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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung'2

In der biotechnologischen Bachelorarbeit von J. Bohm wurde eine Methode etabliert,
mit der man die intrazellulare Lokalisation von GFP quantitativ ermitteln kann'. Sie
stellte fest, dass zwischen einer Auswertung der kompletten Zelle und der Auswertung
mithilfe der Region of Interest (ROI)-Methode keine signifikanten Unterschiede
bestehen. Aufgrund des Auswahlens der zu vermessenden Regionen per Hand war
die Anzahl der untersuchten Zellen im niedrigen bis mittleren zweistelligen Bereich pro
vermessenem eGFP-Multimer. Schon die Aufnahmen der Zellen unterscheiden sich.
J. Bohm musste jeden Farbkanal einzeln aufnehmen und die Einzelaufnahmen mithilfe
von ImagedJ zusammenfuhren. Zudem wurden die uberlagerten Farbkanale mit RGB-
Farben abgespeichert. Mit dem aktuellen Mikroskop (Olympus 1X83 P2ZF) ist es nun
maoglich, grol3e Bereiche einer Kammer des Praparates in einem Stuck aufzunehmen.
Dabei werden die Filter automatisch getauscht und die Fluoreszenz mit einer 16-Bit
Graustufenkamera aufgenommen. Es sind somit viel feinere Farbunterschiede
darstellbar. Die so entstandenen Aufnahmen sind hingegen nicht mit ImageJ
verarbeitbar. Auch ein entsprechendes Add-on von Olympus ermdglicht dies nicht, da
die aufgenommenen Bilder zu grof3 sind. Eine Auswertung per Hand ware zudem auch
mit der ROI-Methode zeitlich nicht darstellbar. Daher ist der Ansatz zur Auswahl
etwaiger Zellen, Deep Learning zu verwenden.
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Abb. 1.1 Die Architektur eines U-Nets fiir 32x32 Pixel bei der geringsten Auflosung. Jede blaue Box
entspricht einer mehrkanaligen Merkmalskarte. Weille Kastchen stellen kopierte und zugeschnittene
Merkmalskarten da. Oben ist jeweils die Anzahl der Kandle angegeben. Unten die x-y GréRe. Die Pfeile
zeigen, welche Schritte gerade durchgefiihrt wurden. Die Bildunterschrift sowie die Abbildung wurden
Ronneberger et al.2 entnommen.



Im Rahmen meines Praxissemesters habe ich mithilfe der Software CellSens
kinstliche neuronale Netzwerke (ANN) angefertigt. CellSens erstellt dabei mithilfe von
Trainingslabeln U-Nets. Dies ist ein convolutional neural network (CNN)?. Aufgrund
des in Abb. 1.1 dargestellten Aufbaus des U-Nets weist es inklusive des Input-Layers
sowie des Output-Layers wie jedes CNN insgesamt mehr als drei Layer auf. Daher
befindet man sich im Bereich des Deep Learnings.

Der Name des Netzwerkes ist auf die Form seiner Architektur zurlckzufuhren.
Aufgabe dieser Bachelorarbeit ist es, mehrere ANNs vergleichend zu evaluieren und
eines auszuwahlen. Mit diesem ANN wird anschlieRend weitergehend betrachtet, ob
dieses ANN auch fur weitere Zelllinien und/ oder Konstrukte geeignet ist.

1.2 Kiinstliche neuronale Netzwerke (ANNs)?

ANNSs zahlen zum Bereich der kunstlichen Intelligenz (Al). Dort sind sie dem Machine
Learning (ML) untergeordnet. ANNs sind neuronalen Netzwerken nachempfunden?®.
Dabei sind verschiedene Neuronen miteinander verbunden. Mehrere Neuronen bilden
ein Layer. Der Input eines Neurons wird gewichtet®. Wenn der berechnete Wert einen
festgelegten Schwellenwert Uberschreitet, werden die Informationen an verbundene
Neuronen des nachsten Layers weitergegeben. Irgendwann wird das Output-Layer
erreicht und die Daten entsprechend ausgegeben. Der grundsatzliche Aufbau eines
Netzwerkes mit gleicher Architektur ist gleich®. Wahrend des Lernens werden die
jeweiligen Gewichte und Schwellenwerte entsprechend angepasst, um mdglichst die
erwarteten Ergebnisse zu produzieren3.

1.3 Convolutional neural network (CNN)?

Das in Abb. 1.1 dargestellte U-Net ist ein CNN. CNNs sind besonders fur die
Verarbeitung von Bildern geeignet®. Sie wenden Filter an, welche einen viel kleineren
Bereich darstellen. Mit diesen wandern sie Uber das komplette Bild und berechnen
einen Score. Mit jedem convolutional Layer werden neue Filter angewendet. Gerne
werden Filter wie Rectivied Linear Units (RelLus) oder Pooling verwendet.
Grundsatzlich sind CNNs in der Lage, Rohdaten (unsupervised learning) oder wie in
unserem Fall gelabelte Trainingsdaten (supervised learning) zu verarbeiten. Rohdaten
als Input erlauben nur eine Sortierung in Gruppen, aber keine Klassifizierung. Das
supervised learning weist fur die geplante Anwendung einige Vorteile auf. Erstens ist
es akkurater und schneller als ein Netzwerk mit unsupervised learning. Zudem kdnnen
Objekte mit supervised learning klassifiziert werden®. Da wir eine Zuordnung
bendtigen, ob der markierte Bereich Zytoplasma, Zellkern oder Hintergrund ist,
bendtigen wir supervised Learning. Grundsatzlich gibt es auch die Moglichkeit, semi-
supervised learning durchzufuhren. Dabei wird nur ein Teil der Trainingsdaten
gelabelt.



1.4 U-Net?

Das U-Net ist ein spezielles CNN. Seine Architektur ist in Abb. 1.1 dargestellt. Im
linken Teil des Us werden die Daten der Aufnahme komprimiert. Es dient dazu zu
klaren, was auf den Bildern zu sehen ist. In unserem Fall werden die drei Klassen Cell,
Cytoplasm und Background zugeordnet. Dabei geht die Information verloren, was wo
ist. Im rechten Teil des Us wird die Originalgrof3e des Bildes wiederhergestellt. Die
daflr trainierten Funktionen kdnnten dies grundsatzlich wie gelernt wieder herstellen.
Das Problem dabei ist, dass eine sehr grof3e Anzahl an Trainingsbildern notwendig
ware. Das U-Net wurde dafur ausgelegt, um im biomedizinischen Fachbereich
verwendet zu werden. Da in diesem Bereich wenige Trainingsbilder verfugbar sind,
musste die notwendige Anzahl an Trainingsbildern reduziert werden. Hierflr dienen
die grauen ,copy and crop“-Pfeile. Dies ermoglicht die Lokalisation der Klassen und
reduziert die notwendigen Trainingsbilder erheblich.

1.5 AnkX**5

Abb. 1.2 Volllangenvorhersage fiir AnkX von AlphaFold”8

In Abb. 1.2 ist die voraussichtliche Struktur von der Phosphocholintransferase AnkX
in voller Lange dargestellt. Die Primarstruktur von AnkX umfasst 949 Aminosauren
(AS)>6. Die Wahrscheinlichkeit der dargestellten Struktur ist sehr hoch”8, was auf den
Umstand zurickzufuhren sein wird, dass es Kiristallstrukturen von der zweiten bis zur
800. AS (verschiedene Strukturen) gibt®. AnkX ist ein bakterieller Effektor, welcher eine
Bekampfung des jeweiligen Bakteriums verhindert®. Die Struktur von AnkX lasst sich
in drei Bereiche aufteilen. Es gibt eine Filamentation induced by cyclic Adenosin-5°-
Monophosphat (FIC)-Domane (1-350)°, eine aus 13 Ankyrin Wiederholungen
bestehende Domane (351-800)° und eine C-terminale Domane (801-949). Im
Gegensatz zu vielen anderen FIC-Proteinen AMPYyliert AnkX seine Zielproteine nicht,
sondern phosphocholiniert sie*. Die FIC-Doméane besteht aus zwei Untereinheiten. In
vielen FIC-Proteinen dient ein konserviertes p-Faltblatt zur Bindung des
Substratproteins. Bei AnkX ist dies nicht mdglich, da das p-Faltblatt durch die Insert-
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Domane verdeckt wird und ein Zugang des Substrates verhindert wird*. Bei AnkX wird
das Kosubstrat abweichend von anderen FIC-Proteinen um 180° gedreht gebunden?.

1.6 Griines fluoreszierendes Protein (GFP)"'°

Abb. 1.3 eGFP-Struktur von https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/6yln/protein/1 am 17.03.2023, 14:58
entnommen'"

GFP ist ein Protein, das aus der Tiefseequalle Aequorea victoria stammt und ein
Molekulargewicht von 26,9 kDa besitzt. GFP besteht aus 238 AS'0. 11 antiparallele -
Faltblatter formen einen B-Korb, der eine zentrale a-Helix umschlieBt'°. Fiur die
Fluoreszenz ist der Chromophor an der a-Helix verantwortlich'®. Der Chromophor wird
durch Autokatalyse gebildet. GFP besitzt zwei Absorptionsmaxima, das absolute
befindet sich bei 395 nm und ein schwaches lokales Maximum bei 475 nm. Das einzige
Emissionsmaximum liegt bei 509 nm. Das fur die Bachelorarbeit verwendete enhanced
green fluorescent protein (eGFP) hat jeweils fur die Anregung und Emission nur ein
Maximum. Das Absorptionsmaximum liegt dabei bei 488 nm wund das
Emissionsmaximum bei 507 nm'2. GFP ist im pH-Bereich von 5 bis 12 stabil und
denaturiert erst bei Temperaturen ab 65 °C. Des Weiteren ist es gegen Proteolyse
bestandig und faltet sich selbststandig in seine funktionelle Form. Aufgrund dieser
Eigenschaft hat es sich als wichtiges Instrument in der Markierung von Proteinen
entwickelt. Da es sich in allen Zellen exprimieren lasst und nur in sehr hohen
Konzentrationen toxisch ist, lasst es sich gut fur Lokalisationsstudien von Proteinen
verwenden. Die Toxizitat von GFP tritt auf Grund von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) auf'®13, eGFP hat gegentiber dem Wildtyp den Vorteil, dass es 35-mal heller
ist, besser 16slich ist und sich effizienter faltet'. Auch wurde es fiir Sdugerzellen
optimiert, um eine bessere Expression zu gewahrleisten.8 eGFP weist kein bekanntes
Kernlokalisationssignal auf. Trotzdem ist bei mikroskopischen Aufnahmen im Zellkern
sowie im Zytoplasma eGFP sichtbar’. Mit steigender Anzahl der verketteten eGFP-
Monomere nimmt die ermittelte Fluoreszenz im Kern deutlich ab'®. Dies wird darauf
zurlickgefiihrt, dass monomeres eGFP frei durch die Kernporen diffundieren kann'.



1.7 Nuclear pore complex (NPC)'®

Zellmembranen unterteilen eine Zelle in unterschiedliche Kompartimente.
Geschlossene Zellmembranen sind nahezu undurchlassig fur Molekule. In Zellen ist
ein Austausch zwischen Zellkern und Zytoplasma notwendig. NPCs durchbrechen an
vielen Stellen die Kernhille und erméglichen einen spezifischen Austausch zwischen
Zellkern und Zytoplasma'®. NPCs weisen ein relativ groBes Molekulargewicht im MDa-
Bereich auf. Dieses betragt bei Wirbeltieren etwa 125 MDa'®. NPCs besitzen durch die
zentrale Achse eine Rotationssymmetrie sowie eine Spiegelsymmetrie durch die
Kernhiille'®. NPCs bestehen aus Untereinheiten. Diese sind auf eine zweistellige
Anzahl verschiedener Proteine zurlickzuflhren, die in unterschiedlicher Haufigkeit bei
der Bildung des NPCs auftreten'®. NPCs bilden eine selektive Barriere'®. So kénnen
Molekule mit einem Durchmesser von 9 nm oder eine Masse von 30 bis 40 kDa nahezu
frei durch die NPCs diffundieren'®. Molekiile mit einem Durchmesser von 25 nm
konnen nachweislich den NPC passieren'®. Daflir dehnt sich der NPC radial aus. Der
Transport von Proteinen findet dabei meistens in ihrer unveranderten und somit
aktiven Form statt'”. Nur bei sehr grofken Proteinen wird die Konformation fiir den
Transport durch den NPC verandert'”.

1.8 Aktiver Transport von Proteinen in den Zellkern'’

Fir den aktiven Kernimport sind Kernlokalisationssignale (NLSs) notwendig. Einige
dieser NLSs sind bekannt. Meistens bestehen diese aus einer oder mehreren
Sequenzen, die hauptsachlich aus den positiven Aminosauren Lysin und Arginin
bestehen. Fur diese NLSs gibt es keine fixe Position, die bei allen Proteinen identisch
ware. Sie konnen sich an den jeweiligen Enden oder mitten im Protein befinden.
Einzige Voraussetzung ist, dass die NLSs fur das jeweilige Transportprotein, welches
an das jeweilige NLS bindet, zuganglich sind. Dies gilt auch fur gebildete Komplexe
und kunstliche Proteine. Daruber hinaus gibt es verschiedene Wege vom Zellplasma
in den Kern zu gelangen'. Allen ist gemein, dass ein Transporter an NLS und NPCs
bindet. Das Transportprotein bewegt sich von NPC zu NPC, um in den Kern zu
gelangen. Im Kern wird das gebundene Protein freigesetzt. Hier wird der klassische
Kernimport behandelt. Beim klassischen Kernimport werden die NLS des Proteins erst
von einem Adapterprotein, dem Importin-a gebunden'®. An einer anderen
Bindungsstelle bindet Importin-B '8. Dieser Komplex wandert durch den NPC. Die
Richtung des Transportes wird dabei nicht vom NPC, sondern von RanGTP bestimmt.
Im Inneren des Kernes bindet RanGTP an Importin- und verursacht durch den Zerfall
des importierten Komplexes die Freisetzung des transportierten Proteins'®8. Der
entstandene RanGTP-Importin--Komplex wird anschlieBend in das Zytoplasma
exportiert’®. Im Zytoplasma wird das an Ran gebundene GTP durch eine durch
RanGAP stimulierte RanGTPase zu GDP'8. Diese Dephosphorylierung bewirkt einen
Zerfall des gebildeten Komplexes'®. Importin-g steht fir den nachsten Import zur
Verfugung. Importin-a formt im Zellkern einen Komplex mit RanGTP und CAS um in
das Zytoplasma exportiert zu werden'®. Das im Zytoplasma vorliegende RanGDP
bildet mit dem Kernimportfaktor NTF2 einen Komplex und wird in den Kern importiert'.
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Abb. 1.4 Ubersicht (iber den Kernproteinimport a) Im Zellplasma bildet die NLS mit a- und B-Importin
einen Komplex, der in den Zellkern importiert wird und zerfallt. AnschlieRend gelangen a- und B- Importin
erneut ins Zytoplasma b) Ran muss als RanGTP fiir den Kernproteinimport jeweils im Zellkern zur
Verfligung stehen. RanGDP wird daher mithilfe von NTF2 in den Kern importiert. AnschlieRend wird
GDP durch GTP ausgetauscht, sodass RanGTP fir die Freisetzung der NLS zur Verfligung
steht.(entnommen von 18)

Dort tauscht die RanGEF das GDP durch ein GTP aus'®. Daraufhin zerfallt der
Komplex und RanGTP steht innerhalb des Zellkernes zur Verfligung.
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1.9 Aktiver Export von Proteinen ins Zytoplasma'®

N'ES\ Cytoplasm
( roti in>
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( Drotein 4\
<«<———  RanGDP

RanGEF

Abb. 1.5 NES, CRM1 und RanGTP bilden einen Komplexen, der ins Zytoplasma exportiert wird. Dort
wird RanGTP zu RanGDP hydrolysiert und bewirkt durch den Zerfall des Komplexes die Freisetzung
des Proteins (entnommen und verandert aus?°)

Far den Export werden nuclear export signals (NES) verwendet. Im Gegensatz zu NLS
weisen diese meist hydrophobe Reste wie Leucin auf'. Beim aktiven Export von
Proteinen aus dem Zellkern ins Zellplasma bildet chromosomal region maintenance 1
(CRM1) mit RanGTP und dem NES einen Komplex'®. Dieser wird aufgrund des
RanGTP-Gradienten, der Uber der Membran anliegt, ins Zytoplasma exportiert’. Im
Zytoplasma wird RanGTP durch RanGAP zu RanGDP dephosphoryliert. Daraus
resultierend zerfallt der exportierte Komplex in seine Einzelteile’. CRM1 wird
anschlielfend in den Zellkern importiert und steht flir den nachsten Export bereit'®.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Kuhlschrank von Liebherr Profi Line

Mikroskop IX83 P2ZF von Olympus

2.1.2 Software

Olympus CellSens Dimension (Desktop) 3.2 (Build 23706)
Olympus CellSens Dimension (Desktop) 4.1 (Build 26283)
GraphPad Prism Version 9.5.0 (730)
GraphPad Prism Version 9.4.0 (673)

Microsoft® Excel® fur Microsoft 365 MSO (Version 2211 Build
16.0.15831.20220) 64 Bit

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

p-Slide 8 well ibiTreat Microscopy Chamber von Ibidi GmbH
Alufolie

Objektivreiniger

Immersol™ 518 F von Zeiss

Assistent Linsenpapiere von Glasfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG
(No. 41019010)

2.1.4 Praparate

Alle Praparate wurden von Miriam Marian erstellt. Die AnkX-Konstrukte H0200
(Abb. 8.8.2) und M1735 (Abb. 8.8.1) wurden von Marietta Kaspers zur Verfugung
gestellt.

Tab. 2.1 Ubersicht der verwendeten Praparate inklusive verwendeter Zelllinie und exprimierten
Proteinen Teil 1

Bezeichnung Zelllinie Expression von Kontrolle/n
V1 H1299 1x-8x eGFP Nein
V2 H1299 1x-8x eGFP Nein
V3 H1299 1x-8x eGFP Nein
V4 H1299 1x-8x eGFP Nein
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Tab. 2.2 Ubersicht der verwendeten Praparate

Proteinen Teil 2

inklusive verwendeter Zelllinie und exprimierten

Bezeichnung Zelllinie Expression von Kontrolle/n
N1 HCT116 1x-8x eGFP Nein

N4 HCT116 1x-8x eGFP Nein

HT29N1 HT29 1x-8x eGFP Nein

HT29N5 HT29 1x-8x eGFP Nein
AnkX1M1735 H1299 AnkXk. M1735 1x & 8x eGFP
AnkX1H0200 H1299 AnkXk. H0200 1x & 8x eGFP
AnkX2M1735 H1299 AnkXk. M1735 1x & 8x eGFP
AnkX2H0200 H1299 AnkXk. H0200 1x & 8x eGFP
AnkX4M1735 H1299 AnkXk. M1735 1x & 8x eGFP
AnkX4H0200 H1299 AnkXk. H0200 1x & 8x eGFP

2.1.5 Kiinstliche neuronale Netzwerke

Die Bezeichnung der ANNs erfolgt nach folgendem Muster (Kirzel des
Erstellers)_(Abkurzung der Verwendung) (Anzahl verwendeter Bilder). Das Ersteller
Kirzel FG steht fur Florian Gunther. Die Nutzung NC steht fur N/C-Ratio. Alle ANNs
wurden mit Olympus CellSens Dimension 3.2 oder Olympus CellSens Dimension
Desktop 3.2 angefertigt. Die Trainingsdaten wurden von Netzwerk zu Netzwerk
erweitert, sodass die Trainingsdaten eines friheren ANNs enthalten sind. Alle
erstellten Netzwerke wurden mit der Standardmethode erstellt. CellSens erstellt aus
den Trainingsdaten U-Nets. Die so entstandenen ANNs erkennen pro Pixel nur eine
Klasse. Die ANNs werden mit einem Scaling von 25 % erstellt.

2.1.6 VBA-Makros fiir die standardisierte Auswertung

Tab. 2.3 Ubersicht der einzelnen VBA-Makros und deren Funktionsumfang

Bezeichnung | GroRer 2? | Zytoplasma und Zellkern | Ausschluss von
vorhanden? Minima und Maxima
von 0 bzw. 65535
=2&Kk&f Nein Ja Ja
=2&k Nein Ja Nein
>=2&Kk&f Ja Ja Ja
>=28&k Ja Ja Nein

2.2 Methoden

Alle mikroskopierten Praparate wurden von Miriam Marian mithilfe von Lipofektion
angefertigt und zur Verfligung gestellt. Mit der Zelllinie H1299 wurden Praparate mit
allen im Anhang angehangten Vektoren bzw. beim eGFP auch von Multimeren erstellt
und mikroskopiert. Mit den Zelllinien HT29 und HCT116 wurden nur Praparate mit
eGFP und seinen Multimeren erzeugt.
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2.2.1 Erstellung von Trainingslabeln

Die erstellten ANNs bendtigen gelabelte Daten. Damit und durch die Verwendung vom
U-Net ist es umsetzbar, nicht nur allgemein festzustellen, was auf der Aufnahme
zusehen ist (Hintergrund, Zelle und Zellkern), sondern auch eine Lokalisation der
Klasse durchzufuhren. Die Trainingslabel markieren die einzelnen Klassen von
Objekten. Nicht alle Zellkerne werden markiert, da Lipofektion fur die Erstellung der
Praparate verwendet wird. Dadurch wird keine Transfektionseffizienz von 100 %
erreicht. Als Zellen werden nur grinfluoreszierende Zellen mit Zellkern markiert.
Grundsatzlich gilt es so viele transfizierte Zellen wie moglich zu markieren. Mitunter
sind grélkere Objekte wie Zellen und Zellcluster fur das menschliche Auge eindeutig
einer Klasse zu zuordnen. Das eindeutige Markieren von Untereinheiten wie etwa des
Zellkerns oder einzelner Zellen in einem Zellcluster ist aber nicht moglich.

Abb. 2.1 Ausgesparte Bereiche, in denen der Kern keine scharfen Kanten aufweist und daher nicht
markiert werden kann (entnommen von?', es ist nur der DAPI-Kanal sichtbar)

Abb. 2.1 zeigt, dass Objekte ohne scharfe Grenzen ausgespart wurden. Dadurch soll
eine fehlerhafte Zuordnung vermieden werden. Solche ausgesparten Objekte werden
fur das Training nicht bertcksichtigt. Ein trainiertes ANN hingegen kénnte unter
Umstanden diese Bereiche klar einer Klasse zuordnen. Auch wenn die aktuell
verwendete Software zum Training der ANNs (CellSens Dimension (Desktop) 3.2)
nicht in der Lage ist ANNs zu erzeugen, die aneinandergrenzenden Zellen
gegeneinander abgrenzen konnen (die Funktion soll bei CellSens Dimension
(Desktop) 4.1 vorhanden sein), wird versucht, aneinandergrenzende Zellen bei den
Trainingslabeln zu trennen, um diese auch fur Trainings mit veranderten Fahigkeiten
beim Training zukunftig nutzen zu konnen. Dies ist ein Grund, warum etwa Bereiche
wie in Abb. 2.2 nicht markiert werden. Zwar sind in Abb. 2.2 Zellkerne identifizierbar,
der Bereich der grunen Fluoreszenz hingegen lasst sich nicht klar in verschiedene
Zellen unterteilen. Grundsatzlich sollte man sich vorm Markieren der Trainingslabel
Gedanken uber das Markieren von Klassen machen. Die entwickelten Richtlinien
sollten praktikable Losungen ermdglichen, aber potenziell allgemein und einfach sein.
Dies bewirkt, dass alle Trainingslabel mit der gleichen Idee entstehen, aber mdglichst
wenig personlichen Einfluss des Markierers aufweisen und den Bias der aus den
Trainingsbildern entstehenden ANNs maglichst geringhalt.
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Abb. 2.2 Nicht-Zuordnung von Nicht-Standard Objekten links: GFP-Kanal; rechts: DAPI-Kanal
(entnommen von?")

Auch das Verwenden der Trainingsbilder verschiedener Personen konnte dafur
sorgen, den individuellen Einfluss eines Markierers auf das ANN gering zu halten.

2.2.2 Fluoreszenzmikroskopie

In der Bachelorarbeit von Jennifer Bohm' wurde jede Aufnahme einzeln gemacht. Der
Wechsel zwischen den Filtern erfolgte manuell. Die einzelnen Aufnahmen der Zellen
mussten anschlie3end Uberlagert werden. Auch die Farbkanale in den Bilddateien
waren andere. Es wurde RGB zur Speicherung der Farbinformation angewandt. Zwar
wurde derselbe Slidetyp verwendet, trotzdem gibt es groRe Unterschiede zur
Fluoreszenzmikroskopie in dieser Arbeit. Ich habe das Olympus IX83 P2ZF verwendet.
Dies ermoglicht die automatisierte Aufnahme von Bildern. Fir meine Bachelorarbeit
bedeutet dies, dass der Wechsel zwischen den verwendeten Filtern automatisch
erfolgt. Auch werden die Bildinformationen von gréReren Flachen (z. B. 3 mm x 3 mm
-8 mm x 8 mm) in einer Datei gespeichert. Dafur nimmt das Mikroskop Einzelbilder mit
einer 100-fachen Vergréfierung auf und setzt diese zu einem Gesamtbild zusammen.
Dies ermdglicht theoretisch die Aufnahme von viel gro3eren Zellzahlen. Die einzelnen
Farbkanale werden dabei mit einer 16 Bit-Grauskalenkamera aufgenommen. Aufgrund
der resultierenden GroRRe der entsprechenden Dateien (>1 GB, meist deutlich groRer)
ist es nicht moglich, diese mithilfe von Imaged bzw. Fiji (auch nicht mit dem Plug-in
Olympus Viewer) zu offnen. Man ist daher von der Aufnahme bis zur Vermessung
vollstandig von CellSens abhangig. Vor der Mehrkanalaufnahme bietet es sich an, eine
Ubersichtsaufnahme des kompletten Slides mit DAPlI SB und der kleinsten
VergroRerung aufzunehmen. Dies bietet mehrere Vorteile. So bekommt man einen
Uberblick, wo Zellen sind (unabhangig vom Transfektionserfolg) und kann den
Aufnahmebereich effektiv begrenzen. Selbst kleine Veranderungen einer Kantenlange
des Aufnahmebereiches konnen zu einer stark veranderten Aufnahmezeit fuhren.
Wenn das Praparat nach dem Wechsel des Objektivs identisch liegt, gibt es besonders
bei geringen Zellzahlen einen weiteren Vorteil. Da das Praparat nie 100%ig
waagerecht liegt, muss mit Focusmaps gearbeitet werden. Dafur wird/werden manuell
fur verschiedene Punkte das/die Objekt/e scharf gestellt. In den meisten Fallen ist
daflr der DAPI SB-Kanal vorteilhaft, da jeder Kern mit Hilfe von Hoechstfarbung
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sichtbar ist, aber nicht jede Zelle eGFP exprimiert. Dies gilt besonders bei geringen
Zellzahlen. Als Folge sind unter Umstanden die Zellkerne scharf, die Zellen aber nicht.
Dies liegt daran, dass die Verschiebung zwischen mehreren Kanalen (hier GFP SB
und DAPI SB) nicht korrigiert wird. Grundsatzlich besitzt das Mikroskop diese
technische Madglichkeit. Sie ist aktuell nicht kalibriert und somit nicht nutzbar. Die
Korrektur der Verschiebung zwischen den beiden Kanalen wirde bewirken, dass beide
Kanale GFP SB und DAPI SB scharf Ubereinander liegen wirden. Trotz der
Fokuspunkte ist es nicht zu empfehlen, eine einzige Aufnahme fur eine Kammer
anzufertigen, da sich auch bei maximaler Fokuspunktdichte (es scheint eher eine
Fokuspunktanzahl zu sein), die einzelnen Fokuspunkte immer weiter auseinander
bewegen. Die Wahrscheinlichkeit, dass Flachen zwischen Fokuspunkten scharf sind,
nimmt daher mit zunehmender GroRe der Aufnahme ab. Es ist daher zu empfehlen,
,Kleinere®, aber trotzdem grof3e Bereiche aufzunehmen (z. B. 3 mm x 3 mm bis 4 mm
x 4 mm). In den fur die Aufnahmen erstellten Experimenten ist darauf zu achten, erst
den GFP SB-Kanal aufzunehmen und anschlielend den DAPI SB-Kanal, um eine
Reduzierung der GFP-Fluoreszenz moglichst gering zu halten. Auch sollte die
verwendete Leistung der Lichtquellen moglichst geringgehalten werden. Eine
Reduzierung der Lichtleistung ist einer Reduzierung der Belichtungszeit vorzuziehen.
Zur Anregung des Zielproteins sollte eine moglichst effektive Anregungswellenlange
verwendet werden, um etwaige auftretende Hintergrundfluoreszenz minimal zu halten.

2.2.3 Allgemeine Einstellungen des Mikroskops und seiner Teile?!
Daten Mikroskop:

Mikroskop IX83 P2ZF

Objektiviinse UPLXAPO 0 100x / 1.45
Arbeitsdistanz des Objektivs 130 pym
Numerische Offnung: 1,45
VergrofRerung des Objektives: 100x
VergroRerung des Kameraadapters: 1x

Brechungsindex: Ol (1,518)

Daten Kamera:

Name: Hamamatsu ORCA-Fusion
Binning: 1x1

Pixelclock: 129 MHz

Hot Pixel-Korrekturmodus: Hoch

Kanale:2
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Kanal 1: GFP SB

Emissionswellenlange: 480 nm
Anregungswellenlange: 480 nm

Lampe #2 (Auflicht): Ein

Wellenlange Lampe #2 (Auflicht): 460 nm
DIC-Kontrast: 2950

Aperturblende (Durchlicht): 120 %

ZDC dichroitischer Spiegel: Ein

Kanal 2: DAPI SB

Emissionswellenlange: 455 nm
Anregungswellenlange: 345 nm
Status Lampe #1 (Auflicht): Ein
Wellenlange #1 (Auflicht): 365 nm
DIC-Kontrast: 2950
Aperturblende (Durchlicht):120 %
ZDC dichroitischer Spiegel: Ein

Unabhangig von diesen Gemeinsamkeiten der Aufnahmen unterscheiden sich die
einzelnen Aufnahmen einerseits in den prozentualen Leistungen der Lampen #1 und
#2 sowie in der Lange der Belichtungszeit. Betrachtet man die genutzten
Wellenlangen, fallt auf, dass die real genutzten Anregungswellenlangen nicht exakt mit
den perfekten Anregungswellenlangen Ubereinstimmen.

2.2.4 Vermessung der Aufnahmen?'

Die Vermessung der Aufnahmen erfolgt in mehreren Schritten mithilfe von CellSens.
Erst wird das ausgewahlte ANN auf die Aufnahme angewendet. Dadurch wird jedem
Pixel der Aufnahme genau eine Klasse (Cell, Nucleus und Background) zugeteilt. Es
gibt keine Uberlagerung von Klassen. Dabei werden ausschlieBlich ANNs, die mit einer
CellSens Instanz von Version 3.2 erstellt wurden, verwendet. Diese markieren im
Gegensatz zu Version 4.1, die nur Cell und Nucleus markiert, auch den Hintergrund
(Background). Der derzeitige Prozessablauf ware so aktuell mit ANNs, die mit
CellSens Version 4.1 erstellt wurden, nicht moglich. Nachdem alle Pixel einer Klasse
zugeordnet wurden, wird nur der Hintergrund ausgewahlt und invertiert. Dadurch
werden den meisten Pixeln entweder zwei Klassen oder keine Klasse zugeordnet. Der
invertierte Hintergrund markiert gesamte Zellen oder ganze Zellcluster. Durch die
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Zuordnung mehrerer Klassen zu einem Pixel ist es mdoglich, Abhangigkeiten zu
ermitteln. Dies ist spater zur Ermittlung von Kern-/Zytoplasma-Koeffizienten wichtig.
Um die Bereiche der jeweiligen drei Klassen zu vermessen, werden noch
Voreinstellungen festgelegt. Die so entstandenen Masken lassen sich etwa mithilfe
von festgelegten manuellen Schwellenwerten verandern. Von den Probability maps
von Cell und Background werden zum Beispiel nur Pixel mit Werten von 149 bis 256
bericksichtigt. Fur die Probability map des Nucleus gilt dies fir Werte von 28 bis 256.
Diese Schwellenwerte fur die jeweiligen Probability maps wurden fir alle
Vermessungen angewendet, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Aligemein ist
die untere Grenze mdoglichst gering zu wahlen, um mdglichst wenig die Probability
maps zu verandern. Grundsatzlich ist es zudem ratsam, die unteren und oberen
Schwellenwerte bei allen Probability maps gleich zu wahlen, damit etwa kein Nucleus
Pixel umfasst, die nicht in die Auswahl des invertierten Hintergrundes (whole Cell)
fallen. Kinderobjekte wie Cell und Nucleus, die nicht komplett im Bereich eines whole
Cell-Objektes liegen, scheinen diesem nicht zugeordnet zu werden. Dies bewirkt teils
Kinderobjekte ohne Elternobjekte und umgekehrt, obwohl diese sich optisch zu sehr
groRen Teilen Uberlagern. Fir die Masken zur Vermessung der Objekte gibt es noch
weitere Vorgaben, so werden Objekte, die weniger als 10.000 Pixel umfassen, nicht
berucksichtigt. Darlber hinaus werden etwaige Locher, die 9.999 Pixel und weniger
umfassen, aufgeflllt. Mit diesen Vorgaben werden aus den Probability maps der
Klassen neue Masken fur die Vermessung erstellt. Mit diesen Masken wird
anschlieend das Layer gfp_dapi vermessen. Je nach eigenen Schwerpunkten
werden nur gewisse Daten ermittelt. Die Messdaten lassen sich als Workbook
exportieren. Fur die Automatisierung ist es vorteilhaft, wenn die Aufnahmen leicht
verstandliche Namen tragen. Dies wurde eine Auswertung eines oder mehrerer
Praparate mit wenigen Klicks ermdglichen und gleichfalls eine eindeutige Zuordnung
ermdglichen. Mit Makros von CellSens lasst es sich umsetzen, Aufnahmen
nacheinander die gleichen Schritte durchlaufen zu lassen. Auch bleiben bei einer
Bearbeitung mithilfe von Makros die Ausgangsdaten unverarbeitet. Die bearbeiteten
Bilddateien werden extra gespeichert. Die Workbooks werden als Exceldateien
abgespeichert. Erstellte Makros lassen sich grundsatzlich exportieren. Genauso wie
beim Training von ANNSs verlieren Makros von alteren Versionen teilweise Fahigkeiten,
die auch durch neues Anlernen des Makros in der neueren Version nicht erlangt
werden konnen. Dies zeigt sich etwa in einem (langfristig) datensparenden Makro zur
Verarbeitung der Aufnahmen. In diesem wird erst die Aufnahme mit dem ANN
prozessiert und der erkannte Hintergrund invertiert. Da der DAPI SB-Kanal nur zur
Lokalisation des Kernes durch das ANN notwendig ist, muss er anschlieRfend nicht
mehr berucksichtigt werden. Durch die Separation der Probability maps und des GFP
SB-Kanals wird das Bild um den DAPI SB-Kanal reduziert. Anschlieend wird das
gfp_dapi Layer vermessen. Das exportierte Workbook wird als Exceldatei gespeichert.
Auch das Bild vor der Abspaltung des DAPI| SB-Kanals, sowie die vermessene
Aufnahme ohne DAPI SB (der Speicherbedarf ist deutlich geringer) werden
gespeichert. Die nur teilweise verarbeitete Datei lasst sich anschlieRend I6schen,
damit der reduzierte Speicherbedarf der vermessenen Aufnahme ohne DAPI SB-Kanal
zum Tragen kommt. Beim Ausflhren von Makros ist zu beachten, dass der zu
vermessende Layer immer denselben Namen tragt wie beim Anlernen des Makros.
Die Namen der Layer einer Aufnahme kdnnen nicht nachtraglich verandert werden.
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2.2.5 Berechnung des Kern-/Zytoplasmakoeffizienten?'
Fur die Ermittlung des Kern-/Zytoplasma Koeffizienten wurde die folgende Formel zur

Berechnung verwendet. Je nach verwendetem Makro wurden nur Werte mit Ay und
Ac gleich 1 berucksichtigt.

(5

R% = (2(1%)) , Ay >0 &A: >0 [1]
Ac
Ry : Kern/ Zytoplasmakoeffizient
Cc
Iy, : durchschnittliche Fluoreszenz vom Kernobjekt i
Ay : Anzahl der Kerne
I¢, : durchschnittliche Fluoreszenz vom Zytoplasma Objekt b
Ac : Anzahl der Zytoplasmen

i bzw. b starten bei 1 und nehmen maximal Ay bzw. A an.

Anfangs wurden die Exceldateien ausschlief3lich per Hand ausgewertet. Dabei wurden
nur Objekte mit zwei Kindern bertcksichtigt. Es wurde angenommen, dass in diesem
Fall ein Kind ein Objekt der Klasse Nucleus und eines der Klasse Cell ist. Auf
Grundlage dieser Annahme funktionierte auch die verwendete Excelformel. Eine
Kontrolle fand anfangs nicht statt und wurde erst mit der Verwendung der Makros
implementiert. Dabei fiel auf, dass diese Annahme falsch war.

2.2.6 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Die
Bezeichnung der einzelnen Graphen erfolgt wie folgt.

(Bezeichnung des Praparates bzw. des Teiles).(Bezeichnung des ANN).(Bezeichnung
des Makros).

20



3 Ergebnisse

Die in die verschiedenen Zelllinien eingebrachten Konstrukte wurden mithilfe von
eGFP markiert. Bei der Fixierung der Praparate wurde der Zellkern mit Hoechst 33342
gefarbt, um diesen klar vom umgebenden Zytoplasma abzugrenzen. Diese Ergebnisse
werden in Kapitel 3.1 behandelt. Die anschlielfend aufgenommenen MIAs werden vom
jeweiligen ANN verarbeitet. Dabei wird jedem einzelnen Pixel genau eine Klasse
zugeordnet. Uber mehrere Zwischenschritte werden diese Wahrscheinlichkeitskarten
weiterverarbeitet und vermessen. Aus den entstandenen Datensatzen werden mithilfe
von VBA-Makros N/C-Ratios ermittelt. Diese werden anschlie3end, wie ab Kapitel 3.2
dargestellt, ausgewertet.

3.1 Auswahl optischer Markierungen von kiinstlichen neuronalen

Netzwerken

Im Anhang sind verkleinerte und zugeschnittene Screenshots einzelner Objekte von
einzelnen Praparaten gezeigt, die mithilfe des ANN FG_NC_8bilder erkannt wurden.
Sie sollen ein Bild vermitteln, welche Bereiche eines Bildes flr die einzelnen Praparate
ausgewahlt werden. Es ist anzumerken, dass schlecht markierte Objekte teilweise
bewusst ausgewahlt wurden, um Madglichkeiten und Schwachen von ANNs zu
verdeutlichen. Abweichend von der Reihenfolge der Darstellungen wurden die
Screenshots von HT29 als Erstes aufgenommen. Dabei wurden verschiedene
interessante Dimensionen dargestellt wie etwa der Layer der erkannten Objekte. Bei
spateren Abbildungen wurde die Erstellung der Screenshots standardisiert, um die
Abbildungen verschiedener Objekte vergleichbarer zu machen. Dabei wurde etwa auf
den Layer der erkannten Objekte verzichtet. In Beziehung zu den vom ANN markierten
Bereichen wird deutlich, wie der vermessene Bereich vom ANN markierten Bereich
abweicht. Tendenziell verschwinden kleinere Bruchstiucke und werden nicht mehr
berucksichtigt. Grundsatzlich ist dies positiv, da Kerne und Zytoplasma eher als
groRere Bereiche markiert werden. Bei vom ANN fehlerhaft ausgewahlten Bereichen
konnen einzelne Bereiche eliminiert werden, sodass ein Elternobjekt nur ein
Kindobjekt hat. Aufgrund dieses Umstandes werden solche fehlerhaften Daten
aufgrund der VBA-Makros grundsatzlich nicht berlcksichtigt und somit nicht statistisch
ausgewertet. Andererseits werden groRere Objekte, die vom ANN ,l6chrig“ (Die
Umgebung wird grof¥flachig einer Klasse zugezahlt. In diesen erkannten Bereichen
sind aber Locher, die keiner Klasse zugeordnet sind ) erkannt wurden, aufgefallt und
meist visuell richtig vermessen. Auch zeigen die Aufnahmen fir HT29-Objekt 4
(Abb. 8.5.8-8.5.10), dass die ANNs Bereiche wie etwa den Kern akzeptabel
markieren, auch wenn der menschliche Betrachter diese zwar eindeutig visuell
zuordnen kann, an der visuellen Markierung hingegen scheitern wirde. Gemeinhin
wird der Zellkern einer transfizierten Zelle korrekt erkannt. Falls er fehlerhaft erkannt
wird, wird er meist zu klein erkannt wie etwa in den folgenden Abbildungen:
Abb. 8.3.18, Abb. 8.3.21, Abb. 8.3.24, Abb. 8.5.4 oder Abb. 8.5.7. In den seltensten
Fallen wie in Abb. 8.5.11 wird zu viel Zellkern markiert. Das Zytoplasma von Zellen
wird hingegen ofter fehlerhaft erkannt als etwa Bereiche der Zellkerne. Abb. 8.3.4 und
Abb. 8.4.28 verdeutlichen, dass auch Zellen am Rand der Aufnahme erkannt werden.
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Manche Abbildungen wie Abb. 8.1.1, Abb. 8.1.12 und Abb. 8.1.15 zeigen, dass stark
belichtete bis Uberbelichtete GFP-Bereiche nicht markiert werden. In Abb. 8.1.12
werden hingegen auch GFP-Bereiche nicht markiert, die nicht Uberbelichtet sind.
Andererseits werden auch teilweise stark bis Uberbelichtete GFP-Bereiche als
Zytoplasma markiert (sieche Abb. 8.4.28). Dass das ANN FG_NC_8bilder auch
scheinbar fehlende und schwache bzw. sehr schwache GFP-Fluoreszenz erkennt,
erschwert eine schnelle visuelle Bewertung. Meistens ist bei ausreichend dunkler
Umgebung und entsprechenden Bildschirmeinstellungen tatsachlich eine gewisse
GFP-Fluoreszenz sichtbar. Spatestens der Filter, der Randwerte von 0 bzw. 65535
ausschlief3t, sollte falsch markierte Objekte nicht berlcksichtigen. Der Filter wird dabei
auf die Extremwerte eines Objektes angewendet. Bei den Abbildungen fallt auf, dass
das ANN nicht in der Lage ist, sich berlhrende Zellen zu separieren. Abb. 8.4.19 zeigt
auf, dass nicht nur ,matte” (gleichbleibende GFP-Fluoreszenz wie in Abb. 8.1.5)
Zellen, sondern auch ,glitzernde” Zellen (wechselnde GFP- Fluoreszenz wie in
Abb. 8.4.20) erkannt und vermessen werden. Grundsatzlich geht die Markierung
deutlich Uber stark fluoreszierende Bereiche der Zelle hinaus, sodass auch GFP-
Bereiche aullerhalb des Zytoplasmas markiert werden. Dies wurde in den
Trainingslabeln auch so gehandhabt, um mdoglichst viel GFP-Fluoreszenz zu
vermessen. Die Abbildungen verdeutlichen, dass die GFP-Fluoreszenz von
transfizierten Zellen innerhalb desselben Praparates stark schwanken kann, sodass
auch maoglichst viele stark und schwach belichteten Zellen vermessen werden sollen.
Visuell fallt auf, dass die GFP-Fluoreszenz der AnkX-Konstrukte deutlich schwacher
ist als die von eGFP. Dabei fluoresziert AnkXH0200 nochmals schwacher als
AnkXM1735 .

3.2 Vermessung von Praparaten mit Multi-eGFP Expression in
H1299-Zellen

Zur Auswahl eines Testnetzwerkes wurden die Aufnahmen von vier Praparaten, bei
denen H1299-Zellen verschiedene eGFP-Multimere exprimieren, mit den
verschiedenen ANNs vermessen und mit den verschiedenen Makros ausgewertet. Die
PanellUbersichten fur die einzelnen Praparate befinden sich im Anhang. Vergleicht man
die PanelUbersichten der vier Praparate fallt auf, dass die Wiederholungen keine
vergleichbaren Ergebnisse liefern. Verschiedene ANNs fur dieselben Aufnahmen
jedoch vergleichbare Daten liefern. Daher wurde fur die spateren Praparate ein ANN
ausgewahlt, dass moglichst bei jedem der vier Praparate mit den meisten anderen
ANNSs vergleichbare Mittelwerte liefert. In der Vorauswahl des ANN wurden funf ANNs
verglichen.

Betrachtet man die Daten von V1, die in Abb. 3.1 dargestellt sind, fallt auf, dass der
ermittelte N/C-Ratio-Wert vom 1x-eGFP zum 8x-eGFP Multimer abfallt. Beim ANN
FG_NC_5bilder ohne Filter (die beiden linken oberen Graphen) ist visuell vom 1x-
eGFP bis 3x-eGFP keine starke Veranderung erkennbar. Trotzdem scheinen die
Unterschiede signifikant zu sein. Vom 3x-eGFP bis zum 5x-eGFP nimmt der N/C-
Ratio-Wert sichtbar ab. Bei 5x-, 6x- und 8x-eGFP scheint sich der N/C-Ratio-Wert nicht
sichtbar zu verandern. Vom 6x-eGFP zum 7x-eGFP scheint der N/C-Ratio-Wert
anzusteigen, um anschliel3end wieder vom 7x- zum 8x-eGFP abzufallen. Dieser
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Anstieg des N/C-Ratio-Wertes ist in allen Graphen zu V1 erkennbar. Bei den
ungefilterten Graphen flir das ANN FG_NC_5bilder bewegt sich die N/C-Ratio in einer
geringen Spanne von ca. 1,8 bis ca. 1,25. Auch fallt jeweils der verhaltnismallig grol3e
Fehler bei 3x-eGFP auf. Betrachtet man den Datensatz fir die beiden Makros mit Filter
der Randwerte, fallt auf, dass einerseits die Stichproben kleiner sind und die N/C-Ratio
bei 1x-eGFP von einem vergleichbaren Niveau startet, aber auf ein etwas tieferes
Niveau abfallt. Auch scheint es jeweils nur bei 1x- und 2x- eGFP ein Plateau zu geben.
Die N/C-Ratio-Werte scheinen trotz sichtbar kleinerem Fehler zu den ungefilterten
Graphen keine signifikanten Unterschiede aufzuweisen. Von 2x-eGFP bis 6x-eGFP
nimmt die N/C-Ratio zwischen jeder Stufe ab. Die N/C-Ratio fur 7x-eGFP ist
gegenuber 6x- und 8x-eGFP erhoht. Betrachtet man alle Graphen vom ANN
FG_NC_5bilder fallt auf, dass die N/C-Ratio abnimmt. Bei den ungefilterten Graphen
scheint die N/C-Ratio nur mithilfe von einer Stufe zwischen 2zwei Plateaus
abzunehmen. Bei den gefilterten Graphen ist die Abnahme gleichmaliger. Auch
scheint der Filter den Fehler sichtbar zureduzieren. Trotzdem scheinen die beiden
ungefilterten Graphen zwischen jeder verglichenen Stufe einen signifikanten
Unterschied aufzuweisen. Zudem sind die Unterschiede zwischen den Stufen von 2x-
eGFP bis 8x-eGFP bei den beiden gefilterten Graphen grundsatzlich signifikanter als
beim jeweiligen ungefilterten Vergleichsgraph.

Betrachtet man fur das gleiche Praparat die Graphen des ANN FG_NC_8bilder (zweite
Zeile in Abb. 8.7.1) fallt auf, dass der grundsatzliche Verlauf ahnlich dem des ANN
FG_NC_5bilder ist. AuRerdem scheint der Fehler grundsatzlich kleiner zu sein. Auch
die Stichproben sind geringer. Die Spanne, Uber die der Verlauf dargestellt ist, ist
gréler. Die maximalen N/C-Ratio-Werte sind grundsatzlich gréfer als 2 und scheinen
dabei auf ein vergleichbares Niveau wie bei den Werten des ANN FG_NC_5bilder
abzusinken. Auch bei diesem ANN scheint es bei 1x- und 2x-eGFP ein Plateau zu
geben. Ab der Stufe von 2x- zu 3x-eGFP deutet sich zunehmend ein Abfall des N/C-
Ratio-Wertes an, der bis zum 6x-eGFP anhalt. Zwischen den einzelnen aufeinander
folgenden Stufen 1x-, 2x- und 3x-eGFP gibt es keine signifikanten Unterschiede. Wie
beim ANN FG_NC_b5bilder steigt die N/C-Ratio von 6x- auf 7x-eGFP an. Der
anschlieende Abfall auf den Wert von 8x-eGFP fallt nicht bis auf das Niveau von 6x-
eGFP ab. Diese Veranderung des N/C-Ratio-Wertes ist nicht signifikant. Beim ANN
FG_NC_8bilder gilt, dass in jedem Graphen die gleichen Stufen signifikant sind. Einzig
der Grad der Signifikanz ist verschieden. Die Graphen mit den gefilterten Randwerten
haben teilweise eine hohere, aber nie eine geringere Signifikanz. Die Graphen mit der
erganzenden Einbeziehung von Objekten, die groRer als 2 sind und daher gro3ere
Stichproben aufweisen, weisen immer die maximale Signifikanz auf.

Betrachtet man in Abb. 3.1 die Daten des ANN FG_NC_9bilder (Zeile 3), fallen
mehrere Sachen auf. Erstens sind die Stichproben groer als beim ANN
FG_NC_8bilder, aber kleiner als beim ANN FG_NC_5bilder. Im Vergleich zu den
vorherigen ANNs verandert das verwendete Makro den Verlauf des Graphens
sichtbar. V1.FG_NC_9bilder.=2&k beginnt bei 1x-eGFP mit einer N/C-Ratio von
grolRer 2. AulRerdem bilden 1x- und 2x-eGFP ein Plateau. AnschlieBend nimmt die
N/C-Ratio wie in den vorherigen Graphen von 2x- bis 6x-eGFP stufenweise ab. Die
N/C-Ratio bei 6x-eGFP scheint die bisher gro3te von mir ermittelte N/C-Ratio fur 6x-
eGFP zu sein. Von 6x- zu 7x- eGFP steigt die N/C-Ratio erneut an, um anschliel3end
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nicht bis auf den Wert von 6x-eGFP zurlckzufallen. Auffallig ist, dass nur die Stufen
von 4x- und 5x-eGFP, sowie 6x- zu 7x-eGFP signifikante Anderungen aufweisen.
Betrachtet man V1.FG_NC_9bilder.>=2&k beginnt der Graph bei 1x-eGFP mit einer
N/C-Ratio von unter 2. Bis einschlief3lich 6x-eGFP nimmt die N/C-Ratio stufenweise
bis auf unter 1,5 ab, um fir 7x-eGFP anzusteigen. Erneut fallt die N/C-Ratio fur 8x-
eGFP nicht auf den Wert von 6x-eGFP zurlck. Im Vergleich zum vorherigen Graphen
gibt es bei V1.FG_NC_9bilder.>=2&k nur zwei Vergleiche, die nicht signifikant sind.
Diese sind die Stufen von 2x- zu 3x-eGFP, sowie von 5x- zu 6x-eGFP. Wie in den
vorherigen Graphen nimmt auch V1.FG_NC_9bilder.=2&k&f einen ahnlichen Verlauf.
Er beginnt im Maximum bei 1x-eGFP von gré3er 2, um auf ein Minimum bei 6x-eGFP
von unter 1,5 abzusinken. Im Vergleich zu V1.FG_NC_9bilder.=2&k kommt eine
signifikante Stufe zwischen 1x- und 2x-eGFP hinzu. Im Verlauf verlauft
V1.FG_NC_9bilder.>=2&k&f ahnlich wie V1.FG_NC_9bilder.>=2&k. Einzig die
Anzahl signifikanter Stufen sinkt deutlich auf 3 ab. Diese signifikanten Stufen liegen
wie bei V1.FG_NC_9bilder.=2&k&f gelagert.

Betrachtet man die Graphen der ANNs FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder (Zeile
4 und 5) fallt auf, dass die N/C-Ratios fur 1x-eGFP immer geringer als die N/C-Ratios
fur 2x-eGFP sind. Dies war bei den Graphen der anderen ANNs nicht zu beobachten.
Von 2x- bis 6x-eGFP nahm die N/C-Ratio wie in den anderen Graphen stufenweise
ab. Die N/C-Ratio flr 7x-eGFP verhalt sich wie bei den anderen Graphen, sie steigt
nach 6x-eGFP auf einen ahnlichen Wert wie die 4x-eGFP N/C-Ratios, um in der Stufe
zu 8x-eGFP erneut zu fallen. Obwohl die N/C-Ratios fur 1x-eGFP nicht die maximalen
N/C-Ratios der Graphen erreichen, sind diese durchgehend groRer als zwei. Die N/C-
Ratio fur 2x-eGFP steigt teilweise bis ca. 2,5 an. Die jeweilige minimale N/C-Ratio fur
6x-eGFP befindet sich dabei auf den flr die anderen Graphen Ublichen Niveau.
Dadurch sind fur die ANNs FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder die grofRten
Spannen sichtbar. Die Grole der Stichprobe lasst sich nicht beurteilen. Mitunter sind
sie die kleinsten Stichproben wie beispielsweise die Stichprobengrofde von 155
Objekten bei 2x-eGFP im Graphen V1.FG_NC_17bilder.=2&k oder die groften wie
etwa 526 bei 8x-eGFP im Graphen V1.FG_NC_13bilder.>=2&k&f. Beim ANN
FG_NC_13bilder weisen die meisten Schritte signifikante Unterschiede auf. Ein nicht
signifikanter Unterschied ist zwischen 5x- und 6x-eGFP im Graphen
V1.FG_NC_13bilder.=2&k, sowie im Graphen V1.FG_NC_13bilder.=2&k&f bei zwei
Stufen. Diese beiden Stufen sind von 1x- zu 2x-eGFP, sowie erneut die Stufe von 5x-
zu 6x-eGFP. Bei den Graphen fur das ANN FG_NC_17bilder ist immer die Stufe von
1x- zu 2x-eGFP nicht signifikant. Darlber hinaus ist bei V1.FG_NC_17bilder.=2&k
sowie V1.FG_NC_17bilder.=2&k&f fur die Stufe von 5x- zu 6x-eGFP kein signifikanter
Unterschied feststellbar. Bei V1.FG_NC_17bilder.=2&k&f kann dartber hinaus bei
der Stufe 3x- zu 4x-eGFP kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Betrachtet man die Panelansicht fur V2 (Abb. 8.7.2) fallt auf, dass die grafischen
Verlaufe anders aussehen als bei V1. In diesem Fall verlaufen die Graphen in Stufen.
Die erste Stufe bilden die Werte von 1x- und 2x-eGFP. Die nachste Stufe geht von 3x-
bis zu 7x-eGFP. Die N/C-Ratio fallt anschlielend leicht ab. Aufgrund dieses
allgemeinen Verlaufes sind nur wenige signifikante Anderungen feststellbar.Die erste
Stufe befindet sich meist im Bereich zwischen 1,5 und 2 und schwankt beim selben
Datensatz aufgrund der verschiedenen Makros sichtbar. Die zweite Stufe befindet sich
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meist im Bereich von 1,5 bis 1,25. Die N/C-Ratio von 8x-eGFP ist nochmals geringer.
Mitunter werden die gro3en Stufen durch kleine einzelne Zwischenschritte verbunden.
Die N/C-Ratios flr das Praparat befinden sich damit immer in einer kleinen Spanne.
Betrachtet man die zugrunde liegende Stichprobe, fallt auf, dass die Anzahl bei V2 viel
groflerist als bei V1. Bei V1 war die Stichprobengrdf3e immer im niedrigen bis mittleren
dreistelligen Bereich. Bei V2 ist die Stichprobengrofle ofters im vierstelligen Bereich.
Es fallt auf, dass die Stichprobengrofe bei den Multimeren vom 3x- bis einschliel3lich
zum 5x-eGFP eher gering sind (min. 335).
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Abb. 3.2 Statistsche Auswertung von Objekten von V2 mithilfe von FG_NC_9bilder ohne Filter

In Abb. 3.2 sind die beiden linken Graphen vom ANN FG_NC_9bilder fur das Praparat
V2 zu sehen. Die Makros kontrollieren ausschlief3lich, ob mindestens ein Zytoplasma
und ein Zellkern vorhanden sind. Die in Abb. 3.2 und Abb. 3.3 dargestellten Graphen
weichen von dem oben beschriebenen Verlauf ab. Es sind keine klaren Ebenen wie
bei den anderen Graphen von V2 erkennbar. Auch ahnelt der Verlauf nicht den bereits
aus Abb. 3.1 bekannten Verlaufen. Stattdessen scheint sich die N/C-Ratio in Wellen
Zu verandern.

Vergleichbar den Verlaufen der ANNs FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder in V1
und teilweise auch bei V2 steigt dariberhinaus auch bei ANN FG_NC_9bilder die N/C-
Ratio vom 1x- zu 2x-eGFP signifikant an. Anschliel3end sinkt die N/C-Ratio von 2x- zu
3x-eGFP ab,bevor sie auf dahnlichem Niveau bleibt, um anschliefend zunehmend
abzunehmen. Besonders die beiden Makros, die Objekte mit mehr als zwei
Kinderobjekten berucksichtigen, scheinen bis auf die Stufe zwischen 2x- und 3x- eGFP
stets signifikante Unterschiede zu erzeugen. Dies ist eine der beiden Stufen bei der
die anderen Graphen fur V2 immer signifikante Unterschiede aufweisen. Die andere
Stufe, die immer signifikant ist, ist von 7x- auf 8x-eGFP.

Betrachtet man die Panellbersicht von V3 in Abb. 3.4 Iasst sich kein deutlicher Verlauf
feststellen. Es ist weder ein klarer regelmaRiger Abfall wie bei V1 noch ein stufenartiger
Abfall wie in V2 sichtbar. Es scheint eher ein wellenartiger Abfall zu sein.
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Abb. 3.3 Statistische Auswertung von Objekten von V2 mithilfe von FG_NC_9bilder mit Filter

Egal welchen Graphen man in Abb. 3.4 betrachtet jedes Mal weist der Schritt von 3x-
zu 4x-eGFP einen signifikanten Unterschied auf. Alle anderen signifikanten
Unterschiede treten nicht unabhangig vom ANN und/ oder dem verwendeten Makro
auf. Beim Makro >=2&Kk ist in jedem Graphen der Schritt von 7x- zu 8x-eGFP mehr
oder weniger stark signifikant. Fir das ANN FG_NC_5bilder bilden 1x- und 2x-eGFP
ein Plateau bei ca. 1,6-1,7, um anschlieBend in Wellen bis 8x-eGFP auf ca. 1,1-1,2
abzufallen. Werden zur Bestimmung des N/C-Ratio-Wertes die Makros mit Filter der
Randwerte verwendet, fallt die N/C-Ratio auf ca. 1 ab. Fir das ANN FG_NC_8bilder
bilden 1x-, 2x- und 3x-eGFP ein Plateau bei ca. 1,8, um anschliefend in Wellen bis
8x-eGFP auf ca.1,2 abzufallen.

Fur das ANN FG_NC_9bilder ist nur fur die Makros fur die Elternobjekte mit zwei
Kinderobjekten ein Plateau von 1x- bis 3x-eGFP sichtbar. Dieses Plateau liegt bei ca.
1,75. Von 3x-eGFP mit ca. 1,75 fallt es anschlief3end in Wellen fast bis auf ca. 1,1-1,2
ab. Fur die Makros, die auch mehr als zwei gemeinsame Kinderobjekte erlauben, bildet
1x-eGFP mit ca. 1,7 das Maximum. 2x- und 3x-eGFP bilden ein Plateau bei ca. 1,5.
Von 3x- zu 4x-eGFP fallt die N/C-Ratio signifikant ab. Bei 5x-eGFP ist die N/C-Ratio
erneut auf dem Niveau von 2x- und 3x-eGFP. AnschlieRend sinkt die N/C-Ratio
gleichmafig auf ca. 1,1-1,2 bei 8x-eGFP ab.

Bei den ANNs FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder sieht der grafische Verlauf
anders aus. 1x- und 3x-eGFP scheinen jeweils eine gleiche N/C-Ratio bei ca. 1,9
ermittelt zu haben. Die N/C-Ratio von 2x-eGFP liegt mit ca. 1,7 sichtbar darunter.
AnschlieRend bilden 4x- und 5x-eGFP eine Stufe bei ca. 1,5. Die nachste Stufe bilden
6x- und 7x-eGFP bei ca. 1,3. Das Minimum wird bei 8x-eGFP und einer N/C-Ratio von
ca. 1,2- 1,25 erreicht. Der Verlauf der ANNs scheint somit erneut wie in V1 und V2
starke Ahnlichkeiten aufzuweisen, die sich in Details unterscheiden.
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Abb. 3.4 Ubersicht der statistischen Daten von V3
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Neben der Abweichung vom grafischen Verlauf der anderen ANNs von V3 in Abb. 3.4
fallt eine andere starke Abweichung auf. Generell sind die Stichprobengroflen beim
Praparat V3 klein. Bei 2x-eGFP betragt die StichprobengroRe teilweise nur 30
vermessene Objekte. Die groflite Stichprobe umfasst bei V3.FG_NC_9bilder.>=2&k
962 Objekte. Die kleinsten Stichprobengrof’en weist im Schnitt das ANN
FG_NC_8bilder fur V3 auf. Die ANNs FG_NC _13bilder und FG_NC_17bilder befinden
sich mit ihren StichprobengréRen im Mittelfeld fur V3 und besitzen die gleichmaligste
Stichprobengrofenverteilung. Bei FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder fallt
hingegen das 2x-eGFP auf. Bei den anderen ANNs befindet sich die StichprobengrofRe
meist um die 30. Bei den ANNs FG_NC _13bilder und FG_NC_17bilder sind die
Stichproben oft ca. 3-mal so grof3.

Betrachtet man die PanelUbersicht in Abb. 8.7.4 fallt auf, dass erneut die grafischen
Verlaufe der ANNs FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder sehr starke Ahnlichkeiten
aufweisen. Maxima befinden sich bei beiden ANNs bei Uber 2 und liegen bei 1x- und
3x-eGFP. 2x- und 4x-eGFP scheinen deutlich geringere N/C-Ratio-Werte aufzuweisen
(1,5-1,6) und ahnliche N/C-Ratio-Werte zu ermitteln. Bis zu 6x-eGFP scheint die N/C-
Ratio auf 1,2-1,3 abzunehmen. Von 7x- auf 8x-eGFP sinkt die N/C-Ratio nochmals
leicht ab. Zudem weisen alle Schritte von 1x- bis 5x-eGFP fur die ANNs
FG_NC _13bilder und FG_NC_17bilder signifikante = Unterschiede  auf.
V4.FG_NC_13bilder.>=2&k weist darlber hinaus auch von 7x- zu 8x-eGFP einen
signifikanten Unterschied auf. Alle anderen Graphen der N/C-Ratio-Werte fur V4
weisen keine so konservierte Reihung von signifikanten Unterschieden auf. Die
Maxima der N/C-Ratio-Werte in den anderen Graphen von Abb. 8.7.4 sind alle kleiner
zwei.

Beim ANN FG_NC_b5bilder ist das Maxima bei 1x-eGFP und liegt bei ca. 1,8. Im
nachsten Schritt sinkt es signifikant auf die N/C-Ratio von unter 1,5 bei 2x-eGFP. Von
2x- zu 3x-eGFP steigt die N/C-Ratio auf ca. 1,5 an, um anschliel3end bis 5x- eGFP bei
ca. 1,25 abzufallen. Bis 7x-eGFP bildet sich ein Plateau. Erst mit 8x- eGFP sinkt die
N/C-Ratio erneut. Die auftretenden signifikanten Unterschiede sind konserviert und
treten jeweils zwischen 1x- und 2x-, 3x- und 4x-, 4x- und 5x- sowie 7x- und 8x-eGFP
auf. Die Graphen fir ANN FG_NC_8bilder weisen fur 1x- und 3x-eGFP scheinbar
identische Werte bei ca. 1,9 auf. Die festgestellte N/C-Ratio fur 2x-eGFP liegt bei ca.
1,7 und hoher als die N/C-Ratio von 4x-eGFP. Von 4x-eGFP bei ca. 1,6 sinkt der Wert
auf den ermittelten Wert fur 5x-, 6x-, und 7x-eGFP um 1,5. Fur 8x-eGFP wurde eine
N/C-Ratio von ca. 1,25 ermittelt. Mit der Einbeziehung von Objekten mit mehr als 2
Kinderobjekte und der Filterung der Randwerte wird eine vermeintliche Abnahme des
N/C-Ratio-Wertes zum nachst grollerem eGFP-Multimer ab 3x-eGFP sichtbar. Die
auftretenden Unterschiede sind nicht signifikant. In der Abb. 8.7.4 weichen die
grafischen Verlaufe am starksten von den Verlaufen der anderen ANNs ab.
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Abb. 3.5 Statistsische Auswertung des Datensatzes von FG_NC_9bilder fir V4 ohne Filter

Betrachtet man die beiden Graphen ohne Filter (Abb. 3.5) so fallt auf, dass die N/C-
Ratio fur 2x-eGFP mit ca. 1,25 unabhangig von ANN und Praparat extrem niedrig ist.
Auch ist die N/C-Ratio fur 1x-eGFP mit 1,75 bzw. ca. 1,5 sehr gering. Einzig 3x-eGFP
auf dem linken Graphen weist mit ca. 2 eine vergleichbare N/C-Ratio wie bei den
anderen ANNs auf. Es fallt auf, dass der Verlauf von 3x- bis 8x-eGFP ansatzweise
einen vergleichbaren Verlauf zeigt, wie ihn alle ANNs beim Praparat V1 aufwiesen.
Dieser weist im Vergleich zu den Daten von V1 kaum signifikante Unterschiede auf.
Im rechten Graphen ist 3x-eGFP erneut recht gering im Vergleich zu den anderen
ANNSs. Anschlief3end fallt die N/C-Ratio von 3x- bis 8x-eGFP stetig.
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Abb. 3.6 Statistsische Auswertung des Datensatzes von FG_NC_9bilder fur V4 mit Filter

Die Verlaufe der beiden Graphen in Abb. 3.6 weisen einen ahnlichen Verlauf wie
V4.FG_NC_9bilder.>=2&k auf, auch wenn V4.FG_NC_9bilder.=2&k&f auf einen
etwas hoherem Niveau verlauft. Auch diese beiden Graphen weisen im abfallenden
Bereich ab 3x-eGFP kaum signifikante Unterschiede auf. Zur Auswahl des ANN flr die
nachsten Versuche wurde ein mdglichst unauffalliges ANN gesucht. FG_NC_5bilder
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wird nicht verwendet, da es bei 3x-eGFP beim Praparat V1 einen verhaltnismafig
grolien Fehler aufweist. FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder wiesen immer eine
starke Ahnlichkeit untereinander auf. Es wurde keines der beiden ANNs verwendet,
da sie einerseits bei V1 in 1x-eGFP abweichen und auch die Stichprobe beim 2x-
eGFP-Multimer um ein Vielfaches groRer ist als das selbe Multimer von V3 bei anderen
ANNs. FG_NC_9bilder wird nicht bertcksichtigt, da es beim Praparat V2 keinen mit
den anderen ANNs ansatzweise vergleichbaren grafischen Verlauf aufwies.
Stattdessen wurde fur spatere Aufnahmen auf das ANN FG_NC_8bilder
zuruckgegriffen, auch wenn die Grundlage fur das Training des ANN verhaltnismafig
gering ist.

3.3 Vermessung von Praparaten mit Multi-eGFP Expression in
HCT116- und HT29-Zellen
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Abb. 3.7 Statistische Auswertung der mit HCT116 erstellten Praparate N1 und N4. Es wurden das ANN
FG_NC_8bilder sowie die verschiedenen Makros verwendet.

In Abb. 3.7 werden die statistischen Daten der Praparate N1 und N4 dargestellt. Es
sind nur zwei unabhangige Versuche vorhanden. Bei N1 war die Zelldichte generell
gering, aber die Transfektionseffizienz gut. Bei N4 war die Zelldichte deutlich grofier,
die Anzahl der transfizierten Zellen aber auf ahnlichen Niveau. Betrachtet man die
Graphen fur N1 fallt auf, dass die StichprobengroRe meist im zweistelligen Bereich
liegt. Bei den Graphen fur N1 fallt auf, dass fur 8x-eGFP keine Daten vorliegen. Dies
liegt daran, dass visuell keine transfizierten Zellen sichtbar waren und somit auf eine
Auswertung mithilfe von ANN FG_NC_8bilder verzichtet wurde. Es fallt auf, dass sich
die Werte in einem ahnlichen Wertebereich wie bei V1-V4 bewegen. Bei den linken
beiden Graphen formen 1x- und 2x-eGFP ein Plateau bei etwas Uber 2. 3x-eGFP steigt
jeweils merklich an und weist dabei einen recht groRen Fehler auf. Uber 4x-, 5x- auf
6x-eGFP fallt die N/C-Ratio bis auf circa 1,5 ab. Die N/C-Ratio fur 7x-eGFP ist ahnlich
grol3 wie 3x-eGFP und weist auch einen recht grof3en Fehler auf. Fir die beiden
rechten Graphen fur N1 bilden erneut 1x- und 2x-eGFP ein Plateau bei circa 2.
Anschlief3end nimmt die N/C-Ratio bis 6x-eGFP schrittweise ab. Die N/C-Ratio fur 7x-
eGFP ist erneut um die 2. Im Gegensatz zu 3x-eGFP ist flur 7x-eGFP auch fir die VBA-
Makros mit Filter der Fehler recht grof3. Fir N1 ist kein Unterschied in den N/C-Ratio-
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Werten zwischen aufeinander folgenden Multimeren signifikant. Der Verlauf bei N4
ahnelt dem Verlauf anderer ANNs bei V2. Es bilden sich bei N4 zwei Plateaus. Anders
als bei V2 sind die Stichprobengrdélien bei N4 sehr klein. Auch liegen fur 7x-eGFP
keine Werte vor. 1x- bis 3x-eGFP bilden ein Plateau bei um die 2. 4x- bis 8x- eGFP
bilden bei etwa 1,5-1,7 ein zweites Plateau. 8x-eGFP sinkt damit nicht wie bei V2 im
Vergleich zu den vorherigen Werten ab. Bei N4 sind die Fehler in den linken beiden
Graphen fur 3x-eGFP deutlich geringer als bei N1. Auch bei N4 weisen alle Schritte
keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abb. 3.8 Statistische Auswertung der Praparate HT29N1 und HT29N5. Es wurde das ANN
FG_NC_8bilder und die verschiedenen Makros verwendet.

Betrachtet man die Daten in Abb. 3.8 fallt auf, dass die Stichprobengréflien sehr gering
sind. Auch fallt auf, dass es nur zwei unabhangige Versuche gibt. Bei HT29N2-
HT29N4 war jeweils keine GFP-Floureszenz wahrnehmbar. Da die y-Achse zwischen
HT29N1 und HT29N5 angeglichen wurde, ist die Skala fur HT29N1 groRer als
notwendig. Dies liegt daran, dass sich die N/C-Ratio-Werte in HT29N5 zwar in einem
vergleichbaren Zahlenbereich bewegen, aber meistens extrem gro3e Fehler
aufweisen. Es fallt auf, dass bei HT29N1 grundsatzlich die StichprobengrofRen groler
sind. Bei HT29N5 befinden sich die StichprobengréRen meist im einstelligen Bereich,
mitunter auch im zweistelligen Bereich. Bei HT29N1 ist die Stichprobengrofde fur 1x-
eGFP zwar im dreistelligen Bereich, aber je gro3er das Multimer wird, umso kleiner
wird die StichprobengrofRe. Bei HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k beginnt die N/C-Ratio
bei 1x-eGFP bei ca. 1,75. Bei 2x-eGFP liegt die N/C-Ratio bei ca. 2. Bis einschlief3lich
6x-eGFP mit ca. 1,5 nimmt die N/C-Ratio ab. Fiur 7x-eGFP steigt die N/C-Ratio erneut
an, um anschlie3end bei 8x-eGFP auf ein leicht erhdhtes Niveau im Vergleich zu 6x-
eGFP abzufallen. Dies ahnelt grundsatzlich den Verlaufen der ANNs FG_NC_13bilder
und FG_NC_17bilder fur das Praparat V1, wobei diese meist héhere N/C-Ratio-Werte
aufweisen. Im Gegensatz zu den Verlaufen von FG_NC_13bilder und
FG_NC_17bilder fir V1 sind die Unterschiede bei HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k
nicht signifikant. Fur HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k und
HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f sind die grafischen Verlaufe vergleichbar auch
wenn die N/C-Ratio-Werte sich bei HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f auf einen leicht
niedrigerem Niveau bewegen. Auch bei HT29N1.FG_NC_8bilder.>=2&k und
HT29N1.FG_NC_8bilder.>=2&k&f ist die N/C-Ratio fir 1x-eGFP kleiner als flr 2x-
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eGFP. Der Abfall des N/C-Ratio-Wertes bis 6x-eGFP ist hingegen deutlich geringer
und der abnehmende Trend somit schwacher sichtbar. Die N/C-Ratio fur 7x-eGFP
steigt gegen uUber 6x- und 8x-eGFP an, welche erneut eine ahnliche N/C-Ratio
aufweisen. Fur alle grafischen Verlaufe fur HT29N1 wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt. Die grafischen Verlaufe fir HT29N5 sind von den Verlaufen
von HT29N1 deutlich abweichend. Die N/C-Ratio bei 1x-eGFP ist kleiner 2. Die N/C-
Ratio-Werte flr 2x-eGFP sind deutlich geringer. Anschliel3end steigen die N/C-Ratio-
Werte bis 4x-eGFP schrittweise auf das Niveau des N/C-Ratio-Wertes fur 1x-eGFP
an. Bei 5x-eGFP sinkt die N/C-Ratio auf ca. 1,25 ab. Anschlielend steigt sie erneut
schrittweise bis 7x-eGFP an, wo eine N/C-Ratio von ca. 1,6 erreicht wird. Die N/C-
Ratio fur 8x-eGFP erreicht einen Wert von kleiner 1. Trotz der gro3en Fehler ist beim
Schritt von 4x- zu 5x- eGFP der Unterschied bei den VBA-Makros =2&k, >=2&k und
>=28&Kk&f signifikant.

3.4 Vermessung von Praparaten mit AnkX Expression in H1299-

Zellen

Die Untersuchung von AnkX-Praparaten gestaltete sich schwierig. Die GFP-
Fluoreszenz ist sehr schwach. Beim ersten Praparat AnkX1 wurden daher die ersten
beiden Kammern mit HO200 so stark belichtet, dass auch nicht transfizierte Zellen eine
GFP-Fluoreszenz zeigten. Dies wurde dadurch festgestellt, dass um alle Kerne mehr
oder minder starke GFP-Fluoreszenz des Zytoplasmas auftrat. Dies war mit einer sehr
hohen Belichtungszeit und hoher Lampenleistung verbunden. Mit der verwendeten
Transfektionsmethode Lipofektion ist keine 100%ige Transfektion zu erwarten. Die
dritte Kammer wurde erneut mit angepassten Einstellungen aufgenommen, welche als
maximale Grenze fur spatere Praparate festgesetzt wurde. Diese Einstellungen
sorgten dafur, dass wenige transfizierte Zellen aufgenommen und erkannt wurden. Die
Hintergrundfluoreszenz befindet sich dabei in einem visuell tolerierbaren Bereich. Dies
hei’t, dass die Hintergrundfluoreszenz zwar merklich erkannt wird, aber nicht mehr
ausreicht, um als Zelle erkannt zu werden. Die N/C-Ratio-Werte der verschiedenen
Praparate sind in Abb. 3.9 dargestellt. Fur AnkX3 gibt es keine Daten, da fur dieses
Praparat auch die Transfektion mit dem Kontrollvektoren nicht erfolgreich war.

Beim Praparat AnkX2H0200 wurde mit den neuen Einstellungen ausschlieflich in
Kammer 1 eine fluoreszierende Zelle vermessen. In Kammer 2 und 3 waren keine
Zellen erkennbar. Beim Praparat AnkX4H0200 war in jeder Kammer GFP-Fluoreszenz
sichtbar. In allen drei Kammern wurde das gleiche Konstrukt exprimiert. Die ermittelte
N/C-Ratio weist signifikante Unterschiede zwischen der ersten und der zweiten
Kammer auf. Es fallt auf, dass die Stichprobengréflie der Kontrolle im Vergleich zu
anderen Praparaten verhaltnismanig klein ist. Auch betragt die N/C-Ratio abweichend
von den anderen beiden Praparaten nicht ca. 1,5, sondern ca. 1,1-1,2. Die Anzahl der
erkannten Objekte ist bei HO200 sehr gering, sodass die Stichprobengrolie meistens
im zweistelligen Bereich bleibt (einmal wird nur ein Objekt erkannt). Nur die 8x-eGFP
Kontrolle weist eine Stichprobengrof3e im dreistelligen Bereich auf. Bei AnkX2 umfasst
die Stichprobengrofle nur um die 50 Objekte. Bei AnkX4 ist die Stichprobe der 8x-
eGFP-Kontrolle nur etwas groRRer als 10.
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Abb. 3.9 Ubersicht von Daten vom AnkX-Konstrukt H0200 in H1299 zur Auswertung des
Ausgangsdatensatzes wurden die verschiedenen Makros (im Anhang) verwendet.

Betrachtet man die Daten des Konstrukts M1735 fallt auf, dass fur alle neun
mikroskopierten Kammern N/C-Ratio-Werte ermittelt wurden. Die N/C-Ratio scheint
fur diese Konstrukte bei etwa 1,1 zu liegen. Auch hier ist die Grolke der Stichproben
gering. Bei AnkX4 teilweise nur 2 Objekte. Es fallt auf, dass gerade bei AnkX4 die
Anzahl vermessener Objekte geringer ist als bei AnkX1 und bei AnkX2. Dies ist
verwunderlich, da beim Kontrukt HO200 AnkX4 am meisten fluoreszierende Objekte
aufgenommen und vermessen hat.

Tatsachlich sind bei AnkX4 in den Kammern des Konstruktes M1735 kaum
fluoreszierende Zellen visuell wahrnehmbar. Fur AnkX1M1735 wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen Kammer 1 und 2 ermittelt. Hingegen ist ein visuell sichtbarer
Unterschied in den N/C-Ratio-Werten bei AnkX4 zwischen Kammer 1 und 2 nicht
signifikant. Auch fallt auf, dass das Filtern der Randwerte den Fehler teilweise deutlich
reduziert und den Grad der Signifikanz verringert.
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Abb. 3.10 Ubersicht der statistischen Daten vom AnkX-Konstrukt M1735
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Auswertung des Ausgangsdatensatzes wurden die verschiedenen Makros (im Anhang) verwendet.
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4 Diskussion

Als Jennifer Bohm 2016 ihr System ,zur absoluten Quantifizierung der Starke von
Kernlokalisationssignalen® einflhrte, war dies mit viel manueller Arbeit am Mikroskop
und bei der Auswertung verbunden. Im Rahmen der vorliegenden Bachelorarbeit ging
es darum, besonders die zeitaufwendige Auswahl der berucksichtigten Objekte durch
die Auswahl mithife von ANNs zu beschleunigen und gleichzeitig die
Stichprobengrofe zu erhdohen. Dies sollte die Datengrundlage verbessern und daruber
hinaus zeigen, ob ANNSs nur fur die trainierten Daten geeignet sind oder sich auch fur
andere Konstrukte oder Zelllinien nutzen lassen.

Betrachtet man die Abbildungen fur V1 von FG_NC_8bildern (Abb. 8.1.1 -8.1.30), fallt
auf, dass die Markierung von Zellen und Zellkern bei markierten transfizierten Zellen
brauchbare Ergebnisse liefert. Es tritt auch das Phanomen auf, dass transfizierte
Zellen nicht markiert werden. Hauptsachlich bei AnkX werden Objekte markiert, wo
erst mal keine GFP-Fluoreszenz ersichtlich ist. An diesen Stellen lohnt sich hingegen
eine genaue Betrachtung, ob wirklich keine GFP-Fluoreszenz sichtbar ist. Das
Phanomen, dass transfizierte Zellen nicht markiert werden, trifft fur die AnkX-
Konstrukte in H1299-Zellen nicht zu. Gleiches gilt fur die e GFP-Expression in HCT116
und HT29-Zellen. Bei den AnkX-Konstrukten, HCT116 und HT29-Aufnahmen war
hingegen die Transfektionseffizienz jeweils gering und auch die GFP-
Fluoreszenzintensitat ist deutlich geringer als bei V1-V4. Dies gilt im Besonderen flr
die Praparate von AnkX. Das Problem mit der Markierung von schwach bis nicht
fluoreszierenden Zellen ist hier besonders deutlich. Dies ist grundsatzlich nicht
erfreulich. Anzumerken ist hingegen, dass die geringe Stichprobengrof3e bei den
Praparaten mit den AnkX-Konstruken und den Zelllinien HCT116 und HT29 eindeutig
an der Anzahl der real transfizierten Zellen lag. Ursprunglich war unter anderem die
Erkennung sehr schwacher Fluoreszenz bei den ANNs FG_NC_13bilder und
FG_NC_17bilder ein starker Ausschlussgrund. Aufgrund der deutlich groReren
StichprobengroRen fur 2x-eGFP bei V3, wurden diese beiden ANNs bereits vor der
Entscheidung fur das ANN FG_NC_8bilder auf Aufnahmen dieses konkreten
Multimeres visuell kontrolliert. Dabei fiel auf, dass auch Bereiche mit sehr schwacher
Fluoreszenz markiert wurden. Aufgrund der grof3en Stichproben wurden die visuellen
Markierungen von FG_NC_8bilder erst spater naher visuell betrachtet. FG_NC_8bilder
hat die Zellkerne fast immer verlasslich erkannt (im Bereich einer kompletten
markierten Zelle) (siehe Abb. 8.1.1 -8.5.12). Die Markierung des Zytoplasmas ist
teilweise unsicher und muss zeitaufwendig kontrolliert werden. Dabei stellt sich die
Frage, ob Zellen mit sehr geringer (falls vorhandener) GFP-Fluoreszenz Uberhaupt
erkannt werden sollen, um eine Verzerrung der statistischen Informationen zu
vermeiden. Andererseits wirde dadurch der auszuwertende Datensatz beeinflusst und
somit die statistischen Daten verandert.

Das Ziel, mehr Daten zur Auswertung zu erhalten, wurde fur Bilder, die vergleichbar
zu den Trainingsdaten waren, also H1299-Zellen, die eGFP exprimierten, abbildeten,
erreicht (siehe Abb. 8.7.1-Abb. 8.7.4, vorher 30 Objekte). Fur das AnkX-Konstrukt
M1735 befand sich die StichprobengrofRe bei zwei der drei Praparate (AnkX1 und
AnkX2) in der GrofRenordnung von Jennifer Bohm. Bei einem (AnkX4) war die
Stichprobengrofe hingegen deutlich kleiner. Hier wurde das Ziel fur grof3ere
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Abb. 4.1 Die Ergebnisse wurden von Jennifer B6hm?2 manuell ermittelt. N/C Ratios der eGFP-
Multimere (1x-12x) werden durch die integrierte Intensitat von Zytoplasma und Zellkern (whole) genauso
wie mit der ROI-Methode in mindestens 30 Zellen ermittelt. Mittelwert + Standardfehler werden
dargestellt. Student's t-test wurde zur statistischen Analyse (*p < 0.05) verwendet (entnommen aus 22)

StichprobengrolRen zu sorgen, somit nicht erfullt. Beim AnkX-Konstrukt H0200, lieferte

nur ein Praparat eine vergleichbare Stichprobengrofe (AnkX4) wie bei Jennifer Bohm.
Das Ziel, die Stichprobengrofde zu vergrofern, wurde somit auch hier nicht erreicht.
Fir die Praparate mit HCT116 und HT29-Zellen waren die Stichprobengrofen recht
klein (sieche Abb. 3.7-3.8). Sie umfassten in der Regel eine ahnliche Objektanzahl wie
bei Jennifer Bohm. Fur manche eGFP-Multimere war die Stichprobengréfle auch
grélRer. Auch hier wurde das Ziel, die StichprobengréfRe zu vergrofern, nicht erreicht.
Die Grundidee war, dass V1-V4 einen gleichen grafischen Verlauf liefern wie Abb. 4.1.
Dies war nicht der Fall. Einzig der Verlauf von V1 (siehe Abb. 8.7.1) ahnelt dem von
Jennifer Bohm ermittelten Verlauf ansatzweise. Die in Abb. 4.1 dargestellten Daten
nehmen bis 6x-eGFP immer weiter ab. Bei 6x-eGFP ist die N/C-Ratio kleiner als 0,9.
Anschliel3end steigt die N/C-Ratio fur 7x-eGFP an, um fur 8x-eGFP auf ein niedrigeres
Niveau als bei 6x-eGFP abzufallen. Dieser Anstieg bei 7x-eGFP wurde damals nicht
erwartet und fiir einen Fehler mit unklarer Ursache gehalten. Uberraschenderweise
stieg auch bei V1, die N/C-Ratio bei jedem ANN bei 7x-eGFP an. Somit kdnnte es sein,
dass dieses Phanomen tatsachlich real ware. Dies musste weiter untersucht werden.
Bei den Graphen von V1 (Abb. 8.7.1), die einen ahnlichen Verlauf zu den Daten von
Jennifer Bohm (Abb. 4.1) zeigen, fallen die beiden ANNs FG_NC_13bilder und
FG_NC_17bilder auf. Sie fallen auf, weil 1x-eGFP bei beiden ANNs geringer ist als 2x-
eGFP, sonst aber den erwarteten Verlauf aufweisen. Da die Aufnahmen nicht per Hand
vermessen wurden, kann keiner sagen, ob dies der reale Verlauf ist oder der Verlauf
von Jennifer Bohm realistischer ist. Betrachtet man die Daten fur HT29N1 (Abb. 3.8)
mit dem ANN FG_NC_8bilder fallt auf, dass 1x-eGFP geringer ist als 2x-eGFP, aber
anschlieend andeutungsweise dem Verlauf von V1 und Jennifer Bohm folgt.
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Abb. 4.2 Die Ergebnisse wurden manuell von Seibel et. al.’® ermittelt. Die N/C-Ratio-Werte von eGFP
Multimeren in verschiedenen Saugerzelllinien wurden bestimmt. Der gemittelte N/C-Ratio wurde mithilfe
von ROI-Methode aus mindestens 10 Zellen fir 5 verschiedene Zelllinien ermittelt. Zur Aufnahme der
Bilder wurde ein konfokales Mikroskop verwendet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen
der N/C-Ratio-Werte. 1x-eGFP dient als Kontrolle. Die Sterne verdeutlichen die signifikanten
Unterschiede zur Kontrolle derselben Zelllinie.

* P <005 #xP < 0,01, #xxP <0,001, *++xP <0,0001 (nach ')

Eine Uberlegung ware, dass dies womdglich real ist und FG_NC_13bilder bzw.
FG_NC_17bilder ein besseres ANN zum Testen gewesen ware. Eine ahnliche Idee
konnte Seibel et al. unterstltzen'®. In dem Paper geht es auch um die Kernlokalisation
von eGFP. Die in Abb. 4.2 dargestellten Daten beruhen hingegen auf Aufnahmen mit
einem Konfokalmikroskop. Allen Graphen ist die geringe Stichprobengréf3e von 10
Zellen gemein. Dies erklart den grof3en Fehler. Zudem wurden bei alle mikroskopierten
Zelllinien fur 1x-3x-eGFP die N/C-Ratio ermittelt. Die nachste N/C-Ratio wurde
entweder fur 6x- bzw. 4x-eGFP ermittelt. Auffallend ist, dass bei CHO-K1, HEK-293,
3T3 und H1299 die N/C-Ratio mit jedem Multimer abnimmt. Eine Ausnahme bildet
COS-7. Hier ist die N/C-Ratio fur 1x-eGFP geringer als fur 2x-eGFP. In diesem Fall
wird aber auch fur 3x- und 6x-eGFP eine kleinere N/C-Ratio als bei 1x- und 2x- eGFP
ermittelt. Aufgrund der geringen StichprobengréfRe und der Ergebnisse der anderen
Zelllinien ist es nachvollziehbar, dieses als Fehler zu interpretieren. Im Gegensatz zu
den Daten in Abb. 8.7.1- 8.2.4 wird in Abb. 4.2 die N/C-Ratio von 1x-eGFP als
Kontrolle verwendet, um signifikante Unterschiede festzustellen. Bei V1-V4, sowie den
Graphen fur HT29 und HCT116 wurden die N/C-Ratio-Werte jeweils mit der vorherigen
N/C-Ratio auf signifikante Unterschiede verglichen.

Die VBA-Makros mit Filter sollen Objekte, die stellenweise (oder komplett) eine GFP-

Fluoreszenz von 0 oder 65535 aufweisen, aus dem Datensatz eliminieren und daher

nicht statistisch berucksichtigen. Fehler des ANN FG_NC_8bilder im unteren und

oberen Bereich der 16-Bit-Grauskala werden somit durch die VBA-Makros mit Filter
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ausgeglichen. Bei der Entwicklung der VBA-Makros sollten diese als Sicherheit
dienen. Aktuell reduzieren sie hingegen die StichprobengréfRe merklich. Fur 1x-eGFP
sind dies fur V1-V4 (Abb. 8.7.1-8.2.4) fur die Makros, die aulerdem Objekte mit mehr
als zwei Kinderobjekten akzeptieren teils niedrige bis hohe zweistellige Werte. Die
Stichprobengroflen bleiben dabei hingegen bis bei V3 klar im dreistelligen Bereich
mitunter auch im vierstelligen Bereich. Die Veranderung der statistischen Daten sollte
somit recht begrenzt sein.

Ein anderer Weg ware es, auf Testaufnahmen die Objekte per Hand zu markieren und
zu vermessen und somit eine statistische Datengrundlage zu schaffen. Sollten die
ANNSs gut genug sein, sollten sie Informationen liefern, die nicht signifikant von denen
per Hand ermittelten Daten abweichen. Die Markierung der ANNs muss dafur
grundsatzlich nicht perfekt sein, sondern nur ausreichend gut sein. Da die Bilder von
Jennifer Bohm noch vorliegen, hatte es sich angeboten, diese mit den ANNs zu
vermessen. Dadurch hatte sich die Stichprobengrofde nicht vergrolRert, aber es hatte
sich klaren lassen, ob die ANNs die Ergebnisse von Jennifer BOhm reproduzieren
kénnen. Zwar lassen sich die Einzelbilder Uberlagern, aber da die Farbinformation im
RGB-Format gespeichert wurde, lassen sich die urspringlichen Bilder nicht
vermessen. Dies stellt einen Nachteil der ANNs da. Dieser tritt aufgrund der 16 Bit-
Graustufenkamera fur neue Aufnahmen hingegen nicht auf. Eine Alternative zur
Erstellung einer Datengrundlage mit den Aufnahmen von Jennifer B6hm ware es
gewesen, wenn man die Bilder mit den Trainingslabeln vermessen hatte. Dies ist nicht
mdglich, ware zudem problematisch, da die Information der Trainingslabel in
irgendeiner Weise im ANN gespeichert ist und somit gute Markierungen erwartbar
sind. Dies gilt auch fur ANNs, die flir andere Bilder unter Umstanden schlechte
Resultate liefern. Andererseits ware es mdglich, ANNs mit kleinerer Anzahl an
Trainingsbildern (FG_NC_5bilder bis FG_NC_9bilder) die zusatzlichen Aufnahmen fir
ANNs mit mehr Trainingsbildern (wie FG_NC_17bilder) zu vermessen. Diese waren
dem ANN namlich nicht bekannt. Die jeweiligen wichtigen Objekte waren trotzdem
ausgewahlt und vermessen worden. Somit wirde man die erwarteten statistischen
Daten kennen und konnte diese mit den Daten der ANNs vergleichen. Wenn sich nicht
einmal der reale Verlauf fiir V1 klaren lasst, wo dieser groRe Ahnlichkeit mit friiheren
Ergebnissen liefert, ist dies fur andere Praparate erst recht nicht moglich. Somit ist die
einzige Moglichkeit neben der visuellen Kontrolle der Bereiche, die Netzwerke
markieren, die ANNs verlasslich einschatzen zu kdnnen, eine stabile Datenlage fur die
berucksichtigten Bilder zu schaffen. Man konnte nun schauen, welche Ergebnisse die
ANN s liefern. Grundsatzlich eignet sich zur Schaffung der Datengrundlage jedes Bild,
das mithilfe der ANNs verarbeitet werden kann. Dies gilt fur alle bisher bertcksichtigten
Praparate. Dafur mussten die bisherigen Aufnahmen in deutlich kleinere Einzelteile
zerschnitten werden, damit sie etwa mit ImagedJ oder Fiji geladen werden kdnnen. So
ware es mdglich, die jeweiligen Zytoplasmen und Zellkerne aller Zellen per Hand
auszuwahlen und zu vermessen. Dadurch wirde eine stabile Datengrundlage
geschaffen. Das weder die Praparate mit HT29-, HCT116-Zellen noch V2, V3 und V4
mit Seibel et al. oder Jennifer Bohms-Daten Ubereinstimmen noch untereinander
Ahnlichkeiten aufweisen stellt die Frage, wie die wahre Datenlage ist und ob der
jeweilige Konsensus Verlauf der Netzwerke eher die Realitat der Praparate abbildet,
oder etwa Jennifer Bohms-Daten. Grundsatzlich stellt sich die Frage, warum die
abweichenden Daten von V2-V4 so stark von den erwarteten Daten abweichen.
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Weichen die Daten zwischen den einzelnen Praparaten in der Realitat wirklich so stark
voneinander ab, weil es biologische Systeme sind oder sind die Aufnahmen von
unterschiedlicher Qualitat, sodass die ANNs keine zufriedenstellenden Ergebnisse
liefern kbnnen.

Trotz der problematischen Daten ist ein Vorteil der ANNs unzweifelhaft die
Zeitersparnis. Eine Nutzung von FG_NC_8bilder zur Gewinnung neuer Erkenntnisse
ist aktuell so hingegen nicht zu empfehlen. Vergleicht man aber visuell die Ubersicht
von 1x-eGFP von V1 fur die verschiedenen Netzwerke (Abb. 8.6.1-8.6.5) fallt auf, dass
die Auswahl der Netzwerke mit zunehmender Anzahl an Trainingsbildern besser wird.
Transfizierte Zellen werden seltener nicht markiert und somit fur die statistische
Auswertung berucksichtigt. Die Daten von Jennifer Bohm sind mit den vorliegenden
Ergebnissen vergleichbar, da das verwendete Mikroskop wie das IX83 kein
Konfokalmikroskop, sondern ein Weitfeldmikroskop war. Dies macht die Daten besser
vergleichbar. Die Daten sind auch vergleichbar, da Jennifer BOhm einmal die
kompletten Zellen markiert und vermessen hat im Gegensatz zu Seibel et al.'522. Auf
jeden Fall ist die Idee, die von den ANNs gewonnenen Daten mit dem erwarteten
Verlauf von Jennifer Bohm zu vergleichen nicht wie geplant mdglich. Da die ANNs
Blackboxes sind, die durch das Trainieren mit Trainingsbildern entstanden sind, ist
nicht klar, was die ANNs konkret machen. Man kann nur vergleichen, was als Input in
das ANN geht und welche Ergebnisse das ANN liefert. So lassen sich Ideen
entwickeln, worauf man womadglich verstarkt achten sollte, um bessere Ergebnisse
neuer ANNs zu generieren. Eine Garantie, dass diese neuen ANNs bessere
Ergebnisse liefern, gibt es nicht. Tatsachlich liefern FG_NC_13bilder und
FG_NC_17bilder visuell fur V1-V4 meist bessere Ergebnisse als FG_NC_8bilder.

Bisher wurden alle ANNs mit einem Scaling-Faktor von 25 % erstellt. Dies liefert
schnell bessere Ergebnisse, da mehrere Pixel gepoolt werden. Das Validierungsbild
zeigt mehr Objekte an als etwa bei einem Scaling von 100 % (der maximale Wert).
Das Erhohen des Scaling-Faktors wurde somit mehr Details berucksichtigen. Bei
gleichem Zeitaufwand wird die ermittelte Ahnlichkeit zwischen den Trainingslabeln der
Validierungsbilder und den Probability maps der ANNs bei einem Scaling von 100 %
wahrscheinlich schlechter sein. Sollte nach deutlich langerer Trainingsdauer hingegen
eine gute Ahnlichkeit erreicht werden, sollten diese im Vergleich zum geringeren
Scaling-Faktor visuell bessere Ergebnisse liefern. Bei den ANNs mit mehr
Trainingsbildern scheint der Ausschluss von Uberbelichteten Zellen auf den ersten
Blick verlasslich zu funktionieren (siehe Abb. 8.6.5). Auch werden scheinbar normal
belichtete Zellen immer markiert (siche Abb. 8.6.5). Das Problem mit den schwach
fluoreszierenden  Bereichen tritt  weiterhin auf. Die Markierung von
Hintergrundfluoreszenz nimmt hingegen zu FG_NC_17bilder ab wie ein Vergleich von
Abb. 8.6.2, Abb. 8.6.4 und Abb. 8.6.5 zeigt. Es ist anzunehmen, dass sich dieser
positive Effekt mit neuen zusatzlichen Trainingsbildern fortflhrt. Zum besseren
Ausschluss der Hintergrundfluoreszenz musste ein Praparat mit ahnlichem Vektor
erstellt werden. Optimalerweise wird erneut eGFP exprimiert, wobei der Vektor so
verandert wird, dass eGFP nicht fluoresziert. Grundsatzlich ware auch die Nutzung von
promoterlosen eGFP denkbar. Die Idee dahinter ware, dass dem Vektor ausschlief3lich
der Promoter fehlt und eGFP somit nicht exprimiert wird. Dies hat aber zwei
Schwachstellen. Erstens wirde theoretisch kein eGFP exprimiert werden und somit
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womoglich intrazellulare Prozesse verandert werden. Zweitens ist die erste Annahme
falsch?®. Es wurde nachgewiesen, dass promoterloses eGFP nicht promoterlos ist,
sondern einen kryptischen Promoter besitzt?3. Das Praparat wird dabei wie die
anderen Praparate behandelt. Die Fixierung und Farbung musste gleich ablaufen. Da
das so exprimiertes eGFP nicht fluoresziert, sollte nur die Hintergrundfluoreszenz
sichtbar sein. Andererseits stellt sich die Frage, wie realistisch dieses Praparat ist, da
man bei einer Lipofektion davon ausgehen kann, dass nicht eindeutig transfizierte
Zellen eben nicht oder nur schwach transfiziert wurden. Wenn nun die Belichtungszeit
so hoch ist, dass trotz fehlender GFP-Fluoreszenz scheinbar alle Zellen eGFP
exprimieren, kann man dies aufnehmen. Diese Aufnahme wird nun komplett als
Hintergrund markiert. Gerne kdnnen auch mehrere Aufnahmen mit unterschiedlichen
Belichtungsdauern erstellt werden. Womaoglich ist es somit mdglich, auftretendes
Noise von der Markierung auszuschlieBen. Die Bildqualitat wird dadurch nicht
beeinflusst. Unter Umstanden kdnnte man auch mikroskopische Aufnahmen von 3%-
Paraformaldehyd machen und als Background markieren, um die Auswahl der ANN
zu verbessern. Dies konnte erschwert sein, da durch die komplette Abwesenheit von
Zellen keine Fokussierung stattfinden kann. Auch dies wird ausschliel3lich die
Erkennung durch die ANNs verbessern. Damit ist bisher das grofte Problem, die ANNs
so zu trainieren, dass die Hintergrundfluoreszenz nicht markiert wird und somit nicht
die statistische Auswertung beeinflusst. Wie Abb. 8.6.1-8.6.5 zeigen, nehmen die
groben Fehler in der visuellen Auswahl von Zellobjekten ab. Ein weiteres Training von
Netzwerken liefert somit bessere Ergebnisse. Zudem nimmt die Zeit, bis eine
identische Ahnlichkeit erreicht wird, zunehmend ab. Mit CellSens 4.1 13uft das Training
nochmals schneller ab (beim gleichen Datensatz von Trainingsdaten). Leider erkennen
die ANNs von CellSens 4.1 den Hintergrund nicht. Der Gedankenaustausch mit
Olympus hat bisher keine Losung gebracht, die CellSens 4.1 fur ANNs im Rahmen
dieser Arbeit sinnvoll nutzbar macht. Die Aufnahmen V1-V4 lassen sich grundsatzlich
weiterhin als Testbilder verwenden. Ein anderer Ansatz fur bessere ANNs wirde neue
Trainingsdaten und Labels aufgrund von erweiterten Daten bendtigen. Das zu
mikroskopierende Praparat wirde dabei vermehrt belichtet. Dabei wirde man
Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) nutzen. Die Nutzung von FLIM
wurden die Kanale GFP SB und DAPI SB oder einen Filter, der zum jeweiligen
Kernfarbstoff passt, jeweils mit FLIM aufnehmen. Der GFP_SB und der Kernkanal (hier
DAPI SB) wird zusatzlich wie bisher aufgenommen. Besonders bei der Nutzung von
konfokalen Mikroskopen sollte dies zur Folge haben, dass kaum Autofluoreszenz
berucksichtigt wird. Es ware zudem zu erwarten, dass die Auswahl der Zellen auch bei
unklaren Kernen besser verlauft, da die FLIM unabhangig von der Konzentration des
Fluorophoren ist. Es lasst sich daher nicht direkt zur N/C-Ratio-Ermittlung nutzen.

Um bessere Bilder zu erhalten, ware es gut, die Aufnahmen zu Standardisieren und
von dem Zustand der mikroskopierenden Person zu entkoppeln. Dies kdnnte wie folgt
aussehen.

Das Praparat einlegen.

Das Praparat in die jeweilige Scharfeebene bringen.
Den aufzunehmenden Bereich auszuwahlen.

Das Experiment vorgeben.

B OnN =
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Die Auswahl von geeigneten Fokuspunkten und deren Fokussierung wurde
automatisch erfolgen, sodass bei gleichem Praparat gleich scharfe Aufnahmen
entstehen wirden. Offiziell kann das Mikroskop Autofokus. Laut CellSens Handbuch
ist nur ein motorisierter Z-Trieb notwendig. Dies lasst sich technisch auch fur
Fokuspunkte nutzen. Theoretisch soll es sogar umsetzbar sein, jedes Einzelbild eines
MIAs zu fokussieren. Praktisch scheint der Autofokus leider nicht zu funktionieren. Die
Aufnahmen sind grundsatzlich schlechter als vom Menschen erstellt. Die GFP-Ebene
ist fast immer deutlich unscharfer als die DAPI-Ebene, da GFP im Allgemeinen nur
begrenzt sichtbar ist und daher die Fokuspunkte mit DAPI SB festgelegt werden.
Zudem bendtigt GFP SB meist langere Belichtungszeiten. Da es keine
Mulitchannelcorrection gibt, ist die nicht scharf gestellte Ebene grundsatzlich
unscharfer als der Kanal, mit dem der Fokuspunkt scharf gestellt wird. Dass dies der
GFP-Kanal ist, ist ungunstig, denn dieser soll eigentlich vermessen werden. Wenn
dieser zudem unscharfer ist, gehen sonst sichtbare Abgrenzungen zwischen Zellkern
und Zytoplasma visuell verloren. Wenn die Unterschiede aufgrund von Unscharfe
verschwimmen, wirkt sich dies auch auf die statistischen Daten aus, da die ANNs die
Bereiche meist ordentlich erkennen (wobei der menschliche Beobachter zunehmend
Probleme bekommt), aber die Intensitatsunterschiede zwischen Kern- und
Zytoplasma-Bereich abnehmen und daher Einfluss auf die rechnerisch ermittelte N/C-
Ratio haben. Eine Verbesserung ware es, die Multichannelcorrection zu kalibrieren
und somit nutzbar zu machen. So sollten auch scharfere Aufnahmen des GFP-Kanales
moglich sein, ohne die Transfektionsmethode zu andern, denn durch 100%ige
Transfektion ist auch eine Focusmap mit GFP SB moglich. Jeder Zellkern in der
Ubersichtsaufnahme ware damit eine GFP-exprimierende Zelle, auf die scharf gestellt
werden konnte. Auch ist anzunehmen, dass, wenn jede Zelle transfiziert wird, das
Problem von der Markierung von schwacher bis keiner GFP-Fluoreszenz nicht mehr
auftritt. Erganzend sollte die eingetragene Leistung minimal sein. Dies lasst sich
einerseits durch eine punktuelle Belichtung wie bei der konfokalen Mikroskopie 16sen
oder durch eine generell schwache Aufnahme der interessanten Objekte und einer
anschlieRenden Verarbeitung der Aufnahmen. Konfokale Mikroskope haben den
Vorteil, dass die belichtete Flache minimal ist und somit Fotobleaching lokal begrenzt
auftritt. Durch das Filtern einer gewissen Ebene ist zudem der Kontrast starker als bei
einem Weitfeldmikroskop. Die UKE Microscopy Imaging Facility (UMIF) hat leider kein
perfekt nutzbares konfokales Mikroskop. Das wahrscheinlich am besten geeignete
konfokale Mikroskop ware wohl das Leica TCS SP8 X. Dies liegt daran, dass 488 nm
und 496 nm als Laser verfugbar sind. Hingegen ist keine optimale Anregung von DAPI
maoglich. Daruber hinaus sind maximal Aufnahmen mit einer 63-fachen VergrofRerung
moglich. Grundsatzlich ist eine Nachristung mit einem Objektiv mit 100-facher
VergroRRerung fur das konfokale Mikroskop moglich. Zu bedenken ist aber, dass die
Aufnahmen womaglich in einem Dateiformat gespeichert wiurden, die CellSens nicht
verarbeiten konnte. Aus besseren Aufnahmen wirden somit nicht zwangslaufig
bessere Ergebnisse resultieren. Die am Leica TCS SP8 X verwendete Software bietet
die Mdglichkeit, ahnlich wie CellSens grolse Aufnahmen mit verschiedenen Kanalen
aufzunehmen. Es ware zu klaren, wie die Farbinformation gespeichert wird, um eine
spatere Verarbeitung gewahrleisten zu kdénnen. Ein anderer Ansatz ware komplett
neue ANNSs zu erstellen und dafiir neue Trainingsbilder zu verwenden. In diesem Fall
lieRe sich womdglich FLIM nutzen. Die UMIF hat nur ein Mikroskop, welches FLIM-
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Aufnahmen generieren kann. Dies ist das Abberior STED. Die einzigen pulsierenden
Lichtquellen, die interessant waren, waren 405 nm, 488 nm und 640 nm. Bis auf
488 nm fur eGFP sind dies nie die optimalen Anregungswellenlangen. Weder fur die
Hoechstfarbungen, StayGold oder NucSpot Live 650. AulRerdem ist unklar, ob es mit
der verfigbaren Software moglich ist, MIAs im gewunschten Sinne aufzunehmen.
Daruber hinaus ist unklar in welchem Dateiformat die Aufnahmen schlussendlich
vorliegen wirden. Auch verflgt das Abberior STED nur Uber ein Objektiv mit 60-facher
Vergroflerung. Seitens Nikon ware ein Objektiv mit 100-facher VergroRerung fur das
Ti2-E verfugbar. Das Abberior STED baut auf dem Nikon Ti-E auf, dies ist der
Vorganger des Ti2-E. Daher Iasst sich hoffen, dass auch dieses Objektiv mit dem Ti- E
kompatibel ware.

Auffallig ist, dass bei den AnkX-Konstrukten immer die GFP-Fluoreszenz schwach
war. Dies mag daran liegen, dass das Protokoll zur Erstellung der Praparate genauso
wie fur HT29 und HCT116 noch nicht optimiert wurde. Eine Optimierung der Methode
konnte die Transfektionseffizienz sicher fur die verschiedenen Zelllinien und
Konstrukte verbessern. Die GFP-Expression wird aber wahrscheinlich bei den AnkX-
Konstrukten eher weniger verbessert. Ein Grund mag die schiere GroRe der AnkX-
Konstrukte sein, die mit 800 AS bzw. 484 AS recht grol3 sind. Andererseits kdnnte es
aullerdem daran liegen, dass AnkX zellschadigend ist und somit bei intakten Zellen
die AnkX-Konzentration eher gering ist?#25. Was unter anderem daran liegt, dass AnkX
das endocytische Recycling der Wirtszelle stort**. Um auch zellschadigende
Konstrukte verlasslich vermessen zu koénnen, muss man einerseits die
Transfektionseffizienz verbessern, aber auch die GFP-Fluoreszenz pro Molekdul
erhohen. Erhoht man die GFP-Fluoreszenz pro Molekul, erhdht sich die GFP-
Fluoreszenz bei gleichen Einstellungen. Die Probleme mit dem Noise werden damit
nicht direkt weniger, lassen sich aber durch die Anpassung der
Aufnahmeeinstellungen reduzieren. Ein weiteres Problem ist, dass ab der Fixierung
die GFP-Fluoreszenz mit jeder Lichteinwirkung abnimmt. Dies gilt auch, wenn das
Praparat moglichst gut vor Belichtung geschutzt wird. Besonders bei Konstrukten, die
wenig exprimiert werden, ist dies negativ. Fur solche Falle ware ein Fluorophor mit
hoher Fotostabilitat sowie einer starken Helligkeit optimal. Dies optimalerweise bei
intrazellularen Bedingungen. eGFP ist dabei der wohl bekannteste Fluorophor. Fur die
AnkX-Konstrukte ist eGFP als Marker hingegen nicht ausreichend. In einem Paper aus
2022 wird ein fotostabiler und viel hellerer griiner Marker vorgestellt?6. StayGold hat
mit ca. 30 kDa ein etwas hoheres Molekulargewicht als eGFP und kommt aus Cytaeis
uchidae?®. Zudem liegt es bisher nur als Dimer vor?. Eine monomere Version ist
aktuell noch in der Entwicklung. Bei der Anregungswellenlange von 488 nm ist
StayGold dabei in der Zelle doppelt so hell wie eGFP?. Die optimale
Anregungswellenlénge liegt bei 496 nm?6. Hingegen ist die Photostabilitat deutlich
besser als die von eGFP?6. Statt mehreren Minuten wie eGFP ist StayGold mehrere
Stunden in Zellen, die in DMEM kultiviert wurden, photostabil?6.Durch die
Photostabilitat konnte sich StayGold in den Zellen anreichern und negativ auf die Zelle
auswirken. Bisher ist noch nichts zur Zytotoxizitat von StayGold bekannt. Nachweislich
ist das CPP32-Level bei einem GFP-Vektor hoher als bei einem Leervektor's. CPP32
wird zu Uberwachung von Apoptose verwendet'3 Da hingegen nicht alle GPF-Analoga
gleich toxisch fur Zellen sind, ist es empfehlenswert die Zytotoxizitat von StayGold zu
klaren '3 Trotz seines geringerem pKa von 4 statt 6 bei eGFP ist StayGold durchaus
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als Test nutzbar, da StayGold wenig saureempfindlich ist?6. StayGold hat dariber
hinaus auch den weiteren Vorteil, dass es im Bereich 461 bis 465 nm, deutlich
schwacher angeregt wird als eGFP wie in Abb. 4.3 dargestellt?’.

StayGold EX — Hoechst33342 EM EGFP EX

AN W

Abb. 4.3 Emissionsspektrum von Hoechst 33343 und Anregungsspektren von StayGold und eGFP (von
27 entnommen)

Das Emissionsspektrum von Hoechst 33342 liegt laut ThermoFisherScientific im
Bereich von 460 nm bis 490 nm?8. eGFP hingegen wird bei diesen Wellenlangen noch
recht stark angeregt wie in Abb. 4.3 dargestellt. Durch die Verwendung von StayGold
musste daher theoretisch das Signal erhdht und das Noise reduziert werden. Somit
mussten bessere Aufnahmen entstehen. Des Weiteren konnte die Expressionszeit
reduziert werden, sodass etwaige zellschadigende Proteine intrazellular weniger
Schaden anrichten. Um die ungeplante Anregung von GFP wahrend der Aufnahme zu
minimieren ist es empfehlenswert einen Kernmarker zu verwenden, der den GFP-
Marker nicht oder nur schwach anregt. Mit Hoechst Farbstoffen wird GFP immer leicht
angeregt. Hinzu kommt der stéorende Effekt der Photokonversion von DAPI und
Hoechst?°. Dabei konvertieren DAPI und die Hoechst Farbstoffe soweit, dass auch
griine und rote Fluoreszenz sichtbar ist?®. Dies beeinflusst unter Umstanden die
Intensitat von griinen und roten Fluorophore teilweise erheblich?®. Dabei unterscheidet
sich der Effekt je nach verwendeten blauen Kernfarbstoff?°. So soll Hoechst 33342
teilweise die geringste Photokonversion aufweisen, wobei Karg et al. dies nicht
bestatigen konnte?®. Unklar bleibt, ob Photokonversion ausschlieBlich in Richtung
langerer Wellenlangen auftritt. Da rotes Licht energiearmer als blaues Licht ist, kdnnte
dies durchaus realistisch sein. Es musste entsprechend untersucht werden. Wirde
man rote Kernmarker wie beispielsweise NucSpot® Live 650 verwenden ist eine
Anregung der GFP-Fluoreszenz ausgeschlossen. Auch magliche Photokonversion
von NucSpot® Live 650 sollte unter der Annahme, dass Photokonversion
ausschlieBlich in Richtung langer welligen Lichtes auftritt kein Problem darstellen.
Auch die Anregung von NucSpot® Live 650 durch eGFP oder StayGold ware sehr
gering. Zudem ware im Falle der Nutzung eines roten Kernmarkers ein Tausch der
Anregungsreihenfolge von Zelle (GFP) und Zellkern (Rot) empfehlenswert. Das solche
Marker wie etwa NucSpot® Live 650 nicht angewandt werden, liegt auch in den um
einige Groflenordnungen hoherem Preis als andere Farbstoffe wie etwa die Hoechst
Farbstoffe. Aullerdem ist nicht klar, ob zur Nutzung der ANNs die in den
Trainingsdaten verwendeten Filter verwendet werden mussen (GFP SB und DAPI| SB).
Ansonsten mussten bei einem kernspezifischen roten Fluoreszenzfarbstoff neue
Trainingslabel erstellt werden. Aktuell wird Hoechst 33342 fur die Kernfarbung
44



verwendet. Dieser ist besonders gut membrangangig. Da Aufnahmen von fixierten
Proben aufgenommen werden, ist dies weniger wichtig. Schon die Nutzung von
Hoechst 34580 kénnte, das Noise und somit fehlerhafte Auswahl reduzieren. Dies liegt
daran, dass sein Spektrum im Vergleich zu den anderen beiden Hoechst Farbstoffen
leicht ins blaue verschoben ist. Diese Verschiebung sollte zu einer schwacheren
Anregung von GFP sorgen. Andererseits liefern einem verschiedenen online
Anwendungen fur Hoechst 34580 verschiedene Spektren. Mitunter werden deutlich
geringere Wellenlangen angegeben, mal hohere. Aullerdem soll Hoechst 34580 in
wassriger Losung nicht lange stabil (mitunter nur Stunden, maximal Tage) sein, sodass
eine mikroskopische Aufnahme zeitnah aufgenommen werden muss. Dies schlief3t
Hoechst 34580 zur Farbung des Zellkerns aus. Zudem wirde es auch im Bereich des
eGFP Licht emittieren.

Um den ANNSs die richtige Auswahl von Zellkern und Zytoplasma zu erleichtern und
die Bildqualitat zu steigern konnte auch das Entrauschen von Aufnahmen mithilfe von
Deep Learning wie etwa Content-aware image restoration (CARE) eine weitere Idee
sein. Der Ansatz mit CARE das Bild zu entrauschen hat mehrere Schwachstellen.
Erstens waren zum Trainieren verschiedene Bilder mit geringer Belichtungszeit und
Rauschen notwendig. Dieses musste auch mit hoher Belichtungszeit und ohne
Rauschen aufgenommen werden (dieses gilt als Ground Truth, also ,wahres Bild®).
Dies ist bei einer Transfektionsmethode mit keiner 100%igen Transfektionseffizienz
aber nicht umsetzbar. Bei einer Transfektionsmethode mit 100%iger
Transfektionseffizienz ware dies hingegen moglich. Zu Bedenken ist dabei aber, dass
das trainierte ANN womaoglich nicht mehr wie gewunscht funktioniert. Darlber hinaus
wurde sich der Datenbedarf stark erhdhen, wenn man Primardaten und verarbeiteten
Daten beibehalten will. Dies ware sinnvoll, da die Bildinformationen durch CARE
verandert werden. Daruber hinaus ware zu klaren, welche Datentypen CARE
verarbeiten kann (z. B. .vsi oder .tif). Zudem ist CARE auch aufgrund des grof3en
Arbeitsaufwandes eher ungeeignet, da es fur jede Konstrukt-Zelllinien-Kombination
neu trainiert werden musste.

Zur Bewertung der Qualitat lassen sich neben einen Ground Truth noch weitere
Parameter dokumentieren. Ebenso lie3en sich mit angepassten Makros noch weitere
Informationen generieren. So lielRe sich die Gesamtzahl der urspringlich vom ANN
erkannten Zellen feststellen. Dies lasst sich in Beziehung zu den schlussendlich
bertcksichtigten Zellen setzen (z. B. prozentual oder absolut). Auerdem lasst sich
ermitteln, wie viele Zellen aufgrund des Filters der Randwerte nicht bertcksichtigt
wurden. Auch die Anzahl fehlerhafter Objekte, wo nicht mindestens einmal Zellplasma
und Zellkern ermittelt wurden lassen sich quantifizieren. Grundsatzlich lasst sich auch
die Entwicklung der Flache (durchschnittlich oder absolut) der einzelnen Objekte
(Gesamtzelle, Zytoplasma und Zellkern) ermitteln und in Beziehung bringen. Durch
solche Informationen lieRen sich auch auf den ersten Blick nicht sichtbare Anderungen
erkennen. Aber es stellt sich auch die Frage, welche Informationen wirklich hilfreich
bei der Bewertung der ANNs sind und welche nur zusatzliche nutzlose Daten
generieren.

Theoretisch lasst sich Uber verschiedenste Stellschrauben die Aufnahme der
Praparate verbessern, um einerseits das Signal zu erhdéhen und die

Hintergrundfluoreszenz zu minimieren. Aulderdem gibt es die Mdglichkeit die Qualitat
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der gelieferten Eingangsdaten fur die ANNs zu verbessern und somit Bereiche der
Hintergrundfluoreszenz auszuschlie3en. Auch die Scharfe der Aufnahmen lasst sich
mithilfe von Multichannelcorrection verbessern. Erst als letzten Schritt sollte man
digitale Verbesserungen der Aufnahmen mithilfe von Deep Learning wie etwa mithilfe
von CARE in Betracht ziehen, da hierbei die Rohdaten bearbeitet werden. Dies
passiert bevor die ANNs die N/C-Ratio ermitteln. Wenn gleichzeitig noch weitere Daten
aus den Datensatzen gewonnen werden und ein Ground Truth fir die Testbilder der
ANNs geschaffen wurde, kénnen die ANNs erfolgreich getestet und produktiv
eingesetzt werden. Diese verlasslichen ANNs lassen sich anschlieBend zur
Erforschung der intrazellularen Verteilung nutzen. Sollte FLIM zur Erkennung genutzt
werden musste die Auswahl der ANNs zudem unabhangig von den verschiedenen
Konstrukten und Zelllinien sein.
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5 Zusammenfassung

Das aus der Pazifikqualle Aequorea victoria stammende Grin Fluoreszierende Protein
(GFP) hat eine enorme Bedeutung in den Lebenswissenschaften erlangt. Eine besonders
wichtige Nutzanwendung ist die Fusion von GFP mit ausgewahlten Zielproteinen. Durch
diese Markierung kann die Lokalisation des jeweiligen Fusionsproteins in den
verschiedenen Kompartimenten einer eukaryotischen Zelle fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt werden. Im Rahmen der Bachelor- (HAW Biotechnologie, 2016) und
Masterarbeit (HAW Pharmaceutical Biotechnology, 2019) von Jennifer Bohm wurde ein
GFP-basiertes  System zur absoluten  Quantifizierung der Starke von
Kernlokalisationssignalen entwickelt. Die Nutzung von diesem System ist zeitaufwandig,
da von der mikroskopischen Aufnahme bis zur Auswertung alle Schritte manuell
durchgeflhrt werden. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit eine zeiteffiziente
Bestimmung der GFP-Fluoreszenzintensitat in Zellkern und Zytoplasma mithilfe von Deep
Learning entwickelt. AuRerdem ist es durch die aktuellen Moglichkeiten umsetzbar, den
Aufnahmebereich des Praparates zu vergrofRern und zu standardisieren. Durch Deep
Learning ist es mdglich, die komplette Zelle zu markieren und zu vermessen. Die
Auswertung mithilfe von Deep Learning ist dabei deutlich weniger aufwandig und somit
die Auswertung einer viel grolkeren Stichprobengrofle mdglich. Zur Erstellung der
genutzten kunstlichen neuronalen Netzwerke (ANNs) mussten zunachst Trainingslabel
erstellt werden, um Zelle, Zellkern und Hintergrund zu erkennen. Dabei wurden mehrere
ANNSs erzeugt. Es zeigte sich, dass die ANNs mit der visuellen Markierung der einzelnen
Bereiche mit zunehmenden Trainingsdaten verlasslichere Markierungen lieferten (z. B.
FG_NC_13bilder und FG_NC_17bilder). Beim hauptsachlich untersuchten ANN
FG_NC_8bilder wurde u.a. festgestellt, dass die visuelle Auswahl teils zweifelhafte
Auswahlen lieferte. Das Ziel der StichprobenvergroRerung ist nur fur den Trainingsbildern
ahnliche Bilder gelungen (H1299 mit eGFP-Multimeren). Bei anderen Konstrukten und
Zelllinien wurde die Stichprobengrof3e nicht vergroRert, teilweise war sie sogar kleiner. Bei
der statistischen Auswertung der ermittelten N/C-Ratio-Werte fiel auf, dass diese nicht
vollstandig den erwarteten Verlauf aufwiesen. Auch die Daten verschiedener Praparate
wiesen keine vergleichbaren Daten auf. Nur die Daten der einzelnen ANNs eines
Praparates lieferten vergleichbare Daten. Daher stellte sich die Frage, ob die Konsensus
Verlaufe der verschiedenen Praparate fur die jeweiligen Praparate realitatsnaher als der
ursprunglich erwartete Verlauf waren. Dies lie® sich im Rahmen dieser Bachelorarbeit
nicht abschlielend klaren. Neben der Schaffung einer breiteren Datengrundlage gibt es
aulerdem andere Ansatze zur Fortentwicklung. Ebenso kdnnte womdglich durch den
Tausch des fluoreszierenden Proteins das Signal verstarkt und so das stérende Noise
reduziert werden. Zur Verbesserung des SignalToNoise-Ratios wurde auch eine digitale
Verarbeitung der Aufnahmen mithilfe von Deep Learning betrachtet und u.a. wegen des
notwendigen Zeitaufwandes als Notlosung eingestuft. Neben der Verbesserung des
Signals und der ANNs wurde auch eine verbesserte Nutzung der vorhandenen Hardware
untersucht. Alternativ konnte die Belastung der Praparate durch Beleuchtung durch die
Nutzung eines Konfokalmikroskops minimiert werden. Der Einsatz von Fluorescence
lifetime imaging microscopy (FLIM) wirde ggf. die Auswahl der ANNs verbessern und so
von individuellen Gegebenheiten entkoppeln. Die Auswahl der ANNs wirde so
unabhangig von Zelllinie und Konstrukt werden.
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7 Zusatzverzeichnisse

, Ay >0 &A:>0 [1]

7.1 Formeln
(%)
AN
R% N (Z(lcb)>
Ac
Ry : Kern/ Zytoplasmakoeffizient
Cc
Iy, : durchschnittliche Fluoreszenz vom Kernobjekt i
Ay : Anzahl der Kerne
I¢, : durchschnittliche Fluoreszenz vom Zytoplasmaobjekt b

Ac : Anzahl der Zytoplasmen

i bzw. b starten bei 1 und nehmen maximal Ay bzw. A an.

7.2 Abkirzungen

Tab. 7.1 Ubersicht der Abkirzungen Teil 1 (A-C)

Abkirzung Deutsch Englisch

A

Al kunstliche Intelligenz Artificial intelligence

AMP Adenosinmonophosphat

AnkXKk. AnkXkonstrukt

ANN Kunstliches neuronales Artificial neural network

Netzwerk

AS Aminosaure

C

CARE Content-aware image
restoration

CAS cellular apoptosis
susceptibility protein

CNN Convolutional neural
network

conv Konvolution Convolution

CPP32 Caspase 3

CRM1 Exportin 1 chromosomal region
maintenance 1
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Tab. 7.2 Ubersicht der Abkirzungen Teil 2 (D-P)

Logarithmus der
Saurekonstante

Abkiirzung Deutsch Englisch
D
DAPI 4'.6-Diamidin-2-phenylindol
DIC Differenzialinterferenzkontras | Differential interference
t contrast
DMEM Dulbecco’s Modified
Eagle’'s Medium
E
eGFP verbessertes grin enhanced green
fluoreszierendes Protein fluorescent protein
F
FIC Filamentation induced
by cyclic Adenosin-5°-
Monophosphat
FLIM Fluoreszenzlebensdauer- fluorescence lifetime
Mikroskopie imaging microscopy
G
GDP Guanosindiphosphat
GFP grun fluoreszierendes Protein | green fluorescent
protein
GTP Guanosintriphosphat
K
kDa Kilodalton
M
max pool max pooling
Mda Megadalton
MIA Zusammengesetztes Bild aus | Multiple image
vielen verschiedenen alignment
Einzelbildern
ML Maschinelles Lernen Machine Learning
N
N/C-Ratio Kern/Zytoplasma Koeffizient | Nucleus/Cytoplasm-
Ratio
NES Kernexportsignal Nuclear export signal
NLS Kernlokalisierungssignal Nuclear localization
sequence
NPC Kernporen nuclear pore complex
NTF2 nuclear transport factor
2
P
pH Potenzial des Wasserstoffes
pKa negativer dekadischer
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Tab. 7.3 Ubersicht der Abkiirzungen Teil 3 (R-Z)

Abkiirzung Deutsch Englisch
R
Ran Ras-verwandtes nukleares Ras-related nuclear
Protein protein
RanGAP Ran GTPase-activating
protein
RanGEF Ran Guanine nucleotide
Exchange Factor
RelLu Rectivied Linear Unit
RGB Der RGB-Farbraum
bezeichnet die additive
Mischung von Rot, Grin und
Blau.
ROI Region of Interest
ROS Reaktive Sauerstoffspezies Reactive oxygen
species
S
SB Einzelbandfilter single band
U
UKE Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf
UMIF UKE Microscopy
Imaging Facility
up-conv up-convolution
Vv
VBA Visual Basic for
Applications
Z
ZDC Z Drift Compensation
7.3 Tabellen

7.3.1 Material und Methoden

Tab. 2.1 Ubersicht der verwendeten Praparate inklusive

exprimierten Proteinen Teil 1

Tab. 2.1 Ubersicht der verwendeten Praparate inklusive

exprimierten Proteinen Teil 2

verwendeter Zelllinie und

verwendeter Zelllinie und

Tab. 2.3 Ubersicht der einzelnen VBA-Makros und deren Funktionsumfang
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7.3.2 Zusatzverzeichnisse

Tab. 7.1 Ubersicht der Abkirzungen Teil 1 (A-C)
Tab. 7.2 Ubersicht der Abkiirzungen Teil 2 (D-P)
Tab. 7.3 Ubersicht der Abkiirzungen Teil 3 (R-2)

7.3.3 Anhang

7.3.3.1V1

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.1.1 Statistische Werte fur V1
8.1.2 Statistische Werte fur V1
8.1.3 Statistische Werte fur V1
8.1.4 Statistische Werte fur V1
8.1.5 Statistische Werte fur V1
8.1.6 Statistische Werte fur V1
8.1.7 Statistische Werte fur V1
8.1.8 Statistische Werte fur V1
8.1.9 Statistische Werte fur V1
8.1.10 Statistische Werte fur V1
8.1.11 Statistische Werte fur V1
8.1.12 Statistische Werte fur V1
8.1.13 Statistische Werte fur V1
8.1.14 Statistische Werte fur V1
8.1.15 Statistische Werte fur V1
8.1.16 Statistische Werte fur V1
8.1.17 Statistische Werte fur V1
8.1.18 Statistische Werte fur V1
8.1.19 Statistische Werte fur V1
8.1.20 Statistische Werte fur V1

.FG_NC_5bilder.=2&k
.FG_NC_5bilder.>=28k
.FG_NC_5bilder.=2&k&f
.FG_NC_5bilder.>=28&k&f
.FG_NC_8bilder.=28k
.FG_NC_8bilder.>=2&k
.FG_NC_8bilder.=2&k&f
.FG_NC_8bilder.>=28&k&f
.FG_NC_9bilder.=2&k
.FG_NC_9bilder.>=28k
.FG_NC_9bilder.=28&k&f
.FG_NC_9bilder.>=28&K&f
.FG_NC_13bilder.=2&k
.FG_NC_13bilder.>=2&k
.FG_NC_13bilder.=2&k&f
.FG_NC_13bilder.>=28&k&f
.FG_NC_17bilder.=2&k
.FG_NC_17bilder.>=2&k
FG_NC_17bilder.=2&Kk&f
.FG_NC_17bilder.>=28&k&f
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7.3.3.2V2

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.2.1 Statistische Werte fur V2.FG_NC_5bilder.=2&k

8.2.2 Statistische Werte fur V2.FG_NC_5bilder.>=2&k
8.2.3 Statistische Werte fur V2.FG_NC_5bilder.=2&k&f
8.2.4 Statistische Werte fur V2.FG_NC_5bilder.>=2&k&f
8.2.5 Statistische Werte fur V2.FG_NC_8bilder.=2&k

8.2.6 Statistische Werte fur V2.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.2.7 Statistische Werte fur V2.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.2.8 Statistische Werte fur V2.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
8.2.9 Statistische Werte fur V2.FG_NC_9bilder.=2&k
8.2.10 Statistische Werte fur V2.FG_NC_9bilder.>=2&k
8.2.11 Statistische Werte fur V2.FG_NC_9bilder.=2&k&f
8.2.12 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_9bilder.>=2&k&f
8.2.13 Statistische Werte fur V2.FG_NC_13bilder.=2&k
8.2.14 Statistische Werte fur V2.FG_NC _13bilder.>=2&k
8.2.15 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_13bilder.=2&k&f
8.2.16 Statistische Werte fur V2.FG_NC _13bilder.>=2&k&f
8.2.17 Statistische Werte fur V2.FG_NC _17bilder.=2&k
8.2.18 Statistische Werte fur V2.FG_NC_17bilder.>=2&k
8.2.19 Statistische Werte fur V2.FG_NC_17bilder.=2&k&f
8.2.20 Statistische Werte fiur V2.FG_NC_17bilder.>=2&k&f

7.3.3.3V3

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.3.1 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.=2&k
8.3.2 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.>=2&k
8.3.3 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.=2&k&f
8.3.4 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.>=2&k&f
8.3.5 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.=2&k
8.3.6 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.>=28&k
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7.3.3.3V3

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.3.7 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.3.8 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.>=28&k&f
8.3.9 Statistische Werte fur V3.FG_NC_9bilder.=2&k
8.3.10 Statistische Werte fur V3.FG_NC_9bilder.>=2&k
8.3.11 Statistische Werte fiir V3.FG_NC_9bilder.=2&k&f
8.3.12 Statistische Werte fur V3.FG_NC_9bilder.>=2&k&f
8.3.13 Statistische Werte fur V3.FG_NC_13bilder.=2&k
8.3.14 Statistische Werte fur V3.FG_NC _13bilder.>=2&k
8.3.15 Statistische Werte fur V3.FG_NC_13bilder.=2&k&f
8.3.16 Statistische Werte fir V3.FG_NC_13bilder.>=2&k&f
8.3.17 Statistische Werte fur V3.FG_NC_17bilder.=2&k
8.3.18 Statistische Werte fur V3.FG_NC_17bilder.>=2&k
8.3.19 Statistische Werte fur V3.FG_NC_17bilder.=2&k&f
8.3.20 Statistische Werte fur V3.FG_NC _17bilder.>=2&k&f

7.3.3.4V4

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.4.1 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.=2&k
8.4.2 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.>=2&k
8.4.3 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.=2&k&f
8.4.4 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.>=2&Kk&f
8.4.5 Statistische Werte fur V4.FG_NC_8bilder.=2&k
8.4.6 Statistische Werte fur V4.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.4.7 Statistische Werte fur V4.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.4.8 Statistische Werte fur V4.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
8.4.9 Statistische Werte fur V4.FG_NC_9bilder.=2&k
8.4.10 Statistische Werte fur V4.FG_NC_9bilder.>=2&k
8.4.11 Statistische Werte fur V4.FG_NC_9bilder.=2&k&f
8.4.12 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_9bilder.>=2&k&f
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7.3.3.4V4

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.4.13 Statistische Werte fir V4.FG_NC_13bilder.=2&k
8.4.14 Statistische Werte fir V4.FG_NC_13bilder.>=2&k
8.4.15 Statistische Werte fur V4.FG_NC_13bilder.=2&k&f
8.4.16 Statistische Werte fur V4.FG_NC_13bilder.>=2&k&f
8.4.17 Statistische Werte fur V4.FG_NC _17bilder.=2&k
8.4.18 Statistische Werte fur V4.FG_NC_17bilder.>=2&k
8.4.19 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_17bilder.=2&k&f
8.4.20 Statistische Werte fur V4.FG_NC_17bilder.>=2&k&f

7.3.3.5 HCT116

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.5.1 Statistische Werte fur N1.FG_NC_8bilder.=2&k
8.5.2 Statistische Werte fur N1.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.5.3 Statistische Werte fur N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.5.4 Statistische Werte fur N1.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
8.5.5 Statistische Werte fir N4A.FG_NC_8bilder.=2&k
8.5.6 Statistische Werte fur N4.FG_NC_8bilder.>=28&k
8.5.7 Statistische Werte fur N4A.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.5.8 Statistische Werte fur N4.FG_NC_8bilder.>=2&Kk&f

7.3.3.6 HT29

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

8.6.1 Statistische Werte fur HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k
8.6.2 Statistische Werte fur HT29N1.FG_NC_8bilder.>=28&k
8.6.3 Statistische Werte fur HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.6.4 Statistische Werte fur HT29N1.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
8.6.5 Statistische Werte fur HT29N5.FG_NC_8bilder.=2&k
8.6.6 Statistische Werte fur HT29NS5.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.6.7 Statistische Werte fur HT29N5.FG_NC_8bilder.=2&k&f

8.6.8 Statistische Werte fur HT29NS.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
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7.3.3.7 AnkX (M1735)

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.7.1 Statistische Werte fur AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.=2&k
8.7.2 Statistische Werte fur AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.>=28&k
8.7.3 Statistische Werte fur AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.7.4 Statistische Werte fur AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.>=2&Kk&f
8.7.5 Statistische Werte fur AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.=2&k
8.7.6 Statistische Werte fur AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.7.7 Statistische Werte fur AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.7.8 Statistische Werte fur AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
8.7.9 Statistische Werte fur AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.=2&k
8.7.10 Statistische Werte fir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.>=28&k
8.7.11 Statistische Werte fur AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.7.12 Statistische Werte fir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.>=2&Kk&f

7.3.3.8 AnkX (H0200)

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

8.8.1 Statistische Werte fur AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.=2&k
8.8.2 Statistische Werte fur AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.>=2&k
8.8.3 Statistische Werte fur AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.=2&k&f
8.8.4 Statistische Werte fur AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
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7.4 Abbildungsverzeichnis

7.4.1 Einleitung

Abb. 1.1 Die Architektur eines U-Nets fur 32x32 Pixel bei der geringsten Auflosung.
Jede blaue Box entspricht einer mehrkanaligen Merkmalskarte. Weille Kastchen
stellen kopierte und zugeschnittene Merkmalskarten da. Oben ist jeweils die Anzahl
der Kanale angegeben. Unten die x-y GroRe. Die Pfeile zeigen, welche Schritte gerade
durchgefuhrt wurden. Die Bildunterschrift sowie die Abbildung wurden Ronneberger et
al.?2 entnommen.

Abb. 1.2 Volllangenvorhersage fiir AnkX von AlphaFold’:2

Abb. 1.3 eGFP-Struktur von https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/6yln/protein/1 am
17.03.2023, 14:58 entnommen"

Abb. 1.4 Ubersicht (iber den Kernproteinimport a) Im Zellplasma bildet die NLS mit a-
und B-Importin einen Komplex, der in den Zellkern importiert wird und zerfallt.
Anschlieend gelangen a- und B-Importin erneut ins Zytoplasma b) Ran muss als
RanGTP fur den Kernproteinimport jeweils im Zellkern zur Verfligung stehen. RanGDP
wird daher mithilfe von NTF2 in den Kern importiert. AnschlieRend wird GDP durch
GTP ausgetauscht, sodass RanGTP fur die Freisetzung der NLS zur Verfugung
steht.(entnommen von 8)

Abb. 1.5 NES, CRM1 und RanGTP bilden einen Komplexen, der ins Zytoplasma
exportiert wird. Dort wird RanGTP zu RanGDP hydrolysiert und bewirkt durch den
Zerfall des Komplexes die Freisetzung des Proteins (entnommen und verandert aus?°)

7.4.2 Material und Methoden

Abb. 2.1 Ausgesparte Bereiche, in denen der Kern keine scharfen Kanten aufweist
und daher nicht markiert werden kann (entnommen von?', es ist nur der DAPI-Kanal
sichtbar)

Abb. 2.2 Nicht-Zuordnung von Nicht-Standard Objekten links: GFP-Kanal; rechts:
DAPI-Kanal (entnommen von?")

7.4.3 Ergebnisse
Abb. 3.1 Ubersicht der statistischen Daten fiir das Praparat von V1. Auswertung des
Ausgangsdatensatzes mit vier verschiedenen Makros (im Anhang)

Abb. 3.2 Statistsche Auswertung von Objekten von V2 mit Hilfe von FG_NC_9bilder
ohne Filter

Abb. 3.3 Statistische Auswertung von Objekten von V2 mit Hilfe von FG_NC_9bilder
mit Filter

Abb. 3.4 Ubersicht der statistischen Daten von V3
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7.4.3 Ergebnisse

Abb. 3.5 Statistsische Auswertung des Datensatzes von FG_NC_9bilder fur V4 ohne
Filter

Abb. 3.6 Statistsische Auswertung des Datensatzes von FG_NC_9bilder fur V4 mit
Filter

Abb. 3.7 Statistische Auswertung der mit HCT116 erstellten Praparate N1 und N4. Es
wurden das ANN FG_NC_8bilder sowie die verschiedenen Makros verwendet.

Abb. 3.8 Statistische Auswertung der Praparate HT29N1 und HT29N5. Es wurde das
ANN FG_NC_8bilder und die verschiedenen Makros verwendet.

Abb. 3.9 Ubersicht von Daten vom AnkX-Konstrukt H0200 in H1299 zur Auswertung
des Ausgangsdatensatzes wurden die verschiedenen Makros (im Anhang) verwendet.

Abb. 3.10 Ubersicht der statistischen Daten vom AnkX-Konstrukt M1735 in H1299-
Zellen zur Auswertung des Ausgangsdatensatzes wurden die verschiedenen Makros
(im Anhang) verwendet.

7.4.4 Diskussion

Abb. 4.1 Die Ergebnisse wurden von Jennifer B6hm?? manuell ermittelt. N/C-Ratios
der eGFP-Multimere (1x-12x) werden durch die integrierte Intensitat von Zytoplasma
und Zellkern (whole) genauso wie mit der ROI-Methode in mindestens 30 Zellen
ermittelt. Mittelwert + Standardfehler werden dargestellt. Student's t-test wurde zur
statistischen Analyse (*p < 0.05) verwendet (entnommen aus 2?)

Abb. 4.2 Die Ergebnisse wurden manuell von Seibel et. al.’® ermittelt. Die N/C-Ratio-
Werte von eGFP-Multimeren in verschiedenen Saugerzelllinien wurden bestimmt. Der
gemittelte N/C-Ratio wurde mit Hilfe von ROI-Methode aus mindestens 10 Zellen fur 5
verschiedene Zelllinien ermittelt. Zur Aufnahme der Bilder wurde ein konfokales
Mikroskop verwendet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der N/C-
Ratio-Werte. 1x-eGFP dient als Kontrolle. Die Sterne verdeutlichen die signifikanten
Unterschiede zur Kontrolle derselben Zelllinie. * P < 0,05, *xP < 0,01, **xP <
0,001, *xxx P < 0,0001 (nach %)

Abb. 4.3 Emissionsspektrum von Hoechst 33343 und Anregungsspektren von
StayGold und eGFP (von 27 entnommen)
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7.4.5 Anhang
7.4.5.1 V1

Abb. 8.1.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.5 Aufnahme von Objekt 2 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.12 Aufnahme von Obijekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI
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7.4.51V1

Abb. 8.1.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.24 Aufnahme von Objekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.25 Aufnahme von Objekt 9 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.1.26 Aufnahme von Objekt 9 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.27 Aufnahme von Objekt 9 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.1.28 Aufnahme von Objekt 10 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts:
GFP und DAPI

Abb. 8.1.29 Aufnahme von Objekt 10 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.30 Aufnahme von Objekt 10 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

7.4.5.2 AnkX1_H0200

Abb. 8.2.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.5 Aufnahme von Objekt 2 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI
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7.4.5.2 AnkX1_H0200

Abb. 8.2.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.2.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.2.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

7.4.5.3 AnkX1_M1735

Abb. 8.3.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.3.4 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: Cell, Nucleus, GFP & DAPI rechts:
GFP & DAPI

Abb. 8.3.5 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.6 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: DAPI und Nucleus rechts: GFP,
Nucleus und Cell

Abb. 8.3.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell
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7.4.5.3 AnkX1_M1735

Abb. 8.3.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.3.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.3.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.3.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.3.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.3.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.24 Aufnahme von Objekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

7.4.5.4 HCT116

Abb. 8.4.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.5 Aufnahme von Objekt 2 links: GFP rechts: DAPI
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7.4.5.4 HCT116

Abb. 8.4.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.12 Aufnahme von Obijekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.24 Aufnahme von Obijekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.4.25 Aufnahme von Objekt 9 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP
und DAPI

Abb. 8.4.26 Aufnahme von Objekt 9 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.27 Aufnahme von Objekt 9 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus
und Cell
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7.4.5.4 HCT116

Abb. 8.4.28 Aufnahme von Objekt 10 am Rand links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI
rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.29 Aufnahme von Objekt 10 am Rand links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.30 Aufnahme von Objekt 10 am Rand links: DAPI & Nucleus rechts: GFP,
Nucleus & Cell

7.4.5.5 HT29

Abb. 8.5.1 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP, DAPI, Nucleus & Cell rechts: Nucleus,
DAPI & GFP

Abb. 8.5.2 GFP Kanal von Objekt 1

Abb. 8.5.3 Aufnahme von Objekt 2 links: Vermessens Objekt, DAPI und GFP rechts:
DAPI, GFP, Nucleus und Cell

Abb. 8.5.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Nucleus, DAPI und GFP rechts: GFP und
vermessenes Objekt

Abb. 8.5.5 GFP Kanal von Objekt 2

Abb. 8.5.6 Aufnahme von Objekt 3 links: vermessenes Objekt, DAPI und GFP rechts:
Cell, Nucleus, DAPI und GFP

Abb. 8.5.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Nucleus und DAPI rechts: GFP-Kanal
Abb. 8.5.8 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: DAPI

Abb. 8.5.9 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP und DAPI rechts: DAPI, GFP, Nucleus
und Cell

Abb. 8.5.10 Aufnahme vom Objekt 4 mit den Kanalen DAPI und GFP, sowie dem
markierten Objekt

Abb. 8.5.11 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: DAPI
Abb. 8.5.12 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI und Cell

7.4.5.6 Visuelle Ubersicht verschiedener kiinstlicher neuronalen Netzwerke

Abb. 8.6.1 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 Doro 70“ mit FG_NC_5bilder.
Sichtbar ist der GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell

Abb. 8.6.2 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 Doro 70“ mit FG_NC_8bilder.
Sichtbar ist der GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell

Abb. 8.6.3 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 Doro 70“ mit FG_NC_9bilder.
Sichtbar ist der GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell

Abb. 8.6.4 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 Doro 70 mit FG_NC_13bilder.
Sichtbar ist der GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell
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7.4.5.5 HT29

Abb. 8.6.5 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 Doro 70 mit FG_NC_17bilder.
Sichtbar ist der GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell

7.4.5.6 Graphische Aufbereitung der statistischen Daten verschiedener ANNs

und verschiedener VBA-Makros

Abb. 8.7.1 Ubersicht der statistischen Daten fiir das Praparat von V1
Abb. 8.7.2 Ubersicht der statistischen Daten fiir V2

Abb. 8.7.3 Ubersicht der statistischen Daten von V3

Abb. 8.7.4 Ubersicht der statistischen Auswertung von V4

7.4.5.7 Vektorkarten

Abb. 8.8.1 Vektorkarte des Konstruktes M1735
Abb. 8.8.2 Vektorkarte des Konstruktes H0200
Abb. 8.8.3 Vektorkarte von pEGFP-N1 (entnommen von 20)

66



8 Anhang

Der Anhang besteht zu grof3en Teilen aus farbigen Bildern, bei denen teilweise
selbst an einem Bildschirm die Betrachtung schwerfallt. Daher wurde in Absprache
entschieden, den Anhang nur in der digitalen Version dieser Arbeit anzuhangen. Der
Anhang beginnt in der digitalen Version auf Seite 68.
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8.1 Bilder

8.1.1 H1299

8.1.1.1 V1

Objekt 1

Abb. 8.1.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 2

Abb. 8.1.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.5 Aufnahme von Objekt 2 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 3

Abb. 8.1.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 4

Abb. 8.1.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 5

Abb. 8.1.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI
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Abb. 8.1.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 6

Abb. 8.1.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI
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Abb. 8.1.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 7

Abb. 8.1.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 8

Abb. 8.1.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.24 Aufnahme von Objekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 9

Abb. 8.1.25 Aufnahme von Objekt 9 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.26 Aufnahme von Objekt 9 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.27 Aufnahme von Objekt 9 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 10

Abb. 8.1.28 Aufnahme von Objekt 10 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.1.29 Aufnahme von Objekt 10 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.1.30 Aufnahme von Objekt 10 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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8.1.1.2 AnkX1_H0200

Objekt 1

Abb. 8.2.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.2.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell



Objekt 2

Abb. 8.2.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.2.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 3

Abb. 8.2.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.2.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell



Objekt 4

Abb. 8.2.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.2.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 5

Abb. 8.2.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.2.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
Objekt 6

Abb. 8.2.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI
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Abb. 8.2.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.2.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 7

Abb. 8.2.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI
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Abb. 8.2.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

8.1.1.3 AnkX1_M1735

Objekt 1

Abb. 8.3.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI
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Abb. 8.3.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 2

Abb. 8.3.4 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: Cell, Nucleus, GFP & DAPI rechts: GFP & DAPI

Abb. 8.3.5 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.6 Aufnahme von Objekt 2 am Rand links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 3

Abb. 8.3.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 4

Abb. 8.3.10 Aufnahme von Objekt 4 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 5

Abb. 8.3.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 6

Abb. 8.3.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
Objekt 7

Abb. 8.3.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI
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Abb. 8.3.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.3.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 8

Abb. 8.3.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.3.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI
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Abb. 8.3.24 Aufnahme von Objekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
8.1.2 HCT116
8.1.2.1 N1

8.1.2.1.1 7x -eGFP

Objekt 1

Abb. 8.4.1 Aufnahme von Objekt 1 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.2 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP rechts: DAPI



Abb. 8.4.3 Aufnahme von Objekt 1 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 2

Abb. 8.4.5 Aufnahme von Objekt 2 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.6 Aufnahme von Objekt 2 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 3

Abb. 8.4.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.8 Aufnahme von Objekt 3 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.9 Aufnahme von Objekt 3 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 4

Abb. 8.4.11 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.12 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 5

Abb. 8.4.13 Aufnahme von Objekt 5 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.14 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.15 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

94



Objekt 6

Abb. 8.4.16 Aufnahme von Objekt 6 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.17 Aufnahme von Objekt 6 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.18 Aufnahme von Objekt 6 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell
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Objekt 7

Abb. 8.4.19 Aufnahme von Objekt 7 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.20 Aufnahme von Objekt 7 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.21 Aufnahme von Objekt 7 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 8

Abb. 8.4.22 Aufnahme von Objekt 8 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI
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Abb. 8.4.23 Aufnahme von Objekt 8 links: GFP rechts: DAPI

Abb. 8.4.24 Aufnahme von Objekt 8 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 9

Abb. 8.4.25 Aufnahme von Objekt 9 links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und DAPI

Abb. 8.4.26 Aufnahme von Objekt 9 links: GFP rechts: DAPI
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Abb. 8.4.27 Aufnahme von Objekt 9 links: DAPI und Nucleus rechts: GFP, Nucleus und Cell

Objekt 10

Abb. 8.4.28 Aufnahme von Objekt 10 am Rand links: Cell, Nucleus, GFP und DAPI rechts: GFP und
DAPI

Abb. 8.4.30 Aufnahme von Objekt 10 am Rand links: DAPI & Nucleus rechts: GFP, Nucleus & Cell
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8.1.3 HT29

8.1.3.1 HT29N1

Objekt 1

Abb. 8.5.1 Aufnahme von Objekt 1 links: GFP, DAPI, Nucleus & Cell rechts: Nucleus, DAPI & GFP

Abb. 8.5.2 GFP Kanal von Objekt 1

Objekt 2

Abb. 8.5.3 Aufnahme von Objekt 2 links: Vermessens Objekt, DAPI und GFP rechts: DAPI, GFP,
Nucleus und Cell
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Abb. 8.5.4 Aufnahme von Objekt 2 links: Nucleus, DAPI und GFP rechts: GFP und vermessenes
Objekt

Abb. 8.5.5 GFP Kanal von Objekt 2

Objekt 3

Abb. 8.5.6 Aufnahme von Objekt 3 links: vermessenes Objekt, DAPI und GFP rechts: Cell, Nucleus,
DAPI und GFP
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Abb. 8.5.7 Aufnahme von Objekt 3 links: Nucleus und DAPI rechts: GFP-Kanal

Objekt 4

Abb. 8.5.8 Aufnahme von Objekt 4 links: DAPI und Nucleus rechts: DAPI

Abb. 8.5.9 Aufnahme von Objekt 4 links: GFP und DAPI rechts: DAPI, GFP, Nucleus und Cell

Abb. 8.5.10 Aufnahme vom Objekt 4 mit den Kanalen DAPI und GFP, sowie dem markierten Objekt
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Objekt 5

Abb. 8.5.11 Aufnahme von Objekt 5 links: DAPI und Nucleus rechts: DAPI

Abb. 8.5.12 Aufnahme von Objekt 5 links: GFP rechts: DAPI und Cell
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8.2 Visuelle Ubersicht verschiedener kiinstlicher neuronalen

Netzwerke

Abb. 8.6.1 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 doro 70“ mit FG_NC_5bilder. Sichtbar ist der
GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell
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Abb. 8.6.2 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 doro 70“ mit FG_NC_8bilder. Sichtbar ist der
GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell
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Abb. 8.6.3 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 doro 70“ mit FG_NC_9bilder. Sichtbar ist der
GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell
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Abb. 8.6.4 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 doro 70“ mit FG_NC_13bilder. Sichtbar ist der
GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell

106



Abb. 8.6.5 Ubersicht von einem Ausschnitt aus ,well 1 doro 70“ mit FG_NC_17bilder. Sichtbar ist der
GFP-Kanal, sowie die Probability map von Nucleus und Cell
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8.3 Graphische Aufbereitung der statistischen Daten verschiedener

ANNs und verschiedener VBA-Makros
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Abb. 8.7.3 Ubersicht der statistischen Daten von V3
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8.4 P-Values fur Abb. 8.7.1-8.7.4

8.41V1

Tab. 8.1.1 Statistische Werte fiir V1.FG_NC_5bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 309,0 Yes i 0,0001
2X vs. 3X 338,1 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 276,6 Yes ** 0,0032
4x vs. 5x 2477 Yes ** 0,0027
5x vs. 6x 178,1 Yes * 0,0375
6Xx vs. 7X -428,1 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 328,3 Yes e <0,0001

Tab. 8.1.2 Statistische Werte fur V1.FG_NC_5bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 532,7 Yes e <0,0001
2X vs. 3X 565,4 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 375,3 Yes ** 0,0011
4x vs. 5x 433,0 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 355,0 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -626,7 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 516,0 Yes e <0,0001

Tab. 8.1.3 Statistische Werte fir V1.FG_NC_5bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 42,51 No ns >0,9999
2x vs. 3x 401,6 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 334,1 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 378,5 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 205,0 Yes ** 0,0035
6X vs. 7X -434,3 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 281,3 Yes i 0,0006
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Tab. 8.1.4 Statistische Werte fir V1.FG_NC_5bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 110,9 No ns >0,9999
2x vs. 3x 619,7 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 498,4 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 592 4 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 419,6 Yes e <0,0001
6X vs. 7X -642,7 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 487,0 Yes e <0,0001

Tab. 8.1.5 Statistische Werte fiir V1.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 51,81 No ns >0,9999
2x vs. 3x 117,3 No ns 0,5732
3Xx vs. 4x 493,8 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 256,5 Yes i 0,0002
5x vs. 6x 201,5 Yes ** 0,0020
B6X vs. 7X -313,0 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 92,75 No ns >0,9999

Tab. 8.1.6 Statistische Werte fur V1.FG_NC_8bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -215,3 No ns 0,0541
2x vs. 3X 211,6 No ns 0,0889
3Xx vs. 4x 752,8 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 390,8 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 382,7 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -412,5 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 211,0 No ns 0,0819
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Tab. 8.1.7 Statistische Werte fur V1.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 76,44 No ns >0,9999
2X vs. 3X 92,87 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 441.,8 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 271,5 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 175,1 Yes ** 0,0065
BX vs. 7X -307,6 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 113,3 No ns 0,4866

Tab. 8.1.8 Statistische Werte fir V1.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -168,8 No ns 0,1808
2X vs. 3X 155,4 No ns 0,3893
3Xx vs. 4x 654,1 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 401,3 Yes e <0,0001
5x vs. 6x 344,0 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -399,8 Yes i <0,0001
7X vs. 8x 198,4 No ns 0,1050

Tab. 8.1.9 Statistische Werte fir V1.FG_NC_9bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 130,5 No ns 0,2005
2x vs. 3x 156,1 No ns 0,1046
3x vs. 4x 127,7 No ns 0,4664
4x vs. 5x 303,4 Yes i <0,0001
5Xx vs. 6X 85,19 No ns 0,7402
BX vs. 7X -287,0 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 88,94 No ns 0,6492
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Tab. 8.1.10 Statistische Werte fir V1.FG_NC_9bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 584,6 Yes e <0,0001
2X vs. 3X 125,4 No ns >0,9999
3x vs. 4x 277,5 Yes * 0,0238
4x vs. 5x 365,6 Yes i 0,0002
5x vs. 6X 142,0 No ns 0,4470
6X vs. 7X -702,5 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 254,6 Yes * 0,0471

Tab. 8.1.11 Statistische Werte fir V1.FG_NC_9bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 165,0 Yes * 0,0287
2X vs. 3X 123,0 No ns 0,3238
3X vs. 4x 123,9 No ns 0,4631
4x vs. 5x 296,6 Yes e <0,0001
5x vs. 6x 82,81 No ns 0,7075
B6X vs. 7X -267 .4 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 80,65 No ns 0,8745

Tab. 8.1.12 Statistische Werte fiir V1.FG_NC_9bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 569,9 Yes e <0,0001
2x vs. 3X 130,0 No ns 0,8466
3X vs. 4x 235,4 No ns 0,0636
4x vs. 5x 333,8 Yes i 0,0003
5x vs. 6X 150,1 No ns 0,2525
BX vs. 7X -647,7 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 223,0 No ns 0,1052
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Tab. 8.1.13 Statistische Werte flr V1.FG_NC_13bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -180,4 Yes * 0,0409
2x vs. 3x 387,9 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 3219 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 3721 Yes il <0,0001
5x vs. 6X 127,5 No ns 0,1645
BX vs. 7X -388,2 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 2429 Yes ** 0,0011

Tab. 8.1.14 Statistische Werte fir V1.FG_NC_13bilder.>=28k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -265,2 Yes * 0,0101
2x vs. 3x 7294 Yes bl <0,0001
3Xx vs. 4x 393,5 Yes i 0,0001
4x vs. 5x 650,0 Yes e <0,0001
5x vs. 6x 323,0 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -675,1 Yes i <0,0001
7X vs. 8x 4461 Yes bl <0,0001

Tab. 8.1.15 Statistische Werte fiir V1.FG_NC_13bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x -161,6 No ns 0,0734
2x vs. 3x 376,8 Yes i <0,0001
3Xx vs. 4x 262,5 Yes ** 0,0014
4x vs. 5x 391,7 Yes i <0,0001
5Xx vs. 6X 108,7 No ns 0,3106
BX vs. 7X -370,0 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 236,6 Yes ** 0,0013
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Tab. 8.1.16 Statistische Werte fir V1.FG_NC_13bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -212,7 Yes * 0,0441
2x vs. 3x 635,4 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 327,7 Yes ** 0,0013
4x vs. 5x 630,6 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 283,9 Yes i 0,0002
6X vs. 7X -630,4 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 410,7 Yes e <0,0001

Tab. 8.1.17 Statistische Werte fir V1.FG_NC_17bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -151,8 No ns 0,2776
2X vs. 3X 453,9 Yes e <0,0001
3X vs. 4x 203,4 Yes * 0,0219
4x vs. 5x 311,7 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 89,54 No ns 0,5086
BX vs. 7X -325,9 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 205,2 Yes ** 0,0018

Tab. 8.1.18 Statistische Werte fir V1.FG_NC_17bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -216,6 No ns 0,1758
2x vs. 3X 779,2 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 287,2 Yes ** 0,0062
4x vs. 5x 550,5 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 271,6 Yes i 0,0002
6Xx vs. 7X -544.,6 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 366,9 Yes e <0,0001
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Tab. 8.1.19 Statistische Werte flir V1.FG_NC_17bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1x vs. 2x -109,5 No ns 0,8681
2x vs. 3x 423,9 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 165,6 No ns 0,0911
4x vs. 5x 320,9 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 85,44 No ns 0,5106
BX vs. 7X -312,9 Yes e <0,0001
7X vs. 8x 198,9 Yes ** 0,0022
Tab. 8.1.20 Statistische Werte fur V1.FG_NC_17bilder.>=2&k&f
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1x vs. 2x -139,5 No ns 0,8545
2x vs. 3x 643,0 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 273,3 Yes ** 0,0064
4x vs. 5x 5179 Yes e <0,0001
5x vs. 6x 2414 Yes i 0,0004
BX vs. 7X -507,2 Yes i <0,0001
7X vs. 8x 328,8 Yes e <0,0001
8.4.2V2
Tab. 8.2.1 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_5bilder.=2&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1x vs. 2x 29,03 No ns >0,9999
2x vs. 3x 1810 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 520,8 Yes * 0,0111
4x vs. 5x 123,2 No ns >0,9999
5x vs. 6x -25,60 No ns >0,9999
BX vs. 7X 128,7 No ns >0,9999
7X vs. 8x 828,8 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.2 Statistische Werte fur V2.FG_NC_5bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 203,7 No ns 0,7659
2x vs. 3x 3189 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 7129 Yes ** 0,0049
4x vs. 5x 383,5 No ns 0,4330
5x vs. 6X -86,79 No ns >0,9999
6X vs. 7X 83,56 No ns >0,9999
7X vs. 8x 1871 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.3 Statistische Werte flir V2.FG_NC_5bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -130,1 No ns >0,9999
2x vs. 3x 1863 Yes e <0,0001
3X vs. 4x 477,2 Yes * 0,0202
4x vs. 5x 200,4 No ns >0,9999
5x vs. 6x 22,86 No ns >0,9999
B6X vs. 7X 22,91 No ns >0,9999
7X vs. 8x 779,7 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.4 Statistische Werte fir V2.FG_NC_5bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -93,24 No ns >0,9999
2x vs. 3X 3207 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 685,6 Yes ** 0,0052
4x vs. 5x 418,1 No ns 0,2564
5x vs. 6X 40,17 No ns >0,9999
B6X VS. 7X 5,792 No ns >0,9999
7x vs. 8x 1626 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.5 Statistische Werte fir V2.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 46,28 No ns >0,9999
2x vs. 3x 561,6 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 395,8 Yes ** 0,0047
4x vs. 5x -9,578 No ns >0,9999
5x vs. 6X 30,97 No ns >0,9999
6X vs. 7X 139,9 No ns 0,8934
7X vs. 8x 302,8 Yes * 0,0237

Tab. 8.2.6 Statistische Werte fir V2.FG_NC_8bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 1110 Yes e <0,0001
2X vs. 3X 269,4 No ns 0,3725
3Xx vs. 4x 636,9 Yes ** 0,0050
4x vs. 5x 379,1 No ns 0,2557
5x vs. 6X 54,54 No ns >0,9999
BX vs. 7X 333,1 Yes * 0,0327
7x vs. 8x 794,7 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.7 Statistische Werte fur V2.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 40,57 No ns >0,9999
2x vs. 3x 510,3 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 393,6 Yes ** 0,0038
4x vs. 5x 11,69 No ns >0,9999
5x vs. 6X 39,73 No ns >0,9999
B6X VS. 7X 137,5 No ns 0,8826
7X vs. 8x 248,9 No ns 0,0953
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Tab. 8.2.8 Statistische Werte fir V2.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 1007 Yes e <0,0001
2x vs. 3x 205,0 No ns 0,8653
3x vs. 4x 632,4 Yes ** 0,0039
4x vs. 5x 340,5 No ns 0,3965
5x vs. 6X 85,75 No ns >0,9999
6X vs. 7X 291,6 No ns 0,0765
7X vs. 8x 7151 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.9 Statistische Werte fir V2.FG_NC_9bilder.=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -421,6 Yes e <0,0001
2x vs. 3x 401,1 Yes e <0,0001
3X vs. 4x -52,70 No ns >0,9999
4x vs. 5x 159,7 No ns 0,4657
5x vs. 6x 2414 Yes * 0,0163
B6X vs. 7X 321,3 Yes i 0,0007
7X vs. 8x 180,4 No ns 0,2892

Tab. 8.2.10 Statistische Werte fir V2.FG_NC_9bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x -1326 Yes e <0,0001
2x vs. 3X 353,2 No ns 0,1783
3Xx vs. 4x -1000 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 1293 Yes e <0,0001
5x vs. 6X 685,2 Yes e <0,0001
BX vs. 7X 604,6 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 793,2 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.11 Statistische Werte flr V2.FG_NC_9bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -408,8 Yes e <0,0001
2x vs. 3x 390,9 Yes e <0,0001
3x vs. 4x -59,93 No ns >0,9999
4x vs. 5x 178,4 No ns 0,2874
5x vs. 6X 247,0 Yes * 0,0129
6X vs. 7X 292,8 Yes ** 0,0023
7X vs. 8x 174,6 No ns 0,3105

Tab. 8.2.12 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_9bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -1253 Yes e <0,0001
2x vs. 3x 262,7 No ns 0,5875
3Xx vs. 4x -897,9 Yes i 0,0002
4x vs. 5x 1250 Yes e <0,0001
5x vs. 6x 694,7 Yes e <0,0001
B6X vs. 7X 569,3 Yes i 0,0001
7X vs. 8x 655,9 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.13 Statistische Werte fir V2.FG_NC_13bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x -234,1 Yes ** 0,0072
2x vs. 3X 783,2 Yes e <0,0001
3X vs. 4x 226,5 No ns 0,3732
4x vs. 5x 43,07 No ns >0,9999
5x vs. 6X 17,82 No ns >0,9999
B6X VS. 7X 70,25 No ns >0,9999
7x vs. 8x 483,5 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.14 Statistische Werte fir V2.FG_NC_13bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -187,2 No ns 0,4041
2x vs. 3x 1623 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 401,8 No ns 0,0977
4x vs. 5x 240,4 No ns 0,8741
5x vs. 6X 278,9 No ns 0,8550
BX vs. 7X -104,5 No ns >0,9999
7X vs. 8x 1013 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.15 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_13bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -213,2 Yes * 0,0140
2x vs. 3x 7547 Yes i <0,0001
3Xx vs. 4x 218,8 No ns 0,4011
4x vs. 5x 85,91 No ns >0,9999
5x vs. 6X 6,615 No ns >0,9999
BX vs. 7X 76,06 No ns >0,9999
7Xx vs. 8x 4271 Yes i <0,0001

Tab. 8.2.16 Statistische Werte fir V2.FG_NC_13bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -173,4 No ns 0,4353
2x vs. 3x 1504 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 352,8 No ns 0,1890
4x vs. 5x 303,5 No ns 0,3480
5x vs. 6x 188,9 No ns >0,9999
BX vs. 7X -19,89 No ns >0,9999
7X vs. 8x 861,4 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.17 Statistische Werte fir V2.FG_NC_17bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -236,5 Yes * 0,0190
2x vs. 3x 712,3 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 511,4 Yes i 0,0008
4x vs. 5x -117,6 No ns >0,9999
5x vs. 6X 71,80 No ns >0,9999
6X vs. 7X -40,39 No ns >0,9999
7X vs. 8x 524,5 Yes bl <0,0001

Tab. 8.2.18 Statistische Werte fir V2.FG_NC_17bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -86,28 No ns >0,9999
2X vs. 3X 1606 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 903,4 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 59,33 No ns >0,9999
5x vs. 6X -40,43 No ns >0,9999
BX Vvs. 7X 40,15 No ns >0,9999
7x vs. 8x 1171 Yes e <0,0001

Tab. 8.2.19 Statistische Werte fiir V2.FG_NC_17bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -210,3 Yes * 0,0402
2x vs. 3x 668,3 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 517,2 Yes i 0,0005
4x vs. 5x -70,21 No ns >0,9999
5x vs. 6X 74,62 No ns >0,9999
BX vs. 7X -55,98 No ns >0,9999
7X vs. 8x 458,8 Yes e <0,0001
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Tab. 8.2.20 Statistische Werte fur V2.FG_NC_17bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X -87,07 No ns >0,9999
2x vs. 3x 1425 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 839,3 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 175,3 No ns >0,9999
5x vs. 6X -23,30 No ns >0,9999
6X vs. 7X 30,55 No ns >0,9999
7X vs. 8x 968,1 Yes e <0,0001
8.4.3V3
Tab. 8.3.1 Statistische Werte fir V3.FG_NC_5bilder.=2&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X -12,15 No ns >0,9999
2x vs. 3x 365,4 Yes * 0,0409
3x vs. 4x 253,9 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -117,0 No ns >0,9999
5x vs. 6X 390,5 Yes i 0,0005
6Xx vs. 7X -120,3 No ns 0,1330
7X vs. 8x 2581 Yes * 0,0103
Tab. 8.3.2 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.>=28&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1x vs. 2x -3,338 No ns >0,9999
2x vs. 3X 592,9 Yes * 0,0156
3Xx vs. 4x 419,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -206,7 No ns 0,6596
5x vs. 6X 529,4 Yes i 0,0002
BX vs. 7X -98,05 No ns 0,9046
7x vs. 8x 402,1 Yes ** 0,0017

125




Tab. 8.3.3 Statistische Werte fur V3.FG_NC_5bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -1,162 No ns >0,9999
2X VS. 3X 335,2 Yes * 0,0417
3Xx vs. 4x 226,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -712,27 No ns >0,9999
5x vs. 6X 4171 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -81,11 No ns 0,7462
7X vs. 8x 160,2 No ns 0,2529

Tab. 8.3.4 Statistische Werte fir V3.FG_NC_5bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 5,542 No ns >0,9999
2x vs. 3x 530,9 Yes * 0,0165
3Xx vs. 4x 366,3 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -134,4 No ns >0,9999
5x vs. 6x 406,2 Yes ** 0,0035
BX vs. 7X 74,26 No ns >0,9999
7X vs. 8x 199,8 No ns 0,3363

Tab. 8.3.5 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 2413 No ns >0,9999
2x vs. 3x -23,68 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 2954 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -67,37 No ns >0,9999
5Xx vs. 6X 2743 Yes ** 0,0019
B6X VS. 7X -78,42 No ns 0,3689
7X vs. 8x 245,0 Yes i 0,0008
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Tab. 8.3.6 Statistische Werte fur V3.FG_NC_8bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 85,21 No ns >0,9999
2X vs. 3X 9,720 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 404,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -97,24 No ns >0,9999
5x vs. 6X 383,0 Yes i 0,0008
BX vs. 7X -79,71 No ns 0,8006
7X vs. 8x 322,5 Yes ** 0,0018

Tab. 8.3.7 Statistische Werte fir V3.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x -17,92 No ns >0,9999
2X vs. 3X 19,76 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 237,9 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -44,20 No ns >0,9999
5x vs. 6x 298,9 Yes i 0,0002
BX vs. 7X -54,56 No ns >0,9999
7X vs. 8x 146,4 No ns 0,0826

Tab. 8.3.8 Statistische Werte flr V3.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 29,87 No ns >0,9999
2x vs. 3x 40,63 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 3371 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -72,29 No ns >0,9999
5Xx vs. 6X 297,8 Yes ** 0,0077
B6X VS. 7X 52,92 No ns >0,9999
7X vs. 8x 165,6 No ns 0,2528
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Tab. 8.3.9 Statistische Werte fir V3.FG_NC_9bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 39,04 No ns >0,9999
2X vs. 3X 20,11 No ns >0,9999
3x vs. 4x 2284 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -77,19 No ns >0,9999
5x vs. 6X 154,8 No ns 0,2302
6X vs. 7X 10,48 No ns >0,9999
7X vs. 8x 171,0 No ns 0,0577

Tab. 8.3.10 Statistische Werte fir V3.FG_NC_9bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 226,1 No ns 0,9382
2X vs. 3X 172,7 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 355,1 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -227.,9 No ns 0,4458
5x vs. 6x 196,7 No ns 0,8394
B6X vs. 7X 244 4 Yes ** 0,0028
7X vs. 8x 369,2 Yes i 0,0006

Tab. 8.3.11 Statistische Werte fiir V3.FG_NC_9bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 33,99 No ns >0,9999
2x vs. 3x 31,00 No ns >0,9999
3x vs. 4x 188,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -57,09 No ns >0,9999
5x vs. 6X 2079 Yes * 0,0166
B6X VS. 7X -17,29 No ns >0,9999
7x vs. 8x 137,3 No ns 0,1864
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Tab. 8.3.12 Statistische Werte fur V3.FG_NC_9bilder.>=2&Kk&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 170,6 No ns >0,9999
2x vs. 3x 168,9 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x 311,9 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -204,9 No ns 0,5131
5x vs. 6X 145,7 No ns >0,9999
BX vs. 7X 364,7 Yes e <0,0001
7x vs. 8x 193,7 No ns 0,1764

Tab. 8.3.13 Statistische Werte fiir V3.FG_NC_13bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 272,6 Yes ** 0,0011
2x vs. 3x -264,5 Yes ** 0,0016
3Xx vs. 4x 365,4 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -56,30 No ns >0,9999
5x vs. 6x 312,2 Yes i 0,0009
BX vs. 7X -91,16 No ns 0,3728
7X vs. 8x 274,2 Yes i 0,0009

Tab. 8.3.14 Statistische Werte fiir V3.FG_NC_13bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 440,8 Yes i 0,0001
2x vs. 3x -230,4 No ns 0,1679
3Xx vs. 4x 527,6 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -177,8 No ns 0,8006
5Xx vs. 6X 487.,9 Yes i 0,0001
BX vs. 7X -81,85 No ns >0,9999
7X vs. 8x 384,8 Yes ** 0,0013
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Tab. 8.3.15 Statistische Werte fir V3.FG_NC_13bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 232,2 Yes ** 0,0029
2x vs. 3x -211,0 Yes ** 0,0091
3Xx vs. 4x 294,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -4,997 No ns >0,9999
5x vs. 6X 328,7 Yes i 0,0001
BX vs. 7X -50,92 No ns >0,9999
7x vs. 8x 157,5 No ns 0,1345

Tab. 8.3.16 Statistische Werte fur V3.FG_NC_13bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 356,2 Yes i 0,0006
2X vs. 3X -180,7 No ns 0,3163
3Xx vs. 4x 430,5 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -94,31 No ns >0,9999
5x vs. 6x 483,5 Yes e <0,0001
BX vs. 7X -33,29 No ns >0,9999
7X vs. 8x 2443 No ns 0,0626

Tab. 8.3.17 Statistische Werte fir V3.FG_NC_17bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 308,5 Yes i 0,0002
2x vs. 3x -303,0 Yes i 0,0002
3Xx vs. 4x 406,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -25,38 No ns >0,9999
5Xx vs. 6X 201,0 No ns 0,0910
B6X VS. 7X -82,53 No ns 0,5293
7X vs. 8x 164,7 No ns 0,1304
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Tab. 8.3.18 Statistische Werte fir V3.FG_NC_17bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 475,9 Yes e <0,0001
2X vs. 3X -294.,0 Yes * 0,0332
3x vs. 4x 603,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x -64,25 No ns >0,9999
5x vs. 6X 277,0 No ns 0,0947
6X vs. 7X -58,85 No ns >0,9999
7X vs. 8x 290,1 Yes * 0,0288

Tab. 8.3.19 Statistische Werte fir V3.FG_NC_17bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 277,7 Yes i 0,0002
2x vs. 3x -252,2 Yes i 0,0009
3Xx vs. 4x 346,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 39,02 No ns >0,9999
5x vs. 6x 210,0 No ns 0,0526
B6X vs. 7X -78,96 No ns 0,5800
7X vs. 8x 85,35 No ns >0,9999

Tab. 8.3.20 Statistische Werte fiir V3.FG_NC_17bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 408,8 Yes e <0,0001
2x vs. 3X -239,6 No ns 0,0641
3Xx vs. 4x 503,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 35,55 No ns >0,9999
5x vs. 6X 2742 No ns 0,0586
B6X VS. 7X -47,95 No ns >0,9999
7x vs. 8x 170,6 No ns 0,4488
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8.4.4V4

Tab. 8.4.1 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 585,0 Yes e <0,0001
2X vs. 3X -184,2 No ns 0,1905
3x vs. 4x 196,3 Yes i 0,0002
4x vs. 5x 383,3 Yes ** 0,0036
5x vs. 6X -12,64 No ns >0,9999
B6X Vvs. 7X -11,83 No ns >0,9999
7x vs. 8x 4229 Yes i 0,0003

Tab. 8.4.2 Statistische Werte fir V4.FG_NC_5bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 831,9 Yes e <0,0001
2X vs. 3X -264,8 No ns 0,1088
3Xx vs. 4x 314,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 457,0 Yes ** 0,0060
5x vs. 6x 108,9 No ns >0,9999
6Xx vs. 7X -46,84 No ns >0,9999
7X vs. 8x 482,9 Yes ** 0,0016

Tab. 8.4.3 Statistische Werte fur V4.FG_NC_5bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 564,8 Yes e <0,0001
2X vs. 3X -174,1 No ns 0,1986
3x vs. 4x 163,1 Yes ** 0,0021
4x vs. 5x 473,6 Yes e <0,0001
5x vs. 6X -63,78 No ns >0,9999
B6X vs. 7X 53,62 No ns >0,9999
7X vs. 8x 278,9 Yes * 0,0336

132




Tab. 8.4.4 Statistische Werte fir V4.FG_NC_5bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 768,5 Yes e <0,0001
2X vs. 3X -247,5 No ns 0,1035
3x vs. 4x 280,1 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 509,4 Yes i 0,0006
5x vs. 6X 63,69 No ns >0,9999
6X vs. 7X 75,96 No ns >0,9999
7X vs. 8x 367,4 Yes * 0,0265

Tab. 8.4.5 Statistische Werte fir V4.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 186,4 No ns 0,0877
2X vs. 3X -168,1 No ns 0,2215
3Xx vs. 4x 263,3 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 235,2 Yes * 0,0483
5x vs. 6X -33,03 No ns >0,9999
BX vs. 7X 58,58 No ns >0,9999
7x vs. 8x 255,8 Yes ** 0,0038

Tab. 8.4.6 Statistische Werte flir V4.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 270,2 Yes * 0,0481
2X vs. 3X -229,5 No ns 0,1852
3x vs. 4x 388,7 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 276,3 No ns 0,0548
5x vs. 6X 39,37 No ns >0,9999
BX vs. 7X 38,75 No ns >0,9999
7X vs. 8x 3414 Yes ** 0,0020
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Tab. 8.4.7 Statistische Werte fur V4.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 170,3 No ns 0,1050
2X vs. 3X -112,7 No ns 0,8839
3x vs. 4x 207,2 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 294.,8 Yes ** 0,0029
5x vs. 6X -48,03 No ns >0,9999
6X vs. 7X 67,59 No ns >0,9999
7X vs. 8x 175,7 No ns 0,0894

Tab. 8.4.8 Statistische Werte fir V4.FG_NC_8bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 2440 Yes * 0,0492
2X vs. 3X -223,3 No ns 0,1250
3Xx vs. 4x 369,9 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 304,5 Yes * 0,0120
5x vs. 6X 43,47 No ns >0,9999
BX Vvs. 7X 77,98 No ns >0,9999
7x vs. 8x 258,0 Yes * 0,0295

Tab. 8.4.9 Statistische Werte fir V4.FG_NC_9bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 313,0 Yes e <0,0001
2x vs. 3X -441,1 Yes e <0,0001
3X vs. 4x 111,5 Yes * 0,0206
4x vs. 5x 1441 No ns 0,0779
5x vs. 6x 118,9 No ns 0,3849
6X vs. 7X -53,03 No ns >0,9999
7X vs. 8x 192,2 Yes * 0,0266
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Tab. 8.4.10 Statistische Werte fir V4.FG_NC_9bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 497,5 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -941,9 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x -82,03 No ns >0,9999
4x vs. 5x 351,7 No ns 0,0545
5x vs. 6X 336,9 No ns 0,0916
BX vs. 7X 64,37 No ns >0,9999
7X vs. 8x 393,2 Yes ** 0,0012

Tab. 8.4.11 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_9bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 300,4 Yes bl <0,0001
2x vs. 3x -397,8 Yes i <0,0001
3Xx vs. 4x 82,38 No ns 0,1795
4x vs. 5x 187,3 Yes ** 0,0055
5x vs. 6X 64,31 No ns >0,9999
BX Vvs. 7X 1,371 No ns >0,9999
7Xx vs. 8x 145,8 No ns 0,1655

Tab. 8.4.12 Statistische Werte fir V4.FG_NC_9bilder.>=28&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1x vs. 2x 468,1 Yes i <0,0001
2x vs. 3x -920,8 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x -27,93 No ns >0,9999
4x vs. 5x 434,0 Yes ** 0,0042
5Xx vs. 6X 250,1 No ns 0,3906
B6X VS. 7X 134,5 No ns 0,4150
7X vs. 8x 298,3 Yes * 0,0208

135




Tab. 8.4.13 Statistische Werte flr V4.FG_NC_13bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 411,7 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -399,9 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 289,5 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 270,4 Yes ** 0,0059
5x vs. 6X 65,85 No ns >0,9999
6X vs. 7X -4,557 No ns >0,9999
7x vs. 8x 187,7 No ns 0,0844

Tab. 8.4.14 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_13bilder.>=28k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 671,9 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -621,3 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 490,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 314,5 Yes * 0,0263
5x vs. 6x 200,1 No ns 0,5512
B6X vs. 7X -47 .11 No ns >0,9999
7X vs. 8x 296,2 Yes * 0,0266

Tab. 8.4.15 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_13bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x 396,0 Yes e <0,0001
2x vs. 3X -348,3 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 249,7 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 329,6 Yes i 0,0002
5x vs. 6X 6,649 No ns >0,9999
B6X VS. 7X 47,67 No ns >0,9999
7x vs. 8x 128,1 No ns 0,5470
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Tab. 8.4.16 Statistische Werte fur V4.FG_NC_13bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 607,3 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -519,6 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 407,7 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 375,5 Yes * 0,0017
5x vs. 6X 129,0 No ns >0,9999
6X vs. 7X 43,27 No ns >0,9999
7X vs. 8x 229,5 No ns 0,1374

Tab. 8.4.17 Statistische Werte fiir V4.FG_NC_17bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 320,8 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -304,5 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 297,0 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 226,7 Yes * 0,0145
5x vs. 6x 48,16 No ns >0,9999
B6X vs. 7X 30,19 No ns >0,9999
7X vs. 8x 142,5 No ns 0,3707

Tab. 8.4.18 Statistische Werte fir V4.FG_NC_17bilder.>=28k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 614,6 Yes e <0,0001
2x vs. 3X -529,0 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 518,6 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 305,1 Yes * 0,0185
5x vs. 6X 122,6 No ns >0,9999
B6X VS. 7X 34,15 No ns >0,9999
7x vs. 8x 2114 No ns 0,2808
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Tab. 8.4.19 Statistische Werte fir V4.FG_NC_17bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X 301,0 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -266,3 Yes e <0,0001
3x vs. 4x 266,1 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 280,0 Yes i 0,0006
5x vs. 6X 4,843 No ns >0,9999
6X vs. 7X 38,48 No ns >0,9999
7X vs. 8x 118,9 No ns 0,6663
Tab. 8.4.20 Statistische Werte fir V4.FG_NC_17bilder.>=2&k&f
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X 540,5 Yes e <0,0001
2x vs. 3x -431,2 Yes e <0,0001
3Xx vs. 4x 434.,4 Yes e <0,0001
4x vs. 5x 355,2 Yes ** 0,0013
5x vs. 6x 76,61 No ns >0,9999
B6X vs. 7X 55,09 No ns >0,9999
7x vs. 8x 202,5 No ns 0,2729
8.4.5 HCT116
Tab. 8.5.1 Statistische Werte fir N1.FG_NC_8bilder.=2&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X -0,9066 No ns >0,9999
2X vs. 3X 1,382 No ns >0,9999
3X vs. 4x 1,717 No ns >0,9999
4x vs. 5x 33,00 No ns 0,4325
5x vs. 6x 10,93 No ns >0,9999
B6X vs. 7X -63,82 No ns 0,2550
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Tab. 8.5.2 Statistische Werte fir N1.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -5,164 No ns >0,9999
2X vs. 3X 2,192 No ns >0,9999
3x vs. 4x 20,60 No ns >0,9999
4x vs. 5x 25,37 No ns >0,9999
5x vs. 6X 41,11 No ns 0,8247
6X vs. 7X -70,30 No ns 0,3465

Tab. 8.5.3 Statistische Werte fir N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -3,123 No ns >0,9999
2x vs. 3X 16,20 No ns >0,9999
3Xx vs. 4x -9,333 No ns >0,9999
4x vs. 5x 32,03 No ns 0,3669
5x vs. 6x 22,37 No ns >0,9999
6Xx vs. 7X -65,07 No ns 0,1783

Tab. 8.5.4 Statistische Werte fir N1.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -4,992 No ns >0,9999
2x vs. 3X 12,25 No ns >0,9999
3x vs. 4x 10,03 No ns >0,9999
4x vs. 5x 30,00 No ns 0,8416
5x vs. 6X 44,77 No ns 0,4752
B6X VS. 7X -73,38 No ns 0,2346
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Tab. 8.5.5 Statistische Werte fir NA.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1X vs. 2X -13,04 No ns >0,9999

2X vs. 3X -1,617 No ns >0,9999

3x vs. 4x 32,51 No ns 0,4630

4x vs. 5x 15,22 No ns >0,9999

5x vs. 6X -3,455 No ns >(0,9999
Tab. 8.5.6 Statistische Werte fir NA.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1X vs. 2X -10,30 No ns >0,9999

2X vs. 3X 6,318 No ns >0,9999

3x vs. 4x 27,33 No ns 0,9126

4x vs. 5x 12,80 No ns >0,9999

5x vs. 6X -10,75 No ns >0,9999
Tab. 8.5.7 Statistische Werte fir N4A.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1x vs. 2x -13,54 No ns 0,9724

2Xx vs. 3X 2,002 No ns >0,9999

3X vs. 4x 30,71 No ns 0,5531

4x vs. 5x 9,000 No ns >0,9999

5x vs. 6X 3,400 No ns >0,9999
Tab. 8.5.8 Statistische Werte fiir N4.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1X vs. 2X -12,06 No ns >0,9999

2X vs. 3X 10,43 No ns >0,9999

3x vs. 4x 25,38 No ns >0,9999

4x vs. 5x 6,000 No ns >0,9999

5x vs. 6x -4,000 No ns >0,9999
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8.4.6 HT29

Tab. 8.6.1 Statistische Werte fiur HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -28,73 No ns 0,1468
2X vs. 3X 16,50 No ns >0,9999
3x vs. 4x 17,68 No ns >0,9999
4x vs. 5x 27,88 No ns >0,9999
5x vs. 6X 28,63 No ns >0,9999
B6X vSs. 7X -712,17 No ns >0,9999
7x vs. 8x 54,13 No ns >0,9999

Tab. 8.6.2 Statistische Werte fir HT29N1.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x -24,38 No ns 0,5208
2X vs. 3X 8,529 No ns >0,9999
3x vs. 4x 31,30 No ns >0,9999
4x vs. 5x 0,8176 No ns >0,9999
5x vs. 6X 26,30 No ns >0,9999
6Xx vs. 7X -19,60 No ns >0,9999
7x vs. 8x 35,27 No ns >0,9999

Tab. 8.6.3 Statistische Werte fir HT29N1.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2x -26,23 No ns 0,2385
2x vs. 3X 13,61 No ns >0,9999
3X vs. 4x 14,35 No ns >0,9999
4x vs. 5x 26,97 No ns >0,9999
5x vs. 6X 28,31 No ns >0,9999
BX vSs. 7X -711,17 No ns >0,9999
7x vs. 8x 53,97 No ns >0,9999
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Tab. 8.6.4 Statistische Werte fur HT29N1.FG_NC_8bilder.>=2&Kk&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X -22,96 No ns 0,6129
2X vs. 3X 7,014 No ns >0,9999
3x vs. 4x 26,62 No ns >0,9999
4x vs. 5x 10,90 No ns >0,9999
5x vs. 6X 15,39 No ns >0,9999
6X vs. 7X -18,87 No ns >0,9999
7X vs. 8x 35,00 No ns >0,9999

Tab. 8.6.5 Statistische Werte fur HT29N5.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 14,70 No ns 0,4811
2x vs. 3x -7,833 No ns >0,9999
3x vs. 4x -9,683 No ns >0,9999
4x vs. 5x 41,67 Yes * 0,0283
5x vs. 6X -16,22 No ns >0,9999
BX vs. 7X -3,000 No ns >0,9999
7X vs. 8x 40,00 No ns 0,5237

Tab. 8.6.6 Statistische Werte fir HT29N5.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons

test

1X vs. 2X 14,03 No ns 0,6981
2X vs. 3X -7,489 No ns >0,9999
3x vs. 4x -9,928 No ns >0,9999
4x vs. 5x 48,27 Yes * 0,0192
5x vs. 6X -18,60 No ns >0,9999
BX vs. 7X -5,000 No ns >0,9999
7x vs. 8x 45,80 No ns 0,2727
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Tab. 8.6.7 Statistische Werte fir HT29N5.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X 11,93 No ns 0,9465
2X vs. 3X -7,821 No ns >0,9999
3x vs. 4x -6,554 No ns >0,9999
4x vs. 5x 38,35 No ns 0,0578
5x vs. 6X -16,22 No ns >0,9999
6X vs. 7X -3,000 No ns >0,9999
7x vs. 8x 40,00 No ns 0,4674
Tab. 8.6.8 Statistische Werte fiur HT29N5.FG_NC_8bilder.>=2&k&f
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1X vs. 2X 11,48 No ns >0,9999
2X vs. 3X -7,567 No ns >0,9999
3x vs. 4x -10,03 No ns >0,9999
4x vs. 5x 48,58 Yes * 0,0193
5x vs. 6X -19,20 No ns >0,9999
BX vs. 7X -4,600 No ns >0,9999
7X vs. 8x 45,40 No ns 0,2510
8.4.7 AnkX (M1735)
Tab. 8.7.1 Statistische Werte fir AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.=2&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1vs. 2 -13,86 Yes * 0,0299
2vs. 3 8,261 No ns 0,5780
1vs. 3 -5,595 No ns >0,9999
Tab. 8.7.2 Statistische Werte fir AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k
Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P
multiple diff, Value
comparisons
test
1vs. 2 -17,77 Yes ** 0,0058
2vs. 3 8,486 No ns 0,6571
1vs. 3 -9,289 No ns 0,5918
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Tab. 8.7.3 Statistische Werte fir AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -11,05 No ns 0,1079

2vs. 3 5,489 No ns >0,9999

1vs. 3 -5,565 No ns >0,9999
Tab. 8.7.4 Statistische Werte fir AnkX1M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 -13,47 Yes * 0,0458

2vs.3 4,400 No ns >0,9999

1vs.3 -9,067 No ns 0,5356
Tab. 8.7.5 Statistische Werte fir AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 6,023 No ns >0,9999

2vs. 3 -5,951 No ns >0,9999

1vs. 3 0,07143 No ns >0,9999
Tab. 8.7.6 Statistische Werte fir AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 0,6901 No ns >0,9999

2vs.3 -6,487 No ns >0,9999

1vs.3 -5,797 No ns >0,9999
Tab. 8.7.7 Statistische Werte flir AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 13,72 No ns 0,4095

2vs.3 -8,123 No ns 0,8103

1vs. 3 5,595 No ns >0,9999
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Tab. 8.7.8 Statistische Werte fir AnkX2M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 9,242 No ns >0,9999

2vs. 3 -8,514 No ns 0,7959

1vs. 3 0,7280 No ns >0,9999
Tab. 8.7.9 Statistische Werte fir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -2,333 No ns >0,9999

2vs.3 0,2000 No ns >0,9999

1vs. 3 -2,133 No ns >0,9999
Tab. 8.7.10 Statistische Werte fiir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.>=28&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -2,867 No ns >0,9999

2vs.3 0,5125 No ns >0,9999

1vs. 3 -2,354 No ns >0,9999
Tab. 8.7.11 Statistische Werte fiir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -7,500 No ns 0,2276

2vs.3 0,2000 No ns >0,9999

1vs. 3 -7,300 No ns 0,1860
Tab. 8.7.12 Statistische Werte fiir AnkX4M1735.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -9,700 No ns 0,2621

2vs.3 0,5125 No ns >0,9999

1vs. 3 -9,188 No ns 0,2127

145




8.4.8 AnkX (H0200)

Tab. 8.8.1 Statistische Werte fur AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 -12,44 No ns 0,1718

2vs.3 8,483 No ns >0,9999

1vs. 3 -3,955 No ns >0,9999
Tab. 8.8.2 Statistische Werte fiir AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.>=2&k

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs. 2 -18,12 Yes * 0,0434

2vs.3 15,17 No ns 0,5480

1vs. 3 -2,955 No ns >0,9999
Tab. 8.8.3 Statistische Werte flir AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 -12,44 No ns 0,1718

2vs.3 8,483 No ns >0,9999

1vs.3 -3,955 No ns >0,9999
Tab. 8.8.4 Statistische Werte flir AnkX4H0200.FG_NC_8bilder.>=2&k&f

Dunn's Mean rank | Significant? Summary Adjusted P

multiple diff, Value

comparisons

test

1vs.2 -18,12 Yes * 0,0434

2vs.3 15,17 No ns 0,5480

1vs. 3 -2,955 No ns >0,9999

146




8.4 Vektorkarten

8.4.1 AnkX

Bsal (4)

(6613) Rsrll

Apall (619)

(6215) PFIFI - Tth111l

(6199) Fspl Pl (933)

(5937) BspDI* - Clal*
(5918) Stul
(s872) Sfil -

SnaBl (1331)
(S686) SexAl*

Nhel (1582)
Bmtl (1586)

M1735_pAc-GFP-C2_AnkX_1-800
7082 bp

Alel (1785)
BStEII (1787)

BssHII (1931)

(4979) AfIII

(4860) Hincll - Hpal
(4847) Mfel

EcoNI (2229)
PpuMl (2234)

(4751) Xbal* “PAMI (2303)
(4741) Notl
(4707) Aarl
(4630) Swal Nrul (2465)

EcoRI (2697)

(4291) Pacl

BbvCl (3142)
(3876) Xmnl
(3706) Scal BlpI (3681)

Abb. 8.8.1 Vektorkarte des Konstruktes M1735
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Bsal (4)

(5665) Rsrll

Apall (619)

(5267) PAFL - Tth1111

(5251} Fspl- AL - Pl (933)

(4985) BspDI* - Clal®
(4970) Stul -

4924) SHI 5
(4924) é? é
& SnaBI (1331)
(4738) SexAl® — j
3
@ xHD200_pAc-GFP-C2_AnkX_1-484
6134 bp Nhel (1582)
Bmtl (1586)
—— Alel (1785)
BstEIL (1787)
(4153 .. 4172) Primer 853 BaahlX Li8an)
(4031) AfIT
(3912) Hincll - Hpal
3899) Miel -
Essosi xbars— M Pﬂlcﬁc::l‘:[( ggi‘;}
{3793) Notl — sy (2

{3789 .. 3808) 3028 [
{3766 .. 3788) 3929

(3706) Scal Nrul {2465)
(3681) Blipl
(3357) Bbsl EcoRI (2697)
(3245) HindI11

(3237) EcoRV BbvCI (3142)

Abb. 8.8.2 Vektorkarte des Konstruktes H0200
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8.4.2 pEGFP-N13°

(4675) AfITII - Pcil Asel (7)
(CMV enhancer)
(4361) ApaLl

Ndel (234)

SnaBL (340)

Nhel (591)
BmtI (595)
Afel (596)
BglIl (609)
PaeR7I - XhoI (513)
Eco53kI (618)
Sacl (620)
- HindIII (622)
(3855) Eco01091 EcoRI (629)
PstI (638)
Sall (639)
AccI (640)
ACCB5I  (645)
Kpnl (649)
SacIl (652)
PsSpOMI  (553)
TspMI - Xmal
PEGFP-N1 Apal (657)
4733 bp Smal (658)
BamHI (660)
Agel (666)

(3746) Bsal

(656)

(3273) RsrII

NotI (1401)
Xbal * (1411)
s Mfel
(2990) BsrDI 7
(2875) PfIFI - Tth111l - =
(2859) Fspl
(2839) Mscl

BsrGI (1388)

(1507)
Hpal (1520)
e
(2760) PIuTI
(2758) Sfol
(2757) Narl
(2756) Kasl

(2597) BspDI * - Clal *

ARII (1639)

(2578) Stul

Dralll (1873)
(2532) Sfil

(Sv40 promoter)

Csil - SexAl * (2346)

Abb. 8.8.3 Vektorkarte von pEGFP-N1 (entnommen von )
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8.5 VBA-Makros

8.5.1 ConvertTolLetter

Function ConvertToLetter(icol As Long) As String
Dim a As Long
Dim b As Long
a =icol
ConvertToLetter = ™"

Do While icol > 0
a =1Int((-1)/ 26)

b = (icol - 1) Mod 26
ConvertToLetter = Chr(b + 65) & ConvertToLetter
icol =a

Loop

End Function

8.5.2 Gleich 2 mit Kontrolle

Sub gleich2_mit_kontrolle_optimiert()

" gleich2_mit_kontrolle_optimiert Makro

' Erster Makro, es werden alle Objekte mit n=2 gefiltert

' Tastenkombination: Strg+p

' Diese Idee soll den Makro verbessern, sodass er auch groessere Datenmengen
verlaesslich verarbeiten kann

' Erste Spalte wird geloescht, wenn sie leer ist.

If Cells(1, 1).Value = "Statistics" Then
Columns("A:A").Delete
End If
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" erste Zeile wird durchsucht
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = Clnt(ActiveCell.Column)

'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = CInt(ActiveCell.Column)

If object_id - (object_class + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_class + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(object_id - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = ClInt(ActiveCell.Column)

'Object Id
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2 _
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, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

If child_object_ids - (object_id + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_id + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(child_object_ids - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'‘Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)
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"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

If total_child_object_count - (child_object_ids + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(child_object_ids + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count - 1))).Select

Selection.Delete
End If
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)
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' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If mean_gray value channel_1 - (total_child_object_count + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count + 1)) + ":" +
ConvertTolLetter(CLng(mean_gray_value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
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MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If min_gray_value_channel_1 - (mean_gray_value_channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(mean_gray_value_channel_1 + 1)) + ™" +
ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)
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Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

If max_gray_value_channel_1 - (min_gray_value_channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)
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Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

Columns(ConvertTolLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 + 1)) +":" +
ConvertToLetter(100)).Select

Selection.Delete

' Letzte Zeile finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

zweiterBlock = Cint(ActiveCell.Row)

letztesObjekt = zweiterBlock - 1

it=1
Do While it <8

Cells(zweiterBlock, it).Value = "Zweites"

it=it+1
Loop

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select
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Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

'Extremwerte loeschen

filtern = False

If filtern = True Then

activation = True

geloescht =0

Do While activation = True

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-2]:R[" + CStr(cytoplasm) + "]C[-1])"
mini = CLng(Cells(1, 8).Value)

Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-3]:R[" + CStr(cytoplasm) + "|C[-2])"
maxi = CLng(Cells(1, 9).Value)

geloescht =0

If maxi = 0 Or mini =0 Then

Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="0", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt _
:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete
geloescht = geloescht + 1
End If

If maxi = 65535 Or mini = 65535 Then
Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="65535", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt
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:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete

geloescht = geloescht + 1

End If
If maxi = 0 Or maxi = 65535 Or mini = 0 Or mini = 65535 Then

Else
activation = False
End If
If activation = False Then
Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Delete
End If
Loop
Else
Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select

Selection.Delete

End If

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)
sortieren = cytoplasm - 1

' eine Zeile eingefuegt

159



Rows(cytoplasm).Select
Selection.Insert Shift:=xIDown, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

'‘Sortieren
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Clear
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Add2 Key:=

Range("D2:D" + CStr(sortieren)), SortOn:=xISortOnValues, Order:=xIAscending,
DataOption:= _

xISortNormal
With ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort
.SetRange Range("A2:E" + CStr(sortieren))
.Header = xINo
.MatchCase = False
.Orientation = xITopToBottom
.SortMethod = xIPinYin
Apply
End With

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

it=1
Do While it <8

Cells(cytoplasm - 1, it).Value = "Erstes"

it=it+1
Loop
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'‘Auswertung gleich 2 oder groesser2

gleichzwei = True

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-4]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-4])"
Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-5]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-

5))"

child_max = CLng(Cells(1, 9).Value)

child_min = CLng(Cells(1, 8).Value)

If child_min <2 Then
xyz = cytoplasm - 2
texter = "D2:D" + CStr(xyz)
Range(texter).Select

Selection.Find(What:="2", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

kleinerzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1

Rows("2:" + CStr(kleinerzwei)).Delete

End If

If child_max > 2 And gleichzwei = True Then
Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

Range("D2:D" + CStr(cytoplasm - 1)).Select

Selection.Find(What:="3", After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

groesserzwei = CInt(ActiveCell.Row)
Rows(CStr(groesserzwei) + ":" + CStr(cytoplasm - 2)).Delete

child_max =2

End If
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'Spalten der Zeilen

a=1
Do While a <= CInt(child_max)
Columns("D:D").Select
Range("D2").Activate
Selection.Insert Shift:=xIToRight, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

a=a+1

Loop

Range("C1").Select
ActiveCell.FormulaR1C1 ="
Columns("C:C").Select
Selection.TextToColumns Destination:=Range("C1"), DataType:=xIDelimited, _
TextQualifier:=xIDoubleQuote, ConsecutiveDelimiter:=True, Tab:=False, _
Semicolon:=False, Comma:=False, Space:=True, Other:=False, FieldInfo _
:=Array(Array(1, 1), Array(2, 1)), TrailingMinusNumbers:=True

'‘Cytoplasm finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = ActiveCell.Row

wert_cytoplasm = Cells(cytoplasm, 2).Value

'Nucleus finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Nucleus", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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wert_nucleus_min = ActiveCell.Row
nucleus_min = Cells(wert_nucleus_min, 2).Value

'Zweites finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Zweites", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_max = ActiveCell.Row - 1
nucleus_max = Cells(wert_nucleus_max, 2)
'‘Zweite auffullen
c=1
Do While ¢ < CInt(6 + child_max)

Cells(wert_nucleus_max + 1, c).Value = "Zweites"

c=c+1

Loop

' Erstes auffullen
d=1
Do While d < CInt(6 + child_max)

Cells(cytoplasm - 1, d).Value = "Erstes"

d=d+1
Loop

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _

MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

' While Schleife bis leere Zelle

zellplasma =0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

zeile =2

geloescht =0

Do While zeile < cytoplasm - 1 - geloescht
zellplasma =0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

spalte =3

Do While IsEmpty(Cells(zeile, spalte).Value) = False

If Cells(zeile, spalte).Value >= wert_cytoplasm And Cells(zeile, spalte).Value <
nucleus_min Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

zellplasma = zellplasma + CDbl(Cells(ActiveCell.Row,
mean_gray_value_channel_1))

plasmen = plasmen + 1

End If

If Cells(zeile, spalte).Value >= nucleus_min And Cells(zeile, spalte).Value <=
nucleus_max Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
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MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

kern = kern + CDbl(Cells(ActiveCell.Row, mean_gray value_channel_1))

kerne = kerne + 1

End If

spalte = spalte + 1

Loop

If kerne > 0 And plasmen > 0 Then

Cells(zeile, mean_gray value _channel_1 + 1).Value = (kern / kerne) / (zellplasma /
plasmen)

Else

Rows(zeile).Delete
geloescht = geloescht + 1
zeile = zeile - 3

If zeile <2 Then

zeile = 2

End If

End If

zeile = zeile + 1

Loop

Cells(1, mean_gray_value_channel_1 + 1).Value = "N/C-Ratio"
End Sub

8.5.3 Gleich 2 mit Filter

Sub gleich2_mit_filter_optimiert()

' gleich2_mit_filter_optimiert Makro

' gleich2_mit_filter_und kontrolle_optimiert
' Tastenkombination: Strg+u

' Diese Idee soll den Makro verbessern, sodass er auch groessere Datenmengen
verlaesslich verarbeiten kann
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' Erste Spalte wird geloescht, wenn sie leer ist.

If Cells(1, 1).Value = "Statistics" Then
Columns("A:A").Delete
End If

" erste Zeile wird durchsucht
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = Clnt(ActiveCell.Column)

'‘Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

If object_id - (object_class + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_class + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(object_id - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Class
Rows("1:1").Select
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Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = Clnt(ActiveCell.Column)

'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

If child_object_ids - (object_id + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_id + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(child_object_ids - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_id = CInt(ActiveCell.Column)
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'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

If total_child_object_count - (child_object_ids + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(child_object_ids + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count - 1))).Select

Selection.Delete
End If
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)
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"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If mean_gray_value_channel_1 - (total_child_object_count + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count + 1)) + ":" +
ConvertTolLetter(CLng(mean_gray value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If min_gray_value_channel_1 - (mean_gray value _channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(mean_gray_value_channel_1+ 1)) +"" +
ConvertToLetter(CLng(min_gray_value channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select
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Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

If max_gray_value_channel_1 - (min_gray_value_channel_1+ 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 + 1)) +":" +
ConvertTolLetter(CLng(max_gray_value _channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)
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Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

Columns(ConvertToLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 + 1)) + ":" +
ConvertTolLetter(100)).Select

Selection.Delete

' Letzte Zeile finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

zweiterBlock = CiInt(ActiveCell.Row)

letztesObjekt = zweiterBlock - 1

it=1
Do While it <8

Cells(zweiterBlock, it).Value = "Zweites"
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it=it+1
Loop

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

'Extremwerte loeschen

filtern = True

If filtern = True Then

activation = True

geloescht =0

Do While activation = True

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-2]:R[" + CStr(cytoplasm) + "]C[-1])"
mini = CLng(Cells(1, 8).Value)

Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-3]:R[" + CStr(cytoplasm) + "|C[-2])"
maxi = CLng(Cells(1, 9).Value)

geloescht =0

If maxi =0 Or mini =0 Then
Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="0", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt _

:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _
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False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete
geloescht = geloescht + 1
End If

If maxi = 65535 Or mini = 65535 Then
Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="65535", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt

:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete

geloescht = geloescht + 1

End If
If maxi = 0 Or maxi = 65535 Or mini = 0 Or mini = 65535 Then

Else

activation = False

End If

If activation = False Then

Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Delete

End If

Loop

Else
Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select

Selection.Delete

End If
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' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)
sortieren = cytoplasm - 1

" eine Zeile eingefuegt

Rows(cytoplasm).Select

Selection.Insert Shift:=xIDown, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

'‘Sortieren
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Clear
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Add2 Key:=

Range("D2:D" + CStr(sortieren)), SortOn:=xISortOnValues, Order:=xlAscending,
DataOption:= _

xISortNormal
With ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort
.SetRange Range("A2:E" + CStr(sortieren))
.Header = xINo
.MatchCase = False
.Orientation = xITopToBottom
.SortMethod = xIPinYin
Apply
End With

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

it=1
Do While it <8

Cells(cytoplasm - 1, it).Value = "Erstes'

it=it+1
Loop

'Auswertung gleich 2 oder groesser2
gleichzwei = True
Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-4]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "]C[-4])"

Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-5]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-
3])"

child_max = CLng(Cells(1, 9).Value)
child_min = CLng(Cells(1, 8).Value)

If child_min <2 Then
Xyz = cytoplasm - 2
texter = "D2:D" + CStr(xyz)
Range(texter).Select

Selection.Find(What:="2", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

kleinerzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1

Rows("2:" + CStr(kleinerzwei)).Delete

End If

If child_max > 2 And gleichzwei = True Then
Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

Range("D2:D" + CStr(cytoplasm - 1)).Select

Selection.Find(What:="3", After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

groesserzwei = CInt(ActiveCell.Row)
Rows(CStr(groesserzwei) + ":" + CStr(cytoplasm - 2)).Delete

child_max =2

End If

'Spalten der Zeilen

a=1
Do While a <= Cint(child_max)
Columns("D:D").Select
Range("D2").Activate
Selection.Insert Shift:=xIToRight, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

a=a+1

Loop

Range("C1").Select
ActiveCell.FormulaR1C1 ="
Columns("C:C").Select
Selection. TextToColumns Destination:=Range("C1"), DataType:=xIDelimited, _
TextQualifier:=xIDoubleQuote, ConsecutiveDelimiter:=True, Tab:=False, _
Semicolon:=False, Comma:=False, Space:=True, Other:=False, FieldInfo _

:=Array(Array(1, 1), Array(2, 1)), TrailingMinusNumbers:=True

'‘Cytoplasm finden

Range("A:A").Select
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Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = ActiveCell.Row

wert_cytoplasm = Cells(cytoplasm, 2).Value

'Nucleus finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Nucleus", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_min = ActiveCell.Row
nucleus_min = Cells(wert_nucleus_min, 2).Value

'Zweites finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Zweites", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_max = ActiveCell.Row - 1
nucleus_max = Cells(wert_nucleus_max, 2)
'‘Zweite auffullen
c=1
Do While ¢ < CInt(6 + child_max)

Cells(wert_nucleus_max + 1, c¢).Value = "Zweites"

c=c+1

Loop

' Erstes auffullen
d=1
Do While d < CInt(6 + child_max)

Cells(cytoplasm - 1, d).Value = "Erstes"

178



d=d+1
Loop

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

' While Schleife bis leere Zelle

zellplasma = 0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

zeile = 2

geloescht =0

Do While zeile < cytoplasm - 1 - geloescht
zellplasma = 0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

spalte = 3

Do While IsEmpty(Cells(zeile, spalte).Value) = False

If Cells(zeile, spalte).Value >= wert_cytoplasm And Cells(zeile, spalte).Value <
nucleus_min Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
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MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

zellplasma = zellplasma + CDbl(Cells(ActiveCell.Row,
mean_gray_value_channel_1))

plasmen = plasmen + 1

End If

If Cells(zeile, spalte).Value >= nucleus_min And Cells(zeile, spalte).Value <=
nucleus_max Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _

MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

kern = kern + CDbl(Cells(ActiveCell.Row, mean_gray_value_channel_1))

kerne = kerne + 1

End If

spalte = spalte + 1

Loop

If kerne > 0 And plasmen > 0 Then

Cells(zeile, mean_gray_value_channel_1 + 1).Value = (kern / kerne) / (zellplasma /
plasmen)

Else

Rows(zeile).Delete
geloescht = geloescht + 1
zeile = zeile - 3

If zeile <2 Then

zeile =2

End If

End If

zeile = zeile + 1

Loop

Cells(1, mean_gray_value_channel_1 + 1).Value = "N/C-Ratio"
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End Sub

8.5.4 GrofRer 2 mit Kontrolle

Sub Groesser2_ohne_filter_optimiert()

' Groesser2_ohne_filter_optimiert Makro

' groesser2 wird ausgewerte_nur mit kontrolle, ohne filter
' Tastenkombination: Strg+6

" Diese Idee soll den Makro verbessern, sodass er auch groessere Datenmengen
verlaesslich verarbeiten kann

' Erste Spalte wird geloescht, wenn sie leer ist.

If Cells(1, 1).Value = "Statistics" Then
Columns("A:A").Delete
End If

" erste Zeile wird durchsucht
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = ClInt(ActiveCell.Column)

'‘Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _

MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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object_id = CInt(ActiveCell.Column)

If object_id - (object_class + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_class + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(object_id - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = Clnt(ActiveCell.Column)

'‘Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = CInt(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

If child_object_ids - (object_id + 1) =0 Then
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Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_id + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(child_object_ids - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

If total_child_object_count - (child_object_ids + 1) = 0 Then

Else
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Columns(ConvertToLetter(CLng(child_object_ids + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count - 1))).Select

Selection.Delete
End If
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If mean_gray value channel_1 - (total_child_object_count + 1) = 0 Then

Else
184



Columns(ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count + 1)) + ":" +
ConvertTolLetter(CLng(mean_gray value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)
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If min_gray_value_channel_1 - (mean_gray value channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(mean_gray _value_channel_1+ 1)) +"" +
ConvertTolLetter(CLng(min_gray_value channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

If max_gray_value_channel_1 - (min_gray_value_channel_1+ 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 + 1)) +"." +
ConvertTolLetter(CLng(max_gray_value _channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

Columns(ConvertTolLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 + 1)) +":" +
ConvertToLetter(100)).Select

Selection.Delete

' Letzte Zeile finden

Columns("A:A").Select
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Selection.Find(What:="", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

zweiterBlock = CiInt(ActiveCell.Row)

letztesObjekt = zweiterBlock - 1

it=1
Do While it <8

Cells(zweiterBlock, it).Value = "Zweites"

it=it+1
Loop

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

'Extremwerte loeschen

filtern = False

If filtern = True Then

activation = True

geloescht =0

Do While activation = True

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-2]:R[" + CStr(cytoplasm) + "]C[-1])"
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mini = CLng(Cells(1, 8).Value)
Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-3]:R[" + CStr(cytoplasm) + "|C[-2])"
maxi = CLng(Cells(1, 9).Value)

geloescht =0

If maxi =0 Or mini =0 Then

Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="0", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt _
:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete
geloescht = geloescht + 1
End If

If maxi = 65535 Or mini = 65535 Then
Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="65535", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt

:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete

geloescht = geloescht + 1

End If
If maxi = 0 Or maxi = 65535 Or mini = 0 Or mini = 65535 Then

Else

activation = False

End If

If activation = False Then

Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
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Selection.Delete
End If
Loop

Else

Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select

Selection.Delete

End If

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)
sortieren = cytoplasm - 1

' eine Zeile eingefuegt

Rows(cytoplasm).Select
Selection.Insert Shift:=xIDown, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

'‘Sortieren
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Clear
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Add2 Key:=

Range("D2:D" + CStr(sortieren)), SortOn:=xISortOnValues, Order:=xlIAscending,
DataOption:= _

xISortNormal
With ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort
.SetRange Range("A2:E" + CStr(sortieren))
.Header = xINo
.MatchCase = False
.Orientation = xITopToBottom
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.SortMethod = xIPinYin

Apply
End With

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

it=1
Do While it < 8

Cells(cytoplasm - 1, it).Value = "Erstes"

it=it+1
Loop

'‘Auswertung gleich 2 oder groesser2

gleichzwei = False

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-4]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-4])"
Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-5]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-

5])"

child_max = CLng(Cells(1, 9).Value)

child_min = CLng(Cells(1, 8).Value)

If child_min <2 Then
xyz = cytoplasm - 2
texter = "D2:D" + CStr(xyz)
Range(texter).Select

Selection.Find(What:="2", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate
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kleinerzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1

Rows("2:" + CStr(kleinerzwei)).Delete

End If

If child_max > 2 And gleichzwei = True Then
Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

Columns("D2:D" + CStr(cytoplasm - 1)).Select

Selection.Find(What:="3", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

groesserzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1
Rows(CStr(groesser2) + ":" + CStr(cytoplasm - 1)).Delete

End If

'Spalten der Zeilen

a=1
Do While a <= CInt(child_max)
Columns("D:D").Select
Range("D2").Activate
Selection.Insert Shift:=xIToRight, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

a=a+1

Loop

Range("C1").Select
ActiveCell.FormulaR1C1 =™
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Columns("C:C").Select

Selection. TextToColumns Destination:=Range("C1"), DataType:=xIDelimited, _
TextQualifier:=xIDoubleQuote, ConsecutiveDelimiter:=True, Tab:=False, _
Semicolon:=False, Comma:=False, Space:=True, Other:=False, FieldInfo _

:=Array(Array(1, 1), Array(2, 1)), TrailingMinusNumbers:=True

'‘Cytoplasm finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = ActiveCell. Row

wert_cytoplasm = Cells(cytoplasm, 2).Value

'Nucleus finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Nucleus", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_min = ActiveCell.Row
nucleus_min = Cells(wert_nucleus_min, 2).Value

'Zweites finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Zweites", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_max = ActiveCell.Row - 1
nucleus_max = Cells(wert_nucleus_max, 2)
'‘Zweite auffullen
c=1
Do While ¢ < CInt(6 + child_max)

Cells(wert_nucleus_max + 1, c).Value = "Zweites"
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c=c+1

Loop

' Erstes auffullen
d=1
Do While d < CInt(6 + child_max)

Cells(cytoplasm - 1, d).Value = "Erstes"

d=d+1
Loop

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

' While Schleife bis leere Zelle

zellplasma =0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

zeile =2

geloescht =0

Do While zeile < cytoplasm - 1 - geloescht
zellplasma =0

plasmen =0

kern=0
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kerne =0
spalte = 3
Do While IsEmpty(Cells(zeile, spalte).Value) = False

If Cells(zeile, spalte).Value >= wert_cytoplasm And Cells(zeile, spalte).Value <
nucleus_min Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

zellplasma = zellplasma + CDbl(Cells(ActiveCell.Row,
mean_gray_value_channel_1))

plasmen = plasmen + 1

End If

If Cells(zeile, spalte).Value >= nucleus_min And Cells(zeile, spalte).Value <=
nucleus_max Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _

MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

kern = kern + CDbl(Cells(ActiveCell.Row, mean_gray value_channel_1))

kerne = kerne + 1

End If

spalte = spalte + 1

Loop

If kerne > 0 And plasmen > 0 Then

Cells(zeile, mean_gray value_channel_1 + 1).Value = (kern / kerne) / (zellplasma /
plasmen)

Else

Rows(zeile).Delete
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geloescht = geloescht + 1
zeile = zeile - 3

If zeile <2 Then

zeile =2

End If

End If

zeile = zeile + 1

Loop

Cells(1, mean_gray_value_channel_1 + 1).Value = "N/C-Ratio"
End Sub

8.5.5 GrofRer 2 mit Filter

Sub groesser2_mit_filter()

' groesser2_mit_filter Makro

" Mit Filter und kontrolle werden alle objekte groesser 2 ausgewertet, optimiert
' Tastenkombination: Strg+a

' Diese ldee soll den Makro verbessern, sodass er auch groessere Datenmengen
verlaesslich verarbeiten kann

' Erste Spalte wird geloescht, wenn sie leer ist.

If Cells(1, 1).Value = "Statistics" Then
Columns("A:A").Delete
End If

" erste Zeile wird durchsucht

'Object Class
Rows("1:1").Select
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Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = ClInt(ActiveCell.Column)

'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = Cint(ActiveCell.Column)

If object_id - (object_class + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_class + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(object_id - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'Object Class
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object Class", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

object_class = ClInt(ActiveCell.Column)

'Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = CInt(ActiveCell.Column)
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'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

If child_object_ids - (object_id + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(object_id + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(child_object_ids - 1))).Select

Selection.Delete
End If
'‘Object Id
Rows("1:1").Select
Selection.Find(What:="Object ID", After:=ActiveCell, LookIln:=xIFormulas2 _
, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
object_id = CInt(ActiveCell.Column)

'Child Objects Ids
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select
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Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

If total_child_object_count - (child_object_ids + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(child_object_ids + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count - 1))).Select

Selection.Delete
End If
Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Child Object IDs", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
child_object_ids = CInt(ActiveCell.Column)

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCaell,
LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select
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Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

If mean_gray value channel_1 - (total_child_object_count + 1) = 0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(total_child_object_count + 1)) + ":" +
ConvertTolLetter(CLng(mean_gray value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If

"Total Child Object Count[#]

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Total Child Object Count [#]", After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

total_child_object_count = CInt(ActiveCell.Column)

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)
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" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

If min_gray_value_channel_1 - (mean_gray value channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(mean_gray_value_channel_1 + 1)) + ™" +
ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)

"Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
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MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

If max_gray_value_channel_1 - (min_gray_value_channel_1 + 1) =0 Then

Else

Columns(ConvertToLetter(CLng(min_gray_value_channel_1 + 1)) + ":" +
ConvertToLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 - 1))).Select

Selection.Delete
End If
" Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Min. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

min_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

' Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Max. (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
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MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

max_gray_value_channel_1 = CInt(ActiveCell.Column)

Columns(ConvertTolLetter(CLng(max_gray_value_channel_1 + 1)) +":" +
ConvertToLetter(100)).Select

Selection.Delete

' Letzte Zeile finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

zweiterBlock = Clint(ActiveCell.Row)

letztesObjekt = zweiterBlock - 1

it=1
Do While it <8

Cells(zweiterBlock, it).Value = "Zweites"

it=it+1
Loop

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)
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'Extremwerte loeschen

filtern = True

If filtern = True Then

activation = True

geloescht =0

Do While activation = True

Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-2]:R[" + CStr(cytoplasm) + "]C[-1])"
mini = CLng(Cells(1, 8).Value)

Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-3]:R[" + CStr(cytoplasm) + "|C[-2])"
maxi = CLng(Cells(1, 9).Value)

geloescht =0

If maxi = 0 Or mini =0 Then

Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="0", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt _
:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete
geloescht = geloescht + 1
End If

If maxi = 65535 Or mini = 65535 Then
Range("F2:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Find(What:="65535", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2, LookAt

:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:= _

False, SearchFormat:=False).Activate

Rows(ActiveCell.Row).Delete
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geloescht = geloescht + 1

End If
If maxi = 0 Or maxi = 65535 Or mini = 0 Or mini = 65535 Then

Else
activation = False
End If
If activation = False Then
Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select
Selection.Delete
End If
Loop
Else

Range("F1:G" + CStr(letztesObjekt - geloescht)).Select

Selection.Delete

End If

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)
sortieren = cytoplasm - 1

' eine Zeile eingefuegt

Rows(cytoplasm).Select

Selection.Insert Shift:=xIDown, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove
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'‘Sortieren
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Clear
ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort.SortFields.Add2 Key:=

Range("D2:D" + CStr(sortieren)), SortOn:=xISortOnValues, Order:=xlIAscending,
DataOption:= _

xISortNormal
With ActiveWorkbook.Worksheets("Object Measurements").Sort
.SetRange Range("A2:E" + CStr(sortieren))
.Header = xINo
.MatchCase = False
.Orientation = xITopToBottom
.SortMethod = xIPinYin
Apply
End With

' Cytoplasm finden

Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

it=1
Do While it <8

Cells(cytoplasm - 1, it).Value = "Erstes"

it=it+1
Loop

'‘Auswertung gleich 2 oder groesser2
gleichzwei = False
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Cells(1, 8).FormulaR1C1 = "=MIN(R[1]C[-4]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-4])"
Cells(1, 9).FormulaR1C1 = "=MAX(R[1]C[-5]:R[" + CStr(cytoplasm - 2) + "|C[-

5))"

child_max = CLng(Cells(1, 9).Value)

child_min = CLng(Cells(1, 8).Value)

If child_min <2 Then
xyz = cytoplasm - 2
texter = "D2:D" + CStr(xyz)
Range(texter).Select

Selection.Find(What:="2", After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

kleinerzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1

Rows("2:" + CStr(kleinerzwei)).Delete

End If

If child_max > 2 And gleichzwei = True Then
Columns("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = Cint(ActiveCell.Row)

Columns("D2:D" + CStr(cytoplasm - 1)).Select

Selection.Find(What:="3", After:=ActiveCell, LooklIn:=xIFormulas2, LookAt:=xIPart,
SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, MatchCase:=False,
SearchFormat:=False).Activate

groesserzwei = CInt(ActiveCell.Row) - 1

Rows(CStr(groesser2) + ":" + CStr(cytoplasm - 1)).Delete

End If

'Spalten der Zeilen
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a=1
Do While a <= CInt(child_max)
Columns("D:D").Select
Range("D2").Activate
Selection.Insert Shift:=xIToRight, CopyOrigin:=xIFormatFromLeftOrAbove

a=a+1

Loop

Range("C1").Select
ActiveCell.FormulaR1C1 =""
Columns("C:C").Select
Selection.TextToColumns Destination:=Range("C1"), DataType:=xIDelimited, _
TextQualifier:=xIDoubleQuote, ConsecutiveDelimiter:=True, Tab:=False, _
Semicolon:=False, Comma:=False, Space:=True, Other:=False, FieldInfo _

:=Array(Array(1, 1), Array(2, 1)), TrailingMinusNumbers:=True

'Cytoplasm finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Cytoplasm", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

cytoplasm = ActiveCell.Row

wert_cytoplasm = Cells(cytoplasm, 2).Value

'Nucleus finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Nucleus", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_min = ActiveCell.Row
nucleus_min = Cells(wert_nucleus_min, 2).Value
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'Zweites finden

Range("A:A").Select

Selection.Find(What:="Zweites", After:=ActiveCell, LookIn:=xIFormulas2,
LookAt:=xIPart, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext,
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

wert_nucleus_max = ActiveCell.Row - 1
nucleus_max = Cells(wert_nucleus_max, 2)
'‘Zweite auffullen
c=1
Do While ¢ < CInt(6 + child_max)

Cells(wert_nucleus_max + 1, c¢).Value = "Zweites"

c=c+1

Loop

' Erstes auffullen
d=1
Do While d < CInt(6 + child_max)

Cells(cytoplasm - 1, d).Value = "Erstes"

d=d+1
Loop

' Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)

Rows("1:1").Select

Selection.Find(What:="Mean (Gray Intensity Value of Channel 1)",
After:=ActiveCell, Lookln:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

mean_gray_value_channel_1 = Cint(ActiveCell.Column)
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' While Schleife bis leere Zelle

zellplasma =0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

zeile =2

geloescht =0

Do While zeile < cytoplasm - 1 - geloescht
zellplasma =0

plasmen =0

kern =0

kerne =0

spalte =3

Do While IsEmpty(Cells(zeile, spalte).Value) = False

If Cells(zeile, spalte).Value >= wert_cytoplasm And Cells(zeile, spalte).Value <
nucleus_min Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _
MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate

zellplasma = zellplasma + CDbl(Cells(ActiveCell.Row,
mean_gray_value_channel_1))

plasmen = plasmen + 1

End If

If Cells(zeile, spalte).Value >= nucleus_min And Cells(zeile, spalte).Value <=
nucleus_max Then

Columns("B:B").Select

Selection.Find(What:=CStr(Cells(zeile, spalte).Value), After:=ActiveCell,
LookIn:=xIFormulas2 _

, LookAt:=xIWhole, SearchOrder:=xIByRows, SearchDirection:=xINext, _

MatchCase:=False, SearchFormat:=False).Activate
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kern = kern + CDbl(Cells(ActiveCell.Row, mean_gray_value_channel_1))

kerne = kerne + 1

End If

spalte = spalte + 1

Loop

If kerne > 0 And plasmen > 0 Then

Cells(zeile, mean_gray value_channel_1 + 1).Value = (kern / kerne) / (zellplasma /
plasmen)

Else

Rows(zeile).Delete
geloescht = geloescht + 1
zeile = zeile - 3

If zeile <2 Then

zeile = 2

End If

End If

zeile = zeile + 1

Loop

Cells(1, mean_gray_value_channel_1 + 1).Value = "N/C-Ratio"
End Sub
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