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Zusammenfasaung. Bei einer addquaten Aussad der zu klonierenden bzw. zu
charakterisierenden Zellen ist es mdglich, die Syntheseleistungen der Zelle
durch Einsatz spezifischer Fluoreszenzmarker zu visualisieren. Ziel dieser
Arbeit ist die qualitative Erfasaung dieser Visudisierung, so dass eine
Aussage Uber die spezifische Syntheseleistung der jeweiligen Einzelzelle
moglich ist. Dabei findet das Konzept der unscharfen Klassfikation
Anwendurg. Nach der Identifikation der ,Hochproduzenten unter den Zellen
ist mit dem Visudisierungs- und Analyseverfahren ein Entscheidungss/stem
zu entwickeln, dassdie Mogli chkeiten der Ansteuerung undGewinnungdieser
Zellen mittels Mikromanipulation auch im Kultursystem schafft.

1 EinfUhrung

Monoklonale Antikdrper sind in Biologie und Medizin zu einem &uf¥erst niitzlichen
Hilfsmittel geworden, weil man mit solchen Molekiilen viele Bestandteil e von Zellen
und Geweben markieren und identifizieren kann. Um identische Antikorper mit
einer bestimmten Struktur zu gewinnen, werden Myelomzellen (Krebszellen) mit B-
Lymphozyten verschmolzen. Diese Hybridzellen (Hybridom-Zélen) entwickeln auf
dem Wege der klonalen Proliferation Zellfamilien (Klone), die genetisch identisch
sind wnd damit absolut strukturgleiche Antikdrper mit einer einhetlichen
Antigenspezifitét produzieren. Bel der Produktion monoklonaler Antikorper (mAKk)
ist die frihzetige Bestimmung der Syntheseleistung von einzelnen Zellen bzw.
Zdlklonen mit nicht invasiven Techniken entscheidend, um in minimaler Zeit eine
maximale Produktausbeute zu erreichen und den Zellabfall zu verringern. Ziel der
Erkennungsaufgabe ist die Entwicklung eines Entscheidungssystems zur qualitativen
Erfasaing der Synthesdleistung von Modelzellen durch Klassfikation in
verschiedene Subpopulationen und zur Selektion der leistungsfahigsten Zellen.

2 LoOsungsansatz

Um eine eakte digitale 3D-Rekonstruktion der Zellen zu ermdglichen, wird der
Ansatz der konfokalen Bil daufnahme am Mikroskop untersucht. Dabel wird de 3D-
Szene (Fullvolumen) in eine Folge von 2D-Bildern mit festem Z-Abstand a
transformiert und schrittweise én 2D-Analyseprozess(Abb. 1) durchgefiihrt.



2.1 2D-Analyseverfahren

Zur Gewinnung sdektiver Merkmale kdnnen unter Beimischung von ,Green
Fluorescence Protein® oder &dhnlichen Molekilen Proteinsyntheseleistungen in
lebenden Zellen und Geweben sichtbar gemacht werden, da sich unter bestimmten
Bedingungen eine ,Diffusonswolke” um die produzierenden Zellen bildet. Die
Fluoreszenzerscheinung, welche éne Zele oder einen Zellklon umgibt, ist die
Grundlage fir die Gewinnung mehrerer Mesgrofen wie z. B. Flache oder Intensitét
des Prazpitats (hochmolekularer Antikorper-Antigen-Komplex um die Hybridom-
Zdlen). Zur Auswertung wird de Bildanalysesoftware analySIS® der Firma Soft
Imaging System aus Minster eingesetzt. Die aufgenommenen Farbbilder werden
nach signalnaher Bildvorverarbeitung zundchst in Grauwertbilder transformiert.
Nach der Korrektur der Prazpitate entsprechend den biologischen Gegebenheiten
lasen sich Uber gedgnete unscharfe Schwellwertsetzungen ale Produzenten unter
den Zdlen vom Hintergrund trennen.
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Abb. 1. 2D-Bildandyseprozesszur Bewertung der Syntheseleistung vitaler Zellen



Abb. 2. Fuzzy/fizierung der li nguistischen Ausgangsvariablen “ Synthesel ei stung”
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Formal ist der Anayseprozess durch ene Eingangsbeschreibung x, ene
Ausgangsbeschreibung y und ein Regelsystem y = f(x) definiert. Die Koeffizienten
des Regelsystems orientieren sich an der auf Messwerten basierenden Beschreibung
des Zdlkultursystems. Um die fliefenden Ubergdnge von Prézpitatregionen mit
hoher zu schwacher Synthesdleistung sowie Prazpitatliberlappungen besser
berlicksichtigen zu kénnen und damit die Separierbarkeit zu verbessern, wird fur die
Differenzierung der Synthesdleistung das Konzept der unscharfen Klassfikation
nach dem linguistischem Modelansatz eingesetzt. Anders als bel analytischen
Modelansdtzen handelt es sch hier bel den zugeordneten Parametern um
linguistische Groléen, die durch unscharfe Mengen dargestellt werden. Zu jedem
erfasden Parameter werden linguistische Variable gegeben, deren Terme énen
konkreten Wert jewell s verbal beschreiben.

Wahrend der Analyse werden 6 Parameter als linguistische Eingargsvariable x;
... X¢ bestimmt und de Messwerte durch Fuzzfizierung in gedgnete Fuzzy-Mengen
umgewandelt. Als linguistische Ausgangsvariable y wird de Zellsyntheseleistung
anhand unscharfer Klassen gebildet. Um spéter Entscheldungsmuster in Form von
unscharfen Regeln aus den Bilddaten zu extrahieren, ist die Vorgabe der
linguistischen Terme ausgewahlter Variablen durch den Fachmann rotwendig. Die
linguistische Ausgangsvariable y wird in vier Subpopulationen (v; - v,) zerlegt
(Abb. 2). Fur das System wird weiterhin folgende Eingangskonfiguration festgelegt:

x1 - Prézipitatfl &che: p1a=Klein, o = mittel, 3= grofd

X2 - Fluoreszenzintensitét: L1 =keine, Ly 2= schwach, 3= mittel, (b =stark
X3 - Prézipitatdurchmesser: Hsa=Klein, s = mittel, 3= grol

Xa- Abstand zum Nachbarproduzent: a1 =Kkurz, ts2 = mittel, paz=1ang

Xs - Prézi pitatumfang: ps1=Klein, s> = mittel, ps3=grofd

Xe- Prézipitatform: Us 1= kreisformig, ez = mittel, s 3= €lli ptisch.

2.2 3D-Selektionsverfahren

Im anschlieffenden 3D-Selektionsprozess erfolgt die Prifung, Auswahl und
Koordinatenbestimmung  der  Subpopulationen  ,Hochproduzenten® und
»Superproduzenten” flr eine automatische Mikromanipulation (Abb. 3).

Bei Kenntnis des nachfolgenden Fuoreszenzbildes (z-a) werden die
Syntheseleistungen S, der Hochproduzenten HP, verglichen sowie die Absténde zu
Nachbarproduzenten bewertet. Die Selektion erfolgt bei der Z-Koordinate, bei der die
Zéelle die maximale Synthesdl el stung aufweist.



Abb. 3. 3D-Selektionsprozesszur automatischen Mikromanipulation der Hochproduzenten
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Bei mehreren Hochproduzenten auf einer Z-Ebene beginnt die Selektion beim
Hochproduzenten mit dem grofdten Zellaufendurchmesser unter Beachtung enes
hinreichend groRen Abstandes zum néchstliegenden kleineren Produzenten. Der
Zelaulendurchmesser ist dabel entscheidend fir die Auswahl der gedgneten
Kapillare zur Selektion. Der Abstand zum néchstliegenden Produzenten ist zur
Abschétzung der Gefahren fiir die Zelle keim mdgli chen Absaugen wichtig.

3 Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Fir den Anwendungsfall wurde der 2D-Bildanalyseprozess an 1000 duch einen
Biologen erkannten, produktiven Zellen durchgefiihrt und bewertet (Tab. 1).

Produzent Schwach-  Mittlerer- ~ Hoch- Super-  Gesamt
Biologe 285 385 307 23 1000
Entscheidurgssystem:

- a's Schwachproduzenten 248 241 272

- dls Mittl ere Produzenten 331 347 41 384

- al's Hochproduzenten 221 279 51 306

- al's Superproduzenten 61 17 23
Erkennurgsrate/Popul ation [%] 99 102 94 96 9&%

Tabelle 1. Testergebnis<s des 2D-Bil danalyseprozesses an 1000produltiven Zell en.

Die Ergebnisse belegen, dass durch das System eine bessre Differenzierung der
Syntheseleistung der Zellen innerhalb der erkannten Subpopulation erfolgt. Durch
die Bildfehler, Uberlagerungen und Uberlappungen der Prazpitate usw. sind
derartige visuell e Klassfikationen durch einen Biologen unmégli ch.



