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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Z u r  S c h i i t z u n g  d e s  k l e i n s t e n  z u l i i s s i g e n  S t i c h p r o b e n u m f a n g e s  f i ir s t e r e o l o g i s c h e  M e s s u n g e n  a n  
h i s t o l o g i s c h e n  S c h n i t t e n  

Das in der S ta t i s t ik  gebrguchliche Verfahren zur Schiit- 
zung des erforderl ichen St ichprobenumfanges  beruh t  auf 
dem Begriff  des Mutungsinterval les  (confidence inter- 
val) l-a. Dieses Verfahren wird auch fiir stereologische 
Messungen an histologischen Schni t ten  angewendet  3, 
wenn es da rum geht  zu entscheiden,  wie viele Bildfelder 
ausgemessen werden sollen. Der  U m f a n g  der  St ichprobe 
wird dabei  - vere infachend gesagt  - so gross gew~hlt, dass 
die S t reuung der verschiedenen m6glichen St ichproben-  
mi t t e lwer te  um den wirkl ichen Mi t te lwer t  der Grund-  
gesamthe i t  eine Iestgesetzte  Grenze nicht  i iberschreitet .  
Soll diese Grenze hSchstens 5~o des Mit te lwer tes  der  
Grundgesamthe i t  oder weniger  be t ragen  ~, so ergibt  sich 
hS.ufig ein S t ichprobenumfang  yon  einigen Hunde r t en  bis 
Tausenden yon auszumessenden Bildfeldern.  K a n n  diese 
Forderung  nicht  erfiillt  werden, so wird der St ichproben-  
umfang  gesenkt,  indem m a n  eine gr6ssere I r r tumswahr -  
scheinl ichkei t  in Kauf  n i m m t  ~. 

Werden  ans einem Organ mehrere  gteich s t ruk tur ie r te  
Regionen  untersucht ,  so bi ldet  das Messergebnis der 
Schni t te  aus einer einzelnen Region eine Teilst ichprobe,  
das Gesamtergebnis  aus den Messungen aller Regionen 
die Gesamts t ichprobe.  Den  op t imalen  U m f a n g  der Ge- 
samts t ichprobe  wird man  nach dem iiblichen Verfahren 
m i t  Hilfe des Mutungsinterval les  sch~tzen 1-a. Es w~re 
jedoch  unzweckm/~ssig, die Forde rung  nach dem optimMen 
I Jmfang  der St ichprobe auch auf die einzelnen Teilst ich- 
proben  anzuwenden,  da der so errechnete  Umfang  der 
Tei ls t ichproben zu einem Umfang  der Gesamts t ichprobe  
fi ihren wiirde, der  das O p t i m u m  wel t  i iberschreitet ,  und 
einen unn6t igen Aufwand an Zeit  und Arbe i t  erfordern 
wiirde. Ausserdem wtirde dami t  die Wahrschein l ichkei t  
erh6ht,  dass be im stat is t ischen Vergleich der Teilst ich- 
p roben  untere inander  auch prakt i sch  i r re levante  Unter -  
schiede als s tat is t isch s ignif ikant  erscheinen wiirden 1. 

Soll daher  der U m f a n g  der einzelnen Tei ls t ichproben 
verr inger t  werden, so erhebt  sich die Frage :  Welches Jst 
der  kleimte Umfang  der Tei ls t ichproben,  der auf keinen 
Fal l  unterschr i t ten  werden sollte ? I m  folgenden wird ein 
Verfahren vorgeschlagen,  das erlaubt ,  den kleinsten zu- 
l~ssigen Umfang  der Tei l s t ichproben zu sch~tzen. 

Als Ausgangspunkt  dient  eine ~be r l egung  yon SITTEr: 
E r  schl~tgt vor,  withrend der Messung for t laufend den Mit- 
t e lwer t  ans der Gesamthe i t  der bisherigen Messungen zu 
b i lden und die Messungen so lange fortzufiitxren, bis die 
neu h inzukommenden  Messwerte nur  noch geringfiigige 
Schwankungen  verursachen.  

U m  einen tBegriff zu gewinnen, zu welcher  Gr6ssen- 
ordnung des S t ichprobenumfanges  dieses Verfahren fiihrt, 
wurde  ein Kle ineompute r  (Olivett i  P r o g r a m m a  101) so 
programmier t ,  dass er anhand  von  Zahlenmater ia l  aus der 
stereologischen Ausmessung histologischer Schni t te  durch 
for t laufendes Bi lden der  Mit te lwer te  denjenigen Stich- 
p robenumfang  bes t immte,  yon dem an die Schwankung 
der  Mit te lwer te  un te r  e inem geforderten Prozentsa tz  blieb. 
Dabe i  zeigte sich, dass der nach diesem Verfahren be- 
s t immte  Mindes tumfang der St ichproben einer einfachen 
l inearen Funk t ion  in Abh~tngigkeit yon der re la t iven 
S tandardabweichung  der  St ichprobe folgen muss. 

U m  diese Funk t ion  ma thema t i s ch  zu erfassen, miissen 
wir  s trenger definieren, was wir  yon der kleinsten zul~ts- 
sigen St ichprobe fordern:  Der  U m f a n g  der  Meinsten zu- 
1/issigen St ichprobe soll aus einer so grossen Anzahl  yon 
Messwerten bestehen, dass das zuf~illige Auf t re ten  eines 

Ex t r emwer t e s  in der  le tz ten  Messung den Mit te lwer t  der 
bisherigen Messungen um nicht  mehr  als einen gewissen 
zugelassenen Prozentsa tz  ver~ndern  kann.  Diese Forde-  
rung k6nnen wir so schreiben:  

( n . M )  + ~ M . p  
M (1) 

n 1 0 0  ' 

wobei  n = Anzahl  der Messwerte 

M = Mit te lwer t  der St ichprobe 

3 = Differenz zwischen Mi t te lwer t  und E x t r e m -  
wef t  

p = Anzahl  Prozent  der max ima l  zugelassenen Ver- 
~tnderung. 

Nach  n aufgel6st, ergibt  diese Gleichung:  

d. 100 
- M . p  " (2) 

Fiir  die I) i fferenz ~ k6nnte  man  den ex t remsten  im Ver- 
lauf der Messungen gefundenen Wer t  verwenden,  zweck- 
m~tssiger jedoch wird man  ein Mehrfaches / d e r  (empirisch 
ermit te l ten)  S tandardabweichung  ~ der St ichprobe ein- 
setzen. Fi i r  / = 3 w/ire - entsprechend der  t-Tabelle yon 
S tuden t  - die Wahrscheinl ichkei t ,  dass e inmal  ein gr6sse- 
rer  E x f r e m w e r t  auf t r i t t ,  h6chstens 1%, sofern die Stieh- 
probe wenigstens 14 Messungen umfasst ,  fiir ] ~ 2 im 
ungi inst igsten Fal l  ca. 5%. Fi ir  das Ausmass der in Pro-  
zent  ausgedri ickten Schwankung p der Mit te lwer te  ist  es, 
wie sich wel ter  un ten  zeigen wird, am  zweckm/issigsten, 
eine Grenze yon 1% (bis h6chstens 1,5%) festzusetzen. 
Wir  erhal ten  dami t  fiir den kleinsten zul~issigen Umfang  

der  St ichprobe die Formel  

= d _ .  _ _ _ _ ~  100 (3) 
p M ' 

wobei die Fak to ren  J und p die gewiinschten Sicherheits- 
schwellen ftir den E x t r e m w e r t  und die Schwankung der  
Mit te lwer te  ausdriicken. Wi r  k6nnen also sagen:  Der  
kleinste zul~Lssige S t ichprobenumfang  n ist  gleich der in 
Prozent  ausgedri iekten re la t iven S tandardabweichung der  
St ichprobe (~. 100/M), mul t ip l iz ier t  mi t  dem Quot ienten  
aus den gewiinschten Sicherheitsschwellen. 

W/thlen wir  Iiir den ex t remsten  im Verlauf  der Mes- 
sungen zu e rwar tenden  W e r t  3 ~ (wobei wir  h6chstens in 
1% der F/ille fehlgehen werden) und fordern wir, dass 
die durch diesen E x t r e m w e r t  verursach te  Veri tnderung 
des Mit te lwer tes  h6chstens 1% bet ragen diirfe, so erhal- 
ten  wir  die Formel  

r  100 
n = 3 ~ - - ,  (4) 
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d .h .  de r  k le ins te  n a c h  unse ren  F o r d e r u n g e n  noch  zul/issige 
U m f a n g  n e iner  Te i l s t i chprobe  is t  gleich dem  dre i fachen  
\Ver t  do~ ;~ P r o z e n t  ausgedr~dckten ~i~+~ . . . .  C * ~ A ~ A  
a b w e i c h u n g  dieser  S t ichprobe .  Nach  dieser  Regel  l~sst  s ich 
der  k le ins te  zul/issige U m f a n g  der  S t i c h p r o b e n  auf  ein- 
fache  ~Veise absch~tzen .  I s t  beispielsweise der  Mi t t e lwer t  
e iner  S t i chprobe  M = 60 u n d  die S t a n d a r d a b w e i c h u n g  

= 10, so betr~tgt der  k le ins te  zulS, ssige U m f a n g  n d e r  
S t i c h p r o b e  n a c h  Forme l  (4) n = 3 (10.100/60)  = 50, d .h .  
es mt issen  ftir jede Te i l s t i chprobe  (also ftir jede der  un te r -  
s u c h t e n  g l e i c h s t r u k t u r i e r t e n  Reg ionen  eines Organs)  min -  
des tens  50 Bi ldfe lder  ausgemessen  werden .  

Soll te  es aus  t e ch n i s chen  Gr i inden  n6 t ig  sein, k a n n  m a n  
den  U m f a n g  der  Te i l s t i chp roben  noch  wei te r  ve r r ingern ,  
i n d e m  m a n  eine gr6ssere Ver~tnderung des Mi t t e lwer tes  
b e i m  zuf/illigen A u f t r e t e n  eines E x t r e m w e r t e s  zul/isst 
oder  sich m i t  der  ger ingeren  Sicherhei t sschwel le  yon  2 
fiir den  e ingese tz t en  E x t r e m w e r t  begnt ig t .  D a  n a c h  For-  
reel (3) / u n d  p in r ez ip rokem Verh~ l tn i s  z u e i n a n d e r  
s tehen,  h a t  t i n  E r h 6 h e n  der  to l e r i e r t en  Ver~Lnderung des 
Mi t t e lwer tes  auf  1,5 % die gleiche W i r k u n g  wie ein Senken  
des e ingese tz ten  E x t r e m w e r t e s  auf  2 a. Diesen  W e r t  sollte 
m a n  in ke inem Fal l  un te r sch re i t en ,  da  sonst ,  w i t  die 
t -Tabel le  v o n  S t u d e n t  zeigt,  die I r r t u m s w a h r s c h e i n l i c h -  
ke i t  zu s t a r k  anw~ichst. F i i r  das  oben  erwS.hnte Beispiel  
wi i rde  sich dabe i  ein u n t e r s t e r  fiir den  U m f a n g  der  St ich-  
p r o b e  noch  zul~tssiger W e f t  von  n = 33 ergeben.  

Anderse i t s  wi rd  das  l~ber schre i t en  eines W e r t e s  v o n  4 
fiir den  F a k t o r  f/p im  In t e re s se  e iner  h 6 h e r e n  Mess- 
genau igke i t  der  Te i l s t i chp robe  wenig  s innvol l  sein, da  
d a n n  die I r r t u m s w a h r s c h e i n l i c h k e i t  bere i t s  u n t e r  10/0 o 
gesunken  is t  u n d  eine wei tere  V e r m e h r u n g  der  Messungen  
n u r  noch  eine sehr  ger inge S te ige rung  der  S icherhe i t  m i t  
s ich b r ing t .  

Wie  sich der  o p t i m a l e  U m f a n g  de r  G e s a m t s t i c h p r o b e  
m i t  Hilfe  des M u t u n g s i n t e r v a l l e s  sch/ i tzen 1/~sst, so 
e rm6g l i ch t  das  angegebene  Ver fah ren ,  fiir die Tei ls t ich-  
p r o b e n  den  k l e ins t en  U m f a n g  zu b e s t i m m e n ,  der  den  
ges te l l ten  F o r d e r u n g e n  noch  geniigt .  

Summary. If, for t echn ica l  reasons,  t he  sample  size of 
s tereological  measu r ings  ha s  to  be  k e p t  as smal l  as pos- 
sible, a m e t h o d  is g iven  to d e t e r m i n e  the  smal les t  n u m b e r  
of measur ings  to lerable .  I t  shou ld  neve r  be  less t h a n  twice  
t he  re la t ive  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  of t he  sample ,  expressed  
as percentage .  
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A N e w  M e t h o d  for  D e t e r m i n a t i o n  of  c ~ - A m y l a s e  

There  are var ious  m e t h o d s  ava i l ab le  for the  d e t e r m i n a -  
t ion  of the  enzyme,  e-amylase ,  based  on  (a) decrease  in 
v i scos i ty  of s t a r c h  solut ion,  (b) decrease  in t u r b i d i t y  of 
s t a r c h  suspension,  (c) decrease  in the  s t a rch - iod ine  colour  
i n t e n s i t y  and  (d) t he  increase  of r educ ing  groups.  

I n  t he  pa s t  there  were m a n y  a t t e m p t s  to  s impl i fy  the  
n a t i v e  s u b s t r a t e  for e-amylase ,  b u t  so far  th i s  a p p r o a c h  
has  m e t  w i t h  on ly  pa r t i a l  success. Fo r  example ,  e-p- 
n i t r o p h e n y l  ma l tos ides  h a v e  been  used as s u b s t r a t e s  for 
amylases  ~ a However ,  i t  was  found  t h a t  ~-amylases  
e x h i b i t  lower a f f in i ty  (by several  orders  of m a g n i t u d e )  
for  t he  low molecu la r  we igh t  subs t ra tes .  I t  is the re fore  
a s sumed  t h a t  e -amylase  requi res  m a n y  po in t s  of a t t a c h -  
m e n t  to  long cha in  s u b s t r a t e  molecules  to  o b t a i n  full 
c a t a ly t i c  ac t iv i ty .  

A new m e t h o d  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of e -amylase  
a c t i v i t y  was r epo r t ed  b y  RINDERKNECIIT e t  alA. S t a r c h  
g ra ins  were label led  cova len t ly  w i th  a coloured subs tance ,  
1Remazolbri l l iant  Blue  R. A suspens ion  of such  m a t e r i a l  
was  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  an  e -amylase  source for a g iven  
l e n g t h  of t ime.  The  reac t ion  was t e r m i n a t e d  b y  add i t i on  
of d i lu ted  acet ic  acid. The  m i x t u r e  was t h e n  f i l tered and  
t he  f i l t r a te  was  assayed  color imetr ical ly .  

F o r  some years,  we h a v e  been  work ing  on t he  develop-  
m e n t  of an  e -amylase  m e t h o d  based  on  t he  use of new 
types  of subs t ra tes .  The  syn thes i s  of these  s u b s t r a t e s  
invo lves  essent ia l ly  2 m a j o r  steps. Firs t ,  soluble  s t a r c h  
was coloured u n d e r  a lka l ine  cond i t ions  us ing  Cibacron  
b lau  F 3 G-A. This  p rocedure  resu l ted  in t he  f o r m a t i o n  
of cova len t  b o n d s  be t w een  s t a r ch  molecules  a n d  dye  
molecules.  Second, t he  coloured s t a r c h  was cross- l inked 
b y  t he  add i t i on  of 1 ,4 -bu tand io lg lyc ide the r .  This  gave 
a th ree -d imens iona l ,  insoluble  n e t w o r k  which  swells in 
water .  The  degree of swell ing could be  con t ro l led  b y  t he  

a m o u n t  of cross- l inking.  The  e n z y m a t i c  hydro lys i s  of 
such  insoluble  s t a r c h  de r iva t i ve s  yields  soluble s t a r c h  
spl i t  p roduc t s  ca r ry ing  the  coloured marker .  

The  resu l t ing  blue  s t a r ch  po lymer  is homogen ized  in a 
"vVaring B lendor  to  smal l  par t ic le  size and  washed  several  
t imes  in dist i l led w a t e r  and  several  t imes  in 0 . 0 2 M  Phos-  
p h a t e  Buffer  (pH 7.0) c o n t a i n i n g  0 .01M NaC1. This  b lue  
cross- l inked s t a r c h  p o l y m e r  in t he  form of smal l  gel gra ins  
is t h e n  r e suspended  in t he  a b o v e  m e n t i o n e d  P h o s p h a t e  
buffer .  

Fo r  tes t ing,  1 ml  of b lue  s t a r ch  po lymer  suspens ion  
(con ta in ing  0.143~) of d ry  p lymer)  was used. To 1 ml  
samples ,  20 ~1 po r t i ons  of c rude  porc ine  panc reas  e x t r a c t  
were added.  The  e -amylase  e x t r a c t  was  p r epa red  f rom 
10 m g  of porc ine  p a n c r e a t i n  powder  f rom O R G A N O N ,  
B A T C H  32 A/59, wh ich  was suspended  in 10 ml  of the  
a b o v e  p h o s p h a t e  buffer .  T h e  m i x t u r e  was s t i r red  for 
5 m i n  a t  r oom t e m p e r a t u r e  a n d  cen t r i fuged  a t  5000 r p m  
for 10 min.  The  c lear  s u p e r n a t a n t  was  t he  source of 
c rude  e -amylase  ex t rac t .  

The  e n z y m a t i c  r eac t ion  was pe r fo rmed  a t  37~ for 
0, 10, 20 a n d  30 rain. The  samples  were s h a k e n  d u r i n g  
t he  i n c u b a t i o n  t ime.  The  e n z y m a t i c  hydro lys i s  was t e rmi -  
n a t e d  b y  p lac ing  t h e  t u b e s  in  a bo i l ing  w a t e r  b a t h  or 
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