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Zusammenfassung

In der Verhaltensforschung an Tieren ist es ein grundlegendes Problem, dass
sich diese im Gegensatz zu Menschen nicht mitteilen kénnen und somit eindeu-
tige, objektive Verhaltenskriterien bestimmt werden miissen, um festzustellen,
ob ein Tier einen Stimulus wahrnehmen kann. Ein gingiges Verfahren, um
Wahrnehmungsschwellen des visuellen Systems zu ermitteln, ist die Messung
des optokinetischen Reflexes (OKR), einer typischen Korper-, Kopf- und Au-
genbewegung, die beim Menschen und vielen Tieren auftritt, wenn ein repeti-
tives, sich gleichméfig bewegendes Muster prasentiert wird.

In der folgenden Arbeit werden neue Ansédtze und Algorithmen zur OKR-
Messung an kleinen Tieren, insbesondere Wasserschildkréten und Mausen mit
Hilfe eines Kamera-basierten Trackings und einer visuellen 360°-Stimulation
vorgestellt. Die automatische Erfassung der Kopfbewegung erlaubt nicht nur
eine quantitative und objektive Auswertung der Versuche, sondern erlaubt es
zudem, den Stimulus wihrend eines Versuchs kontinuierlich an die Position
des Tiers anzupassen, was prazisere Messungen und viele neuartige Versuche

ermoglicht.






Abstract

When investigating animal behavior one has to rely on observable criteria,
which reveal whether an animal has perceived a stimulus. A common approach
is the measurement of the optokinetic reflex, which consists of a typical body,
head or eye movement when a repetitive regular moving pattern is presented.
In this work new approaches and algorithms for the recording of optokinetic
responses and the presentation of 360° surrounding stimuli for such measure-
ment are introduced, to study the visual system of small animals like turtle
and mouse. The automatic determination not only allows a quantitative and
objective evaluation of a conducted experiment, but can also be used to repo-
sition the stimulus continuously according to the position of the animal. This
allows more precise measurements and opens doors for several new types of

behavioural experiments.
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Kapitel 1
Einleitung

Das visuelle System stellt fiir viele Lebewesen das wichtigste sensorische Sys-
tem dar. Die Verarbeitung von Lichtreizen erfolgt iiber das Auge, wo die elek-
tromagnetische Strahlung in lichtempfindlichen Sinneszellen, den Photorezep-
toren, elektrische Spanungsinderungen hervorruft. Diese Spannungsidnderun-
gen konnen nach einer Vorverarbeitung in der Retina und einer Weiterverar-
beitung in einer Reihe weiterer Gehirnstrukturen zu einer Wahrnehmung des

Lichtreizes und einer Verhaltensreaktion fithren.

Neben der Untersuchung des Aufbaus (Anatomie) und der Funktion (Phy-
siologie) einzelner beteiligter Areale ist es ebenso sinnvoll, die Leistung des
Gesamtsystems durch Verhaltensversuche zu quantifizieren. Auf diese Weise
konnen Riickschliisse auf die Anforderungen an die beteiligten Strukturen ge-
zogen werden, welche die Grundlagen vieler weiterer physiologischer und ana-
tomischer Versuche bilden kénnen, deren Ergebnisse sich wiederum in Verhal-

tensversuchen verifizieren lassen.

Aufgrund der begrenzten Kommunikationsmoglichkeiten kann es mitunter
ausgesprochen schwierig sein, zu ermitteln, ob ein Tier einen visuellen Reiz

wahrgenommen hat bzw. iiberhaupt sehen kann.

Eine Mdglichkeit stellt die Messung von Reflexen dar, die unwillkiirlich und
ohne ein vorheriges Training ausgelost werden. Bei Menschen und Tieren wird
die Bildstabilisierung auf der Retina, also das Ausgleichen einer Bewegung des
Sichtfeldes, durch zwei Reflexe erreicht, dem vestibulo-okularen Reflex (VOR)
und dem optokinetischen Reflex (OKR) [207]. Wéhrend der VOR bei Bewe-

gungen des Kopfes ausgelost wird, ist der OKR fiir einen Ausgleich von Bewe-
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gungen des visuellen Umfeldes verantwortlich.

Eine haufig verwendete Herangehensweise zur Messung der Sehleistung be-
ruht auf der Messung dieser Reflexe. Fine Vielzahl von Anséitzen wurde wih-
rend des letzten Jahrhunderts entwickelt und insbesondere in den letzten zwan-
zig Jahren im Rahmen der rasanten technischen Entwicklung mafgeblich im
Hinblick auf Messgenauigkeit und Flexibilitdt verbessert.

In der folgenden Arbeit werden neue Ansitze und Algorithmen zur OKR
Messungen an kleinen Tieren, insbesondere Wasserschildkroten, Vogeln und
Ma&usen mit Hilfe eines Kamera-basierten Trackings und einer visuellen 360°
Stimulation entwickelt. Die Wahl der Tierarten begriindet sich dadurch, dass
sowohl Schildkroten als auch Végel ein komplexes Farbensehen aufweisen und
somit in dieser Hinsicht interessant fiir die Forschung am visuellen System sind.
Der Maus kommt als Standardlabortier und Modellorganismus vieler Sduge-

tiere eine besondere Bedeutung zu.

1.1 Der optokinetische Reflex

Der optokinetische Reflex wurde erstmals von Purkinje im Jahr 1825 beschrie-
ben, als dieser auf einer Militdrparade beobachtete, wie die Zuschauer die
vorbeiziehenden Pferde und Soldaten mit ihren Augen fixierten, ihnen folg-
ten und schliefslich eine Riickstellbewegung mit ihren Augen durchfiihrten, um
den néchsten Soldaten zu fixieren [111]. Erste systematische Untersuchungen
des OKR wurden fast ein Jahrhundert spéater 1907 von Barany durchgefiihrt
[12], nachdem er dasselbe Phinomen wihrend einer Zugreise an den aus dem
Fenster schauenden Passagieren beobachtet hatte. Hierzu verwendete Barany
eine Apparatur um den OKR messen zu konnen. Sie bestand aus einem mit
schwarzen und weifen Streifen bedrucktem Papierzylinder, der manuell um
eine Versuchsperson in seinem Inneren gedreht wurde. Eine dhnliche Appara-
tur hatte Mach bereits 1874 beschrieben. Auch wenn sie primér dazu diente,
den Schwindel zu untersuchen, ist sie die erste, von der wir eine technische
Beschreibung besitzen:

“Wir denken uns iiber dem Kopfe des Beobachters eine horizontale kreisfor-
mige Holzscheibe von 1 1/2m Durchmesser auf einer nahe am Kopfe des Beob-

achters vorbeigehenden verticalen Axe drehbar. Um den Rand dieser Scheibe



legen wir einen 1/2m breiten Papierstreifen, welcher auf der Innenseite mit
aequidistanten verticalen Linien iiberzogen wird. Der Beobachter sitzt also im

Innern eines hohlen drehbaren linirten Cylinders.“ [117, Seite 85]

Ein solches repetitives, sich gleichmifig bewegendes Muster 16st bei Men-
schen und vielen Tieren eine Reihe von unterschiedlichen Reaktionen aus, die

in ihrer Gesamtheit als optokinetische Reaktionen bezeichnet werden.

Das Subjekt fixiert ein Element eines sich bewegenden Musters mit den
Augen. Hierzu kompensiert es die Bewegung des Stimulus durch eine aktive
Bewegung der Augen, des Kopfes oder des gesamten Korpers. Nach dieser Fol-
gebewegung, die auch als langsame OKR Phase bezeichnet wird, folgt eine
Riickstellbewegung entgegen der Richtung des Stimulus, welche die schnelle
OKR Phase genannt wird. Beide Phasen werden fortlaufend wiederholt, solan-
ge der Stimulus anhélt. Wéahrend bei Menschen vor allem Augenbewegungen
fiir die Kompensation verantwortlich sind, solange der Stimulus sich noch im
Sichtfeld befindet, variiert der Anteil von Kopf- und Kérperbewegungen je
nach Spezies stark. Bei einfachen Sdugetieren wie Meerschweinchen [172] oder
Mausen [1] konnen beispielsweise neben einer deutlichen Kopfbewegung auch
Korperbewegungen [182, 70| beobachtet werden. Reptilien wie Schildkréten
zeigen sowohl deutliche Augenbewegungen [4] als auch Kopfbewegungen [102],
wahrend Amphibien vor allem mit dem Korper folgen und die Amplitude der
Augenbewegungen vergleichsweise gering ist [41]. Knochenfische kompensieren
bewegte Reize ebenfalls durch Bewegungen des Korpers [158, 3], weisen jedoch
auch deutliche Augenbewegungen auf [87].

Abbildung 1.1 zeigt den typischen Verlauf eines optokinetischen Reflexes
bei einer Kombination von Kopf- und Augenbewegung und einem Stimulus
mit konstanter Geschwindigkeit. Die Augenbewegung setzt als erstes ein, um
den nichsten Abschnitt des Musters zu fixieren. Der Verlauf der schnellen
Phase dhnelt der Sprungantwort eines Tiefpassfilters. Die Kopfbewegung setzt
kurz danach ein und ist langsamer. Wahrend der Kopf sich bewegt, fiihren die
Augen eine Bewegung mit dem Stimulus in die entgegengesetzte Richtung der
Kopfbewegung (langsame Phase) aus, bis die Pupille wieder ungefahr gerade-
aus blickt. Schlieklich folgt der Kopf dem Stimulus, und die Augen bleiben

starr.

Wenn der Stimulus periodisch seine Richtung dndert, kann bei einer geeigne-
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung unterschiedlicher Phasen des OKR
bei Kopf- und Augenbewegungen bei einem sich gleichmafig linear bewegenden
Stimulus. Die schnelle Phase der Augenbewegung setzt vor der Koptbewegung
ein. Wihrend die Kopfbewegung einsetzt, vollfithren die Augen eine Bewegung
in die entgegengesetzte Richtung. Grafik erstellt auf Grundlage einer Kombina-
tion der Daten von Schildkroten [42] und Meerschweinchen [70]. Die Zeiten und
Amplituden der Kopf- und Augenbewegung variieren zwischen verschiedenen

Spezies stark, weshalb keine absoluten Werte angegeben sind.

ten Periodenldnge die schnelle Phase des OKR vollstindig vermieden werden
und es erfolgt ein kontinuierliches, langsames Tracking in beide Richtungen
[53, 191].

Da fiir Bewegungen nach links im Wesentlichen Informationen des rechten
Auges verarbeitet werden und fiir Bewegungen nach rechts entsprechend die
des linken Auges [172], kénnen beide Bewegungsrichtungen unter Umsténden

auch unterschiedliche Schwellen aufweisen, wenn ein Auge beeintrachtigt ist.

Da der OKR eine unwillkiirliche Reaktion darstellt, kann sich das Subjekt
weder widersetzen noch kann oder muss es trainiert werden, damit der Reflex
ausgelost wird. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde der OKR schon sehr frith
verwendet, um das visuelle System von Tieren zu untersuchen (z.B. [174]) und

zu charakterisieren.
Durch die Mdéglichkeit der Variation einzelner Stimulus-Parameter kénnen

verschiedene Aspekte des visuellen Systems untersucht werden. Die Option,

bspw. die Raumfrequenz bei konstanten Wellenlingen und Kontrast kontrol-



liert variieren zu konnen, erlaubt es, vielerlei grundlegende Aussagen iiber das

visuelle System des Versuchstiers zu treffen.

1.2 Charakterisierung des visuellen Systems

durch Messung des optokinetischen Reflexes

Visuelle Wahrnehmung beruht auf der Verarbeitung von Reizen, die als raum-
und zeitabhingige Anderungen von Licht bestimmter Wellenlingen aufgefasst
werden konnen. Um einen Lichtreiz zu charakterisieren, sind mehrere Grofen
von Bedeutung:

- die Wellenldnge, die bei Menschen und Tieren die wahrgenommene Farbe
bestimmt (fiir den Menschen sind Wellenléingen von 380 bis 750 nm sichtbar
18])

- die Intensitét des Lichtes, welche radiometrisch in Form des Quantenflusses
(auch Strahlungsleistung oder Strahlungsfluss) oder photometrisch, also auf
das visuelle System des Menschen bezogen in Form des Lichtstroms, gemessen
wird.

- die Polarisation des Lichtes, die z.B. bei Insekten eine wichtige Rolle bei
der Orientierung spielt [59]. Diese kann zwar in geringem Mafe vom Menschen
wahrgenommen werden [73], ist jedoch fiir die meisten Sdugetiere unbedeutend
fiir ihr Uberleben.

Diese drei Eigenschaften variieren bei natiirlichen Stimuli. Wird ein kiinst-
licher Stimulus gewéhlt, konnen unterschiedliche Parameter in einem metho-
disch determinierten Rahmen konstant gehalten werden, um beispielsweise
rdumliches und zeitliches Auflosungsvermogen des visuellen Systems zu er-
mitteln.

Werden optokinetische Folgebewegungen gemessen, so wird i.d.R. ein Strei-
fenmuster ([12, 182, 1] u.a.), ein Punktmuster (|49, 140, 105, 191] u.a.) oder
ein sinusformiges Gitter (|157, 148] u.a.) verwendet, um den Reflex auszulo-
sen. Der rdumliche Aspekt der Stimulation kann durch die Streifenbreite, die
Punktdichte oder die Sinusfrequenz des Gitters variiert werden kann, wihrend
der zeitliche Aspekt durch die Drehgeschwindigkeit des Musters reprisentiert
ist.

Da sich jedes kontinuierliche Signal in einzelne Frequenzen zerlegen lisst



[58], eignet sich eine Sinusfrequenz, da so ein relativ vollstindiges Bild dessen
gewonnen werden kann, was ein Tier rdumlich wahrnimmt.

Die Wahrnehmung der Raumfrequenz hat sich als Maf fiir das rdumliche
Auflésungsvermogen eines Tieres etabliert.

Die Bewegung des Musters kann {iber unterschiedliche Verfahren erfolgen:
Der Stimulus wird entweder mit einer konstanten Geschwindigkeit in eine
Richtung gedreht [148], wechselt in regelméfkigen Absténden die Richtung mit
gleichbleibender Geschwindigkeit [15] oder sinusférmig in einer Art Pendelbe-
wegung [16].

Da alle verwendeten Muster aus hellen und dunklen Bereichen bestehen
und dieser Intensitidtsunterschied sich deutlich auf die Wahrnehmung auswirkt
[198], wird dieses Verhéltnis durch die Angabe des Kontrastes quantifiziert.
Wann immer im Folgenden von Kontrast die Rede ist, so ist der Michelson-

Kontrast gemeint, der folgendermafsen definiert ist:

Lmax - Lmin
K,=— 1.1
Lmam + me ( )

mit dem maximalen und minimalen Quantenfluss L.

Da die meisten Wirbeltiere, wie der Mensch, jedoch ein getrenntes System
fiir Tag- und Nachtsehen (skotopisches und photopisches Sehen) besitzen [30],
ist zusdtzlich die Angabe einer absoluten mittleren Lichtintensitdt notwendig,
um festzulegen, zu welchem Anteil beide Systeme gemessen werden sollen.

Wahrend fiir das skotopische Sehen lediglich ein Photorezeptortyp vorhan-
den ist (die sogenannten Stibchen), besitzen viele Tiere fiir das photopische
Sehen mehrere Photorezeptortypen (Zapfen), mit unterschiedlichen Absorpti-
onsspektren, so dass Farbunterschiede wahrgenommen werden kénnen.

Wird die Wellenldnge bei sehr niedrigen Lichtintensitéiten variiert, spiegelt
sich das Absorptionsspektrum der Stdbchen in der Verhaltensleistung wider,
und die hochste Sensitivitat korreliert mit dem Absorptionsmaximum des Seh-
pigments dieser Photorezeptoren, dem Rhodopsin.

Bei Tieren mit mehreren Zapfentypen ergibt sich unter photopischen Licht-
bedingungen ein komplexeres Bild, da sich die Absorptionsspektren mehrerer
Pigmente tiberlagern. Zur Messung solcher spektralen Abhéingigkeiten ist ent-
sprechend ein schmalbandiger Stimulus mit variabler Wellenldnge notwendig.

Neben Trichromaten, wie dem Menschen, die drei Zapfentypen aufweisen,
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Abbildung 1.2: Absorbtionsspektrum von vier Zapfenpigmenten in der Schild-
krotenretina (Quelle: [113])

besitzen die meisten Sauger, wie die Maus nur zwei Zapfentypen (Dichroma-
ten). Die Retinae von Vogeln und Schildkroten [142, 90] weisen hingegen meist
vier Klassen von Zapfen auf, weshalb die Tiere auch als Tetrachromaten be-
zeichnet werden. Des Weiteren kinnen Oltrépfchen in den Photorezeptoren
eingelagert sein, die ebenfalls die Wellenldingenabhingkeit beeinflussen. Insge-
samt ergeben sich fiir diese Spezies somit sieben unterschiedliche Photorezep-
tortypen mit unterschiedlichen Wellenldngenabhéngigkeiten [134], weshalb die
Wellenldnge bei der Stimulation der Schildkrétenretina eine sehr wichtige Rolle
spielt. Das Absorptionsspektrum der vier Zapfenklassen der Schildkrétenretina

ist in Abbildung 1.2 dargestellt.

Die Maus besitzt lediglich drei Photorezeptortypen. Zum Einen besteht die
Maus-Retina aus Stdbchen-Photorezeptoren, welche vor allem in der Nacht
(skotopisches Sehen) aktiv sind. Zum Anderen werden ein Zapfentyp mit Ab-
sorptionsmaxima bei 508nm [178] im griinen Spektralbereich und ein UV-
sensitiver Zapfentyp mit einem Absorptionsmaximum bei 360 nm [57] fiir das
photopische Sehen genutzt (sieche Abbildung 1.3). Soll letzteres untersucht wer-
den, muss lediglich ein Stimulus gewéhlt werden, der unter photopischen Be-
dingungen im spektralen Bereich des Griin-Zapfentyps liegt, sofern nicht der
UV-Zapfen (Absorptionsmaximum bei 360 nm [57]) untersucht werden soll, da

beide Typen sehr unterschiedliche Maxima aufweisen.
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Abbildung 1.3: Absorbtionsspektra der drei Photorezeptortypen in der Maus-
retina. Die Stdbchen (graue Linie) werden vor allem beim Nachtsehen (skoto-
pisches Sehen) aktiv, wihrend die beiden Zapfentypen (griine und blaue Linie)
fiir das Tagsehen (photopisches Sehen) wichtig sind. Geplottet nach [57].

1.3 Vergleich mit anderen Messmethoden

Neben den Messungen von Reflexen existieren weitere Methoden, um das visu-
elle System von Méausen zu charakterisieren. Viele der trainingsbasierten Me-
thoden, die urspriinglich fiir Ratten entwickelt wurden, scheiden aufgrund der
geringeren Lernfahigkeit von M#usen aus [200], einige Methoden konnten sich
jedoch auch fiir Mause etablieren. So z.B. das Morris-Wasser-Labyrinth [127],
bei dem sich zu Nutze gemacht wird, dass Mause eine natiirliche Scheu vor
Wasser haben und schnellstmoglich zu einer vom Wasser verdeckten Plattform
schwimmen, deren Position durch einen visuellen Hinweis gekennzeichnet ist.
Des Weiteren gibt es einen two-alternative forced-choice Test (2AFC), bei dem
eine Maus nach Futterentzug zwischen zwei visuellen Stimuli wihlen muss und
bei der richtigen Wahl ein Futterpellet erhiilt [63]|. Je nach Aufgabe kann das
Training bis zu mehreren Wochen dauern. Fiir eine schnelle Untersuchung von
Ziichtungen oder gentechnisch verdnderten Tieren eignen sich diese Methoden
deshalb nur bedingt. Zudem erfordern unterschiedliche Aufgaben teilweise auch

unterschiedliche korperliche Voraussetzungen, so dass unter Umstanden auch



andere sensorische und motorische Funktionen, wie beispielsweise die korper-
liche Fitness beim Schwimmen zu einer Plattform gemessen werden und nicht
nur das visuelle System. Kleinste Unterschiede in der Quantitit der Beloh-
nung, wie z.B. minimal unterschiedliche Wassermengen bei mehreren Ventilen
in einem Versuchsaufbau, konnen einen starken Einfluss auf die Entscheidung
der Tiere haben [25].

Zwar wird sowohl in Versuchen, die auf der klassischen Konditionierung
beruhen, als auch beim Messen des OKR das Sehverhalten gemessen, die be-
teiligten Gehirnareale unterscheiden sich jedoch teilweise erheblich. Wahrend
der OKR iiber den Superior Colliculus, einer Gehirnstruktur innerhalb des Tec-
tums, iiber einen relativ direkten Reflexbogen verarbeitet wird, erfordern die
meisten trainingsbasierten Methoden die Verarbeitung iiber den Lateral geni-
culate nucleus und involvieren hohere kortikale Areale (Gedédchtnis). Kortikale
Defekte innerhalb des visuellen Systems, die z.B. durch gentechnische Ver-
anderungen induziert wurden, kénnen somit allein durch Messung des OKR
unter Umstanden nicht erkannt werden. Die absoluten Schwellen der verschie-
denen Systeme unterscheiden sich jedoch nicht [148|. Fiir eine komplette Un-
tersuchung des gesamten visuellen Systems wird meist eine Vielzahl von un-
terschiedlichen Verhaltenstests verwendet, die auch den allgemeinen Gesund-
heitszustand, sowie die Messung verschiedener sensorischer und motorischer
Fahigkeiten miteinbeziehen, um dann gezielt entsprechend angepasste Tests

durchfiithren zu kénnen [9).

1.4 Motivation fiir neuartige Messsysteme zur

Bestimmung visueller Schwellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Apparaturen entwickelt, um visuelle
Schwellen bei kleinen Tieren zu messen. Grundsétzlich ergeben sich die tech-
nischen Anforderung an solche Systeme zur Stimulation, Aufzeichnung und
Auswertung von Verhaltensexperimenten aus den Eigenschaften der sensori-
schen Systeme der Tierarten, die untersucht werden sollen.

Die erste Apparatur wurde entwickelt, um spektrale Empfindlichkeiten
anhand von optokinetischen Folgereaktionen bei Schildkréten und Végeln zu

messen. Beide Tierarten weisen ein relativ komplexes Farbensehen auf, wes-
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halb eine Stimulation mit definierten Wellenldngen notwendig ist. Da insbe-
sondere Vigel eine sehr hohe Flimmerfusionsfrequenz aufweisen kénnen, war
im Vorfeld klar, dass fiir eine Messung an diesen Tieren keine herk6mmli-
che Bildquelle wie ein Computermonitor verwendet werden kann. Trotz die-
ser Einschrankung sollte das System einen schnellen Wechsel unterschiedlicher
Stimuli erlauben. Wiahrend die meisten géngigen Methoden zur Bestimmung
der Wahrnehmungsschwellen anhand der Kopfbewegungen auf der Beurteilung
eines menschlichen Beobachters basieren, sollte dieser Versuchsaufbau eine au-
tomatische, objektive Schwellenbestimmung auf Grundlage eines automatisier-
ten Video-basierten Kopf-Trackings ermoglichen. Fiir die Aufzeichnung war es
aus diesem Grund zusétzlich notwendig, die Stimulation mit der Aufnahme
zu synchronisieren. Auch wenn die Anforderungen dieser Apparatur prinzipiell
geniigen, um Messungen an ganz unterschiedlichen Tierarten durchzufiihren,
wurden alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Daten an der Wasserschildkrote tra-

chemys scripta elegans aufgenommen.

Die zweite Messapparatur wurde speziell fiir die Messung an der Maus
entwickelt, die sich durch den schnellen Regenerationszyklus, die einfachen Hal-
tungsbedingungen und ihrer Bedeutung als Modell fiir gentechnische Verdnde-
rungen als Standardlabortier etabliert hat. Da meist unklar ist, wie genetische
Verdanderungen sich auf das visuelle System auswirken, spielen Messungen, um
das visuelle Verhalten von Méusen zu charakterisieren, eine besonders wichtige
Rolle. Eine Vielzahl von OKR-basierten Methoden wurde in den letzten Jah-
ren speziell fiir die Maus entwickelt, durch die Augen- oder Kopfbewegungen
(selten auch Korperbewegungen) gemessen werden kénnen. Ein Vorteil der Er-
fassung von Kopfbewegungen gegeniiber Augenbewegungen ist, dass die Tiere
fiir die Messungen der Kopfbewegungen nicht fixiert werden miissen, wihrend
die Messungen von Augenbewegungen in der Regel eine invasive Befestigung
am Schédel erfordern. Somit eignet sich die Messung von Kopfbewegungen
insbesondere fiir schnelle Versuche mit vielen Tiere oder dann, wenn ein chir-

urgischer Eingriff vermieden werden soll.

Durch neue Présentationstechniken (siehe Abschnitt 2.1) und die Verwen-
dung von Video-tracking-Verfahren (siehe Abschnitte 2.2.2 und 2.3.1) konnte
die Flexibilitdt der Systeme in den letzten Jahren deutlich verbessert werden.

Die Bestimmung von Wahrnehmungsschwellen ist durch einen schnellen Wech-
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sel zwischen unterschiedlichen Stimuli durch einen Computermonitor oder Pro-
jektor deutlich einfacher und schneller geworden. Das kommerzielle System von
Prusky et al. verwendet vier Monitore, um eine Rundumstimulation zu realisie-
ren und zdhlt aus diesem Grund inzwischen zu den am hiufigsten verwendeten
Apparaturen zur Messung von OKR-Folgebewegungen an der Maus. Aufgrund
der proprietdren Architektur ist es in seiner Anwendung jedoch eingeschrinkt.
So konnen beispielsweise nicht beliebige Muster dargeboten werden, sondern
lediglich ein Gitter mit variabler Frequenz und variablem Kontrast. Dies ist
zwar ausreichend, um Wahrnehmungsschwellen zu messen, schriankt aber die
potentiellen experimentellen M&glichkeiten ein, da eine Rundumstimulation
auch fiir andere Experimente neben der Messung von optokinetischen Folge-
bewegungen verwendet werden konnte. Zudem sollte ein Standardverfahren
zur Bestimmung von Wahrnehmungsschwellen, welches in sehr viele weitere
Forschungsergebnisse einfliefst, auch einen Einblick in seine genaue Funktions-
weise erlauben. Insbesondere die Verfiigbarkeit des Quellcodes ist aus Sicht des

Autors hierbei ein wichtiger Aspekt.

Durch die Kombination einer solchen Rundum-Stimulation mit einem Video-
tracking-Verfahren ergeben sich aulierdem weitere entscheidende Vorteile. Ne-
ben der Moglichkeit, die Verhaltensleistung aufzuzeichnen und eine objektive
Beurteilung zu erlauben (sieche oben), kann ein online Videotracking dazu ver-
wendet werden, den Stimulus durch eine Riickkopplung unmittelbar wihrend
des Experiments anzupassen. Dies ermoglicht z.B. eine kontinuierliche Nach-
justierung des Stimulus, wenn das Tier seinen Abstand zur Projektionsfli-
che dndert. Die Raumfrequenzen kénnen somit wesentlich konstanter gehalten
werden als durch ein manuelles Nachjustieren durch einen menschlichen Beob-
achter (siehe Abschnitt 2.2.2). Zuséatzlich wiirde ein solcher closed-loop-Ansatz
(siehe Abbildung 1.4) ebenfalls viele weitere Versuchsansitze ermoglichen, bei
denen eine unmittelbare Riickkopplung von der Position des Tieres auf den
Stimulus notwendig oder von Vorteil ist. Auferdem ist die Stimulation nicht
auf die Messung von Kopfbewegungen beschrinkt, sondern kann genauso fiir

die Messung von Korper- oder Augenbewegungen verwendet werden.

Kopf- und Koérperbewegung sind bei der Auswertung durch einen mensch-
lichen Beobachter nicht klar zu trennen, und die Ergebnisse, welche FEye-

tracking-Verfahren iiber Augenbewegungen bei OKR-Stimulation liefern, un-
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Stimulation Verhalten

Abbildung 1.4: Der Stimulus erzeugt eine Verhaltensantwort. Diese wird durch

Videotracking

Videotracking registriert und erlaubt eine direkt Riickkopplung auf den Sti-

mulus

terliegen immer der Einschrinkung, dass der Kopf des Tieres fixiert ist und
die Augenbewegungen somit aus einer vollig unnatiirlichen Situation heraus
resultieren (siehe Abschnitt 2.3). Eine gleichzeitige Messung wiirde Aufschliis-
se dariiber geben, in welchem Ausmak die einzelnen Bewegungskomponenten
wahrend einer natiirlichen Folgebewegung tatsédchlich beteiligt sind. Ein Defi-
zit aller bisheriger Methoden ist, dass die Messungen von einem menschlichen
Beobachter tiberwacht werden, und die Kopfbewegungen (im Gegensatz zu
Augenbewegungen) nicht fiir eine spétere Auswertung aufgezeichnet werden.
Eine automatische Erkennung der Kopfbewegung ist ausgesprochen sinnvoll,
da sich hierdurch Wahrnehmungsschwellen deutlich genauer bestimmen lassen
als bei Korperbewegungen (siehe Abschnitt 1.2) und gleichzeitig keine (meist
invasive) Fixierung des Tieres notig ist, wie bei der Messung der Augenbewe-
gungen (siehe Abschnitt 2.3). Werden Papierzylinder oder Dias zur Stimulation
verwendet, miissen diese getauscht werden, wenn ein anderer Kontrast oder ei-
ne andere Raumfrequenz dargeboten werden soll. Aus diesem Grund bietet
sich eine Stimulation iiber eine digitale Bildquelle wie ein Projektor oder Mo-
nitore an, welche die Experimente beschleunigen und zudem auch beliebige
flexible Stimuli darbieten konnen. Das einzige System, was eine solche Rund-
umstimulation iiber Monitore ermdglicht, ist im Hinblick auf die Verwendung
unterschiedlicher Stimuli sehr eingeschrénkt |148|.

Ziel dieser Arbeit ist es, zwei neuartige Systeme zur Charakterisierung der
visuellen Wahrnehmungsschwellen unterschiedlicher Tierarten zu entwickeln.
In beiden Ansétzen sollte eine geeignete Rundumstimulation mit einem auto-
matisiertem Video-Tracking zur Ermittlung der Kopfposition der Tiere kombi-
niert werden, um eine objektive Beurteilung der Verhaltensleistung zu ermog-

lichen.



Kapitel 2

Stand der Technik

In den ersten Experimenten von Baradny registrierte ein menschlicher Beob-
achter die Augenbewegungen, und ein Streifenmuster wurde auf einem Pa-
pierzylinder per Hand um die Versuchsperson bewegt [12]. In dem folgenden
Jahrhundert wurde die Grundidee dieser Messmethode im Wesentlichen bei-
behalten, jedoch sowohl im Hinblick auf die Stimulation des Musters wie auch
im Hinblick auf die Aufnahme und Auswertung von Augen-, Kopf- und Kor-
perbewegungen wesentlich verbessert. Die Schwellenbestimmung kann umso
praziser erfolgen je genauer der Stimulus im Hinblick auf seine rdumlichen und
zeitlichen Eigenschaften prisentiert werden kann (siche Abschnitt 1.2). Die
Entwicklung neuartiger Apparate zur Messung des OKR ging deshalb stets

mit dem allgemeinen technischen Fortschritt einher.

In dem folgenden Kapitel sollen die technischen Moglichkeiten und Entwick-
lungen, die geeignet sind, OKR Reaktionen zu messen, vorgestellt werden. Die
meisten hier vorgestellten Techniken sind nicht zwingend auf OKR Messungen
beschrankt, und andere waren aus Sicht des Autors ebenfalls geeignet, wurden

bisher jedoch noch nicht verwendet.

In einem ersten Abschnitt werden die Stimulationstechniken und deren Vor-
und Nachteile zur Prasentation visueller Muster vorgestellt. Die folgenden bei-
den Abschnitte 2.2 und 2.3 stellen die Erfassungtechniken im Hinblick auf
Augen bzw. Kopf- und Koérperbewegungen vor. Da die technischen Anforde-
rungen sich zwischen Messungen am Menschen und unterschiedlichen Tierar-
ten deutlich unterscheiden, liegt der Fokus hier auf den Messungen an kleinen

Wirbeltieren. Der letzte Abschnitt dieses Kapitels stellt Auswertungsmethoden
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vor, mit denen OKR-Reaktionen erkannt und quantifiziert werden kénnen.

2.1  Visuelle Stimulation

Computergestiitzte Projektionstechniken bieten gegeniiber mechanischen Ver-
fahren vor allem den Vorteil, dass sie einen schnellen Wechsel unterschiedlicher
Stimuli erlauben und theoretisch beliebige Muster und Bewegungen unmittel-
bar darstellen kénnen. Auf der anderen Seite ist die Bilddarstellung mittels
eines Monitors oder Projektors sehr viel schwieriger zu steuern und zu kon-
trollieren, und die mechanischen Methoden bieten oft eine hohere zeitliche und
rdumliche Prézision. In den folgenden Abschnitten werden computergesteuerte

und mechanische Présentationstechniken vorgestellt.

2.1.1 Kathodenstrahlrohrenbildschirme

Kathodenstrahlrohrenbildschirme (engl. cathode ray tube, abgekiirzt: CRT)
werden TFT/LCD-Monitoren nach wie vor fiir Versuche am visuellen Sys-
tem vorgezogen. Griinde hierfiir sind die vergleichsweise langsame Bildwie-
derholrate von LCD-Monitoren und die geringe zeitlich Genauigkeit. Auf der
anderen Seite wird das Bild bei CRT-Monitoren durch Lichtblitze einer be-
stimmten Frequenz (60 Hz und mehr) erzeugt, und somit liegt eigentlich ein
konstantes Flickern an, welches groftenteils [29], jedoch nicht vollstédndig vom
visuellen System der Sdugetiere als stehendes Bild wahrgenommen wird [204].
Zudem sind benachbarte Pixel nicht unabhéngig voneinander [143], und die
tatsdchliche Bildwiederholrate variiert durch das Abklingen des Phosphors des
individuellen Monitors [197]. Farbmonitore verwenden drei unterschiedliche
Phosphorarten, die auch das Spektrum der darstellbaren Farben bestimmen.
Insbesondere der fiir den roten Farbkanal verantwortliche Phosphor ergibt ein
sehr unregelméfbiges Spektrum, das nur schlecht zur Messung spektraler Emp-
findlichkeiten geeignet ist (sieche Abbildung 2.1).

Das visuelle System des Menschen (und vieler anderer Tiere) ist fiir einen
sehr grofen Dynamikbereich empfindlich (etwa 12 log Einheiten [8]). Dieser
Dynamikbereich wird nichtlinear wahrgenommen und entspricht in etwa ei-
ner logarithmischen Skalierung [198, 5|, wihrend RGB-Farbwerte, Kontraste

etc. eines Monitors aus praktischen und technischen Griinden linear angege-
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Abbildung 2.1: Typisches Spektrum eines CRT-Monitors [65]

ben werden. Um das Signal an das menschliche Sehen anzupassen, wird diese
lineare Skalierung kiinstlich nichtlinear quantisiert [145]. Jeder Farbkanal eines
CRT-Monitors antwortet technisch bedingt jedoch ebenfalls mit einer nichtli-
nearen Intensititsinderung auf Steuersignale und die zugrundeliegende Uber-
tragungsfunktion, die als optoelectronic transfer function (OETF) bezeichnet
wird, kann durch eine Potenzfunktion beschrieben werden. Der Exponent die-
ser Potenzfunktion wird als Gamma-Wert () bezeichnet. Im einfachsten Fall
wird eine Funktion des Typs I = V7 verwendet, um das Verhéltnis des Steu-
ersspannung V' und des Intensitdtswerts I zu beschreiben. Dieses Verhéltnis
eignet sich gut, um der nichtlinearen Empfindung des Menschen gerecht zu
werden, und eine lineare Intensitdtsdnderung auf einem CRT-Monitor wird
aus diesem Grund auch linear wahrgenommen, ohne dass weitere Anpassun-

gen auf das menschliche Sehen erforderlich wéaren.

Trotz der Popularitiat von CRT-Monitoren in der Forschung am visuellen
System, sind diese Monitore uniiblich bei der Messung von optokinetischem
Verhalten bei kleinen Tieren, was an der Grofse der Geréte liegen diirfte. Neben
Monitoren existieren auch Projektoren, die Kathodenstrahlréhren verwenden

und somit ebenfalls die o0.g. Vor- und Nachteile aufweisen.

Van Alphen et al. verwendeten drei modifizierte CRT-Projektoren, bei de-
nen die rote und blaue Rohre jeweils durch eine griine ersetzt wurde {190, 191],

um einen fiir die Maus optimalen Stimulus zu erzeugen (sieche Abschnitt 1.2).
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Abbildung 2.2: Aufbau zur Messung der OKR-Augenbewegungen bei Prisen-
tation eines Stimulus mittels dreier modifizierter CRT-Projektoren, die das
Muster auf drei das Tier umgebende transparente Flichen projizieren (A).
Die Augenbewegungen werden iiber einen infrarotdurchlissigen Spiegel (Hot

mirror) von einer Kamera aufgezeichnet (B). Abbildung veréndert nach [190]

Da der Stimulus auf eine plane Fliche projiziert wird, unterscheidet sich der
Aufbau somit kaum von Monitoraufbauten und wird aus diesem Grund bereits
an dieser Stelle erwidhnt und nicht bei den Projektoren in Abschnitt 2.1.3. Der
schematische Aufbau dieser Apparatur ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

2.1.2 LCD

Im Gegensatz zu CRT-Monitoren wurden LCD-basierte Monitore (englisch li-
quid crystal display, LCD) bis vor kurzem aufgrund der schlechten rdumlichen
und zeitlichen Prézision [201] vollsténdig fiir Versuche am visuellen System
vermieden. Dies hat sich in den letzten zwei Jahren gedndert, und neben spe-
ziellen LCD-Monitoren fiir Forschung am visuellen System (z.B.: VIEWPixx
Monitore, VPixx, Saint-Bruno, QC, Kanada [195]), die laut Herstelleranga-
be besonders prazise arbeiten und unterschiedliche TTL Trigger Ein- und
Ausgénge besitzen, um den Bildaufbau zu iiberwachen, wurden auch Stan-
dardmonitore, wie beispielsweise der Samsung 2233RZ (Samsung Electronics,
Seoul, Siidkorea) auf ihre Eignung fiir Forschung am visuellen System getes-

tet und vorgeschlagen [197]. Generell ist ein problematischer Aspekt bei der
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Abbildung 2.3: Farbspektrum von zwei LCD-Monitoren. Einem HP LP2475w
mit CCFL Hintergrundbeleuchtung (rot) und einem HP LP2480zx mit LED
Hintergrundbeleuchtung (blau). Quelle: [27]

Wahl des LCD-Monitors, dass die meisten Gerite einen integrierten digitalen
Signalprozessor (DSP) besitzen, der je nach Einstellung unterschiedliche vor-
verarbeitende Schritte durchfiihrt und einem préziseren Timing im Weg stehen
kann. Dies wurde dem Autor durch einen technischen Mitarbeiter von NEC
(NEC Corporation, Tokio, Japan) telefonisch bestétigt. Leider ist bei den meis-
ten Monitoren nicht dokumentiert, welche Schritte bei welchen Einstellungen
von dem DSP durchgefiihrt werden. Auch die Kontrasteinstellungen sind nicht
mehr unmittelbar an die Ansteuerung der LCD-Zellen bzw. Diinnschichttran-
sistoren (TFTs) gekoppelt und unterliegen einer DSP-Vorverarbeitung, die auf
das menschliche Sehen optimiert ist. Dies gilt ebenso fiir die Farbdarstellung,

wobei das Spektrum i.d.R. deutlich homogener ist als das der CRT-Monitore.

Inzwischen haben sich LCD-Monitore mit zwei unterschiedlichen Hinter-
grundbeleuchtungen durchgesetzt. Ein Vorteil der Hintergrundbeleuchtung mit-
tels LEDs gegeniiber Kaltkathodenlampen (englisch: cold cathode fluorescent
lamp, kurz CCFL) ist, dass sie in der Regel effizienter arbeiten und somit eine
geringere Temperaturenwicklung bei gleicher Lichtintensitat auftritt. Auf der
anderen Seite sind sie auch schwieriger zu kiihlen und teurer in der Produktion
[131]. Auch das Spektrum der Techniken unterscheidet sich (siehe Abbildung
2.3).

Die OETF (siche Abschnitt 2.1.1) von LCD-Monitoren ist anders als die
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Aufsicht

Abbildung 2.4: Versuchsaufbau zur Messung von OKR bei Mausen mittels
LCD-Monitoren. Abbildung A zeigt einen schematischen Aufbau zur Mes-
sung von Augenbewegungen fixierter Mause mit drei LCD-Monitoren (ver-
dndert nach [181]) und Abbildung B den Aufbau zur Messung von Kopf-
JKorperbewegungen mit vier LCD-Monitoren frei beweglicher Méuse (verin-
dert nach [148]).

Funktionen bei CRTs und weist in der Regel einen sigmoiden Verlauf auf. Um
die Transferfunktion dem visuellen System des Menschen anzupassen, werden
interne Lookup-Tabellen definiert, so dass Abhéngigkeit Steuersignal /Intensi-
tit trotzdem dem eines CRTs sehr dhnlich ist.

Fiir OKR-Messungen wurden LCD-Monitore in mehreren Studien verwen-
det. Wéhrend zur Messung von Augenbewegungen bei einem fixierten Tier drei
Monitore verwendet wurden [181], hat sich zur Messung von Korper/Kopfbe-
wegungen der Aufbau mit vier Monitoren etabliert [148, 45, 104, 187, 24|. Der
Rahmen der Monitore ist bei solchen Anordnungen unweigerlich im Sichtfeld
des Tieres (siehe Abbildung 2.4).

2.1.3 Videoprojektoren

Neben Videoprojektoren welche auf CRTs (siche Abschnitt 2.1.1) oder LCDs
(sieche Abschnitt 2.1.2) beruhen, ist auch eine als DLP (Digital Light Proces-
sing) bezeichnete Technik verbreitet. Letztere wurde vielfach fiir den Einsatz

in der Forschung am visuellen System diskutiert ([138]). DLP verwendet ei-
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ne Matrix von Mikrospiegeln (engl. Digital Mircromirror Device), die mittels
einer pulsweitenmodulierten Ansteuerung die Helligkeitsstufen des Bildes defi-
nieren. Zur Erzeugung unterschiedlicher Farben ist ein sich drehendes Farbrad
mit drei oder mehr Farbfiltern vorgeschaltet. Die einzelnen Farbkanile werden

durch die Spiegel hintereinander projiziert.

Auch wenn die Bildwiederholraten der Projektoren unter denen der CRTs
liegen, sind insbesondere das homogene Spektrum, sowie die Unabhingigkeit
einzelner Pixel deutliche Vorteile gegeniiber CRTs. Prinzipiell kann mit einem
Videoprojektor ein Bild auf eine beliebige Fliche projiziert werden, wenn das
zu projizierende Bild entsprechend perspektivisch verzerrt wird. Somit kann
der unter Abschnitt 2 beschriebene rédumliche Fehler bei OKR-Messungen theo-
retisch vermieden werden. Durch die Projektion an nicht planaren Flachen er-
gibt sich jedoch eine unregelméfige Auflosung und Ausleuchtung und nicht
alle Punkte auf der Fliache erscheinen fokussiert. Projektoren wurden zur Mes-
sung des OKR dennoch auch zur Projektion an nicht planaren Flichen vielfach

eingesetzt.
Einige Apparaturen sind in Abbildung 2.5 dargestellt.

Insbesondere ist der Ansatz von H. Cahill und J. Nathans zu erwéhnen [26],
da hier erstmals eine projektorbasierte Stimulation speziell fiir Nager konzi-
piert wurde. Bei diesem Ansatz wurde ein LCD-Projektor verwendet, um ein
Streifenmuster an die Innenwand eines reflektierenden Zylinders zu projizie-
ren (sieche Abbildung 2.5 A). Interessanterweise wird um einen zusétzlichen
Rechenaufwand zu vermeiden, die Drehung des Streifenmusters nicht durch
eine softwareseitige Drehung des Bildes iiber den Computer erreicht, sondern
durch einen zusétzlichen elektrischen Motor, der den Projektor physikalisch
dreht. Skotopische Lichtbedingungen (sieche Abschnitt 1.2) kénnen durch zu-
siatzliche Filter hergestellt werden. Ein statisches Muster wurde mit Micro-
soft Powerpoint generiert, wobei weder die Intensititsunterschiede noch die
schwankende Auflésung innerhalb des Zylinders berticksichtigt wurden. Mit
dem Apparat wurden dennoch stabile OKR-Antworten und Schwellen in der
Maus gemessen, die vorherigen Literaturwerten entsprechen. Aufserdem wur-
den Projektoren vielfach zur OKR-Messung bei Goldfischen und Zebrafischen
eingesetzt z.B. [3, 154, 88, 87]).

Vielversprechend fiir projektorbasierte Stimulationen sind auch laserbasier-
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Abbildung 2.5: Unterschiedliche Apparaturen, die einen Projektor verwenden,
um das Muster auf eine nicht planare Fliche zu projizieren. Ein motorisierter
Projektor, der von oben das Bild in einen Zylinder projiziert A (Quelle: [26]),
eine Projektion von der Seite auf einen zylindrischen Diffusorschirm (B) (ver-

dndert nach: [154]) und die Projektion von unten auf ein sphérisches Aquarium

(Quelle: [3])
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Abbildung 2.6: A: Eine geschlitzte Holzsphére aus dem Jahr 1940 zur Messung
des OKR in der Katze. Der Kontrast kann durch die Beleuchtung verdndert
werden (Quelle:[171]). B: Mechanischer Aufbau aus dem Jahr 1972 zur Mes-
sung der Augenbewegungen von Fischen, der zwei mechanisch angetriebene
Filmstreifen zur Préisentation verwendet (Quelle:[50]). C: Eine frithe mecha-
nische Apparatur zur Messung von Augenbewegungen bei OKR Stimulation
(Quelle:[124]). Durch die Verwendung polarisierender Folie ist der Zylinder fiir
Infrarotbeleuchtung weitestgehend durchlissig und das Tier von auften mit
einem Mikroskop zu beobachten. D: Der erste Aufbau, um gezielt Kopfbewe-
gungen bei Mausen zu beobachten, aus dem Jahr 2002. Verwendet wird ein

klassischer bedruckter Papierzylinder, der iiber einen Motor angetrieben wird
(Quelle:[182]).

te Projektionsverfahren, da diese nicht fokussiert werden miissen und es somit
erlauben, ein scharfes Bild auf eine beliebige Fliche zu projizieren. Zu nen-
nen ist hier beispielsweise die PicoP Technologie (MicroVision, Redmond WA,
USA).

2.1.4 Mechanische Stimulationstechniken

Die Vorteile computergesteuerter Stimulationstechniken iiberwiegen aus Sicht
des Autors deutlich im Hinblick auf Flexibilitdt, jedoch werden haufig auch
in aktuellen Studien noch mechanische Prasentationsméglichkeiten eingesetzt.
Seit vielen Jahrzehnten werden beispielsweise optokinetische Trommeln aus
Pappe (][50, 51, 182], Abb. 2.6, C + D) oder Holz ([172|, Abb. 2.6, A) verwendet,
die hand- oder motorgetrieben um das Tier gedreht werden.

Auferdem wurde eine Vielzahl anderer mechanischer Losungen [60] entwi-

ckelt, wie die Stimulation durch angetriebene Rollen, welche zwei gestreifte
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Riemen bewegen (Abb. 2.6, B), oder Projektionen von Filmstreifen, die {iber
zwei Rollen in einer Endlosschleife laufen [44].

Auch wenn die eigentliche Prisentation nicht computergesteuert erfolgt, so
kénnen doch einzelne Komponenten bei einer mechanischen Stimulation sehr
wohl iiber einen Computer oder Mikrocontroller gesteuert werden und u.U.
auch eine hohere zeitliche und rdumliche Genauigkeit erreichen als Présenta-
tionen mittels Projektor oder Monitor. Da dies nicht systematisch quantifiziert
wurde und keine genaue Beschreibung der jeweiligen Ansteuerung vorliegt,

kann an dieser Stelle jedoch hierzu keine absolute Angabe gemacht werden.

2.1.5 Konstanz der Raumfrequenz

Werden Wahrnehmungsschwellen bei unterschiedlichen Raumfrequenzen un-
tersucht, ist es essentiell, dass der Abstand der Augen zum Stimulus wihrend
eines Experiments konstant bleibt. Der Abstand hat einen direkten Einfluss
auf die wahrgenommene Raumfrequenz und die Messungen wiirden dement-
sprechend verfilscht, wenn der Abstand sich wihrend eines Versuchs dndern
wiirde. Abbildung 2.7 veranschaulicht diesen Zusammenhang. Wahrend dies
bei einem fixierten Versuchstier kein Problem darstellt, da der Abstand zur
Projektionsfliche problemlos konstant gehalten und bestimmt werden kann,
erschwert diese Tatsache prézise Messungen bei nicht fixierten Tieren, wurde
aber meist vernachléissigt (u.a. bei [182, 164]).

Erst die Apparatur von Prusky [148] ermdglichte es, den Stimulus wéhrend
eines Experiments nachzujustieren und der Augenposition anzupassen. Dies
geschieht bei Prusky durch das manuelle Nachfolgen des Mauskopfes mit ei-
ner Computermaus durch den Experimentator. Ein solches Nachjustieren des
Stimulus wird ungemein durch moderne computergesteuerte Stimulationstech-
niken wie Kathodenstrahlrohrenbildschirme (CRTs), Fliissigkristallbildschirme
(LCDs) und Digitalprojektoren vereinfacht.

2.1.6 Virtuelle und reale Entfernung zum Stimulus

Das Sichtfeld beider Augen iiberschneidet sich bei den meisten Tieren in einem
gewissen Bereich und ermdglicht den Tieren eine Tiefenwahrnehmung (siehe

Abschnitt 1.4). Daraus ergibt sich bei den meisten Préisentationstechniken das
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Abbildung 2.7: Bei unterschiedlichen Absténden (d1, d2 und d3) zur Projekti-
onsflache ergeben sich fiir das Versuchstier unterschiedliche Betrachtungswin-

kel (o, und ), welche die Messung von Raumfrequenzschwellen verfélschen.

Problem, dass sie primér dazu gedacht sind, ein Bild auf einer ebenen Fliche
darzustellen und es somit nicht mdéglich ist, ein Muster mit einem konstanten
Abstand zum Tier abzubilden. Jeder simulierte Zylinder kann nur in maximal
sechs Punkten bei einem Aufbau mit drei planen Bildflichen (z.B. Monitore)
und acht Punkten bei einem Aufbau mit vier planen Bildflichen dargestellt
werden (sieche Abbildung 2.8).

Fehlerbehaftet ist nur der Bereich, der auch tatsichlich binokular wahr-
genommen wird. Zwei Moglichkeiten, dieses Problem zu umgehen, werden in
Abschnitt 2.1.3 vorgestellt.

2.1.7 Grafikkarten und Ubertragungsstandards

Der raumliche Fehler der Priasentation wird geringer, umso mehr Monitore ver-
wendet werden (siehe Abschnitt 2.1), um den Zylinder zu simulieren. Nur weni-
ge Grafikkarten ermoglichen jedoch die gleichzeitige 3D-beschleunigte Ausgabe
auf mehr als drei Monitoren, und die Verwendung von mehreren Grafikkarten
unter Beibehalt der 3D-Beschleunigung war bis vor kurzem nicht moglich.
Techniken, wie die Scalable Link Interface (SLI) Technologie von NVidia (Nvi-
dia Corporation, Santa Clara, CA, USA) oder die CrossFireX Technologie von
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Abbildung 2.8: Drei Beispiele fiir mogliche Simulationen eines Zylinders mit
drei (links) und vier Monitoren (rechts). Bei der in Rot dargestellten Simu-
lation ist der Abstand von drei (links) respektive vier Punkten (rechts) des
Zylinder im Zentrum der Monitore rdumlich korrekt (rote Kreuze), wéihrend
bei der Simulation eines groferen Zylinders drei (links) respektive vier (rechts)
Randpunkte den richtigen Abstand aufweisen (griine Kreuze). Zylinder, mit
einer Grofe zwischen den beiden oben genannten (blaue Linie) fiihren zu sechs
(links) beziehungsweise acht (rechts) rdumlich iibereinstimmenden Punkten

(blaue Kreuze).

AMD (Advanced Micro Devices, Sunnyvale, CA, USA) erlauben es, die Re-
chenlast auf mehrere Grafikprozessoren (GPUs) zu verteilen, und ermdglichten
erstmals den problemlosen parallelen Betrieb von mehreren 3D-beschleunigten
Karten in einem System. Zur Kommunikation kann neben den Briickenkabeln
beider Hersteller auch die PCI Express-Schnittstelle verwendet werden. Eine
wirkliche Unterstiitzung von vier oder mehr Ausgingen ist erst mit der SLI
Multiview Technologie (NVidia) und der Eyefinity Technologie (AMD) aufge-
kommen. Bei Verwendung der Eyefinity Technology kénnen jedoch lediglich
zwei Monitore verwendet werden, die keinen DisplayPort besitzen- alle ande-
ren Monitore miissen zwingend iiber einen DisplayPort Anschluss verfiigen [2].
Die Rechenlast kann intern iiber CrossFireX auf mehrere GPUs verteilt wer-
den. Wenn hingegen die SLI Multiview Technologie fiir den Einsatz auf mehr
als zwei Monitoren verwendet wird, ist keine Verteilung der Rechenlast (SLI
Frame Rendering) moglich [37]. Der Hersteller Matrox (Matrox Electronic Sys-
tems Ltd., Dorval, QC, Kanada) hat sich zwar auf Multimonitor-Grafikkarten

spezialisiert, diese besitzen jedoch zum jetzigen Zeitpunkt (Dezember 2011)



25

keinen Grafikprozessor, der eine 3D-Beschleunigung fiir OpenGL[166] oder Di-
rectX bereitstellt. Als weitere Option sind jedoch die Erweiterungsmodule Ma-
trox TripleHead2Go zu nennen, die den Anschluss von bis zu drei Monitoren an
einem herkdmmlichen VGA bzw. Dual-link DVI Anschluss ermdoglichen. Fiir
die Grafikkarte und das Betriebssystem erscheinen die drei Monitore als ein
einzelnes Gerat [121]. In einer 128 Byte-Datenstruktur, der sogenannten “Ex-
tended Display Identification Data“(EDID) kénnen Monitore Fertigungsdaten,
wie unterstiitzte Auflésungen, Bildwiederholraten etc. ablegen, und diese der
Grafikkarte iiber die Display Data Channel (DDC) Schnittstelle bereitstellen,
sofern die Grafikkarte ebenfalls DDC unterstiitzt. DDC wird standardméfig
von der Digital Video Interface (DVI), der High-Definition Multimedia Inter-
face (HDMI) und der DisplayPort Schnittstelle unterstiitzt.

2.2 FErfassung von Kopf- und Korperbewegun-

gen

Zur Analyse der Kopfbewegungen wihrend des OKR wurden schon friih ver-
schiedene Messmethoden zur automatischen Erfassung entwickelt. Bereits 1943
befestigten Smith und Bridgman [172] einen diinnen Seidenfaden an der Nase
eines Meerschweinchens, um damit einen Tintenschreiber zu steuern. So konn-
ten sie das aufgezeichnete Verhalten nach dem Versuch quantifizieren. Dies ist
ein wichtiger Schritt, um eine objektive Beurteilung der Verhaltensleistung zu

ermoglichen.

Durch die immer gréfere Bedeutung von kleinen Nagern wie der Ratte oder
der Maus als Labortier wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl von auto-
matisierten Trackingverfahren speziell auf diese Tiere angepasst. Hierzu wur-
den eine ganze Reihe unterschiedlicher Techniken verwendet. Unter anderem
wurden Lautsprecher verwendet, auf denen sich das Tier bewegte, um die un-
gefdhre Position anhand des Ausgangssignals abzuschétzen [169], ein Joystick
wurde bewegt, der an dem Halsband des Tieres befestigt wurde [23] oder die
Bewegung des Tieres durch Beschleunigungssensoren [122] oder Radar [139]
erfasst. Relativ weit vebreitet waren photozellen-basierte Systeme, um den

Aufenthaltsort in einer Versuchsarena zu bestimmen [156].
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Abbildung 2.9: Photozellen-basierter Versuchsaufbau zur Messung von Nager-
verhalten (Quelle: [112]).

2.2.1 Lichtschranken-Tracking

Seit dem Aufkommen von erschwinglichen Computern und Kamera-basierten
Tracking Sytemen in den 1980er Jahren haben sich diese Systeme aufgrund
ihrer hohen Flexibilitdt immer stirker gegeniiber photozellen-basierten Syste-
men durchgesetzt [137]. Der Grund wird deutlich, wenn man den Aufbau ei-
nes typischen photozellen-basierten Systemen aufzeigt (sieche Abbildung 2.9).
Der gezeigte Aufbau verwendet vier in der Wand angebrachte Photozellen,
um Bewegungen des Tiers innerhalb der Arena zu registrieren, sechs in den
Boden eingelassene Photozellen, um eine Erkundung innerhalb eines Aufent-
haltssektors zu detektieren, sowie vier weiter Photozellen zur Messung eines
Aufenthalts des Tier in den Ecken. Eine komplizierte Auswertung ist n6tig, um
aus den Unterbrechungen der Lichtschranken abzuleiten, was fiir ein Verhal-

ten stattgefunden hat. Trotzdem beschrankt sich das Ergebnis im Wesentlichen
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auf Aufenthaltswahrscheinlichkeiten, Aufenthaltszeiten und die zuriickgelegte
Strecke innerhalb der Versuchsarena. Lichtschranken-basierte Systeme werden
trotzdem immer noch vereinzelt in Studien verwendet (|52, 98, 185, 173, 33|)
und sind kommerziell inklusive Auswertesoftware erhéltlich (z.B. Tru Scan,
Coulbourn Instruments, Whitehall, PA mit 8x8 Photodioden, die dazu die-

nen, den Aufenthaltsort in 64 Sektoren zu bestimmen [38]).

2.2.2 Video-Tracking

Kamera-basierte Verfahren kénnen sehr flexibel in unterschiedlichen Versuch-
sumgebungen eingesetzt werden, ohne dass man auf die Platzierung, Kalibrie-
rung und Auswertung einer Vielzahl von Sensoren angewiesen ist. Dies ist
wichtig, da sehr unterschiedliche Aspekte des Verhaltens gemessen werden,
die Versuchsaufbauten entsprechend anders ausgelegt sind und sich dadurch
Systeme zur automatischen Lokalisation von Nagern in ihren Anforderungen
malfgeblich unterscheiden.

Es existieren mehrere akademische Video-tracking-basierte Losungen fiir ei-
ne Vielzahl von unterschiedlichen Versuchen, beispielsweise zur Bestimmung
der Korperposition eines Tiers [184] oder mehrerer Tiere [22] in einer Ver-
suchsumgebung bei Aufsicht oder zur Erkennung bestimmter Verhaltenswei-
sen sowohl bei einer Beobachtung von oben [186, 83] wie auch von der Seite
[160, 22|.

Neben diesen wird das automatisierte Video-basierte Tracking in einer Reihe
von Standardversuchen durch die zwei marktfiihrenden kommerziellen Systeme
ANY-maze (Stoelting Co., Wood Dale, I, USA) und EthoVision XT (Noldus
Information Technology, Wageningen, Niederlande) unterstiitzt [175, 129].

Da es sich in beiden Féllen um proprietire Software handelt, ist die genaue
Funktionsweise unklar. Der Fokus liegt, wie in fast allen verfiigharen Systemen,
auch in diesen beiden Programmen auf dem Aufenthaltsort des Tierkdrpers in
einer gingigen Versuchsumgebung (siehe Abschnitt 1.3). Aus diesem lassen
sich eine ganze Reihe weiterer Parameter wie die Bewegungsgeschwindigkeit,
zuriickgelegte Entfernung und Aktivitdtsperioden des Tieres ableiten. ANY-
maze errechnet aus den Korperschwerpunkten Bewegungsvektoren, aus denen
sich ein Drehwinkel des Tiers ergibt, von dem wiederum diverse weitere Pa-

rameter wie die Korperrotation und die Rotationsgeschwindigkeit abgeleitet
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Abbildung 2.10: Die Nasenspitze allein kann zur Bestimmung der Blickrichtung
nicht verwendet werden, da zusétzlich der Rotationsmittelpunkt des Kopfes
erforderlich ist. Wird der Schwerpunkt der Maus als Rotationsmittelpunkt an-

genommen, ergibt sich ein Fehler um den Winkel a. Veréndert nach [130].

werden.

Seit einigen Jahren werden auch andere Merkmale der Tiere erfasst. So ist
beispielsweise inzwischen das Programm CinePlez (Plexon Inc., Dallas, TX,
USA) verfiigbar, welches die Erfassung mehrerer kiinstlicher Marker (in Form
von LEDs) ermdoglicht, die auf beliebigen Korperteilten der Tiere befestigt
werden.

Auch Ethovision XT ermittelt anhand eines Videobildes neben der Korper-
position inzwischen die Nasenspitze und den Schwanzansatz von Tieren. Eine
Bestimmung der Nasenspitze, die auch als nose-point video tracking (abgekiirzt
als NPVT) bezeichnet wird, kann u.a. verwendet werden, um Schniiffelverhal-
ten, Kontakte zwischen Tieren oder einen als novel object/novel location test
bezeichneten Testaufbau zur Objekterkennung auszuwerten [17].

Ethovision XT stellt das Zusatzmodul Multiple Body Points zur Verfiigung,
das es erlaubt, die Elongation des Tieres (zur Erkennung von bestimmten
Verhaltensmustern) und den Kopfwinkel im Bezug zu einer parallelen Gerade
zur x-Achse des Bildes zu bestimmen.

Wiéhrend eine solche Bestimmung der Nasenspitze und des Kopfwinkels fiir

vielerlei Anwendungen geeignet scheint, ist sie fiir eine genaue Messung der



29

Nasenspitze

ationsachse Kopf

Abbildung 2.11: Unter der Annahme, dass die Gesamtlange einer Maus 100 mm
betragt, von denen der Kopf 25 mm einnimmt, und der Schwerpunkt sich et-
wa 25bmm vom Schwanzansatz entfernt befindet, ergibt sich ein Fehler. Bei
einer Neigung des Kopfes um 50° (), errechnet sich der Winkel anhand des

Korperschwerpunkts stattdessen als ~ 13° («).

Koptbewegung bei OKR-Messungen ungeeignet, da der Rotationsmittelpunkt
des Kopfes nicht erfasst wird (siche Abbildung 2.10). Der Fehler ldsst sich wie
folgt abschétzen:

Bei einer maximalen Grofe einer C57/BL6 Maus von etwa 100 mm [183]
und unter der Annahme, dass der Kopf des Tieres etwa ein Viertel der Ge-
samtlange einnimmt, und deren Kérperschwerpunkt sich konstant etwa 25 mm
vom Schwanzansatz entfernt befindet, ergibt sich der Zusammenhang zwischen
dem tatsdchlichen Winkel der Kopfneigung S und dem fehlerbehafteten Win-
kel a folgendermafen (vergleiche Abbildung 2.11):

Durch den Sinusatz gilt:

ﬁ_l_ 90°
B C 25mm’

(2.1)

Dadurch konnen die beiden fehlenden Strecken B und C bestimmt werden als:
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Abbildung 2.12: Fehlerentwicklung bei unterschiedlichen Kopfwinkeln der

Maus, wenn nicht das Rotationszentrum des Kopfes fiir die Berechnung zu-

grunde liegt, sondern der Schwerpunkt des Tieres.
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Der Winkel « kann schliefllich berechnet werden als:

B= mit v = 90° — 4. (2.2)

= arctan ———. 2.3
o O S mm + © (2:3)

Bei einer Neigung von 90° (was in etwa der maximalen Neigung des Kopfes

entspricht) ist der Fehler am groften:

90° — a = 90° — arctan 25 mm

~ 63,4° (2.4)

mm
Die Auswirkung des Kopfwinkels auf den Fehler ist in Abbilung 2.12 darge-

stellt.

Wire der Fehler in jedem Frame konstant, wiirde sich dies lediglich auf die
Genauigkeit der Erfassung, nicht jedoch auf die Prizision auswirken. Dadurch,
dass der Fehler aber in jedem Frame unterschiedlich ausfallen kann, variiert
auch die Prézision, und der Kopfwinkel kann daher nicht sinnvoll zwischen
Frames verglichen werden.

Das einzige bekannte Videotracking-basierte Verfahren, welches gezielt zur

Messung der Korperbewegung bei OKR Messungen konzipiert wurde, ist das
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Abbildung 2.13: Erfasster Schwerpunkt und Koérperachse bei Schmucker et al.
Die Linien wurden in einem Bildverarbeitungsprogramm nachgezogen (verin-
dert nach [164])

Verfahren von Schmucker et al. aus dem Jahr 2005 [164]. Neben dem Schwer-
punkt wurde hier auch die Korperachse des Tieres erfasst, indem eine Re-
gressionsgerade durch alle Pixel des Korpers angepafst wurde. Das Ergebnis
entspricht in etwa der Achse von der Nasenspitze zum Schwanzansatz (siehe
Abbildung 2.13).

Die orthogonale Regression minimiert die (orthogonalen) Abstinde zwi-

schen den Bildpunkten zu einer Regressionsgeraden. Sie ergibt sich als:
P =a+b-x,; (2.5)

mit der abhédngigen Variable § und der unabhéingigen Variable x. In der Be-
obachtung v ergeben sich vereinfacht nach [193, Kapitel 8| die quadrierten

orthogonalen Abstinde d* mit der Storgroke u als:
2
2 Uy
= —"— 2.6
v 1+ b?’ ( )

Steigung und Achsenabschnitt der Geradengleichung kénnen bestimmt werden
als:
b2 5,y + b(s2 — S;) — Spy =10 (2.7)

und

a=9y—b-7T (2.8)
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mit den Mittelwerten ¥ und = sowie den Varianzen s, s, und der Kovarianz
Szy-

Grundsatzlich muss zwischen Verfahren unterschieden werden, die nicht ein-
deutig zuordnenbare Punkte in einem Bild erkennen (z.B. den Schwerpunkt
oder eine Korperachse, die je nach Lage des Tiers anders liegen), und jenen,
die einzelne Punkte in jedem Bild eindeutig identifizieren (z.B. die Nasenspit-
ze). Sollen nur einzelne Merkmale extrahiert werden, um beispielsweise die
Position der Maus im Kéfig [213]| oder die Blickrichtung zu bestimmen, eignen
sich einfachere Verfahren aufgrund der geringeren Rechenzeit, zum Beispiel fiir
das Tracking wihrend einer Aufnahme.

Da die géingigen Labormauslinien (C57BL/6J, 129S51/SvimJ) eine homo-
gene Fellfarbe aufweisen, gibt es nur wenige natiirliche Merkmale (englisch:
feature), die fiir ein Tracking verwendet werden kénnen. Einzig die Ohren und
der Schwanz lassen sich beziiglich des Farbwertes eindeutig vom Fell sepa-
rieren. Dies sind jedoch keine statischen Merkmale, also solche Merkmale, die
wihrend eines Versuchs eine konstante relative Position (bezogen auf das Tier)
beibehalten, da Mause Schwanz und Ohren bewegen. Durch den dickeren Hin-
terleib und die Ohren konnen jedoch Vorne (lat. Cranial) und Hinten (lat.
Caudal) gut unterschieden werden. Fiir eine Bestimmung des Mittelpunktes

des Mauskorpers wird meist ein Schwerpunkt R als

1 n
R = M;miri (29)

mit der Gesamtmasse M, dem Pixelwert m; und den Pixelkoordinaten r; be-
rechnet (so auch bei [164] und Ethovision [176]).

Falls die Maus in einem herkdmmlichen Laborkifig gehalten werden soll,
ist ein Tracking aufgrund der Gitterstibe, des Futters und der Trinkflasche
erschwert. Ethovision verwendet einen (unbekannten) Filter, um die Gitter-
stdbe aus dem Bild herauszurechnen. Alternativ kann auf eine Beobachtung
von der Seite ausgewichen werden. Branson et al. entwickelten ein entspre-
chendes Verfahren mit Hilfe einer Schiitzung des optischen Flusses [22]. Bei
diesem Verfahren wird fiir jeden Bildpunkt eine Bewegungsrichtung ermittelt.
Oft wird fiir die Berechnung die Intensitit unter der Annahme herangezogen,
dass sie im Mittel wihrend der Aufnahme konstant bleibt [85].

In den meisten Anwendungsszenarien wird die Signalqualitdt durch eine
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Vorverarbeitung verbessert, die Maus als Vordergrund von dem Hintergrund
separiert (Segmentierung) und bestimmte Merkmale in dem Bild erkannt. In
der Bildverarbeitung haben sich viele unterschiedliche Verfahren zu den ein-
zelnen Schritten entwickelt [86], die auf unterschiedlichste Art miteinander
kombiniert werden. Allein zum Thema Segmentierung finden sich zum jetzi-
gen Zeitpunkt iiber 40000 Publikationen. Aus diesem Grund kann an dieser
Stelle nur ein sehr grober Uberblick gegeben werden, und der Fokus liegt im
folgenden Abschnitt auf Methoden die tatsichlich Verwendung bei Verhaltens-

experimenten finden.

2.2.2.1 Vorverarbeitung

Vor der eigentlichen Erkennung erfolgen in der Regel einige vorverarbeitende
Schritte (engl. preprocessing), um die Qualitit des Signals zu verbessern oder
es fiir die weitere Verarbeitung zu optimieren. Zu erwéhnen sind an dieser Stelle
gingige lineare Filter, wie der Sobel-Operator, der bei vielen konturbasierten
Verfahren zur Hervor-hebung der Kanten im Bild Anwendung findet, sowie der
gleitende Mittelwert, oder Gauss-Kernel, der verwendet wird, um den Einfluss

des Rauschens des Bildsensors zu minimieren.

Farbraum-Transformation Um den Einfluss von Umgebungslicht zu ver-
meiden, ist eine Représentation der Farbwerte im HSV-Farbraum vor der
Schwellenwertbildung sinnvoll [66]. Die Farbe wird in diesem Farbraum nicht
durch das Verhéltnis von drei (RGB) oder vier Grundfarben (CMYK) angege-
ben, sondern in den Dimensionen Farbton (engl: hue), Sattigung (engl: satura-
tion) und Dunkelstufe (engl: value, siche Abbildung 2.14). Der Farbton ist in
dieser Darstellung theoretisch unabhdngig von dem Umgebungslicht und eig-
net sich somit als Schwellenkriterium. Da die meisten Labormauslinien jedoch
schwarzes (Linie: C57BL/6J) oder braunes (Linie: 12951 /SvImJ) Fell aufwei-
sen und Schwarz keinen Farbwert in dieser Darstellung besitzt, birgt sie keinen
Vorteil gegeniiber RGB oder CMYK im Hinblick auf das Erkennen dieser Tie-
re, sofern keine zusétzlichen farbigen Marker genutzt werden sollen, die auf den
Tieren angebracht werden (z.B. bei [188]). Die HSV-Darstellung kann jedoch
genutzt werden, den Schatten des Tieres zu erkennen, da sich bei einem Schat-

ten der Hintergrund nicht in seinem Farbwert, sondern nur in seiner Séttigung
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Abbildung 2.14: Darstellung des CIE-standardisierten RGB- Farbraums (A)
und des HSV-Farbraums (B) Quellen: A: [180] B: MATLAB R2011b Image

Processing Toolbox Documentation.

und Dunkelstufe éndert [114]. Die Transformation vom RGB-Farbraum in den
HSV-Farbraum kann fiir die normierten RGB Werte (R, G, B) in HSV-Werte
(H,S,V) durch folgende Umrechnung erfolgen (nach [56]):

V = max(R,G,B) (2.10)
0 falls max (R,G,B) =0
S = (2.11)
max (R,G,B)—min (R,G,B)
max (R,G,B) sonst
nicht definiert falls S =0
o G-B
Ho— 60° - (0 + max(R,G,B)—min(R,G,B)> , falls max (R, G, B) = }(%2 12)
60° - (2+ s i e ) - falls max (R, G, B) = G
60° (44 sra i Smar ) - falls max (R, G, B) = B

zudem gilt: Falls H < 0°, dann H = H + 360°

2.2.2.2 Segmentierung

Um Regionen beziiglich eines beliebigen Kriteriums zusammenzufassen (Homo-
genitit) oder zu trennen (Dishomogenitét), wird eine Segmentierung durchge-
fiihrt.
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Eine Segmentierung kann vollstindig oder partiell erfolgen. Bei einer voll-
standigen Segmentierung ist Expertenwissen iiber die Szene notwendig, um die
erkannte Region eindeutig einem realen Objekt zuzuordnen, wihrend bei der
partiellen Segmentierung lediglich eine homogene Region erkannt wird, diese
aber nicht unbedingt mit einem tatsichlichen Objekt iibereinstimmen muss.
Um den Tierkoérper in Verhaltensexperimenten vom Hintergrund zu separieren,
erfolgt meist eine vollstindige Segmentierung durch eine Schwellenwertbildung
der Farbwerte. Obwohl es sich hierbei um ein vergleichsweise einfaches Verfah-
ren handelt, ist es fiir viele Anwendungsfille geeignet. Drei weitere géngige
Verfahren zur Segmentierung in Tierverhaltensversuchen sind Differenzbildbil-

dung, Split and merge und Active Contours.

Schwellenwertbildung Wenn sich die Farbwerte des Versuchstiers in einer
kiinstlichen Versuchsumgebung deutlich von einem statischen Hintergrund ab-
grenzen, liegt meist ein multimodales Histogramm mit mehreren Maxima und
Minima vor. Eine Schwellenwertberechnung auf den Farbwerten kann robuste
Ergebnisse liefern, wenn der eine Schwellenwert oder mehrere Schwellenwerte
(Multi threshold) in den Minima des Histogramms liegen.

Als Schwellenwert kann ein statisches Kriterium, welches wéhrend eines gan-
zen Versuchs oder iiber mehrere Versuche konstant bleibt oder ein variables
Kriterium gewihlt werden. In der Praxis hingt diese Entscheidung im Wesent-
lichen davon ab, ob sich die Beleuchtung wahrend eines Versuchs dndern kann
oder nicht.

Der einfachste Ansatz ist, eine feste Schwelle vorzugeben oder die Schwelle
manuell durch den Benutzer vor Beginn eines Versuches festlegen zu lassen (so
beispielsweise verwendet bei [184]). Ublich ist die Verwendung dualer Schwel-
len, die einen Bereich zwischen einer unteren und oberen Grenze isolieren.

Oft geht der Schritt mit einer Binérisierung einher, so dass eine duale
Schwelle mit einem oberen (T,,,) und einem unteren Schwellenwert (7,:,)

sich wie folgt auf das bindre Ergebnisbild B(7') auswirkt:

07 T > Tmam
B<T) - 17 Tmin S T S Tmaa:
07 T < Tmin

Alternativ kann auch eine variable Schwelle fiir jedes Frame bestimmt wer-

den. Es werden beispielsweise alle Pixel beibehalten, die 40% dunkler sind
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als die mittlere Helligkeit in dem aktuellen Frame (verwendet bei [164]). Eine
gingige Variante dieses Verfahrens verwendet nicht nur die absoluten Farb-
werte, sondern bestimmt fiir jedes Pixel im Bild einen Mittelwert sowie eine
Standardabweichung in jedem aktuellen Frame [114] so, dass der Algorithmus

ebenfalls robuster gegeniiber Anderungen des Umgebungslichts ist.

Soll die Schwellenwertbestimmung automatisch erfolgen, bieten sich ver-
schiedene Methoden an. So kann bei einer bimodalen Verteilung (entspricht
einem Histogramm mit zwei Maxima) der Farbwerte das entsprechende Histo-
gramm durch Normalverteilungen approximiert, und der Schwellenwert itera-
tiv oder approximativ durch eine Fehlerminimierung bestimmt werden. Ubli-
che Verfahren orientieren sich an den Minima [146] oder der Histogrammform
[159].

Ein ebenfalls sehr verbreitetes Verfahren ist die Schwellenwertbestimmung
nach Otsu [136], welche zwei Klassen annimmt und die Schwelle sucht, welche
die intra-Klassen-Differenz, definiert als die gewichtete Summe der Varianz der

beiden Klassen, minimiert.

Durch den geringen Rechenaufwand bietet sich die Schwellenwertbildung
fiir online Tracking-Anwendungen an, wenn nur ein Tier beobachtet wird. Bei
mehreren Tieren fiihren Beriihrungen /Uberlagerungen der Tiere im Bild zu un-
mittelbaren Fehlern. Auferdem kann die Beleuchtung eine sehr wichtige Rolle
spielen. In der Vergangenheit hat sich gezeigt, das die Messergebnise kom-
merzieller Systeme (die i.d.R. eine Schwellenwertbildung verwenden) bei un-
terschiedlichen Lichtverhiltnissen in verschiedenen Laboren stark schwanken
[196]. Dies ist auf die dunkle Fellfarbe vieler Tiere zuriickzufiihren, die durch ei-
ne Schwellenwertbildung nur schwer vom Schatten getrennt werden kann. Aus
diesem Grund wird hiufig eine zusétzliche Infrarotbeleuchtung empfohlen, um
den Kontrast zu erhchen [10].

Differenzbild Andert sich der Hintergrund wihrend einer Aufnahme nicht
oder nur wenig, kann ein Differenzbild der Farbwerte zwischen einem vorher
aufgenommenem Bild ohne Versuchstier und dem aktuellen Bild berechnet

werden, so dass im Idealfall der Hintergrund komplett herausgerechnet wird
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[129, 149]. Das Differenzbild errechnet sich als:

9 (r,y) = g1(2,y) — ga(x,9) (2.13)

mit dem Differenzbild ¢'(z,y) und den Eingangsbildern g;(z,y) und g¢s(z,y).
Da bei dieser Operation negative Farbwerte entstehen kénnen, muss der Farb-
bereich gegebenenfalls durch eine zusétzliche Punktoperation transformiert
werden. Einfache Differenzbilder sind sehr anfillig gegeniiber dynamischen Ver-
anderungen, wie Licht oder anderen &uferen Einfliissen. Aus diesem Grund
werden haufig unterschiedliche Hintergrundmodelle herangezogen, die diese
Faktoren miteinbeziehen |75, 123].

Um bewegte Objekte zu segmentieren ist es zudem {iiblich, zeitliche Differenz-
bilder zwischen zwei oder mehreren Frames zu berechnen [110]. Hierbei entste-
hen jedoch Liicken innerhalb der sich bewegenden Objekte, die je nach Anwen-
dungsfall weitere Verarbeitungsschritte erfordern. Graustufen-Differenzbilder
zum Segmentieren von Tieren vor einem statischen Hintergrund werden hiufig

verwendet [109, 40].

2.2.2.3 Nachbearbeitung

Im Fall der Maus ist hdufig eine Nachbearbeitung des biné&risierten Signals
notwendig, da das Fell durch die duferste Zellschicht der Haare, der Cuticula
das Licht stark reflektieren kann und daraus ein inhomogener Farbton im Ka-
merabild resultiert. Diese Reflektion hingt von der Pigmentierung der Haare,
also der Fellfarbe der Tiere ab. Bei wechselnden Lichtbedingungen oder einer
solchen starken statistischen Streuung des zu segmentierenden Objekts kann
eine Schwellenwertbildung oft nicht alle Regionen korrekt separieren. Dieser
Effekt ist in Abbildung 2.15 dargestellt. Gleichzeitig veranschaulicht die Ab-
bildung auch, dass eine Schwellenwertbildung anhand der Fellfarbe nicht zur

Beobachtung vieler (gleichfarbiger) Tiere geeignet ist.

Morphologische Operatoren Héiufig werden morphologische Operatoren
verwendet, um das aus einer Schwellenwertbildung resultierende Binérbild zu

verbessern. Zu gidngigen morphologischen Operatoren zihlen:

e Die Dilatation, definiert als: B® S = x,y|S,, N B # ()
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Abbildung 2.15: Typischer Effekt der aus einer Schwellenwertbildung anhand
der Fellfarbe der Maus resultiert. Links:Originalbild. Rechts: Binérbild nach
Schwellenwertbildung (Quelle Originalbild: [103])

e Die Erosion, definiert als: B® S = z,y|S,, C B
e Die Offnung (engl. Opening), definiert als: Bo S = (B® S)® S
e Die Schliefung (engl. Closing), definiert als: Be S = (B® S)® S

mit dem Binérbild B, dem Strukturelement S, den Punkten z,y und dem
Ursprung des Strukturelements S, , (nach [202, Kapitel 7]).

Eine Offnung, entspricht einer Erosion mit nachfolgender Dilatation und
wird oft nach einer Schwellenwertbildung verwendet, um Stérungen (verur-
sacht durch Schatten, Pixelrauschen, etc.) zu beseitigen. Die Storungen miissen
kleiner sein als das verwendete Strukturelement. Eine Offnung zum Entfernen
des Tierschwanzes aus dem Bild ist in Abbildung 2.16 dargestellt.

Bei einer Schlieffung wird in der umgekehrten Reihenfolge zuerst eine Dila-
tation durchgefiihrt und dann eine Erosion. Eine Schliefung wird héufig nach
einer Schwellenwertbildung verwendet, um einzelne “Locher” im Binédrbild zu
fiillen (siche Abbildung 2.15).

Da es sich bei diesen Verfahren um Standardverfahren aus der Bildverar-
beitung handelt, sei an dieser Stelle fiir eine weitergehende Erklarung auf die
entsprechende Literatur verwiesen [180, Seite 128] [202, Kapitel 7] |74, Kapitel
5.2].

Zusammenhingende Riume ( Connected components) Um zusammen-
héngende Pixel oder Rdume (engl. Connected component) innerhalb eines Bil-
des zu markieren, kann eine Connected components-Operation verwendet wer-

den. Wenn lediglich das nordliche, siidliche, Gstliche und westliche Pixel auf
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A B C

Abbildung 2.16: Offnung des Originalbildes zur Entfernung des Tier Schwanzes
(A) durch eine Erosion (B), gefolgt von einer Dilatation (C) (Quelle: [83]).

Nachbarschaft untersucht wird, spricht man von einer /-connected component
Operation, wihrend eine Einbeziehung aller umgebenden Pixel (auch der Dia-
gonalen) als 8-connected component Operation bezeichnet wird.
Grundsétzlich arbeiten connected component-Algorithmen immer nach ei-
nem sehr dhnlichen Schema. Das Bild wird zeilenweise verarbeitet, und je-
des Pixel, das keine benachbarten Pixel in der Zeile vorher aufweist, wird als
neue Komponente aufgefasst. Wird ein Pixel angetroffen, das mit zwei Pixeln
benachbart ist, die bereits zwei unterschiedlichen Komponenten zugeordnet
wurden, werden die Komponenten vereint. Es existiert eine Vielzahl unter-

schiedlicher Optimierungen dieses Verfahrens (z.B. [116, 13]).

Aktive Konturen und Active Shape Models Aktive Konturen erfassen
die Kontur eines Objektes durch parametrisierte Kurven, die auch als Sna-
kes bezeichnet werden [18]. Jede Kurve wird durch parametrisierte Splines
dargestellt und in jedem Frame an die Zielkontur angepasst. Fiir eine hohe-
re Robustheit werden i.d.R. zusétzliche Schranken (sogenannte Shape Spaces)
definiert, die bestimmen, wie sich die Kurve maximal verindern darf.

Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens stellen Active Shape Models [36]
dar, die besonders bei der automatischen Erkennung von Verhaltensklassen,
wie (u.a. [114]) in Tierversuchen Anwendung finden. Bei Active Shape Models
wird die Kontur des Objekts durch Anpassung eines vorher erstellten Modells

erkannt. In der Regel wird zu Anfang ein Durchschnitts-Shape des Modells
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Abbildung 2.17: Tterationsschritte bei der Anpassung einer aktiven Form an
die Kontur einer Ratte. Ergebnis von links nach rechts nach 0,1,5 und 10
Iterationsschritten. Quelle: [186]

auf das Bild gelegt und in einem iterativen Prozess an die Kontur angepasst
[62, 125] (siehe Abbildung 2.17). Die Genauigkeit der Methode ergibt sich aus
der Genauigkeit der Kantenerkennung, die mafgeblich von einer Initialisierung,
in Form eines Trainings mit Testdaten abhangt.

Die initiale Position des Modells bestehend aus den Punkten

T
T = (*TanOaxl?yla "'7*%.71717?/7171)

ist gegeben durch
X = M(s,0)[z] + X, (2.14)

mit der Operation M (s, 0)[], die um den Skalierungsfaktor s skaliert und eine
Rotation um 6 realisiert, sowie der Position des Mittelpunktes des Modells X..
Das so beschriebene Modell mit den Punkten z wird iterativ an die erkannte
Kontur im Bild bestehend aus den Punkten z’ angepasst, indem die gewichtete
Summe

E; = (x — M(s,0)[x'] — t)"W(z — M(s,0)[2'] —t) (2.15)

mit der diagonalen Gewichtungsmatrix W und einer Translation ¢ minimiert
wird.

Nachdem die Kontur erkannt und mit Hilfe einer festen Anzahl von Punkten
parametrisiert wurde, konnen einzelne Verhalten z.B. mit Hilfe einer likelihood-
Schitzung ermittelt werden, indem der Datensatz mit vorherigen durch einen

Menschen klassifizierten Datensatz verglichen wird. Auf diese Weise konnten
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vier Verhaltensklassen und zwar Putzen, Stoppen Aktivitit und Suchen in etwa
so gut automatisch erkannt werden, wie es ein menschlicher Beobachter kann
[114].

Da die Methode robust gegeniiber Bildstérungen und Verdeckungen ist, eig-
net sie sich besonders fiir die Beobachtung von einem oder mehreren Versuchs-
tieren in einem schwerer zu kontrollierenden Versuchsumfeld, wie z.B. einem
normalen Kifig [186]. Da der Initialisierungsphase eine sehr wichtige Rolle bei
diesem Verfahren zukommt, diese Phase aber relativ zeitintensiv sein kann,
wird in der Praxis meist auf andere Methoden, wie die Schwellenwertbildung
zuriickgegriffen, sofern die Bestimmung weniger Merkmale (z.B. Nasenspitze,

Schwerpunkt, Schwanzansatz) zur Durchfiihrung des Versuchs ausreicht.

2.3 FErfassung von Augenbewegungen

Augenbewegungen wurden erstmalig systematisch von Javal um 1878 gemessen
und beschrieben. Javal benutzte ein Teleskop, um die Augen einer lesenden
Person zu beobachten [192]. Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts wurden
erste Geréite entwickelt, um Augenbewegungen automatisch zu registrieren.
Die Gerite iibertrugen die Augenbewegung auf vielerlei unterschiedliche Arten
mechanisch {iber Hebelkonstruktionen oder pneumatisch an einen Schreiber
[133]. Neben der geringen Genauigkeit der automatisierten Methoden mussten
die Augen fiir die Versuche betdubt werden, was die Messungen verfélschte.
Zudem waren dauerhafte Schidigungen der Augen nicht selten [192].

Heutzutage werden im Wesentlichen drei Techniken zur Messung von Au-
genbewegungen bei Tieren verwendet, die in den folgenden Abschnitten vor-
gestellt werden. Der Schwerpunkt liegt auf video-basierten Techniken 2.3.1,
die den Vorteil bieten, als einzige Methode (unter gewissen, spéter erlauterten
Randbedingungen) nichtinvasiv zu sein. In Abschnitt 2.3.2 wird die Ermitt-
lung von Augenbewegung mittels Induktionsspulen vorgestellt. Diese Technik
ist nach wie vor die préziseste. Der letzte Abschnitt beschreibt die Messung der
Augenbewegung mittels Elektrookulogram (EOG), die trotz einer deutlich ge-
ringeren Genauigkeit aufgrund der einfachen Handhabung vielfach verwendet
wurde und auch noch wird.

Die Bestimmung von Wahrnehmungsschwellen anhand von Augenbewegun-
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gen bei OKR-Stimulation fiihrt zu sehr dhnlichen Wahrnehmungsschwellen wie

die Messung von Kopfbewegungen [53, 1].

2.3.1 Video-Okulographie

Einen grofsen Fortschritt stellten photo- und spéter videobasierte Verfahren
dar. Wihrend anfianglich eine fallende Fotoplatte verwendet wurde, um eine
Folge von Augenbewegungen aufzunehmen [43] setzten sich mit der fortschrei-
tenden Entwicklung der Foto- und Filmtechnik diese neuen Methoden auch
zur Messung von Augenbewegungen durch [118, 124], wobei das Video wih-
rend des Experiments oder im Nachhinein zeitaufwendig durch einen Menschen
ausgewertet werden musste [124, 120].

Neben den Verbesserungen der Aufnahmetechniken war es letztendlich die
Entwicklung in der Computertechnik und Informatik, die durch eine automa-
tische Erkennung der Augen im Bild (engl. eye tracking) die Methode fiir die
meisten Anwendungen praktikabel machte. Wahrend anfingliche Methoden
noch aufwendige Architekturen erforderten um den Rechenaufwand zu bewél-
tigen (z.B. [82]), ist heutzutage ein einfaches PC-System ausreichend.

Gegeniiber anderen Methoden hat Video-Okulographie den Vorteil, voll-
stdndig nichtinvasiv zu sein, wenn man von Féllen absieht, bei denen zusatzli-
che Marker im Auge angebracht werden [191] und/oder eine invasive Fixierung
des Kopfes Anwendung findet citeAlphen2010, Stahl2000, Sakatami2004. Im
Gegensatz zu EOG oder Induktionsspulen kénnen mittels Video-Okulographie
keine Torsionsbewegungen des Auges erfasst werden, sofern die Pigmentierung
der Iris nicht in die Auswertung miteinbezogen wird.

Prinzipiell muss zwischen Methoden unterschieden werden, bei welchen das
Kamerasystem auf dem Kopf angebracht ist (engl. head mounted eye trackers)
und solchen, wo eine externe Kamera auf die Versuchsperson gerichtet ist (engl.
remote eye trackers). Fiir kleine Versuchstiere eignen sich zum jetzigen Zeit-
punkt nur letztere, da das Gewicht eines am Kopf befestigten Aufnahmesys-
tems natiirliche Bewegungen stark beeintrichtigen wiirde.

Ein Vorteil von Systemen, die direkt auf dem Kopf befestigt werden, ist, dass
Kopf- und Augenbewegungen auf technisch einfache Art vollstindig getrennt
von einander aufgenommen werden. In einem gewissen Mak ist dies auch bei

externen Kameras mdoglich, indem die Kamera den Kopfbewegungen des Ver-
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suchstiers nachgefiihrt (engl. pan-tilt system) oder derselbe Effekt durch einen

motorgetriebenen Spiegel (engl. tilting-mirror system) simuliert wird.

Maéuse bewegen sich wie die meisten Nager als potentielles Beutetier vieler
Arten sehr schnell. Aus diesem Grund scheitern die genannten Techniken zur
Zeit an dem sehr hohen technischen Aufwand, der betrieben werden miisste,
um eine Kamera mit einer ausreichenden Prazision schnell genug 360° um das

Versuchstier zu bewegen, um die Augen im Fokus zu behalten.

Aus diesem Grund haben sich externe, stationdre Kameras zur Messung von
Augenbewegungen bei kleinen Tieren etabliert und der Kopf der Tiere wird
i.d.R. fixiert. Da eine stabile Fixierung, aus der sich die Tiere nicht befreien
kénnen insbesondere bei Mausen problematisch ist, werden fiir alle aktuellen
Studien invasive Fixierungen direkt am Schidelknochen (lat. cranium) vorge-

nomimen.

Die Schéadeldecke wird hierzu am betdubten Tier eroffnet und eine Halterung
entweder direkt mit der Schéideldecke verklebt [91, 161, 96, 206] (Abbildung
2.18, A) oder verschraubt [177, 26, 191| (Abbildung 2.18 B und C). Da in den
meisten Fillen die Wunden sehr gut verheilen, kann ein Teil der Halterung

dauerhaft am Tier belassen und fiir spiatere Versuche wiederverwendet werden.

brass rod

/ pedestal

i
-1F—{f

Abbildung 2.18: Fixierungen am Cranium der Maus durch Verklebung (A,
Quelle: [161]) und Verschraubungen (B und C, Quelle: [26])
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Ein technischer Aspekt ist seit Einfiihrung der ersten fotobasierten Methode
durch Dodge 1907 bis heute in den meisten video-basierten Verfahren beibehal-
ten worden: Als Referenzpunkt auf dem Auge wird eine kiinstliche Reflexion
auf der Hornhaut (lat. Cornea, der Gewebeschicht iiber der Pupille) erzeugt,
in Relation zu welchem der Winkel der Pupille bestimmt werden kann. In al-
len aktuellen Systemen wird hierfiir Licht im infraroten Wellenldngenbereich
(> 780nm) verwendet, da Menschen und viele Tiere dieses Licht nicht wahr-
nehmen. Die Reflektion kann auflerdem dazu verwendet werden, Kriimmungen
der Hornhaut zu lokalisieren und die Rotationsachse des Auges zu bestimmen
(siche Abschnitt 2.3.1.4). Die Position der Reflektion auf der Hornhaut, sowie

die Position der Pupille wird mit dem eigentlichen Eye Tracking ermittelt.

2.3.1.1 FEye Tracking bei kleinen Wirbeltieren

Es existiert eine Vielzahl kommerzieller Systeme, die primér fiir den Men-
schen entwickelt wurden (u.a. Produkte der Firmen Tobii Technology (Dande-
ryd, Schweden), Arrington Research (Scottsdale, AZ, USA), SR research Ltd.
(Kanata, ON, Canada) J. MORITA Mfg. Corp. (Kyoto, Japan) und ISCAN
(Woburn, MA USA)). Um mit solchen Systemen die Augenbewegungen klei-
ner Tiere messen zu konnen, sind einige Modifikationen und Erweiterungen
der Systeme notwendig. Dazu zihlen kleinere technische Anderungen, wie die
Verwendung einer zusétzlichen Makro-Linse, um die Augen der Maus zu fokus-
sieren, aber auch weitreichende Erginzungen, die erst im Verlauf des letzten
Jahrzehnts entwickelt wurden (u.a. [95, 177, 191, 167, 211]).

Diese betreffen im Wesentlichen drei Punkte, die in den folgenden drei Un-

terabschnitten vorgestellt werden:

1. Mehrere anatomische Faktoren schranken die Verwendung der dem
menschlichen Auge angepassten Gerite und Algorithmen ein (Abschnitt
2.3.1.2).

2. Die gingigen dem Menschen angepassten Augenmodelle kdnnen nicht
verwendet werden, um die Pixelkoordinaten im Bild in Augenbewegun-

gen umzurechnen (Abschnitt 2.3.1.3).

3. Die Kalibrierung des Systems muss anders erfolgen als beim Menschen,
da Nager nicht kontrolliert Punkte im Raum fixieren (Abschnitt 2.3.1.4).



45

2.3.1.2 Aufbau und Algorithmik

Meist wird eine infrarot sensitive Kamera und eine zuséatzliche Infrarotbeleuch-
tung verwendet. Je nach verwendeter Optik wird die Kamera in einem Abstand
von etwa 150 - 500 mm zum Auge positioniert. Wird das Auge versetzt zur op-
tischen Achse beleuchtet, erscheint die Pupille im Bild dunkel (engl. dark pupil
tracking), wahrend bei einer koaxialen Beleuchtung die Pupille durch Retrore-
flektion im Bild hell erscheint (engl. bright pupil tracking). Letztere Anordnung
ist bei kleineren Tieren aufgrund der geringen Augengrofe schwieriger zu er-
reichen, und dem Autor ist keine Realisierung eines solchen Aufbaus bekannt.

Durch die extreme Kriimmung der Cornea und die blasse Farbung der Le-
derhaut (lat. Sclera) im Vergleich zur kontraststarken weifsen Sclera des Men-
schen haben die meisten Tracking-Algorithmen Probleme, die Pupille zuverlés-
sig zu erkennen [177]. Auferdem funktioniert eine dem Menschen angepasste
Schwellenwertbildung bei Tieren mit dunkler Fellfarbe deutlich schlechter (sie-
he Abschnitt 2.2.2.2).

Die Verwendung kommerzieller Systeme wird aufserdem dadurch erschwert,
dass oft nicht alle Rohdaten (z.B. absolute Pixelposition von Pupille und Re-
flektion) zugénglich sind, so dass die interne Umrechnung der Koordinaten
innerhalb des Programms zwingend ausgefiihrt wird.

Das kommerzielle System ETL-200 der Firma ISCAN, eigentlich fiir Mes-
sungen an trainierten Primaten gedacht, ist bereits seit mehr als zehn Jahren
auf dem Markt erhéltlich und hat sich unter den kommerziellen Systemen als
Standardsystem zur Messung bei Nagern etabliert, da die Rohdaten ausgelesen
werden konnen und die proprietiaren Trackingalgorithmen bei einer zuséatzli-
chen Beleuchtung robuste Ergebnisse liefern [177, 135, 26, 190|. Ein weiteres
haufig verwendetes kommerzielles System, eigentlich zur Messung am Men-
schen gedacht, ist Geteye der Firma Morita [91, 96, 206].

Es existieren jedoch auch einige speziell auf Nager angepasste unkommer-
zielle Systeme fiir das eye tracking [161, 211], die eigene Verfahren implemen-
tieren, um die Pupille im Bild zu erkennen.

Ublicherweise wird beim Menschen entweder eine Schwelle bestimmt, um die
Pupille als Vordergrund zu erkennen (siehe auch Abschnitt 2.2.2.2), oder eine
Transformation (oft in Kombination mit einer Kantenerkennung z.B. mittels

Sobel-Operator), vorgenommen, um radiale Symmetrien (z.B. durch zirkulére
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Hough-Transformation [11|, Reisfeld-Transformation [151] und andere [115])
sowie Kriimmungen [210] hervorzuheben.

Das resultierende Bild wird in einem zweiten Schritt verwendet, um den
Mittelpunkt und oft auch den Radius der Pupille zu bestimmen.

Die wohl géangigste Methode ist die Bestimmung eines Schwerpunktes, da
hierbei keine Annahmen {iber die Pupillenform gemacht werden miissen [126,
128]. Dieses Verfahren ist jedoch nicht robust gegeniiber Verdeckungen, da
Pixelrauschen, Schatten, Wimpern und Reflektionen auf der Cornea “Locher
im Binérbild ergeben kénnen, die sich auf den Schwerpunkt auswirken. Dem
kann in einem gewissen Rahmen durch zuséitzliche Filterung entgegengewirkt
werden [128], dies dndert aber nichts an dem prinzipiellen Problem.

Aus diesem Grund wurde vielfach auch die Geometrie der Pupille zur Be-
stimmung des Mittelpunktes herangezogen. So kann der Mittelpunkt als Mit-
telwert der Punkte auf der Kontur der Pupille [80] berechnet werden, wenn
eine symmetrische Form zugrunde gelegt wird oder als Mittelpunkt eines ge-
fitteten Kreises [179] oder einer Ellipse [101]. Kommt es zu Uberdeckungen in
der Kontur, kann dies bei fitting-basierten Verfahren in einem grofen Bereich
ausgeglichen werden [107].

Alle genannten Methoden eignen sich aus Sicht des Autors prinzipiell auch
fiir die Verwendung bei Nagern, und die Wahl richtet sich stark nach der An-
wendung. Wihrend die Geschwindigkeit der Algorithmen bei online-Verfahren
eine wichtige Rolle spielt, kann eine hohere Rechenzeit bei einer offline-Analyse
zugunsten eines robusteren Verfahrens in Kauf genommen werden.

Sowohl das speziell fiir Nager konzipierte eye tracking Verfahren von Sa-
katani und Isa [161] wie auch das von Zoccolan et al. [211] verwenden eine
Kombination der oben vorgestellten Algorithmen und werden in Abbildung
2.19 und 2.20 kurz vorgestellt.

2.3.1.3 Augenmodelle

Um aus dem Pupillenmittelpunkt eine Blickrichtung zu rekonstruieren, muss
ein Modell des Auge des Versuchstiers vorliegen.

Meist unterliegen die Modelle zwei Annahmen iiber die Geometrie des Maus-
auges, und zwar erstens, dass die Kriimmung der Cornea in etwa kugelformig

ist, und zweitens, dass der Rotationsmittelpunkt der Pupille in etwa dem Mit-
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Abbildung 2.19: Sakatani und Isa wenden im ersten Schritt eine feste Schwelle
auf dem Graustufen-Bild (a) an und erhalten somit ein Binérbild (b). Dieses
wird aus den o.g. Griinden (in diesem Fall insbesondere, um die Reflektionen
auf der Cornea herauszurechnen) mit einem morphologischen Filter gefiltert
(c). Danach erfolgt eine Erkennung von Kreiskanten und ein anschliefender Fit
(der Autor verwendete die Funktion NI IMAQ Find Circular Edge, zu der keine
genaueren Angaben gemacht werden). Vermutlich wird jedoch intern ein Sobel-
Operator angewendet und werden vom Mittelpunkt anhand von Suchlinien
Schwellendurchtritte festgestellt (d, e). Schlieklich wird der genaue Mittelpunkt
des Kreises als Pupillenmittelpunkt festgelegt (f). Quelle: [161].
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Abbildung 2.20: Tracking der Nagerpupille nach Zoccolan et al.: Aus dem
Graustufenbild (A) werden durch eine Transformationen radiale Symmetrien
hervorgehoben (B, nach [115]). Das Maximum dieser Transformation entspricht
in etwa dem Mittelpunkt der Pupille und der Reflektion auf der Cornea (C).
Nach Anwendung des Sobel-Operators (D) wird das Starburst Verfahren an-
gewendet, um von den vorher ermittelten Koordinaten der Maxima aus die
Kontur des Kreises (und der Reflektion auf der Cornea) zu erkennen (E, nach
[107]). Schlieklich wird durch die Punkte eine Ellipse gefitted, die idealerweise
der Pupille entspricht (F). Quelle: [211].

telpunkt der Corneakriimmung entspricht (siche Abschnitt 2.3.1.3).

Beide Annahmen sind teilweise durch experimentelle Beobachtungen besté-
tigt [89, 153, in anderen Studien wird stattdessen angedeutet, dass der Rotati-
onspunkt des Auges tatsichlich hinter dem Mittelpunkt der Corneakriimmung
liegt [177].

Die Tatsache, dass die Pupille etwa 0.55 mm hinter der Cornea liegt [153],
wurde in fritheren Studien ignoriert [120]. Dieser vergleichsweise grofse Abstand
(der gesamte Augenradius betragt nur ca. 1.5 - 1.7mm [153, 163]) fithrt jedoch
zu einer starken Unterschitzung der Sehwinkel. Wihrend des Wachstums ei-
ner Maus kann sich der Radius der Corneakriimmung von Tag 22 bis Tag 100
von 1.35 mm auf 1.53 mm &ndern [163|, und ein Unterschied in der Augengrofe
zwischen zwei Individuen kann nicht ausgeschlossen werden. Aus diesen Griin-
den ist die Messung des Pupillenabstands zum Rotationsmittelpunkt fiir jedes

Tier sinnvoll.
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Da der Augapfel bei den meisten Wirbeltieren durch drei Muskelpaare
bewegt wird [100], ergeben sich auch drei Freiheitsgrade. Aufgrund der o.g.
Annahmen wird das Auge in der Regel als Kugel simuliert, deren Position
meist in Form von drei Drehwinkeln angegeben wird, einem horizontalen, ei-
nem vertikalen und einem torsionalen. Da Drehungen nicht kommutativ sind,
muss auferdem eine Reihenfolge festgelegt werden. Hier wird meist die Fick-
Sequenz verwendet [55], bei welcher erst eine vertikale, dann eine horizontale
und schliefslich eine torsionale Drehung durchgefiihrt wird, oder in Form der
Helmholtz-Darstellung [194], bei welcher umgekehrt zuerst die horizontale und
dann die vertikalen Drehung angewendet wird.

Das Zentrum der Pupille wird als Py = (7,0, 0) festgelegt mit dem Abstand
zwischen dem Pupillenmittelpunkt zum Augenmittelpunkt r,. Jede Pupillen-
stellung kann als Rotation im Augen-Koordinatensystem e;, e,, €5 von diesem

Punkt aus beschrieben werden als:

P=R-P, (2.16)

Die Rotationsmatrix R fiir die gesamte Bewegung ergibt sich dann nach [126]

fiir die horizontale Drehung um die Achse e; um 6 als:

cos@ —sinf 0
R(es,0) = |sinf cosf 0 (2.17)
0 0 1

und fiir die vertikale Drehung um die Achse e, um ¢ als:

cos¢p 0 sing
Rles,9)=| 0 1 0 (2.18)
—sing 0 cos¢

und die torsionale Drehung um die Achse e; um v als:

1 0 0
R(e;,¥) = |0 cosyp —sine (2.19)
0 siny cosvy

Da videobasiertes eye tracking in der Regel keine torsionalen Drehungen

erfassen kann, wird meist lediglich eine kombinierte Rotationsmatrize Ry, fiir
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horizontale und vertikale Drehungen angegeben, die sich wie folgt als Multi-

plikation der Einzelkomponenten ergibt:

cosfcos¢p —sinf cosfsing
R = R(es,0) -R(ey, ¢) = |sinfcos¢p cosf  sinfsin ¢ (2.20)
—sin ¢ 0 Ccos ¢

Abbildung 2.21: Beispiel fiir eine horizontale Rotation des Auges um die Achse
e3 mit einem Winkel 6 von einer Referenz-Position (A) zu einer neuen Position

(B) (nach [79]).

2.3.1.4 Kalibrierung des Kamerasystems

In der Regel muss vor dem eigentlichen Versuch eine Kalibrierung des Sys-
tems durchgefiihrt werden. Diese dient dazu, die Translation und Rotation
der Kamera beziiglich der Pupille zu ermitteln, um spéater eine Umrechnung
der Pixelkoordinaten in Augenwinkel zu ermdoglichen. Eine Ausnahme bilden
Systeme, welche die 3D-Position der Pupille durch Schatzung der Ellipsenpa-
rameter ermitteln [101].

Eine Versuchsperson fixiert wihrend der Kalibrierung nacheinander eine
Reihe bekannter Punkte. Da eine Maus diese Aufgabe nicht zuverléssig ausfiih-

ren kann (auch nicht unwissentlich, in dem ein plotzlich erscheinender Punkt
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ihre Aufmerksamkeit erregt [211]), entwickelten Stahl et al. 2000 ein alterna-
tives Verfahren, was bis heute das Géngigste ist und in fast allen Systemen
verwendet wird [177].

Bei der Kalibrierung eines Systemes fiir den Menschen wird das Auge im
Bezug zur Kamera in eine definierte Winkelstellung gebracht. Stahl et al. ver-
wendeten den umgekehrten Weg und positionierten die Kamera in mehreren
bekannten Winkeln vor dem fixierten Tier unter der Bedingung, dass dies das
fokussierte Auge wihrend der Aufnahme nicht bewegt.

Wird eine kugelférmige Cornea angenommen (siehe Abschnitt 2.3.1.3), gilt
fiir die Reflektion einer Leuchtdiode auf dieser konvexen Fliche, dass das vir-
tuelle Bild auf der Hilfte des Radius der Corneakriimmung erscheint. Nimmt
man diesen Punkt mit einer Kamera aus unterschiedlichen Winkeln auf, so er-
scheint er im Bild versetzt, sofern das Rotationszentrum der Kamera nicht mit
dem Zentrum der Corneakriimmung iibereinstimmt (sieche Abbildung 2.22).
Ergibt sich bei einer Aufnahme aus mehreren Winkeln keine Verschiebung der
Reflektion im Bild, entspricht das (bekannte) Rotationszentrum der Kamera
auch dem Rotationszentrum der Corneakriimmung, und somit dem Rotations-
zentrum der Pupille (unter der o.g. Annahme, dass sich das Rotationszentrum
von Pupille und Corneakriimmung entspricht).

Meist wird die Reflektion aufserdem dazu verwendet, die genaue Position der
Pupille im Bezug zu ihrem Rotationszentrum, genauer genommen dem Rota-
tionszentrum der Corneakriimmung (siche Abschnitt 2.3.1.3) zu bestimmen.

Hierzu werden ebenfalls die Aufnahmen aus mehreren Blickwinkeln heran-
gezogen. Der Abstand R, der Pupille P zum Rotationsmittelpunkt A der
Cornea kann nach [177] folgendermafen berechnet werden (vergleiche auch
Abbildung: 2.23).

A; = R,sina (2.21)

mit o dem Winkel zwischen der Achse der Kamera und der optischen Achse
des Auges und dem Abstand A; zwischen der Achse der Kamera und der
Pupille.

Der Rotationsmittelpunkt M ist bekannt, und der Abstand A; kann anhand
der Pupillenposition sowie der Reflektion auf der Cornea C'R; ermittelt werden
als: Ay = CR; — Py (siehe Abbildung 2.24).
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Abbildung 2.22: Wird die Reflektion einer LED auf der Cornea (CR) aus drei
unterschiedlichen Perspektiven aufgenommen, so erscheint diese im aufgenom-
menen Bild versetzt, sofern das Rotationszentrum der Kamera nicht mit dem
Rotationszentrum der Corneakriimmung {ibereinstimmt. Befindet sich das Ro-
tationszentrum der Kamera vor dem Rotationszentrum der Cornea (A), ver-
schiebt sich bei einer Rotation der Kamera nach links (Position 3) auch die Po-
sition der Reflektion im aufgenommenen Bild nach links. Entsprechend kommt
es bei einer rechten Drehung (Position 2) zu einer Verschiebung nach rechts.
Befindet sich das Rotationszentrum der Kamera hinter dem Rotationszentrum
der Corneakriimmung (B), verhélt es sich andersrum. Eine Rotation der Ka-
mera nach links (Position 3) fithrt zu einer Verschiebung nach rechts und eine
Rotation nach rechts (Position 2) entsprechend zu einer Verschiebung nach
links. Lediglich bei einer Ubereinstimmung der beiden Zentren (C) bleibt die
Position der Reflektion im Bild konstant (angepasst nach [211]).

Wird die Kamera nun in unterschiedlichen Winkeln (« und [) gedreht,

ergeben sich:

Ay = R,-sina (2.22)
Ay = R,-sinf (2.23)
A —Ay = R, (sina—sinf) (2.24)

Werden sehr kleine Winkel verwendet, gilt bei einer Angabe in Bogenmaf in
etwa sin 0 ~ 0, weshalb sich R, berechnen lasst als:
a—f

R, = A A (2.25)
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Abbildung 2.23: Um den Abstand R, der Pupille zum Rotationszentrum der
Corneakriimmung M zu ermitteln wird der Abstand A; zwischen Reflektion
CR und Pupille als Ay = R, sin o verwendet (verdndert nach [177]).

mit dem Abstand a— 3, der dann dem Winkel, um den die Kamera zwischen
den beiden Aufnahmen gedreht wurde, entspricht.

Eine Modifikation dieser Methode wurde von Zoccolan eingefiihrt, der den
Parameter aus einer Reihe von Beobachtungen mit Hilfe eines Kurvenfits be-

stimmt und nicht auf die Annahme sin 6 ~ 6 angewiesen ist [211].

2.3.2 Messung mit Induktionsspulen

Neben den foto-videobasierten Verfahren hat sich die Messung der Augenbe-
wegungen mittels Induktionsspulen (engl. search coil) etabliert [155, 152]. Bei
dieser Technik werden die genannten Spulen in Kontaktlinsen integriert und
einem Magnetfeld ausgesetzt. Der induzierte Strom ist abhédngig von der Au-
genposition [35] und kann mit einem Magnetometer gemessen werden (engl.
search coil magnetometer (SCM)). Wegen ihrer Dicke sind diese Kontaktlinsen
fiir Menschen unangenehm zu tragen, weshalb die Versuchszeit beschrinkt ist
(i.d.R. auf etwa zwanzig Minuten).

Bei Nagern, die deutlich kleinere Augen aufweisen, werden héufig die Kon-
taktlinsen in einer Operation fest auf dem Auge angebracht. Erste erfolgreiche
Versuche, in denen eine Linse unter der Bindehaut (lat. Conjunctiva) auf der
Cornea implantiert wurde [61], wurden an Kaninchen durchgefiihrt, .

Diese Technik galt lange Zeit wegen der sehr kleinen Augen von Ratten und
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Abbildung 2.24: Die Reflektion auf der Cornea (CR) kann dazu verwendet
werden, den Abstand R, der Pupille P zum Rotationszentrum der Cornea-
kriimmung anhand mehrerer Ansichten (linkes und rechtes Bild) zu bestim-
men. Hierbei wird die optische Achse der Kamera (doppelte Linie) um einen
Rotationspunkt um den Winkelbetrag o — /3 geschwenkt. Hierdurch ergeben
sich zwei Abstédnde A, und A, aus den Cornereflektionen und den Abstédnden
P, und P, der Pupille P in beiden Ansichten.

Ma&usen als unpraktikabel, weshalb stattdessen eine Spule direkt auf das Auge
geklebt wurde [32]. Hierdurch wird jedoch das natiirliche Augenzwinkern der
Tiere beeintrichtigt, und das Gewicht sowie die Klebespannung koénnen die
natiirlichen Augenbewegungen stark beeintrichtigen [177|. Schlieflich wurden
in filigranen Operationen, die oft zu einer Schidigung oder Irritation des Au-
ges fithren kann [94], ebenfalls Spulen unterhalb des Bindegewebes implantiert.
Zwar ermdglicht diese Technik deutlich bessere Aufnahmen im Vergleich zu ei-
ner Befestigung direkt auf der Cornea, das Problem des hohen Gewichts der
Spulen im Vergleich zum geringen Gewicht des Mausauges von etwa 18 mg
[209] bleibt jedoch bestehen. Aus diesem Grund wurden kleinere und leichtere
Induktionsspulen speziell fiir Mause entwickelt [77, 177, 21], die jedoch durch
verschiedene Fertigungstechniken und Bauformen untereinander zum Teil wi-
derspriichliche und nicht vergleichbare Ergebnisse lieferten und teilweise das
Sichtfeldes des Tiers einschrénken [77]. Aus diesem Grund eignen sich Messun-
gen mit Induktionsspulen bei Méusen aus Sicht des Autors fiir die Messung
absoluter visueller Schwellen nicht, sondern lediglich um Tiere untereinander

zu vergleichen und somit relative Beeintriachtigungen des visuellen Systems
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Abbildung 2.25: Typischer Aufbau zur Messung mit Induktionsspulen bei fi-
xiertem Kopf. Die Fixierung wird bei dieser Methode durch eine Verschraubung
am Cranium des Tieres (engl. head post clamp), einer zusitzliche Befestigung
an der Schnauze (engl. snout holder) und eine Kunststoffrohre (engl. restrai-
ning tube realisiert. Die Induktionsspule (engl. eye coil) wird direkt auf dem
Auge angebracht. Quelle: [94]

festzustellen. Hier bieten sie gegeniiber video-basierten Methoden den Vor-
teil, dass eine Kalibrierung in einem fixierten, untrainierten Tier durchgefiihrt
werden kann, indem das Magnetfeld oder Referenzspulen um das Tier rotiert
werden [177]. Kaneko et. al. stellten 2010 eine weitere speziell fiir Méuse entwi-
ckelte Spule vor [94], die laut Angabe der Autoren deutlich weniger Probleme
mit sich bringt und zudem wie eine herkdémmliche Kontaktlinse reversibel auf
dem Auge angebracht wird (siehe Abbildung 2.25). Bis auf die exemplarischen
Ergebnisse in der urspriinglichen Veréffentlichung sind bis zum jetzigen Zeit-

punkt jedoch noch keine Ergebnisse mit dieser Methode verdffentlicht worden.

2.3.3 Messung des Elektrookulogramms

Durch mehrere Elektroden, die um das Auge plaziert werden (sog. periorbi-
tal) konnen Potentialdifferenzen innerhalb des Auges gemessen werden. Diese
Differenzen resultieren aus einer leicht positiven Ladung (1mV) der Cornea

gegeniiber der Netzhaut. Dieses elektrostatische Feld beeinflusst die statisch
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platzierten Elektroden, so dass Augenbewegungen rekonstruiert werden kon-
nen. Bei einer optimalen Kalibrierung kann eine maximale Auflésung von etwa
1° Sehwinkel erreicht werden. Zudem muss wéhrend einer Messung haufig nach-
kalibriert werden, da sich nicht-lineare Effekte ergeben. Insofern eignet sich die
Methode zur genauen Messung von Augenbewegungen bei Tieren meist nicht
und wurde vor allem verwendet, als Video-Okulographie und Induktionsspulen

fiir Nager noch nicht verfiigbar waren [81, 69].

2.4 Quantifizierierung der Verhaltensleistung

Wenn ein optokinetischer Reflex ausgelost wurde und Kopf- Korper oder Au-
genbewegungen erfasst wurden, ist ein weiterer wichtiger Schritt die eigentliche
Auswertung.

Die meisten Ansitze beruhen darauf, dass die Anzahl der Folge- bzw. Riick-
stellbewegungen wihrend [148] oder nach [1] einem Versuch durch einen mensch-
lichen Beobachter gezéhlt werden. Diese Anzahl kann bei einer uniformen Be-
wegung in einer Richtung nicht mit der Anzahl der dargebotenen Bewegungen
(z.B. rechts-links Richtungséinderungen) in Relation gesetzt, sondern dient le-
diglich dazu, die Tiere untereinander zu vergleichen. Ein direkterer Vergleich
ist oft auch nicht mdglich, da nicht sichergestellt werden kann, dass nur ein
einziger OKR bei einer Drehrichtung beim Tier ausgeltst wird.

Eine weitere Methode z&hlt nicht die Anzahl an Folgebewegungen, sondern
nur, ob bei dem Versuchstier in einem bestimmten Zeitintervall (30s) iiber-
haupt Folgebewegungen ausgelost wurden [150].

Als géngiges Mafk fiir die Verhaltensleistung werden auferdem vielfach un-
terschiedliche Amplitudenverhéltnisse (englisch: Gain) angegeben.

Dies kann z.B. das Verhéltnis der maximalen Geschwindigkeit der Augen-
bewegung zu der Amplitude der Stimulus-Geschwindigkeit [191, 6] oder der
Mittelwert der Geschwindigkeit des Kopfes (oder der Augen) aller Folgebewe-
gungen bezogen auf die Stimulusgeschwindigkeit [41] sein.

Andert der Stimulus seine Richtung, kann sowohl das Verhiltnis der maxi-
malen Winkelauslenkung des Kopfes zur Auslenkung des Stimulus als auch die
Phasenverschiebung der Antwort entsprechend quantifiziert werden [6].

In allen Fillen bedeutet ein Gain von 1 eine perfekte Ubereinstimmung.



57

Sinusformige Bewegungen eignen sich, da bekannte Verfahren aus der Si-
gnalverarbeitung, wie eine Bode-Analyse verwendet werden kénnen, um das
Verhéltnis des Stimulus zur Reaktion zu quantifizieren. Solche Analysen sind
jedoch in der Praxis nur bei guter Signalqualitéit sinnvoll und beschrinken sich
somit i.d.R. auf die Analyse der Augenbewegungen (z.B. [92, 54]).

Da in bisherigen Studien Kopfbewegungen bei Mausen nur durch einen
menschlichen Beobachter quantifiziert wurden, schieden die meisten der ge-
nannten Methoden aus, da weder Phase noch Winkel oder Geschwindigkeit

nach einem Versuch vorlagen.
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2.5 Zusammenfassung der ungelosten Probleme

Die Defizite der existierenden Versuchsapparaturen lassen sich wie folgt zu-

sammenfassen:

e Ein flexibles System zur Messung spektraler Empfindlichkeiten
auf Grundlage optokinetischer Folgereaktionen existiert bisher
nicht. Monitorbasierte Verfahren scheiden aufgrund ihres limi-
tierten Spektrums aus und Papierzylinder sind unflexibel im
Hinblick auf die Anderung einzelner Stimulusparameter (wie

Raumfrequenzen).

e Die Abbildung des Stimulus mittels Projektoren ist inhomo-
gen ausgeleuchtet und unregelméafiig fokussiert. Projektoren sind
fiir eine Bilddarstellung auf einer ebenen Fléche ausgelegt. Wird statt-
dessen ein gewdlbter Korper, wie beispielsweise ein Zylinder, als direkte
Projektionsfliche genutzt, ist das Bild nicht mehr in allen Punkten fo-
kussiert und nicht gleichméfig ausgeleuchtet. Dieser Aspekt wurde bei

Projektor-basierten Ansétzen vernachlissigt.

e Gangige Methoden zur Messung der Kopfbewegungen sind auf
das Urteil eines menschlichen Beobachters angewiesen. Die Er-
fassung von OKR-Kopf-Folgebewegungen erfolgt i.d.R. durch seine sub-
jektive Bewertung. Ein einziger automatisierter Ansatz existiert, bei dem
jedoch nicht die Koptbewegung, sondern die Drehung der Kérperachse

gemessen wird.

e Die Erfassung der Kopfbewegung der Maus mittels Videotrak-
king wird bisher nicht verwendet. Ansétze beschrinken sich auf die
Auswertung der Rotation der Kérperachse der Tiere oder bestimmen eine
Bewegung anhand der Nasenspitze und dem Schwerpunkt des Tieres, was

faktisch nicht der Koptbewegung entspricht.

e Es werden keine markerlosen Ansitze zur Erfassung der Kopf-
position der Maus eingesetzt. Bei diesen Tieren gestaltet sich die
Verwendung von kiinstlichen Markern schwierig, da sie den Fremdkd&rper
spiiren und sich davon befreien méchten, wodurch die Aufmerksamkeit

auf den Stimulus beeintrichtigt ist.
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e Die monitorbasierte Rundumstimulation ist bisher im Hinblick
auf die Verwendbarkeit unterschiedlicher Stimuli stark einge-
schriankt. Es existiert lediglich eine Apparatur, die eine solche 360°-
Stimulation iiber vier Monitore realisiert, und diese ist im Hinblick auf

die darstellbaren Stimuli sehr limitiert und nicht erweiterbar.

e Der Stimulus ist durch den variablen Abstand der Maus zur
Bildfliche fehlerbehaftet. Ist der Kopf der Tiere in der Apparatur
nicht fixiert, &ndert sich der Abstand zwischen den Augen und dem Sti-
mulus kontinuierlich. Dies wird bisher in einer einzigen Apparatur durch
das Nachverfolgen der Tiere mittels einer Computermaus kompensiert.
Diese Methode erfordert die Aufmerksamkeit eines menschlichen Beob-

achters und ist nicht sehr genau.

e Keine Messung der Augenbewegungen an nicht fixierten Tieren
moglich. Es ist unklar, inwiefern auf diese Weise iiberhaupt Riickschliis-
se auf natiirliche Augenbewegungen gezogen werden kénnen, da sich das

Versuchstier in einer vollkommen artifiziellen Situation befindet.

e Keine gleichzeitige Messung von Augen-, Kopf- und Koérperbe-
wegungen moglich. Um den Anteil dieser Komponenten einer optoki-
netischen Folgereaktion abzuschétzen, ist es notwendig, die drei Bewe-
gungen gleichzeitig zu messen. Solche Aufnahmen schieden bisher auf-
grund der zur Messung der Augenbewegungen notwendigen Fixierung

aus.
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Kapitel 3
Ansatz

Die Messung des optokinetischen Reflexes hat sich als eine Standardmethode
etabliert, um zu bestimmen, ob und was ein Tier sieht (siehe Abschnitt 1.1).
Dadurch existieren viele kommerzielle und akademisch entwickelte, technische
Apparaturen, mit denen der OKR in kleinen Wirbeltieren, insbesondere bei
Standardlabortieren wie der Ratte oder der Maus anhand der Korper-, Kopf-
(siche Abschnitt 2.2) oder Augenbewegungen (sieche Abschnitt 2.3) gemessen
werden kann. In dieser Arbeit wurden zwei Apparaturen entwickelt, die die
vorher verwendeten Methoden in vielerlei Hinsicht verbessern und alle unter
Abschnitt 2.5 aufgelisteten Defizite beseitigt.

Da sich die Anforderung an ein System zur Messung optokinetischer Folge-
bewegungen an Tieren mit mehreren Photorezeptoren wie der Schildkrote zu
einem System zur Messung an Tieren mit einer sehr eingeschréankten Farbwahr-
nehmung wie der Maus deutlich unterscheiden, wurden zwei unterschiedliche

Systeme konzipiert.

Beide Systeme sollten nicht auf der Bewertung durch einen menschlichen
Beobachter beruhen, sondern eine automatisierte Erfassung des Verhaltens er-
moglichen, wobei das Tier in seiner natiirlichen Bewegung so wenig wie moglich
eingeschrinkt werden sollte. Bei Messungen am visuellen System anhand op-
tokinetischer Folgereaktionen ist eine Stimulation notwendig, die den Reflex
zuverléssig auslost. Aufserdem muss die Apparatur hinsichtlich der Variabili-
tat und Prazision der Parameter auf die zu untersuchenden Eigenschaft des

visuellen Systems ausgelegt sein.

61
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3.1 Ein System zur Messung von spektralen
Empfindlichkeiten bei OKR-Stimulation

In der ersten Messapparatur sollten OKR-Messungen anhand der Folgebewe-
gung des Kopfes an unterschiedlichen kleinen Tieren ermd&glicht werden, insbe-
sondere an Wasserschildkroten der Art Pseudemys scripta elegans und unter-
schiedlichen Vogelarten. Obwohl die Anforderungen auch den Messungen an
Vogeln geniigen, beschrinkt sich die Beschreibung in dieser Arbeit auf Mes-

sungen an Wasserschildkroten.

3.1.1 Anforderungen

Sowohl Schildkroten als auch Vogel weisen eine komplexe Farbwahrnehmung
auf, weshalb eine Stimulation mit prézise eingestellten Wellenléngen un-
erlasslich ist, um die spektrale Empfindlichkeit dieser Tiere zu untersuchen.
Um Stimuli in einem schmalen Wellenldngenbereich zu erzeugen, sind Wel-
lenldngenfilter unerlésslich. Interferenzfilter sind in der Regel in runder oder
quadratischer Bauform mit einem Durchmesser/ einer Kantenlédnge von bis zu
etwa 60 mm erhéltlich. Aus diesem Grund ist es nicht ohne Weiteres moglich,
das Bild eines Computermonitors zu filtern. Die Filter lassen sich jedoch so-
wohl bei der Projektion eines Dias wie auch bei der Benutzung eines Projektors
mit digitaler Bildquelle verwenden.

Wiéhrend das visuelle System der Schildkrote eine maximale Flimmerver-
schmelzungsfrequenz von etwa 30 Hz aufweist [67|, liegt der Wert fiir viele
Vogel bei iiber 100 Hz [119, 64]. Deshalb scheiden herkémmliche Prisentations-
techniken wie Monitore oder Projektoren, die auf die menschliche Flimmerver-
schmelzungsfrequenz mit einer Bildwiederholrate von 60 Hz angepasst sind,
[46] aus. Zudem muss die rdumliche Auflésung des Stimulus hoch genug sein,
um die maximale Raumfrequenz, welche wahrend eines Versuchs dargeboten
werden soll, darstellen zu konnen. Die bendtigte Pixelgrofe xz, ist abhéngig
vom Abstand des Tieres zur Bildfliche d und ergibt sich nach [7] als:

md
" 360° finas

mit der maximalen Raumfrequenz f,,.., die bei Wasserschildkréten etwa 5-

(3.1)

Lp

11 cyc/°betragt [14] und fiir die meisten Végel (Raubvigel ausgenommen)
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bei etwa 6-22 cyc/°liegt [93]. Bei einer herkdmmlichen Pixelbreite eines CRT-
Monitors von 0.25 mm ergibt sich damit beispielsweise eine Mindestentfer-
nung von der Bildfliche von etwa 315 mm fiir die Wasserschildkrote und
630 mm fiir Vogel. Durch die Korpergréfe der Schildkréten von bis zu 400 mm,
darf der Durchmesser der Apparatur aulerdem nicht zu klein sein, damit das
Bild in einem Bereich ist, den die Tiere gut fokussieren kénnen.

Die Augen von Wasserschildkroten und vielen Vogelarten sind seitlich am
Kopf positioniert, weshalb diese Tiere ein sehr weites Sichtfeld von bis zu
300° aufweisen [97, 93|. Aus diesem Grund ergibt sich die technische Notwen-
digkeit einer 360°-Rundumstimulation, auch wenn das Tier fixiert werden soll.
Da vor allem Schildkréten einen relativ grofsen Bereich von etwa 60° besit-
zen, in dem sie binokular sehen, ist aufgrund des rdumlichen Sehens eine
moglichst einheitlich runde Projektionsfliche notwendig. Um das Verhalten
beider Arten sinnvoll aufzuzeichnen, ist eine Aufnahmegeschwindigkeit not-
wendig, die schnell genug ist, um eine Folgebewegung der zu untersuchenden
Tierart aufzulosen. Eine Folgebewegung des Kopfes erstreckt sich bei Schild-
kroten typischerweise iiber 20-160° und wird mit einer Geschwindigkeit von
bis zu 30°/s durchgefiihrt (Daten wurden in Vorversuchen fiir die untersuch-
ten Tierarten empirisch ermittelt). Eine sehr kurze Folgebewegung iiber 20° bei
maximaler Geschwindigkeit erfolgt dementsprechend in ~666 ms. Um ein Bild
bei Start, wihrend und am Ende der Bewegung auflésen zu kénnen, wire eine
Bildwiederholrate von etwa 6 fps notwendig. Die tatséchlich benotigte Bild-
wiederholrate hingt jedoch auferdem von der Grundaktivitit des Tieres ab,
welche die Qualitidt der Signalspur beeintriachtigt und kann daher letztendlich
nur empirisch ermittelt werden. Entsprechendes gilt auch fiir die Bildauflo-
sung. Bei einer Bewegung iiber 20° sind bei denselben drei Punkten 3,3°/Pixel
notwendig, um sie rdumlich aufzulésen. Zudem muss der Bildausschnitt grofs
genug sein, um den Kopf des Tiers, sofern es nicht fixiert wird, in einer vollstén-
digen 360°-Bewegung im Bild erfassen zu kdnnen. Die Rotationsachse hingt

wiederum von der Groke des Tieres ab.

3.1.2 Stimulation

Da Monitore aufgrund der o.g. Anforderungen fiir eine Prasentation der Stimu-

li bei diesen Tieren ausscheiden, wurde fiir die Messung von spektralen Emp-
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Tier S
360° Spiegel -8
- Metallzylinder
Bildquelle -
........................ -~ |Interferenzfilter

Abbildung 3.1: Schema des Versuchsaufbaus: Ein Metallzylinder, auf dessen
Innenseite iiber einen 360°-Spiegel ein Stimulus projiziert wird. Das Stimulati-
onsmuster sowie die Wellenléingen kénnen iiber ein Dia und einen Interferenz-
filter zwischen Lichtquelle und Spiegel verindert werden. Uber dem Spiegel

befindet sich das Versuchstier auf einer Plattform.

findlichkeiten eine erste Variante des Versuchsaufbaus auf Basis einer analogen
Bildquelle mittels eines Dias und Interferenzfiltern konzipiert (siehe Schema in
Abbildung 3.1). Fiir eine prizise Drehung des Stimulus diente ein Schrittmotor.
Zusatzlich wurde zu einem spateren Zeitpunkt auch eine Variante mit einem

computergesteuerten Projektor realisiert.

In friitheren Messapparaturen wurden Projektoren bereits vielfach verwen-
det, um Muster auf gewdlbte Fliachen zu projizieren. Dies geschah jedoch stets
auf Kosten eines vollstindig fokussierten Bildes und einer homogenen Aus-
leuchtung (siehe Abschnitt 2.1.3). In der hier vorgestellten Apparatur wurde
die Projektion in dieser Hinsicht deutlich verbessert: Das Muster wird nicht
direkt [26], {iber einen planen Spiegel [3] oder mehrere Linsen [154] in den
Zylinder projiziert, sondern iiber einen 360°-Spiegel.

Solche konvexen Parabolspiegel werden normalerweise in der Fotografie oder
im Film fiir Panorama-Aufnahmen verwendet. Der Spiegel wurde in dieser

Apparatur jedoch “umgekehrt” verwendet, um den Stimulus auf die Innenwand
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Abbildung 3.2: Schematische Ubersicht der Software-Architektur und beteilig-

ter Komponenten.

eines Metallzylinders zu projizieren.

3.1.3 Software-Architektur

Fiir eine zeitliche Zuordnung des aufgezeichneten Verhaltens zum Stimulus,
musste eine prizise Synchronisation zwischen Stimulation und Bilderfassung
sichergestellt werden. Somit musste ein Datenaustausch zwischen dem Com-
putersystem, welches die Aufnahme und das Tracking durchfiihrt, und der
Stimulationseinheit stattfinden (siche Abbildung 3.2). Um eine hohe Prézision
zu gewahrleisten, wurde hierzu eine eigenstindige Komponente auf Basis eines
Mikrocontrollers entwickelt, welche sowohl die Stimulation steuert als auch die
Kamera iiber einen TTL-Puls triggert. Auf Seiten des Computerssystems ist
somit bekannt, dass der Triggerzeitpunkt fiir das erste Bild, das empfangen
wird, mit dem Start der Stimulation einhergeht.

Das Stimulationsmuster wird im Vorfeld in einer eigenstiandigen Komponen-
te berechnet, um dann ein Dia mit diesem Muster belichten oder bedrucken zu
konnen. Die weitere Konfiguration einzelner Stimulus-Parameter wie der Ro-
tationsgeschwindigkeit oder der Lichtintensitit wurde iiber die bereitgestellte
Benutzerschnittstelle der Steuereinheit, iiber die das Experiment auch kontrol-
liert wird, gewihrleistet. Uber den Computer wurde die Akquisition der Vide-
odaten und das Tracking realisiert und das Experiment visualisiert. Eine Anfor-

derung war hierbei, dass die Daten durch einen Festplatten-Leistungsverbund
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geschrieben und hierfiir eine eigene Kodierung des Videosignals implementiert
werden mufste, da herkdmmliche Festplatten bei hohen Auflésungen und Bild-
wiederholraten nicht schnell genug schreiben kénnen.

Fiir das Videotracking wurden kiinstliche Marker verwendet, die auf dem
Kopf der Tiere befestigt wurden. Im Fall der Schildkréte war dies problemlos
moglich, und die Tiere wirkten in ihrem natiirlichen Verhalten dadurch nicht
gestort. Um auch bei sehr geringen Lichtintensitédten messen zu konnen, wurde
eine zusétzliche Infrarotbeleuchtung, welche von den Tieren nicht wahrnehm-
bar ist, und ein bei diesen Wellenlangen reflektierender Marker verwendet. Auf
Grundlage dieses sehr kontraststarken Bildes konnte ein robuster und priziser
Tracking-Algorithmus entwickelt werden.

Fiir die Auswertung der aufgezeichneten Daten wurde eine Reihe von Aus-
werteroutinen implementiert, welche die Kopfbewegung mit dem Stimulus kor-

relieren, um festzustellen, ob Folgebewegungen ausgefiihrt wurden.

3.2 Ein automatisiertes System zur Messung von

optokinetischen Folgereaktionen bei Nagern

3.2.1 Anforderungen

Da die Maus ein vergleichsweise schlechtes zeitliches Auflésungsvermégen (et-
wa 10 bis 13Hz [144, 72|) aufweist, ist eine Stimulation mit einer Bildwie-
derholrate von 60 Hz, anders als bei Vigeln, kein Problem. Gleichzeitig ist
auch das rdumliche Auflsungsvermogen mit etwa 0.5-0.6 cyc/°sehr einge-
schriankt, weshalb ein herkémmlicher Monitor auch in dieser Hinsicht problem-
los eingesetzt werden kann und die Mindestentfernung, berechnet anhand
der Formel 3.1, nur 17 mm betrégt. Bei der Maus ist eher der Héchstabstand
zu beachten, der aufgrund der Kurzsichtigkeit [31, Kapitel 5] bei etwa 400 mm
liegt.

Ma&use konnen iiber etwa 30-40° binokular, also mit beiden Augen, sehen
[47], und besitzen ein Sichtfeld von etwa 210° pro Auge [48]. Insofern ist auch
bei dieser Tierart aufgrund des rAumlichen Sehens eine Rundumstimulation
sinnvoll.

Fiir die zeitliche und rdumliche Auflésung der Bildaufnahme gelten
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die gleichen Anforderungen, wie bei einer Apparatur zur Messung an Was-
serschildkroten oder Vogeln und sie miissen letztendlich empirisch ermittelt
werden. Soll jedoch die Position des Tieres unmittelbar wihrend des Versuchs
erfasst werden, um eine direkte Korrektur des Stimulus zu erméglichen (was
insbesondere bei einem nahen Abstand zur Bildflache relevant ist), so ist auch
die Performanz der Trackingalgorithmen von Bedeutung. Optimalerwei-
se ist der Algorithmus schnell genug, um den Kopf in jedem Frame, welches
von der Kamera aufgezeichnet wird, zu erfassen. Die Raumfrequenz kann umso
genauer konstant gehalten werden, desto schneller auf Anderung der Mauspo-
sition reagiert werden kann. Um ein frameweises Tracking bei einer Bildwie-
derholrate von 15 Hz zu ermdéglichen, diirfte die gesamte Verarbeitungskette
nicht mehr als ~66 ms in Anspruch nehmen.

Als weiterer Aspekt sollten zusétzlich zur Kopfbewegung auch die Augen-
bewegungen gemessen werden, um erstmalig deren Einfluss bei einer sich
frei bewegenden Maus zu messen. Dies erfordert den Einsatz einer zweiten
Kamera. Bei Folgebewegungen der Augen von maximal ~ 8°/s bei fiir OKR-
Versuchen typischen Stimulusgeschwindigkeiten von maximal 25°/s [53], ist die
Anforderung niedriger als fiir die Aufnahme der Koptbewegungen. Sollen nicht
nur Folgebewegungen, sondern alle Augenbewegungen aufgezeichnet werden,
ist dies mit herkémmlichen Kameras nicht zu bewerkstelligen, da bei der Maus
Sakkaden von Geschwindigkeiten bis zu 1500°/s beobachtet wurden [31, Seite
100].

3.2.2 Stimulation

Die Versuchsarena wird durch vier Monitore abgegrenzt, in deren Zentrum
das Tier auf einer Plattform positioniert wird. Wahrend der Entstehungsphase
dieser Apparatur waren Monitore mit DisplayPort-Anschluss wesentlich prei-
sintensiver als jene mit DVI-Anschluss, so dass DVI verwendet werden sollte
(siche auch Abschnitt 2.1.7).

Aus technischer Sicht sollte der Monitor hohe Auflésungen (>=1680x1050)
unterstiitzen, die bendtigten DVI-D Anschliisse aufweisen und einen hohen
Kontrast bei einem weiten Betrachtungswinkel bieten. Gleichzeitig sollte eine
Leuchtdioden-Hintergrundbeleuchtung vorhanden sein, da diese effizienter als

Kaltkathodenrohren arbeiten und somit weniger Abwirme auftritt, die eine
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zusitzliche Kithlung der Versuchsarena (so bei [148]) erfordert hitte (siehe
auch Abschnitt 2.1.2).

Da das visuelle System der Maus bei hellen und dunklen Stimuli sehr unter-
schiedlich reagiert (sieche Abschnitt 1.2) und das visuelle System unterschiedlich
sensibel fiir unterschiedliche Wellenléingen ist (siehe auch Abschnitt 1.2), ist
eine genaue Bestimmung der absoluten Intensitdten der Monitore, der sum-
mierten Lichtintensitit sowie des Spektrums innerhalb der Versuchsarena not-
wendig. Um einzelne Parameter des Monitors per Software steuern zu kénnen,
war daher eine vorhandene EDID/DDC-Schnittstelle erforderlich [71].

Aus mechanischer Sicht wurde ein Monitor mit flacher, symmetrischer Baum-
form verwendet, um den Einbau in einen PVC-Trigerkasten zu vereinfachen.
Ein kritischer Punkt ist aufserdem die Breite des Rahmens, da sich diese unmit-
telbar auf die tatséchliche Grofe der Versuchsarena auswirkt und insbesondere
der seitliche Rahmen unvermeidlich im Sichtfeld des Versuchstiers ist. Zudem
sind Méuse stark kurzsichtig, weshalb als maximale Entfernung zur Bildfl4-
che 300 mm veranschlagt wurden, was einer maximalen Bilddiagonale von ~
688 mm und somit bei gdngigen Monitoren einer Bilddiagonale von maximal
26" entspricht. Der Durchmesser der Plattform ist essentiell fiir erfolgreiche
Experimente, da bei einer zu grofen Plattform die Versuchstiere dieselbe er-
kunden und den Stimulus nicht beachten. Die Plattform muf andererseits grofs
genug sein, um den Tieren einen stabilen Stand zu gewéhrleisten.

Die am Boden und Deckel des Kastens angebrachten Spiegel erzeugen die
Illusion eines unendlich tiefen und hohen Zylinders, so dass der Stimulus auch
weit iiber- und unterhalb der Maus dargestellt wird. Einerseits hindert die
unendliche Tiefe die Maus am Herunterspringen von der Plattform [148], an-
dererseits ist der Gesamteindruck eines allumgebenden Musters intensiver. Ein

Entwurf der Apparatur ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

3.2.3 Software-Architektur

Zur Darstellung des virtuellen Zylinders auf den vier Monitoren wurde die Pro-
grammierschnittstelle OpenGl [166] verwendet. Hierdurch kénnen viele Befehle
auf die Grafikkarte ausgelagert werden, und dem Prozessor des Computers ste-
hen mehr Ressourcen fiir das gleichzeitige Videotracking und die Aufzeichnung

der Daten zur Verfiigung.
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Abbildung 3.3: Schema des Versuchsaufbaus: Vier Monitore werden quadra-
tisch um das Tier angeordnet. Die Monitore sind hierzu in einem PVC-Kasten
befestigt, dessen Boden und Deckel mit einem Spiegel versehen ist. Eine Kame-
ra zur Aufzeichnung des Verhaltens ist iiber der zentral positionierten Platt-

form angebracht, auf welcher das Versuchstier sitzt.

Da Vorversuche zeigten, dass sich kiinstliche Marker zwar gut fiir die Befesti-
gung auf dem Korper einer Schildkréten eignen, nicht aber fiir die Verwendung
bei der Maus, wurde fiir sie ein zuséitzliches markerloses Trackingverfahren zur
Messung der Kopfbewegung konzipiert. Dieser Algorithmus ist performant und
robust genug, um die Kopfposition des Tiers wihrend eines Versuchs online zu
ermitteln.

Zur Kontrolle der Experimente wird ein fiinfter Monitor verwendet, iiber den
die Konfiguration der Stimulation und die Kontrolle der Experimente stattfin-
den. Da Méuse unweigerlich sporadisch von der Plattform springen, hat der
Experimentator so die Moglichkeit, das Tier zu repositionieren. Aus diesem
Grund war es auch von Bedeutung, dass die gesamte Apparatur fiir ein regel-
mikiges, einfaches Offnen und Schliefen ausgelegt ist.

Um flexibel fiir andere Stimuli und beliebige Versuche zu sein, wurde die
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Abbildung 3.4: Schematische Ubersicht der Software-Architektur und beteilig-

ter Komponenten.

Stimulation in ein eigensténdiges Programm ausgelagert, das eine beliebige
Textur darstellt und ein Stimulusprotokoll bestehend aus beliebigen Rotatio-
nen und Translationen abarbeitet. Soll das Muster derweil zusétzlich bewegt
werden (z.B. um eine Korrektur der Raumfrequenz anhand der aktuellen Kopf-
position zu ermoglichen), geschieht dies iiber eine Interprozesskommunikation
mit einer weiteren Komponente, die das Videotrackingsignal erhilt. Ein Sche-

ma dieses Regelkreises ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Zur Erstellung der Texturen und Bewegungsprotokolle fiir die Messung von
optokinetischen Folgebewegungen wurde ebenfalls eine vollstindig eigenstéin-
dige Komponente implementiert, welche die entsprechenden Muster mit unter-
schiedlichen Raumfrequenzen, Kontrasten und Farben sowie sinusférmige und

lineare Bewegungsprotokolle generiert.

Die aufgezeichneten Daten der Koptbewegungen kénnen mit sehr unter-
schiedlichen Verfahren ausgewertet und die Verhaltensleistung quantifiziert
werden. Eine mogliche Auswertemethode auf Grundlage eines Vergleichs der
Bewegungsrichtung der Kopfbewegung und der Stimulusbewegung wurde zur
Auswertung der Raumfrequenzschwellen sowie innerhalb eines Versuchs ver-
wendet, bei welchem der Einfluss der Tageszeit (lat. Circadianer Einfluss) auf

Wahrnehmungsschwellen untersucht wurde.

Zur Erprobung unterschiedlicher Tracking Verfahren wurde das Free Tracking

Framework entwickelt, welches es neben der einfachen Anwendung unterschied-
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Abbildung 3.5: Schematische Ubersicht des Regelkreises, um den virtuellen Zy-
linder stets so zu verschieben, dass sich die Maus in dessen Zentrum befindet.
Die Fiihrungsgrofe (w(k)) ergibt sich als die virtuelle Position der Maus im
Mittelpunkt des Zylinders. Die Regelabweichung wird aus dem durch das op-
tische Messsystem erfassten Abstand des Mauskopfes zum Mittelpunkt (r(k))
berechnet. Hieraus bestimmt der eigentliche Regler (das Hauptprogramm) die
notwendige Translation des Zylinders und wendet eine Tiefpassfilterung an, um
zu schnelle Bewegungen des Zylinders zu vermeiden, da diese Schreckreaktio-
nen der Tiere zur Folge haben kénnten. Es folgt die Translation des Zylinders
in der OpenGL-Umgebung und die Darstellung des Zylinders in der neuen Po-
sition (ug(t)) auf den Monitoren. Das Tracking ist durch Messfehler (z(k) wie

beispielsweise Pixelrauschen fehlerbehaftet.
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licher Trackingalgortihmen auf eine Videosequenz gestattet, eine Kamerakali-
brierung durchzufiihren, und verschiedene 3D-Rekonstruktionen auf Grundlage
der 2D-Koordinaten anzuwenden. Eine weitere Methode der 3D-Rekonstruktion
wurde mit Hilfe eines achsenparallelen Stereo-Kamerasystems entwickelt.
Neben der Messung der Koptbewegungen wurde auch ein zusétzlicher Eye-
tracking-Algorithmus implementiert. Da keine Fixierung verwendet werden
sollte, konnten herkémmliche Methoden nicht verwendet werden (siehe Ab-
schnitt 2.3). Der Ansatz besteht darin, die Augen im Bild zu erfassen und
durch eine projektive Transformation so zu entzerren, dass die einzelnen Bil-
der einer Frontalansicht gleichen, um darin eine Erkennung der Pupille durch-
zufithren. Obwohl die Genauigkeit dieser Methode zu deutlich ungenaueren
Ergebnisse fiihrt, als die Methoden, bei denen der Kopf fixiert wird, ermdg-
lichte der Gesamtaufbau es jedoch erstmalig, gleichzeitig Korper-, Kopf- und

Augenbewegungen bei M&usen zu messen.



Kapitel 4

Realisierung

4.1 Messung der spektralen Abhangigkeit von

Wahrnehmungsschwellen

Die folgende Realisierung eines Versuchsaufbaus ermdglicht Messungen des
optokinetischen Reflexes bei préziser Stimulation mit unterschiedlichen Wel-
lenldngen. Solche Messungen sind insbesondere fiir Tiere mit mehreren Pho-
torezeptoren interessant (siehe Abschnitt 1.2). Dieser Versuchsaufbau wurde
primér fiir Rotwangenschmuckschildkréten Trachemys scripta elegans entwi-
ckelt, eignet sich unter vielen Aspekten aber auch fiir andere Tiere (siehe 5).

Die Stimulation fiir diese Apparatur wurde in zwei Varianten sowohl mecha-
nisch (siehe Abschnitt 4.1.2) als auch mittels eines Projektors (siche Abschnitt
4.1.3) realisiert.

4.1.1 Farbfilter und 360°-Projektion

Als Projektionsflache fiir den Stimulus wurde ein Metallzylinder (Durchmesser:
1m, Hoéhe: 1,5m) verwendet, auf den iiber einen konvexen Parabolspiegel Bil-
der abgebildet werden konnen. Der Spiegel ermdglicht ein Sichtfeld von 100° in
der vertikalen Achse, die symmetrisch auf 50° iiber und 50° unterhalb des Hori-
zonts aufgeteilt sind. Eine Abbildung ergibt sich durch den Radius des Metall-
zylinders somit auf einer Flache mit einer Hohe von A = 2-tan (50°)-500 mm ~
1190 mm (siehe Abbildung 4.1). Bei einem Umfang von v = 27-500 ~ 3141 mm

ergibt sich eine Gesamt-Projektionsfliche von etwa 3141 mm x 1190 mm.

73
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Abbildung 4.1: Abmessungen des Metallzylinders. Die Hohe der Projektions-
fliche ergibt sich als: h = 2 - tan (50°) - 500 mm ~ 1190 mm.

Das Stimulations-Muster muss entsprechend der Projektionsfunktion des
Spiegels verzerrt vorliegen, um korrekt auf der Innenwand zu erscheinen (siehe
Abschnitt 4.1.4). Dies wurde {iber folgendes Verfahren realisiert: Eine polare
Koordinate mit einer radialen Komponente » und dem Winkel ¢ kann anhand
der kartesischen Koordinaten = und y berechnet werden. Die radiale Kompo-

nente r ergibt sich als:

r= /a2 +y? (4.1)

und der Winkel ¢ als

¢ = atan2(y, x) (4.2)
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mit dem auf vier Quadranten erweiterten Arkustangens:

(
arctan (%) x>0
arctan(%)—i-ﬂ y>0,2<0
arctan(g)—ﬂ y<0,x<0

atan2(y,x) = ’ (4.3)

+3 y>0,2=0
-5 y<0,z=0
nicht definiert y=0,2=0

\

Die Projektion auf einen sphérischen Spiegel ergibt sich fiir die Polarkoor-

dinaten (nach [20]) als folgende Transformation:

-, 2arcsin(r) (1.4)

™

Sowohl vor der Lichtquelle als auch vor dem Projektor kénnen Wellenldn-
genfilter angebracht werden, um ein definiertes Spektrum zu erzeugen. Fiir die-
sen Aufbau wurden Interferenzfilter der Firma Spindler & Hoyer, (Gottingen
Deutschland) und der Firma Andover Corporation (Salem, NH, USA) verwen-
det, welche laut Herstellerangaben mit einer Genauigkeit von +1% (Spindler

& Hoyer) und +10nm (Andover) durchléssig fiir einzelne Wellenléngen sind.

4.1.2 Stimulation mittels Dia

Das zu projizierende Muster wurde im Vorfeld entsprechend den Formeln 4.14.2
in die polare Darstellung {iberfithrt (siche Abschnitt 4.1.1). Auf das resultie-
rende Bild wurde eine bikubische Interpolation angewendet um Treppeneffekte
zu reduzieren. Das Dia (35mm) wurde mit diesem Muster belichtet oder be-
druckt (OPTIPIX, Liibben, Deutschland). Die Bewegung des Musters wurde
durch eine motorisierte Halterung fiir das Dia realisiert, wobei sich die Win-
kelauflosung unmittelbar aus der Winkelauflosung des Motors von 0,0425° je
Halbschritt ergibt. Der vollstindige Aufbau ist schematisch in Abbildung 4.2
dargestellt.

Lichtquelle Zum Durchleuchten des Dias wurde eine Hochleistungs-Leucht-
diode (OSRAM OSTAR LEW E3B, OSRAM Opto Semiconductors GmbH,

Germany) verwendet. Diese wurde durch einen passiven Kiihlkérper sowie
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Abbildung 4.2: Ubersicht der Hardware-Komponenten und Signalwege bei ei-
ner Stimulation mittels Dia. Alle Einzelkomponenten werden im Text ausfiihr-

lich vorgestellt.

einen zusatzlichen 25 mm Liifter gekiihlt. Das Spektrum dieser LED ist rela-
tiv breit (siche Abbildung 4.4) und weist deutliche Intensitétsunterschiede bei
unterschiedlichen Wellenlédngen auf. Aus diesemm Grund wurde die Intensitéts-
entwicklung bei unterschiedlichen Einstellungen des internen Digital-Analog-
Umsetzers (DAC) der Kontrolleinheit gemessen (siche Abbildung 4.3, A) und
die maximale Intensitat unter Verwendung der verschiedenen Wellenléngenfil-
tern mit einer kalibrierten Photodiode gemessen (siche Abbildung: 4.3, B).
Zur Projektion des Dias wurden des Weiteren ein 28-75 mm Zoomobjek-
tiv (Praktica, PENTACON GmbH, Germany) sowie weitere konvexe Linsen
vor dem Spiegel angebracht. Zur Einstellung der Wellenldnge wurden 25 mm

Interferenzfilter {iber der Lichtquelle angebracht.

Datenfluss Die Steuerungseinheit triggert die Kamera iiber TTL-Spannungs-
pulse, wenn diese sich im single shot-Modus befindet. Das erfasste Bild sowie
der Triggerzeitpunkt werden an die Framegrabberkarte {iber das Betriebssys-
tem, den Treiber und schliefslich die XCLIB-Bibliothek weitergeleitet. Der Da-
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Abbildung 4.3: A: Intensitdtsentwicklung der Leuchtdiode bei unterschiedli-
chen Einstellungen des internen Digital-Analog-Umsetzers der Kontrolleinheit.
B: Maximale Intensitit der Hochleistungs-Leuchtdiode bei Interferenzfiltern

mit Transmissionsmaxima fiir unterschiedliche Wellenlangen
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Abbildung 4.4: Relative spektrale Emission der OSRAM OSTAR LEW E3B
LED. &, ist die relative Intensitdt (normiert auf die maximale Intensitét)
bei einer Temperatur von 25°C' und einer Stromstéirke von Ir = 700 mA. Die

gestrichelte (V(0))-Kurve stellt in etwa die spektrale Augenempfindlichkeit des
Menschen dar.
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tenfluss ist in Abbildung 4.5 dargestellt.

Trigger Trigger Trigger i
Control unit i} Camera i’ Framegrabber > Operagng System
Data Data river
Trigger
Data
Visual C++ Trigger )
RAID-0 — s — Library (XCLIB
Data Application Data v )

Abbildung 4.5: Datenfluss des Bild- und Trigger-Signals von der Steuerungs-
einheit Control unit iiber die Kamera, die Framegrabberkarte, das Betriebs-
system und die XCLIB-Bibliothek zur Aufnahmeapplikation. Diese speichert
das Video auf einem RAID-0 Leistungsverbund.

Kontrolleinheit und Benutzerschnittstelle Zur Steuerung des Motors
und der LED wurde eine Kontrolleinheit auf Basis eines AVR Microcontrol-
lers (Atmel Corp, USA) von Malte Ahlers entwickelt. Diese Einheit triggert
auch die Bildaufnahme der Kamera iiber T'TL-Signale, so dass diese synchroni-
siert zur Stimulation erfolgt. Eine ETA-323 Schnittstelle erlaubt die Program-
mierung des Mikrocontrollers mittels PC (iiber JTAG). Der AVR ATmega8
Mikrocontroller wurde in dem Basic Dialekt BASCOM der Firma MCS Elec-
tronic programmiert. Als Bedienelemente wurden zwei Tastschalter (Start und
Stop) und ein Drehencoder mit einem integrierten Tastschalter verwendet. Die
Darstellung wurde iiber ein 16x2 LC-Display realisiert (sieche Abbildung: 4.6).

Zwei Programme wurden fiir die Ansteuerung implementiert, um lineare
sowie sinusformige Bewegungen der Diahalterung und somit des Stimulus zu
ermoglichen. Neben der eigentlichen Ansteuerung unterscheiden sich die bei-
den Programme nur durch die einstellbaren Parameter in der textbasierten
Benutzerschnittstelle. Wéhrend fiir sinusférmige Bewegungen eine Amplitude
und Periode angegeben wird, kann fiir eine lineare Bewegung die Geschwindig-
keit sowie die Zeit, nach welcher ein Richtungswechsel (ebenfalls als Periode
bezeichnet) erfolgen soll, angegeben werden. In beiden Programmen koénnen
zusitzlich die Framerate der Kamera sowie die Intensitit der Stimulus-LED
eingestellt werden. Das Bedienschema beider Programme ist in Abbildung 4.7

dargestellt.
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Abbildung 4.6: Kontrolleinheit zur Triggerung der Kamera, Steuerung der Be-
leuchtung und der Diahalterung. Neben dem EIA-323-Anschluf zur Program-
mierung des Mikrocontrollers steht eine RS-232-Schnittstelle zum Debuggen
zur Verfligung. Die LED, der Motor zur Bewegung des Dias und der Trigger
der Kamera werden iiber eine Mini-D-Sub(HD15)-Anschlussbuchse verbunden.
Zur Bedienung stehen zwei Tastschalter, sowie ein Drehencoder mit integrier-
tem Tastschalter, sowie das LC-Display zur Verfiigung (Hardware entwickelt
von Malte Ahlers).

4.1.3 Stimulation mittels LCD-Projektor

In der zweiten Variante dieses Versuchsaufbaus wurden die Kontrolleinheit,
die Motorsteuerung fiir die Diahalterung, sowie die Hochleistungs LED durch
einen DLP-Projektor (sieche Abschnitt 2.1.3) des Typs Samsung SP-D400S
ersetzt (siche Abbildung 4.9). Bis auf diese Tatsache unterscheidet sich der

Ansatz in den weiteren Details nicht.

Um die Stimulation durchzufiihren, wurde die Softwarekomponente Stim-
Wrapper entwickelt, die die notwendige Verzerrung (siehe Abschnitt 4.1.1) auf
ein beliebiges Bild oder Video anwenden kann und dieses entsprechend proji-

ziert.

Fiir eine effektive Umwandlung erstellt Stim Wrapper anhand der Bildgro-
fse eine Transformationsmaske, die auf jedes Bild angewandt wird. Die Maske
wird zu Beginn gespeichert und kann somit fiir zukiinftige Versuche wieder-

verwendet werden, sofern die Bildgrofe dieselbe ist.
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Abbildung 4.7: Bedienschema der textbasierten Oberfliche der Kontrolleinheit:
Durch Drehung des Drehencoders wird zwischen Meniieintrigen gewechselt
und durch Betétigung des integrierten Tasters eine Auswahl getroffen. Neben
dem Hauptmenii gibt es zwei Untermeniis, {iber welche die o.g. Parameter
eingestellt werden kénnen. Die Einstellung der Framerate und Periode erfolgt
ausschlieflich in dem Settings-Untermenii. Alle Einstellungen, die hier vorge-
nommen werden, werden als Voreinstellung fiir weitere Versuche im internen
EEPROM des Mikrocontrollers gespeichert. Intensitdat und Amplitude (bzw.
Geschwindigkeit) werden im Untermenii Ezperiment eingestellt. Soll ein Wert
verandert werden, erfolgt dies durch Driicken des integrierten Drehencoder-
Tasters und eine anschliefende Drehung des Drehencoders. Intern wird fiir
beide Meniis bei einer Verdnderung der Werte die Edit-Maske aufgerufen. Hier
kann aufserdem durch Driicken des Start-Tasters die Verdopplung eines Werts,
und durch Betédtigung des Stop-Tasters eine Riickstellung auf den voreinge-
stellten Minimalwert erfolgen. In allen anderen Untermeniis bewirkt eine Be-
tatigung der Stop-Tasters ein Verlassen des Untermeniis und eine Betétigung
des Start-Tasters den Beginn des Experiments, der schliefslich durch ein blin-

kendes Running im Menii angezeigt wird.
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Abbildung 4.8: Das Streifenmuster (A) wurde fiir die Darstellung auf dem
360°-Spiegel perspektivisch verzerrt (B).

4.1.4 Bildaufnahme

Zur Aufnahme wurde eine Silicon Imaging 1280FM CCD-Kamera (Silicon
Imaging, Inc., NY, USA) mit einem 12.5-75mm Zoomobjektiv (Toyo Optics
Industries, Inc, USA) verwendet. Die Kamera wurde iiber die Cameralink-
Schnittstelle (CL1) an einer PIXCI CL1-Framegrabberkarte (Epix, Inc., IL,
USA) betrieben. Fiir die Aufnahme und Steuerung der Apparatur wurde ein
Intel Pentium 4, 3GHz, 4 GB RAM mit Windows XP SP3 verwendet.

Die Kamera wurde in etwa 500 mm iiber dem Kopf des Tieres, im Lot zu
den Winden des Zylinders, angebracht. Da das Licht des Stimulus in diesem
Aufbau nicht ausreichte, um das Tier unter der Kamera zu sehen, wurde eine
zusitzliche Beleuchtung in Form eines Infrarotstrahlers (950 nm peak, 55 nm
Bandweite) angebracht. Licht in diesen Wellenléngen ist fiir die meisten Tiere
nicht sichtbar. So hat der Photorezeptor mit der héchsten Wellenlingenemp-
findlichkeit bei der Schildkrote beispielsweise ein Maximum bei 620 nm. Die
wahrnehmbaren Wellenldngen der meisten Tiere liegen noch deutlich unter
diesem Wert [99]. Somit kann Infrarotlicht verwendet werden, ohne dass dies
mit dem Stimulus interferiert.

Fiir das Tracking des Tieres wurde ein kiinstlicher Marker in Form ei-
nes infrarot-reflektierenden gleichseitigen Dreiecks verwendet, welcher auf dem
Kopf des Tieres befestigt wurde (siche Abbildung 4.10).

Auf eine genaue Beschreibung der Funktionsweise des Trackingmoduls wird
an dieser Stelle verzichtet, da das Modul IRTriangle ebenfalls in dem zweiten

Versuchsaufbau verwendet werden kann und dort in Abschnitt 4.2.4.2 vorge-
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Abbildung 4.9: Variante des Versuchsaufbaus, bei der ein Projektor (3) als
Bildquelle verwendet wurde. Dieser projiziert das Bild iiber eine zusatzliche
Linse (4) iiber den 360°-Spiegel auf die Innenwand des Metallzylinders (1).
Der Projektor wird iiber einen PC (5) angesteuert, der in dieser Variante auch

verwendet wurde, um das Signal einer USB-Kamera (6) aufzuzeichnen.

stellt wird. Auf dem genannten PC-System dauerte das Tracking je Einzelbild
etwa 2ms, so dass dies problemlos online wihrend der Aufnahme durchgefiihrt

werden konnte.

Die Aufnahme der Einzelbilder wurde mit einem MATLAB 2009a Pro-
gramm unter Verwendung der XCLIB V.3.0 Bibliothek realisiert. Um die even-
tuelle Verwendung anderer Kameras in Zukunft zu ermoglichen, wurde die
Bibliothek nicht direkt eingebunden, sondern eine Wrapper-Klasse implemen-
tiert, die die relevanten Funktionsaufrufe der Image Acquisition Toolbox nach-

ahmt. Das verwendete Programm stellt einen ersten Prototypen fiir das ver-
wendete FTF (siehe Abschnitt 4.2.4.6) dar.
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Abbildung 4.10: Verwendung des Tracking-Moduls IRTriangle zur Bestim-
mung der Blickrichtung einer Schildkrote. Durch eine Schwellenwertbildung
wird der dreieckige Marker aus dem Video (1) extrahiert und die Extrem-
punkte bestimmt (2). Der Zeitverlauf des resultierenden Winkels des Kopfes
wird wihrend der Aufnahme dargestellt (3). Die Aufnahme wird durch die
GUI-Elemente iiberwacht (4) und gesteuert (5).

Zur Auswertung der Versuche kann entweder das Ergebnis des Trackingalgo-
rithmus aufgezeichnet werden oder das komplette Video. Letzteres erforderte
aufgrund der hohen Auflésung und Bildwiederholraten die Verwendung eines
RAIDO Arrays (Promise FastTrak 378). Dies war notwendig, da bei den relativ
hohen Ubertragungsraten die Festplatte sonst den Engpass (engl. bottleneck)
darstellt (siehe Tabelle 4.1).

Zur Aufnahme des unkomprimierten 12 bit Videosignals wurde ein zusitz-
liches Visual C++ Programm Programm implementiert, dass 22 fps bei einer
Auflésung von 1280x1024 aufzeichnet.
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Komponente /Bus Herstellerangabe maximale Ubertragungsrate
Kamera: SI1280FM 865 Mbit /s
CameraLink 1 Protokoll 2380 Mbit /s
Framegrabber: PIXCI CL1 800 Mbit /s
PCT Bus 1064 Mbit /s
SATA II Bus 2400 Mbit /s
Festplatte: WD2500YS 560 Mbit /s

Tabelle 4.1: Maximale Ubertragungsraten der Einzelkomponenten, die Fest-

plattengeschwindigkeit wurde mit dem Programm HD Tune ermittelt.

4.1.5 Auswertung

Die automatische Aufzeichnung der Kopfposition ermdglicht eine Auswertung
des Experiments und somit eine objektive Quantifizierung der Verhaltensleis-
tung im Nachhinein.

Vorversuche zeigten, dass der Kopf der Schildkréte, dhnlich wie bei ande-
ren Tieren [69], eine sinusformige Bewegung als OKR-Folgereaktion vollzieht
(sieche Abbildung 4.11). Eine dhnliche Pendelbewegung des Stimulus erlaubt
somit in der Auswertung einen noch direkteren Vergleich von Stimulus und
Verhaltensleistung. Auferdem erméglichen Bewegungen mit einem regelméfi-
gen Richtungswechsel eine Messung des OKR ohne die schnelle Phase (siehe
Abschnitt 1.1), was es zusétzlich vereinfacht, einen sehr direkten Bezug zwi-
schen der Kopfhewegung und dem Muster herzustellen.

Fiir die Auswertung wurden mehrere Routinen in MATLAB implementiert.

Da die Amplitude der Folgebewegung von vielen Faktoren wie der Geschwin-
digkeit des Stimulus, der Raumfrequenz, dem Kontrast, der Wellenlédnge, aber
auch dem Alter des Versuchstieres abhingt [87|, wurde das Signal normiert,
um diese Faktoren auszugleichen. Zusétzlich wurde die Spur bandpassgefiltert.
Die

Hierzu wurde ein gleitender Mittelwert iiber 25 Werte, also einem Zeitfenster
von 1.136s als FIR-Tiefpassfilter, implementiert (Die Filterkoeffizienten sind
entsprechend alle 0.04). Die Filterung wurde verwendet um Ungenauigkeiten
des Trackings (z.B. bedingt durch Pixelrauschen) zu verringern. Die Eckfre-

quenz kann fiir den gleitenden Mittelwert als Wert bei -3 dB definiert werden
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Abbildung 4.11: Vorversuch: Sinusférmige Kopf-Folgebewegung der Schildkro-
te bei einem sich linear bewegenden Stimulus, der in regelméfigen Abstéanden
die Richtung umkehrt.

und ergibt sich dann als: fc = 0.443 - 22/25 = 0.0277 H z.

Um die Grundfluktuation der Nulllinie auszugleichen, wurde zusétzlich ein
gleitender Mittelwert tiber 200 Punkte, also einem Zeitfenster von 9.09s (Fil-
terkoeffizienten entsprechend alle 0.005) von dem Signal abgezogen, was einer
FIR-Hochpassfilterung entspricht (Die Eckfrequenz bei 3dB ergibt sich als
0.048 Hz). Fensterbreiten wurde empirisch ermittelt, sind aber unkritisch. So
andert sich das Ergebnis qualitativ nicht, auch wenn alternativ eine Fenster-
groke von £10% dieser Werte verwendet wird.

Um die Folgebewegung zu quantifizieren wurde der Pearson-Korrelations-
koeffizient [141] zwischen jeder Periode des Stimulus und dem Winkel des Kopf-
es in demselben Zeitfenster berechnet. Dieser Korrelationskoeffizient eignet sich

als Mak fiir die lineare Abhéingigkeit zweier Variablen und berechnet sich als:

Szy _ Z?:l (xl — E) (yZ - y)
Sz * Sy \/Z?ﬁ(% —7)? Z?:l(yi —7)?

mit den Standardabweichungen s, und s,, der Kovarianz s,,, den Werten

(4.5)

der zu korrelierenden Grofen x; und y; unter allen Beobachtungen n und deren
Mittelwerte T und 7. Korrelieren zwei Signale vollstdndig, errechnet er sich als
1, sind die Signale unkorreliert als 0 und sind sie vollstdndig antikorreliert, als
-1. Fiir die Auswertung der Versuche bedeutet dies, dass der Korrelationskoef-

fizient bei einer perfekten Folgebewegung den Wert 1 annehmen miisste, und
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Abbildung 4.12: Einzelne Schritte wihrend der Auswertung (A) und eine exem-
plarische Verhaltensantwort wihrend einer Stimulation (B) und ohne Stimu-
lation (C). Bewegt sich der Stimulus, ist der Korrelationskoeffizient in diesem

Beispielz uu6udx in fiinf der acht Perioden deutlich erhoht.

negative Werte sich durch eine phasenverschobene Bewegung des Tiers erge-
ben konnen. In der Praxis nimmt der Korrelationskoeffizient aufgrund mehrerer
Faktoren nie den Wert 1 an, da sich fiir das Gesamtsystem eine gewisse Mes-
sungenauigkeit ergibt (siehe Abschnitt 5). Daher wurde unter den gegebenen
Randbedingungen die maximal mogliche Korrelation experimentell ermittelt,
indem bei maximaler Lichtintensitit ohne Filter die Folgebewegung mehrfach
aufgezeichnet und ausgewertet wurde. Hier lag der Korrelationskoeffizient bei
etwa 0.85 im Mittel. Die Prozedur sowie eine exemplarische Auswertung sind
in Abbildung 4.12 dargestellt.

Der Korrelationskoeffizient stellt sowohl ein quantitatives Mafs fiir die Ver-
haltensleistung dar wie auch ein qualitatives. So kann beispielsweise ein Ver-
héltnis zwischen allen dargebotenen Perioden und den Perioden, bei denen ein
OKR ausgelost wurde, als quantitatives Mak angeben werden. Hierfiir muss
eine Schwelle festgelegt werden, iiber welcher der Korrelationskoeffizient liegt.
Schwellendurchtritte werden als OKR-Verhalten definiert. Zusétzlich kann sich
der Korrelationskoeffizient jedoch auch von Phase zu Phase unterscheiden und
reprisentiert, wie gut das Tier gefolgt ist. Eine Phasenverschiebung (siehe Ab-
schnitt 1.1) wurde nicht beobachtet.
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Der Versuchsaufbau wurde exemplarisch zur Messung von spektralen Wahr-
nehmungsschwellen bei Wasserschildkroten der Art trachemys scripta elegans
eingesetzt (siehe Abschnitt 5.4).

4.2 OKR-Arena

Die hier vorgestellte Apparatur wurde zur Messung optokinetischer Folgereak-
tionen bei Nagern entwickelt. Wahrend die Hauptanwendung auf der Aufzeich-
nung und Auswertung der Kopfbewegung liegt, wurden mit dem System auch
Korper- und Augenbewegungen aufgezeichnet, und Verfahren zur Messung von

dreidimensionalen Bewegungen erprobt.

4.2.1 Aufbau

Die Stimulation mit unterschiedlichen Mustern (siehe Abschnitt 4.2.2) wur-
de durch vier LCD-Monitore (NEC Multisync EA 222WMe) realisiert, deren
quadratische Anordnung dem Aufbau der kommerziell erhiltlichen Appara-
tur von Prusky et al. [148] entspricht. Sie wurden hierzu in die Innenwand
eines PVC-Tragerkastens montiert (siehe Abbildung 4.13). Die Seitenwénde
sowie der Boden des Kastens wurden fest verklebt, wihrend der Deckel mit
zwei Scharnieren befestigt wurde, um einen einfachen Zugriff zu ermoglichen,
um das Platzieren und Entfernen der Versuchstiere zu erleichtern sowie zum
Reinigen der Bodenplatte. Ein Quarzspiegel (IKEA) wurde auf das entspre-
chende Maifs geschnitten und fest auf der Bodenplatte verklebt. Ein weiterer
Spiegel wurde auf die Innenseite des Deckels geklebt. Fiir diesen wurde, um
das Gewicht des Deckels gering zu halten, ein Modell aus Kunststoff gewihlt.

Im Zentrum der vier Monitore wurde die Plattform angebracht, bestehend
aus einer weiken PVC-Scheibe (Durchmesser 53 mm). Diese wurde auf ein
transparentes Plexiglasrohr (Linge:130 mm, Durchmesser: 40 mm) geklebt, um
die Maus vom Verlassen der Plattform zu hindern und den Effekt der unend-
lichen Tiefe durch die Spiegelung des Stimulus zu verstirken (siehe Abschnitt
3). Uber der Plattform im Zentrum des Deckels wurde eine Kamera in den
Spiegel eingelassen. Fiir die Messungen der Augenbewegungen sowie die Mes-
sungen mit dem Stereokamerasystem wurde der Deckel gegen eine Variante

mit einer Aussparung fiir die zusétzliche Kamera ausgetauscht. Die Aufnahme
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Abbildung 4.13: Foto der gedffneten Arena

des Kamerasignals sowie die Darstellung des 360°-Stimulus und die Steuerung
der Versuche wurde durch einen PC (AMD Phenom II, X6 mit 2.81 GHz und
4GB RAM) mit einem weiteren Monitor des gleichen Typs realisiert. Uber
diesen fiinften Monitor konnte wihrend des Experiments die Maus beobachtet
werden und Einstellungen iiber ein Bildschirm-Menii vorgenommen werden.
In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Komponenten im Detail

vorgestellt.

4.2.2 Stimulation

Der gewéhlte Monitor gentigt den unter Abschnitt 3 vorgestellten Anforderun-
gen. Die Grofse der Arena ergibt sich durch die Kantenlinge der Monitore von
507.8 mm. Die Augen der Maus sind somit etwa 200mm von der Bildfliche
entfernt.

Relevante Parameter aus den Spezifikationen des Herstellers fiir den verwen-
deten Monitor-Typ NEC Multisync EA 222WMe:

e Mafe: 507.8 x 332.1 x 71.8mm (559 mm in der Diagonale)
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Abbildung 4.14: Farbspektrum des NEC Multisync EA 222WMe Monitors

e Rahmenbreite: 16 mm

e Native Auflésung: 1680x1050 bei 60 Hz

e Kontrastverhiltnis: 1000:1

e Betrachtungswinkel: 170° horizontal, 160° vertikal
e typ. Leuchtstirke: 250 ¢cd/m?

e typ. Reaktionszeit: 5 ms

e Ansteuerung iiber DVI-D: VESA DDC/CI; DDC2B/2Bi; EDID Stan-
dard

Der sehr schmale Rahmen stért die Stimulation nur wenig. Durch den vor-
handenen 100x100 VESA-mount und den abnehmbare Fuf wurde der Einbau
in den Trigerkasten zusétzlich vereinfacht. Das Farbspektrum des Monitors
wurde mit einem Ocean Opics USB4000 Spektrometer gemessen (siehe Abbil-
dung 4.14), wobei deutlich wurde, dass im Wesentlichen der blaue und griine
Farbkanal des Monitors den M-Zapfen der Maus unter photopischen Bedin-
gungen, bzw. die Stdbchen unter skotopischen Bedingungen anregen (siehe
Abbildung 4.15). Aukerdem wurde die optoelektrische Ubertragungsfunktion
(OETF, siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.1.2) fiir die drei Farbkanile bestimmt
(siche Abbildung 4.16). Der Verlauf der Quantenflussdichte bezogen auf das
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Abbildung 4.15: Farbspektrum des NEC Multisync EA 222WMe Monitors nor-
miert auf die maximale Intensitéit (R,G,B), sowie die Absorption der Stébchen

und der M-Zapfen der Mausretina.

Steuersignal entspricht in etwa einer Potenzfunktion. Dieses Verhiltnis muss
bekannt sein, um eine absolute Intensitét in der Arena einzustellen, ohne stets
den Quantenfluss zu messen.

Die Abhéngigkeit wurde deshalb mit einer Polynomialfunktion dritter Ord-

nung (Gleichung 4.6) modelliert, deren Parameter mit Hilfe einer Kurvenan-
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Abbildung 4.16: Relativer Quantenfluss (normiert auf den maximalen Quan-
tenfluss jedes Kanals) fiir Farbwerte von 0 bis 255 fiir die drei Farbkanile des

Monitors (rot, griin und blau)
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Abbildung 4.17: Absoluter Quantenfluss bei unterschiedlichen Hellig-

keitseinstellungen des Monitors

passung mittels nonlinear-least-squares-Methode ermittelt wurden.
f(z) = asx® + axx® + a1 + ag (4.6)
Fiir die Parameter ergibt sich:
a3 =—5.231%10"% ay =3.333%x107°, a; = —0.001188, ao = 0.007773

Die Giite der Kurvenanpassung kann durch den mittleren Quadratischen Feh-
ler ausgedriickt werden, der in dem o.g. Fall 0.01693 betrug. Um den vollen
Dynamikbereichs des Monitors auszuschépfen, wurde eine weitere Messung
des Quantenflusses bei unterschiedlichen Helligkeitseinstellungen bei maxima-
len Farbwerten (RGB 255255255) vorgenommen. Diese Abhéngigkeit ist linear
(siche Abbildung 4.17) und wurde in das Monitormodell iibernommen, um eine
Einstellung der absoluten Intensitit durch die Software zu ermdoglichen (siehe
Abschnitt 4.2.4.3).

Fiir die Ansteuerung der vier Monitore mit einem PC wurde eine Grafikkarte
mit vier Ausgingen verwendet. Da die Grafikbibliothek OpenGL fiir die Im-
plementierung der Stimulation verwendet wurde, sollte die Karte zudem einen
3D-Beschleuniger mit entsprechender Unterstiitzung mitbringen, um den Pro-
zessor des Computers zu entlasten. Die verwendete Grafikkarte Sapphire HD

4850 X2 geniigt diesen Anforderungen. Sie besteht aus zwei iiber eine interne
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Abbildung 4.18: Simulation der Projektion auf die LCDs (schwarz) bei unter-
schiedlichen Zylindergrofen (blau) zur Bestimmung des Durchmessers, welcher

zu dem geringsten Fehler fiihrt (rot).

PClI-express-Verbindung gekoppelte HD-4850-Karten mit je zwei Displaycon-
trollern und je einer RV770 GPU. Diese Karte unterstiitzt zudem OpenGL in
Version 3.2.

Ein fiinfter DVI-Ausgang wurde durch die onboard-Grafikkarte (ATT 4200)
des Motherboards bereitgestellt. An diesem Ausgang wurde der Monitor be-
trieben, an dem das Experiment gesteuert und das Bild der Kamera sowie
Messergebnisse wihrend eines Versuchs dargestellt werden konnten. Die Steu-

ersoftware wird unter Abschnitt 4.2.4.4 im Detail vorgestellt.

Auf den vier Monitoren wurde fiir die Auslésung des OKR ein Zylinder si-
muliert (siehe Abschnitt 2.1). Um den rdumlichen Fehler dafiir zu minimieren,
wurde die Projektion von Zylindern mit unterschiedlichen Durchmessern im
Vorfeld simuliert und der mittlere Fehler berechnet, der bei einem entspre-
chenden Durchmesser auftreten wiirde (siche Abbildung 4.18).

Als Fehlermaf wurde der Euklidische Abstand zwischen den Zylinderkoordi-
naten X, Y und den projizierten Koordinaten z, y fiir alle Zylinderdurchmesser

d und die Monitorkantenléinge M, berechnet als:

miﬂz V(X = 24, + (Yo, — ya,)? (4.7)

fiir alle d, fiir die 0.5 - My => d <=2 - M, gilt.
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Abbildung 4.19: Berechneter Fehler fiir unterschiedliche Zylinderdurchmesser.
Der minimale Fehler ist durch das rote Kreuz gekennzeichnet und entspricht

ca. dem 1.1 fachen der Monitorbreite.

Ein minimaler Fehler ergibt sich bei einem Zylinder mit einem Durchmesser,

der etwa dem 1.1fachem der Monitorbreite entspricht (siche Abbildung 4.19).

4.2.3 Bildaufnahme

Zur Aufnahme wurde eine Logitec Pro9000-Kamera verwendet. Aufgrund der
hohen Auflésung, der guten Optik (Carl Zeiss) und des giinstigen Preises wird
dieses Modell u.a. vielfach in der Hobby-Astronomie verwendet. Zudem kann
das Infrarotfilter, ein kleines Glasplattchen vor der Linse, bei Bedarf (irreversi-
bel) entfernt werden, um Aufnahmen bei Infrarotbeleuchtung zu ermoglichen.
Um die Kamera prazise im Zentrum des Deckels zu positionieren, wurde sie aus
ihrem Gehéuse entfernt und die Platine mit einer héhenverstellbaren Schraub-
verbindung direkt am Deckel angebracht.

Unter Windows kann der WDM-Treiber problemlos iiber die Image Acqui-
sition Toolbox fiir die Verwendung unter MATLAB eingebunden werden. Wie
bei den meisten fiir Privatanwender bestimmten Webcams sind leider nicht al-
le Spezifikationen der Kamera dokumentiert, und der Hersteller weigerte sich
auf Riickfrage, die fehlenden Angaben zu liefern. Aus diesem Grund mussten
einige Kameraparameter manuell ermittelt werden. Insbesondere fiir die Ka-
merakalbrierung ist es sinvoll, den Typ des CMOS-Sensors zu kennen, um zu

erfahren, wie grofs ein einzelnes Pixel ist. Die Kamera wurde zu diesem Zweck
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Abbildung 4.20: Nahaufnahme des CMOS Sensors zur Bestimmung der genau-

en Grofe

aus ihrem Gehéduse entfernt, die Autofokuseinheit wurde abgelotet und jeg-
liche Kabel wurden abgenommen. Die Tragerplatine mit dem CMOS-Sensor
wurde dann mit Hilfe eines (Galgenstativs und einer hochauflésenden Fotoka-
mera mit einer Auflésung von 4256 x 2832 Pixel abgelichtet und in einem

Bildverarbeitungsprogramm (Inkscape) vermessen (siche Abbildung 4.20).
Da die Mafle (4.53 mm x 3.41 mm) ziemlich genau denen eines 1/3.2” CMOS

Sensors (4.536 mm x 3.416 mm) entsprechen (siehe Tabelle 1), ist davon aus-
zugehen, dass es sich auch um diesen Sensortyp handelt. Entsprechend kann

somit die Grofe eines Pixels folgendermafen berechnet werden:

Native Auflésung der Kamera Logitech Pro 9000: 1600 x 1200 px

Breite eines Pixels w = 4.536 mm /1600 pzr = 2.8350 um

Hoéhe eines Pixels h = 3.416 mm/1200 px = 2.8467 um

Die Bildwiederholraten unterscheiden sich nach Treiberversion und Betriebs-
system. Die moglichen Werte wurden unter MATLAB ermittelt und sind in
Tabelle 2 fiir Windows Vista 64 bit und Windows XP 32 bit zusammengefasst.
Da das Interpolationsverfahren der Kamera unbekannt ist, mussten fiir alle
Verfahren, bei denen die Kenntnis der Pixelgrofen (und Abstinde) notwendig
ist die native Auflssung von 1600x1200 zur Ubertragung verwendet werden,

die jedoch von Seiten des Treibers auf eine beliebige Grofe zugeschnitten wer-
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den kann (indem die Rénder verworfen werden).

Fiir die Messungen der Kopfbewegung wurde in diesem Versuchsaufbau ei-
ne Auflosung von 1024 x800 verwendet, wobei das Bild zusitzlich wahrend
der Akquisition auf eine quadratischen Bereich von Interesse (engl. region of
interest) von 800x800 reduziert wurde. Als Bildwiederholrate wurde 15{ps

verwendet.

4.2.4 Software

Die Software wurde entsprechend der unter Abschnitt 3.2 vorgestellten Archi-
tektur realisiert. Alle fiir eine Messung notwendigen Parameter kénnen von
dem Anwender in dem Programm patternGen vorgenommen werden. Die Ei-
genschaften werden gespeichert, und das Programm startet die Komponen-
te VirtualArena. Diese initialisiert weitere Komponenten, stellt die grafische
Oberflache wiahrend eines Versuchs bereit und bildet die Schnittstelle zwischen
allen Komponenten, die wihrend eines Versuchs verwendet werden. Die Daten
der Kamera werden eingelesen und an das gewiinschte Tracking-Modul weiter-
gereicht. Dieses liefert die erfassten Koordinaten zuriick, welche einerseits an
die Komponente zur Darstellung und Justierung des Zylinders auf vier Monito-
ren (4lcdGL) weitergereicht werden und anderseits von dem Programm selbst
dargestellt und zur spiteren Auswertung zusammen mit dem Video aufgezeich-
net werden. Die Auswertung der Daten erfolgt nach einem Versuch durch eine
Reihe von MATLAB-Skripten oder iiber das Free Tracking Framework (FTF).

Eine Zusammenfassung aller Komponenten ist in Abbildung 4.21 dargestellt.

4.2.4.1 Die Komponente 4lcdGL

Zur Darstellung des Zylinders wurde ein C-Programm unter Verwendung der
OpenGL-Bibliothek implementiert ( VirtualCylinder). Die Komponente besteht
aus einem Hauptprogramm, welches die Kommunikation mit MATLAB ermog-
licht, sowie einem Rendering-Thread, der die Darstellung des Zylinders auf den
Monitoren realisiert. Zur Korrektur der Zylinderposition wird die Windows
Message-Schnittstelle verwendet. Hierzu meldet sich das Programm im Sys-
tem an, um auf User-Messages mit einer vorher eindeutigen Meldungs-1D zu

reagieren, und schreibt die empfangenen Daten in einem kritischen Abschnitt
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Abbildung 4.21: Ubersicht der Softwarekomponenten. Der Benutzer erstellt
den Stimulus und nimmt die Einstellungen fiir ein Experiment mit dem Pro-
gramm patternGen vor. Dieses startet die Komponente VirtualArena. Nach-
dem diese Komponente eine grafische Benutzeroberfliche (arenaCtrl), ein aus
der tracker-interface Klasse abgeleitetes Trackingmodul, sowie die Akquisiti-
on initialisiert hat, empfingt sie Bild- und Trackingdaten und leitet sie an
die Komponente /lcdGL weiter, welche die Darstellung mittels OpenGL iiber-
nimmt (nach [102]).
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in entsprechende Variablen.

In dem Rendering-Thread werden alle verfiigbaren Monitore initialisiert und
fiir alle Monitore, bis auf denjenigen, der als Kontrollmonitor definiert ist, ein
OpenGL-fahiges Windows-Fenster sowie ein Rendering Context definiert. Zu-
dem wird ein gemeinsamer Display-Context erstellt, auf den die Rendering
Contexts iiber wglShareList zugreifen. In diesem Context wird ein Zylinder
durch ein Objekt der Klasse GLUQuadric so initialisiert, dass das Zentrum der
Versuchsarena den Mittelpunkt darstellt. Die Szene wird auf den vier Monito-
ren so gedreht, dass auf je einem der vier Monitore ein Viertel der Innenflache
des Zylinders dargestellt wird. Die in einer Bilddatei vorliegende Textur wird
auf diesen Zylinder abgebildet.

Nach der Initialisierung arbeitet der Rendering-Thread das Versuchsproto-
koll ab und verrechnet die Position mit den Korrekturwerten, die vom Haupt-
programm entgegengenommen werden. Die eigentliche Darstellung erfolgt se-
quentiell fiir die vier Monitore indem die Puffer der Reihe nach getauscht
werden (Aufruf von SwapBuffers). Durch einen Aufruf von glFinish wird si-
chergestellt, dass alle OpenGL Operationen abgeschlossen wurden, bevor fort-
gefahren wird.

Ein Aktivitdtsdiagramm zu diesem Ablauf ist in Abbildung 4.22 dargestellt.

4.2.4.2 Trackingmodule

Mehrere Tracking-Verfahren wurden im Rahmen dieser Arbeit implementiert.
Um alle Algorithmen bei Bedarf flexibel innerhalb der Apparatur oder auch
bei offline-Auswertungen innerhalb des Free Tracking Frameworks (siehe Ab-
schnitt 4.2.4.6) einsetzen zu konnen, wurde eine Tracker Interface-Klasse im-
plementiert, die neben einigen Eigenschaften die zwei Methoden settings und
track enthalten muss. Alle Eigenschaften, die innerhalb eines Moduls einstell-
bar sein sollen, sind iiber GUI-Elemente zuginglich, die durch Aufruf dieser
Methode von dem Trackingmodul bereitgestellt werden miissen. Die Metho-
de tracking erhélt ein Bild und liefert die Koordinaten von beliebig vielen
Merkmalen zuriick. Da M#use kaum natiirliche Marker aufweisen (siehe Ab-
schnitt 2.2.2), eignen sich kiinstliche Marker, um statische Positionen zu mar-
kieren. Zudem konnen definierte Farbwerte das Tracking vereinfachen. Marker-

lose Trackingverfahren eignen sich hingegen in der Praxis bei Mausen trotz-
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Abbildung 4.22: Aktivitdtsdiagramm der 4lcdGL-Komponente. Der Rendering
Thread iibernimmt die Darstellung auf den vier Bildschirmen, wihrend die
Hauptkomponente Nachrichten empfingt und dies im Fall einer Korrektur der

Zylinderposition dem Rendering Thread meldet.
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Abbildung 4.23: Veranschaulichung des Verfahrens zur Bestimmung der Eck-

punkte des dreieckigen, spitzwinkligen, gleichschenkligen Markers.

dem oft besser, da es die Handhabung der Tiere deutlich vereinfacht (siehe
Abschnitt 4.2.4.2).

Tracking mit kiinstlichen Markern: Das Modul IRTriangle FEin drei-
eckiger Marker ermdglicht eine einfach und direkte Rekonstruktion der Blick-
richtung. Zur Auswertung von Aufnahmen unter Infrarotbeleuchtung mit ei-
nem infrarot-reflektierenden dreieckigen Marker wurde das Modul IRTriangle
realisiert. Da die Transmissionseigenschaften des Bayer-Filters der verwende-
ten Kamera sich bei Infrarotbeleuchtung (950 nm) kaum unterscheiden, kann
das Bild als Graustufenbild aufgefasst werden. Daher kann eine einfache In-
tensitatsschwelle verwendet werden (>75% der maximalen Intensitéit), um das
Bild zu binérisieren. Fiir die Segmentierung werden zudem noch alle Pixel bis
auf diejenigen, die zum grofsten Objekt im Bild gehoren, durch eine Analyse
der zusammenhéngenden Raume verworfen (sieche Abschnitt 2.2.2.3).

Um die Eckpunkte des Markers zu extrahieren, wurden die maximalen und
minimalen Pixelkoordinaten des groften Objekts in beiden Achsen ermittelt
(vergl. fiir die folgende Beschreibung Abbildung 4.23). Es ergeben sich vier
Punkte (A,B,C,D) von denen zwei jeweils einem Eckpunkt des Dreiecks ent-
sprechen (B und C). Die anderen beiden (A und D) bilden die dritte Ecke.
Somit miissen die zwei Punkte mit dem geringsten euklidischen Abstand (A

und D) zusammengefasst werden. Danach ergeben sich bei einem gleichschenk-
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Abbildung 4.24: Tracking mit dem Modul twoClircles

ligen, spitzwinkligem Dreieck die Eckpunkte der Basis (B und C) als die Punkte
mit dem geringsten euklidischen Abstand. Die Blickrichtung ergibt sich ent-
sprechend als Vektor vom Mittelpunkt der Basis und dem verbleibenden Schei-
telpunkt.

Tracking mit kiinstliche Markern: Das Modul twoCircles Fiir das
Tracking mit einer Farbkamera wurde das Modul twoCircles realisiert. Als
Marker wurde ein Papierstreifen mit zwei blauen Kreisen verwendet, der auf
dem Kopf des Versuchstiers befestigt wird (siche Abbildung 4.24). Um den Ein-
fluss des Umgebungslichts zu reduzieren, wird das RGB Bild in einem ersten
Schritt in den HSV-Farbraum iiberfiihrt (siche Abschnitt 2.2.2.1) und eine dua-
le Farbtonschwelle definiert, um das Bild zu binérisieren. Anschlieffend wurden
die beiden Punkte mit dem maximalen euklidischen Abstand ermittelt, die auf
je einem der beiden Kreise lokalisiert sind. Durch eine Connected component-
Analyse (siehe Abschnitt 2.2.2.3) von diesen Punkten aus erhélt man alle Pixel
von je einem der Kreise und der Mittelpunkt der Kreise kann errechnet wer-
den. Der am weitesten vom Mittelpunkt des Bildes entfernte Kreis entspricht
stets dem kranialen Punkt, und die Blickrichtung ergibt sich somit als Vektor
zwischen den beiden Mittelpunkten in Richtung des duferen Punktes in Rich-
tung des duferen Punktes. Formal lasst sich der Sachverhalt folgendermafsen

darstellen.
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Sei b ein Bild der Hoéhe h und der Breite w mit A, w € N und den Farb-
werten im HSV-Farbraum (siehe Abschnitt 2.2.2.1) (b;) € R¥*" mit by, €
{0°,...,360°} und ke {1,...,w},le{l,..., h}

Die Werte werden anhand der dualen Schwelle mit den Schwellenwerten S1
und 52 segmentiert:
Mit Sy, Sy € {0°,...360°}.
Es ergibt sich: (my;) = M € RY*" mit
0, fiir by; < 51V bk > Ss

ka = ,Vk’,l (48)
L, fir S1,, < by <59

und die Menge aller segmentierter Bildpunkte, die zum Marker gehoren, kann
somit beschrieben werden als: My = {(k,{)|my,; = 1}

Sind @ und b die Punkte mit den gréfsten Abstand zueinander, also:

(a,b) € arg max ||my — my|| (4.9)

my,ma€Mas

ergibt sich die erste Ellipse A als Menge der Koordinaten:

A={m € My|mymia-xa. = 1,VA € [0,1]} (4.10)
und die zweite Ellipse B als:

B = {m € M|mxmia-xp = 1,VA € [0,1]}. (4.11)

Der Schwerpunkt von A ist dann:

1
coga = T Z a, mit |A| Anzahl der Elemente vonA (4.12)

acA
und der Schwerpunkt von B:
1 :
cogp = E ZB, mit |B| Anzahl der Elemente von B. (4.13)
BeA

Mit dem Mittelpunkt des Bildes v = (w/2,h/2) und unter der Bedingung,
dass ||coga — u|| > ||cogp — u|| ergibt sich die Blickrichtung der Maus als:

blick = coga — cogp (4.14)
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Abbildung 4.25: Histogramm des Spektrums der drei Farbkanéle innerhalb der

Versuchsarena

Die optimale Farbe des Markers wurde anhand eines Histogramms des Ka-
merabildes wihrend der Priasentation eines Stimulus ermittelt, in dem ein Mi-
nimum in allen Farbkandlen bei einem Digitalwert von 80 und eines bei einem
Digitalwert von 160 ausgemacht wurden (siehe Abbildung 4.25). Da herkdmm-
liche Drucker in der Regel keine farbtreuen Bilder ausdrucken konnen, wur-
de ein komplettes Spektrum ausgedruckt und im Kamerabild der gewiinschte

Farbwert mit denen des Druckers verglichen.

Tracking ohne Marker: Das Modul mouseShape Folgende Annahmen

wurden fiir das Tracking ohne kiinstliche Marker verwendet:
e Das Hinterteil der Maus ist dicker als der Kopf.

e Die Nasenspitze der Maus ist der Punkt, der am weitesten vom Hinterteil

entfernt ist.

e Der Korper befindet sich stets ndher zum Zentrum der Plattform, als der
Kopf.

e Der Kopf ist von oben gesehen symmetrisch.
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Sei b ein Bild der Hohe h und der Breite w mit h,w € N und den drei-
dimensionalen Bildpunkten (by;,) € RY*"3 mit by, € {0,...,255} und
ke{l,...,w}le{l,...,h},n €{1,2,3}

Die Werte werden anhand der dualen Schwelle mit den Schwellenwerten S1
und S2 segmentiert:

Mit Sy, 52, € {0,...255} und i = {1,2,3} .

Es ergibt sich: (my,;) = M € R“*" mit

0, fir (bgim) < Stm Vbkim = Som¥V me{1,2,3

My = Beim) < StV Biim 2 52 28 (4.15)
1, fir Sl,m < bl,k,m < Sg’m Vme {1,2,3}

und die Menge aller segmentierter Bildpunkte die das Schwellenkriterium er-

fiillen kann somit beschrieben werden als: M* = {(k,1)|my, = 1}.

Die Bildpunkte der Maus ergeben sich schlieflich als M, der grofsten zu-
sammenhédngende Menge von M*

Der Schwerpunkt cog der Menge M; berechnet sich als:

cog = @ Z m, mit [M;]| = ka’l (4.16)
meM; k)l
und ergibt die Koordinate, die dem Koérpermittelpunkt der Maus entspricht.
Der Mittelpunkt des gesamten Bildes ergibt sich als v = (w/2,h/2). Der ma-
ximalen Abstand von der Nasenspitze zum diesem Punkt darf hochstens R
betragen.

0, llm —ul| > R
sl il < B (4.17)
I <
Um die Nasenspitze in allen Bildern robust zu erkennen, wird eine Gewich-
tung vorgenommen mit f : M; — [0,1]. Der Punkt ¢ € M; mit dem groften

Abstand zum Schwerpunkt cog mit der Gewichtung f, also
c € arg max |my — cogll, - f(m1) (4.18)
miEM;

ist damit die Nasenspitze.
Es wird ein Radius r um die detektierte Nasenspitze mit r € R., U, =
{my € M| |lmi —c||, < r}) berechnet. Auferdem wird ein zweiter Schwer-

punkt cogs der Menge U, , bestimmt, der einem Punkt auf dem Kopfriicken
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o

Abbildung 4.26: Tracking mit dem Trackingmodul mouseShape.

(definiert als Achse zwischen Nase und dem zentralen Punkt zwischen beiden

Ohren) entspricht. Damit ergibt es die Blickrichtung des Tieres als:

g =c—cogs (4.19)

Optimierte Schwellenwertbildung Wiéhrend anfianglich die Schwellen in
allen Modulen manuell durch den Benutzer eingestellt werden mussten, wurde
zu einem spéteren Zeitpunkt eine zuséitzliche Funktion autoColor implemen-
tiert, welche eine automatische Bestimmung von Farb-Schwellenwerten erlaubt.
Hierzu wird eine bindre Maske auf das Bild angewendet, die genau jene zentrale
Kreisregion, welche der Plattform im Bild entspricht extrahiert. Der Aufent-
haltsort der Maus beschrankt sich auf diese Region und das Tier hebt sich
deutlich von dem weifsen Boden der Plattform ab. Dadurch kann stets sehr zu-
verlassig der durchschnittliche Farbwert des Tiers ermittelt werden, indem der
Mittelwert aller Pixel, die unter der halbmaximalen Intensitit dieser Region
liegen, bestimmt wird. Der Funktion wird ein zuséitzlicher Parameter iiberge-
ben, der das Vielfache der Standardabweichung angibt, iiber und unter dem

die Schwelle definiert werden soll.

Die obere (S1) und untere Schwelle (S2) (fiir jeden Farbkanal) ergibt sich

dann als:
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1 n
S =- le —ox (4.20)
S = 2 Z + (4.21)
= — Z; ag .
2 n - X

mit den Pixeln z;, der Anzahl an Pixeln in der Region n und der Standard-
abweichung aller Pixel in der Region o,. Zusétzlich wird erkannt, wenn sich das
Tier nicht auf der Plattform befindet. Dies ist der Fall, wenn das Verhéltnis
zwischen dem Mittelwerts aller Pixel, die unter der halbmaximalen Intensitit
liegen und der maximalen Intensitit in der Region, zu nah an dem Wert 1 liegt
(Wert > 0.5). In diesem Fall wird ein leerer Schwellenwert an das Trackingmo-
dul zuriick iibergeben, welches dann auf einen voreingestellten Schwellenwert

zuriickgreift.

4.2.4.3 Die Komponente patterGen

Zum Erstellen der Stimuli wurde die Komponente patternGen erstellt. Die-
se Komponente ist prinzipiell vollstindig unabhingig von allen anderen hier
vorgestellten Komponenten und kann somit problemlos ersetzt und erginzt
werden. Sie generiert ein Rotationsprotokoll, ein Translationsprotokoll sowie
eine Textur. Der einzige externe Funktionsaufruf wird getétigt, wenn der Be-
nutzer das Experiment durch den Pushbutton “Start” beginnt. Dies veranlasst
das Speichern der Protokolle und des Musters auf der Festplatte und ruft die
Funktion VirtualArena auf, der ein generierter Dateiname fiir die Aufnahme
iibergeben wird. Somit ist bei jedem Versuch eindeutig nachvollziehbar, wel-
ches Versuchsprotokoll und welche Parameter verwendet wurden.

Der Benutzer hat die Moglichkeit, zwischen einer Reihe von unterschiedli-
chen Versuchstypen zu wihlen, von denen jedoch vorerst nur die OKR Mes-
sungen systematisch evaluiert wurden. Ein Versuch umfasst ein Muster (engl.
Pattern), welches auf dem Zylinder dargestellt wird, sowie ein Rotations- und
ein Translationsprotokoll. Nicht alle Eigenschaften konnen jedoch innerhalb
eines einzelnen Versuchs eingestellt werden. So wird die Translation des Zy-
linders zur Korrektur anhand der Mausposition beispielsweise wiahrend einer

OKR-Messung durch das Tracking iibernommen. Die variablen Parameter des
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Musters umfassen Farbe, Kontrast und Raumfrequenz. Fiir das Rotationspro-
tokoll kann zwischen einer linearen Bewegung mit einer benutzerdefinierten
Geschwindigkeit und einem Winkel, nach dem die Richtung umkehrt, sowie ei-
ner sinusformigen Bewegung mit einer benutzerdefinierten Frequenz und Am-
plitude gewahlt werden. Wird fiir die lineare Bewegung ein Winkel von 0° fiir
die Richtungsumkehr angegeben, dreht der Stimulus nur in eine Richtung. Das
Translationsprotokoll wird vorerst nur von dem Versuchstyp “Circle” bereitge-
stellt.

Uber das Panel LCD kénnen die Monitorparameter Helligkeit und Kontrast
direkt iiber EDID/DDC eingestellt werden. Um eine Angabe in Quanten zu
ermoglichen, werden die Parameter der Monitorkalibrierung (siehe Abschnitt
4.2.2) verwendet, damit aus dem Quantenfluss Helligkeitswerte berechnet wer-
den konnen. Da die DDC-Sperzifikationen (sieche Abschnitt 2.1.7) nicht offen
liegen, wurde fiir die Ansteuerung auf das kommerzielle Programm mControl
der Firma EnTech zuriickgegriffen, welches iiber Kommandozeilenbefehle fern-
gesteuert wurde. Hierzu werden Helligkeits- und Kontrastwerte als Hexadezi-
malwerte iibergeben. Um eine lineare Einstellung der Kontraste und Farben zu
ermoglichen, kann der Fit der OETF (siehe Abschnitt 4.2.2) verwendet wer-
den, damit die Intensitdtswerte entsprechend korrigiert werden konnen. Diese
Funktion kann in der Checkbox im Panel “Color correct” aktiviert und deakti-
viert werden. Unterschiedliche Voreinstellungen aller Parameter werden iiber
das Panel “Presets* geladen. Die Voreinstellungen liegen in Form von Dateien
mit der Endung “.preset.mat vor und konnen somit auf einfache Weise von

einem Benutzer verdndert und erstellt werden.

4.2.4.4 Die Komponente arenaCtrl

Um den Versuch zu iiberwachen und zu steuern, wurde die Komponente arenaC-
trl realisiert. Das aktuelle Kamerabild und Koordinaten aus dem Tracking
werden im Zentrum des Monitors dargestellt, sofern diese vorliegen. Durch
Driicken der Tabulatortaste 6ffnet sich ein Bildschirmmenii, {iber das durch
die Pfeiltasten nach oben und unten verschiedene Untermeniis aufgerufen wer-
den kénnen.

Die Untermeniis dienen dazu, unterschiedliche Parameter wahrend eines

Versuchs einstellen zu konnen.
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Abbildung 4.27: Grafische Benutzeroberfliche der Komponente patterGen.
Darstellung des Musters (A), des Rotationsprotokolls (B) und des Translati-
onsprotokolls (C). Die Raumfrequenz wird in cyc/deg angegeben (D), und ein
Bereich fiir die Vorschau kann festgelegt werden (E). Durch das Kurven-Fitting
der OETF (siche Abschnitt 4.2.2) kénnen lineare Intensitidten angegeben wer-
den. Diese Linearisierung kann iiber eine Checkbox aktiviert oder deaktiviert
werden (F). Die Helligkeit und der Kontrast der Monitore konnen iiber zwei
Schieberegler (G), Farbe und Kontrast des Muster iiber Textfelder (I,J) einge-
stellt werden. Eine lineare oder sinusférmige Rotationsbewegung kann gewahlt
(N) und konfiguriert (K) werden. Parameter-Voreinstellungen (L) sowie unter-
schiedliche Versuchstypen (L) werden tiber zwei Pull-down Meniis konfiguriert.
Optional kann fiir den Versuch ein Dateinameprefix angegeben werden, der

dem vorkonfigurierten Namensformat vorangestellt wird (H).
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Quelle: | Rotation Translation
Test - -
Modus 1 | Tracker Datei
Modus 2 Datei Tracker
Modus 3 Datei Datei
Modus 4 | Tracker | Computermaus
Modus 5 Datei Computermaus

Tabelle 4.2: Unterschiedliche Modi und die jeweilige Quelle der Rotations- und

Translationsparameter.

So kann der Fokus der Kamera nachjustiert werden oder auf manuelles
Tracking durch die Computermaus geschaltet werden. Die Schwellen des akti-
ven Trackingmoduls konnen ebenfalls angepasst (Aufruf der settings-Methode
(siehe Abschnitt 4.2.4.2) und das Tracking-Ergebnis durch eine Vorschau des
Binarbildes iiberwacht werden. Wird die Escape-Taste gedriickt, beendet sich

das Programm.

4.2.4.5 Die Komponente VirtualArena

Der eigentliche Versuch wird durch die Komponente VirtualArena gesteuert.
Sie initialisiert sowohl die Kamera iiber die Image Acquisition Toolbox als auch
ein Trackingmodul und eine grafische Oberfliche zum Uberwachen des Expe-
riments (arenaCtrl). Auberdem startet sie die Komponente 4lcdGL.

Grundsétzlich werden unterschiedliche Modi (siehe Tabelle 4.2) unterstiitzt,
die sich aus den vorliegenden Translations- und Rotationsprotokollen sowie den
Benutzereinstellungen in arenaCtrl ergeben. Ohne die Eingabe eines Datei-
namen oder eines Bewegungsprotokolls startet das Programm in einem Test-
modus und stellt das vorhandene Muster statisch dar.

Wird als Quelle ein Trackingmodul verwendet, wird zusétzlich ein Tiefpass-
filter fiir die Rotation bzw. Translation eingeschaltet. Dieser Filter ist notwen-
dig, da der Stimulus sich in bestimmten Situationen sonst zu abrupt dndert,
was eine Schreckreaktion bei dem Versuchstier zur Folge hat. Diese Schreckre-
aktion hat eine weitere abrupte Anderung zur Folge, so dass sich dieser Effekt

verstarkt. Beide Filter arbeiten rekursiv und multiplizieren den aktuellen Wert
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gewichtet mit einem Vektor, der Werte eines vorgegebenen (1s), vergangenen
Zeitfensters enthilt. Das Zeitfenster wurde empirisch so lange erhéht, bis keine

Schreckreaktionen mehr bei den Tieren beobachtet wurden.

Neben den OKR-Messungen ermoglichen die Modi eine Vielzahl weiterer
Versuche. So kann Modus 1 beispielsweise dazu verwendet werden, das Muster
der Blickrichtung des Tieres nachzufiihren um dann in regelméfigen Intervallen
durch ein vorgegebenes Translationsprotokoll einen Stimulus auf das Tier zu-
zubewegen, beispielsweise zum Auslosen einer Schreckreaktion. Modus 2 kann
verwendet werden, wenn der Stimulus sich konstant dreht, jedoch der Abstand
zum Tier durch eine Translation korrigiert werden soll. Dies ist der Standardfall
bei OKR-Messungen. Soll ein statisches Muster prasentiert werden, kann so-
wohl die Translation als auch die Rotation durch eine Datei vorgegeben werden
(Modus 3). Dieser Modus konnte beispielsweise verwendet werden, um Augen-
bewegungen bei einer fixierten Maus zu messen. Sollen Teile des Trackings
manuell erfolgen, kann sowohl die Rotation (Modus 5) als auch die Trans-
lation (Modus 6) durch eine Computermaus erfolgen. Ist ein Trackingmodul
geladen worden, kann dies unabhéngig von dem gewahlten Modus dazu ver-
wendet werden die Position des Tieres zu bestimmen. Nach der Initialisierung
des Trackingmoduls und der Kamera wird wihrend eines Versuchs eine Schlei-
fe durchlaufen, in der eine Reihe von Operationen abgearbeitet werden (siehe
Abbildung 4.28). Um maximale Frameraten zu ermdoglichen, wird als Erstes
das Bild der letzten Aufnahme eingelesen und die Kamera anschliefsend sofort
wieder getriggert, um der Kamera und dem Treiber die lingstmogliche Zeit zu
gewihren, das Bild wihrend allen anderen Operationen in den Speicher zu puf-
fern. Als néchster Schritt wird das Bild an das Trackingmodul gereicht, welches
die Koordinaten (im Fall des Moduls mouseShape beispielsweise die Koordi-
naten der Nase und einen zentralen Punkt auf dem Kopfriicken) berechnet
und zuriick iibergibt. Danach werden Maus und Tastatureingaben abgefragt,
um das Bildschirmmenii zu steuern oder ein manuelles Tracking mit der Com-
putermaus vorzunehmen, sofern dies im Menii aktiviert wurde. Die erfassten
Koordinaten sowie das aktuelle Bild werden fiir die Darstellung an die arenaC-
tri-Komponente weitergegeben. Schlieflich werden die Koordinaten iiber eine
“Windows message” ebenfalls an die Komponente 4lcdGL gereicht, damit diese

den Zylinder neu positionieren kann, und der Zeitpunkt der Aufnahme sowie
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die erkannten Koordinaten und berechneten Winkel werden gespeichert.

4.2.4.6 Das freie Tracking-framework (FTF)

Um Aufnahmen nach einem Versuch auszuwerten und unterschiedliche Trak-
kingmethoden zu evaluieren, wurde das Free Tracking Framework in MAT-
LAB implementiert. Dieses Programm erlaubt es, ein Video sowie die dazuge-
horigen erfassten Koordinaten eines beliebigen, kiinstlichen oder natiirlichen
Markers einzulesen, zu korrigieren sowie offline-Tracking auf den Videodaten
und weiterfithrende Berechnungen wie 3D-Rekonstruktionen durchzufiihren.
Die Trackingmodule miissen der unter Abschnitt 4.2.4.2 beschriebenen Struk-
tur entsprechen.

Das FTF gliedert sich ebenfalls in mehrere Module, die in Klassen gekap-
selt unterschiedliche Funktionalititen bereitstellen. Ein Klassendiagramm ist
in Abbildung 1 dargestellt. Jedes Modul beinhaltet auch die bereitgestellten
GUI-Elemente, so dass das Hauptprogramm im Wesentlichen als Schnittstelle
zwischen den Modulen fungiert sowie den Modulen Fensterabschnitte bereit-
stellt, in dem die GUI-Elemente gezeichnet werden kénnen. Die Module fiir
die Video-Akquisition und das online-Tracking, sowie die Module fiir offline-
Auswertungen werden innerhalb der grafischen Oberflache in zwei Tabulatoren
getrennt dargestellt.

Alle Daten werden in zwei Strukturarrays angeordnet. Das Strukturarray
frames beinhaltet alle aufgezeichneten Videobilder. Die eigentlichen Bilddaten
liegen in der Unterstruktur im. Zu jedem Bild kénnen beliebig viele Koordi-
naten in dem untergeordneten Strukturarray trackData gespeichert werden.
Hierbei wird zwischen 2D-Koordinaten location und 3D-Koordinaten (locati-
on3D) unterschieden. Fiir jede Koordinate kann zudem ein Bezeichner unter
description sowie der Index einer Gruppe group angegeben werden.

In dem zweiten Strukturarray groups werden die Informationen iiber Grup-
pen abgelegt. Gruppen dienen dazu, Trackingdaten zu strukturieren. Jede
Gruppe umfasst eine Bezeichnung description und kann eine Reihe von inter-
nen (intrinsic) und externen (extrinisc) Parametern speichern. Die internen
Parameter umfassen die Brennweite fe, das Kamerazentrum cc, eine Verdre-
hung alpha_c, sowie eine Verzerrung ke. Die externen Parameter setzen sich

aus einer Translation Te, einer Rotation Re, sowie der Kameramatrix H zu-
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Abbildung 4.28: Einzelne Verarbeitungsschritte innerhalb der Komponente

VirtualArena.
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sammen.
Die grafische Benutzeroberfliche des F'TF ist in Abbildung 4.29 dargestellt.
Folgende Module werden hier bereitgestellt:

e Das Modul VideoPanel bildet eine Schnittstelle zur MATLAB Image Ac-
quisition Toolbor oder einer Wrapper-Klasse, welche die gleichen Funk-
tionen implementiert (eine solche Klasse wurde beispielsweise in Ab-
schnitt 4.1.4 verwendet). Das Modul erlaubt die Auswahl der Kamera
und die Einstellung einer Vielzahl von Aufnahmeparametern (Auflésung,
Bildwiederholrate etc.).

e Das Modul MPanel verwaltet die zentrale Datenstruktur. Das Modul
iibernimmt das Hinzufiigen, Bearbeiten und Loschen neuer Bilder, Merk-
male und Gruppen. Es empfangt Daten von dem VideoPanel und dem

TrackPanel, oder 1adt sie aus einer Datei.

e Das Modul SelectionPanel erlaubt die Auswahl eines Videoausschnitts,
einzelner Frames, Gruppen oder Merkmale aus der Datenstruktur, um

ein Tracking oder eine Auswertung auf die Auswahl anzuwenden.

e Das Modul TrackPanel bindet Trackingalgorithmen ein. Hierzu wird der
Unterordner “./Tracker nach Dateien mit der Dateiendung *.m durch-
sucht, welche iiber ein Pulldown-Menii ausgewéhlt werden. Sofern ein
gleichnamiger Unterordner besteht, wird dieser bei einer Auswahl eben-
falls dem Pfad hinzugefiigt. Ein ausgewihltes Modul wird initialisiert
und die Methoden settings und track (siehe Abschnitt 4.2.4.2) werden

eingebunden.

Bei der Abbildung einer Szene auf eine zweidimensionale Bildebene (z.B.
durch Aufnahme mit einer Kamera) gehen die Tiefen-Informationen verlo-
ren. Eine Vielzahl unterschiedlicher Verfahren existieren, um anhand eines be-
stimmten Vorwissens die Tiefen-Information, also z.B. den urspriinglichen Ab-
stand zur Kamera zu rekonstruieren. Zusatzlich werden im FTF drei Module
bereitgestellt, die eine Kamerakalibrierung mittels MATLAB Camera Calibra-
tion Toolboz [19] (Modul CameraCalibration), eine 3D-Schétzung anhand meh-
rerer Ansichten mittels linearer Triangulation nach [78] (Modul 3DFEstimati-

on), sowie eine 3D-Rekonstruktion der Position mehrerer Marker mit zueinan-
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Abbildung 4.29: Ubersicht der grafischen Benutzeroberfliche des Free Tracking
Frameworks. 1. Videovorschau und Darstellung der erfassten Merkmale. 2. Na-
vigation durch das Video. 3. Ubersicht aller erfassten Merkmale. 4. Ubersicht
der Gruppierungen. 5. Optionale Vorschau eines Trackingalgorithmus. 6. Zu-
sitzliche intrinsische und extrinsische Parameter einer Gruppe. 7. Laden und
Speichern sowie das manuelle Hinzufiigen eines Markers und das Aufrufen des
Dialogs zum Editieren der Gruppen. 8. Auswahl eines Bereichs im Video. 9.
Durchfiihrung einer Kamerakalibrierung anhand der vorhandenen Koordina-
ten eines Schachbrettmusters. 10. Schéitzung der 3D-Entfernungen von meh-
reren Koordinaten aus unterschiedlichen Ansichten. 11. Rekonstruktion der
3D-Koordinaten mehrerer Marker bei bekannten euklidischen Abstdnden. In
dem Tabulator Acquire (im Bild nicht zu sehen) werden zwei zusétzliche Meniis

dargestellt, die die Aufnahme und das Tracking erlauben.
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der bekannten Entfernungen durch Lésung des Perspecitve-N-Point-Problems
nach [203] (Modul 3DReconstruction) ermoglichen.

Der Zusammenhang der Module ergibt sich folgendermafen: Aus einem Bild
kénnen mehrere Merkmale manuell oder automatisch erfasst werden. Liegen
die Koordinaten eines Schachbrettmusters vor, konnen diese fiir eine Kamera-
kalibrierung verwendet werden. Die Daten der Kamerakalibrierung konnen wie-
derum dafiir verwendet werden, 2D-Pixelkoordinaten in 2D-Weltkoordinaten
umzurechnen. Liegen mehrere Ansichten der gleichen Merkmale aus unter-
schiedlichen Perspektiven vor und wurde eine Kamerakalibrierung in jeder
Ansicht durchgefiihrt, kann eine Schitzung der Entfernungen der Merkma-
le getétigt werden. Auf diese Weise kann z.B. der Abstand zwischen mehreren
kiinstlichen Markern und einem natiirlichen Marker bestimmt werden (8D mo-
dul estimation). Sind die Abstinde von mindestens vier Merkmalen zueinander
bekannt und liegen die Daten der Kamerakalibrierung vor, kann dieses Vor-
wissen wiederum dazu verwendet werden, eine 3D-Rekonstruktion aus einem

einzelnen Bild vorzunehmen. Dieser Ablauf ist in Abbildung 4.30 dargestellt.

Kamerakalibrierung durch das CameraCalibration-Modul Die Ab-
bildung einer 3D-Szene auf eine zweidimensionale Bildebene kann im einfachs-
ten Fall durch das Modell einer Lochkamera und einer Zentralprojektion be-
schrieben werden. Dieses Modell erfasst jedoch bei weitem nicht alle Parameter,
die die Abbildung durch eine Kameralinse beeinflussen. Zahlreiche mathema-
tische Modelle existieren, um den Abbildungsprozess so genau wie moglich zu
beschreiben [199, 84, 208]. Je komplexer ein Modell jedoch ist, umso mehr
Parameter sind i.d.R. fiir die Beschreibung notwendig. Der Prozess der Para-
meterbestimmung wird als Kamerakalibrierung bezeichnet. Parameter werden
iiblicherweise in intrinsische und extrinsische Parameter unterteilt. Die No-
menklatur in dieser Arbeit, sowie die Variablenbezeichnungen orientieren sich
an denen, die auch in der MATLAB Camera Calibration Toolbox |19] verwen-
det werden.

Als intrinsische Parameter werden die Parameter bezeichnet, die sich wéh-
rend einer Aufnahme nicht &ndern. So wie in den meisten Modellen wird in
dieser Arbeit die Brennweite ( fc) sowie der Kamerazentrum (cc, Englisch prin-

cipal point) verwendet. Oft werden noch zusétzliche Parameter angegeben wie
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der Winkel zwischen der x und y-Achse, also der Scherungsfaktor (engl. Skew)
alpha,., sowie ein radialer und tangentialer Verzerrungskoeffizient (kc). Diese
sind jedoch aufgrund der hohen Genauigkeiten in der Fertigung von Bildsenso-
ren heutzutage vernachléssigbar [165], und auf eine Bestimmung wurde daher
verzichtet.

Die gesamte interne Transformation kann in einer linearen Transformations-
matrix K K zusammengefasst werden, die oft auch einfach als Kameramatrix

bezeichnet wird.

fe(l) alpha, - fe(1) cc(1)
KK=1| 0 fe(2) cc(2) (4.22)
0 0 1

mit der horizontalen fc(1) und vertikalen fc(2) Komponente der Brenn-
weite in Pixel und den x- und y-Komponenten cc(1) und cc(2) des Kamera-
hauptpunkts. In dieser Arbeit wurde ein gleicher Wert fiir die horizontale und
vertikale Komponente der Brennweite angenommen, und eine Scherung wurde
vernachlidfigt (. = 1). Die Transformation einer Sensorkoordinate z,,y, in ei-

ne Bildkoordinate 4,14 ergibt sich durch Multiplikation mit der Kameramatrix

als:
Tp Td
yy| = KK |yq (4.23)
1 1

Die extrinsischen Parameter kénnen sich im Laufe der Zeit &ndern und
beschreiben die rdumliche Orientierung der Kamera. Hier wird eine Translation
T'c und Rotation Rc der Kamera angegeben.

Die externe Transformation ergibt sich als:
XX.=Rc- XX +Tc (4.24)

mit dem Punkt XX im Referenzkoordinatensystem und dem Punkt X X,
im Kamerakoordinatensystem.
Intrinsische und extrinsische Parameter kénnen in der sogenannten Projek-

tionsmatrix P zusammengefasst werden als:

P =KK|[Rc T¢| (4.25)



117

Abbildung 4.31: Schachbrettmuster zur Kalibrierung der Kamera.

Die Kamera-Kalibrierung wurde durch eine Einbindung der Camera Cali-
bration Toolbox [19] realisiert. Die Toolbox wurde in einigen Aspekten verin-
dert, um eine vollstindig automatisierte Kalibrierung zu erméglichen. Grundla-
ge der Automatisierung ist die Verwendung eines rot umrandeten Schachbrett-
musters (Abbildung 4.31), welches durch das Trackingmodul CheckerboardFin-
der erkannt wird. Hierzu wird in einem ersten Schritt eine duale Farbschwelle
angewendet. Nach einer Schlieffung wird das grofste Objekt durch eine Ana-
lyse der zusammenhéngenden Rdume erkannt (siche Abschnitt 2.2.2.3). Die
Eckpunkte, welche den &ufseren Punkten der roten Umrandung entsprechen,
werden als Extrempunkte des Bereichs erfasst, und alles aufserhalb dieses Be-
reichs verworfen. Schlieflich konnen die Eckpunkte des Schachbrettmusters in-
nerhalb dieses Bereichs als dufterste Punkte des nicht roten Bereichs ermittelt
werden und geniigen, um eine Kamerakalibrierung durch die Camera Calibra-

tion Toolbox durchzufiithren.

3D-Schitzung aus mehreren Ansichten durch das 3DEstimation-
Modul Ein dreidimensionaler Punkt X wird durch die Projektionsmatrix P
auf der Bildebene in mehreren Ansichten zweidimensional als z und 2’ abgebil-
det. Die Projektion ergibt sich durch Multiplikation mit der Projektionsmatrix
als:

r=PX und 2'=PX (4.26)

Mehrere solche Gleichungen kénnen in Form einer Multiplikation mit ei-

ner Matrix A zu einem Gleichungssystem der Form AX = 0 folgendermafsen
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zusammengefassst werden:

xp?)T _ plT
3T _ 2T

A= ji/:aT _leT (4'27)
y/p/:}T o p/ZT

Hierbei sind p’ die einzelnen Zeilen der Projektionsmatrix P. Dieses iiberbe-
stimmte Gleichungssystem kann mit unterschiedlichen Methoden gelost wer-
den. Ein iibliches Verfahren ist die Bestimmung des kleinsten Singuldrwert der
Matrix AT A. Fiir eine genaue Beschreibung des Verfahrens sei auf |78, Kapitel
12| verwiesen. Die Schitzung der Entfernungen mehrerer Marker auf Grundla-
ge der Pixelkoordinaten in mehreren Ansichten wurde durch eine Einbindung
der VGG MultiView Compute Library |78] unter der Verwendung der Funkti-
on vgg X from xzP lin realisiert. Hierzu miissen die Kalibrierungsdaten in
jedem verwendeten Bild vorhanden sein, sowie die Koordinaten von vier oder

mehr Merkmalen mit gleicher Bezeichnung in den Bildern vorliegen.

3D-Rekonstruktion anhand eines Kamerabildes durch das 3DRecon-
struction-Modul Sind die euklidischen Absténde der Punkte zueinander
bekannt (z.B. weil ein kiinstlicher Marker verwendet wird, dessen Male be-
kannt sind) kann diese Rekonstruktion anhand klassischer Geometrie erfolgen.
Bei der Realisierung diente die Beschreibung des Problems von Wolfe [203] als
Referenz, die im Folgenden kurz vorgestellt wird (vergleiche Abbildung 4.32).

Werden drei Punkte A, B und C' auf ein Bild projiziert, deren Abstén-
de 51,52 und S3 zueinander bekannt sind, und wurden cos g, cos o und
cos 0 ¢ ermittelt, konnen folgende Polynomialgleichungen zur Berechnung der
Abstinde zum Kamerazentrum L4, L und Le anhand des Kosinus-Theorems

berechnet werden:

S?=1%+ L% —2x LaLpcosfap (4.28)
S2=L1%+ L% —2x LgLccosfpe
Sg = L124 + L%v —2 X LALCcOSQAC

Theoretisch ergeben sich vier mégliche Losungen zu diesem Gleichungssys-

tem. In der realen Welt kommen jedoch nur zwei der moglichen Lésungen in
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Bekanntes Dreieck

Kamera-Koordinatensystem /

A

Kamerazentrum

T~

Bildebene

Abbildung 4.32: 3D-Rekonstruktion von drei Eckpunkten A, B und C eines
Dreiecks (rot). Die Kantenlingen des Dreiecks Sp,S; und Sj sind bekannt.

Das projizierte Dreieck (griin) ergibt sich mit den drei 2D-Eckpunkten A’, B’
und C’.

Frage [203].

Die Winkel 04p5,0pc und 04c konnen in der Praxis nicht ohne einen er-
heblichen Aufwand nicht gemessen werden. Wurde eine Kamerakalibrierung
durchgefiihrt (sieche Abschnitt: 4.2.4.6), konnen sie jedoch folgendermaken er-
rechnet werden (nach [132]):

Mit der Kamera-Kalibrierungsmatrix [208] konnen die Vektoren vom Ka-
merazentrum cc zu den projizierten (2D) Punkten A’, B’ und C’ berechnet

werden:

Vi=KK A 1" (4.29)
V=KK™ B 1"
Vi=KK 1"

Die drei Winkel ergeben sich dann aus:
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Vi Vg
cos = — 4.30
A AT (4.30)
cosfo - VB Vo
AT
cosfan = VA Ve
AT

Das Gleichungssystem kann nun beispielsweise unter Verwendung des Gaufs-
schen Eliminationsverfahren geldst werden. Um keine Doppeldeutigkeiten zu
erhalten, bedarf es jedoch mehr als drei Punkten. Vier Punkte sind fiir eindeu-
tige Losung ausreichend, sofern nicht drei davon in der gleichen Ebene liegen,
wie das Kamerazentrum cc [78].

Prinzipiell kdnnen beliebig viele Punkte zur Rekonstruktion verwendet wer-
den. Ein universelles Verfahren wurde auch in der Komponente 3D-reconstruct
implementiert.

Das Verfahren ist prinzipiell nicht auf die Verwendung von natiirlichen Mar-
kern festgelegt. Auch wenn die Abstidnde von natiirlichen Markern zueinan-
der meist nicht einfach zu messen sind, kénnen sie doch, z.B. aus mehreren
Aufnahmen aus unterschiedlichen Perspektiven, geschétzt werden. Eine solche

Schéitzung wird von der Komponente 3D-FEstimation bereitgestellt.

4.2.5 Messung mit einem achsparallelen Stereokamera-

system

Weitere Moglichkeiten, 3D-Koordinaten aus 2D-Bildern zu rekonstruieren, er-
geben sich bei unterschiedlichen Ansichten des gleichen Objekts aus mehreren
Perspektiven. Dies kann durch Bewegung einer einzelnen Kamera realisiert
werden (Monokulares Stereosystem) oder durch Verwendung von mehr als
einer Kamera (Polyokulares Stereosystem). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein achsparalleles polyokulares Stereosystem entwickelt. Achsparallel bedeutet,
dass beide Kameras zwar gegeneinander verschoben, die Koordinatensysteme
jedoch nicht gegeneinander verdreht sind [165].

4.33 Der horizontale Versatz o der beiden Kamerasysteme zueinander wird
als Disparitét bezeichnet und berechnet sich als:

(5IU1—U2
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Abbildung 4.33: Aufsicht auf eine achsparallele Stereogeometrie. Der Punkt M
wird {iber die optischen Zentren (Kamerazentren) C; und Cs in den Ansichten

I, und I, als m; und my auf die Bildebenen projiziert (Quelle: [165]).

mit den Pixelkoordinaten u; und uy der Projektionen m; und msy (Abbil-
dung 4.33 veranschaulicht diesen Zusammenhang). Der Abstand p eines Punk-
tes M von der fokalen Ebene ergibt sich im achsparallelen Kamerasystem durch

Anwendung des Strahlensatzes nach Umformung als:

_B-J
P=5-a,

mit der Basislinge B (entspricht dem Abstand der Kamerazentren C und

(4.31)

(), der Brennweite f sowie der Pixelbreite d,.

Zwei Logitech Pro 9000 Kameras wurden fiir diesen Aufbau verwendet.
Das Kunststoffgehduse sowie das integrierte Mikrofon und der Snapshot-Knopf
wurden entfernt (wie auch unter 4.2.3 beschrieben) und vertikal versetzt auf
einer Aluminiumplatte befestigt. Da die Basislange unmittelbar als Faktor in
die Berechnung einfliefit, ist eine genaue Bestimmung entscheidend fiir eine
prazise Rekonstruktion. Zudem miissen beide CMOS-Sensoren parallel ausge-
richtet sein. Um den Abstand der Kameras zueinander moglichst prézise zu
bestimmen, dienten Aufnahmen der Platinen durch eine hochauflésenden Fo-
tokamera (siche Abschnitt 4.2.3). Anhand dieser Mafe wurde die Trigerplatte
entworfen (sieche Abblildung 4.34) und schlieklich von den Universititswerk-
statten mit CNC-Fréstechnik hergestellt. Ein Foto des montierten Stereoka-
merasystems ist in Abbildung 4.35 zu sehen. Die Pixelbreite d,, konnte anhand

des CMOS-Typen bestimmt werden, der ebenfalls auf Grundlage der Kame-
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Abbildung 4.34: Abmessungen der Platine einer Logitec Pro9000 und Layout

einer Halterung fiir das Stereokamerasystem

rabilder ermittelt wurde (sieche 4.2.3). Die Sensoren wurden iiber eine Reihe
hochauflésender Fotos parallel zueinander ausgerichtet und der Abstand der

Kamerazentren berechnet.

Die Brennweite der Kamera kann anhand der Kamerakalibrierung ermittelt
werden (siehe Abschnitt: 4.2.4.6). Da sich die Brennweite durch eine Verstel-
lung des Fokus verdndert, wurde sie fiir unterschiedliche Fokuseinstellungen

ermittelt und wurden die Messungen linear gefittet (y = m - x + n).

Da somit alle Parameter bekannt sind, kann der Abstand p fiir eine belie-
bige Disparitit berechnet werden. Grundlage zur Berechnung der Disparitit
sind die Koordinaten eines beliebigen Markers in beiden Bildern. Diese kon-
nen wiederum mit einem der vorgestellten Trackingmodule ermittelt werden.
Zu diesem Zweck wurde das Programm twoCamsLive entwickelt, welches die

beiden Kameras iiber die Image Acquisition Toolbox einbindet und ein beliebi-
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Abbildung 4.35: Achsparalleles Stereokamerasystem auf Basis zweier Logitech
Pro9000 Kameras.

ges Trackingmodul verwendet, um in beiden Kamerabildern einen Marker zu
tracken. Die Entfernung zum p zum Kamerazentrum wird fiir jedes Bildpaar

nach Formel 4.31 berechnet und in einer grafischen Oberfliche dargestellt.

4.2.6 Auswertung der Ergebnisse

Zur automatischen Auswertung der aufgezeichneten Kopfbewegungen bei Méu-
sen wurde ein weiteres Verfahren implementiert, da sich die Korrelationsbil-
dung (siehe Abschnitt 4.1.5) aufgrund der sprunghaften und sporadischen Fol-
gereaktionen von Mausen nicht eignet. Grundidee ist, die Richtung des Sti-
mulus mit mit der Richtung der Kopfbewegung in Bezug zu setzen. In einem
ersten Schritt wird die aufgezeichnete Spur S mit einem zentrierten gleitenden

Mittelwert mit einer Spanne von neun Datenpunkten gefiltert. Also:

30 = S(z‘—4)+.é.+5(z’+4)‘

Um die Geschwindigkeit der Kopfbewegung der Maus zu bestimmen, werden
die gemessenen Winkelverdnderungen iiber die Zeit abgeleitet um die Winkel-
geschwindigkeit zu bestimmen. Da diskrete Zeitpunkte vorliegen, wird zwi-
schen zwei Zeitpunkten t, und t,.; eine konstante Winkelgeschwindigkeit

@%(n) angenommen. Eine Differenzierung wird auch mit der Spur SB der (be-
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Abbildung 4.36: Bestimmung der Brennweite bei unterschiedlichen Fokusein-

stellungen und ein linearer Fit dieser Abhéingigkeit.

kannten) Stimulusbewegung durchgefiihrt, um auch hier die Winkelgeschwin-

digkeit des Stimulus zu erhalten. Also

&5(n) = S(n+ 1A)t— S(n) 4 5B (n) = SB(n+1)— SB(n)

At ’

(4.32)

wobei At die konstante Abtastrate ist. Beide Spuren werden dann in eine
bindre Darstellung iiberfiihrt, indem allen positiven Winkelgeschwindigkeiten
mit einer 1 und alle negativen Winkelgeschwindigkeiten mit einer 0 kodiert

werden.

1, fiir d%(n) >0 1, fiir 3°B(n) >0

R%(n) = und R%5(n) = (4.33)
0, fiir G%(n) <0 0, fiir G°B(n) <0

Dies entspricht den Bewegungsrichtungen Rechts (Positive Winkelgeschwin-
digkeiten) und Links (Negative Winkelgeschwindigkeiten). Die binédren Spuren
werden schlieflich logisch iiber eine Aquivalenz verkniipft (P = RS Y RSB), so
dass alle Zeitpunkte in denen die bindrisierte Stimulusrichtung mit der Rich-
tung des Kopfes (in Form des Kopfwinkels) iibereinstimmen eine 1 ergeben.
Zusitzlich wurde eine Kontravalenz durchgefiihrt, (N = R®Y RSB). Beide Vek-
toren P und N werden dann mittels einer Lauflingenkodierung dargestellt.
Hierbei wird bei jedem Auftreten einer 1 diese und die folgenden aufeinander-
folgender len summiert, so dass eine Sequenz aus Werten resultiert, die den
Lingen aller Bewegungen in Stimulusrichtung im Fall der Aquivalenzverkniip-

fung und den Langer aller Bewegungen entgegen der Stimulusrichtung im Fall
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Kontravalenzverkniipfung der bindrisierten Werten entspricht (sieche Abbildung
4.37). Folgebewegungen, also Bewegungen bestimmter Linge in Stimulusrich-
tung konnen somit im Idealfall auf Grundlage einer einfachen Schwellenwert-
bildung aus den Werten des Vektors, der die Werte in Stimulusrichtung enthélt
erkannt werden. Zusatzlich ermoglich diese Darstellung auch einen generellen

Uberblick iiber die Bewegungsaktivitit der Tiere.

[1]3[2]412]

O[O [0[O[[TI0[0 111 TO[0[010[ [0}

Abbildung 4.37: Lauflingenkodierung der aufgezeichneten Spur. Bewegungen
in Richtung des Stimulus (griin) und entgegen der Stimulusrichtung (rot) wer-

den in zwei separaten Vektoren abgelegt.

4.2.7 Messung der Augenbewegungen

Um die Augenbewegungen bei einem nicht fixierten Tier anhand des Videobil-
des zu rekonstruieren, wurde eine zusétzliche CCD-Kamera des Typs 1280FM
(Silicon Imaging, Inc., NY, USA) verwendet (siehe Abschnitt 4.2.3). Da keine
statischen natiirlichen Marker auf der Maus zu finden sind (siche Abschnitt
2.2), wurde in einem ersten Prototypen ein kiinstlicher Marker verwendet.
Auch wenn sich dieser Ansatz als unpraktikabel erwies und durch einen mar-
kerlosen Ansatz ersetzt wurde, wird er im Folgenden vorgestellt. Die Auswer-
tung wurde in beiden Varianten offline nach einem Experiment durchgefiihrt,
da die korrelationsbasierte Mustererkennung sehr rechenaufwendig ist. Fiir ein
template aus N? Werten und ein Bild mit M? Werten sind etwa N?(M —N+1)?
Additionen und N?(M — N +1)? Multiplikationen notwendig [106], die bei den
bendtigten Bildwiederholraten und Auflosungen nicht ohne Weiteres auf einem
herkémmlichen PC online ausgefiihrt werden kénnen. Der Korrelationskoeffi-

zient v wurde (nach [106]) berechnet als:

S y) — Fuullte — uy —v) — 1)
1) = —= = (4.34)
U/ (0,) = Tl Sltlo =y — o) — 1P

x7y
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Mit dem Muster ¢t mit den Koordinaten u, v und dem Bild f mit den Bildko-
ordinaten x,y. Bei einer solchen normalisierten Kreuzkorrelation werden Bild
und Muster normiert, um unabhingig gegeniiber lokalen Lichtschwankungen
zu sein. Hierzu werden die Mittelwerte des Musters ¢ und der Mittelwert der
Bildwerte in der Region des Musters TW von den Einzelwerten abgezogen. Des
Weiteren entspricht die Berechnung der des Pearson Korrelationskoeffzienten
(|141]), bei der die Kovarianz durch das Produkt der Varianzen von Muster
und Bild geteilt wird. Das Verfahren ist ebenfalls nicht robust gegeniiber Ro-
tationen des Musters

Bei einer Aufnahme des Tieres ohne Fixierung des Kopfes ergibt sich das
Problem, dass das Tier sich nicht stindig im Kamerabild und der Fokusebene

der Kamera befindet.

Verwendung eines kiinstlichen Markers Wihrend der Initialisierungs-
phase wurde das Kamerasystem mit Hilfe eines Schachbrettmusters und der
Methode von [208| kalibriert (siehe Abschnitt 4.2.4.6). Zusétzlich wurden die
3D-Koordinaten der Eckpunkte eines rechteckigen Markers bekannter Grofe,
sowie der Abstand vom Marker zur Pupille aus mehreren Ansichten anhand
des Verfahrens von Hartley und Zisserman 78] und den Daten aus der Kame-
rakalibrierung bestimmt. Auferdem wurde ein Bild der Pupille fiir die spatere
Mustererkennung aufgezeichnet.

Hierzu wurden die Eckpunkte des Markers mit einer Kantenerkennung nach
Harris detektiert [76]. Die Pupille wurde als Punkt der hiéchsten Korrelation
zu dem vorher aufgezeichneten Bild ermittelt, indem dieses Template iiber
das Videobild “geschoben® wurde und fiir jede Verschiebung ein Korrelations-
koeffizient berechnet wurde. Aus diesen Koordinaten wurden nach dem un-
ter Abschnitt 4.2.4.6 beschriebenen Verfahren die 3D-Koordinaten ermittelt.
Schlieflich kénnen die 3D-Koordinaten anhand eines Augenmodells in Winkel
iiberfithrt werden.

Die Erkennung der Markereckpunkte erwies sich sowohl als zu ungenau, um
damit eine genaue 3D-Rekonstruktion zu ermoglichen, als auch als zu wenig
robust, um alle vier Eckpunkte in einer lingeren Videosequenz zuverlissig zu
erkennen. Um trotzdem ldngere Aufnahmen zu ermoglichen, wurden unter-

schiedliche Fixierungen erarbeitet, welche weder die Augen- noch die Kopfbe-
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Abbildung 4.38: Fixierungskonzept einer Maus im Falcon™-Tube von Daniel
Meinhardt.

wegungen der Tiere beeintrichtigen sollten. Eine erste Fixierung wurde von
Daniel Meinhart konzipiert, der ein konisches Zentrifugenréhrchen (Falcon™ -
Tube) verwendete, an welchem das abgeschnittene Ende als Aussparung fiir
den Kopf diente (siehe Abbildung 4.38). Wihrend die Maus auf diese Weise
relativ zuverlassig fixiert werden konnte, waren die Kopfbewegungen der Tiere
eingeschrénkt. Aus diesem Grund wurde eine zweite Fixierung durch ein genéh-
tes Geschirr realisiert, an welchem das Tier an zwei seitlichen Osen zwischen
zwei Stangen fixiert werden konnte. Dieses ermdglichte eine uneingeschrinkte
Koptbewegung des Tiere, die Tiere fiihlten sich aber augenscheinlich einge-
schrankt und partizipierten deutlich schlechter wihrend der Versuche. Somit
konnte mit diesem Verfahren die Pupillenposition lediglich exemplarisch aus

einzelnen Standbildern rekonstruiert werden (siehe Abbildung 4.40.

Abbildung 4.39: Befestigung eines Geschirrs an einer mit Ketamin betdubten

Maus.
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Abbildung 4.40: Einzelschritte bei dem Eyetracking. Bild der Maus mit ei-
nem kiinstlichen rechteckigen Marker auf dem Kopf (1). 2. Erkennung der vier
Eckpunkte des Markers mittels Harris-Detektor (|76]. 3. Korrelationsbasierte
Mustererkennung der Pupille 4. Darstellung der Ergebnisse

Projektive Transformation der Pupille Die Grundidee bei diesem Ver-
fahren war es, den perspektivisch verzerrten Augapfel aus dem Bild durch
eine projektive Transformation so zu entzerren, dass das Bild wieder einer
Aufsicht dhnelt. Die Pupillenposition kann so auch in Bildern aus unterschied-
lichen Blickwinkeln verglichen werden. Hierbei wurde die Kriimmung des Au-
ges vernachlissigt, da keine Moglichkeit bestand, sie wihrend der Aufnahme
in unterschiedlichen Ansichten zu bestimmen. In einem ersten Schritt wurde
die Position der Augenregion im Bild durch eine Korrelationsbildung ermittelt.
Hierzu wurden jedoch nicht die Farbwerte verwendet, sondern das Histogramm
des Musters korreliert. Das Verfahren wird somit invariant gegeniiber Rotatio-
nen. Fiir die Weiterverarbeitung wurde nur noch dieser detektierte Bereich
verwendet.

Da MATLAB insbesondere grofse Matrizenoperationen schnell durchfiihren
kann, wurde das Bild in einem ersten Schritt in alle méglichen Teil-Ausschnitte
zerlegt, welche dann in einer dreidimensionalen Matrix durch die Funktion ge-
tAllAreas abgelegt wurden. In einem zweiten Schritt konnte dann durch ei-
ne einzige Operation die Berechnung der Korrelation auf alle Bildausschnitte
gleichzeitig angewendet werden.

Nachdem das Auge lokalisiert wurde, wurde der Starburst-Algorithmus ver-
wendet [107], jedoch nicht wie iiblich, um die Pupille zu erfassen (siche Ab-
schnitt 2.3), sondern um den Rand des Augapfels zu erkennen. Fiir eine zuver-

lassige Erkennung war es notwendig, die Reflektion auf der Cornea bei dieser
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Bildebene Linse

Abbildung 4.41: Projektion des vereinfachten Augenmodells auf eine zweidi-
mensionale Bildfliche. Quelle: [68].

Berechnung im Vorfeld durch eine Erkennung mittels Canny-Operator [28] und
eines elliptischen Fits zu ermitteln und auszuschliefien. Durch die resultierende
Punktwolke wurde ebenfalls eine Ellipse mit einer ungewichteten Methode der
kleinsten Quadrate gefittet. Die Endpunkte der beiden symmetrischen Achsen
wurden schlieflich projektiv auf die Punkte einer einheitlichen Ellipse transfor-
miert. Hierzu wurde der elliptische Fit des Augapfels im ersten Bild des Videos
verwendet. Die Homographie wurde wie folgt bestimmt (Verfahren nach [165]):

Fiir die projektive Transformation ergibt sich der Zusammenhang zwischen
zwei korrespondierenden Abbildungen m; mo liber die Homographie-Matrix H

als:

T h? . ml h{
mQ = H . ml = y2 = hg . ml ,mltH — hg (435)
1 hi - my hT

Die Homographie kann anhand von vier Punktkorrespondenzen durch Lo-

sung der Gleichung

pI | =0 (4.36)

) N hi
[ 0 my YoMy ]
i

my 0 —xg -y,

bestimmt werden, sofern keine drei Punkte kollinear sind, was im Fall des
Mausauges nicht von praktischer Bedeutung ist. Aus dem verzerrten Bild wur-

de die Position der Pupille durch eine abermalige Korrelationsbildung erkannt.



Abbildung 4.42: Einzelschritte beim Eyetracking: Korrelationsbasierte Mus-

tererkennung auf Grundlage des Histogramms (1). Erkennung der Cornea-
Reflektion iiber Canny-Operator und anschliefendem elliptischen Fit (2). Er-
fassung der Kontur des Augapfels mittels Starburst-Algorithmus (3). Ansicht
nach perspektivischer Transformation (4). Erkennung der Pupille mittels Mus-

tererkennung und Berechnung des Mittelpunktes der Ellipse (5).

Letztere wurde wieder auf den Farbwerten des Musters durchgefiihrt, da die
Rotation der Pupille aufgrund ihrer runden Form keine Rolle spielt und somit
robustere Ergebnisse erzielt werden konnten.

Die Augenrotation wurde schliefslich anhand eines stark vereinfachten Au-
genmodells (nach |79, 68]) unter den Annahmen, dass die Pupille auf der Ebe-
ne des Augapfels liegt, dessen Rotationszentrum dem eines runden Korpers
entspricht, berechnet (siehe Abbildung 4.41). Um den Skalierungsfaktor zu
bestimmen, wurden die duferen Punkte der Ellipse verwendet und ein fester
Augenradius von 1.5 mm |[153] angenommen.

Die horizontale Komponente o und vertikale Komponente § der Augendre-

hung wurden berechnet als:

(Tbita — Tref) + (Yoita — yref))

4.37
F- Rauge ( )

a = sin~(
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1 (ybild — yref) + (l’bild — 'T'fef)
B = sin( F(cos(a) Ryuge) )

mit den Pixelkoordinaten des Pupillenmittelpunktes x4 und 44, den Ko-

(4.38)

ordinaten eines Referenzpunktes z,.; und y,.; dem Skalierungsfaktor F' und

dem Augenradius Rgyge.
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Kapitel 5
Evaluation

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei Apparate zur Messung
und Quantifizierung des optokinetischen Reflexes bei kleinen Tieren mittels
Koptbewegungen entwickelt, die sich grundlegend in ihren Anforderungen und
entsprechend in ihrer Realisierung unterscheiden. In beiden Verfahren wur-
de ein videobasiertes Tracking implementiert, so dass die Kopfbewegung wih-
rend eines Versuchs aufgezeichnet und spéter systematisch quantifiziert werden

kann, was mit vorherigen Methoden bisher nicht mdoglich war.

Fiir den ersten Versuchsautbau (siche Abschnitt 4.1) stand vor allem ei-
ne zeitlich und spektral prazise Stimulation im Vordergrund, die dafiir geeig-
net sein sollte, einen direkten Vergleich der Verhaltensleistung mit der neu-
ronalen Antwort aus elektrophysiologischen Messungen zu ermdoglichen (sie-
he Abschnitt 3). Die Frage nach spektralen Empfindlichkeiten ist vor allem
bei Tieren wie der Wasserschildkrote interessant, die mehrere unterschiedliche
Photorezeptor-Pigmente und somit eine komplexere Wellenldngenabhéngigkeit
der visuellen Wahrnehmung aufweist (sieche Abschnitt 1.2). Da eine mechani-
sche Stimulation verwendet wurde, ist die Apparatur auch bei Tieren einsetz-
bar, deren Flimmerfusionsfrequenz eine Messung mit Monitoren ausschlieft.
Die Projektion iiber einen 360°-Spiegel, ermdglicht deutlich homogenere Sti-
muli als frithere Methoden bei denen direkt auf eine gekriimmte Fliche proji-
ziert wurde. Die Stimulusgeschwindigkeit, sowie die Lichtintensitét sind direkt
iiber das Steuergerit einstellbar, was den Versuchsablauf vereinfacht und be-
schleunigt. Raumfrequenzen, Kontraste und Wellenldngen kénnen durch das

Ersetzen des Dias oder der Farbfilter ebenfalls problemlos variiert werden.
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Da die Maus lediglich zwei Photorezeptoren fiir das Tagsehen aufweist, einen
im fiir den Menschen sichtbaren Wellenldingenbereich sowie einen weiteren fiir
Strahlung im ultravioletten Bereich, spielen spektrale Empfindlichkeiten bei
diesen Tieren eine untergeordnete Rolle. Neben der dadurch iiberfliissigen Sti-
mulation mit unterschiedlichen Wellenldngen ist der beschriebene Aufbau zur
Messung von OKR-Reaktionen auf Basis einer Stimulation mittels 360°-Spiegel
auch in anderen Aspekten nicht geeignet, eine OKR-Reaktion bei Mausen zu
messen. Dies liegt im Wesentlichen an den, durch die Gréfe der Schildkréte
bedingten Abmessungen der Versuchsarena. Diese besteht aus einem Metall-
zylinder mit 1 m Durchmesser, dessen Innenwand die Projektionsfliche fiir den
Stimulus bildet. Das visuelle System der Maus ist jedoch evolutiv bedingt vor
allem auf sehr nahe Entfernungen ausgelegt, und sie ist stark kurzsichtig [31,
Kapitel 5]. Der Abstand von etwa 500 mm zum Stimulus ist somit vergleichs-
weise grof. Dies hat zur Folge, dass Mause den Stimulus nicht scharf sehen
und somit nicht beachten. Aufgrund ihrer sehr ausgeprigten explorativen Na-
tur sind die Tiere dann vor allem damit beschéftigt, einen Weg zu suchen,
die Plattform zu verlassen. Einige Messungen konnten dennoch in dieser Ap-
paratur durchgefithrt werden, indem die Mause fixiert wurden. Die geringe
Erfolgsquote der so durchgefiihrten Versuche sowie die aufwendige Durchfiih-
rung, unter anderem bedingt durch die Fixierung, welche die Kopfbewegung
der Tiere zusétzlich einschréankte, waren schlieflich ausschlaggebend dafiir, ei-
ne zweite Apparatur zu entwickeln, um routinierte Messungen gezielt an der
Maus durchzufiihren (siehe Abschnitt 4.2). Das automatisierte Kopftracking
in Kombination mit der monitorbasierten Stimulation erlaubt es, den Stimu-
lus kontinuierlich anhand der Kopfposition des Tiers nachzujustieren, um bei-
spielsweise die Entfernung zur Bildflache bei der Messung von Raumfrequenz-
schwellen konstant zu halten. Einzig die Apparatur von Prusky et al. [14§]
ermoglicht eine solche Korrektur, ist jedoch auf das manuelle Tracking mittels

einer Computermaus beschriankt, was deutlich ungenauer ausfallt.

Beide Apparaturen wurden im Hinblick auf die technischen Eigenschaften
evaluiert und schliefslich auch in einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer
Versuche eingesetzt und erprobt, von denen einige ebenfalls in diesem Kapitel

vorgestellt werden.
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5.1 Prazision und Genauigkeit der Bildaufnah-

me

Versuchsaufbau zur Messung spektraler Empfindlichkeitsschwellen
Die verwendete Kamera (Silicon Imaging 1280FM) wurde durch die proprie-
tare XCLIB-Bibliothek des Herstellers angesprochen und iiber eine dedizierte,
mittels CameraLink verbundenen Grabberkarte mit 33 MHz mit einer Genau-
igkeit und Prézision im pis-Bereich ausgelesen (siehe Abschnitt 4.1.4). Uber die
mitgelieferte XCAP-Lite Software wurde diese Angaben iiberpriift und konn-

ten bestétigt werden.

OKR-Arena Zur Aufnahme des Tieres in der monitorbasierten Apparatur
wurde eine {iber USB 2.0 angeschlossenen Logitech Pro9000 Kamera verwen-
det (siehe Abschnitt 4.2.3). Da zu diesem Modell keine Herstellerangaben be-
ziiglich der Genauigkeit und Prézision vorlagen, wurden hierfiir Messungen
durchgefiihrt.

Um die Giite der Bildaufnahme zu quantifizieren, wurden die Prézision und
die Genauigkeit der Aufnahme bestimmt. Fiir beide Parameter konnten die
registrierten Zeitpunkte aller Einzelbilder von zehn Videos ausgewertet wer-
den. Es wurde sichergestellt, dass keine Bilder wiahrend der Aufnahme verloren
gingen. Als Mak fiir die Prazision dienten die Abstédnde zwischen allen Bild-
aufnahmezeitpunkten aller Videos. Das Histogramm (siehe Abbildung 5.1) ver-
deutlicht, dass in etwa 73% aller Fille das Intervall bei 61,3 ms liegt, was einer
Framerate von 1/0,0613 s = 16, 31 fps entspricht. Das Intervall liegt bei 10%
aller Frames mit 67,7 ms leicht dariiber und bei 17% etwa bei 80 ms. Die leich-
ten Schwankungen resultieren vermutlich aus der Kameraelektronik oder dem
Treiber. Eine endgiiltige Aussage kann hieriiber an dieser Stelle jedoch nicht
getroffen werden. Als Mak fiir die Genauigkeit wurde die Differenz der tat-
sichlichen Aufnahmezeitpunkte zu den berechneten, theoretischen Zeitpunk-
ten einer Aufnahme bei 15fps bestimmt und ebenfalls in einem Histogramm
dargestellt (siche Abbildung 5.2). Die Latenz schwankt in etwa normal verteilt
um den Wert von 36,3 ms und erreicht bei 3,5% das Maximum von 53 ms und
ein Minimum von 2,8 ms bei 0,1%. Einzelne Aufnahmezeitpunkte weisen eine

geringere Prazision auf und verédndern dadurch auch die Latenz der darauf-
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folgenden Bilder, deren Intervall konstant, aber zum korrekten, theoretischen
Aufnahmezeitpunkt versetzt bleibt. Die geringen Schwankungen sind in der
Praxis bei den vorgestellten Versuchen nicht von Bedeutung, da die Folgereak-
tion in der Regel mehrere Sekunden andauern und Ungenauigkeiten einzelner
Bildaufnahmezeitpunkte die kontinuierliche Bewegung der Maus nur gering
verfilschen.

Prazision
1
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0.8 b
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061

0.5

04+

norm. Anzahl Frames

031

021

01

0 i i i
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Abbildung 5.1: Histogramm der zeitlichen Prézision der Aufnahme, ermittelt

anhand der Intervalle zwischen den Einzelbildern.

5.2 Prizision und Genauigkeit der Bilddarstel-
lung

Versuchsaufbau zur Messung spektraler Empfindlichkeitsschwellen
Der erste Versuchsaufbau erlaubt durch die Projektion iiber einen 360°-Spiegel
eine prizise Rundumstimulation durch die Projektion auf die Innenwand ei-
nes physikalischen Metallzylinders, so dass der Abstand vom Mittelpunkt der
Arena zur Projektionsfliche zu jedem Punkt konstant ist. Im Gegensatz zu
monitorbasierten Verfahren ist die Projektionsfliche somit wirklich rund, und

es entsteht keine Diskrepanz zwischen der stereoskopisch empfundenen Tiefe
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Abbildung 5.2: Histogramm der zeitlichen Genauigkeit der Aufnahme, berech-
net als Differenz zwischen dem tatsichlichen Aufnahmezeitpunkt und dem

theoretisch optimalen Aufnahmezeitpunkt bei 15 Bildern pro Sekunde.

und der tatsiachlichen Tiefe des projizierten Musters.

Physikalische Zylinder aus Papier oder Holz mit einem aufgedruckten Sti-
mulationsmuster wurden traditionell vielfach verwendet. Durch die Projektion
iiber den 360°-Spiegel kann der Stimulus im Vergleich zu friitheren Methoden
durch die Verwendung von Dias und Wellenldngenfiltern sehr viel einfacher
verdndert werden, ohne dass Prézision eingebiifst wird. Der Ansatz wird durch
die Verwendung eines Projektors in dieser Hinsicht noch flexibler, jedoch auf
Kosten anderer Eigenschaften. So ergibt sich fiir die Intensitit bei einer LED
und eines 12bit, A/D-Wandlers eine Auflssung von 2'? Zustéinden, wihrend
der Projektor auf 8bit, also 2% Zustinde beschrinkt ist. Durch Einsatz ei-
nes anderen A/D-Wandlers zur Ansteuerung der LED konnte die Auflosung
auch noch weiter erhoht werden. Wahrend im Gegensatz zu CRT- und LED-
Monitoren auch bei Projektoren problemlos Filter verwendet werden kénnen
(z.B. bei [26]), ist das tatsédchlich realisierbare Farbspektrum auch hier be-
grenzt, da zwingend das Spektrum der integrierten Lichquelle vorgegeben ist
und zusétzliche Interferenzfilter die Intensitit auf sehr niedrige Werte reduzie-
ren konnen. In dem Dia-basierten Aufbau kénnte die Lichtquelle stattdessen

problemlos durch eine Lichtquelle mit einer anderen spektralen Zusammen-
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setzung ersetzt werden. Zum jetzigen Zeitpunkt sind sowohl LEDs mit einer
zehnfach hoheren Intensitit als die der verwendeten LED, als auch Model-
le, deren Emissionsspektrum sich auf ein sehr schmales Band beschrankt und
die ginzlich ohne Farbfilter verwendet werden kénnten, verfiighar. Zudem sind
LEDs auch mit Ultraviolett- oder Infrarotspektren erhéltlich, was eine Vielzahl
neuer Fragestellungen bei Tieren ermoglicht, die spezielle Zapfentypen fiir die
Wahrnehmung von UV-Strahlung besitzen (siche Abschnitt 1.2).

Da bei einem solchen Versuchsaufbau eine Nachjustierung des Stimulus
nicht ohne mechanische Bewegung einer Komponente moglich ist, ist die Raum-
frequenz fehlerbehaftet, wenn das Tier die Entfernung des Kopfes zum Stimulus
andert. Der Fehler der Raumfrequenz bei einem unterschiedlichen Abstand zur
Bildfliche ergibt sich folgendermafen:

Bei zwei Abstanden d1 und d2 zur Projektionsflache ergeben sich zwei un-
terschiedliche Winkel a und f (siehe Abbildung 5.3). Der Zusammenhang zwi-
schen den Winkeln und dem Abstand zur Bildfliche ergibt sich als:

sin% = dgl und sing = d% (5.1)

Durch Gleichsetzung ergibt sich:

% . dl = Siﬂg . d2 (52)
und nach Auflosung:
. sing - dy
f =2 -arcsin —=—— (5.3)
do

Werden zwei Enfernungen von 500 mm und 200 mm von der Bildfliche ange-
nommen und wird ein statischer Stimulus dargeboten, dessen Raumfrequenz
fiir einen zentralen Betrachter eingestellt wurde, ergeben sich somit unter-
schiedliche Fehler, wenn der Betrachter seine Position verdndert (siehe Abbil-
dung 5.3). In dem vorgestellten Versuchsaufbau, bei welchem der 360°-Spiegel
eingesetzt wurde, ist die Bewegung der Schildkréten durch die Fixierung mit
Klebeband auf dem Podest eingeschrankt. Durch den langen Hals ergeben sich
dennoch Schwankungen von ca. 30 mm, die zu Fehlern von =~ 5% in der Raum-

frequenz fiihren.

OKR-Arena In dem monitorbasierten Aufbau (sieche Abschnitt 4.2) bewegt

sich die Maus frei auf einer Plattform, wodurch die Entfernung zur Bildflache
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Abbildung 5.3: Bei unterschiedlichen Abstdnden vom Zentrum der Plattform
(d1 und d2) verandert sich der Blickwinkel auf den Stimulus (o und () und
damit die wahrgenommene Raumfrequenz. Bei einem schrigen Betrachtungs-

winkel (Bsp. v) kommt es zu Fehlern.

ebenfalls um etwa 30 mm schwankt. Dies wirkt sich bei einer kleinen Versuchsa-
rena jedoch deutlich stérker aus (sieche Abbildung 5.4).

Der Fehler des Raumwinkels wire in der monitorbasierten Variante mit
~ 10% etwa doppelt so hoch wie in dem 360°-Spiegel-basierten Aufbau. Durch
das automatische Tracking der Kopfposition kann der Stimulus jedoch nach-
justiert werden, um die Raumfrequenz konstant zu halten (siehe Abschnitt
3.2). Grundsétzlich ergibt sich ein zusitzlicher Fehler, wenn die Maus ihren
Blick nicht geradeaus (in Richtung ihrer Nasenspitze) richtet, sondern schrig
auf die Bildfliche schaut (Winkel v in Abbildung 5.3). Dieser Fehler ist in der
Praxis bei sinusformigen Bewegungen nicht von Bedeutung, da sich die Pupille
withrend einer Folgebewegung meist im Mittelpunkt des Auges befindet (sie-
he Abschnitt 5.6), und der Kopf i.d.R. auch nicht schriag zur Bildfliche steht.
Daraus ergibt sich, dass die Maus wiahrend des Versuchs groftenteils gerade
auf die Fliche schaut.

Die Prézision und Genauigkeit der eigentlichen Darstellung auf den Monito-
ren, die iiber die Grafikkarte vom OpenGL-Signal ausgeht, ist nur schwer quan-

tifizierbar. Ein wichtiger Punkt ist die Synchronisation der Bildwiederholrate
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Abbildung 5.4: Der Fehler in der Raumfrequenz steigt bei groferer Entfernung
vom Mittelpunkt der Plattform, wobei sich der Fehler bei kleinen Arenen deut-

lich grofer auswirkt (rote Linie).

der Monitore mit der Bildwiederholrate der Grafikkarte. Bei aufwendigen 3D-
Berechnungen arbeitet der Grafikprozessor mit einer deutlich hoheren Bildwie-
derholrate als die eigentliche Darstellung erfolgen kann. Im vorgestellten Fall
war dies nicht notwendig, so dass die vertikale Synchronisierung der Grafikkar-
te aktiviert wurde. Bei der verwendeten Grafikkarte (sieche Abschnitt 4.2.2),
bedeutet dies, dass die Bildausgabe auf je zwei Monitoren mit der Berechnung
von je einem Grafikprozessor iiber den DVI-Anschluss synchronisiert ist. Vor-
derer und hinterer Puffer werden in OpenGL durch SwapBuffers() getauscht.
Der Implementierung entsprechend sind die vier Ansichten somit sequentiell
nacheinander in den Framebuffern der Grafikkarte verfiigbar. Sofern alle Fra-
mebuffer vor Ende der aktuellen Darstellung geschrieben wurden, konnen sie
im selben Durchlauf dargestellt werden. Da nach dem letzten SwapBuffers()-
Aufruf ein glFinish()-Befehl ausgefiihrt wird, wartet das Programm an dieser
Stelle stets, bis alle Buffer geschrieben wurden. Damit keine Bilder verloren-
gehen, muss die Wartezeit vor dem Ende der letzten Darstellung beendet sein.

Zur Uberpriifung wurden die Zeitpunkte nach glFinish() aufgezeichnet und zu-
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Abbildung 5.5: Auflésung, die bei unterschiedlichen Absténden vom Rotati-
onsmittelpunkt des Kopfes fiir die Berechnung des Kopfwinkels zur Verfiigung

stehen.

gleich wurde sichergestellt, dass alle Buffer zuverlissig und rechtzeitig in einem

Zeitraum von unter 0.0167 s geschrieben wurden.

5.3 Trackingmodule

Versuchsaufbau zur Messung spektraler Empfindlichkeitsschwellen
Das Tracking der Schildkréte wurde durch das Modul IRTriangle realisiert
(sieche Abschnitt 4.2.4.2). Durch die zusétzliche Infrarotbeleuchtung wird der
reflektierende Marker immer zuverlissig erkannt. Da die Schildkréte ihren Kopf
langsam und stets ohne Neigung in derselben horizontalen Ebene bewegt, lie-
fert das Verfahren robuste Ergebnisse. Eine Ausnahme bilden die Momente,
bei denen die Schildkrote ihren Kopf in den Panzer zuriickzieht und der Mar-
ker teilweise verdeckt wird, wodurch die Eckpunkte nicht mehr zuverlissig
erkannt werden konnen. Solche Aufnahmen wurden im Nachhinein verworfen.
Die Genauigkeit des Trackings ist durch die Auflésung der Kamera beschrankt
und héingt aukerdem von der Kopfposition des Tiers bzw. des Markers in der
Apparatur ab.

Je weniger die Schildkrote ihren Kopf aus dem Panzer streckt, um so gerin-

ger ist auch die Entfernung, welche der Kopf effektiv bei einer Folgebewegung
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zuriicklegt, um einen bestimmten Winkel zu erreichen. Fiir die Aufnahme wur-
de ein Bildausschnitt von 85 mm * 68 mm gewéhlt, der etwa 100° des Bewe-
gungsfreiraums des Kopfes umfasst. Die Linge des Dreiecks vom Mittelpunkt
der Basis zur Spitze betrug in allen Versuchen etwa 10 mm. Bei einer Auflésung
von 1280x1024 ergibt sich somit etwa eine Auflésung von 7-14 Pixel/° (siehe
Abbildung 5.5).

OKR-Arena Die Genauigkeit des Trackings fliekt in zwei Aspekte der OKR-
Arena mit ein. Einerseits wird anhand der ermittelten Kopfposition der vir-
tuelle Abstand zum Muster nachjustiert, so dass das Tracking somit die Ge-
nauigkeit der Stimulation beeinflusst. Anderseits dient die Position der Maus
auch der eigentlichen Versuchsauswertung zur Bestimmung visueller Schwel-
len. Damit wirkt sich das Tracking ebenfalls auf die potentielle Genauigkeit
der Auswertung aus.

Die Genauigkeit des Trackings ist bei Verwendung natiirlicher Marker nicht
ohne einen direkten Vergleich mit einer anderen Messvorrichtung maglich, die
ebenfalls nicht auf Marker angewiesen ist (z.B. ein Laser-Scanner), da die kor-
rekte Position der Maus ansonsten nicht bestimmt werden kann. Da keine
weiteren Geréte verfiighar waren, wurde die Tracking-Genauigkeit stattdessen
mit dem manuellen Tracking durch einen menschlichen Beobachter verglichen,
der die Position der Maus durch eine frameweise Analyse der Videoaufzeich-
nung manuell bestimmte. Diese Auswertung wurde auch verwendet, um die
Genauigkeit des markerbasierten Verfahrens 2Circle zu beurteilen.

Das monitorbasierte Verfahren zur Bestimmung von visuellen Schwellen
mittels OKR von Prusky et al. [148] ist vollstindig auf die Bestimmung der
Position der Maus wahrend des Versuchs durch einen menschlichen Beobachter
angewiesen.

Wird die Position des Mauskopfes auf dem Bildschirm mittels einer Com-
putermaus erfasst, gibt es zwei Arten, wie dies geschieht. In der einen Variante
wird dem Mauskopf kontinuierlich mit dem Mauscursor gefolgt. In der zwei-
ten Variante wird die Position nur korrigiert, wenn die Maus ihre Position
signifikant gedndert hat (im Folgenden als manuelles Tracking “auf Anfrage*
bezeichnet). Dies unterliegt der subjektiven Bewertung des Betrachters. Beide

Varianten wurden ebenfalls in den Vergleich miteinbezogen.
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Um den Fehler zu quantifizieren, wurde die Differenz zwischen der im Nach-
hinein ermittelten Kopfposition und der aus den unterschiedlichen Tracking-
Verfahren ermittelten Kopfpositionen errechnet. Die einzelnen Spuren einer
Aufnahme und die Ergebnisse aller Verfahren sind in Abbildung 5.6 darge-
stellt.

Wie in der Darstellung zu sehen ist, ist es mit allen Methoden moglich,
der Kopfbewegung des Tieres zu folgen. Augenscheinlich ist das Ergebnis des
markerbasierten Ansatzes das Priziseste, das Verfahren kann jedoch nicht in
allen Frames die Position ermittelt. So beispielsweise in dem Abschnitt zwi-
schen der 45ten und 50ten Sekunden der Aufnahme, bei welchem der Mauskopf
leicht gekippt war, so dass der Marker mit der beschriebenen Methode nicht
mehr erkannt werden konnte. Das Ergebnis des markerlosen Ansatzes ist et-
was verrauschter, es kann dafiir jedoch die Position in allen Frames sehr robust

ermittelt werden.

Beide manuellen Verfahren liefern deutlich ungenauere Ergebnisse. Da in der
Praxis kein kontinuierliches Tracking mit einer Computermaus durchgefiihrt
wird, stellt Abbildung 5.6 (C) ein Beispiel fiir den bisherigen Normalfall eines

manuellen Trackings dar.

Als Fehlermaf wurde die Gesamtfliche unter der Kurve des euklidischen Ab-
stands berechnet. Es ergibt sich eine Fliche von ~104.20 Pixel-s fiir mouseS-
hape, = 90.45 Pixel-s fiir twoClircle, ~165.39 Pixel-s fiir das manuelle Tracking
auf Anfrage und =~ 180.21 Pixel-s fiir das kontinuierliche manuelle Tracking.
Zur Veranschaulichung des Fehlers wurde zusétzlich der euklidische Abstand
zwischen der tatsédchlichen Position des Kopfes zur getrackten Position in rea-
len Entfernungen innerhalb der Versuchsarena in einem Histogramm (Binweite:
1mm) dargestellt (Abbildung 5.7). Beim markerbasierten Tracking twoClircles
liegt der grofkte Anteil aller Frames zwar bei einem Fehler unter 1 mm, die Be-
reiche, bei denen das Tracking fehlschlug, fithren jedoch zu sehr grofen Fehlern,
was zu einem durchschnittlichen euklidischen Abstand von & 2,3mm fiihrt.
Der Abstand liegt beim markerlosen Tracking im Schnitt bei etwa &~ 2.5 mm,
wobei wihrend des Versuchs kein Fehler grofer als 8 mm auftrat. Die Genauig-
keit beider manuellen Verfahren liegt deutlich unter den Werten des automa-
tischen Trackings. Eine mittlere Abweichung von 4.2 mm wurde fiir das ma-

nuelle Tracking auf Anfrage ermittelt und eine noch gréfere Abweichung von
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Abbildung 5.6: Vergleich der Genauigkeit unterschiedlicher Tracking-

Methoden. Der markerlosen Tracking-Variante mouseShape (A), der farbmar-

kerbasierten Variante twoCircles sowie dem manuellen Folgen des Mauskopfs

mit einer Computermaus auf Anfrage (C) und kontinuierlich (D). Die X- und

Y-Koordinate wird separat in der linken und rechten Spalte der Abbildung dar-

gestellt. Die griine Linie zeigt die korrekte Position des Mauskopfes, die blaue

Linie das Ergebnis des Tracking-Verfahrens und die rote Linie die Abweichung

zwischen den beiden Spuren.
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4.6 mm fiir die kontinuierliche Variante. Aufserdem treten in beiden Methoden
auch sehr hohe Fehler von iiber 10 mm auf. Die Ergebnisse verdeutlichen die
Verbesserung, welche ein automatisiertes Tracking auch im Hinblick auf die
Stimulation bringt.

Die maximale Genauigkeit, mit welcher der Winkel des Mauskopfes iiber-
haupt erfasst werden kann, héngt ebenfalls von der Kameraauflosung und der
Position der Maus ab. Abbildung 5.8 veranschaulicht diesen Zusammenhang.
Je ndher sich das Tier am Zentrum der Plattform befindet, um so geringer
ist die Entfernung, welche der Kopf effektiv zuriicklegt, um einen bestimmten
Winkel zu erreichen. Somit stehen fiir denselben Winkel umso weniger Pixel
fiir das automatische Tracking zur Verfiigung je zentraler die Position des Tiers
ist. Bei einer Auflésung von 512x512 Pixeln und der typischen Position der
Maus wéhrend eines Versuchs ergeben sich Auflgsungen von 2-4 Pixel/°.

Die Genauigkeit des markerbasierten Trackings twoCircles wurde zuséatzlich
mit einem manuellen Goniometer bestimmt. Dazu wurde der Marker auf das
Goniometer geklebt und das Instrument im Zentrum der Arena angebracht.
Nun wurden nacheinander zwei definierte Winkel auf dem Goniometer einge-
stellt und die Differenz sowohl fiir die abgelesen Werte als auch fiir die aus
dem Kamerabild durch das Tracking ermittelten Winkel berechnet. Dies wur-
de zehn Mal wiederholt. Die mittlere Abweichung der Differenz der getrackten
Winkel zur Differenz der am Goniometer bestimmten Winkel lag im Mittel bei
etwa 6°, mit einer maximalen Abweichung von etwa 10°. Die Messbedingun-
gen entsprechen jedoch nicht den natiirlichen Versuchsbedingungen, da keine
kontinuierliche Bewegung stattfindet und auch keine Neigung das Ergebnis
verfilscht. Auch an dieser Stelle wire eine Aussage iiber die tatséchliche Ge-
nauigkeit der Methode unter Versuchsbedingung nur durch Verwendung eines

Laser-Scanners oder einer vergleichbaren Methode moglich.

Form der kiinstlichen Marker Wihrend in der 360°-Spiegel-basierten
Apparatur zur Erfassung der Kopfposition einer Schildkrote ein dreieckiger,
kiinstlicher Marker verwendet wurde, wurde fiir die Maus eine Variante mit
zwei farbigen Kreisen gewéhlt. Mit diesem Marker konnten bei der Maus deut-
lich bessere Ergebnisse erzielt werden. Der Grund hierfiir wird in Abbildung

5.9 veranschaulicht. Bei der Verwendung des dreieckigen Markers wurden die
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Abbildung 5.7: Quantifizierung der Fehler in Form des euklidischen Abstands
zwischen der richtigen Kopfposition und der durch das Tracking-Verfahren er-
mittelten Position. Der Balken im Histogramm ganz rechts umfaft alle Frames

mit Fehlern iiber 10 mm.
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Abbildung 5.8: Auflésungen, die bei unterschiedlichen Abstinden vom Mittel-
punkt der Plattform theoretisch zur Bestimmung des Kopfwinkels zur Verfii-

gung stehen, wenn eine Auflosung von 512x512 Bildpunkten vorliegt.

Eckpunkte des Dreiecks erkannt. Neigt das Tier den Kopf zur Seite (was bei
Wasserschildkroten wihrend keines Versuchs beobachtet wurde), verfilscht sich
der resultierende Winkel. Bei Verwendung eines runden Markers hingegen fiihrt
die gleiche Neigung des Kopfes lediglich zu einer Parallelverschiebung, die sich
nicht auf den aufgezeichneten Winkel auswirkt. Der Effekt, der bei Verwen-
dung des Dreiecks auftritt, spielt auch bei der markerlosen Trackingvariante
eine Rolle. Neben der Nasenspitze muss bei diesem Verfahren ein zweiter Punkt
auf dem Kopfriicken erkannt werden, dessen Position sich aus der Annahme
einer symmetrischen Kopfform ergibt. Somit unterliegt dieser Punkt demsel-
ben Fehler, wie die seitlichen Eckpunkte des Dreiecks, was ein Grund fiir die
schlechteren Ergebnisse des markerlosen Verfahrens im Vergleich zur marker-

basierten twoCircles-Variante sein konnte.
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Abbildung 5.9: Fehler bei Neigung des Kopfes nach links bei einem dreieckigen
Marker (A) und zwei Kreisen (B). Wihrend bei den beiden Kreisen lediglich
ein horizontaler Versatz aus der Neigung resultiert, ergibt sich bei dem Dreieck

auch ein fehlerhafter Winkel.

5.4 Beispielanwendungen fiir den Versuchsauf-
bau zur Messung spektraler Empfindlichkeits-

schwellen

Der unter Abschnitt 4.1 vorgestellte Versuchsaufbau wurde verwendet, um
spektrale Empfindlichkeitsschwellen bei Schildkréten Trachemys scripta ele-
gans zu messen.

Vor jedem Versuch wurde ein kiinstlicher Marker, ein infrarot reflektieren-
des gleichschenkliges Dreieck (sieche Abchnitt 4.2.4.2), auf dem Kopf des Tieres
befestigt. Die Schildkrote wurden im Zentrum der Arena positioniert und mit
Klebeband am Panzer auf der Plattform befestigt. Danach wurden die Tie-
re fiir zehn Minuten in der bereits abgedunkelten Arena belassen, damit sich
das visuelle System dunkeladaptieren konnte. Zur Stimulation wurde ein re-
gelméfiges Streifenmuster mit neun schwarzen und neun weifen Streifen (in
360°) verwendet. Das Streifenmuster wurde fiir diesen Versuch sinusformig mit

einer Amplitude von 80° und einer Perioden-Dauer von 14s in jedem Durch-
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lauf achtmal horizontal um das Tier bewegt. Das Verhalten wurde bei zehn

A 140F
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Abbildung 5.10: A: Kontinuierliche blaue Linie: Kopfwinkel, der durch den
Trackingalgorithmus TRTriangle (sieche Abschnitt 4.2.4.2) ermittelt wurde. Ge-
punktete blaue Linie: Kopfwinkel ohne Bewegung des Stimulus. Rote Linie:
Normierte Stimulusposition (Stimulus: 550 nm, 4.7108 * 10'1 Quanten* cm-2
*¢-1). Griine Linie: Periodisch normierter Kopfwinkel aus der aufgezeichneten
Spur (blaue Linie). B: Korrelationskoeffizienten der 8 Perioden und der Median

tiber die acht Priisentationen (rote Linie)

unterschiedlichen Wellenliingen (436, 450, 484, 500, 520, 550, 578, 600, 633

und 650 nm) aufgezeichnet. Die Lichtintensitit wurde bei jeder Wellenldnge

01 1 Quanten

7" iiber die
CcCm=*s

ausgehend von vollstindiger Dunkelheit in Schritten von 1
Kontrolleinheit (sieche Abschnitt 4.1.2) erhéht, bis eine eindeutige Folgebewe-
gung zu erkennen war. Zusitzlich wurde stets eine Messung bei maximaler
Stimulusintensitit durchgefiihrt.

Die aufgezeichnete Kopfbewegung wurde in Form des Kopfwinkels gespei-
chert und wie in Abschnitt 4.1.5 beschrieben ausgewertet, indem der Korrela-
tionskoeffizient jeder Periode zwischen dem normierten Winkel der Kopfbewe-
gung und dem Winkel des Stimulus gebildet wurde.

Eine aufgezeichnete Spur und die errechneten Korrelationskoeffizienten zu
dieser Spur sind in Abbildung 5.10 dargestellt. Neben der regelmafigen Folge-

bewegung ist auch zu sehen, wie still das Tier den Kopf hélt, wenn der Stimulus
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sich nicht bewegt.

1
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Abbildung 5.11: Abhéngigkeit der Korrelationskoeffizienten zwischen dem
Kopfwinkel und dem Stimuluswinkel zur Lichtintensitit bei einer Wellenlén-
ge von 550 nm. Korrelationskoeffizienten von individuellen Perioden des sich
sinusformig bewegenden Stimulus sind durch griine Punkte gekennzeichnet (8
Stimulus-Perioden fiir jede Intensitéit). Die Daten wurden durch eine logisti-
sche Funktion gefittet (blaue Linie).

Die Abhéngigkeit der Korrelationskoeffizienten von der Stimulusintensitét
wurde schlieflich durch einen Kurvenfit mit einer logistischen Funktion unter
Verwendung der MATLAB Curvefitting Toolbox 2.0 analysiert. Fiir die Anpas-

sung der Kurve wurde folgende logistische Funktion verwendet:

b
b+ ek

r(i)=G—G (5.4)

Die Abhéngigkeit des Korrelationskoeffizienten der Kopfbewegung von der
Lichtintensitét fiir eine Wellenldinge von 550 nm ist in Abbildung 5.11 darge-
stellt. Durch die Normalisierung einzelner Perioden ergeben sich vor allem bei
den niedrigen Lichtintensititen stark anti-korrelierte Werte, obwohl die Schild-
krote sich in diesen Phasen wahrend des Versuchs nicht bewegt hat. Der Grund

hierfiir ist, dass in jeder Periode normiert wurde, unabhingig davon, ob eine
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Folgebewegung erfolgte oder nicht. Dies hat zur Folge, dass das Rauschen eben-
falls verstarkt wird. Dieses methodisch bedingte Rauschen nimmt bei héheren
Intensitdten deutlich ab. Bei der maximalen Lichtintensitit sind ausnahmslos
alle Korrelationskoeffizienten nah bei dem ermittelten Maximum von 0.85 (sie-
he Abschnitt 4.1.5), welches bei einer optimalen Folgebewegung bei maximaler
Stimulusintensitdt und dem ganzen Spektrum der LED gemessen wurde. Das
Ergebnis der Messung bei einer Stimulation mit unterschiedlichen Wellenlén-
gen sieht qualitativ sehr dhnlich, wie die aufgezeichnete Spur bei 550 nm aus.
Die den Messungen angepaften Kurven aller Messungen sind in Abbildung
5.12 zusammengetragen. Es ist deutlich zu sehen, dass sich sowohl die Steil-
heit der Kurven dndert als auch der absolute Intensitédtsbereich, in dem eine
Verhaltensantwort hervorgerufen werden konnte und das visuelle Systems des
Tiers somit eindeutig unterschiedlich sensitiv fiir verschiedene Wellenldngen
ist.

Um den Effekt zu quantifizieren, wurde ein 25%-und ein 50%-Schwellenkri-
terium angenommen und diese fiir die angepassten Kurven fiir alle Wellenlén-
gen ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Die maximale
Verhaltensantwort konnte demnach bei einer Wellenldnge von 520 nm gemes-
sen werden. Die spektrale Empfindlichkeitskurve dhnelt bei beiden Kriterien
dem Spektrum eines Stibchen-Photopigments und der spektralen Sensitivitit
eines einzelnen Stdbchen-Photorezeptors [108, 134]. Es ist somit davon auszu-
gehen, dass die verwendeten Lichtintensitdten in einem Bereich sind, welcher
nur das skotopische System des Tiers (also das Nachtsehen) aktiviert hat. Dies
entspricht dem Ergebnis fritherer Studien am Goldfisch, die ebenfalls gezeigt
haben, dass die Verhaltensantwort beim OKR vom Adaptationszustand des
Tiers abhéingt und die Antwort im dunkeladaptierten Zustand dem Spektrum
der Stébchen dhnelt [162]. Insgesamt konnte dieser Versuch zeigen, dass mit der
entwickelten Apparatur zuverléssig optokinetische Folgereaktionen bei Stimu-
lation mit unterschiedlichen Wellenldngen aufgezeichnet werden kénnen und
die beschriebene Auswertemethode eine objektive Aussage iiber die Wahrneh-
mungsschwellen eines Tiers ermoglicht. Die Apparatur ist demnach fiir viele
weitere Versuche geeignet, bei welchen eine prézise spektrale Zusammenset-
zung bei einer 360°-Stimulation relevant ist, und/oder eine hohe raumliche

und zeitliche Prazision der Messung eine Rolle spielt.
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Abbildung 5.12: Logistische Kurvenanpassung der Verhaltensantwort fiir un-

terschiedliche Wellenlangen.
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Abbildung 5.13: Spektrale Sensitivitdt. Schwellenintensitdten wurden fiir je-
de getestete Wellenliange mit einem 25%-Kriterium und einem 50%-Kriterium
der maximalen Korrelation zwischen Kopfwinkel und Stimulusposition berech-
net (vgl. Abbildung 5.11. Sensitivitdt wurde entsprechend als die umgekehrte
Schwellenintensitdt bestimmt. Bei Wellenldngen iiber 650 nm und maximaler
Intensitit der LED-Lichtquelle konnten keine OKR-Reaktionen gemessen wer-
den. Das Absorptionsspektrum des Stdbchen-Photopigments, berechnet durch
das Dartnall-Nomogramm [39] fiir eine maximale Absorption bei 520 nm, wird

durch die griine Linie dargestellt.
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5.5 Beispielanwendungen fiir die OKR-Arena

Die Apparatur zur Messung von optokinetischen Folgereaktionen der Maus
wurde in etwa 5000 Messungen genutzt, um Kontrast- und Raumfrequenz-
schwellen von Wildtypméusen (C57/BI6) und einigen genetisch verdnderten
Tieren zu bestimmen.

Im folgenden Abschnitt werden zwei Beispielanwendungen vorgestellt, und
zwar die klassische Bestimmung von Wahrnehmungsschwellen in Wildtypméau-
sen und eine Messung des Einflusses der Tageszeit (circadianer Einfluss) auf

die Messung der optokinetischen Folgereaktion.

5.5.1 Wahrnehmungsschwellen

Da zur Messung von Kopf- oder Koérperbewegungen bei OKR-Stimulation
bisher ausschlieflich linear bewegte Stimuli, meist mit einer konstanten Ge-
schwindigkeit von 12°/s durchgefiihrt wurden [148], musste im Vorfeld eine
Versuchsreihe angesetzt werden, um die optimale Frequenz bei einer sinusfor-
migen Pendelbewegung des Stimulus zu ermitteln. Da die zeitliche Frequenz
nicht als variabler Parameter in die weiteren Versuchen einfliefen sollte, ging
es bei diesen Messungen darum, eine optimale Pendelfrequenz zu finden, bei
welcher einerseits zuverlissig Folgebewegungen bei den Tieren ausgeldst wer-
den, und anderseits die Kopfbewegung in der Videoaufnahme bestmdoglich von
einem menschlichen Beobachter wahrgenommen werden kann.

Hierzu wurden die Folgereaktionen von fiinf ménnlichen Mausen im Al-
ter von vier Monaten bei unterschiedlichen Raumfrequenzen und Bewegungs-
frequenzen ermittelt (siche Abbildung 5.14). Die Versuche wurden von Ann
Kristin Montano und Christian Pulcher im Rahmen eines Biologie-Master-
Moduls durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser ersten Messungen zeigte, dass alle
Pendelfrequenzen zwischen 0.1 Hz bis 0.25 Hz zuverléssig bei unterschiedlichen
Raumfrequenzen Verhaltensantworten bei Mausen auslosen. Da eine leicht ho-
here Anzahl von Folgebewegungen bei 0.1 Hz beobachtet wurde und die Fol-
gebewegungen bei dieser Frequenz besonders deutlich von einem menschlichen
Beobachter wahrgenommen werden konnten, wurde ein Wert von 0.1 Hz fiir
die weiteren Messungen beibehalten.

Um sicherzustellen, dass mit einer solchen sinusférmigen Stimulation die-
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Abbildung 5.14: Folgebewegungen in Abhéngigkeit von der Raumfrequenz und

unterschiedlichen Pendelfrequenzen.
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Abbildung 5.15: Folgebewegungen in Abhéngigkeit von der Raumfrequenz bei

unterschiedlichen Kontrasten.
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Abbildung 5.16: Manuell bestimmte Kontrastschwelle in Abh#ngigkeit von der
Raumfrequenz, definiert als erster Kontrast, bei dem eine Folgebewegung be-

obachtet werden konnte.

selben Wahrnehmungsschwellen anhand der Kopfhewegung gemessen werden
kénnen wie bei einem linear bewegten Stimulus, wurden in dieser Konfigura-
tion Wahrnehmungsschwellen bestimmt. Das Ergebnis einer solchen Messung
ist fiir unterschiedliche Kontraste in Abbildung 5.15 dargestellt. Das Ergebnis
einer weiteren Messung von Julia Stegen und Kerstin Didzuleit im Rahmen
eines Vertiefungsmoduls im Masterstudiengang Biologie an einer mannlichen
adulten Maus um 8 Uhr morgens ist in Abbildung 5.16 dargestellt. Die Kon-
trastschwelle wurde in diesem Versuch als derjenige Kontrastwert definiert, bei
dem die erste Folgebewegung zu beobachten war. Dies ist auch das Schwellen-
kriterium, das Prusky et al. in einer fritheren Studie verwendeten [148]. Fiir
eine direkte Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen dieser Studie wurde in der
Grafik die Sensitivitit (definiert als 1/Schwellenwert) statt des Schwellenwer-
tes angegeben. Die Ergebnisse aller durch das Urteil eines menschlichen Be-
obachters gemessenen Wahrnehmungsschwellen waren durchweg sehr dhnlich
und entsprechen Literaturwerten [147], die mit der gédngigen kommerziellen
monitorbasierten Apparatur aufgezeichnet wurden.

Neben der direkten Beobachtung durch einen Experimentator bietet die ent-

wickelte Methode den Vorteil, dass nicht nur die Kopfbewegung wahrend eines
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Versuchs als Video aufgezeichnet wird, sondern auch die ermittelten Kopfwin-

kel, welche somit fiir eine spitere Auswertung herangezogen werden kénnen.

Das methodische Potential dieses Aspekts soll anhand einer Messung der
Raumfrequenzschwellen von vier juvenilen (6 Wochen) ménnlichen M#usen ver-

anschaulicht werden.

Den Tieren wurde bei diesem Versuch bei maximalem Kontrast um 2 Uhr

eine randomisierte Folge von Raumfrequenzen présentiert.

Zur Untersuchung der Raumfrequenzschwellen wurde das unter Abschnitt
4.2.6 beschriebene Verfahren eingesetzt, um die Dauer aller Bewegungen in
einer Spur zu extrahieren. Fiir die Darstellung wurden alle Bewegungen in
Stimulusrichtung mit einer Dauer von mehr als 10 Frames griin dargestellt,
diejenigen in Stimulusrichtung aber mit einer Dauer unter 10 Frames in Gelb
und Bewegungen in die gegensatzliche Richtung mit einer Dauer von mehr
als 10 Frames in Rot. Insgesamt ist zu beobachten, dass die Gesamtaktivitit
der Méause bei einem nicht bewegten Stimulus deutlich geringer ist (Abbildung
5.17, oberste Spur). Dies legt die Vermutung nahe, dass auch die Gesamtakti-
vitat der Maus wihrend einer wahrnehmbaren Stimulation zunimmt. Wahrend
die Folgebewegungen durch einen menschlichen Beobachter bei den Aufnahmen
mit einer Raumfrequenz iiber 0.5cyc/°nicht mehr eindeutig als solche erkenn-
bar sind, legen die aufgezeichneten Spuren dennoch nahe, dass der Stimulus
bei 0.52cyc/°(Maus 1) und 0.53cyc/°(Maus 2) noch immer fiir die Maus wahr-
nehmbar ist. Neben der erhohten Aktivitit sind ebenfalls langere Bewegungen

in Stimulusrichtung zu sehen, die vermutlich Folgebewegungen sind.

Wiéhrend Prusky et al. in ihrer monitorbasierten Apparatur fiir die Maus
eine maximale Raumfrequenzschwelle von 0.39cyc/°[148] auf Grundlage der
Beobachtung durch einen Menschen messen konnten, stimmt die Beobachtung
mit den Daten von Abdeljalil et al. tiberein, die durch eine manuelle Aus-
wertung einer aufgezeichneten Videospur angeben, eine Raumfrequenzschwel-
le von 0.52cyc/°ermittelt zu haben [1|. Eine Schwelle zwischen 0.5cyc/°und
0.6¢cyc/°wird auch in mehreren anderen Studien angenommen [63, 147, 170,
205]. Abdeljalil et al. verwendeten zur Stimulation einen Papierzylinder (siche
Abschnitt 4.2.2), der somit vollstéindig rund ist, jedoch nicht nachjustiert wur-
de, wenn die Maus sich ihm nahert. Es ist unklar, inwiefern die Methode der

Stimulation selbst die Raumfrequenzschwellenmessung beeinflusst. In jedem
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Fall werden Folgebewegungen bei Raumfrequenzen iiber 0.5cyc/°nicht mehr
durch einen menschlichen Beobachter erfasst, sind aber in den aufgezeichneten

Spuren noch deutlich erkennbar.

5.5.2 Der Effekt der Tageszeit

Die Aktivitat der Maus ist stark tageszeitabhéngig [31, S. 108], und dieser
circadiane-Effekt spiegelt sich auch in der Verhaltensleistung der Tiere wider.
Eine typische Messmethode, um die Aktivitdt bei unterschiedlichen Tages-
zeiten zu messen, ist die Uberwachung der Laufrad-Aktivitdt in einem Kifig
[168]. Solche Studien konnten zeigen, dass sich die Aktivitdt bei Beginn der
Dunkelheit erhoht, wihrend der Nacht auf einem relativ konstanten Niveau
bleibt und schlieflich bei Sonnenaufgang wieder stark abnimmt. Da die Zeit
bei OKR-Messungen in vielen Studien nicht angegeben wird, dies aber ein be-
deutender Aspekt in der Aktivitdt der Méuse ist, bot sich die Messung des
circadianen Einflusses auf die Verhaltensleistung als Beispielanwendung zur
weiteren Erprobung der Apparatur an.

Insgesamt wurden fiinf ménnliche C57B1/6J Méuse im Alter von zwei Mo-
naten fiir die Versuche verwendet. Die Tiere wurden bei Raumtemperatur und
einem 12 Stunden-Tag/Nacht Zyklus (Licht von 8-20 Uhr) gehalten. Zur Sti-
mulation wurde entsprechend den Ergebnissen aus 5.5.1 ein sinusformiger Sti-
mulus mit einer Amplitude von 60° und einer Frequenz von 0.1s verwendet.
Bei jeder Einstellung wurde eine Minute lang aufgezeichnet, so dass der Stimu-
lus insgesamt sechs Mal die Richtung &nderte. Die Verhaltensleistung wurde
jeweils bei den Kontrasten 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30 und den Raumfre-
quenzen 0.031, 0.064, 0.092, 0.103, 0.192, 0.272 gemessen. Jeder Kontrastwert
und jede Raumfrequenzschwelle wurde fiir die gesamten 24 h in einem Intervall
von 3 h jeweils drei mal gemessen. Somit wurden bei fiinf Tieren insgesamt 3456
Messungen (5 x 6 Kontraste x 6 Raumfrequenzen x 8 Tageszeiten x 3 Durch-
ldufe) in Zusammenarbeit mit den studentischen Hilfskriften Julia Stegen und
Vincent Kunze durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte sowohl manuell, indem
die subjektiv wahrgenommenen Folgebewegungen in jedem Versuch vom Ex-
perimentator notiert wurden, als auch automatisch im Nachhinein anhand der
getrackten und aufgezeichneten Kopfwinkel. Bei der manuellen Auswertung

wurde je Richtungswechsel maximal eine Folgebewegung notiert, so dass eine



159

‘(mdg 91s19q0) I9ISN\ WIdomaquN To( pun Uszusnbog

-wneY UsYDI[PAIYISILUN To¢ SHYORU IY[) g WN SNBJ\ USYDI[UURT U} USYDIOA\ SYDISS I9UTD JI0MJURSUIRYIDA :11°C SUNprqqy

[sw] yoz
008 00L 009 00S 0ot 00e 002 00L

~— SN




160

maximale Anzahl von sechs Folgebewegungen wihrend eines Versuchs moglich

war.

5.5.3 Manuelle Auswertung

Fiir die manuelle Auswertung wurden die Daten in Matlab importiert und die
Kurve mit einem sigmoiden Fit mit Hilfe der MATLAB Curve Fitting toolbox
mittels nonlinear-least-squares Methode anhand folgender logistischer Formel

angepalst:

B G
- 14+ ekla—zv)’
Hierzu wurden die Daten aller Mause und aller Durchliufe in einem Daten-

y (5.5)

satz vereint, der Grundlage fiir die Anpassung der Kurve war. Die Einzeldaten
einer Tageszeit und die Kurven-Anpassungen dazu sind in Abbildung 5.18 ab-
gebildet.

8 Uhr

= 0.031
0.064
= 0.092
0.103
- 0.192
—0.272

Anzahl Folgebewegungen
w

0 0.1 0.2 0.3 0.4
Kontrast

Abbildung 5.18: Verhaltensantworten bei unterschiedlichen Raumfrequenzen
um 8 Uhr.

Der Einfluss von Kontrast und Raumfrequenz Es ist deutlich zu erken-
nen, dass die Folgebewegungen bei hohen (0.272 cyc/°) und niedrigen Raumfre-
quenzen (0.031 cyc/°) spéter einsetzen als bei den Raumfrequenzen im mittle-

ren Bereich. Dies entspricht den Ergebnissen aus Abschnitt 5.5.1. Aufterdem ist
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zu erkennen, dass die maximale Anzahl insbesondere bei der hochsten Raum-
frequenz mit ca. zwei Folgebewegungen unter der Anzahl der anderen Werte
(4-6 Folgebewegungen) liegt. Der Maximalwert von sechs Folgebewegungen
wird sowohl bei (0.103 cyc/°) als auch bei (0.192 cyc/°) in mehreren Versuchen
erreicht. Auch dies stimmt mit Literaturwerten [148] und den unter Abschnitt
5.5.1 vorgestellten Ergebnissen iiberein. Der Effekt der Raumfrequenz auf die

Reaktion der Maus konnte zu jeder Tageszeit beobachtet werden.
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Abbildung 5.19: Verhaltensantworten bei unterschiedlichen Raumfrequenzen

und Tageszeiten.
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Abbildung 5.20: Wahrnehmungsschwelle fiir unterschiedliche Raumfrequenzen
im Laufe des Tages. Die Werte iiber 0.3 wurden nicht gemessen und deuten

an, dass die Schwelle iiber dem Kontrast von 0.3 liegen muss.

Der Einfluss der Tageszeit Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.19 zusam-
mengetragen. Jede Grafik entspricht hierbei einer Raumfrequenz, so dass die
unterschiedlichen Kurven den direkten Einfluss der Tageszeit auf die Messung
darstellen. Ein klarer Unterschied in der Verhaltensleistung wurde zwischen
den Messungen in der Nacht oder frithen Morgenstunden (23-8 Uhr) und den
Messungen bei Tage (11-20 Uhr) festgestellt. Dies betrifft sowohl die maximale
Anzahl an Folgebewegungen als auch den Anstieg der Kurven. Besonders deut-
lich ist der Effekt bei der héchsten gemessenen Raumfrequenz zu erkennen, wo
bei den Messungen zwischen 23 und 8 Uhr noch drei Folgebewegungen ausge-
fiihrt werden, jedoch gar keine mehr zwischen 14 und 20 Uhr. Definiert man
die Wahrnehmungsschwelle anhand der Kurvenfits mit dem géngigen psycho-
metrischen Maf des Halbmaximums (50 % des Maximalwertes einer Messung),
ergibt sich anhand dieser Werte das in Abbildung 5.20 dargestellte Bild. Die
Wahrnehmungsschwelle steigt ab 5 Uhr fiir manche und ab 11 Uhr fiir alle
Raumfrequenzen an. Der Effekt ist bei den Raumfrequenzen, die die Maus
sowieso schlechter wahrnimmt (siehe Abschnitt 5.5.1), jedoch verstirkt. Bei
0.031 cyc/° und 0.272cyc/° kann fiir den Zeitraum von 14 bis 20 Uhr keine

Wahrnehmungsschwelle mehr angegeben werden. Der Wert muss jedoch iiber
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dem maximalen Kontrast der Messreihe von 0.3 liegen.

5.5.4 Automatische Auswertung

Fiir die automatische Auswertung der Daten wurde das unter Abschnitt 4.2.6
vorgestellte Verfahren verwendet, wobei nur die Richtung der Kopfbewegung
in die Auswertung mit einfliefft und mit der Richtung des Stimulus verglichen
wird. Das Ergebnis dieser Methode sind zwei Vektoren. Einer, welcher die
Linge jeder Bewegung enthilt, die mit der Stimulusrichtung iibereinstimmt,
und ein zweiter, welcher die Linge jeder Bewegung enthélt, die nicht mit der
Richtung des Stimulus iibereinstimmt. Somit liegt neben dem Wissen iiber die
Koinzidenz der Kopfbewegung mit der Stimulusbewegung auch Information
iiber die allgemeine Bewegungsaktivitit des Tieres vor.

Da unklar war, wie sich die einzelnen Parameter auf die Bewegungen der
Tiere insgesamt auswirken, wurden die Einfliisse des Kontrastes, der Raumfre-
quenz und der Tageszeit aller Aufnahmen in einem ersten Schritt gemeinsam
ausgewertet. Hierzu wurden jeweils Bewegungen in Richtung des Stimulus (also
potentielle Folgebewegungen) und Bewegungen in die entgegengesetzte Rich-
tung untersucht. Die beschriebene Auswertemethode liefert neben der Anzahl
an Richtungsiibereinstimmungen auch die Linge einer einzelnen Bewegung.
Dies ist wichtig, da davon auszugehen ist, dass sehr kurze Bewegungen (im
Extremfall eine Bewegung iiber nur zwei Frames) keine Folgebewegungen dar-

stellen.

Der Einfluss von Kontrast und Raumfrequenz Die Abhéngigkeit zwi-
schen diesen Bewegungsdauern und dem Kontrast ist in Abbildung 5.21 abge-
bildet. Bewegungen unterschiedlicher Langen in der entgegengesetzten Rich-
tung zur Stimulusbewegung bleiben bei unterschiedlichen Kontrasten weitge-
hend gleich. Die langeren Bewegungen iiber eine Dauer von 21-101 Frames
nehmen minimal mit steigendem Kontrast zu (von ~ 85% des Maximalwerts
auf den Maximalwert), wiahrend sehr kurze Bewegungen leicht abnehmen und
Bewegungen iiber 11-21 Frames konstant bleiben.

Im Fall von Bewegungen in Richtung des Stimulus ist hingegen eine deut-
liche Abhéngigkeit zu erkennen. Lingere Bewegungen (>20 Frames) nehmen

mit steigendem Kontrast sehr deutlich zu. So betrigt die Anzahl von Bewe-
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Abbildung 5.21: Einfluss des Kontrastes auf die Dauer der Bewegungen der
Maus in Richtung des Stimulus (links) und entgegen der Stimulusrichtung
(rechts).

gungen mit einer Dauer von 30 Frames oder mehr bei einem Kontrast von
0,05 nur 65% des Maximalwerts, der bei maximalem Kontrast erreicht wird.
Es ist somit davon auszugehen, dass es sich bei einem gewissen Anteil der Be-
wegungen um Folgebewegungen handelt, die bekannterweise mit steigendem
Kontrast zunehmen (siche Abschnitt 5.5.1). Zusétzlich wird deutlich, dass lan-
ge Folgebewegungen bei hohen Kontrasten deutlich starker zunehmen als kurze

Folgebewegungen.

Der Anstieg der Bewegungen in die entgegengesetzte Richtung kénnte eben-
falls auf den Stimulus zuriickzufiihren sein, da eine hohere Aktivitat der Maus
auch mit einer hdheren Anzahl von Bewegungen in die entgegengesetzte Rich-
tung verbunden sein konnte (z.B. durch Riickstellbewegungen einer erneuten

Fixierung des Musters an einer anderen Stelle, siehe Abschnitt 1.2).

Auch die Raumfrequenz hat einen Einfluss auf die Bewegungen der Tiere
(sieche Abbildung 5.22). Die maximale Anzahl an Bewegungen in die richti-
ge Richtung erfolgt bei Raumfrequenzen von etwa 0.1cyc/° und fillt sowohl
zu niedrigen als auch zu héheren Werten ab. Auch dieses Ergebnis entspricht

fritheren Beobachtungen und Literaturwerten (sieche Abschnitt 5.5.1). Die Be-
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Abbildung 5.22: Einfluss der Raumfrequenz auf die Dauer der Bewegungen
der Maus in Richtung des Stimulus (links) und entgegen der Stimulusrichtung
(rechts).

wegungen entgegen der Stimulusrichtung sind mit einer Ausnahme der Werte
bei 0.272 cyc/° fiir jede Sequenzlénge in einem Bereich von £10% konstant. Der
Grund fiir die Zunahme ldngerer Bewegungen in entgegengesetzter Richtung
bei dieser Raumfrequenz ist unklar.

Da bei Bewegungen mit einer Dauer von weniger als 10 Frames weder im
Hinblick auf Kontrast und Raumfrequenz noch im Hinblick auf die Tageszeit
eine nennenswerte Abhéngigkeit erkannt werden konnte, wurden diese Sequen-
zen fiir die folgende Auswertung verworfen. Alle anderen Sequenzen wurden
summiert, so dass fiir jeden Versuch die Gesamtzeit vorlag, in welcher die
Bewegung des Kopfes mit der Bewegung des Stimulus iibereinstimmte, und
entsprechend ebenso die Gesamtzeit, in der sie nicht iibereinstimmte. Die Be-
wegungsdauer entgegen der Stimulusrichtung wurde nun von der Bewegungs-
dauer in Stimulusrichtung abgezogen. Unter der Annahme, dass zufillige Be-
wegungen in beide Richtungen gleich hiufig auftreten, sind somit theoretisch
nur noch Folgebewegungen vorhanden. Diese Bewegungen wurden wie im Fall
der manuellen Auswertung (siche Abschnitt 5.5.3) fiir je eine Raumfrequenz
und eine Tageszeit gegen den Kontrast aufgetragen und mit der bereits bei

der manuellen Auswertung verwendeten logistischen Formel angepafst. Hier-
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Abbildung 5.23: Verhaltensantworten bei unterschiedlichen Raumfrequenzen
um 8 Uhr.

fiir wurde jeweils das Minimum einer Datenspur abgezogen. Das Ergebnis der
Messung um 8 Uhr ist in Abbildung 5.23 dargestellt.

Die hochste (0.272 cyc/°) und niedrigste Raumfrequenz (0.031 cyc/°) fithren
zu weniger (oder kiirzeren) Folgebewegungen (= 65 frames in einer Aufnahme),
wihrend die mittleren Raumfrequenzen von 0.092cyc/° und 0.103 cyc/° zu
héufigeren (oder ldngeren) Folgebewegungen fiihren. Die ermittelten Schwellen
liegen deutlich unter den manuell ermittelten Schwellen, aber der Verlauf ist

qualitativ sehr dhnlich.

Der Einfluss der Tageszeit Der Einfluss der Tageszeit auf die Bewegungen
des Tiers wurde auf dieselbe Art untersucht und ist in Abbildung 5.24 darge-
stellt. Der Einfluss wirkt sich auf den Verlauf der Bewegungen in Richtung
des Stimulus und in die entgegengesetzte Richtung qualitativ sehr dhnlich aus.
Langere Bewegungen nehmen ab 11 Uhr iiber den Tag hinweg immer weiter ab
und ab 23 Uhr wieder zu. Diese Aussage stimmt mit den Beobachtungen zur cir-
cadianen Aktivitdt von M&usen iiberein [168]. Der Einfluss ist zwischen 11 und
20 Uhr fiir lingere Bewegungen in Stimulusrichtung geringer. Der Zusammen-

hang aller Tageszeiten und Raumfrequenzen ist in Abbildung 5.25 dargestellt.

Das Ergebnis ist im Vergleich zur manuellen Auswertung unregelméafiger,
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Abbildung 5.24: Einfluss der Tageszeit auf die Dauer der Bewegungen der Maus
in Richtung des Stimulus (links) und entgegen der Stimulusrichtung (rechts).

entspricht diesem qualitativ jedoch weitestgehend. Die Folgebewegungen neh-
men auch hier vor allem bei den hohen und niedrigen Raumfrequenzen tagsiiber
deutlich ab. Aus den einzelnen Kurven wurde wie in Abschnitt 5.5.3 die Wahr-
nehmungsschwelle im Laufe des Tages anhand des 50%-Kriteriums berechnet.
Das Ergebnis ist in Abbildung 5.26 dargestellt.

Wihrend das qualitative Ergebnis dieser automatischen Auswertung den Er-
gebnissen der manuellen Auswertung sehr &hnlich ist, so sind die quantitativen
Ergebnisse im Hinblick auf die Wahrnehmungsschwellen unregelmafiger. Der
Hauptgrund ist vermutlich, dass bei dieser Form der Auswertung nicht ohne
Weiteres ein Minimalwert und ein Maximalwert fiir die Gesamtdauer der Fol-
gebewegungen angegeben werden kann, da deren Liange und Anzahl nicht nur
zwischen unterschiedlichen Parametereinstellungen, sondern unter Umstanden
auch zwischen einzelnen Tieren und Versuchen variiert. Im Gegensatz dazu
ist bei der Beobachtung durch einen Experimentator sowohl der Minimalwert
(keine Folgebewegungen) als auch der Maximalwert (in diesem Fall sechs Fol-
gebewegungen) vorgegeben. Dieser Aspekt wirkt sich auf die Kurvenanpassung
der psychometrischen Funktion aus, da bei der automatischen Auswertung der
Minimalwert abgezogen werden musste, um eine Vergleichbarkeit der einzel-
nen Parametereinstellungen zu ermoglichen. Die Kurve verschiebt sich somit

bei entsprechenden Schwankungen der Minimalwerte, und damit variiert auch



168

Dauer Folgebewegungen Dauer Folgebewegungen

Dauer Folgebewegungen

100 A 0.031 cyc/°. B 0.064 cyc/°.
100 C 0.092 cycl°. yd
80 , —
[—F
60 =7
40
20
0 — J/
100 D 0.192 cycl°. E o0.272 cycre.
80 -/.
60 - 7/' E
7 <
40
20
0 1 1 1 ) 1 1 1 )
0 0.1 0.2 0.3 040 0.1 0.2 0.3 0.4
Kontrast Kontrast
Tageszeit
2 5 8 11 14 17 20 23

Abbildung 5.25: Automatisch ermittelte Verhaltensantworten bei unterschied-

lichen Raumfrequenzen und Tageszeiten.



169

0.351

= 0.031
0.064

0.3

Kontrastschwelle

2 5 8 11 14 17 20 23
Tageszeit

Abbildung 5.26: Automatisch ermittelte Wahrnehmungsschwelle fiir unter-

schiedliche Raumfrequenzen im Laufe des Tages.

das Schwellenkriterium. Eine grofere statistische Basis wiirde diesen Fehler
wahrscheinlich minimieren. Eine bimodale Auswertung, wie in der manuellen
Variante, bei welcher lediglich ermittelt wird, ob eine Folgebewegung durchge-
fiihrt wurde oder nicht, héitte auf der anderen Seite deutlich weniger genaue
Einblicke in den circadianen Einfluss auf die Bewegungsaktivitit der Tiere
gewahrt und unterstreicht das Potential der automatisierten Auswertemetho-

den.

5.6 Gleichzeitige Messung von Korper-, Kopf-

und Augenbewegungen

Das unter Abschnitt 4.2.7 vorgestellte Verfahren wurde neben den Messungen
der Kopfbewegung verwendet, um wihrend eines Versuchs gleichzeitig eine
Messung von Kopf- und Augenbewegungen durchzufiihren. Zusétzlich wurde
jedes fiir die Kopfbewegungen aufgezeichnete Video ein zweites Mal ausge-
wertet und die Korperachse des Tieres als Achse zwischen Nasenspitze und
Schwanzansatz bestimmt. Hierzu wurde der vorgestellte Algorithmus zur Be-
stimmung der Kopfposition (mouseShape, siche Abschnitt 4.2.4.2) modifiziert,
indem nach der Bestimmung der Nasenspitze zusitzlich der Punkt mit dem

weitesten euklidischen Abstand zur Nasenspitze als Schwanzansatz erkannt
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Abbildung 5.27: Einzelbildausschnitte einer Videosequenz von 6 Sekunden. Die
Umrandung des Augapfels (gelber Kreis) wird durch den Starburst Algorith-

mus erkannt und die Pupille (rotes Kreuz) getrackt.

wurde. Auf diese Weise konnte auch die Kérperbewegung ermittelt werden.
Um die Bewegung der Augen erfassen zu kénnen, wurde eine zweite Kamera
durch eine seitliche Offnung auf das Zentrum der Arena gerichtet. Die Versuche
wurden von Vincent Kunze an vier adulten Mausen bei einer Raumfrequenz
von 0.064 cyc/deg bei Kontrasten von 0.05-0.3 um 3 Uhr durchgefiihrt. Aus
den Videos aller Tiere wurden fiir jeden Kontrast zwei Sequenzen ausgewihlt,
insgesamt also 12 Sequenzen, bei denen sich das Auge der Maus in der Fo-
kusebene der Kamera befand. Die Sequenzen wurden dann im Free Tracking
Framework (siche Abschnitt 4.2.4.6) geladen und ausgewertet. Die Auswahl
der Muster fiir die Korrelationsbildung wurde manuell vorgenommen, und die
Eigenschaften der verwendeten Filter (sieche Abschnitt 4.2.7) wurden ebenfalls
fiir jede Videosequenz einzeln angepasst. In Abbildung 5.27 sind alle Einzel-

bilder einer aufgezeichneten Sequenz dargestellt.

Die horizontale und vertikale Rotationskomponente der Pupille bezogen auf

den Mittelpunkt des Auges wurden anhand des unter Abschnitt 4.2.7 vorge-
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stellten, stark vereinfachten Augenmodells berechnet.

Zwei Sequenzen bei denen deutliche Augenbewegungen beobachtet wurden,
wurden fiir eine separate Auswertung herangezogen. Beide Komponenten der
zehn verbleibenden Sequenzen sind in Abbildung 5.28 in Form zweier Histo-
gramme dargestellt. Der Abstand betrigt bei der horizontalen Komponente
maximal ~ 8°, bei der vertikalen maximal ~ 10 °. Auch wenn die Methode
im Vergleich zu Messungen am fixierten Tier deutlich ungenauere Ergebnisse
liefert, konnen einige Erkenntnisse aus den aufgezeichneten Daten gewonnen
werden. Der sinusférmig bewegte Stimulus wurde mit einer Frequenz von 12°/s
und einer Amplitude von 60° bewegt. In drei der zwolf Sequenzen konnte die
Augenbewegung wihrend der Richtungséinderung des Stimulus aufgezeichnet
werden. Auch in diesem Bereich wurde keine grokere Abweichung der Pupille
vom Mittelpunkt des Auges ermittelt. Es ist bekannt, dass bei sinusférmi-
gen Bewegungen die schnelle Phase der optokinetischen Folgereaktion weitest-
gehend ausfallen kann ([53|), was dieser Beobachtung entspricht. Neben den
Richtungsinderungen wurden auch zwei Sequenzen aufgezeichnet, die das Ein-
setzen der Folgereaktion festhalten. Dies sind die einzigen beiden Sequenzen,
bei denen eine eindeutige Augenbewegung aufgezeichnet wurde. In einer Spur
konnten sowohl das Einsetzen der Folgebewegung wie auch ein Richtungswech-

sel aufgezeichnet werden (dargestellt in Abbildung 5.29).

Die einzelnen Phasen der Folgebewegung sind deutlich zu erkennen. Die
Folgebewegung setzt mit einer Kopfbewegung in Richtung der Rotationsrich-
tung des Stimulus ein. Bei dieser Bewegung handelt es sich nicht um eine
Riickstellbewegung, sondern um das Einsetzen der Folgebewegung nach einer
inaktiven Phase. Somit muss als erstes eine Fixierung durch die Augen statt-
finden, welche jedoch nicht mit aufgezeichnet wurde, da sich der Kopf der
Maus noch nicht im Fokus der zweiten Kamera befand. Sowohl der Kérper als
auch der Kopf folgen der Augenbewegung und passen sich der Geschwindigkeit
des Stimulus an. Zu beachten ist, dass sich der Winkel der Pupille auf einen
Rotationsmittelpunkt auf dem Kopf bezieht. Wéhrend die Folgebewegung von
Korper und Kopf einsetzt, folgt die Pupille dem Stimulus immer langsamer und
repositioniert sich im Zentrum des Auges. Nach dieser Bewegung weicht der
horizontale Rotationswinkel der Pupille fiir den Rest der Spur nicht mehr als

8° vom Zentrum des Auges ab, wihrend die Kopfbewegung noch eindeutig dem
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Abbildung 5.29: Folgereaktion einer Maus. Der Start der Folgebewegung wur-
de nur fiir die Kopfbewegung aufgezeichnet, da sich das Auge noch auferhalb
des Fokus der zweiten Kamera befand. Wahrend der Bewegung ist eine deut-
liche Korrelation mit dem Stimulus zu sehen. Das Auge macht eine schnelle
Fixierungsbewegung (nicht abgebildet), worauf sich eine Ausgleichsbewegung
durch das Folgen des Kopfes anschlieft (vgl. 5.30).

Stimulus folgt. Die Kérperbewegung nimmt nach der Umkehr der Rotations-
richtung des Stimulus in dieser Sequenz stark ab und wird in dieser zweiten
Hilfte der Sequenz durch eine etwas schnellere Kopfbewegung kompensiert.
Die Sequenz endet mit einer ruckartigen Bewegung des Kopfes in Richtung des
Stimulus, nach welcher die Maus jedoch keine Folgebewegung mehr ausfiihrt
(dieser Ablauf ist schematisch in Abbildung 5.30) dargestellt.

Die Kamera die zur Durchfiihrung des Versuchs vorlag begrenzt die Auf-
16sung und Bildwiederholrate. Um in regelméafigen Abstidnden das Auge des
Tieres in der Fokusebene der Kamera abzubilden, wurde diese héchste Auf-
16sung der Kamera (1280 x 1024) und eine Bildwiederholrate von 15 Bil-
dern pro Sekunde gewahlt. Diese Bildwiederholrate schrinkt die zeitliche Auf-
16sung der Augenbewegung stark ein. Laut Nyquist-Shannon-Abtasttheorem
sind 33,33 ms auflosbar. Da Sakkaden des Mausauges mit 1500 °/s zu den
schnellsten beobachteten Augenbewegungen bei Saugetieren gehoren [31, S.
100], liegt auf der Hand, dass bei dieser Bildwiederholrate nicht alle Augen-

bewegungen erfasst werden konnen. Hohere Auflosungen und Bildwiederholra-
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Abbildung 5.30: Schematische Interpretation der beobachteten OKR-
Folgereaktion. Das Einsetzen der Folgereaktion erfolgt in diesem Fall in Rich-
tung des Stimulus, wobei wahrscheinlich zuerst die Augen einen Punkt fixieren
(2) und diesem folgen. Der Kopf folgt der Augenbewegung (3), bis die Pupille
wieder zentriert ist (4). Anschliefiend folgt nur noch der Kopf dem Stimulus,

auch wenn dieser die Richtung wechselt (5).
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ten sind ohne eine andere Kamera und eine entsprechende Grabberkarte nicht
moglich. Die Genauigkeit der Rekonstruktion der Augenbewegung ist eben-
falls schwer abzuschitzen, da eine geeignete Vergleichsmethode fehlt. Einige
Aspekte sind jedoch stark fehlerbehaftet. So ist das Auge der Maus tatséchlich
stark gekriimmt, und die Annahme einer ebenen Fléche fiir die perspektivische
Transformation entspricht somit nicht der Realitdt. Dem Fehler der perspekti-
vischen Verzerrung kann dennoch in einem nicht unerheblichen Rahmen durch
eine Transformation entgegengewirkt werden. Eine Verwendung von kiinstli-
chen Markern innerhalb des Auges (so z.B. bei [191]) wiirde es erlauben, die
perspektivische Transformation anhand einer Kugel statt einer Flache durch-
zufilhren und wiirde die Genauigkeit deutlich erhdhen. Dies wiirde auch ein
umfassenderes Augenmodell legitimieren. Zur Quantifizierung der Genauigkeit
wiirde sich eine Messung mit Induktionsspulen anbieten. Mit der in dieser Ar-
beit vorgestellten Methode konnte gezeigt werden, dass Mause wihrend einer
sich sinusférmig bewegenden Stimulation keine erkennbaren Augenbewegun-
gen durchfithren und die schnelle Phase des OKR somit ausbleibt. Aufserdem
wurde eine Bewegung des Auges entgegen der Rotation der Korperachse be-
obachtet, der vermutlich eine Fixierungs-Sakkade vorangeht. Wahrend Mause
bei einer Fixierung des Kopfes keine Augenbewegungen durchfithren und des-
halb vermutet wird, dass sie ihre Umwelt im Wesentlichen durch Bewegung
des Kopfes erkunden [189], wurden bei Kaninchen in anderen Verhaltensversu-
chen sehr wohl Augenbewegungen beobachtet [212], die jedoch auch bei einer
Fixierung des Kopfes ausbleiben [34].
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Kapitel 6

Fazit

Die vorgestellten Methoden zur Messung von visuellen Schwellen anhand der
OKR-Reaktionen von Tieren ergéinzen und verbessern vorherige Ansétze in

vielen Aspekten.

Der erste Aufbau erlaubt es, Messungen mit zeitlich und rdumlich sehr pra-
zise definierten Stimuli durchzufiihren, indem die Rotation eines Dias iiber eine
mikrocontroller-basierte Steuereinheit erfolgt, welche zusétzlich eine Kamera
triggert. Durch die Verwendung eines 360°-Spiegels fiir die Projektion ergibt
sich ein deutlich homogenerer Stimulus als bei einer direkten Projektion auf die
Innenwand eines Zylinders, wie sie in fritheren Ansétzen durchgefiihrt wurde
[26]. Der Kopf der Tiere wurde durch Verwendung eines kiinstlichen Markers
und eines kantenbasierten Trackingalgorithmus detektiert und der Winkel auf-
gezeichnet. Die aufgezeichnete Spur konnte im Nachhinein dazu verwendet
werden, die Verhaltensleistung der Tiere objektiv zu quantifizieren. Mit dieser
Apparatur wurden Wahrnehmungsschwellen bei unterschiedlichen Wellenlan-
gen bei Wasserschildkroten gemessen, und es konnte gezeigt werden, dass die
Verhaltensantwort bei skotopischen Lichtbedingungen in etwa dem Absorp-
tionsspektrum der bei diesen Intensititen aktiven Stdbchen-Photorezeptoren

entspricht.

Die zweite vorgestellte Apparatur wurde speziell fiir die Messung von Wahr-
nehmungsschwellen an Méusen entwickelt. Der monitorbasierte Ansatz erlaubt
es, schnell und unkompliziert unterschiedliche Stimuli darzubieten. Durch eine
Bestimmung der optoelektrischen Ubertragungsfunktionen kénnen auch hier

die Intensitdten der Farbkanile und die Kontraste sehr genau, jedoch in einem
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kleineren Bereich eingestellt werden. Neben den markerbasierten Verfahren
wurde erstmals ein videobasiertes, automatisiertes, markerloses Kopf-Tracking
fiir Mause implementiert, das zwei Vorteile bietet: Zum einen kann der Stimulus
in Echtzeit an die Kopfposition der Maus angepafst werden, um eine prizise-
re Préasentation von Raumfrequenzen zu erméglichen. Zum anderen kann der
Winkel des Mauskopfes aufgezeichnet werden. Dies ist inbesondere bei OKR-
Messungen von Vorteil, da die Messungen von Korperbewegungen schlechtere
Ergebnisse liefern als die Messung von Kopfbewegungen [164, 1] und die Mes-
sungen von Augenbewegungen in der Regel eine invasive Fixierung des Tieres

voraussetzten.

Die Messergebnisse der Koptbewegungen decken sich mit vorherigen Lite-
raturwerten, bei denen ein menschlicher Beobachter die Experimente beurteilt
(siche Abschnitt 5.5.1), aber die aufgezeichneten Spuren erméglichen eine Viel-
zahl weiterer Untersuchungen. Die Umwandlung der Spur in eine Darstellung
aller Bewegungslangen iiber eine Art Lauflingenkodierung (siehe Abschnitt
4.2.6) zeigt, dass die Raumfrequenzschwelle der Kopfbewegungen sehr wahr-
scheinlich bei ~0.52cyc/°liegt (siche Abschnitt 5.5.1), was sich mit fritheren
Studien deckt [1] bei denen ein Papierzylinder zur Stimulation verwendet wur-
de und die Videos im Nachhinein per Hand frameweise manuell ausgewertet
wurden. Auch in den vorliegenden Experimenten waren diese Schwellen nicht
durch einen menschlichen Beobachter detektierbar. Es konnte aukerdem ge-
zeigt werden, dass die Tageszeit, bei welcher eine Messung durchgefiihrt wird,
eine wichtige Rolle spielt und sich insbesondere auf die Schwellenbestimmung
der fiir die Maus sowieso schlechter wahrnehmbaren Raumfrequenzen auswirkt.
Dies konnte mit einer automatisierten Auswertemethode bestétigt werden, die
zusitzliche Einblicke in die circadiane Aktivitiat der Tiere gewéhrte (siehe Ab-
schnitt 5.5.2). Die vorgestellte Auswertung stellt nur eine von vielen moglichen
Auswertemethoden dar, die auf die aufgezeichneten Spuren angewendet werden
kann. Die robuste Aufzeichnung des Kopfwinkels erlaubt es in Zukunft, vie-
le neue Methoden zu evaluieren, um die Kopfbewegungen bei optokinetischen

Folgebewegungen und anderen Verhaltensversuchen systematisch auszuwerten.

Durch die modulare Architektur konnen unterschiedliche Softwarekompo-
nenten auf einfache Weise ersetzt werden, was den Einsatzbereich der Appara-

tur auf viele weitere Experimente neben den Messungen von optokinetischen
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Folgereaktionen erweitert. So konnte die Rundumstimulation, die durch das
eigenstiandige C/OpenGL-Programm /lcdGL realisiert wurde (siehe Abschnitt
4.2.4.1), auch fiir ganz andere Stimuli verwendet werden, und der closed-loop-
Ansatz in Kombination mit einem der implementierten Trackingalgorithmen
bietet sich ebenfalls fiir viele weitere Anwendungen an. Da die entwickelten
Programme in Zukunft unter einer Open Source-Lizenz veroffentlicht werden,

steht einer Anwendung in anderen Versuchen nichts im Weg.

Neben der Messung der Kopfbewegungen wurde ein Eye-Tracking-Verfahren
implementiert, das es ermdglicht, die Augenbewegungen bei einem nicht-fixier-
ten Tier zu rekonstruieren. Bedingt durch den notwendigen grofen Bildaus-
schnitt, die technischen Einschrinkungen der Kamera und die fehlerbehaftete
perspektivische Transformation liegt die Genauigkeit dieser Methode zwar un-
ter der Genauigkeit von Messmethoden, die bei fixierten Tieren verwendet wer-
den. Dennoch konnten einige interessante Erkenntnisse aus dieser Auswertung
gewonnen werden. So konnte bei einer sinusfomigen Bewegung des Stimulus
wiahrend der gesamten Folgebewegung keine signifikante Bewegung der Pupille
gemessen werden, auch wenn der Stimulus seine Richtung &nderte. Dies zeigt,
dass die schnelle Komponente der optokinetischen Folgereaktion des Auges bei
einer solchen Stimulation vollstindig ausbleibt. Dies deckt sich mit Befunden
bei fixierten Méusen [53|, wurde bisher jedoch nicht bei sich frei bewegenden
Ma&use nachgewiesen. Riickstellbewegungen des Kopfes konnen insbesondere
dann beobachtet werden, wenn die Maus sich in einer Folgebewegung befindet
und der Kopf seinen maximalen Winkel erreicht. Da fiir solche Situationen
keine Aufnahmen zur Augenbewegung vorlagen, kann i{iber deren Beitrag in

solchen Situationen keine Aussage getroffen werden.

Es konnte eine Spur aufgezeichnet werden, die auch den Zeitpunkt des Ein-
setzens der Folgereaktion erfasst. In dieser Aufnahme fiihrt die Pupille zu Be-
ginn eine deutliche Bewegung zuriick zum Zentrum des Auges aus. Dies lédsst
vermuten, dass der Bewegung eine fixierende Sakkade des Auges vorangeht
und konnte ein Indiz fiir die umstrittene Theorie sein, dass Méause auch Au-

genbewegungen zur Entdeckung der Umwelt verwenden.

Wihrend der optokinetische Reflex bereits seit etwa 100 Jahren dazu ver-
wendet wurde, die Verhaltensleistung von Tieren zu quantifizieren, ermdglich-

te erst die Entwicklung der Informatik in den letzten zwei Jahrzehnten, die
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Genauigkeit der Messmethoden und die Handhabung der Experimente zu ver-
bessern.

In diesem Forschungskontext verstehen sich die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit als Schritte auf dem langen Weg zu Verhaltensversuchen, die vollstédndig

automatisch durchgefiihrt und ausgewertet werden konnen.
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Typ | Verhdltnis | Dia. Rohre [mm| | Dia. [mm]| | Breite [mm]| | Héhe [mm]
1/3.6" 4:3 7.056 5.000 4.000 3.000
1/3.2" 4:3 7.938 5.680 4.536 3.416

1/3" 4:3 8.467 6.000 4.800 3.600
/2.7 4:3 9.407 6.721 5.371 4.035
1/2.5" 4:3 10.160 7.182 5.760 4.290
1/2.3" 4:3 11.044 7.70 6.16 4.62

/2" 4:3 12.700 8.000 6.400 4.800
1/1.8" 4:3 14.111 8.933 7.176 5.319
/1.7 4:3 14.941 9.500 7.600 5.700
2/3" 4:3 16.933 11.000 8.800 6.600

1" 4:3 25.400 16.000 12.800 9.600

4/3" 4:3 33.867 22.500 18.000 13.500

1.8" 3:2 45.720 28.400 23.700 15.700

Tabelle 1: Gangige CMOS-Bauformen und deren Grofen. Verhéltnis bezeichnet

das Bildseitenverhéltnis des Sensors, Dia. Rohre den Durchmesser der Aufnah-

merdhre (Typ in Millimetern), und Dia, Breite und Hohe die Grofenangaben

des eigentlichen Sensors. Quelle: http://www.dpreview.com/learn/?/key=

sensorsizes

1550 px = 10 mm, 703 pxr = 4.53 mm, 529 pr = 3.41 mm



http://www.dpreview.com/learn/?/key=sensor sizes
http://www.dpreview.com/learn/?/key=sensor sizes
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Auflésung | Bildwiederholraten Bildwiederholraten
unter Vista 64 bit unter XP 32 bit

1600x1200 | 10 5
1600x 1000 | 10 5
1600900 | 10 5
1280x1024 | 10 )
1280x800 | 25 5
1280x720 | 30 5
960x720 30 15
864 x480 30 15
800x 600 30 15
800x 500 30 15
800x450 30 15
768 x480 30 15
640x480 30 30
640x400 30 30
640x 360 30 30
352x 288 30 30
320%240 30 30
320x200 30 30
320x180 30 30
176x144 30 30
160x120 30 30
160x100 30 30
160x90 30 30

Tabelle 2: Vergleich der Bildwiederholraten unter Windows Vista 64 bit bei
Verwendung des Treibers mit der Version 12.10.1110.0 vom 07.10.2009, und
unter Windows XP 32 bit Version 13.25.1014.0 vom 31.03.2011.
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