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Zusammenfassung. Wir prasentieren hier erste Ergebnisse einer neu-
artigen und vollautomatischen Methode zur Ermittlung von rdumlichen
Proteinexpressionsmustern in stratifizierten Epithelien. Das Verfahren
basiert auf der Bildanalyse von immunhistologisch gefirbten Gewebe-
schnitten. Exemplarisch wird die Anwendbarkeit dieses Verfahrens an-
hand der Expression von fiinf Strukturproteinen demonstriert.

1 Einleitung

AuBere sowie innere Korperoberflichen werden von statifiziertem, epithelialem
Gewebe bedeckt. Dieses unterliegt einem komplex regulierten Gleichgewicht (Ho-
mdoostase) aus Proliferation, Differenzierung und Apoptose bei einer iiber die
Zeit konstanten Morphologie, wobei in der Literatur vier Schichten unterschie-
den werden: Stratum Basale, S. Spinosum, S. Granulosum und S. Corneum [1, 2].
Storungen der Homoostase fithren zu starken pathologischen Verdnderungen wie
der Schuppenflechte und epithelialen Tumoren [3]. Grundlage fiir die Diagno-
se und Therapie dieser pathologischen Verinderungen ist ein tiefes Verstdndnis
dieses komplexen biologischen Systems. In diesem Zusammenhang haben die
systembiologische Analyse sowie Modellierung zunehmend an Bedeutung ge-
wonnen [4, 5, 6, 7]. Da die epitheliale Homéostase wesentlich durch die gezielte
Proteinexpression vieler Proteine gleichzeitig gesteuert wird, besteht zur dy-
namischen Modellierung des Epithels der Bedarf an multiparametrischen (d.h.
mehrere Proteine werden simultan betrachtetet) und quantitativen Daten zur
Proteinexpression in Abhéngigkeit von der Zelldifferenzierung.

2 Stand der Forschung und Fortschritt durch den Beitrag

Géngige Verfahren zur quantitativen Messung der Proteinexpressionsmuster in
der Zelle/Gewebe (Protein-Profiling) auf Basis von Protein-Arrays und 2D-Gel-
Elektrophorese basieren auf der Homogenisierung von Gewebe, wodurch jedoch



Abb. 1. Bild der Markerfirbung (Desmoplakin) mit detektierter Epithelkontur ohne
Stratum Corneum

Bindegewebe

die Korrelation zwischen rdaumlicher Lage und Proteinexpression verloren geht
[8, 9]. Neuere Verfahren wie z.B. das MALDI-Imaging bieten zwar eine Orts-
auflésung, welche zur Zeit jedoch fiir die hier vorgestellte Anwendung noch zu
gering ist [10]. Réumliche Beschreibungen der Proteinexpression entstammen
in der Literatur daher hauptséchlich noch immer der mikroskopischen Analy-
se einzelner Gewebeschnitte durch einen Spezialisten. Die daraus resultieren-
den linguistischen und bildhaften Angaben lassen sich jedoch nur schwer in
Parameter fiir Gewebesimulationen {ibersetzen [11]. Dariiber hinaus sind die
Daten unterschiedlicher Veroffentlichungen wegen mangelnder Standardisierung
kaum vergleichbar. Aufgrund dieser unbefriedigenden Datenlage wurde ein neues
Protein-Profiling- Verfahren entwickelt, welches die epitheliale Proteinexpression
multiparametrisch und ortsauflésend durch automatische Bildanalyse geférbter
Gewebeschnitte quantifizieren kann.

3 Methoden

Experimentell wurden Schnitte cryokonservierter Gewebeproben von gesunden
Patienten iiber eine fluoreszente Dreifachfarbung angefirbt. Dabei wird das in-
teressierende Protein sowie das Kollagen-I als Bestandteil der extrazelluldren
Matrix im Bindegewebe iiber indirekte Immunfluoreszenz und die Zellkerne di-
rekt chemisch mit DAPI (Diamidino-phenylindol) gefiirbt. Da auf einem einzel-
nen Gewebeschnitt nur eine begrenzte Anzahl von Proteinen markiert werden
konnen, wird die Analyse auf Serienschnitten durchgefiihrt, wodurch dieselbe
Gewebeherkunft fiir jedes der Proteinexpressionsmuster gewéhrleistet ist.

Die Implementierung der Bildanalyse der digitalisierten Schnitte wurde mit-
hilfe von Matlab 7.1 einschliefilich der Image Processing Toolbox realisiert. In
einem ersten Schritt wird das Epithel vollautomatisch segmentiert, wobei die
Gewebekonturen {iber ein Phasenkontrastbild ermittelt werden. Die Abgrenzung
des Epithels vom Bindegewebe erfolgt im wesentlichen iiber eine gezielte Canny-
Kantendetektion im Bild der Zellkernfirbung sowie der Auswahl von epithelialen



Gewebebereichen anhand der Bindegewebsfirbung nahe den Kanten. Von der er-
mittelten Epithelmaske werden Bereiche starker Bindegewebsfirbung durch logi-
sches NOT ausgeschlossen. Das segmentierte Epithel wird anschlieflend kiinstlich
um etwa eine halbe Zellbreite in Richtung Bindegewebe dilatiert, um auch den
zellfreien Raum zwischen Epithel und Bindegewebe, die Basalmembran, mit in
die Analysen einschlieffen zu kénnen. Das Stratum Corneum lédsst sich iiber die
Abwesenheit von Zellkernen ermitteln und gegebenenfalls ausschliefen.

Die funktionale Abhéngigkeit der Proteinexpression von der Differenzierung
wird von uns iiber zwei verschiedene Mafle beschrieben. Zum einen iiber die nor-
mierte Distanz d zum Bindegewebe (mit d = 0% direkt am Bindegewebe und d
= 100 % an der Oberfliiche), da sich differenzierende Zellen in Richtung Ober-
fliche bewegen. Zum anderen iiber die mittlere Intensitéit der Zellkernfarbung,
welche die mittlere Zellkerndichte widerspiegelt. Diese nimmt durch die Ver-
groflerung der Zellen sowie die Auflosung des Zellkernes im Zuge der terminalen
Differenzierung ab. Fiir das zellkernbasierte Mafl wurde ein Glattungsverfahren
entwickelt, bei dem das Bild der Zellkernfarbung mit einer annéhernd rechtecki-
gen Filtermatrix parallel zur Basalschicht gefaltet wird, dessen Breite und Hoéhe
mit steigender Distanz zum Bindegewebe zunehmen (siehe Gleichung 1).
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E: Bild der Zellkernfirbung G: geglattetes Bild
M: Epithelmaske p: aktuell betrachtetes Pixel
f: Wachstumsfaktor lmin: Mindestkantenldnge der Filtermatrix
I(x): Wert von Pixel x in Bild I lp: aktuelle Kantenlidnge der Filtermatrix

N(p): Menge der Nachbarschaftspixel von p
d: Distanzfunktion, d(x,p) liefert euklidische Distanz zwischen Pixel x und p
b: b(p) liefert néchstes Bindegewebspixel zu p

Auf Basis dieser Differenzierungsmafle kann zu jeder , Differenzierungsstufe
die jeweilige mittlere Farbungsintensitit des Markers ermittelt werden. Die Auf-
tragung der normierten Markerintensitit gegen das Differenzierungsmafl ergibt
fiir jeden Marker ein charakteristisches Expressionsprofil.

4 Ergebnisse

Mit dem entwickelten Verfahren wurde hier beispielhaft die kombinatorische
Expression von den fiinf Strukturproteinen Desmoplakin (Dp), Filaggrin (Fil),
Integrin-ag 4 (Int), Involucrin (Inv) und Keratin 1/10 (K1/10) untersucht, die
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Abb. 2. Generierte Multi-Marker-Profile der humanen Epidermis ohne Stratum Cor-
neum iiber den distanzbasierten Ansatz (links) und iiber den zellkernbasierten Ansatz
(rechts)
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charakteristisch fiir die iiblicherweise beschriebenen , Differenzierungsstufen*
sind. Fiir die Analyse wurde eine epidermale Gewebeprobe (humane Haut) ge-
wéhlt. In dem dargestellten Multi-Marker-Profil handelt es sich je Marker um
ein gemitteltes Expressionsprofil aus mehreren Bilddatensétzen derselben Gewe-
beprobe.

5 Diskussion

Das realisierte Profiling-Verfahren ist in der Lage, erstmals automatisiert eine
grobe quantitative und rdumliche Beschreibung der Proteinexpression im Epi-
thel zu liefern. Die ermittelten epidermalen Expressionsprofile stimmen mit den
in der Literatur qualitativ beschriebenen iiberein. Fiir die Generierung der Pro-
file sind die zugrunde liegenden ,, Differenzierungsstufen* beliebig grofl oder klein
wéihlbar. Dadurch kann eine sehr hohe rdumliche Auflésung der Profile erzielt
werden, welche eine kontinuierlichen Messung ohne a priori interpretative Un-
terteilung in die herkémmlichen vier Schichten.

Die beiden hier gew&hlten Differenzierungsmafe stellen eine erste Realisie-
rung dar. Besonders in Bezug auf die Schérfe der Profile sind jedoch Verbesse-
rungen denkbar. Inwieweit die Beschreibung des Differenzierungsgrades iiber die
mittlere Anzahl an Zellkernen pro Fliche einen Vorteil gegeniiber der Korrela-
tion von Differenzierung und Distanz zum Bindegewebe bringt, muss durch die
Analyse weiterer Datensétze iiberpriift werden. In den bisherigen Ergebnissen
zeigt der zellkernbasierte Ansatz eine geringere statistische Sicherheit und ein
schlechteres Auflosungsvermogen, doch ist bei komplexeren raumlichen Epithel-
strukturen mit einer gestorten Differenzierungsschichtung ein robusteres Verhal-
ten gegeniiber dem distanzbasierten Ansatz zu erwarten.

Die vorgestellte Methodik zur Generierung von Expressionsprofilen bildet ei-
ne erste Grundlage fiir mathematische Beschreibungen der raumlichen Protein-
expression in stratifizierten Epithelien. Zum einen kénnten die gemessenen funk-



tionalen Abhéngigkeiten in ein systembiologisches Modell der epithelialen Ho-
moostase integriert werden. Zum anderen wiirden die ermittelten Beschreibun-
gen der Expression einen statistischen Vergleich von Gewebeproben unterschied-
licher Gewebelokalisationen bzw. von pathologischem und Normalgewebe erméog-
lichen.
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