur funktionalen Genomanalyse
zu leisten. Dies soll nachfolgend beispielhaft dargestellt werden.

Im phénotypbasierten Miinchener ENU-Mausmutagenese-Projekt wurden mit Hilfe der
Chemikalie N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (ENU = ethyl nitroso urea) zufillig vor allem Punkt-
mutationen in Miusen des Inzuchtstammes C3HeB/Fel (C3H) induziert und damit mutante
Mauslinien mit interessanten phinotypischen Alterationen erstellt (HRABE DE ANGELIS et al.
2000,2007). Durch die Verwendung von Plasmaharnstoff als Untersuchungsparameter wurden
neue mutante Mauslinien fiir die biomedizinische Forschung geziichtet, die erhohte Plasma-
harnstoffwerte als Anzeichen von potenziellen Nierenfunktionsstorungen zeigten (AIGNER et
al. 2007). In zwei dieser Linien wurde die ursidchliche Mutation im Gen Uromodulin (Umod)
identifiziert. In beiden Linien fiihrte dies zum Austausch einer Aminosiure an verschiedenen

12 http://www.mouseclinic.de.
13 http://146.107.6.187/phenomap/jsp/annotation/public/phenomap.jsf.
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Stellen des Proteins (Linie Umod”" [KEMTER et al. 2013b] und Linie Umod***”" [KEMTER et al.
2009])).

Uromodulin (UMOD) kodiert ein Glykoprotein, das vor mehr als 60 Jahren als Tamm-Hors-
fall-Glykoprotein (THP) identifiziert wurde und das das mengenmifig am hdufigsten im Harn
von Sédugern vorkommende Protein darstellt. Es wird ausschlieBlich in Zellen des dicken auf-
steigenden Teils der Henleschen Schleife synthetisiert (TALH-Zellen). Nach der Synthese wird
das Uromodulin-Vorlduferprotein innerhalb des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-
Apparates zum reifen Glykoprotein prozessiert und mit dem Harn ausgeschieden. Uber die ge-
naue Funktion von UMOD ist wenig bekannt.

Beim Menschen tritt ein dominant vererbliches Krankheitssyndrom auf, das als Uromodu-
lin-assoziierte Nierenerkrankung (UAKD, uromodulin-associated kidney disease) oder ,,uro-
modulin storage disease” zusammengefasst wird. Ausloser der Erkrankung sind vor allem
heterozygote UMOD-Mutationen. Die Erkrankung ist charakterisiert durch eine Storung der
TALH-Zellen, die durch die gestorte Prozessierung des mutanten Uromodulins ausgeldst wird.
Dies fiihrt zu einer Stérung der Ausscheidung von Harnséure, zu Defekten der Harnkonzentrie-
rungsfihigkeit und zu variablen Ausbildungen des Krankheitsverlaufes, wobei auch Nierenver-
sagen auftreten kann. Histologische Untersuchungen der Nieren zeigen dabei das Auftreten einer
tubulointerstitiellen Fibrose mit moderaten Entziindungszellinfiltraten und Zysten. Die klinische
Ausprigung der UAKD beim Menschen ist hdufig auch innerhalb der betroffenen Familien he-
terogen und unabhingig vom Typ und der Lage der Mutation. Nierendefekte in unterschiedlicher
Ausprigung stellen das Hauptsymptom bei UMOD-Mutationen des Menschen dar (BLEYER und
HaArT 2011, BLEYER et al. 2011).

Analog zu den funktionellen Nierendefekten der UAKD des Menschen zeigten die beiden
mutanten Mauslinien Umod“”" und Umod*’" ebenfalls erhhte Plasmawerte fiir Harnstoff und
Kreatinin als Marker fiir das Vorliegen eines Nierendefektes. Das mutante Uromodulin fiihrte
zur Dysfunktion der TALH-Zellen (,,gain-of-toxic function) aufgrund der gestorten Prozessie-
rung des mutanten Uromodulins. Dabei beeinflussten der Typ der Mutation und der Allelstatus
den Beginn, den Schweregrad und den Verlauf der Krankheitssymptome. So war der Schwere-
grad der Nierenverinderungen in heterozygoten Umod“**-Mutanten und homozygoten
Umod***”"-Mutanten #hnlich ausgeprigt.

AufBer der Funktion von UMOD in der Niere ist bisher wenig liber dieses Gen bekannt. Dies
war der Anlass, die beiden Umod-mutanten ENU-Linien in der ,,German Mouse Clinic* (Institut
fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz-Zentrum Miinchen) zu untersuchen. Die Berichte der
Untersuchungen sind online einzusehen'* (KEMTER et al. 2013a).

Fiir die Untersuchung in der ,,German Mouse Clinic* wurden heterozygot mutante und ho-
mozygot mutante Tiere der Linie Umod**”’" in einem Alter von 2—4 Monaten sowie heterozygot
mutante Tiere der Linie Umod“”" im Alter von 7-10 Monaten im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrolltieren beiderlei Geschlechts untersucht. Die Untersuchung bestitigte den Nierendefekt.

Dariiber hinaus war bei beiden mutanten Linien ein deutlich reduziertes Korpergewicht auf-
fillig. Die Dual-Rontgen-Absorptiometrie (DEXA)-Untersuchung zur Analyse der Korperzu-
sammensetzung zeigte eine hochgradige Reduktion der Fettmasse und des Fettgehaltes in diesen
Tieren. Der Beginn des Auftretens des verringerten Kérpergewichts wurde in der Linie Umod”*"
etwa zur gleichen Zeit wie der Beginn der klinischen Nierenverinderungen beobachtet. Somit

14 http://146.107.6.187/phenomap/jsp/annotation/public/phenomap jst.
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ist zumindest der Beginn des Auftretens des verringerten Korpergewichts nicht die Folge einer
chronischen Niereninsuffizienz, da die Jungtiere nur milde Symptome einer Nierendysfunktion
aufwiesen. Die Untersuchung des Energiemetabolimus offenbarte, dass die mutanten Tiere trotz

ihres geringeren Korpergewichtes eine hohere Futteraufnahme als die Kontrolltiere zeigten

(Tab. 1; KEMTER et al. 2009, 2013a, b). Der Grund dafiir ist in weiteren Studien abzukléren.
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Offensichtliche metabolische Verinderungen wurden in den bisher publizierten Umod-mutanten
Mausmodellen nicht beschrieben, was sowohl die beiden Knockout-Modelle (BATES et al. 2004,
Mo et al. 2004) als auch die beiden transgenen Linien mit additivem Gentransfer (TAKIUE et al.
2008, BERNASCONE et al. 2010) einschliefit. Dieser Phédnotyp wurde auch bei UMOD-Mutationen
des Menschen bisher nicht untersucht.

Daneben wurden in den mutanten Tieren der beiden Linien Unmod“”" und Umo er-
hohte Plasmakalziumwerte und erhohte Plasmaaktivititen der alkalischen Phosphatase (ALP)
gemessen. Die Analyse des Skeletts mittels DEXA ergab einen Effekt der Mutationen auf Ske-
lettparameter in Form einer Verminderung der Knochendichte und des Knochenmineralge-
haltes. Dies ist als sekundédre Verdnderung in Folge des Nierendefektes zu erklédren (Tab. 1;
KEMTER et al. 2009, 2013a, b). Auch dieser Phédnotyp wurde bisher weder bei den iibrigen
Umod-mutanten Mausmodellen noch bei UMOD-Mutationen des Menschen untersucht.

Zusammenfassend erbrachte die standardisierte, systematische und umfassende Untersu-
chung der beiden mutanten Mauslinien Unmod“** und Umod***’" auf dem genetischen Hinter-
grund des Inzuchtstammes C3H neben der Bestidtigung des primédr untersuchten
Nierendefektes eine Anzahl weiterer Verdnderungen, wie Verinderungen im Korpergewicht,
der Korperzusammensetzung, des Knochenstoffwechsels und des Energiemetabolismus. Diese
Effekte wurden bisher weder bei den iibrigen publizierten Umod-mutanten Mausmodellen
noch bei UMOD-Mutationen des Menschen beschrieben bzw. untersucht.

A227T
d

3. Schlussfolgerung

Zur Erstellung treffgenauer und wiederholbarer Ergebnisse bei der Untersuchung mutanter Maus-
modelle in der biomedizinischen Forschung sind standardisierte, systematische und umfassende
phinotypische Untersuchungen durchzufiihren. Online sind Datenbanken einsehbar, die Daten
aus phénotypischen Untersuchungen sowohl der iiblichen Inzuchtmausstimme als auch von mu-
tanten Mauslinien enthalten. Zudem stellen Datenbanken online ,,Standard operating procedures
(SOPs)* zur Standardisierung der Untersuchungsmethoden zur Verfiigung. Weltweit wurden
grof3e Phinotypisierungszentren fiir die Untersuchung mutanter Mauslinien etabliert. In Deutsch-
land bietet die ,,German Mouse Clinic* im Helmholtz-Zentrum Miinchen eine solche Analyse
von mehreren hundert Parametern aller wichtigen Organsysteme an. Ziel dieser Untersuchungen
ist es, in mutanten Mauslinien unbekannte primére und/oder sekundére Veridnderungen aufzude-
cken und damit einen Beitrag zur funktionalen Genomanalyse zu leisten. Dies wurde beispielhaft
in zwei mutanten Mauslinien fiir das Gen Uromodulin (Umod) dargestellt. Bei der Untersuchung
von Laborméusen stehen verschiedene Faktoren in der Diskussion beziiglich ungeniigender Stan-
dardisierung oder unklarer Giite der verwendeten Werte bei gegebener Standardisierung. Es ist
davon auszugehen, dass die fehlende Wiederholbarkeit von phinotypischen Ergebnissen aus
Maiusestudien ihre Ursache teilweise in einer ungeniigenden Standardisierung der Versuche hat.
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Phéinotypisierung des Schlachtkorpermerkmals
Riickenfettdicke bei Spiegelkarpfen (Cyprinus
carpio) mittels Ultraschall in vivo und
Computertomographie post mortem

Paula Maas,"” Beata GRZEGRZOEKA,” Martin OBERLE,” Michael Jupas.*
Manfred GARrEIS® und Prisca KREMER-RUCKER'

Zusammenfassung

Die kiirzliche Eintragung von regionalen Speisekarpfen in das EU-Qualitiitsregister verlangt eine konkrete Uberwa-
chung des Fettgehalts der Fische zur Sicherung der Produktqualitit und Steigerung der Verbraucherakzeptanz. Die
Fettgehaltsbestimmung sollte bedingt durch die Lebendvermarktung der Fische in vivo erfolgen. Momentan wird ein
kostenintensives, auf Mikrowellentechnologie basierendes Gerit verwendet, um den Fettgehalt der lebenden Karpfen
zu bestimmen. Vorhergehende Untersuchungen stellten einen Zusammenhang des Fettgehalts im Filet mit der Dicke
der Riickenfettauflage der Karpfen her. Im Hinblick auf eine alternative Messmethode wurde ein Versuch zur Phi-
notypisierung der Riickenfettdicke von Spiegelkarpfen durchgefiihrt. Die Riickenfettdicke von 100 Karpfen wurde
in vivo mittels Ultraschall erfasst. Nach der Schlachtung wurden die Fische im Computertomographen gescannt und
die Schnittbilder zur Vermessung des Riickenfetts verwendet. Die erneute Erfassung der Riickenfettdicke erfolgte
am filetierten Schlachtkorper mittels einer Schieblehre. Erste Ergebnisse deuten auf eine miflige Korrelation zwischen
den einzelnen Messmethoden hin.

Abstract

Several areas in Bavaria producing mirror carps are protected under European Quality Schemes. Among others strin-
gent requirements regarding to the fat content have been fixed. The goal is to insure product quality and achieve high
customer acceptance. Currently, a measurement based on microwave technology is in use to determine the fat content
in live fish. A previous study has shown a high correlation between the fat content and the back fat layer thickness
measured at split carcass. In this study 100 live mirror carps were measured in vivo using a mobile ultrasound device.
After slaughtering the fish were scanned in a computer tomograph. The back fat layer thickness was measured once
again using a caliper. Preliminary results present descriptive statistics about the several measurements and analysis
of correlation. The correlations between the different measurement methods are moderate.

1. Einleitung

Im Jahr 2013 wurden in Deutschland 20500 t Speisefisch produziert. Wichtigste Fischart im
Bereich der Kaltwasserproduktion ist hierbei die Regenbogenforelle mit 9600 t, gefolgt vom
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Karpfen mit 5700 t. Die Haupterzeugung von Karpfen findet laut BRAMICK (2014) in den Bun-
desldndern Bayern (2339 t) und Sachsen (1877 t) statt.

Zur Sicherung der Produktqualitit in der Erzeugung von Speisefischen ist es von grofler
Bedeutung den Fettgehalt des Filets zu bestimmen. Gerade beim Karpfen, der eine hohe Va-
riation im Fettgehalt aufweist (FAUCONNEAU et al. 1995), wird ein magerer Fisch angestrebt,
um die Verbraucherakzeptanz des Produktes zu gewihrleisten. Dariiber hinaus verfiigen in
Bayern mehrere Karpfenerzeugerregionen iiber einen Eintrag ihres Produktes in das EU-
Qualitétsregister als ,,g.g.A.*“ — ,,geschiitzte geographische Angabe® (Verordnung [EU] Nr.
1151/2012). Seit 2012 ist nach dem ,,Oberpfilzer Karpfen* und dem ,,Frinkischen Karpfen*
auch der ,,Aischgriinder Karpfen* eine solche geschiitzte Angabe. Wihrend sich der ,,Ober-
pfilzer Karpfen laut Produktspezifikation der genannten Verordnung u. a. durch ein fettar-
mes Filet auszeichnet, liegt — ebenfalls laut Produktspezifikation — der Fettgehalt des
,Aischgriinder Karpfens* im Filet mit Haut bei maximal 10 % (Spezifikation gemif Artikel
4 Abs. 2 der Verordnung [EG] Nr. 510/2006). Dies stellt den Erzeuger vor die Herausforde-
rung, den Fettgehalt der lebend vermarkteten Fische zu kennen, um eine entsprechende Preis-
kalkulation durchzufiihren. Obwohl im Bereich anderer Tierarten, beispielsweise Rind
(BRETHOUR 1992) und Lamm (DELFA et al. 1994), die Ultraschalltechnologie zur Bestimmung
von Kdérperzusammensetzung insbesondere von Riickenfettdicke schon lidngst Verwendung
findet, gibt es beim Fisch in diesem Bereich wenige Erkenntnisse. Lediglich bei Welsen
wurde der Einsatz der Ultraschalltechnologie hinsichtlich der Kérperzusammensetzung un-
tersucht (BoswoRrTH et al. 2001). Basierend auf der Fettgehaltsmessung mittels eines mikro-
wellentechnologiebasierten Fish-Fatmeters stellten OBERLE et al. (2013) beim Karpfen einen
Zusammenhang des Fettgehaltes im Filet mit der Dicke der Riickenfettauflage her (R* =
0,85). Auf Basis dieser Ergebnisse erfolgte die Empfehlung, am geteilten Schlachtkdrper
die Fettdicke am Riicken des Karpfens mittels Messschieber zu messen und so die Vermark-
tungsfahigkeit als z. B. ,,Aischgriinder Karpfen* zumindest nach der Schlachtung und Zer-
legung zu validieren.

2. Material und Methode

Im Rahmen eines Gemeinschaftsprojektes der Fakultit Landwirtschaft der Hochschule Wei-
henstephan-Triesdorf (HSWT), der Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL) — AuBenstelle fiir
Karpfenteichwirtschaft des Instituts fiir Fischerei, des Max-Rubner-Instituts (MRI) — Sicher-
heit und Qualitit bei Fleisch und des Lehrstuhls fiir Lebensmittelsicherheit der Tierédrztlichen
Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen (LMU) wurde im Oktober 2014 eine
Studie durchgefiihrt, um die Moglichkeiten der Ultraschalltechnologie (US) und der Compu-
tertomographie (CT) zur Bestimmung des Fettgehaltes im Filet von Spiegelkarpfen zu evalu-
ieren. Hierzu wurden 100 Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio) mittels US in vivo untersucht und
anschliefend geschlachtet und zerlegt. 60 der Fische wurden nach der Schlachtung, vor der
Zerlegung, zusitzlich mittels CT gescannt. Im Anschluss wurde die Riickenfettdicke aller Fi-
sche mithilfe eines digitalen Messschiebers am Schlachtkorper vermessen. Die Regierung von
Mittelfranken wurde iiber das Vorhaben in Kenntnis gesetzt — eine Tierversuchsanzeige oder
-genehmigung hatte nicht zu erfolgen.

Die untersuchten Fische stammten aus 10 verschiedenen Teichen des Aischgrunds oder
angrenzender Regionen Oberfrankens (Tab.1).
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Tab. 1 Anzahl der entnommenen Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio) je Teich mit Gewichtsangabe in Gramm beziiglich
Durchschnitt, Minimum, Maximum und Standardabweichung. Die Fische sind dreisommrig (K3).

Teich n-Fische X-Gewicht (g) Minimum (g) Maximum (g) Standardabweichung
B 10 2004 1355 2443 +331
C 10 2208 1532 2607 +369
D 10 1605 1173 1947 +201
E 10 1451 1050 2041 +307
F 10 1600 951 2530 +512
G 10 1041 907 1172 + 104
H 8 1233 967 1731 +234
I 11 1000 902 1115 +79
J 11 1396 1184 1638 +192
K 10 1136 975 1625 + 195

Gesamt 100 1467 902 2607 +467

Fiir die Ultraschallmessungen wurde ein tragbares Ultraschallgerit (MicroMaxx, Fujifilm So-
noSite, Frankfurt am Main, Deutschland) in Kombination mit einer SMHz-Endolinearsonde
verwendet. Hierzu wurden die Fische in einer mit Teichwasser befiillten Box mit jeweils vier
Einzelabteilen gehiltert (Abb. 1A und 1B). Dies ermdglichte eine tierindividuelle Erfassung
der Riickenfettdicke am nicht sedierten Fisch im schwimmenden Zustand ohne zusitzliche
Verwendung eines Kontaktmediums fiir die Sonde und ohne Kontakt zum Tier (Abb. 1C). Die
Datenerfassung erfolgte auf Basis zweier Bilder in sagittaler Schnittebene im Bereich der Rii-
ckenfettauflage. Nach Fixieren des ersten Bildes wurde die Dicke der Fettauflage an drei ver-
schiedenen Punkten bestimmt (Abb. 2A). Ultraschall-Messpunkt 1 (US1) liegt 2,5 cm caudal
vom Beginn der Fettauflage. Ultraschall-Messpunkt 2 (US2) befindet sich 3 cm caudal und
Ultraschallmesspunkt 3 (US3) 3,5 cm Richtung caudal vom Ansatz der Fettschicht entfernt.
Auf einem zweiten Sagittalbild wurde die Fettschicht 2 cm (US4) vom Ursprung des ersten
Hartstrahls der Riickenflosse ausgehend, Richtung cranial, vermessen (Abb. 2B). Die Abmes-
sung der entsprechenden Distanzen erfolgte mittels der integrierten Messfunktion des Gerites
und wurde tierindividuell aufgezeichnet.

Abb. 1 (A) Karpfen in einer mit Teichwasser befiillten Box zur tierindividuellen Erhebung der Ultraschalldaten,
(B) Vermessung der Riickenfettdicke mithilfe eines mobilen Ultraschallgerites und (C) Position der Sonde unter Was-
ser ohne direkten Kontakt zum Tier.
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Abb. 2 (A) Sagittales Schnittbild der Riickenfettauflage, Vermessung an drei definierten Positionen, 2,5 cm (US1),
3 c¢cm (US2) und 3,5 cm (US3) caudal von Beginn der Fettschicht entfernt. (B) Sagittales Schnittbild der Riickenfett-
auflage, der vierte Messpunkt liegt 2 cm (US4) cranial des Ansatzes des ersten Hartstrahls der Riickenflosse. (C) Er-
fassung der Riickenfettdicke mithilfe eines digitalen Messschiebers nach Filetierung der Fische am verbliebenen
Fettkamm.

Fiir die darauf folgende Schlachtung wurden die Tiere durch sachkundiges Personal mittels
Kopfschlag betdubt und mittels Kiemenschnitt entblutet. Der Transport der frisch geschlach-
teten Fische zur Computertomographie erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Schlachtung.
Die Kerntemperatur betrug bei Ankunft am MRI zum CT ca. 10 °C.

Die CT-Scans der Karpfen erfolgten am MRI mittels eines Siemens Somatom Plus 4.
Fiir die Untersuchung wurden die geschlachteten Fische wiederum in der zur Ultraschall-
messung verwendeten Box positioniert und so dementsprechend in Chargen von jeweils
vier Fischen parallel aufrecht gescannt (Abb. 3). Der Zeitaufwand betrug 10—15 min je Un-
tersuchungsgang; aufgrund der Rohrenbelastung wurde jeder Scan auf zwei getrennte Se-
quenzen aufgeteilt (Schichtdicke jeweils 3 mm, Matrix 512 x 512 Pixel, FoV 300 x 300
mm, Rotationszeit 1 s, Rohrenspannung 140 kV, Rohrenstrom 146 mA). Die Riickenfettdicke
wurde anhand der CT-Bilder vermessen. Auf Hohe des ersten Dorsalfortsatzes der Wirbel-
sdule wurde mithilfe einer integrierten Messfunktion der Software ,,Able 3D Doctor* die
Fettdicke erfasst.

Unmittelbar nach Anschluss des Scans erfolgte der gekiihlte Riicktransport. Die Fische
wurden nach Ankunft umgehend filetiert und die Riickenfettdicke der Schlachtkorper mittels
Messschieber vermessen (Abb. 2C). Die Messpunkte wurden in Anlehnung an die Daten-
erfassung mittels Ultraschall definiert und lagen 2,5 cm (CP1) bzw. 3,5 cm (CP2) Richtung
caudal vom Ansatz des Riickenfetts ausgehend und 2 cm (CP3) vom Ursprung des ersten Hart-
strahls der Riickenflosse gemessen Richtung cranial. Verwendet wurde ein COXT710350 der
Firma Connex.

Abb. 3 (A) Fische beim Scan im CT des Max-Rubner-Instituts (MRI) in Kulmbach. (B) Computertomographisches
Transversalschnittbild, dargestellt mittels synedra View (synedra IT GmbH).
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Die Auswertung der CT-Bilder erfolgte mit der Software ,,Able 3D Doctor* (Lexington, MA,
USA; FDA approved). Alle Daten wurden in Excel 2010 erfasst und mittels der Statistiksoft-
ware R!Studio (Boston, MA, USA) auf Normalverteilung getestet und unter Verwendung von
Korrelationsanalysen analysiert.

3. Ergebnisse
Die Riickenfettdickenmessung mittels Ultraschall liefert Normalverteilungen fiir die vier
Messpunkte. Die Mittelwerte sind anndhernd deckungsgleich, ausgenommen Ultraschall-

Messpunkt 4 (Tab. 2).

Tab. 2 Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (s) der Ultraschall-Messpunkte US1, US2, US3 und US4, der
Messschieber-Messpunkte CP1, CP2, CP3 und des Messpunktes der computertomographischen (CT) Aufnahmen

Messpunkt X s
USI 1,05 +0,18
us2 1,05 +0,19
us3 1,06 +0,19
Us4 0,92 +0,17
CP1 0,69 +0,21
CP2 0,72 +0,22
CP3 0,61 +0,16
CT 0,59 +0,18

Der Mittelwert der Riickenfettdicke in Position US4 (X 0,92) ist geringer als die Mittelwerte
von US1-US3 (X 1,05-1,06). Ursache ist die Anatomie — als caudalster Messpunkt liegt US4
in einem Bereich, in dem sich die Fettschicht verschmalert, bevor sie endet. Die Verteilung
der einzelnen Ultraschallmessunkte ist in Abbildung 4 durch Boxplots dargestellt.

Ruckenfettdicke-Messung mittels Ultraschall (in cm)
n . g g .
o | —— [ : | | ' | i
= 7 ] L ] L I  E—
: | ————
5 ) N R .
Us 1 us 2 us3 usS 4
2,5¢cm 3cm 3,5cm 2cm

Abb. 4 Boxplots der Ultraschallmesspunkte US1, US2, US3 und US4
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Die Datenbetrachtung der Messschiebermesspunkte zeigt ein dhnliches Bild (Abb. 5). Der
kleinere Mittelwert von CP3 (X 0,61) im Gegensatz zu CP1 (X 0,69) und CP2 (X 0,72) ldsst
sich ebenfalls durch die Position des Messpunktes erklidren. Dieser liegt auf gleicher Position
wie der Ultraschallmesspunkt 4. Zur vergleichenden Darstellung der Messschiebermesspunkte
sind diese in Abbildung 5 in Boxplots dargestellt.

Der CT-Messpunkt liegt auf Hohe des ersten Dorsalfortsatzes. Es erfolgte die exakt mittige
Ausmessung. Der Mittelwert liegt bei X 0,59. In Abbildung 6 sind Boxplots des US3, des CP2
und des CT-Messpunkts vergleichend nebeneinander dargestellt.

Rickenfettdicke — Messung mittels Messschieber (in cm)

15
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_ —
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Abb. 5 Boxplots der Messschiebermesspunkte CP1, CP2 und CP3

Ruckenfettdicke (in cm) — Messung mit Ultraschall, Messschieber, CT
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Abb. 6 Boxplots des Ultraschallmesspunkts US3, des Messschiebermesspunkts CP2 und des CT-Messpunkts

Die hochste Korrelation ergibt der Vergleich von US3 und CP2 mit einem Bestimmtheitsmaf
von R*= 0,649 und einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,805 (Abb. 7). In Abbildung
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8 ist die Korrelation von Messschiebermesspunkt 2 (CP2) und der CT-Bildmessung darge-
stellt. Diese ergibt ein R*von 0,5921 und ein r von 0,769. Der Vergleich von Ultraschall-
messpunkt 3 (US3) und der CT-Messung, in Abbildung 9 gezeigt, ergibt ein R* von 0,629

und ein r von 0,793.

Messschieber Messpunkt 2 (cm)

+ R2=0,649
L r=0,805

| p<0,0001
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Ultraschall Messpunkt 3 (cm)

Abb. 7 Korrelation zwischen Ultraschallmesspunkt 3 (US3) und Messschiebermesspunkt 2 (CP2), n = 100
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Abb. 8 Korrelation zwischen Messschiebermesspunkt 2 (CP2) und CT-Bildmesspunkt, n = 60
Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 153-161 (2016) 159



Paula Maas, Beata Grzegrzotka, Martin Oberle, Michael Judas, Manfred Gareis und Prisca Kremer-Riicker

RZ= 0,629
. = al | r=0,793

E’, 08 8 Cm L p<0,0001
% b ® s
2 o,
@ 06 A =
[}]
=
=
O 04 ., L

; |-. T T T T T

06 038 10 12 14 16

Ultraschall Messpunkt 3 (cm)

Abb. 9 Korrelation zwischen Ultraschallmesspunkt 3 (US3) und CT-Bildmesspunkt, n = 60

4. Diskussion

Die Schitzung des Fettgehaltes von Schlachtkérpern an Hand einzelner Fettkompartimente des
Tierkorpers ist gidngige Praxis in der Ziichtung verschiedener Tierarten (MULLER und POLTEN
2004). Unveroffentlichte Untersuchungen an geschlachteten und filetierten Karpfen ergaben
Hinweise, dass ebenfalls bei dieser Spezies ein Zusammenhang zwischen dem Fettgehalt des
Filets und der im Riicken ausgebildeten Fettschicht vorhanden ist (OBERLE et al. 2013).

Die vorliegende Arbeit zielte daher auf die Evaluation der Moglichkeit zur Phéinotypisie-
rung der Riickenfettdicke bei Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio) mittels Ultraschall in vivo und
Computertomographie post mortem. Als Referenz diente der entsprechende Abgleich mit der
Messung mittels Schieblehre am Schlachtkorper nach Zerlegung.

Untersucht wurden hierzu 100 Spiegelkarpfen aus 10 Teichen des Aischgrundes und an-
grenzender Regionen im nordlichen Bayern. 60 Fische wurden zusitzlich nach der Schlach-
tung, aber vor der Zerlegung mittels Computertomographie untersucht.

Der Vergleich der Riickenfett-Messung mittels Ultraschall am lebenden Fisch und mittels
Schieblehre am filetierten Schlachtkorper zeigt eine mifBige Korrelation beider Parameter. Die
Daten der jeweiligen Messmethoden waren zwar normal verteilt, die absoluten Zahlen wiesen
jedoch eine deutliche Diskrepanz auf. Die Aufnahme eines prizise mittigen Ultraschallschnitt-
bildes wurde durch die Messung unter Wasser und ohne Beriihrung des Fisches erschwert.
Auffallend waren tendenziell hohere Messwerte der Fettschichtdicke im Ultraschall als am
Schlachtkorper. Diese ergaben sich vermutlich aus der Aufnahme von schriagen Bildern der
Fettschicht.

Die Datenerfassung mittels Schieblehre erfolgte hingegen am zerlegten Schlachtkorper,
was durchweg zur Vermessung des Merkmals nach sagittaler Schnittfiihrung fiihrte. Die exakt

160 Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 153-161 (2016)



Phénotypisierung des Schlachtkorpermerkmals Riickenfettdicke bei Spiegelkarpfen

mittige Messung war jedoch nicht méglich, da durch die vorherige Filetierung die Vermessung
durch Anlegen des Messschiebers seitlich an dem verbliebenen Fettstreifen erfolgen musste.

Die Ausmessung der Fettschicht auf den CT-Bildern konnte durch die gute Darstellbarkeit
exakt mittig erfolgen und immer an der anatomisch gleichen Stelle vorgenommen werden.

Die Daten représentieren vorldufige Ergebnisse. Es ist festzuhalten, dass sich sowohl mit-
tels US in vivo, wie auch mittels CT post mortem eine Phédnotypisierung des Merkmals Rii-
ckenfettdicke mit guter Genauigkeit vornehmen lésst.

Um die Sicherheit der Methode zu steigern, bedarf es einer exakteren Positionierung der
Ultraschallsonde und einer genaueren Definition eines anatomischen Fixpunktes. Eine solche
Findung soll an Hand verschiedener, noch zu evaluierender Messpunkte auf Basis der CT-Bil-
der vorgenommen werden. Weiterhin ist der Abgleich der Daten mit Werten aus der chemi-
schen Analyse geplant. Es soll tiberpriift werden, welcher konkrete Zusammenhang zwischen
Riickenfettdicke und dem Fettgehalt im Filet besteht.
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Vor 35 Jahren enthiillten Eiskernbohrungen erstmals die dramatischen Verinderungen
des atmosphirischen CO,-Gehaltes am Ubergang vom Glazial zum Interglazial. Diese
natiirlichen Verinderungen gehdren neben dem vom Menschen verursachten Anstieg des
CO,-Gehaltes in der Atmosphire in der Gegenwart zu den herausragenden Themen der
Erforschung des Kohlenstoffzyklus. Seit den 1980er Jahren wurde eine grofe Anzahl
wissenschaftlicher Resultate und Modelle publiziert, die die Rolle des Kohlenstoffaus-
tausches zwischen dem grofiten Reservoir auf der Erde, dem globalen Ozean, und dem
in der Atmosphire und auf dem Land aufdecken. Diese Studien verlangen Uberblick und
breite Synthese.

Der Band liefert die Basis, um Grenzen in den Modellen der Schliisselprozesse des
Kohlenstoffkreislaufs auszuloten, die den Austausch zwischen den vier Hauptkohlen-
stoffquellen auf der Erdoberfliche, dem Ozean, der Atmosphére, der terrestrischen Bio-
sphire und den Boden, kontrollieren. Der vorliegende Band enthilt fast 70 erweiterte
Zusammenfassungen auf dem neuesten Wissensstand in den entsprechenden Gebieten
der CO,-Forschung. Die Beitridge untersuchen empirische und modell-basierte For-
schungsresultate sowohl iiber sich verindernde Kohlenstoffvorrite der Vergangenheit als
auch Formen, Lokalisierungen und Raten des Kohlenstofftransfers.
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Phénotypisierung der Krankheitsempfinglichkeit
in natiirlich infizierten Nutztierpopulationen

Gesine LUHKEN (Giellen)

Zusammenfassung

Infektionserkrankungen beim Nutztier verursachen hohe konomische Verluste und beeintrdchtigen das Tierwohl.
Einzelne Erreger verursachen aulerdem Zoonosen. Fiir eine Reihe von Infektionserkrankungen sind weder prophy-
laktische MaBnahmen noch kausale Therapien verfiigbar oder zugelassen. Bei anderen entwickeln die Erreger gegen
die eingesetzten Priparate Resistenzen, die moglicherweise sogar die Bekdmpfung humaner Infektionserreger beein-
trichtigen konnen. Eine Sanierung von Bestinden durch Merzung infizierter Tiere bedeutet 6konomische Verluste,
stot an ethische Grenzen und ist nicht nachhaltig, da sanierte Bestéinde wieder neu infiziert werden konnen. Die
ziichterische Selektion auf eine geringere Empfénglichkeit ist eine alternative Strategie zur Bekdmpfung von Infek-
tionserkrankungen beim Nutztier. Dies ist allerdings nur moglich, wenn die Empfinglichkeit fiir die betreffende In-
fektionskrankheit durch genetische Faktoren beeinflusst wird. In den seltensten Féllen wird die Empfénglichkeit fiir
eine Infektionskrankheit monogen vererbt. Im Zusammenspiel meist vieler Genvarianten und zudem von Umwelt-
faktoren werden in der Regel niedrige bis mittlere Heritablititen fiir die Infektionsempfianglichkeit beobachtet. Durch
die vollstindige Sequenzierung der Genome der wichtigsten Nutztierspezies sowie die Verfiigbarkeit von hochdichten
Genotypisierungschips stellt die Nutzung von genetischen Daten zur Selektion heute nicht mehr das Hauptproblem
dar. Eine grofle Herausforderung ist hingegen immer noch die sichere Phinotypisierung der Empfinglichkeit. Vor-
und Nachteile der Phénotypisierung von Tieren aus Praxisbestdnden gegeniiber Versuchsherden sowie der Nutzung
natiirlicher gegeniiber experimenteller Infektion werden diskutiert. Am Beispiel von Scrapie und Maedi-Visna beim
Schaf wird die Bedeutung der Erregerdifferenzierung deutlich gemacht. Moglichkeiten, aber auch Schwierigkeiten
bei der Untersuchung bzw. dem Nachweis physikalischer Infektionsbarrieren, der Antikorperbildung, des Erregers
und von Krankheitssymptomen als bedeutende Phénotypen fiir die Empfinglichkeit von Infektionskrankheiten werden

beispielhaft erldutert.

Abstract

Infectious diseases in farm animals cause high economical losses and restrain animal welfare. Some pathogens also
have zoonotic potential. There are neither prophylactic measures nor causal therapies available or allowed for a series
of infectious diseases. In others, pathogens are developing drug resistances, which even may impair the fight against
human pathogens. Disease eradication by testing and culling is neither cost-effective nor sustainable, as disease-free
herds are still susceptible to infection. Breeding for a lower susceptibility is an alternative strategy to tackle infectious
diseases in farm animals. This will only possible if susceptibility to an infectious disease is influenced by genetic
factors. Only in rare cases, susceptibility is inherited as a monogenic trait. In contrast, heritabilites in low to medium
range are observed due to interplay of many genetic variants and additional environmental effects. After complete
genome sequences of all important farm animal species and high-density genotyping arrays were made available, the
usage of molecular genetic data for selection purposes is not the main problem anymore. Instead, the exact pheno-
typing of disease susceptibility is still a major challenge. Advantages and disadvantages of phenotyping animals from
field flocks versus experimental flocks as well as of the usage of natural infections versus experimental infections
are discussed. Scrapie and maedi-visna in sheep are given as examples for the importance of pathogen differentiation.
Options and limitations of the analysis or determination of physical barriers of infection, antibody production,
pathogen presence and quantity, and disease symptoms as important phenotypes of susceptibility to infectious diseases
are illustrated with examples.
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1. Hintergrund

Infektionserkrankungen beim Nutztier verursachen hohe 6konomische Verluste, konnen den
Verbraucher und die Umwelt gefidhrden und beeintrichtigen das Tierwohl und damit auch die
offentliche Akzeptanz der tierischen Produktion.

Erreger einiger Infektionserkrankungen der Nutztiere kénnen Zoonosen verursachen (Tab.
1). Die Infektion mit den zoonotischen Campylobacter-Spezies ist derzeit die hdufigste bak-
terielle Darmerkrankung beim Menschen in Deutschland mit rund 64000 gemeldeten Féllen
im Jahr 2013, gefolgt von der Salmonellose mit knapp 19000 gemeldeten Fillen im selben
Jahr (Bundesinstitut fiir Risikobewertung 2013).

Tab. 1 Beispiele fiir Infektionserkrankungen beim Nutztier mit Informationen zum zoonotischen Potenzial, zur Be-
deutung fiir die Okonomie der Tierproduktion und fiir das Wohl erkrankter Tiere, zur Moglichkeit der kausalen The-
rapie oder Impfung und zur Variabilitdt der genetischen Empfinglichkeit

Infektions- Nutztier- Zoonose Bedeutung fiir Bedeutung ~ Kausale Therapie  Variabilitiit
erkrankung spezies Okonomie der fiir das Wohl oder Impfung der geneti-
Tierproduktion erkrankter schen Em-
Tiere pfinglichkeit
Hédmonchose  vor allem nein hoch gering bis moglich, je- ja
Schaf, mittel, doch Resistenz-
Ziege Einzelfille entwicklung
hoch des Erregers
Klassische Schaf, nein abhingig von hoch keine ja
Scrapie Ziege (aber: BSE) Prévalenz und

tierseuchen-
rechtlichen

MafBnahmen
Maedi-Visna Schaf nein mittel bis mittel bis keine ja
hoch hoch
Maul- und Klauen- (selten sehr hoch hoch nicht zugelassen nein
Klauenseuche tiere milde in MKS-freien
(MKS) Symptome) Léndern
Moderhinke  Schaf und nein hoch hoch moglich, nicht ja
andere kleine immer (dauer-
Wiederkéuer haft) erfolgreich
Odemkrank-  Schwein nein hoch hoch Impfung ja
heit moglich
Paratuber- vor allem ja (wird hoch hoch Impfung nicht ja
kulose Rind, vermutet) zugelassen
Schaf
Salmonellose alle ja hoch gering bis mittel Impfung abhiingig von
moglich Spezies
(Gefliigel ja,
Rind nein)
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Konventionelle Strategien zur Bekdmpfung von Infektionserkrankungen beim Nutztier bein-
halten den gezielten Einsatz von entsprechenden Prédparaten bei erkrankten Individuen
(z. B. Antibiotika bei bakteriellen Infektionen, Anthelmintika bei Wurmbefall), hiufig in Kom-
bination mit der vorsorglichen Behandlung auch nicht erkrankter Tiere. Eventuell werden er-
krankte oder sogar nicht erkrankte, aber infizierte Tiere aus dem Bestand entfernt (Merzung).
Prophylaktisch kann gegen bestimmte Infektionserkrankungen geimpft werden. Zudem emp-
fiehlt sich fiir Neuzugédnge eine Quarantine, fiir bestimmte Pathogene eventuell sogar die
Uberpriifung des Infektionsstatus neu einzugliedernder Tiere, beispielsweise durch Bestim-
mung des spezifischen Antikorpertiters.

Infektionserkrankungen bei Nutzieren sowie die durchgefiihrten BekdmpfungsmaBnah-
men konnen hohe 6konomische Verluste verursachen, z. B. durch Leistungsminderung infi-
zierter Tiere, verringerte Qualitit der tierischen Produkte oder sogar Tierverluste (auch durch
Merzung), Kosten fiir Medikamente, Impfstoffe und tierdrztliche Tatigkeiten und durch ge-
steigerten Arbeitsaufwand des Tierhalters. Diese Kosten konnen vor allem bei Infektions-
erkrankungen, die iiblicherweise nicht nur einzelne Tiere betreffen, sehr hoch sein. Die
potenziell alle Schafe auf der Weide infizierenden gastrointestinalen Parasiten verursachen
in GroBbritannien jihrlich Kosten in einer Gréenordnung von etwa 84 Millionen Britischen
Pfund (GBP) und haben damit die grote 6konomische Bedeutung unter den Schafkrankhei-
ten. Der britischen Schafproduktion entstehen jihrlich aber auch hohe Kosten beispielsweise
durch Infektionen mit dem Moderhinke-Erreger (ca. 24 Millionen GBP), den Zoonose-Erre-
gern Chlamydia psittaci (ca. 20 Millionen GBP) und Toxoplasma gondii (ca. 12 Millionen
GBP) sowie durch die Rdaudemilbe Psoroptes ovis (ca. 8 Millionen GBP) (NIEUWHOF und B1-
SHOP 2005, DAVIES et al. 2009). Die 6konomische Bedeutung fiir einige weitere Infektions-
erkrankungen beim Nutztier ist in Tabelle 1 angegeben.

Zum anderen sind fiir eine Reihe von Infektionserkrankungen weder kausale Therapien
noch Impfstoffe verfiigbar; dies gilt beispielsweise fiir die Infektion von Schafen mit dem
Maedi-Visna-Virus (REINA et al. 2009). Dagegen werden im Fall der Maul-und-Klauenseuche
(MKYS) prinzipiell verfiigbare Impfstoffe bei spontanen Ausbriichen in eigentlich MKS-freien
Lindern nicht eingesetzt, um den MKS-freien Status nicht zu verlieren. Gastrointestinale
Nematoden haben mittlerweile gegen alle bedeutenden Anthelminthikagruppen und innerhalb
weniger Jahre nach dessen Markteinfiihrung sogar gegen das neue Monepantel Resistenzen
entwickelt (WOLSTENHOLME et al. 2004, ScorT et al. 2013). Antibiotische Behandlungen und
Resistenzbildungen bei bakteriellen Infektionen der Nutztiere werden zudem als Ausloser
von Antibiotikaresistenzen im humanmedizinischen Bereich diskutiert (ECONOMOU und
Gousia 2015).

Auf diagnostischen Tests und Merzung infizierter Tiere basierende Bekdmpfungspro-
gramme konnen zwar durchaus erfolgreich sein, wie beispielsweise bei der Maedi-Visna-In-
fektion der Schafe (PETERHANS et al. 2004), sind aber bei diesem Beispiel weder kosteneffektiv
durchfiihrbar (HoUuweRrs 1990) noch nachhaltig, da virusfreie Herden bei Kontakt mit infizier-
ten Schafen oder auch Ziegen neu infiziert werden konnen (GJERSET et al. 2009).

Das Tierwohl ist durch eine Infektionserkrankung in der Regel spitestens bei Vorhanden-
sein klinischer Symptome beeintrichtigt. Dies kann aber auch bereits bei subklinischen In-
fektionen der Fall sein, wenn beispielsweise durch eine verringerte Milchleistung beim
subklinisch infizierten Muttertier die Versorgung des sdugenden Jungtieres mit Néhrstoffen
und eventuell auch mit kolostralen Antikérpern beeintrichtigt ist. Das Keulen von teilweise
hohen Zahlen tatséchlich oder potenziell infizierter, aber nicht erkrankter Tiere zur Verhinde-
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rung der weiteren Ausbreitung von Infektionen (z. B. bei MKS-Ausbriichen) bzw. zur Sanie-
rung betroffener Betriebe birgt ethische Probleme. Indirekt ergeben sich negative Auswirkun-
gen von Infektionserkrankungen auf das Tierwohl auch durch einen Trend zu Haltungs-
verfahren, die Infektionen zumindest theoretisch weniger begiinstigen als tiergerechtere Ver-
fahren, beispielsweise durch Wechsel zu einer einstreulosen Haltungsform.

Probleme hinsichtlich des Umwelt- und Ressourcenschutzes entstehen durch Infektions-
erkrankungen beim Nutztier aufgrund von Riickstinden oder auch einer moglichen Freisetzung
der zur Behandlung oder Prophylaxe eingesetzten Priparate. Beispielsweise kann das zur Be-
handlung von Klaueninfektionen bei Wiederkéduern in Klauenbéddern eingesetzte giftige Kup-
fersulfat in den Erdboden gelangen und auflerdem das Pflanzenwachstum beeintrichtigen
(SMITH et al. 2014).

Die genannten konventionellen Bekdmpfungsstrategien gegen Infektionserkrankungen bei
Nutztieren stoBen an vielfdltige Grenzen. Ein anderer Ansatz ist die ziichterische Selektion
auf Tiere mit einer geringeren Empfinglichkeit fiir ein bestimmtes Pathogen oder eine Gruppe
von Pathogenen (DAVIES et al. 2009). Dies ist prinzipiell fiir jede Infektionserkrankung mog-
lich, fiir die eine genetische Variabilitiit der Resistenz bzw. der Empféinglichkeit in der Wirts-
population beobachtet wird.

Je groBer der Einfluss der Genetik und je geringer der Einfluss von Umweltfaktoren auf
die Empfinglichkeit ist, desto groBer ist der zu erwartende Erfolg einer solchen Strategie. Al-
lerdings gibt es nur wenige Infektionserkrankungen, bei denen einzelne Genorte einen sehr
groBen Einfluss auf die Empfinglichkeit zu haben scheinen, wie beispielsweise das Prionpro-
tein (PRNP)-Gen bei der klassischen Form der ovinen Scrapie (LUHKEN et al. 2007). Eine tat-
sdchlich monogene Vererbung der Infektionsresistenz ist eine seltene Ausnahme, wurde jedoch
fiir die Odemkrankheit beim Schwein in autosomal-rezessiver Form zunichst durch Zucht-
experimente nachgewiesen (BERTSCHINGER et al. 1993). Eine Mutation im FUTI-Gen fiihrt
dazu, dass bei homozygoten Tridgern der Mutation keine E. coli-F18-Rezeptoren im Diinn-
darmepithel exprimiert werden, so dass der Erreger der Odemkrankheit nicht haften kann
(MEDERINK et al. 2000).

Ublicherweise handelt es sich bei der Empfinglichkeit gegeniiber Infektionskrankheiten
jedoch um ein komplexes Merkmal, das neben Umwelteffekten durch viele im gesamten
Genom verteilte Genvarianten mit jeweils geringen Effekten beeinflusst wird (Bisnop 2015).
Deren Anteil an der Merkmalsauspriagung wird durch die Heritabilitit ausgedriickt, fiir die
Werte zwischen O (kein genetischer Einfluss, nur Umwelteinfluss) bis 1 (nur genetischer Ein-
fluss, kein Umwelteinfluss) geschitzt werden konnen. Die Empféanglichkeit von Schafen fiir
die Infektion durch den gastrointestinalen Nematoden Haemonchus contortus (Himonchose)
wird phénotypisch unter anderem durch die Anzahl von Wurmeiern im Kot (Faecal egg count,
FEC) ermittelt. Der FEC nach einer ersten Infektion (FEC1) wird nach aktuellem Kenntnisstand
durch mindestens 21 Genorte kontrolliert, die auf 14 verschiedenen Chromosomen liegen.1 Die
Heritabilitit fiir dieses Merkmal liegt im niedrigen bis mittleren Bereich (HUNT et al. 2013).

Die Schitzung der Heritabilitit fiir die Empfinglichkeit fiir eine Infektionskrankheit erlaubt
schlieBlich auch die Schitzung von Zuchtwerten fiir einzelne Tiere und damit eine Vorhersage
iiber die Empfénglichkeit der Nachkommen und eine entsprechende Selektion. Hierzu werden
aber nicht nur Phinotypen der Empfinglichkeit der Zuchttiere benétigt, sondern auch deren

1  www.animalgenome.org, Zugriff am 13. 3. 2015.
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Verwandtschaftsverhiltnisse, bestenfalls iiber mehrere Generationen. Phénotypen fiir die
Krankheitsempféanglichkeit werden allerdings in Zuchtherden mit kontrollierter Verpaarung
selten erhoben, zumal auch der entsprechende Infektionserreger darin vorkommen muss.

Die Verfiigbarkeit von Genomsequenzdaten und molekulargenetischen Hochdurchsatz-
techniken (z. B. hochdichte Single Nucleotide Polymorphisms [SNP]-Chips mit liblicherweise
mindestens 50000 SNPs) fiir mittlerweile alle bedeutenden Nutztierspezies ermoglicht die
Identifizierung kausaler Genvarianten oder wenigstens gekoppelter Marker iiber genomweite
Assoziationsanalysen. Es ist von groem Vorteil, dass sich fiir solche Assoziationsanalysen
auch Phinotypisierungsdaten von betroffenen (cases) und nicht betroffenen (controls) Tieren
aus von einer Infektionskrankheit betroffenen Herden ohne bekannte Abstammung eignen
(BisHoP 2015). Identifizierte direkte oder indirekte genetische Marker erlauben schlieBlich
die Selektion auf geringere Krankheitsempfinglichkeit in Kombination mit oder sogar ohne
eine vorhergehende Phiinotypisierung der Zuchttiere.

2. Phéanotypisierung der Empfinglichkeit von Nutztieren gegeniiber Infektionskrank-
heiten

2.1 Praxisherden versus Versuchsherden, natiirliche versus experimentelle Infektion

Die Moglichkeiten und Einschrinkungen zur Sammlung von Proben aus natiirlich infizierten
Praxisbestdanden (Zucht- oder Gebrauchsherden) oder aber aus Versuchsherden unterscheiden
sich in wichtigen Punkten, einen Vergleich hierzu bietet Tabelle 2. Experimentelle Infektionen
konnen nur in Versuchsherden erfolgen, wihrend in Praxisherden nur natiirlich infizierte Tiere
zur Verfiigung stehen. Experimentelle Infektionen sind in der Regel aufwiindiger und mit ho-
heren Kosten verbunden. Zur Phénotypisierung der Empfinglichkeit durch experimentelle In-
fektion mit Haemonchus contortus miissen die infektiosen Larven beispielsweise aus Kot
isoliert, kultiviert, quantifiziert und oral eingegeben werden (GAULY et al. 2002). Dafiir kénnen
der Infektionszeitpunkt, die Infektionsdosis, das Erregerspektrum und der Infektionsweg kon-
trolliert werden. Dies ist bei natiirlichen Infektionen mit gastrointestinalen Nematoden nicht
moglich. Allerdings scheinen Ergebnisse, die aus Studien mit natiirlichen Infektionen stam-
men, mindestens genauso gut oder sogar besser geeignet zu sein, um die genetische Variation
der Empfénglichkeit zu charakterisieren, da beispielsweise bei der natiirlichen Infektion das
Futteraufnahmeverhalten auf der Weide ebenfalls eine Rolle spielt (GAULY et al. 2002, MILLER
et al. 2000).

Bei natiirlichen Infektionen muss mit einem Erregerspektrum anstelle der Infektion mit
nur einem Erreger gerechnet werden. Dies erhoht zum einen den Aufwand bei der Phénotypi-
sierung. Zum anderen ist es moglich, dass nicht alle vorhandenen Spezies, Stimme oder Ge-
notypen einer Erregergruppe identifiziert werden konnen. Bei der iiblichen Methode zur
Bestimmung des FEC durch mikroskopische Auszéhlung der Wurmeier in einer Kotprobe
(BAIRDEN 1991) beispielsweise konnen nicht alle Nematodenspezies voneinander differenziert
werden.
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Tab. 2 Moglichkeiten und Einschrankungen der Sammlung von Proben zur Phénotypisierung der Empfinglichkeit
fiir Infektionskrankheiten an Nutztieren aus Praxisbestinden und aus Versuchsherden

Kriterium Situation in Praxisbestdnden Situation in Versuchsherden

Infektion natiirlich, eventuell keine/geringe natiirlich oder experimentell,
Variabilitit (keine bis wenige Tiere ~ kann besser kontrolliert werden
oder [fast] alle Tiere infiziert)

Kosten in der Regel gering hoch
Moglichkeiten der Phinotypisierung  gering in der Regel hoch
(Haufigkeit, Aufwandigkeit der

Methoden usw.)

Tierversuchsantrag oder -anzeige in der Regel nicht notwendig/ in der Regel notwendig
moglich (eventuell Anzeige)

Umwelteinfliisse keine Kontrolle, unterschiedlich bessere Kontrolle
bei verschiedenen Betrieben

Verfiigbare Anzahl an Tieren kann sehr hoch sein begrenzt

Vergleichbarkeit der Tiere niedrig bis hoch in der Regel sehr hoch
(Rasse, Alter, Infektionsrisiko usw.)

Verwandtschaftsverhiltnisse der Informationen bei Zuchtherden in der Regel Informationen
Tiere vorhanden, bei Gebrauchsherden vorhanden, eventuell geplante
in der Regel nicht Anpaarungen moglich

2.2 Bedeutung der Erregerdifferenzierung

Eine unzureichende Differenzierung des Erregers kann dazu fiihren, dass Assoziationen zwi-
schen Genvarianten und der Krankheitsempfinglichkeit falsch interpretiert werden. Bei der
Scrapie (Traberkrankheit) der Schafe wurde in der Europidischen Union und auch in anderen
Landern bereits auf den Resistenz-vermittelnden PRNP-Genotypen ARR/ARR selektiert,
bevor man feststellte, dass es neben dem schon lidnger identifizierten (,,klassischen®) Priontyp
auch eine atypische Variante gibt (BENESTAD et al. 2003, BUSCHMANN et al. 2004). Die zuvor
festgestellten Assoziationen von PRNP-Genotypen mit Resistenz bzw. Empfianglichkeit ge-
geniiber Scrapie bestehen bei Infektionen mit atypischer Scrapie nicht in gleicher Weise und
erklarten so im Nachhinein die Identifizierung der nun als atypisch Scrapie-positiv erkannten
Schafe mit dem eigentlich als resistent geltenden Genotyp ARR/ARR. Durch Selektion auf
diesen Genotyp lisst sich also nur die klassische Form, nicht jedoch die atypische Form der
Scrapie bekdmpfen (LUHKEN et al. 2007).

Schon lange ist bekannt, dass Schafrassen unterschiedlich stark empfinglich fiir die Maedi-
Visna-Erkrankung sind (HOUWERS et al. 1989, STRAUB 2004). In nordamerikanischen Schafher-
den wurden signifikante Assoziationen von Varianten des TMEM154-Gens mit verschiedenen
Phénotypen (u. a. Antikorpertiter im Blut und Provirus-Gehalt der DNA aus verschiedenen Ge-
weben) fiir den Infektionsstatus von Schafen mit dem Maedi-Visna-Virus beobachtet (HEATON
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et al. 2012). Ein Zusammenhang zwischen TMEM 154-Genotypen und der Empfinglichkeit fiir
Maedi-Visna konnte auch beim Vergleich der als sehr empfinglich geltenden Schafrassen Ost-
friesisches Milchschaf, Texel- und Kamerunschaf mit den eher als unempfinglich geltenden
Rassen Merinolandschaf, Graue Gehornte Heidschnucke und Suffolk festgestellt werden (LUH-
KEN et al. 2014). In deutschen Schatherden serologisch positiv auf Maedi-Visna getestete Schafe
wiesen signifikant hiufiger das anscheinend Empfinglichkeit vermittelnde TMEM 154-Allel auf
als serologisch negative Schafe aus denselben Herden (ELTANANY et al. 2014). Es bleibt jedoch
abzuwarten, ob dies ziichterisch nutzbar ist, da kiirzlich in den USA gezeigt wurde, dass der
protektive Effekt von TMEM154-Allelen davon abhédngen kann, welche Genotypen (Stimme)
des Maedi-Visna-Virus in einer betroffenen Schatherde oder Population vorkommen (SIDER et
al. 2013). Das Vorkommen und die Verbreitung von Maedi-Visna-Virus-Genotypen wurden in
vielen Lindern noch nicht untersucht. Bei einer ersten molekulargenetischen Charakterisierung
des viralen gag-pol-Genbereichs (GIAMMARIOLI et al. 2011) in Proben aus nord- und siiddeut-
schen Schafherden zeigte sich eine eher geringere genetische Heterogenitit der identifizierten
Virusgenotypen im Vergleich zu anderen Lindern (BAzzuccHi et al. 2015).

2.3 Phdnotypen der Krankheitsempfinglichkeit

Die Empfinglichkeit fiir eine Infektionskrankheit ist phénotypisierbar iiber die individuelle
qualitative und quantitative Auspriagung von Infektionsbarrieren sowie Anzeichen des Infek-
tionsverlaufs. Bei letzteren kann die Anwesenheit und Menge des Erregers sowie klinischer
Symptome erfasst werden.

Infektionsbarrieren bilden (a.) physikalische Barrieren (z. B. Haut, Schleim, Magensiure,
Flimmerepithel, Magen-Darm-Flora, abwesende oder defekte Rezeptoren fiir Erreger, (b.) das
unspezifische (angeborene) Immunsystem (z. B. Entziindungsmediatoren, Lysozym, Defensine,
Komplementfaktoren, natiirliche Killerzellen) und (c.) das spezifische (erworbene) Immunsystem
(vor allem spezifische Antikorper und aktivierte T-Zellen). Am besten sind Phénotypen geeignet,
die eng mit der genetischen Empfinglichkeit gegeniiber Infektionserkrankungen korrelieren und
bereits am Jungtier (vor Zuchtauswahl) sowie einfach und giinstig zu erfassen sind.

2.3.1 Physikalische Barrieren

Physikalische Barrieren sind Phénotypen, die eine Aussage zur Empfinglichkeit zulassen,
ohne dass die zu charakterisierenden Tiere einer Infektion ausgesetzt werden miissen. Aller-
dings ist die Phinotypisierung physikalischer Barrieren in der Regel eher aufwiindig.

Die Empfinglichkeit fiir enterotoxische E. coli-Infektionen (Odemkrankheit) ldsst sich
phénotypisch beim Schwein feststellen, indem mikroskopisch untersucht wird, ob E. coli-
Bakterien mit F18-Fimbrien sich an den Biirstensaum von préparierten Schweine-Enterozyten
(Bioptate oder nach Tétung entnommen) anlagern kénnen und somit die F18-Rezeptoren bei
dem jeweiligen Tier vorhanden sind oder nicht (FRANCIS 2002).

Als physikalische Barriere gegen die bakterielle Klauenerkrankung Moderhinke kann das
Klauenhorn angesehen werden. Unter anderem konnen der Rohrchendurchmesser und die
Zahl der Hornrohrchen pro Flidcheneinheit (Hornréhrchendichte) als MaB fiir die Belastbarkeit
und Widerstandsfihigkeit des Horns betrachtet werden (GUNTHER et al. 1983) und daher als
moglicher Phinotyp fiir die Moderhinke-Empfinglichkeit, der unabhéingig von einer Infektion
zu bestimmen ist. Die histologische Untersuchung beider Parameter ergab signifikante Un-

Nova Acta Leopoldina NF 721, Nr. 409, 163-173 (2016) 169



Gesine Liihken

terschiede zwischen klinisch Moderhinke-positiven und -negativen Merinolandschafen und
Merinolandschafkreuzungen, die allerdings teilweise auch von der Schafrasse abhingig und
dabei sogar gegenldufig assoziiert waren, so dass eine mogliche ziichterische Nutzung dieser
sehr aufwindigen Phinotypisierungsmethode bisher fraglich ist (SCHIEFEN et al. 2011).

2.3.2 Antikorperbildung

Bei der serologischen Bestimmung des spezifischen Antikorpertiters handelt es sich um eine
der einfachsten und giinstigsten Phiinotypisierungsmethoden, wobei zwar eine bereits statt-
gefundene Infektion, nicht aber eine klinische Erkrankung nachgewiesen wird. Wichtige Vor-
und Nachteile dieses Phinotyps sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tab. 3 Vor- und Nachteile der Verwendung spezifischer Antikorpertiter als Phinotyp fiir die Empfinglichkeit von
Nutztieren gegeniiber Infektionserkrankungen

Vorteile Nachteile

— relativ einfache Probennahme, z. B. bei Milch- —bei Infektion mit manchen Erregern keine humorale
proben auch nicht-invasiv und automatisch Immunantwort

— nach Etablierung eines serologischen Tests einfach ~ — Antikorperbildung kann sehr spét erfolgen oder frith
und schnell durchzufiihren wieder absinken (Zeitpunkt der Probennahme?)

— teilweise kommerzielle Tests verfiigbar —moglicher Einfluss anderer Infektionen, maternaler

Antikorper und Impfungen

— eventuell Verfiigbarkeit von Antikorpertitern aus — Sensitivitit und Spezifitit konnen geringer sein als
amtlichem Monitoring, Sanierungsprogrammen bei anderen Phénotypen
— eventuell Phénotypisierung auch ohne vorherige —nicht in allen Fillen geklirt, in welcher Richtung
Infektion (Impftiter) Antikorperbildung und Krankheitsempfénglichkeit
korrelieren

Der Goldstandard zum Nachweis der Infektion von Rindern mit dem Paratuberkulose-Erreger
Mpycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist die monatelang dauernde Kotkultur mit
einer Sensitivitit von ca. 35 % im Vergleich zu 15 % bei der serologischen Bestimmung des An-
tikorpertiters durch Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (PURDIE et al. 2011). Zudem
konnen die Ergebnisse verschiedener kommerziell verfiigbarer ELISA-Tests voneinander abwei-
chen (KUPPER 2014). Die Verwendung unterschiedlicher und moglicherweise auch unzureichend
sensitiver ELISA-Tests zur Phénotypisierung der Paratuberkulose-Empfinglichkeit in verschie-
denen Studien konnte erkldren, warum diese hdufig beziiglich der identifizierten assoziierten
Genorte fiir Paratuberkulose-Empfénglichkeit nicht tibereinstimmen (KUPPER et al. 2014).

2.3.3 Nachweis und Quantifizierung des Erregers

Die bereits erwihnte genetische Variabilitdt des Maedi-Visna-Erregers hat moglicherweise
auch Einfluss auf die Sensitivitéit oder Spezifitéit der eingesetzten serologischen Tests zur Be-
stimmung des Antikorpertiters. Zudem kann aufgrund der Pathogenese dieser Infektions-
erkrankung erwartet werden, dass Provirus-DNA bereits vor einem AntikOrperanstieg
nachzuweisen ist, auch wenn dies in der Praxis nicht immer der Fall zu sein scheint (HERR-
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MANN-HOESING et al. 2007, HERRMANN-HOESING 2010). Aulerdem korrelierte der Gehalt an
Provirus-DNA in peripheren mononukleédren Blutzellen signifikant mit der Stirke der Lisionen
in verschiedenen Geweben, wihrend dies fiir den serologischen Antikorpertiter nicht der Fall
war (HERRMANN-HOESING et al. 2009). Daher ist der molekulare Nachweis des Maedi-Visna-
Provirus, bestenfalls mit einer quantitativen Methode, zwar aktuell kein Ersatz fiir die Be-
stimmung des Antikorpertiters, aber doch ein wichtiger zusétzlicher Phénotyp zur
Charakterisierung der Maedi- Visna-Empféanglichkeit einzelner Individuen.

Als Beispiel fiir die Quantifizierung des Erregers als die am hiufigsten verwendete Me-
thode zur Phinotypisierung der Krankheitsempfinglichkeit — sowohl in einigen Lindern im
Rahmen der klassischen Zuchtwertschidtzung als auch zur Identifizierung von genetischen
Markern (MATIKA et al. 2011, HUNT et al. 2013) — sei an dieser Stelle nochmals die bereits er-
wihnte Bestimmung des faecal egg count (FEC) im Rahmen der Selektion von Schafen auf
geringere Empfinglichkeit gegeniiber gastrointestinalen Nematoden genannt.

2.3.4 Krankheitssymptome

Krankheitssymptome sind in der Regel einfach zu erfassen, allerdings kann die Quantifizierung
und Differenzierung zu anderen Krankheitsursachen schwierig sein. Aufgrund der Aufwin-
digkeit der Bestimmung des FEC bei der Infektion mit gastrointestinalen Parasiten wird die
Empfinglichkeit teilweise auch iiber mehr oder weniger gut mit dem FEC korrelierende
Krankheitssymptome phénotypisiert. Mit dem dag score wird der Grad der Kotverschmutzung
in der Perianalregion von Schafen klassifiziert, um die durch einige Nematodenspezies ver-
ursachte Diarrhoe zu quantifizieren. Dieser Phidnotyp scheint mit dem Einfluss der Wirtsge-
netik auf die Produktion an Wurmeiern allerdings wenig zu tun zu haben (POLLOTT et al. 2004),
lasst sich zudem nur grob quantifizieren und kann ohne weitere Untersuchungen nicht von
anderen Diarrhoeursachen differenziert werden.

Zur Quantifizierung der Empféanglichkeit von kleinen Wiederkduern gegeniiber dem im
Labmagen blutsaugenden Haemonchus contortus wird relativ hdufig das Ausmal} des Blut-
verlustes (Andmiegrad) liber verschiedene Parameter bestimmt. Wihrend die Bestimmung
des Verhiltnisses der Blutzellen zum Plasma (Hamatokrit) immerhin noch die Entnahme von
Blut und die Verwendung einer Zentrifuge erfordert, wird bei dem FAMACHA score direkt
die Bldsse der Sklera und der Augenschleimhaut des Tieres anhand einer Farbkarte beurteilt
(BURKE und MILLER 2008). Eine Differenzierung scheint jedoch zumindest bei schwicher aus-
geprigter Andmie ohne die Hilfe eines Farbanalysegerites schwierig. Zudem wurden Rasse-
unterschiede beziiglich der Farbe der Augenschleimhaut gefunden (MOORS und GAuLy 2009).

Eine detaillierte Ubersicht zur Eignung weiterer Phiinotypen der Empfiinglichkeit fiir gas-
trointestinale Parasiten bei Schafen und Ziegen sowie ihre Vor- und Nachteile findet sich bei
SADDIQI et al. (2012) und HUNT et al. (2013).
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Vor allem blutsaugende Arthropoden besitzen als Ubertriiger — Vektoren — von Infekti-
onskrankheiten des Menschen und der Tiere grofle medizinische und wirtschaftliche Be-
deutung. Sie ilibertragen vor allem in tropischen und subtropischen Lindern bedeutsame
Erkrankungen, wie Malaria, Chagas-Krankheit und Viehseuchen. Als Probleme des ir-
meren Siidens der Welt fanden sie in der Forschung der reichen Industrieldnder lange
nicht die erforderliche Aufmerksamkeit. Der wachsende Handel und zunehmende Rei-
seaktivititen in einer sich globalisierenden Welt, aber auch der Klimawandel fiihren zu
einer Ausbreitung der Ubertriger und Erreger solcher Infektionskrankheiten in bisher
nicht betroffene Gebiete. Die Beitridge behandeln eine grofie Vielfalt von Arthropoden
und die von ihnen iibertragenen Krankheitserreger. Die Aufklirung der Ubertragungs-
wege und der Wechselwirkungen zwischen den (als Wirte oder Vektoren) beteiligten Or-
ganismen sowie den Erregern wird mit den Mitteln von Genomik, Transkriptomik,
Proteomik und Metabolomik vorangetrieben. Obwohl der Wissensstand gerade in den
letzten Jahren enorm angewachsen ist, sind noch viele wichtige Fragen offen. Sie sollen
auch mit diesem Band in interdisziplindrer Zusammenarbeit von Experten der verschie-
denen Fachgebiete benannt bzw. geklért werden, um effektivere Bekdmpfungsstrategien
fiir durch Arthropoden iibertragene Krankheiten entwickeln zu kénnen und in einer sich
in vielfachen Wandlungsprozessen befindlichen Welt kostengiinstig verfiighar zu ma-
chen.

Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart
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Was zeigt sich in der Erscheinung?
Eine philosophische Anniherung an das Verhiltnis
von Sein und Erscheinen

Sophie LomoLr (Wien, Osterreich)

Zusammenfassung

Die Geschichte der Philosophie und der Wissenschaften kann als eine Verfallsgeschichte der Erscheinung begriffen
werden. Wihrend im antiken Griechenland das Erscheinen noch als das ,,Sich-Zeigen* einer Sache selbst erfasst
wurde, gerit durch den wissenschaftlichen Fortschritt in der Neuzeit das wahrnehmungsmiBig Erscheinende in Miss-
kredit. Die wahren Beweggriinde des Universums werden nun als Naturgesetze erfasst, die sich in oder hinter den
Erscheinungen verbergen und durch Mathematisierung und Experiment ausfindig gemacht werden miissen. Neben
diesen vor allem durch Galileo GALILEI angestof3enen Entwicklungen wird in der Philosophie ungeféhr zeitgleich mit
René DESCARTES alles Erscheinende in Zweifel gezogen und damit der Glaubwiirdigkeit der Erscheinungswelt radikal
der Boden entzogen. Erst die Phidnomenologie Edmund HUSSERLS und Martin HEIDEGGERS im 20. Jahrhundert reha-
bilitiert den Erscheinungsbegriff und greift dabei auf den antiken Gedanken zuriick, dass Erscheinen nicht prinzipiell
verbirgt, sondern im Gegenteil, die fundamentale Art und Weise ist, wie sich uns etwas zeigt. Unsere (natur)wissen-
schaftlichen Forschungen beginnen bei den Phdnomenen, bei den Erscheinungen der Lebenswelt. Von ihnen miissen
wir ausgehen, und an ihnen sowie in unserer Lebenswelt miissen sich unsere wissenschaftlichen Prognosen schlielich
auch wieder bewahrheiten, d. h. zeigen. Die Wirklichkeit verbirgt sich also nicht hinter den Erscheinungen, sondern
manifestiert sich in ihnen. In meinem Beitrag mochte ich die verschiedenen Erscheinungsbegriffe von der Antike bis
zur Phdnomenologie thematisieren und damit die Entwicklungen nachzeichnen, die die Auffassung des Verhltnisses
von Sein und Erscheinen geprégt haben.

Abstract

The history of philosophy and the sciences can be understood as a history of the decline of the phenomenon. While
in ancient Greece the appearance (phainomenon) was still perceived as the “self-manifestation” of a thing, scientific
progress in modern times has led to a loss of credibility with respect to how things appear to us. The true causes of
the universe were from then on recognized as natural laws that are hidden in or behind the phenomena and that must
be identified by mathematization and experiment. In addition to these developments, triggered mainly by Galileo
GALILEI, René DESCARTES radically doubted the credibility of the phenomenal world in the context of epistemology
and philosophy. Only in the 20" century, phenomenology, founded by Edmund HUSSERL and Martin HEIDEGGER, re-
habilitated the concept of the phenomenon by drawing on the ancient idea that the appearance does not hide true
being, but to the contrary, that it is the fundamental way by which truth and true being manifests itself. Our scientific
research starts from the phenomena, in our life-world. From here we have to proceed, and here our forecasts and cal-
culations have to prove themselves. In my contribution, I would like to address the various shifts in the concept of
appearance from antiquity to phenomenology and thus trace the developments that have shaped the conception of
the relation between being and appearance.

Das Verhiltnis von Sein und Erscheinen ist ein altes Problem der Philosophie, das schon im
antiken Griechenland zum Nachdenken anregte. Eine der zentralsten Fragen ist dabei, ob Er-
scheinung ,,blofler Schein® ist, oder ob sie das Erscheinen des Wahren und Wirklichen selbst
ist. Wie weit konnen wir der Erscheinung vertrauen? Inwieweit ist sie ein blofes Trugbild,
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hinter dem sich die eigentlichen Verhiltnisse verbergen? Und miisste man zu diesen dann nicht
auf ganz anderem Wege gelangen als iiber das, was wir wahrnehmen? Kurz: Wieviel Schein
und wieviel Sein machen die Erscheinung aus? Oder, anders formuliert: Wie ,,subjektiv‘ ist
die Erscheinung, und was kann das mit objektiver Wissenschaft zu tun haben — oder auch
nicht?

Wie die letzte Formulierung zeigt, ist diese Problemstellung nicht nur eine philosophische.
Auch die Methode der Naturwissenschaften ist implizit von der Auseinandersetzung mit die-
sem Problem gepriigt. Das hingt unter anderem damit zusammen, dass die Neuzeit, in die mit
Galileo GALILEI die Entwicklung der modernen naturwissenschaftlichen Methode fillt, ein
neues Verhiltnis zur erscheinenden Welt einnimmt. Durch die Methode von Experiment und
Mathematisierung wird man mehr und mehr auf eine Welt ,,hinter” den Erscheinungen gefiihrt,
auf eine mathematisierte Welt von Naturgesetzlichkeiten, von der letzten Endes nicht mehr
klar ist, wie sie iiberhaupt mit der erscheinenden Welt zusammenhéngt.

Diese Entwicklung, in deren Zusammenhang die Phinotypisierung als eine gewisse Ge-
genbewegung ,,zuriick zur Erscheinung® interpretiert werden konnte, mochte ich in meinem
Beitrag philosophisch und ideengeschichtlich nachzeichnen. Denn interessanterweise hat der
naturwissenschaftliche Zugang zur Welt, fiir den die Physik steht, gar nicht wenig mit der Tra-
dition der Metaphysik zu tun — und das genau in seinem Verstindnis des Verhéltnisses von
Sein und Erscheinung. Und nicht nur das: Sogar schon in unserer Alltagssprache zeigt sich,
dass wir im Grunde immer schon implizite ,.kleine Metaphysiker* sind und ein bestimmtes
Verstédndnis des Verhiltnisses von Sein und Erscheinung voraussetzen. In unserer Alltagsspra-
che gibt es die Dichotomien von Wirklichkeit und Erscheinung sowie von Sein und Schein.
Diese Dichotomien verwenden wir oft so: Es ist eine Sache, wie ein Ding erscheint, aber es
ist eine andere Sache, wie es wirklich ist. Eine ,,Erscheinung® zeigt daher an, was ein Ding
dem Erscheinen nach ist, aber wenn wir wissen wollen, was oder wie es wirklich ist, und vor
allem: was die Griinde einer Erscheinung sind, dann miissen wir liber die Erscheinung hinaus,
hinter sie zuriick usw.

Was hat das mit Metaphysik zu tun? Und wie charakterisiert sich iiberhaupt die metaphy-
sische Annédherung an das Verhiltnis von Sein und Erscheinen?

1. Metaphysik und das antike Verstéindnis von Sein und Erscheinen

PLATONS Hohlengleichnis' ist eine der bekanntesten metaphorischen Denkfiguren der philo-
sophischen Tradition: Der antike griechische Philosoph PLATON beschreibt darin, dass unser
Leben sich im Grunde in einer Hohle abspiele, in der wir gefesselt sitzend auf eine Wand star-
ren — man konnte heute sagen: auf einen Bildschirm, eine Filmleinwand, einen Screen. Denn
was wir fiir die Wirklichkeit halten, sind im Grunde nur die Schatten, die dadurch entstehen,
dass hinter uns Figuren vor dem Lichtschein eines Feuers vorbeigetragen werden. Der Philo-
soph, so PLATONS Gleichnis der Erkenntnis, ist derjenige, der aus der Hohle ausbricht und hin-
aufsteigt zum Sonnenlicht, das ihn zunéchst unglaublich blendet. Doch schlieBlich erkennt er
in diesem Sonnenlicht die Dinge, wie sie wirklich sind, und er erkennt in ihnen die Griinde
fiir die Erscheinungen.

1 PratON 1982, S.327-332.
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Das ist — in prignanter Kurzform — die metaphysische Geschichte der abendlédndischen Phi-
losophie, die durch die christliche Interpretation vom eitlen, vergiinglichen Diesseits und dem
wahren Jenseits nur noch verstirkt wurde: Erscheinungen sind bloBe Schatten, Tduschungen,
von denen wir uns losrei3en miissen, um hinaufzusteigen ins Sonnenlicht der wahren Erkennt-
nis — im Sinne PLATONS: zu den Ideen, zur Wesenserkenntnis, d. h. zur Erkenntnis dessen, was
wahrhaft ist und nicht nur Schein ist. Meta ta physika: tiber die physis hinaus, liber die Natur,
iber das Erscheinende hinaus.

Aber das ist doch gerade das Gegenteil von Physik, wird man nun berechtigterweise den-
ken. Das ist freilich in einem Sinne wahr, denn die Physik/die Naturwissenschaft steigt weder
zu einem Ideenhimmel auf, noch zu einem Gott. Aber uns geht es ja hier um das ganz be-
stimmte Verstdndnis des Verhiltnisses von Sein und Erscheinung. Und dieses Verstindnis (das
sich von PLATON bis KANT durchhilt) lautet der klassischen Metaphysik gemaB, dass man iiber
die Erscheinungen hinausgehen muss, um die Griinde der Erscheinungen zu erkennen. Also
auch: dass man sich durch den Geist von der Sinnenwelt ablost und die Verhiltnisse dahinter
erkennt. Philosophisch charakterisiert man diese z. B. als ,,Wesensgriinde* oder ,,Ideen* oder
,,Dinge an sich®; naturwissenschaftlich spricht man z. B. von Naturgesetzen oder, konkreter,
z.B.von ,,Genomen‘.

Der Leitgedanke dieser philosophischen und wissenschaftlichen Bemiihungen ist stets der
gleiche: die Erscheinungen, sagt KANT, ,,miissen selbst noch Griinde haben, die nicht Erschei-
nungen sind“? Dies fiihrt auf die sogenannte ,,Zwei-Welten-Theorie*: Die Welt der ,,Dinge
an sich* und die Welt der Erscheinungen, die in einem klaren hierarchischen Verhiltnis zuein-
ander stehen: die eine bedingt die andere, und die eine ist daher auch ,,wirklicher* als die an-
dere. Das wahre Sein, das was wirklich ist, verursacht die Erscheinungen. Zu all dem kommt
in der Neuzeit noch hinzu, dass man das Erscheinende als das ,,subjektiv Verzerrte* versteht
(dazu gleich weiter unten). Hinsichtlich der antiken Auffassung ist zunéchst noch wichtig und
auch interessant zu erwihnen, dass sich PLATON mit seinem philosophischen Verstindnis, das
er im Hohlengleichnis zum Ausdruck bringt, im Grunde diametral gegen das herkommliche
griechisch-antike Verstindnis von ,,Erscheinung stellt. PLATON sagt also nicht das, was alle
denken, sondern erarbeitet sich gerade ein neues Verstindnis; dazu kommt noch, wie oben an-
gedeutet, dass wir aufgrund der christlichen Interpretation ein noch viel leib- und erschei-
nungsfeindlicheres Bild von PLATON haben, als dies tatsdchlich der Wirklichkeit entsprochen
haben diirfte.

Was war nun das gingige, geldufige Verstindnis von ,.Erscheinung®, phainomenon im
alten Griechenland, das sowohl bei den Vorsokratikern als auch in der politischen Welt, z. B.
in den Reden des PERIKLES, zum Ausdruck kommt? Ziehen wir dafiir HEIDEGGERS Ubersetzung
und Auseinandersetzung mit dem Erscheinungsbegriff heran:

~Phainomenon besagt: etwas, das sich zeigt. Phainomai ist gleich: sich zeigen*; phaino gleich etwas an den Tag
bringen‘; der Stamm ist pha; dies hiingt zusammen mit phos, Licht, Helligkeit.**

Das ,,phainomenon* ist also kein Schein, kein Schatten, sondern die Manifestation des Dinges
selbst: Das, was sich von sich selbst her zeigt. Das, was ins Offene kommt und dadurch ,,ver-
nommen‘ werden kann. Erscheinen heif3t so verstanden: In die Unverborgenheit treten. ,,Welt*
ist bei den Griechen immer ein Erscheinungsraum, ein Raum der Helle, in dem sich etwas

2 ARENDT 1998, S. 34.
3 HEIDEGGER 1994, S. 6f.
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iiberhaupt erst zeigen kann. HEIDEGGER {ibersetzt in dieser Weise auch das altgriechische Wort
fiir Wahrheit, aletheia: aus der Verborgenheit treten in die Erscheinung. Auch physis, also:
Natur, wird in dieser Weise verstanden (und auch das betont vor allem HEIDEGGER in einer In-
terpretation der Vorsokratiker):

»Was sagt nun das Wort physis? Es sagt das von sich aus Aufgehende (z. B. das Aufgehen einer Rose), das sich er-
Gffnende Entfalten, das in solcher Entfaltung in die Erscheinung-Treten und in ihr sich Halten und Verbleiben [...].**

Dieses Verstindnis ist natiirlich sehr verschieden von einem Verstdndnis von Natur als einem
naturgesetzlichen Vorgang. Physis in diesem alten Sinne ist aber nicht ein Vorgang, den wir
unter anderen Dingen beobachten, sondern: ,,.Die physis ist das Sein selbst, kraft dessen das
Seiende erst beobachtbar wird und bleibt.** Sein heiBt hier Erscheinen. Das bedeutet: Das Er-
scheinen ist nicht etwas, das dem Sein nachtréglich oder hin und wieder zukommt. Sein ist
vielmehr Erscheinen, zeigt sich durch Erscheinen.

Dadurch soll zumindest angedeutet sein, dass schon in der Antike zwei sehr unterschied-
liche Positionen vorhanden sind. Auf der einen Seite: Erscheinung ist bloBer Schein, hinter
den man zuriick muss. Und auf der anderen Seite: Erscheinung ist das, wodurch sich Sein
iiberhaupt zeigen kann. PLATON dreht dieses urspriingliche Verstindnis radikal um.’

2. Neuzeit: Galileo und Descartes

In welcher Weise radikalisiert sich diese Position nun gerade in der Neuzeit und gerade auch
durch den Zugang der Naturwissenschaften?

Die Geschichte der Philosophie und der Wissenschaften ist im Grunde eine Verfalls-
geschichte der Erscheinung. Wihrend im antiken Griechenland das Erscheinen noch als das
»Sich-Zeigen* einer Sache selbst erfasst wurde, gerit durch den wissenschaftlichen Fortschritt
in der Neuzeit das wahrnehmungsmifig Erscheinende noch mehr und auf neue Weise in Miss-
kredit — werden doch die wahren Beweggriinde des Universums nun als Naturgesetze erfasst,
die sich in oder hinter den Erscheinungen verbergen und durch Mathematisierung und Expe-
riment ausfindig gemacht werden miissen. Neben diesen vor allem durch Galileo GALILEI an-
gestolenen Entwicklungen wird in der Philosophie ungefihr zeitgleich mit René DESCARTES
alles Erscheinende in Zweifel gezogen und damit der Glaubwiirdigkeit der Erscheinungswelt
radikal der Boden entzogen. Die zwei Grofien am Beginn der Neuzeit, die ich also hervorheben
mochte und deren Weltsichten uns auch noch heute entscheidend priagen, sind: GALILEO (1564—
1641) und DESCARTES (1596-1650).

Edmund HUSSERL, der Begriinder der Phdnomenologie, der selbst auch Mathematiker war
und GALILEOS ,,Mathematisierung der Natur eine ausfiihrliche Analyse widmete ) bezeichnet
GALILEO als einen gleichzeitig ,.entdeckenden und verdeckenden Genius*.* Und HUSSERL sieht
diese ,,Entdeckung-Verdeckung* auch noch immer in der neueren Physik am Werk. Denn es
bleibt auch bei der neueren Physik strukturell gleich, dass Natur immer am ,,eigentlichsten®

HEIDEGGER 1953, S. 11.
HEIDEGGER 1953, S. 11.

Vgl. ARENDT 1998, S. 29-39.
Vgl. HUSSERL 1976, §9, S. 20-59.
HusserL 1976, S. 53.
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in mathematischen Formeln gegeben ist und dann zu interpretieren ist, wie wir das verstehen
konnten. HUSSERL will durch diese kritische Annidherung im Ubrigen keinesfalls die ,,erstaun-
liche Denkleistung* GALILEIs mindern.” Vielmehr geht es ihm darum, dass gerade dadurch,
dass die Natur objektiv als mathematische verstanden wird, die subjektive Leistung verdeckt
wird, dass wir Natur mathematisieren.

,In naturwissenschaftlicher und geometrischer Idealisierung messen wir [...] der Lebenswelt [...] ein wohlpassendes
Ideenkleid an, das der sogenannten objektivwissenschaftlichen Wahrheiten, die wir konstruieren in einer (wie wir
hoffen) wirklich und bis ins Einzelne durchzufiihrenden und sich stidndig bewihrenden Methode zunichst bestimmte
Zahlen-Induzierungen fiir die wirklichen und moglichen sinnlichen Fiillen der konkret-anschaulichen Gestalten der
Lebenswelt, und eben damit gewinnen wir Moglichkeit einer Voraussicht der konkreten, noch nicht oder nicht mehr
als wirklich gegebenen, und zwar der lebensweltlich-anschaulichen Weltgeschehnisse; einer Voraussicht, welche die
Leistungen der alltiglichen Voraussicht unendlich iibersteigt. "

Das ,,Ideenkleid” der Mathematik und Symbole steht also fiir die ,,eigentliche Wirklichkeit*,
jenseits der sinnlichen Erscheinungen in der Lebenswelt. Der Grundgedanke der Galileiischen
Physik ist genau der, die Natur als mathematisches Universum zu begreifen. Aber HUSSERL
weist uns darauf hin, dass das Ideenkleid der Mathematik es macht, dass wir ,,fiir wahres Sein
nehmen, was eine Methode ist“'' (nimlich um Voraussagen in unserer Lebenswelt zu machen).
Wir betrachten also das, was Methode ist — die Mathematisierung der Natur — als das eigent-
liche, wahre Sein der Natur. Damit bleibt aber, so HUSSERL, nicht nur Natur unverstanden,
sondern auch der eigentliche Sinn der Methode, der Formeln, der ,,Theorien* bleibt unver-
standen als das, was er ist: menschlich geistige Leistung. Die Methode der Naturwissenschaft
entwickelt zwar eine verldssliche Technik, die jeder erlernen kann. Aber wir verstehen immer
weniger, was eigentlich das Verhiltnis zwischen mathematisierter Natur und Erscheinung ist
und was wir damit zu tun haben.

Zu diesem Entwicklungsstrang kommt durch die Philosophie und Erkenntnistheorie noch
ein weiterer dazu: Die Subjektivierung der Erscheinungswelt. Damit komme ich zu DEs-
CARTES, dessen womoglich bekanntester Satz lautet: Cogito ergo sum. Aber was ist damit ei-
gentlich gemeint? DESCARTES’ (1992) Hauptwerk, die Meditationes de prima philosophia,
suchen nach einem unerschiitterbaren Fundament fiir alle Wissenschaften — also nach etwas,
an dem man nicht zweifeln kann. Im Zuge seiner systematischen Untersuchung fallen natiirlich
alle Sinneserscheinungen ganz zuerst unter die Rubrik dessen, was bezweifelt werden kann.
Ich kann mich ja stdndig tduschen in der Sinnenwelt, also kann sie ganz gewiss kein Funda-
ment fiir die wahre Erkenntnis sein. Das einzige, worin ich mich nicht tduschen kann, ist, dass
ich gerade einen Akt des Zweifelns vollziehe. Will ich ndmlich daran wieder zweifeln, so kann
ich das ja nur, indem ich wieder einen Akt des Zweifelns vollziehe. Will heilen: Auch wenn
alles, was ich bezweifle, in Wirklichkeit nichts, bzw. Lug und Trug, sein konnte, den Vollzug
meines Zweifelns (das Dass meines Zweifelns) selber kann ich im Zweifeln nicht selbst noch-
mal bezweifeln — also ist das cogito ergo sum eigentlich auch ein dubito ergo sum. Der Witz
an diesem Verfahren ist nun, dass dadurch die ganze erscheinende Wirklichkeit zu einem Kor-
relat meines Bewusstseins wird und diese Wirklichkeit noch dazu absolut bezweifelt werden
kann — als wire alles ein Traum, als wiren wir Gehirne im Tank. Hannah ARENDT beschreibt
den ,,Zweifel des Descartes* als eine Auflosung objektiv gegebener Wirklichkeit in subjektive

9 HussSERL 1976, S. 53.
10 HusserL 1976, S. 51.
11 HusserL 1976, S. 52.
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Bewusstseinsdaten bzw. subjektive mentale Prozesse.'” Die Erfahrung von der Realitiit der er-
scheinenden Welt wird also subjektiviert, Erscheinungen sind ,,blof} subjektiv*.

Erscheinungen, in der Antike noch das Sich-selbst-Zeigen des Wahren in der Welt, werden
dadurch also zu privaten sinnlichen Daten, die sich in unserer jeweiligen Psyche befinden. Es
fragt sich dann natiirlich — und das wird auch die Frage der neuzeitlichen Erkenntnistheorie
von DESCARTES liber den englischen Empirismus bis zu KANT — wie wir von diesen Sinnes-
daten in unserem Bewusstsein jemals wieder zur dufleren Welt zuriickgelangen sollen, wie
wir {iberhaupt von ihr wissen kénnen. Aber sowenig lebenspraktisch diese Frage klingt — sie
spielt nicht unwesentlich mit auch in unserem heutigen Selbstverstindnis, das, grob ge-
sprochen, so aussieht: Wie uns die Welt erscheint, das alles, was wir hier sehen, dieser Fest-
saal usw., ist das Produkt dessen, was unser Gehirn aus sensuellen Reizen macht. Erscheinung
ist absolut subjektiv und absolut relativ. Was iibrig bleibt von dem, was wir als ,,die Wirklich-
keit* verstehen, entzieht sich unseren Sinnen und kann nur {iber die Vermittlung von abstrakten
mathematischen Symbolen erkannt werden. Hannah ARENDT hat diese Entwicklung folgen-
dermalien charakterisiert: Der Mensch verliert seinen Grund in der Erscheinung. Und sie deutet
auch die Auswirkungen dieses philosophischen Bildes auf unser Selbstverstindnis und auf
das unverstandene Verhiltnis von Sein und Erscheinen an:

,,Das Naturbild der modernen Physik, dessen Anféinge man auf Galileo zuriickverfolgen kann und das dadurch ent-
stand, dass das Vermogen des menschlichen Sinnesapparats, Wirklichkeit zu vermitteln, in Frage gestellt wurde, zeigt
uns schlieBlich ein Universum, von dem wir nicht mehr wissen, als dass es in bestimmter Weise unsere Messinstru-
mente affiziert; und das, was wir von unseren Apparaten ablesen konnen, sagt iiber die wirklichen Eigenschaften, in
dem Bilde Eddingtons, nicht mehr als, als eine Telefonnummer von dem aussagt, der sich meldet, wenn wir sie wéhlen.
Anstatt mit objektiven Eigenschaften, mit anderen Worten, finden wir uns mit den von uns selbst erbauten Apparaten
konfrontiert, und anstatt der Natur oder dem Universum begegnen ,wir gewissermaflen immer nur uns selbst® (Hei-
senberg) .

In diesem Punkt befindet sich ARENDT in bestem Einverstindnis mit HUSSERL, der in der Krisis
der Wissenschaften ebenso feststellt, dass mit der Neuzeit die Degradierung der erscheinenden
Welt auf eine Welt von Illusionen und subjektiven Empfindungsqualititen vollzogen wird:

,.Die Phidnomene sind nur in den Subjekten; sie sind in ihnen nur als kausale Folgen der in der wahren Natur stattfin-
denden Vorginge, die ihrerseits nur in mathematischen Eigenschaften existieren. Ist die anschauliche Welt unseres
Lebens blof3 subjektiv, so sind die gesamten Wahrheiten des vor- und aulerwissenschaftlichen Lebens, welche sein
tatsdchliches Sein betreffen, entwertet. Nur insofern sind sie nicht bedeutungslos, als sie, obschon falsch, ein hinter
dieser Welt méglicher Erfahrung liegende, ein ihr transzendentes An-sich vage bekunden '

Wir sitzen also nach wie vor in der Hohle, aus der wir uns hochstens ,,herausrechnen® kon-
nen.

3. Welche Relevanz hat also die Erscheinung?
Im Vorangehenden habe ich eine ,,Verfallsgeschichte* der Erscheinung nachgezeichnet, in

Bezug auf welche sich Naturwissenschaft und Metaphysik dhnlicher sind, als man vielleicht
denken wiirde. Zum Abschluss mochte ich noch ein Argument vorbringen, warum es vielleicht

12 AReNDT 1981, S. 348-354.
13 AReNDT 1981, S. 333.
14 HUSSERL 1976, S. 54.
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doch Sinn macht, bei der Erscheinung anzufangen, und warum unser Weltbild, das unsere All-
tags- und Wahrnehmungswelt zur Scheinwelt verdammt, vielleicht doch nicht ganz zutrifft.

Das Argument lautet: Wir beginnen immer in der sogenannten ., Lebenswelt“,"” und wir
bleiben darin eingebettet, insofern die wissenschaftlichen Resultate und Prognosen sich auch
in einer Lebenswelt zeigen miissen (und nicht blof in einer theoretischen Hinterwelt). Das
deutet auf einen gewissen Zusammenhang hin. Wenn wir nicht vertrauen konnten, dass uns
die Erscheinungen etwas Wahres zeigen, eine Féhrte legen, die auf ihre Ursachen fiihren (oder:
in denen sich ihre Ursachen manifestieren/zeigen), dann konnten wir kein wissenschaftliches
Vorgehen darauf stiitzen. Insofern ist der Phidnotyp das, was sich von sich selbst her zeigt, das
Erscheinende in einer realen Welt, das auch von seiner Umgebung geprigt ist.

In dieser Umgebung und Erscheinungswelt leben sowohl wir als auch die Lebewesen, die
wir erforschen. Modelle und Methoden verweisen nur auf diese Wirklichkeit unserer Lebens-
welt, versuchen ihre Ursachen zu begreifen — sie konnen unsere Lebenswelt, die eine Erschei-
nungswelt ist, aber nie ersetzen. Niemand existiert in einer Welt der Gene, genausowenig wie
nie jemand in einer metaphysischen Hinterwelt jemals sein Leben gelebt hat. Diese theoreti-
schen Gebidude und Gebilde sind von unserer Lebenswelt aus erbaut und weisen auf sie zuriick;
das Sein, das wir als verursachendes verstehen, ist immer eines von der Erscheinung her. Um-
gekehrt verwirklichen sich die Prozesse der Natur, die wir mehr und immer besser verstehen
lernen, genau in dieser Welt und in keiner anderen, die dahinter oder daneben wire. Insofern
ist die Erscheinung, durch die wir die urspriinglichste Bekanntschaft mit der Welt und mit-
einander und mit anderen Lebewesen haben, doppelt relevant: als Ort des Ausgangs unserer
Forschungen und als Ort der Verwirklichung des nicht-unmittelbar Erscheinenden. Die Wirk-
lichkeit verbirgt sich also nicht hinter den Erscheinungen, sondern sie manifestiert sich in
ihnen.
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Symmetrien und Asymmetrien gibt es in allen Bereichen der Wirklichkeit. Das Bestreben,
ihr Wechselspiel zu erfassen, verbindet die Wissenschaften mit den Kiinsten. Symmetrie
und Asymmetrie sind Strukturprinzipien, die sich in Mathematik und Philosophie abstrakt
definieren lassen, aber auch in den empirischen Wissenschaften eine Vielzahl von Pha-
nomenen in Natur und Kultur erkldren kénnen. Doch auch die Kunst — von der Musik
bis zur Architektur — beschiftigt sich in jeweils eigener Weise mit Symmetrie und Sym-
metriebriichen. Der Band liefert Beispiele, die von der Physik, insbesondere der Teil-
chenphysik, iiber die Astronomie, die Chemie (z. B. Chiralitit) und die Biologie (z. B.
Fortbewegung) bis in das Gebiet der Medizin (z. B. Krebsentstehung und Wundheilung)
reichen. Aulerdem werden Symmetriebriiche in der Moral, die Rolle von Symmetrie und
Asymmetrie in der bildenden Kunst und die Symmetrie als strukturelles Prinzip des Den-
kens in der Moderne untersucht.
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