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Einleitung




Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die Frage nach der Struktur der Chromosomen einer
Zelle wahrend ihrer Interphase, speziell nach den morphologischen Eigenschaften der kom-
pakten (Zorn et al. 1979) Aufenthaltsbereiche der Chromosomen (der Domdnen). Um
hierauf Antworten geben zu konnen, mufl ein System etabliert werden, das sich aus den
biologischen Gegebenheiten in humanen Lymphozytenkernen definiert:

Die Chromosomen der Interphasezelle sind mit Licht-Mikroskopen nicht voneinander zu
diskriminieren. Wird die DNA mit einem stochiometrisch bindenden Farbstoff markiert,
so erkennt man lediglich den vom Euchromatin unterschiedlichen (héheren) DNA-Gehalt
pro Volumen (die DNA-Dichte) des Heterochromatins sowie ggf. die ungefarbten Nukleoli
(Ambrose u. Easty 1970).

Die chromosomale DNA ist wiahrend der Interphase im kugelformigen Lymphozytenkern
lokalisiert, so dal die Doménen, die die DNA einzelner Chromosomen beinhalten, eine
quasi-beliebig raumliche Orientierung besitzen konnen. Bislang existieren nur Hinweise
auf die relative Orientierung des homologen Chromosomenpaares 1 zueinander (Boei et al.
1998).

Die Interphase teilt sich in die G1, S und G5 Phasen (G=Gap, S=Synthese) auf, die fiir
die Zelle unterschiedliche Bedeutung haben.

Die Untersuchung eines bestimmten Chromosoms erfordert eine spezifische Markie-
rung, die durch die “Fluoreszenz in situ Hybridisierung” (FISH) realisiert wird. Um die
raumliche Struktur zu erfassen, miissen mikroskopische Aufnahmen in verschiedenen Tiefen
des Kerns gemacht werden, ohne hierbei eine allzu starke Degradierung des Bildes durch
die Fluoreszenz auflerhalb der fokalen Ebene in Kauf zu nehmen. Das konfokale Fluores-
zenzmikroskop zeichnet sich durch eine gute axiale Diskriminierung der Fluoreszenz aus
und wird daher zur Messung eingesetzt. Da vermutet werden muf}, dal die Chromoso-
men nicht immer die identische Struktur wahrend der Interphase haben, stiitzen sich diese
Untersuchungen auf nicht-proliferierende Zellen, die sich in der Go-Phase (vergleichbar
mit der G1-Phase proliferierender Zellen) befinden. Es handelt sich hierbei um humane
Lymphozyten aus dem peripheren Blut einer Normalspenderin.

Die Qualitat der Bildaufzeichnung wird durch die Einstellungen des Mikroskops be-
stimmt. Diese Arbeit wird zeigen, wie sich charakteristische Grofien, welche die Bildqua-
litat ausmachen, experimentell bestimmen lassen. Die wichtigsten dieser Groflen sind die
Verbreiterung einer Punktlichtquelle in einer Messung und das Signal/Rausch-Verhéltnis,
das ganz wesentlich durch das Detektorsystem des Mikroskops bestimmt wird. Die Ver-
breiterung, die durch die Punktverwaschungsfunktion (PSF, Point Spread Function) verur-
sacht wird, kann durch eine Lochblende in der fokalen Ebene des Detektionssystems in
bestimmten Grenzen beeinflult werden. Es ist zu beachten, dafi eine kleine Lochblende
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zwar eine schmalere PSF zur Folge hat, jedoch die Beschleunigungsspannung am Detektor
heraufgeregelt werden muf}, um den Abfall der gemessenen Intensitit zu kompensieren,
wodurch gleichzeitig eine Verschlechterung des Signal/Rausch-Verhéltnisses eintrit.

Die Mefiwerte sind, nicht zuletzt wegen ihrer Dreidimensionalitat, visuell schwer inter-
pretierbar. Aus diesem Grund und weil eine moglichst genaue Quantifizierung erfolgen soll,
wird eine dreidimensionale Bildverarbeitung entwickelt, mit der die Chromosomendomanen
rekonstruiert und charakterisiert werden konnen. Der Hintergrund dieser Charakterisie-
rung liegt in der strahlenbiologischen Uberlegung, Unterschiede zwischen intakten und
geschadigten Chromosomen in der Interphase aufzudecken zu wollen. Interessante Eigen-
schaften sind in diesem Zusammenhang der DNA-Gehalt, das Volumen und die Oberflédche
der Doménen (Eils et al. 1996). Insbesondere die Oberfliche stellt eine schwer quan-
tifizierbare Grofle dar. In dieser Arbeit wird sie im wesentlichen durch einen Schritt der
Vorverarbeitung definiert, der fiir eine Glattung der Doméanen-Auflenseiten sorgt, so daf
die durch das Rauschen verursachten Feinstrukturen unterhalb des Auflosungsvermogens
des Mikroskops unberiicksichtigt bleiben.



2
Theoretische Grundlagen




2.1 Biologische Grundlagen

2.1.1 Der Zellzyklus aus zytometrischer und optischer Sicht

Der Zellzyklus 1483t sich in die Interphase und die Mitose unterteilen. Wahrend inner-
halb der Interphase unter anderem ein kleiner Teil der im Zellkern enthaltenen DNA, z.B.
fiir die Proteinsynthese, transkribiert wird, stellt die Mitose die Phase der Zellteilung dar.
In dieser Zeitspanne kondensiert das Chromatin, welches die DNA enthalt, zu sichtbaren
Chromosomen, die sich nun unter dem Lichtmikroskop erkennen lassen.

Hetero- und Euchromatin haben in der Interphase im Groflenbereich optischer Wel-
lenlangen uberwiegend konstante optische Dichten, wie Betrachtungen mit Phasenkon-
trast- und Differenzkontrastmikroskopen zeigen und fiillen den gesamten Zellkern aus. Die
Chromosomen, die im wesentlichen aus DNA und Proteinen bestehen, sind optisch nicht
voneinander zu diskriminieren (Bild 1, links).

In Zellen, die einen vollstandigen Zyklus durchlaufen, wird die DNA in einem Ab-
schnitt der Interphase, der Synthese-Phase (S-Phase), kopiert und der doppelte Chro-
matidensatz erzeugt.

Die G- und Ga-Phasen (“Gap”-Phasen), ebenfalls Abschnitte der Interphase, liegen
zeitlich vor, respektive im Anschlufl an die S-Phase und spielen fiir die Reparaturaktivitat
der Zelle eine zentrale Rolle. Innerhalb dieser Phasen wird keine semikonservative DNA-
Synthese, aufler zum Zweck der Reparatur, durchgefiihrt.

In der G- Phase enthalt der Zellkern den einfachen, in der G-Phase den durch die
Synthese verdoppelten DNA-Gehalt. Zellen, die sich nicht teilen, verbleiben in der G-
Phase.

In der sich an die GG3-Phase anschlielenden Mitose, der Zellteilungsphase, kondensiert
die DNA zu Chromosomen, die nun optisch im Phasenkontrast- und Differenzkontrast-
Mikroskop unterschieden werden kénnen (Bild 1, rechts).



Bild 1: Unter dem Differenzkontrastmikroskop sind im Interphasekern einer menschlichen
Lymphozytenzelle (linkes Bild) keine diskret liegenden Chromosomen zu sehen, wie der
“Metaphasespread”! sie im rechten Bild zeigt. Beide Aufnahmen haben die gleiche Skalie-

rung.

I Mitotische Zellen konnen durch den hypotonischen Schock zum “Platzen” gebracht
werden, so dafl die Chromosomen sich flachig auf einem Objekttrager verteilen.
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2.1.2 Quantifizierung durch DN A-Farbstoffe

Die DNA besteht aus zwei Riickgradern (Backbones) einer alternierenden Folge von
Phosphatgruppen und Zuckermolekiilen, die in charakteristischer Weise durch angehangte
Nukleinbasen miteinander verbunden sind und eine Doppelhelix ausbilden. Die Basen
sind jeweils durch zwei bzw. drei Wasserstoftfbriickenbindungen untereinander verbunden,
so daf sich Kombinationen, sogenannte Basenpaare, aus den Purinen Adenin und Guanin
sowie den Pyrimidinen Thymin und Cytosin ergeben. Die beiden moglichen Kombinatio-
nen sind Adenin/Thymin (AT) und Guanin/Cytosin (GC) (Watson u. Crick 1953).

Um Messungen mit Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopen durchzufiihren, kann die
DNA durch absorbierende bzw. fluoreszierende Farbstoffe markiert werden. Ein Maf} fir
den DNA-Gehalt ist die Anzahl an Basenpaaren (base pair, bp). Eine relative Messung ist
mit einem stéchiometrischen DNA-Farbstoff moglich.

Im Falle des DNA-Farbstoffes Propidium-Jodid (PJ) ergibt sich bei Anregung mit
grinem (580nm) Licht eine rote (605nm) Fluoreszenz. Die Bindung des Farbstoffes an
die DNA erfolgt sowohl durch Interkalation als auch ionisch. Die ionische Bindung ist um
etwa zwei GroBenordnungen stiarker als die interkalierende (Pauluhn et al. 1980). Unter
physiologischen Bedingungen binden die PJ-Molekiile im Mittel im Abstand von vier bis
fiinf Basenpaaren an die DNA. Die Anregungs- und Emissionsspektren von an die DNA
gebundenem PJ sind um etwa +35nm bzw. —15nm gegeniiber freiem PJ verschoben und
seine Fluoreszenz ist um einen Faktor 20 bis 30 angehoben.

Die ionische Bindungskonstante ist vom Salzgehalt abhangig, da Salz als Kompetitor
auftritt. Aulerdem bindet PJ auch an die RNA, die durch das Enzym RNase abgebaut
werden kann, um um spezifische Messungen fiir die DNA zu ermoglichen.



2.1.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Abfolgen bestimmter Basenpaare in der DNA konnen durch die Fluoreszenz in situ Hy-
bridisierung (FISH) optisch markiert werden. Hierzu stellt man Sonden aus Fluorochrom-
markierter DNA her, welche mit der (zu markierenden) Ziel-DNA im Zellkern hybridisiert
werden, d.h. die durch Anhebung der Temperatur einzelstringig gemachte Sonde (De-
naturierung) kann sich iiber die komplementéire Basenpaarung spezifisch an die ebenfalls
denaturierte Ziel-DNA binden (Einen Uberblick der Entwicklungen geben Lichter u. Cre-
mer 1992).

Chromosomenspezifische Sonden werden tiberwiegend aus cDNAs oder direkt aus der
DNA des entsprechenden Chromosoms hergestellt. In beiden Fallen mufl bei der Hybri-
disierung beachtet werden, dafl ein grofler Teil der DNA unspezifisch ist, d.h. gleiche
Abfolgen von Nukleinbasen auch auf anderen Chromosomen zu finden sind. Im Falle der
c¢DNA handelt es sich bei den unspezifischen Sequenzen um die IRS (interspersed repetitive
sequences). Werden solche Bereiche markiert, kommt es zu Signalen auch auf anderen als
dem Ziel-Chromosom.

Solche unspezifischen Sequenzen werden direkt an der Sonde durch Zugabe von (nicht-
markierter) Cot1-DNA nach separater Denaturierung wihrend einer angemessenen Zeit-
dauer des “Auskiihlens” (preannealing) abgesittigt. Diese Dauer ist ein kritischer Pa-
rameter des Verfahrens, da mit ihr auch die Wahrscheinlichkeit fiir die Renaturierung?
spezifischer Sequenzen steigt. Zusatzlich sattigt man mit der Cot1-DNA diese Sequenzen
auf dem zu markierenden Chromosom ab. Diese Vorgehensweise wird als chromosomal
in situ supression (CISS) Hybridisierung bezeichnet. Gesattigte Sondenfragmente binden
iiberwiegend nicht mehr an die Ziel-DNA und werden aus dem hybridisierten Praparat
herausgewaschen. Bild 2 zeigt das Schema dieser Methode.

Kommerzielle Sonden sind sowohl direkt, d.h. mit Fluorochrom versehen, als auch
indirekt durch Antikorper (z.B. Biotin oder Digoxigenin), die nach der Hybridisierung mit
einem Fluoreszenzfarbstoff versehen werden, markiert erhaltlich. Die Chromosomensonden
sind haufig bereits mit einer adaquaten Menge Cot1-DNA versehen.

2 Renaturierung bedeutet hier die Wiederherstellung der Doppelstriangigkeit.
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unspezifische
uenzen

Ziel-DNA / markierte DNA

markierte DNA-Sonden
| 77 — geséttigtes Sondenfragment

O O | |

Fluorochrome O

Cot1-DNA

Bild 2: Oben links ist ein Ausschnitt der zu markierenden DNA gezeigt, die unspezifische
Sequenzen (schraffierte Bereiche) enthilt. Diese werden durch die Cot1-DNA (Unten links)
sowohl an der Sonde (Mitte links) als auch an der Zie-DNA (Oben rechts) geséttigt.
Die geséttigten Sondenfragmente (Mitte rechts) werden aus dem hybridisierten Préaparat
herausgewaschen.




2.1.4 Die Chromosomenstruktur im Interphasekern

Licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen des Zellkerns zeigen homogene Ver-
teilungen von Hetero- und Euchromatin im Interphasekern, so daf} iiber die Organisation
der Chromosomen in dieser Phase des Zellzyklus ohne chromosomenspezifische Markierung
keine genaue Aussage getroffen werden kann. Die Annahme, dafl die Chromosomen sich
jeweils im gesamten Kern ausbreiten und sich gegenseitig durchdringen (Comings 1968)
wurde gegen Ende der 70er Jahre experimentell falsifiziert. UV-Mikrobestrahlung® leben-
der Zellen sollte nach dieser nicht-territorialen Vorstellung der Chromosomen Schaden an
vielen Chromosomen erzeugen. Tatsichlich waren die Schiden, die sich als UDS?* (Un-
scheduled DNA Synthesis) zeigen, stets auf wenige Chromosomen begrenzt (Zorn et al.
1979). Dieses Ergebnis unterstiitzte die alternative Vermutung raumlich eng begrenzter
Chromosomenterritorien in der Interphase (Boveri 1909). Eine Bestétigung erfuhr dieses
Modell durch die Entwicklung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) (2.1.3).

Verschiedene Arbeiten, welche sich auf die FISH-Technik stiitzen, haben sich mit der
Struktur der Chromosomendomanen beschaftigt.

Interphase-Chromosomen sind bis auf einen kleinen Eindringbereich an der Oberflache
ihrer Territorien integer (Cremer et al. 1997), d.h. sie werden nicht vom Chromatin anderer
Chromosomen durchdrungen. Biophysikalische Modelle (Zirbel et al. 1993) stiitzen die
Annahme dieser “Inter Chromosomal Domains” (ICDs) zwischen den Doménen.

Die FISH-Farbung bestimmter Bereiche auf Chromosomen, wie z.B. den Armen und
R- bzw. G-Bindern®. zeigt, da diese in jeder Phase des Zellzyklus ebenso integer sind
(sich also untereinander nicht “mischen”) wie das gesamte Chromosom (Cremer et al.
1997).

Markierungen der p- und g-Arme® vom humanen Chromosom 1 mit unterschiedlich
fluoreszierenden Farbstoffen legen zudem eine Erhaltung der raumlichen Relationen dieser
Bereiche zueinander nahe (Boei et al. 1998).

3 Bestrahlung eines kleinen (beziiglich des gesamten Zellkerns) Volumens

4 Diese AuBerplanmifige DNA-Synthese ist Teil des Reparatur-Prozesses.

> R- und G-Binder sind frith bzw. spit replizierende Bereiche auf den Chromosomen.
Man kann kann sie detektieren, indem man der Zelle zu verschiedenen Zeiten der S-Phase

Fluorochrom-markierte Nukleotide (Uridin-Derivate) anbietet,
6 Als p- und g-Arm eines Chromosoms bezeichnet man den kiirzeren bzw. lingeren

Abschnitt langs seiner Chromatiden
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Bild 3: Die p- und g-Arme humaner Interphase-Lymphozyten sind zweifarbig markiert.
Man erkennt, daf§ sie voneinander verschiedene Territorien einnehmen (Aus: Boei et al.
1998).
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2.2 Physikalische Grundlagen

2.2.1 Das konfokale Laserscanning-Mikroskop

2.2.1.1 Mechanischer Aufbau und strahlenoptisches Prinzip

Raumliche Messungen schwach absorbierender Objekte” konnen gewonnen werden,
indem Bildaufnahmen in unterschiedlichen Tiefen dieser fluoreszenzmarkierten Objekte
gemacht und miteinander verkniipft werden. Die axiale Bildposition ist hierbei die dritte
Dimension im Koordinatensystem. Aus diesem Grunde spricht man von den gewonnenen
Mefidaten als “Bildstapel”.

Diese Technik ist fiir die Differenzkontrast-Mikroskopie (Munster 1997) beschrieben
worden und findet im Reflektionsmodus von Auflichtmikroskopen (Wilson 1990) ebenso
Verwendung wie in der Fluoreszenzmikroskopie, um die es in dieser Arbeit geht.

Das konfokale Laserscanning-Mikroskop (CLSM) ist fiir diese Applikationen beson-
ders gut geeignet, da es bei jeder Aufnahme eines Schichtbildes Bildinformationen aus
dariiber- bzw. darunterliegenden Ebenen unterdriickt. Zudem zeichnet es sich auch durch
eine schmalere laterale Verbreiterung der Punktlichtantwort aus. Dies fithrt zu einer
verbesserten optischen Auflosung, also zu einem “scharferen” Bild.

Das CLSM ist ein Punktlicht-Scanner, der fiir jede Einzelmessung eines Bildpunk-
tes ein kleines Volumen beleuchtet und detektiert. Lochblenden (Pinholes) in der fokalen
Objekt- bzw. Bildebene begrenzen die Beleuchtung und den Detektor. Diese Begren-
zung wirkt sich nicht nur auf die laterale Bildnachbarschaft aus. Lichtsignale auflerhalb
der fokalen Ebene tragen zur Unscharfe und Verbreiterung des Lichtes in der Abbil-
dungsebene aus. Das begrenzende Detektions-Pinhole blendet nun einen grofien Teil dieses
storenden Lichtes aus. Bild 4 zeigt den prinzipiellen mechanischen Aufbau eines konfokalen
Laserscanning-Mikroskops.

Ein Spiegelsystem, das auf dem FKEinsatz von Galvanometern beruht und zwischen
dem Objektiv und dem dichroistischen Spiegel angeordnet ist, fithrt den Lichtpunkt (Die
Beleuchtung und damit auch das gemessene Licht) iiber das zu rasternde Gebiet. Um
Aufnahmen aus unterschiedlichen Tiefen zu gewinnen, wird der Mikroskoptisch herauf-
bzw. heruntergefahren.

7 Humane Lymphozyten absorbieren so wenig Licht, daf sie im Durchlichtmikroskop
nicht zu sehen sind.
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BELEUCHTUNGS-
LOCHBLENDE

DICHROISTISCHER
SPIEGEL

BELEUCHTUNG

DETEKTIONS-

LOCHBLENDE
OBJEKTIV
ANREGUNG UND
EMISSION
OBJEKTEBENE

Bild 4: Lochblenden (Pinholes) begrenzen die Lichtkegel im konfokalen Laserscanning-
Mikroskop, in welchem das Objekt mit einem kleinen Lichtpunkt abgerastert wird. Das
dargestellte Schema zeigt einen Aufbau, bei dem die Beleuchtung und das vom Objekt
emittierte Licht durch das gleiche Objektiv fokussiert werden. In diesem Fall muf§ das zu
detektierende Lichtsignal jedoch mit einem dichroistischen Strahlteiler aus dem Strahlen-
gang der Anregung herausgefiltert werden.
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2.2.1.2 Die Punktverwaschungsfunktion im CLSM

Die Wahrscheinlichkeit fiir das Antreffen eines Photons auflerhalb des Beleuchtungs-
kegels ist grofler Null, d.h. nach Vorstellung der Optik sorgt die Beugungsbegrenztheit des
CLSM fiir eine Limitierung der Ortsauflosung. Gleiches ist auch fiir den physikalischen
Proze3 der Detektion giiltig. Auch hier werden mit von Null verschiedener Wahrschein-
lichkeit Photonen gemessen, die nicht exakt dem Ort des Brennpunktes zugeordnet werden
kénnen. Die Punktverwaschungsfunktion (PSF, Point Spread Function) k gibt mit I = |A[?
die Intensitét der Verbreiterung an. Nach Wilson (1990) gilt fiir Anregungslicht und Emis-
sion

h(u,v) = 2/0 P(p)ex™?" Jo(vp)pdp., (2.1)

wobei P(p) die Ausdehnung und Transmissivitiat des Linsensystems beschreibt. p ist auf
den Durchmesser der Linse normiert und P(p) = 0 fiir p > 1. Die Abhéngigkeit von
der Wellenlinge und der numerischen Apertur der Optik schlagt sich in den optischen
Koordinaten

u = 8;2 sin2(%) (2.2)
und 5
v = Tﬂr sin(a) (2.3)

nieder, wobei sin(a) die numerische Apertur ist.

(2.1) gilt aufgrund des konfokalen Prinzips fiir Anregung (he;) und Emission (hep,)
und die Gesamtintensitat s ergibt sich als Produkt der Einzelintensitaten zu

(1, 0) = |Peg (U, ) hem (1, v)]* . (2.4)

Bild 5 stellt die Intensitdaten der PSF fiir das konfokale Mikroskop und fiir ein kon-
ventionelles Mikroskop gegeniiber. Aufgezeichnet ist die Intensitatsverteilung als Resultat
einer Lichtquelle mit der Charakteristik des FITC-Farbstoffes (Fluoreszeinisothiozyanat).
Die Koordinaten sind metrisch ([m]) angegeben

Aus Griinden der Energieerhaltung wird s(u, v) mit v(z,y) = 2F /22 + y? sin(e) und
u = u(z) zu s(z,y, z) normiert, so daf

///_J:O s(z,y, z)dedydz =1, (2.5)

d.h. daf} das Integral iiber die Wahrscheinlichkeitsdichte 1 ergeben muf3.
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PSF eines konfokalen Scanners

Ih|"2

COOO000000
oRNMwhUONLOR

-3e-06

PSF eines einfachen Scanners

lh|"2

COO000C00
oRNMwhuN®OR

Bild 5: Die PSF von konfokalem und nichtkonfokalem Scanner sind in Abhéngigkeit von
der lateralen und der axialen Koordinate (z) dargestellt. Wegen der Symmetrie der PSF
ist fiir die laterale Koordinate nur r aufgetragen.
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2.2.1.3 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Da die Fluoreszenz der abzubildenden Objekte eine inkoharente Beleuchtung darstellt,
kann die Abbildung ¢ des Objektes o (i und o sind Intensitatsverteilungen) als Faltung

+oo
i(l’,y,Z) = /// s(m’,y’,z')o(aj—a:’,y—y’,z—z’) dx’ dy/ dZ/a (26)
bzw
i=5®o0 (2.7)

geschrieben werden. Mit der Fourier-Transformation F und I = F(i), S = F(s) sowie
O = F(o) wird hieraus das Produkt
I=50. (2.8)
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2.2.2 Simulation der Lichtstreuung

Die Lichtstreuung ist in biologischen Systemen ein experimentell schwer zu quan-
tifizierender Effekt. Computersimulationen erlauben es, eine Abschétzung zu treffen (Dunn
1997).

2.2.2.1 Die Maxwellschen Gleichungen

Die Elektrodynamik beschreibt Licht als eine elektromagnetische Welle, deren mag-
netisches (H) und elektrisches Feld (E) (in Abwesenheit seiner Quellen) den folgenden
Maxwell-Gleichungen geniigt:

rot E=—-B (2.9)
rot H=D (2.10)

mit
B = uH (2.11)
D=¢E (2.12)

und
[t = fio iy (2.13)
€ = €0€r. (2.14)

B und D bezeichnen die magnetische Induktion bzw. die elektrische Verschiebung. p, und
€, sind materialabhangige Konstanten und stehen in folgender Weise mit der optischen
Dichte n eines Mediums in Zusammenhang:

n=\/lirér . (2.15)

Da n in biologischen Medien typischerweise variiert, sind (2.9) und (2.10) nicht mehr ohne
Beschrankung der Allgemeinheit 1osbar.

2.2.2.2 Die numerische Losung der Maxwell-Gleichungen

Yee hat auf die Moglichkeit hingewiesen, diese Gleichungen numerisch zu l6sen (1966 ).
Fir das Vektorprodukt von Differentialoperator und Feld werden Differenzenquotienten
W verwendet, deren Schrittweite Az durch den Gitterabstand des Modells
gegeben ist.
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Die Integration geschieht im einfachsten Falle durch das Euler-Cauchysche Verfahren
ft+1 = ft + At g(ft) (216)

f reprasentiert als sechsdimensionaler Vektor das EM-Feld

(2.17)

HRPEEE

In Komponentenschreibweise lautet die Vorschrift fiir die numerische Integration der
ersten diskretisierten Maxwellschen Gleichung (2.9) dann wie folgt:

Hy (i, 5, k) = Hy (i, . k)
1 2Ax 2Ax

Hy (i, 5, k) = Hy (3, 5, k)
1 2Azx 2Azx

HZ"(i, j, k) = HZ(i, 5, k)
A (Bt Lgk) - By L k) BY(ij+1,k) — B, — 1,k) - (2:20)
I 2Azx 2Azx

Gleichung (2.10) kann analog behandelt werden:

BN, 5, k) = EL(i,5,k)

At (H(i,j+1,k) — Hi(iy,j — 1,k)  HY(i, 5.k +1) — HL(i,5,k —1)\ (2.21)
_|_ - —
2Ax 2Ax

€

t+1/: - _ pts s
Ey (Za]ak)_Ey(Zvjvk)
At (HE(i,jok+1) = Hi (k= 1) HE(Gi+1,j,k) — Hi(i —1,5,k)) (2:22)
+_ _
2Ax 2Ax

€
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B (i, g, k) = EL(i, . k)
LA CH( LG k)~ Hy (- LG k) HAG o+ 1K) — Hi(j — 1K) (2:23)
2Ax 2Ax

€

1, J, k bezeichnen die Ortskoordinaten.
2.2.2.3 Der Hertzsche Dipol

Als Anfangsbedingung fiir die Berechnung der Lichtausbreitung dient der Hertzsche
Dipol (Bild 6), dessen Losungen bekannt sind. Das E-Feld am Ort r liegt parallel zur
Ebene, die durch die Achse des Dipols r’ sowie dem Vektor, der von der ruhenden Ladung
nach r zeigt und einen Winkel ¢ mit der Achse einschlieit, aufgespannt wird. Das B-
Feld steht senkrecht auf ihr. Die Betrage der Felder gehen im wesentlichen mit Si|l;|¢. Der
winkelabhangige Term sorgt an den Polen fiir verschwindende Felder und hebt somit die

Kugelsymmetrie auf.

Y

Bild 6: Die Richtungen der Felder und des Poynting-Vektors S = E x B.

Wir haben die Betrige (Weller u. Winkler 1979)

frow?
E = po sin ¢ cos kr — wt (2.24)
dmr

und .
B=-F (2.25)

mit pg dem Dipolmoment.

19



2.2.3 Bildverarbeitung

2.2.3.1 Rauschfilter

2.2.3.1.1 Zeitlich gemittelte Messungen

Ergodisches Rauschen in Bildern zeichnet sich dadurch aus, da die fouriertrans-
formierte Funktion des Rauschens sowohl in allen Raumrichtungen, als auch in der Zeit ein
konstantes Amplitudenspektrum aufweist. Zusammen mit der Annahme normalverteilter
Grauwerte im Rauschbild kann eine Messung durch zeitliche Mittelwertbildung verbessert,
d.h. in Richtung des Zentrums der Verteilung korrigiert werden. Dieser wird fiir N sukzes-
sive Messungen I; geschatzt als

1] = ~ L. (2.26)

2.2.3.1.2 Raumliche gemittelte Messungen

In (2.2.1.2) ist bereits die rdumliche Verbreiterung des Lichtes durch die PSF ange-
sprochen worden. Sofern Bilder mit einer Auflésung (Pixel/Lénge, [1/m]) aufgezeichnet
werden, die sehr viel grofler als die Wellenzahl % ist, folgt daraus eine geringe Varianz
der Grauwerte in lokalen Nachbarschaften. Fiir eine solche lokale Nachbarschaft nimmt
man nun einen konstanten Grauwert an. Der Fehler, den man mit dieser Annahme macht,
wird gering sein, wenn das normalverteilte Rauschen zu starkeren Varianzen als die reale
Bildinformation fiithrt. Die Mittelwertbildung iiber alle N Pixel oder Voxel einer lokalen
Nachbarschaft L wird nun wieder den Erwartungswert 0 des Rauschens beinhalten und
den angenommenen, lokal konstanten Wert I abschatzen, also

m:NZu@. (2.27)

2.2.3.1.3 Tiefpabfilter

Héufig werden Tiefpafifilter, z.B. mit der Charakteristik der GauBfunktion s(x) =

—0X

2 . . . .
e , eingesetzt, um die grolen Gradienten des Rauschens zu beseitigen, also

IN=S&I. (2.28)

S ist wieder die fouriertransformierte Funktion s.
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2.2.3.1.4 Raumliche und zeitliche Median-Filterungen

Das nichtlineare Medianfilter sortiert die Grauwerte einer Nachbarschaft von N Bild-

elementen nach ihrer Grofle und liefert den Wert an der Position % in der sortierten
Liste zuriick. Im Gegensatz zur Mittelwertbildung verandern “Ausreiflier”, d.h. stark
abweichende Grauwerte, nicht das Resultat. Damit eignet sich das Median-Filter auch zur

Filterung von nicht-normalverteiltem Rauschen.

Weiterhin sind nur Grauwerte im Filtrat zu finden, die tatsachlich gemessen werden.
Das ist von Interesse in Systemen, deren physikalisch sinnvolle Zustande nur diskrete Werte
annehmen konnen.

Das Medianfilter ist nicht nur auf eine raumliche, sondern auch auf eine zeitliche
Nachbarschaft, d.h. auf sukzessive Messungen desselben Volumens, anwendbar.

12 4 7
Sortierung
4 7 12
Ubernahme des mittleren Wertes
-

Bild 7: Die drei benachbarten Grauwerte der oberen Zeile werden in diesem eindimen-
sionalen Beispiel sortiert, der mittlere Wert in der Liste (nicht der Mittelwert) wird dann
in die untere Zeile eingetragen.
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2.2.3.1.5 Das nichtlineare anisotrope Diffusionsfilter

Nichtlineare anisotrope Diffusionsfilter sind iterative Rauschfilter, die Kantenstruk-
turen sehr gut erhalten konnen. Perona u. Malik (1990) formulieren ein Filter anhand der
Diffusionsgleichung

0
(6 1) = V- [e(x, ) VI(x,1)] (2.29)

wobei t als Iterationsschritt interpretiert wird und ¢ eine monoton fallende Diffusionsfunk-
tion ist, die vom Betrag der Grauwertgradienten im Bild abhangt:

c(x,t) = F(IVI(x,1)]). (2.30)

Hierdurch wird eine Justierung der Diffusionsstarke erreicht, die z.B. von Kanten im Bild
abhangig sein kann. Die Exponentialfunktion

K

c(x,t) = e~ (M)Z

ist eine mogliche Wahl.

Die Diffusions-Konstante r sollte so eingestellt sein, daff mit y der Position einer

relevanten Kante im Bild gilt:
5 < IVI(y,0)]. (2.31)

Die fiir die dreidimensionale Bildverarbeitung notwendige diskrete Formulierung sieht
mit dem Kuler-Verfahren wie folgt aus:

At
[(.’171,.’172,.773,t + At) ~ [(xl,xz,l'g,t) + W

(w1 + Axy, &g, w3, )1 (21 + 24801, 29, w3, 1) — (21, 22, 3, 1)] (2.32)

- C(xl - A$17$27$3at)[1($17$17$27$3at) - I(xl - 2A£U1,£U2,$3,t)]

+....

Aus Griinden der Ubersicht ist hier nur der erste Term des Divergenz-Operators angegeben.
Die diskreten Ableitungen von ¢V I nach x3 und x3 sind von analoger Gestalt.
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2.2.3.2 Restauration

2.2.3.2.1 Das Inverse Filter

Gleichung (2.8) legt nahe, die Verbreiterung der Bildinformation durch die PSF mittels
Invertierung aus dem Bild herauszurechnen, also

I
= _. 2.
0= 3 (2.33)

Dieses Vorgehen birgt einige Probleme. Zum einen ist weder ¢ noch eine experimentell
bestimmte PSF s iiber einen unendlich ausgedehnten Raum bekannt und die Beugungs-
begrenztheit des optischen Systems sorgt iiberdies fiir Nullstellen in S, so dafl die Inverse
nur in einem endlichen Intervall definiert ist. Zum anderen wird in der Regel additives
Rauschen n die Bildinformation mit

t=s®@o0+mn (2.34)

verfalschen.
2.2.3.2.2 Das Wiener Filter

n ist in der Regel ergodisch, d.h. sein Amplitudenspektrum ®,, ist konstant. Uber das
Spektrum von o (®,) kann man eine Abschétzung machen, indem man das Rauschen durch
Tiefpafifilterung entfernt. Aus diesen Informationen kann das Optimale Filter (Goodman
1968)

S*
S 2.35)
> @, (
1SI"+ 3=
generiert werden, so daf
O~HI. (2.36)

2.2.3.2.3 Das Tikhonov-Miller Filter

Das inverse Signal/Rausch Verhéltnis im Wiener Filter kann ersetzt werden durch
n=(£)? mit

Ji—s®d|| <e, (2.37)

wobei € eine Abschatzung tiber die euklidische Norm des Rauschens und 6 eine Abschatzung

von o ist und
le® ol <, (2.38)

wobei € ein Grenzwert fiir die Energie und ¢ einen Regularisierungsoperator darstellt, um
zur Formulierung des Tikhonov-Miller Filters zu gelangen:

S*

T=—7F———. 2.39
[S* +nllC|[? (239
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C ist die Fouriertransformierte des Regularisierungsoperators ¢, der ohne a priori Informa-
tionen zu d(r) gewahlt wird. Im Gegensatz zum Wiener Filter ist der additive Term im
Nenner somit konstant.

2.2.3.2.4 Der ICTM Algorithmus

Eine stabile Abschitzung fir 6 wird durch Minimierung des Funktionals
R 1 N 12 A2
©(0) = 5 (lls® 6 —il[" +nllc® of]%) (2.40)
gewonnen (Tikhonov u. Arsenin 1977). Ohne Zwangsbedingungen ist das Problem linear

und seine Losung ist Gleichung (2.39).

Wenn die Bedingung 0 > 0 eingefithrt wird, mufl das Problem iterativ gelost wer-
den (Lagendijk 1990). Der Algorithmus hierzu wird als “Iterative Constrained Tikhonov-
Miller” (ICTM) bezeichnet.

Der Gradient von (2.40) ist

Vo) = A6 —sT @i (2.41)
mit
A= s +nllel)?. (2.42)
Die Iteration lautet
of Tt = P(6* + oFd"). (2.43)
P ist der Projektionsoperator
0o; wenn o; > 0,
P(o;) = {0 sonst, (2.44)
d gibt mit
V()]

d* = Vp(6F) + d*t (2.45)

IVe(or=1)]>
die Suchrichtung an (Press et al. 1992).

Die Schrittweite o berechnet sich durch den Gold- oder den Brent-Algorithmus (Press
et al. 1992).
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2.2.3.3 Mathematische Morphologie

2.2.3.3.1 Die Grundoperatoren

Die Mathematische Morphologie (Serra 1982) formuliert die Operatoren Eg (Erosion)
und D¢ (Dilatation), die im folgenden definiert werden.

Allgemeine Definitionen

Es sei F'(x) der Wert einer “Bild-Funktion” an der Stelle x € Dp, G(x) der Wert eines
“Strukturelementes” an der Stelle x € Dg und G(0) sein “zentrales Element”. Gesucht
werden nun Funktionen O;(x) fiir die gelten:

Vy € Dp N Dg mit F(y) =G(y —x)+ 0;(x) : F'(y) =G'(y — x). (2.46)

Es existieren maximal zwei Losungen O und Os. Im Falle ihrer Existenz konnen durch die
Bedingung, daf} alle Bertihrpunkte zwischen F(y) und G(y — x) — O;(x) Tangenten sind,
die folgenden Fille auftreten: F(y) > G(y — x) + O2(x) und F(y) < G(y — x) + O1(y).

Bild 8: Die Graphen zweier Funktionen F' und G + o; sind fiir die beiden Losungen o
und o0y von (2.46) aufgezeichnet.

Die Operator-Gleichungen lauten nun:

FErosion:

E6F(x) = G(0) + Oz(x) . (2.47)

Dilatation:
D F(x) = G(0) + O1(x) . (2.48)
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Anschaulich bedeuten die Operatoren folgendes: Das Strukturelement wird so iiber
das Bild gefiihrt, daf es sich entweder von “oben” (Dilatation) oder von “unten” (Erosion)
an dieses anschmiegt (Bild 8). Dabei liefert die Summe aus der Intensitit des zentralen
Elementes und der notwendigen “Anhebung” bzw. “Absenkung” des Strukturelementes
das Ergebnis der jeweiligen Operation.

Die Erosion und die Dilatation sind lineare Operatoren, d.h.
EGF(x) = EgF (nx) (2.49)

und
D¢ F(x) = DgF(nx) (2.50)

Man sieht dies so: Die n-fache Anwendung der Operatoren entspricht der einfachen An-
wendung auf eine durch n gestauchte Funktion. Das ist dquivalent zur Anwendung mit
einem gestreckten Strukturelement.

Haufig werden diese Operatoren mit binaren, zweidimensionalen Strukturelementen
auf bindre und ebenfalls zweidimensionale Funktionen angewandt, also F,G C {0,1}.
Diese Applikation liefert eine eingdngliche Anschauung der Funktionsweise der Opera-
toren. Fir jedes Pixel x eines Bildes legt man das Strukturelement so iiber jenes, dafl
das zentrale Element ebenfalls an der Stelle x liegt. Das betreffende Pixel wird nun im
Falle der Erosion geloscht, wenn es ein oder mehrere Pixel mit dem Wert 0 im Bild gibt,
so daf3 die korrespondierenden Pixel im Strukturelement wenigstens einmal einen Wert 1
annehmen. Der Dilatations-Operator setzt demgegeniiber das betrachtete Pixel im Bild,
wenn es in einem oder mehreren Pixeln in der ﬂberdeckung von Bild und Strukturelement
zZur ﬁbereinstimmung kommt, so daf die korrespondierenden Pixel den Wert 1 annehmen.

Bild 9 demonstriert diese binaren Operationen an zweidimensionalen Bildern.
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Strukturelement Bild

Erosion Dilatation

Bild 9: Sind Strukturelement und Bild identisch, so besteht das Resultat der binaren
Erosion stets aus einem einzelnen Pixel, da es nur eine vollstindige Uberdeckung gibt.
Das Ergebnis der Dilatation 1ait die vier “Ecken” auf dem urspriinglichen Wert 0, da
es nur hier zu keiner Uberdeckung kommt. Man sieht es in diesem einfachen Fall den
Resultaten an, dafl das zentrale Element genau in der Mitte des Strukturelementes liegt.
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2.2.3.3.2 Opening und Closing

Anschaulich bewirken die Grundoperatoren der Mathematischen Morphologie bei Bi-
nérbildern ein Auffiillen von “Lochern” (Dilatation), bzw. die Erweiterung solcher “Lo-
cher” (Erosion) im Bild. Insbesondere die Grofle der Bildelemente wird dabei erhéht
bzw. verringert. Um diesen Effekt zu kompensieren, kann man beide Grundoperatoren
miteinander verknupfen.

Definiert sind das Closing
CoF =Eq(DgF) (2.51)

und das Opening
OgF =Dg(EcF), (2.52)

deren Effekte in Bild 10 zu sehen sind.

&

*

Binérbild Closing Opening

Bild 10: Von links nach rechts ist ein binares Schnittbild zweier Chromosomendomanen,
das Resultat des Closing-Operators sowie das Resultat des Opening-Operators, angewandt
auf dieses Schnittbild, zu sehen. Als Strukturelement findet eine runde Scheibe mit dem
Radius 3 Verwendung. Das Closing liefert eine geschlossene Flache im gesamten Bereich
des Domanen-Schnittes, wahrend das Opening lediglich die zuvor bereits geschlossenen
Bereiche erhalt und alles andere entfernt.

Insbesondere dem Closing-Operator kommt in dieser Arbeit eine wichtige Bedeutung
zu. Die meisten verwendeten Segmentierer (2.2.3.4) kénnen innerhalb der Chromosomen-
Domaéanen “Locher” hinterlassen. Diese werden durch niedrige Grauwerte verursacht, die
jedoch aufgrund der zu erwartenden Integritdt dennoch der Doméne angehoren (2.1.4f).
Das Closing kann diese Locher in den Binarbildern, die darauthin als Maske fiir die Grau-
wertbilder dienen, nun schlieflen.
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2.2.3.4 Metrik

Die Aufnahme von Mefldaten mit dem Laserscanner ist zweifach quantisiert: Die Ab-
tastung des Zielobjektes erfolgt diskret in allen Raumrichtungen, wobei an den Stiitzstellen,
auch Voxel® genannt, digitalisierte Mefwerte verzeichnet sind. In der Reprisentation des
Erfassungssystems ist jeder Wert in einem Kubus lokalisiert und fiir die Metrik gilt die
Manhattan-Norm?, also

3
dm(x,¥) = Y @i = yil- (2.53)
i=1

Alternativ kann man die Annahme machen, der MeSwert sei zentral im Kubus lokalisiert

10

und nimmt einen infinitesimalen Raumbereich ein'’. In diesem Falle lassen sich die Ab-

stande zwischen den Stiitzstellen linear interpolieren und nach der Euklidischen Metrik

de(x,y) = (i —yi)2 (2.54)

3
=1

berechnen.
2.2.3.5 Nachbarschaft

Als n-Nachbarschaft eines Voxels x bezeichnen wir hier diejenigen Voxel y, fiir die
gilt: dp(x,y) < n. Fiir n = 1 besteht die Nachbarschaft aus Voxel, deren Seitenflichen
sich bertihren, fiir n = 2 kommt zusatzlich die “Kantennachbarschaft” hinzu und fiir n = 3
noch die sich an den Eckpunkten tangierenden Voxel.

Ublicherweise verwendet man eine andere Notation, die sich aus der Anzahl der Nach-
barpunkte definiert. Diese ist aber in drei Dimensionen wenig intuitiv.

2.2.3.6 Segmentierung

Die Segmentierung digitaler Bilder dient dazu, “interessante” Bildregionen vom “Hin-
tergrund” zu trennen. Im folgenden werden, nach wenigen allgemeinen Definitionen, ver-
schiedene Segmentierverfahren und Methoden zu deren Parametrisierung vorgestellt. Nach
Zhang (1997) lassen sich diese in vier Gruppen einteilen:

8 Abk.: “volume elements”

9 auch 1-Norm genannt

10" Bei Bestimmung der Dichte muf diese Delta-Funktion natiirlich wie iiblich als approx-
imierte Funktion iiber einen finiten Raumbereich integriert werden
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Technik: Parallele Strategie Sequentielle Strategie

Grenzbezogen  Gruppe 1 (G1) Gruppe 2 (G2)
Regionsbezogen Gruppe 3 (G3) Gruppe 4 (G4)

Tabelle 1: Zhang (1997) teilt die Segmentier-Algorithmen in vier Gruppen auf.

Grenzbezogene Segmentierer definieren den zu segmentierenden Bildbereich iiber seine
Grenzen zu anderen Segmenten oder dem Hintergrund. Das numerische Analogon einer
Sattelstelle (verschwindender Gradient der Grauwerte) oder ein maximaler Gradient kann
z.B. eine solche Grenze bilden.

Regionsbezogene Segmentierer weisen die Bildelemente nach ihren Eigenschaften, wie
z.B. dem Grauwert oder beliebigen Nachbarschaftsbeziehungen, den Segmenten zu. Ein
(géngiges) Kriterium fiir die Zugehorigkeit zu einem Segment kann das Uberschreiten eines
Schwellenwertes sein.

Manchmal lassen sich Bildelemente nicht eindeutig einem Segment zuweisen. In
solchen Fallen mufl man sequentielle und parallele Strategien unterscheiden. Im ersten
Fall werden die Segmente sukzessive ermittelt. Dem ersten Segment werden dann alle
Pixel bzw. Voxel angehoren, die die entsprechenden Kriterien erfiillen oder durch eben-
solche Bildelemente eingeschlossen sind.

In parallelen Strategien werden die Segmente gleichzeitig ermittelt. Die Zuordnung
nicht eindeutig abzubildender Bildelemente erfolgt dann “gleichmafiger”.

2.2.3.6.1 Zusammenhangende Gebiete mit definierten Eigenschaften

Eine bereichsorientierte Segmentierung zusammenhangender Gebiete stellt das Auf-
finden und Kennzeichnen von Objekten dar, deren zugehorige Bildelemente gleiche oder
ahnliche Eigenschaften haben und sich in d,,,; - Nachbarschaft zueinander befinden. Ist
M die Menge aller Meflwerte und U C M die Menge aller MefSwerte einer definierten
Eigenschaft, so ist

V=A_xp,xeU|JyeVmitdxy) <dna} (2.55)

die Menge aller zu einem zusammenhangenden Gebiet gehorenden MeB3werte. xj ist das
Startelement dieser rekursiven Definition.

V beschreibt allgemein zusammenhangende Gebiete mit Bildelementen aus U. Nach-
folgend wird U fiir verschiedene Segmentierer zur Verwendung in V' definiert.
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2.2.3.6.2 Segmentierung mit globalem Schwellenwert

Das Auffinden zusammenhangender Gebiete von Voxeln, deren Intensitit einen Wert
t nicht unterschreiten, also
U={xeM|x>t}, (2.56)

bezeichnet man als Segmentierung mit globalem Schwellenwert. Da es sich hierbei um
einen bereichsorientierten Algorithmus handelt, ist dieser als Gruppe 4 (G4) oder Gruppe
3 (G3) Algorithmus zu bezeichnen. Da jedes Bildelement eindeutig zuzuordnen ist, gibt es
zwischen paralleler und sequentieller Strategie im Resultat keinen Unterschied.

2.2.3.6.3 Segmentierung mit Hysterese

Der Algorithmus zur Segmentierung mit Hysterese (Zamperoni 1991) definiert zwei
Schwellenwerte ¢; und to mit ¢; > ¢5 und

U={xeM|x>t1V(x>toANTJy e M,y > t1,d(x,¥) < dpmaz} - (2.57)

Das bedeutet, dafl ein Voxel zur segmentierten Menge zahlen kann, wenn lediglich der
kleinere Schwellenwert ¢4 erreicht wird und in der Nachbarschaft eines Voxels liegt, welches
t1 erreicht. Auf diese Weise kann sich ein segmentiertes Gebiet bis in den Hintergrund des
Rauschens erstrecken.

2.2.3.6.4 Watershed Segmentierung

Auch in der Watershed-Segmentierung (Vincent u. Soille 1991) werden zusammen-
hangende Gebiete isoliert. Der Algorithmus ist durch Operatoren der Mathematischen
Morphologie definiert und folgt einer einganglichen Anschauung: Betrachtet man die Grau-
werte eines Bildes als die Niveaus eines Gebirges, dreht man dieses auf den Kopf und flutet
die Berge, so sind die Orte, an denen das Wasser zweier Berge zusammenlauft, die Grenze
zwischen zwei Segmenten. Man kann dies auch in der Form einer sequenziellen Strategie
darstellen. Die Kristallisationspunkte der Segmente sind dann die lokalen Grauwertmaxi-
ma. Eingeschlossen werden die Gebiete durch lokale Minima und Sattelstellen, d.h. die
Definition der geforderten Eigenschaft fiir die Menge U benotigt den Gradienten, also

U= {xx,x € M | VI, # 0}. (2.58)

Der Kristallisationspunkt xj, erfiillt nicht die Bedingung des verschwindenden Gradienten
und ist deshalb explizit angegeben worden.

Nach Zhang (1997) handelt es sich in dieser Form um einen G2-Algorithmus. Der
urspriinglich iiber die Mathematische Morphologie definierte Algorithmus is wegen seiner
Parallelitat ein G1-Algorithmus.
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Der Watershed-Segmentierer benotigt keine explizite Parametrisierung. Er ist jedoch
rauschsensitiv und iibersegmentiert ohne eine adaquate Filterung. Eingesetzt wird zum
Beispiel das Adaptive Diffusionsfilter (Sijbers et al. 1997) um die notwendige Gléttung
der Bildinformation zu erzielen (2.2.3.1).
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2.2.3.7 Bestimmung des Schwellenwertes ohne a priori Wissen

Wird ein G3/G4-Segmentierer eingesetzt, d.h. unterscheiden sich das Segment und
der Hintergrund durch die Helligkeiten der Voxel in den betreffenden Bereichen des Bildes
und ist kein Vorwissen iiber die Objekte im Bild vorhanden, so bietet sich der iterative
Schwellenwert-Selektionsalgorithmus (ITSA, Iterative Threshold Selection Algorithm) an,
um einen Schwellenwert zu berechnen (Ridler u. Calvard 1978). Dieser Algorithmus setzt
sich aus den folgenden vier Schritten zusammen:

1. Wahle den mittleren Grauwert des Bildes als initialen Schwellenwert t;.

2. Sei t, der mittlere Grauwert aller Voxel x < t; und t,, der mittlere Grauwert aller Voxel
T > ;.

3. Der neue Schwellenwert ist t;41 = %

4. Verzweige nach 2., wenn t; # t;y1.

2.2.3.8 Quantifizierung der Segmente

2.2.3.8.1 Gesamtintensitat

Die Gesamtintensitéit [/] eines Segmentes schitzt man als die Summe der Intensitaten
I; aller N zum Segment gehorigen Voxel, also

N=>1I. (2.59)
Die Schatzung wird durch Korrektur der Absorption und der Punktverwaschung verbessert.
2.2.3.8.2 Volumen

Das Volumen eines Segmentes kann nach dem Cavalieri-Schitzer (Cruz-Orive 1996)
bestimmt werden. Werden N Schichten im Abstand [ gemessen und ist a; der Querschnitt
des Segmentes in der ¢-ten Schicht, so schatzt man das Volumen zu

V] = JZ a; . (2.60)

Dieser Ausdruck ist identisch mit der Summe der Volumina v aller N Kuben eines Seg-
mentes, welche die Voxel reprasentieren:

V] = Zv (2.61)
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2.2.3.8.3 Oberflache

Die Verwendung der Manhatten-Metrik zur Berechnung der Oberfliche eines Seg-
mentes in Form des Aufsummierens aller auflen liegenden Seitenflachen der aufleren Bildele-
mente fithrt zur maximalen ﬁberschétzung derselben. Im Gegensatz zur euklidischen
Metrik konvergiert sie nicht mit wachsender Auflosung, sondern behélt einen konstanten
Fehler bei. Bild 11 macht dies in zwei Dimensionen an einer Umfangsberechnung deutlich.

(A)

Bild 11: Die gestrichelten Linien zeigen, wie eine Umfangsberechnung an diesen acht Pi-
xeln aussehen kann. In (A) findet die euklidische Metrik, in (B) die Manhattan-Metrik

Verwendung.

(B)
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Um die Konvergenz gegen den wahren Wert der Oberflache in drei Dimensionen zu
erreichen, also die Verwendung der euklidischen Metrik zu ermoglichen, werden die Voxel
an der Oberflache der segmentierten Objekte durch Dreiecke vom Hintergrund abgegrenzt
(Triangulierung). Eine bevorzugte Methode stellt der “Marching Cubes”-Algorithmus dar
(Lorensen u. Cline 1987).

2 3
1
4
/N
s \
s \
s \
4 \
N\ < N\
\ \\\ N
N ~ - AN
\ ~ N\
5 A > 8
N v
\ //
\
6
7

Bild 12: Die gestrichelten Dreiecke stellen eine mogliche Parkettierung nach dem “March-
ing Cubes”-Algorithmus dar. In diesem Fall gehoren die Voxel fiinf und sechs dem Segment
an und werden von den iibrigen Voxeln abgegrenzt.

Diese Methodik betrachtet eine Nachbarschaft von jeweils acht Voxeln. Im einfachsten
Fall wird eine Unterteilung der Voxel in zum Segment gehorige und nicht zugehorige Voxel
vorausgesetzt. Beide Klassen werden dann durch Dreiecke voneinander abgegrenzt, wie in
Bild 12 gezeigt ist.

Wenn fiir die Voxel neben dieser bindren Zuordnung noch der Grad angegeben werden
kann, mit dem sie zugehdrig sind (z.B. proportional zum Grauwert), konnen die Eckpunkte
der Dreiecke nach “innen” bzw. nach auflen verschoben werden. Dies ist aquivalent zur
Verschiebung der kubischen Voxel und dieser Vorgehensweise verdankt der Algorithmus
den Beinamen “Marching”.

Die Schétzung [A] der Oberfliche A besteht nun darin, die Fldcheninhalte aller Drei-
ecke zu summieren, welche die Voxel innerhalb und auflerhalb des Segmentes voneinander
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abgrenzen. Nach der Heronischen Formel ist mit a;, b;, c; den Kantenlangen des Dreiecks
und s = 3 (a; + b; + ¢;)

Ai = /s(s —a;) (s —b;) (s — ;) (2.62)
der Flacheninhalt und es ist
[A] =) A (2.63)
die Abschéitzung der Oberflache, die durch N Dreiecke modelliert ist.
2.2.3.8.4 Position und Lage

Das erste Moment und das zweite zentrale Moment der Grauwertverteilung im Bild-
stapel gibt Auskunft iiber die Position und Lage des Segmentes.

Betrachtet man die Grauwerte der N Voxel als Massen m;, so definiert das erste
Moment

| N
%= — inmi (2.64)
M
mit M = vazl m; der Gesamtmasse und x = (x1,z2,z3) der Ortskoordinate des Voxels
den Massenschwerpunkt (Center of mass, COM).
Das zweite zentrale Moment mit den Komponenten
1 &,
vl = i Z(mz — 77)%m; (2.65)
i=1

ist genau die Varianz der Verteilung. Der Vektor
t=v-—Xx (2.66)

gibt fiir Segmente dhnlicher Struktur (Form, Ausdehnung und Verteilung der Grauwerte)
ein Maf fiir ihre Lage.
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3

Experimentelle Grundlagen
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3.1 Biologische Grundlagen

3.1.1 Praparation

Das heparinisierte Blut einer Normalspenderin wird in einem Wachstumsmedium mit
20% fetalem Kélberserum (FKS) aufgenommen (RPMI 1640, Life Technologies). An-
schlieend werden die Leukozyten (Sie enthalten etwa 60% Lymphozyten) durch Zentrifu-
gation von den Thrombozyten getrennt.

Um Metaphasepraparate zu erhalten, mufl eine Stimulation der Lymphozyten mit
Phytohdmagglutinin (PHA) erfolgen. Es folgt eine Kulturzeit von 48 Stunden, um mito-
tische Zellen zu gewinnen.

Die Zugabe von Colcemid fiir vier Stunden vor dem Ende der Kulturzeit zerstort u.a.
den Spindelapparat, so dafl die mitotischen Zellen in der Metaphase verbleiben.

Nach einer 15-miniitigen KCl-Behandlung (0.075 molare Losung) bei 37° Celsius wer-
den die Lymphozyten nach der Fixierung auf einen kalten Objekttrager (OT) aufgetropft.

3.1.1.1 Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wird mit der Sonde “Green COAT 1”7 (On-
cor, Inc.) durchgefithrt. Die Prozedur folgt im wesentlichen nicht dem fiir diese Sonde
angegebenen, sondern einem im Institut fiir Medizinische Strahlenbiologie (Universitéats-
klinikum Essen) etablierten Protokoll. Die Sonde ist direkt mit dem Fluorochrom “FITC”
(Fluoreszeinisothiozyanat, 494/520nm) markiert und enthéilt bereits eine addquate Menge
repititiver DNA zur Sattigung unspezifischer Sequenzen.

Vor der Hybridisierung wird eine RNase- und eine Pepsin-Behandlung durchgefiihrt.
Die Postfixierung erfolgt mit Paraformaldehyd zur Quervernetzung der Proteine des Zy-
toskeletts.

Die Denaturierung des Chromosoms erfolgt auf dem OT in 30 Minuten bei 70° Celsius
in 90% Formamid.

Die Sonde wird separat in wassriger Losung fiinf Minuten bei 37° Celsius vorgewarmt
und 10ul hiervon werden in 10 Minuten bei 70° Celsius denaturiert.

Die Abkiihlzeit (Preannealing) der Sonde dauert zwei Stunden bei 37° Celsius. Sie
wird dann auf den warmen (42° Celsius) OT aufgebracht und mit dem Chromosom iiber
Nacht bei gleicher Temperatur hybridisiert.
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Bei 42° Celsius wird der OT in einer 50% Formamid enthaltenden Waschlésung fiir je
fiinf Minuten dreimal gewaschen.

3.1.1.2 Farbung der DNA

60ul des im Tris-Puffer gelosten DNA-Farbstoffes Propidium-Jodid (580/605) in der
Konzentration 16.7mg/l werden in je 1 ml eines Eindeckmediums gegeben, das ein “An-
tifade” (Vectashield, Vector Laboratories inc., Burlingame, CA) enthélt, mit dem das
Ausbleichen der Farbung vermindert wird. Die Konzentration des gelosten Propidium-
Jodids im Eindeckmedium wird in dieser Hohe gewahlt, um eine Sattigung zu erreichen,
wie sie fiir quantitative Messungen erforderlich ist.

Etwa 10 pul der Losung wird auf die Zellen gegeben. Der OT wird dann mit einem
Deckglas abgeschlossen.

Es ist zu beobachten, dafl sich eine Sattigung der DNA mit dem Farbstoff nach etwa
einem Tag einstellt.

Alle Praparationsschritte sind von der Chemielaborantin Frau S. Nowak und Frau
Dipl.-Biol. A. Kryscio durchgefiihrt worden.
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3.1.2 Oberflache der Chromosomendomanen

Die Oberflache einer Chromosomendomaéane wird von den an ihrer Auflenseite liegenden
Molekiilen und Molekiilteilen bestimmt. Zwei unterschiedliche Definitionen basieren auf
der Vorstellung von die Atome umgebenden Spharen mit den individuellen van der Waals-
Radien. Die Oberflache dieser Kugelschalen wird als van der Waals molekulare Oberflache
(WMS) bezeichnet.

WMS

Bild 13: Auf der van der Waals Oberfliche (WMS) wird eine Kugel (P) abgerollt, die die
“Zugangliche Oberflache” (AMS, im linken Bild) und die “Richards Oberflache” (RMS,
rechts) definiert.

Die Definition der zugénglichen Oberfliche (Accessible Molecular Surface, AMS) und
der Richards Molecular Surface, RMS sind in Bild 13 veranschaulicht. Eine Kugel reprasen-
tiert das Volumen, in das ein Loésungsmittel (z.B. H>O) pafit. Sie wird {iber die WMS
gefithrt und beriihrt die durch sie definierte RMS. Die Oberflache, die durch den Mit-
telpunkt dieser Kugel definiert wird, ist die AMS.

Es ist fluoreszenzmikroskopisch nicht moglich, die molekularen “Feinstrukturen” im
Chromosom zu erfassen. Man mufl daher die Strukturen aufler acht lassen, die weit
unterhalb des Auflosungsvermogens des Mikroskops liegen. Anders ausgedriickt ist die
gemessene Oberflache auf der Skala der WMS, AMS oder RMS Definitionen planar. Man
wird also die “wahre” Oberflache weit unterschatzen.
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3.2 Physikalische Grundlagen

3.2.1 Messung des Signal/Rausch-Verhiltnisses

Die Bestimmung des Signal/Rausch-Verhéltnisses dient nicht ausschlieBlich zur Cha-
rakterisierung des Laserscanning-Mikroskops (LSM), sondern ist in Zusammenhang mit
dem Wiener Filter (2.2.3.2.2) insbesondere von praktischem Interesse.

Murray (1998) benutzt das folgende Verfahren in der zweidimensionalen Bildverar-
beitung. Zunéchst erfolgt eine Tiefpafifilterung durch Mittelwertbildung (2.2.3.1.2) mit
dem 3x3 Kernel

r1 1 17
9 9 9
=1 11 (3.1)
9 9 9
1 1 1
L9 9 9.
Das Resultat
a=s5Q®o, (3.2)

mit s dem Kernel fiir die Filterung und o dem Originalbild, wird als “durchschnittliches Sig-
nal” bezeichnet und vom Originalbild o subtrahiert, um ein “Rauschbild” n zu definieren:

n=o—a. (3.3)

Die N Bildelemente des Rauschbildes werden quadriert und die Quadratwurzel des
Mittelwertes hieraus wird als “Root Mean Square” (RMS) Rauschen bezeichnet:

(3.4)

Das Signal/Rausch-Verhéltnis (Signal/Noise Ratio, SNR), ergibt sich dann als Verhéltnis
des Mittelwertes der Bildelemente im durchschnittlichen Signal zum RMS-Wert, also

N
% 2121 a;

SNR = PAS

(3.5)

Die Erweiterung der SNR-Definition fiir die dreidimensionale Bildverarbeitung ist ein-
fach. Anstatt des 3x3 Kernels (3.1) wird nun ein adquivalentes 3x3x3 Kernel verwendet.
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Fiir das Wiener Filter wird das Signal/Rausch-Verhiltnis in Abhéngigkeit von den
Raumfrequenzen benétigt. Die Gleichung (3.5) liefert dieses, wenn dem Formalismus fiir
jede Raumfrequenz ein Bild angeboten wird, welches mit dem entsprechenden Ein-Frequenz
Bandpafifilter gefiltert wurde.

In dieser Arbeit wird eine etwas andere Definition verwendet. Es ist einfacher, das
Verhéltnis direkt aus den Fourier-Spektren des Rauschbildes, das wie gehabt durch (3.1)
bestimmt wird, und des durchschnittlichen Bildes zu berechnen:

|A]”

SNR = 15

(3.6)

Wie iiblich bezeichnen A und N hier wieder die Fouriertransformierten von a und n.
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3.2.2 Analyse der Lichtausbreitung in Chromosomendomanen

3.2.2.1 Streuung als Storung in der Abbildung

Licht wird gestreut, wenn es Medien mit variierender optischer Dichte n durchlauft.
Dieser Effekt spielt in der Mikroskopie biologischer Zellen eine Rolle (Dunn 1997). Die
Streuung wird als eine Storung der Abbildung berachtet. Um eine Abschitzung tiber
Qualitat und Quantitdt dieser Art von Storung in Chromosomendoménen zu machen,
wird ein Modellsystem auf einem Computer implementiert und analysiert.

3.2.2.2 Das Modell

Das dreidimensionale Modellsystem (Bild 14) soll vereinfachend die wesentlichen Be-
standteile (bezliglich ihrer optischen Dichte) eines préparierten Zellkerns enthalten, also
die Kernmembranen, das Chromatin und die umgebende Fliissigkeit (das Eindeckmedium).
Jeder Bestandteil geht durch eine optische Dichte n in das Modell ein.

Chromatin
Feld einer Lichtquelle

n
T~ Membran

Bild 14: Das Modell unterteilt ein Szenario wie oben dargestellt in endliche Volumenele-
mente. Jedes dieser Elemente bekommt eine optische Dichte n zugewiesen, die sich als
Mittelwert der Dichten im Szenario innerhalb des Elementes ergeben.

Um eine Verarbeitung durch einen Digitalcomputer zu ermoglichen, wird das Modell
in angeordnete, kubische Elemente endlicher Ausdehnung, also Voxel, unterteilt, welche je-
weils ein konstantes n und das elektrische bzw. magnetische Feld an diesem Ort enthalten.
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Durch numerische Integration der Maxwell-Gleichungen (2.2.2) werden die elektromag-
netischen Felder in der Zeit entwickelt, d.h. durch das Modell propagiert.

Die durch die raumliche Endlichkeit des Modells auftretenden Probleme mit der
Berechnung der Felder am Rand werden minimiert, indem das Modellsystem ausreichend
grof3 gewahlt wird.

Um eine Situation der Fluoreszenz-Mikroskopie studieren zu konnen, wird ein Hertz-
scher Dipol als Simulation eines Fluorochroms in den modellierten Zellkern eingesetzt.
Dabei wird der Dipol nicht explizit durch die Maxwell-Gleichungen berechnet, sondern
seine bekannte Losung direkt in das Modell eingesetzt.

3.2.2.3 Die numerische Berechnung im Modell

Zur Analyse der Streuung soll das Modell im Computer einer elektromagnetischen
Welle des optischen Spektrums (Licht) ausgesetzt werden. Da es Elemente enthilt, die
sehr viel kleiner als eine Wellenlange des sichtbaren Lichtes sind, verbietet sich die Be-
nutzung der geometrischen Optik von selbst und wir miissen auf die Formulierung der
Elektrodynamik zurtickgreifen (2.2.2).

Nach Taflove u. Brodwin (1975) sollte aus Stabilitdtsgriinden der Gitterabstand Az

nicht grofler als 1—’\0 und fiir ein zweidimensionales Modell der Integrationsschritt At = CA—\/%

gewahlt werden, wobei ¢ die Vakuumlichtgeschwindigkeit ist.

Eine hohere Genauigkeit der Rechnung wird erreicht, indem man die Stiitzstellen

(Punkte im Gitter) des Magnetfeldes gegeniiber denen des elektrischen Feldes um % ver-

setzt (Yee 1966), wie man in Bild 15 sehen kann. Dann verschiebt sich jedoch auch die

Zeitkoordinate ¢ um %. In der Implementierung der Rechnungen auf einem Computer ist
dem durch ebenfalls zeitversetzte Wahl der Anfangsbedingung fiir das Magnetfeld Rech-
nung zu tragen. Fiir die Wellenldnge A sowie E(tp) = 0 und B(tg) = 0 gilt im Zeitschritt

N At fir den Realteil der Felder:

NceAt

EN = Eycos (3.7)

und
(N + 1)cAt

BY = By cos 3

(3.8)

Im homogenen Medium (d.h. ein konstantes n) bedeutet ein Zeitversatz der einfallen-
den Felder um ¢ eine raumliche Verschiebung des gesamten Systems um ct. Durch diesen
Versatz der Felder gegeneinander andert sich die Definition des Differenzenquotienten. Dif-
ferenzen eines Feldes konnen nun zwischen zwei benachbarten Punkten im Gitter gebildet
werden, da die numerische Ableitung genau zwischen diesen Punkten gesucht ist, also gilt
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ohne Beschrankung der Allgemeinheit fiir ein beliebiges Feldes U:

AU(EH40.5) U@ +1) —U(5)
Az B Az ' (39)

Dieser Umstand fiihrt durch den Ubergang 2Az — Az zur bestmoglichen Erhaltung der
Modellgrofie bei Bildung des beidseitigen Differenzenquotienten (Im idealen Fall fithrt die
Bildung der Differenzenquotienten von N Stiitzstellen zu N — 1 Werten).

Bild 15: Versatz von elektrischem Feld und Magnetfeld gegeneinander im Gitter. Die
E-Felder sind in diesem Beispiel an den Orten 0,2,4 und die H-Felder an den Orten 1,3,5
definiert.
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3.2.3 Testobjekte zur Vermessung des Mikroskops

Verschiedene Charakteristika des Mikroskops lassen sich durch Messung bekannter
Testobjekte bestimmen. Auch am eigentlichen Untersuchungsgegenstand konnen objektab-
hangige Eigenschaften des Mikroskops untersucht werden.

Ubliche Testobjekte sind die sogenannten “Beads”, also durchsichtige Kunststoftkii-
gelchen mit Fluorochrom-Einschliisssen. Die Firma Molecular Probes bietet verschiedene
fiir diese Arbeit verwendete Produkte an:

Groflenstandards: Die experimentelle Bestimmung der Punktverwaschungsfunktion er-
fordert Objekte, die kleiner als das Auflosungsvermogen des Mikroskops sind. Die 100nm
grolen “Microspheres” sind ein guter Kompromif§ zwischen Grofle und Leuchtintensitat.
Sie lassen sich mit einer Wellenlange von 488nm anregen und emitieren bei A = 605nm.

Intensitatsstandards: Quantitative Messungen der Fluoreszenzintensitat, wie sie in dieser
Arbeit erforderlich sind, erfordern eine diesbeziiglich lineare ﬁbertragungsfunktion. Die
Uberpriifung erfolgt mit Intensititsstandards (InSpeck Calibration Kit). Verwendet werden
Beads der Grofle 1pum, der Anregungswellenlange 580nm und einer Fluoreszenz bei 605nm.
Sie sind erhaltlich mit den relativen Intensitaten 100%, 42.6%, 6.4%, 2.8%, 1.6%, 0.6% und
0% (zur Bestimmung der Fluoreszenz des Kunstoffes).

Mehrfarbige Beads: Wenn die zu vermessenden Objekte mehrere Fluorochrome enthal-
ten, die sich durch unterschiedliche Wellenlangen anregen lassen bzw. emittieren, so mufl
gef. mittels Bildverarbeitung fiir die Deckungsgleichheit der Abbildungen von den unter-
schiedlichen Spektralbereichen gesorgt werden. Den Versatz der aufgezeichneten Bilder
in unterschiedlichen Wellenlangen kann man mit mehrfarbigen Beads bestimmen. Die
TetraSpeck-Beads sind 2.5um grofl und enthalten Fluorochrome mit den Anregungs-/Emis-
sionspeaks 365/460nm, 505/515nm, 560/580nm und 660/680nm.

Das Ausbleichen der Messobjekte und das Signal/Rausch-Verhiltnis sind Beispiele
fiir Charakteristika, die nicht nur vom LSM, sondern vom Objekt selbst abhangen. Diese
sollten daher auch durch die fiir die geplanten Untersuchungen typischen Objekte bestimmt
werden, idealerweise also am Untersuchungsgegenstand selber. In diesem Fall handelt es
sich um humane Lymphozyten aus dem peripheren Blut einer Normalspenderin.
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3.2.4 Visualisierung

Neben der quantitativen Beschreibung der untersuchten Objekte (DNA-Gehalt, Vo-
lumen, etc.) ist auch eine Beurteilung der Rohdaten (das Bildmaterial) fiir den Experi-
mentator von Bedeutung. Insbesondere die korrekte Abbildung der Messungen auf die
Ausgabegerite ist zu beachten.

Dreidimensionale Messungen, wie sie mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop mog-
lich werden, sind in der Einzeldarstellung der aufgezeichneten Schichten (die Bilder in
unterschiedlichen Tiefen) wenig intuitiv, so daf§ eine plastische Abbildung wiinschenswert
erscheint.

3.2.4.1 Korrektur der Intensitatsiibertragung

Die Ubertragung der Intensitit Iy durch eine Bildrohre erfolgt in etwa durch
I~1I, (3.10)

wobei v zwischen 2.3 und 2.6 liegt (Poynton 1993). Die visuelle Perzeption des Menschen
erfolgt mit der Quadratwurzel der empfangenen Intensitat, so dafy der Bildschirm ein reales
Empfinden fiir die Grauwerte ermoglicht. Dies ist jedoch haufig nicht erwiinscht, weil die
Abbildungen nicht den Alltagserfahrungen entsprechen. Die Kompensation erfolgt daher
durch

Iy~ TY7, (3.11)

Die Ausgabe von Grauwertbildern auf Druckern hangt von der verwendeten Methode
des “Ditherings” (gemeint ist hier die Abbildung von Grauténen durch schwarze und weifle
Punkte) ab, ist aber in der Regel linearer als die Ausgabe auf den Computermonitor.

3.2.4.2 Plastische Abbildung

Die dreidimensionalen Meflergebnisse I(x) lassen sich von einem virtuellen Betrachter
b aus auf eine Ebene (die man sich als den Bildschirm vorstellen kann) projizieren, die
durch die Vektoren p; und p; und einem Ursprung p, definiert ist. Man mufl zu diesem
Zweck die Schnittpunktsgleichung

AP1 + A2p2 — A3x = b — p, (3.12)

fiir die Parameter Ay, Ao, A3 16sen. Um eine Scherung in der Abbildung zu vermeiden,
sollten die Vektoren, die die Ebene aufspannen, senkrecht zueinander stehen. Sind sie
dariiberhinaus auch so normiert, dafl ihre Norm einem Bildelement auf dem Ausgabegerat
entspricht, geben A\; und Ay direkt die Koordinaten an.
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Wenn die Oberfache des gemessenen Objektes durch Flachen pakettiert ist, die durch
a; und ay aufgespannt werden und ist p der Normalenvektor

P=a; Xay, (313)
so kann mit einer Lichtquelle am Ort s der Grauwert
I=I(s""p) (3.14)

bestimmt werden (s’ und p’ sind die normierten Vektoren von s und p’). Bild 16 zeigt
eine derartige Abbildung zweier Chromosomen-Doménen.

Bild 16: Zwei Chromosomendoménen sind durch den “Marching Cubes”-Algorithmus
pakettiert und auf eine Ebene abgebildet worden.

Neben dieser Technik, die eine punktformige Lichtquelle erfordert, die weit von den
Voxeln entfernt liegt, konnen auch sogenannte “Raytracing”-Programme eingesetzt wer-
den. Die Bilder 17 bis 19 zeigen das Ergebnis dieser Technik, bei der auch Lichtreflektio-
nen und Schatten beriicksichtigt werden. Gezeigt ist die durch den Fluoreszenz-Farbstoff
Propidium-Jodid markierte DNA eines Lymphozytenkerns (Bild 17), die hybridisierten
Doménen des Chromosomenpaares 1 (Bild 18) und eine Kombination beider Szenarien,
die einen Einblick in den Kern gewéhrt (Bild 19).

48



Bild 17: Die DNA eines Lymphozytenkerns ist mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Propidium-
Jodid markiert worden. 20 Aufnahmen in unterschiedlichen Tiefen des Zellkerns, die mit
einem Laserscanning-Mikroskop gemacht wurden, ergeben zusammen mit einer dreidimen-
sionalen Bildverarbeitung (Segmentierung, Triangulierung und Visualisierung) das hier
gezeigte Ergebnis.
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Bild 18: Zu sehen ist das markierte homologe Chromosomenpaar 1 aus dem Zellkern,
dessen DNA in Bild 17 gezeigt ist. Die Aufnahmen der einzelnen Schichtbilder (gemeint
sind die Bilder in den unterschiedlichen axialen Tiefen) sind parallel zu den Aufnahmen
der Zellkern-DNA gemacht worden.
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Bild 19: Die Aufnahmen der Zellkern-DNA und des Fluoreszenz in situ hybridisierten
Chromosomenpaares 1 eines Lymphozytenkerns sind in diesem Bild gemeinsam visuali-

siert. Der Kernbereich (Rot) ist “gedffnet”, um einen Blick auf die Chromosomendoménen
(Griin) zuzulassen.
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3.2.5 Beschreibung des Mef3platzes

Alle Praparate wurden mit dem konfokalen Laserscanning Fluoreszenzmikroskop Leica
TCS 4D durchgefiihrt. Das Gerat basiert auf dem Forschungsmikroskop Leica DMRBE,
in welches tuber Lichtleiter der Argon-Krypton Laser eingekoppelt ist, der die Anregung
mit den Wellenlangen 488, 567 und 647 nm ermdglicht. Die laterale Abtastung wird tiber
zwei Galvanometer realisiert und ein Piezokristall justiert die Tischhohe, um die axiale
Koordinate einzustellen.

Alle Messungen werden mit einem 100er Objektiv mit der numerischen Apertur 1.3
durchgefiihrt.

Durch eine Lochblende, deren Durchmesser mit einer Quantisierung von 256 moglichen
Werten zwischen 25 und 500 pm eingestellt werden kann, gelangt das Fluoreszenzlicht in
zwei Detektoren, so dafl zwei Emissionsfrequenzen simultan detektiert werden konnen.
Die Detektoren lassen sich mit bis zu 1kV Beschleunigungsspannung aussteuern. Das
detektierte Signal wird durch 8-Bit Wandler digitalisiert. Es stehen verschiedene Filter
zur Auswahl, die den Detektoren unmittelbar vorgeschaltet sind.

Das Mikroskop wird tber einen VME-Bus Rechner gesteuert, an dem ein PC als
grafisches Interface angeschlossen ist. Die mitgelieferte Software erlaubt die automatische
Aufzeichnung dreidimensionaler Bilder, wobei die laterale Auﬂosung auf x um/512 Pixel
und y pm /512 Pixel begrenzt ist mit x,y€ [3.13, 100] (bei Verwendung des 100er Objektivs).

Die Bildverarbeitung wurde auf einem weiteren PC (PentiumPro 200MHz) realisiert,
der durch ein selbstentwickeltes “Server/Client”-System die Bilder vom VME-Rechner iiber
eine serielle Schnittstelle abrufen kann.

In der Programmiersprache “C” wurden unter dem Betriebssystem Linux alle not-
wendigen Algorithmen implementiert. Eine Ausnahme bildet das optimierte ICTM-Filter,
welches in (Verveer u. Jovin 1997) beschrieben wurde und zur allgemeinen Verfiigung
steht.
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4
Resultate

93



4.1 Die Vorgehensweise bei Messung und Auswertung

In Lymphozyten aus dem peripheren Blut einer Normalspenderin sind die beiden
Chromosomen des Chromosomenpaares 1 mit einer FITC- ( Fluoreszeinisothiozyanat) mar-
kierten Sonde hybridisiert und die DNA mit PJ (Propidium Jodid) gefarbt worden.

Die Detektionslochblende wurde auf den relativen Wert 90 (=~ 200nm) eingestellt und
die Beschleunigungsspannungen fiir den Rot- und Griindetektor wurde zu 580V bzw. 820V
gewahlt, um den Dynamikbereich des Detektors auszuschopfen.

In einem Volumen von 10 x 10 x 10um sind in beiden Spektralbereichen gleichzeitig
jeweils 20 Bilder in dquidistanten (500nm) axialen Tiefen aufgezeichnet worden. Im Nor-
malfall passen humane Lymphozyten sehr gut in dieses Volumen. Aufgrund der schlechten
axialen Auflésung von iiber 400nm (4.2.2) ist der hoch erscheinende Abstand zwischen
den Aufnahmen, der aus Griinden der Rechenzeit- und Speicheranforderungen so gewahlt
worden ist, gerade noch ein akzeptabler Kompromif3.

Da das Reflektionslicht der PJ-Anregung im FITC Detektor registriert wird und
eine etwa 1 um? groBe Struktur in der Bildmitte verursacht, mufl auf eine Positionierung
auflerhalb dieses Reflexes geachtet werden.

Unter identischen Bedingungen wurde auch mittels Standardbeads die PSF (Point
Spread Function) aufgenommen sowie die Linearitét der Intensitatsiibertragung iiberpriift.

Die Messungen wurden einer Fading-Korrektur unterzogen und je nach der zu erfolgen-
den Untersuchung der entsprechenden Vorbehandlung zugefiihrt (z.B. Rauschfilterungen).
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4.2 Eigenschaften des Mikroskops

4.2.1 Linearitat der Messung

Mit den InSpeck-Beads (Bilder 20f) ist die Abbildung der Fluoreszenzintensitét un-
tersucht worden. Das LSM wurde dabei so eingestellt, wie es anschliefend fiir die Mes-

sungen der humanen Chromosomen erforderlich war. Die Verstarkerspannung fiir den
Rot-Detektor lag also bei 580V, das Pinhole hatte die relative Grofie 90.

Die Linearitat ist wichtig fiir die quantitative Bestimmung des DNA-Gehaltes. Da
dieser mit Propidium-Jodid, einem roten Fluorochrom, bestimmt wird, wurden Inten-
sitatsstandards mit den Peaks 580/605nm verwendet. Diese Testkorper haben die Struktur
einer Kugelschale.

Bild 20 zeigt exemplarisch drei Aufnahmen, die unter diesen Bedingungen von den
Beads der relativen Intensitaten (I,) 42.6%, 6.4% und 2.8% (bezogen auf den “hellsten”
Standard mit 100%) gemacht wurden. In Bild 21 ist zusétzlich eine Szene von Beads
mit I, = 1.6% zu sehen (links). Nur diese Standards liegen im U’bertragungsbereich des
Detektors.

Pro relativer Intensitat wurde von 10 Beads je ein Schnittbild vermessen. Der not-
wendige Schwellenwert ¢, der die Beads vom Hintergrund trennt, wurde iterativ mit dem
ITS-Algorithmus ([terative Threshold Selection) bestimmt (2.2.3.7). Dies war notwendig,
da kein Vorwissen iiber die abgebildete Helligkeit der Beads vorhanden war. Bild 21 zeigt
aber am Beispiel der dunkelsten Aufnahme, daf§ dieser Algorithmus plausible Ergebnisse
liefert. Der hier gefundene Schwellenwert ¢ = 7 wurde fiir alle Schnittbilder verwendet.
Segmentiert wurden dann zusammenhingende Gebiete (2.2.3.6.1f) mit genau diesem glo-
balen Schwellenwert. Die Intensitdten [I] mit den Standardabweichungen o wurden durch
Gleichung 59.2 abgeschatzt, und sind in der sich anschliefenden Tabelle gezeigt. Alle
Angaben sind auf 42.6% normiert.

I, 1] o

42.6%  195975.3 (42.6%) 2573 (1.3%)
6.4% 45135.1 (9.8%) 1103.9 (2.4%)
2.8% 21585.0 (4.69%) 697.6 (3.2%)
1.6% 9709.3 (2.11%) 177.8 (1.8%)

Tabelle 2: Die Intensitatsstandards sind den gemessenen Werten gegeniibergestellt. Beide
sind auf 42.6% normiert.
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Bild 20: In diesen Schnittbildern von Beads mit den relativen Intensitiaten 42.6%, 6.4%
und 2.8% (von links nach rechts) erkennt man, daf} es sich bei diesen Testobjekten tatséch-
lich um Kugelschalen handelt. Das ist jedoch fiir die Untersuchung ohne Belang. Das rechte
Bild mufite einer leichten Gamma-Korrektur (v = 1.5) unterzogen werden.

Bild 21: Von links nach rechts ist eine Aufnahme von Beads der relativen Intensitat 1.6%,
das Schwellenwertbild (t = 7) und ein durch den Segmentierter!! isoliertes Bead zu sehen
(Jedes segmentierte Objekt wird in einer separaten Bilddatei bzw. Bildstapel gespeichert).
Die Intensitat liegt am unteren Ende des Dynamikbereiches des Detektors, so daf3 hier zur
Visualisierung eine Gamma-Korrektur (y = 2) erfolgen mufte.

11 Segmentiert wurde ein zusammenhingendes Gebiet mit globalem Schwellenwert
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Bild 22: Die durch die Bildverarbeitung berechnete Intensitat [I] ist in diesem doppelt-
logarithmischen Diagramm gegen die vom Hersteller angegebene relative Fluoreszenzin-
tensitdt aufgetragen. Am unteren Ende des Dynamikbereiches kommt es zu einem Abfall

der tiibertragenen Intensitat.

Bild 3 zeigt die durch die Bildverarbeitung gemessenen Intensitaten zusammen mit

den Fehlerbalken in einem doppelt-logarithmischen Diagramm. Man sieht hier einen Abfall

der iibertragenen Intensitat am unteren Ende des Dynamikbereiches des Systems.
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Der Hersteller gibt fiir die InSpeck-Beads eine Schwankungsbreite von maximal 10%
um den Mittelwert an. Die geleisteten Untersuchungen zeigen die in der folgenden Tabelle
angegebenen maximalen Schwankungen um den Mittelwert.

I, SB

42.6% 3.4%
6.4% 7.1%
2.8% 8.0%
1.6% 5.1%

Tabelle 3: Die MeSwerte verteilen sich in einem Intervall, das kleiner als das vom Her-
steller angegebene 10% Intervall ist

Die Beads mit der geringeren relativen Fluoreszenzintensitiit konnen den vollen Uber-
tragungsbereich des Detektors nicht ausnutzen, daher ist mit abnehmender Ubertragung
der Intensitdt ein Abfall des Signal/Rausch-Verhéiltnisses (SNR) zu erwarten. Das SNR
ist an den segmentierten Beads berechnet worden, um den Hintergrund auszublenden und
somit nur die Objekte von Interesse zu charakterisieren. Die nach Gleichung (3.5) berech-
neten SNR-Werte sind der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

I, SNR
42.6% 2.41
6.4% 0.91
2.8% 0.47
1.6% 0.23

Tabelle 4: Das “Nutzsignal” wird mit abnehmender Intensitat schwacher und sorgt damit
fir einen Abfall des Signal/Rausch-Verhéltnisses.
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4.2.2 Die Punktverwaschungsfunktion

Die Punktverwaschungsfunktion (Point Spread Function, PSF) beschreibt die natiir-
liche Verbreiterung des Anregungs- und Emissionslichtes in optischen Systemen (2.2.1.2).
Man kann sie durch Lichtquellen, die sehr viel kleiner sind als das Auflosungsvermogen des
Systems, experimentell bestimmen.

Die PSF des Leica TCS 4D Mikroskops wurde mittels eines 100nm Grossenstandards
(3.2.3) gemessen und mit der PSF verglichen, die theoretisch fiir konfokale Mikroskope mit
unendlich kleinen Anregungs- und Detektionslochblenden berechnet wurde.

Theoretische PSF bei z=0 Experimentelle PSF bei z=0

Bild 23: Die Punktverwaschungsfunktion (PSF) in der lateralen Ebene bei z = 0 ist aus
der theoretischen Beschreibung fiir eine unendlich kleine Lochblende berechnet und links
dargestellt worden. Das rechte Bild stellt die experimentell bestimmte PSF dar. Beide
Bilder zeigen einen Ausschnitt der Grofle 1 x 1 um.

Bei Auswahl der Grofle des Standardbeads stellt die Fluoreszenzausbeute eine Be-
schrankung nach unten dar. Unter den geforderten Mikroskop-Einstellungen sollte das
Bead den Dynamikbereich des Systems moglichst gut ausnutzen. Dies gelingt mit dem
verwendeten Standard zwar nicht ganz, jedoch sind groflere Standards nicht mehr akzep-
tabel.
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Berechnet wurde die PSF fiir Punktlichtquellen mit der Charakteristik des FITC-
Fluoreszenzfarbstoffes (Emission bei 520nm) und einer Anregung bei 488nm, da diese
Information fiir die Rekonstruktion der Chromosomendoméanen eine Rolle spielt. Diese
sind mit einer FITC-markierten Sonde hybridisiert worden.

Theoretische PSF bel y=0 Experimentelle PSF bel y=0

Bild 24: Die Punktverwaschungsfunktion (PSF) im axialen Schnitt bei y = 0 ist aus
der theoretischen Beschreibung fiir eine unendlich kleine Lochblende berechnet und links
dargestellt worden. Das rechte Bild stellt dem die experimentell bestimmte PSF gegeniiber.
Beide Bilder zeigen einen Ausschnitt der Grofie 2.8 x 4.8 um.
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Das Auflosungsvermégen (Die Halbwertsbreite, HWB) ist an zehn Aufnahmen der
PSF bestimmt worden und in der nachstehenden Tabelle notiert.

Lateral: Axial:

Experimentell: 135nm (o = 25.4nm) 405nm (o = 29.3nm)
(Theoretisch: 150nm 292nm)

Tabelle 5: Die theoretische, laterale HWB der Punktiibertragungsfunktion liegt grade
noch in der Standardabweichung der experimentell bestimmten Auflosung. Aufgrund der
relativ weiten Offnung des Detektionspinholes verschlechtert sich das axiale Auflosungs-
vermogen des LSM deutlich.

Die theoretisch zu erwartenden Auflosungen HW Bigterqr und HW B ,iq; in der late-
ralen Ebene bzw. in der axialen Richtung sind mit der numerischen Apertur NA = nsin«
wie folgt zu berechnen:

0.4
HW Bigteral = o 4.1
lateral = 2 (4.1)
und 0.45)
HW Bagiq) = —————— . (4.2)
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4.2.3 Chromatische Abberation

Die Auswertung der Interphasechromosomen erfordert eine parallele Aufnahme des
Sondensignals (griine Emission) und der DNA-Farbung (rote Emission). Es muf} sicher-
gestellt sein, dal beide Aufnahmen deckungsgleich sind, da das DNA-Signal durch das
segmentierte Sondensignal zum Zwecke der DNA-Quantifizierung ausmaskiert wird. Die
U’berpr{ifung erfolgt mit Hilfe der TetraSpeck-Beads, die Fluoreszenzen in den betreffenden
Spektralbereichen zeigen (Bild 25).

Aufnahme der grinen... ...und der roten Emission

Bild 25: Die gezeigten Aufnahmen der griinen (links) und der roten (rechts) Fluoreszenz
dreier Beads sind parallel gemacht worden, um die chromatische Abberation zu bestimmen.
Der ITS-Algorithmus legte fiir diese Bilder die Schwellenwerte 60 und 64 fest.

Die Beads wurden mit einem globalen Schwellenwert, der durch den Iterative Threshold
Selection Algorithmus ITSA bestimmt wurde, segmentiert und die Differenz der Massen-
schwerpunkte in den jeweils korrespondierenden Segmenten beider Aufnahmen wurde sta-
tistisch ausgewertet.

Uber 10 Szenarien mit durchschnittlich jeweils drei Beads ergab sich eine mittlere
Abweichung der Schwerpunkte von 0.09 Voxeln bei ¢ = 0.08. Somit ist diese Fehlerquelle
zu vernachlassigen.
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4.2.4 Die RMS in Abhangigkeit vom Grauwert

Der erfolgreiche Einsatz vieler Restaurationsverfahren, u.a. auch des Wiener Filters,
stellt bestimmte Anforderungen an das Bildrauschen. Die RMS (Formel 3.4) kann natiirlich
auch fiir kleine Bildbereiche berechnet werden, in denen aufgrund der Verschmierung der
PSF ein konstanter Grauwert angenommen wird. Dies erlaubt es, ggf. eine Abhangigkeit
des Rauschens von den Grauwerten zu finden. KEs wurden nun die durchschnittlichen
Grauwerte aller Pixel von 30 Aufnahmen des Laserscanning Mikroskops beziiglich ihrer
RMS ausgewertet. In Bild (26) ist die RMS eines kleinen Bildbereiches (Kreisscheiben mit
Radius 2 Voxel, der Bereich entspricht also etwa 250nm?) gegen den mittleren Grauwert
aufgetragen.

18 T T T T
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Bild 26: Fiir je 13 im Kreis angeordnete Bildelemente ist die RMS und der mittlere
Grauwert berechnet und gegeneinander aufgetragen worden. Uber gleiche Grauwerte in
den 30 ausgewerteten Bildern wurde gemittelt. Die geringe Dichte bei den Grauwerten ab
etwa 200 reflektiert das seltene Auftreten von Voxeln dieser relativen Intensitat.
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Das Resultat zeigt, dal man es beim Leica TCS 4D Laserscanner mit nicht-additivem
Rauschen zu tun hat.
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4.2.5 Die Verteilung des Rauschens

Untersuchungen an unterschiedlichen, mittleren Grauwerten haben gezeigt, dafl das
Rauschen im wesentlichen normalverteilt ist. Hierzu wurde wieder durch Filterung ein
Mittelwertbild erzeugt und vom Originalbild abgezogen, um die Rauschpixel zu erhalten.
Es wurden 30 Bilder von FISH-praparierten, humanen Lymphozyten ausgewertet und tiber
diese Histogramme gemittelt. Bild 27 zeigt die Verteilung fiir den Grauwert 60, der insge-
samt 179 mal im Mittelwertbild gefunden wurde.
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Bild 27: Die Verteilung des Rauschens ist hier fiir den Grauwert 60 gezeigt, der 179
mal gemessen wurde und in etwa 10 Fallen mit dem korrespondierenden Grauwert im
Mittelwertbild iibereinstimmdt.

Der Peak bei Null zeigt, daf§ pro Bild etwa'? 10 mal der Grauwert 60 sowohl im
Mittelwertbild als auch im gemessenen Bild gefunden wurde. Er stellt eine Abweichung von

12 Die Fallzahl ist keine ganze Zahl, da es sich um einen Mittelwert handelt.
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der Normalverteilung dar, die vermutlich in nichtlinearen Effekten in der Rauscherzeugung
begriindet ist. Wenn das Auftreten von Rauschen einer binidren Funktion f gehorcht und
g die Starke dieses Rauschens bestimmt, so ist fiir die Abweichung A des MeBwertes vom
Mittelwert das Produkt

A=fg (4.3)

zu erwarten. Die geschatzte Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines nicht-verrauschten
MefBiwertes 1a3t sich nun statistisch bestimmen: Der Peak hat die Grofie 10.4, die Summe
iber alle anderen Werte des Histogramms betragt 61.68, also ist

[P(f =0)] = ég—i ~0.17. (4.4)

In anderen Worten, etwa 17% aller Messungen des Grauwertes 60 sind rauschfrei.
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4.2.6 Fading

Das FITC-Fluorochrom zeigt im Gegensatz zum Propidium-Jodid ein starkes Fading,
d.h. die Fluoreszenzintensitat 1aft mit der Zeit der Bestrahlung nach. Im Mittel emittiert
ein solches Molekiil 10* Photonen withrend seiner Lebensdauer. Nagelhus (1996) findet in
Experimenten, die mit denen in dieser Arbeit durchgefiihrten vergleichbar sind, dafl eine
hohe Bestrahlungsintensitiat bei gleicher Dosis (hohe Dosisleistung) ein stiarkeres Fading
erzeugt als geringere Intensitaten. Die notwendige Korrektur ist aber gering und wird hier
vernachlassigt.

In humanen Lymphozyten wird mit jeder Messung, unabhangig von der fokalen Ebene,
eine Dosis D deponiert, die einen Abbau der Fluorochrome mit

£(t) = e (4.5)

bewirkt und somit die Intensitdt Iy nach der Beleuchtungszeit ¢ auf Iy f(t) reduziert.

r 1alt sich bestimmen, indem eine Ebene eines fluorochromierten Praparates mehrfach
“gescannt” (abgetastet) wird. Da in den weiteren Experimenten 20 Schichten pro Zellkern
aufgezeichnet werden, wurde hier eine Ebene 20 mal aufgenommen, um das Fading unter
kontrollierten Bedingungen (d.h. der Bildinhalt bleibt qualitativ konstant und ist somit
beurteilbar) zu messen.

Bild 28: Alle Pixel in den 20 sukzessiv erfolgten Aufnahmen (unten links die Aufnahme bei
t=0, oben rechts bei t=19) wurden ausgewertet, um den Exponenten der Fading-Kurve zu
bestimmen. Die Fluoreszenzsignale wurden vorab durch einen Schwellenwert ausmaskiert,
um den Hintergrund nicht in die Berechnung einflielen zu lassen.
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Bild 29: Nach etwa 17 Aufnahmen ist die Anzahl der intakten Fluorochrome auf weniger
als die Hélfte abgefallen, wie man in dieser Fading-Kurve (k = 0.042,0 = 0.005) sehen
kann.

Bild 30: Die 20 Schichtbilder des Kerns mit den hybridisierten Chromosomen 1 (links)
sind, von links unten nach rechts oben, zu den Zeiten t = 0...19 aufgenommen und im
rechten Bild mit Iy = I, €242t korrigiert worden.
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Bild 28 zeigt eine Ubersicht aller 20 sukzessiv erfolgten Aufnahmen derselben Schicht
in einem FISH-praparierten Zellkern. Hieraus wurde fiir die Fadingkurve, die in Bild 29
gezeigt ist, der Wert x = 0.042 (o = 0.005) experimentell bestimmt.

Die Aufnahmezeiten der Bilder, die fiir die Bestimmung des Exponenten s benotigt
wurden, fallen auch bei den Aufzeichnungen der Bilder in unterschiedlichen Ebenen an (d.h.
bei Aufnahme von Bildstapel, die der Korrektur bediirfen), so dafi die Vergleichbarkeit auch
in dieser Beziehung gewahrleistet ist.

Die Halbwertsbreite betragt —In0.5/k ~ 16.5, d.h. dafl nach der 17en gescannten
Schicht aus dem Zellkern die Anzahl der intakten Fluorochrome auf weniger als die Hélfte
reduziert wurde. Bild 30 zeigt die Kompensation des Fadings am Beispiel eines FISH-
praparierten Lymphozytenkerns. Man erkennt, dafl die Fading-Korrektur auch den Hin-
tergrund anhebt. Bei den entsprechenden Voxeln handelt es sich offensichtlich um das
Rauschen bzw. dem ungefarbten Hintergrund, der nicht vom Fading betroffen ist.
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4.3 Filterung der Punktverwaschungsfunktion

Die folgenden Restaurationsexperimente sind mit der experimentell bestimmten und
Median-gefilterten PSF durchgefiihrt worden. Als Bildmaterial diente eine Aufnahme eines
Lymphozytenkerns mit den FISH-praparierten Chromosomen 1, das in Bild 31 zu sehen
ist. Das Signal/Rausch-Verhéltnis dieser Aufnahme ist SNR = 3.93.

Bild 31: An diesen FISH-priparierten Chromosomen sind die unterschiedlichen Filter
ausprobiert worden. Zu sehen ist die Summe aller 20 Schnittbilder, die durch Addition der
axial iibereinanderliegenden Pixel zustandekommt.

4.3.1 Das inverse Filter

Die Implementierung des inversen Filters (2.2.3.2.1) auf einem Computer ist zwar
leicht durchfiihrbar, die Resultate sind jedoch erntichternd (Bild 32).

Insbesondere die hohen Frequenzen des Rauschens sind in der OTF S (die Fouriertrans-
formierte der PSF s) entweder gar nicht oder nur mit einer geringen Amplitude vorhanden,
so daf} die entsprechenden Terme O(u.v) = I(u,v)/S(u,v), wobei u, v die Raumfrequenzen
sind, “explodieren”, d.h. O(u,v) — oo.
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Als Alternative bietet sich das Entfernen derjenigen Frequenzen aus dem Resultat
der Entfaltung an, die in der Ubertragungsfunktion, also der OTF, “kleine” Amplituden
besitzen. Bild 33 zeigt ein Beispiel.

Bild 32: Die direkte Umsetzung der Inversion durch simple Division O = I/S der Spektren
schlagt vollig fehl, wie man an diesem riicktransformierten Bild zu sehen ist.

Bild 33: Ein hoher Schwellenwert, der alle hohen Frequenzen eliminiert, fiihrt zu dem
gezeigten Resultat, das durch die inverse Fouriertransformation gewonnen wurde.
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4.3.2 Das Wiener Filter

Fiir das Wiener Filter H (2.2.3.2.2) wird, wie bei den Experimenten mit dem inversen
Filter, die gemessene und Median-gefilterte PSF verwendet. Zusatzlich werden die Spek-
tren vom Nutzbild und Rauschbild benétigt. Das Nutzsignal (®,) ergibt sich aus dem
mediangefilterten Bild. Das Rauschsignal (®,,) wird aus der Differenz zwischen dem auf-
gezeichneten Bild und dem Nutzsignal erzeugt. Wie es bereits bei dem inversen Filter der
Fall war, mufl auf Nullstellen im Nenner geachtet werden. In einer Implementation kann
dieses Problem wieder gelost werden, indem H an den entsprechenden Frequenzen zu Null
gewahlt wird.

Bild 34: Auch das Resultat des Wiener Filters sieht “artifiziell” aus. Es wurde die
gemessene und tiefpafigefilterte PSF benutzt.

Bild 34 zeigt das Ergebnis des Wiener Filters, angewandt auf den in Bild 31 gezeigten
Kern. Die Abhéangigkeit des Rauschens von der Fluoreszenzintensitat macht sich hier im
inversen Signal/Rausch-Verhéltnis bemerkbar.
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4.3.3 Das ICTM Filter

Wie man in Bild 35 sehen kann, wirkt das ICTM-Filter als Rauschfilter. Die hohen
Ortsfrequenzen sind aus dem Bild eliminiert worden.

Bild 35: Das Ergebnis des ICTM-Filters zeigt eine starke “Verschmierung” des Bildes.

Offensichtlich gelingt dem parameterfreien ICTM-Filter keine plausible Bildrestaura-
tion. Die hohen Raumfrequenzen scheinen vollstandig aus dem Bild eliminiert worden zu
sein. Der Quelltext des “C”-Programms, das dieses Resultat lieferte, ist freundlicherweise
durch Verveer und Jovin'? (1997) zur Verfiigung gestellt worden.

13 Abteilung fiir Molekularbiologie, Max Planck Institut fiir Biophysikalische Chemie,
Gottingen
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4.4 Segmentierer

4.4.1 Der rekursive Segmentierer “RAWS”

4.4.1.1 Hintergrund

Der relative DNA-Gehalt der hybridisierten Chromosomen (4.6.1 ) kann als Vorwissen
benutzt werden, um Chromosomen in Interphase-Zellen zu segmentieren. Es wird dann
ein Segmentierer erforderlich, der diese Information sinnvoll verwerten kann. Ein Para-
meter des Verfahrens soll dementsprechend “kontinuierlich”!# einzustellen sein, so daf§ der
segmentierte Anteil der DNA genau dem erwarteten Wert entspricht. Im Falle der hy-
bridisierten Chromosomendomanen ist eine ﬁbereinstimmung jedoch keine Garantie fiir
eine korrekte Segmentierung, da es aufgrund unspezifischer Fluoreszenz keine eindeutige
Zuordnung zwischen gemessener Intensitat und Zugehorigkeit zu Chromosom 1 gibt.

Ein Beispiel soll dies illustrieren: Fiir den Segmentierer mit globalem Schwellenwert
t ist ein Wert ¢ = 52 fiir eine bestimmte Zelle (Bild 36 links) gefunden worden, so daf
der gemessene DNA-Gehalt in zwei zusammenhéngenden Gebieten (die als Chromosomen-
Doménen 1 vermutet werden), bei etwa 10% liegt (um dem Vorwissen zu geniigen). Ein
Segmentierer, der jedes Bildelement x; mit dem Grauwert I(x;) > ¢ ohne Beachtung der
Zugehorigkeit zu einem bestimmten Gebiet segmentiert, also eine simple Schwellenwertope-
ration durchfiihrt, findet einen DNA-Gehalt von 13.45%. Diese Erhohung entsteht durch
die Beriicksichtigung isoliert liegender Fluoreszenzsignale, die sich nicht in der raumlichen
Nahe zu den mutmafBlichen Domanen befinden.

Unter der Bedingung zusammenhangender Chromosomendomanen kann man nun
schluffolgern, dal es auflerhalb der betrachteten Chromosomen zu unspezifischen Mar-
kierungen durch die Sonde kommt, die im Intensitatsbereich der spezifischen Markierung
liegt. Es gibt also kein schwellenwertbezogenes Kriterium fiir den Ausschlufl eines Grau-
wertes zum hybridisierten Chromosom.

14 Auf einem Digitalrechner kann kein Parameter kontinuierlich eingestellt werden. Die
zur Verfiigung stehenden FlieBkomma-Zahlen sind aber ausreichend.
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Sondensignal Zusammenhangendes Schwellenwertbild
Gebiet

Bild 36: Das Chromosomenpaar links ist derart segmentiert worden (mittleres Bild),
dafl die Summe aller Mefiwerte des Propidium-Jodid-Bildes, welche mit den segmentierten
Pixeln des FITC-Bildes korrespondieren, einen Anteil an der Gesamtsumme der DNA-
MeBwerte von 10.12% ergibt. Fiithrt man dieselbe Schwellenwertoperatlon ohne die Bedin-
gung zusammenhangender Gebiete aus, so ergibt sich eine Uberschatzung des Gehaltes auf
iber 13%. Alle Bilder sind die Summen der jeweiligen Bildstapel.

4.4.1.2 Der adaptive “Random Walk Segmentierer” RAWS

Neben der Nachbarschaft und der Intensitat der segmentierten Bildelemente wird
nun ein zusatzlicher Mechanismus eingefiihrt: Falls eine eindeutige Segmentierung nicht
moglich ist, soll wahrend der Segmentierung einem Pixel der Vorzug vor einem anderen
gegeben werden, wenn sich jenes in der Nahe besonders heller Regionen befindet. Nach
wie vor gilt die Randbedingung, dafl das segmentierte Gesamtsignal dem korrekten DNA-
Gehalt entsprechen soll.

Der Segmentierer mit Hysterese leistet dies, da er in der Nachbarschaft heller Be-
reiche seinen Schwellenwert absenken kann. Er ist jedoch durch seine Parametrisierung
limitiert. Bei einer Quantisierung in N Grauwerten gibt es N?/2 mogliche segmentierte
Gesamtintensitaten. Es soll nun ein Segmentierer vorgestellt werden, der kontinuierlich
zu parametrisieren ist und somit eine bessere Approximation des DNA-Gehaltes in den
segmentierten Domanen erzielen kann.

Grundlage des Segmentierers ist wieder die Definition zusammenhangender Gebiete
(2.2.3.6.1). Auf der Basis eines statischen Schwellenwertes ¢* und des Parameters «, der den
EinfluB der Nachbarschaft bestimmt, wird nun ein adaptiver Schwellenwert ¢* ermittelt,
so daf3

Uj = {x € M| I(x) > 3.} (4.6)
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die Menge der fir die Zugehorigkeit zur Menge V' in Frage kommenden Pixel ist.

Der als Rekursion ausgelegte Segmentierer sammelt wie gehabt nun die Elemente
von V', die ebenfalls Elemente von U; sind. Diesmal jedoch wird diese Menge mit jedem
gefundenen Element x; von V' durch Redefinition des adaptiven Schwellenwertes ¢, an
die aktuelle Situation angepafit. Man bestimmt hierfiir, um welchen Wert [, die bisher
gefundenen Bildelemente aus V' vom statischen Schwellenwert ¢* abweichen. Der Ausdruck

v = D (i) — 1) (47)

1=1

ist ein Ma#f fiir die Helligkeit einer Region, wobei I(x;) der Grauwert des Bildelementes an
der Position x; ist. Der adaptive Schwellenwert wird dann zu

l.
@ =1 Mt (4.8)
J

bestimmt.

Der Parameter o bestimmt den Einflul der j segmentierten Bildelemente auf das
Resultat und man kann drei Falle unterscheiden:

(a) a=0: Es gibt keinen Einflufl und der Segmentierer arbeitet ausschliellich mit
dem globalen Schwellenwert ¢°,

(b) a > 0: In Regionen mit hoher Gesamtintensitit werden auch dunklere Bildele-
mente segmentiert,

(¢c) a<O: In Regionen mit hoher Gesamtintensitat iiberschreitet der adaptive Schwel-
lenwert ¢* den statischen Schwellenwert ¢°.

a wird durch binares Suchen bestimmt, nachdem ¢* optimal eingestellt wurde.
4.4.1.3 Nachbarschaftserhaltung

Ein Segmentierer, der das Bild in einer Vorzugsrichtung abtastet, fithrt lokal stets mit
maximaler “Geschwindigkeit” (Voxel/Iteration) (V = (xj4a — xj_a)/2A) vom Schwer-
punkt der segmentierten Bildelemente weg, d.h. ¢, verliert seinen raumlichen Bezug zur
Menge der Bildelemente, die [; bilden.

Einen brauchbaren Ausweg bietet die Permutation
sze(ai) = Q445 modulo 26 (49)
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an, wobei a; Elemente einer angeordnete Menge von 26 Richtungsvektoren mit der Randbe-
dingung
0<dn(0,a;) <3 (4.10)

darstellen (d,, ist der Abstand in der Manhattan-Metrik). Wenn diese Menge eine zyklische
Differenzenmenge bildet, so stellt P26 einen Generator dar (Pseudo Random Generator),
der einen in diesem Kontext als isotrop und nachbarschaftserhaltend bezeichneten Weg
ermoglicht. Bild 37 illustriert dies.

Das dreidimensionale Bild

1 .
I(r) = { pp firr =1 (4.11)
1 furr <1

wurde hier mit globalem Schwellenwert, (Links), adaptivem Schwellenwert mit Vorzugsrich-
tung der Rekursion (Mitte) sowie einem adaptiven Schwellenwert mit Permutation (Rechts)
segmentiert. Tatsachlich reproduziert der “Random Walk” Operator nicht exakt die Kreis-
form, die zu erwarten gewesen ware. Das Resultat ist aber verbessert.

Bild 37: Binrisierte Schnitte der dreidimensionalen Funktion (4.11). Von links nach rechts
sind ein statischer Schwellenwert mit o = 0 und ein adaptierter Schwellwert mit o = 2 mit
Vorzugsrichtung des Operators sowie mit “Random Walk” Operator angewandt worden.
Um den negativen Effekt zu verdeutlichen, ist « mit Absicht sehr hoch gewéhlt worden.
Im rechten Bild scheinen einige Punkte keine Konnektivitat zu haben. Diese ist jedoch
raumlich gegeben und im Schnittbild nicht zu sehen.

Bei der Segmentierung wird nun folgendermaflen vorgegangen: Der statische Schwel-
lenwert ¢* wird so eingestellt, dafl sich mit @ = 0 eine, bezogen auf die Gesamtintensitat
im Zellkern, relative Gesamtintensitiat der maskierten Doménen von Ig < 10.12% ergibt.
a kann nun kontinuierlich so verandert werden, dal I weiter verbessert, d.h. in Richtung
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10.12% verschoben wird. Bild 38 zeigt die Anwendung auf die Chromosomendoménen
eines Lymphozyten. Mit dem statischen Schwellenwert t* = 52 und o = 0 ergibt sich
der relative DNA-Gehalt zu 9.68%. Eine Schicht aus dem Bildstapel der Segmente ist
links zu sehen. Bei t* = 51 gab es eine Uberschatzung mit 10.14%. Erst die Einstellung
a = 0.104 lieferte Segmente mit dem geforderten DNA-Gehalt von 10.12%. Das Ergebnis
dieser Segmentierung ist, wieder am Beispiel eines Schichtbildes, rechts gezeigt.

apha=0 apha=0.104

Bild 38: Ein Schnitt aus dem Bildstapel des den DNA-Gehalt leicht unterschitzenden
Segmentes (« = 0) ist dem durch Adaption mit & = 0.104 korrigierten Schnitt gegeniiberge-
stellt. In beiden Fallen lag der statische Schwellenwert bei t* = 52. Der Einflu} dieses
Steuerparameters « ist visuell kaum zu erkennen.

Der visuelle Unterschied ist minimal, das Volumen beider Domanen ergibt in der
Summe ein um etwa 4.8% gestiegenen Wert von 15.43um? fiir den RAWS-Algorithmus.
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4.4.2 Vor- und Nachbehandlungen

4.4.2.1 Vorwissen iiber die Morphologie nutzen

Innerhalb der segmentierten Domanen treten “Locher” auf, nicht-segmentierte Bildele-
mente also, die durch die Domanen umschlossen sind. Diese Voxel sind dem Vorwissen iiber
integre Territorien nach keinem anderen Chromosom als dem tatsachlich hybridisiertem
zuzuordnen. Das Auftreten dieser Locher wird zur Oberfliche der Doméane hin héufiger,
was moglicherweise auf den Kontakt mit angrenzenden Chromosomen zuriickzufiihren ist.
Gegeniiber diesen ist eine Nichtbeachtung der inneren Locher problematisch, da in diesem
Falle die Gefahr einer Unterschatzung des Volumens besteht.

4.4.2.2 Closing

Ein Verfahren, um diese Locher zu schlieflen, ist die Anwendung des Closing-Operators
aus der Mathematischen Morphologie (2.2.3.3.2), dessen Anwendung Bild 39 zeigt. Selbst
mit dem kleinsten Strukturelement, welches immerhin die inneren Locher zu schlielen
vermag, steigt das segmentierte Volumen im aufleren Bereich.

Originalbild Einfaches Closing mit r=1

Bild 39: FEin dreidimensionales Closing mit einem kugelformigen Strukturelement vom
Radius 1 ist auf den binaren Bildstapel, aus dem links eine Schicht zu sehen ist, angewandt
worden. Das Ergebnis, rechts, zeigt, dafl die meisten Locher im Inneren der Doméane
geschlossen werden konnten, jedoch ebenfalls ein Auffiillen im aufleren Bereich.
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4.4.2.3 Tiefpafifilterung

Locher, die durch das Rauschen zustande kommen, konnen durch eine Tiefpafifilterung
des Bildstapels vor der Segmentierung geschlossen werden. Bild 40 zeigt die Anwen-
dung einer Konvolution mit einem 3 x 3 x 3 Kernel, wobei alle Elemente des Kernels
aus Normierungsgriinden zu 1/27 gewahlt wurden.

©

v

Segmentierte Tiefpal3gefilterte Binare Darstellung
Domane Domane

Bild 40: Eine Tiefpafifilterung ist auf den Bildstapel, aus dem links ein Schnitt nach
der Segmentierung zu sehen ist, angewandt worden (mittleres Bild). Das entsprechende
Binérbild rechts zeigt eine fast vollig geschlossene Oberfliche, die auf eine Uberschitzung
des Volumens hindeutet.

Es ist offensichtlich, dafl insbesondere dieses Filter die Grenzbereiche der Domane
verwischt, so daf es hier zu einer Uberschatzung des Volumens kommen kann.

4.4.2.4 Zellularer Automat

Zellulire Automaten (ZA) sind iterative Programme, die auf Bildelemente entspre-
chend ihrer Nachbarschaft nach definierten Regeln wirken. Disziplinen wie z.B. die Ma-
thematische Morphologie machen sich diese Automaten zu nutze und Entsprechungen des
nun vorzustellenden Algorithmus sind dort zu finden.

Ein sehr einfacher ZA ist entwickelt worden, um die Locher innerhalb der Doménen
zu schliefen: Im Binarbild eines Segmentes wird fiir jedes nicht gesetzte Voxel iiberpriift,
wieviele Nachbarpunkte gesetzt sind. Wenn ein Wert n erreicht oder uberschritten wird,
wird das betrachtete Bildelement ebenfalls gesetzt. In dichten Bereichen des Bildes bewirkt
dies ein Auffillen der Strukturen, in weniger dichten Bereichen bleibt das Bild unverandert.
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Originabild Ergebnis des ZA mit n=5

Bild 41: Der binare Schnitt aus dem Bildstapel der segmentierten Domane ist mit einem
Zellularen Automaten bearbeitet worden. Bereits eine Iteration mit n = 5 reichte aus, um
das rechts gezeigte Ergebnis zu erzielen.

Bild 41 zeigt den Erfolg des eingesetzten Zellularen Automaten mit n = 5 nach nur
einer Iteration. Die aufleren Bereiche der Domane sind weitgehend erhalten geblieben,
wahrend der innere Bereich vollstandig aufgefiillt wurde.

4.4.2.5 Spezielle Nachbehandlung fiir die Oberflachenschatzung

Die Oberflachenberechnung kann sich aufgrund des geringen Auflosungsvermogens
des Mikroskops bezogen auf molekulare Maflstabe nicht auf die gangigen Definitionen der
Chemie stiitzen. Artifizielle Strukturen unterhalb der HWB sollen keinen Beitrag zur
Oberflache leisten. Nach dieser Definition sollte die Oberflache der segmentierten Chro-
mosomendomanen geglattet werden. Man macht dies durch sukzessive Anwendung des
Closing- und des Opening-Operators mit einem groflen Strukturelement auf das Binarbild.

Fiir die in Bild 41 gezeigte Doméne gibt eine Kugel mit Radius 5 (entspricht etwa
100mm) als Strukturelement gute Resultate. Bild 42 zeigt die Auswirkungen der beiden
Operationen. Das Closing schliefit alle Strukturen, hinterlaflit aber konkave “Dellen” mit
entsprechend spitzen Kanten. Das nachfolgende Opening beseitigt diese.
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Closing Opening

Bild 42: Die Operatoren “Closing” und “Opening” aus der Mathematischen Morphologie
sind auf eine segmentierte Domane sukzessive angewandt worden. Als Strukturelement
fand eine Kugel mit dem Radius 5 Pixel (=~ 100nm) Verwendung. An der gezeigten
Schicht aus dem Bildstabel der Resultate (10 x 10 gm) kann man den Effekt erkennen:
Links sieht man, dafl nach dem Closing “Spitzen” auf der Oberfliche (bzw. am Rand)
entstehen, die das nachfolgende Opening (rechts) beseitigen kann.
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4.5 Streuung im Chromatin

Mit dem FDTD-Algorithmus wurde ein qualitativer Vergleich zwischen der Abbildung
eines Hertzschen Dipols aulerhalb und innerhalb eines Zellkerns angestellt.

4.5.1 Implementierung des Algorithmus

Eine geeignete Datenstruktur (DS) hélt das elektrische bzw. magnetische Feld sowie
den Brechungsindex an jedem Gitterpunkt des Modells bereit. Die Anzahl der Gitter-
punkte (V) ist ein Parameter, der Speicher- und Rechenzeitbedarf der Simulation deter-
miniert und nicht frei wahlbar ist. Er ist abhangig von der Grofle d der zu modellierenden
Struktur sowie der Wellenlange, die nach dem Stabilitatskriterium

A
Axr < — 4.12
z< 15 (4.12)
die Wahl der Schrittweite Az des Modells nach oben einschrankt:
d
N=— 4.13
A (4.13)
Das Zellkernmodell gibt eine rdumliche Ausdehnung von 10 x 10 x 10um vor, Die Wellen-
lange A wird zu 488nm und Az zu % gewihlt. Damit sind etwa 8 - 103 Gitterpunkte
erforderlich. Licht durchlauft das Modell in y-Richtung in
1075
t= 4.14
. (4.14)
Sekunden, hierfiir werden mit
Ax
At = — 4.15
5 (4.15)

rund 400 Iterationen benotigt.

Statt des Euler-Cauchyschen Polygonzuges wird hier ein Runge-Kutta Verfahren zur
Losung der Maxwell Gleichungen eingesetzt:

f= %(k1 + 2k, + 2ks + ky), (4.16)
wobei
ky = g(f;) (4.17)
ks = g + 5 k) (4.18)
ks = g(f + % ks) (4.19)
ky = g(f, + Atks). (4.20)
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Der Ubersichtlichkeit halber sind die Gleichungen mit
gefiihrt:

ki =¢ 'VxH
11 = —/j,_lv x E

A
kg = E_lv X (H—f— Ttll)
At
12 = —/L_lv X (E—|— 7 kl)
At

ks = €1V x (H+ 712)

At
13 = —/L_lv X (E—|— 7 kg)

k4 = E_lv X (H + At 13)
Iy =—p 'V x (E+ Atks).

Differentialoperatoren aus-

(4.25)

(4.26)

(4.27)
(4.28)

Ein orthogonales Modell folgt der Manhattan-Norm (auch: 1-Norm), die bekanntlich
mit wachsender Auflosung nicht gegen die euklidische Norm konvergiert. Um hieraus

resultierende Effekte zu mindern, kann das Modell im Rahmen der Rechnungen einer

Tiefpaffilterung unterzogen werden. Hierzu mittelt man die optische Dichte an jedem

Gitterpunkt iber den umliegenden Bereich.

84



4.5.2 Abbildung eines Hertzschen Dipolstrahlers

Bild 43 zeigt, wie ein Dipol mit einer Lange von ca. 100nm durch den Algorithmus
abgebildet wird, wenn man ein Objektiv mit dem Offnungswinkel 60° zum Abtasten ein-
setzt. Links ist die Lichtausbreitung im Vakuum zu sehen, rechts durchlauft das Licht den
Zellkern mit dem Radius 4pum und einer optischen Dichte von 1.39. Das Modell ist mit
einer Kantenlange von 10pum grofler als der Zellkern gewahlt worden, um den Einfluf} der
Reflektionen an den Modellgrenzen auf das Ergebnis gering zu halten. Das umgebende
Medium hat die Dichte 1.44. Die Kernmembran wurde aufgrund ihrer geringen Aus-
dehnung (kleiner als \) vernachlissigt. Die Bilder sind nicht radialsymmetrisch, da die
Dipolachse geneigt wurde. Hierdurch sind numerische Probleme bei der Berechnung ver-
mieden worden. Auflerdem streckt die endliche Ausdehnung des Dipols die Abbildung.

Ausbreitung im Vakuum... und im Chromatin

Bild 43: Die Bilder zeigen einen Ausschnitt der Abbildung des Dipolstrahlers. Die Breite
ist Tum.

Die Ergebnisse lassen keinen wesentlichen Effekt der Streuung erkennen. Man muf}
jedoch im Auge behalten, dafi die Simulation mit den Randbedingungen parametrisiert
wurde, die fiir zweidimensionale FDTD-Algorithmen bestimmt wurden. Aus Griinden
der Rechenzeit und des Speicherbedarfs darf man keine allzu groflen Erwartungen an die
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physikalische Korrektheit des Ergebnisses stellen. Fiir eine erste Abschatzung sollte das
Ergebnis, an dem mit einer Zeitdauer von zwei Tagen gerechnet wurde, aber ausreichen.
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4.6 DNA-Messung in Metaphasechromosomen

4.6.1 Messung der Fluoreszenz in situ hybridisierten Chromosomen

Eine gute Messung des DNA-Gehaltes des Chromosoms 1 ist durch Untersuchung an
Metaphase-Chromosomen moglich. Dieses Vorgehen hat gegeniiber der Messung in Inter-
phasezellen zwei Vorteile: Zum einen liegen die Chromosomen oft isoliert und sind somit
von den unspezifischen Fluoreszenzsignalen auf den tibrigen Chromosomen zu trennen.
Der gemessene DNA-Gehalt kann dann als a priori-Wissen zum Segmentieren in Inter-
phasekernen verwendet werden. Zum anderen kann der Vergleich mit dem DNA-Gehalt
der nicht-hybridisierten Chromosomen 1 gezogen werden. In Bild 44 sieht man in inverser
Darstellung eine PJ-gefarbte Metaphase und rechts daneben das Bild der FITC-markierten
Chromosomen. Die gute Ubereinstimmung des Sondensignals (rechts) mit dem PJ-Bild der
Chromosomen (links) zeigt, dafl spezifische Sequenzen homogen durch die Sonde markiert
wurden. Dies ist insbesondere fiir die Interphaseuntersuchungen notwendig.

Q'Y -t
M etaphase Chromosomen 1

Bild 44: Das linke Bild zeigt die Metaphase-Chromosomen einer humanen Lymphozyten-
Zelle. Rechts sind die hybridisierten homologen Chromosomen 1 aus derselben Zelle
dargestellt.

Die hybridisierten Chromosomen wurden mit dem Segmentierer mit Hysterese isoliert.
Der obere Schwellenwert wurde dabei nach dem ITSA-Verfahren festgelegt und als unterer
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Schwellenwert wurde das Maximum im Grauwerthistogramm des entsprechenden Bildes
angenommen (Bild 45). Die so isolierten Chromosomen dienten als Maske fiir das Bild der
stochiometrisch (PJ) gefdrbten Metaphase. Bild 46 demonstriert das Vorgehen.
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Bild 45: Das Grauwerthistogramm der in Bild 46 gezeigten Chromosomenaufnahme in
logarithmischer Darstellung. Die vertikalen, gestrichelten Linien zeigen das Maximum des
Histogramms (11) und den vom ITS-Algorithmus festgelegten Schwellenwert (55).

Bild 46: Von links nach rechts: Aufnahme der Fluoreszenz in situ hybridisierten Chro-
mosomen 1, die Segmentierung und die Maskierung mit dem PJ-Bild.
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Um den gefundenen DNA-Gehalt auf die gesamte Metaphase zu beziehen, muf} diese
ebenfalls geeignet segmentiert werden, da der Hintergrund einen Anteil an der Gesamtin-
tensitat des Bildes hat.

Bild 47 zeigt die segmentierte Metaphase (das PJ-Bild) zusammen mit ihrem His-
togramm. Das Maximum lag in diesem Fall bei Grauwert 9. Dieser Wert wurde als
unterer Schwellenwert, zur Segmentierung mit Hysterese eingesetzt. Als oberen Schwellen-
wert legte der iterative Algorithmus ITSA den Grauwert 59 fest. Auf zusammenhangende
Gebiete brauchte dabei nicht geachtet zu werden, da die Intensitaten im gesamten Bild
aufsummiert wurden.
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Segmentierte Metaphase Histogramm der M etaphase

Bild 47: Der Grauwert mit maximaler Haufigkeit (rechts) in der Propidium-Jodid-ge-
farbten Metaphase wird zum Segmentieren (links) benutzt. Die segmentierte Metaphase
sieht iibersegmentiert aus. Tatsachlich ist ihre Fluoreszenz bis in den Hintergrund hinein
verbreitert.
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4.6.2 Messung der nicht-hybridisierten Chromosomen

Der gefundene, relative DNA-Gehalt der hybridisierten Chromosomen soll mit dem
der nicht-hybridisierten Chromosomen verglichen werden. Dazu ist eine Segmentierung
der Chromosomen 1 in Metaphasen erforderlich, welche nur mit Propidium-Jodid gefarbt
wurden. Zu diesem Zweck sind isoliert liegende Chromosomen notwendig, die sich zweifels-
frei anhand ihrer Morphologie identifizieren lassen (z.B. durch ihre Gréfie und durch die
Lage des Zentromers auf dem Chromosom). Bild 48 zeigt eine Szene, in der nur eines der
beiden homologen Chromosomen 1 frei liegt.

Bild 48: In der links gezeigten Metaphase liegt nur eines der beiden homologen Chromo-
somen 1 derart frei, dafl eine problemlose Segmentierung (rechtes Bild) moglich ist.

Zur Segmentierung ist wieder der Segmentierer mit Hysterese eingesetzt und mit dem
ITS-Algorithmus bzw. der Histogrammanalyse parametrisiert worden.
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4.6.3 Ergebnisse der DNA-Messungen

Es wurden je 30 Metaphasen in hybridisierten und nicht hybridisierten Praparaten
gemessen. Die untenstehende Tabelle zeigt die Resultate der in diesem Kapitel vorgestell-
ten Untersuchungen an diesen Messungen inklusive der Standardabweichungen sowie den
Literaturwert (Passarge 1994) fiir den relativen (bezogen auf die gesamte Kern-DNA)
DNA-Gehalt im weiblichen, humanen Genom.

relativer DNA-Gehalt o

mit FISH: 10.12% 0.8%
ohne FISH: 8.33% 0.6%
Literatur: 8.18%

Tabelle 6: Der Literaturwert des DNA-Gehaltes von Chromosom 1 kann durch die quan-
titative Fluoreszenzmikroskopie gut angenahert werden. Die Erhohung des Gehaltes in
Fluoreszenz-Hybriden ist demgegeniiber erhoht.
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4.7 DNA-Messung in Interphasechromosomen

Im Normalfall kann der DNA-Gehalt fluoreszenzmikroskopisch, wie in (4.6) beschrie-
ben, an gespreiteten Metaphasen gemessen werden. Auf der Basis dieser Information wird
die Segmentierung der Interphasechromosomen durchgefiihrt, so daf} sich der korrekte
DNA-Gehalt fiir die Summe beider Chromosomen ergibt. Man kann die segmentierten
Domaénen der einzelnen Zelle dann auf gleichen DNA-Gehalt iiberpriifen.

Sobald der genaue DNA-Gehalt nicht mehr mit ausreichender Genauigkeit durch
Metaphaseuntersuchungen vorausgesagt werden kann, z.B. weil Schadigungen in den einzel-
nen Zellen auftreten, die eine Verdnderung des DNA-Gehaltes bewirken, muf3 dieser indi-
viduell, d.h. ggf. auch in Interphasezellen, bestimmt werden. Kernaufgabe hierbei ist
die Segmentierung der Domanen, mit der “Masken” fiir das parallel aufgenommene Bild
der DNA-Farbung erstellt werden. Neben histogrammanalytischen Verfahren wie dem
ITS-Algorithmus bieten sich mehrstufige Verfahren an, deren Parametrisierung durch Er-
fahrungen mit dhnlichen und bekannten Szenarien (z.B. Zellen mit intakter DNA) ermittelt
wurden. Die Anzahl segmentierter Rauschpixel ist ein Beispiel hierfiir (Bocker et al. 1999).

Die folgenden Abschnitte zeigen die Resultate dieser Methoden am Beispiel von 29
gemessenen Zellen, die jeweils zwei intakte Chromosomen 1 bzw. das Signal des DNA-
Farbstoffs zeigen.

4.7.1 DNA-Gehalt der homologen Chromosomen

Die Domanen von 29 Zellen wurden so segmentiert, dafl ihr DNA-Gehalt den relativen
Wert 10.12% annimmt. Die folgende Tabelle zeigt, wie sich die DNA (in %) auf die beiden
Chromosomen in den einzelnen Zellen aufteilt. Die Domanen der Zellen 13, 27 und 28 sind
durch den verwendeten Segmentierer (RAWS) nicht zu trennen gewesen, so dafl sie hier
ausgelassen werden.
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Zelle DNA-Gehalt C, DNA-Gehalt Cy Differenz
1 6.73 3.39 3.34
2 3.43 6.69 3.26
3 5.46 4.66 0.8
4 6.14 3.98 2.15
5 5.36 4.76 0.59
6 4.69 5.43 0.74
7 5.02 5.1 0.08
8 5.46 4.66 0.8
9 6.39 3.73 2.67
10 4.8 5.32 0.5
11 4.91 5.21 0.3
12 5.1 5.01 0.09
14 5.32 4.8 0.52
15 6.55 3.57 2.99
16 4.65 5.47 0.82
17 4.36 5.76 1.41
18 5.38 4.74 0.65
19 6.74 3.38 3.37
20 6.3 3.82 2.48
21 6.56 3.56 3.0
22 6.24 3.88 2.36
23 5.73 4.39 1.33
24 0.66 4.46 1.2
25 5.16 4.96 0.19
26 3.55 6.57 3.02
29 4.69 5.43 0.74

Tabelle 7: Der relative DNA-Gehalt der segmentierten Doménen (in % Anteil am Gesamt-
gehalt) entspricht genau dem Sollwert. Die Tabelle der Werte der einzelnen homologen
Chromosomen (Cy und C2) zeigt Abweichungen zwischen diesen.

Der Mittelwert der Abweichungen beider Chromosomen im relativen DNA-Gehalt
betragt 1.36 mit o = 1.17.
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4.7.2 Schwellenwertbestimmung durch den ITS-Algorithmus

Wenn der DNA-Gehalt nicht bekannt ist, bietet sich als vollautomatisches Verfahren
der I'TS-Algorithmus an, um einen plausiblen Schwellenwert zu definieren. Der Algorith-
mus findet einen Grauwert, der im Histogramm zwischen den durch Objekt und Hin-
tergrund verursachten Peaks liegt, wobei die Groflen dieser Peaks eine Gewichtung fiir
die Verschiebung des Schwellenwertes zur Hintergrundintensitat oder zur Objektintensitat
darstellen.

Ausgewertet werden die beiden grofiten zusammenhangenden Bildbereiche, die aus
Grauwerten bestehen, die groler sind als der durch den I'TS-Algorithmus definierte Schwel-
lenwert.

Die folgende Tabelle zeigt fiir jede der 29 ausgewerteten Zellen den Schwellenwert
t Approz, der den genauen DNA-Gehalt (10.12%) ndherungsweise reproduziert (der a-Para-
meter fir den RAWS-Algorithmus wurde ausgelassen, da er fiir den Vergleich eine unter-
geordnete Rolle spielt und den gemessenen DNA-Gehalt kaum veréndert), sowie den durch

den ITSA gefundenen Schwellenwert ;754 und den mit diesem Schwellenwert gefundenen
DNA-Gehalt.
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Zelle t Appros tiTsa DNA-Gehalt (%)

1 o8 o2 13.2
2 44 o6 8.4

3 43 42 10.74
4 46 o1 7.67
5 48 47 10.57
6 o8 o1 14.88
7 o4 26 7.77
8 48 o7 7.49
9 54 99 8.35
10 48 o7 6.71
11 65 60 12.8
12 57 65 7.3
13 60 o4 12.94
14 65 65 10.17
15 65 60 12.8
16 60 61 9.65
17 78 73 11.75
18 80 83 9.9
19 80 79 10.51
20 100 87 13.55
21 85 78 12.46
22 81 76 12.41
23 71 67 11.97
24 74 72 10.68
25 54 50 12.95
26 04 52 11.41
27 42 o6 6.31
28 70 63 12.17
29 80 68 14.0

Tabelle 8: Mit dem durch den I'TS-Algorithmus bestimmten Schwellenwert ¢;754 ergeben
sich die hier gezeigten Gehalte an DNA.
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Der Korrelationskoeffizient der beiden Schwellenwerte ¢ gppror und trrsa ist p = 0.65,
die Mittelwerte sind #approz = 62.8 und trrsa = 62, die Standardabweichungen sind
O Approx = 14.5 und orrsa = 11.08.

Approx ——
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@ T ] 1
DL ]
15 20 25 30
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Bild 49: Das Diagramm vermittelt einen Eindruck von der Korrelation zwischen den
beiden Schwellenwerten ¢ 4,pror und trrsa, die als Balken bzw. Linien gegen die Nummer
der Zelle aufgetragen sind.

Der Mittelwert des iiber den ITS-Algorithmus bestimmten DNA-Gehaltes ist 10.74 mit
der verhaltnismafig groflen Standardabweichung o = 2.35. In Bild 49 ist eine grafische
Ubersicht der Schwellenwerte gegeben.
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4.7.3 Die Anwendung eines mehrstufigen Verfahrens

Bocker et al. (1999) beschreiben ein Verfahren zur automatischen Bestimmung eines
Schwellenwertes, das auf der Anzahl der gezdhlten Segmente (Number of Objects, NO)
beruht. Wenn der Schwellenwert in den Bereich des Hintergrundes abgesenkt wird, steigt
die NO stark an, d.h. man segmentiert Rauschpixel.

Die Information iiber die NO in Abhangigkeit von einem geeigneten Schwellenwert
(der fiir intakte Zellen aufgrund des bekannten DNA-Gehaltes approximiert werden kann)
kann nun auch benutzt werden, um ahnliche Bilder mit unbekanntem DNA-Gehalt zu
segmentieren.

Um das Verfahren zu testen, werden 10 aus den bekannten 29 Zellen wahlfrei beziiglich
der NO ausgewertet. Fiir die iibrigen 19 Zellen wird dann der Schwellenwert ¢ yo bestimmt,
der in etwa die mittlere Anzahl der Rauschpixel aus dem Testsatz reproduzieren kann. Die

ausgesuchten Zellen zur Bestimmung der mittleren NO sind in der folgenden Tabelle zu
finden.

Zelle t Approx NO

1 o8 1613
5 48 2783
9 o4 1301
11 65 042
13 60 1256
17 78 790
19 80 024
23 71 557
25 o4 1250
29 80 652

Tabelle 9: Die mittlere Zahl der “Number of Objects” (NO) wird aus den angegebenen
Werten des Testsatzes gebildet.

Der Mittelwert hieraus ist 1126.8. Die iibrigen Zellen sollen diesem Wert moglichst
nahe kommen. Die folgende Tabelle zeigt den so bestimmten Schwellenwert und den DNA-
Gehalt:
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Zelle tno NO DNA-Gehalt (%)

2 61 1135  6.75
3 93 1118  4.85
4 61 1141 44

6 70 1148  5.35
7 61 1155 7.64
8 20 1103 9.75
10 02 1135 8.6
12 61 1096  8.62
14 69 1122 9.09
15 67 1121 9.81
16 63 1142 9.01
18 61 1094  16.02
20 69 1174 19.71
21 69 1108  15.6
22 79 1149  11.28
24 72 1121 10.68
26 60 1170 7.77
27 o4 1086  6.75
28 63 1163  12.17

Tabelle 10: Die individuelle Bestimmung des DNA-Gehaltes in den beiden Doménen
zeigt deutliche Abweichungen vom Sollwert.

Die Werte NO sind angegeben worden, da der mittlere Wert nicht exakt erreicht
werden kann. Der Mittelwert des DNA-Gehaltes ist hier 9.68 und o = 3.86.
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Bild 50: Das Diagramm zeigt die groflen Abweichungen des Schwellenwertes, der durch
die NO gefunden wurde, vom optimalen Schwellenwert. Es sind nur die Resultate von 19
Zellen berechnet worden, da die tibrigen Zellen als Testsatz herangezogen wurden.

Die schlechten Resultate, die Bild 50 visualisiert, sind weniger das Ergebnis der kleinen
Statistik mit 10 Werten, als vielmehr das der unterschiedlichen Hybridisierungsqualitaten
der Zellen. Die Schwankung der NO bei optimalem Schwellenwert (SB=2259 !) ist hier
sehr grof3.
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4.8 Bestimmung der Volumina von Kern und Domanen

4.8.1 Das Kernvolumen

Das Kernvolumen wird aus der Aufnahme des Propidium Jodid Signals bestimmt.
Im Gegensatz zur Messung des DNA-Gehaltes diirfen in diesem Fall die Voxel, die durch
die Verbreiterung durch die PSF verursacht werden, nicht beriicksichtigt werden, um das
Volumen nicht zu iiberschatzen. Bild 51 zeigt an einem y-Schnitt eines Bildes aus dem
Bildstapel den groflen Gradienten der Grauwerte am Rand des Kerns. Der ITSA hat hier
einen Schwellenwert 52 zur Segmentierung festgelegt, der plausibel erscheint.

120 T T T T T T T T T
100 | .
80 .
g
=1 60 -
©
o __ Yy
I
40 + .
20 .
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
X

Bild 51: Dieser eindimensionale Schnitt der Grauwerte bei y=5um (also die Mitte des
Bildes) zeigt die grofien Gradienten am Rand des Kerns. Die gestrichelte Line weist auf
den durch den ITS-Algorithmus gefundenen Schwellenwert 52 hin.

Der gefundene Schwellenwert wird nun benutzt, um die zusammenhangenden Bildele-
mente des Kerns zu segmentieren. Aus den segmentierten Voxeln wird dann das Volumen
bestimmt. Die Resultate sind in (4.8.2) zu finden.
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4.8.2 Das Volumen der Chromosomendomanen

Die Domanen werden mit dem RAWS-Algorithmus segmentiert, der optimal durch
das Vorwissen iiber den DNA-Gehalt parametrisiert werden kann. Im Gegensatz zum
Kern, der eine gleichméaflige Farbung zeigt und sich gut vom Hintergrund absetzt, ist die
Farbung der Chromosomen durch die Sonde unregelmaflig. Das hat zur Folge, dafl iiber
den Grauwert nicht zwischen unspezifischer Farbung und schwach gefarbten Regionen
unterschieden werden kann.

Die Tabelle auf der folgenden Seite zeigt je untersuchter Zelle den Schwellenwert, der
zur Kernsegmentierung benutzt wurde, das Kernvolumen, die Volumina der Chromosomen
sowie das Verhaltnis zwischen Kern- und Chromosomenvolumen. In Klammern angegebene
Chromosomenvolumina bedeuten das Gesamtvolumen, d.h. die Chromosomen waren durch
die Segmentierung nicht voneinander zu trennen.

Alle Volumina sind in pm? angegeben und die Daten fiir die beiden Chromosomen 1
sind zeilenweise nach ihrer Grofle sortiert.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen:

Chromosomenvolumen [um?3]: =692 0=1.62
Kernvolumen [um?3]: z =100.39,0 =7.8
Verhaltnis von Kern- zu Chromosomenvolumen: 7 = 7.42, 0 = 0.94
Differenz zwischen den Chromosomen [pum3]: z=124,0=1.11

Tabelle 11: Die durch die Bildverarbeitung gemessenen Volumina sind zusammen mit
dem Verhéltnis von Kern- zu Chromosomenvolumen (beide Doménen) mit den Standard-
abweichungen angegeben.

Das Verhaltnis zwischen Kern- und Chromosomenvolumen scheint aufgrund der gerin-
gen gefundenen Standardabweichung eine Erhaltungsgrofie der homologen Chromosomen
1 zu sein, der Korrelationskoeffizient zwischen den Volumina ist p = 0.55. Tatsachlich ist
zu beobachten, dafl die DNA in unterschiedlich groflen Lymphozyten sehr homogen ist,
sich das Chromatin also gleichmafiig im Kern verteilt.
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Zelle trrsa Vicern [ppm?] C1 [pm3] Cy [um3] V/Ciy2
1 52 94.64 7.66 4.73 7.64
2 47 108.94 9.37 6.03 7.07
3 50 86.73 5.86 4.58 8.31
4 51 91.11 5.62 3.7 9.78
5 48 103.13 7.78 7.49 6.75
6 64 101.98 7.03 6.42 7.58
7 61 98.94 7.19 6.25 7.36
8 02 100.31 7.13 6.35 7.44
9 57 95.14 8.76 0.51 6.67
10 o0 103.37 7.63 6.57 7.28
11 56 109.21 6.29 6.26 8.7
12 o7 93.37 6.85 6.54 6.97
13 49 106.7 (11.74) 9.09
14 52 107.43 8.61 8.12 6.24
15 49 108.56 8.24 6.68 7.28
16 58 103.04 7.07 6.66 7.5
17 58 110.98 7.61 6.7 7.76
18 57 104.79 7.02 5.76 8.2
19 66 90.27 7.45 4.46 7.58
20 64 106.23 8.1 6.09 7.49
21 63 102.64 8.08 5.46 7.59
22 61 105.7 9.06 0.65 7.19
23 55 108.88 7.75 7.61 7.09
24 58 99.9 8.35 7.2 6.42
25 08 94.34 6.58 6.0 7.5
26 53 81.19 6.39 4.63 7.37
27 79 109.62 (25.9) 4.23
28 54 96.86 (12.28) 7.89
29 03 87.33 6.24 6.24 7.0

Tabelle 12: Neben den Volumina von Domanen und Kern ist auch das Verhaltnis der
beiden angegeben.
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4.9 Oberflache der Chromosomendomanen

Zur Oberflachenbestimmung wurden die Operatoren “Closing” und “Opening” aus der
Mathematischen Morphologie sukzessive auf die segmentierten Doménen angewandt, um
“glatte” Oberflachen zu erhalten. Bild 52 zeigt die gegléttete Oberfliche an den (binéren)
Schnittbildern einer Domaéne.

« $ A & 7

Bild 52: Auf Skalen unterhalb des Auflosungsvermogens des Mikroskops erscheint die
Oberflache dieser Domane, von der hier die binaren Schnittbilder gezeigt sind, glatt. Es
wurde sukzessive ein Closing und ein Opening Operator mit einem runden Strukturele-
ment (Radius 100nm) auf das Segment angewandt. Da diese Dimensionierung die axiale
Auflosung unterschreitet, konnte auf eine dreidimensionale Verarbeitung durch die Opera-
toren der Mathematische Morphologie verzichtet werden.

Aufgrund der Verschmierung durch die PSF sind Strukturen unterhalb ihrer Halb-
wertsbreite (HWB) ohnehin nicht zu erwarten. Als Strukturelement diente eine Kugel mit
einem Radius von 100nm. Die so bearbeiteten Bilder wurden durch den Marching Cubes-
Algorithmus weiterverarbeitet, so dafl eine Pakettierung der Oberflaiche mit Dreiecken
erfolgte. Die Summe der Flacheninhalte wurde dann als Schatzwert der Oberflache ver-
wendet. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle aufgefiihrt. Zusatzlich werden
Differenz und Summe der Oberflachen angegeben:
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Zelle A1 A2 A A A1 + A2

1 916.64  705.54  211.10 1622.18
2 814.35 1082.53  268.18 1896.88
3 831.97  752.61 79.35 1584.58
4 733.83 732.43 1.40 1466.26
5 1013.02  968.17  44.85 1981.19
6 950.01 867.84  82.17 1817.85
7 723.46 776.08 52.62 1499.54
8 775.84  700.01 75.82 1475.85
9 799.72 77779 21.92 1577.51
10 848.60 795.96 52.64 1644.56
11 767.77  696.10 71.67 1463.87
12 828.48 737.38  91.10 1565.86
14 763.84  867.34 103.50 1631.18
15 858.99 800.50 58.49 1659.49
16 777.83 801.65 23.82 1579.48
17 719.27  797.50 78.23 1516.78
18 700.56 590.39 110.17 1290.95
19 752.29 588.78 163.52 1341.07
20 775.78 662.55 113.23 1438.33
21 793.22 643.70 149.53 1436.92
22 850.05 757.64  92.40 1607.69
23 824.21 797.37  26.84 1621.58
24 1003.35  842.52 160.83 1845.87
25 804.73 824.95 20.22 1629.68
26 625.44  941.57  316.13 1567.02
29 725.21 677.17  48.04 1402.37

Tabelle 13: Fiir jede Zelle, in der sich die Doménen getrennt segmentieren lielen, ist
neben deren Oberfliche auch die absolute Differenz sowie die Gesamtoberfliche in pum?

angegeben.
A=1791.63 o = 100.88
|A1 - A2| = 96.84 o= "74.83

Ay + Ay = 1583.25 o = 160.42

Tabelle 14: Die Mittelwerte aus den Oberflichenberechnungen (Alle Angaben in pum?)
zeigen starke Schwankungen.
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4.10 Position und Lage der Domanen

Die Position und Lage der Chromosomendoménen wurden mit dem ersten bzw. zwei-
ten zentralen Moment der Grauwertverteilung bestimmt. In Bild 54 erkennt man die
Anordnung der Doméanenschwerpunkte in der Auf- bzw. Seitenansicht. Die Schwerpunkte
wurden in diesem Diagramm so verschoben, dafi das erste der beiden homologen Chromo-
somen 1 eines Kerns die Koordinaten (0,0,0) bekam. Der mittlere Abstand zwischen zwei
Doménen ist nach dieser Definition 4.09um mit o = 680nm.

Das Diagramm in Bild 53 zeigt die Winkel zwischen den beiden Vektoren, die aus
der Differenz der beiden Momente der Chromosomen gewonnen wurden. Diese Vektoren
zeigen im wesentlichen in die Richtung der groiten Ausdehnung der Doménen, so daff man
aus ihnen die Lage definieren kann.

6 L Histogramm ——

Anzahl

0 1 1 1 1 1 1 1
-0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Winkel (Radiant)

Bild 53: Die Winkel zwischen den Lagevektoren der homologen Chromosomenpaare in
den einzelnen Zellen sind bis etwa 45° (0.8 Radiant) gleichverteilt.
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Bild 54: Weder im Abstand in der X-Y Ebene, noch in der Hohe unterscheiden sich die
Domanenpaare wesentlich. Die Koordinaten sind in pm.
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4.11 Dreidimensonale Visualisierung

Die folgenden Bilder zeigen die homologen Chromosomenpaare 1 aller gemessenen
Lymphozytenkerne. Um einen raumlichen Eindruck zu gewinnen, mufl das jeweils linke
Bild mit dem linken Auge und das jeweils rechte Bild mit dem rechten Auge betrachtet
werden, d.h. es mufl ein Punkt hinter dem Bild fixiert werden. Mit etwas ["Jbung gelingt,
in der Regel ein entspanntes Betrachten der Aufnahmen.

Die Domanen liegen nebeneinander so im Zellkern, wie im Bild 19 exemplarisch gezeigt
ist.

Bild 55: Die Chromosomen 1 der Zelle “1”.
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Bild 56: Die Chromosomen 1 der Zellen “2” (oben) und “3” (unten).
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Bild 57: Die Chromosomen 1 der Zellen “4” (oben) und “5” (unten).
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Bild 58: Die Chromosomen 1 der Zellen “6” (oben) und “7” (unten).
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Bild 59: Die Chromosomen 1 der Zellen “8” (oben) und “9” (unten).
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Bild 60: Die Chromosomen 1 der Zellen “10” (oben) und “11” (unten).
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Bild 61: Die Chromosomen 1 der Zellen “12” (oben) und “13” (unten).
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Bild 62: Die Chromosomen 1 der Zellen “14” (oben) und “15” (unten).
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Bild 63: Die Chromosomen 1 der Zellen “16” (oben) und “17” (unten).
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Bild 64: Die Chromosomen 1 der Zellen “18” (oben) und “19” (unten).
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Bild 65: Die Chromosomen 1 der Zellen “20” (oben) und “21” (unten).
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Bild 66: Die Chromosomen 1 der Zellen “22” (oben) und “23” (unten).
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Bild 67: Die Chromosomen 1 der Zellen “24” (oben) und “25” (unten).
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Bild 68: Die Chromosomen 1 der Zellen “26” (oben) und “27” (unten).
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Bild 69: Die Chromosomen 1 der Zellen “28” (oben) und “29” (unten).
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Diskussion
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Qualitative Fehlerbetrachtung: Die Hybridisierung der Chromosomen mit der Sonde,
die Bildaufzeichnung der Praparate durch das Laserscanning-Mikroskop und die fiir die
Quantifizierung von Oberflache und Volumen notwendige Bildverarbeitung beinhaltet eine
Vielzahl an Fehlerquellen, die sich tiberwiegend schlecht abschatzen lassen.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist ein invasives Verfahren zur Farbung der
Chromosomen, wie die Anhebung des gemessenen DNA-Gehaltes auf 10.12% zeigt (Ab-
schnitt 4.6). Zudem handelt es sich nicht um eine stochiometrische Methode zur Markie-
rung, so daf} ggf. Teilbereiche des Chromosoms ungefarbt und damit in der Auswertung
unberiicksichtigt bleiben konnen.

Die Farbung der DNA, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidium-Jodid erfolgt, ist
unter natirlichen Bedingungen weitgehend stochiometrisch, jedoch mufl mit einem Einflufy
der Sonde hierauf gerechnet werden. Die Erhohung des DNA-Gehaltes ist zu unbekannten
Teilen auf die gestorte Stochiometrie in den hybridisierten Bereichen des Chromosoms,
sowie auf das Einbringen zusatzlicher DNA durch die Sonde zuriickzufiihren.

Variierende, unbekannte optische Dichten in den Zellen fithren zur Streuung sowohl
des Anregungs- als auch des Fluoreszenzlichtes. Dieser Effekt ist im Kontext dieser Arbeit
vernachlissigbar (Abschnitt 4.5).

Das konfokale Mikroskop erzeugt verschiedene Abbildungsfehler, die in den einzel-
nen Untersuchungen unterschiedlich zum Tragen kommen. Die wesentlichen Fehlerquellen
liegen in der Herabsetzung der Ortsauflosung durch die Punktverwaschungsfunktion und
dem nicht-additiven Rauschen des Detektors. Beide Fehlerquellen haben einen Einflufy auf
die Oberfliichenbestimmung (Abschnitt 4.9). Zudem ist die Ubertragung der Intensitit im
unteren Dynamikbereich nichtlinear, wenngleich dieser Effekt gering ist und vernachlassigt
wird, da die gemessenen Strukturen im linearen Bereich liegen. Das gemessene Signal wird
zusitzlich durch einen Analog/Digital-Wandler in 256 Werte diskretisiert.

Die Messwerte durchlaufen verschiedene Vorverarbeitungsschritte, bevor sie der Aus-
wertung zugefiihrt werden konnen: Notwendig ist die Korrektur des Fadings, wobei diese
gleichzeitig eine Anhebung des Rauschsignals bewirkt. Uberdies variiert der Exponent
der Zerfallskurve der Fluorochrome mit der Dosisleistung des Anregungslichtes (Nagelhus
1996). Fiir einige Untersuchungen sind Rauschfilter notwendig, die im wesentlichen eine
weitere Herabsetzung der Ortsauflosung bewirken.

Die Segmentierung der Chromosomen basiert auf der Annahme, dafl es ein oder zwei
zusammenhangende Gebiete gibt, die, mit einem geeigneten Schwellenwert segmentiert,
den relativen Gehalt an DNA der Chromosomen 1 enthalten. Man darf jedoch nicht
aufler acht lassen, dafl es durch unspezifische und durch mangelnde Markierungen der
Chromosomen zu Fehlinterpretationen der Bilder beziiglich der genauen Ausdehnung und
Lage der Domanen kommen kann.
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Die Oberflachenberechnung, so wie sie in dieser Arbeit realisiert worden ist, setzt
den Einsatz von Operatoren aus der Mathematischen Morphologie voraus, um die auflere
Struktur der Chromosomen zu glatten. Es mufl beachtet werden, dafl dieses Vorge-
hen (zusammen mit den iibrigen Schritten der Bildverarbeitung) die Oberflache definiert.
Gefordert werden sollte hierbei ein linearer Zusammenhang zu den verschiedenen anderen
Oberflichendefinitionen. Uber die zwangslaufigen Abweichungen hiervon kann hier keine
Aussage getroffen werden.

Vermessung des Mikroskops: In quantitativen Messungen sind Intensitatsstandard-
Objekte erforderlich. Die erhaltlichen Produkte lassen eine Analyse der ﬁbertragungseigen—
schaften des Systems im gesamten Dynamikbereich des gemessenen Fluoreszenzlichtes bei
einer relevanten Einstellung des Mikroskops zu. Es hat sich gezeigt, dafl das Leica TCS
4D eine nahezu lineare Kennlinie im verwendeten Dynamikbereich aufweist.

Die Bestimmung der Point Spread Function (PSF) hat ergeben, da§ das LSM selbst bei
einer relativ weit (= 200nm) gedffneten Detektions-Lochblende eine Punktiibertragungs-
funktion besitzt, die mit der fiir unendlich kleine Lochblenden zu erwartenden, theoreti-
schen PSF in ihrer lateralen Breite sehr gut iibereinstimmt. Die axiale Breite ist demge-
geniiber um ein Drittel grofler als vorausgesagt.

Chromatische Abberationen (aufgrund unterschiedlicher Brechungswinkel sowie den
Versatz durch Interferenzfilter) sind im Leica TCS 4D ausreichend korrigiert.

Die Standardabweichung des Rauschens (RMS) zeigt eine Abhéngigkeit vom mittleren
gemessenen Grauwert. Das Rauschen ist also nicht-additiv.

Beziiglich des Fluorochroms “FITC” ist eine Korrektur der gemessenen Grauwerte
erforderlich, da hier ein signifikantes Fading zu verzeichnen ist.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes in Hybriden: Es hat sich gezeigt, dafl die
Fluoreszenz in situ Hybridisierung zu einer Anhebung des gemessenen, relativen DNA-
Gehaltes in den entsprechend praparierten Chromosomen fiihrt. Die Bestimmung ist aus
zwei Grinden an Metaphase-Chromosomen durchgefiihrt worden: Zum einen wird ins-
besondere die Meflgenauigkeit bei Analyse von distinkt liegenden Chromosomen erhoht,
da der Segmentierer in keinem Falle unspezifische Signale angrenzender Chromosomen
berticksichtigt. Zum anderen ist in der Metaphase auch die Quantifizierung der nicht-
hybridisierten Chromosomen moglich. Im Falle des humanen Chromosoms 1 ist eine Unter-
scheidung von den iibrigen Chromosomen unproblematisch. Die eingesetzten Werkzeuge
zur Segmentierung und Quantifizierung lieferten plausible Ergebnisse, wie man aus der
guten U’bereinstimmung des hier gemessenen, relativen DNA-Gehaltes der Chromosomen
1 mit dem Literaturwert (Passarge 1994) ersehen kann.
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Das Wissen iiber den DNA-Gehalt kann zur Untersuchung von intakten Chromoso-
men in der Interphase verwendet werden. Wenn der adaptive Random Walk Segmentation-
Algoritmus (RAWS) eingesetzt wird, kann dieses Vorwissen zur Parametrisierung herange-
zogen werden.

Ohne Wissen iiber den korrekten DNA-Gehalt, z.B. in geschiadigten Zellen, kann das
automatische ITSA-Verfahren gute Resultate liefern.

Aufgrund der schwankenden Hybridisierungsqualitat der einzelnen Zellen, welche eine
Inkonstanz der Anzahl von Objekten im Hintergrund bewirkt, stellt die Auswertung der
NO (Number of Objects) keine brauchbare Alternative dar.

Entfaltung von PSF und Bild: Der “verwischende” Effekt der Punktverwaschungs-
funktion kann nicht zufriedenstellend aus den Bildern herausgerechnet werden, ohne arti-
fizielle Strukturen einzufiithren. Das ist zum einen in einem sehr schlechten Signal/Rausch-
Verhéltnis (= 4) zu begriinden, zum anderen auch eine Folge der Grauwertabhingigkeit
des Rauschens. Der ICTM-Algorithmus, der iterativ eine Losung des inversen Problems
anstrebt, eliminiert unter den gegebenen Bedingungen alle hohen Frequenzen im Bild (der
Algorithmus zeigt keine Konvergenz) und zeigt damit den hohen Degradierungsgrad der
(schwachen) Fluoreszenzsignale durch die Abbildung.

Evaluierung der Segmentier-Algorithmen: Die Messungen mit den Fluoreszenz-
standard-Objekten zeigt deutlich, daf auch bei sehr niedrigen Signal/Rausch-Verhéltnissen
(SNR) eine sinnvolle Segmentierung mit globalem Schwellenwert erfolgen kann. Insbeson-
dere der Iterative Threshold Selection Algorithm, ITSA, bewahrt sich hier als automatisches
Verfahren, um einen geeigneten Schwellenwert zu finden. Sowohl die Standardabweichung
als auch die Schwankungsbreite der gemessenen Intensitaten stiegen nicht wesentlich mit
der inversen SNR an.

Die Segmentierung der Metaphasechromosomen wurde mit dem Segmentierer mit Hys-
terese durchgefiithrt. Die Nahe zum bislang giiltigen Literaturwert zeigt, daf}, basierend
auf diesem Segmentierer, eine erfolgreiche Methode verwendet wurde.

Zur Segmentierung der Chromosomendomanen im Interphasekern der humanen Lym-
phozyten kann auf das Vorwissen iiber das (fiir intakte Zellen konstante) Verhéltnis der
DNA von Fluoreszenz in situ hybridisierten Doménen und der gesamten Kern-DNA zu-
riickgegriffen werden. Der eigens zu diesem Zweck entwickelte adaptive Segmentieralgorith-
mus (Random Walk Segmentation, RAWS) kann bei geeigneter Parametrisierung die aus
diesem Vorwissen resultierenden Zwangsbedingungen erfiillen und seine Parametrisierung
ist in Verbindung mit diesem Verwendungszweck weniger willkiirlich als die des Segmentier-
ers mit Hysterese. Der Vorteil des adaptiven Segmentierers bei morphologischen Studien
ist aber eher gering und mufl gegen den Aufwand abgewagt werden, den entsprechenden
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Steuerparameter einzustellen.

Interphase-Chromosomen erfordern eine Nachbehandlung, um “Locher” im Inneren
der Domane zu schlieflen, gleichzeitig aber die Struktur im Bereich der “Interchromoso-
mal Domains (ICDs)” zu erhalten. Der binére Closing-Operator aus der Mathematischen
Morphologie ist hier mit einem kleinen Strukturelement eine brauchbare Wahl. Besser
geeignet scheint aber der fiir diese Arbeit entwickelte Zellulare Automat zu sein, dessen
Entsprechungen in der Mathematischen Morphologie das “Holefilling” oder der “Hit or
Miss” Operator sind (Serra 1982).

Biologische Resultate: Alle dreidimensionalen Messungen der homologen Chromo-
somenpaare 1 geben Hinweise auf die Struktur eines exklusiven Aufenthaltsbereiches dieser
Chromosomen (in Einzelfillen sind Beriihrungen beider Chromosomen zu beobachten).
Die Vermutung liegt nahe (zumal sie durch Zorn et al. (1979) eine Bestdtigung durch
eine alternative Untersuchungsmethode erhalten hat), dal neben den homologen Partner-
Chromosomen auch andere Chromosomen nicht in diese Territorien eindringen. Man kann
also die Struktur von Domanen annehmen.

Die Basis aller Untersuchungen bildet die Segmentierung, die beide Doméanen derart
vom Hintergrund isoliert, so daf sich der korrekte relative DNA-Gehalt (in den Segmenten)
ergibt. Die individuelle Untersuchung des DNA-Gehaltes der beiden homologen Chromo-
somen in den einzelnen Zellen zeigt jedoch zum Teil grofle Abweichungen. Die mittlere
Differenz der relativen DNA-Gehalte der Chromosomen bezogen auf den Gesamtgehalt im
Zellkern liegt bei 1.36% (Anteil am Gesamt-DNA-Gehalt). Es muf} eine ungleichméBige
Hybridisierung in Betracht gezogen werden (Der Segmentierer ist so definiert, dafl bei glei-
chem gemessenen Sondensignal ebenfalls gleiche relative DNA-Gehalte fiir beide Domanen
gefunden werden miissen).

Die Volumina der Lymphozytenkerne und der Chromosomendoménen (Tabelle 11)
zeigen starke Schwankungen. Auch die homologen Chromosomen innerhalb eines Kerns
weichen diesbeziiglich mit einer hohen Standardabweichung voneinander ab. Dagegen
steht das Verhéltnis der Volumina von Doménen zu Kernen, das sehr prézise (mit kleiner
Standardabweichung) bestimmt werden konnte, obwohl GroBenunterschiede im Radius des
Kerns im Bereich bis zu 1 ym beobachtet werden (Bei einem durchschnittlichen Kernradius
von 4 pm!®). Man kann die Schluf3folgerung ziehen, dafl Schwankungen im Kondensati-
onsgrad des Chromatins homogen auftreten.

Der Volumenanteil der beiden hybridisierten Domanen am Gesamtvolumen des Zell-
kerns ist mit iiber 13% grofler als ihr relativer DNA-Gehalt (10.12%). In Anbetracht der
Férbetechnik (FISH), mit der Fluorochrome in die Doménen eingebracht werden, erscheint

15 Der Kernradius ist wihrend der Messungen mit dem Laserscanning-Mikroskop ohne
genaue Quantifizierung abgeschatzt worden.
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diese Erhohung plausibel. In diesem Fall sind neben der zusatzlich eingebrachten DNA,
die durch den DNA-Farbstoff berticksichtigt wird, die Farbstoffmolekiile ein relevanter
Summand des Volumens.

Bei Auswertung der Oberflachen der Domanen mufl bedacht werden, daf3 Feinstruk-
turen unterhalb des Auflosungsvermogens des Mikroskops nicht berticksichtigt werden
konnen. Bei den auftretenden Schwankungen kann es sich durchaus um MefBartefakte
handeln.

Die Schwerpunkte (Center of Mass, COM) der Doméanen des Chromosomenpaares
1 haben einen relativ (in Bezug auf die hohe Variabilitdt ihrer Oberflichen) konstanten
Abstand (4 um) zueinander. Dies kann durch den hohen Volumenanteil der hybridisierten
Chromosomen bedingt sein, ist aber moglicherweise ein Effekt von biologischer Relevanz.

Zu beobachten ist die weitgehende Konstanz der axialen Positionen der Domanen im
Zellkern. Bild 19 bestatigt, dafl es sich hierbei um einen praparatorischen Artefakt han-
delt. Der Zellkern liegt flach auf dem Objekttrager, und die Doméanen breiten sich auf
einer “Platte” aus. Bereits mit dem Epifluoreszenz-Mikroskop ist dieser Sachverhalt zu
beobachten. Man erkennt in nahezu allen praparierten Zellkernen diskrete Chromosomen-
domanen. ["Jberlappungen sind eine seltene Ausnahme. Um so erstaunlicher erscheint in
Anbetracht der mechanischen Verformungen die Exklusivitat der eingenommenen Territo-
rien.

Neben den quantitativen Untersuchungen gibt auch die qualitative Beurteilung der
Visualisierungen Hinweise auf die Chromosomenstruktur in der Interphase. Man erkennt
kompakte, iiberwiegend konvexe Objekte von hoher Variabilitat beziiglich ihrer Form. Die
polymorphe und kompakte Domane legt nahe, daf3 die Chromosomen im Interphase-Kern
zwar exklusive Territorien einnehmen, durch den Grad an Dekondensation jedoch verformt
werden, um den Zellkern gleichméaflig auszufiillen.
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Diese Arbeit hat die wesentlichen Schritte aufgezeigt, um fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen an den Fluoreszenz in situ hybridisierten Chromosomendomaénen in Inter-
phasezellen durchzufithren. Weiterhin sind die vorgestellten Methoden an der Auswertung
humaner Lymphozyten demonstriert worden.

Ein wichtiges Charakteristikum optischer Instrumente, dessen experimentelle Bestim-
mung gezeigt wurde, ist das Auflésungsvermogen beziiglich raumlich getrennter Punktlicht-
quellen. Diese Information gibt einen Anhaltspunkt dariiber, wieviele Meflwerte in einem
dreidimensionalen Volumen mit dem konfokalen Mikroskop mindestens aufgezeichnet wer-
den sollten, um die verfiigbaren Informationen zu nutzen. Im vorliegenden Fall des Leica
TCS 4D ist die Anzahl der lateralen Bildpunkte vorgegeben (512 x 512 Bildpunkte), so daf}
eine ﬁberabtastung von 512 Pixel / 10pm moglich ist. Um die Verarbeitungszeiten und
den Speicherbedarf in einem realistischen Rahmen zu halten, mufite aus diesem Grunde
die Anzahl der aufgenommenen Schichten auf 20 reduziert werden.

Das Signal/Rauschverhéiltnis (SNR) der Aufnahmen héingt wesentlich von den Einstel-
lungen des Detektors und denen der Lochblende ab. Gleichzeitig wird durch die Lochblende
das Auflésungsvermogen des Mikroskops beeinflufit. Es wurde gezeigt, wie die RMS (Root
Mean Square) punktweise berechnet werden kann, um aus dem Histogramm das Verhéltnis
zwischen der Anzahl von “Rauschvoxeln” und realen Melwerten zu bestimmen. Mit dieser
Information kann der beste Kompromifl aus dem Auflosungsvermogen und der SNR ex-
perimentell geschlossen werden.

Die Vorgehensweisen bei Bestimmung weiterer Kenngroflen des Mikroskops wurden
dargestellt. Eine objektabhingige Grofie (z.B. aufgrund der Art des verwendeten Farb-
stoffs) ist das Fading, dessen Korrekturkurve an einem Beispiel gemessen worden ist.

Es wurden Wege aufgezeigt, um das Vorwissen aus der Biologie beziiglich der Chro-
mosomendoménen zu nutzen. Die Natur der Doméne (nach derzeitigem Literaturwissen)
schliet ein Eindringen von anderem chromosomalen Material als dem Untersuchten aus,
so dafl ggf. “Locher” in den segmentierten Bildbereichen durch Anwendung einfacher Zel-
luldrer Automaten, wie dem in dieser Arbeit vorgestellten, geschlossen werden konnen.
Insbesondere wurde ein Segmentierer vorgestellt, der mit der Kenntnis des DNA-Gehaltes
des untersuchten Chromosoms eine giinstige Parametrisierung erreichen kann, um sinnvoll
eine Zuordnung nicht eindeutiger Voxel zum Segment vorzunehmen.

Das Volumen kann tiberschatzt werden, wenn der gesamte duflere Bereich der Domaé-
nen segmentiert wird. Der vorgestellte RAWS- (Random Walk Segmentation) Algorithmus
sucht in diesem Bereich die hellsten Grauwerte, um einem geforderten DNA-Gehalt gerecht
zu werden. Die an der Oberfliche der Domane, liegenden Locher diirfen im Gegensatz zu
denen im Inneren des Chromosoms nicht aufgefiillt werden, da hier die DNA aus angren-
zenden Chromosomendomanen liegen konnte.
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Es wurde durch die Vorverarbeitung eine Oberflachendefinition fiir die Chromosomen-
doménen eingefiithrt, die dem Auflosungsvermogen des Mikroskops entspricht und un-
abhangig von im Bild enthaltenem Rauschen ist. Somit ist eine physikalisch fundierte
Standardisierung dieser Kenngrofle erreicht worden.

Nachdem der ITS-Algorithmus sich im direkten Vergleich mit der Bestimmung des
Schwellenwertes durch das biologische Vorwissen bewahrt hat, kann dieser in zukiinftigen,
den biologischen Teil dieser Arbeit weiterfiihrenden Studien, eingesetzt werden, um den
DNA-Gehalt von Chromosomen im geschiadigten Genom (z.B. Schiden durch Bestrahlung)
zu bestimmen.

Die morphologische Charakterisierung der Doméanen kann erweitert werden, wenn
zusatzlich Bereiche der Chromosomen spezifisch markiert werden. Diese Bereiche konnen
z.B. Genloci (Rauch 1998) oder zentromernahe Abschnitte der DNA sein. Aus den gemesse-
nen Distanzen solcher Markierungen konnen dann ggf. Riickschliisse auf eine Deformation
oder auf andere Aberrationen gezogen werden.

Die Untersuchung anderer Chromosomenpaare muf3 zeigen, ob der Abstand der Doma-
nen untereinander immer die hier beobachtete Konstanz im Interphase-Kern hat. Durch
die parallele Hybridisierung verschiedener homologer Paare kann ein Praparationsartefakt
ausgeschlossen werden, sofern die gefundenen Ergebnisse reproduziert werden.

Die parallele Farbung aller Chromosomen kann dariiberhinaus eine weitere Besta-
tigung der bereits durch eine alternative Methode gefundenen (Zorn et al. 1979) Do-
manenstruktur liefern. Die Theorie der exklusiven Territorien verlangt in mikroskopischen
Aufnahmen einen ﬂberlappungsbereich, der durch die Punktverwaschungsfunktion auf den
oberflaichennahen Bereich limitiert ist.
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Adenin Fine Nukleinbase, die mit dem Pyrimidin Thymin durch Wasserstoffbriicken-
bindungen verbunden ist.

Anisotropie Varianz bzgl. Rotation. Gemeint ist im speziellen die ungleichformige
Verteilung aller Ausbreitungsrichtungen (Es gibt also Vorzugsrichtungen).

Antigen FEine Substanz, die eine Immunantwort auslost, also die Produktion von An-
tikérpern provoziert und/oder an diesen bindet.

Antikorper Ein Protein, das ein Antigen erkennt und hieran bindet.

Basenpaar Ein Purin, das iiber Wasserstoffbriickenbindungen mit einem Pyrimidin ver-
bunden ist.

Binares Suchen Ein iteratives Verfahren, das den Mittelwert aus einer oberen und einer
unteren Abschatzung des wahren Wertes verwendet, um diesen zu approximieren.

Beugungsbegrenzung Das physikalische Phanomen der Beugung tritt an den “Ran-
dern” von abbildenden Systemen auf und bewirkt eine Verbreiterung der Abbildung.

Bildstapel Bilder, die in unterschiedlichen axialen Tiefen eines Objekts durch z.B. ein
LSM aufgezeichnet werden.

Binarbild FEin Bild, in dem jedem Pixel beispielsweise der Wert, 0 oder 1 in Abhangigkeit
von seinem Grauwert zugewiesen wird. In der Regel werden Binérbilder durch schwarz/wei-
e Punkte dargestellt.

cDNA Komplementare DNA, welche durch das Enzym “reverse Transkriptase” an der
RNA synthetisiert wird.

Cotl-DNA Schnell “auskiihlende”, ubiquitdre und tiberwiegend repititive Abschnitte
der humanen DNA.

Chromatiden Durch Replikation entstehende Untereinheiten des Chromosoms, welche
durch das Zentromer miteinander verbunden sind.

Chromosomal in situ suppression FKEine Methode, die parallel zur FISH-Technik

durchgefiihrt wird und chromosomen-unspezifische, denaturierte Sequenzen der chromo-
somalen DNA durch Cotl-DNA sattigt.

Chromosomen Organisationsform des Chromatins in Zellen. Urspriinglich als Bezeich-
nung fiir den sichtbaren, kondensdierten Zustand verwendet, findet der Begriff nach Akzep-
tanz der Chromosomenindividualitat auch Anwendung auf das dekondensierte Chromatin
in der Interphase.

Chromosomendoméanen Das Volumen, das exklusiv von einem Chromosom wahrend
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der Interphase eingenommen wird.
CISS Chromosomal in situ suppression.
CLSM Konfokales Laserscanning-Mikroskop.

Cytosin Eine Nukleinbase, die mit dem Purin Guanin durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen verbunden ist.

DNA Die Desoxyribonukleinsaure ist der wesentliche Faktor der Vererbung. Sie enthalt
den “genetischen Code”.

DNA-Synthese Sie bewirkt die Chromatidenverdopplung und ist somit wichtig fiir die
Zellteilung.

Euchromatin Der genetisch aktive, nicht-kondensierte Teil des Chromatins

Denaturierung Im Speziellen ist die Trennung der komplementéaren DNA-Einzelstrange
gemeint,.

Dichroistischer Spiegel Er zeigt Transmissivitat fiir das Licht einer Wellenlange und
Reflexion fiir Licht einer anderen Wellenlange.

Doméanen Chromosomendomanen.

Eindeckmedium Eine Substanz, die das Praparat auf einem Objekttrager vollstandig
einschliefft und eine Refraktion an den Ubergangen zum Deckglas bzw. Objekttrager
verhindert.

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung.
FITC Fluoreszeinisothiozyanat.

FlieBkomma-Zahl Die Dezimalpunkt-Darstellung einer Zahl, die als a-10~° geschrieben
werden kann, wobei a und b aus der Menge der Ganzen Zahlen stammen. Beispiel: 314159-
107° — 3.14159.

Fluoreszeinisothiozyanat FEin Farbstoff, der eine griine Fluoreszenz zeigt.

Fluoreszenz in situ Hybridisierung Die Hybridisierung einzelstrangiger DNA mit
Fluorochrom-markierter, ebenfalls einzelstrangiger und komplementarer DNA.

Fluorochrom Fluoreszenzfarbstoff.

G-Bander Bereiche des Chromosoms, die in der Synthese-Phase spater synthetisiert
wurden als die R-Bander. Durch geeignete Farbemethoden lassen sich streifenformige
Strukturen auf den Chromatiden erkennen.
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Galvanometer Ein Instrument, das auf elektrostatische Energie durch mechanische Ar-
beit reagiert. Im Speziellen wird im LSM ein Spiegel durch das Galvanometer bewegt.

Gap-Phasen Die Zeitabschnitte zwischen der Mitose und der Synthese-Phase. Teil
des Zellzyklus, in dem der aktive Teil der DNA transkribiert werden kann und ggf. die
Reparatur der DNA erfolgt.

Guanin Eine Nukleinbase, die mit dem Pyrimidin Cytosin durch Wasserstoftbriicken-
bindungen verbunden ist.

Halbwertsbreite Im Speziellen die Distanz zwischen dem Ort des Maximums einer
Funktion um dem Ort, an dem die Funktion auf die Halfte abgefallen ist.

Heterochromatin Der genetisch inaktive, kondensierte Teil des Chromatins.
Hintergrund Gemeint ist der Bildbereich, der keine relevanten Informationen enthalt.
HWB Halbwertsbreite.

ICD Inter Chromosomal Domain.

Inter Chromosomal Domain Der Bereich zwischen den Chromosomendomanen.

Interphase Der Zeitabschnitt des Zellzyklus, in dem das Chromatin maximal dekonden-
siert ist und die DNA transkribiert und synthetisiert wird.

Isotropie Invarianz bzgl. Rotation. Gemeint ist im Speziellen die gleichformige Vertei-
lung aller Ausbreitungsrichtungen (es gibt also keine Vorzugsrichtung).

Konfokales Laserscanning-Mikroskop FEin Scanner, bei dem Beleuchtung und Abbil-
dung auf den selben Punkt fokussieren und Licht auflerhalb des betrachteten Volumenele-
mentes durch Lochblenden unterdriickt wird.

Laserscanning-Mikroskop Konfokales Laserscanning-Mikroskop.
Lochblende Eine Vorrichtung, um den einfallenden Lichtstrahl zu begrenzen.
LSM Konfokales Laserscanning-Mikroskop.

Metaphase Der Teil des Zellzyklus, in dem die Chromosomen zusammen mit der Spindel
die Metaphaseplatte bilden und besonders gut sichtbar sind.

Metaphasespread Die grofiflichige Verteilung der Chromosomen wird durch das Ent-
fernen der Zellmembrane erreicht.

Mitose Der Abschnitt des Zellzyklus —auflerhalb der Interphase—, in dem die Zell-
teilung vorbereitet und durchgefithrt wird.
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Nukleinbasen Die Purine Adenin (A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidine Thymin
(T) und Cytosin (C) bilden das Alphabet des “genetischen Codes”. Sie treten in der DNA
in Form der Basenpaare AT, TA, GC und CG auf.

Ortsauflésung Die Distanz zwischen zwei Punktlichtquellen, die in der Abbildung ge-
trennt wahrgenommen werden konnen.

Perzeption Wahrnehmung.

Pinhole Lochblende.

Pixel Picture Element.

Point Spread Function Punktverwaschungsfunktion.
Preannealing Gemeint ist die Auskiihlzeit repititiver Sequenzen.
PSF Punktverwaschungsfunktion.

Punktverwaschungsfunktion Die Abbildung einer Punktlichtquelle, verursacht durch
die Beugungsbegrenzung der Optik.

Purin Ein heterozyklisches Ringgeriist, das mit dem N-9 Atom am C-1 Atom der Des-
oxyribose bindet. In Folge wird dort ein Wassermolekiil freigesetzt.

Pyrimidin Ein heterozyklisches Ringgeriist, das mit dem N-1 Atom am C-1 Atom der
Desoxyribose bindet. In Folge wird dort ein Wassermolekiil freigesetzt.

R-Band Bereiche des Chromosoms, die in der Synthese-Phase frither synthetisiert wur-
den als die G-Bander. Durch geeignete Farbemethoden lassen sich streifenformige Struk-
turen auf den Chromatiden erkennen.

Renaturierung Gemeint ist die Wiederherstellung der Doppelstrangigkeit der DNA.

Repititive DNA DNA, die sich wiederholende Abfolgen identischer Basenpaar-Sequen-
zen enthalt. Humane Telomere enthalten beispielsweise Abfolgen der Sequenz TTAGGG.

Synthese-Phase Der Abschnitt des Zellzyklus, in dem der doppelte Chromatidensatz
durch DNA-Synthese erzeugt wird.

Thymin Eine Nukleinbase, die mit dem Purin Adenin durch Wasserstoftbriickenbindun-
gen verbunden ist.

UDS Unscheduled DNA Synthesis.

Unscheduled DNA Synthesis Auflerplanméflige Synthese der DNA in Folge von Re-
paraturaktivitaten.
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Voxel Volume Element.

Zellkern Der Aufenthaltsbereich der Chromosomen aufierhalb der Zellteilung in Eukary-
oten.

Zellzyklus Die Stadien proliferierender Zellen, unterteilt in Interphase und Mitose.

Zentromer Die Verbindung zwischen den Chromatiden.
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