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Quantifizierung der dreidimensionalen Mikroarchitektur von Genomelementen
nach spezifischer Fluoreszenzmarkierung in fixierten und vitalen Zellen

Die Erforschung der Chromatinstruktur in Interphasezellkernen basiert im Wesentlichen auf der in
situ Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Sonden (=FISH), lichtoptischen Mikroskopieverfahren
und digitaler Bildanalyse. Fiir die Quantifizierung der Bildinformation wurden neue effiziente Algorith-
men entwickelt und anschliefsend auf verschiedene biologische Systeme angewendet. Zur quantitativen
Analyse der Topologie und Morphologie von spezifisch fluoreszenzmarkierten Chromatinregionen wur-
de ein Softwarepaket entwickelt, welches folgende Parameter mifst: absolute und relative Positionen,
normierte und absolute Distanzen, Schwerpunktswinkel von Chromatinregionen und die Minkowski-
funktionale von Chromosomenterritorien. Die Anpassung eines Ellipsoidmodells an Zellkerne wurde
mittels Lagranger Optimierung realisiert. Zusétzlich wurde ein Algorithmus entwickelt, welcher das
Kugel-, Ellipsoidvolumen und die Kompaktierung von markierten Genen anhand der Halbwertsbrei-
ten einer an die Intensititsverteilung angepafiten zweidimensionalen Gaufiverteilung bestimmt. Das
Softwarepaket wurde an den Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblastenzellkernen getestet.
Die Anwendung auf Zellkerne des Cervix-Gewebes erlaubte es erstmals ein vollstandiges topologisches
Modell des Chromosomenterritoriums 18 und des BCL2 Gens mit der Differenzierung und Expressi-
on zu verkniipfen. Das Kugel-, Ellipsoidvolumen und die Kompaktierung des SNRPN Gens wurden
abgeschitzt. Es konnte aufgezeigt werden, dass herkdmmliche Mefsmethoden unzureichend sind, dafs
aber auch FISH-Artefakte das Ergebnis beeinflussen kénnen. Daher wurde eine neue Methode zur vi-
talen kombinatorischen Oligonukleotid-FISH (=vCF) eingefiihrt. Wéhrend bei allen Standard-FISH-
Methoden destruktive Verdnderungen der Chromatinstruktur auftreten konnen, ermoglicht die vCF
eine schonende in situ Hybridisierung in lebenden T-Lymphozyten.

Quantification of the three-dimensional micro-architecture of fluorescently labeled
genome elements in fixed and vital cells

Investigations of chromatin structure in interphase nuclei are mainly based on in situ hybridisati-
on of fluorescently labeled probes (=FISH), lightoptical microscopy and digital image analysis. For
image quantification novel algorithms were developed and applied to several biological systems. For
quantitative analysis of the topology and morphology of specific fluorescently labeled chromatin regions
a software-package was developed, that measures the following parameters: absolute and relative po-
sitions, normalised and absolute distances, barycenter angles of chromatin regions and the minkowski
functionals of chromosome territories. The adaptation of an ellipsoid model to all nuclei was realised by
lagrange optimisation. Additionaly an algorithm was developed to determine the spherical, ellipsoidal
volume and the compaction of labeled genes using a two-dimensional gaussian fit adapted the intensity
distribution. The software-package was tested on chromosomes 18 and 19 in fibroblast nuclei. The ap-
plication to nuclei in cervix-tissues allows for the first time to connect a complete topological model of
chromosome 18 and BCL2 gene with differentiation and expression. The spherical, ellipsoidal volume
and compaction of the SNRPN gene were estimated. It could be shown that conventional methods are
insufficient, and that FISH artefacts may influence the result. Therefore, a novel labelling technique
of vital cells using combinatorial oligo nucleotides (=vCF) was introduced. Whereas all the standard-
FISH-methods possibly cause destructive changes of chromatin structure, vCF permits a gentle in situ
hybridisation in living cells.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Ubersicht

1.1.1 Grundlegende Struktur des Chromatins

Die Grundbausteine der Desoxyribonukleinsdure (engl. desoxyribonucleic acid = DNA) sind
Nukleotide, welche aus einem Zuckerrest, der Desoxyribose, einer Base und einer Phosphor-
sdure bestehen. Es existieren fiinf Basen, zwei Purinbasen, Guanin (G) und Adenin (A), und
drei Pyrimidinbasen, Thymin (T), Cytosin (C) und Uracil (U), wovon nur die ersten vier in
der DNA vorkommen (siehe Abbildung 1.1).
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Die einzelnen Nukleotide werden iiber Bildung einer Phosphordiesterbindung zwischen der
OH-Gruppe der Desoxyribose am C-3° des einen Nukleotids und der Phosphorsdure am C-
57, des néchsten Nukleotids, zu einem DNA-Strang polymerisiert, wodurch die Richtung des
DNA-Strangs definiert wird. Uber Wasserstoffbriickenbindungen, sogenannte Watson-Crick
Bindungen, der komplementéren Basen A-T und G-C bilden die Einzelstringe einen DNA-
Doppelstrang mit antiparallelem Richtungssinn, also 3°-5"und 5°-3” [115]. Der Dopplestrang
liegt in einer rechtsgewundenen Helixformation vor, welche durch intramolekulare Wechsel-
wirkung der Wasserstoffbriicken stabilisiert wird (siehe Abbildung 1.2). In der am hiufigsten
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vorliegenden Form der B-DNA-Helix werden 10 Basenpaare fiir eine vollstdndige Windung auf
eine Lénge von 3,4 nm bendtigt. Die néchst héhere Organisationsstufe ist die Windung der
DNA-Helix um die Histone. Histone bestehen aus vier Untereinheiten, mit je zwei H2A H2B H3
und H4 Proteinen, welche das in einer Oktamerkonformation vorliegende Histon bilden. Es
werden 146 Basenpaare 1,75 mal um das Histon gewunden. Der resultierende DNA-Protein
Komplex wird Nukleosom genannt. Die einzelnen Nukleosome sind durch einen 54 Basenpaa-
re langen Linker verbunden. Die Faltung dieser Nukleosomenkette bildet die néchst grofsere
Verpackungsstufe der DNA, das Chromatin, welches bei einer niedrigen Ionenkonzentration in
einer 10 nm Perlenkettenform (engl. beads on a string) und unter physiologischen Bedingun-
gen in einer 30 nm Chromatinfaser vorliegt [85] (siehe Abbildung 1.3). Uber die Verpackung
der DNA in lebenden Zellen, also ob in Form einer 30 nm Faser oder anderen Konformationen,
existieren unterschiedliche Vorstellungen, welche Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen
Arbeit sind. Auf die Chromatinfaltungen in Abhingigkeit vom Zellzyklus wird im Folgenden
eingegangen. (Literaturquelle: Alberts et al. [2] und Knippers et al. [65]).
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Abbildung 1.3: Eletronenmikroskopische Aufnahme von Chromatin unter physiologischen Bedingungen
(links) und bei niedriger Ionenkonzentration (rechts). Anhand des Kondensationsgrades des Chromatin unter
physiologischen Bedingungen wurde die 30 nm Faser gemessen. Rechts ist deutlich die sogenannten Perlenket-
tenform (engl. beads on a string) zu sehen. (Quelle [113])

1.1.2 Der Zellzyklus

Die gesamte im Zellkern vorhandene DNA ist beim Mensch auf 22 Autosomen und 2 Ge-
schlechtschromosomen verteilt, welche als diploider (doppelter) Chromosomensatz vorliegen.
In Abhéngigkeit von der Zellzyklusphase besteht das Chromosom aus einem oder zwei Chro-
matiden, die am Zentromer miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 1.4). Die Unter-
scheidung in sogenannte Phasen ergibt sich aus dem Zyklus, welchen jede Zelle durchlduft.
Der Zellzyklus ermoglicht die Definition von proliferierenden, alternden und ruhenden Zellen
und besteht aus zwei sich abwechselnden Phasen, der Mitose (=Teilungsphase) und der Inter-
phase (=Wachstumsphase). Die Mitose wird in vier weitere Phasen unterteilt, die Prophase,
die Metaphase, die Anaphase und die Telophase. In diesen vier Phasen findet die Kondensation
des Chromatins zu sogenannten Metaphase-Chromosomen (siehe Abbildung 1.4), die, durch
den Spindelapparat eingeleitete, Teilung jedes Metaphase-Chromosoms in zwei Chromatiden
und die Teilung des Zellkerns statt.

Centromer

L
Chromaticd

Abbildung 1.4: Die Abbildung links zeigt die schematische Darstellung eines Metaphase-Chromosoms. Die
Abbildung rechts zeigt die eletronenmikroskopische Aufnahme eines Metaphase-Chromosoms. (Quellen [38]

[2])



Die Interphase wird ebenfalls in vier weitere Phasen unterteilt, die G1-/GO0-, S- und G2-Phase.
Nach der Mitose befindet sich die Zelle in der G1-Phase, in welcher die noch fehlenden Zellbe-
standteile ersetzt werden und eine intensive Produktion von Proteinen bzw. Ribonukleinsduren
(engl. Ribonucleic acid=RNA) stattfindet. Zellen, die eine alternde bzw. ruhendende Phase
einnehmen, d.h. sich nicht mehr teilen, befinden sich in der GO-Phase, welche Teil der G1-Phase
ist. In der G1-/GO0-Phase finden nur transkriptionelle Aktivitdten statt und die Chromosomen
liegen nur als einzelne Chromatiden in dekondensierter Form vor. Die Replikationsphase, die S-
Phase, dient der Verdopplung des gesamten Chromatins und ist die Vorbereitung der Zelle auf
eine erneute Mitose. Am Ende der S-Phase besteht ein Chromosom aus zwei dekondensierten
Chromatiden. In der G2-Phase wird die Vorbereitung der Zelle auf die Mitose abgeschlossen
und anhand von Kontrollmechanismen entscheidet sich, ob die Zelle in die Mitose eintritt. In
Abbildung 1.5 ist ein Schema des geschilderten Zyklus zu sehen.

Mitose,
Zellteilung

)

G1-Phase,
Gap 1

G2-Phase,

Gap 2 Gy GO-Phase,
Ruhende, sich
nicht mehr

teilende Zelle

|
S-Phase, DNA-Replikation

Abbildung 1.5: Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Zellzyklus. Eine sich teilende Zelle
durchlauft den Zyklus, welcher die Teilung (Mitose), Transkription (G1-Phase), Replikation (S-Phase) und
Replikationskontrolle (G2-Phase) beinhaltet, in einer Zeit von 10-30 Stunden. (Quelle [48])

1.1.3 Chromatinorganisation in der Interphase

Die quantitativen Untersuchungen des Chromatins finden in dieser Arbeit an Zellen statt,
welche sich alle in der Interphase befinden, weshalb in diesem Kapitel eine Einfiihrung in die
bekannten Interphasemodelle erfolgt. Die erste bekannte Theorie fiir den Interphase-Zellkern
wurde 1885 von Carl Rabl verdffentlicht. Rabl postulierte einen Kernfaden, aus welchem jedes
Chromosom besteht, der eine Sekundér- und Tertidrstruktur besitzt und ein dreidimensiona-
les Chromatinnetzwerk im Zellkern bildet [91]|. Eine Erweiterung dieses Modells folgte 1909
von Theodor Boveri, der eine distinkte territoriale Organisation dieses Fadens annahm [9].
Diese Vorstellung ist der heute bekannten dhnlich, wurde jedoch in der 60er Jahren des 20
Jahrhunderts aufgrund von elektronenmikrokopischen Aufnahmen des Chromatins von David
Comings wieder verworfen [18]. Comings vertrat ein Modell, bei welchem die Telomere und
Zentromere an der Zellkernhiille mit polarer Ausrichtung aufgehingt sind, wahrend sich das
dazwischenliegende Chromatin als Faden mit beliebiger Struktur, ohne territoriale Ordnung,
im Zellkern verteilt.



Das territoriale Chromosomenmodell wurde in den siebziger und achtziger Jahren des letzten
Jahrhunderts von Cremer et al. und Zorn et al. [24] [123| wieder aufgegriffen. Als Indiz fiir eine
vorhandene Kompartmentalisierung wurde die nur lokal nachweisbare Schidigung des Chro-
matins angefiihrt, nachdem dieses in lebenden Zellen lokal mit UV-Laserlicht bestrahlt worden
waren. Wire keine territoriale Ordnung vorhanden, so hitten die Schiden nach gewisser Zeit
global im Zelkern verteilt erscheinen miissen. Es wurde jedoch nur eine lokale Schadigung
nachgewiesen. Mit der Entwicklung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (=FISH), welche
die spezifische Markierung von Chromatinregionen mittels fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden
ermdglicht, wurde die Existenz von Chromosomenterritorien bestétigt [28] [70] [89] [27].

Die Untersuchung der chromosomalen Substruktur fithrte auf unterschiedliche Strukturmo-
delle der Chromosomenterritorien. Die genomischen Abstéinde <2MBp wurden erstmals von
van den Engh et al. 1992 [36] mittels FISH untersucht, wobei sich eine Quadratwurzelabhén-
gigkeit der gemessenen zweidimensional projizierten mittleren Abstdnde von der genomischen
Distanz ergab, welches durch ein einfaches Random- Walk Verhalten beschrieben werden kann.
Yokota et al. [119] vermaft 1995 die genomischen Absténde in einem Bereich >2 MBp bis
190 MBp fiir zwei verschiedene Préparationsmethoden der Zellen. Die projizierten Absténde
zeigten bei einer isotonischen Préparationsmethode, in Abhéngigkeit von den genomischen
Absténde, ein langsameres Anwachsen, als in hypotonisch behandelten Zellen. Die Abstén-
de in hypotonisch behandelten Zellen sind mit dem 1995 von Sachs et al. [100] vorgestell-
ten Random-Walk/Giant-Loop Modell vereinbar, welches eine Organisation des Chromatin in
3MBp grofien Schleifen mit einem Basispunktabstand von ca. 600 nm und einem Random-
Walk-Riickgrat propagiert. Das 1998 von Miinkel et al. [76] vorgestellte Multi Loop Subcom-
partment Modell stimmt hingegen mit dem Abstandsverhalten einer isotonischen Praparation
der Zellen besser iiberein. Ein Chromosomenterritorium besteht hierbei aus hypothetischen
120 kBp Schleifen, welche aus 30 nm Chromatinfasersegmenten aufgebaut sind und anhand
von Chromatin-Verbindungsstiicken, sogenannten Linkern, zusammengehalten werden.

Von Cremer et al. [27] wurde im Jahr 1993 das Inter-Chromatin-Doménen-Modell (ICD-
Modell) vorgestellt, welches die Organisation des Chromatins im ganzen Zellkern beschreibt.
Die Chromosomenterritorien sind in Domé&nen eingeteilt und werden von einem dreidimensio-
nales Netzwerk, dem ICD-Raum, durchzogen. Innerhalb dieses ICD-Raums findet die Repli-
kation, Transkription und der Proteintransport statt. Das erweiterte ICD-Modell wurde 2000
von Cremer et al. [26] vorgestellt und enthélt weitere Verfeinerung bzgl. der intrachromosoma-
len Organisationsstruktur. In diesem Modell nehmen auch die einzelnen Chromosomenarme
und Chromosomenbanden voneinander abgegrenzte Bereiche ein, die Chromosomen bestehen
aus 1MBp-Doménen, die Replikation findet innerhalb sogenannter Replikationsfoci statt und
aktive Gene befinden sich an der Peripherie der Chromosomen, wahrend inaktive sich auch
im Inneren befinden kénnen (siehe Abbildung 1.6). Ein Uberblick ist in Cremer et al. 2001
[23] zu finden. In den letzten Jahren ist die topologische und morphologische Untersuchung
von Chromosomenterritorien und subchromosomalen Chromatinregionen immer mehr in den
Fokus geriickt. Von Boyle et al. [10] bzw. Kozubek et al. [68] wurde 2001 bzw. 2002 eine
radiale Organisation der Chromosomen in Fibroblasten und Lymphozyten in Abhingigkeit
von der Gendichte propagiert. Im gleichen Jahr wurden diese Ergebnisse fiir Lymphozyten
von Cremer et al. [22] bestétigt. Bolzer et. al [4] fanden allerdings 2005 in Fibroblasten eine
radiale Organisation in Abhéngigkeit von der Chromosomengrofe, was im Widerspruch zu
den Ergebnissen von Boyle et al. (2001) steht.



Abbildung 1.6: Die schematische Darstellung ver-
deutlicht das erweiterte ICD-Modell [26], nach wel-
chem die p- und g-Arme und Zentromere der Chro-
mosomenterritorien selbst auf voneinander getrenn-
te Kompartimente aufgeteilt sind (1). Die Unter-
einheiten dieser Kompartimente (2) bestehen aus 1
MBp (ca. 400-800 nm) grofen Doménen (3), wel-
che mittels Linkern verbunden sind und eine ter-
ritoriale Struktur aufweisen. Die 1 MBp Domi-
nen bestehen wiederum aus den hypothetischen
ca. 120 kBp grofen Doménen, welche z.B. den
Schleifen des MLS-Modells entsprechen [76]. (Quel-
le: Dr.I.Solovei, LMU Miinchen)

Die Position von Genen in Bezug die Oberfliche der Chromosomenterritorien wurde in meh-
reren Arbeiten untersucht, wobei sich zeigte, dass sich Gene, unabhéngig von ihrer Aktivitat,
sowohl innerhalb der Chromosomenterritorien, als auch peripher, an der Oberfliche der Chro-
mosomenterritorien befinden kénnen [71] [72] [31] [69]. Die Position von aktiven und inaktiven
Genen, sowie von GC reichen und armen Chromatinregionen, in Bezug auf die Oberfliche von
Chromosomenterritorien und die radiale Position innerhalb des Zellkernes wurden 2004 von
Scheuermann et al. [102] uinfassend untersucht. Die untersuchten transkriptionell aktiven und
inaktiven Genen waren hierbei sowohl innerhalb , als auch peripher in Bezug auf die Ober-
fliche der Chromosomenterritorien positioniert, wihrend GC reiche Regionen nur peripher
und GC arme Regionen nur innerhalb lagen. Transkribierte Chromatinregionen (aktive Gene
und GC reiche Regionen) waren zentral und nicht transkribierte Chromatinregionen (inaktive
Gene und GC arme Regionen) peripher im Zellkern lokalisiert. Zusétzlich wurde 2005 von
Murmann et al. [80] die Position der Chromatinregionen von Genen innerhalb des Zellkerns in
Abhéngigkeit von einer genarmen und genreichen Chromatinumgebung untersucht. Es zeig-
te sich, dass diejenigen Gene, welche sich in einer genarmen Region befinden peripher, und,
die in einer genreichen Umgebung zentral im Zellkern positioniert sind. Die Untersuchung
der Chromatin-Topologie und -Morphologie im Kontext eines ganzen Gewebeverbandes ist,
im Zusammenhang mit Differenzierung und Karzinomentwicklung, unentbehrlich und wurde
2004 von Parada et al. [87] und 2005 von Wiecht et al. [116] untersucht.

Die ersten Messungen bzgl. der Kompaktierungen und der Grofen auf der Ebene einzelner
Genen und Chromatinregionen wurden 2005 von Hildenbrand et al. [59] und 2006 von Ma-
thee et al. [73] préasentiert. Die hierbei angewendeten Mikroskopietechniken werden zukiinftig
erstmals Einblicke in die Kondensations- und Dekondensationsmechanismen ermdoglichen.
Eine Ubersicht iiber den Stand der Forschung ist in Cremer et al. und Pederson et al. [25] [88]
zu finden. In Abbildung 1.7 sind die Kenntnisse bzgl. der Kompaktierung des Chromatins von
der DNA-Helix hin zum Metaphase-Chromosom zu sehen.



DrA-Doppelhelix
Exp. Befund: sehr gut

Mukleosomenkette
Exp. Befund: gut

30 nm Chromatinfaser
Exp. Befund: unklar

Erweiterte Form des
Chromosoms
Exp. Befund: unbekannt

Kondensierte Form des
Chromosoms
Exp. Befund: unbekannt

Metaphasechromosom
Exp. Befund: sehr gut

Abbildung 1.7: Die Abbildung verdeutlicht die verschiedenen bekannten und mdoglichen Faltungsstrukturen
des Chromatins. Die Bereiche von 30 nm bis 700 nm kénnen bis heute nicht eindeutig experimentell belegt
werden und sind Gegenstand aktueller Forschung. (Quelle [40])

1.1.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (=FISH)

Die in situ (= vor Ort) Hybridisierung von einzelstréingigen DNA-Stiicke, an welche radioak-
tive Elemente gekoppelt waren, wurde erstmals 1969 von Pardue und Gall realisiert [45]. Im
Jahre 1985 wurde von Schardin et al. eine distinkten Organisation des X-Chromosoms mit-
tels in situ Hybridisierung von radioaktiv markierter Sonden-DNA nachgewiesen [101]|. 1986
gelang Pinkel et al. [90] die in situ Hybridisierung von DNA, an welche Biotin gekoppelt war,
und der anschliefsende Nachweis der hybridisierten DNA-Sonden mittels fluoreszenzmarkier-
ter Antikorper. Zwei Jahre spéter wurden von Cremer et al. und Lichter et al. [28] [70] ganze
Chromosomen mittels FISH markiert. Das Prinzip der FISH ist bis heute gleich geblieben,
die Ziel- und Sonden-DNA, welche fluoreszenzmarkiert ist, werden thermisch denaturiert, an-
schlieffend vermischt und die Sonden-DNA bindet wiahrend der Renaturierungsphase an die
Zielsequenz (siehe Abbildung 1.8). Die Denaturierung der DNA-Stringe, d.h. das Losen der
Watson-Crick-Bindungen (Wasserstoffbriickenbindung) der doppelstédngigen DNA| erfolgt in



einem Formamid-Puffer-Gemisch bei Temperaturen von ca. 75°C. Nach der Denaturierung
liegen Sonden- und Ziel-DNA einzelstringig vor und koénnen, wenn diese zusammengefiihrt
werden, spezifisch rekombinieren, d.h. wahrend der Renaturierung bilden sich die Watson-
Crick-Bindungen neu aus. Der Vorgang des spezifischen Rekombinierens wird Hybridisierung
genannt. Eine hohe Konzentration an Sonden ist mafgeblich, um die Spezifitdt des Bindens der
Sonden-DNA an die Ziel- DNA zu gewihrleisten. Die normalen Hybridisierungszeiten betragen
ca. 24 Stunden, wobei eine Variante der hier vorgestellten FISH, die schnelle FISH (engl. fast
FISH), bedeutend kiirzere Hybridisierungszeiten erlaubt [52]. Das Entfernen von unspezifisch
ausgebildeten Sekundérstrukturen nach der Renaturierung erfolgt in Pufferlésungen, mit an
die Sonden-DNA angepafiter Tonenkonzentration, bei niedrigeren Temperaturen als bei der
Denaturierung.

Die Kopplung des Fluoreszenzmolekiils an die Sonden-DNA kann direkt oder indirekt erfolgen.
Ublicherweise wird das Fluoreszenzmolekiil direkt an die DNA gekoppelt. Ist die Chromatin-
region klein, dann werden, um die Fluoreszenz zu verstirken, Antigene an die Sonden-DNA
gekoppelt, deren Nachweis mittel fluoreszenzmarkierter Antikérpern erfolgt. Die Vielfalt der
spezifischen DNA-Sonden hat in den letzten Jahren zugenommen, es existieren Sonden fiir
Chromosomen (Megabasenpaare) bis hin zu Genloci spezifischen Sonden (einige hundert Ki-
lobasenpaare).

DMA-Probe Ziel-DNA

:

Markierung und .
Denaturierung Denaturierung

Hyhridisierung /

Ll

Abbildung 1.8: Die Sonden-DNA, an welche ein fluoreszierendes Reportermolekiil gekoppelt ist, und die
Ziel-DNA werden vor der Hybridisierung denaturiert, d.h. die Watson-Crick-Bindung zwischen den Basen der
Doppelstringe werden thermisch gelost. Nach der Denaturierung werden die Sonden- und Ziel-DNA gemischt
und die vorliegenden Einzelstringe hybridisieren. (Quelle [3])
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1.1.5 Peptid-Nukleinsiduren

Peptid-Nukleinsduren (engl. peptide nucleic acids=PNA) sind im Jahre 1991 von Nielsen et
al. [82] synthetisierte DNA-Imitate, die anstatt eines Desoxyribose - Phosphorsiaure - Riick-
grats ein Peptidriickgrat besitzen. Das Peptidriickgrat ist ein ungeladenes Pseudopeptid N-
(2-Aminoethyl)-Glycin, an welches die Base kovalent gebunden ist (siehe Abbildung 1.9). Die
Vorteile der PNA gegeniiber gew6hnlicher DNA sind eine hohere Affinitdt und Spezifitéit gegen-
iiber einer komplementéren DNA | eine hhere Schmelztemperatur und die Resistenz gegeniiber
Enzymen und Nukleasen [81] [92] [46]. Die hohere Affinitdt, Spezifitiat und Schmelztemperatur



L [Em=]

L, [eese]

\\‘ Base
g
I O Abbildung 1.9: Darstellung der chemischen Struk-
D .

tur eines PNA-Strangs. Das Riickgrat ist durch ein
N-(2-Aminoethyl)-Glycin ersetzt. (Quelle [47])

ergeben sich aus dem ungeladenen Peptidriickgrat, da die elektrostatische Wecheselwirkung,
welche zwischen den beiden DNA-Strangen des DNA-Doppelstrangs wirken, nicht vorhanden
sind und so die Watson-Crick-Bindungen stabilisiert werden. Die Resistenz der Peptidbin-
dung gegeniiber dem enzymatischen Abbau resultiert aus der hohen Spezifitdt von Enzymen
und Nukleasen gegeniiber ihren Bindungsstellen [43]. Die Vorteile von PNA-Sonden gegeniiber
DNA-Sonden macht diese in Bezug auf FISH zu einem idealen DNA-Ersatz, deren Bandbreite
bzgl. der vielfiltigen Einsatzmdglichkeiten noch nicht absehbar ist.



1.2 Biologische Zielsetzung

Die im Kapitel 1.1.4 vorgestellte Methode der FISH ist eine Standardtechnik zur spezifi-
schen Markierung von Chromatinregionen. Die Denaturierung der sich im Zellkern befinden-
den Ziel-DNA und die Behandlung mit chaotropen Reagenzien sind die Vorgehensweisen bei
einer FISH, um das Binden der Sonden-DNA zu ermoglichen. Die Spezifitédt von FISH bzgl.
der Makrostruktur von Chromosomenterritorien und subchromosomalen Regionen und die an
diesen vorgenommenen quantifizierenden topologischen Messungen sind unbestritten [23], die
Reversibilitdt des Denaturierungsprozesses und der Erhalt der Protein-DNA Struktur in Bezug
auf die Chromatinnanostruktur mufs allerdings in Frage gestellt werden. Ein weitere Nachteil
der FISH-Methode ist, dass, aufgrund der Vorgehensweise, keine Untersuchungen von Chro-
matin in lebenden Zellen realisiert werden kann. Die Untersuchung und das Verstdndnis der
Chromatinstruktur im Nanometerbereich in fixierten und lebenden Zellen ist jedoch ein es-
sentieller Baustein, um ein vollstdndiges Modell der Organisation des Chromatins in dieser
Grofkenordnung zu erhalten. Aus diesem Grund wird seit einigen Jahren die Entwicklung von
alternativen und schonenderen Methoden zur spezifischen Markierung in fixierten und leben-
den Zellen, welche die Chromatinnanostruktur erhalten, vorangetrieben.

Ein wesentlicher Ansatz in lebenden Zellen (in-vivo) ist das Einbringen von sogenannten Vek-
toren (z.B. Plasmide), welche eine lac-Repressor-Sequenz enthalten, die in das Genom inte-
griert und amplifiziert wird, und anschliefend anhand eines fluoreszenzmarkierten Proteins
(z.B. engl. green fluoreszenz protein=GFP), das spezifisch an die integrierte Sequenz bindet,
in lebenden Zellen nachgewiesen wird [95] [111]. Der Nachteil dieser Methode ist, dass keine
im Genom vorhanden spezifische Chromatinregion, z.B. ein Genlocus, direkt markiert werden
kann und der mégliche Umbau des Genoms, aufgrund der eingebauten Sequenz, das Mefer-
gebnis verfilschen konnte. Ein zweiter Ansatz, welcher die Nachteile der vorherigen Methode
umgeht und eine direkte Markierung des Chromatins ermoglicht, ist das Einbringen von fluo-
reszenzmarkierten Nukleotiden, welche in das Chromatin der lebenden Zellen wahrend der
Replikation integriert werden. Nach einigen Zellzyklen (5-10) sind die Chromatiden einzelner
Chromosomen, aufgrund der Zellteilung, spezifisch markiert und kénnen in lebenden Zellen be-
obachtet werden [122]. Die Markierung der Chromosomen kann, wenn der Einbau der Nukleo-
tide in definierten Zeitfenstern des Zellzyklus erfolgt (engl. pulse-labling), verfeinert werden.
Die Methode weist allerdings einen Nachteil auf, die markierten Chromosomen kénnen in der
lebenden Zelle nicht identifiziert werden, d.h. es kann nicht entschieden werden, welche Chro-
mosomen markiert wurden, da der Einbau der Nukleotide in alle innerhalb des Zeitfensters
replizierenden Chromosomen erfolgt. Eine spezifische in situ Hybridisierung der telomerischen
hochrepetitiven TTAGGG-Sequenz mittels einer PNA-Sonde, ohne Denaturierung und in le-
benden Zellen gelang erstmals Molenaar et al. 2003 |78]. Die PNA-Sonde diffundierte durch
Lécher in der Zellmembran, welche durch das Schiitteln eines Glaskiigelchen-Zellgemisches
verursacht wurden, in das Zytoplasma und in den Zellkern |74]. Diese Methode zeigt erstmals,
dass eine Markierung spezifischer Chromatinregionen in lebenden Zellen mdoglich ist.

Ein Ansatz an vitalen fixierten Zellen, bei welchem auf die Denaturierung der Ziel-DNA mit
chaotropen Reagenzien verzichtet wird, ist die sogenannte Niedrigtemperatur — FISH (engl.
low temperature FISH=LFISH). Durm et al. [32] zeigten 1997, dass repetitive Zentromer-
sequenzen ohne Denaturierung der Ziel-DNA bei 37°C spezifisch markiert werden koénnen.
Hausmann et al. [56] gelang 1999 erstmals, mittels 32 selektierten Pyrimidin-Oligonukleotid-
Sequenzen, die spezifische Markierung des ABL-Gens, ohne Denaturierung bei 37°C an fixier-
ten Zellen. Die Pyrimidin-Oligonukleotidsonden binden hierbei mittels Hoogsteen-Bindungen,
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welche Watson-Crick-Aquivalente mit einer etwas geringeren Bindungsenergie sind, als drit-
ter DNA-Strang (tripelhelikal) in die grofe Furche der DNA-Helix [41], sodass die Ziel-lDNA
nicht denaturiert werden muf. 2003 wurde die Kombinatorische Oligonukleotid FISH Me-
thode (engl. combinatorial oligonucleotide FISH=COMBO-FISH) von Hausmann et al. [57]
etabliert. Hierbei werden die 20-30 Homopurin bzw. Homopyrimidin Oligonukleotidsequen-
zen (15-30 Basenpaare lang), welche zwischen 1-2% des Genoms ausmachen, vollautomatisiert
computerselektiert und als Oligonukleotidset zusammengestellt. Dieses Set wird anschliefend
ohne Denaturierung bei 37°C in situ hybridisiert. Ein Vorteil dieser Methode ist die Spe-
zifitdt und Bandbreite, die Oligonukleotidsonden liegen nur innerhalb der zu markierenden
Chromatinregion und es kann fiir jeden Genlocus des Genoms ein Set zusammengestellt wer-
den. Die Sonden-DNA herkémmlicher FISH-Sonden markiert meist, zusétzlich zum Genlocus,
grofe Anteile unspezifische Chromatinregionen und es ist nur eine beschréinkte Anzahl an
spezifischen Sonden kommerziell erhdltlich (siehe Abbildung 1.10). Von Winkler et al. [117]
konnte im gleiche Jahr mittels scannender Nahfeldmikroskopie an Metaphase-Chromosomen
gezeigt werden, wie stark der Einfluf der Denaturierung auf die Struktur des Chromatins ist
(sieche Abbildung 1.11). Eine Etablierung der COMBO-FISH, als Methode zur quantitativen
topologischen Analyse, wurde 2005 von Schwarz-Finsterle et al. [105] anhand der ABL/BCR-
Genregion aufgezeigt.

Die Motivation fiir die in dieser Arbeit entwickelte vital COMBO-FISH (=vCF) Methode, war
der Verzicht auf eine Fixierung und Denaturierung, um die Ziel-DNA zu markieren, und die
in situ Hybridisierung der spezifischen Region des Genoms sollte in lebenden Zellen erfolgen.

COMBO-FISH

FISH

— Ziel-DNA

— Sonden-DNA

Abbildung 1.10: Schematische Gegeniiberstellung von COMBO-FISH und herkémmlicher FISH. Die
COMBO-FISH Methode ermdglicht es, anhand eines computerselektierten Oligonukleotidsets, welches nur
Sonden innerhalb des Genlocus beinhaltet, beliebige Genloci des Genoms spezifisch zu markieren. Eine kom-
merziell erhiltliche FISH-Sonde markiert hingegen meist, zusétzlich zum Genlocus, grofe Anteile unspezifische
Chromatinregionen.
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Abbildung 1.11: Die SNOM-Aufnahmen, welche unter den gleichen instrumentellen Bedingungen aufgenom-
menen wurden, zeigen die mittels FISH (I, mit Denaturierung) und LTFISH (II, ohne Denaturierung) markierte
ql12-Region von Metaphase-Chromosomen. Die Abbildungen a zeigen die topographischen Aufnahmen, die Ab-
bildungen b die Transmissionsbilder mit einer Wellenldngen von 543 nm und Abbildung ¢ das Fluoreszenzbild
mit einer Wellenldnge >590 nm. Die Aufnahmen entstanden gleichzeitig. Deutlich zu sehen ist die, aufgrund
der Denaturierung, verinderte Chromatinstruktur. (Quelle [57])
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Die in dieser Arbeit verwendete Sonde ist ein PNA-Oligonukleotid, aus 18 Nukleotiden beste-
hend, welches spezifisch fiir das Zentromer 9 ist (sieche Abbildung 1.12). Die Sequenz der Probe
wurde von Chen et al. selektiert [17]'. PNA-Sonden sind, wie bereits von Molenaar et al. [78]

57 3
TMR—AAT CAACCCGACT G CAAT—Ly=in

Abbildung 1.12: Die verwendete PNA-Sonde ist 18 Nukleotide lang, am 5 "-Ende mit einem TMR, Fluorophor
und am 3°-Ende mit einem Lysin markiert. PNA-Sonden sind aufgrund der Peptidbindungen, anstatt der
Phosphordiesterbindungen, besonders stabil gegeniiber einem enzymatischen Abbau.

gezeigt wurde, aufgrund ihrer Resistenz gegeniiber enzymatischen Abbau in lebenden Zellen,
fiir die Markierung von spezifischen Genomregionen besonders geeignet. Diese Vorraussetzun-
gen erlauben es, im Rahmen dieser Arbeit, die erstmalige Anwendung von COMBO-FISH
an lebenden Zellen mittels einer Zentromer 9 spezifischen PNA-Sonde aufzuzeigen und die
Methode der vCF etablieren.

1.3 Physikalische Zielsetzung

Die Markierung von Chromatin und Zellkernen erfolgt, wie bereits in den vorherigen Kapi-
teln dargelegt, mittels fluoreszenzmarkierter Sonden. Die Aufnahmen der biologischen fluores-
zenzmarkierten Préparate werden an konfokalen Laserrastermikroskopen (engl. confocal laser
scanning mikroscope = CLSM) bzw. Epifluoreszenzmikroskopen gemacht und die Detektion
des Fluoreszenzlichtes erfolgt mittels CCD-Kameras (CCD= engl. charge coupled device) bzw.
Photomultipliern (=PM). Die innerhalb eines definierten Volumens detektierten Lichintensi-
tat wird so auf ein diskretes Gitter, dessen Zellen im Englischen picture element (=Pixel)
genannt werden, abgebildet und als digtales Bild gespeichert. Dreidimensionale digitale Bilder
entstehen, indem mehrere zweidimensionale Bilder (laterale Fokusebene), mit einem definier-
tem Abstand in, zur lateralen Ebene senkrechte Richtung (axiale Richtung), aufgenommen
und aneinandergereiht werden. Der resultierende Bildstapel stellt eine dreidimensionale Re-
prasentation des detektierten fluoreszenzmarkierten Zellkerns und Chromatins dar, in welchem
die vollstédndige topologische und morphologische Information gespeichert ist. Die Aufgabe der
digitalen Bildbearbeitung, Bildverarbeitung und quantitativen Bildanalyse ist es, die entspre-
chenden physikalische bzw. bildanalytischen Methoden und Algorithmen auf diese Bildstapel
anzuwenden, um auf reproduzierbare Weise die biologischen Fragestellungen zu beantworten.

Die Reduzierung des Hintergrunds und das Anwenden von Schwellwerten auf digitale Bild-
stapel ist eine Standardmethode der Bildverarbeitung, um interessierende Objekte und Hinter-
grund zu trennen. Die aus FISH resultierenden mikrokopischen Aufnahmen zeigen jedoch eine
Vermischung von Objekt und Hintergrund, sodass biologische Artefakte, biologisches Rauschen
und eine markierte Chromatinregion oft nicht eindeutig zu trennen sind. Eine im Allgemeinen
verwendete Methode ist das vom Experimentator interaktive Setzen eines Hintergrund- und
Schwellwertes. Die Methoden variieren hierbei zwischen einem Schwellwertbereich, in welchem
anschlieffend die Messungen vorgenommen werden (z.B. Cavalieri-Estimator), und einem de-
finierten Hintergrund- und Schwellwert [34] [71]) [13]. Aus wissenschaftlicher Sicht ist jedoch

!Die Sonde wurde im Rahmen einer Kooperation freundlicherweise in der Gruppe von Professor R.Krimer
synthetisiert, Anorganische Chemie Universitdt Heidelberg
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ein Kingreifen des Experimentators in den Mefiprozess, anhand nicht definierter und nicht re-
produzierbarer Kriterien, inakzeptabel, da dies die Ergebnisse beeinflussen kann. Ein Verzicht
auf Hintergrund- und Schwellwerte ist allerdings auch nicht méglich, da keine mathematisches
Modell existiert, welches z.B. mittels der Methode der kleinsten Fehlerquadrate angepafit wer-
den konnte.

In der hier vorliegenden Arbeit werden, aufgrund der Problematik, ein globaler und lokaler
Hintergrundalgorithmus, sowie die globalen und lokalen Isodata- und Otsu-Algorithmen mit-
einander verglichen. Die Algorithmen werden auf die Chromosomenterritorien 18 und 19 in
Fibroblastenzellkernen angewendet und die resultierenden Volumenanteile am Zellkern mit
den theoretischen Werten verglichen.

Die Detektion und Segmentierung von Genloci erfolgt mittels eines erstmals von Bornfleth et
al. [8] implementierten Tophatfilters, welcher um einen vom Experimentator zu setzenden Pa-
rameter erweitert wurde und mit einer Objekterkennung und -nummerierung versehen wurde.
Der vom Experimentator zu setzende Parameter wurde eingefiihrt, da das biologische Rau-
schen von der Giite des Préparats abhingt, um die Effizienz des Tophatfilters zu erhéhen.
Die Objekterkennung und Nummerierung ermdglicht es die Objekte nach der Analyse ein-
deutig zu identifizieren. Die Effizienz des entwickelten Tophatfilters wird an fluoreszierenden
Latexkiigelchen (engl. Beads), am BCL2 Gen in Cervix-Gewebe und am SNRPN Gen in T-
Lymphozyten untersucht und diskutiert.

Eine der Fragestellungen in Bezug auf das ICD Modell ist die topologische Organisation
von Chromosomenterritorien und subchromosomalen Regionen (z.B. Zentromere, Gene). Die
relative radiale Positionierung und DNA-Verteilung sind hierbei wesentliche topologische Pa-
rameter. Von Croft et al. [29] wurde 1999 die relative radiale Position und DNA-Verteilung
der Chromosomen 18 und 19 in verschiedenen Zelltypen untersucht und eine radial zentrale
Position des Chromosomenterritoriums 19 bzw. eine radial periphere Position des Chromo-
somenterritoriums 18 festgestellt. Die Chromosomen 18 und 19 sind im biologischen Sinne
optimale Modellsysteme, da beide eine dhnliche Anzahl an Megabasenpaaren haben aber eine
unterschiedliche Anzahl an Genen. Chromosom 18 besteht aus 76 MBp mit 438 Genen, wih-
rend Chromosom 19 aus 64 MBp mit 1624 Gene besteht. Die Messung der zweidimensionalen
radialen DNA-Verteilung erfolgte mit einem Algorithmus, welcher die Zellkernfliche in Schalen
gleichgrofer Fliche unterteilt. Der Algorithmus wurde im Weiteren 2000 von Bridger et al. [14]
auf die gleichen Chromosomen in Fibroblasten angewendet, welche sich in unterschiedlichen
Zellphasen befanden, und 2001 von Boyle et al. [10] im Rahmen einer umfassenden Unter-
suchung, bei welcher die radial Position und der radiale DNA-Gehalt aller Chromosomen in
Lymphozyten und Fibroblasten untersucht wurde. Das Resultat von Boyle et al. [10] war, in
Bezug auf die Fibroblasten, eine radiale Position und DNA-Verteilung, welche von der Gen-
dichte abhéngt, die genreichen Chromosomen sind radial zentral, die genarmen Chromosomen
radial peripher angeordnet.

Von Sun et al. 2000 [107], Cremer et al. 2001 [22], Kozubek et al. 2002 [68] und Bolzer et al.
2005 [4] wurden Algorithmen verwendet, welche die relative radiale Position und den relativen
radialen DNA-Gehalt berechnen, indem der Zellkern anhand der Streckenverhéltnis zwischen
Zellkernschwerpunkt — Objektschwerpunkt zu Zellkernschwerpunkt — Objektschwerpunkt —
Zellkernhiille in entsprechende Schalen eingeteilt wird. Bolzer et al. [4] vermafen 2005 die
Positionen und die DNA-Verteilung aller Chromosomen in Fibroblastenzellkernen mit diesem
Algorithmus und kamen zu dem Resultat, dass die Chromosomen nicht in Abhéngigkeit von
der Gendichte, sondern in Abhéngigkeit von der Grofse radiale angeordnet sind, d.h. die kleinen
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Chromosomenterritorien (18 und 19) liegen radial zentral und die grofen Chromosomenter-
ritorien radial peripher. Bestétigt wurden von Bolzer et al. [4], wenn auch nicht statistisch
signifikant, die Ergebnisse von Bridger et al. [14], dass eine Abhéngigkeit vom Zellzyklus bzgl.
der radialen Position und radialen DNA-Verteilung vorliegt. Die Arbeiten von Boyle et al. [10]
und Bolzer et al. [4] sind ein Paradoxon, da beide die gleichen Zelltypen, Fibroblasten, ver-
wendeten aber unterschiedliche relative radiale Positionen und DNA-Verteilungen gemessen
wurden.

Ahnliche Probleme ergaben sich an flachen und von einer Kugelform abweichenden Zellkernen
des Pankreaskarzinomgewebes, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden [116]. Die
Arbeiten von Boyle et al. [10], Bolzer et al. [4] und die in dieser Arbeit untersuchten flachen
und unférmigen Karzinomzellkernen waren Motivation fiir eine Untersuchung der Thematik
der relativen radialen Positionierung.

Die Anforderungen, welche eine Methode zur relativen radialen Positionierung erfiillen mufs,
sind, da Modelle fiir unterschiedlich geformte Zellkerne entwickelt werden sollen, die Formun-
abhingigkeit und Reproduzierbarkeit des Bezugpunktes. Diese beiden Anforderungen miissen
nun mit der biologischen Fragestellung verkniipft werden, welche lautet:

Liegt das biologische Objekt im Zellkern zentral oder peripher?

In kugelférmigen Objekten kann eine zentrale Position mit einem grofen Abstand von der
Zellkernhiille und einer Position nahe am Schwerpunkt beschrieben werden, beide Aussagen
sind Aquivalent. In abgeflachten und ellipsoidférmigen Zellkernen sind die beiden Aussagen
nicht mehr dquivalent. Wird die Zellkernhiille als Bezugspunkt verwendet, dann entspricht
ein grofser Abstand von der Zellkernhiille einer zentralen Position und ein kleiner Abstand
einer peripheren Position. Ein groffer Abstand von der Zellkernhiille kann, muf jedoch nicht,
gleichbedeutend mit einem kleinen Abstand vom Schwerpunkt sein. Wird der Schwerpunkt als
Bezugspunkt verwendet, dann entspricht ein grofer Abstand vom Schwerpunkt einer periphe-
ren und ein kleiner Abstand einer zentralen Position. Ein grofer Abstand muf in diesem Fall

jedoch nicht nicht gleichbedeutend mit einem kleinen Abstand zur Zellkernhiille sein (siehe
Abbildung 1.13).

Abbildung 1.13: Schematische Gegeniiberstellung
der Definition der radialen Position in unterschied-
lichen Zellkernformen. In Abbildung a sind die Aus-
sagen, der Abstand des Objektes (rot) vom Schwer-
punkt ist klein und der Abstand vom Rand ist grof,
dquivalent und die Definition des Begriffes zentral
eindeutig. In Abbildung b hat das Objekt vom Rand
aus gesehen eine zentrale Position, wie die Isolini-
en verdeutlichen, weshalb die Position immer noch
zentral ist. Der Abstand des Objektes vom Schwer-
punkt ist allerdings grof, weshalb die Position des
Objekts aus dieser Sicht peripher ist.
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Dieses Beispiel verdeutlicht, dass aus biologischer Sicht die Begriffe zentral und peripher auf die
Zellkernhiille bezogen in anderen Aussagen resultieren, als wenn der Schwerpunkt als Bezugs-
punkt verwendet wird. Aufgrund dieser Unterschiede wird in dieser Arbeit die randbasierte
relative radiale Positionierung eingefiihrt, welche die Zellkernhiille als Bezugspunkt verwen-
det. In diesem Kontext werden die Methoden der schwerpunktbasierten und randbasierten
relativen radialen Positionierung in dieser Arbeit untersucht und verglichen, wobei die, aus
der Anwendung auf biologische Daten, resultierenden Modelle und Ergebnisse miteinander
verglichen werden.

Die randbasierten, relativen radialen Position erhélt man, indem zunéchst die minimale Di-
stanz des Intensitdtsschwerpunktes des Objektes von der Zellkernhiille berechnet wird. An-
schlieffend wird diese auf die maximale Minimaldistanz von der Zellkernhiille normiert, der
resultierende Wert invertiert und mit 100 multipliziert. Es ergibt sich eine prozentuale Ver-
teilung mit einer radial zentralen Position bei 0% und radial peripheren Position bei 100%,
welche einem dem schwerpunktbasierten Ansatz analogen Wertebereich entspricht. Der Un-
terschied zwischen dem schwerpunktbasierten und randbasierten Ansatz ist der Bezugspunkt
und die Art der Abbildung. Der schwerpunktbasierte Ansatz bildet die relativen radialen
Streckenverhéltnisse ab, der randbasierte die normierten invertierten minimalen Distanzen
vom Zellkernrand. In Abbildung 1.14 wird ein Uberblick iiber die genannten unterschiedlichen
Ansétze gegeben.

Croft et al. (1999, Boyle et al. (20013

Sun et al. (2000), Cremer et al. (20013,
Kozubek et al. (2002), Bolzer et al. (2005)

Abbildung 1.14: Schematische Dar-
stellung der unterschiedlichen Zellkernk-
artierungen zur relativen radialen Posi-
tionierung. Croft et al. teilten 1999 die
zweidimensionale Fliche des Zellkerns in
fiinf Schalen mit gleichgrofer Fléche ein
(oben rechts). Von Sun et al. wurde
2000 erstmals eine Kartierung von dreidi-
mensionalen Zellkernen angewendet, wel-
che den Zellkernschwerpunkt als Bezugs-
punkt verwendet (Mitte). Die in dieser
Arbeit eingefithrte und Kartierung des
Zellkernes und die aus dieser Einteilung
resultierende relative radiale Positionie-
rung basiert auf der Zellkernhiille.

Diese Arbeit, Stein (2006)
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Auf einen Vergleich einer zweidimensionale DNA-Verteilung mit einer dreidimensionalen
Positionierung wurde in dieser Arbeit verzichtet, da Zellkerne dreidimensionale Objekte sind
und die Motivation darin bestand, eine dreidimensionale relative radiale Positionierung zu
entwickeln und zu untersuchen. Der Vergleich der Algorithmen erfolgt anhand der radialen
Positionierung der Chromosomen 18 und 19 in Fibroblasten und der radialen Positionierung
des Chromosoms 18 und BCL2 Gens in Cervix-Gewebe. Es werden auch die Differenzen der
Einzelmefswerte der gleichen Chromosomenterritorien in den gleichen Zellkernen miteinander
untersucht, um das Ausmafs der Positionierungsunterschiede zu analysieren.

Die neu entwickelte Methode der randbasierten relativen radialen Positionierung basiert auf
der Berechnung der minimalen Distanzen zur Zellkernhiille mittels Distanztransformation
(=DT), welche allerdings anhand unterschiedlicher Metriken durchgefiihrt werden kann. Die
in dieser Arbeit verwendeten Metriken sind die Montanari Metrik und die euklidische Metrik.
Die Montanari Metrik wird auf drei Dimensionen erweitert und in einen Chamfering DT Al-
gorithmus implementiert [79] und die euklidische Metrik in einen hier erweiterten Algorithmus
von Yamada et al. [118]. Die beiden Algorithmen werden mittels der aus beiden Algorithmen
resultierenden absoluten Distanzen von der Zellkernhiille der Chromosomen 18 und 19 mit-
einander verglichen.

Die Position von Genloci relativ zur Oberfliche von Chromosomenterritorien ist, in Bezug auf
die Aktivitit der Gene, Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Untersuchungen. Es konnte
in einigen Experimenten die periphere chromosomale Position von aktiven Genen nachgewie-
sen werden [102] [31] [23]|, widhrend andere Experimente indizieren, dass aktiven Gene auch
innerhalb der Chromosomenterritorien zu finden sind [72].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, um die Messung der absoluten dreidimensionalen Distanzen
von Genloci von der Chromosomenoberfliche zu ermoglichen, die euklidische DT zusétzlich
in weitere Algorithmen implementiert. Anhand dieser Algorithmen wurde anschlieffend die
absoluten dreidimensionalen Distanzen des BCL2 Gens von der Oberfliche des Chromoso-
menterritoriums 18 in Cervix-Gewebe gemessen.

Eine vollstandige Erfassung der Topologie von Chromatinregionen kann nur erreicht werden,
wenn nicht nur die relative radiale Position, sondern auch die absoluten Distanzen, die auf
die radialen Streckenverhéltnisse normierten Distanzen und die Winkel untersucht werden.
Die auf die radialen Streckenverhéltnisse normierten Distanzen werden eingefiihrt, da der
Vergleich absoluter Distanzen von Chromatinregionen in unterschiedlichen Zellkerntypen mit
unterschiedlicher Form nicht mdéglich ist. Bisher wurden die absoluten Distanzen auf den mitt-
leren Zellkernradius normiert, was jedoch bei flachen ellipsoiden Zellkernen zu einer Verzerrung
der Werte fithrt. Die Abbildung der radialen Streckenverhéltnisse auf eine Einheitskugel und
die Berechnung der Distanzen innerhalb dieser Einheitskugel fiihren auf normierte Distanzen
mit einem Wertebereich zwischen 0 und 2 Einheitskugelradien und ermdoglichen so einen Ver-
gleich der Distanzen zwischen unterschiedlichen Zelltypen.

Alle entwickelten topologischen Parameter werden auf die Untersuchung der Topologie des
Chromosoms 18 und des BCL2 Gens in Cervix-Gewebe angewendet. Das BCL2 Gen ist ein
Anti-Apoptose-Gen, welches in die Bildung des Cervix-Karzinom involviert ist. Die verwen-
deten Zellen des formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Cervix-Gewebes stammen
aus der normalen Basal-, Intermedidr- und Apikalgewebeschicht und der Cervix-Karzinom-
Gewebeschicht, sodass einerseits die Topologie des Chromosoms 18 und des BCL2 Gens in
Bezug auf den Differenzierungsweg und andererseits in Bezug auf die Karzinomentwicklung
untersucht wird. Der Differenzierungsweg wird anhand der topologischen Entwicklung des
Chromosoms 18 und BCL2 Gens in proliferierenden basalen Zellen hin zu alternden und ru-
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henden (GO-Phase) Zellen des intermediéren und apikalen Gewebes untersucht. Die Ergebnisse
der Topologie in normalem Gewebe werden der Topologie im Cervix-Karzinomgewebe gegen-
iibergestellt und in diesem Kontext diskutiert. Zusétzlich werden die topologischen Ergebnisse
im Zusammenhang mit der Expression des BCL2 Proteins betrachtet, sodass erstmals ein
vollstandiges topologisches Modell in Bezug auf die Differenzierung, Karzinomentwicklung
und Expression untersucht wird.

Die Kondensation und Kompaktierung von Chromatin ist, so der Stand des Wissens, kor-
reliert mit dessen transkiptioneller Aktivitit. Ein Beispiel hierfiir ist der unterschiedliche Kon-
densationsgrad des X-Chromosoms in weiblichen Zellen, eines der X-Chromosomenterritorien
ist kondensiert und inaktiviert, das zweite dekondensiert und aktiviert [35]. Auch alle weiteren
bisherigen Ansitze dieser Art, z.B. von Croft et al. [29], Edelmann et al. [34], verwenden die
kubischen Voxel als Basisobjekte und berechnen aus diesen die morphologischen Parameter.
Fiir die morphologische Analyse von Chromosomenterritorien wird in dieser Arbeit, in Bezug
auf die Genomarchitektur, ein vollstdndig neuer Ansatz eingefithrt. Es werden die Minkowski
Funktionale (=MF) eingefiihrt, welche sich aus konvexen Basisobjekten ableiten, und wer-
den mittels eines integralgeometrischen Ansatzes auf digitale Bildstapel adaptiert [84]. Die
implementierten Algorithmen werden auf die Chromosomen 18 und 19 angewendet, da diese,
aufgrund ihrer Eigenschaften, ein optimales biologisches Modellsystem bilden, und untersucht,
ob die vermuteten morphologischen Unterschiede, z.B. Croft et al. [29], nachgewiesen werden
konnen.

Auch auf der Ebene des einzelnen Gens kénnen bisher keine Aussagen iiber dessen Kondensa-
tionsgrad und Volumen gemacht werden. Die Probleme, welche sich bei einer Volumen- bzw.
Kompaktierungsmessung von Chromatin in der Gréfsenordnung eines Gens ergeben, stellen die
biologischen Markierungmethoden und die begrenzte Auflésung der verwendeten Mikroskope
dar. Die Markierung von Chromatinregionen, welche mit sichtbarem Licht untersucht werden,
erfolgt im Allgemeinen mit einer FISH. Die Untersuchung der Struktur von FISH markierten
Regionen erfolgt nur indirekt, indem die emittierten und detektierten Fluoreszenzphotonen die
Struktur der Fluorophorverteilung der verwendeten DNA-Sonde wiedergeben, welche, so die
Annahme, mit der Struktur des Chromatins korreliert ist. Die aus den Messung resultierenden
Mefswerte beziehen sich also immer auf die Fluorophorverteilung. Aussagen iiber die Struktur
des Chromatins sind somit auch nur bei einer Korrelation zwischen der Fluorophorverteilung
und dem markierten Chromatin méglich. Auf physikalischer Seite ist die begrenzte Auflésung
der Mikroskope ein wesentliches Problem. Das zur Detektion der mittels FISH markierten
Chromatinbereiche verwendete CLSM hat z.B. eine Auflésung von lateral ca. 200-250 nm und
axial ca. 600-700 nm. Zusétzlich variiert die Auflosung innerhalb von Zellen, aufgrund der
Brechungsindexunterschiede, lokal [42] [33]. Die Struktur einer Chromatinregion in der Gro-
Kenordnung eines Gens, befindet sich jedoch im Bereich der Auflésung, weshalb Aussagen {iber
deren Struktur anhand der resultierenden Intensitétsverteilung mit konventienellen Bildver-
arbeitungsmethoden nicht moglich sind.

Die gemessene Intensitétsverteilung, welche einer Konvolution der Punktbildfunktion (engl.
point spread funtion=PSF) mit der detektierten Intensitatsverteilung der Fluorophorvertei-
lung der verwendeten DNA-Sonde entspricht, kann jedoch anhand eines Modells beschrieben
werden. Als Modellfunktion dient eine zweidimensionale Gauffunktion, welche, aufgrund der
Eigenschaft der Exponentialfunktion, die Additivitat der Exponenten, die mathematische Be-
schreibung der Problematik wesentlich vereinfacht. Die Berechnung der PSF-Halbwertsbreiten
und der Halbwertsbreiten der Fluorophorverteilung erfolgt anhand der Standardabweichungen
der Gaufsfunktion. Aus den Halbwertsbreiten der Fluorophorverteilung kénnen Ellipsoid- bzw.
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Kugelvolumina berechnet werden, welche eine Volumenabschétzung der Fluorophorverteilung
und somit der markierten Chromatinregion darstellen. Mittels der Volumina und der Lénge
der verwendeten DNA-Sonde wird anschliefsend eine Kompaktierung V(J)\l{t ifen der DNA be-
rechnet.

Die entwickelte Methode wurde auf einfarbige Beads und auf zwei einfarbige fluoreszenzmar-
kierte Chromatinregionen in der Prader-Willi-Syndrom-Region (=PWSR) angewendet, wobei
das SNRPN Gen im Markierungsbereich beider verwendeten DNA-Sonden liegt. Das ent-
wickelte Modell wird anhand der Beads getestet und es werden die Halbwertsbreiten der PSF
gemessen. Die Anwendung auf biologische Objekte erfolgt anschliefend anhand von Chro-
matinregionen in der PWSR. Uber die Gene innerhalb der PWSR ist bekannt, dass nur die
Gene des paternalen Chromosoms aktiv sind, also exprimiert werden, wihrend die des ma-
ternalen Chromosoms inaktiv sind. Der Mechanismus der fiir diese Art von Aktivierung bzw.
Inaktivierung verantwortlich ist, wird elternspezifische Prigung genannt, und basiert auf dem
Prinzip der DNA-Methylierung? [2]. Es liegt somit ein biologisches Modell vor, in welchem
ein Chromatinbereich transkriptionell aktiv und der andere inaktiv ist. Die Ergebnisse des
zweidimensionalen Gaufsmodells werden anschlieffend mit den Mefergebnissen von J.Rauch
[93] verglichen, der 1999 eine spezifische Chromatinregion innerhalb der PWSR mit spektraler
Prézisionsdistanzmessung untersuchte.

*Weiterfiihrende Literaturhinweise sind bei [93] zu finden
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Kapitel 2

Grundlagen der Optik und
Mikroskopie

2.1 Fluoreszenz

Die Untersuchung der fluoreszenzmarkierten Chromatinregionen erfolgt, nach der in situ Hy-
bridiserung, mittels Anregung des Fluoreszenzmolekiile und anschlieftender Detektion des
emittierten Fluoreszenzlichtes. Als Anregung wird die Absorption eines Photons von einem
Elektron des Fluoreszenzmolekiils bezeichnet, welches einen elektronischen Ubergang aus dem
Grundzustand (Singulettzustand Sp) in einen hoéheren elektronische Zustand (Singulett Sp)
mit gleichzeitig angeregtem Schwingungszustand vollzieht. Der Ubergang erfolgt nach dem
Franck-Cordon-Prinzip, d.h. der Ubergang aus dem Grundzustand in den angeregten Zustand
ist aus Potentialsicht fiir den Zustand am wahrscheinlichsten, dessen Maximum der Wellen-
funktion “senkrecht” dariiber liegt. Hierbei werden Ubergiinge in andere Schwingungszustinde
nicht ausgeschlossen, diese sind nur weniger wahrscheinlich. Innerhalb des angeregten Schwin-
gungsniveaus kommt es, aufgrund der meist schwachen Ankopplung an das Strahlungfeld und
der zwitlich zwischen Absorption und Emission vorhandenen Wechselwirkung mit anderen
Molekiilen, zur Relaxation auf einen neuen Gleichgewichtsabstand, also auf ein niedrigeres
Schwingungs- und Rotationsniveau. Strahlungslose Ubergiinge werden zwischen den Rotati-
onsniveaus innerhalb eines Schwingungszustandes bzw. zwischen unterschiedlichen Schwin-
gungszustinden (interne Konversion, engl. internal conversion=IC) und zwischen Singulett S;
und Triplett 77 Zustand (engl. inter system crossing=ISC) beobachtet. Eine entscheidende
Regel, welche bei der Beobachtung von strahlenden Ubergingen zur Anwendung kommt, ist
die Kasha-Regel, welche besagt, dass kondensierte Molekiile im allgemeinen nur aus einem
angeregten schwingungsfreien Zustand heraus emittieren. Die Emission von Fluoreszenzlicht
entspricht einem strahlenden Ubergang eines Elektrons aus einem angeregten tiefsten Schwin-
gungniveau nach dem Franck-Cordon-Prinzip in den “senkrecht* darunter liegenden Rotations-
bzw. Schwingungszustandes des elektronischen Grundzustandes. Die zu beobachtende Phos-
phoreszenz, welche eine langere Abklingzeit als die Fluoreszenz hat, entspricht hingegen einem
Ubergang aus dem angeregten Triplett-Zustand in den elektronischen Grundzustand. Ein fiir
die Fluoreszenzmikroskopie entscheidender Unterschied zwischen Absorption und Emission
besteht darin, dass die Wellenléinge des emittierten Fluoreszenzlichts grofer ist, als die des
absorbierten Lichts.
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Abbildung 2.1: Die Abbildung zeigt ein Jablonski-Termschema, welches die Vorgénge wahrend der Absorption
und Emission von Molekiilen veranschaulicht. Die Absorption ist mit A, die Fluoreszenz mit F, die interne
Konversion mit IC, die Uberginge zwischen Singulett und Triplett mit ISC und die Phosphoreszenz mit Ph
gekennzeichent.

Dieser Effekt wird Stokesverschiebung genannt und resultiert aus der Relaxation und der
Kasha-Regel, welche fiir einen energetisch geringeren Ubergang verantwortlich sind [54]. In
Abbildung 2.1 ist ein Jablonski-Termschema zu sehen, welches die geschilderten Abléufe ver-
deutlicht.

2.2 Das konfokale Laserrastermikroskop (=CLSM)

Das konfokale Prinzip wurde von Minsky 1957 vorgestellt und das von ihm konzipierte “Confocal-
Stage-Scanning-Optical-System® 1961 patentiert [75]. Die ersten konfokalen Aufnahmen gelan-
gen 1979 Brakenhoff et al. [11] mit Objektiven hoher numerischer Apertur. Die ersten Uberle-
gungen einer Anwendung von Lasern auf fluoreszierende Objekte wurden 1978 [20] von Cremer
et al. und 1982 von Cox et al. [19] verdffentlicht. Das erste CLSM und die erste Anwendung
auf biologische Praparate wurde 1985 von Brakenhoff et al. [12] und Carlsson et al. [15] vor-
gestellt. Heute ist das CLSM ein unentbehrliches Standardwerkzeug in Bezug auf biologische
Anwendungen geworden und kommerziell erhéltlich.

Der Unterschied zwischen konfokaler und konventioneller Mikroskopie besteht darin, dass in
der konfokalen Mikroskopie das zu untersuchende Objekt punktweise abgerastert wird. Die
Realisierung dieser Rasterung, welche entlang der lateralen Ebene vollzogen wird, erfolgt ent-
weder durch Bewegung des Objektes oder durch Abtastung mit dem Lichtstrahl. Das so entste-
hende zweidimensionale Bild kann, indem das zu untersuchende Objekte schrittweise entlang
der optischen Achse erneut lateral abgerastert wird, zu einem dreidmensionalen Bild ergédnzt
werden. Der Name konfokal resultiert aus dem gemeinsamen Fokuspunkt des Anregungs- und
Detektionslichts und kann anhand einer schematischen Darstellung eines CLSM (siehe Ab-
bildung 2.2) verdeutlicht werden. Das Anregungslicht, meist ein gaufformiger kollimierter
Laserstrahl, wird, nachdem es einen dichroitischen Strahlteiler durchlaufen hat, mittels ei-
nes Objektivs auf einen Punkt fokussiert. Das verwendete Objektiv mit hoher numerischer
Apertur NA= nsin(a), welche durch den Brechungsindex n der Immersion und dem Off-
nungswinkel o des Objektives definiert wird, ermdéglicht zusétzliche eine Tiefenschérfe im Be-
reich von mehreren hundert Nanometern [61]. Die sich im Anregunsstrahlengang befindenden
Fluoreszenzmolekiile werden angeregt und emittieren Fluoreszenzlicht, welches, aufgrund der
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Stokesverschiebung, langwelliger ist. Das in Richtung des Objektivs emittierte Fluoreszenz-
licht wird iiber den dichroitischen Strahlteiler und die Tubuslinse auf die Lochblende fokussiert
und von einem Photomultiplier detektiert. Die Lochblende ermdoglicht es, dass Licht aus dem
Bereich auferhalb der Fokusebene nicht detektiert wird. Die in der Abbildung 2.2 zu sehen-
de Scanningeinheit besteht meist aus zwei Spiegeln, welche eine Rasterung des Objektes in
laterale Richtung ermoglichen.

Laser Anregung

Pinhole

Emissionsfilter

=~ __—=={| Photomultiplier
i ADC (Analog-

Dichroit

. i Digital-
Scanning _| Konverter)
Einheit || v
Objektiv z-Stapel

oder 7
Zeitserie /
, Bildverarbeitung }J

Abbildung 2.2: Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Strahlengangs und Aufbaus eines
CLSM. (Quelle Dr.Kapitza,Zeiss)

2.3 Bildentstehung am CLSM

2.3.1 Physikalische Grundlagen

Die mathematische Beschreibung des zeitlichen und raumlichen Verhaltens von dielektrischer
Verschiebung D = eeE , magnetischer Feldstéirke H = %, Stromdichte j und Ladungsdichte
p erfolgt mit den Maxwellgleichungen, welche die Grundgleichungen der elektromagnetischen
Theorie bilden.

divB = 0 (2.1)
. 9B

tE+ — = 0 2.2
rotE + T (2.2)
divD = p (2.3)

- 9D .
tH — — = 2.4
rotfl - 52 = ] (24)
(2.5)
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Die ersten beiden Gleichungen werden als homogene Maxwellgleichungen und die letzten bei-
den Gleichungen als die inhomogene Maxwellgleichungen bezeichnet, wobei die Darstellung
der differentiellen Schreibweise entspricht. Im Vakuum gilt die Annahme, dass die Ladungs-
und Stromdichten sowie die elektrische Leitfdhigkeit Null sind, sodass die resultierenden Max-
wellgleichungen homogenen partiellen gekoppelten Differentialgleichungen entsprechen. Durch
Bilden der Rotation der Gleichungen 2.3 bzw. 2.5, einsetzen der Gleichungen 2.2 bzw. 2.4
und der Vertauschung der Differentiationen werden die Gleichungen, unter Verwendung der
Quellfreiheit der Felder im Vakuum, entkoppelt. Dies zeigt auf, dass alle Komponenten der
Felder (allg. U) die Wellengleichung im Vakuum erfiillen.

1 92
" 20e)
Losungen der Wellengleichung sind ebene Wellen und Kugelwellen [49].

0= (A U(7,t) (2.6)

2.3.2 Die dreidimensionale Punktbildfunktion des CLSM

Die Abbildung von punktférmigen Objekten mit dem Mikroskop wird mittels der PSF be-
schrieben. Die folgende Herleitung der PSF des CLSM basiert auf der Annahme, das sich
das Licht in der Ndhe und entlang der optischen Achse ausbreitet (paraxiale Approximation).
Diese aus dieser Herleitung resultierend PSF entspricht nicht der PSF, welche aus der Verwen-
dung von Objektiven mit hoher numerischer Apertur resultiert, stellt jedoch nach H.Bornfleth
eine ausreichende Naherung der PSF dar [6].

Die Herleitung der PSF beginnt mit der Betrachtung der elektromagnetischen Felder des Ab-
bildungsprozesses, wobei diese allgemein als U bezeichnet werden.

Die auf die, als diinne Linse beschriebene, Objektivlinse treffenden ebenen Wellen (zentrales
Gaufsprofil) werden durch Uy (z1,y1) = Uy beschrieben. Die Verteilung des elektromagnetische
Feldes unmittelbar hinter der Linse ergibt sich zu

Us(w2,y2) = Up - t(,y) (2.7)

wobei t(z,y) der Transmissionsfunktion entspricht. Die Transmissionfunktion, welche sich aus
der Phasenverschiebung des elektromagnetische Feldes aufgrund der Geometrie der Linse und
dem Brechungsindex des Linsenmaterials ergibt, ist fiir sphérische Linsen mit

t(z,y) = P(a,y)edr @) (2.8)

gegeben, wobei P(x,y) der Pupillenfunktion entspricht. Die Verteilung des elektromagneti-
schen Feldes in der Fokusebene der Linse kann mittels der vektoriellen Wellengleichung (Glei-
chung 2.6) hergeleitet werden. Werden die Polarisationseigenschaften des Lichts vernachlés-
sigt, so ergibt sich eine skalare Form der Wellengleichung (Helmholtz Gleichung), welche die
Ausbreitung der rdumlichen Komponenten des elektromagnetischen Feldes U beschreibt . Die
kirchhoffsche Beugungsgleichung ist, unter Verwendung der kirchhoffschen Randbedingungen,
eine Losung der skalaren Wellengleichung und fithrt, unter der Annahme, dass die Beobach-
tung weit entfernt von der Beugungsebene, aber in der Nihe der optischen Achse stattfindet
(Fresnel Niherung) [51], auf eine Verteilung des elektromagnetischen Feldes im Fokus f mit

Uy (s ik
Us(zs,ys) = < Qelikf)ear@i+us)

Af
// P(x, y)e%(x3x+y3y)dxdy (2.9)
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Das Integral in Gleichung 2.9 entspricht der zweidimensionalen Fouriertransformierten der
Pupillenfunktion P(z,y). Die Annahme einer kreisformigen Linse mit dem Radius a

o 21 .2 —
P(r):{ 1 firva?*+y*=r<a

0 andernfalls

und Transformation der kartesischen Koordinaten des Integrals in Gleichung 2.9 in sphérische
Koordinaten ermdglicht es eine Hankel Transformation auszufiihren, welche, unter Verwendung
von drei vereinfachenden Parameter,

1. Verwendung der numerischen Apertur NA = sina ~ %

2. Einfiihrung der radialen optischen Koordinate v = 27”1"331'7104

3. Einfiihrung der Fresnel Zahl N = g—;
auf folgende Gleichung fiir die Verteilung des elektromagnetischen Feldes fiihrt:
- illz 1
Us(v) = UOZWiNe(’kf)eW/ P(p)Jo(vp)pdp (2.10)
0
Aufithren der Integration resultiert in

; iv?
Us(v) = UpinNe = gin= (2!]1 )

) (2.11)

14

Die aus dieser Verteilung des elektromagnetische Feldes resultierende Intensitét ergibt sich aus
der Multiplikation der Verteilung des elektromagnetische Feldes mit der komplex konjugierten
Verteilung zu

2J1 (I/)

14

I(v) = (TN)*( )2 mit Up,c=1 (2.12)

und wird Airy Beugungsmuster genannt. Im zentralen Maximum, welches durch das erste
Minimum v, = 1.227 begrenzt ist, konzentriert sich ca. 80% der Intensitdt. Die axiale
Intensitétsverteilung ergibt sich nach Gu [51] aus der Untersuchung der defokussierten Ebene
zu

sin(u/4)
I(u) = (7N)?(Z——2) (2.13)
(u/4)
wobei u = 2; “22 0z der axialen optischen Koordinate entspricht.

Nun wird die PSF eingefiihrt, welche der Fouriertransformierten der Pupillenfunktion ent-
spricht.

o0 ik
h(l’,y) = // P(.I’Q,yg)eﬂ(x21+y2y)dx2dy2 (214)

Um ein punktférmigen Objektes o(x1,y1) = 0(x1)d(y1) mit infinitisimaler Ausdehnung in
axialer Richtung, durch eine diinne Linse, kohédrent abzubilden, wird das Objekt mit der PSF
gefaltet, woraus die Feldverteilung in der Fokusebene resultiert. Die Intensitétsverteilung in
der Fokusebene ergibt sich analog zu Gleichung 2.12. Die Verteilung des elektromagnetischen
Feldes eines dreidimensionalen Objektes, ergibt sich aus der Konvolution der dreidimensionalen
PSF in optischen Koordinaten nach Gu [51]

1
h(l/,u):/o P(p)e_i%p2J0(pl/)27rpdp (2.15)
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mit der Objektverteilung und entspricht einer Superposition der Beitrage der einzelnen Ebe-
nen. Wird eine kreisformige Pupillenfunktion angenommen, so 1aft sich fiir v = 0 Gleichung
2.15 in die bereits hergeleitet Gleichung 2.11 iiberfiihren.

Die Berechnung der bei einem Abbildungsprozess eines fluoreszenzmarkierten Objektes
mit dem CLSM verwendeten PSF wird in zwei Schritte unterteilt, da die Beleuchtung zwar,
aufgrund des verwendeten Lasers kohéarent ist, der Detektionsvorgang des Fluoreszenzlichtes
aber inkohérent ist. Die Inkohdrenz ergibt sich aus der unabhéngig voneinander stattfindenden
Emission von Fluoreszenzlicht der einzelnen Molekiile und resultiert in einer Superposition der
Intensitidten. Auch die Grofe der Lochblende hat Einflufs auf die PSF, weshalb fiir das CLSM
eine effektive Intensitits-PSF h; verwendet wird, die als das Produkt von Beleuchtungs-PSF
ha(Va,uq) und der mit der verwendeten, aus der Lochblende resultierende, Pupillenfunktion
D(v) konvoluierten Detektions-PSF he(ve, u.) ausgedriickt werden kann:

hi(v,u) =| ha(Va, ua) ‘2 (| he(Ves ue) ’2 ®2D(v)) (2.16)

wobei gilt

|1 fiirv <y
D(vy) = { 0 andernfalls

vy = laterale Koordinate der Lochblende

®9 = zweidimensionaler Konvolutionsoperator
Vg, Ve = laterale Koordinate des Anregungs- und Emissionslichtes
Uq,Ue = axiale Koordinate des Anregungs- und Emissionslichtes

(2.17)

Die detektierte Intensitétsverteilung eines dreidimensionalen fluoreszenzmarkierten Objek-
tes, welches an einem Ort 7 abgetastet wurde ergibt sich aus Konvolution des effektiven
Intensitats-PSF mit der Objektverteilung o(7s) zu

I(75) = hi(7s) ®3 o(7) (2.18)

wobei ®3 dem dreidimensionalen Konvolutionsoperator entspricht.

Die Auflésung eines Mikroskops wurde frither anhand des Rayleigh Kriteriums angegeben,
welches als Auflésung die Distanz zwischen zwei Signalen definiert, wenn deren Beugungsmaxi-
mum (Signal 1) und Beugungsminimum (Signal 2) nicht durch ein Minimum getrennt werden.
Heute wird iiblicherweise die Halbwertsbreite der PSF verwendet, was dem Halbwertsbreiten-
Kriterium (engl. full width half maximum=FWHM) entspricht. Als ausreichende Ndherung der
effektiven Intensitits-PSF, innerhalb des FWHM-Kriteriums konnen die Intensitatsverteilung,
die Objektverteilung und die effektive Intensitats-PSE als Gauffunktion beschrieben werden
(sieche Abbildung 2.3). Der Vorteil der Gaufifunktion besteht darin, dass diese, mathematisch
betrachtet, einfacher zu handhaben ist, als die Besselfunktion.
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Abbildung 2.3: Die schwarzen Kurven entsprechen der lateralen (Abbildung a) und axialen (Abbildung b)
Intensitits-PSF des CLSM. Die Gauffunktion (rote Kurve) stellt eine ausreichende N&dherung der Intensitéts-

PSF, innerhalb des FWHM-Kriteriums (gestrichelte Linien) dar.
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Kapitel 3

Ausgleichsrechnung

3.1 Methode der kleinsten Fehlerquadrate

3.1.1 Einfiihrung

Die Methode der kleinsten Fehlerquadrate (engl. least square =LS) ist eine von C.F. Gaufs
entwickelte Standardmethoden zur Anpassung einer mathematischen Modellfunktion an eine
gegebene Stichprobe. Das Prinzip der Methode beruht auf der Minimierung der Summe der
quadratischen Abweichungen S zwischen Modellfunktion und Stichprobe. Die Minimierung
von S resultiert in einem Gleichungssystem dessen Losung ein optimaler Parametersatz a ist,
der die Modelfunktion optimal an die Stichprobe anpafst. Gegeben sei also eine (annéhernd)
normalverteilte Stichprobe mit folgender parametrisierter Beschreibung:

e y;: Der i-te Mefwert in Abhéngigkeit von der unabhingigen Variable #; mit ¢ =1...n
e 0;: Fehler des Mefswertes y;

e fi(z; | @): Erwartungswert des Mewertes y;, bzw. der Wert der Modellfunktion f;(z; | @)
in Abhéngigkeit von x;

e a;: der j-te Parameter der Modellfunktion f;(x; | @) mit j = 1...m. Diese werden
optimiert, sodass die Funktion f;(z; | @) mit den Schitzwerte a die Stichprobe optimal
beschreibt.

Bestimmt werden die Schétzwerte a des Parametervektors @ = (aq, . . ., ay,) der Modellfunktion

fi(z; | @) tber die Summe der quadratischen Abweichungen S (=LS-Funktion), die mit

ag

" (yi — fili | @)
i=1 i

gegeben ist und einer y2-Verteilung folgen. Die Minimierung von S ist gleichbedeutend mit
2
dem Verschwinden % = % = 0 der partiellen Ableitung nach dem Parameter aj. Die

partiellen Ableitungen sind gegeben mit
n

05— a3 L e 2L 3.2)

dap, , Oay,
=1
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und bilden ein System aus k gekoppelten Gleichungen. Die Losung des Gleichungssytems liefert
die gesuchten optimalen Schitzwerte der Parameter a, welche die Summe der quadratischen
Abweichung minimieren Sy, .

Fehler der Parameter

Der Fehler des Parameters a; folgt aus dem Gaufischen Fehlerfortpflanzungsgesetz

- Oa;
2 E 2 2

=1

Giite der Anpassung

Die Funktion S folgt einer x2-Verteilung, die n-m (—Datenpunkte minus Parameter) Freiheits-
grade und den Erwartungwert E(Sp,) = n —m hat. Nach dem zentralen Grenzwertsatz fiir
grofie Freiheitsgrade folgt fiir die x2-Verteilung, dass diese in eine Normalverteilung iibergeht.
Die Giite der Anpassung wird dann iiber das Vertrauensniveau « angegeben, welches dem
Integral iiber die XQ—Verteilung oberhalb von S,,;, entspricht.

3.1.2 Anpassung einer linearen Funktion

Werden die in Kapitel 3.1.1 angestellten Uberlegung konkretisiert, d.h. wird als Modellfunktion
eine allgemeine lineare Funktion

f(z| @) = arhi(z) + agha(z) + - - - + amhm () (3.4)

mit angenommen, so kann Gleichung 3.2 zu

m n
Zgzylhk: xz Z a; Zgz 1’1 hk xz)] (3'5)
Jj=1 =1
umgeschrieben werden, wobei ¢g; = 2 die Gewichte darstellen. Wird das Gleichungssystem als

Matrizengleichung beschrieben, so erglbt sich folgende Form
b=A-a (3.6)

Die Komponenten des m-dimensionalen Vektors b und der m x m Matrix A ergeben sich aus
Gleichung 3.5

bp = Z 9iyihe (i)

Ajp = Zgl (i) h () (3.7)

Die Losung der Matrizengleichung, die LS-Schitzwerte der Parameter a, erfolgt durch Inver-
sion von Gleichung 3.6

-

a=A"1.b (3.8)

wobei A™! = C der Kovarianzmatrix entspricht.
Fehler des Parameters
Wird Gleichung 3.8 Komponentenweise aufgeschrieben, dann die Ableitung giyj ausgefiihrt und
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in Gleichung 3.3 eingesetzt und diese umgeformt, so ergibt sich fiir den Fehler des Parameters
aj.

o =Y 6,C = Cy; (3.9)
=1

Die Fehler der Parameter entsprechen also den Diagonaleintragen der Kovarianzmatrix.

3.2 Methode der Lagrangen Multiplikatoren

3.2.1 Einfiihrung

Die im vorigen Kapitel 3.1.1 vorgestellte Methode der kleinsten Fehlerquadrate kann eine tri-
viale Losung fiir den gesuchten Parametersatz ergeben, z.B. wenn die zu minimierende Funkti-
on eine implizite Gleichung ist. Dies wird ersichtlich, wenn man Gleichung 3.6 betrachtet. Gilt
b= 0, so ist eine Losung die triviale Losung, d.h. der gesuchte optimale Parametersatz wére
@ = 0. Die triviale Losung kann vermieden werden, indem eine Nebenbedingungen aufgestellt
wird, die einen Parametersatz @ = 0 als Losung ausschliefst. Resultat ist ein Optimierungspro-
blem mit Nebenbedingung, welches mittels der Methode der Lagrangen Multiplikatoren gelost
werden kann. Das Lagrange Optimierungsproblem kann also wie folgt beschrieben werden:

e Es ist eine zu minimierende Funktion S (siehe Gleichung 3.1) gegeben, die sich aus dem
LS-Ansatz ergibt.

e Es existiert eine Nebenbedingung die einen Parametersatz @ # 0 fordert, sodass die
triviale Losung ausgeschlossen wird

Das Losungsschema des Lagrangen Optimierungsproblems sieht folgendermafien aus:
1. Die Nebenbedingung ist in die Form p(a) = 0 zu bringen.
2. Das Gleichungssystem F(@) = S — Ap(a) aufstellen.

3. Ableiten des Gleichungssystems 61;%6) =0, d.h. Extremwerte bestimmen.

Die Extremwertbestimmung fiihrt auf k gekoppelte inhomogene Gleichungen, welche ein Ei-
genwertproblem darstellen. Die optimalen Schétzwerte der Parameter a entsprechen dem Ei-
genvektor des kleinsten Eigenwertes, wie aus der generellen Losung von Eigenwertgleichungen
ersichtlich ist.

3.2.2 Anwendung auf Ellipsoide

Die experimentell gemessenen Zellkernen werden mit simulierten Zellkernen verglichen, wes-
halb an diese Ellipsoide angepaft werden. Die Anpassung eines Ellipsoides im R? an eine
Menge von Randpunkten eines Zellkernes entspricht, wie in diesem Kapitel dargelegt wird, ei-
nem Lagrangen Optimierungsproblem. Ein Ellipsoid ist charakterisiert durch den Mittelpunkt
mt = (m1,ma,ms), die Halbachsen k' = (hi, hg, hs) und die Orientierung @ = (a1, ag, as).
Die Orientierung wird anhand der Eulerwinkel beschrieben, welche die Rotationswinkel um die
Koordinatenachsen angeben. Die Darstellung eines Ellipsoids kann mit diesen neun Standard-
parameter aus einer Einheitssphére deren Mittelpunkt im Ursprung liegt hergeleitet werden.
Die Punkte & auf der Oberfliche einer Einheitssphére in Kugelkoordinaten sei gegeben durch

7= Hif (3.10)
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mit

1 00 cospcost
H=1010 7= | singcosd (3.11)
0 01 sind

und der Bedingung ||n|| = 1. Die Sphére ist iiber die Halbachsen, die in Richtung der Koordi-
natenachsen mit der Lénge Eins als Matrix H gegeben sind, und den Winkelanteil, der dem
Vektor 17 entspricht, vollstindig beschrieben. Werden die Halbachsen gestreckt bzw. gestaucht,
geht die Matrix H mit den neuen Halbachsen h! = (hy, hs, h3) in Gleichung 3.10 iiber in

hi 0 0
H=| 0 hy 0 (3.12)
0 0 hs

und die Sphére wird in einen Ellipsoid transformiert. Erfolgt eine Rotation R um die Koor-

dinatenachsen und wird der Mittelpunkt vom Ursprung auf die Position m! = (mq,ma, m3)

translatiert, geht Gleichung 3.10 in die Form
Z=RHij+m (3.13)

tiber (Eine Darstellung der Rotationsmatrix R ist in [112] zu finden). Auflésen nach 7 und
quadrieren der Gleichung ergibt

—

Il = [R™TH™H (& —m)) =1 (3.14)
Ausmultiplizieren und umformen fiihren auf
[R'H Yz -m)? = [R'HE'%-R'H'm)?-1
= (R'E'%)? - 2R'H'2)(RTH 'm)
+HR'H W) -1
= 2'RH2R'% — 2RH’R'mi&
+m!'RH?R'm —1=0 (3.15)
Die Verwendung der Abkiirzungen
A=RH7’R' b =—-2RH?R'm c=m'RH ?R'm —1 (3.16)

ergeben eine allgemeine parametrisierte Gleichung eines beliebig orientierten Ellipsoids die
folgende Form hat [112] [16]:

FAT+ 0T +c=0 (3.17)
Wird die Matrix A, der Vektor b und das Skalar ¢ zu
A DJ2 E/2 G
A=\ D/2 B F/2 b=| H c=1L (3.18)
E/2 F/2 C K

Ausfiihren der Matrix- und Vektormultiplikation ergibt eine implizite quadratische Gleichung
f(@ | @), die als Modellfunktion verwendet wird:

f(Z|@) = Ax?+ Bas+ Ca3 + Dxixy + Exix3 + Froxs
+Gx1+ Hxg+ Kxs+ L =0 (3.19)
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Mit

id=(A,B,C,D,E,F,G,H,K,L) (3.20)
und
g‘t = ( %7 x%? x%; x1x27 .'1:1(173, x2x37 x17 x27 .'1:3, 1)t (321)
ergibt sich
f(zla)=7a=0 (3.22)

Alle Punkte & = (x1,x2,x3) die Gleichung 3.19 erfiillen befinden sich auf der Ellipsoidober-
fliche. Alle Punkte die nicht auf der Ellipsoidoberflache liegen haben die algebraische Distanz

| f(Z| @) |# 0 von dieser. Fiir eine Menge n an Datenpunkten ist die Summe der Fehlerqua-
drate S

n n
S=> (fE @) => (Fa) (3.23)
i=1 i=1
was der quadrierten albebraischen Distanz entspricht. Summation {iber i und umformen ver-
einfacht S zu
S =ada'z'Za (3.24)

Das Produkt W = Z'Z wird in der Literatur auch Scatter matriz genannt. Da die Minimierung
von S und die Losung des resultierenden Gleichungssystem keine triviale Losung ergeben soll,
wird als Nebenbedingung ||a|| = @'@ = 1 gesetzt. Das Lagrange Optimierungsproblem mit der

umgeformten Nebenbedingung p(@) = '@ — 1 = 0 lautet also

mink(a@) = S — Ap(@) (3.25)

Ausfithren der Minimierung fithrt auf

oF(a
(@) _ 9wz — 273 =0 (3.26)
od
wodurch sich die Eigenwertgleichung
Wa = \d (3.27)

ergibt. Der FEigenvektor des kleinsten Figenwertes, welcher aus der Losung der Eigenwert-
gleichung folgt, entspricht den optimalen Schitzwerten des Parametervektors a. Abschliefend
kann aus den Schétzwerte a der Ellipsoid dargestellt oder die Halbachsen des Ellipsoids be-
rechnet werden. Fiir die Berechnung der Halbachsen werden die ersten sechs Schitzwerte des
Parametervektors @ bendtigt, sodass die Matrix A aus Gleichung 3.19 gebildet werden kann,
die die vollsténdige Information iiber die Halbachsen enthélt. Eine Singuldrwertzerlegung der
Matrix A

A=UTV'=U0TU" mit V'=U" (3.28)

und der Vergleich mit der Abkiirzung A = RH2R! (siehe 3.15) liefert fiir die Matrix H:
H=T2 (3.29)

Da die Matrix 7' nur Diagonaleintrige hat, was aus der Singularwertzerlegung folgt, konnen die
1 1 1

Halbachsen direkt aus der Matrix entnommen werden h! = (hy, ha, hs) = (5112, S92, S352 ).

Die Rotationswinkel & und der Mittelpunkt /73! kénnen mit den Parametern aus b und c in
Gleichung 3.18 berechnet werden.
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3.3 Der Levenberg-Marquardt-Algorithmus

3.3.1 Anpassung nichtlinearer Funktionen

Aus Kapitel 2 geht hervor, dass mit einem Mikroskop detektierte biologische Objekte, z.B. ein
Gen, als Faltung der Fluorophorverteilung des Objektes mit der PSF dargestellt werden. Gilt
die Annahme, dass die Fluorophorverteilung mit der Funktion des biologischen Objektes kor-
reliert, so kann die Fluorophorverteilung aus der gemessenen Intensitdtsverteilung bestimmt
werden. Als Modellfunktion fiir die Intensitdtsverteilung, die PSF und Fluorophorverteilung
wird in jeweils zwei Raumrichtungen eine zweidimensionale Gauffunktion an die Mefdaten
angepaft wird. Da die Gauffunktion eine nichtlineare Funktion ist und die bisher eingefiihrten
Methoden nicht ausreichen, um diese an die Mefdaten anzupassen, werden neue Methoden
der nichtlinearen Regression eingefiihrt.

Das Prinzip der nichtlinearen Anpassung ist dquivalent zur linearen Anpassung und die LS-
Funktion wird nach Gleichung 3.1 aufgestellt. Die Minimierung der LS-Funktion erfolgt jedoch
im allgemeinen iterativ und mit numerischen Methoden, da eine analytische Losung der Glei-
chungen zu komplex ist. Der Verlauf des iterativen Prozesses kann hierbei wie folgt beschrieben
werden:

1. Gegeben sei ein Set von Startparametern @”. Die Abschiitzung dieser Startparameter ist
ein wichtiger Punkt, da lokale Minima und divergierende Losungen unterdriickt werden
sollen.

2. Tm i-ten Tterationsschritt sei der minimierende Parametersatz @ = (al, ..., a’,) gegeben.

3. Suche das Inkrement 6@’ fiir den i+ 1-ten Schritt @' = @' +da’, sodass S(a*!) < S(a)
gilt.

4. Der Tterationsprozess wird gestoppt, wenn die Konvergenzbedingung S(@**1) —S(a’) < e
erfiillt ist. Der resultierende Parametersatz wird als optimal angesehen.

Die bekanntesten Verfahren, die diesen iterativen Prozess realisieren, sind das Gradientenver-
fahren und die Linearisierung der Modellfunktion.

Das Gradientenverfahren

Die in der Mathematik etablierteste Methode der Extremwertberechnung ist das Gradien-
tenverfahren. Das Prinzip dieses Verfahres ist, dass die Parameter solange anhand des nega-
tiven Gradienten in Richtung des Minimums variiert werden, bis die Konvergenzbedingung
S(a@*') — S(a') < e erfiillt ist. Das Inkrement 0@' = —A - VS der Parameter ergibt sich aus
der Schrittweite A und dem negativen Gradienten V5.

Linearisierung der Modellfunktion

Sind die Startparameter @y hinreichend nahe an der optimalen Schétzung a, so kann die Mo-
dellfunktion durch eine Taylorentwicklung linearisiert werden. Mit @ = dp + da ergibt sich fiir
die Entwicklung der Modellfunktion bis zur ersten Ordnung

oo | d “ 5f (Z|a
f(@|a) = ) + Z da ' ))ao (3.30)
Die resultierende zu minimierende Funktion S ist somit eine Funktion der Parametervariation
L1 L
Sy =y —lyi— f(#@ | D) (3.31)
i=1 ¢
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Die weiteren Schritte sind formal identisch zu den Losungsschritten einer linearen Funktion
(siehe Kapitel 3.1.2). Aus der Minimierung ergibt sich ein Gleichungssystem (siehe Gleichung
3.8), dessen resultierender Losungsvektor nicht @, sondern der Variation des Parametervektor
dd entspricht. Die optimalere Schitzung des Parametervektors @ = dp + da wird dann im
néchsten Iterationsschritt als neuer Parametervektor verwendet und der Algorithmus solange
iteriert, bis die Konvergenzbedingung erfiillt ist.

3.3.2 Die Levenberg Marquardt Methode

Die in Kapitel 3.3.1 eingefiithrten Methoden der nichtlinearen Anpassung werden im Levenberg-
Marquardt-Algorithmus zu einer Methode verbunden. Die Uberlegung hierbei ist folgende.
Wenn der Abstand zwischen der aus den Startparametern resultierenden Funktion und dem
Mininum grof ist, so ist das Gradientenverfahren optimal, ist der Abstand klein, die Linearisie-
rungsmethode. Die Verbindung beider Methoden wird realisiert, indem das Gleichungssystem
b= A-6a nach Gleichung 3.2 gebildet wird und die Diagonaleintrige A;; mit einem Parameter
A gekoppelt werden, sodass gilt A;; = A;(1 4+ \). Der Parameter A bewirkt, das fiir kleine A
Werte der Linearisierungsmethode dominiert und fiir grofte die Diagonalelemente, und somit
die Gradientenmethode. Der Ablauf der Levenberg-Marquardt-Algorithmus ist dann wie folgt:

1. Stelle die zu minimierende LS-Funktion S(# | @) mit @y auf und setzt A auf einen sehr
kleinen Wert, z.B. 107%.

2. Berechne die Variation des Paramametersatzes da und die variierte LS-Funktion S(& |
a+ 0a).

3. Gilt S(Z| d) < S(Z | @+ dd), dann multipliziere A mit einem Faktor 10

4. Gilt S(Z | @) > S(Z | @+ 0a), dann dividiere A durch Faktor 10

Die Schritte 2-4 werden solange wiederholt, bis die Konvergenzbedingung | S(# | @) — S(Z |
a+ 0d) |< e erfiillt ist.

3.3.3 Anwendung auf die 2D Gaufsfunktion

Der im Kapitel 3.3.1 vorgestellte Levenberg-Marquardt-Algorithmus wird nun angewendet, um
an die zweidimensional Intensitdtsverteilung eines Gens eine zweidimensionale Gauffunktion

(z1 —21)* (22— 7p)?
f auss(xla x2) = Aeiﬁp(— - ) +b (332)
g 202, 202,

anzupafben, wobei A der Hohe des Maximums, Z; den Erwartungswerten, ¢; den Standardab-
weichungen und b einem Hintergrundparameter entspricht. Der zu optimierende Parametersatz
ist gegeben durch @ = (A, Z1,Z2, 04, 04,, b). Die Anzahl der Datenpunkte sei n mit i = 1...n.
Die Taylorentwicklung bis zur ersten Ordnung um die Startparameter @ = dp + da sei

< 9 fgauss (T | @)

fgauss(f‘ a) = fgaUSS(f‘ do) + Z(ga]‘(T)ao (3.33)

j=1
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9 auss _‘i a
( fg aaj(ﬂC |a))

i-ten Datenpunkt und die j-te Ableitung. Die Ableitungen sind allgemein gegeben durch

afgauss(f| C_i(l)

Die Ableitungen a0 = Jij entsprechen den Eintrdgen der Jakobi Matrix fiir den

(21 —31)* (w2 — 9?2)2)

0A = eonl(= 202, a 202,
6f9““§3_£f| ) _ 4. (22 — 22) - 2;2@1:10(—(9612;2:161)2 - ($22;%f2)2)
P10 A.@k—a%f.jfnp«fmg;£”2—»@2;5”2)
6fgaus;§)£ | do) . (3.34)

Die zu minimierende Funktion S an die n Datenpunkte mit den Koordinaten & = (x1,x2),
dem Funktionswert y; und dem Fehler ~y; lautet somit

n

S(6) = 3 -l = Fyousn(7 | 0) = 3 50,7, (3.35)
7 =

i=1

Wird gTi bzgl. ihrer Parameter minimiert und umgeformt, so ergibt sich das Gleichungssystem

b= Add (3.36)

mit
n

1 oL "1
bk = Z *[yz - fgauss(l’ ’ ao)]Ji Ajk: = Z ?Jljjlk (337)
i=1 "

i=1 "
was formal identisch zu Gleichung 3.5 und 3.7 ist. Die zu modifzierenden Eintrdge der Matrix
A sind die Diagonaleintrige der Matrix A mit

Ajj=>" ?Jijjij => ;ij (3.38)
i=1 '* i=1 "

welche den quadrierten Ableitungen aus Gleichung 3.34 entsprechen. Der Steuerparameter A
wird nach

Ay = Aji(1+X) (3.39)

in die Matrix A eingefiigt. Der Ablauf des Levenberg-Marquardt-Algorithmus ist analog zu
dem in Kapitel 3.3.2 erklirten Ablauf.
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Kapitel 4

Parameter zur Charakterisierung der
Genomarchitektur

Die Untersuchung der Organisation und Architektur des Genoms in Interphase-Zellkernen
findet auf einer Skala statt, die von einigen wenigen nm bis hin zu einigen um reicht. Der na-
tive DNA-Doppelstrang hat einen Durchmesser von 2 nm und ist um die Histone gewunden.
Von den Histonen ausgehend bilden sich subchromosomale Regionen, deren Gréfie bis hin zu
einigen hunderte nm betrigt. Die grofite Organisationseinheit bilden die Chromosomen, wel-
che einige pum grof sind (siehe Kapitel 1). Die Aufgabe der quantitativen Bildanalyse ist die
Definition von Parameter fiir die verschiedenen Grofenordnungen, welche die Topologie und
Morphologie der mittels FISH markierten DNA charakterisieren und eine Bezug zwischen den
Resultaten und der biologischen Funktionalitdt herzustellen.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Parameter zur Messung der topologischen Eigen-
schaften von mittels FISH markierten Chromatinregionen, d.h. deren réumliche Position in-
nerhalb des Zellkernes und relativ zu anderen Genomelementen, werden anhand der relativen
radialen Position, der absoluten und normierten Distanzen und Winkel fiir alle Gréfsenordnun-
gen des Chromatins bestimmt und in den Kapiteln 4.1 und 4.2 erklért. Die Charakterisierung
der Morphologie von Chromosomen, d.h. Objekte oberhalb der Auflésunsgrenze, erfolgt an-
hand der Minkowski Funktionale in Kapitel 4.3. Eine Methoden zur Untersuchung der Morpho-
logie von fluoreszenzmarkierten Chromatinregionen im Bereich der Auflésungsgrenze werden
im Kapitel 4.4 vorgestellt.

4.1 Die Relative radiale Positionierung

Eine der wesentlichen Fragestellungen der Genomarchitektur ist der Zusammenhang zwischen
der relativen radialen Position von Chromosomen, Zentromeren und Genen im Zellkern und
deren Aktivitdts- und Ordnungsgrad (siehe Kapitel 1.3). Die relative radiale Position kann
anhand einer Kugel mit sphérischen Koordinaten # = (r, €, ¢) verdeutlich werden (siehe Ab-
bildung 4.1). Die relative radiale Position eines Objektes im Zellkern muf zwei mathemati-
schen Anforderungen geniigen, der Bezugspunkt muf reproduzierbar sein und die gewé&hlte
Abbildung mufs formunabhéngig sein.
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Es existieren zwei Definitionen, welche diese Anforderungen zu erfiillen :

1. Das Verhiltnis des Abstandes Objekt-Ursprung r zum Abstand Kugelrand-Objekt-
Ursprung, hier der Radius R der Kugel.

2. Der Abstand des Objektes vom Rand d, relativ zum maximalen Minimalabstand vom
Rand, der ebenfalls dem Radius R der Kugel entspricht.

Die unter dem ersten Punkt genannte, bereits vorhandene Positionierung, wird schwerpunkt-
basierte, relative radiale Positionierung genannt und im Kapitel 4.1.1 beschrieben. Die zweite
Variante, die hier neu eingefiihrte, wird randbasierte, relative radiale Positionierung genannt
und im Kapitel 4.1.2 erklért.

a ¥
r
€
L X2
9

Abbildung 4.1: Abbildung a zeigt ein
sphérisches Koordinatensystem, beste-
hend aus einer radialen Koordinate r und X
den Winkelkomponenten ¢, e. Die radia-
le Kartierung eines Korpers kann entwe- b c

der mit dem Schwerpunkt als Bezugs-
punkt(Abbildung b) oder mit der Ober-
fliche (=Rand) als Bezugspunkt (Abbil-
dung c) realisiert werden. Die schwer-
punktbasierte, relative radiale Position

entspricht dem Verhiltnis -, die randba-

R
sierte, relative radiale Position dem Ver-
hiltnis 4.

4.1.1 Die schwerpunktbasierte Positionierung

Da fiir die relative radiale Positionierung ein reproduzierbarer Bezugspunkt innerhalb des
Zellkerns gewahlt werden mufs, wird als solcher der Schwerpunkt gewédhlt und die schwer-
punktbasierte Positionierung eines Objektes innerhalb des Zellkerns eingefiihrt.
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Der Schwerpunkt Sk, eines Zellkerns ist eine reproduzierbare Grofe und definiert als:

S1 v Jymav
Sken=| S2 | = [y z2dV (4.1)
53 % fV .CC3dV

Vom Schwerpunkt Sy, ausgehend, werden die radial auslaufenden Geraden, in Richtung der
Punkte P; = (P,, Py, P,) auf der Oberfliche des Zellkernes, in m = 1... j radial dquidistante
Segmente An,, eingeteilt (Abbildung 4.2 a). Werden die Endpunkte der m-ten Segmente
verbunden, so ergeben sich Isolinien bzw. Isooberflichen, d.h. allen Punkten einer solchen
Linie oder Oberflache ist gemein, dass sie das gleiche Vielfache m haben (Abbildung 4.2 b).
Die diskrete relative radiale Position des Schwerpunkts (Gleichung 4.1) eines Objektes O mit
den Koordinaten O; = (O, Oy, O) ergibt sich aus dem Verhéltnis %', wobei m dem m-ten
Segment entspricht, in welchem der Schwerpunkt des Objekts O liegt, und j der maximalen
Segmentanzahl in diese radiale Richtung. Liegt ein kontinuierlicher Mefbereich vor, dann
ergibt sich die relative radiale Position aus den Streckenverhéltnissen

SKern - Oz
SKern - Oz - Pi

(4.2)

Abbildung 4.2: Die radial vom Schwerpunkt ausgehenden Geraden zu einem Punkt P; auf der Oberfliche
werden in j Segmente An,, mit m = 1...j unterteilt. Die Segmente haben fiir jede radiale Gerade unter-
schiedliche Langen Ani # Ang (Abbildung a). Werden die Punkte mit gleichem m verbunden, so ergeben
sich Isolinien bzw. im dreidimensionalen Raum Isooberflichen (Abbildung b), deren Punkten alle den gleichen

Segmentabstand m vom Schwerpunkt haben. Die radialen Streckenverhiltnisse % zweier Punkte, welche auf
einer Isolinie liegen, sind gleich, der absolute Abstand vom Zellkernrand ist hingegen unterschiedlich.
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Fiir den diskreten und kontinuierlichen Fall befinden sich alle relativen radialen Positionen
in einem Intervall von [0, 1], bzw. kann bei Skalierung mit einem Faktor 100 ein Intervall von
[0, 100] definiert werden, welches die prozentuale relative radiale Position angibt. Geometrisch
gesehen entspricht die schwerpunktbasierte, relative radiale Positionierung einer Abbildung
der vom Schwerpunkt des Zellkerns ausgehenden Streckenverhéltnisse auf eine Einheitsku-
gel! (Abbildung 4.3). Die schwerpunktbasierte, relative radiale Positionierung ermdglicht es
somit, die Position von Objekten in verschieden geformten Zellkernen in Bezug auf ihre ra-
dialen Streckenverhéltnisse zu vergleichen. Die in der Bildverarbeitung gewéhlte Anzahl an
Segmenten, welche im Zellkern Schalen definieren, betrigt zwischen 5 und 25, wodurch die
Genauigkeit der Positionierung festgelegt ist.

Abbildung 4.3: Die schwerpunktbasierte relative radiale Positionierung bildet die vom Schwerpunkt des
Zellkerns ausgehenden radialen Streckenverhéltnisse auf eine Einheitskugel ab. Die Abbildung a und b ver-
deutlichen dies anhand zweier Beispiele mit je zwei Objekten (rot).

4.1.2 Die randbasierte Positionierung

Eine weitere Moglichkeit der Positionierung ist die Wahl des Zellkernrands als Bezugspunkt.
Die orthogonal von einem Punkt P; auf der Oberfliche ausgehenden Geraden, welche den
minimalen Distanzen der Punkte auf dieser Geraden entsprechen, werden in j Segmente An,,
mit m = 1...j unterteilt. Die Linge der Segmente fiir alle von der Oberfliche orthogonal
auslaufenden Geraden gleich An; = Ang, d.h. Segmente mit gleichem m haben den gleichen
absoluten Abstand zum Rand. Werden die vom Rand dquidistanten Punkte miteinander ver-
bunden so ergeben sich Isolinien bzw. Isooberflachen, die alle Punkte mit gleichem absolutem
Abstand zum Rand beinhalten.

!Das Objekte muf die Bedingung der Sternférmigkeit erfiillen
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Abbildung 4.4: Die orthogonal von einem Punkt P; auf der Oberfliche ausgehenden Strecken werden in j
Segmente An,, mit m = 1...j unterteilt. Die Linge der Segmente ist in alle Richtungen gleich An; = Anag,
d.h. Segmente mit gleichem m haben den gleichen absoluten Abstand zum Rand (Abbildung a). Werden die
vom Rand dquidistanten Punkte miteinander verbunden so ergeben sich Isolinien bzw. Isooberflichen, die alle
Punkte mit gleichem absolutem Abstand zum Rand beinhalten (Abbildung b). Der maximale Minimaldistanz
diStmaz entspricht dem Normierungsfaktor.

Die diskrete randbasierte relative radiale? Position eines Punktes O = (O, Oy, 0.), welcher
sich in einem Segment m befindet, von einem Punkt P = (P,, P,, P,) auf der Zellkernoberfliche
entspricht dem Verhéltnis 2. Liegt eine kontinuierlicher Mefbereich vor, dann ergibt sich die
randbasierte, relative radiale Position, mit der euklidischen Distanz disteykiiq(P | O) zwischen
den beiden Punkten

disteuriia(P | O) = \/(Py = Op)2 + (P, = )% + (P> — O.)? (4.3)

aus dem Verhaltnis
diSteuklid(P | 0)

diStmaz

(4.4)

wobei distq, der maximalen Minimaldistanz (Normierungsfaktor) entspricht. Fiir den diskre-
ten und kontinuierlichen Fall befinden sich alle relativen radialen Positionen in einem Intervall
von [0, 1], bzw. kann bei Skalierung mit einem Faktor 100 ein Intervall von [0, 100] definiert wer-
den, welches die prozentuale relative radiale Position angibt. Geometrisch gesehen entspricht
die randbasierte relative radiale Positionierung einer Abbildung der minimalen Distanzen von
der Zellkernhiille auf eine Einheitskugel (siehe Abbildung 4.4). Die normierten minimalen Di-
stanzen zum Rand bilden die vom Zellkernrand ausgehenden radialen Streckenverhéltnisse
in eine Einheitskugel mit einem Wertebereich von RRP = [0,1] ab. Ein Vergleich zwischen
randbasierter und schwerpunktbasierter Positionierung wird erméglicht, indem die normier-
ten Werte der randbasierten Positionierung invertiert werden. Ein Beispiel einer randbasierten

2Im Weiteren werden die orthogonal auslaufenden Geraden als radial auslaufende Strecken bezeichnet und
diese Art der Positionierung wird als randbasierte Positionierung bezeichnet
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Positionierung ist in Abbildung 4.5 zu sehen, die Positionen der Objekte (rot) entsprechen de-
nen der Abbildung 4.3. Die randbasierte Positionierung kann zusétzlich auf die Positionierung
von Genen relativ zum Chromosomenrand angewendet werden. Hierzu wird die minimale
Distanzen eines Objektes von der Chromosomenoberfliche berechnet. Positionen innerhalb ei-
nes Chromosoms entsprechen negativen Distanzen, Punkte aufserhalb positive Distanzen und
Punkte auf der Oberfliche entsprechen der Distanz Null. Die Position des Gens wird als ab-
solute Distanz des Schwerpunktes des Gens von der Chromsomenoberfliche angegeben (siehe
Abbildung 4.6).

Abbildung 4.5: Die
randbasierte, relative
radiale Positionierung
bildet die auf die mini-
male Maximaldistanz
normierten orthogo-
nalen Distanzen der
beiden Objekte (rot)
der Zellkernhiille auf
eine Einheitskugel ab.
Die Abbildung a und
b, in welchen die Ob-
jekte (rot) die gleichen
Positionen wie in Ab-
bildung 4.3 einnehmen,
verdeutlichen dies.

Abbildung 4.6: Die
Messung der absoluten
Distanz des Gens (rot)
von der Chromoso-
menoberfliche  (gelb)
erfolgt  analog  der
Messung der absoluten
minimalen  Distanzen
eines  Objektes  von
der Zellkernoberfliche.
Eine Position des
Gens  innerhalb des
Chromosoms entspricht
eines negativen, eine
Position auferhalb einer
positiven Distanz. ® = CGen B = Chromosom
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4.1.3 Biologische Interpretation der Ergebnisse

Die Unterschiede bzgl. der Interpretation der aus den beiden Methoden resultierenden re-
lativen radialen Positionen kénnen anhand eines Beispiels verdeutlicht werden. Abbildung
4.7 zeigt ein Objekt (rot), welches in beiden Zellkernen die gleiche Lage hat. Die aus den
beiden Methoden resultierende relative radiale Position ist jedoch unterschiedlich, die schwer-
punktbasierte Positionierung detektiert das Objekt bei 70% des Kernradiuses, wihrend die
randbasierte Positionierung das Objekt bei 20% detektiert. Der Unterschied resultiert aus der
Verzerrung der schwerpunktbezogenen Position entlang der “grofen® Halbachse, welche, auf-
grund der Abflachung des Zellkerns, den Abstand zum Schwerpunkt vergréfiert. Der absolute
Abstand zweier Schalen der randbasierten Positionierung ist, entlang einer Isofliche, in alle
drei Raumrichtungen gleich, der der schwerpunktbasierten Positionierung hingegen nur in die
jeweilige radiale Richtung. Dieses Beispiel verdeutlicht den Einfluf der Form der Zellkerne
auf die relative radiale Position. Liegen kugelformigen Zellkerne vor, sind die aus den beiden
radialen Positionierungsmethoden resultierenden Positionen dquivalent, liegen hingegen flache
bzw. unférmige Zellkerne vor, so weist die schwerpunktbasierte Positionierung eine Verzerrung
bzgl. der in kugelférmigen Zellkernen gewéhlten Definition von zentral und peripher auf, die
randbasierte Methode hingegen nicht.

e — 00 [%]

Abbildung 4.7: Die relative radiale Position des zu lokalisierenden Objekts (rot) entspricht bei schwerpunkt-
basierter Positionierung 70% und bei randbasierter Positionierung 20%. Aufgrund dieser Diskrepanz muff die
Wahl der Methode im Zusammenhang mit der biologischen Fragestellung betrachtet werden.
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4.2 Distanzen

4.2.1 Absolute Distanzen

Aus biologischer Sicht ist es interessant, im Zusammenhang mit der biologischen Funktions-
weise einer Chromatinregion zu wissen, ob die Distanz zwischen den beiden Regionen sich
vergrofert oder verkleinert. Die Berechnung der absoluten euklidischen Distanzen (siehe Glei-
chung 4.3) zwischen zwei Chromatinregionen erfolgt anhand der Schwerpunkte der beiden
Regionen. Die Entfernungen zum Schwerpunkt des Zellkernes bzw. zum Zellkernrand ergeben
sich aus den in Kapitel 4.1 vorgestellten Methoden, indem die Normierung der gemessenen
Distanzen entféllt. Bei der Verwendung von absoluten Distanzen ist zu beachten, dass eine
Verénderung der Zellkernform eine Verdnderung der Lage der Objekte und somit eine Ver-
dnderung der absoluten Distanzen hervorrufen kann. Aus diesem Grund sind Anderungen
der absoluten Distanzen immer in Zusammenhang mit einer Verdnderung der Zellkernform
und den im folgenden Kapitel vorgestellten normierten Distanzen zu betrachten. Werden die
Distanzen in Zellkernen mit gleicher Form untersucht, so kann aus einer Verdnderung der ab-
soluten Distanz ein direkter Zusammenhang mit der biologischen Funktion hergestellt werden,
werden hingegen Zellkerne mit unterschiedlichen Formen untersucht, so ist dies nicht moglich.
In Abbildung 4.8 ist der geschilderte Zusammenhang schematisch dargestellt.

Aussage: d,<d, Aussage: keine

Abbildung 4.8: Die absoluten euklidischen Distanzen der zwei Objekte (rot) im oberen und unteren Zellkern
(Abbildung a) ist unterschiedlich, es gilt di < da. Der Vergleich der beiden absoluten Distanzen ist moglich, da
die Form der beiden Zellkerne die Gleiche ist, und die Aussage ist die Distanz zwischen den beiden Objekten
hat sich vergrofert. Eine Interpretation der Messung ist moglich. In Abbildung b hingegen ist die Form der
beiden Zellkerne und die Distanzen unterschiedlich, es kann keine Aussage dariiber gemacht werden, ob sich
die Distanzen aufgrund der Form oder tatsachlich verdndert haben. Es ist keine Interpretation der Messung
moglich.
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4.2.2 Winkel und normierte Distanzen

Die im vorherigen Kapitel angesprochene Problematik der absoluten Distanzen in Abhéngig-
keit von der Zellkernform kann mittels normierter Distanzen gelost werden. Die Berechnung
der normierten Distanz dist,m erfolgt innerhalb einer Einheitskugel mit einem Wertebereich
von distperm € [0,2]. Die in Kapitel 4.1.1 eingefiihrte schwerpunktbasierte Positionierung er-
moglicht es die Position zweier Objekte auf den Radius des Zellkerns in die Raumrichtung des
Objektes zu normieren und somit in eine Einheitskugel abzubilden. Aus den absoluten eukli-
dischen Distanzen zwischen den Schwerpunkten der Objekte und dem Zellkernschwerpunkt
ergibt sich der Schwerpunktswinkel mit dem Kosinussatz (siehe Kapitel 5.5). Der Schwer-
punktswinkel und die relativen radialen Positionen ermdglichen die Berechnung der normierten
Distanz dist,orm. Anhand der normierten Distanzen kann der Abstand zweier Chromatinre-
gionen in Zellkernen mit unterschiedlicher Zellkernform innerhalb einer Einheitskugel direkt
miteinander verglichen werden. Ein Beispiel fiir die Anwendung der normierten Distanzen ist
in Abbildung 4.9 zu sehen.

d T narm

d,#d,

d‘lnorm = danrm

Znarm

Abbildung 4.9: Anhand der absoluten Distanzen zwischen den zwei Objekten(rot) in den zwei unterschiedli-
chen Zelltypen(links) ist keine Aussage moglich. Werden die relativen radialen Positionen der Objekte jedoch
mittels der schwerpunktbasierten Positionierung in eine Einheitskugel abgebildet, so kann eine Aussage iiber
die Distanzen innerhalb der Einheitskugel gemacht werden. Die normierten Distanzen koénnen, unabhingig
vom Zelltyp, miteinander verglichen werden.
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4.3 Minkowski Funktionale (=MF)

4.3.1 Einfiihrung

Fiir die Beschreibung der morphologischen Struktur von Chromosomen in Zellkernen existiert
kein aus Experimenten ableitbares vollstdndiges Modell. Eine quantitative Erfassung von mor-
phologischen Unterschieden zwischen transkriptionell aktiven und inaktiven, sowie genreichen
und genarmen, Chromosomen ist jedoch fiir das Verstdndnis der Genomarchitektur notwendig.
Aus diesem Grund werden die Minkowski Funktionale (=MF) eingefiihrt. Diese erfassen kom-
plexe Strukturen anhand der Integralgeometrie quantitativ. Die MF sind im dreidimensiona-
len Raum mit vier grundlegenden geometrischen Parametern: normiertes Volumen, spezifische
Oberflache und spezifische integrierte mittlere und totale Kriimmung, assoziiert. Im folgenden
Kapitel erhélt der Leser eine kurze mathematische Einfiihrung in die Integralgeometrie und
eine Herleitung der MF. In Kapitel 4.3.3 wird der Zusammenhang zwischen den MF und der
Struktur von Chromosomen hergestellt. Eine detailierte Beschreibung des mathematischen
Hintergrunds findet der Leser in [84] [60].

4.3.2 Veranschaulichung der MF

Gegeben ist ein zu untersuchendes Objekt O, welches durch eine kompakte konvexe Menge
beschrieben wird und Element O € C' des konvexen Rings C' im n-dimensionalen euklidischen
Raum ist. Das Objekt O wird von den Funktionalen ¢(O) charakterisiert, indem diese dem
Objekt reelle Parameter zuordnen. Die Funktionale haben folgenden Eigenschaften:

1. Das Funktional ¢ ist bewegungsinvariant bzgl. der euklidischen Translation und Rotati-
on, d.h es gilt #(mO) = ¢(O), wobei m eine euklidische Bewegung ist.

2. Das Funktional ¢ ist additiv, d.h wenn fiir zwei Objekte O1,04 € C
$(01) + ¢(02) = (01 U O2) + $(0O1 N O2) (4.5)

gilt. Die Additivitét sichert die Unabhéngigkeit der Messungen von der Grofse des Mefs-
bereiches.

3. Das Funktional ¢ ist kontinuierlich, d.h wenn gilt
¢(0i) — ¢(0)  h(0;;0) =0 (4.6)

wobei h(O;, O) der Hausdorff-Metrik entspricht. Eine kleine Variation des Objektes O
resultiert in einer kleinen Variation des Funktionals.

4. Das Funktional ¢ ist monoton, d.h. wenn fiir zwei Objekte O1,02 € C mit O; C O,
#(0;) < ¢(0O) folgt. Die Monotonie erlaubt es die Objekte nach der Grofe des Wertes
des Funktionals zu sortieren.

Fiir raumliche Objekte O betrachten wir die folgenden Funktionale (welche obigen Eigenschaf-
ten erfiillen):

1. Das Volumen V(O) des Objektes O
2. Die Oberfliche S(O) des Objektes O
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3. Die integrierte mittlere Kriimmung M (O) des Objektes O

4. Die integrierte totale Kriimmung K(O) des Objektes O

Die geometrische Bedeutung der ersten beiden Funktionale ist selbsterklarend, wéhrend die in-
tegrierten Kriimmungen einer Erlauterung bediirfen. Die Kriimmung eines Objektes an einem
Oberflachenelement ds des Objektes O entspricht dem inversen Radius % des Schmiegungskrei-
ses und ist eine Funktion der normalen Richtung einer Schnittebene, welche den Schmiegungs-
kreis enthalt. Als Hauptkrimmungen k,;, = p— und kpaz = ﬁ sind die minimalen und
maximalen Werte der Kriimmungsfunktion definiert. Die mittlere Kriimmung entspricht dem
arithmetischen Mittel, die totale Kriimmung dem Produkt der beiden Hauptkriimmungen.
Integration iiber die Kriimmung der gesamten Oberfliche ergibt die Funktionale integrierten
mittlere Kriimmung M (O)

1

M(O) = 5 /80<kmm + kmax) (47)

und integrierten totalen Kriimmung K (O)

K(O) = /ao(kmm : kmax) (48)

Aus der intergrierten totalen Kriimmung kann die Eulerzahl x iiber

_ K(0)
X = (4.9)

abgeleitet werden, welche anschaulich als die Summe y == 1 — k£ 4+ f mit [ = Komponenten,
k = Raumlécher und f = Kavitaten interpretiert wird (siehe Abbildung 4.10). Hadwigers Cha-
rakterisierungstheorem zeigt, dass die eingefiithrten Funktionale eine Basis V' (0), S(O), M (O)
und K(O) bilden und mit den Minkowski Funktionalen {ibereinstimmen (Gilt auch fiir n-
dimensionale Réume mit n+1 Funktionalen) [53]. Somit kann jedes Objekt O € C' im dreidi-
mensionalen Raum von vier reellen Werten ag, a1, as, a3 und der Basis mit einem Funktional
#(0O) tiber die Klasse der konvexen Mengen C' in der Form

#(0) = apV(0) + a15(0) + aa M (O) + a3 K(O) (4.10)

charakterisiert werden, wobei ¢ invariant, additiv und kontinuierlich ist. Die Information {iber
die Orientierung des Objektes ist in der vorliegenden Form der MF, aufgrund der Invarianz,
nicht enthalten. Die Anwendung der Integralgeometrie verkniipft die MF mit der Orientierung.
Eine Charakterisierung des Objektes, welche eine Orientierungsabhingigkeit enthélt, erfolgt
iiber die MF der Schnittebenen, Schnittlinien oder orthogonale Projektionen des Objektes, in
eine ausgezeichnete Richtung. Eine Zerlegung der MF in die rdumlichen Komponenten, welche
die Orientierung des Objektes beschreiben, ist durch die Gleichung von Crofton gegeben [60]

X;(0) = /GdEiX(OmEi) (4.11)

mit
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Abbildung 4.10: Abbildung a zeigt eine Kugel, also eine Komponente [ = 1, weshalb die Eulerzahl y =1=1
ist. In Abbildung b ist zusétzlich eine Kavitdt f = 1 vorhanden, weshalb sich eine Eulerzahl von x = f+1 =2
ergibt. Der in Abbildung c zu sehende Torus hat eine Eulerzahl von x = | — k = 0, da eine Komponente
I =1 und ein Raumloch k¥ = 1 vorhanden sind. Ein verbundener Doppletorus, Abbildung d hat eine Eulerzahl
von x =1—k =1—-—2 = —1, ebenso die Tori in Abbildung e. Die Abbildungen ¢, d und e verdeutlichen
einerseits, dass vernetzte Strukturen eine negative und kompakte nicht vernetzte Strukturen eine positive
Eulerzahl haben, und andererseits die Definition der Eulerzahl nicht eindeutig ist.

Die Integration erfolgt iiber alle euklidischen Bewegungen G im dreidimensionalen Raum. Fiir
x gilt x(O) = 1 wenn O € C und x(0O) = 0 wenn O ¢ C. Das Objekt O wird mit einer
n-dimensionalen Ebene E’ geschnitten, d.h. im dreidimensionalen Raum mit einem Punkt,
einer Linie, einer Ebene und dem ganzen Raum. Anschaulich kann die Gleichung von Crofton
als Integration iiber die mdglichen Schnitte der entsprechenden Dimension mit dem Objekt
gesehen werden. Die Oberfliche entspricht z.B. der Anzahl der Schnitte einer Linie, welche
in die entsprechenden Raumrichtungen translatiert und rotiert wird, mit dem Objekt. Die
Gleichung von Crofton ermdglicht, wie in Kapitel 5.6.2 gezeigt wird, eine Ubetragung der
kontinuierlichen Definition der MF auf diskrete Gitter, also digitale Bilder.

4.3.3 Biologische Interpretation der MF

Aus den im vorigen Kapitel eingefiihrten MF kdnnen fiinf geometrische Parameter abgelei-
tet werden, welche die Morphologie von Chromatinregionen charakterisieren: Das auf das
Zellkernvolumen normierte Objektvolumen, die spezifische Oberflichendichte, die spezifische
integrierte mittlere und totale Kriimmung und die Eulerzahl. Alle Parameter werden zur
Untersuchung und Unterscheidung der Morphologie von Hetero- und Euchromatin von Chro-
mosomen bzw. Chromatinregionen, deren Gréfe weit oberhalb der Auflosungsgrenze liegt,
verwendet. Als Arbeitshypothese dient die Annahme, dass transkriptionell aktive und de-
kondensierte Chromatinregionen, im Vergleich zu inaktiven und kondensierten Regionen, bei
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gleicher Megabasenanzahl Unterschiede in der Morphologie aufweisen sollten. Die Volumina
und die spezifische Oberflichendichte einer ausgedehnten dekondensierten Region sollten gro-
Ber sein, als die einer kompakten kondensierten Region. Die integrierte mittlere Kriimmung
hingegen ist ein Maf fiir die Form der Oberfliche. Regionen mit einer ebenen glatten Ober-
flache weisen eine kleinere Kriimmung auf als Regionen mit einer gewdlbten und komplexen
Oberflache. Die integrierte totale Kriimmung, bzw. die anschaulichere Eulerzahl, sind ein Mafs
fiir die Vernetzung und die Kompaktheit der DNA-Region, stark negative Werte entsprechen
vernetzten Strukturen, kleine positive Werte kompakten Strukturen. In Abbildung 4.11 wird
der Unterschied mittels zweier Strukturen verdeutlicht.

Objekt 2
V, = Vs
5, > S,
M, > M
K, = K
X4 = X5

Abbildung 4.11: Die linke Abbildung (Objektl) zeigt eine weniger dicht gepackte Struktur, die rechte Abbil-
dung (Objekt2) eine kompakte Struktur. Unten sind die Vergleiche in der GroRe der einzelnen Parameter zu se-
hen. Fiir die Parameter gilt VV =Volumen, S =Oberfliche, M =integrierte mittlere Kriimmung, K =integrierte
totale Kriimmung und x =Eulerzahl.

4.4 Abschatzung der Fluorophorverteilung

Die Struktur von Chromatin nahe oder unter der Auflosungsgrenze des CLSM, z.B. von Ge-
nen, ist fiir biologische Fragestellungen von besonderem Interesse, da aus der Konformation
und Grofe, Riickschliisse auf die Aktivitdt und Organisationstruktur moglich sind. Die zu un-
tersuchende DNA wird hierbei mittels FISH markiert, weshalb die Detektion der Struktur nur
indirekt iiber die an DNA gekoppelten Fluorphore erfolgt. Aus diesem Grund entsprechen die
gemessenen Parameter denen der Fluorophorverteilung, welche, unter der Vorraussetzung die
zu untersuchende Chromatinstruktur wurde richtig und vollstdndig markiert, mit denen der
markierten DNA korrelieren. Eine weitere Problematik stellt, mathematisch betrachtet, die
Konvolution der Fluorophorverteilung mit der PSF des Mikroskopes dar(siehe Kapitel 2). Die
zu untersuchende fluoreszenzmarkierte Struktur ist, aufgrund der Konvolution, “verschmiert®,
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und somit ist eine Charakterisierung mit konventionellen Methoden nicht méglich (siehe Ab-
bildung 4.12).

Als Modellfunktionen wird aus diesem Grund sowohl fiir die Fluorophorverteilung, als auch fiir
die PSF, eine zweidimensionale Gauffunktion verwendet. Eine Abschitzung des markierten
Volumens erfolgt iiber das Volumen eines Ellipsoids, dessen Halbachsen aus den Halbwerts-
breiten einer zweidimensionalen Gauffunktion, die in alle drei Raumrichtungen an das zu
untersuchende Objekt angepafst wird (siehe Kapitel 3.3.1 und 5.4), berechnet werden. Die
Halbwertsbreiten F'W H M; der angepafsten Gaufsfunktion ergeben sich aus der Standardab-
weichung o; in die jeweilige Richtung ¢ zu:

wobei der Zahlenwert 2.35 die Standardabweichung der Gauffunktion auf die Grofse der Halb-
wertsbreite skaliert. Die Halbwertsbreite des Objektes FW HM;(Objekt) kann mit Hilfe der
Halbwertsbreite der PSF (=FW HM;(PSF)) aus

FW HM;(Objekt)? = \/ FWHM2 — FW HM;(PSF)? (4.14)

berechnet werden. Gleichung 4.14 folgt aus der Additivitit der Exponenten der Gauffunktion.

a
DNA mit Fluorepheren PSF
N
b

Ellipseid Konvoluierdes Objekt

Abbildung 4.12: Abbildung a zeigt eine mittels FISH markierte DNA-Struktur, deren Fluorophorverteilung,
durch die Detektion mit dem Mikroskop, mit der PSF (rot) gefaltet wird. Das Resultat ist eine, aufgrund der
“Verschmierung“ der PSF, nicht zu erkennende Chromatinstruktur bzw. Fluorophorstruktur. In Abbildung b
wird das Ellipsoidvolumen oder Kugelvolumen der Fluorophorverteilung ermittelt, indem die Halbachsen oder
der Radius anhand der Standardabweichungen der angepafiten zweidimensionale Gauffunktionen berechnet
werden.
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Die Halbwertsbreite der PSF FW HM;(PSF') wird anhand von Beads gemessen, welche den
bekannten Durchmesser d haben. Die Halbwertsbreite der PSF FW H M;(PSF) ergibt sich aus
der gemessenen Halbwertsbreite FW H M;(Beads), unter der Annahme einer Halbwertsbreite
der sphérischen Beads von %, zZu

FWHM;(PSF) = \/ FW HM?(Beads) — (\;ZQ )2 (4.15)

Da die zweidimensionale Gauftfunktion vom Schwerpunkt des Objektes aus in je drei Raum-
richtungen angepaft wird, ergeben sich fiir jede Halbwertsbreite pro Raumrichtung zwei Schétz-
werte. Die Halbachsen h; = w des Ellipsoids in die ¢-te Raumrichtung werden
anhand der Mittelwerte F'W HM;(Objekt) der zwei Schiitzwerte der Halbwertsbreite in die

i-te Raumrichtung berechnet. Die Halbachsen ermdglichen es ein Ellipsoidvolumen
4
VEuipsoid = 3™ hihahs (4.16)

zu berechnen. Das Volumen einer Kugel kann berechnet werden, indem den lateralen Halb-
wertsbreiten R = % der mittlere Radius R aus berechnet wird. Das Volumen der Kugel
ergibt sich aus

4
VKugel = gﬂ- R (417)

Der Unterschied der beiden Verfahren liegt darin, dass das Ellipsoidvolumen zusétzlich die
axiale Halbwertsbreite mit einbezieht, wihrend das Kugelvolumen sich nur aus den mittleren
lateralen Halbwertsbreiten zusammensetzt. Aus der Anzahl der Basenpaare Z der verwende-
ten DNA-Sonde kann somit die Kompaktierung, die Anzahl der Basenpaare pro Volumen,

berechnet werden P
Kompaktierungpna = v (4.18)

Die berechneten Parameter Viyipsoid: Vicuger und Kompaktierung geben eine obere Abschit-
zung des Chromatinvolumens und der Chromatinkompaktierung wieder.
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Kapitel 5

Entwickelte Algorithmen zur
quantitativen Bildanalyse

Das Kapitel quantitative Bildanalyse erklart den Aufbau der entwickelten Algorithmen zur
Quantifizierung der Chromatinmorphologie und Chromatintopologie von fluoreszenzmarkier-
ten Objekten innerhalb des Zellkerns, also Chromosomenterritorien, Zentromere und Genre-
gionen. Die im Kapitel 4 eingefiihrten Parameter werden mit diesen Algorithmen automatisiert
berechnet und ausgewertet. Als Bildverarbeitungsoftware wurde das Programm Khoros [1] ver-
wendet, das alle grundlegenden Routineanwendungen der Bildverarbeitung auf einer visuellen
Plattform zur Verfiigung stellt. Zusétzlich wurden weitere Bibliotheken, Einlese/Ausgabe-
Routinen und Programme in C/C++ entwickelt (siehe [58], [33]), die eine automatisierte
Bildverarbeitung ermdéglichen. Das verwendete Bildformat ist das 8 Bit Kdf-Format, das meh-
rere zweidimensionale Bilder zu einem dreidimensionalen Stack kombiniert. Zur Losung der
Optimierungs- und Eigenwertprobleme wird die Gnu Scientific Library (=GSL) [50] verwen-
det. Die GSL bietet ein umfangreiches Paket von Funktionen und Algorithmen an, sodass eine
effiziente Implementierung von wissenschaftlichen Fragestellungen unter C/C++ ermdoglicht
wird.

Die quantitative Bildanalyse von biologischen Objekten ist ein in mehrstufiger Prozefs. Die
Vorverarbeitung der Bilder, d.h. die Hintergrundreduzierung und Schwellwertsetzung, ist der
erste Schritt, hierbei werden alle Objekte vom Hintergrund isoliert. Als néchster Schritt folgt
die Segmentierung, welche die Objekten von den Artefakten trennt, und die Zuweisung einer
Objektnummer (engl. Labeling). Eine ausfiihrliche Darstellung der Software zur Vorverarbei-
tung der Bilddaten ist in Kapitel 5.1 zu finden. Dem letzten Schritt, der quantitativen Analyse
der selektierten Objekte, d.h. die Messung und Auswertung der im Kapitel 4 vorgestellten Pa-
rameter, ist der restliche Teil dieses Kapitels gewidmet. Eine Beschreibung des Programms
zur Anpassung eines Ellipsoids ist im Kapitel 5.2 zu finden. Die verschiedenen Algorithmen
zur Zellkernkartierung werden im Kapitel 5.3 vorgestellt. Die Thematik der Distanzmessun-
gen wird im Kapitel 5.5 behandelt, der Algorithmus zur Anpassung einer zwedimensionalen
Gaufsfunktion an die Fluorophorverteilung von Objekten im Kapitel 5.4 beschrieben und die
Berechnung der Minkowskifunktionale wird im den Kapitel 5.6 erklért. Die verschiedenen Stu-
fen wurden in voneinander unabhingig anwendbaren Programmen implementiert, sodass die
einzelnen Programme beliebig miteinander kombiniert werden kénnen.
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5.1 Vorverarbeitung der digitalen Bilder

Die Herstellung biologischer Praparate und die anschliefende Untersuchung der markierten
Strukturen mit dem Mikroskop produziert ein digitales Bild, das Rauschen, Hintergrund und
Artefakte beinhaltet. Das Ziel der Vorverarbeitung ist es, das Signal der markierten Objekte
zu verstirken, den Hintergrund zu reduzieren und Artefakte auszuschliefen. Zusétzlich wer-
den die biologischen Artefakte noch von Rauschen iiberlagert, dessen Ursache physikalischen
Ursprungs ist. Die Problematik der Durchmischung von biologischen und physikalischen Feh-
lerquellen wire leicht zu beheben, wenn ein mathematisches Modell (das ein Rauschmodell
beinhaltet) der zu untersuchenden Objekte im Zellkern bekannt wére und dieses durch ei-
ne entsprechende Ausgleichsrechnung angepaftt werden kénnte. Da dies jedoch nicht der Fall
ist, miissen aus der Bildverarbeitung bekannte Algorithmen angewendet werden, deren Ziel die
Filterung, Hintergrundreduzierung, Schwellwertsetzung und Segmentierung ist, sodass die vor-
handenen Artefakte im Rahmen einer automatisierten Bildanalyse auf reproduzierbare Weise
unterdriickt werden.

Die Vorverarbeitung der Daten beginnt mit der Signalverstirkung und Glattung der detek-
tierten Signale. Beides wird mit Binomialfilter realisiert, die auf die Rohdaten angewendet
werden. Reproduzierbare Parameter fiir Hintergrund und Artefakte kénnen anhand des Grau-
werthistogramms, eine Look up table (=LUT), definiert werden. Die Grauwert LUT reduziert
die dreidimensionale rdumliche Information und die Intensitdtsinformation auf ein zweidimen-
sionales Histogramm, dessen Abszisse dem Grauwert und dessen Ordinate der Haufigkeit des
Grauwertes entspricht. Ein Grauwerthistogramm eines digitalen Bildes, welches eine optimale
Weiterverarbeitung gewéhrleistet, entspricht einer bimodalen Verteilung. Eine bimodale Ver-
teilung besteht aus zwei getrennten Bereichen mit zwei Maxima (siehe Abbildung 5.1 a und
b). Die Verteilung mit dem niedrigeren Grauwertmaximum wird dem Hintergrund, die mit
dem héheren Maximum dem Objekt zugeordnet. Im Fall biologischer Praparate sind die Berei-
che nicht durch ein Minimum getrennt, die Objekt- und Hintergrundverteilungen liegen sehr
dicht nebeneinander und gehen ineinander iiber, zusétzlich ist nur ein klar definiertes Maxi-
mum vorhanden (siehe Abbildung 5.1 ¢). Als Hintergrund der Aufnahmen eines biologischen
Priaparates werden alle Grauwerte G definiert die unterhalb des Maximums G psqzimum liegen,
sodass ein Verlust von Grauwerten, die der Objektverteilung zuzuordnen sind, vermieden wird.
Liegt eine optimale Aufnahme vor, so kann an diesem Punkt die Vorverarbeitung beendet wer-
den. Das Resultat der Hintergrundreduzierung ist jedoch ein Bild, in welchem der Hintergrund
des Objektréagers korrigiert sind, die aus den biologischen Markierungsverfahren resultierenden
Artefakte aber nach wie vor einen deutlich sichtbaren Hintergrundbereich bilden (siehe Abbil-
dung 5.2). Die Ursachen fiir diese Artefakte sind die schon genannten, fehlerhaft gebundene
oder auferhalb der Zelle liegende Sondenreste, Autofluoreszenz ( z.B. von Proteinen) usw.,
deren Grauwertintensitdt bis in den Objektbereich hineinreicht. Die Unterdriickung dieser Ar-
tefakte erfolgt mit Schwellwertverfahren, welche automatisiert einen Schwellwert finden und
setzen. Die digitale Bildverarbeitung unterscheidet zwischen globalen, lokalen, kantenbasierten
und modellbasierten Schwellwertverfahren. Als globale Verfahren werden in dieser Arbeit in
Kapitel 5.1.3 das ISO-Dataverfahren und in Kapitel 5.1.4 das Verfahren nach Otsu vorgestellt.
Beide Verfahren arbeiten mit der Annahme eines bimodalen Grauwerthistogramms und tren-
nen den Objekt- und Hintergrundbereich der Verteilung nach reproduzierbaren Kriterien.
Die Segmentierung von Genregionen wird mit einem modellbasierten Verfahren, der Tophat-
filterung, realisiert [6]. Die Tophatfilterung verwendet Masken, welche der Halbwertsbreite
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der lateralen PSF entsprechen, als Voraussetzung fiir die Detektion von Objekten nahe der
Auflosungsgrenze und arbeitet unabhéingig von Grauwerthistogrammen.
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Abbildung 5.1: Abbildung a zeigt ein optimales Grauwerthistogramm, der Hintergrund- und Objektbereich
konnen einwandfrei getrennt werden. In Abbildung b ist die Trennung, im Vergleich zu Abbildung a, nicht
ganz so eindeutig, dennoch lift sich hier der Objektbereich vom Hintergrund durch ein Minimum trennen.
Abbildung c zeigt das Grauwerthistogramm eines biologischen Objektes. Der Hintergrundbereich tritt deutlich
mit dem zu sehenden Maximum hervor, wihrend der Objektbereich in den Hintegrund hineinfliefit. Es ist kein
Minimum zwischen beiden Bereichen vorhanden, sodass diese getrennt werden konnten. Die Abszisse entspricht

dem Grauwert, die Ordinate der Haufigkeit des Grauwertes.
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Abbildung 5.2: Abbildung a zeigt das Grauwerthistogramm eines Fibroblastenzellkerns vor der Hintergrund-
reduzierung und Abbildung b danach. Die zugehdrigen Bilder zeigen eine mittlere Ebene des Zellkerns vor und
nach der Hintergrundreduzierung. Deutlich sichtbar ist der Unterschied zwischen Objekt- und Hintergrund-
bereich vor und nach der Hintergrundreduzierung. Die Hohe des Hintergrundmaximums Garagimum wurde
reduziert, dennoch ist keine eindeutige Trennung der beiden Bereiche mdglich (Die Bilder wurden freundlicher-
weise von Dipl.Biol. Yanina Weiland, Universitidt Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.)

5.1.1 Filterung

Das Signal zu Rausch Verhéltnis von CLSM Aufnahmen ist, wegen der geringen Anzahl von
detektierten Photonen, sehr klein. Das Ergebnis ist ein Grauwerthistogramm, in welchem
die Grauwertintensitéten des zu detektierenden Objektes im Hintegrundbereich und die der
Artefakte im Objektbereich liegen (siehe Abbildung 5.1 c¢). Aus diesem Grund werden Bi-
nomialfilter eingesetzt, diese verstirken das detektierte Signal und somit den Objektbereich
und glitten den Hintergrundbereich [106] [61]. Die Wirkung des Binomialfilters kann an ei-
ner mittleren Bildebene des Zellkernes verdeutlicht werden, vor der Filterung iiberlappen der
Objekt- und Hintergrundbereich, danach sind beide Bereiche getrennt (siehe Abbildung 5.3).
Die Filteroperation wird mit dem unter Khoros implementierten Programm faltung realisiert,
das als Parameter eine Filtermaske verwendet, die in Form eines Textfiles vom Benutzer defi-
niert wird. Die Filterung erfolgt in beide lateralen Richtungen, indem das Programm faltung
zwei Mal nacheinander in beide Raumrichtungen angewendet wird. Abgeschlossen wird der
Filterprozess mit dem Programm knormal, dass das Bild in alle drei Raumrichtungen auf 8
Bit renormalisiert. Zellkerne und Chromosomenterritorien vor und nach der Filterung sind
in Abbildung 5.4 zu sehen. Fiir den Zellkern wurde eine Filtermaske verwendet, die diesen,
aufgrund der Inhomogenitét, stirker glittet, als die markierten Objekte. Wie aus den Ab-
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bildungen ersichtlich, bewirkt der Binomialfilter eine Verschmierung der Kanten und somit
eine Unschérfe in der Lokalisation der Kanten. Da aber die axiale PSF mehr als die doppelte
Halbwertsbreite der lateralen PSF hat, wurde, um eine weitere Erhéhung der Unschérfe in
axiale Richtung zu vermeiden, von einer Filterung in axialer Richtung abgesehen.
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Abbildung 5.3: Abbildung a zeigt das Grauwerthistogramm eines Zellkernes vor der Anwendung eines Bino-
mialfilters, Abbildung b danach. Objekt- und Hintergrundbereich sind nach der Filterung eindeutig zuzuord-

nemn.
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Abbildung 5.4: Zu sehen
sind Zellkerne und Chromoso-
menterritorien vor (Abbildung
a und b) und nach (Abbildung
c und d) der Anwendung eines
Binomialfilters. Der Zellkern
wurde mit einem stéirke-
ren Binomialfilter gefiltert,
sodass die von Artefakten
hervorgerufene Inhomogenitét
unterdriickt wird. Die Chro-
mosomenterritorien  wurden
mit einem sehr schwachen
Filter bearbeitet, um ihre
Struktur zu erhalten (Die Bil-
der wurden freundlicherweise
von Dipl.Biol. Yanina Wei-
land, Universitat Heidelberg,
zur Verfiigung gestellt.).

5.1.2 Hintergrundreduzierung

Die Hintergrundreduzierung wurde in zwei verschiedenen Programmvarianten Hintergrund_ global
und Hintergrund lokal implementiert. In der ersten Variante wird das Maximum des globalen
Grauwerthistogramms ermittelt, in der zweiten Variante das Maximum des lokalen Grau-
werthistogramms jeder lateralen Bildebene. Der grundlegende Programmablauf ist in beiden
Varianten dquivalent:

1. Erstellen des Grauwerthistogramms fiir den ganzen Bildstapel oder jede zweidimensio-
nale Bildebene

2. Suche des Maximums fiir das vorliegende Grauwerthistogramm
3. Auf Null setzen der Grauwerte G < G prazimum

Abbildung 5.5 zeigt den Unterschied zwischen lokaler und globaler Variante auf, das globale
Hintergrundmaximum liegt unterhalb des lokalen. Der Grund fiir diesen Unterschied ist die
Schwankung des Hintergrundes jeder Bildebene, welche vom lokalen, aber nicht vom globalen
Algorithmus erkannt wird. Auch die Trennung des Objekt- und Hintergrundbereiches ist bei
der lokalen Variante deutlicher, da der relative Anteil an Objektvoxeln grofer ist. Liegen
optimale biologische Préparate vor, dann ist keine Schwellwertsetzung nétig. Das Bild wird
mit den Programmen delete_ obj und Label 3D segmentiert [33] und die Artefakte werden
von den interessierenden Objekten getrennt. Abbildung 5.5 zeigt auf, dass dieser “Idealfall”
nicht erreicht wird, weshalb Schwellwertverfahren angewendet werden miissen und die Objekte
erst anschlieffend segmentiert werden kdnnen.
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Abbildung 5.5: Das globale Grauwerthistogramm (Abbildung a) nach der Hintergrundreduzierung zeigt
keinen eindeutigen Objektbereich auf, da dieser von den globalen Artefakten iiberragt wird. Das lokale Grau-
werthistogramm (Abbildung b) hingegen hebt den Objektbereich hervor, setzt den lokalen Hintergrund bei
einem hoheren Grauwert und resultiert in einem Grauwerthistogramm, welches einen Hintergrund und Objekt-
bereich aufweist. Der Skalierungsunterschied (Faktor 10) verdeutlicht den Zusammenhang zwischen globalen
und lokalen Hintergrundanteilen. Die Ordinate zeigt die absolute H&ufigkeit eines Grauwertes, die Abszisse die
Grauwerte.
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5.1.3 Isodataverfahren

Das Isodataverfahren ist ein iteratives Verfahren. Der Schwellwert wird automatisiert, iiber
die Konvergenz des arithmetischen Mittels der Mittelwerte zweier Klassen, berechnet. Die
Klassen sind in diesem Fall der Objekt- und Hintergrundbereich. Das Verfahren wurde in zwei
Programme implementiert, Iso lokal und Iso global, die analog der Hintergrundreduzierung,
den Schwellwert fiir lokale und globale Grauwerthistogramme berechnet. Der Programmablauf
kann wie folgt beschrieben werden:

1. Als Startschwellwert wird der halbe maximale Grauwertbereich ¢y = 2"~! gew#hlt, wobei
n der Bildtiefe entspricht.

2. Berechnung des Erwartungswertes des Hintergrund- und Objektbereiches mit Hilfe des
Grauwerthistogramms. Die Trennung der beiden Bereiche erfolgt durch den aktuellen
Schwellwert ¢

t . 2"—1 .
Dol Gi Gobiers = izt t Gi

2n—1 jekt — 2n—1
Zi:(} Gi Zi:O Gi

wobei GG; der Anzahl der Grauwerte mit dem Wert ¢ entspricht.

GH'intergrund = (51)

3. Berechnung des Schwellwertes, der dem arithmetischen Mittel der beiden Erwartung-
werte entspricht - -
o GHintergrund + GObjekt

te = 5 (5.2)

4. Uberpriifung der Konvergenzbedingung durch Vergleich der Schwellwerte des k-ten und
des k + 1-ten Iterationsschrittes ¢, = t5_1.

5. Ist die Konvergenzbedingung nicht erfiillt werden die Schritte 2-4 wiederholt; ist sie
erfiillt, dann wird der Wert t;_1 als Schwellwert gewahlt.

Das Prinzip des Isodataverfahrens soll anhand von Grauwerthistogrammen und deren Objekt-
und Hintergrundbereich verdeutlicht werden (siehe Abbildung 5.6). Der Hintergrund- und Ob-
jektbereich von Abbildung 5.6 a entspricht einer idealen bimodalen Grauwertverteilung, hier
von zwei gleichen Normalverteilungen mit der gleichen Standardabweichung représentiert, de-
ren Maxima eine, zum halben maximalen Grauwertbereich symmetrische Verteilung bilden.
Der konvergente Schwellwert, der die beiden Verteilungen in Objekt- und Hintergrundbereich
teilt, stimmt in diesem Fall mit dem Startwert, dem halben dynamische Bereich, iiberein,
da die Mittelwerte den Maxima entsprechen. Ausgehend von diesem idealen Zustand wer-
den weitere Modellverteilungen betrachtet. In Abbildung 5.6 b ist der Objektbereich umn den
Faktor Fiinf kleiner, dennoch wird der Schwellwert an der gleichen Stelle wie in Abbildung
5.6 a gesetzt, denn die Mittelwerte der beiden getrennten Bereiche entsprechen wiederum
den Maxima. Die Grofe des Objekt- und Hintergrundbereiches hat keinen Einfluff auf den
Schwellwert, solange sich die beiden Bereiche nicht beriihren, werden diese optimal in Objekt
und Hintergrund eingeteilt. Eine Verschiebung der Verteilungsmaxima entlang der Abszisse
(Abbildung 5.6 c¢) bewirkt, dass die Mittelwerte iterativ berechnet werden. Der konvergente

Schwellwert tg11 = GHi"t”gmngrGObje“ =t} entspricht dem Punkt, an welchem die Mittel-

werte der beiden Bereiche optimal angendhert sind. Da ¢;; mit dem arithmetischen Mittel
iibereinstimmt, werden Objekt- und Hintergrundbereich nicht im Minimum geteilt, weshalb
Teile des Objektbereiches verloren gehen.
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Abbildung 5.6: Das Grauwerthistogramm in Abbildung a entspricht einer idealen bimodalen Verteilung, der
Objekt- und Hintergrundbereich ist klar definiert und die Maxima stimmen mit den Mittelwerten iiberein. Das
asymmetrische Grauwerthistogramm in Abbildung b trennt die beiden Bereiche mit dem gleichen Schwellwert,
da diese sich nicht iiberlappen, und die Maxima stimmen ebenfalls mit den Mittelwerten iiberein. In Abbildung
c hingegen gehen Objekt- und Hintergrundbereich ineinander iiber und die Maxima werden optimal angenéhert.
Auffallend ist, da der arithmetische Mittelwert verwendet wird, dass der Schwellwert nicht exakt dem Minimum
entspricht.
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Abbildung 5.7: Das globale Grauwerthistogramm in Abbildung a beinhaltet die Information aller Bildebenen.
Das Objekt und somit auch der Objektbereich sind aus globaler Sicht klein, weshalb die Mittelwerte in der
Art an die Maxima angendhert werden, dass der resultierende Schwellwert optimal fiir alle Bildebenen gesetzt
wird. Die lokalen Schwellwerte hingegen, welche aus den Grauwerthistogrammen des Zentral- (Abbildung b)

und Randbereiches (Abbildung c) hervorgehen, sind auf die jeweilige Bildebene angepafit.
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Abbildung 5.8: Zu sehen sind Zellkerne und Chromosomenterritorien vor (Abbildung a und b) und nach
(Abbildung ¢ und d) der Anwendung eines aus dem Isodataverfahren resultierenden Schwellwerts. (Die Bil-
der wurden freundlicherweise von Dipl.Biol. Yanina Weiland und Patrick Miiller, Universitat Heidelberg, zur
Verfiigung gestellt.).

5.1.4 Verfahren nach Otsu

Das Verfahren nach Otsu ist eines der dltesten Schwellwertverfahren [86]. Der Schwellwert wird
bei diesem Verfahren anhand der Varianzen der Hintergrund- und Objektverteilung ermittelt.

2
Hierfiir wird das Verhéltnis f;sz der Varianzen zwischen und innerhalb der Verteilungen ma-

ximiert. Der Programmablauf?st wie folgt:

1.

Der aktuelle Schwellwert ¢ trennt Objekt- und Hintergrundbereich.

Die Mittelwerte der Grauwerte des durch ¢ definierten Objekt- G’Objekt und Hintergrund-
bereiches G pintergrund Werden berechnet.

. Die Auftrittswahrscheinlichkeiten

on_1
S oG > it G
PHinte’rgrund = an_fl PObjekt = ——=2n—1 ~ (53)
Yo Gi Ym0 Gi

werden gebildet.
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4. Der Mittelwert Ggesam: des Bildes ergibt sich somit zu
GG’esamt = PHintergrundGHintergrund + PObjektGObjekt (54)

5. Aus den Mittelwerten und Auftrittswahrscheinlichkeiten werden die Varianzen der bei-
den Verteilungen berechnet.

¢ G,

2 _ A 2
O'Hintergrund - Z(Gz - GHinte’rgrund) W (55)
i=0 ijo J
und
on_1
2 _ = s Gy
O0bjekt = Z (Gi — Govjekt) SCiRYe (5.6)
i=t+1 Zj:() J
6. Die Varianzen innerhalb o, und zwischen o,,, den Verteilungen ergeben sich zu
2 _ 2 2
Oin = PHiNtGT’gT’undo-Hintergrund + PObjektUObjekt (57)

und

2 2 2 2 2 ~ 2
O, = PHintergrund(GHintergrund - GGesamt) + PObjekt(GObjekt - GGesamt) (58)

2

7. Abschliefend wird der Quotient U%;“ des aktuellen Schwellwerts ¢ berechnet.

Uzn

8. Die Maximierung des Quotienten erfolgt indem der Schwellwert ¢ den vollstédndigen
Grauwertbereich G = 0...2" — 1 durchlduft. Hierzu werden die Schritte 1-7 fiir je-

2
den Wert von t ausgefiihrt und der Grauwert als Schwellwert ¢ gewahlt, welcher ZZQ“J

in

maximiert.

Anders als der Isodata Algorithmus verwendet der Algorithmus von Otsu die Auftrittswahr-
scheinlichkeiten(=Groke) Prrintergrund/objekt und die Breite(=Form) alzqmtergmn d/Objekt der
Objekt- und Hintergrundverteilung. Das Verfahren nach Otsu ermoglicht es somit zusétzliche
Information iiber die Form und die Breite der bimodalen Grauwerthistogramme in die Be-
rechnung des Schwellwertes mit einfliessen zu lassen. Dies kann wieder anhand einer idealen,
zum halben maximalen Grauwertbereich G = 2"~! symmetrischen, bimodalen Verteilung ver-
deutlicht werden (Abbildung 5.9 a). Das Minimum und somit der maximierende Schwellwert
t entspricht in diesem Fall genau dem halben maximalen Grauwertbereich ¢ = 2"~ Wird
nun die Hintergrundverteilung vergrofert oder iiberlappt (Abbildung 5.9 b und c¢), dann setzt
der Isodata-Algorithmus den Schwellwert t7s, immer im arithmetischen Mittel. Der Otsu-
Algorithmus hingegen setzt den Schwellwert, aufgrund der Abhé#ngigkeit von den Varianzen
der Objekt- und Hintergrundverteilung bei kleineren Werten totg, < trso- Der Otsu- wurde
ebenso wie der Isodata-Algorithmus als lokale Otsu_lokal und globale Otsu_ global Variante
implementiert.
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Abbildung 5.9: Das globale Grauwerthistogramm (Abbildung a) zeigt ein ideales bimodales Grauwerthisto-
gramm, die aus dem globalen Otsu- und Isodata-Algorithmus resultierenden Schwellwerte stimmen iiberein. Die
Grauwerthistogramme in den Abbildungen b und c, dass die vom Otsu-Algorithmus gesetzten Schwellwerte,
in kleineren Schwellwerten resultieren, als die des Isodata-Algorithmus.
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5.1.5 Detektion und Segmentierung von Objekten mittels Tophatfilterung

Die Schwellwertsetzung und Segmentierung von Objekten im Bereich der Gréfienordnung der
PSF, z.B. Gene, kann nicht mit Methoden realisiert werden, welche den Schwellwert anhand
von Grauwerthistogrammen ermitteln. Der Grund hierfiir ist die geringe Anzahl an Voxeln,
aus welchen das Objekt besteht, und die daraus resultierende, im Grauwerthistogramm nicht
sichtbare, Objektverteilung. Der verwendete Tophat Algorithmus hingegen ist ein lokaler mo-
dellbasierter Algorithmus [98] [8], der Objekte mit lokalen Grauwertmaxima, die in der Gro-
Renordnung der Halbwertsbreite der lateralen PSF sind, erkennt. Die allgemeine Definition
des Tophat erfolgt iber morphologische Operatoren [61], wobei fiir zwei Regionen A (Bild)
und B (Maske) gilt Tophat(A, B) = A — mazg[ming(A)]. Diese Definition wurde im Pro-
gramm Tophat_label auf biologische Objekte angepafst. Das Programm Tophat label besteht
aus zwei Teilen, dem Tophat Algorithmus und der abschliefenden Nummerierung (engl. Labe-
ling) der detektierten Objekte. Der erste Teil, der Ablauf des Tophat Algorithmus, kann wie
folgt beschrieben werden:

1. Maximumprojektion der lateralen Ebenen des Orginalbildes Img 3D in axiale Richtung
und Normalisierung der Projektion Img 2D auf die maximale Bildtiefe 2" — 1.

2. Um das aktuelle zentrale Pixel G(x,y) wird eine isotrope innere (A) und &dufere (B)
Region mit der in Abbildung 5.10 zu sehenden Maske gelegt.

3. Berechnung der mittleren Grauwerte, G(A) und G(B), der beiden Regionen.

4. Als Schwellwert ¢(z,y,r) wird

Hr,y.7) = (2" —1 - G(B)) (5.9)
gewdhlt. r ist ein vom Benutzer zu setzender Parameter.

5. Ist die Differenz der mittleren Grauwerte kleiner als der Schwellwert

t(z,y,r) > G(A) — G(B) (5.10)
wird das Pixel auf Null gesetzt, gilt

t(z,y,r) < G(A) — G(B) (5.11)
wird der eingetragene Grauwert beibehalten.

6. Die Schritte 2-5 werden solange wiederholt, bis das ganze Bild abgerastert ist.

Der erste Schritt, die Projektion der axialen Maxima, dient der Verkiirzung der Rechenzeit
und der Verstdrkung der Maxima in laterale Richtung. Der Durchmesser der inneren Region A
(hellgraue Region in Abbildung 5.10) entspricht, der Grofenabschitzung der PSF. Die dufsere
5x5-4 Region B wurde gewihlt, um auch dicht nebeneinander liegende Maxima zu detektieren
und ist in lateraler Richtung isotrop. Das Prinzip, welches dieser Einteilung der Regionen
zugrunde liegt wird aus Abbildung 5.11 deutlich. Ist das aktuelle zentrale Voxel G(z,y) ein
Hintergrundvoxel (Abbildung 5.11 b), dann entsprechen die Mittelwerte G(A) und G(B) der
Regionen A und B dem Hintergrund, und die Differenz G(A)—G(B) ist klein. Der Schwellwert
t hingegen ist grofs, da die Differenz zwischen Hintergrund und maximaler Bildtiefe 2" — 1
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= Objekt A - = Hintergrund B

Abbildung 5.10: Die hellgrauen Voxel entsprechen der inneren Region A, die schwarzen Voxel der dufseren
Region B. Die Regionen sind isotrop in den beiden lateralen Raumrichtungen. Der Durchmesser der inneren
Region A entspricht einem Objekt von der Grofie der theoretischen konfokalen PSF mit einem Hintergrund in
der Grofienordnung der dufiere Region B. Dieser modellbasierte Ansatz unterdriickt grofere kompakte Objekte,
detektiert aber zwei nebeneinander liegende kleinere Objekte.

grof ist. Das Resultat ist, dass das aktuelle zentrale Voxel unterdriickt, also auf Null gesetzt
wird. Liegt der in Abbildung 5.11 a gezeigte Fall vor, dass das Voxel G(z,y) sich innerhalb
eines Grauwertmaximums befindet, wird die Differenz G(A) — G(B) groRer als der lokale
Schwellwert t(x, y, r). Die Abschitzung des Schwellwertes ¢(x, y, r) erfolgt in Abhéngigkeit von
der Hohe des Hintergrundes und dem Parameter r. Ein hoher Hintergrund 1dfst den Schwellwert
t(z,y,r) = r(2" — 1 — G(B)) entsprechend klein werden, sodass auch Signale mit einem sehr
kleinen Signal zu Rausch Verhiltnis erkannt werden. Uber den Parameter r flieft dem Benutzer
bekannte experimentelle Informationen iber den Hintergrund in den Schwellwert t(x,y, ) in
der Form mit ein, sodass dieser den Schwellwert ¢(x,y,r) skaliert. Die Grundeinstellung ist
r = 0.5.

Der zweite Teil des Programmes ist das Labeling der detektierten Objekte im dreidimen-
sionalen Bild Img 3D, dessen Ablauf folgendermafien ist:

1. Labeling der iiber eine 8er Nachbarschaft zusammenhéngenden n Objekte im Projekti-
onsbild Img 2D.

2. Berechnung des lateralen Intensitétsschwerpunktes S;(zo,y0) fiir das i-te Objekt mit
t=1...n.

3. Detektion des axialen Grauwertmaximums bei zp im dreidmensionalen Bild Img 3D
entlang des lateralen Schwerpunktes S;(xo,y0) und Definition des dreidimensionalen
Schwerpunktes S;(zo, 30, 20)-

4. Labeling des Objektes im Bild Img 3D mit der aktuellen Objektnummer ¢. In axiale
Richtung werden die Voxel entlang des Schwerpunktes S;(zo, yo, z) im Bereich zp — 2 <

69



AG = Differenz der Mittelwerte

Aittlerer Hintergrund

t = Schwellwert = Mittlerer Gbjekigrauwert
i Y
AGS >t
I . v
r 9
. S
a

-~ ) AG <t

Abbildung 5.11: Die Gréfe und die Intensitét des zu detektierenden Objektes in Abhéngigkeit vom Schwell-
wert t(z,y,r) legen fest, ob dieses als solches erkannt wird. Abbildung a zeigt ein Voxel mit hoher Grauwert-
intensitit innerhalb einer kleinen Region. Die Differenz der regionalen Mittelwerte G(A) — G(B) ist groker als
der Schwellwert t(x,y,r = 0.5), weshalb das Objekt detektiert wird. Anders verhélt sich dies in Abbildung b,
die Differenz G(A) — G(B) ist kleiner als der Schwellwert, das Objekt wird verworfen.
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z < zp+2 und in laterale Richtung im Bereich um den lateralen Schwerpunktes S;(xo, yo)
gelabelt.

5. Wiederholung der Schritte 2-4 fiir alle n Objekte.

Der Labeling Algorithmus (Punkt 1) basiert auf einem Algorithmus, der die Objekte iiber
Zweige (=Zeilen des Bildes) verkniipft und diesen Objektnummern zuweist [97] [33]. Die Zwei-
ge werden anschliefsend iiber eine 8er Nachbarschaft miteinander verkniipft, d.h. befindet sich
zwei Zweige innerhalb dieser Nachbarschaft, so gehoren diese zu einem Objekt und erhalten die
gleiche Objektnummer. Der Algorithmus wurde dahingehend verdndert und mit dem Tophat
verkniipft (Punkte 2-4), sodass die detektierten Objekte um den Schwerpunkt herum gela-
belt sind und aus den segmentierten Objekten die Startwerte fiir die Anpassungsalgorithmen
extrahiert werden kénnen.

5.2 Anpassung von kugelférmigen und ellipsoiden Korpern an
Zellkerne

Die nach dem 1 Mbp SCD-Modell simulierten Verteilungen von Chromosomen werden in ku-
gelformigen oder ellipsoiden Korpern vorgenommen, welche Zellkerne darstellen. Fiir einen
simulierten Datensatz mufs aber vor Beginn der Simulation die Geometrie der Korper fest-
gelegt werden. Um zukiinftig eine bessere Ubereinstimmung zwischen den experimentellen
Zellkernen und den simulierten Zellkernen zu erreichen, wurden ein Algorithmus entwickelt,
welcher mittels Lagranger Optimierung kugelférmige und ellipsoide Kérper an die experimen-
tellen Zellkerne anpaft. Diese stehen anschlieffend fiir Simulationszwecke zur Verfiigung. Als
Modellfunktion wurde ein Ellipsoid gewéhlt, der aufgrund der Geometrie, auch Kugeln bein-
haltet.

Die Anpassung des Ellipsoids wurde in das Programme Ellipsoid 3D mittels Lagranger Op-
timierung implementiert. Als Startbild werden gefilterte, hintergrundreduzierte und segmen-
tierte Zellkernbilder verwendet. Die Endungen 3D bezieht sich auf den zur Kantendetektion
verwendeten Gradienten. Anzumerken ist, dass sich der in diesem Kapitel geschilderte Pro-
grammablauf sich nur auf den programmiertechnischen Hintergrund bezieht, die mathemati-
schen Grundlagen findet der interessierte Leser im Kapitel 3.2.

5.2.1 Implementierung an segmentierten Bildern

Ausgehend von den segmentierten Zellkernbildern kann der Programmablauf wie folgt geschil-
dert werden:

1. Detektion der Kanten in laterale Richtung mit dem Sobel-Operator und in axiale Rich-
tung mit dem Canny-Operator [61].

2. Initialisierung der 10xm Matrizen Z',Z mit der Anzahl der m Kantenpunkte und der
10x10 Scattermatrix S. Die Matrizengrofe 10 ergibt sich aus der Anzahl der anzupas-
senden Parameter.

3. Einlesen der Kantenkoordinaten & = (z1,x2, z3) und Bildung der Matrix Z
4. Bildung der transponierten Matrix Z' und Matrizenmultiplikation liefert die Scatterma-

trix W = Z!'Z.
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5. Initialisierung des Eigenwertvektors eval = (A1,...,\;, Eigenvektormatrix evec und
des Eigenwertarbeitplatzes der GSL-Bibliothek. Die Eigenwerte werden als Vektor nach
Grofe aufsteigend sortiert ausgegeben, d.h. A\; < -+ < A;.

6. Berechnung der Eigenwerte und Eigenvektoren, der optimale Parametersatz & entspricht
der ersten Spalte der Matrix evec.

7. Die ersten sechs Parameter werden zur Bildung der 3x3 Matrix A verwendet. Aus der Sin-

- 1 1 1
guldrwertzerlegung der Matrix A = UTU werden die Halbachsen h = (1,7, 1,57, T33°)
berechnet.

8. Darstellung des Ellipsoids.

9. Als Anpassungeffizienz F/p, wird das Verhéltnis der Schnittmenge von Zellkern- und
Ellipsoidvolumen Vo = Vzekern N VEuipsoid zum Volumen Vzejigern berechnet.

Die Anpassungseffizienzen ermdglichen es, die Zellkerne und die angepaften Ellipsoide zu
vergleichen und gegeniiberzustellen. Die Ausgabe des Ellipsoids erfolgt im KDF-Format, sodass
die Bilddatensétze fiir die Kartierung und Distanzmessung weiter verwendet werden kdnnen.
Die Syntax der Funktionen und Arbeitsbereiche zur Bearbeitung von Matrizen, der Lésung von
Eigenwertgleichungen und Funktionen zur Singulérwertzerlegung ist in der Dokumentation der

GSL-Bibliothek zu finden [50].

5.3 Die Kartierung des Zellkerns

Aus Kapitel 4.1 ist bekannt, dass die relative radiale Position von fluoreszenzmarkierten Chro-
matinregionen in Interphase-Zellkernen auf zwei verschiedene Varianten berechnet werden
kann. Eine Variante, welche den Schwerpunkt des Zellkerns als Bezugspunkt verwendet, und
eine zweite Variante, welche den Zellkernrand als Bezugspunkt verwendet. Im Folgenden wer-
den die entsprechenden implementierten Algorithmen vorgestellt. In Kapitel 5.3.1 wird die
schwerpunktsbasierte Kartierung des Zellkerns erkléart, wahrend in den Kapitel 5.3.2 und 5.3.3
zwei Algorithmen vorgestellt werden, die den Zellkern vom Zellkernrand mittels Distanztrans-
formationen (=DT) kartieren. Im Kapitel 5.3.4 wird ein Auswertealgorithmus, welcher die
relative radiale Position von Chromatinregionen berechnet, vorgestellt.

5.3.1 Schwerpunktsbezogene radiale Kartierung

Die schwerpunktsbezogene radiale Kartierung des Zellkerns besteht aus drei wesentlichen
Schritten:

1. Berechnung des geometrischen Schwerpunktes des Zellkernes anhand des bindren Zell-
kernbildes.

2. Berechnung der schwerpunktbasierten relativen radialen Position der Zellkernvoxeln mit
dem geometrischen Zellkernschwerpunkt als Bezugspunkt.

3. Normierung der Distanzen auf prozentuale Absténde.
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Der erste Schritt, die Berechnung des geometrischen Schwerpunktvektors des Zellkern in digi-
talen bindren Bildern, erfolgt analog der Berechnung des Schwerpunktes einer Verteilung von
Massepunkten in der Mechanik. Fiir den Schwerpunktsvektor von n Massepunkten gilt:

Sovjert = S (5.12)

wobei r; den Abstandsvektor zwischen Ursprung und dem i-ten Massepunkt beschreibt, m;
der Masse des i-ten Massepunktes entspricht und g@;,jekt den Schwerpunktsvektor darstellt.
In einem digitalen bindren Bild, welches den Zellkern als Objekt enthélt, entspricht die Masse
m; der Intensitdt des i-ten Voxels mit m; = 1, wodurch sich Gleichung 5.12 zu

n —

gZellkern = M (513)

n
vereinfacht. Angewendet auf ein digitales Bild bedeutet dies, dass das Bild einmal abgera-
stert wird, die drei rdumlichen Komponenten der zum Zellkern gehoérenden Voxel aufsummiert
werden und jede durch die Anzahl der Voxel dividiert wird. Im n#chsten Schritt werden die
relativen radialen Positionen jedes Voxels berechnet, welche dem Verhéltnis der Betrdge der

Strecken ‘
Schwerpunkt-Objekt

Schwerpunkt-Objekt-Zellkernhiille
entsprechen. Zur Berechnung der Strecken wird die Gleichung einer Geraden aufgestellt, deren

Richtungsvektors ¥ durch den Vektor Objektvektor-Schwerpunktsvektor definiert ist und deren
Stiitzvektor der Schwerpunktsvektor ist.

(5.14)

g: Z = Szettkern + - U (5.15)

Die relative radiale Position ergibt sich aus dem Verhéltnis der unterschiedlichen Skalierungs-
faktoren des Richtungsvektors. .
1
to
Der Zéahler entspricht dabei der Skalierung des Richtungsvektors mit ¢, so dass der Richtungs-
vektor dem Betrage nach die Linge der Strecke Schwerpunkt-Objekt hat, und der Nenner einer
Skalierung des Richtungsvektors mit ¢o, und der Richtungsvektor durch das Objekt geht und
die Zellkernhiille schneidet (siehe Abbildung 5.12). Wird obige Betrachtung auf diskrete Gitter
adaptiert, so bedeutet dies, dass das Bild ein zweites Mal abgerastert wird und fiir jedes dem
Zellkern zugehdrige Voxel die Komponenten des Richtungsvektors ¢ berechnet werden miis-
sem, welche sich aus der Differenz von aktuellem Voxelvektor ﬁVoa:el und Schwerpunktsvektor
SZellkern ergeben'

(5.16)

T = ﬁVoxel - gZellkern (517)

Ausgehend vom Schwerpunkt werden die Skalierungsfaktoren ¢; und ¢, erhoht, ¢; solange, bis
die Gerade das aktuelle Voxel Py .e; schneidet, also

gZellk:ern + 11 U= ﬁVoxel (518)
gilt, und to bis die Gerade ein Voxel der Zellkernhiille X Rand Schneidet, also

gZellkern + 1o - T = XRand (519)
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@ -objie
©o# = Schwerpunkt-Objekt-Rand = t,

— = Schwerpunkt-Objekt =1,

Abbildung 5.12: Die unterschiedliche Skalierungen des Richtungsvektors t1 (gelb) und ¢» (griin) werden
iterativ vom Schwerpunkt S aus berechnet. ¢; entspricht dem Abstand S-P, ¢3 dem Abstand S-P-X. Das
Verhéltnis der Skalierungen % gibt die schwerpunktbasierte relative radiale Position des Voxels P an.

gilt. Die Zellkernhiille entspricht den Voxeln X p,y4, welche ein Nachbarvoxel mit einem Grau-
wert von Null haben. Im letzten Schritt, welcher eine dritte Abrasterung des Bildes néotig
macht, werden nun die relativen radialen Positionen in entsprechende Distanzklassen, soge-
nannte Schalen, eingeteilt und normiert.
t1
el Schalenanzahl (5.20)
2
Die schwerpunktbasierte Zellkernkartierung wurde in dieser Form in das Programm
RRD_wariableshells implementiert.

5.3.2 Zellkernkartierung mittels Chamfering Distanztransformation (=DT)

Der in dieser Arbeit implementierte Chamfering DT-Algorithmus basiert auf den Chamfer
DT s von Rosenfeld und Borgefors [96] [5]. Bei Chamfering DT “s das Distanzbild anhand der
Distanz eines Voxels oder Pixels zu seinen Nachbarn berechnet, weshalb diese Algorithmen
eine sehr kurze Rechenzeit benotigen. Der verwendete Algorithmus kartiert den dreidimen-
sionalen Zellkern nach einem Vorwérts- und einem Riickwértsscan vollstdndig, wird aber, da
die Montanari Metrik |79] verwendet wird, nur auf isotrope Gitter mit der in Abbildung
5.13 gezeigten Maske angewendet. Die Eintrage in den verwendeten Masken entsprechen den
Distanzen innerhalb einer 26er Nachbarschaft, d.h. vom zentralen Voxel aus gesehen haben
Nachbarn, die eine Seite beriihren die Distanz d; = 1. Nachbarn, die das Zentralvoxel an
einer Kante beriihren die Distanz dy = v/2, und Nachbarn, die eine Ecke beriihren die Distanz

ds = /3.
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Abbildung 5.13: Die Filter-
masken links werden fiir den
Vorwiértsscan verwendet, die
3x3 Maske a fiir die Ebene 2z =
—1 und 5er Maske fiir die ak-
ﬁ 1 \J’z e tuelle Ebene z = 0 b. Die Fil-

termasken rechts werden ana-
\ﬁ: 1 ﬁ z=0 log fiir den Riickwértsscan ver-
wendet, die 3x3 Maske d fiir
die Ebene z = +1 und ber
Maske c fiir die aktuelle Ebene
z = 0. Die Eintrige entspre-
chen den Distanzen innerhalb
eines 3x3x3 Kubus, ausgehend
vom zentralen Voxel, welches
den Eintrag 0 hat.
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Somit gilt fiir die Distanz zweier benachbarter Voxel & und ¢, unter Verwendung der Montanari
Metrik:

disteha(dy:dy:ds)(T,¥) = di-maz(Ar, Ag, Az) +
+ (dg — dy) - median(Ay, A, Ag) +
+ (ds — dg) - min(Aq, Ag, As)
(5.21)

mit Ay =|z1 —y1 [,A2 =] 2 — y2 | und As =| 23 — y3 |. Die Chamfering DT wurde mit dem
Programm Distanz_traf 26nachb realisiert und ist wie folgt definiert:

1. Belegung aller Zellkernvoxel mit der maximalen Distanz, d.h. mit der Lange der Raum-
diagonalen.

2. Vorwirtsscan und Abtastung mit der Vorwértsmaske.
3. Riickwirtsscan und Abtastung mit der Riickwértsmaske.
4. Normierung der Distanzen auf die maximale Distanz

Der erste Programmschritt ist die Belegung aller Zellkernvoxel mit der maximalen Distanz,
welche sich aus

distmaz = \/(Size% + Sized + Size?) (5.22)

ergibt. Die Size; geben die Grofe des Bildes in die i-te Raumrichtung an. Der Vorwértsscan
wird mit den in Abbildung 5.13 (links) zu sehenden Masken realisiert und erfolgt in die an-
gegebenen Richtungen. Die einzutragende Distanz des aktuellen zentralen Voxels & zu einem
Nachbarvoxel ¢ erhélt man nach Rasterung der 13er Nachbarschaft. Diese ergibt sich aus

dist(@ | §) = min(dist cha(d, :ds:ds) (T> ¥) + disty) (5.23)

wobei disty; der dem Voxel y bereits zugeordneten Distanz und distena(d,:dy:a;) der in der
Maske eingetragenen Distanz zwischen Voxel £ und ¢ entspricht. Aus Gleichung 5.23 wird
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ersichtlich, weshalb alle Zellkernvoxel die maximale Distanz als Startwert erhalten. Da alle
noch nicht abgerasterten Voxel die maximale Distanz eingetragen haben, konnen diese nicht
die Bedingung der minimal Distanz erfiillen, und das aktuelle zentrale Voxel erhélt so die
tatsachlich minimale Distanz. Der Riickwértsscan erfolgt mit den in Abbildung 5.13 (rechts)
zu sehenden Masken und Richtungen. Die Bedingungen fiir die minimale Distanz sind analog
dem Vorwiértsscan. Die resultierenden Distanzwerte, nach dem Riickwértsscan, entsprechen
den minimalen Distanzen vom Zellkernrand aus betrachtet. Die Normierung und Einteilung
des Zellkernes in Schalen erfolgt anhand der maximalen Minimaldistanz disty,qq (% | ¥) zu:

_ distg
 distar

—

distporm ()

- Schalenanzahl (5.24)

Die normierten Distanzen werden abschlieffend invertiert, sodass die prozentuale Schalenein-
teilung von innen nach aufen zunimmt. In Abbildung 5.15 ist ein Beispiel zu sehen, welches
den Ablauf der Chamfering DT verdeutlicht.

a Gegebenes Objekt b Eintragung Maximaldistanz

Abbildung 5.14: Funktionsweise der Chamfering DT. Das zu kartierende Objekt ist in Abbildung a (rot)
zu sehen. Der erste Schritt des Algorithmus weist allen Objektvoxeln die maximale Distanz, hier 12.7, zu
(Abbildung b).
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C Vorwiarisscan d Riickwartsscan

Abbildung 5.15: Funktionsweise der Chamfering DT. Das Objekt (rot) wird mittels eines Vorwérts- und
Riickwirtsscans vollstindig kartiert (Abbildung c¢ und b).

5.3.3 Zellkernkartierung mittels euklidischer vektorieller Distanztransfor-
mation (=DT)

Distanztransformationen, die exakt sind und sowohl auf anisotrope als auch auf isotrope Gitter
angewendet werden konnen, sind vektorbasiert und verwenden die euklidische Metrik, die die
Distanz zweier Voxel Z und ¢ wie folgt definiert:

disteurtia(@ | ) = v/ (1 — y1)2 + (z2 — y2)2 + (v3 — y3)? (5.25)

Anders als Chamfering DTs, die jedem Voxel eine skalare Distanz zuordnen, werden hierbei
jedem Voxel Distanzvektoren zugeordnet. Vektorielle DTs wurden erstmals von Yamada in
zwel Dimensionen angewendet [118]. Yamada setzte eine 3x3 Filtermaske ein, deren Eintrige
die Komponenten des Distanzvektors ausgehend vom zentralen Voxel sind. Die Maske wur-
de solange wiederholt auf alle Pixel angewendet, bis eine stabile Losung erreicht war. Diese
Maske wurde auf eine dreidimensionale 3x3x3 Maske erweitert (siehe Abbildung 5.16) und in
zwel verschiedene Programme EDT 3D und EDT 3D terr implementiert. Die erste Version
kartiert den Zellkern, die zweite kartiert den Zellkern von den Réndern eines Objekts, z.B.
Chromosomenterritorien, ausgehend.
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Der Programmablauf, der beiden Programmen zugrundeliegt, ist jedoch der gleiche:

1.
2.

Detektion der Zellkernrander mittels eines zwei- oder dreidimensionalen Gradienten.

Alle Voxel, die dem Zellkernrand angehoren, werden im bindren Gradientenbild markiert.

. Initialisierung eines Vektorfeldes, welches die Grofe des Bildes hat.

Abrastern des Gradientenbildes, wobei die Abrasterung gestoppt wird, wenn eines der
Voxel im Gradientenbild markiert ist.

Abtastung der 26er Nachbarschaft (3x3x3 Maske) des markierten zentralen Voxels.

. Ist das Nachbarvoxel im Gradientenbild nicht markiert, dann wird der Distanzvektor

des zentralen Voxels iibernommen, die Komponenten der Maske zu diesem hinzuaddiert
und das Voxel im Gradientenbild markiert.

Ist ein Nachbarvoxel im Gradientenbild markiert, dann werden die Komponenten der
Maske zu den Vektorkomponenten des Nachbarvoxels addiert, die Betrige der Distanz-
vektoren des Nachbarvoxels und des zentralen Voxels berechnet und verglichen und der
Vektor mit minimalem Betrag als neuer Distanzvektor eingetragen.

. Wiederaufnahme des Scanns des Gradientenbildes.

. Die Schritte 4 bis 8 werden solange wiederholt und der Bildstapel solange iterativ vor-

wirts abgerastert, bis die Eintrage des Vektorfeldes sich nicht mehr &ndern, also eine
stabile Losung erreicht ist.

Der erste Schritt, die Detektion der lateralen Zellkernrander, erfolgt mit dem Sobeloperator,
auf welchen zusitzlich in axiale Richtung ein Cannyoperator folgt [61]. Fiir die Erkennung der
Rénder von Objekten innerhalb des Zellkernes wurden die gleichen Operatoren angewendet.

Abbildung 5.16: Die verwendete
Maske ist eine 3x3x3 Maske, welche
das Objekt in drei Ebenen, ausge-
hend von der zentralen Ebene z =0
abtastet. Die Eintrdge sind Vekto-
ren, die den Abstand distMaSke(xi | [TRRT) to.1.13 TRRT}
yi) eines Voxel § vom zentralen Vo-
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Die als Zellkernrand erkannten Voxel werden im bindren Gradientenbild markiert. Zur Spei-
cherung der Distanzvektoren wird ein sechsdimensionales Vektorfeld initialisiert, wobei drei
Komponenten fiir die Koordinaten des Voxels und drei Komponenten fiir den Distanzvektor
reserviert sind. Der Scan des Gradientenbildes erfolgt von links oben nach rechts unten und
wird gestoppt, wenn ein Voxel Z im Gradientenbild markiert ist. Die Abtastung der 26er Nach-
barschaft des zentralen Voxels & erfolgt zundchst im Gradientenbild. Ist ein Voxel ¢ innerhalb
dieser Nachbarschaft nicht markiert, werden die Koordinaten im Vektorfeld gespeichert und
die Komponenten dist.yxiiq(y:) des Distanzvektors nach

disteuklid(xi ‘ yi) = diStMaske(.l‘i | yi) + dist(xi) (5.26)

berechnet und als Distanzvektor gespeichert, wobei dist yrqske(®; | ;) der i-ten Maskenkompo-
nente und dist(x;) der i-ten Distanzkomponente des zentralen Voxels entspricht. Abschliefend
wird das Voxel y im Gradientenbild markiert. Ist ein Voxel 2z’ hingegen innerhalb der 26er
Nachbarschaft im Gradientenbild markiert, so werden zunéchst die Distanzkomponenten von
Z und die Maskenkomponenten von z" addiert (siehe Gleichung 5.26). Der Betrag des resul-
tierende Distanzvektor disteukiia(T | Z) gibt den Abstand des Voxels Z zum Zellkernrand
vom Voxel & aus gesehen an und wird mit dem Betrag des eingetragenen dist(Z) verglichen.
Ist der Betrag des Vektors disteykiia(Z | Zz) kleiner, so wird der zugehorige Vektor als neu-
er Vektor eingetragen, d.h. es erfolgt eine Verdnderung des Vektorfeldes, welche gespeichert
wird. Sind alle Nachbarvoxel abgetastet, so wird der Scan des Bildes fortgesetzt und iterativ
wiederholt, bis keine Verdnderungen des Vektorfeldes mehr erfolgt, also eine stabile Losung er-
reicht ist. Durch Multiplikation der einzelnen Distanzvektorkomponenten mit den Voxelgrofsen
A = (A1, Az, A3) in die zugehorige Raumrichtung und unter Verwendung der euklidischen
Metrik wird die Distanz jedes Voxels zu den Zellkern- oder Objektrindern berechnet. Die ma-
ximale minimale Distanz dist,,q, wird, analog dem Chamfering Algorithmus, zur Normierung
und Einteilung des Zellkernes in Schalen verwendet:

distg
diStmaz

distyorm(z) = - Schalenanzahl (5.27)
Die Invertierung der normierten Distanzen erfolgt analog dem Chamfering Algorithmus, sodass
die prozentuale Schaleneinteilung von innen nach aufen zunimmt. Abbildung 5.17 zeigt die
Kartierung eines Beispielobjektes.

5.3.4 Auswertung der Zellkernkartierung

Die Berechnung der Schwerpunktsposition von Genen, Zentromeren und Chromosomen und
die Verteilung der DNA im kartierten Zellkern erfolgt mit dem Programm Statistik1, welches
auf alle kartierten Zellkerne angewendet werden kann. Bevor die markierten Chromosomen und
Subregionen jedoch kartiert werden konnen, miissen diese zunéchst gelabelt werden, d.h. jedem
zusammenhingenden Objekt wird eine Nummer zugeordnet. Das Labeling erfolgt mit den
Programmen deleteobj 3D und Label 3D (siehe [33]), wobei alle Voxel, welche sich innerhalb
einer 26er Nachbarschaft des zentralen Voxel befinden, als Objekt angesehen werden. Das
resultierende gelabelte Bild wird anschlieffend, zusammen mit dem segmentierten Bild und dem
kartierten Zellkern, in das Programm Statistikl eingelesen. Der Programmablauf ist folgender:

1. Detektion der Anzahl der Objekte innerhalb des Zellkerns.
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c Nach einem Schritt. .. c Nach einem Schritt

c Nach einem Schritt

Abbildung 5.17: Die Abbildung verdeutlicht die Funktionsweise der euklidischen DT. In Abbildung a ist das
zu kartierende Objekt (rot) zu sehen. Zunichst werden die Rénder detektiert und diesen ein Vektor zugewiesen
(Abbildung b). Ausgehend von den detektierten Rindern wird das ganze Objekt abgerastert, bis es vollstiandig
kartiert ist (Abbildung c). Auffallend ist der Unterschied zur Chamfering DT, das zentrale Objektvoxel hat
die Distanz disteur; = V3% + 12 = 3.16, wihrend die Chamfering DT einen Wert von distcham = 3.4 ergibt.
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2. Berechnung der Koordinaten des geometrischen Schwerpunktes und des Intensitéts-
schwerpunktes jedes Objektes.

3. Auslesen der relativen radialen Position mittels der Schwerpunktskoordinaten aus dem
kartierten Zellkernbild.

Der erste Punkt wird durch Abrastern des Bildes realisiert. Hierbei wird die maximale Ob-
jektnummer 7,4, gesucht, welche, aufgrund des Labeling, der Anzahl der Objekte im Bild
entspricht. Zur Berechnung der Schwerpunkte muft das Bild nochmals n,,,, Mal abgerastert
werden. Die Berechnung des geometrischen Schwerpunkts erfolgt analog der Berechnung des
geometrischen Zellkernschwerpunktes nach Gleichung 5.13, der Intensitatsschwerpunkt ist ge-

geben durch:
5 2 i Tili
Sovjekt = =7 5.28
Objekt Z?Zl _[Z ( )

wobei I; die Intensitdt am Ort r; ist. Anhand der Schwerpunktskoordinaten kann jetzt die
relative radiale und die absolute Position bestimmt werden, da diese dem eingetragenen Va-
riablenwert an der Position des Objektschwerpunktes im kartierten Zellkernbild entspricht.
Die relative radiale Position wird zusammen mit der Objektnummer und Zellkernnummer in
einem ASCI-File gespeichert.
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5.4 Messung der Fluorophorverteilung von Objekten

Da die Grofe von Objekten im Zellkern ein entscheidender Ansatzpunkt fiir funktionelle Ei-
genschaften ist, wurde das Programm Gaussfit entwickelt. Das Programm paft iiber den in
Kapitel 3.3.1 beschriebenen Levenberg-Marquardt-Algorithmus eine zweidimensionale Gaufs-
verteilung an die mit dem Tophat (siehe Kapitel 5.1.5) segmentierten Objekte an. Aus den re-
sultierenden Standardabweichungen & werden die, um die PSF korrigierten, Halbwertsbreiten
F = (F,, F,, F,)" berechnet. Die Anpassung erfolgt drei Mal in jeweils zwei Raumrichtungen,
sodass jede Halbwertsbreite F; zweimal berechnet wird. Mit Hilfe der Halbwertsbreiten werden
die Fluorophorverteilungen der Objekte als Ellipsoide und Kugeln beschrieben (siche Kapitel
4).

5.4.1 Berechnung der Halbwertsbreite

Das Programm Gaussfit besteht aus drei Funktionen und dem Hauptteil. Die Funktion gauss_ls
berechnet anhand der Modellfunktion 3.32 und dem gegebenen Datensatz die LS-Funktion
(engl. least square) und die Funktion gauss jacobi die entsprechenden Eintrige der Jacobi-
Matrix. Die dritte Funktion wird dazu verwendet die Parameter der beiden anderen Funk-
tionen zu biindeln, sodass dem GSL-Arbeitbereich zur Losung ein vollstdndiges System der
Modellfunktion und deren Ableitungen {ibergeben wird. Ausgehend von diesen Funktionen ist
der Ablauf des Gaussfit-Programmes wie folgt:

1. Berechnung der Startparameter dg = (A, Z;, Z;,04,05,b).

2. Initialisierung des GSL-Arbeitsbereiches und der Funktionenumgebungen. Hierbei wird
einerseits eine Optimierungsklasse initialisiert, welche die Matrizenrechnung und die
Optimierungsschritte vornimmt, und andererseits die Funktion und deren Ableitungen
berechnet.

3. Einlesen der Datenpunkte y; und des Fehlers ~; in einer 20x20 Umgebung, was einem
Quadrat mit einer Seitenldnge von ca. 1 — 1.5um entspricht.

4. Starten des Levenberg-Marquardt-Algorithmus mit der Konvergenzbedingung | S(Z |
@)—S(Z | @+0d) |< €, wobei € < 1076 gilt. Wenn diese erfiillt ist, so wird der Algorithmus
unterbrochen, andernfalls wird nach 2000 Iterationen unterbrochen und die Anpassung
als nicht moglich angesehen.

5. Ausgabe des optimalen Parametersatzes und deren Fehler, sowie die Berechnung der
Halbwertsbreiten.

Der erste Schritt, die Berechnung der Startparameter erfolgt iber mehrere Stufen. Zunéchst
wird der Schwerpunkt & berechnet und je 2 Koordinaten als Startparameter der Erwartungs-
werte Z;,Z; gewahlt. Die Amplitude A ergibt sich aus dem Grauwert im Schwerpunkt. Als
Startwert des Hintergrundes b wird der mittlere Hintergrund des Zellkerns gewdhlt und die
Halbwertsbreiten der PSF in Richtung ¢ und j als Standardabweichungen o;,0;. Die Syntax
zur Initialisierung und Verarbeitung des GSL-Arbeitsbereiches ist in der Dokumentation der
GSL-Bibliothek nachzulesen [50]. Der dritte Schritt, die Wahl des Bereiches, aus welchem die
Datenpunkte eingelesen werden, ergibt sich aus Vorabinformation des Experimentators iiber
die Grofe des Objektes und ist entsprechend grofs gegeniiber der Objektgrofe gewahlt. Der

82



mathematische Hintergrund und Ablauf des Levenberg-Marquardt-Algorithmus, ebenso wie
die Berechnung des Volumens der Fluorophorverteilung kann der interessierte Leser in Kapitel
3.3.1 und 4.4 nachlesen.

5.5 Distanzmessungen

Die absoluten und normierten Distanzen und Schwerpunktswinkel zwischen zwei im Zellkern
markierten Objekten wurde in das Programm Distanzen implementiert. Die Eingabe des Pro-
gramms verlangt, das die Objekte bereits gelabelt sind, was mit den Khorosprogrammen
deleteobj 3D und Label 3D [33] realisiert wird. Der Programmablauf ist wie folgt:

1.

2.

Zghlen der n gelabelten Objekte im Bild

Berechnung der geometrischen Schwerpunkte ggeo(f | i) und der Intensitédtsschwerpunk-
te Srnt (2| ©) aller Objekte i = 1...n. Zusétzlich wird der Zellkern kartiert (siehe Kapitel
5.3) und dessen Schwerpunkt Sk, (Z) berechnet.

. Berechnung der euklidischen absoluten Distanzen (siehe Gleichung 5.25) deypia(Kern —

i) = Hggeo/[nt(f | i) — Skern(Z)|| zwischen i-ten Objekt und den Zellkernschwerpunkt,
sowie zwischen den Objekten i und j dj—; = [|S o/t (Z | 5) — Syeo/rat(@ | 9)]-

Aus den Distanzen dgern—i, diern—j und d;_; wird anhand des Cosinussatzes, der
Schwerpunktswinkel agery

(dj—i)2 - (dKern—i)2 - (dKern—j)2
2dKernfidKernfj

(5.29)

A ern = arccos(—

berechnet.

Die normierten Distanzen ngern—; und ngern—; Objekt-Zellkernschwerpunkt werden
anhand des kartierten Zellkernes bestimmt.

Die normierte Distanz n;_; zwischen den Objekten ¢ und j wird mit den normierten
Distanzen ngerp—; und ngern—; und dem Schwerpunktswinkel agern, anhand des Cosi-
nussatzes

nj—; = \/(nKern—i)2 + (nKern—j)2 - 2nKern—inKern—j (5-30)

berechnet.

Die resultierenden Parameter absolute und normierte Distanz zwischen den Objekten d;_;
bzw. n;_; und der Schwerpunktswinkel a ke, werden in Kapitel 4.2 erklért.
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5.6 Minkowskifunktionale

Die in Kapitel 4.3 eingefiihrten Gleichungen der Minkoskifunktionale sind kontinuierliche
Funktionen. Da digitale Aufnahmen diskrete Gitter sind, wird die Gleichung von Crofton
in diesem Kapitel auf diskrete Gitter adaptiert. Eingehendere Darstellungen zur Diskretisie-
rung der integralgeometrischen Gleichungen, so wie Ansitze zum Quellcode konnen in [84]
nachgelesen werden. Die Berechnung der Minkowskifunktionale wurde das Programm Min-
kowski_abs implementiert. Das Programme bestehen aus zwei wesentlichen Schritten, einem
Integrationsschritt, der im Kapitel 5.6.1 erkldrt und mit einem Marching Cube realisiert wird,
und einem Analyseschritt, bei welchem die MF berechnet werden und auf dessen Ablauf in
Kapitel 5.6.2 eingegangen wird.

5.6.1 Marching Cube Methode

Die Ausfiihrung des Integrationsschrittes beginnt mit dem gegebenen bindren Bild B, wel-
ches mit einem 2x2x2 Filter F' gefaltet wird. Die Konvolution G = B * F' resultiert in einem
Grauwertbild G, dessen Bildtiefe 8 Bit mit n = 2% — 1 méglichen Werten ist. Die acht Filter-
maskeneintrige sind gegeben durch

fijp = 2025k (5.31)

Eine Darstellung des Filters F' ist in Abbildung 5.18 a zu sehen. Die Berechnung der resultie-
renden Grauwerte g(x1,x2,x3) ergibt sich aus

g(z1,9,23) = b(w1,x2,23) + 20(11 + 1, 29, 23) + 4b(21, 22 + 1, 203) +
8()(.%'1 + 1,20 + 1,3?3) + 16[)(.%'1, T2, T3 + 1) +
32[)(.%'1 + 1, z0, 23 + 1) + 64()(.%'1,282 + 1,23 + 1) +

128()(1‘1 + 1,204+ 1,25 + 1) (5.32)
wobei fiir b(Z) gilt
b(F) = 1 wenn das Voxel zum Objekt O gehort
-\ 0 wenn das Voxel zum Komplement von O gehort

Der Wert g(z1z2x3) gibt die Nachbarschaftrelation des Voxels Z innerhalb der 2x2x2 Nach-
barschaft wieder. Ein Beispiel fiir die Berechnung der Konvolution des Bildes B mit der Fil-
termaske F' ist in Abbildung 5.18 b zu sehen. Mit den gegebenen Grauwerten g(zjxozs) wird
nun der Integrationsschritt durchgefiihrt

SizeX—1 SizeY —1 SizeZ—1

hiy=">_ > > Giglarzaxs)) (5.33)

x1=0 xo=0 xr3=0

Der Vektor £ entspricht der kondensierten Form des bindren Bildes B und wird als absoluter
Hiufigkeitsvektor der Nachbarschaftkonfigurationen bezeichnet. Die Summation ist korrespon-
dierend zu den Integrationen in Kapitel 4, da diese iiber das ganze Bild z; = 0... Size(j) — 1
in drei Raumrichtungen erfolgt, und alle Informationen zur Berechnung der Minkowskifunktio-
nale enthélt. Der Name Marching Cube Methode resultiert aus der Betrachtung des kubischen
Filters F', mit welchem das Bild abgerastert wird.
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= Komplement von O = Objekt O

Abbildung 5.18: Anhand des Marching Cube (Abbildung a), ein 2x2x2 F Filter, wird jedem Voxel die
Nachbarschaftsrelationen innerhalb des Cube zugewiesen. Abbildung b zeigt ein Beispiel Cube, die hellgrauen
Voxel gehéren dem Komplement des Objektes an, die dunkelgrauen Voxel sind Objekt. Der resultierende
Grauwert der Nachbarschaftrelationen ist g =1+ 2 4 64 = 67.

5.6.2 Berechnung der MF

Die Berechnung der MF in diskreten Gittern erfolgt anhand des absoluten Haufigkeitsvektors
l_i(z) Da dieser den Integrationschritt enthélt, miissen, um die MF zu erhalten, nur noch die
jeweiligen Schnitte des Objektes O mit den n-dimensionalen Ebenen auf diskrete Gitter iiber-
tragen werden.

Normiertes Volumen
Das normierte Volumen Vi, (O) eines Objektes entspricht dem relativen Volumen, bezogen auf
den Zellkern und ist definiert als:
127 .
Zoh(20+1
Vip(0) = Zizg M2t 1)
2i=o h(i)
Dies entspricht einem Z&hlen der Anzahl der dem Objekt zugehdrigen Voxel mit anschlie-
Render Normierung auf das gesamte untersuchte Volumen. Nach der Gleichung von Crofton
entspricht dies dem Schnitt des Objektes mit einem Punkt und anschliefsender Normierung
auf das Gesamtvolumen.

(5.34)

Spezifische Oberflichendichte

Die diskrete Definition der spezifische Oberflichendichte S (O) des Objektes O ist, im Ver-
gleich zum Volumen, nicht trivial. Nach Croftons Formel (Kapitel 4.3) ergibt sich die Fliache
aus der Integration iiber alle Richtungen der Totalprojektion. Im Diskreten entspricht dies
dem Abzdhlen der Schnitte einer Geraden mit dem Objekt O in alle Raumrichtungen. In ei-
nem 2x2x2 Kubus kann eine Schnittlinie zwischen 2 Ecken des Kubus definiert werden, wenn
eine Ecke dem Objekt O und die andere zum Komplement von O angehért. Dies ergibt ein
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System von 26 moglichen Testsegmenten (unter Beachtung der Symetrie nur 13) zwischen
zwei Eckpunkten innerhalb eines Kubus bei einem Drehwinkel von 45°. Die 13 verschiedenen
Linien entsprechen den 3 Seitenlinien, 6 Flachendiagonalen und 4 Raumdiagonalen. Die Lénge
r, und Richtung w, = (¥,,¢,) des Segmentes v = 1...13 werden mittels Kugelkoordinaten
definiert (siche Tabelle in [84], Seite 131), wobei r,, aus den Voxelgrofen A = (A1, Ay, Az)
berechnet wird. Die diskrete Summe der Totalprojektionen pro Volumeneinheit in Richtung

¢(wy) des Segmentes v ist gegeben mit

255
- 1 . .
P(wy, = o z; hidi(i V Ko.)00(i A K1) (5.35)

wobei kg, und ko, den Koeffizienten der Filtermaske F entsprechen. Die spezifische Ober-
flachendichte S(O) ergibt sich mit Gleichung 5.35 aus der Summation iiber alle Richtungen
v

25
5(0) =43 cvdlwy) (5.36)
v=0

Der Ubergang zu einer diskreten Formulierung der Gleichung von Crofton, macht es nétig die
Gewichte c,, fiir welche ¢, 113 = ¢, gilt, einzufiihren. Die Gewichte ¢, erzeugen somit eine
Isotropie der Schnittlinien. Die Werte der Gewichte ergeben sich aus einer Zerlegung der Ein-
heitssphére in Voronoizellen des entsprechenden Testsegmentes v und stimmen mit der Flache
der Voronoizelle. Abbildung 5.19 verdeutlicht die Berechnung der spezifischen Oberflichen-
dichte.

= Komplement von O = Objekt O

Abbildung 5.19: Die Gerade (blau), welche die Verbindungslinie zwischen den Voxel an der Position 1 und 4
bildet, die Lénge r, = Az in Richtung v = 1, wird mit einer senkrechten Ebene geschnitten. Die Projektion die-
ser Ebene auf die Einheitszelle entspricht der spezifischen Fliche ¢(w1) = %’;Aa. Normiert auf das Volumen

entspricht dies einer spezifischen Oberflichendichte von ¢y (w1) = % mit Ajzz = /A2 + A2 + A2
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Spezifische aufintegrierte mittlere Kriimmumg
Die allgemeine Definition der Kriimmung & entspricht der Richtungsénderung pro Linge. Ein
Kreis mit dem Radius R hat demnach die Kriimmung k = }%, was dem inversen Wert des

Radius entspricht. Die allgemeine Definition der mittleren Kriimmung k = %(% + %) einer
gewOlbten Fléche ergibt sich aus dem minimalen r; und maximalen ro Radius der Kreise, die
an die Kriimmungskurve k£ in einem Punkt angelegt werden konnen. Das Integral iiber die
mittlere Kriimmung ergibt, mit der Objektoberfliche als Grenze, die mittlere aufintegrierte
Kriimmung. Aus der Gleichung von Crofton ergibt sich die diskrete aufintegrierte Krimmumg
M (0O) aus der Summation iiber die Anzahl der Schnitt einer Ebene mit dem Objekt O. Analog
der Definition von S(O), lassen sich in einem Kubus 26 Schnittebenen, unter Beachtung der
Symetrie nur 13, mit den Ecken des 2x2x2 Kubus definieren. Hieraus ergeben sich neun recht-
eckige und vier dreieckige Schnittprofile. Uber die auf die Schnittfliche a, normierte Eulerzahl
Xa(wy) = %‘;’”) in Abhéngigkeit von der Richtung w, ergibt sich die spezifische aufintegrierte

Kriimmung zu:
25
M(O) =21 cXalwy) (5.37)
v=0

An Abbildung 5.20 wird deutlich, wie sich die Eulerzahl fiir die Schnittebenen aus einer ge-
gebenen Konfiguration des Vektors h ergibt, deren allgemeine dreidimensionale Definition
X =1 —k+ f mit | = Ecken, k = Kanten und f = Elementarflichen ist. Die richtungsab-
héngige Eulerzahl fiir rechteckige und dreieckige Schnitte, sowie die Gewichtungen ¢,, die aus
Griinden der Isotropie die Eulerzahl gewichten, konnen in [84] nachgelesen werden.

Eulerzahl und totale integrierte Kriimmumg

Die oben eingefiihrte Eulerzahl kann, nach obiger Definition, auch auf die 256 Nachbarschafts-
konfigurationen innerhalb des 2x2x2 Kubus angewendet werden. Die Aussage der Eulerzahl
bezieht sich dann auf die Kompaktheit des Objektes O, eine grofe negative Eulerzahl entspricht
einem weit verzweigten Objekt, eine kleine positive Eulerzahl einem sehr dichten, wenig ver-
zweigten Objekt. Der Beitrag der 256 Nachbarschaftskonfigurationen ist iiber einen Vektor
u gegeben (siehe [84] und [114]). Die auf das Volumen V = (Zfi% h(i))A1A2A3 normierte

Eulerzahl
255

fv =1 > hiuli) (5.39)
=0

resultiert aus dem Skalarprodukt des absoluten Haufigkeitsvektors i(7) und dessen Gewichtung
u(i). Da der Marching Cube richtungsabhéngig ist und hieraus eine Kanteneffekt resultiert, ist
xv verzerrt. Eine Mittelung iiber alle 24 Rotationsrichtungen des im Mittelpunkt zentrierten
Kubus hebt diesen Effekt auf und fiihrt auf die totale integrierte Kriimmung Ky . Die Definiti-
on der totalen integrierten Kriitmmung kann anhand der Definition der gaufschen Kriimmung
k= % : % verdeutlicht werden, diese ist unabhingig vom Bezugssystem und macht es mog-
lich die Orte der Kriimmung zu klassifizieren. Die diskrete Definition der totalen integrierten

Kriimmung ergibt sich aus der Summation iiber alle Richtungen w, des Kubus zu

23
Ky =47) c,xv(w) (5.39)

v=0

Fir die Gewichtungen c¢, gilt hier ¢, = 2—14, da keine bevorzugte Richtung existiert.
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= Komplement von O = Objekt O

Abbildung 5.20: Die Eulerzahl der gegebenen Objektkonfiguration kann anhand der dreieckigen Schnittebe-
nen (blau) hergeleitet werden. Das Dreieck hat drei Ecken, drei Kanten und eine Dreiecksfliche, woraus sich
die Eulerzahl xy =1 ergibt.
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Kapitel 6

Ergebnisse der vital COMBO-FISH
(=vCF)

Die biologische Zielsetzung dieser Arbeit ist die Etablierung einer Methode zur spezifischen
Markierung von Chromatin mittels PNA-Oligonukleotiden in lebenden Zellen, vital COMBO-
FISH (=vCF) genannt. Die Motivation fiir die Entwicklung einer vCF ist die Erhaltung der
nativen Chromatinstruktur, weshalb auf einen Denaturierungschritt der Ziel-DNA, auf chao-
trope Detergenzien und eine enzymatische Behandlung der Zellen verzichtet werden mufs (siehe
Kapitel 1). Die vorhandenen Standard-FISH Methoden verwenden Detergenzien, welche die
Zellen permeabilisieren, behandeln die Zellen mit Enzymen, welche zur Zerstérung der Prote-
instruktur fiihren, und denaturieren die DNA bei ca. 70-80 Grad Celsius. Die vCF Methode
hingegen verzichtet auf alle aufgezihlten Prozeduren. vCF erfolgt in lebenden Zellen, indem
eine PNA-Sonde in den Zellkern mikroinjiziert wird, und zur Untersuchung der markierten
Chromatinstruktur werden die Zellen lediglich fixiert. Die PNA-Probe wurde in primére T-
Lymphozyten mit einem eindeutigen Karyotypen injiziert, sodass die Spezifitdt der Bindung
anhand der Anzahl der Signale gewdhrleistet ist. Das entwickelte Protokoll, d.h. die Vor-
bereitung der Zellen zur Mikroinjektion, die Prozedur der Mikroinjektion, die anschlieftende
Behandlung der Zellen und die qualitativen Ergebnisse werden in Kapitel 6.1 und 6.2 vor-
gestellt. Die Resultate des quantitativen Vergleichs der Topologie von Zentromer 9 zwischen
Standard-FISH und vital COMBO-FISH erfolgt in Kapitel 6.3. Die verwendeten Protokolle
und Loésungen sind im Anhang zu finden.

6.1 Mikroinjektion

Im Folgenden wird das Protokoll der vCF von der Vorbereitung, iiber die Mikroinjektion bis
zur Fixierung der T-Lymphozyten erklért. Die Bearbeitung des vollstidndigen Protokolls, d.h.
die gesamte Vor- und Nachbearbeitung der Zellen, inklusive Mikroinjektion, dauert drei Tage.
Die Arbeitschritte des ersten Tages, an welchem die Materialien vorbereitet werden, sind wie
folgt:

1. Reinigung der Deckgldser fiir 5 min unter Schiitteln mit einer Reinigungslosung
(50%H20/25%Ammoniak /25%Isopropanol).

2. Die Reinigungslosung mit deionisiertem und autoklaviertem HO durch 2x Spiilen der
Deckglaser entfernen.
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. Sterilisation der Deckglaser bei 200°C fiir 2 Stunden oder in der Sterilbank mit einem

Bunsenbrenner (=Rufbildung beachten).

Alle weiteren Schritte finden in der Sterilbank statt! Die Deckglédser in 180 mm Petri-
schalen (steril) legen.

Auftropfen von 100 ul einer 0.01% Poly-L-Lysin Losung und Inkubation fiir 3 Stunden
bei Raumtemperatur (=RT).

. Spiilen der Deckgléser in der Petrischale mit deionisiertem und autoklaviertem HsO.

Absaugen und Trocknen der Deckglaser. Die Petrischalen werden verschlossen und kon-
nen bei RT so steril fiir mehrere Tage gelagert werden.

. Vorbereitung einer 20 mM HEPES-Kulturmediumlosung. Die Losung wird iiber Nacht

bei 37°C gelagert.

. Vorbereitung der Injektionslésung. Die Zentromer 9 PNA-Sonde wird im Injektionspuffer

auf eine 2.67 puM Konzentration gebracht.

Mit den Protokollen des zweiten Tages sollte am Morgen begonnen werden, da fiir die im
Folgenden geschilderten Arbeitschritte ca. 6-8 Stunden bendtigt werden. Da die Mikroinjek-
tionsanlage fiir adhiirente Zellen ausgelegt ist, T-Lymphozyten' aber Suspensionszellen sind,
werden diese mittels der Poly-L-Lysin Beschichtung adhérent an den Deckgliser fixiert. Das
Absinken und Fixieren der T-Lymphozyten am Poly-L-Lysin dauert ca. 3 Stunden und erfolgt
folgendermafen (in der Sterilbank!):

1.

10.

Losen der Zellen durch leichtes Klopfen an der Kulturflasche, da diese absinken und
leicht anheften.

Uberfithren der Zellsuspension in ein 15 ml Falcon-Réhrchen.

Ermittlung der Vitalitdt und Dichte der Zellen (siche Anhang).

Zentrifugieren der Zellsuspension fiir 10 min bei 200 g

Absaugen des Mediums bis zum Zellpellet.

Resuspension und 5 min Inkubation des Pellets in 10 ml 1xPBS (vorgewérmt auf 37°C).
Zentrifugieren der Zellsuspension fiir 10 min bei 200 g

Absaugen des Mediums bis zum Zellpellet.

Resuspension der Zellen in der 20 mM HEPES-Kulturmediumlésung und Verdiinnung
auf 500.000 Zellen pro ml.

Auftropfen von 0.1 ml der Zellesuspension auf die mit Poly-L-Lysin behandelten Deck-
glaser, welche sich in den Petrischalen befinden.

'Die verwendeten primire T-Lymphozyten wurden, mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Hug aus der
Arbeitsgruppen von Frau Prof. Hansch, Immunbiologie Universitatsklinikum Heidelberg, mit CD3-Magnetbead
Antikérpern aus dem Blut extrahiert und aufgereinigt.
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11. Die Deckglaser werden fiir 3 Stunden bei 37°C und 5% CO4 inkubiert, sodass die Zellen
absinken und anheften.

12. Nach 3 Stunden wird die Petrischale mit je 4 ml 20 mM HEPES-Kulturmediumloésung
aufgefiillt (vorsichtig!).

Nach der Anheftung der Zellen an die Deckgléser kann mit der Mikroinjektion begonnen wer-
den. Die Mikroinjektion findet bei RT und ohne CO» statt, weshalb die Zellen nicht lénger
als 30 min injiziert werden, um die Apoptose zu vermeiden. Die HEPES-Kulurmediumlésung
wirkt hierbei stabilisierend auf den pH-Wert des Mediums. Die verwendete Mikroninjekti-
onsanlage ist ein AIS2-System? [62], welche in Abbildung 6.1 zu sehen ist. Die Anlage ist

Abbildung 6.1: Das Mikroskop mit dem entsprechenden Mikroinjektionsaufsatz ist links zu sehen. In der
Mitte und Rechts sind der PC mit der AIS2-Software, der Femtojet und die Kontrolleinheiten fiir die Motoren
abgebildet. (Quelle [62])

vollautomatisiert, d.h. die Zellen werden mit einer Kamera aufgenommen, sodass der Benut-
zer die Anlage {iber eine Kontrolleinheit und die AIS2 Software von einem PC aus steuert.
Die Injektion erfolgt, indem die zu injizierende Zelle mit einem Mausklick auf dem Bildschirm
markiert wird. Anhand der Koordinaten der Markierung wird die Zelle iiber Motoren ange-
fahren und von diesen eine automatisierte Injektionsbewegung vollzogen. Die auf der Zelle
verbleibende Markierung und ein 8x8 Raster iiber dem Arbeitsbreich ermdglicht eine syste-
matische Mikroinjektion, zusatzlich verhindert dies eine zweifache Injektion der gleichen Zelle.
Die Automatisierung und die leicht zu bedienende AIS2 Benutzeroberfliche (Abbildung 6.2)
ermoglichen dem geiibten Benutzer die Injektion von bis zu 500 Zellen in 30 min. Die einzelnen
Arbeitsschritte von der Kalibration des Gerétes bis zum Ende der Injektionen sind wie folgt:

1. Ziehen der benétigten Anzahl von Kapillaren am Puller (Gerdt zum ziehen der Kapil-
lare). Verwendet wird das Programm 10, welches Kapillare mit einem Durchmesser der
Spitze von ca. 300-500 nm zieht.

’Die Mikroinjektionsanlage wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Licher zur Verfiigung
gestellt, DKFZ Heidelberg
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Abbildung 6.2: In der Mitte ist das Kamerabild mit der Spitze der Injektionskapillare zu sehen. Die Be-
dienerfelder “Manipulator und “Stage“ sind fiir die Steuerung der Motoren und des Mikroskoptisches. Die
unter Knopfleiste dient der Steuerung der Mikroinjektionsschritte und der Kalibration des Gerites. (Quelle

[62])
2. Starten des Computers und der AIS2-Software.

3. Beim Starten des Femtojet ist zu beachten, dass entweder der Injektionsschlauch ab-
gezogen, oder die Kapillarspitze verschlossen ist, da ansonsten kein ordnungsgeméfer
Druckaufbau erfolgt.

4. Das Objektiv mit der minimalen Vergréfserung wird als Startkonfiguration verwendet.

5. Fiillen einer Kapillare mit der zu injizierenden Substanz. Als Pipettenspitzen bieten sich
Microloader an, die verldngerte Spitzen haben. Die Kapillare ist unbedingt zu schiitteln,
um eine Bildung von Luftblasen zu vermeiden, da ansonsten kein ordentlicher Druck-
aufbau erfolgt.

6. Einspannen einer Kapillare in die Kapillarhaltespitze (Vorsichtig!).
7. Einlegen der Petrischale in die auf dem Mikroskoptisch vorgesehene Halterung.

8. Mit einer sterilen Pinzette wird das Deckglas in die Mitte der Petrischale geschoben.
Dieser Schritt sollte nicht vergessen werden, da der Aktionsradius der Kapillare, aufgrund
der Petrischale, beschrankt ist.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. Die Kapillare wird mit der Steuerung an die Petrischale herangefahren und, bis die

Kapillarspitze das Kulturmedium, beriihrt abgesenkt (Blick auf der Petrischale).

Weiteres Absenken der Kapillare in das Medium (Vorsichtig! Blick auf den Monitor).
Wenn die Spitze der Kapillare sichtbar ist, wird diese in der Mitte des Monitors plaziert
und zum néchsten Punkt iibergegangen.

Wechsel des Objektives zu einer 32-40x Vergréferung.

Einstellen der Fokusebene, sodass, aus axialer Sicht, die obere Zellkernmembran sichtbar
ist.

Absenken der Kapillare bis die Spitze oberhalb der Zellen ist (Sehr vorsichtig!). Die
Kapillarspitze darf sich an diesem Punkt noch nicht im Fokus befinden (oberhalb der
Zellen).

Driicken des “Setup on/off* Knopfes. Jetzt wird die Hohe der Kapillarspitze eingestellt,
sodass diese deutlich sichtbar ist. Der Vorgang wird mit dem Anklicken der Kapillarspitze
abgeschlossen.

Das Einstellen des Injektionsdruckes p;, des Kompensationdruckes p. und der Injektions-
zeit erfolgt mit dem Knopf “Pref“. Der Injektionsdruck und die -zeit sind zelltypspezifi-
sche Parameter und miissen fiir jeden Zelltyp neu getestet werden. Fiir die verwendeten
T-Lymphozyten wurde ein Injektionsdruck von 50 hPa und eine Injektionszeit von 0.5 s
gewahlt. Zusédtzlich hdngt das Injektionsvolumen von diesen beiden Parametern ab. Der
Kompensationsdruck ist so zu wiahlen, dass die zu injizierende Fliissigkeit im Gleichge-
wicht ist, also statisch die ganze Spitze fiillt und keine Fliissigkeit nach innen oder aufien
lauft (ca. 30 hPa).

Mit dem Driicken des “+“ Knopfes wird ein 8x8 Raster iiber die Injektionsumgebung
gelegt und die zu injizierenden Zellen werden mit einem Kreuz markiert.

Beginn der Injektion, wobei die vollstdndige 8x8 Umgebung abgerastert wird. Sind alle
sich darin befindenden Zellen injiziert wird in einer anderen Region des Deckglases wieder
mit Punkt 4 begonnen.

Ist die Kapillarspitze verschmutzt, so kann mit dem Driicken des “Clean“ Knopfes ver-
sucht werden diese wieder zu reinigen. Der “Clean” Knopf verursacht einen 0.1 s langen
Injektionsdruck von 6000 hPa. Soll die Kapillarspitze gewechselt werden oder das Inji-
zieren beendet werden, so wird der vollstdndige Kapillarhalter mit dem “Home" Knopf
in die Ruheposition gefahren.

Der Ablauf des eigentlichen Injektionvorgangs ist in Abbildung 6.3 schematisch beschrieben.
Nach Beenden des Injektionsvorgang, wird die HEPES-Kulturmedium Losung gegen das Stan-
dardmedium ausgetauscht. Die Deckgldser bleiben zusammen mit den Zellen fiir 24 Stunden
bei 37°C und 5% CO4 im Kulturschrank. Der Grund hierfiir ist, dass die Zellen, welche das Inji-
zieren iiberlebt haben, von den apoptotische Zellen nach ca. 4-5 Stunden unterschieden werden
konnen. Nach 24 Stunden werden die Zellen fixiert und gegengefiarbt. Die Arbeitsschritte des
Protokolls sind wie folgt (in der Petrischale):

1.

Waschen der Zellen mit 1xPBS fiir 30 s.
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Abbildung 6.3: Die zu injizierende Zelle wird innerhalb des AIS-Arbeitsbereiches markiert (rotes Kreuz)
Abbildung a. Die Motoren vollziehen die Injektionsbewegung, indem die Kapillare nach rechts und dann nach
links unten bewegt wird (Abbildung b). Die eigentliche Injektion erfolgt mit einem Injektionsdruck von 50 hPa
und einer Injektionszeit von 0.5 s (Abbildung c). Die Motoren fahren die Kapillare in die Ausgangspositions
zuriick (Abbildung d).

9.

10.

. Fixieren der Zellen mit dem Fixierungsmittel Merckofix, welches auf die Zellen gespriiht

wird. Die Einwirkdauer betrégt zwischen 3-10 min.

. 2x Waschen in 1xPBS fiir je 7.5 min.

. Werden die Zellen ohne Gegenfirbung verwendet, so kann an dieser Stelle zu Punkt 9

iibergegangen werden.

. Permeabilisierung der Zellen fiir 10 min mit 0.5% Triton-X-100 in 1xPBS.

Inkubation fiir 30 min bei 37°C mit 200 u/ RNase (Konzentration 100%).

2x Waschen in 2xSSC fiir je 5 min.

. Gegenfarbung fiir 2 min mit YOYO-1 in 2xSSC (Konzentration 0.25 pM).

Kurz mit 2xSSC waschen und in Vectashield auf einem Objekttrager einbetten.

Versiegeln des Zwischenraumes von Objekttrager und Deckglas mit Fixogum oder Na-
gellack.

Die Detektion der Zentromer 9 PNA-Sonde, welche am 5 -Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff
TMR (Tetramethylrhodamin) versehen ist, erfolgt am CLSM mit einem 63xPlanApo NA 1.4
oder 100xPlanApo NA 1.4 Objektiv. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, d.h. YOYO-1 fiir
die Farbung der DNA des Zellkerns (Gegenfirbung) und TMR, wurden mit einem Laser mit
den Wellenléngen \y,y, = 488 und Argrre = 568 (Abbildung 6.4) angeregt.
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Abbildung 6.4: Die gestrichelten Kurven entsprechen den Absorptionsspektren, die durchgezogenen Kurven
den Emmisionsspektren (blau=TMR, grin=YOYO-1). Die hellgriinen und hellbraunen Blicke entsprechen den
Transmissionsbereichen der Blockfilter des CLSM (Leica TCS NT) der Arbeitsgruppe Prof.Cremer. (Quelle

[77])
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6.2 Qualitative Ergebnisse

Mit dem im Kapitel 6.1 vorgestellten optimierten Protokoll wurde zun&chst der qualitative
Nachweis erbracht, dass die Zentromer 9 PNA-Sonde in lebenden Zellen hybridisiert. Die in
Abbildung 6.5 zu sehenden T-Lymphozyten (in Interphase) wurden 24 Stunden nach der Mi-
kroinjektion einer 2.67 uM Sondenkonzentration, ohne weitere Behandlung mit Detergenzien
bzw. Enzymen und ohne Denaturierung, fixiert. Es sind zwei Zentromer 9 Signale zu sehen.
Der Nachweis, dass die verwendete PNA-Sonde an Zentromer 9 bindet, erfolgte mit einem
Kolokalisationexperiment, d.h. die zwei Sonden, welche die gleiche oder nebeneinander lie-
gende Zielsequenzen haben, werden auf das gleiche Préparat hybridisert. Die T-Lymphozyten
wurden hierzu in der Metaphase fixiert und die Zentromer 9 PNA-Sonde zusammen mit einer
kommerziell erhéltlichen Zentromer 9 DNA-BAC-Sonde (MP Biomedical) hybridisiert (sie-
he Abbildung 6.6) (Protokolle siche Anhang). Es sind je zwei Zentromersignale an einem
Bindungsort zu sehen, ein Signal der DNA-BAC- und eines der PNA-Sonde. Die Sonden ko-
lokalisieren eindeutig. Nachdem der Nachweis erbracht war, dass die Zentromer 9 PNA-Sonde
in vitalen T-Lymphozyten Markierungen bildet und am richtigen Ort im Genom auf Meta-
phasechromosomen hybridisiert, wurde dazu iibergegangen die Anzahl der Zentromersignale
pro Zelle zu evaluieren und die Topologie der PNA-Sonde mit der Topologie der kommer-
ziellen Zentromersonde zu vergleichen. Hierzu wurde das Zentromer 9 von T-Lymphozyten
in Interphase markiert. Im ersten Experiment wurde die PNA-Sonde mikroinjiziert, fixiert
und gegengefiarbt (Protokoll siehe Kapitel 6.1) und im zweiten Experiment das Zentromer
9 mit einer kommerziell erhéltlichen Zentromerprobe mittels Standard-FISH markiert (siehe
Abbildung 6.7). Die quantitativen Resultate dieser Experimente werden im folgenden Kapitel
vorgestellt.

Abbildung 6.5: Die Abbildung zeigt zwei T-Lymphozyten nach Mikroinjektion einer 2.67 pM Konzentration
der Zentromer 9 PNA-Sonde. Die T-Lymphozyten wurden nach der Injektion 24 Stunden bei 37°C und einer
5% CO2 im Kulturschrank regeneriert und anschliefend fixiert. Es erfolgte keine weitere Behandlung mit
Detergenzien oder Enzymen.

98



Abbildung 6.6: Beiden Abbildungen zeigen eine Metaphasenspreizung von T-Lymphozyten. Die hybridi-
sierte kommerzielle Zentromer 9 DNA-BAC-Sonde (griin) und die Zentromer 9 PNA-Oligonukleotid-Sonde
kolokalisieren (rot), wodurch gezeigt ist, dass die PNA-Sonde spezifisch an Zentromer 9 bindet.

Abbildung 6.7: Die Abbildungen a und b zeigen einen Interphase T-Lymphozyten Zellkern mit Gegenférbung
und injizierter Zentromer 9 PNA-Sonde und dessen 3D-Rekonstruktion. Die Abbildungen c und d zeigen einen
in der Interphase fixierten T-Lymphozyten Zellkern mit Gegenfarbung und hybridisierter Zentromer 9 DNA-
BAC-Sonde und dessen Rekonstruktion.
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6.3 Quantitativer Vergleich der vCF und Standard-FISH Me-
thode anhand der Topologie des Zentromer 9

Die Anzahl der Zentromer 9 Signale pro Zelle, nach Mikroinjektion der PNA-Sonde und Fi-
xierung, wurde durch Zahlen der Signale in 50 Zellen ermittelt. Die geringe Anzahl an ausge-
zéhlten Zellen resultiert aus dem hohen Verlust an Zellen aufgrund der mechanischen Krifte,
welche wihrend der Arbeitsschritte auf diese einwirken. Die Unterscheidung der injizierten
Zellen von den nicht injizierten Zellen ergab sich aus dem durch die Injektionsanlage defi-
nierten Injektionsbereich, in welchem das Deckglas positioniert wurde. Bei der Untersuchung
der Praparate am Mikroskop, zeigte sich, dass die injizierten Zellen tatsichlich nur in diesem
Bereich zu finden waren. Eine Trennung von apoptotischen und nicht apoptotischen Zellen
erfolgte durch die Waschschritte vor und nach der Fixierung. Abbildung 6.8 zeigt das Resul-
tat der Zahlung der Zentromer 9 Signale, es ergibt sich ein Maximum der Verteilung bei zwei
Zentromersignalen. Die prozentuale Haufigkeit der Zellen mit zwei Zentromersignalen liegt
bei 38%, der Anteil von Zellen mit mehr als vier Signalen liegt <12%. Die Topologie der Zen-
tromere 9, welche aus Standard-FISH (DNA-BAC-Sonde) und vCF (PNA-Sonde) resultiert,
wurde in Interphase T-Lymphozyten anhand der randbasierten, relativen radialen Position
und der absoluten Distanzen miteinander verglichen. Hierzu wurden 17 Methanol-Eisessig
fixierte Interphase T-Lymphozyten Zellkerne, in welchen das Zentromer 9 mittels Standard-
FISH markiert war, und 15 T-Lymphozyten Zellkerne, in welchen das Zentromer 9 mittels
vCF markiert war, am CLSM (Leica TCS NT SP1) aufgenommen. Das verwendete Objektiv
war ein PlanApo 63x/NA 1.4 Olobjektiv (0.77 Pinhole). Die Bildgréfe betrug 512x512 bei
einer Voxelgrofe von 45 nm lateral, wobei Bildstapel mit einer axialen Schrittweite von 203
nm aufgenommen wurden. Die Anregungswellenléinge entsprach 488 nm (YOYO-1) und 568
nm (TMR), das emittierte Fluoreszenzlicht wurde mit einem Blockfilter in einem Bereich von
530415 nm bzw. 600£15 nm selektiert und einem Photomultiplier detektiert.
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Abbildung 6.8: Das Diagramm zeigt die prozentuale H&ufigkeit der Zentromersignale pro Zelle. Auf der
Abszisse ist die Anzahl der Zentromersignale und auf der Ordinate die prozentuale Héufigkeit der Bindungen
zu sehen. Es wurden 50 Zellen ausgezihlt, von welchen 38% zwei Bindungen aufwiesen.
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Das Datenmaterial lag im 8 Bit Tiff-Format vor und wurde zunéchst in das KDF-Format
konvertiert und die Signale der Zellkerne bzw. Zentromere mit einem 3x1x1 und 1x3x1 bzw.
5x1x1 und 1x5x1 Binomialfilter verstirkt. Die Schwellwertsetzung erfolgte mit dem globalen
Isodata-Algorithmus (siehe Kapitel 5.1.3) und die Segmentierung mit dem Khorosprogramm
Label obj 3D. Die Messung der randbasierten, relativen radialen Position erfolgte mit den
in den Kapiteln 5.3.3 und 5.5 vorgestellten Algorithmen. Es wurden nur die mikroinjizierten
Zellen in die Auswertung mit eingebezogen, welche zwei Zentromersignale hatten.

Die normiert kumulierte Haufigkeitsverteilung der Zentromere 9, welche mittels vCF (PNA-
Sonde, schwarz gestrichelt) markiert wurden, indiziert, dass diese radial zentraler liegen, als
die Zentromere, welche mit Standard-FISH (DNA-BAC-Sonde, schwarz durchgezogen) mar-
kiert wurden. Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der absoluten Distanzen zwi-
schen den Zentromeren 9 sind im Diagramm a der Abbildung 6.9 zu sehen. Alle absoluten
Distanzen sind >2 um und <11 pm. Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der
randbasierten, relativen radialen Position von Zentromer 9 ist im Diagramm b der Abbildung
6.9 aufgetragen. 77% der Mefkwerte der Zentromere 9, welche sich aus der vCF (PNA-Sonde,
schwarz gestrichelt) und Standard-FISH (DNA-BAC-Sonde, schwarz durchgezogen) liegen bei
einer radialen Position <50%. Die Verteilungen der Mefwerte weisen keine Unterschiede auf.
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Abbildung 6.9: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Mefiwerte der
absoluten Distanzen zwischen den Zentromeren 9 (Diagramm a) und der randbezogenen, relativen radialen
Position der Zentromere 9 (Diagramm b), welche mittels der vCF (PNA-Sonde, schwarz gestrichelt Kurve)
und Standard-FISH (DNA-Bac-Sonde, schwarz durchgezogene Kurve) markiert wurden. Auf der Abszisse in
Diagramm a ist absolute Distanz in pum aufgetragen, in Diagramm b die randbasierte relative radiale Position
in % aufgetragen, wobei 0% einer radial im Zellkern inneren und 100% einer radial am Zellkernrand liegenden
Position entsprechen. Die Ordinate entspricht in beiden Diagrammen der normiert kumulierten H&ufigkeits-
verteilung.
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Die Mittelwerte, Standardabweichungen der relativen radialen Position der Zentromere 9 und
die absoluten Distanzen zwischen den Zentromeren 9, welche sich aus der vCF (PNA-Sonde)
und Standard-FISH (DNA-BAC-Sonde) ergaben und die Resultate der Kolmogorov-Smirnov-
Tests (=KS-Tests) [106] [120], sind in den Tabellen 6.1 und 6.2 gegeniibergestellt. Die rand-

Sonde Parameter | Einheit | Mittelwert | Sta.Abw
Standard-FISH | Rel. rad. Pos. (%] 39 +25

vCF Rel. rad. Pos. (%] 34 +23
Standard-FISH | abs. Distanz [um)] 5.90 +2.24
vCF abs. Distanz [um)] 5.78 +2.10

Tabelle 6.1: Mefergebnisse der topologischen Untersuchung der Zentromere 9, welches mittels einer hybridi-
sierten kommerziell erhdltlichen DNA-BAC- und einer injizierten PNA-Oligonukleotid-Sonde markiert wurde.
Die randbasierten, relativen radialen Positionen sind in % angegeben, wobei 0% dem radial zentralen Bereich
im Zellkerninneren und 100% dem radial peripheren Bereich am Zellkernrand liegenden Bereich entsprechen.
Die absoluten Distanzen zwischen den zwei Zentromer 9 Signalen sind in pm angegeben.

basierte relative radiale Position von Zentromer 9 ergibt bei Anwendung der vCF Methode
einen Mittelwert von 34% und eine Standardabweichung von 23%. Der Mittelwert der mittels
Standard-FISH markierten Zentromere 9 liegt bei 39% und die Standardabweichung bei 25%.
Die absolute Distanz zwischen den Zentromeren, welche mittels vCF markiert wurden, liegt
bei 5.78 pym mit einer Standardabweichung von 2.10 um, der der mittels Standard-FISH mar-
kierten betrigt 5.90 um mit einer Standardabweichung von 2.24 pum. Der statistische Vergleich
der normierten kumulierten Haufigkeitsverteilungen mittels KS-Test, mit der Nullhypothese,
Hy =Beide Stichproben entstammen der gleichen Grundgesamtheit, und der Alternativhypo-
these H; =Beide Stichproben entstammen unterschiedlichen Grundgesamtheiten, bestétigte
die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.001. Der visuell indizierte
Unterschied konnte statistisch nicht bestétigt werde. Die Stichproben wurden der gleichen
Grundgesamtheit und waren nicht zu unterscheiden (p < 0.001).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Topologie der mittels vCF markierten Zentromere 9 mit denen
der mittels Standard-FISH markierten iibereinstimmt. Die Zentromere 9, welche mittels vCF
markiert wurden, weisen eine Tendenz nach radial innen auf, was allerdings statistisch nicht
signifikant ist.

KS-Test (p < 0.001) | Rel. rad. Pos. Standard-FISH | abs. Dist. Standard-FISH
Rel. rad. Pos. vCF negativ -
abs. Dist. vCF - negativ

Tabelle 6.2: Ergebnisse des statistischen Vergleichs der randbasierten, relativen radialen Position der Zen-
tromere 9 und der absoluten Distanzen zwischen den Zentromeren 9 mittels KS-Tests. Kein signifikanter Un-
terschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese),
ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0.001 aus
unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen (Alternativhypothese).
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Kapitel 7

Anwendungen

7.1 Anwendung der entwickelten Algorithmen zur quantitati-
ven Bildanalyse

Die aus FISH-Experimenten resultierenden Daten liegen, nachdem die markierten biologi-
schen Strukturen am Mikroskop (z.B. CLSM oder Apotome) detektiert wurden, in Form von
digitalen Bildern vor. Die Aufgabe der quantitativen Bildanalyse ist die Extraktion von biolo-
gisch relevanter Information aus den digitalen Bildern, sodass die Resultate reproduzierbar
sind und ein direkter Zusammenhang mit der biologischen Fragestellung hergestellt werden
kann. Eine der aktuellen Fragestellung ist die Extraktion von biologischen Objekten in der
Grofenordnung von um aus den digitalen Bildern und die Analyse von deren Topologie und
Morphologie.

Die Problematik der Extraktion besteht im Wesentlichen aus der Definition des biologischen
Hintergrunds, welcher mit Apparatur bedingtem Rauschen iiberlappt, und einem nicht vor-
handenen vollstdndigen mathematischen Modell, welches angepafst werden konnte. Aus diesem
Grund werden Schwellwerte verwendet, welche die biologischen Objekte von ihrem Hintergrund
trennen. Die Anwendung von Schwellwerten setzt jedoch vorraus, dass diese reproduzierbar
gesetzt werden und die aus den extrahierten Objekte resultierenden Ergebnisse in Bezug auf
die Biologie sinnvoll sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Algorithmen, der Isodata-
und Otsu Algorithmus, in je zwei verschiedenen Versionen angewendet. Beide Algorithmen
sind globale Schwellwertalgorithmen, die in je einer Version einen Schwellwert fiir das dreidi-
mensionale Bild ermitteln und in je einer Version fiir jede zweidimensionale Bildebene. Das
Testen der Algorithmen erfolgte, indem diese auf digitale dreidimensionale CLSM-Bilder der
Chromosomen 18 und 19 in Fibroblastenzellkernen angewendet, deren Volumen bestimmt und
ein biologisch sinnvoller Bereich fiir ein minimales und maximale Volumen definiert wurde.
Die Ergebnisse dieses Tests werden in Kapitel 7.1.1 vorgestellt.

Eine topologische Fragestellung ist die relative radiale Positionierung von biologischen Objek-
ten im Zellkern. Die im Kapitel 5.3 vorgestellten Algorithmen der randbasierten und schwer-
punktbasierten, relativen radialen Positionierung wurden, um anhand bekannter Ergebnissen
zu diskutieren, auf die Messung der relativen radialen Position der Chromosomenterritorien
18 und 19 angewendet. Die Resultate des Vergleichs sind im Kapitel 7.1.2 zu sehen. An die Fi-
broblastenzellkerne, in welchen die Chromosomenterritorien 18 und 19 markiert sind, wurden
zusatzlich Ellipsoide mit dem im Kapitel 5.2 beschriebenen Algorithmus angepaft, da unter-
sucht werden sollte, inwiefern eine Ndherung von Zellkernen als Ellipsoide méglich ist. Hierzu
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wurde die Anpassungseffizienz der Ellipsoide ermittelt und die randbasierte relative radiale
Position der Chromosomen 18 und 19 in Fibroblastenzellkernen und Ellipsoiden verglichen.
Die Ergebnisse werden in Kapitel 7.1.3 vorgestellt.

Die Morphologie und Struktur von Chromosomen kann bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht an-
hand eines mathematischen Modells beschrieben werden. Es werden deshalb Parameter beno-
tigt, welche die vorhandenen Modelle mit den experimentellen Ergebnissen vergleichen. Der
Ansatz der Erfassung von komplexen Strukturen mittels Minkowskifunktionalen ist als solcher
in den Materialwissenschaften und der Astronomie weit verbreitet. In dieser Arbeit wurden
die Minkowskifunktionale als Mittel zur Analyse der Morphologie der Chromosomenterritorien
18 und 19 angewendet. Die Ergebnisse werden im Kapitel 7.1.4 vorgestellt.

Die in diesem Kapitel verwendete Fibroblasten sind human und weiblichen Typs. Die Chro-
mosomenterritorien 18 und 19 wurden mittels FISH markiert, wobei der verwendete Fluo-
reszenzfarbstoff Cy3 (Anregungswellenléinge 488 nm) war, und die Zellkerne mit TOPRO-3
(Anregungswellenléinge 642 nm) gegengefiarbt. Die optischen Schnitte wurden mit einem CLSM
(LSM 410, Zeiss Deutschland) mit einem PlanApo 63x/1.4 Olobjektiv aufgenommen. Die Bild-
tiefe betrug bei einem Format von 512x512 Pixel 8 Bit und die Abtastung in axiale Richtung
200 nm. Die Aufnahme erfolgte mit einem Zoom von 9, was einer lateralen Voxelgréfe von 65
nm entspricht!. Das Datenmaterial lag im Tiff-Format vor und wurde zunichst in das KDF-
Format konvertiert und die Signale der Zellkerne bzw. Chromosomenterritorien mit einem
3x1x1 und 1x3x1 bzw. 5x1x1 und 1x5x1 Binomialfilter verstirkt.

Es standen die Bildstapel von

1. 28 Fiborblastenzellkerne mit 56 Chromosomenterritorien 18.
2. 34 Fibroblastenzellkerne mit 68 Chromosomenterritorien 19.

zur Verfiigung.

7.1.1 Vergleich des Isodata- und Otsu-Algorithmus

Die Schwellwertalgorithmen wurden auf alle Chromosomenterritorien 18 bzw. 19 in den vor-
handenen 62 Fibroblastenzellkernen angewendet. Die Untersuchung der Schwellwertsetzung
mit dem Isodata-Algorithmus (Kapitel 5.1.3) und Otsu-Algorithmus (Kapitel 5.1.4) erfolgte
in vier verschiedenen Varianten. Die lokale Hintergrundreduzierung (Kapitel 5.1.2) wurde mit
den lokalen Schwellwertalgorithmen und die globale Hintergrundreduzierung (Kapitel 5.1.2)
mit den globalen Schwellwertalgorithmen kombiniert. Die vier Experimente hatten somit fol-
gende Konstellation:

1. Experiment Iso 2D, Hintergrundreduzierung mit Hintergrund_ lokal und Schwellwert-
setzung mit Iso_lokal.

2. Experiment Otsu 2D, Hintergrundreduzierung mit Hintergrund_ lokal und Schwellwert-
setzung mit Otsu_lokal.

3. Experiment Iso 3D, Hintergrundreduzierung mit Hintergrund global und Schwellwert-
setzung mit Iso_ global.

!'Die biologischen Experimente wurden von Dr.Marion Cremer (LMU Miinchen) durchgefiihrt und die Bild-
daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
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4. Experiment Otsu 3D, Hintergrundreduzierung mit Hintergrund_ global und Schwell-
wertsetzung mit Otsu_ global.

Ein erstes Resultat ergab sich bei der Anwendung der Algorithmen auf die Fibroblastenzell-
kerne. Der einzige Algorithmus, welcher mehr als 20 (von 62) verwertbare Zellkerne ausgab,
war der des Iso 3D Experimentes. Diese 62 Zellkerne wurden dazu verwendet, um die Zell-
kernvolumina zu berechnen und um eine ausreichende grofe Stichprobe zu gewéhrleisten. Die
Segmentierung der Chromosomenterritorien, aus den Bildstapeln, welche aus der Anwendung
der Hintergrundreduzierung und Schwellwertalgorithmen resultierten, erfolgte mit dem Pro-
gramm Label obj 3D. Als Parameter, welcher eine Aussage iiber die Giite der Algorithmen
ermoglicht, wurde der prozentuale Volumenanteil der Chromosomenterritorien am Zellkernvo-
lumen Vpyorent gewdhlt. Die Berechnung der Volumina der segmentierten Chromosomenter-
ritorien und Zellkernvolumens wurde mit Khorosprogramm Volume realisiert |[106]. Anhand
des Zellkern- und Chromosomenvolumens Vzejkern UNd Vonromosom wurde das auf das Zell-
kernvolumen normierte Volumen der Chromosomenterritorien Vi orm = %W berechnet,
welches durch Multiplikation mit einem Faktor 100 das prozentuale Volumen der Chromoso-
menterritorien Vpyo,ent am Zellkernvolumen ergibt. Die Mittelwerte p1g bzw. g und Stan-
dardabweichungen o1g und 19 der prozentualen Volumina der Chromosomenterritorien 18
und 19, welche sich aus den vier Experimenten ergeben, sind in Tabelle 7.1 dargestellt. Die
Mittelwerte der prozentualen Volumenanteile der Chromosomenterritorien 18 liegen in einem
Bereich von 0.1% bis 10.7%, mit Standardabweichungen in einem Bereich von 0.1% bis 4.2%.
Die Mittelwerte prozentualen Volumenanteile der Chromosomenterritorien 19 befinden sich in
einem Bereich von 0.2% bis 29.2% und die Standardabweichungen in einem Bereich von 0.2%
bis 13.3%.

Die normiert kumulierten Héufigkeitsverteilungen der prozentualen Volumenanteile der Chro-
mosomenterritorien 18, welche aus den Experimenten Iso 2D und Iso 3D bzw. Otsu 2D und
Otsu 3D resultieren, sind in den Diagrammen a bzw. b in Abbildung 7.1 zu sehen. Die Ver-
teilungen der 2D Experimente entsprechen den blauen gestrichelten, die der 3D Experimente
den blauen durchgezogenen Kurven. 98% der Mefwerte des Experimentes Iso 2D liegen bei
einem Volumenanteil von 0.0% bis 0.5%, 80% der Mefwerte des Experimentes Iso 3D in einem
Bereich 1.5% bis 3.0%, 75% der Mefkwerte des Experimentes Otsu 3D in einem Bereich von
4.0% bis 8.0% und 75% der Mefwerte des Experimentes Otsu 2D in einem Bereich von 8.0%
bis 20.0% Volumenanteil. Das Diagramm c in Abbildung 7.1 zeigt die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen, welche aus den vier Experimenten resultieren, logarithmisch aufgetragen.

Experiment | Einheit | Iso 2D Otsu 2D | Iso 3D Otsu 2D
18 (%] 0.1 10.7 2.1 5.3

018 (%] +0.1 +4.2 +0.6 +1.4

H19 (%] 0.2 29.2 1.8 8.1

019 (%] +0.2 +13.3 +1.0 +6.2
Zellkerne 62 62 62 62

Tabelle 7.1: Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Volumenanteile der Chromosomenter-
ritorien 18 und 19 in Fibroblastenzellkernen, welche sich aus den Experimenten Iso 2D, Otsu 2D, Iso 3D

und Otsu 2D ergeben.
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Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der prozentualen Volumenanteile der Chro-
mosomenterritorien 19, welche aus den Experimenten Iso 2D und Iso 3D bzw. Otsu 2D
und Otsu 3D resultieren, sind in den Diagrammen a bzw. b in Abbildung 7.2 zu sehen. Die
Verteilungen der 2D Experimente entsprechen den roten gestrichelten, die der 3D Experimen-
te den roten durchgezogenen Kurven. 96% der Mefwerte des Experimentes Iso 2D liegen
bei einem Volumenanteil von 0.0% bis 0.5%, 93% der Mefkwerte des Experimentes Iso 3D
in einem Bereich 1.0% bis 3.0%, 80% der Mefkwerte des Experimentes Otsu 3D in einem
Bereich von 4.0% bis 40.0% und 100% der MeRwerte des Experimentes Otsu 2D in einem
Bereich von 4.0% bis 52.0% Volumenanteil. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der
vier Experimente sind im Diagramm ¢ der Abbildung 7.2 logarithmisch aufgetragen zu sehen.
Die Giite der Schwellwertalgorithmen wird danach bewertet, ob die resultierenden Volumina
in einem biologisch sinnvollen Wertebereich liegen. Ein guter Mafstab ist in diesem Fall der
Anteil der Chromosomenterritorien in MBp an der gesamten im Zellkern vorhandenen DNA,
der mit dem prozentualen Volumen korreliert. Zu beachten ist hierbei, dass nicht ein bestimm-
ter Zahlenwert, sondern ein ganzer Bereich gewihlt wird. Die Uberlegung fiir einen biologisch
sinnvollen Bereich sind folgende:

Das Chromosomenterritorium 18 besteht aus 76 MBp, das Chromosomenterritorium 19 aus
63 MBp und die gesamte DNA eines haploiden Chromosomensatzes in einem Zellkern aus
3000 MBp. Fiir den DNA-Anteil, unter der Annahme einer homogenen DNA-Verteilung, des
Chromosomenterritoriums 18 ergibt sich somit ein prozentualer DNA-Anteil von 2.5% und fiir
das Chromosomenterritorium 19 ein prozentualer Anteil von 2.1%. Bei einer homogenen Ver-
teilung der DNA im Zellkern, entsprechen diese Werte den prozentualen Volumenanteilen. Da
aber von einer Schwankung des Volumens aufgrund der Kondensation und Dekondensation der
DNA ausgegangen werden muf, wird ein Vetrauensintervall von 1% bis 3% definiert, welches
in den Diagrammen c der Abbildung 7.1 und 7.2 als schwarz gestrichelte Linie eingezeichnet
ist.

Die einzigen Mittelwerte, welche sich, sowohl fiir das Chromosomenterritorium 18, als auch
19, innerhalb des definierten Vertrauensintervall befinden, sind die des Iso 3D Experimen-
tes. Beide Mittelwerte der prozentualen Volumenanteile liegen jedoch unterhalb der theoretisch
kalkulierten, was auf einen, innerhalb des Vertrauenintervall korrekten, aber zu hohen Schwell-
wert hinweist. Ein Vergleich der Verhéltnisse % = 0.940.2 zueinander zeigt, das im Vergleich
zum theoretischen Verhéltnis von 0.8, keine Unterschiede zwischen den Chromosomenterrito-
rien vorhanden sind. Der prozentuale Volumenanteil des Iso 2D Experimentes ist, wie aus der
logarithmischen Auftragung hervorgeht, einen Faktor 10 kleiner. Das 10 mal kleinere Volu-
men dieses Experimentes resultiert aus einem zu hohen Schwellwert, sodass das resultierenden
Volumen zu klein ist. Die Mittelwerte der Otsu 2D und Otsu 3D Experimente weisen auf
einen zu niedrigen Schwellwert hin, da deren prozentuale Volumenanteile deutlich oberhalb
des Vertrauensintervalls liegen.

Zusammenfassung der Resultate
1. Es wurde ein Vertrauenintervall von 1% bis 3% fiir die Chromosomenterritorien 18 und 19
definiert, in welchem sich die Mittelwerte der gemessenen prozentualen Volumenanteile

befinden miissen.

2. Die Experimente Otsu 2D, Otsu 3D und Iso 2D resultieren in prozentualen Volu-
menanteilen, welche nicht innerhalb des definierten Intervalls liegen.
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. Das Experiment Iso 3D ergibt fiir den prozentualen Volumenanteil der Chromosomen-
territorien Mittelwerte, welche innerhalb des Vertraunsintervalls liegen. Fiir das Chro-
mosomenterritorium 18 mit 76 MBp ergibt sich ein Mittelwert von 2.14+0.6% und fiir
das Chromosomenterritorium 19 von 1.8+1.0%.

. Die theoretischen Werte fiir beide Chromosomenterritorien liegen oberhalb, aber inner-
halb der Standardabweichungen der experimentellen Werte (aus Punkt 3), bei 2.5% fiir
Chromosomenterritorium 18 und bei 2.1% fiir Chromosomenterritorium 19.

. Der globale Isodata-Algorithmus, welcher einen Schwellwert fiir den ganzen Bildstapel
setzt, ist ein geeigneter Schwellwertalgorithmus und wurde auf alle weiteren Datensitze
angewendet.

. Bei der Anwendung des Iso_ global kommt es zu einer Uberschiitzung der Schwellwerte.
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Abbildung 7.1: Die Diagramme a bzw. b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der pro-
zentualen Volumenanteile des Chromosomenterritoriums 18, welche sich aus den Experimenten Otsu 2D (blau
gestrichelt) und Otsu 3D (blau durchgezogen) bzw. Iso 2D (blau gestrichelt) und Iso 3D (blau durchgezo-
gen) ergeben. Auf der Abszisse ist der Volumenanteil des Chromosomenterritoriums am Zellkernvolumen in %
und auf der Ordinate die normiert kumulierte Hiufigkeitsverteilung aufgetragen. Das Diagramm c zeigt aus
den Experimenten resultierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Vertrauensintervall (schwarz
gestrichelt) von 1% bis 3%. Die Ordinate entspricht dem Volumenanteil der Chromosomenterritorien am Zell-
kernvolumen in % und ist logarithmisch aufgetragen.
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Abbildung 7.2: Die Diagramme a bzw. b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der pro-
zentualen Volumenanteile des Chromosomenterritoriums 19, welche sich aus den Experimenten Otsu 2D (rot
gestrichelt) und Otsu 3D (rot durchgezogen) bzw. Iso 2D (rot gestrichelt) und Iso 3D (rot durchgezo-
gen) ergeben. Auf der Abszisse ist der Volumenanteil des Chromosomenterritoriums am Zellkernvolumen in %
und auf der Ordinate die normiert kumulierte Hiufigkeitsverteilung aufgetragen. Das Diagramm c zeigt aus
den Experimenten resultierenden Mittelwerte mit Standardabweichungen und das Vertrauensintervall (schwarz
gestrichelt) von 1% bis 3%. Die Ordinate entspricht dem Volumenanteil der Chromosomenterritorien am Zell-
kernvolumen in % und ist logarithmisch aufgetragen.
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7.1.2 Vergleich der Distanztransformations-Algorithmen

Die relative radiale Kartierung des Zellkernes, welche der relativen radialen Positionierung von
Objekten innerhalb des Zellkernes dient, wurde in drei verschiedenen Algorithmen implemen-
tiert. Die schwerpunktbasierte Kartierung des Zellkernes wird in Kapitel 5.3.1 und die beiden
Algorithmen zur randbasierten Kartierung, die Chamfering DT und die euklidische DT, in den
Kapiteln 5.3.2 und 5.3.3 beschrieben. Die relative radiale Positionierung der Objekte inner-
halb der kartierten Zellkerne erfolgt anhand des in Kapitel 5.3.4 beschriebenen Algorithmus.
Es werden die Intensitdtsschwerpunkte der Objekte berechnet und deren relative radiale Po-
sition anhand der Koordinaten des Schwerpunktes aus dem kartierten Zellkern ermittelt. Eine
relative radiale Position der Objekte von 0% entspricht, sowohl fiir die schwerpunktbasierte, als
auch fiir die randbasierte Methode, dem radial zentralen Bereich des Zellkernes, wihrend eine
radial periphere Position im Zellkern 100% entspricht. Die randbasierten, relativen radialen
Positionen wurden normiert und invertiert, sodass die randbasierte und schwerpunktbasierte
Methode verglichen werden konnen (siehe Kapitel 5.3.2 und 5.3.3). Fiir die folgenden Expe-
rimente wurden Bildstapel der Chromosomenterritorien 18 und 19 verwendet, auf welche der
globale Isodata-Algorithmus angewendet wurde und deren Chromosomenterritorien segmen-
tiert waren.

Im ersten Experiment wurde die schwerpunktbasierte und randbasierte (euklidische DT) re-
lative radiale Position der Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblasten miteinander
verglichen. Fibroblasten sind flache Zellkerne und weisen eine grofse Abweichung von einer
Kugelform auf, weshalb an diesen die Unterschiede zwischen den beiden Methoden ideal aufge-
zeigt werden konnen. Mit diesem Experiment wurde untersucht, ob signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Methoden vorhanden sind und diese zu unterschiedlichen biologischen
Modellen und Interpretationen fiihren.

Im zweiten Experiment wurde zunidchst die Voxelgrofse der Bildstapel mit dem Khorospro-
gramm rescale reskaliert, da die Chamfering DT nur auf isotrope Gitter angewendet werden
kann. Es wurden die anisotropen Voxelgréfsen von 65 nm lateral und 284 nm axial auf eine
Voxelgrofe von 100 nm in alle Raumrichtungen angepafit. Die reskalierten Zellkerne wurden
kartiert und die absoluten Distanzen der Intensitdtsschwerpunkte der Chromosomenterrito-
rien 18 und 19 vom Zellkernrand verglichen, welche aus der Kartierung des Zellkernes mit
der Chamfering DT und der euklidischen DT resultieren. Der Grund fiir diesen Vergleich
ist die unterschiedliche Laufzeit der beiden Algorithmen, die Chamfering DT kartiert einen
dreidimensionalen Bildstapel nach einem Vorwérts- und Riickwértsscan, die euklidische DT
hingegen minimiert alle Distanzen iterativ durch mehrmaliges Abrastern des Bildstapels, bis
die stabile Losung erreicht ist. Das Erreichen der stabilen Losung des euklidischen DT be-
notigt, bei einer typischen axialen Bildstapelgrofe von 50-70 Schnitten, zwischen 30 und 50
Abrasterungen, wihrend der Chamfering Algorithmus nur zwei Abrasterungen braucht. Der
Nachteil des Chamfering DT ist dessen Uberschitzung der Distanzen, welche anhand der eu-
klidischen Distanz (Gleichung 5.25) und der Montanari Metrik (Gleichung 5.21) hergeleitet
werden kann [5]. Diese Ungenauigkeit der Chamfering DT wurde im zweiten Experiment an-
hand der absoluten Distanzen der Schwerpunkte der Chromosomenterritorien 18 und 19 vom
Zellkernrand bestimmt, sodass zwischen einer Tolerierung der Ungenauigkeit und der Laufzeit
abgewogen werden kann.
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Experiment 1

Die Mittelwerte p18 und p19 und die Standardabweichungen o1g und 019 der relativen radialen
Positionen der Chromosomenterritorien 18 und 19, welche sich aus der schwerpunktbasierten
und randbasierten Kartierung der Zellkerne ergaben, sind in Tabelle 7.2 zu sehen. Die Mittel-
werte der Chromosomenterritorien 18 (n—>56) liegen bei 52% (randbasiert) und 49% (schwer-
punktbasiert) mit Standardabweichungen von 20% bzw. 17%. Die Mittelwerte der Chromoso-
menterritorien 19 (n=68) liegen bei 58% (randbasiert) und 61% (schwerpunktbasiert) und die
Standardabweichungen bei 18% bzw. 16%. Die Differenz der randbasierten und schwerpunkt-
basierten Mittelwerte der relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18 und
19 entspricht 3%.

Das Diagramm, welches die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen zeigt, ist in Abbil-
dung 7.4 zu sehen. Die gestrichelten Kurven entsprechen den Verteilungen der schwerpunktba-
sierten, die durchgezogenen Kurven den Verteilungen der randbasierten Mefswerte. Die Vertei-
lungen der Mefswerte der Chromosomenterritorien 18 sind blau, die der Chromosomenterrito-
rien 19 rot gekennzeichent. Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen wurden anhand
des zweiseitigen KS-Tests verglichen, welcher die maximale vertikale Distanz distpq, zwi-
schen den Verteilungen mit einem Parameter D vergleicht, welcher von der Stichprobenanzahl
und der Irrtumswahrscheinlichkeit abhéngt [106] [120]. Die Nullhypothese Hj lautete hierbei,
beide Stichproben wurden der gleichen Grundgesamtheit entnommen, und die Alternativhy-
pothese Hy, beide Stichproben wurden unterschiedlichen Grundgesamtheiten entnommen. Die
Nullhypothese wird angenommen, wenn dist,,., < D und verworfen, d.h. die Alternativhypo-
these angenommen, wenn distmge, > D gilt. Es wurden die normiert kumulierten Haufigkeits-
verteilungen der randbasierten und schwerpunktbasierten, relativen radialen Positionen des
Chromosomenterritoriums 18, die randbasierten und schwerpunktbasierten, relativen radialen
Positionen des Chromosomenterritoriums 19 und die randbasierten bzw. schwerpunktbasier-
ten, relativen radialen Positionen des Chromosomenterritoriums 18 gegen 19 auf statistisch
signifikanten Unterschiede untersucht. Die Ergebnisse der ersten beiden Vergleiche sind im
Diagramm b in Abbildung 7.4 zu sehen, die des letzten Vergleichs im Diagramm c in Abbil-
dung 7.4.

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der schwerpunktbasierten Messungen zei-
gen, dass 57% der Chromosomenterritorien 18 (blau gestrichelt) eine relative radiale Position
<50% und 44% eine Position >50% einnehmen. Fiir die randbasierten Messung gilt bzgl.
des Chromosomenterritorium 18 (blau durchgezogen), dass 43% eine Position <50% und 57%
eine Position >50% einnehmen. Die schwerpunktbasierte Verteilung der Mefwerte der Chro-
mosomenterritorien 19 (rot gestrichelt) zeigt auf, dass 37% eine Position <50% und 63% eine
Position >50% einnehmen.

Methode Einheit | Randb. Schwerpb,
K18 [%] 52 49

018 (%] +20 +17

H19 (%] 58 61

019 (%] +18 +16
Zellkerne 62 62

Tabelle 7.2: Mittelwerte und Standardabweichungen der schwerpunktbasierten und randbasierten, relativen
radialen Position der Chromosomenterritorien 18 (n=>56) und 19 (n=68). Die Werte sind in % angegeben,
wobei 0% dem radial zentralen und 100% dem radial peripheren Bereich entspricht.
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Abbildung 7.3: Das Diagramm zeigt die prozentuale Haufigkeit der Differenz zwischen den randbasierten
und schwerpunktbasierten, relativen radialen Positionen des gleichen Chromosomenterritoriums. Es wurden
die schwerpunktbasierte, relative radiale Position von der randbasierten, relativen radialen Position des glei-
chen Chromosomterritoriums subtrahiert und die prozentualen Héaufigkeiten der Differenzen aufgetragen. Auf
der Abszisse sind Differenzen der relativen radialen Positionen aufgetragen, wobei die Mittelwerte der Haufig-
keitklassen A10% zu sehen sind. Die Ordinate entspricht der Hiufigkeit in %.

Fiir die randbasierte, relative radiale Position der Chromosomenterritorien 19 (rot durchge-
zogen) gilt die gleiche Aussage. Die KS-Test weisen keinen signifikanten Unterschied zwischen
den randbasierten Positionen der Chromosomenterritorien 18 bzw. 19 der beiden Mefimetho-
den nach. Werden allerdings die schwerpunktbasierten Positionen der Chromosomenterritorien
18 und 19 miteinander verglichen, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied mit einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von p < 0.05, welcher bei einer randbasierten Messung nicht gefunden
wird. Die biologische Aussage, welche sich fiir die schwerpunktbasierte, relative radiale Position
ergibt, ist, dass das Chromosomenterritorium 18 radial weiter innen liegt, als das Chromoso-
menterritorium 19. Die biologische Aussage, welche aus der randbasierten Messungen hingegen
resultiert ist, das keine Unterschiede zwischen den relativen radialen Positionen der Chromo-
somenterritorien 18 und 19 nachgewiesen werden kann.

Der signifikanten Unterschied ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 nicht hoch-
signifikant, dennoch weifst dieser auf die aus den Ergebnissen der beiden Methoden resultie-
renden unterschiedlichen Modelle und Aussagen hin. Im Diagramm der Abbildung 7.3 sind
die prozentualen Haufigkeiten der Differenzen zwischen den aus einer Messung der randbasier-
ten und schwerpunktbasierten, relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18
und 19 resultierenden Mefwerte aufgetragen. Es wurden die schwerpunktbasierten Mefiwerte
von den randbasierten Mefswerten des gleichen Chromosomenterritorium subtrahiert und die
prozentuale Haufigkeit der Abweichung berechnet. Der Anteil an Mefswerten des Chromoso-
menterritoriums 18, fiir welche die aus den beiden Methoden resultierenden relative radiale
Positione in einem Bereich von £10% iibereinstimmen, betrégt 21%. Der Anteil an Mefwer-
ten, bei welchen die randbasierte Messung um mehr als 10% grofere relative radiale Positionen
ergab, betrigt 54% und der Anteil an Mefswerten, bei welchen die schwerpunktbasierte Mes-
sung um mehr als 10% grofere relative radiale Positionen ergab, betragt 25%. Der Anteil
an Mefwerten, deren Unterschied bei >20%, also grofer als die Standardabweichungen der
beiden Methoden ist, liegt bei 46%. Der Anteil an Mefwerten des Chromosomenterritoriums
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19 deren relativen radialen Positionen sich um +10% unterscheidet betrégt 43%, der Anteil
an Meftwerten, bei welchen die randbasierte Messung grofsere relative radiale Positionen von
>10% ergab, betragt 20% und der Anteil an Mefwerten, bei welchen die schwerpunktbasierte
Messung relative radiale Positionen von >10% ergab, betrégt 37%. Der Anteil an Mefwerten,
der Unterschied von >20%, also grofer als die Standardabweichungen der beiden Methoden,
liegt bei 30%. Der signifikante Unterschied, welcher bei dem Vergleich der relativen radialen
Position der Chromosomenterritorien 19 ergibt, kann somit anhand des hohen Anteils (30%)
an radial zentraler liegenden Chromosomenterritorien 19 erkldrt werden. Der nicht vorhandene
Unterschied zwischen der randbasierten, relativen radialen Position der Chomosomenterrito-
rien 18 und 19 ergibt sich aus den radial peripherer liegenden Chromosomenterritorien 18
und den radial zentraler liegenden Chromosomenterritorien 19. Der hohe prozentuale Anteil
an unterschiedlichen Mefwerten belegt, dass die biologische Fragestellung und die damit ver-
bundene Mefmethode sehr genau definiert werden muf. Die guten Ubereinstimmungen der
Mittelwerte der beiden Methoden zur relativen radialen Positionierung ergeben sich, wie die
Verteilungen der Differenzen verdeutlichen, da die Abweichungen sich, aufgrund der Mitte-
lung, wieder gegenseitig aufheben.

Zusammenfassung der Ergebnisse des 1. Experimentes

1. Der Vergleich der schwerpunktbasierten relativen radialen Positionierung der Chromoso-
menterritorien 18 und 19 ergibt einen signifikanten Unterschied mit p < 0.05. Aufgrund
der Resultate wird dem Chromosomenterritorium 19 eine radial peripherere und dem
Chromosomenterritorium 18 eine radial zentralere Position zugeordnet.

2. Der Vergleich der euklidischen randbasierten, relativen radialen Positionierung zwischen
den Chromosmterritorien 18 und 19 ergibt keinen signifikanten Unterschied. Aufgrund
der Resultate wird beiden Chromosomenterritorien die gleiche relative radiale Position
zugeordnet.

3. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen resultiert aus den beiden unterschiedlichen
Methoden.
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Abbildung 7.4: Das Diagramm a zeigt die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der schwerpunktba-
sierten und randbasierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblasten.
Die Auftragung der Abszisse entspricht der relativen radialen Position in % und die Ordinate der normiert
kumulierten H&ufigkeit. Die Verteilungen der randbasierten Mefiwerte werden von den durchgezogenen Linien
und die der schwerpunktbasierten Mefswerte von den gestrichelten Kurven représentiert. Die blauen Kur-
ven geben die Verteilungen der Mefwerte der Chromosomenterritorien 18 und die roten die Mefiwerte der
Chromosomenterritorien 19 wieder. Die Abbildungen b zeigt die Ergebnisse der KS-Tests, bei welchen die
schwerpunktbasierte mit der randbasierten Position von Chromosomenterritorium 18 bzw. 19 miteinander ver-
glichen wurden. Die Abbildungen c zeigt die Ergebnisse der KS-Tests, bei welchen die normiert kumulierten
Héufigkeitsverteilungen der relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18 und 19 innerhalb
der gleichen Methode miteinander verglichen werden. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die bei-
den Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied,
dass die beiden Stichproben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten
entnommen wurden (Alternativhypothese).
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Experiment 2

Der Vergleich zwischen den beiden randbasierten Algorithmen, d.h. Chamfering DT und eu-
klidische DT, erfolgt anhand der Unterschiede zwischen den absoluten Distanzen der Intensi-
tatsschwerpunkte der Chromosomenterritorien 18 und 19 zum Zellkernrand. Die Mittelwerte
pi1s und 19 und die Standardabweichungen o1g und 019 der absoluten Distanzen der Chromo-
somenterritorien 18 und 19 zum Zellkernrand, welche sich aus der schwerpunktbasierten und
randbasierten Kartierung der Zellkerne ergeben, sind in Tabelle 7.3 zu sehen. Die Differenz

Experiment | Einheit | Chamf. euklid.
DT DT

11 [um] 1.52 1.35

018 [um] +0.29 +0.27

1419 [um] 1.18 1.02

o19 [wm] +0.30 +0.29

Zellkerne 62 62

Tabelle 7.3: Mittelwerte und Standardabweichungen der absoluten Distanzen der Chromosomenterritorien 18
(n=>56) und 19 (n=68) vom Zellkernrand, welche sich aus der randbasierten Kartierung des Zellkernes mittels
Chamfering DT und euklidischer DT ergeben. Die Werte sind in pm angegeben.

der Mittelwerte der absoluten Distanzen liegt fiir das Chromosomenterritorium 18 (n—56) bei
0.17 pwm und fiir das Chromosomenterritorium 19 (n=68) bei 0.16 um, was ungefahr 1.5 Voxel-
grofen entspricht. Der prozentuale Fehler liegt, in Bezug auf die absolute gemessene Distanz
in einem Bereich von 10%- 15%. Zusétzlich wurden die normiert kumulierten Haufigkeitsver-
teilungen der absoluten Distanzen zum Zellkernrand, welche im Diagramm a der Abbildung
7.5 zu sehen sind mittels KS-Test miteinander verglichen. Die blauen Kurven entsprechen den
Verteilungen der Mefswerte der Chromosomenterritorien 18, die roten Kurven den Verteilungen
der Mefwerte der Chromosomenterritorien 19. Die gestrichelten Kurven geben die normiert
kumulierten Haufigkeitsverteilungen der euklidischen DT, die durchgezogenen Kurven die der
Chamfering DT wieder. Die absoluten Distanzen konnten fiir das Chromsomterritorium 19
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 unterschieden werden (Diagramm b in Ab-
bildung 7.5).

Zusammenfassung der Ergebnisse des 2. Experimentes

1. Der Vergleich der Chamfering DT und der euklidischen DT ergibt eine Differenz von 0.16-
0.17 pum, d.h. die Chamfering DT {iberschétzt die absoluten Distanzen zum Zellkernrand
um diese Differenz.

2. Es konnen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Chromosomenterritori-
en 19 unterschieden werden.

3. Der Chamfering DT wird fiir alle weiteren Anwendung innerhalb dieser Arbeit nicht
mehr verwendet, d.h randbasierte relative radiale Positionen werden immer mit der
euklidischen DT berechnet.
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Abbildung 7.5: Das Diagramm a zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der absoluten Di-
stanzen der Intensititsschwerpunkte der Chromosomenterritorien 18 und 19 vom Zellkernrand, welche aus
der Chamfering DT und der euklidischen DT resultieren. Die Auftragung der Abszisse entspricht der absolu-
ten Distanz der Intensitétsschwerpunkte vom Zellkernrand in pm und die Ordinate der normiert kumulierten
Héufigkeit. Die euklidische DT Verteilungen werden von den gestrichelten und die Chamfering DT Verteilun-
gen von den durchgezogenen Kurven reprisentiert. Die blauen Kurven entsprechenden den Verteilungen der
Mefswerte der Chromosomenterritorien 18 und die roten den der Chromosomenterritorien 19. Die Abbildung
b zeigt die Ergebnisse der KS-Tests, bei welchen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der abso-
luten Distanzen der Chamfering DT und euklidischen DT verglichen werden. Kein signifikanter Unterschied
bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signi-
fikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen
Grundgesamtheiten entnommen wurden (Alternativhypothese).
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7.1.3 Ellipsoidanpassung

Die Anpassung eines Ellipsoid an die Fibroblastenzellkerne erfolgte mit dem im Kapitel 5.2
vorgestellten Algorithmus. Die Zellkerne wurden, um eine axiale Verzerrung zu vermeiden, res-
kaliert, anschlieffend an alle Fibroblastenzellkerne ein Ellipsoid angepafst, die Anpassungeffi-
zienz berechnet und die randbasierte relative radiale Position der Chromosomenterritorien 18
und 19 in den Ellipsoiden mit der in Zellkernen verglichen. Es gibt zwei Griinde fiir dieses
Experiment, der erste ist die Untersuchung, ob die relative radiale Position von Objekten in
Ellipsoiden, welche fiir simulierte Chromosomenterritorien verwendet werden, mit der in expe-
rimentellen Zellkernen {ibereinstimmt bzw. wie verzerrt die Ergebnisse sind. Der zweite Grund
ist die Uberpriifung, mit welcher Effizienz sich Ellipsoide an Zellkerne anpassen lassen, sodass
in diesen anschliefsend z.B. Chromosomenterritorien simuliert werden konnten. Die Mittelwer-
te g und p19 und die Standardabweichungen o8 und 019 der relativen radialen Position der
Chromosomenterritorien 18 und 19, welche sich innerhalb der Ellipsoid und Zellkerne ergeben
sind in Tabelle 7.4 zu sehen. Die randbasierte, relative radiale Position der Chromosomenterri-
torien 18 (n=>56) entspricht in den Ellipsoiden 40%, die der Chromosomenterritorien 19 (n=68)
59%. Die Standardabweichungen liegen bei 19% (Chromosomenterritorium 18 und Chromo-
somenterritorium 19). Die randbasierte relative radiale Position der Chromosomenterritorien
18 in Ellipsoiden ist um 2% und fiir die Chromosomenterritorien um 9% nach radial aufen
verschoben.

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen sind im Diagramm a der Abbildung 7.6 zu
sehen. Die blauen Kurven entsprechen den Verteilungen der Mefwerte der Chromosomenter-
ritorien 18 und die roten Kurven den Verteilungen der Mefswerte der Chromosomenterritorien
19. Die randbasierte, relative radiale Position der Chromosomenterritorien sind durch ge-
strichelte Kurven und die innerhalb der Fibroblastenzellkernen durch durchgezogene Kurven
reprasentiert. 79% der Chromosomenterritorien 18 liegen innerhalb der Ellipsoide bei einer
radialen Position von <50% und 21% bei einer radialen Position von >50%. Fiir die Chromo-
somenterritorien 19 gilt, dass 38% bei einer radialen Position von <50% liegen und 62% bei
einer radialen Position von >50%. Fiir die radialen Positionen innerhalb der Zellkerne gilt,
dass 91% der Chromosomenterritorien 18 und 60% der Chromosomenterritorien 19 eine radia-
len Position von <50% einnehmen. Die relative radiale Position der Chromosomenterritorien
18 und 19 ist in Ellipsoiden, im Vergleich zu Fibroblasten Zellkernen nach aufsen verscho-
ben, wie aus den normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen hervorgeht. Der statistische
Vergleich der Verteilungen erfolgte mit dem KS-Test, mit welchem fiir die Verteilungen der
Chromosomenterritorien 19 ein signifikanter Unterschied mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0.05 nachgewiesen werden kann (Diagramm c in Abbildung 7.6).

Experiment | Einheit | Ellipsoid | Zellkern
418 (%] 40 38

018 (%] +19 +13

f119 (7] | 59 50

J19 [%] +19 +14
Zellkerne 62 62

Tabelle 7.4: Mittelwerte und Standardabweichungen relativen radialen Position der Chromosomenterritorien
18 und 19 in Fibroblasten-Zellkernen und Ellipsoiden. Die Werte sind in % angegeben, wobei 0% dem radial

zentralen und 100% dem radial peripheren Bereich entspricht.
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Die Anpassungseffizienzen sind im Diagramm b) der Abbildung 7.6 zu sehen. Fiir die Fibro-
blastenkerne der Chromosomenterritorien 18 ergibt sich eine mittlere Anpassungseffizienz von
89.2% und fiir die Fibroblastenkerne der Chromosomenterritorien 19 von 88.6%.

Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18 in Ellipsoiden stimmen
mit denen in Fibroblasten-Zellkernen iiberein, die der Chromosomenterritorien 19 weisen
einen statistisch signifikanten Unterschied auf.

2. Ursache fiir den signifikanten Unterschied ist die Verschiebung der radialen Positionen
innerhalb der Ellipsoide nach radial aufsen.

3. Es kann nicht entschieden werden, ob die radiale Verschiebung aufgrund des Elliposoids
oder der mangelhaften Anpassung erfolgt.

4. Es kann mit dem vorliegenden Algorithmus eine Anpassungeffizienz von 88.6% bzw.
89.2% erreicht werden.
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Abbildung 7.6: Das Diagramm a zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der randbasierten,
relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 und 19 in angepafsten Ellipsoiden und Fibrobla-
stenzellkernen. Die Auftragung der Abszisse entspricht der relativen radialen Position in % und die Ordinate
der normiert kumulierten Haufigkeit. Die Verteilung der Mefiwerte in den angepafiten Ellipsoide werden von
den gestrichelten und die Verteilung der Mefiwerte in den Zellkernen von den durchgezogenen Kurven repré-
sentiert. Die Kurven geben die Verteilungen der MeRwerte der Chromosomenterritorien 18 (blau) und der
Chromosomenterritorien 19 (rot) wieder. Das Diagramm b zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen
der Anpassungseffizienz der Ellipsoide an die Zellkerne der Chromosomenterritorien 18 und 19. Die Ordina-
te zeigt die Anpassungseffizienz in % an. Das Diagramm c in Abbildung zeigt die Ergebnisse der KS-Tests,
bei welchen die normiert kumulierten Héufigkeitsverteilungen der relativen radialen Positionen der Chromo-
somenterritorien 18 und 19 in Ellipsoiden und Zellkernen miteinander verglichen werden. Kein signifikanter
Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypo-
these), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus
unterschiedlichen Grundgesamtheiten entnommen wurden (Alternativhypothese).
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7.1.4 Messung der MF der Chromosomenterritorien 18 und 19

Die Messung der MF erfolgte an den Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblastenzell-
kernen, auf welche der Isodata-Algorithmus angewendet wurde und deren Voxelgrofe isotrop
auf 100 nm reskaliert war. Ziel dieses Experiments war es, die morphologische Struktur der
experimentellen Chromosomenterritorien 18 und 19 gegeniiber zu stellen. Auf Chromosom 18
befinden sich 438 Gene, bei einer DNA-Lénge von 76 MBp, und auf Chromosom 19 1624 Ge-
ne, bei einer DNA-Lénge von 63 MBp. Die beiden Chromosomen bilden somit ein optimales
biologisches Modell, um die Morphologie mit der Fragestellung der Kondensation, Dekonden-
sation und Aktivitdt zu verkniipfen. Die Messung der MF erfolgte mit dem im Kapitel 5.6.2
vorgestellten Algorithmus und ergab die folgenden Parameter: das normierte Volumen, die
spezifische Oberflichendichte, die spezifische integrierte mittlere und totale Kriimmung und
die Eulerzahl. Die Parameter werden nicht als absolute Werte angegeben, sondern es werden,
da Unterschiede zwischen den Chromosomenterritorien 18 und 19 untersucht werden, die Ver-
héltnisse gz;g%gzgzg%z::gg:zzﬁg angegeben. Das theoretische Verhiltnis ergibt sich aus dem
Verhiltnis der MBp von Chromosomenterritorium 19 zu 18 und entspricht einer homogenen
Struktur mit einem Wert von 0.83. Die Verhiltnisse werden in Bezug auf diesen theoretischen
Werte analysiert.

Die Verhiltnisse der Mittelwerte 1(13) und deren Standardabwelchungen o(13) der Parame-

ter normiertes Volumen V, spezifischen Oberflichendichten S, spezifische integrierte mittlere
Kriimmung M, spezifische integrierte totale Kriimmung K und Eulerzahl ¥ sind in Tabelle
7.5 zu sehen. Der Vergleich der Chromosomenterritorien 18 (n=56) und 19 (n=68) ergibt fiir
das Verhéltnis gZ:gzgigzzgiimigxiﬁg der normierten Volumina V einen Wert von 0.74. Dieser
Wert liegt unter dem theoretischen Wert von 0.83 (blaue gestrichelte Linie), sodass das Chro-
mosomenterritorium 18 ein groferes Volumen als das Chromosomenterritorium 19 aufweist.
Innerhalb der Fehlergrenzen, stimmt dieser Wert jedoch mit dem theoretischen iiberein (Dia-
gramm a Abbildung 7.7). Die analogen SchluRfolgerungen gelten fiir die Parameter S (0.80),
M (0.73) und K (0.88). Eine Ubereinstimmung der Verhéltnisse innerhalb ihrer Fehlergrenzen
bzgl. der MF V, S, M und K mit dem theoretischen Wert ist gleichbedeutend mit keinem
morphologischen Unterschied der Strukturen. Das Verhéltnis der Eulerzahl x liegt deutlich
oberhalb des theoretischen Wertes (siehe Diagramm b Abbildung 7.7), dieses Resultat wird
von der Verzerrung der Eulerzahl, aufgrund der Abhéngigkeit von der Mefrichtung, hervor-
gerufen. Der visuell sichtbare Strukturunterschied zwischen den Chromosomenterritorien 18
und 19 ist somit ein von der Mefrichtung abhéngiger Unterschied, welcher bei Korrektur, d.h.
bei Anwendung der spezifischen integrierten totalen Kriitmmung, verschwindet.

Parameter V S M X K
,u(%) 0.74 0.80 0.73 6.54 0.88
a(%) +0.13 | £0.10 | £0.14 | +1.41 | £0.42
Zellkerne 62 62 62 62 62

Tabelle 7.5: Die Tabelle =zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Verhéltnisse

Chromosomenterritorienl9
Chromosomenterritorienl8’

welche aus den MF normiertes Volumen V, spezifischen Oberflichendichten S’,

spezifische integrierte mittlere Kriimmung M, spezifische integrierte totale Kriimmung K und Eulerzahl g
resultieren.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die experimentellen Chromosomenterritorien 18 und 19 unterscheiden sich bzgl. der MF
V, S , M und K nicht, da innerhalb der Fehlergrenzen keine Abweichung vom theore-
tischen Wert, welcher sich aus dem Verhiltnis der MBp 19 zu 18 ergibt, nachgewiesen
werden konnen. Es existieren also keine morphologischen Strukturunterschiede.

2. Der aus dem Verhiltnis der Mittelwerte der Eulerzahl x resultierende Unterschied ist
somit eine Resultat der Verzerrung durch die Mefrichtung.
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Abbildung 7.7: Das Diagramm a zeigt die Verhéltnisse der Mittelwerte der MF der Chromosomenterritorien
19 zu 18 mit Standardabweichungen. Die Verhiltnisse entsprechen dem normierten Volumen 1% (1), der spezi-
fischen Oberfliichendichte S (2), der spezifischen integrierten mittleren Kriimmung M (3), der Eulerzahl { (4)
und der spezifischen integrierten totalen Kriimmung K. Die blaue gestrichelte Linie entspricht dem Verhéltnis
der MBp von Chromosomenterritorium 19 zu 18. Die Ordinate gibt das Verhiltnis der Mittelwerte.
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7.2 Untersuchung der Topologie des BCL2 Gens und des Chro-
mosom 18 in Cervix-Gewebe

Das BCL2 Gen ist ein anti-apoptose Gen, welches auf Chromsom 18 liegt, und in die Ent-
wicklung des Cervix-Karzinoms involviert ist. Alle bisherigen Untersuchungen im medizini-
schen Bereich beschrénken sich auf Expressionanalysen, weshalb im Rahmen dieser Arbeit die
Topologie des BCL2 Gens und des Chromosom 18 in normalem Basal-, Intermediér-, Apikal-
Cervix-Gewebe und in Cervix-Karzinomgewebe untersucht wurde. Die Cervix ist der untere
Teil des Uterus (Gebéarmutter). Das Cervix-Gewebe wurde dem vaginalen Teil der Cervix, der
sogenannten Portio entnommen, welche aus einem mehrschichtigen Plattenepithel besteht.
Das verwendete Gewebe, in welchem das BCL2 Gen und das Chromosom 18 mittels FISH
markiert wurden, war Formalin fixiert und in Paraffinwachs eingebettet [116]. Die Aufnah-
men erfolgte an einem Apotome (Axioplan2, Carl Zeiss, Jena), welches mit einem PlanApo
63x/NA 1.4 Olobjektiv bestiickt war, und die Detektion der Fluoreszenzsignale mit einer
CCD-Kamera. Die laterale Voxelgrofe betrug 102 nm und es wurden zweidimensionale 8 Bit
Tiff-Bilder mit einer axialen Schrittweite von 325 nm aufgenommen. Die detektierten Zellker-
ne wurden interaktiv aus der entsprechenden Gewebeschicht (apikal, intermediér oder basal)
und Gewebeart (Karzinomgewebe oder kein Karzinomgewebe) selektiert und zugeordnet. Die
digitalen Bilder wurden in das KDF-Format konvertiert und die Signale der Zellkerne bzw.
Chromosomenterritorien mit einem 3x1x1 und 1x3x1 bzw. 5x1x1 und 1x5x1 Binomialfilter
verstirkt. Die chromatische Verschiebung konnte, aufgrund der nicht vorhandenen Kalibra-
tionsobjekte (Beads), nicht korrigiert werden, weshalb davon auszugehen ist, dass in laterale
und axiale Richtung eine Ungenauigkeit von ca. einem Voxel vorliegt. Auf die Zellkerne und die
Chromosomenterritorien wurden das Isodataverfahren angewendet und die Objekte anschlie-
fend mit dem Khorosprogramm Label o0bj 3D segmentiert. Die Segmentierung der BCL2
Gene erfolgte mit dem Tophatfilter (siehe Kapitel 5.1.5). Der vollstindige Datensatz wurde
visuell kontrolliert, woraus sich die folgende Anzahl an auszuwertenden Chromosomen- und
Genmarkierungen ergab:

e 46 Chromosomenterritorien 18 und 74 BCL2 Gene im apikalen Gewebe.
e 36 Chromosomenterritorien 18 und 78 BCL2 Gene im intermedidren Gewebe.
e 72 Chromosomenterritorien 18 und 90 BCL2 Gene im basalem Gewebe.
e 80 Chromosomenterritorien 18 und 88 BCL2 Gene im Karzinomgewebe.

Der Tophatfilter selektierte und segmentierte, mit einer Einstellung von r=0.5, in 165 Zellker-
nen von 189 Zellkernen beide BCL2 Signale, in 16 Zellkernen nur ein BCL2 Signal und in 7
Zellkernen >2 BCL2 Signale. Die hieraus resultierende Effizienz, unter Ausschluf der Zellkerne
mit >2 BCL2 Signalen, entspricht 91%.

Anhand der segmentierten Bilddaten wurde die Distanz des BCL2 Gens relativ zur Oberfla-
che des Chromosomenterritoriums 18 (Kapitel 7.2.1) und die schwerpunktbasierte und rand-
basierte relative radiale Position beider Regionen innerhalb des Zellkerns berechnet(Kapitel
7.2.2). Zusitzlich wurden die absoluten und normierten Distanzen, sowie die Schwerpunkts-
winkel zwischen den beiden Regionen gemessen (Kapitel 7.2.3). Die statistische Auswertung
der Mefsergebnisse erfolgte mit zwei verschiedenen Tests, welche sich aus zwei verschiedenen
Fragestellungen ergaben: Einerseits sollten Unterschiede zwischen der Topologie des BCL2
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Gens und des Chromosom 18 in den verschiedenen Gewebeschichten und andererseits die
Unterschiede zwischen den zwei Chromosomenterritorien und Genen innerhalb einer Zellkern-
gruppe der gleichen Gewebeschicht untersucht werden. Zur Untersuchung der Unterschiede
innerhalb der gleichen Gewebeschicht wurden die Verteilungen der gesamten MefRwerte, die
sich fiir die Distanz der Gene von der Oberfliche der Chromosomenterritorien und die schwer-
punktbasierten und randbasierten, relativen radialen Positionen ergaben, in zwei Gruppen
unterteilt (fiir jeden Zellkern ergeben sich zwei Mefwerte, da je zwei Chromosomenterritorien
und Gene vorhanden sind). Die Unterteilung der Mefwerte in zwei Gruppen erfolgte, indem
der kleinere und grofere Mefswerte jedes Zellkerns in eine eigene Verteilung sortiert wurden.
Der Vergleich zwischen diesen beiden Verteilungen erfolgte, indem die Mittelwerte der Ver-
teilung mit den kleineren MeRwerten p;, vom Mittelwert der Verteilung mit den gréferen
Mefiwerten fiy,¢ subtrahiert Ay = piout — ptin und der resultierende Wert p mit der skalierten
Standardabweichung der gesamten Verteilung o = 1.1304cs verglichen wurde. War der Ab-
stand der Mittelwerte grofer als die skaliert Standardabweichung der gesamten Verteilung,
galt also Ay > o, so wurden die aufgeteilten Verteilungen als signifikant unterschiedlich an-
gesehen. Ergab sich umgekehrt Ay < o so waren die beiden Verteilungen nicht signifikant
unterschiedlich [93]. Der Vergleich basiert auf der Sortierung zweier Gruppen von Mefiwerten
aus einer anndhernd normalverteilten Messung. Die Differenz der Mittelwerte einer zufélligen
Sortierung der Mefwerte, welche durch die skalierte Standardabweichung gegeben ist, wird
mit der Differenz der Mittelwerte einer nicht zufillig sortierten Verteilungen verglichen. Eine
Signifikanz zwischen den beiden Verteilungen ergibt sich dann aus oben genanntem Kriterium.
Die statistische Untersuchung der Unterschiede zwischen den verschiedenen Gewebeschichten
erfolgte anhand des KS-Test [120] [106]. Der KS-Test basiert auf dem Vergleich der maximalen
vertikalen Distanz dye,s zwischen zwei normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen mit einem
von der Stichprobenzahl und der Irrtumswahrscheinlichkeit p abhédngigen Parameter D. Die
Nullhypothese, Hy =Beide Stichproben wurden der gleichen Grundgesamtheit entnommen,
wird hierbei angenommen, wenn dye¢ < D gilt, d.h. die beiden Verteilungen waren signifikant
nicht zu unterscheiden. Ein signifikanter Unterschied dy.,; > D bedeutet, dass die Alternativ-
hypothese, H; =Beide Stichproben wurden nicht der gleichen Grundgesamtheit entnommen,
angenommen wird und die beiden Verteilungen mit der Irrtumswahrscheinlichkeit < p unter-
schieden werden konnen. Der KS-Test wurde sowohl auf die normiert kumulierte Verteilung
der gesamten Mefwerte, als auch auf die sortierten aufgeteilten Verteilungen angewendet, wel-
che im folgenden als zentral-zentral und peripher-peripher bezeichnet werden.

Anhand der Messungen und statistischen Auswertungen wurde ein topologisches Modell des
BCL2 Gens und des Chromosom 18 in normalem Cervixgewebe und Cervixkarzinomgewebe
entwickelt, welches in Kapitel 7.2.3 vorgestellt wird.
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7.2.1 Lage des BCL2 Gens relativ zum Chromosomenterritorium 18

Die Lage des BCL2 Gens in Bezug auf das Chromosomenterritorium 18 wurde anhand der
absoluten Distanz des Intensitatsschwerpunktes des BCL2 Gens zur Oberfliche des Chromoso-
menterritoriums 18 ermittelt. Die Distanzen wurden mit dem randbezogenen euklidischen DT
Algorithmus vermessen (siehe Kapitel 5.3.3), wobei 0 einer Lage des Gens auf der Oberflache,
negative Distanzen einer Lage des Gens innerhalb des Chromosomenterritoriums und eine po-
sitive Distanz einer Lage auferhalb des Chromosomenterritoriums entspricht. Die Mittelwerte
ges, inund Loy, die Standardabweichungen oges, 0j,undo gy, die Distanz der Mittelwerte A,
die skalierte absolute Standardabweichung o und das Testergebnis des Vergleichs der aufge-
teilten Verteilungen ist in Tabelle 7.6 zu sehen. Die Mittelwerte p der gesamten Verteilung

Gewebe Einheit Apikal Intermed.| Basal Karzinom
Hges [nm] -102 -98 -108 -64

Oges [nm] +329 +189 +226 +155

Lin [nm] -231 -187 -213 -157

Oin [nm] +156 +154 +179 +108

Lout [nm] 28 -12 -4 29

Oout [nm)] +401 +190 +217 +140

Ap [nm)] 259 175 208 186

o [nm] 371 264 256 176
Testergebnis negativ negativ negativ positiv

Tabelle 7.6: Mittelwerte und Standardabweichungen der absoluten Distanz des BCL2 Gens von der Oberfléche
des Chromosomenterritoriums 18 in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Cervix-Gewebeschicht
und in Cervix-Karzinomgewebe. Die Werte sind in nm angegeben, wobei negative Werte einer Position inner-
halb und positive Werte einer Position aufserhalb entsprechen. Die Zeile Testergebnis gibt das Resultat des
Vergleichs zwischen den aufgeteilten Verteilungen wieder.

sind in allen Gewebeschichten negativ und liegen zwischen -64 und -108 nm. Die Mittelwerte
der sortierten aufgeteilten Verteilungen liegen fiir die Verteilung mit den kleineren Distanzen
bei -231 bis -157 nm, die der groferen Mefswerte zwischen -4 und 29 nm. Die Standardab-
weichungen der gesamten Verteilung, liegen zwischen 155 und 329 nm, die der Verteilung der
kleineren Mefiwerte zwischen 140 und 401 nm und die der Verteilung der kleineren Mefwer-
te zwischen 108 und 179 nm. Die Differenz der Mittelwerte Ap der sortierten Verteilungen
liegt im Karzinomgewebe bei 186 nm und ist somit signifikant 10 nm grofer als die skalierte
Standardabweichung o von 176 nm. Dieser signifkante Unterschied von 10 nm wird allerdings,
aufgrund der nicht vorgenommenen Korrektur der chromatischen Verschiebung, nicht als si-
gnifikant angenommen.

Die normiert kumulierten Héiufigkeitsverteilungen, welche die sortierten und gesamten Vertei-
lungen jeder Gewebeschicht, und die normiert kumulierte Haufigkeitsverteilung bzw. Haufig-
keitsverteilung, welche alle Gewebeschichten gegeniiberstellen, sind in den Diagrammen der
Abbildung 7.8 und 7.9 zu sehen. Die normiert kumulierte Hiufigkeitsverteilung der kleineren
Mefswerte ist durch eine durchgezogenen schwarzen Linie gekennzeichnet, die der groferen
Mefswerte durch die gestrichelten Linie und die der gesamten Mefiwerte entspricht der roten
durchgezogenen Linie. In den Diagrammen, welche die normiert kumulierte Hiufigkeitsvertei-
lung und die Haufigkeitsverteilung in allen Gewebeschichten zeigen (Diagramme a und b in
Abbildung 7.9), sind die Mefswerte der apikalen Schicht hellblau, die der intermedidren tiirkis,

126



die der basalen dunkelblau und die der Karzinomschicht rot gekennzeichet (Dies gilt fiir alle
weiteren gezeigten Diagramme).

Die Héufigkeitsverteilungen aller Gewebeschichten (Diagramm b in Abbildung 7.9) zeigen,
dass die Mefiwerte alle in einem Bereich von -700 bis 1500 nm streuen und die Maxima al-
ler Gewebeschichten in der Haufigkeitsklasse -100 nm liegen. Die Verteilungen haben alle die
gleiche Form und aus der normiert kumulierten Haufigkeitsverteilung (Diagramm a in Abbil-
dung 7.9) wird ersichtlich, dass >80% aller BCL2 Gene in allen Gewebeschichten innerhalb
des Chromosomenterritoriums 18 liegen und <20% der Mefwerte auferhalb. Der anhand des
Vergleichs der sortierten Verteilungen gezeigte statistische Unterschied fiir das Karzinomge-
webe wird nicht deutlich und die Verteilungen des Karzinomgewebes unterscheiden sich nicht
deutlich von denen der anderen Gewebeschichten. Aus den normiert kumulierten Haufigkeits-
verteilungen der einzelnen Gewebeschichten ist abzulesen, dass, wenn die Haufigkeitsverteilun-
gen in die Betrachtung mit einbezogen werden, in allen Gewebeschichten in >80% aller Zellen
beide BCL2 Gene innerhalb und peripher liegen und in <20% der Zellen eines der BCL2 Gene
auflerhalb und eines innerhalb liegt.

Die Ergebnisse der KS-Tests sind in Abbildung 7.10 zu sehen. Hierbei wurden die Gesamtver-
teilungen und die zwei aufgeteilten Verteilungen untereinander (zentral-zentral und peripher-
peripher) verglichen, wobei kein signifikanter Unterschied ersichtlich wurde.
Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Das BCL2 Gen ist in allen Gewebeschichten zwischen -64 und -108 nm (Mittelwerte der
gesamten Verteilungen) von der Oberfliche des Chromosomenterritoriums 18 entfernt
und liegt im inneren des Chromosomenterritoriums.

2. Die Signifikanz, welche sich aus dem Aufteilen der Verteilungen fiir das Karzinomge-
webe ergibt, kann vom KS-Test nicht bestétigt werden, da die normiert kumulierten
Héaufigkeitsverteilungen des apikalen, intermedifren und basalen Gewebes weder fiir die
aufgeteilten noch fiir die gesamten Verteilungen von denen des Karzinomgewebes unter-
schieden werden konnten.

3. Die Maxima der Haufigkeitsverteilungen liegen fiir alle Gewebeschichten innerhalb der
Distanzklasse -100 nm.

4. Aufgrund von Punkt 3 und da die Differenz, aus welcher sich die Signifikanz im Karzi-
nomgewebe ergibt, nur 10 nm betrigt und diese Differenz eine kleine Abweichung von
einer zufilligen Sortierung entspricht, wird die Lage des BCL2 Gens relativ zum Chro-
mosomenterritorium 18 in allen Gewebeschichten als gleich angesehen.
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Abbildung 7.8: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der gesamten und
aufgeteilten Mefiwerte der absoluten Distanz der BCL2 Gene von der Oberfliche des Chromosomenterritoriums
18 in Zellkernen der apikalen, intermedidren und basalen Cervix-Gewebeschicht. Die durchgezogene schwarze
Linie entspricht der Verteilung der Mefswerte mit der kleineren Distanz, die schwarze gestrichelte der Verteilung
der Mefiwerte mit der groferen Distanz von der Oberfliche der Chromosomenterritorien 18. Die rote Linie
entspricht der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefswerte. Die Abszisse entspricht der
absoluten Distanz des BCL2 Gens von der Oberfliche des Chromosom 18 in nm und die Ordinate der normiert
kumulierten Haufigkeitsverteilung.
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Abbildung 7.9: Das obere Diagramm zeigt die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der gesamten
und aufgeteilten Mefiwerte der absoluten Distanz der BCL2 Gene von der Oberfliche des Chromosomen-
territoriums 18 in Zellkernen des Cervix-Karzinomgewebes. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der
Verteilung der Mefiwerte mit der kleineren Distanz, die schwarze gestrichelte der Verteilung der Mefiwerte mit
der groferen Distanz von der Oberfliche der Chromosomenterritorien 18. Die Diagramme a und b zeigen die
normiert kumulierten H&aufigkeitsverteilungen und der Haufigkeitsverteilungen der gesamten Mefwerte. Die
Auftragung der Abszisse von Diagramm a entspricht dem absoluten Abstand des BCL2 Gens von der Oberfla-
che des Chromosomenterritoriums 18 in nm und die Ordinate der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung.
Die Auftragung der Abszisse in Diagramm b entspricht den Mittelwerten der Haufigkeitsklassen, welche eine
Breite von A200 nm haben.
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Gesarmte Vereilungen v. Gesarnte Yerteilungen

Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥
Intermed. *
Basal ¥
Karzinom X
Zentral v. Zentral
Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥
Intermed. *
Basal X
Karzinom X
Peripherv. Peripher
Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥
Intermed. *
Basal X
karzinom X
Signifikanzniveau
¥ = nicht getestet
= nicht signifikant
= signifikant p < 0.05
4 signifikant p < 0.001
4 signifikant p < 0.00001

Abbildung 7.10: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der absoluten Distanz
der BCL2 Gene von der Oberfliche der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten
mittels KS-Tests. Es wurden die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der gesamten Mefwerte und
der aufgeteilten Mefswerte untereinander verglichen (zentral-zentral, peripher-peripher). Die Signifikantniveaus
sind in der unteren Tabelle zu sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus
der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stich-
proben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten entnommen wurden
(Alternativhypothese).
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7.2.2 Relative radiale Position des BCL2 Gens und des Chromosomenter-
ritoriums 18

Die relative radiale Position der BCL2 Gene und der Chromosomenterritorien 18 wurde anhand
der Intensitatsschwerpunkte innerhalb des Zellkernes schwerpunktbasiert und randbasiert ver-
messen. Die Auftragung und Aufteilung der Verteilungen wurden, analog zu der im vorigen
Kapitel vorgenommen und die gesamten Mefswerte in radial zentral und radial peripher liegen-
de Chromsomterritorien und Gene eingeteilt. Die Mefswerte der relativen radialen Position sind
in % angegeben, wobei 0% einer radial zentralen Position im Zellkerninneren und 100% einer
radial peripheren Position am Zellkernrand entspricht. Die Mittelwerte figes, ptinundpoye, die
Standardabweichungen oges, 0inundo,y:, die Distanz der Mittelwerte Ay, die skalierte abso-
lute Standardabweichung ¢ und das Testergebnis des Vergleichs der aufgeteilten Verteilungen
der randbasierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 sind in Tabel-
le 7.7, die der schwerpunktbasierten, relativen radialen Position in Tabelle 7.8 zu sehen.

Gewebe Einheit | Apikal Intermed.| Basal Karzinom
Hges (%] 59 64 66 69

Oges (%] +15 +15 +20 +20

Min (%] 51 56 56 62

Oin (%] +14 +15 +18 420

Lout (%] 67 73 76 76

Oout (%] +12 +10 +16 +16

Ap (%] 16 17 20 14

o (%] 17 17 22 22
Testergebnis negativ negativ negativ negativ

Tabelle 7.7: Mittelwerte und Standardabweichungen der randbasierten, relativen radialen Position der Chro-
mosomenterritorien 18 in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Gewebeschicht und im Karzi-
nomgewebe. Die Werte sind in % angegeben, wobei 0% einer radial zentralen Position im Zellkerninneren und
100% einer radial peripheren Position an der Zellkernoberfliche entsprechen. Die Zeile Testergebnis gibt das
Resultat des Vergleichs zwischen den aufgeteilten Verteilungen wieder.

Gewebe Einheit | Apikal Intermed.| Basal Karzinom
[ges (%] 58 64 62 65

Oges (%] +17 +16 +18 +16

Win (%] 49 55 51 55

Oin (%] +14 +17 +16 +15

Hout (%] 67 73 72 75

Oout (%] +16 +9 +13 +10

Ap (%] 18 18 21 21

o (%] 20 18 20 18
Testergebnis negativ negativ positiv positiv

Tabelle 7.8: Mittelwerte und Standardabweichungen der schwerpunktsbasierten relativen radialen Position
der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Gewebeschicht und in
Karzinomgewebe. Die Werte sind in % angegeben, wobei 0% einer radial zentralen Position im Zellkerninneren
und 100% einer radial peripheren Position an der Zellkernoberfliche entsprechen. Die Zeile Testergebnis gibt
das Resultat des Vergleichs zwischen den aufgeteilten Verteilungen wieder.
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Die Mittelwerte der gesamten Verteilungen der randbasierten, relativen radialen Position der
Chromosomenterritorien 18 liegen zwischen 59% (apikal) und 69% (Karzinom). Die Mittelwer-
te der Verteilung der kleineren Mefwerte liegen zwischen 51% (apikal) und 62% (Karzinom)
und die Mittelwerte der Verteilung der groferen Mekwerte zwischen 67% (apikal) und 76%
(Karzinom). Keine der aufgeteilten Verteilungen kann signifikant unterschieden werden. Die
Standardabweichungen aller Verteilungen liegen in einem Bereich von 12% und 20%.

Die Mittelwerte der gesamten Verteilungen der schwerpunktbasierten, relativen radialen Po-
sition liegen zwischen 58% und 65%, die der aufgeteilten Verteilungen zwischen 49% und 55%
(kleinere MeRwerte) und 67% und 75% (grofere Mekwerte). Die aufgeteilten Verteilungen des
Basal- und Karzinomgewebes konnen mit einer Differenz 1% bzw. 3% unterschieden werden.
Die Standardabweichungen aller Verteilungen liegen in einem Bereich von 9% und 18%.

Die Diagramme in den Abbildungen 7.11 und 7.12 zeigen die normiert kumulierten Haufig-
keitsverteilungen und H&ufigkeitsverteilungen der randbasierten, relativen radialen Position
der Chromosomenterritorien 18 (Farben und Aufteilungen entsprechen den im vorigen Ka-
pitel angegebenen). Die Verteilungen der schwerpunktbasierten relativen radialen Positionen
der Chromosomenterritorien 18 sind in den Diagrammen der Abbildungen 7.14 und 7.15 zu
sehen.

Die Mefwerte der randbasierten und schwerpunktbasierten Messung liegen, wie aus den Hau-
figkeitsverteilungen zu entnehmen ist (Diagramm b der Abbildung 7.12 und 7.15), zwischen
0% und 100%.

Die Héaufigkeitsverteilung der schwerpunktbasierten Messung weifst von der Basalschicht in
Richtung Intermediér- und Apikalschicht eine Tendenz der Chromosomenterritorien 18 nach
radial zentral auf (siehe Mittelwerte), wihrend die radiale Position im Karzinomgewebe deut-
lich peripher ist. Zusétzlich ist eine nicht signifikante Tendenz der Basalschicht hin zu zwei
Maxima, eines bei 45%, der andere bei 65% zu erkennen. Die normiert kumulierte Haufig-
keitsverteilung (Diagramm a Abbildung 7.15), aller Gewebeschichten zeigt, dass iiber 80% der
Mefswerte in allen Gewebeschichten in einem Bereich >40% liegen. Die normiert kumulier-
ten Haufigkeitsverteilungen der aufgeteilten Mefwerte der Basal- und Karzinomschicht zeigt,
dass 81% bzw. 90% der grokeren Mefwerte (gestrichelte schwarze Linie) eine radiale Position
>60% und 78% bzw. 75% der kleineren Mefswerte (durchgezogene schwarze Linie) eine radiale
Position <70% einnehmen (Diagramme in den Abbildung 7.14 und 7.15).

Die Haufigkeitsverteilungen der randbasierten (Diagramm b in Abbildung 7.12) Messungen
weisen die gleichen Tendenzen wie die schwerpunktbasierten Mefswerte auf. Unterschiede fin-
den sich in Bezug auf die Verteilung der Intermediérschicht, welche 10% radial zentraler liegt
und in Bezug auf die Basalschicht, deren zwei Maxima nicht ganz so deutlich sichtbar sind.
Die normiert kumulierte Haufigkeitsverteilungen (Diagramm a Abbildung 7.12) zeigen, dass
analog der schwerpunktbasierten Messung, iiber 80% der Mefkwerte in allen Gewebeschichten
in einem Bereich zwischen >40% liegen. Die normiert kumulierten Héiufigkeitsverteilungen der
einzelnen Gewebeschichten zeigen (Diagramme in Abbildung 7.11 und 7.12), dass beide Mef-
methoden &hnliche Verteilungen aufweisen, wobei nur die schwerpunktbasierten aufgeteilten
Verteilungen signifikant unterschiedlich sind.

Die Resultate der KS-Tests der randbasierten und schwerpunktbasierten, relativen radialen
Position des Chromosom 18 sind in Abbildung 7.13 und 7.16 zu sehen. Alle KS-Tests der
schwerpunktsbezogenen Messungen sind nicht signifikant unterschiedlich, wihrend die gesam-
ten (p < 0.001) und aufgeteilten (zentral-zentral, p < 0.01) Verteilungen der randbasierten
Mefiwerte der Chromosomenterritorien 18 in der Apikal- und Karzinomschicht signifikant un-
terschieden werden kénnen. Die visuell sichtbare Tendenz, dass Chromsom 18 in der Apikal-
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schicht deutlich radial zentraler liegt, kann nur mittels der randbasierten Methode bestatigt
werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse der relativen radialen Position von Chromsom
18

1. Die Mittelwerte der randbasierten, relativen radialen Positionen der Chromosomenterri-
torien 18 liegen bei 59 % (apikales Gewebe), 64% (intermedidres Gewebe), 66% (basales
Gewebe) und 69 % (Karzinomgewebe).

2. Die Mittelwerte der schwerpunktbasierten, relativen radialen Positionen der Chromoso-
menterritorien 18 liegen bei 58 % (apikales Gewebe), 64% (intermedidres Gewebe), 62%
(basales Gewebe) und 65 % (Karzinomgewebe).

3. Die Verteilungen der aufgeteilten, schwerpunktsbasierten Mefiwerte des Karzinomgewe-
bes und Basalgewebes kann fiir Chromosom 18 unterschieden werden. Der prozentuale
Unterschied zwischen der skalierten Standardabweichung und der Differenz der Mittel-
werte betragt 1% (Basalgewebe) und 3% (Karzinomgewebe).

4. Es kann kein signifikanter Unterschied zwischen den normiert kumulierten Héufigkeits-
verteilungen der schwerpunktbasierten relativen radialen Position (zentral-zentral, peripher-
peripher und Gesamtverteilungen) anhand des KS-Tests gefunden werden.

5. Die aufgeteilten, randbezogenen Mefiwerte konnen fiir keine Gewebeschicht unterschie-
den werden.

6. Die randbasierten, relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18 in der
Apikal- und Karzinomschicht kann anhand des KS-Tests unterschieden werden (zentral-
zentral und Gesamtverteilungen).

7. Diese Resultate ergeben ein Bild, in welchem die schwerpunktbasierte relative radiale
Position des einen Chromosomenterritoriums 18 bei 51% (Basalgewebe) und 55% (Kar-
zinomgewebe) und die des anderen bei 71% (Basalgewebe) und 75% (Karzinomgewebe)
liegt. Da fiir das Chromosom 18 in der Apikal- und Intermedidrschicht keine Unterschie-
de gefunden werden koénnen und alle KS-Tests negativ ausfallen, gelten fiir diese die
Mittelwerte der gesamten Verteilung.

8. Die randbezogenen Mefiwerte ergeben hingegen ein Bild, in welchem die Positionen der
beiden Chromosomenterritorien in keiner der Gewebeschichten unterschieden werden
konnen, weshalb fiir beiden Chromosomenterritorien die Mittelwerte der gesamten Mefs-
werte verwendet werden. Ein Unterschied zwischen den Gewebeschichten konnte fiir die
Position im Apikal- und Karzinomgewebe nachgewiesen werden, weshalb beide Chromo-
somenterritorien im Karzinomgewebe radial peripherer liegen, als im Apikalgewebe.
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Abbildung 7.11: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Mefswerte der
randbasierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der apikalen, inter-
medidren und basalen Cervix-Gewebeschicht. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der
Mefiwerte der im Zellkern radial zentraler liegenden Chromosomenterritorien 18, die schwarze gestrichelte Linie
der Verteilung der Mefswerte der im Zellkern radial peripherer liegenden Chromosomenterritorien 18. Die rote
Linie entspricht der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefiwerte. Die Auftragung der
Abszisse gibt den invertierten relativen radialen Abstand der Chromosomenterritorien 18 zum Zellkernrand in
% an. 0% entsprechen einer radial zentralen Position und 100% einer radial peripheren Position im Zellkern.
Die Ordinate entspricht der normiert kumulierten Haufigkeitsverteilung.
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Abbildung 7.12: Das obere Diagramm zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der randba-
sierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen des Cervix-Karzinomgewebes.
Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefwerte der im Zellkern radial zentraler
liegenden Chromosomenterritorien 18, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefwerte der im
Zellkern radial peripherer liegenden Chromosomenterritorien 18. Die rote Linie entspricht der normiert kumu-
lierten Héufigkeitsverteilung der gesamten Mefwerte. Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten
Hiufigkeitsverteilungen und Haufigkeitsverteilungen der Mefiwerte der randbasierten, relativen radialen Posi-
tion der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen aller untersuchten Cervix-Gewebeschichten. Die Auftragung
der Abszisse von Diagramm a gibt den invertierten relativen radialen Abstand der Chromosomenterritorien
18 zum Zellkernrand in % an, wobei 0% einer im Zellkern radial zentralen Position und 100% einer radial
peripheren Position entsprechen. Die Auftragung der Abszisse in Diagramm b entspricht den Mittelwerten der
Haufigkeitsklassen, welche eine Breite von A10% haben.
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Gesamte Werteilungen v. Gesarnte Yerteilungen

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal %

Intermed. *

Basal X

Karzinom - ¥

Zentral v. Zentral

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal %

Intermed. X

Basal X

Karzinom ¥

Peripherv. Peripher

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥

Intermed. X

Basal ¥

karzinom X

Signifikanzniveau

¥ = nicht getestet

= nicht signifikant

= signifikant p < 0.05
= signifikant p < 0.001
= signifikant p < 0.00001

Abbildung 7.13: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der randbasierten, relativen
radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten mittels KS-Test.
Es wurden die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der gesamten MeRwerte und der aufgeteilten
Mefswerte untereinander verglichen (zentral-zentral, peripher-peripher). Die Signifikanzniveaus sind in der un-
teren Tabelle zu sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen (Alternativhypothese).
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Abbildung 7.14: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Mefswerte der
schwerpunktbasierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der apikalen,
intermedidren und basalen Cervix-Gewebeschicht. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung
der Mefiwerte der im Zellkern radial zentraler liegenden Chromosomenterritorien 18, die schwarze gestrichelte
Linie der Verteilung der Mefiwerte der im Zellkern radial peripherer liegenden Chromosomenterritorien 18. Die
rote Linie entspricht der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefswerte. Die Auftragung
der Abszisse gibt den relativen radialen Abstand der Chromosomenterritorien 18 vom Schwerpunkt des Zell-
kerns in % an. 0% entsprechen einer radial zentralen Position und 100% einer radial peripheren Position im
Zellkern. Die Ordinate entspricht der normiert kumulierten Héufigkeitsverteilung.
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Abbildung 7.15: Das obere Diagramm zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der schwer-
punktbasierten, relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen des Cervix-
Karzinomgewebes. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefiwerte der im Zellkern ra-
dial zentraler liegenden Chromosomenterritorien 18, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefiwerte
der im Zellkern radial peripherer liegenden Chromosomenterritorien 18. Die rote Linie entspricht der normiert
kumulierten Haufigkeitsverteilung der gesamten Mefswerte. Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumu-
lierten Haufigkeitsverteilungen und Haufigkeitsverteilungen der Mefiwerte der schwerpunktbasierten, relativen
radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen aller untersuchten Cervix-Gewebeschichten. Die
Auftragung der Abszisse von Diagramm a gibt den relativen radialen Abstand der Chromosomenterritorien
18 vom Schwerpunkt des Zellkerns in % an, wobei 0% einer im Zellkern radial zentralen Position und 100%
einer radial peripheren Position entsprechen. Die Auftragung der Abszisse von Diagramm b entspricht den
Mittelwerten der Hiufigkeitsklassen, welche eine Breite von A10% haben.
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Gesarmte Vereilungen v. Gesarnte Yerteilungen

Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥
Intermed. *
Basal ¥
Karzinom X
Zentral v. Zentral
Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥
Intermed. *
Basal X
Karzinom X
Peripherv. Peripher
Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥
Intermed. *
Basal X
karzinom X
Signifikanzniveau
¥ = nicht getestet
= nicht signifikant
= signifikant p < 0.05
4 signifikant p < 0.001
4 signifikant p < 0.00001

Abbildung 7.16: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der schwerpunktbasierten,
relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten mittels
KS-Test. Es wurden die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der gesamten Mefwerte und der aufge-
teilten MeRwerte untereinander verglichen (zentral-zentral, peripher-peripher). Die Signifikanzniveaus sind in
der unteren Tabelle zu sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der glei-
chen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben
mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen (Alternativhypo-
these).
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Die Mittelwerte figes, thinundiout, die Standardabweichungen o ges, 0ipundogy:, die Distanz der
Mittelwerte Apu, die skalierte absolute Standardabweichung ¢ und das Testergebnis des Ver-
gleichs der aufgeteilten Verteilungen der randbasierten, relativen radialen Position des BCL2
Gens sind in Tabelle 7.9 die der schwerpunktbasierten relativen radialen Position in Tabelle
7.10 zu sehen. Die Mittelwerte der gesamten Verteilungen der randbasierten, relativen radialen
Position des BCL2 Gens liegen zwischen 59% (Apikal) und 69% (Karzinom), die der Vertei-
lungen der kleineren Mefwerte liegen zwischen 48% (Apikal) und 60% (Karzinom) und die
Mittelwerte der Verteilung der groferen Mefiwerte zwischen 69% (apikal) und 78% (Karzi-
nom). Die Verteilung der aufgeteilten Mekwerte der Basalschicht kann signifikant von einer
zufélligen Sortierung mit einer Differenz der Mittelwerte von 3% unterschieden werden. Die
Standardabweichungen aller Verteilungen liegen in einem Bereich von 14% und 22%.

Die Mittelwerte der gesamten Verteilungen der schwerpunktbasierten, relativen radialen Po-
sition liegen zwischen 59% und 61%, die der aufgeteilten Verteilungen zwischen 48% und 56%
(kleinere Mefwerte) und 66% und 72% (grokere Mefwerte).

Gewebe Einheit | Apikal Intermed.| Basal Karzinom
Hges (%] 99 65 63 69

Oges (%] +21 +19 +21 +22

Win (%] 48 55 50 60

Oin (%] +18 +18 +18 +22

Hout (%] 69 74 7 78

Oout (%] +19 +15 +14 +18

Ap (%] 21 19 27 18

o (%] 24 21 24 25
Testergebnis negativ negativ positiv negativ

Tabelle 7.9: Mittelwerte und Standardabweichungen der randbasierten, relativen radialen Position des BCL2
Gens in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Gewebeschicht und im Karzinomgewebe. Die Werte
sind in % angegeben, wobei 0% einer radial zentralen im Zellkerninneren und 100% einer radial peripheren
Position an der Zellkernoberfliche entspricht. Die Zeile Testergebnis gibt das Resultat des Vergleichs zwischen

den aufgeteilten Verteilungen wieder.

Gewebe Einheit | Apikal Intermed.| Basal Karzinom
Iges (%] 59 60 60 61

Oges (%] +18 +17 +19 +17

Win (%] 56 51 48 50

Oin (%] +19 +14 +18 +14

Hout (%] 66 69 71 72

Oout (%] +15 +15 +13 +10

Ap (%] 10 18 23 22

o (%] 20 19 22 19
Testergebnis negativ negativ positiv positiv

Tabelle 7.10: Mittelwerte und Standardabweichungen der schwerpunktsbasierten, relativen radialen Position
des BCL2 Gens in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Gewebeschicht und im Karzinomgewebe.
Die Werte sind in % angegeben, wobei 0% einer Position im Zellkerninneren und 100% der Zellkernoberfliche
entspricht. Die Zeile Testergebnis gibt das Resultat des Vergleichs zwischen den aufgeteilten Verteilungen
wieder.
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Die Mittelwert der aufgeteilten Mefswerte des Basal- und Karzinomgewebes konnen mit einer
Differenz 1% und 3% unterschieden werden. Die Standardabweichungen aller Verteilungen lie-
gen in einem Bereich von 10% und 19%.

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen und die Haufigkeitsverteilung der randba-
sierten, relativen radialen Position des BCL2 Gens sind in den Diagrammen der Abbildungen
7.18 und 7.19 zu sehen (Farben und Aufteilungen entsprechen den im vorigen Kapitel ange-
gebenen). Die Verteilungen der schwerpunktbasierten, relativen radialen Positionen des BCL2
Gens sind in den Diagrammen der Abbildungen 7.21 und 7.22 zu sehen.

Die Mefswerte der randbasierten, relativen radialen Position des BCL2 Gens sind iiber einen
Bereich von 0% bis 100% verteilt, wie aus der Hiufigkeitsverteilung ersichtlich ist (Diagramm
b in Abbildung 7.19). Die Form der Verteilung des BCL2 Gens in der Basal- und Karzinom-
schicht ist &hnlich und die Maxima beider Verteilungen liegen bei einer Position von 70%.
Die Tendenz, einer Verschiebung hin zu einer zentraleren radialen Position in der Intermediar-
und Apikalschicht, ist deutlich zu sehen. Aus den normiert kumulierten Haufigkeitsverteilun-
gen aller Gewebeschichten (Diagramm a in Abbildung 7.19) ergibt sich, dass mehr als 80% der
Mefiwerte im Intermediar-, Basal-, Karzinomgewebe und im Apikalgewebe 70% der Mefswerte
>40% sind. Die aufgeteilten Mefswerte des Basalgewebes weisen deutlich den gefundenen si-
gnifikanten Unterschied auf, 87% der grokeren Mefkwerte (gestrichelte schwarze Linie) liegen
bei einer relativen radialen Position >60% und 77% der Mefwerte der kleineren Mefwerte
(durchgezogene schwarze Linie) liegen bei einer relativen Position <60% (Diagramm in Ab-
bildung 7.18).

Die Haufigkeitsverteilungen der schwerpunktbasierten, relativen radialen Position haben fiir
alle Verteilungen die Form einer bimodalen Verteilung mit einem Maximum bei 50% und 70%
(Diagramm b in Abbildung 7.22). Die beiden Maxima konnten anhand der aufgeteilten Mef-
werte fiir die Basal- und Karzinomschicht signifikant unterschieden werden. Mehr als 80% der
Mefswerte in allen Gewebeschichten liegen bei einer radialen Position >30% und die normiert
kumulierten Héufigkeitsverteilungen haben einen fast vollstandig gleichen Verlauf (Diagramm
a in Abbildung 7.22). Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Basalschicht zei-
gen, dass 73% der grokeren Mefswerte (gestrichelte schwarze Linie) eine radialen Position >60%
und 82% der kleineren Mefswerte (durchgezogene schwarze Linie) eine radiale Position <70%
einnehmen (Diagramm in Abbildung 7.21). In der Karzinomschicht gilt gleiches fiir 80% bzw.
82% der Mefwerte (Diagramm in Abbildung 7.22).

Die Resultate der KS-Tests der randbasierten und schwerpunktsbasierten, relativen radialen
Positionierung sind in den Diagrammen der Abbildung 7.20 und 7.23 dargestellt. Die nor-
miert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der schwerpunktsbasierten Positionierung konnten
in keiner Gewebeschicht weder fiir die gesamten, noch fiir die sortierten Verteilungen unter-
schieden werden. Der KS-Test zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der randbezo-
genen, relativen radialen Position der BCL2 Gene der gesamten und aufgeteilten Mefiwerten
(zentral-zentral, peripher-peripher) der Apikal- und Karzinomschicht, zwischen den kleineren
Mefswerten der Basal- und Karzinomschicht (zentral-zentral) und zwischen den groferen Mefk-
werten der Basal- und Apikalschicht (peripher-peripher) auf.

Im Diagramm der Abbildung 7.17 sind die prozentualen Haufigkeiten der Differenzen zwi-
schen den aus einer Messung der randbasierten und schwerpunktbasierten, relativen radialen
Positionen der Chromosomenterritorien 18 und den BCL2 Gene resultierenden Mefswerte auf-
getragen. Es wurden die schwerpunktbasierten Mefiwerte von den randbasierten Mefiwerten
des gleichen Chromosomenterritoriums subtrahiert und die prozentuale Haufigkeit berechnet.
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Abbildung 7.17: Das Diagramm zeigt die prozentuale Haufigkeit der Differenz zwischen der randbasierten und
schwerpunktbasierten, relativen radialen Position des gleichen Chromosomenterritoriums 18 und des gleichen
BCL2 Gens. Es wurden die schwerpunktbasierten Mefwerte von den randbasierten Mefwerten des gleichen
Chromosomenterritoriums bzw. Gens subtrahiert und die prozentuale Héufigkeit berechnet. Die Abszisse zeigt
die Mittelwerte der Hiufigkeitsklassen der Differenz der relativen radialen Positionen in %, welche einem
Intervall von A10% entsprechen, und die Ordinate die Haufigkeit in %.

Der prozentuale Anteil an Mefwerten des Chromosomenterritoriums 18 bzw. BCL2 Gens,
welche eine Differenz <10% zwischen den beiden Methoden ergibt, betragt 50% bzw. 51%.
Der Anteil an Mekwerten, welchen die randbasierte Messung relative radiale Positionen <10%
ergibt, betragt 28% (Chromosom 18) und 27% (BCL2) und der Anteil an MeRkwerten, bei
welchen die schwerpunktbasierte Messung gréfere relative radiale Positionen ergab, betrigt
22% (Chromosom 18) und 22% (BCL2). Insgesamt stimmen 50% der Mefwerte der Chromo-
somenterritorien 18 und 49% der Mekwerte der BCL2 Gene nicht iiberein. Dieser Anteil an
Mefswerten mit hoher Differenz zwischen den Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Genen
des gleichen Zellkernes, bei gleichen Randbedingungen, zeigt auf, weshalb sich unterschiedlich
signifikante relative radiale Positionen ergeben.

Zusammenfassung der Ergebnisse der relativen radialen Position des BCL2 Gens

1. Die Mittelwerte der randbasierten, relativen radialen Positionen des BCL2 Gens lag bei

59% (apikales Gewebe), 65% (intermedidres Gewebe), 63% (basales Gewebe) und 69 %
(Karzinomgewebe).

2. Die Mittelwerte der schwerpunktbasierten relativen radialen Positionen des BCL2 Gens
lagen bei 59 % (apikales Gewebe), 60% (intermedidres Gewebe), 60% (basales Gewebe)
und 61 % (Karzinomgewebe).

3. Die aufgeteilten Mefwerte der randbezogenen Positionierung des BCL2 Gens in Basalge-
webe sind unterschiedlich. Die radialen Positionen der beiden BCL2 Gene in Basalgewebe
liegen somit bei 50% und 77%.

4. Die aufgeteilten Mefiwerte der schwerpunktsbasierten Positionierung des BCL2 Gens in
Basal- und Karzinomgewebe sind unterschiedlich. Die radialen Positionen der beiden
BCL2 Gene liegen somit bei 48% bzw. 50% und 71% und 72%.
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5. Die KS-Tests der randbezogenen Positionierung zeigten Unterschiede zwischen Apikal-
und Basalschicht (peripher-peripher), Apikal- und Karzinomschicht (alle Verteilungen)
und Basal- und Karzinomschicht (zentral-zentral). Demnach liegen beide BCL2 Gene
im apikalen Gewebe radial weiter innen als die des Karzinomgewebes, das radial dufsere
BCL2 Gen der Basalschicht signifikant radial weiter auffen als das Apikale und das radial
innere BCL2 Gen der Basalschicht weiter innen als das des Karzinomgewebes.

6. Die radiale Position nimmt bei beiden Mefmethoden vom Apikalgewebe, iiber das In-
termedidregewebe hin zum Basalgewebe zu. Im Karzinomgewebe ist die radiale Position
am grofsten.
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Abbildung 7.18: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten H#ufigkeitsverteilungen der Mefiwerte
der randbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen der apikalen, intermedidren und
basalen Cervix-Gewebeschicht. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefiwerte der
im Zellkern radial zentraler liegenden BCL2 Gene, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefiwerte
der im Zellkern radial peripherer liegenden BCL2 Gene. Die rote Linie entspricht der normiert kumulierten
Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefiwerte. Die Auftragung der Abszisse gibt den invertierten relativen
radialen Abstand der BCL2 Gene zum Zellkernrand in % an. 0% entsprechen einer radial zentralen Position
und 100% einer radial peripheren Position im Zellkern. Die Ordinate entspricht der normiert kumulierten
Hiufigkeitsverteilung.
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Abbildung 7.19: Das obere Diagramm zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der randbasier-
ten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen des Cervix-Karzinomgewebes. Die durchgezogene
schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefswerte der im Zellkern radial zentraler liegenden BCL2 Ge-
ne, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefiwerte der im Zellkern radial peripherer liegenden
BCL2 Gene. Die rote Linie entspricht der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefswerte.
Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Héufigkeitsverteilungen und Héufigkeitsverteilungen
der Mefiwerte der randbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen aller untersuchten
Cervix-Gewebeschichten. Die Auftragung der Abszisse von Diagramm a gibt den invertierten relativen radialen
Abstand der BCL2 Gene zum Zellkernrand in % an, wobei 0% einer im Zellkern radial zentralen Position und
100% einer radial peripheren Position entsprechen. Die Auftragung der Abszisse von Diagramm b entspricht
den Mittelwerten der Haufigkeitsklassen, welche eine Breite von A10% haben.
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Gesamte Werteilungen v. Gesarnte Yerteilungen

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥

Intermed. *

Basal X

Karzinom - ¥

Zentral v. Zentral

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinam
Apikal ¥

Intermed. X

Basal X

Karzinom - ¥

Peripherv. Peripher

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinam
Apikal ¥

Intermed. X

Basal ¥

karzinom X

Signifikanzniveau

¥ = nicht getestet

= nicht signifikant

= signifikant p < 0.05
= signifikant p < 0.001

5 signifikant p < 0.0001

Abbildung 7.20: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der randbasierten, relati-
ven radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten mittels KS-Test. Es wurden
die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der gesamten Mefswerte und der aufgeteilten Mefiwerte unter-
einander verglichen (zentral-zentral, peripher-peripher). Die Signifikanzniveaus sind in der unteren Tabelle zu
sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit
stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der Irrtumswahr-
scheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen (Alternativhypothese).
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Abbildung 7.21: Die Diagramme zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Mefswerte der
schwerpunktbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen der apikalen, intermedidren und
basalen Cervix-Gewebeschicht. Die durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefwerte der
im Zellkern radial zentraler liegenden BCL2 Gene, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefiwerte
der im Zellkern radial peripherer liegenden BCL2 Gene. Die rote Linie entspricht der normiert kumulierten
Hiufigkeitsverteilung der gesamten Mefiwerte. Die Auftragung der Abszisse gibt den relativen radialen Abstand
der BCL2 Gene vom Schwerpunkt des Zellkerns in % an. 0% entsprechen einer radial zentralen Position
und 100% einer radial peripheren Position im Zellkern. Die Ordinate entspricht der normiert kumulierten
Hiufigkeitsverteilung.
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Abbildung 7.22: Das obere Diagramm zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der schwer-
punktbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen des Cervix-Karzinomgewebes. Die
durchgezogene schwarze Linie entspricht der Verteilung der Mefiwerte der im Zellkern radial zentraler liegen-
den BCL2 Gene, die schwarze gestrichelte Linie der Verteilung der Mefwerte der im Zellkern radial peripherer
liegenden BCL2 Gene. Die rote Linie entspricht der normiert kumulierten Haufigkeitsverteilung der gesamten
Mefiwerte. Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen und H&ufigkeits-
verteilungen der Meftwerte der schwerpunktbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen
aller untersuchten Cervix-Gewebeschichten. Die Auftragung der Abszisse von Diagramm a gibt den relativen
radialen Abstand der BCL2 Gene vom Schwerpunkt des Zellkerns in % an, wobei 0% einer im Zellkern radial
zentralen Position und 100% einer radial peripheren Position entsprechen. Die Auftragung der Abszisse von
Diagramm b entspricht den Mittelwerten der Haufigkeitsklassen, welche eine Breite von A10% haben.
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Gesamte Werteilungen v. Gesarnte Yerteilungen

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥

Intermed. *

Basal X

Karzinom ¥

Zentral v. Zentral

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinam
Apikal ¥

Intermed. X

Basal X

Karzinom ¥

Peripherv. Peripher

Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apikal ¥

Intermed. X

Basal ¥

karzinom X

Signifikanzniveau

¥ = nicht getestet

= nicht signifikant

= signifikant p < 0.05
= signifikant p < 0.001
= signifikant p < 0.00001

Abbildung 7.23: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der schwerpunktbasier-
ten, relativen radialen Position der BCL2 Gene in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten mittels KS-Test.
Es wurden die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der gesamten Mefwerte und der aufgeteilten
Mefswerte untereinander verglichen (zentral-zentral, peripher-peripher). Die Signifikanzniveaus sind in der un-
teren Tabelle zu sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stichproben aus der gleichen
Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die beiden Stichproben mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen (Alternativhypothese).
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7.2.3 Absolute und normierte Distanzen und Schwerpunktswinkel zwischen
den BCL2 Genen und den Chromosomenterritorien 18

Die absoluten und normierten Distanzen wurden mit dem in Kapitel 5 beschriebenen Al-
gorithmus vermessen. Die absoluten Distanzen ergeben sich aus der euklidischen Distanz der
Intensitédtsschwerpunkte und sind in nm angegeben. Die normierten Distanzen entsprechen den
Distanzen innerhalb einer Einheitskugel mit dem Radius R = 1 und sind in Einheitskugelra-
dien angegeben. Die angegebenen Schwerpunktswinkel entsprechen den Schwerpunktswinkeln
und sind in Grad angegeben. Die Mittelwerte p und Standardabweichungen o der Distanzen
und Schwerpunktswinkel zwischen den BCL2 Genen und zwischen den Chromosomenterrito-
rien 18 sind in den Tabelle 7.11 und 7.12 angegeben. Die Mittelwerte der absoluten Distanzen
zwischen den BCL2 Genen liegen alle in einem Bereich von 3.27 bis 3.89 pm, die Standard-
abweichungen zwischen 1.51 und 1.79 um. Die Mittelwerte der normierten Distanzen liegen
zwischen 0.83 und 1 Einheitskugelradien mit Standardabweichungen von 0.32 bis 0.37 Ein-
heitskugelradien. Die Schwerpunktswinkel weisen einen Mittelwert zwischen 84° und 110° auf,
mit Standardabweichungen von 43° bis 47°.

Fiir die absoluten Distanzen zwischen den Chromosomenterritorien 18 ergeben sich Mittelwer-
te von 3.77 bis 4.27 wm und Standardabweichungen von 1.20 bis 1.49 um. Die Mittelwerte

Gewebe Einheit Apikal Intermed.| Basal Karzinom
w abs. Dist. [um] 3.65 3.27 3.82 3.89

o abs. Dist. [um] +1.79 +1.62 +1.58 +1.51
wnorm. Dist. | [Einheitskugelradien] | 0.88 0.83 1 0.97

o norm. Dist. | [Einheitskugelradien| | £0.37 +0.36 +0.33 +0.32

i Schwerp.- [°] 97 84 110 100

winkel

o Schwerp.- [°] +43 +47 +45 +44
winkel

Tabelle 7.11: Mittelwerte und Standardabweichungen der normierten und absoluten Distanzen und der
Schwerpunktswinkel zwischen den BCL2 Genen in Zellkernen der apikalen, basalen und intermedidren Ge-
webeschicht und in Karzinomgewebe. Die absoluten Distanzen sind in pm, die normierten Distanzen in Ein-
heitskugelradien und die Schwerpunktswinkel in Grad angegeben.

Gewebe Einheit Apikal Intermed.| Basal Karzinom
w abs. Dist. [um] 3.89 3.77 3.99 4.27

o abs. Dist. [um] +1.37 +1.20 +1.42 +1.49
wnorm. Dist. | [Einheitskugelradien] | 0.95 0.95 1.05 1.06

o norm. Dist. | [Einheitskugelradien] | +0.31 +0.28 +0.33 +0.31

i Schwerp.- [°] 102 94 113 109

winkel

o Schwerp.- [°] +35 +42 +42 +42
winkel

Tabelle 7.12: Mittelwerte und Standardabweichungen der normierten und absoluten Distanzen und der
Schwerpunktswinkel zwischen den Chromosomenterritorien 18 in Zellkernen der apikalen, basalen und interme-
didren Gewebeschicht und in Karzinomgewebe. Die absoluten Distanzen sind in pm, die normierten Distanzen
in Einheitskugelradien und die Schwerpunktswinkel in Grad angegeben.
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der normierten Distanzen liegen in einem Bereich von 0.95 bis 1.06 Einheitskugelradien mit
Standardabweichungen von 0.28 bis 0.33 Einheitskugelradien. Die Mittelwerte der Schwer-
punktswinkel liegen zwischen 94° und 113° und Standardabweichungen von 35° bis 42°. Die
normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der Mefiwerte der Chromosomenterritorien 18
in den Diagrammen der Abbildung 7.24, die der BCL2 Gene sind in der Abbildung 7.25 zu
sehen. Aus der normiert kumulierten Haufigkeitsverteilung der absoluten Distanzen zwischen
den BCL2 Genen ergibt sich, dass diese in einem Bereich von 1.00 bis 9.00 wm streuen. In
75-80% der Zellkernen liegt die absolute Distanz zwischen den beiden BCL2 Genen zwischen
3.00 pm und 8.00 wm und der Verlauf in allen Gewebeschichten dhnlich ist. Die Mefwerte
der normierten Distanzen liegen in allen Gewebeschichten in einem Bereich von 0.20 bis 1.80
Einheitskugelradien und 81-91% der Mefwerte befinde sich in einem Bereich von 0.60 bis 1.40
Einheitskugelradien. Die Schwerpunktswinkel zeigen eine anndhernd linearen Verlauf in einem
Bereich von 0 bis 180°, wobei sich 100% der Mefswerte aller Gewebeschichten zwischen 36° und
180° befinden. Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Parameter zeigen bzgl.
der Chromosomenterritorien 18 ein analoges Verhalten. Die normiert kumulierten Haufigkeits-
verteilungen der Mefswerte der absoluten, normierten Distanzen und der Schwerpunktswinkel
der Chromosomenterritorien 18 und der BCL2 Gene sind in Zellkernen der Apikal- und Inter-
medidrschichten nicht signifikant zu kleineren Werten hin verschoben.

Die KS-Tests wurden, da alle keine signifikanten Unterschiede aufweisen in Abbildung 7.26 zu-
sammengefaft. Weder die absoluten und normierten Distanzen, noch die Schwerpunktswinkel
zwischen den BCL2 Genen und den Chromosomenterritorien 18 konnen unterschieden werden.

Zusammenfassung der Resultate
1. Die Mittelwerte werden wie in den obigen Tabellen angenommen.

2. Es konnten fiir alle Parameter keine Unterschiede zwischen den normiert kumulierten
Héaufigkeitsverteilungen der unterschiedlichen Gewebeschichten nachgewiesen werden.
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Abbildung 7.24: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der ab-
soluten und normierten Distanzen zwischen den Chromosomenterritorien 18 in Apikal-, Intermedidr-, Basal-
und Karzinomgewebe. Das Diagramm c zeigt die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der Schwer-
punktswinkel zwischen den Chromosomenterritorien in den gleichen Gewebeschichten. Die Ordinate entspricht
in allen Diagrammen der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung. Die Abszisse in a gibt die absoluten
Distanzen (in gym), in b die normierten Distanzen innerhalb einer Einheitskugel (in Einheitskugelradien) und
in ¢ die Schwerpunktswinkel (in Grad) wieder.
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Abbildung 7.25: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der abso-
luten und normierten Distanzen zwischen den beiden BCL2 Genen in Apikal-, Intermediér-, Basal- und Karzi-
nomgewebe. Das Diagramm c zeigt die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der Schwerpunktswinkel
zwischen den BCL2 Genen in den gleichen Gewebeschichten. Die Ordinate entspricht in allen Diagrammen der
normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung. Die Abszisse in a gibt die absoluten Distanzen (in pum), in b die
normierten Distanzen innerhalb einer Einheitskugel (in Einheitskugelradien) und in ¢ die Schwerpunktswinkel
(in Grad) wieder.
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Ahsolute Distanzen der Chromosomtertitarien 18 und BCLZ Gene

Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥

Intermed. *

Basal ¥

Karzinom X

rorrmierte Distanzen der Chromosormterritorien 18 und BCLZ Gene

Geweheschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinom
Apilal ¥
Intermed. *
Basal X
Karzinom X
Winkel der Chromosornterritorien 18 und BCL2 Gene
Gewebeschicht | Apikal Intermediar | Basal Karzinam
Apikal ¥
Intermed. *
Basal X
karzinom X
Signifikanzniveau
¥ = nicht getestet
= nicht signifikant
= signifikant p < 0.05
4 signifikant p < 0.001
- 4 signifikant p < 0.00001

Abbildung 7.26: Die Tabellen zeigen die Resultate der statistischen Untersuchung der absoluten und nor-
mierten Distanzen und der Schwerpunktswinkel zwischen den BCL2 Genen und zwischen den Chromosomen-
territorien 18 in Zellkernen der Cervix-Gewebeschichten mittels KS-Test. Es wurden die normiert kumulierten
Haufigkeitsverteilungen der gesamten Mefiwerte aller Gewebeschichten miteinander verglichen. Die Signifikanz-
niveaus sind in der unteren Tabelle zu sehen. Kein signifikanter Unterschied bedeutet, dass die beiden Stich-
proben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (Nullhypothese), ein signifikanter Unterschied, dass die
beiden Stichproben mit der Irrtumswahrscheinlichkeit p < aus unterschiedlichen Grundgesamtheiten stammen
(Alternativhypothese).
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7.2.4 Topologisches Modell

Die biologische Interpretation der Mefswerte und statistischen Ergebnisse resultiert in zwei to-
pologischen Modellen fiir die BCL2 Gene und Chromosomenterritorien 18 im Cervix-Gewebe.
Ein Modell ergibt sich aus der Messung der randbasierten und eines aus der Messung der
schwerpunktbasierten, relativen radialen Position der BCL2 Gene und der Chromosomenter-
ritorien 18.

Das schwerpunktbasierte Modell ist in Abbildung 7.27 zu sehen. Die Position der homologen
Chromosomenterritiorien 18 bzw. der beiden BCL2 Gene sind in Basal- und Karzinomgewebe
unterschiedlich lokalisiert, relativ radial zwischen 51-55% bzw. 48-50% und 72-75% bzw. 71-
72%, die Schwerpunktswinkel und normierten Distanzen liegen bei ca. 109-113° bzw. 100-110°
und 1.05-1.06 bzw. 0.97-1.00 Einheitkugelradien. Im Apikal- und Intermedidrgewebe liegen
beide Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Gene bei 58% und 62% bzw. 59% und 60%, die
Schwerpunktswinkel zwischen den Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Genen bei 94° und
102° bzw. 84° und 97° und die normierten Distanzen 0.95 bzw. 0.83-0.88 Einheitkugelradien.
In 75-80% der Fille liegen beiden BCL2 Gene in allen Gewebeschichten an der Peripherie
des Chromosomenterritoriums 18, die Intensitidtsschwerpunkte jedoch innerhalb. Da Cervix-
Gewebe ein Plattenepithel ist und die vorliegenden Gewebeschichten den Differenzierungsweg
der Ephitelzellen vom Basalgewebe iiber das Intermedidrgewebe ins Apikalgewebe beschrei-
ben, ist das Modell in diesem Zusammenhang zu deuten. Im Basalgewebe ist die relative
radiale Position der Chromosomenterritorien auf zwei radiale Positionen aufgeteilt, eine radi-
al zentral, eine radial peripher. Wiahrend der Differenzierung gleicht sich die relative radiale
Position der beiden Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Gene an und beide nehmen eine
gleiche radiale Position ein, ohne dass sich die Distanzen und Schwerpunktswinkel &ndern. Im
Cervix-Karzinomgewebe gleicht sich die Topologie wieder der des Basalgewebes an.

Die randbasierte relative radiale Positionierung, welche eine Verfeinerung der schwerpunktba-
sierten Methode ist, wurde entwickelt, wie aus der Einleitung deutlich wird, um auf flache und
unformige Zellkerne angewendet zu werden. Anhand von Abbildung 7.28 wird deutlich, dass
die Zellkernformen im apikalen und basalen Gewebe flach und ellipsoid und im Karzinomge-
webe unformig sind.

Das zweite Modell, welches Unterschiede zum ersten Modell aufzeigt, gibt die Topologie
in Bezug auf den Zellkernrand wieder. Die relative radiale Position der beiden Chromosomen-
territorien 18 entspricht in Basalgewebe 66% und in Intermedidr- und Apikalgewebe 64 bzw.
59%. Die beiden BCL2 Gene liegen im Basalgewebe bei 50% und 77% und &ndern ihre radiale
Position, wahrend der Differenzierung, sodass beide BCL2 Gene und die homologen Chro-
mosomenterritorien 18 im Intermedidrgewebe radial bei 65% und im Apikalgewebe bei 59%
liegen, wobei im Apikalgewebe die zentralste relative radiale Position eingenommen werden. Im
Karzinomgewebe dndert sich die relative radiale Position der beiden Chromosomenterritorien
18 und der beiden BCL2 Gene zu einer radialen Position von 69%. Die Schwerpunktswin-
kel und normierten Distanzen stimmen mit denen des ersten Modells iiberein. Ein Schema
diese Modells ist in Abbildung 7.29 zu sehen. Die Lage der BCL2 Gene relativ zur Ober-
fliche der Chromosomenenterritorien 18 wird, unabhéngig von transkriptioneller Aktivitét,
Differenzierungsstadium und Gewebeschicht, als peripher relativ zur Oberfliche des Chromo-
somenterritoriums 18 beschrieben. Nur in 25% der untersuchten Zellkern im Karzinomgewebe
und in 20% der Zellkern in den anderen drei Gewebeschichten befand sich eines der beiden
BCL2 Gene peripher und auferhalb.
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Apikales Gewebe Karzinom Gewebe

Intermedidres Gewehe Basales Gewehe

m:' . = BCL2 Gen

o = Chromosom 18 100 0%

Abbildung 7.27: Die Abbildung zeigt ein vollstédndiges topologisches Modell der Chromosomenterritorien 18
und BCL2 Gene in Zellkernen des normalen Cervix-Gewebe und Cervix-Karzinom-Gewebe, auf der Basis der
schwerpunktbasierten relativen radialen Positionierung.
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Abbildung 7.28: 2D Projektionen (links) und 3D Rekonstruktionen (rechts) von Zellkernen, Chromosomen-
territorien 18 und BCL2 Genen des Cervix-Gewebes. Abbildung a zeigt einen Zellkern der Apikalschicht,
Abbildung b der Intermedérschicht, Abbildung c der Basalschicht und Abbildung d des Cervix-Karzinoms.
Zum Vergleich siehe auch Abbildung 8.1
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Apikales Gewebe Karzinom Gewebe

Intermedidres Gewehe Basales Gewehe

T |
o =chromosom 18 100 0% . = BCL2 Gen

Abbildung 7.29: Die Abbildung zeigt ein vollstédndiges topologisches Modell der Chromosomenterritorien 18
und BCL2 Gene in Zellkernen des normalen Cervix-Gewebes und Cervix-Karzinom-Gewebes, auf der Basis der
randbasierten, relativen radialen Positionierung.
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7.3 Quantitative Bildanalyse des SNRPN-Gens

Die in den Kapiteln 4.4 und 5.4 vorgestellte Methode der Volumenmessung der Fluorphor-
verteilung von mittels FISH markierten Chromatinregionen in der Grofenordnung der Auflo-
sunggrenze wurde in zwei Experimenten auf das SNRPN-Gen angewendet. Das SNRPN Gen
liegt in der Prader-Willi-Syndrom-Region (=PWSR), in welcher eines der Gene (paternal)
exprimiert und das andere Gen (maternal) nicht exprimiert wird, sodass, sollten Kondensati-
onsunterschiede in der untersuchten Gréfenordnung vorhanden sein, diese zugeordnet werden
konnen.

Die verwendeten Zellen sind primére T-Lymphozyten (erstes Experiment), in welchen das
paternale und maternale Gen nicht anhand einer Fluoreszenzmarkierung unterschieden wur-
de, und Lymphoblastoiden LB-5 Zellen (zweites Experiment), in welchen das paternale und
maternale Gen unterschieden wurde. In beiden Experimenten wurde die Zellen Paraformal-
dehyd (=PFA) fixiert sind und deren Gene mittels Standard-FISH markiert. Die im ersten
Experiment verwendete DNA-Sonde ist eine kommerzielle SNRPN-Probe (Qbiogen) von 200
kBp Linge und einem Farbstoff mit einer Anregungswellenléinge von 488 nm. Im zweiten Ex-
periment wurde eine 159 kBp lange DNA-BAC-Sonde (AC009696) verwendet, welche an das
SNRPN Gen bindet, und mit einem FITC-Fluoreszenzfarbstoff markiert war?. Die Aufnah-
men des ersten Experiments (Leica TCS NT SP1, Universitidt Heidelberg) erfolgten mit einem
PlanApo 63x/NA 1.4 Olobjektiv, 0.77 Pinhole und einer Voxelgréfe von 78 nm lateral und
203 nm axial. Es wurden dreidimensionle Bildstapel mit einer Bildtiefe von 8 Bit mit einer la-
terale Bildgroke von 512x512 Pixeln aufgenommen. Die Anregungswellenldnge entsprach 488
nm (Argon Krypton Laser), das emittierte Fluoreszenzlicht wurde mit einem Blockfilter in
einem Bereich von 530+15 selektiert und einem Photomultiplier detektiert. Die Aufnahmen
des zweiten Experiments erfolgten ebenfalls an einem CLSM (Zeiss LSM 410, LMU) mit ei-
nem PlanApo100x/NA 1.4 Olobjektiv, 1.0 Pinhole und einer Voxelgrofe von 36 nm (lateral)
und 284 nm axial. Die laterale Bildgrofse entsprach 512x512 Pixeln, wobei dreidimensionale
Bildstapel mit einer Bildtiefe von 8 Bit aufgenommen wurden. Die Anregungswellenlénge ent-
sprach 488 nm (Argon Krypton Laser), die Emmisionswellenléinge 520 nm, welche mit einem
Blockfilter selektiert und Photomultipliern detektiert wurde.

Die Halbwertsbreiten PSF wurden anhand von 100 nm Beads (Anregungswellenléinge 488 nm)
berechnet, welche in Vectashield eingebettet auf den Objekttriger prapariert waren. Die De-
tektion der Beads erfolgte mit den gleichen Parametern, mit welchen die SNRPN Genregion
detektiert wurde.

Zur quantitativen Bildanalyse wurden die dreidimensionalen Bildstapel in das KDF-Format
konvertiert und die Signale mit einem Binomialfilter verstérkt. Die Zellkerne wurden mit ei-
nem 3xl1x1 und 1x3x1 und die SNRPN Signale mit einem 5x1x1 und 1x5x1 Binomialfilter
bearbeitet. Auf die Zellkernen wurden das Isodataverfahren angewendet, um Hintergrund und
Rauschen zu reduzieren. Die Signale der Gene und Beads wurden mit dem entwickelten To-
phatfilter selektiert und segmentiert (siehe Kapitel 5.1.5). Die Halbwertsbreite der PSF und
die Ellipsoid- und Kugelvolumina und die Kompaktierung der SNRPN Gene wurde anhand
der in den Kapiteln 4.4 und 5.4 beschriebenen Algorithmen und Methoden berechnet. Die An-
passung der zweidimensionalen Gaufsfunktion erfolgte an die Rohdaten, wobei die Startkon-
figuration anhand der mittels Tophatfilter segmentierten Regionen erfolgte. Die Berechnung

2Der biologischen Teil, d.h. die Priaparation und die FISH, sowie die Aufnahmen wurden von Y.Weiland
(Universitdt Heidelberg) und K.Teller (LMU Miinchen) ausgefiihrt und die Aufnahmen freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt.
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der randbasierten, relativen radialen Positionen erfolgt mit dem in den Kapitel 5.3 beschrie-
benen Methoden.

Die beiden Experimente, an welchen die quantitative Bildanalyse des SNRPN Gens durchge-
fiihrt wurde, kdnnen wie folgt charakterisiert werden:

1.Experiment

. Die laterale und axiale PSF des CLSM wurde an 311 Beads mit einer Grofie von 100 nm

gemessen.

. Die verwendete DNA-Sonde ist 200 kBp lang.

. Das paternale und maternale Gen konnten nicht unterschieden werden.

. Es wurden 102 Gene in 51 Zellen untersucht.

. Es wurde das Ellipsoidvolumen, das Kugelvolumen und die Kompaktierung gemessen.

. Es wurde die randbasierte relativen radialen Positionen gemessen.

Die Mefiwerte wurden, analog der im Kapitel 7.2 erkldrten Methoden, sortiert und sta-
tistisch untersucht.

2.Experiment

1.

Da keine PSF-Messung vorlagen, wurde die axiale und laterale PSF des ersten Experi-
ments verwendet.

. Die verwendete DNA-Sonde ist 159 kBp lang.

. Das paternale und maternale Gen konnten unterschieden werden.

Es wurden 36 Gene in 18 Zellen untersucht.

. Es wurde das Ellipsoidvolumen, das Kugelvolumen und die Kompaktierung gemessen.

. Es wurde das Volumen vermessen, nachdem ein interaktiver Schwellwert festgelegt wor-

den war?

Die Ergebnisse des ersten Experiments, die PSF-, Kugelvolumen-, Ellipsoidvolumen- und Kom-
paktierungsmessung, werden im Kapitel 7.3.1 und, die schwerpunktbasierten und randbasier-
ten, relativen radialen Positionierungsmessungen, im Kapitel 7.3.2 vorgestellt. Die Resultate
des zweiten Experiments werden im Kapitel 7.3.3 dargelegt. Eine Vergleich der beiden Expe-
rimente erfolgt im Kapitel 7.3.4.

8Schwellwerte von K. Teller festgelegt
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7.3.1 Messung des Volumens und der Kompaktierung des SNRPN Gens(1.
Experiment)

Die Messung der lateralen und axialen PSF erfolgte an Beads, welche eine Gréfe von 100 nm
haben, und in Vectashield (Vector Labs, USA) eingebettet auf den Objektréiger prapariert wur-
den. Die Detektion und Segmentierung der Beads erfolgte mit dem Tophatfilter-Algorithmus.
Es konnten 311 von 319 Beads mit einer Einstellung von r=0.5 detektiert und segmentiert wer-
den, sodass sich eine Effizienz von 97.5% ergibt. An die detektierten Beads wurden anschlie-
fend in x-y-Richtung, x-z-Richtung und y-z-Richtung eine zweidimensionale Gaufsfunktion
angepafit, aus deren Standardabweichung die PSF-Halbwertsbreite der jeweiligen Raumrich-
tung berechnet wurde (siehe Kapitel 4.4 und 3.3.2). Es wurde die PSF-Halbwertsbreite von 311
Beads vermessen und die Mittelwerte der jeweiligen Raumrichtung gebildet. Die verwendete
laterale und axiale PSF ergab sich aus den Mittelwerten der Messungen in alle Raumrich-
tungen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der lateralen (x- und y-Richtung) und
axialen (z-Richtung) Halbwertsbreite der PSF in die einzelnen Raumrichtungen sind in Tabel-
le 7.13 zu sehen. Die Mittlewerte der lateralen PSF-Halbwertsbreiten liegen in einem Bereich
von 214 bis 264 nm, die der axialen in einem Bereich von 581 bis 582 nm. Die Standardab-
weichungen der lateralen PSF-Halbwertsbreiten liegen in einem Bereich von 20 bis 51 nm, die
Standardabweichungen der axialen PSF-Halbwertsbreiten zwischen 42 und 51 nm. Auffallend
ist die zwischen 40-50 nm grofere PSF-Halbwertsbreite in x-Richtung, welche sich aus einer
Asymmetrie der Lochblende des CLSM ergibt?. Die Standardabweichungen der Messungen
der lateralen PSF-Halbwertbreite in x-z- und y-z-Richtung sind 20-30 nm grofier als die Stan-
dardabweichungen der Messung in x-y-Richtung, da die Anisotropie der Auflosung des CLSM
mit in die Anpassung der zweidimensionalen Gaufsfunktion einfliefft. Die Halbwertsbreiten der
verwendeten PSF wurden aus der Mittelung der Mefiwerte iiber alle lateralen und axialen
Richtungen ermittelt und sind in Tabelle 7.14 zu sehen.

Mefsirichtung | Richtung | Einheit | Mittelwert | Standardabweichung
Xy X [nm] 255 +33
X-y y [nm] 214 +20
X-7 X [nm] 264 +43
y-7 y [nm] 222 +26
Xz z [nm] 581 +51
y-z z [nm] 582 +42

Tabelle 7.13: Mittelwerte und Standardabweichungen der PSF-Halbwertsbreiten, welche sich aus den Halb-
wertsbreiten bei Messung in die angegebenen Raumrichtungen ergeben. Die Einheit der Mefwerte ist nm.

PSF Einheit | Mittelwert | Standardabweichung
Lateral [nm] 239 +38
Axial [nm] 581 +46

Tabelle 7.14: Mittelwerte und Standardabweichungen derPSF-Halbwertsbreiten, welche sich aus der Mitte-
lung aller Halbwertsbreiten in laterale und axiale Richtung ergeben. Die Einheit der Mefiwerte ist nm.

“Die Halbwertsbreite der PSF in die beiden laterale Richtung sollte gleich grof sein, da die laterale PSF
eine symmetrische Funktion ist
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Abbildung 7.30: Die Diagramme a und b zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen der lateralen
bzw. axialen PSF-Messungen, welche sich aus den Messungen in die unterschiedlichen Raumrichtungen und
bei Mittelung aller Mefwerte ergeben. Die Einheiten der Ordinate entsprechen nm. Diagramm c zeigt die
Héufigkeitsverteilung der lateralen und axialen PSF-Messung. Die Abszisse entspricht den Mittelwerten der
Haufigkeitsklassen, wobei die Breite der Klassen A50 nm entspricht, und die Ordinate der Haufigkeit.
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In Abbildung 7.30 sind die gemessenen lateralen (Diagramm a) und axialen (Diagramm b)
PSF-Halbwertsbreiten und die Héufigkeitsverteilung (Diagramm ¢) der Messungen zu sehen.
Die Mefswerte der lateralen Messunge streuen in einem Bereich von 200 bis 550 nm, die axialen
Mefswerte in einem Bereich von 450 bis 750 nm. Der Tophatfilter erkannte, mit einer Einstel-
lung von r=0.5, in 51 von 59 moglichen Zellkernen beide Gensignale vollsténdig, in 5 der 59
Zellkerne nur ein Gensignal und in 3 Zellkernen >2 Gensignale. Die resultierende Effizienz
entspricht somit 89.9%, unter Vernachléssigung der Zellkerne mit >2 Gensignalen.

Mit den berechneten PSF-Halbwertsbreiten wurden die Halbwertsbreiten der SNRPN Gene
mit dem in Kapitel 5.4 vorgestellten und entwickelten Algorithmus berechnet und aus die-
sen die Ellipsoid- und Kugelvolumina und, mit der Linge der DNA-Sonde von 200 kBp, die
Kompaktierung berechnet. Aus den resultierenden Mefkwerten wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen der gesamten Verteilungen berechnet. Zusédtzlich wurden die resultie-
renden Mefswerte in zwei Verteilungen sortiert, eine mit den groferen Volumina bzw. kleineren
Kompaktierungen, die anderen mit den kleineren Volumina bzw. groferen Kompaktierungen.
Die Distanz der Mittelwerte Au der aufgeteilten Verteilungen wurde mit der skalierten Stan-
dardabweichung der gesamten Verteilung o, also der Distanz der Mittelwerte einer zufélli-
gen Verteilung verglichen (siehe Kapitel 7.2). Die Mittelwerte der gesamten und aufgeteilten
Verteilungen piges, pin und fiout, die Standardabweichungen oges, 0in und o4y und Tester-
gebnisse des Vergleichs der aufgeteilten Verteilungen der Ellipsoid- und Kugelvolumina und
Kompaktierungen sind in Tabelle 7.15 zu sehen. Der Mittelwert der gesamten Verteilung der
Ellipsoidvolumina liegt bei 0.070 wm? und der Kugelvolumina bei 0.026 pum?. Die mittlere

Kompaktierung der DNA, welche aus dem Ellipsoidvolumen resultiert, liegt bei 3.7 %ff , die
M Bp

wm?3
aller Mefiwerte haben eine Grofenordnung von >40% des Mittelwertes, d.h. diese sind auf-

fallig grof. Die aufgeteilten Verteilungen konnen nicht von denen einer zufélligen Sortierung
unterschieden werden.

Der Mittelwert der gesamten Verteilung der Ellipsoidvolumina ist um einen Faktor 2.7, der
Mittelwert der kleineren Ellipsoidvolumina um einen Faktor 3.1 und der Mittelwert der gro-
feren Ellipsoidvolumina um einen Faktor 2.6 grofer als die Kugelvolumina.

Kompaktierung der DNA im Kugelvolumen liegt bei 10.8 . Die Standardabweichungen

Parameter | V guipsoid V Kugel Komp. gjipsoia | Komp.gyge
[m?] [pm?] (225 brid
Hges 0.070 0.026 3.7 10.8
Oges +0.050 +0.018 +1.7 +6.1
Lin 0.055 0.018 2.9 7.9
Oin £0.035 +0.010 +1.1 +3.6
Lout 0.085 0.033 4.3 13.2
Oout £0.058 £0.021 +1.6 +5.6
Ap 0.030 0.015 1.4 5.3
o 0.057 0.020 1.9 6.9
Testergebnis | negativ negativ negativ negativ

Tabelle 7.15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung der gesamten und aufgeteilten Mefiwerte
der Volumen und Kompaktierungsmessungen und die Ergebnisse des Vergleiches der aufgeteilten Mefiwerte
mit dem Ergebnis einer zufilligen Verteilung. Die Ellipsoid- und Kugelvolumina sind in pm?® angegeben, die
Kompaktierung in 22p
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Dieser Faktor resultiert aus der in die Berechnung des Ellipsoidvolumens mit einbezogene axia-
len PSF und gibt das Verhéltnis der axialen zur lateralen PSF wieder. Eine analoge Aussage
kann fiir die Kompaktierung gemacht werden, da in diese die Volumina reziprok mit einfliefsen.
Auffallend ist die gute Ubereinstimmung der Kompaktierung der DNA innerhalb einer Kugel
mit der Kompaktierung einer homogenen DNA-Verteilung von 11 ]L/[Tff in einem Zellkern mit
10 pwm Durchmesser.

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Ellipsoid- und Kugelvolumina und die
Mittelwerte mit Standardabweichungen der gesamten und aufgeteilten Mefiwerte sind in den
Diagrammen a und b der Abbildung 7.31 zu sehen. 77% der Mefswerte der Ellipsoidvolu-
mina befinden sich in einem Bereich von 0.040 bis 0.160um? und 85% der Mefiwerte der
Kugelvolumina in einem Bereich von 0.010 bis 0.050 um?. Auffallend sind in Diagramm ¢ der
Abbildung 7.31 die grofsen Standardabweichungen. Die Ursache fiir die grofen Standardab-
weichungen konnte die unterschiedliche Lage der Gene im Zellkern sein. Fiir einen bestimmten
prozentualen Anteil an Mefswerten der Stichprobe wird ein Strukturunterschied der SNRPN
Gene in laterale Richtung gemessen, da sich diese in einer Lage in lateralen Position befinden.
Die restlichen Mefiwerte der Stichprobe weisen diesen Unterschied, aufgrund einer Lage in
axiale Richtung, nicht auf.

Die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen der Kompaktierung des SNRPN Gens in-
nerhalb eines Ellipsoid- bzw. Kugelvolumens und die Mittelwerte und Standardabweichungen
der gesamten und aufgeteilten Mefiwerte sind in Diagrammen der Abbildung 7.32 zu sehen.
85% der Mefwerte der Kompaktierung innerhalb eines Ellipsoidvolumens befinden sich in ei-

nem Kompaktierungsbereich von 1 bis 6 ffg’ und 88% der Mefkwerte der Kompaktierung

innerhalb eines Kugelvolumens in einem Bereich von 4 bis 20 Mrff . Aufgrund des Zusammen-

hangs zwischen der Kompaktierung und dem Volumen ergeben sich fiir die Kompaktierungen
ebenfalls grofe Standardabweichungen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die laterale Halbwertsbreite der PSF des CLSM (Leica TCS NT) kann mit 239438 nm,
die axiale Halbwertsbreite der PSF 581446 nm angegeben werden. Die Beads, welche zur
Messung verwendet wurden, waren in Vectashield eingebettet und auf den Objektriger
prapariert.

2. Die Halbwertsbreiten der PSF in die beiden lateralen Richtungen weisen einen Unter-
schied von 30-40 nm auf, was von einem mechanischen Drift des Objekttrigertisches am
Mikroskop verursacht wird.

3. Das Ellipsoidvolumen und die Kompaktierung der 200 kBp langen DNA-Sequenz inner-
halb eines Ellipsoidvolumens des SNRPN Gens liegen bei 0.07040.050 gm? bzw. 3.74+1.7
M Bp
pm3

4. Das Kugelvolumen und die Kompaktierung der 200 kBp langen DNA-Sequenz innerhalb
eines Kugelvolumens liegen bei 0.02640.018 pm? bzw. 10.8+6.1 MBp

pm3

5. Keine der aufgeteilten Verteilungen konnte von einer zufilligen Sortierung unterschieden
werden.
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Abbildung 7.31: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Kugel-
bzw. Ellipsoidvolumina. Die schwarze gestrichelte Linie entspricht der Verteilung mit der grofseren Mefiwerten,
die schwarze durchgezogen Linie der Verteilung mit der kleineren Mefiwerten und die rote Linie der Verteilung
der gesamten MeRwerte. Auf der Abszisse ist das Volumen in pm® und auf der Ordinate die normiert kumu-
lierte Haufigkeitsverteilung aufgetragen. Das Diagramm c zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen
der Mefswerte der gesamten und aufgeteilten Verteilungen der Ellipsoid- und Kugelvolumina. Der blaue Punkt
entspricht dem Mittelwert der groferen Mefiwerte, der roten dem Mittelwert der kleinere Mefiwerte und der
schwarze Punkt dem Mittelwert der gesamten MeRwerte. Hier zeigt die Ordinate das Volumen in pum® an.
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Abbildung 7.32: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Kom-
paktierung des SNRPN Gens innerhalb eines Ellipsoid- und Kugelvolumens. Die schwarze gestrichelte Linie
entspricht der Verteilung mit den gréferen Mefswerten, die schwarze durchgezogen Linie der Verteilung mit
den kleineren Mefwerten und die rote Linie der gesamten Verteilung. Auf der Abszisse ist die Kompaktierung
in Mfsp und auf der Ordinate die normiert kumulierten H&ufigkeitsverteilungen aufgetragen. Das Diagramm c
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten und aufgeteilten Verteilungen der Kompaktie-
rung. Hier zeigt die Ordinate die Kompaktierung in 2% ngf’ an. Der blaue Punkt entspricht dem Mittelwert der
Verteilung der grofieren Mefiwerte, der roten Punkt dem Mittelwert der Verteilung der kleinere Mefiwerte und
der schwarze Punkt dem Mittelwert der Verteilung der gesamten Mefwerte.
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7.3.2 Messung der relativen radialen Position des SNRPN Gens (1. Expe-
riment)

Die relative radiale Position der SNRPN Gene wurde randbasiert mit den bereits vorgestellten
Algorithmen vermessen. Die resultierenden Verteilungen wurden in zwei Verteilungen sortiert,
welche aus den radial zentraleren und radial periphereren liegenden Mefwerte bestanden. Die
Mittelwerte randbezogenen relativen radialen Position der gesamten und aufgeteilten Vertei-
lungen jiges, ptin und pioye, die Standardabweichungen oyes, 04, und o, und Testergebnisse
des Vergleichs der aufgeteilten Verteilungen sind in Tabelle 7.15 zu sehen. Der Mittelwert der
randbasierten, relativen radialen Position liegt bei 59% und weist eine Standardabweichung
von 21% auf. Anhand der randbasierten Methode konnte ein signifikanter Unterschied von
1% zwischen den Mittelwerten der aufgeteilten Mefiwerte nachgewiesen werden. Das radial
zentraler liegende SNRPN Gen weist einen Mittelwert von 47%, das radial peripherer liegende
Gen einen Mittelwert von 70% auf, mit Standardabweichungen von 19% bzw. 14%.

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der randbasierten, relativen radialen Posi-
tion der SNRPN Gene ist im Diagramm a der Abbildungen 7.33 zu sehen. Die Verteilung der
radial weiter auften liegenden Mefswerte ist schwarz gestrichelt, die Verteilung der radial weiter
innen liegenden Mefswerte schwarz durchgezogen und die Verteilung der gesamten Mefswerte
rot gekennzeichnet. Von den randbezogenen Mefiwerte liegen 76% der radial zentraleren Mef-
werte bei einer radialen Position <70% und 91% der radial peripheren Mefswerte bei einer
radialen Position >60%. Der signifikante Unterschied, der anhand der aufgeteilten Verteilun-
gen nachgewiesen werden kann, wird aus dem Anteil an Mefswerte nochmals deutlich.
Aufgrund des aus der Aufteilung der Mefswerte resultierenden signifikanten Unterschiedes und
der daraus resultierenden unterschiedlichen radialen Positionen der SNRPN Gene, die mit
beiden Mefimethoden nachgewiesen werden konnte, wurden die unterschiedlichen radialen Po-
sitionen mit den Volumina korreliert. Es kann mit der randbezogenen Positionierung aufgezeigt
werden, das in 71% der Zellkerne das SNRPN Gen mit einem kleineren Kugelvolumen eine ra-
diale zentrale Position mit einem Mittelwert von 47% und das zweite Gen mit einem gréferen
Kugelvolumen eine radial peripher liegende Position von 70% einnimmt.

Parameter | Einheit | Randbasierte rel.
rad. Position

figes % |59

Oges (%] +21

fhin (6] |47

Oin (%] +19

Hout [%] 70

Oout (%] +14

Ap [%] 24

o (%] 23

Testergebnis positiv

Tabelle 7.16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung der gesamten und aufgeteilten Mefiwerte
der randbasierten, relativen radialen Position und die Ergebnisse des Vergleiches der aufgeteilten Mefiwerte
mit dem Ergebnis einer zufilligen Verteilung. Die relativen radialen Positionen sind in % angegeben.
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Fiir das Ellipsoidvolumen konnte diese Korrelation in 65% der Zellkern nachgewiesen werden.
Die prozentualen Korrelationswerte sind im Diagramm b der Abbildung 7.33 fiir die randba-
sierte Methode aufgetragen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Die randbasierte relative radiale Position der beiden SNRPN Gene sind signifikant un-
terschiedlich. Eines der Gene nimmt eine radiale Position von 47% mit einer Standard-
abweichung von 19% ein, das andere eine radiale Position von 70% mit einer Standard-
abweichung von 14%.

2. Die randbezogene relative radiale Position des kleineren Kugelvolumen korreliert in 71%
der Zellkerne mit einer radialen zentralen Position, wihrend das gréfere Kugelvolumen
eine radial periphere Position einnimmt. Gleiches gilt in 65% der Zellkerne fiir die Ellip-
soidvolumina (siehe Diagramm b in Abbildung 7.33).
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Abbildung 7.33: Das Diagramm a zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der randbasierten,
relativen radialen Position. Die schwarze gestrichelte Linie entspricht der Verteilung mit den groferen Mef-
werten, die schwarze durchgezogen Linie der Verteilung mit den kleineren Mefiwerten und die rote Linie der
gesamten Verteilung. Auf der Abszisse ist die relative radiale Position in % und auf der Ordinate die normiert
kumulierte Hiufigkeitsverteilung aufgetragen. Diagramm b zeigt die prozentuale Korrelation zwischen den SN-
RPN Genen mit einem kleineren Ellipsoid- bzw. Kugelvolumen, welche radial bei 47% liegen, und den SNRPN
Genen mit dem groferen Volumen, welche radial bei 70% liegen. Die untere Abbildung zeigt ein Modell, welches
die randbasierte, relative radiale Position und die Gréfe der Ellipsoid bzw. Kugelvolumina korreliert.
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7.3.3 Messung des Volumens und der Kompaktierung des SNRPN Gens
(2. Experiment)

Die Messung des Ellipsoid- und Kugelvolumens und der Kompaktierung im zweiten Expe-
riment erfolgte in lymphoblastoiden Zellen, in welchen das paternale und maternale SNRPN
Gen unterschieden werden konnte. Es wurden die im dem ersten Experiment gemessenen PSF-
Halbwertsbreiten verwendet, da keine Beadmessungen vorlagen, weshalb die aus der Messung
resultierenden Mefiwerte nicht als absolute Werte angesehen werden diirfen, sondern nur re-
lativ zueinander. Die Messungen wurden dennoch durchgefiihrt, weil die Unterscheidung in
aktives (paternal) und inaktives (maternal) SNRPN Gen ein geeignetes Modell zur Uberprii-
fung der De- und Kondensationshypothese von Genen ist. Die Anzahl der Mefswerte befindet
sich an einer statistisch kritischen Grenze, ist aber noch zuléssig. Da keine Zellkernférbungen
vorlagen, konnte die Korrelation mit der radialen Lage nicht untersucht werden.

Die Messung der Ellipsoid- und Kugelvolumina und der Kompaktierung erfolgt mit den in
den Kapiteln 3.3.2 und 4.4 beschriebenen Algorithmen. Aus den resultierenden Mefswerten
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten Verteilungen berechnet. Die
Mefswerte mufiten nicht zusétzlich in zwei Verteilungen sortiert werden, da paternales und ma-
ternales Gen bereits getrennt vorlagen und somit in zwei getrennten Verteilungen untersucht
werden konnten. Die Distanz der Mittelwerte Au der Verteilung der paternalen und materna-
len Gene wurde mit der skalierten Standardabweichung der gesamten Verteilung o, also der
Distanz der Mittelwerte einer zufilligen Verteilung, verglichen (siehe Kapitel 7.2). Die Mittel-
werte der Verteilung der gesamten und maternalen bzw. paternalen Gene figes, fimat Und fipat,
die Standardabweichungen o ges, Omar und o,; und Testergebnisse des Vergleichs zwischen den
Verteilungen der paternalen und maternalen Ellipsoid-, Kugelvolumina und Kompaktierungen
sind in Tabelle 7.17 zu sehen. Die Mittelwerte der Verteilung der Ellipsoidvolumina liegen in
einem Bereich von 0.017 bis 0.022 pum3, die der Kugelvolumina in einem Bereich von 0.008
bis 0.011 um3. Die Standardabweichungen sind entsprechen teilweise >90% der Mittelwer-
te. Ursache hierfiir ist die geringe Anzahl an Mefswerten. Die Volumina der maternalen und
paternalen Gene konnten statistisch nicht unterschieden werden.

Parameter | V gyipsoid V Kugel Komp. gjipsoia | Komp. gyge
[k [1m?] (2] [MEp]
Hges 0.020 0.010 15.7 32.4
Oges +£0.014 £0.008 +12.7 £22.7
Hmat 0.017 0.008 16.3 34.3
Omat £0.008 £0.005 +15.3 +£22.0
Hpat 0.022 0.011 15.1 30.6
Opat £0.017 £0.010 £10.0 £23.8
Ap 0.005 0.003 1.2 3.7
o 0.016 0.009 14.4 25.7
Testergebnis | negativ negativ negativ negativ

Tabelle 7.17: Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung der Mefiwerte der gesamten, maternalen
und paternalen Volumen und Kompaktierungsmessungen und die Ergebnisse des Vergleiches der maternalen
und paternalen Gene mit dem Ergebnis einer zufilligen Verteilung. Die Ellipsoid- und Kugelvolumina (die

beiden linken Spalten) sind in um® angegeben, die Kompaktierung (die beiden rechten Spalten) in %.
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Die Mittelwerte der DNA-Kompaktierung, welche sich aus dem Ellipsoidvolumen ergibt, lie-
gen, bei einer Sondenlénge von 159 kBp, in einem Bereich von 15.1 bis 16.3 ]l\fff. Die aus dem
Kugelvolumen resultierenden Mittelwerte der Kompaktierung liegen in einem Bereich von 30.6
bis 34.3 Mrff . Die Standardabweichungen weisen, da die Kompaktierung aus den Volumina
resultiert, die gleichen hohen Werte auf. Die Kompaktierung des maternalen und paternalen
Gen kann nicht unterschieden werden. Der Volumenunterschied zwischen den Kugel- und El-
lipsoidvolumina entspricht einem Faktor 2, was, wie zu erwarten, in der Gréfsenordnung der
Differenz der axialen und lateralen PSF entspricht. Die Diagramme a und b in Abbildung 7.34
zeigen die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Kugel- und Ellipsoidvolumina.
Die gestrichelten schwarzen Linien entsprechen den paternalen, die schwarzen durchgezogenen
Linien den maternalen und die roten Linien der gesamten Verteilung. 80% der Mefswerte des
Ellipsoidvolumens befinden sich in einem Bereich von 0.010 bis 0.040 m? und 67% der MeRk-
werte der Kugelvolumina in einem Bereich von 0.005 bis 0.020 pm?. Die Verteilungen weisen
einen unregelméfigen Verlauf auf, da die Anzahl der Mefswerte klein ist. Die Mittelwerte der
Ellipsoid- und Kugelvolumina werden im Diagramm c in Abbildung 7.34 gegeniibergestellt.
Die roten Punkte entsprechen den Mittelwerten der Verteilung der Volumina der maternalen,
die blauen Punkte den Mittelwerten der Verteilung der Volumina der paternalen Gene und
die schwarzen Punkte den Mittelwerten der Verteilung der Volumina der gesamten Mefswerte.
Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Kompaktierungen, welche sich aus dem
Kugel- und Ellipsoidvolumina ergeben sind in den Diagrammen a und b in Abbildung 7.35
zu sehen (Die Kennzeichnung der Linien ist analog der Kennzeichnung der Volumina). 82%

der Mefwerte der Ellipsoidvolumina liegen in einem Bereich von 5.0 bis 20.0 MBp yind 80%

pum
der Mefiwerte der Kugelvolumina in einem Bereich von 10.0 bis 40.0 Mfg’ . Im Diagramm c in

Abbildung 7.35 sind die Mittelwerte der Kompaktierung beider Volumenmessungen zu sehen
(Die Kennzeichnung der Punkte ist analog der Kennzeichnung der Volumina).

Die gemessenen Volumina wurden mit den Ergebnissen einer Volumenmessung verglichen, bei
welcher interaktiv Schwellwerte auf die Bilder gesetzt, die Anzahl der Voxel gezdhlt und diese
mit dem Voxelvolumen multipliziert wurde®. Die Mittelwerte der gesamten und maternalen
bzw. paternalen Verteilungen figes, ftmat Und fipet, die Standardabweichungen oges, 0mar und
opat und Testergebnisse des Vergleichs der paternalen und maternalen Verteilung der Volumina
sind in Tabelle 7.18 aufgelistet.

Parameter | Einheit | Volumen
Lges [,um?’] 0.397

Oges [um?] | 40.188
Pmat [um?] | 0.386
Omat [um3] | £0.176
pat [um3] | 0.407

Opat [wm3] | £0.201
Ap [wm3] | 0.021

o [wm3] | 0.212
Testergebnis negativ

Tabelle 7.18: Mittelwerte und Standardabweichungen der gesamten, maternalen und paternalen Mefiwerte
der Volumenmessungen mittels Schwellwert. Die Volumina sind in um?® angegeben.

®Das Setzen der Schwellwerte und die Volumenmessung wurden von K.Teller ausgefiihrt, LMU Miinchen
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Abbildung 7.34: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen der Kugel-
und Ellipsoidvolumina. Die schwarze gestrichelte Linie entspricht der Verteilung der Mefiwerte der paterna-
len Gene, die schwarze durchgezogene Linie der Verteilung der Mefiwerte der maternalen Gene und die rote
Linie der gesamten Verteilung. Auf der Abszisse ist das Kugel- bzw. Ellipsoidvolumen in pm?® und auf der
Ordinate die normiert kumulierte Haufigkeitsverteilung aufgetragen. Das Diagramm c zeigt die Mittelwerte
der Verteilung der Volumina der paternalen (blau), maternalen (rot)und gesamten MeRwerte (schwarz) mit

Standardabweichungen. Die Ordinate entspricht dem Volumen in pm?®.
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Abbildung 7.35: Die Diagramme a und b zeigen die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilungen Kompak-
tierungen, welche sich aus den Ellipsoid- bzw. Kugelvolumina und der Sondenldnge von 159 kBp ergeben. Die
schwarze gestrichelte Linie entspricht der Verteilung der Mefwerte der paternalen Gene, die schwarze durch-
gezogene Linie der Verteilung der Mefiwerte der maternalen Gene und die rote Linie der gesamten Verteilung.
Auf der Abszisse ist die Kompaktierung in % und auf der Ordinate die normiert kumulierte Haufigkeitsver-
teilung aufgetragen. Das Diagramm c zeigt die Mittelwerte der Verteilung der Kompaktierung der paternalen
Gene (blau), maternalen Gene(rot) und der gesamten Mefwerte (schwarz) mit Standardabweichungen. Die

Ordinate entspricht dem Volumen in J:f[ ff .
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Die Mittelwerte der gesamten, maternalen und paternalen Volumina sind in einem Bereich von
0.386 bis 0.407 pum? zu finden, die Standardabweichungen in einem Bereich 0.176 bis 0.201
pum3. Die Standardabweichungen entsprechen ca. 50% der Mittelwerte. Die paternale und ma-
ternale Verteilung kann nicht unterschieden werden. Die im Diagramm in Abbildung 7.37 zu
sehenden normierten kumulierten Verteilungen zeigen, dass sich 80% der Mefwerte in einem
Bereich von 0.2 bis 0.6 um? befinden. Die Volumenmessung der SNRPN Gene durch Zihlen der
Voxel ergibt ein Volumen, welches um einen Faktor 10 grofer ist, als das Volumen, welches sich
aus der Anpassung einer Gaufsfunktion und der anschliefenden Berechnung eines Ellipsoid-
bzw. Kugelvolumens ergibt. In Abbildung 7.36 werden die gemessenen Volumina des paterna-
len und maternalen SNRPN Gene, welche aus den zwei verschiedenen Methoden resultieren,
gegeniibergestellt (Die Ordinate ist logarithmisch aufgetragen). Der extreme Unterschied zwi-
schen den beiden Methoden kann anhand des PSF-Volumens verdeutlicht werden. Das aus
der Messung der PSF-Halbwertsbreiten resultierende Ellipsoidvolumen entspricht 0.017 pum?3.
Das aus der Zihlung der Voxel resultierende Volumen ergibt einen Wert 0.397 um3, d.h das
gemessene Volumen und das PSF-Volumen unterscheiden sich um einen Faktor von 22.8. Die
aus der Anpassung den Halbwertsbreiten der Gauffunktion resultierende Ellipsoid- bzw. Ku-
gelvolumen hingegen ergibt Volumina von 0.020 bzw. 0.010 um?, d.h. das gemessene Volumen
ist um einen Faktor 1.2 grofer bzw. 0.6 kleiner als das PSF-Volumen. Die Messung des Vo-
lumens anhand von Setzen eines Schwellwertes sollte deshalb, aufgrund der Ungenauigkeit,
nicht angewendet werden.
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Abbildung 7.36: Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der Verteilung der Volumina der paternalen und ma-
ternalen Gene, welche sich nach dem setzen eines Schwellwertes und anschlieffender Berechnung des Volumens
aus der Anzahl der Voxel ergibt (schwarz). Dieser Messung sind die Mittelwerte der Verteilung der Volumi-
na der paternalen und maternalen Gene gegeniibergestellt, welche aus der Anpassung einer zweidimensionalen
Gauffunktion mit anschliefender Volumenberechnung eines Ellipsoid- oder Kugelvolumens resultieren (rot und
blau). Die Ordinate ist entspricht dem Volumen in gm?® und ist logarithmisch aufgetragen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Das Ellipsoidvolumen und die Kompaktierung der 159 kBp DNA-Sequenz innerhalb
eines Ellipsoidvolumens des SNRPN Gens liegen bei 0.02040.014 pm? und 15.74+12.7
M Bp
pum3

2. Das Kugelvolumen und die Kompaktierung der 159 kBp DNA-Sequenz innerhalb eines
Kugelvolumens liegen bei 0.01040.008 pn® und 32.4+22.7 Ajff.
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Abbildung 7.37: Das Diagramm zeigt die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der Volumina der
SNRPN Gene, welches nach setzen eines Schwellwertes und aus dem Zahlen der Voxel mit anschliefender
Multiplikation mit dem Voxelvolumen resultiert. Die schwarze gestrichelte Linie entspricht der Verteilung der
Mefiwerte der paternalen Gene, die schwarze durchgezogene Linie der Verteilung der Mefwerte maternalen
Gene und die rote Linie der gesamten Verteilung. Auf der Abszisse ist das Volumen in pm?® und auf der
Ordinate die normiert kumulierte Haufigkeitsverteilung aufgetragen.
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3. Das paternale und maternale Gen kénnen von einer zufilligen Sortierung nicht unter-
schieden werden, weshalb die Mittelwerte der Punkte 1 und 2 gelten.

4. Die Messung des Volumens mittels Schwellwertsetzung und anschliefender Berechnung
des Volumens anhand der ausgezéhlten Voxel ist in den Grofenbereichen nahe der Aufl-
sunggrenze, d.h. in der Groéfenordnung von einigen wenigen hundert kBp, keine addqua-
te Methode zur Berechnung des Volumens. Mit dem hier entwickelten Algorithmus zur
Anpassung einer zweidimensionalen Gauffunktion kénnen Volumina gemessen werden,
welche einen Faktor 20-30 kleiner sind.

7.3.4 Zusammenfassung der quantitativen Bildanalyse des SNRPN Gens

Im ersten Experiment wurden die mittlere Halbwertsbreiten der PSF aus der Intensitétsver-
teilung von 311 Beads berechnet und mit diesen sechs Halbwertsbreiten je zwei in drei Raum-
richtungen von 102 SNRPN Genen in 51 Zellkernen berechnet. Aus den Halbwertsbreiten der
SNRPN-Gene in drei Raumrichtungen wurde das Ellipsoidvolumen und mit den Mittelwerten
der vier lateralen Halbwertsbreiten das Kugelvolumen der SNRPN Gene berechnet. Das Ellip-
soidvolumen ist um einen Faktor 2-3 grofser, als das Kugelvolumen, was in der Gréflenordnung
des Verhéltnisses der axialen zur lateralen PSF liegt. Anhand der Kenntnis der Linge der
verwendeten DNA-Sonde (200 kBp) und der Ellipsoid- und Kugelvolumina wurde die Kom-
paktierung berechnet. Die Kompaktierung, welche aus dem Ellipsoidvolumen resultiert, ist um
einen Faktor 3 kleiner als das einer homogenen DNA-Verteilung in einem Zellkern mit 10 pum
Durchmesser, wahrend die Kompaktierung, welche aus dem Kugelvolumen resultiert, in der
Grofenordnung einer homogenen DNA-Verteilung liegt. Das paternale und maternale SNRPN
Gen kann mit keinem der Parameter unterschieden werden. Zusétzlich wurde die schwerpunkt-
basierte und randbasierte, relative radiale Position der beiden SNRPN Gene vermessen. Die
randbasierte, relative radiale Position der beiden Markierungen kann unterschieden werden,
eine liegt signifikant radial bei ca. 47%, die andere bei ca. 70%. Das Gen mit dem kleineren
Volumen liegt in 65% (Ellipsoid) bzw. 71% (Kugel) der Zellkerne radial zentraler, das mit dem
groferen Volumen radial peripherer.

Im zweiten Experiment wurde zur Berechnung der Halbwertsbreiten die PSF aus dem ersten
Experiment verwendet, da keine PSF-Messung des CLSM (Leica LSM 410, LMU Miinchen)
vorlag, weshalb alle absoluten Werte fehlerbehaftet sind. Es wurde die Volumina und Kom-
paktierungen von je 17 maternalen und paternalen Genen in 17 Zellkernen, analog zum ersten
Experiment, berechnet. Das paternale und maternale Gen konnten mit keinem der verwende-
ten Parameter signifikant unterschieden werden. Die Messung der Volumina der SNRPN Gene
aus der Zahlung der Voxel wurde verworfen, da diese Methode das Volumen um einen Faktor
22.8 iiberschitzt. Die Resultate der Messungen des zweiten Experimentes miissen, aufgrund
der geringen Menge an Mefswerten, unter sehr kritischen Gesichtpunkten betrachtet werden.
Es kann jedoch aus diesem zweiten Experiment eine Tendenz abgelesen werden, dass es, in der
Grofsenordnung in welcher die Messung vorgenommen wurde, keine Korrelation zwischen akti-
ven und inaktiven Genen und einer Dekondensation und Kondensation der DNA gibt. Anhand
des ersten Experimentes, welches die statistisch zuverldssigeren Messungen beinhaltet, kann
eine obere Abschitzung des Ellipsoid- und Kugelvolumen einer 200 kBp langen DNA-Sequenz
angegeben werden. Das obere Ellipsoidvolumen entspricht 0.070 um?, das obere Kugelvolu-
men 0.026 pum?>.

Ein Modell der oberen abgeschitzten Volumina ist in Abbildung 7.38 zu sehen. Abbildung
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7.38 a zeigt das aus dem ersten Experiment resultierende Modell, Abbildung 7.38 b das aus
dem zweiten Experiment resultierende Modell.

Ellipsoidmaodell Kugelmodell

200 kBp

Ellipsoidmodell Kugelmodell

159 kBp

o = PSFE-Volumen
. = SNRPMN-Valumen

Abbildung 7.38: Die Abbildungungen zeigen die Ellipsoidvolumina bzw. Kugelvolumina, welche sich aus mit
dem hier vorgestellten Anpassungsalgorithmus ergeben, relativ zum gemessenen PSF-Volumen. Abbildung b
zeigt das Modell fiir die 200kBp Sonde des ersten Experiments, Abbildung b das Modell fiir die 159 kBp langen
DNA-Sonde des zweiten Experiments. Die PSF ist in blau, das Gen in rot dargestellt.
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Kapitel 8

Diskussion und Ausblick

8.1 Vital COMBO-FISH

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, durch die Markierung der Zentromerregion 9 in lebenden
primére T-Lymphozyten mittels Mikroinjektion eines spezifischen PNA-Oligonukleotides, die
Methode der vital COMBO-FISH, oder kurz vCF, entwickelt. Die vCF ermoglicht es Regionen
im Genom, unter Ausschluft aller chemischen oder thermischen Behandlungen der Zellen, in
lebenden priméren T-Lymphozyten zu markieren und diese anschliefsend, nach einem Fixie-
rungsschritt, zu beobachten. Die Spezifitdt der Zentromer 9 PNA-Oligonukleotidsonde wur-
de anhand eines Kolokalisationsexperimentes mit einer kommerziell erhéltlichen Zentromer 9
DNA-BAC-Sonde an fixierten Metaphasepriparaten gezeigt. Die Anzahl der Zellen mit den
erwarteten zwei Zentromer 9 Signalen liegt bei 38%. Es wurde zusétzlich die Topologie der
mittels vCF (PNA-Sonde) und FISH (kommerzielle DNA-BAC-Sonde) markierten Zentromere
9 in priméren Interphase T-Lymphozyten verglichen und keine statistisch signifikanten Un-
terschiede bzgl. der Topologie zwischen der etablierten FISH-Methode und der vCF-Methode
gefunden.

Die Markierung von Chromatinregionen des Genoms mittels in situ Hybridisierung fluo-
reszenzmarkierter DNA-Sonden (=FISH) ist eine Standardmethode zur quantitativen mikro-
skopischen Analyse des Genoms. Die Zellkerne werden hierbei vor dem eigentlichen Hybri-
disierungschritt fixiert (Methanol/Eisessig, Ethanol oder Formaldehyd), die Membran per-
meabilisiert (Triton-X-100, Saponin) und die vorhandenen Proteine und RNA werden mittels
enzymatischer Behandlung entfernt. Die Denaturierung der Ziel-DNA im Zellkern erfolgt bei
ca. 72°C in 70% Formamid und wéhrend der Nachbehandlung erfolgen weitere Schritte bei
Temperaturen von 40°-60°C. All diese Schritte haben einen destruktiven Einfluft auf die Chro-
matinstruktur und Substruktur der DNA, chromosomale Proteine und RNA, welche Teil der
zu untersuchenden Substruktur des Chromatins sind. Eine quantitative Analyse der Genomar-
chitektur mittels hochauflésender Mikroskopie und Bildanalyse setzt aber eine nativ erhaltene
Struktur des Chromatins vorraus, weshalb schonende FISH-Methoden benotigt werden, welche
diese erhalten. Die vCF stellt eine solche Methode dar. Das Einbringen der fluoreszenzmar-
kierten einzelstrangigen Sonde erfolgt bei vCF durch Mikroinjektion in den Zellkern der Zelle,
sodass auf eine Permeabilisierung und weitere Vorbehandlung verzichtet wird. Die in situ Hy-
bridisierung erfolgt bei 37°C und 5% COsg, in der lebenden Zelle, wobei kein Denaturierungs-
schritt der Ziel-DNA benétigt wird . Eine mechanische Beschiadigung der Zellmembran bei der
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Injektion oder die Toxizitét der injizierten Sonde kann zun#chst nicht ausgeschlossen werden,
da ca 30-40% der Zellen, aufgrund zu hohen Injektionsdrucks (trotz Optimierung), bereits
wahrend der Injektion beschédigt werden. Da aber bei einer Kultivierungszeit von 24 Stunden
davon auszugehen ist, dass die beschddigten Zellen innerhalb der ersten 1-3 Stunden [55] in
Apoptose gegangen sind und sich vom Objekttrager abgelost haben, kann ausgeschlossen wer-
den, dass beschédigte Zellen beobachtet bzw. diese identifiziert und nicht in die nachfolgenden
Messungen mit einbezogen wurden. Es wird an dieser Stelle auf ein Experiment verwiesen, bei
welchem die Permeabilisierung der Zellmembran mittels Glasbeads (Durchmesser 500 pum)
und Schiitteln erfolgte [78]. Die Zellen iiberlebten diese Prozedur mit einwandfrei erhaltener
Morphologie. Die Ethanol-Fixierung der Zellen nach 24 Stunden dehydriert die Zellen und
18t diese abflachen, sodass die Annahme gemacht werden kann, die Substruktur des Genoms
ist verdndert. Die Annahme einer Zerstorung der Substruktur des Chromatins aufgrund der
Ethanolfixierung, kann jedoch nicht aufrecht erhalten werden. Es wurde mittels scannender
optischer Nahfeldmikroskopie (engl. SNOM) an Metaphase-Chromosomen gezeigt [117], dass
der eigentliche Schritt, welcher zur Zerstorung der Substruktur des Chromatins fiihrt, der
Denaturierungsschritt und die Behandlung mit chaotropischen Detergenzien (z.B. Formamid)
ist, auf welche aber bei vCF verzichtet wird. Die aus vCF resultierende Chromatinsubstruk-
tur ist somit mindestens genauso gut bzw. besser erhalten, als die aus einer FISH Prozedur
resultierende.

Herkommliche einzelstréngige DNA-Sonden werden im Zellkern von lebenden Zellen, mit einer
Halbwertszeit von 15-20 min, degradiert und aus dem Zellkern in das Zytoplasma transpor-
tiert, wie anhand in den Zellkern mikroinjizierter fluoreszenzmarkierter DNA-Oligonukleotide
gezeigt wurde [43]. Die Degradierung der DNA-Oligonukleotide erfolgt, indem Restriktionsnu-
kleasen die Phosphordiesterbindung zwischen den Zuckerresten 16sen, der Abtransport der de-
gradierten Oligonukleotide ins Zytoplasma erfolgt iiber den Transportmechanismus der Zelle.
Nach 24 Stunden wurde bei diesem Versuch, weder im Zellkern, noch im Zytoplasma, Fluores-
zenz nachgewiesen, d.h. es waren keine DNA-Oligonukleotide mehr vorhanden. Die bei einer
vCF verwendeten PNA-Oligonukleotide besitzen hingegen ein modifiziertes Riickgrat, d.h. die
Bindung zwischen den Zuckerresten sind ungeladene Peptidbindungen, fiir welche Nukleasen
keine Sperzifitit besitzen und somit die Bindung nicht 16sen kénnen. Im gleichen Versuch wur-
de zusétzlich gezeigt, dass PNA-Oligonukleotide eine zeitlich 30fach hoher Verweildauer im
Zellkern haben (bis zu 24 Stunden). Ein weiterer Grund, der fiir die Verwendung von PNA-
Oligonukleotide spricht, ist die hohere Schmelztemperatur 7;,, einer PNA-DNA Bindung. Eine
DNA-Sonde der in dieser Arbeit verwendeten Sonde hitte, unter in-vitro Bedingungen, eine
Schmelztemperatur von 7, =32.51°C, bzgl. einer DNA-DNA Bindung (Berechnung nach [99],
Corrigendum beachten), welche unterhalb der Atmospharentemperatur der Zellen von 37°C
in Kultur liegt. Die Schmelztemperatur der PNA-Oligonukleotidsonde liegt, unter in-vitro
Bedingungen, fiir eine PNA-DNA Bindung bei T;,, = 40.21°C (Berechnung nach [46]), also
deutlich oberhalb der 37°C. Des weiteren haben PNA-Oligonukleotide die Eigenschaft, dass
sich die Schmelztemperatur der PNA-DNA Bindung um 15-20°C reduziert, wenn eine einzige
Base fehlgepaart ist [92]. Diese Eigenschaft verhindert die Ausbildung von teilspezifischen Se-
kundérstrukturen der PNA-Oligonukleotid Sonde, welche bei DNA-Oligonukleotide zustande
kommen. Einzelstringige DNA-Oligonukleotid Sonden sind fiir eine vCF in lebenden Zellen
nicht geeignet, weshalb auf deren Anwendung verzichtet wurde. Modifizierte DNA-Sonden,
z.B. SMART-Probes, scheinen hingegen, aufgrund ihrer speziellen Sekundarstruktur, von der
Degradierung ausgeschlossen, wie 2003 von Knemeyer et al. [63]| gezeigt werden konnte. PNA-
Oligonukleotid Sonden hingegen sind, aufgrund ihrer Eigenschaften, fiir die in-vivo Markierung
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von spezifischen repetitiven Sequenzen mittels vCF besonders geeignet und wurden im Rah-
men dieser Arbeit erfolgreich angewendet.

Die hier vorgestellte vCF Methode unterlduft die allgemeine Vorstellungen bzgl. des in
situ Hybridisierungmechanismus. Im Allgemeinen wird angenommen, dass die Ziel-DNA im
Zellkern doppelstréngig vorliegen und denaturiert werden mufl, um anschlieffend, wéhrend der
Renaturierungsphase, einen Doppelstrang mit der fluoreszenzmarkierten DNA-Sonde auszu-
bilden. Die Sonden-PNA der vCF Methode muf nicht denaturiert werden, da diese als einzel-
strangige Sonde vorliegt und keine sekundéren Strukturen in vitro ausbildet (siehe vorheriger
Abschnitt). Die Ziel-DNA in lebenden Zellen liegt hingegen doppelstringig vor und ist von
Proteinen und RNA umgeben. Es wurden jedoch bereits 1997 Hinweise auf weitere mogliche
in situ Hybridisierungmechanismen von repetitiven fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden an fi-
xierten Metaphase-Chromosomen bei 37°C gefunden [32], welche im Rahmen dieser Arbeit
um weitere Mechanismen erweitert werden. Eine mdéglicher Mechnismus ist die Denaturierung
der Ziel-DNA im Zellkern aufgrund des Fixierungsprozesses und eine anschlieffende in situ
Hybridisierung der PNA-Sonde. Dies ist ein unwahrscheinlicher, aber nicht auszuschliefender
Mechanismus. Obwohl vier Stunden nach der Injektion der PNA-Sonden das Kulturmedium
ausgetauscht wird, sodass die Zellen sich 24 Stunden in dem ausgetauschten Kulturmedium
erholen, und die Zellen zusédtzlich vor der Fixierung mit 1xPBS gewaschen werden, ist da-
von auszugehen, dass Reste der PNA-Sonde vorhanden sind. Eine Diffusion der einzelstringig
vorliegenden und ungebundenen PNA-Sonden aus dem Zellkern und deren Verteilung im ge-
samten Kulturmedium muft angenommen werden, da kein hoher Hintergrund in den fixierten
Zellen vorhanden war!. Die Aufnahmen, welche direkt nach der Fixierung ohne weitere Per-
meabilisierung und Behandlung gemacht wurden (siehe Abbildung 6.5) belegen dies, zeigen
jedoch auch, dass, da der Zellkern einen schwachen Hintergrund aufweist, ein minimaler Anteil
an Sondenresten vorhanden ist. Die Diffusion und Hybridisierung dieser im Zellkern verbliebe-
nen Sondenreste zu einem spezifischen Zentromer 9 Signal wihrend der Fixierungszeit (max.
600 s) kann aber, aufgrund folgender Rechnung, ausgeschlossen werden. Ausgehend von einem
Diffusionkoeffizienten von 1.13x10~ # (siehe [7]), ergibt sich, bei einer max. Fixierungszeit
von 600s aus der mittleren quadratischen Verriickung (engl. Mean square displacement=MSD)
eine Diffusionskugel, in welcher sich das Teilchen bewegt, von 35.1 um?. Wird eine Fixierungs-
zeit von minimal 180 s angenommen, so ergibt sich eine Diffusionskugel von 5.6 um?. Bei einem
Zellkernvolumen von ca. 500 ym? und einer Gleichverteilung der Sondenreste im Zellkernvolu-
men kann somit ausgeschlossen werden, dass derart spezifische Zentromer 9 Signale iiber eine
Chromatinregion von ca. 1 MBp an 1-6 Stellen im Zellkern entstehen. Nicht ausgeschlossen
wird, dass PNA-Sondenreste binden und die Zentromersignale verstirken. Eine zweite Variante
ist eine tripelhelikale Bindung der PNA-Sonde an die doppelstringige Ziel-DNA der lebenden
Zelle |39][32]. Bei einer tripelhelikale Bindung bindet die pyrimidinreiche PNA-Sequenz in
parallele Richtung iiber Hoogsteen-Bindungen in der groften Furche des DNA-Doppelstrangs
an die Homopurin-Sequenz der Ziel-DNA. Da die verwendete PNA-Sonde aus 11 Pyrimidin-
und 7 Purinbasen besteht, ein ladungsfreies Riickgrat hat und PNA die Eigenschaft stabile
tripelhelikale Bindungen auszubilden (7;,, >85°C) [66], ist dies ein moglicher in situ Hybridi-
sierungsmechanismus. Die Funktionsweise des tripelhelikale in situ Hybridisierungmechanis-
mus bei 37°C und einschlieflich eines Verzichts auf eine Denaturierung wurde anhand von

!Eine Diffusion, anstatt einer Injektion in den Zellkern wurde verworfen, da die Sondenkonzentration im
Zellkern zu gering wére, und die Ablagerung der Sonde auf dem Objekttréiger eine fluoreszierenden Hintergrund
bilden kénnte.
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31 DNA-Oligonukleotid Sonden, welche computerselektiert und spezifisch fiir die ABL-Region
waren, bereits aufgezeigt [57|. Aufgrund des Absinken der Schmelztemperatur und der daraus
resultierenden geringeren Spezifitdt der PNA-Sonde, ist ein tripelhelikaler Mechanismus un-
wahrscheinlich. Eine dritte Variante der in situ Hybridisierung, ist ein Binden der Ziel-DNA
wahrend der Replikation und einem doppelstringigen Binden der PNA an die dann einzel-
strangig vorliegende Ziel-Sequenz. Grofere Proteinkomplexe, z.B. die Replikationsmachinerie
scheinen hierbei die Zugénglichkeit von PNA-Oligonukleotid Sonden nicht zu beeintréchtigen
[78], sodass die Moglichkeit einer Bindung der PNA-Oligonukleotid Sonde an die wiahrend der
Replikation einzelstringig vorliegende Ziel-DNA gegeben ist. Eine vierte Mdoglichkeit des in
situ Hybridisierungsmechanismus ist eine Gleichgewichtsreaktion zwischen den Watson-Crick
Bindungen der DNA-DNA und PNA-DNA mit der Zielsequenz. Die freie Enthalpie Wasser-
stroffbriickenbindungen betragt zwischen 10 und 20 %, was, im Vergleich zu kovalenten und
ionischen Bindung ( >100 %), einer geringen Bindungsenthalpie entspricht. Die Anzahl an
moglichen Bindungsstellen innerhalb der repetitiven Ziel-DNA der Zentromerregion 9 ist hoch,
sodass die hohere Sperzifitit der PNA-Sonde einen Verdringungsmechanismus induziert und
sich, aufgrund der verwendeten PNA-Sonden-Konzentration, ein Gleichgewicht einstellt. Eine
Kombination der letzten beiden Hybridisierungsmechanismen sollte ausreichen, um ein, mit
dem CLSM gut sichtbares Zentromer 9 Signal, zu bewirken.

Der prozentuale Anteil an den ausgezdhlten T-Lymphozyten mit einem oder zwei Zen-
tromer 9 Signalen entspricht 56% und die Anzahl der T-Lymphozyten mit 1-4 Zentromer
9 Signalen 88%. Die Anzahl der maximal sichtbaren Zentromere in der Interphase der T-
Lymphozyten entspricht zwei, sodass 44% der T-Lymphozyten, in welchen drei bis sechs
Signale sichtbar sind, nicht mit einer spiten G2-Phase der T-Lymphozyten erkldrt werden
kann. Die Teilung der Chromosomen in ihre Chromatiden, sodass vier Zentromere sichbar
sind, findet erst in der Metaphase (Anaphase) statt, da aber nur Zellen in Interphase (G1-,
S- und G2-Phase) ausgezahlt wurden, kann diese Moglichkeit ausgeschlossen werden. Es ist
also davon auszugehen, das in lebenden Zellen ein Fehl- und Nebenbindungsmechanismus vor-
liegt, der wegen der hohen Spezifitdt der PNA, eigentlich ausgeschlossen werden sollte, aber
aufgrund der Vielfalt der moglichen Bindungen einer PNA [66], nicht ausgeschlossen werden
kann. Von Tackett et al. [108] wurde 2002 von einer PNA-Klusterbildung, welche mittels der
Verédnderung der Polarisation gemessen wurde, bei Konzentrationen ab dem 5-10uM-Bereich
berichtet. Hierbei wurde von einer Selbstaggregation der PNA berichtet. Die Ursache kénnte
allerdings auch eine schlechte Loslichkeit der PNA-Sonde gewesen sein. Die von Tackett et
al. [108] verwendete PNA-Sonde konnte allerdings “nur mit einer maximalen Konzentration
von 10pM in Losung gebracht werden, wéhrend die in dieser Arbeit verwendete Sonde bis
zu einer Konzentration von 0.57 mM gelost werden konnte. Eine Erklarung fiir die vereinzelt
beobachteten Klusterbildung konnte der von Tackett et al. propagierte Mechanismus sein.
Die bisher bei allen in situ Hybridisierungsmethoden mit Oligonukleotidsonden, die bei 37°C
vorgenommen wurde, vorhandenen Fehl- und Nebenbindungsstellen (siehe [57] [32] [78]) wer-
den somit von der vCF bestétigt.

Die relative radiale Position von Zentromeren 9 ist nicht zuféllig und evolutiondr konser-
viert [116] [4] [109] [23], weshalb diese ein geeigneter topologischer Parameter ist, um die Posi-
tion der aus der vCF resultierenden Zentromeren 9 zu iiberpriifen. Es wurde die randbasierte
relative radiale Position der Zentromere 9 in Interphase T-Lymphozyten einer kommerziel-
len Zentromer 9 DNA-Sonde und der Zentromer 9 PNA-Oligonukleotid Sonde gemessen und
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miteinander verglichen. Die randbasierte relative radiale Position welche sich aus den beiden
Experimente ergibt konnen nicht statistisch signifikant unterschieden werden. Zusétzlich wur-
den die absoluten Distanzen zwischen den Zentromeren 9 fiir beide Experimente bestimmt,
welche ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede aufweisen. Die Topologie des Zen-
tromer 9, welche sich aus FISH und vCF Experimenten in Interphase T-Lymphozyten ergeben,
stimmen {iberein, sodass die Aussage gemacht werden kann, es wurde, aus topologischer Sicht,
die gleichen Zentromerregionen 9 markiert. Dies stiitzt die These, dass in denjenigen Zellen,
in welchen das Zentromer 9 Signal mittels vCF markiert wurde, den tatséchlichen Zentromer
9 Signalen entspricht.

Zusammenfassung und Ausblick

Die entwickelte vital COMBO-FISH (vCF) ist ein weiterer Schritt in Richtung substrukturer-
haltender in situ Hybridisierung von spezifischen Chromatinregionen mittels fluoreszenzmar-
kierter PNA-Sonden. Die vCF Methode verwendet PNA-Sonden, welche fiir die Fluoreszenz-
markierung von Chromatinregionen in lebenden Zellen besonders geeignet sind. Dabei wird
die PNA-Sonde in der lebenden Zelle hybridisiert und es wird auf einen Denaturierungsschritt
verzichtet. Es wurde im Rahmen dieser Arbeit der “proof of principle® erbracht, dass die fluo-
reszenzmarkierung Markierung von DNA in lebenden Zellen moglich ist und die Topologie der
aus vCF resultierenden Zentromermarkierung mit der aus FISH Experimenten iibereinstimmt.
Eine Steigerung der Effizienz bzgl. der Bindungssignale kann zukiinftig {iber sogenannte “in-
telligente PNA-Proben erreicht werden, deren Fluoreszenz gering ist, wenn die Probe nicht
an die Zielsequenz gebunden hat, und deren Fluoreszenz ansteigt, wenn die Probe an die Ziel-
sequenz gebunden hat [64]. Die in-vivo Langzeitbeobachtung der hybridisierten PNA-Probe
und die Kolokalisation mit z.B. einer griin fluoreszierenden proteinmarkierten Chromatinre-
gion sind die folgerichtigen ndchsten Schritte in Richtung Chromatinsubstrukur erhaltender
in situ Hybridisierung, bei welcher auf eine thermische Behandlung und die Anwendung von
chaotropen Reagenzien verzichtet wird.

8.2 Schwellwertalgorithmen und Tophatfilter

Die Reduzierung des Hintergrundes und die Schwellwertsetzung, an CLSM- oder Epifluo-
reszenzmikroskop — Aufnahmen von FISH Préparaten resultierenden digitalen 8 bit Bildsta-
peln, ist eine Standardtechnik der Bildverarbeitung. Die interessierenden biologischen Objekte
(Zellkerne, Chromosomenterritorien usw.) werden von Artefakten und unspezifisch vorliegen-
den Sondenresten getrennt. Die Hintergrundreduzierung und Schwellwertsetzung bedeuten
hierbei, dass, wenn eine Bildtiefe von 8 Bit (entspricht einem Grauwertbereich von [0,255])
vorliegt, alle unterhalb eines bestimmten Grauwertes liegenden Werte auf 0 gesetzt werden.
Das Definieren eines Hintergrund- und Schwellwertes ist jedoch, in Bezug auf die Aufnahmen
von FISH-Préparaten, nicht eindeutig, da fiir die zu untersuchenden Objekte kein mathema-
tisches Modell und keine klar definierten Objekte vorliegen. Im Allgemeinen werden diese bei
Aufnahmen von biologischen FISH-Priparaten interaktiv und somit nicht reproduzierbar de-
finiert. Die Reproduzierbarkeit von Messungen ist jedoch, wenn quantitative oder qualitative
Aussagen gemacht werden sollen, eine unverzichtbares Mittel, um die aus den verschiedenen
Messungen resultierenden Ergebnisse zu vergleichen. Fiir die quantitative Bildanalyse von
FISH-Préaparate sind Hintergrund- und Schwellwert, in Bezug auf die Grenzen von Chromo-
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somenterritorien und die Position von Genen bzw. Chromosomenterritorien relativ zur Ober-
fliche der Chromosomenterritorien, entscheidendende Faktoren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vollautomatisierte zwei- und dreidimensionalen globale
Isodata- und Otsu-Algorithmen mit vorheriger Hintergrundreduzierung implementiert und
auf 56 bzw. 68 Chromosomenterritorien 18 bzw. 19 angewendet. Die resultierenden prozen-
tualen Volumenanteile am Kernvolumen wurden mit den theoretischen prozentualen DNA-
Anteilen der Chromosomenterritorien, unter der Annahme einer homogenen DNA-Verteilung,
verglichen. Die theoretischen prozentualen Volumenanteile von Chromosomenterritorium 19
entsprechen 2.1% und die des Chromosomenterritoriums 18 2.5%. Die theoretischen Werte
wurden zur Definition eines Vertrauensbereiches von 1.0% bis 3.0% fiir beide Chromosomen-
territorien verwendet. Der einzige der vier Hintergrund- und Schwellwert-Algorithmen, dessen
resultierenden prozentualen Volumenanteile innerhalb des Vertrauensintervall liegen, sind die
des globalen dreidimensionalen Isodata-Algorithmus, weshalb nur dieser Ansatz weiter verfolgt
wurde. Fiir das Chromosomenterritorium 19 ergibt sich ein prozentuales Volumen von 1.84+1.0
und fiir das Chromosomenterritorium 18 ein Wert von 2.14+0.6. Die prozentualen Volumina
beider Chromosomenterritorien liegen unterhalb der theoretischen Werte, was auf einen zu ho-
hen Schwellwert hinweist. Das Verhéltnis der beiden experimentellen prozentualen Volumina
(prozentuales Volumen Chromosomenterritorium 19 zu 18) entspricht 0.9+0.2, das Verhéltnis
der theoretischen Werte 0.8. Die Verhiltnisse stimmen innerhalb ihrer Fehlergrenzen iiber-
ein. Diese Ergebnisse sind, trotz der hohen Standardabweichungen, akzeptabel, weshalb der
globale dreidimensionale Isodata-Algorithmus fiir die weiteren Anwendungen in dieser Arbeit
verwendet wurde.

Die Uberschitzung der Schwellwerte, die daraus resultierenden unterhalb der theoretischen
Werte liegenden prozentualen Volumina und die hohen Standardabweichungen zeigen auf,
dass der globale dreidimensionale Isodata-Algorithmus nicht dazu verwendet werden kann,
um reelle absolute Volumina von Chromosomenterritorien anzugeben. Eine Abschétzung der
Morphologie mittels Volumina resultiert aufgrund der Uberschiitzung der Schwellwerte immer
in zu nierdrigen prozentualen Volumina. Ein Kondensationsunterschied der DNA zwischen
dem genreichen Chromosom 19 und dem genarmen Chromosom 18 ist, wie das Verhéltnis der
Volumina aufzeigt, nicht vorhanden. Das Verhéltnis der prozentualen Volumina der Chromo-
somenterritorien 19 zu 18 miifite, wenn eine Kondensation vorliegen wiirde, deutlich oberhalb
des theoretischen Wertes liegen. Der globale dreidimensionale Isodata-Algorithmus ist jedoch,
gerade aufgrund seiner Uberschiitzung, dazu geeignet biologische Objekte fiir topologische
Messungen, welche mit den Intensitdtsschwerpunkten arbeiten, von ihrem biologischen Hin-
tergrund und Rauschen zu trennen. Die Uberschitzung des Schwellwertes liefert klar definierte
und voneinander zu trennende Objekte, sodass eine Segmentierung und die Berechnung der
Intensitatsschwerpunkte eindeutig ist. Da Intensitdtsschwerpunkte mit den Grauwerten ge-
wichtet werden, ist deren Stabilitdt bei Verzicht auf die niedrigen Grauwerte des Objektes
gewihrleistet.

Der implementierte Algorithmus verzichtet, im Gegensatz zum interaktiven Setzen von Schwell-
werten (siehe [34] [71]), auf ein subjektives und somit nicht reproduzierbares Eingreifen des
Experimentators in den Prozefs der Hintergrund- und Schwellwertsetzung. Der in Edelmann
et al. [34] angewendete Cavalieri-Estimator verwendet zwar ein ganzes Schwellwertintervall,
berechnet innerhalb dieses Intervalls alle Parameter und mittelt diese, aber das Intervall wird
subjektiv und somit nicht reproduzierbar vom Experimentator definiert. Die Definition ei-
nes einzigen interaktiv definierten Schwellwerts |71] auf Chromosomenterritorien, von deren
Oberfliche der Abstand eines Gens gemessen wird, ist ebenfalls subjektiv und nicht reprodu-
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zierbar. Das Gen konnte weiter innen liegen, wenn der Schwellwert zu hoch gesetzt wird, und
weiter auffen, wenn ein zu niedriger Schwellwert verwendet wird. Die aus den Messungen re-
sultierenden biologischen Interpretationen, der in den beiden Arbeiten gemessenen Parameter
Volumen und Position eines Gens relativ zur Oberflaiche von Chromosomenterritorien, konn-
ten mit in die Anwendung des interaktiven Schwellwertes eingeflossen sein. Es kann also nicht
zwischen den vom Experimentator erwarteten und den aus dem Experiment resultierenden
Ergebnissen unterschieden werden. Die Schwellwerte miissen anhand eines reproduzierbaren
Kriteriums und ohne Einfluf des Experimentators definiert werden. Der Hintergrundwert und
der aus dem globalen Isodata-Algorithmus resultierende Schwellwert basiert auf einem solche
Kriterium (siehe Kapitel 5.1.2 und 5.1.3), als Hintergrundwert wird das Grauwertmaximum
und als Schwellwert das arithmetische Mittel der Maxima des Grauwerthistogramms definiert.
Die Schwellwerte werden somit ohne Einflufs des Experimentators automatisiert nach einem
definierten Kriterium kalkuliert.

Die Detektion und Segmentierung von mittels FISH markierten Genloci, in der Grofsen-
ordnung der PSF, erfolgt mit einem zweidimensionalen lateralen Tophatfilter. Der entwickelte
Tophatfilter ist ein modellbasierter Algorithmus und eine Erweiterung des dreidimensionalen
Tophatfilters nach Bornfleth et al. [8]. Es fliefst bei diesem Ansatz die Abschétzung der Gro-
e der zu detektierenden Objekte mit in den Algorithmus mit ein. Der Tophat-Algorithmus
rastert das Bild mit einer inneren Maske, deren Gréfte der PSF entspricht, und einer dufie-
ren Magke, deren Grofle einem Hintergrundbereich entspricht, pixelweise ab und untersucht
die Grauwertunterschiede zwischen der inneren und dufleren Region. Sind diese grofer als ein
definierter Wert, so wird das Pixel als dem Objekt zugehorig angesehen, sind diese kleiner, so
wird der Grauwert des Pixels unterdriickt. Der Tophat-Algorithmus wird, um eine schnellere
Rechenzeit zu erreichen, auf die zweidimensionale Maximumsprojektion angewendet. Der Al-
gorithmus wurde mit einem Parameter r versehen, der es dem Experimentator ermdglicht, die
Gegebenheit des biologischen Hintergrundes abzuschétzen und diese mit in den Algorithmus
einflieflen zu lassen. Der Parameter, muf, aufgrund oben diskutierter Reproduzierbarkeit an-
hand eines definierten Kriteriums, bei Anwendung des Tophatfilters fiir alle Datensétze eines
Experiments der Gleiche sein. Eine zweite Erweiterung ist die Nummerierung der detektierten
Objekte. Den mittels Tophat detektierten Objekten wird eine Nummer zugewiesen, sodass
diese bei allen weiteren Messungen identifiziert werden kénnen [33].

Der Tophatfilter wurde zur Detektion und Segmentierung der BCL2-Signale, der Bead-
Signale und SNRPN-Signale verwendet. Die Bead-Signale konnten mit einer Effizienz von
97.5%, die BCL2-Signale mit einer Effizienz von 91.0% und die SNRPN mit einer Effizienz von
90% detektiert und segmentiert werden. Die Effizienzen ergaben sich alle mit einer konstanten
Einstellung des Parameters r=0.5. Die hohe Effizienz von 97.5%), welche sich bei der Detektion
der Bead-Signale ergibt, zeigt, dass der Tophatfilter, unter optimalen optischen Bedingungen,
d.h geringer Hintergrund und hohe Photonenausbeute, eine optimale Leistungsfihigkeit hat.
Diesem Resultat wird die Effizienz von 89.9% der SNRPN-Signale gegeniibergestellt, welche
mit den gleichen Einstellungen, welche bei den Beads verwendet wurde, des CLSM (gleiches
Pinhole, gleiches Objektiv) aufgenommen wurden. Die Effizienz reduziert sich bei Anwendung
auf biologischen Préparate, da auch unspezifische Hybridisierungsignale detektiert werden. Da
die Hybridisierung jedoch Zellzyklus unabhéngig erfolgte, weshalb auch mehr als zwei der er-
warteten SNRPN-Signale vorhanden sein konnen, und Zellen mit mehr als zwei Signalen nicht
mit in die Effizienzberechnung miteinbezogen wurden, entspricht das Ergebnis einer unteren
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Effizienzabschétzung. Das gleiche Ergebnis gilt fiir die BCL2-Signale, welche ebenfalls Zellzy-
klus unabhéngig hybridisiert wurden. Die Erweiterung des Tophat-Algorithmus, um den vom
Experimentator zu setzenden Parameter r, ist bzgl. der Reproduzierbarkeit zu rechtfertigen,
da keine morphologischen Messungen mit den resultierenden Datensitzen vorgesehen sind. Die
biologischen Objekte werden mit dem Algorithmus lediglich detektiert und segmentiert, um
anschlieffend, anhand des Intensitédtsschwerpunktes z.B. Startparameter fiir den hier entwickel-
ten Anpassungsalgorithmus oder die relative radiale Position zu berechnen. Der Parameter hat
den Vorteil, dass bekannte biologische Parameter in den Detektionsprozeft miteinfliefen. Die
Effizienzen, welche aus den BCL2- und SNRPN-Signalen resultieren, stimmen, aufgrund die-
ses eingefiihrten Parameters r, mit den Effizienzen Bornfleth et al. [8] (zwischen 90.1% und
96.6%) fiir simulierte Objekte anndhernd iiberein. Der weiterentwickelte Tophat-Algorithmus
mit integrierter Objektdetektion ermoglicht in Zusammenhang mit den entwickelten Analyse-
algorithmen eine automatisierte Auswertung der digitalen Datensétze.

Zusammenfassung und Ausblick

Der globale dreidimensionale Isodata-Algorithmus berechnet den Schwellwert vollautomati-
siert und unabhingig vom Experimentator anhand des Grauwerthistogramms. Eine Anwen-
dung fiir morphologische Messungen ist, aufgrund der Standardabweichungen und der Schwell-
wertiiberschitzung, nicht sinnvoll. Fiir topologische Messungen, bei welchen das biologische
Objekt klar definiert vorliegen mufs, um dessen Intensitdtsschwerpunkt zu berechnen, ist der
Algorithmus geeignet. Eine optimale vollautomatisierte Objekterkennung ist zukiinftig nur
moglich, wenn ein Modell der biologischen Objekte vorliegt, sodass eine Anpassung iiber die
Methode der kleinsten Fehlerquadrate ermoglicht wird. Eine Weiterentwicklung des globalen
dreidimensionalen Isodata-Algorithmus kann zukiinftig durch die Kombination mit experimen-
tell belegtem Wissen (siehe z.B. Tophatfilter) oder ganz neue Ansétze (z.B Kantendetektion
von Chromosomenterritorien) erreicht werden.

Der erweiterte Tophat-Algorithmus detektiert und segmentiert biologische Objekte in der Gro-
Kenordnung der PSF mit einer Effizienz von ca. 90% und von optisch optimalen Objekten mit
einer Effizienz von 97.5%. Der neu eingefiihrte Parameter r ermoglicht dem Experimentator,
im Rahmen der Reproduzierbarkeit, experimentelles Vorwissen in den Algorithmus mit ein-
fliefsen zu lassen. Die Nummerierung der Objekte ermdglicht eine schnelle und automatisierte
Verarbeitung der resultierenden digitalen Bilder.

Eine Weiterentwicklung des Algorithmus kénnte durch eine benutzerdefinierte Maske erreicht
werden. Hierzu miifste die Maske vom Benutzer als einzulesender Parameter vorgegeben wer-
den. Es wiirden dann nur die Objekte detektiert werden, welche der vom Benutzer vorgege-
benen Groéfe entsprechen.

8.3 Relative radiale Positionierung

Die topologische Genomarchitektur von Chromosomenterritorien, Zentromeren und Genen in
Zellkernen ist aktuell Gegenstand der Forschung. Die relative radiale Position von genreichen
und genarmen Chromatinregion bzw. grofen und kleinen Chromosomenterritorien (in Abhén-
gigkeit von der MBp-Zahl) im Zellkern wird hierbei eine entscheidende Funktion zugeordnet.
Die relativen radialen Positionen von Chromosomenterritorien variieren zelltypspezifisch und
in Abhéngigkeit von ihrer Grofe (siehe ausgewihlte Arbeiten [4] [10]).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die randbasierte relative radiale Positionierung eines Objektes
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entwickelt. Hierzu werden zunéchst die minimalen Distanzen aller Punkte innerhalb des Zell-
kerns zur Zellkernhiille berechnet und diese auf die maximale Minimaldistanz normiert. Dies
entspricht einer Abbildung der minimalen Distanzen vom Zellkernrand in eine Einheitskugel
mit einem Wertebereich von [0, 1], welcher dem invertierten Wertebereich der schwerpunktba-
sierten Positionierung entspricht. Die Werte werden aus diesem Grund invertiert und, analog
obiger Rechnung, mit einem Faktor 100 multipliziert, sodass die Wertebereich der beiden Me-
thoden iibereinstimmen. Die Position einer Chromatinregion ergibt sich aus der Position der
Intensitédtsschwerpunkte, analog der schwerpunktbasierten Methode.

Die Berechnung der minimalen Distanzen erfolgt anhand von Distanztransformationen (=DT),
wobei zwei unterschiedliche DT implementiert wurden, die Chamfering DT und die euklidische
DT. Die Chamfering DT wurde mit einer erweiterten Monatanari Metrik implementiert [79]
und bendtigt eine geringe Laufzeit, mit dem Nachteil, dass die berechneten Distanzen iiber-
schitzt werden. Die Implementierung der euklidische DT erfolgte, indem eine von Yamada et
al. [118] verwendete zweidimensionale DT-Maske auf drei Dimensionen erweitert wurde. Diese
ist exakt, hat allerdings, aufgrund der hohen Anzahl an Rasterungen des Bildes, eine wesent-
lich léngere Laufzeit. Beide DT wurden in Algorithmen implementiert und die resultierenden
absoluten Distanzen der Intensitétsschwerpunkte der Chromosomenterritorien 18 und 19 vom
Zellkernrand in den gleichen Zellkernen miteinander verglichen.

Die Chamfering DT iiberschitzt die Mittelwerte der absoluten Distanzen fiir die beide Chro-
mosomenterritorien um 0.16 bis 0.17 gm und es kann fiir das Chromosomenterritorium 19
ein signifikanter Unterschied p < 0.05 zwischen den beiden Methoden nachgewiesen werden.
Da der Fehler linear mit der gemessenen Distanz skaliert [5] [30], entspricht dies einem Fehler
von 450-480 nm in einem Zellkern mit einem Radius von 5 um, welcher ca. 10% entspricht,
weshalb die Chamfering DT in dieser Arbeit nicht weiter angewendet wurde. Die Anwendung
der Chamfering DT sollte allerdings nicht generell verworfen werden, da, wenn der Fehler bzw.
die Genauigkeit mit welcher gemessen wird, oberhalb des Fehlers von 0.45 bis 0.48 um liegt,
der Laufzeitvorteil der Chamfering DT (Faktor 20 bis 30 bzgl der Anzahl der Abrasterungen)
iiberwiegt. Liegt die Genauigkeit unterhalb dieses Fehlers, so muff, um exakt zu messen die
euklidische DT verwendet werden.

Der Vergleich der entwickelten randbasierten und der vorhandenen schwerpunktbasierten Me-
thoden zur Messung der relativen radialen Positionen, wobei fiir die randbasierte Methode,
aus oben genannten Griinden, nur die euklidische DT verwendet wurde, erfolgte anhand der
Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblasten Zellkernen und der Chromosomenterrito-
rien 18 bzw. der BCL2 Gene in unterschiedlichen Cervix-Gewebeschichten.

8.3.1 Die randbasierte und schwerpunktbasierte, relative radiale Position
der Chromosomenterritorien 18 und 19

Die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen der schwerpunktbasierten, relativen radia-
len Positionen der Chromosomenterritorien 18 kénnen mittels KS-Test nicht statistisch signi-
fikant unterschieden werden, die der Chromosomenterritorien 19 kénnen hingegen statistisch
signifikant unterschieden werden p < 0.05. Die normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilun-
gen der randbasierten, relativen radialen Positionen der Chromosomenterritorien 18 und 19
konnen hingegen mittels KS-Test nicht statistisch signifikant unterschieden. Zusétzlich wur-
den die Differenzen fiir die resultierenden Mefiwerte des gleichen Chromosomenterritoriums
miteinander verglichen. Die Differenzen zwischen den relativen radialen Positionen der Chro-
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mosomenterritorien 18 bzw. 19, welche aus den beiden Methoden resultieren, stimmten nur fiir
10.71% bzw. 22.06% der Mefswerte iiberein oder umgekehrt es stimmten 89.29% bzw. 77.94%
der Mefswerte nicht iiberein.

Im Jahre 1999 wurde von Croft et al. [29] die relativen radialen Positionen der Chromo-
somenterritorien 18 und 19 in zweidimensionalen Fibroblastenzellkernen mittels eines 2D-
Algorithmus berechnet. Die relativen radialen Positionen ergeben sich aus der Einteilung der
zweidimensionalen Zellkernfliche, welche aus der Projektion des gefirbten Zellkerns berech-
net wurde, in fiinf Schalen, die alle eine gleichgrofe Flache hatten. Abschliefend wurden
das Grauwertverhéltnis zwischen den Chromosomenterritorien 18 und 19 und der DAPI-
Zellkernférbung fiir jede eingeteilte Schale berechnet, wobei zunichst der mittlere Grauwert
von den Territorienwerten subtrahiert wurde. Die Positionen wurden anhand der minimalen
Distanz zwischen den Intensitdtsschwerpunkten der Chromosomenterritorien und dem Zell-
kernrand berechnet und auf den Radius des kartierten Zellkerns normiert. Es zeigte sich, dass
das Chromosomenterritorium 18 in primédren Fibroblasten radial peripher, das Chromoso-
menterritorium 19 radial zentral liegt. Von Boyle et al. [10] wurden diese Messungen 2001 mit
dem gleichen Algorithmus bestédtigt und zusétzlich alle weiteren Chromosomen des Genoms
untersucht. Resultat dieser Arbeit ist ein genabhingiges Modell, genarme Chromosomen (z.B.
Chromosom 18) befinden sich radial peripher, genreiche Chromosomen (z.B. Chromosom 19)
befinden sich radial zentral. Der gleiche Algorithmus wurde 2000 von Bridger et al. [14] dazu
verwendet zwischen alternden, ruhenden und proliferierenden Fibroblasten zu unterscheiden.
Es zeigte sich, dass in proliferierende Fibroblasten das Chromosomenterritorium 18 peripher
und Chromosomenterritorium 19 zentral lokalisiert ist, wihrend in ruhenden und alternden Fi-
broblasten das Chromosomenterritorium 18 sich in eine radial zentralere Position bewegt. Der
Nachteil dieser zweidimensionale Analyse ist, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass das
genreiche Chromosomenterritorium 19 sich immer in eine Richtung senkrecht zur 2D-Bildeben
ausrichtet und das genérmere Chromosomenterritorium 18 immer innerhalb der Bildebene in
Richtung Peripherie, dass ein formabhéngiger Effekt vorliegt. Aus diesem Grund ist eine drei-
dimensionale Analyse unabdingbar. Die Einteilung der Zellkernfliche in fiinf Schalen gleicher
Fldche verhindert den Effekt einer nach aufen hin zunehmenden Schalenfliche, sodass eine
Uberbewertung der DNA-Verteilung in den #uferen Schalen ausgeschlossen wird. Die konstan-
ten Schalenflichen verdndern allerdings die Distanzverhéltnisse der Schalen zum Rand. Der
Grund fiir diese Anderung ist der grofere Radius der inneren Schalen (gegeniiber den dufe-
ren Schalen), der aufgrund der Anpassung der Flichen benétigt wird. Aus dieser Anpassung
resultieren innere Schalen mit grofen Radien und &dufere Schalen mit kleinen Radien. Die
Einteilung der Radien dhnelt der der randbasierten relativen radialen Positionierung in 2D,
jedoch werden nicht dquidistante Flichen zum Zellkernrand, sondern gleiche Flacheninhalte
verwendet.

Ein weiterer Algorithmus wurde von Cremer et al. 2001 [22] eingefiihrt, welcher auf einer
schwerpunktbasierten Methode beruht und, im Gegensatz zum vorherigen Modell, dreidimen-
sionale Datensétze analysiert (Erklarung siehe Kapitel 4.1). Die dreidimensionale, relative
radiale Positionierung einer Chromatinregion innerhalb des Zellkerns erfolgt, indem die Inten-
sitdtsschwerpunkte der Chromatinregionen und des Zellkerns bestimmt werden, die radialen
Strecken Zellkernschwerpunkt — Chromatinschwerpunkt und Zellkernschwerpunkt — Chroma-
tinschwerpunkt — Zellkernhiille berechnet werden und das Verhéltnis der ersten zur zweiten
Strecke gebildet wird (siehe Kapitel 4.1 und 5.3). Diese Methode bildet die radialen Strecken-
verhdltnisse in eine Einheitskugel ab, sodass ein Wertebereich von [0, 1] entsteht. Der Wer-
tebereich wird, um eine prozentualen radialen Wertebereich zu erhalten, mit einem Faktor
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100 multipliziert. Die Volumina der Schalen sind bei dieser Methode, im Gegensatz zu den
Flachen bei der Methode von Croft et al. [29], nicht gleichgrof, sondern nehmen zur Peri-
pherie hin zu. Die schwerpunktbasierte relative radiale Positionierung wurde ebenfalls auf die
Chromosomenterritorien 18 und 19 in Fibroblasten angewendet. Es zeigt sich, dass beide Chro-
mosomenterritorien radial zentral bis mittig lagen. Das Resultat von Bridger et al. [14] wurde
bestétigt, war jedoch statistisch nicht signifikant. Es zeigt sich, aufgrund der Untersuchung
der radialen Position weiterer Chromosomen, dass die grofen Chromosomen (in Bezug auf die
MBp) radial peripher und die kleinen radial zentral lagen. Aufgrund dieser Resultate ergab
sich ein Modell in Abhéngigkeit von der Grofe der Chromosomen [107] [4].

Im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Methode der randbasierten relativen radialen Positionie-
rung bestéitigt zwar das von Bolzer et al. [4] propagierte Modell, auch bzgl. der proliferierende
und ruhenden Fibroblasten, jedoch zeigen sich gleichzeitig groffe Unterschiede in Bezug auf
die Mefsmethode. Die relative radiale Position der Chromosomenterritorien 18 und 19 ist ra-
dial zentral bis mittig (bei schwerpunktbasierter und randbasierter Messung), jedoch ist die
schwerpunktbasierte Position der Chromosomenterritorien 18 und 19, unabhéngig von der
Zellzyklusphase gemessen, statistisch signifikant unterschiedlich. Die randbasierte Positions-
messung hingegen weist, flir den gleichen Datensatz, keine Signifikanz auf. Werden die Diffe-
renzen der Einzelmefwerte der beiden Methoden bzgl. des gleichen Chromosomenterritoriums
im gleichen Zellkern miteinander verglichen, so zeigt sich, dass nur eine geringe Anzahl an
Chromosomenterritorien die gleiche radiale Position aufweisen. Diese Messung ist der eigent-
lich wichtige Hinweis darauf, dass die randbasierte und schwerpunktbasierte Methode nicht
iibereinstimmen. 79% (Chromosom 18) bzw. 57% (Chromosom 19) der Mefwerte weisen eine
Differenz von >10% auf. Die iibereinstimmenden Ergebnisse in Bezug auf die mittleren radia-
len Positionen resultiert lediglich aus einer Gaufverteilung der Positionsdifferenzen.

Der Unterschied ergibt sich aus der in Kapitel 4.1 erwdhnten Verzerrung der radialen Po-
sition bei schwerpunktbasierter Messung in flachen und unregelméfig geformten Zellkernen.
Die hier verwendeten Fibroblasten sind flache ellipsoide Zellkerne, weshalb die Abbildung der
radialen Streckenverhiltnisse in eine Einheitskugel entlang der “kleinen Halbachse* in einer
anderen Definition von radial zentral und radiale peripher resultiert, als entlang der “grofen
Halbachse®. Die randbasierte relative radiale Position ist hingegen von dieser Forménderung
nicht betroffen, da die Anderung der Halbachsen nicht in den Bezugspunkt miteinfliessen.
Das von Bolzer et al. [4] propagierte Paradoxon in Bezug auf die Ergebnisse in Fibroblasten von
Boyle et al. [10] kann somit aufgelost werden. Die korrekte Positionierung in flachen und un-
regelmifig geformten Zellkernen erfolgt mittels der hier vorgestellten randbasierten Methode,
denn diese gibt die unverzerrte relative radiale Position in Abhéngigkeit von der Zellkernhiille
wieder. Die schwerpunktbasierte relative radiale Position hingegen kann in kugelfé6rmigen Zel-
len und zur Messung der radialen Streckenverhéltnisse verwendet werden. Die von Croft et al.
[29] verwendete Methode in zwei Dimensionen muf auf drei Dimensionen erweitert werden,
da diese den DNA-Gehalt in Abhéngigkeit vom Zellkernrand angibt. Die gleichen Volumina
der Schalen vermeiden eine Verzerrung des radialen DNA-Gehalts, welche sich bei Anwendung
der schwerpunktbasierten Methode, aufgrund der radial nach auffen zunehmenden Volumina
ergibt. Die Methode der gleichen Volumina kann jedoch nicht zur Messung von relativen ra-
dialen Positionen verwendet werden, da die Radien, aufgrund der gleichen Volumina verzerrt
sind. Die hier vorgestellte randbasierte relative radiale Positionierung und eine erweiterte Me-
thoden nach Croft et al. [29] (bzgl. DNA-Gehalt) kénnen somit als die geeigneten Methoden
in flachen und unregelméifig geformten Zellkernen angesehen werden, wenn der Frage nachge-
gangen werden soll, ob genarme und genreiche bzw. grofe und kleine Chromosomenterritorien
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einen groften oder kleinen Abstand vom Zellkernrand haben, also radial zentral oder peripher
liegen.

8.3.2 Die randbasierte und schwerpunktbasierte, relative radiale Position
der Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Gene

Die im vorigen Kapitel dargelegte Diskrepanz zwischen schwerpunktbasierter und randbasier-
ter relativer radialer Positionierung kann anhand der aus beiden Methoden unterschiedlichen
resultierenden radialen Modellen (siehe Kapitel 7.2.4) der Chromosomenterritorien 18 und
BCL2 Gene in Apikal-, Intermedidr-, Basal- und Karzinom-Cervix-Gewebe belegt werden.
Das schwerpunktbasierte Modell:

Im Basalgewebe liegen die Chromosomenterritorien 18 radial statistisch signifikant unter-
schiedlich, das eine radial peripherer, das andere radial zentraler (51% und 72%). Die gleiche
Aussage kann fiir die beiden BCL2-Gene abgeleitet werden (48% und 71%). Wéhrend der
Differenzierung, also im Intermedidr- und Apikalgewebe wird einen relative radiale Position
eingenommen, welche fiir die beiden Chromosomenterritorien 18 und beiden BCL2 Genen
iibereinstimmt (zwischen 58%-64%) und zwischen den beiden Positionen des Basalgewebes
liegt. Es liegt die nicht signifikante Tendenz vom Basalgewebe iiber das Intermdidrgewebe
hin zum Apikalgewebe einer immer mehr radial zentraleren Position sowohl fiir das Chromo-
somenterritorium 18, als auch das BCL2 Gen vor. Im Cervix-Karzinomgewebe gleichen sich
die relativen radialen Positon der Chromosomenterritorien 18 und BCL2 Gene der des Ba-
salgewebes wieder an, wobei nicht signifikant unterschiedliche, radial peripherere Positionen
eingenommen werden. Interessanterweise konnen die sortierten Verteilungen des Basal- und
Karzinomgewebes unterschieden werden, wéhrend die normiert kumulierten Haufigkeitsvertei-
lungen in keiner der untersuchten Gewebeschichten mit dem KS-Test signifikant unterschieden
werden konnen.

Das randbasierte Modell:

Im Basalgewebe liegen die Chromosomenterritorien 18 radial bei 66% und weisen keine signifi-
kanten Unterschiede auf, wihrend von den beiden BCL2 Genen eines signifikant radial zentral
(50%) und das Zweite peripher (77%) liegt. Im Intermedidr- und Apikalgewebe stimmen die
radialen Positionen mit denen des schwerpunktbasierten Modells im wesentlichen iiberein. Un-
terschiede ergeben sich bzgl. des Karzinomgewebes. Bei Messung mit der schwerpunktbasierten
Methode ergibt sich eine radiale Position, welche mit der des Basalgewebes iibereinstimmt,
wihrend die randbasierte Methode ein Positionen fiir beide Chromosomenterritorien 18 (69%)
und beide BCL2 Gene (69%) aufzeigt, welche radial peripher sind. Auch ergeben sich statisti-
sche Unterschiede anhand der normiert kumulierten Hiufigkeitsverteilung, dass dufsere BCL2
Gen unterscheidet sich signifikant vom radial peripher liegenden des Basalgewebes und sowohl
das Chromosomenterritorium 18, als auch das BCL2 Gen, des Apikalgewebe unterscheidet sich
signifikant vom Karzinomgewebe. In beiden Féllen liegt das Chromosomenterritorium 18 und
das BCL2 Gen deutlich radial zentraler.

Der Unterschied zwischen den beiden Modellen kann anhand der Differenz der Mefswerte er-
klart werden. Hierzu wurden die Mefwerte des gleichen Chromosomenterritoriums 18 und des
BCL2 Gens im gleichen Zellkern, welche aus der randbasierten und schwerpunktbasierten Mes-
sung resultieren, voneinander subtrahiert (Randbasiert-Schwerpunktbasiert). Fiir 50-51% der
Mefwerte weisen die beiden Methode Unterschiede auf, welche nur aufgrund der Gaufvertei-
lung der Differenzen zwischen den beiden Methoden um 0, bei der Berechnung der Mittelwerte
kompensiert werden. Die gemssenen Unterschiede zeigen, dass die Wahl der Methode entschei-
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dend ist. Die im Kapitel 7.2.4 gezeigte Abbildung 7.28 verdeutlicht, dass alle verwendeten
Zellen flach und die Karzinomzellen unregelmifig geformt sind. Da aber die randbasierte Me-
thode zur Messung der relativen radialen Position in diesen Zelltypen die Mefwerte eindeutig
weniger verzerrt, wird das hier vorgestellte schwerpunktbasierte Modell des Chromosom 18
und BCL2 Gens verworfen. Die randbasierte Methode stiizt die von Sun et al. [107] und Bol-
zer et al. [4| propagierte grofkenabhingige radiale Position, das Chromosom 18 ist ein kleines
Chromosom (79MBp.), und die von Bridger et al. [14] und Bolzer et al. [4] radial peripherere
Position in proliferierenden Zellen (Karzinomgewebe und Basalgewebe), als in den alternden
bzw. ruhenden Zellen(Intermedidr- und Apikalgewebe).

8.3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit die Methode der relativen radialen Positionierung von
Chromatinregionen im Zellkern etabliert werden. Die randbasierte Kartierung des Zellkerns
wird mittels DT realisiert und es wurden hierzu zwei Ansédtze, die Chamfering DT und eu-
klidische DT, gewédhlt. Die Chamfering DT wurde aufgrund der fehlerbehafteten Ergebnisse
verworfen, die euklidische DT weiter verwendet. Im néichsten Schritt wurde die etablierte
schwerpunktbasierte und die randbasierte Methode verglichen. Die schwerpunktbasierte Me-
thode bildet die radialen Streckenverhéltnisse zwischen Zellkernschwerpunkt — Objekt zu Zell-
kernschwerpunkt — Objekt — Zellkernhiille auf eine Einheitskugel ab. Die randbasierte Methode
bildet die Distanzverhé&ltnisse zum Zellkernrand auf eine Einheitskugel ab. Die beiden Metho-
den wurden anhand der relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 und 19
in Fibroblastenzellkernen miteinander verglichen, wobei sich einerseits zeigt, dass die rand-
basierte Methode keine Unterschiede aufweist, wihrend die schwerpunktbasierte Methode fiir
den gleichen Datensatz bei gleichen Randbedingungen Unterschiede bzgl. der radialen Posi-
tion aufweist. Im néchsten Schritt wurden die Differenzen der Einzelmessungen berechnet,
wobei sich zeigte, dass diese zu 50% unterschiedlich sind, die Mittelwerte aber, aufgrund der
Gaufiverteilung der Differenzen, dhnlich sind. Die bessere Mefimethode in Bezug auf die flache
und unregelméfige Form der Zellkerne ist die randbasierte relative radiale Positionierung,
da diese die Mefwerte, aufgrund der nicht in den Bezugspunkt miteinfliefenden Halbachsen,
nicht verzerrt. Gleichzeitig konnte eine geeignete Methode zur die Messung des radialen DNA-
Gehalts hergeleitet werden, die Volumina der verwendeten radialen Schalen miissen dabei
gleichgrofs sein, sodass alle Schalen gleiche Aufenthaltswahrscheinlichkeiten haben. Mit dieser
Methode konnen keine Abstéinde gemessen werden, da diese verzerrt sind. Es kann somit ei-
nerseits die von Bolzer et al. [4] propagierte Diskrepanz mit Boyle et al. [10] erklart werden
und andererseits die von Bolzer et al. [4] gemessene weder zentrale noch periphere relative
radiale Position der kleinen Chromosomenterritorien 18 und 19 bestétigt werden.

Die Unterschiede zwischen der schwerpunktbasierten und randbasierten Methode wurde an-
hand der unterschiedlichen resultierenden Modelle bzgl. des gleichen Datensatzes der Chromo-
somenterritorien 18 und BCL2 Gene in Cervix-Gewebe aufgezeigt. Auch die grofe Differenz
der Einzelmesswerte konnte anhand dieses Datensatzes aufgezeigt werden.

Fiir die Analyse von Zellkernen, insbesondere ellipsoide und beliebig geformte Tumorzellen,
sollten zukiinftig weitere Algorithmen zur randbasierten, relativen radialen Positionierung ent-
wickelt werden, um eine schnellere Datenverarbeitung zu gewéhrleisten. Der implementierte
Algorithmus sollte auf alle bisher bzgl. ihrer schwerpunktbasierten, relativen radialen Positi-
on untersuchten Datensétze nochmals angewendet werden, um Interpretationsfehler zu ver-
meiden. Im weiteren sollte die vorgeschlagene Methode der gleichen Volumina implementiert
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werden, sodass nicht nur die Positionen, sondern auch die Verteilungen gesamter Chromoso-
menterritorien untersucht werden kénnen.

8.4 Ellipsoidanpassung

Die Simulation von Chromatinmodellen, z.B. das sphérische IMBp Chromatin Modell (=engl.
1IMBp SCD), tragen einen wesentliche Teil zum Verstdndnis der Genomarchitektur bei. Der
Vergleich zwischen Simulation und Experiment ist hierbei in beide Richtungen nétig, die Ex-
perimente dienen der Verfeinerung des Modells und die Simulation liefert Hinweise fiir weitere
experimentell zu untersuchende Aspekte bzgl. der Genomarchitektur. Die beim 1MBp SCD
Modell verwendeten Zellkerne entsprechen Ellipsoiden und Kugeln. Die Chromosomenterri-
torien, welcher anschlieffend mit experimentellen Daten verglichen wird, werden hierbei in
einem Zellkern simuliert, dessen Form vor der Simulation festgelegt wird. Eine Verbesserung
der Rahmenbedingung fiir den Vergleich zwischen Experiment und Simulation wére, wenn fiir
jeden experimentellen Zellkern individuell an diesen Zellkern angepafster Ellipsoid bzw. eine
Kugel zur Verfiigung stiinde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Algorithmus entwickelt, der Ellipsoide anhand eines El-
lipsoidmodells und mittels Lagranger Optimierung an die beliebige Zellkerne anpafst. Der
Algorithmus wurde anschliefend an Fibroblastenzellkernen, welche eine annéhernd ellipsoide
Form haben, getestet. Als Parameter, welcher die Giite der Anpassung beschreibt, wurde das
Verhéltnis der Schnittmenge von Zellkernvolumen und Ellipsoidvolumen zum Zellkernvolumen
verwendet. Die Giite der Anpassung lag fiir die Fibroblastenzellkerne mit den Chromosomen-
territorien 18 bei 89.2% und fiir die Zellkerne mit den Chromosomenterritorien 19 bei 88.6%.
Eine weitere Untersuchung bzgl. der Giite der Anpassung erfolgte anhand des Vergleichs zwi-
schen der randbasierten relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 18 und 19
in den angepafsten Ellipsoiden und den Fibroblastenzellkernen. Die relative radiale Position
konnte fiir die Chromosomenterritorien 18 in den angepafiten Ellipsoiden und den Fiborbla-
stenzellkernen nicht unterschieden werden, wéihrend sich fiir die Chromosomenterritorien 19 ein
signifikanter Unterschied von 0.01 < p < 0.05 ergab. Die Position der Chromosomenterritorien
18 und 19 war in den angepafsten Ellipsoiden radial peripherer, als in den Fibroblastenzellker-
nen.

Die Giite der Anpassung muf, aufgrund der vorliegenden Ergebnisse, >89.2% sein, sodass die
angepaften Ellipsoide fiir eine Simulation verwendet werden kénnen. Der statistisch signifikan-
te Unterschied zwischen der relativen radialen Position der Chromosomenterritorien 19 ergibt
sich aufgrund der mangelnden Anpassungseffizienz und der Ellipsoidform. Die Anpassungeffi-
zienz von 88.6% ist zwar nur um 0.6% kleiner, als die Anpassungseffizienz der an die Zellkerne
der Chromosomenterritorien 18 angepaften Ellipsoide, muf aber aufgrund der vorliegenden
Resultate als ungentigend bezeichnet werden. Die unterschiedliche Form der Ellipsoide und
Zellkerne hat einen wesentlichen Einfluf auf die randbasierte Kartierung, da Ellipsoide keine
konvexen Bereiche aufweisen, Zellkerne hingegen schon. Hieraus resultiert eine Verschiebung
der radialen Position in Richtung Peripherie, welche bei beiden Chromsomterritorien zu be-
obachten ist.

Zusammenfassung und Ausblick

Der entwickelte Algorithmus zur Anpassung eines Ellipsoid an Zellkerne konnte die Erwar-
tungen nur teilweise erfiillen. Es konnte ein Algorithmus entwickelt werden, der Ellipsoide
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an Fibroblastenzellkerne anpafst, welche allerdings eine minimale Anpassungseffizienz erfiillen
miissen. Als Grenze wird eine Anpassungseffizienz von >89.2% festgelegt. Eine Verbesserung
des Algorithmus, in Bezug auf die Anpassungseffizienz kann eventuell mittels anderer Ne-
benbedingungen im Rahmen der Lagrangen Optimierung erreicht werden. Fitzgibbon et al.
[44] zeigten, dass theoretisch die Implementierung eines Algorithmus mit einer quadratischen
Nebenbedingung mdglich ist.

8.5 Anwendung der Minkowskifunktionale

Die Definition von Parametern zur Analyse der morphologischen Struktur von Chromoso-
menterritorien ist, aufgrund der bildanalytischen Bearbeitung der aus FISH resultierenden
digitalen Aufnahmen, nicht trivial. Von Eils et al. [35] wurde 1996 die Struktur der Chromo-
somenterritorien X in Fibroblasten mittels Voronoi Mossaiken und der Parameter Volumen,
Oberfliche und Roundness untersucht und anhand dieser Parameter unterschieden. Von Croft
et al. [29] wurde die Morphologie der Chromosomenterritorien 18 und 19 untersucht und ver-
mutet, dass das genreichere Chromosomenterritorium 19 grofer, weniger kondensiert und die
Oberfliche irregulédrer im Vergleich zu der des gendrmeren Chromosomenterritorium 18 ist.
Edelmann et al. [34] fithrten 2001 zusétzlich zu den Parametern von Eils et al. [35] den Pa-
rameter Smoothness ein und untersuchten anhand dieser Parameter die Struktur von in-vivo
markierten Chromatinregionen.

Die hier vorgestellten MF stellen einen anderen Ansatz dar. Das zu charakterisierende Objekt
wird als Element einer konvexen Menge definiert, das im dreidimensionalen anhand von vier
Funktionalen charakterisiert werden kann, welche eine Basis des dreidimensionalen Raums bil-
den. Diese vier Funktionale entsprechen den geometrischen Parametern normiertes Volumen,
spezifische Oberfliache, spezifische integrierte mittlere Kriimmung und spezifische integrierte
totale Kriimmung. Ein fiinfter Parameter ist die Eulerzahl, deren Definition analog der spezi-
fischen integrierten totalen Kriimmung, aber in Abhéngigkeit von der Richtung der Messung
ist. Die spezifische integrierte totale Kriimmung hingegen ist unabhéngig von der Mefrichtung.
Die Verkniipfung zwischen den MF, welche invariant bzgl. Translation und Rotation sind, wer-
den anhand der Gleichung von Crofton in ihre rdumlichen Anteile zerlegt. Da die Definition
der Funktionale auf kontinuierliche Rdume bezogen ist, die Chromosomenterritorien aber in
digitalen Bildern, also diskreten Gittern, untersucht werden sollen, muff die Gleichung von
Crofton zunéchst auf diskrete Gitter iibertragen werden. Hierzu wird ein Integrationsschritt
und eine Analyseschritt vollzogen; ersterer entspricht der Berechung des absoluten H&aufig-
keitsvektors der Nachbarschaftkonfigurationen mittels Marching Cube Methode, zweiterer der
Extraktion der Parameter aus dem absoluten Haufigkeitsvektor.

Die Parameter wurden auf die Chromosomenterritorien 18 und 19 in experimentellen Fibrobla-
stenzellkernen angewendet und anschliefsend die Verhéltnisse der Chromosomenterritorien 19
zu 18 miteinander verglichen. Die morphologischen Unterschiede zwischen den Chromosomen-
territorien wurden anhand des Vergleichs der resultierenden Verhiltnisse mit theoretischen
Werten untersucht. Fiir den Vergleich der experimentellen Verhéltnisse der Chromosomenter-
ritorien 19 zu 18 wurde als theoretischer Wert das Verhaltnis der MBp 19 zu 18 gewéhlt.
Die Verhiltnisse der experimentellen Chromosomenterritorien 19 zu 18 konnten die von Croft
et al. [29] gefundenen Unterschiede nicht bestétigen. Alle Parameter, aufer der von der Rich-
tung der Messung abhingige Parameter Eulerzahl, stimmten, innerhalb der Fehlergrenzen,
mit dem theoretischen Wert iiberein. Somit kénnen, unter den gegebenen Randbedingungen,
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die genreichen Chromosomenterritorien 19 und die genarmen Chromosomenterritorien 18 mor-
phologisch nicht unterschieden werden. Es gibt hierfiir drei mogliche Griinde:

1. Die morphologische Substruktur der DNA ist aufgrund der FISH zerstort, sodass keine
morphologischen Unterschiede detektiert werden konnen.

2. Die Anwendung von Schwellwerten, welche aufgrund des aus der FISH resultierenden
biologischen Hintergrundes angewendet werden miissen, unterdriicken jeden morpholo-
gischen Unterschied.

3. Es existiert kein Unterschied zwischen den Chromosomenterritorien 18 und 19.

Der erste Punkt, die Zerstorung der DNA-Substruktur, ist ein mdglicher Grund und wurde
bereits in Kapitel 8.1 diskutiert. Sollte dies der Fall sein, so kann eine morphologische Analyse
auf digitale Aufnahmen von FISH-Préparaten nicht angewendet werden bzw. es miissen scho-
nendere biologische Markierungsmethoden, wie z.B. die in dieser Arbeit vorgestellte Methode
der vCF, entwickelt werden.

Der zweite Punkt, die Anwendung von Schwellwerten, wurde bereits im Kapitel 8.2 disku-
tiert. Der verwendete Isodata-Algorithmus tiberschétzt den Schwellwert, weshalb eine Unter-
driickung des morphologischen Unterschieds anhand des MF normiertes Volumen vorhanden
sein sollte. Die MF spezifische Oberflichendichte und die Kriimmungen, welche ein Maf fiir
die Vernetzung und Oberflaichenstruktur sind, sollten jedoch Unterschiede aufweisen, da die
Schwellwerte vom Isodata-Algorithmus nur minimal {iberschétzt werden.

Der dritte Punkt, es sind keine Unterschiede bzgl. der Chromosomenterritorien vorhanden,
soll anhand der Ergebnisse des SNRPN Gens untersucht werden (welche spater diskutiert
werden). Es konnte fiir das SNRPN Gen kein Volumenunterschied gemessen werden, sodass
angenommen werden muf, dass die Dekondensation eines Gens, wenn vorhanden, unterhalb
der gemessenen Grofenordnung von ca. 0.018-0.026 pm? liegt. Es ist also moglich, dass, wenn
nur ein bestimmter Anteil an Genen auf den Chromosomen aktiv ist, dass die Verdnderung
mit den vorhandenen Methoden nicht detektiert werden kénnen. Es kann auch umgekehrt ar-
gumentiert werden, die DNA-Helix mufs sich 6ffnen um abgelesen zu werden, es werden jedoch
nicht alle Gene gleichzeitig abgelesen. Die resultierende morphologische Anderung ist klein,
sodass eine gesamte resultierende Anderung der Morphologie des Chromosomenterritoriums
mit den vorhandenen Methoden nicht detektiert wird. Die Aussage, es existiert kein Unter-
schied zwischen der Morphologie der Chromosomenterritorien ist also nicht haltbar.

Zusammenfassung und Ausblick

Die Resultate zeigen, dass die biologischen Methoden (FISH) und die hieraus resultierende An-
wendung von Schwellwerten nicht ausreichend sind, um Aussagen iiber die Morphologie von
Chromosomenterritorien zu machen. Die Anwendung der MF sollte weiter verfolgt werden, da
die verwendeten Parameter eine sinnvolle Erginzung des vorhandenen Parametersatzes zur
Charakterisierung der Morphologie darstellen. Die Implementierung der MF in ein Schwell-
wertverfahren [106] konnte den Anwendungsbereich der MF erweitern.
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8.6 Topologie des Chromosom 18 und BCL2 Gens in Cervix-
Gewebe

Die Topologie des Genoms, auf der Ebene von Chromosomenterritorien und Genen, wurde be-
reits in unterschiedlichen Zelltypen und in unterschiedlichen Zellzyklusphasen untersucht [23]
[4] [10] [29]. Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen, dass die Architektur des Genoms hoch-
gradig organisiert ist. Die verwendeten Zellen waren hierbei allerdings alle Zellkulturzellen
und wurden nicht im Zusammenhang eines Gewebeverbunds betrachtet. In Wiech et al. [116]
wurde erstmals die Topologie von Chromosom 8 und des Zentromer auf Chromosom 17 von in
Formalin fixierten und Paraffinwachs eingebettetem Pankreas- und Brustgewebe quantitativ
untersucht. Die Untersuchung der Topologie von Chromosomenterritorien und Genen in den
unterschiedlich differenzierten Zelltypen in unterschiedlichen Gewebeschichten ist ein essenti-
eller Baustein im Gesamtbild der Genomarchitektur.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals die randbasierte, relative radiale Position, die ab-
soluten Distanzen, die normierten Distanzen und die Winkel fiir das Chromosom 18 und das
BCL2 Gens in Epithelzellen des Cervix-Gewebes untersucht, welches Formalin fixiert und in
Paraffinwachs eingebettet war. Zusétzlich wurde die Position des BCL2 Gens in Bezug auf
die Oberfliche des Chromosomenterritoriums analysiert, indem die absolute Distanz des In-
tensitatsschwerpunktes des BCL2 Gens von der Oberflache vermessen wurde. Es wurde die
Topologie in Basal-, Intermediér- und Apikalgewebe untersucht, wobei die Reihenfolge dem
Differenzierungsweg der Ephitelzellen entspricht, und diese mit der in Karzinomgewebe ver-
glichen. Anhand der vorliegenden Resultate wurde ein vollsténdiges Modell der Topologie des
Chromosom 18 und des BCL2 Gens in Epithelzellen, wihrend der Differenzierung und im
Karzinom, geschaffen.

Als Grundlage dieser Diskussion dient die randbasierte, relative radiale Position, welche fiir
die radiale Positionierung in flachen und unregelméfig geformten Zellkerne geeigneter ist, wie
bereits im Rahmen des Vergleichs zwischen schwerpunktbasierter und randbasierter Metho-
de gezeigt wurde. Im Basalgewebe, also wahrend die Epithelzellen noch proliferieren, wird
das BCL2 Gen stark transkribiert. In Abbildung 8.1, welche einen Schnitt durch das Cervix-
Gewebe zeigt, ist das BCL2 Protein immunhistochemisch angefarbt und es ist zu sehen, dass
das BCL2 Protein in der Basalschicht stark exprimiert wird. Es kann gleichzeitig anhand der
Topologie gezeigt werden, dass in der Basalschicht eines der BCL2 Gene radial zentral und
das andere radial peripher orientiert ist (Abbildung 8.2 rechts unten), wihrend beide Chromo-
somenterritorien eine radial periphere Position einnehmen. Diese topologische Konformation
entspricht, wenn ein funktioneller Zusammenhang mit der Expression hergestellt wird, somit
der transkiptionell aktiven. Im Apikalgewebe, in welchem das BCL2-Protein nicht exprimiert
wird (siehe Abbildung 8.1), nehmen beide Chromosomenterritorien 18 eine radial zentralere
Position ein, als im Basalgewebe. Die Konformation der BCL2 Gene entspricht einer radia-
len Position zwischen der der beiden BCL2 Gene im Basalgewebe. Die radiale Position der
Chromosomenterritorien 18 und der BCL2 Gene im Apikalgewebe unterscheidet sich stati-
stisch signifikant von der des Basalgewebes. Diese Beobachtungen korrelieren, in Bezug auf
das Chromosomenterritorium 18, mit den Messungen von Bridger et al. [14] und Bolzer et
al. [4], welche eine radial zentrale Position und DNA-Verteilung des Chromosomenterritori-
ums 18 in ruhenden bzw. alternden Fibroblasten? (Apikalgewebe) und eine radial periphere
Position und DNA-Verteilung in proliferierenden Fibroblasten (Basalgewebe) beobachten. Im

?Bei Bridger et al. statistisch signifikant, bei Bolzer et al. statistisch nicht signifikant
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Abbildung 8.1: Die Abbildung zeigt die immunohistochemische Férbung des BCL2 Proteins im normalen
Cervix-Gewebe. Die Expression des BCL2 Proteins in der Basalschicht (dunkler blauer Streifen) ist deutlich
zu sehen. Die dariiberliegende Intermedidr- und Apikalschicht zeigen keine Farbung, die dort vereinzelt zu
sehenden angefédrbten Zellen sind Blutzellen.

Intermedidrgewebe, in welchem das BCL2 Protein teilweise ebenfalls nicht exprimiert wird
(siehe Abbildung 8.1), entspricht die topologische Konformation einer Mischung aus Basal-
und Apikalgewebe, da die radiale Position kein statistisch signifikanten Unterschiede zu bei-
den Gewebeschichten aufweist. Es wird angenommen, dass in der Intermedidrschicht ein to-
pologischer Umbau erfolgt, welcher die BCL2-Protein-Expression ausschaltet, und der in der
Apikalschicht abgeschlossen wird. Die Distanzen und Winkel zwischen den Chromosomen-
territorien 18 und den BCL2 Genen dndern sich wéhrend der Differenzierung minimal, aber
statistisch nicht signifikant, sodass davon auszugehen ist, dass der topologische Umbau nur
auf radialer Ebene stattfindet. Die Position des BCL2 Gens in Bezug auf die Oberfléche des
Chromosomenterritoriums 18 stimmen im Basal-, Intermediér- und Apikalgewebe {iberein und
kénnen als chromosomal perihper beschrieben werden. Dieses Resultate stimmt mit den Er-
gebnissen von Scheuermann et al., Dietzel et al. und Cremer et al. [102] [31] [23] iiberein,
welche die Position von aktiven Genen als, in Bezug auf die Chromosomenoberfliche, periphe-
re Position beschreiben. Scheuermann et al. untersuchten 2004 die Position des BCL2 Gens in
bezug auf die Oberfliche des Chromosom 18 in HeLa-Zellen und fanden iiber 80% der BCL2
Gene peripher, was hier bestitigt werden kann. Allerdings korreliert die periphere Position
nicht unbedingt mit transkriptioneller Aktivitit, da das BCL2 Protein in der Apikal- und
Intermediérschicht nicht exprimiert wird (siehe Abbildung 8.1). Es konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Positionen des BCL2 Gens der unterschiedlichen nor-
malen Gewebeschichten nachgewiesen werden. Bedacht werden sollte, dass bei allen Arbeiten
Schwellwerte auf die Chromosomenterritorien angewendet wurden, welche wie in dieser Arbeit
gezeigt wurde, iiberschiitzt werden kénnen. Eine Uberschitzung des Schwellwertes resultiert in
einem kleineren Chromsomterritorium, sodass die Gene ndher an der Chromosomenoberfliche
detektiert werden, als diese sich reell befinden. Mahy et al. [72] fanden 2002 Hinweise darauf,
dass transkriptionell aktive Gene sich nicht unbedingt an der Peripherie der Chromosomen-
territorien befinden miissen. Dies wurde 2004 von Kosak et al. [67] mit einer morphologischen
Forménderung der Chromosomen erklért. Demnach faltet sich die Chromosomenenoberfliche
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Abbildung 8.2: Die Abbildung zeigt das topologisches Modell des Chromosom 18 und BCL2 Gens in Cervix-
Gewebe. Die blauen Ringe entsprechen der randbasierte relative radiale Position des Chromosom 18 und des
BCL2 Gens in %.
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nach innen, sodass Gene, welche innerhalb des Chromosomenterritorium positioniert sind, reell
perihper liegen konnen. Die Resultate dieser Arbeit zeigen, das im Rahmen der verwendeten
Algorithmen, dass das BCL2 Gen, unabhingig von seiner transkriptionellen Aktivitét, immer
peripher liegt.

In Cervix-Karzinomzellen erfolgt ein Umbau der Topologie, die Chromosomenterritorien 18
und BCL2 Gene sind radial peripherer zu finden, als in den Zellen der drei normalen Gewe-
beschichten. Diese topologische Konformation weist einen hochsignifikanten Unterschied zu
der Konformation im Apikalgewebe auf. Die radiale Position des Chromosom 18 bestétigt
nochmals obige Vermutung, das in proliferierende Zellen das Chromosomenterritorium 18 ra-
dial peripher liegt (Bridger et al. [14] und Bolzer et al. [4]). Die Uberexpression des BCL2
Proteins korreliert in Cervix-Karzinomgewebe mit dem beobachteten topologischen Umbau?
[110] [121]. Im Cervix-Karzinom-Gewebe liegt eine zur Basalschicht (normale Expression des
BCL2 Proteins) dhnliche, aber andere topologische radiale Konformation vor. Die Distanzen
und Winkel verdndern sich auch in den Karzinomzellen, im Vergleich zu den den normalen
Gewebeschichten, nicht, sodass die Ursache des topologischen Umbaus radial verursacht sein
mufs [116].

Die Position der zwei BCL2 Gene in Bezug auf die Oberfliche der Chromosomenterritori-
en 18 konnte zwar statistisch signifikant unterschieden werden, d.h. eines der Gene befindet
sich auflerhalb, das andere innerhalb des Chromosomenterritoriums. Der Unterschied wurde
jedoch verworfen, da der Unterschied zwischen einer zufilligen und der vorgenommenen Sor-
tierung der Distanzen nur 11 nm betrégt, die normiert kumulierten Haufigkeitsverteilungen
statistisch nicht unterschieden werden konnen, die chromatische Verschiebung nicht korrigiert
wurde und die Haufigkeitsverteilungen sich nicht wesentlich von denen der drei normalen Ge-
webeschichten unterscheiden. Der statistisch signifikante Unterschied kann jedoch als Hinweis
auf einen patientenspezifischen Unterschied gewertet werden. Die Position der BCL2 Gene
wird, in Ubereinstimmung mit Scheuermann et al., Dietzel et al. und Cremer et al. [102] [31]
[23], als peripher beschrieben und stimmt mit der transkriptionellen Aktivitdt somit fiir 60-
70% der Patienten iiberein.

Die von Nogami et al. [83] und Kurz et al. [69] gefunden Zusammenhénge bzgl. der Lokalisati-
on von Genen relativ zur Chromosomenoberfliche und der relativen radialen Position kénnen
somit erklért werden. Die Position der BCL2 Gene ist in Bezug auf die Chromosomenoberfla-
che peripher und &ndert in Abhéngigkeit von der Zyklusphase der Zelle die radiale Position.

Zusammenfassung und Ausblick

Es wurde erstmals ein vollstdndiges topologisches Modell des Chromosoms 18 und BCL2
Gens in Zellen des Cervix-Gewebes vorgestellt. Die topologische Konformation korreliert im
Basalgewebe mit der Expression des BCL2-Proteins und veréndert sich im Intermedidr- und
Apikalgewebe in eine transkriptionell inaktive Konformation, welche ebenfalls anhand der Ex-
pression des BCL2 Gens nachgewiesen wurde. Die Position des BCL2 Gens in Bezug auf die
Oberfliche des Chromosom 18 ist in allen drei Gewebeschichten peripher. Im Karzinomgewe-
be erfolgt wiederum ein topologischer Umbau, welcher der Konformation des Basalgewebes
dhnlich ist und mit der Expression des BCL2 Proteins teilweise korreliert. Der topologische
Umbau ist radial bedingt, die Distanzen und Winkel &ndern sich nicht. Die Position des BCL2
Gens in Bezug auf das Chromosomenterritorium 18 ist auch im Karzinomgewebe radial peri-

3Es wurde allerdings nicht zwischen Patientengruppen unterschieden, 60-70% der Patienten weisen eine
Uberexpression auf
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pher.

Eine Verfeinerung des topologischen Modells kann anhand einer patientenspezifischen Un-
tersuchung erfolgen. Hierzu miifsten die Gewebeproben der Patienten immunhistochemisch
untersucht werden und in BCL2 exprimierende und nicht exprimierende Gruppen unterteilt
werden. Bei der Analyse kann dann zwischen der Position des BCL2 Gens in Bezug auf das
Chromosomenterritorium 18 zwischen einer topologisch exprimierten und nicht exprimierten
Konformation unterschieden werden. Die Expressionanalyse muf auch, um eine falsch positive
Expression auszuschliefsen, an der mRNA untersucht werden.

8.7 Messungen am SNRPN Gen

Die Messung des Volumens, der Gréfe und Kompaktierung von Genen anhand der Fluorophor-
verteilung mittels FISH markierten Genregionen ist essentiell, um ein vollstdndiges Modell der
DNA-Struktur in der Grofenordnung von Genen zu erhalten. Von J.Rauch [93] wurden 1999
ein Modell fiir eine 240 kBp langen DNA-Bereich in der PWSR (iiber die SNRPN-Region
hinweg) mittels spektraler Prézisionsdistanzmessungen an CLSM Aufnahmen entwickelt, wel-
ches die erste bekannte Messung in dieser Grofenordnung ist. Das resultierende Volumen bzw.
die Kompaktierung der markierten Region betrug 0.006 um? bzw. 40.0 J;\fwlj:’?’ wobei zusitz-
lich die Strukturinformation, aufgrund der spektralen Prézisionsdistanzmessungen, vorhanden
war. 2005 wurde dann von Hildenbrand et al. [59] Messungen mittels rdumlich modulierter
Beleuchtung (engl. spatial modulated illumination=SMI) vorgenommen und die Gréfe der
p53, p58 und der c-myc Genregionen vermessen. Die Volumina dieser Regionen lagen zwi-
schen 0.00057 und 0.00097 pm?3. Analoge Messung wurden 2006 von Mathee et al. [73] fiir
eine 7q22 Genregion vorgenommen und es ergab sich ein Volumen von 0.00061 pm?.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Algorithmus entwickelt, welcher eine zweidimensionale
Gaufsfunktion in drei Raumrichtungen an die Fluorophorverteilung der mittels FISH markier-
ten Chromatinregion anpaft. Die insgesamt sechs resultierenden Halbwertsbreiten, zwei axiale
und vier laterale, werden einerseits dazu verwendet ein Ellipsoidvolumen (anhand der latera-
len und axialen Halbwertsbreiten) und andererseits ein Kugelvolumen (anhand der gemittelten
lateralen Halbwertsbreiten) zu berechnen. Die Kompaktierung der DNA wird anhand der Vo-
lumina, indem die Megabasenpaar Anzahl pro Volumen Af n]ff berechnet wird, angegeben.
Der entwickelte Algorithmus wurde in zwei Experimenten auf das mittels FISH markierte SN-
RPN Gen in der PWSR angewendet. Im ersten Experiment wurde anhand des Algorithmus
zunéchst die PSF-Halbwertsbreiten des verwendeten CLSM vermessen und dieser anschlieffend
auf das mittels einer kommerziellen DNA-Sonde, mit eine Lange von 200 kBp, markierte SNR-
PN Gen in T-Lymphozyten angewendet. Im zweiten Experiment wurden die Halbwertsbreiten
des ersten Experiments verwendet, da keine PSF-Messungen vorlagen, und mit diesen der ent-
wickelte Algorithmus auf die 159 kBp lange markierte Region angewendet. In diesem zweiten
Experiment konnte das paternale, aktive vom maternal, inaktiven SNRPN Gen unterschieden
werden, was im ersten Experiment nicht moglich war. Aus den resultierenden Halbwertsbreiten
der beiden Messungen wurden die Ellipsoid- und Kugelvolumina sowie die Kompaktierungen
der beiden Sonden ermittelt. Die aus dem ersten Experiment resultierenden Volumina wurde
abschlieffend mit den randbasierten und schwerpunktsbasierten relativen radialen Positionen
verglichen. Die aus dem zweiten Experimenten resultierenden Volumina wurden mit den sich
aus Anwendung eines Schwellwertes und dem Abzéhlen der Voxel ergebenden Volumina ver-
glichen.
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Die gemessenen lateralen PSF-Halbwertsbreiten zeigen, dass der entwickelte Algorithmus,
die Anpassung einer zweidimensionalen Gauffunktion, es ermoglicht, Unterschiede der PSF-
Halbwertsbreiten zu detektieren. Die lateralen PSF-Halbwertsbreiten weisen einen Unterschied
von 40-50 nm auf, was aus einer Asymetrie der Lochblende resultiert. Die lateralen Halbwerts-
breiten liegen mit 214 nm bis 264 nm oberhalb des theoretischen Wertes von 146 nm, aber
unterhalb der von P. Edelmann [33] in situ gemessenen PSF-Halbwertsbreite von 283 nm. Die
axialen Halbwertsbreiten liegen zwischen 581 bis 582 nm und somit ebenfalls oberhalb des
theoretischen Wertes von 292 nm und unterhalb des von P. Edelmann gemessenen Wertes von
718 nm. Uber die Art der Messung der PSF existieren unterschiedliche Meinungen. Die in situ
Messung von P. Edelmann ist eigentlich die bestmogliche Methode, da die vermessene PSF
anhand einer 40 kBp langen hybridisierten DNA-Sequenz vorgenommen wurde, welche als ein
punktformiges Objekt in Bezug auf die Auflosung angenommen werden kann. Die resultie-
rende Intensitétsverteilung besteht jedoch aus der effektiven Intensitéts-PSF, welche mit der
Intensitdtsverteilung der 40 kBp Region konvoluiert ist, weshalb die PSF {iberschitzt wird.
Der Vorteil der Messungen von Edelmann sind die reellen optischen Bedingungen im Zellkern,
unter welchen die Messungen vorgenommen wurden, diese wurden bei den PSF-Messungen
dieser Arbeit vernachldssigt. Andererseits wurde die in dieser Arbeit vermessenen PSF um
die Halbwertsbreite der Beads korrigiert, sodass davon auszugehen ist, dass die resultierende
Halbwertsbreite der PSF der reellen entspricht. Es wurde von S.Fenz [42]| gezeigt, dass die
Unterschiede des Brechungsindex innerhalb des Zellkerns so stark variieren, dass die Messung
der PSF in unmittelbarer Ndhe des zu untersuchenden biologischen Objekts erfolgen mufs, um
eine moglichst realistische Messung der PSF fiir die anschliefende Messungen am biologischen
Objekt zu erhalten. Welche Mefsmethode letztendlich die Richtige ist, kann nicht entschieden
werden, optimal wére eine in situ Messung an einem Objekt mit bekannter Geometrie und
Intensititsverteilung in der Ndhe des biologischen Objektes. Dies ist mit den zur Verfiigung
stehenden Methoden jedoch nicht mdéglich. Die Injektion von Beads in den Zellkern wurde
bereits 1999 von J.Rauch angedacht und in dieser Arbeit versucht, wobei sich zeigt, dass die
Beads Cluster bilden.

Die Ergebnisse des ersten Experimentes (SNRPN-Sonde Qbiogen) zeigten, dass das pater-
nale und maternale Gen, welches bei diesem Experiment auch biologisch nicht unterschieden
werden konnten, keine statistisch signifikanten bzgl. ihrer Volumina und Kompaktierungen auf-
weisen. Die Ergebnisse des zweiten Experiments, bei welchem paternales und maternales Gen
biologisch unterschieden werden konnten, bestétigte die Ergebnisse des ersten Experiments.
Das aktive paternale Gen kann vom inaktiven maternalen nicht unterschieden werden. Die
Ursachen fiir die nicht detektierbaren Unterschiede, welche biologisch aufgrund der Aktivitdt
des paternalen und Inaktivitit des maternalen vorhanden sein miissten, gibt es verschiedene
Erklarungen:

Die Auflésung des CLSM ist nicht ausreichend, um die “Kondensations-“ bzw. “Dekondensati-
onsunterschiede der Genregionen zu detektieren. Das gemessene mittlere Ellipsoidvolumens
entspricht dem 4.02fachen des PSF-Volumens von 0.017 um?, das gemessenen mittlere Kugel-
volumen dem 1.49fachen des PSF-Volumens. Das von J.Rauch gemessene Volumen entspricht
hingegen 0.006 pum? fiir eine 240 kBp lange Sequenz. Die gemessenen Volumina liegen somit
alle in der Gréfenordnung des PSF-Volumens, wihrend die von J.Rauch gemessenen unterhalb
liegen. Dies zeigt, dass mittels Einfarbenmessungen und des hier verwendeten Algorithmus,
die untere mefibare Volumengrenze oberhalb des PSF-Volumens liegt und die anisotrope Auf-
16sung in axiale Richtung, wie das Ellipsoidvolumen zeigt, eine uniiberwindbare Hiirde ist.
Konnen Unterschiede bzgl. der Volumina bzw. der Kompaktierung von Genregionen mit der
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Auflésung des CLSM nicht detektiert werden, dann kénnen nur Techniken wie SMI und SPDM,
ein Weg sein, um diese zu detektieren. Von Rauch konnten 1999 zwar auch keine Unterschiede
in der Struktur gefunden werden, jedoch wiesen zwei der sechs gemessenen Distanzen geringe
signifikante Unterschiede auf, wenn die jeweils groferen und kleineren Mefiwerte im gleichen
Zellkerne getrennt betrachtet werden. Dies sollte als Hinweis gewertet werden und zu einer
weiteren Anwendung der SPDM-Methode motivieren. Hildenbrand et al. |59| zeigten, dass
mittels SMI ein Volumen untersucht werden kann, welches um einen Faktor 30 kleiner ist, als
die in dieser Arbeit gemessenen. Die verwendeten DNA-Sonde kénnten eine weitere Ursache
fiir die nicht detektierbaren Unterschiede sein. Die Sonden hatten eine Linge von 159-240
kBp, wobei die kommerzielle SNRPN-Sonde nur das SNRPN Gen mit eine Lénge von 44 kBp
iiberlagert, wéhrend die von Rauch und im zweiten Experiment verwendeten Sonden zusétz-
lich die Genregion 043458 mit einer Lange von 52 kBp bedecken (siehe Abbildung 8.3). Die
Sonden von J.Rauch markiert also 40%), die Sonde des ersten Experimentes 22% und die des
zweiten Experimentes 60.37% der Genregionen. Dieser Anteil scheint nicht auszureichen, um
Unterschiede zu detektieren*, sodass eventuell exaktere Markierungmethoden bendtigt wer-
den. Eine dritte Ursache konnte die Zerstorung der nativen Struktur aufgrund der FISH sein.
Diese Ursache wurde bereits im Rahmen der vCF diskutiert, weshalb hier nur nochmals auf
Winkler et al. [117] eingegangen wird (Untersuchung von denaturierten und nicht denaturier-
ten Metaphase-Chromosomen mittels SNOM). Die letzten beiden Ursachen sind biologischer
Natur, welche nur mittels genauerer und schonendere Hybridisierungmethoden ausgeschlossen
werden konnen.

Chr. 13

2820Mb

I Rauch 240 KBp I
Teller 159 KBp
Weiland 200KBp
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“XP_942206.1 | “QSHYA3_HUMAN
LSNRPN L043458_HUMAN

Abbildung 8.3: Die Abbildung zeigt Position der von K.Teller, J.Rauch und Y.Weiland verwendeten DNA-
Sonden auf Chromosom 15. Die Sondenbereich sind gelb markiert und die SNRPN-Genregion rot umrahmt.
Die Sonde von Y.Weiland bindet nur links und im Bereich des SNRPN-Gen, wahrend die Sonden von K.Teller
und J.Rauch links und im Bereich des SNRPN-Gen und das 043456 Gen binden.

4J.Rauch verwendete zusitzlich SPDM
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Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen, dass native Hybridisierungmethoden, z.B. die in dieser
Arbeit entwicklete vCF, sowie die Ansétze von Hausmann et al. [57] bzw. Durm et al. [32],
bendtigt werden.

Die gemessenen Kompaktierungen liegen fiir die Ellipsoidvolumina in der Grofenordnung von
3.7 (erstes Experiment) und 15.7 (zweites Experiment) 282 und fiir die Kugelvolumina in der

pm3
Grokenordnung von 10.8 (erstes Experiment) und 32.4 (zweites Experiment) 2452

pwm3
J.Rauch gemessene Kompaktierung fiir ein Kugelvolumen entspricht 40.0 MBp " Somit, liegen
m

alle hier gemessenen Volumina unterhalb der Messung von J.Rauch, was ebenfall ein Hinweis
auf die genauere SPDM-Methode ist [37]. Die hier gemessenen Werte konnen aufgrund der
volumenbezogenen Messung der Kompaktierung nicht mit Literaturangaben zur 30 nm Faser
verglichen werden, da diese die Kompaktierung immer auf die Linge beziehen. Da DNA aber
dreidimensionale Strukturen ausbildet, ist zukiinftig ein Bezug auf das Volumen unabdingbar.
Die Messung der randbasierten, relativen radialen Position des ersten Experiments und die
anschlieffend vorgenomme Sortierung der Mefiwerte zeigt, dass diese signifikante Unterschiede
aufweisen. Die im Weiteren vorgenommene Korrelation der randbasierten relativen radialen
Position mit den Volumina ergab eine Ubereinstimmung von 71.2% (Kugelvolumina) und
65.4% (Ellipsoidvolumina) der Zellkerne mit einer radial zentralen Position der kleineren und
radial peripheren Position der groferen Volumina®. Diese gute Ubereinstimmung wird hier
als Indiz fiir die zentrale Bedeutung der relativen radialen Positionierung gedeutet. Vielleicht
weist die Verkniipfung mehrerer Parameter, wie hier vorgenommen, eine Moglichkeit auf, die
biologisch vorhandenen Unterschiede bzgl. der Aktivitdt von Genen nachzuweisen.

Der Vergleich zwischen der Schwellwertmethode (mit anschliefsender Volumenberechnung mit-
tels Voxelzdhlen) und den hier gemessenen Ellipsoid- und Kugelvolumina zeigt, dass adéquate
mathematische Anpassungmethode benétigt werden. Der Faktor 22.8 zwischen dem PSF-
Volumen und der Schwellwertmethode und der Faktor 4.0 und 1.5 mit der hier entwickelten
Methode und dem PSF-Volumen entspricht einem Unterschied in der Gréfienordnung von 5-10.
Die Schwellwertmethode ist also nicht geeignet ist, um die Volumina von FISH Markierungen
in der Grofenordnung von 159-240 kBp zu vermessen.

. Die von

Zusammenfassung und Ausblick

Die hier entwickelte Methode der Anpassung einer zweidimensionalen Gaufsfunktion in drei
Raumrichtungen ermdglicht es Gréfsenunterschiede in der Grofenordnung von 50-60 nm in die
laterale Raumrichtung zu detektieren, wie anhand der PSF-Messungen gezeigt wurde. Die in
der paternalen und maternalen PWSR markierten Bereiche weisen keine Volumen oder Kom-
paktierungunterschiede auf bzw. konnten in zwei Experimenten nicht nachgewiesen werden.
Es konnen mit der hier entwickelten Methode Grofsen fiir Einfarbenmessungen in der Gréfsen-
ordnung des PSF-Volumens des CLSM gemessen werden. Dies entspricht der untere Grenze
des mit dieser Methode erreichbaren Volumens dar. Die Ursache fiir die nicht gefundenen Un-
terschiede, welche physikalische bedingt sind, ist die begrenzte Auflésung des CLSM. Diese
ist nicht ausreichend, sodass bessere Methoden, z.B. SMI und SPDM benétigt werden |104]
[103] [21] [37]. Die Ursachen fiir die nicht gefundenen Unterschiede auf biologischer Ebene sind
die Zerstorung der Chromatinsubstruktur bei der Denaturierung und die nicht ausreichende
Markierung aufgrund der verwendeten DNA-Sonden. Eine Verbesserung der biologischen Me-
thoden kann durch die ebenfalls hier vorgestellte Methode der vCF und die von Hausmann et

®Dies wird im Weiteren von Y.Weiland in Rahmen ihrer Doktorarbeit diskutiert, hier wird nur nochmals
auf die zentrale Bedeutung der radialen Positionierung verwiesen
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al. [57] vorgestellte Methode der COMBO-FISH erreicht werden [105] [32] [78]. Eine Verkniip-
fung der Volumenmessung mit weiteren Parametern ermdglicht es zukiinftig diese zusétzlich
im Rahmen der Topologie einzuordnen.
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. Solovei, I. ; Schermelleh, L. ; During, K. ; Engelhardt, A.; Stein, S.; Cremer, C. ; Cremer,

T. : Differences in centromere positioning of cycling and postmitotic human cell types.
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Anhang B

Material und Methoden

B.1 Chemikalien

Chemikalien Firma
Chromosomenmedium B Biochrom
Colcemid Sigma-Aldrich
Essigsdure Merck

Ethanol Riedel De Haen
Formamid Merck
Salzsdure HCI J.T. Baker
HEPES Carl Roth GmbH
Immersionsél (ImmersolTM518F) Zeiss
Kaliumchlorid KCI Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck

Magnesiumchlorid-6-

Sigma Aldrich

Hydrat(MgCl,z6H20)

Merckofix Merck
Methanol Merck
Natriumchlorid NaCl J.T. Baker
PBS (10x) Sigma Aldrich
Pepsin (100mg/ml ddH20) Sigma-Aldrich
Phytohdmagglutinin Roche

Poly-L-Lysin 0.01%

RNase-Losung(Stocklosung:10mg/ml

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tris HCI)

Saponin Serva

SSC (20x) Sigma-Aldrich
Triton-X-100 Merck

Vecta Shield

Vector
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B.2 Losungen
Hybridisierungspuffer

e 0,6 M MgCl2x6H20

e 3M NaCl

e 1M NaAc

e pH 7 einstellen und autoklavieren
Mikroinjektionspuffer

e 80 mM KCL

e 10mM K2HPO4

e 4mM NaCL

B.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die vitalen Zellen werden von den nicht vitale Zellen mittels Trypanblau- Ausschlusstest un-
terschieden. Bei Zellen deren Membran beschidigt ist, diffundiert der Farbstoff ins Zellinnere
und farbt das Zytoplasma blau bis violett, wihrend bei Zellen mit einer intakte Zellmembran
der Farbstoff ausgeschlossen wird. Gleichzeitig wird Gesamtzellzahl bestimmt. Aus der Zell-
suspension werden 20ul entnommen und mit gleichem Volumen Trypanblau-Losung gemischt.
Diese Mischung wurde auf eine geeichte Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und unter dem
Lichtmikroskop bei 10-facher Vergroferung ausgewertet. Dafiir wurden alle vier Grofquadrate
mit jeweils 16 kleinen Quadraten erfasst und die Zellzahl und die Vitalitdt ([%]) berechnet.

Zellzahl — Zellengesamt 4
— .21 B.1
— ; 0 (B.1)
Zell vita
Vitalitt = w - 100 (BZ)
Zell@ngesamt
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B.4 Protokolle

B.4.1 Methanol/Eissessig Fixierung

Reagenzien:

Kulturmedium: RPMI Medium 1640 inklusive 10% FCS, 1% Penicillin/Stretomycin, 1%
L-Glutamin

Phytohdmagglutinin (PHA)
Colcemid (10 mg/ml)
75mM KCL-Losung

Fixativ (Methanol/Eisessig, Verhiltnis 3:1)

Metaphase-Préparation und Interphase-Priparation:

1.

0.1 ml Colcemid ((10 mg/ml) zugeben, mischen und fiir 10-30 Min. bei 37°C inkubieren
(Dieser Schritt entfillt bei der Interphase-Préparation).

. Zellen in ihrem Medium in 15 ml Falcon-Roéhrchen iiberfithren und fiir 10 Min bei 200

g zentrifugieren.

. Verwerfen des Uberstands und resuspendieren des Pellets in 5-6 ml einer auf 37°C tem-

perierten 75 mM KCL-Losung.

Inkubation fiir 10-15 Min. bei 37°C.

. 10 Min. bei 200 g zentrifugieren.

. Uberstand bis auf ca.l ml abnehmen und die Zellen resuspendieren.

Fixativ (Methanol/Eisessig, Verhiltnis 3:1), auf -20°C gekiihlt, Tropfen fiir Tropfen unter
leichtem Schwenken des Rohrchens zugeben.

. Auf 4 ml auffiillen und 30 min ruhen lassen.

. Die Schritte 5-8 werden, in Abhéngigkeit vom Zelltyp, 1-4 Mal wiederholt.
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B.4.2 Interphase/Metaphase-FISH Zentromer 9
Reagenzien:

e Aus Pepsinstocklosung (100 mg/ml in ddH20) 18 ul Pepsinstocklésung in 60 ml 0,01 N
HC1

e Permeabilisierungslosung 0.7 ml Triton-X-100/0.1 g Saponin/99.3 ml 2xSSC (entspricht
0.7% Triton-X100/0.1% Saponin in 2xSSC)

Hybridisierungslosung fiir PNA /DNA-Metaphase-FISH:

e 2yl Zentromer 9 PNA-Sonde (0,89 uM)

e 8ul kommerzieller Hybridisierungspuffer(Formamid,SSC)

e 2yl kommerzielle Zentromer 9 DNA-BAC-Sonde
Hybridisierungslésung fiir Interphase:

e 8ul kommerzieller Hybridisierungspuffer(Formamid,SSC)

e 2yl kommerzielle Zentromer 9 DNA-BAC-Sonde
Protokoll:

1. 10-30 pl, in Abhéangigkeit von der Zelldichte, der Zellsuspension auftropfen.

2. 30 min in Permeabilisierungslosung inkubieren

3. 2x5 min in 2xSSC

4. 200 pl RNase (4 pl Stock + 196 pl 2xSSC) bei 37°C fiir 30 min, Deckglas verwenden
und versiegeln

5. 2x5 min in 2 x SSC und 5 Min. in 1 x PBS
6. 1 min in 0.002% Pepsin bei 37°C inkubieren.
7. 1xPBS fiir 5 min

8. Denaturierung in 70% Formamid/2xSSC (pH 7-7,2) fiir 5 min bei 72°C (fiir 2 Objekt-
trager) +1°C fiir jeden weiteren Objekttréger

9. je 2 min 70%/90%/100% EtOH

10. 5 min in 2xSSC bei 42°C

11. 5 min in 0.5xSSC bei 42°C

12. 5 min in 0.5xSSC bei 65°C

13. 15 pl 0.25uM YOYO-1 fiir 1 min, Deckglas verwenden
14. Kurz in 2xSSC geben

15. Vectashield zugeben, Deckglas und mit Fixogum versiegeln
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