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Zusammenfassung. Zur Erfassung von DNA-Schidden und DNA-Reparatur
hat sich der Comet-Assay als sensitive Methode etabliert. Die in der Literatur
vorgestellten Resultate entstammen verschiedenen manuellen Auswertesyste-
men bzw. unterschiedlichen Methoden zur Quantifizierung des DNA-Schadens
und sind folglich schlecht bzw. gar nicht vergleichbar. Basierend auf diesen
Erfahrungen haben wir ein vollautomatisches Bildanalyse-System fiir den Co-
met-Assay entwickelt, um eine objektivere Auswertung zu gewihrleisten. Die
Analysesoftware wurde in zwei Bereiche unterteilt. Im ersten Schritt erfolgt
eine automatische Zellerkennung bzw. Zellklassifizierung. Im zweiten Schritt
werden dann die klassifizierten Kometen analysiert und entsprechende DNA-
Schaden-Parameter berechnet. Durch die sehr schnelle Auswertezeit sowie die
Moglichkeit der simultanen Messung des DNA-Gehaltes kann mit diesem Sys-
tem zellzyklus-abhéngige DNA-Reparatur untersucht werden.

1 Einleitung

Durch die zunehmende Leistungsfihigkeit moderner Personal-Computer und den
damit verbundenen effektiven Einsatz digitaler Bildverarbeitung werden computer-
gestiitzte mikroskopische Auswerteverfahren fiir die biomedizinische Forschung
zunehmend attraktiver (z.B. zur Bestimmung von DNA-Schéden). Das bekannteste
Beispiel automatisierter Assays [1] ist zweifelsohne die Chromosomen-Analyse in
Metaphasen, fiir die Versuche zur automatischen Auswertung bereits mehr als 20
Jahre zurlick reichen.

Daneben hat sich die moderne Fluoreszenz-Mikroskopie seit vielen Jahren als ei-
nes der wichtigsten Systeme zur Untersuchung von einzelnen Zellen oder gar Zell-
bestandteilen etabliert. Daher ist ein vollautomatisches Bildverarbeitungssystem fiir
die Fluoreszenz-Mikroskopie notwendig und wiinschenswertswert. Allerdings ist es
durch die physikalischen (fluoreszenz-markierte Zellen sind nur sehr schwach fluo-
reszierende, inkohérente Objekte) und biologischen (die groBe Variabilitét der zellu-
laren Eigenschaften) Randbedingungen sehr schwierig gewesen vollautomatische
fluorescence-image-cytometry-Systeme zu entwickeln.



Zur vollautomatischen Auswertung ist ein schneller Auto-Fokus fiir Fluoreszenz-
Mikroskopie notwendig. Wir haben zu diesem Zweck einen Analog-Autofokus ent-
wickelt, dessen Fokussierzeit zwischen 1-2 Sekunden betridgt. Hierdurch wird eine
sehr schnelle Analyse moglich [2].

Als Applikation haben wir an diesem System den sogenannten Comet-Assay imp-
lementiert, der sich zur Erfassung von DNA-Schiden und DNA-Reparatur als sensi-
tive Methode seit einigen Jahren etabliert hat [3,4,5]. Bei diesem Assay wird aus
dem Verhiltnis der Gesamtfluoreszenz-Intensitdt aus Kometenschweif und Kome-
tenkopf ein zum DNA-Schaden korrelierender Messwert berechnet [6].

Zur Ausbildung von Kometenstrukturen miissen zunichst die auf dem Objekttra-
ger befindlichen Zellkerne der zu analysierenden Zellen einem schwachen elektri-
schen Feld ausgesetzt werden und anschlieBend mit einem DNA-
Fluoreszenzfarbstoff gefarbt werden. In Abhéngigkeit des zuvor applizierten DNA-
Schadens bilden sich dann mehr oder weniger ausgepréigte Kometenschweife aus.

2 Methoden

2.1 Bildverarbeitungs-Hardware

Ein Fluoreszenz-Mikroskop (MPV 1I, Leitz Wetzlar) wurde mit Schrittmotoren
(Mérzhduser) ausgestattet, die es erlauben den Mikroskoptisch in alle drei
Raumrichtungen zu bewegen (x,y Schrittweite: 2um, z: 0,2um). Weiterhin wurde
das Mikroskop mit einem optischen Strahlteiler ausgestattet, so dass es mdglich ist
simultan 3 unterschiedliche Fluoreszenz-Emissionswellenléngen iiber entsprechende
Bildverstirker-Kameras zu erfassen (Proxitronic). Fiir den Comet-Assay ist jedoch
nur eine Bildverstirkerkamera nétig (ausschlieSlich DNA-Markierung). Als Bild-
verarbeitungsrechner dient zur Zeit dabei ein Pentium-Rechner unter Windows NT.
Zusitzlich kommt das von uns entwickelte, spezielle Fluoreszenz-Autofokus-System
zum Einsatz. Die Steuerung des Autofokus erfolgt {iber eine Messwerterfassungskar-
te (Sorcus, Heidelberg) mit eigener CPU und echtzeitfahigem Multitasking-
Betriebssystem (OsX). Die gesamte Steuerung des Mikroskops wird von dieser Ein-
heit iibernommen.

Die Kommunikation mit dem Bildverarbeitungsrechner erfolgt iiber ein handsha-
ke- Protokoll. Die Suche der zu analysierenden Zellen beginnt mit einem méander-
formigen ,,Abfahren“ des Objekttrages durch Bewegung der x,y- Schrittmotoren.
Befinden sich leuchtende Objekte im Bildfeld der Kamera so wird autofokussiert.
AnschlieBend wird das Kamerabild in einem sogenannten image-stack-Speicher
abgelegt. Diese Such- & Autofokussiereinheit fihrt dann mit dem Absuchen fort.
Zeitgleich 1adt der Bildverarbeitungsrechner bereits gespeicherte Kamerabilder zur
Objekt-Identifizierung und Analyse vom image-stack.

2.2 Bildobjekt-Segmentierung

Die Analysesoftware wurde in zwei Bereiche unterteilt. Im ersten Schritt erfolgt eine
automatische Zellerkennung bzw. Zellklassifizierung. Im zweiten Schritt werden



dann die klassifizierten Objekte analysiert und entsprechende Parameter berechnet.
Durch diesen Parallelbetrieb zwischen der Such- & Autofokussier-Einheit und der
Identifikations- & Analyse-Einheit ist eine zeitoptimierte Auswertung gegeben.

Ein wichtiger Bestandteil der Objekt-Identifikation ist zuvor die Bildobjekt-
Segmentierung. Dies geschieht mittels eines kombinierten threshold-Verfahren,
wobei zunéchst aus der Anzahl der Rauschpixel im Bildhintergrund des binérisierten
Kamerabildes eine Abschitzung beziiglich des Schwellenwertes gemacht wird. Im
zweiten Schritt wird durch einen abgewandelten morphologischen Algorithmus
(threshold with reconstruction) [7] der geeignete Schwellenwert bestimmt. Zuvor
wurde jedoch das Kamerabild einer shading-Korrektur unterzogen, um rdumliche
Intensitdtsinhomogenitéten, die aufgrund der optischen Abbildung entstanden sind
zu kompensieren [8].

2.3 Komet-Klassifizierung

Fiir verldssliche Resultate sollte sich die automatische Auswertung des DNA-
Schadens nur auf intakte Kometenstrukturen beschranken. Alle anderen Objektstruk-
turen (im nachfolgenden als Artefakte bezeichnet) wie z.B. abnorme Kometen (von
apoptotischen Zellen), sich beriithrende Kometen (Zellcluster), Farbeartefakte (im
Gel befindliche Fremdkorper) etc. miissen ausgeschlossen werden. Die Einordnung
erfolgt anhand 20 verschiedener Merkmale in zwei Gruppen: a) intakte Kometen b)
Artefakte. Die Auswahl dieser Merkmale wurde teilweise empirisch als auch auf-
grund von a priori Wissen formuliert (z.B. die richtungsabhéngige Ausrichtung der
Kometen aufgrund E-Feldes).

Um Rechenzeit zu reduzieren, wird die Klassifizierung 2-stufig in eine Vor- und
Hauptklassifizierung aufgeteilt. In der Vorklassifizierung werden objektgrof3enab-
hingige Merkmale [9] der einzelnen Bildobjekte berechnet. Als Merkmale finden in
diesem Schritt folgende Objekteigenschaften Verwendung: Fliche, Perimeter, kon-
vexer Perimeter, Momente in vertikaler Richtung (senkrecht zur Kometenhauptach-
se), Feret’s in vertikaler und horizontaler Richtung sowie Intercepts filir vier ver-
schiedene Richtungen.

Diese Merkmale bilden einen 10-dim. Merkmalsvektor. Anhand eines vorab er-
stellten Trainingsatz (gewonnen aus 1000 reprédsentativen Kometen) wird festge-
stellt, ob jede Komponente des Merkmalsvektors sich im zuldssigen Bereich des
Trainingssatz befindet, andernfalls wird das gerade untersuchte Objekt als Artefakt
deklariert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die eigentliche Hauptklassifizierung erfolgt dann an den verbleibenden Bildobjek-
ten durch die Berechnung von 10 zusétzlichen Form- und Grauwert-abhingigen
Parametern. Als Merkmale finden hierbei Kompaktheit, Perimeter-Rauhigkeit, Eu-
lerzahl, Orientierung, Feret-Maximumwinkel, Feret-Minimumwinkel, Grauwertmi-
nimum, Grauwertmaximum, Grauwertmittelwert, Grauwert-Standardabweichung
Verwendung [9]. Die anschlieBende Hauptklassifizierung wird mittels Berechnung
der Mahalanobis-Distanzen in diesem zweiten Merkmalsraum durchgefiihrt.



2.4 DNA-Schadenparameter-Quantifizierung

Positiv klassifizierte Kometen konnen anschlieBend weiter analysiert werden. Als
DNA-Schadensparameter werden iiblicherweise neben der integralen Fluoreszenzin-
tensitéts-Ratio (Schweif zu Kopf Verhéltnis) auch das Tailmoment als relevante
Kometen-Kenngrofie genutzt [10].

3 Ergebnisse

Die typischen Auswertezeiten der hier vorgestellten, automatischen Kometenanalyse

liegen bei 30-90 min fir 1000 Einzelzellen. Die dabei auftretenden
Fehlklassifizierungen betragen 4,3 % Falsch-Positiv-Rate bzw. 7,8 % Falsch-
Negativ-Rate. Diese Werte wurden aus Untersuchungen von Objekttrigern der
Routine-Analyse gewonnen. Dabei wurden die einzelnen Objekttriger mittels zwei
verschiedenen Bildanalyse-Systemen simultan manuell und automatisch ausgewertet.
Die manuelle Auswertung wurde von einem erfahrenen Auswerter (mehrere Jahre
Erfahrung mit manueller Comet-Assay Auswertung) durchgefiihrt. Ebenso zeigen
die erhaltenen Messdaten (DNA-Schaden, DNA-Reparatur) eine gute
Ubereinstimmung mit manuell ausgewerteten Proben [6].

Der Vergleich von Dosis-Wirkungskurven ( 0-2 Gy, Réntgenstrahlung) von manu-
ell ausgewerteten Préparaten mit automatisch ausgewerteten ergibt innerhalb des
95% Vertrauensbereichs keine signifikanten Unterschiede. Fiir jeden Dosismess-
punkt wurden jeweils Mittelwerte aus 100 Einzelkometen gebildet. Durch die sehr
schnelle Auswertezeit (1000 Comets / h) sowie die Mdglichkeit der simultanen Mes-
sung des DNA-Gehaltes werden auch Zellzyklus-Analysen moglich. Somit kann mit
diesem System z.B. zellzyklus-abhdngige DNA-Reparatur untersucht werden. Dabei
wird fiir jede Zelle neben dem DNA-Gehalt auch die jeweilige DNA-Reparatur in
Form von Dot-Plots (Abb. 1) dargestellt. Dies wurde im ersten Schritt an stimulier-
ten Lymphozyten durchgefiihrt und fiir die verschiedenen Zellzyklusphasen (G1, S,
G2) zugehorige Dosiswirkungskurven und auch DNA-Reparaturkinetiken ermittelt
Abb. 2).
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Abb. 1 Dot-Plot Darstellung von DNA-Schaden (gemessen als Schweif/Kopf-Ratio) und
DNA-Gehalt von stimulierten Lymphozyten (72h) nach Bestrahlung mit 2 Gy Rontgen.
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Abb . 2 zellzyklusabhingige Dosiswirkungskurven von stimulierten Lymphozyten (72h). Der
DNA-Schaden (Ratio) ist als Mittelwert aus 100 einzelnen Kometen-Ratios dagestellt.

4

Diskussion

Das vollautomatische image-cytometry-System erlaubt die automatische Erkennung
und Bestimmung von Zellen und wichtigen Zellfaktoren. Als Applikation wurde der
vollautomatische Comet-Assay implementiert. Neben einer hohen Auswertege-
schwindigkeit durch das spezielle Hardwarekonzept ist auch eine reproduzierbare
Auswertequalitit gewdhrleistet, die es gegeniiber manuellen Systemen hat. Durch
einen speziellen Trainings-Algorithmus kénnen die Merkmale verschiedenster Ob-
jekte automatisch erlernt werden.
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