Protein-Profiling stratifizierter Epithelien mittels Bildverarbeitung histologischer Serienschnitte
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Einleitung Die Homdostase stratifizierter Epithelien, d.h. die selbst regulierte Erneuerung des Epithels, ist seit vielen Jahren Gegenstand der
Forschung, da Storungen dieser Homgostase zu Krankheiten wie zum Beispiel der Schuppenflechte fithren kénnen [9]. Das Gewebe unterliegt einem
Gleichgewicht aus fortwiahrender Zellteilung und -reifung, wodurch eine iiber die Zeit konstante Morphologie erreicht wird. Die Differenzierung der
Keratinozyten (Zellen des Epithels) beginnt dabei im ,,Stratum basale®, der untersten Zellschicht im Epithel nahe des Bindegewebes, und terminiert
im ,,Stratum corneum®. Wihrend dieses Prozesses wandern die Keratinozyten vom ,,Stratum basale” nach auflen und unterliegen dabei einer
Abflachung, Vergroferung und schlieSlich der Auflosung des Zellkerns [1,4,7].

Zum Verstindnis solch komplexer biologischer Systeme hat die Systembiologie zunehmend an Bedeutung gewonnen. Kiirzlich wurde eine erste
Simulation der humanen epithelialen Homdoostase vorgestellt [6]. Da die Homdostase unter anderem durch eine gezielte Proteinexpression gesteuert
wird, besteht zur dynamischen Modellierung des Epithels die Notwendigkeit einer quantitativen Beschreibung der Proteinexpression in Abhéngigkeit
von der Zelldifferenzierung. Eine realistische Wahl der Simulations-Parameter ist jedoch anhand der gegenwértigen Datenlage in der Literatur
schwierig. Gingige Verfahren zum Protein-Profiling [2,9] basieren meist auf der Homogenisierung von Gewebe, wodurch jedoch die Korrelation
zwischen rdumlicher Lage und Proteinexpression verloren geht. Daher entstammen die in der Literatur zu findenden Beschreibungen der
Proteinexpression hauptséchlich noch immer der mikroskopischen Analyse einzelner Gewebeschnitte durch einen Spezialisten. Diese verbal
formulierten, qualitativen Angaben lassen sich jedoch nur schwer fiir Gewebesimulationen verwenden.

Aus diesen Griinden wurde ein neuartiges Verfahren entwickelt, in dem Proteinexpressionsprofile stratifizierter Epithelien automatisiert und hoch
auflosend tiber die Bildverarbeitung immunhistologisch gefarbter Schnitte generiert werden. Das gesamte Projekt gliedert sich in einen
experimentellen und den informationstechnischen Teil der Bildanalyse, welcher im Rahmen einer Diplomarbeit realisiert wurde.

Material und Methoden Experimentell wurde natives Gewebe von gesunden Patienten durch indirekte Immunfluoreszenz gefarbt [10]. Hierzu
wurde zunichst eine fluoreszente Dreifachfirbung an Gefrierschnitten entwickelt, bei der das interessierende Protein sowie das Kollagen-I als
Bestandteil der extrazelluldren Matrix iiber indirekte Immunfluoreszenz und die Zellkerne direkt mit DAPI (Diamidino-phenylindol) angefarbt
werden. Die Anfdrbung von Kollagen-I dient dabei der klaren Trennung zwischen Epithel und Bindegewebe. Da das Projekt auch die Identifikation
korreliert exprimierter Proteine wihrend der Differenzierung zum Ziel hat und auf einem einzelnen Gewebsschnitt nur eine begrenzte Zahl von
Farbungen moglich ist, wird die Analyse an Serienschnitten durchgefiihrt. Dies sichert dieselbe Gewebsherkunft fiir jedes der erzeugten
Proteinexpressionsmuster und ermoglicht die Detektion lokaler Anormalititen, die z. B. fiir die Diagnostik von Nutzen sein konnten. Die digitale
Erfassung der einzelnen Schnitte erfolgte an einem Nikon Eclipse 90i mit einer Nikon DXM 1200F hoch auflosenden CCD Kamera.

Die Implementierung der Bildanalyse wurde mithilfe von Matlab 7.1 einschlieflich der ,,Image Processing Toolbox“ realisiert. In einem ersten Schritt
wird das Epithel automatisch segmentiert. Dies erfolgt iiber die in einem Phasenkontrastbild mittels Kantendetektion identifizierten Gewebekonturen
und die Maskierung von Bereichen intensiver DAPI-Farbung unter Ausschluss des Bindegewebes. Das Epithel wird anschlieBend in Richtung
Bindegewebe so erweitert, dass auch die Basal-Lamina enthalten ist. Da am ,,Stratum corneum‘ hdufig eine hohe unspezifische Immunféirbung
auftritt, wird dieser Bereich bei der hier beschriebenen Methode nicht mit analysiert. Als Grundlage fiir die Beschreibung der funktionellen
Abhéngigkeit von Proteinexpression und Differenzierung wihlten wir die sinkende Anzahl von Zellkernen pro Epithelfliche mit fortschreitender
Zelldifferenzierung. Ausgehend von dieser Idee wurde ein Glattungsverfahren entwickelt, bei dem das Bild der Kernfiarbung mit einer bindren
Filtermatrix gefaltet wird, dessen Breite und Hohe mit zunehmender Distanz zum ,,Stratum basale* anwachsen. Auf Basis des geglétteten Kernbildes
kann nun die Markerintensitdt in Abhangigkeit zur DAPI-Intensitit gemessen werden, wobei eine niedrige DAPI-Intensitit kennzeichnend fiir eine
fortgeschrittene Differenzierung ist.

Ergebnisse Das vorgestellte Verfahren liefert erstmals eine grobe quantitative Beschreibung der Proteinexpression im Epithel. Beispielhaft wurde die
kombinatorische Expression von fiinf Schliissel-Markern (Integrin a6, Keratin 1/10, Involucrin, Filaggrin und Desmoplakin) der epithelialen
Homdostase in normaler humaner Epidermis untersucht. Bei den generierten Markerprofilen ist die normierte Markerintensitit gegen die abnehmende
normierte DAPI-Intensitét als MaB fiir die Differenzierung aufgetragen.

Diskussion und Ausblick Die ermittelten Expressionsmuster stimmen mit den in der Literatur beschriebenen iiberein [1-5,10] und miissen nun noch
in ihrer statistischen Sicherheit tiberpriift werden. Die Validation der Methode schlieft sicherlich die Frage mit ein, ob der Differenzierungsgrad
addquat durch die mittlere Anzahl an Zellkernen pro Fliche beschrieben werden kann. Wir halten diesen Ansatz jedoch fiir geeigneter als die
alternative und naheliegendere Korrelation von Differenzierung und Distanz zur Basal-Lamina, da er robuster gegeniiber komplexen rdumlichen
Epithelstrukturen ist. Derart komplexe Epithelstrukturen konnen z.B. auftreten, wenn das zu analysierende Epithel stark ausgeprigte Verzahnungen
mit dem Bindegewebe (Reteleiste) aufweist oder das Epithel im Labor nicht genau senkrecht angeschnitten wird. Das Beriihren der Reteleiste beim
Schnitt fiihrt durch die Freilegung einer Basalschicht mitten im Epithel zur Stérung der erwarteten Differenzierungsschichtung und kann iiber ein
vermehrtes Auftreten von Zellkernen nicht jedoch iiber die Distanz zur Basal-Lamina erfasst werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit soll eine geeignete mathematische Beschreibung der generierten Profile gefunden werden. Diese wiirde es
ermoglichen, die gemessenen funktionellen Abhingigkeiten in ein systembiologisches Modell der epithelialen Homgostase zu integrieren. Auflerdem
wird erst iiber die mathematische Beschreibung ein statistischer Vergleich von z. B. pathologischem und Normalgewebe moglich.

Eine geplante Erweiterung der bestehenden Methode liegt in der Detektion von lokalen Anormalitidten. Hierbei sollen nach Registrierung der
Serienschnitte Verdnderungen im kombinatorischen Expressionsmuster ausgewihlter Marker auf zelluldrer Ebene identifiziert und analysiert werden.
Dabei ist die simultane Erfassung unterschiedlicher Marker von entscheidender Bedeutung fiir eine Patientenbehandlung. Auf ihrer Basis konnte
zukiinftig eine Diagnose pathologischer Verdnderungen gezielter gestellt und verfiigbare Therapieansétze optimiert werden.
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