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Zusammenfassung

Fehlfunktionen oder der Verlust von Podozyten führen zu Glomerulopathien, welche in ca.
90 % der Fälle die Ursache für eine Niereninsuffizienz ist. Der Verlust resultiert aus einer
fehlerhaften Haftung an der glomerulären Basalmembran unter anderem durch eine erhöh-
ten mechanischen Beanspruchung, zum Beispiel bei erhöhtem Blutdruck. Die Erforschung
des Zusammenspieles aus dem Aktin-Zytoskelett und den Fokaladhäsionen verspricht hier
einen Erkenntnisgewinn über die Mechanismen der Adhäsion und der Resistenz gegen äu-
ßere Kräfte.
Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubt eine detailreiche Abbildung dieser Strukturen. Die an-
schließende Beschreibung oder Quantifizierung ist allerdings aufgrund der ungeordneten
und statistisch verteilten Formen und Anordnungen der Filamente und Fokaladhäsionen
erschwert. Moderne computergestützte Bildauswertungsmethoden stellen hier eine Ausweg
dar, weil sie eine große Anzahl von Zellen mit einer beliebigen Detailgenauigkeit nach festen
Regeln untersuchen können. Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Testung von
solchen Methoden zur quantitativen Bildauswertung für die Merkmalsextraktion von Foka-
ladhäsionen, des Aktin-Zytoskelettes und der Zellform bei Podozyten.
Damit einzelne Zellen verglichen werden können, müssen die Zellgrenzen erkannt werden.
Dies ist erschwert durch sich überlappende Zellen und die selektive Bildinformation von
Fluoreszenz-Bildern.
Es konnten zwei Methoden etabliert werden. Eine hat einen hohen Automatisierungsrad, ba-
siert auf Voronoi-Diagrammen und ist geeignet zur Auswertung von vielen Zellen. Die andere
ist semi-automatisiert und erreicht eine hohe Genauigkeit beim Erkennen der Zellgrenzen.
Hiernach werden die Zellen durch Bestimmung gängiger Formfaktoren charakterisiert und
insbesondere Filopodien in ihrer Anzahl und Größe analysiert.
Der Algorithmus zur Analyse des Aktin-Zytoskelettes fußt auf einer neuen iterativen Pro-
grammstruktur. Diese ermöglicht das Beobachten von pathologischen Veränderungen des
Aktin-Zytoskelettes ohne die Parameter neu zu justieren. Es wird der vollständige Daten-
satz aus Länge, Breite und Orientierung der beliebig gekrümmten Aktin-Fasern extrahiert.
Das präsentierte Programm zur Auswertung der Fokaladhäsionen wurde für eine hohe Sen-
sitivität und Spezifität optimiert. Es werden die wichtigen Merkmale Anzahl, Fläche und
Orientierung für alle Fokaladhäsionen bestimmt. Die Orientierung der Fokaladhäsionen wird
erstmals sehr robust durch die Bestimmung des Gradientenfeldes der Fluoreszenz-Intensität
berechnet.
Die Programme wurden mit Matlab implementiert und jeweils mit einer eigenständigen
Programmoberfläche ausgestattet. Außerdem wurde auf eine intuitive Bedienbarkeit und
Anwenderfreundlichkeit geachtet.
Eine erste Anwendung fanden die etablierten Methoden bei der Erforschung der Bedeutung
von Palladin und Fascin-1 auf das Zytoskelett. Bei Palladin-Knockdown-Podozyten konnte
eine Abnahme der Aktinfilamente und eine höhere Vulnerabilität auf Toxine gefunden wer-
den. Ein Fascin-1-Knockdown bewirkt eine Abnahme der Fokaladhäsionen in ihrer Anzahl
und Fläche.
Weitere Auswirkungen von intrinsischen oder extrinsischen Veränderungen auf das Zytoske-
lett und die Zellform können mit den hier etablierten Methoden in Zukunft untersucht
werden. Tiefere Einblicke in die Funktionsweise des Zytoskelettes sind auch durch die Kor-
relation dieser neu zugänglichen Merkmale untereinander und ggf. durch ein Abgleich mit
Modellen zur Simulation der Dynamik des Aktin-Zytoskelettes erwartbar.
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1 Vorwort

Diese kumulative Dissertation setzt sich mit der quantitativen Bildauswertung des Aktin-
Zytoskelettes und der Fokaladhäsionen von Podozyten auseinander.
Sie umfasst die folgenden drei Veröffentlichungen:

[1] Automated segmentation and quantification of actin stress fibres undergoing
experimentally induced changes.
Rogge H, Artelt N, Endlich N, Endlich K
J Microsc, 268:129-140, Nov 2017

[2] Studying the role of fascin–1 in mechanically stressed podocytes.
Kliewe F, Scharf C, Rogge H, Darm K, Lindenmeyer MT, Amann K, Cohen CD, Endlich
K, Endlich N
Sci Rep, 7(1):9916, Aug 2017

[3] The role of palladin in podocytes.
Artelt N, Ludwig TA, Rogge H, Kavvadas P, Siegerist F, Blumenthal A, van den Brandt J,
Otey CA, Bang ML, Amann K, Chadjichristos CE, Chatziantoniou C, Endlich K, Endlich
N
J Am Soc Nephrol, 29:1662-1678, Jun 2018



2 Einleitung

2.1 Podozyten und ihre medizinische Bedeutung

Die Nieren sind zentral an der Homöostase über die Volumenregulation und der Regulati-
on des Säure-Basen- und Elektrolythaushaltes beteiligt. Die Trennung von Primärharn und
Blut erfolgt in den Nierenkörperchen durch eine dreischichtige Filtrationsbarriere. Diese
besteht aus Gefäßendothel, der glomerulären Basalmembran (GBM) und Zellen, den Podo-
zyten. Das Filtrat gelangt hiernach in den proximalen Tubulus, in die Henle-Schleife, den
distalen Tubulus und schließlich über die Sammelrohre in die ableitenden Harnwege. Auf
diesem Weg wird es weiter prozessiert und konzentriert.
Die Podozyten umschlingen mit ihren primären Zellausläufern die Kapillaren des Gefäß-
knäuels. Von den primären Zellausläufern gehen die Fußfortsätze aus, welche eng mit den
Nachbarpodozyten verzahnt sind [4, 5], siehe Abbildung 2.1. Die Ausbildung der Zellmor-
phologie und die hochgradig geordnete Ausrichtung der Podozyten untereinander wird durch
das Zytoskelett und die Fokaladhäsionen ermöglicht [6]. Podozyten können so auf äußere
Kräfte und eine sich verändernde Umgebung reagieren [7]. Unter anderem ist das Aktin-
Zytoskelett auch an Endozytose-Prozessen beteiligt und hierüber an der Aufrechterhaltung
der Basalmembran [8]. Eine Migration über die Basalmembran, um zum Beispiel geschädig-
te Podozyten zu ersetzen, scheint aber dem Podozyten nicht möglich zu sein [9].
Podozyten gehen in der Regel nicht über Apoptose verloren, sondern der Verlust entsteht
über das Ablösen noch vitaler Podozyten. Dieses wird über eine reduzierte Adhäsion oder
durch vermehrten mechanischem Stress, wie zum Beispiel durch glomeruläre Hypertension
oder Hyperfiltration erklärt [10].
Pathologische Veränderungen an den Ausläufern der Podozyten führen zu einer Beeinträch-
tigung oder vollständigem Verlust der Filterfunktion. Es kommt zu einer vermehrten Ab-
flachung und Rarefizierung der Fußfortsätze, dieser Prozess wird als Effacement bezeichnet
[11]. Klinisch wird dann eine Proteinurie beobachtet, welche sich bis zum nephrotischen
Syndrom ausbauen kann.
Glomerulopathien gelten in ca. 90 % als Ursache für terminale Niereninsuffizienzen. Auf-
grund der zentralen Bedeutung der Podozyten werden sie mit zunehmendem Kenntnisstand
als Podozytopathien verstanden [12]. Die gesellschaftliche Bedeutung der Erforschung von



2 Einleitung

Abbildung 2.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Podozyten. Hier
erkennt man die hochgradig geordnete Ausrichtung der Podozyten. Zentral liegt der Po-
dozytenzellkörper (P). Von diesem gehen die Primärfortsätze (PF) ab, welche dann die
interdigitierenden Fußfortsätze (FP) ausbilden. Die Fußfortsätze verzahnen sich mit den
Fußfortsätzen der Nachbarpodozyten und bilden so die Schlitzmembran aus.

Podozyten begründet sich auch in der Prävalenz der Niereninsuffizienz. Konservative Schät-
zungen ergeben, dass mindestens 2 Millionen Menschen in Deutschland an einer Nierenin-
suffizienz leiden. Hiervon waren 2013 ca. 80.000 bei terminaler Niereninsuffizienz dialyse-
pflichtig und ca. 23.000 befanden sich in der Nachsorge nach einer Nierentransplantation
[13].

2.1.1 Das Aktin-Zytoskelett

Das Aktin-Zytoskelett konzentriert sich beim Podozyten in den Fußfortsätzen, wohingegen
das Zytoskelett im Zellkörper und in den primären Fortsätzen durch Intermediärfilamente
und Mikrotubuli dominiert wird [14].
Das Aktin-Zytoskelett ist aus globulären Einzelbausteinen, dem G-Aktin, aufgebaut. Diese
schließen sich unter ATP-Verbrauch zu Filamenten, dem F-Aktin, zusammen. Die Polyme-
risation und Depolymerisation ist hochdynamisch und wird durch andere Proteine, wie zum
Beispiel dem ARP2/3-Komplex gesteuert und die Anordnung der Filamente zu Netzwerken
oder Stressfasern wird durch die Aktin-bindenden Proteine koordiniert [6].
Den kontraktilen Apparat bilden die Stressfasern, welche aus mehr als 10 parallel ange-
ordneten Filamenten bestehen. Den Stressfasern ist das Motorprotein Myosin angegliedert,
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welches eine Kontraktion bewirkt. Die Stressfasern enden meistens an Fokaladhäsionen und
können so die Kraft auf den Zellkörper übertragen [15, 16].
Palladin gehört zu den Proteinen, welche eng mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind. Es
ist entlang der Aktinfilamente und an Fokalkontakten zu finden [17] und es wurde bereits ge-
zeigt, dass die Elastizität des Aktin-Zytoskelettes sich invers zu der Palladin-Konzentration
verhält [18]. Bei verminderter Palladin-Konzentration unterbleibt die Ausbildung der Zel-
lausläufer bei Neuronen [19].
Ebenso ist Fascin ein eng mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiertes Protein. Fascin stabilisiert
die Anordnung der Aktinfilamente zu einander und erhöht so die Stabilität von Filopodien
[20, 21]. Es wurde eine deutlich erhöhte Konzentration in metastasierenden Tumorzellen
gefunden [22]. Diesbezüglich wird eine diagnostische Verwertung zur Tumorklassifikation
diskutiert [23].
Die Auswirkung von Palladin und Fascin auf die Morphologie der Podozyten ist noch un-
bekannt und wird im Rahmen der Veröffentlichung [2] und [3] auch mit Hilfe der in dieser
Arbeit präsentierten Bildauswertungsmethoden untersucht.

Toxine beeinflussen die Polymerisation und Nukleation und werden daher in depolymerisie-
rende oder polymerisierende Toxine eingeteilt. Latrunculin A und Cytochalasin D unterbin-
den beide die Polymerisation. Latrunculin A bindet reversibel an G-Aktin und verhindert
damit die Bindung von G-Aktin an F-Aktin. Cytochalasin D bindet an die wachsenden En-
den der Aktinfilamente und blockiert hierdurch eine weitere Polymerisation [24].
Jasplakinolide dagegen ist ein Toxin, welches die Polymerisation und die Nukleation von
neuen Filamenten zunächst begünstigt. Es ist hierdurch anfangs eine Stabilisierung des
Aktin-Netzwerkes zu beobachten, welche allerdings dosis- und zeitabhängig ist. Aufgrund
von fehlendem G-Aktin und unkontrollierter Nukleation schlägt die Stabilisierung schließ-
lich in eine Disruption des Aktin-Zytoskelettes um [25, 26, 27].
Die Darstellung von Aktin durch die Fluoreszenzmikroskopie erfolgt in der Regel durch die
Markierung mit Phalloidin. Phalloidin ist ein Cyclopeptid aus dem grünen Knollenblätter-
pilz (Amanita phalloides). Es baut mit einer hohen Affinität eine irreversible Bindung zu
F-Aktin auf und verhindert so die Depolymerisation.

2.1.2 Fokaladhäsionen

Die Podozyten sind über Fokaladhäsionen durch Transmembranproteine (Integrine) fest
mit der Extrazellularmatrix der GBM (Laminin, Kollagen IV) verbunden. Intrazellulär ist
das Aktin-Zytoskelett in den Fokaladhäsionen über Proteine wie zum Beispiel Talin, Paxillin
oder Vinculin verankert. Hierdurch gelingt ein Kraftschluss zwischen dem Aktin-Zytoskelett
und der GBM [28, 5, 29]. Dies erlaubt die Reaktion auf äußere Kräfte. Fluoreszenzmarkiertes
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Vinculin wird für die Abbildung durch ein Fluoreszenzmikroskop genutzt.
Die Fokaladhäsionen haben einen Durchmesser von ca 0, 1− 5µm und verändern ihre Form
in Abhängigkeit der wirkenden Kräfte [30, 31, 32].

2.2 Quantitative Bildauswertung

Durch verbesserte Mikroskop- und Kameratechnik, erweiterte Fluoreszenz-
-Markierungstechniken und gesteigerte Computerleistung hat sich die Mikroskopie immer
mehr von einer qualitativen zu einer quantitativen Wissenschaft entwickelt [33, 34, 35].
Die Stärke einer quantitativen Bildauswertung liegt in der großen möglichen Anzahl von ex-
trahierbaren Zellmerkmalen, welche gleichzeitig bei vielen Zellen untersucht werden können.
Dies ergibt eine hohe statistische Signifikanz, welche durch einen hohen Grad an Reprodu-
zierbarkeit begleitet wird.
Es gibt vermehrt Bemühungen standardisierte Methoden und Programme zu entwickeln,
welche die automatische Bildauswertung ermöglichen. Für die vielen speziellen Fragestellun-
gen konnte dies allerdings noch nicht umgesetzt werden und ein Großteil der Arbeitsgruppen
entwickelt daher Insellösungen [36].
Das Aktin-Zytoskelett und die Fokaladhäsionen sind zentral an der Ausbildung von chroni-
schen Nierenerkrankungen beteiligt. Zur Entwicklung eines tieferen Verständnisses muss die
Struktur des Aktin-Zytoskelettes und der Fokaladhäsionen in Abhängigkeit von gezielten
intrinsischen und extrinsischen Veränderungen untersucht werden. Aufgrund der statistisch
verteilten und komplexen Formen des Aktin-Netzwerkes und der Fokaladhäsionen ist eine
Untersuchung einer großen Anzahl von Zellen notwendig. Dieses Problem ist daher prädes-
tiniert für die automatische Bildauswertung.

2.3 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung von Methoden zur quantitativen Bildauswertung
von Fokaladhäsionen, des Aktin-Zytoskelettes und der Zellform bei Podozyten.
Bisher war die Bewertung der Zellmerkmale nur mit hohem zeitlichen Aufwand möglich
und erfolgte oft qualitativ. Bei der Erforschung des Aktin-Zytoskelettes und der Fokalad-
häsionen sind bereits kleine Veränderungen von Interesse. Aufgrund ihrer irregulären und
statistischen Verteilung sind sie nur zu detektieren, wenn eine große Anzahl von Zellen be-
trachtet wird. Dies spricht für die Anwendung der quantitativen Bildauswertung mit dem
Computer.
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Bei der Erarbeitung und der Implementierung der Auswertungsalgorithmen bestand außer-
dem die Zielsetzung eine hohe Anwenderfreundlichkeit und intuitiv zugängliche Ergebnisse
zu erreichen.
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3 Methoden zur quantitativen
Bildauswertung

3.1 Segmentierung des Zellkörpers

Alle untersuchten Strukturmerkmale (wie zum Beispiel „Anzahl der Aktinfilamente “ ) müs-
sen in Relation zu der Anzahl der untersuchten Zellen gesetzt werden. Dies ermöglicht den
Vergleich mit anderen Mikroskop-Bildern über die Berechnung der Dichten (z.B. „Anzahl
der Aktinfilamente pro Zelle“).
Da sich die Zellen oft überlagern, ist das Erkennen der einzelnen Zellen eine sehr komplexe
Aufgabe. Bei Fluoreszenzaufnahmen wird dies durch die selektive Bildinformation weiter
erschwert und aktuell gibt es hierfür noch keine Patent-Lösungen [36, 37]. Auch moderne
„Machine Learning“ Algorithmen sind nur bedingt übertragbar, da Sie zum Beispiel eine
extra Anfärbung von dem Zytosol der Zelle benötigen [38].
Um diesen Herausforderungen zu begegnen, wurden zwei eigene Verfahren erarbeitet. Eine
schnelle und automatisierte Methode wurde etabliert, welche eine massenhafte Auswertung
von großen Zellzahlen ermöglicht, und eine semi-automatisierte, welche langsamer ist, aber
eine exakte Darstellung der Zellgrenzen erzielt. Hierdurch kann die Zellform genauer ausge-
wertet und zum Beispiel die Anzahl der Filopodien bestimmt werden.

3.1.1 Automatische Hochdurchsatz-Segmentierung

Die hier untersuchten Mikroskop-Bilder bildeten meistens 50− 80 Zellen ab. Zur Erzielung
einer statistischen Signifikanz mussten teilweise ca. 500 Zellen untersucht werden. Dies ver-
deutlicht erneut, dass aus reinen Zeitgründen eine automatisierte Bildauswertung notwendig
ist.
Für die statistische Auswertung der Aktinfilamente oder der Fokaladhäsionen ist ein Er-
kennen der exakten Zellgrenze nicht immer ausschlaggebend. Es ist aber wichtig, dass die
Anzahl der Zellen bekannt ist. Des Weiteren dürfen keine nur halb abgebildeten Zellen aus
dem Bildrandbereich mit einbezogen werden.
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Abbildung 3.1: Voronoi-Segmentierung. Das linke Bild zeigt ein fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahme der Zellkerne. Sie können leicht segmentiert und ihre Mittelpunkte be-
rechnet werden (mittleres Bild). Das rechte Bild stellt das berechnete Voronoi-Diagramm
(weiße Linien) dar. Alle Voronoi-Zellen, welche den Bildrand berühren sind möglicherweise
nur teilweise abgebildet und werden nicht weiter betrachtet (rote Linie).

Von Vorteil ist, dass bei jeder Mikroskop-Aufnahme auch die separate Darstellung der Zell-
kerne mitlaufen kann. Die Darstellung erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Die
Zellkerne grenzen sich in den Bildern scharf ab und eine Segmentierung ist mit einfacher
Schwellenwertbildung möglich. Hierdurch wird auch die genaue Anzahl der Zellkerne be-
stimmt.
Die geometrischen Mittelpunkte der Zellkerne dienen dann als Punktemenge für ein Voronoi-
Diagramm. Dieses teilt eine Ebene durch Grenzen zwischen einer gegebenen Punktmenge
ein. Die Grenzen sind so gelegt, dass Sie immer gleich weit zum nächsten Punktnachbarn
entfernt sind [39, 40, 41].

Mit Hilfe des Voronoi-Diagramms kann suffizient ein Randbereich im Bild definiert werden.
Berührt eine Voronoi-Zelle den Bildrand, so wird diese Zelle für eine weitere Untersuchung
nicht mehr mit einbezogen (siehe Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2).

3.1.2 Exakte semi-automatisierte Segmentierung

Die exakte Segmentierung erfordert die schnelle und nur grobe Markierung der Zelle durch
den Anwender. Die Markierung wird durch eine Programmoberfläche unterstützt, welche
aufgebaut ist wie ein einfaches Malprogramm und somit intuitiv bedienbar ist. Eine exak-
te Markierung ist lediglich in Bereichen notwendig, in denen sich Zellen überlagern. Frei-
liegende Grenzen werden im nachfolgenden Schritt durch das Programm automatisch er-
kannt. Hierfür werden alle verfügbaren Bildinformationen der Fluoreszenz-Kanäle (meistens
Aktin, Zellkerne und Fokaladhäsionen) addiert. Die Zellengrenzen können dann über eine
Schwellenwert-Segmentierung (Otsus-Methode [42]) präzisiert werden. Mit dieser einfachen
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3 Methoden zur quantitativen Bildauswertung

Abbildung 3.2: Ergebnisse der Voronoi-Segmentierung. Die Bilder zeigen
Fluoreszenzmikroskop-Bilder von Zellen mit normalem Zytoskelett und Zellen mit
degeneriertem Aktin (rechts). Die weiße Linien zeigen die Voronoi-Grenzen und die roten
Linien den extrahierten Randbereich.

Methode werden gute Ergebnisse mit verträglichem Zeitaufwand erreicht. Fertig segmen-
tierte Zellen sind unten dargestellt (Abbildung 3.3).

3.1.3 Formfaktoren

Die Formen der erkannten Podozyten können anschließend weiter ausgewertet werden.
Grundlage sind hier einfache morphologische Operationen.
Es werden zunächst der Umfang P , die Fläche A und der Umfang der konvexen Hülle Pkonv
bestimmt.
Hieraus können weitere aussagekräftige Formfaktoren berechnet werden. Exemplarisch wer-
den im Folgenden die Zirkularität und die Konvexität erwähnt.
Die Zirkularität Z ist definiert als die Relation der gemessenen Fläche A zu der idealen
Kreisfläche mit dem Umfang P

Z = 4πA
P 2 . (3.1)

Z ist 1 wenn die Zellenform einem Kreis ähnelt und 0 wenn sie unregelmäßig oder elongiert
ist.
Die Konvexität K ist das Verhältnis aus dem Umfang der konvexen Hülle Pkonv und dem
gemessenen Umfang P

K = Pkonv
P

(3.2)
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3 Methoden zur quantitativen Bildauswertung

Abbildung 3.3: Exakte semi-automatisierte Zell-Segmentierung. Das obere Bild
zeigt die grobe händische Markierung durch den Anwender. Hier müssen lediglich Be-
reiche, in denen sich die Zellen überlagern, genau umrandet werden. In der unteren Reihe
sind die automatisch und präzise segmentierten Zellen und deren erkannte Zellgrenzen zu
sehen.
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3 Methoden zur quantitativen Bildauswertung

und gibt einen Anhaltspunkt für Unregelmäßigkeiten der Zellgrenzen. Eine Zelle mit vielen
Zellausläufern wird eine niedrige Konvexität haben.
Je nach Fragestellung können nach der Segmentierung andere beliebige Formfaktoren be-
rechnet werden [43]. Beispiele sind in der Tabelle 3.1 dargestellt.

P Umfang/Pixel 677,75 576,18 878,26 1145,2
A Fläche/Pixel2 32973 16811 15994 30210
Z Zirkularität 0,90 0,63 0,26 0,2895
K Konvexität 1,0 1 0,81 0,73

Tabelle 3.1: Formfaktoren. Die rote Linie zeigt die erkannte Außengrenze und die blaue
Linie steht für die Außengrenze der konvexen Hülle. Es ist zu beachten, dass aufgrund
der Diskretisierung die Zirkularität des Kreises fälschlicherweise nicht 1 ist.

3.1.4 Untersuchung von Filopodien und Zellausläufern

Wie in der Einleitung erwähnt, ist Aktin maßgeblich an der Ausbildung der sekundären
Fortsätze der Podozyten beteiligt. Zur weiteren Klassifikation reichen die oben beschriebe-
nen Formfaktoren nicht aus. Tsygankov et. al. [44] stellten 2014 das Programm CellGeo vor,
welches die Dynamik von Filopodien in Mikroskop-Filmen untersucht. Die Grundidee wurde
übernommen und vereinfacht auf die Auswertung von Einzelbilder übertragen.
Der Algorithmus beginnt mit der Berechnung der Distanztransformation. Diese weist jedem
Punkt einer Fläche die kleinste Entfernung zur Zellaußengrenze zu.

Hiernach werden alle Punkte mit einem definierten Minimalabstand R gelöscht. Es entsteht
ein glatterer und kleinerer Zellkörper. Dieser Zellkörper wird dann erneut genau mit dem
Minimalabstand R rekonstruiert. Sämtliche Zellausläufer, welche an Ihrer Basis dünner sind
als zweimal der Minimalabstand R, sind jetzt verschwunden und man erhält die geglättete
Zellform.
Die Differenz aus der geglätteten und der ursprünglichen Zellform ergibt die Flächen aller
Zellausläufer (siehe Abbildung 3.4). Die Berechnung kann mit unterschiedlichen Minimalab-
ständen R erfolgen und somit können nur bewusst feine Filopodia identifiziert werden oder
auch größere Ausläufer (siehe Abbildung 3.5).
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3 Abstände > R

5 Erkannte Zellausläufer

Abbildung 3.4: Quantifizierung von Zellausläufern. Nach dem die Zellgrenze durch
die Segmentierung bekannt ist, kann die Distanztransformation der Zellform berechnet
werden. Sie ordnet jedem Bildpixel den kleinsten Abstand zur Zellgrenze zu. Anschlie-
ßend werden alle Pixel<R gelöscht und mit R wieder rekonstruiert. Die Differenz der
ursprünglichen und der geglätteten Zellform ergibt dann die Zellausläufer. Diese sind an
ihrer Basis nicht breiter als 2×R.
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R = 4 R = 25 R = 60

Abbildung 3.5: Zellausläufer in Abhängigkeit von R. Über den Parameter R lässt
sich genau steuern, welche Filopodien untersucht werden sollen. An dem Bild für große R
erkennt man, dass sich durch diese Methode auch sinnvoll ein innerer und äußerer Bereich
definieren lässt.

3.2 Quantifizierung von Aktinfilamenten

Zentraler Bestandteil dieser Arbeit ist die Entwicklung des automatischen Bildanalyse-
Programmes FSegment zur Auswertung des Aktin-Zytoskelettes. Eine detaillierte Darstel-
lung findet sich in dem Artikel „Automated segmentation and quantification of actin stress
fibres undergoing experimentally induced changes“, welcher im August 2017 im Journal of
Microscopy veröffentlicht wurde [1].
Der Algorithmus grenzt sich zu bisher veröffentlichten Arbeiten dadurch ab, dass er in der
Lage ist, pathologische Veränderungen der Filamente über die Zeit zu erkennen und zu ver-
folgen. Hierbei können sich die Aktin-Stressfasern verkürzen, werden dicker oder es bilden
sich Aktinspots, welche keine Ähnlichkeit mehr mit Fasern haben. Eine quantitative Abbil-
dung dieser Prozesse gelingt, indem eine neue iterative Programmstruktur entwickelt wurde.
Es werden zunächst dünne Filamente extrahiert und dann im folgendem Programmschritt
die nächst kräftigeren Filamente. Hierdurch müssen die Parameter für eine Bildauswertung
im Rahmen einer Versuchsreihe nicht verändert werden, da der iterative Algorithmus sich
flexibel den Veränderungen des Aktin-Zytoskelettes anpasst.
Ein weiteres Merkmal ist die anwenderfreundliche initiale Parametereinstellung. Sämtliche
Parameter, welche den Algorithmus steuern, können anhand der erwarteten Breiten der
Stressfasern schnell bestimmt werden. Auf diese Weise ist ein automatischer Betrieb und
eine intuitive Benutzung möglich.
Es werden die Orientierung, die Fluoreszenz-Intensitätsverteilung, die Krümmung, Breite
und Länge der Stress-Fasern bestimmt. Mit diesem vollständigen Datensatz sind beliebige
weitere statistische Auswertungen möglich.
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3 Methoden zur quantitativen Bildauswertung

3.3 Quantifizieren von Fokaladhäsionen

Eine Reihe von Algorithmen wurden bereits zur Analyse von Fokaladhäsionen in
Fluoreszenzmikroskop-Bildern publiziert [45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52]. Nur ein kleiner Teil
dieser Arbeiten ist als Programm zugänglich und eine Anpassung an neues Bildmaterial mit
anderer Bildauflösung und Qualität gar nicht oder nur schwierig möglich. Es erfolgte daher
eine eigene Entwicklung und Implementierung.
Freies Vinculin erzeugt in den Zellausläufern und um den Zellkern oft ein diffuses Fluores-
zenzsignal. Deshalb muss zu Beginn der Bearbeitung der Zellhintergrund bereinigt werden.
Durch einen Tiefpassfilter wird eine Homogenisierung und Rauschreduktion erreicht und
durch einen Gauß-Filter umgesetzt. Dessen Varianz σ2 ist so gewählt, dass die kleinsten
Fokaladhäsionen noch gut separierbar bleiben.
Anschließend wird durch eine Top-Hat-Transformation die Hintergrund-Fluoreszenz nivel-
liert. Eine Top-Hat-Transformation ist definiert als die Subtraktion des Bildes I mit seiner
zuvor berechneten Öffnung γε (engl. opening transformation) mit dem Strukturelement ε

Tε = I − γε(I) . (3.3)

Bildmerkmale, welche kleiner als das Strukturelement ε sind, bleiben im Bild erhalten, wäh-
rend flächigere Strukturen durch die Top-Hat Transformation entfernt werden.
Im Allgemeinen wird als Form für das Strukturelement ε ein approximierter Kreis genom-
men, wohingegen hier erstmals Linienelemente angewendet wurden. Diese wurden bereits
im Rahmen der Entwicklung von FSsegment eingeführt [1]. Die Orientierungen θi der Li-
nienelemente {li} sind gleichmäßig über 180◦ verteilt und es wird in der Regel mit einer
Diskretisierung von 180◦/8 gearbeitet.

Tl =
∑
{θi}

T θi
l with T θi

l = I − γ{θi,l}(I) (3.4)

Das endgültige Bild Tl ist schließlich die Summe aller gefilterten Bilder T θi
l . Die Top-Hat-

Transformation mit Linienelementen war durchweg den Ergebnissen der Top-Hat-Transformation
mit einem Kreis als Strukturelement überlegen. Dies erklärten wir mit der länglichen Form
der meisten Fokaladhäsionen.
Das gefilterte Bild wird anschließend mit der gut etablierten Methode von Otsu [42] in ein
Binärbild umgewandelt. Zur Erzielung einer möglichst hohen Sensitivität kann der Schwel-
lenwert manuell leicht herabgesetzt werden. Hieraus resultiert die Tendenz zum Erkennen
von falsch positiven und zu kleinen Fokaladhäsionen.
Wir ergänzten daher den Algorithmus durch eine Prozedur, welche die Spezifität des Al-
gorithmus stärkt. Von jeder erkannten Fokaladhäsion wird der durchschnittliche Grauwert
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aus dem Originalbild im Innern und in seinem Randbereich bestimmt. Liegt deren Ver-
hältnis über einem Schwellenwert (default 0, 7), so wird die Fokaladhäsion nicht weiter in
Betracht gezogen. Weiter werden zu kleine Fokaladhäsionen durch eine sinnvolle Definition
einer Minimalfläche aussortiert. Hierüber wird eine gute Sensitivität bei gleichzeitig guter
Spezifität erreicht. Diese Vorgehensweise unterstreicht die Tatsache, dass Fokaladhäsionen
klar von ihrer Umgebung abgrenzbare Strukturen sind. Die einzelnen Schritte werden in der
Abbildung 3.6 nachvollzogen.

Fokaladhäsionen sind oft eng nebeneinander angeordnet und scheinen sich teilweise zu über-
lappen. Verschiedene Arbeiten haben sich bemüht, Verfahren zu etablieren, welche diese
Fokaladhäsionen trennen. Diese basieren auf morphologischen Operationen [49] oder zum
Beispiel auf dem „Wasserscheiden-Algorithmus“ (engl. watershed) [53, 45].
Beide Verfahren wurden nachvollzogen und getestet. Die Methoden sind jeweils sehr emp-
findlich bzgl. ihrer Parametereinstellung und neigen zu einer zu kleinteiligen Segmentierung
(engl. over segmentation).
Dem Wunsch, die Fokaladhäsionen zu trennen, liegt die Modellvorstellung zu Grunde, dass
alle Fokaladhäsionen eine Form wie eine Ellipse hätten. Dies konterkariert eine möglichst
wertfreie Messung. Zum Anderen ist man an der Ausrichtung der einzelnen Fokaladhäsionen
interessiert, um zum Beispiel später auf Stresskräfte schließen zu können. Für jede Fokalad-
häsion wurde hierfür die am besten passende Ellipse berechnet und dann die Ausrichtung
der Fokaladhäsion mit der Orientierung der Hauptachse der Ellipsen gleichgesetzt. Bei kon-
fluierenden Fokaladhäsionen ist das Verfahren nicht mehr sinnvoll anwendbar.
Die Ausrichtung der Fokaladhäsionen wurde daher erstmals durch die Berechnung des Gra-
dientenfeldes bestimmt, welches während der Entwicklung von FSegment eingeführt wurde
[1]. Hierdurch wird die Ausrichtung der Fokaladhäsionen nicht nur aus deren Form, sondern
auch aus der Intensitätsverteilung berechnet (siehe Abbildung 3.7).
Neben der Orientierung werden für jede Fokaladhäsion die Fläche, der Umfang, der konvexe
Umfang und der Schwerpunkt der Fokaladhäsion bestimmt. Aus diesen Parametern können
erneut die gängigen Formfaktoren wie z.B. Zirkularität und Konvexität bestimmt werden.

3.4 Implementierung der Algorithmen

Sämtliche Programme wurden mit Matlab, eine kommerzielle Software von MathWorks er-
stellt.
Matlab ist eine sogenannte Interpretersprache. Skripte werden erst während der Laufzeit
in ausführbare Programme übersetzt. Hierdurch sind die Matlab-Programme oft langsa-
mer im Vergleich zu fertig kompilierten Programmen. Dieser Nachteil wird durch eine
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1 Original 2 Tiefpassfilter

4 Schwellenwert 3 Top-Hat

5 Spezifitätsprüfung 6 markierte Fokaladhäsionen

Abbildung 3.6: Erkennung von Fokaladhäsionen. Nach Rauschreduktion wird durch
eine Top-Hat-Transformation die flächige Hintergrundfluoreszenz beseitigt. Mit der Otsu-
Methode wird dann das Bild in ein Binärbild umgewandelt. Für jede Fokaladhäsion wird
geprüft, ob sich diese genügend vom Hintergrund abhebt. Dies ist hier zum Beispiel für
die gesamte perinukleäre Region nicht der Fall. Unten rechts ist das Ergebnis zu sehen.
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Abbildung 3.7: Bestimmung der Ausrichtung der Fokaladhäsionen. Von den seg-
mentierten Fokaladhäsionen wird über die Berechnung der Gradientenfelder aus der In-
tensitätsverteilung das Orientierungsfeld berechnet (mittleres Bild). Das untere Bild stellt
die gemittelte Ausrichtung der einzelnen Fokaladhäsionen dar.
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plattformunabhängige Entwicklung aufgewogen, da lediglich der passende Interpreter, die
sogenannte „Matlab Runtime“ installiert werden muss. Außerdem ist das Programmieren
und Testen („Debuggen“) meistens einfacher und schneller.
Matlab eignet sich insbesondere zu Bildbearbeitung und Bildanalyse, da die Programmier-
sprache auf Matrizen-Operationen ausgelegt ist. Dies wird auch durch die Matlab-Bibliothek
„Image Processing Toolbox“ unterstützt, deren Funktionen für die Fertigstellung der einzel-
nen Programmabschnitte genutzt wurde.
Matlab bietet weiter eine gute Möglichkeit eine sogenanntes „Graphical User Interface
(GUI)“ zu erstellen. Eine GUI ist eine grafische Programmoberfläche, welche eine intuitive
Bedienung ermöglicht. Beispiele für die innerhalb dieser Arbeit entwickelten Programmo-
berflächen sind im Anhang A.1 dargestellt.
Extrahierte Daten können in den gängigen Datenformaten exportiert werden und mit be-
liebiger Statistik-Software weiterverarbeitet werden.
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4 Ergebnisse

Die oben vorgestellten Programme zur Auswertung der Zellform, der Fokaladhäsionen und
des Aktin-Zytoskelettes wurden mit Bildmaterial des Institutes für Anatomie und Zellbio-
logie der Universitätsmedizin Greifswald laufend getestet und die Ergebnisse mit den Mi-
kroskopie erfahrenen Experten des Institutes diskutiert. Hierdurch konnten die Programme
stetig optimiert werden.
Eine weitere Evaluation erfolgte für FSegment mittels eines Benchmark-Datensatzes, mit
dem es mit anderen Programmen verglichen werden konnte. Dieser Benchmark-Datensatz
wurde durch Eltzner et al. 2015 [54] veröffentlicht. Der Datensatz besteht aus zehn simulier-
ten Fluoreszenz-Bildern bei denen das Aktin-Zytoskelett durch fast gleich breite und gerade
Striche dargestellt wird. Die so simulierten Zellen wurden anschließend durch Rauschen kor-
rumpiert. Da hier die Musterlösung natürlich bekannt war, war ein quantitativer Vergleich
möglich. Die detaillierte Auswertung ist in [1] veröffentlicht. FSegment erzielte nur eine ge-
ringfügig schlechtere Leistung als die durch [54] präsentierte Software Filament Sensor. Es
ist zu bemerken, dass der Vergleichstest nicht auf die Stärken von FSegment zielte. Hierfür
hätten die simulierten Zellen unterschiedlich breite Filamente mit einem beliebigen Krüm-
mungsradius enthalten müssen.

4.1 Untersuchung des Aktin-Zytoskelettes bei
Palladin-Knockdown-Podozyten

Die Kombination aus der Hochdurchsatz-Voronoi-Segmentierung und FSegment wurde ein-
gesetzt um die Interaktion zwischen Palladin und dem Aktin-Zytoskelett zu untersuchen.
Die Versuche und die Ergebnisse werden im Detail in der Publikation Artelt et al. J Am
Soc Nephrol. 2018 „The Role of Palladin in Podocytes“ [3] dargestellt.
Bei immortalisierten Maus-Podozyten wurde durch small interfering RNA (siRNA) ein
Knockdown von Palladin bewirkt. Diese Podozyten wurden gemeinsam mit einer Kontroll-
gruppe mit Vincullin (Fokaladhäsionen), Phalloidin (F-Aktin) und DAPI (Zellkerne) mar-
kiert und mit dem Fluoreszenzmikroskop abgebildet. Um den Effekt der Aktin-Dynamik in
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Abhängigkeit von Palladin zu untersuchen, wurden die Zellen jeweils vorher den Toxinen
Latrunculin A , Cytochalasin D oder Jasplakinolid ausgesetzt. In 5min Abständen wurde
dann mikroskopiert.
FSegment konnte hier die unterschiedlichen Effekte herausarbeiten und den zeitlichen Ver-
lauf quantitativ zugänglich machen. Die Daten sind in den Abbildungen 4.1 und 4.2 aus der
Publikation [3] dargestellt. Im Gegensatz zu Latrunculin A und Cytochalasin D ist bei Jas-
plakinolid zu erkennen, dass die Aktin-Stressfasern zunächst um ca 20 % zunehmen bevor
ein rascher Zerfall eintritt.
Bei Cytochalasin D und Latrunculin A ist ein linearer Abfall zu verzeichnen, wobei die Ab-
nahme des F-Aktin bei den mit Cytochalasin D behandelten Zellen schneller verläuft. Die
Abnahme in Länge und Anzahl der Aktin-Stressfasern unter der Einwirkung der Toxine war
in der Palladin-Knockdown-Gruppe jeweils signifikant schneller als in der Kontrollgruppe.

4.2 Quantifizierung der Fokaladhäsionen nach
Fascin-Knockdown

Das Programm zur Auswertung der Fokaladhäsionen konnte erfolgreich zur Erforschung der
Bedeutung von Fascin eingesetzt werden. Die Ergebnisse werden in dem Artikel Kliewe et al.
Scientific Reports, 2017 „Studying the role of fascin-1 in mechanically stressed podocytes“
[2] präsentiert.
Es konnte durch die quantitative Auswertung gezeigt werden, dass in Podzyten mit Fascin-
Knockdown nach mechanischem Stress die Anzahl und Fläche der Fokaladhäsionen ab-
nimmt.
Die mechanische Irritation wurde durch Dehnung einer Silikonmembran, auf welcher die
Podozyten kultiviert wurden, ausgeübt. Nach einer Applikation über 3 Tage mit einer Deh-
nung von 5 % in einer Frequenz von 0.5Hz lösten sich in der Fascin-Knockdown Gruppe ca.
17 ± 5 % der Podozyten von der Membran. In der Kontrollgruppe blieben alle Podozyten
auf der Membran. Dies wird mit der Reduktion der Fokaladhäsionen in Fläche und Anzahl
in der Fascin-Knockdown Gruppe in Zusammenhang gebracht.
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Supplementary Figure 3. Incubation of cultured podocytes with latrunculin A. Podocytes were 

incubated with latrunculin A (0.5 µM) for 25 min. Panels on top show fixed cells at different points in 

time, stained for F-actin (green), palladin (red) and nuclei (blue). After 25 min, PalldKD had less thin 

actin filaments and more nonfiber-like F-actin. Furthermore, we observed a reduction of the long and 

thick actin filaments as well as total filament length in PalldKD (graphics in the middle). Treatment with 

latrunculin A reduced the total filament length in PalldKD and Ctrl podocytes similarly (graphic on the 

bottom). Scale bar represents 50 µm.  

Abbildung 4.1: Palladin-Knockdown-Podozyten nach Inkubation mit Latruncu-
lin A. Die Abnahme der Aktin-Stressfasern ist nahezu linear und bei den Palladin-
Knockdown-Podozyten beschleunigt. Die Grafik wurde übernommen aus [3].
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Supplementary Figure 4. Incubation of cultured podocytes with jasplakinolide. Cultured mouse 

podocytes were incubated with jasplakinolide (0.5 µM) for 25 min and stained for F-actin (green), 

palladin (red) and nuclei (blue). After 25 min, PalldKD podocytes lost all actin filaments in contrast to 

Ctrl podocytes. Scale bar represents 50 µm. 

Abbildung 4.2: Palladin-Knockdown-Podozyten nach Inkubation mit Jasplaki-
nolid. Zunächst ist in beiden Gruppen eine Zunahme der Aktin-Stressfasern zu beobach-
ten, bevor es zu einer raschen Abnahme kommt. Palladin-Knockdown-Podocyten zeigen
sogar einen vollständigen Verlust des Aktin-Signales. Durch die quantitative Aufarbeitung
konnte der genaue zeitliche Verlauf herausgearbeitet werden. Die Grafik wurde übernom-
men aus [3].
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5 Diskussion

Podozyten umschlingen die Kapillaren des Glomerulums und sind zentraler Bestandteil der
Filtrationsbarriere zwischen Blut und Harn. Die Podozyten sind eng untereinander verzahnt
und über Fokaladhäsionen mit der glomerulären Basalmembran verbunden. Ein Verlust oder
eine Fehlfunktion der Podozyten führt zu einer Proteinurie bis hin zum Nierenversagen. Das
Absterben der Podozyten wird in vivo nicht beobachtet, sondern der Verlust resultiert aus
einer unzureichenden Verankerung in der Basalmembran oder durch vermehrten mechani-
schen Stress.
Zur Erforschung dieser Mechanismen sind das Aktin-Zytoskelett und die Fokaladhäsionen
der Podozyten von großer Bedeutung. Eine Darstellung der Aktin-Zytoskelette und der
Fokaladhäsionen gelingt durch die Fluoreszenzmikroskopie. Die Bildauswertung ist aller-
dings durch die statistische Verteilung der Fokaladhäsionen und der Merkmale des Aktin-
Zytoskelettes erschwert und eine rein qualitative Bildbeschreibung nicht ausreichend. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden daher quantitative Auswertungsmethoden entwickelt und im-
plementiert, welche eine automatische oder semi-automatische Untersuchung der Zellform,
der Fokaladhäsionen und des Aktin-Zytoskelettes in hinreichend großer Anzahl ermöglichen.
Das Erkennen der einzelnen Zelle steht am Anfang jeder Auswertung. In der Literatur gab
es hierfür noch keine Musterlösung und es erfolgte daher die Erarbeitung von zwei eigenen
Methoden.
Die automatische Hochdurchsatz-Segmentierung mit Hilfe von Voronoi-Diagrammen be-
währt sich in der automatischen Analyse und ist in der Lage große Bilddaten schnell zu
bewältigen. Das Ziel liegt hier in der Bestimmung der Zellanzahl. Außerdem wird vermie-
den, dass halb angeschnittene Zellen am Bildrand mit betrachtet werden.
Für das exakte Erkennen der Zellgrenzen wurde eine semi-automatische Methode imple-
mentiert, bei der der Anwender die Zelle grob markiert. Das Programm gleicht einem Mal-
programm, wodurch eine gute intuitive Bedienbarkeit erreicht werden konnte.
Diese zwei Alternativen erzielen einen guten Kompromiss zwischen Automatisierungsgrad
und Genauigkeit.
Wenn die genauen Zellgrenzen bekannt sind, dann kann die Zellmorphologie genauer ana-
lysiert werden. Hierfür werden gängige Formfaktoren, wie zum Beispiel die Konvexität oder
die Zirkularität berechnet. Dies ist allerdings nur für eine grobe Bewertung ausreichend.
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Der von Tsygankov et al. 2014 präsentierte Algorithmus CellGeo [44] wurde in vereinfachter
Form übernommen und zielt auf die Bewertung von Filopodien. Die Ergebnisse sind leicht
zugänglich und der Algorithmus ist durch die Vereinfachung über nur einen einzigen Para-
meter (R) steuerbar. Zellausläufer und Filopodien sind Bereiche mit besonderer Aktin- und
Fokaladhäsion-Aktivität. Durch gezielte Segmentierung wird eine gesonderte Untersuchung
dieser Bereiche ermöglicht.
Zentraler Bestandteil dieser Arbeit war die Entwicklung der Computer-Software FSegment
zur quantitativen Auswertung des Aktin-Zytoskelettes. Bisher wurde die Aktin-Struktur oft
als Ganzes bewertet. Hierfür wurden zum Beispiel Fourier- [55], Textur- [56] oder Kohärenz-
Analysen [57] vorgeschlagen. Diese Methoden sind nur für spezielle Fragestellungen geeignet
und ihre Ergebnisse oft nicht leicht interpretierbar. Es wurde daher eine Methode zur de-
taillierten Segmentierung erarbeitet. Hieraus lässt sich der vollständige Datensatz über die
Länge, Breite, Fluoreszenz-Intensität und Orientierung der Aktin-Stressfasern bestimmen.
So können auch zukünftige Fragestellungen bearbeitet werden und die Ergebnisse sind in-
tuitiv interpretierbar.
Hauptintention von FSegment ist die Abbildung von allen pathologischen Strukturverände-
rungen des Aktin-Zytoskelettes. Erreicht wurde dies durch eine neue iterative Programm-
struktur und einen detaillierten Tracing-Algorithmus. Iterativ werden zunächst die schma-
len und dann die stärkeren Fasern ausgewertet. Die gefundenen Fasern werden durch den
Tracing-Algorithmus verbunden und interpoliert. Dies ermöglicht die Auswertung von gan-
zen Bild-Zeitreihen, ohne dass die Parameter, welche das Programm steuern, den Verände-
rungen des Aktin-Zytoskelettes angepasst werden müssen.
Eltzner et al. [54] 2015 und Alioscha-Perez et al. 2016 [58] veröffentlichten ebenfalls eine
Methode, welche auf der Segmentierung des Aktin-Zytoskelettes basiert. Die Software Fila-
mentSensor von Eltzner et al. ist auch frei verfügbar, allerdings nicht der Programmcode.
Beide Algorithmen sind für Bilder mit schlechtem Signal-Rausch-Verhältnis und vielen Bild-
artefakten optimiert, welches durch eine aufwändige Vorbearbeitung („Preprocessing“ ) der
Bilder erreicht wird. Dies führt dazu, dass pathologische Veränderungen fälschlicherweise
als Artefakt klassifiziert werden könnten und so nicht weiter ausgewertet werden. Es wurde
daher auf Anwendung der in [58] und [54] publizierten Methoden verzichtet.
Eltzner et al. [54] publizierten auch einen Benchmak-Datensatz, welcher den Vergleich an
Hand von simulierten Zellbildern mit niedriger Bildqualität erlaubt. Obwohl FSegment nicht
auf die Analyse von verrauschten Bildern optimiert ist, wurden vergleichbare und nur ge-
ringfügig schlechtere Ergebnisse erzielt.
Es wurde auch ein Programm zur Analyse von Fokaladhäsionen ausgearbeitet. Dies orien-
tiert sich an der generellen Herangehensweise bereits publizierter Algorithmen, konnte aber
durch sinnvolle Veränderungen optimiert werden.
Zur Nivellierung des Bildhintergrundes wird oft die Top-Hat-Transformation mit einem Kreis
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als Strukturelement genutzt [46, 52]. Im Vergleich sind Linien-Strukturelemente jedoch sen-
sitiver und werden daher hier übernommen.
Freies Vinculin führt teilweise zu einer starken Hintergrund-Fluoreszenz, wodurch falsche
Fokaladhäsionen erkannt werden. Dies konnte behoben werden, indem im letzten Prozess-
schritt die Fluoreszenz-Intensität in der Mitte einer Fokaladhäsion mit ihrem Randbereich
verglichen wird. Das Verhältnis muss ausreichend groß sein. Hierdurch konnten gute und
robuste Ergebnisse erreicht werden.
Nach der Segmentierung werden alle wichtigen Merkmale der Fokaladhäsionen berechnet.
Hierzu zählt die Anzahl der Fokaladhäsionen, deren Fläche, Umfang, Orientierung und de-
ren Formfaktoren.
Die Form der Fokaladhäsionen wird häufig durch Ellipsen approximiert. Aus der Orientie-
rung der Ellipsen-Hauptachse wird dann auf die Ausrichtung der Fokaladhäsionen geschlos-
sen. Viele Fokaladhäsionen liegen oft eng beieinander und eine sinnvolle Approximation einer
Ellipse ist dann nicht möglich. Unterschiedliche Publikatione [49, 53, 45] versuchen hier die
Fokaladhäsionen zu trennen, so dass die Fokaladhäsionen einer Ellipse ähneln. Dieses Pro-
cedere wurde nachvollzogen. Die Ergebnisse waren aber sehr parametersensitiv und neigten
zu einer übertrieben kleinteiligen Segmentierung („Oversegmentation“). Deshalb wurde die
Ausrichtung der Fokaladhäsionen erstmals durch die Bestimmung des Gradientenfeldes der
Bildwerte berechnet. Dies bietet den Vorteil, dass die Fokaladhäsionen nicht mehr getrennt
werden müssen und die Intensitätsverläufe der Fluoreszenz mit einbezogen werden. Das Ver-
fahren ist sehr stabil und liefert sehr gute Ergebnisse.
Die Kombination aus FSegment mit der Voronoi-Zellsegmentierung wurde erfolgreich ein-
gesetzt, um den Einfluss von Palladin auf das Aktin-Zytoskelett zu untersuchen. Palladin-
Knockdown- und Kontroll-Podozyten wurden den Toxinen Cytocalasin D, Latrunculin A
und Jasplakinolid ausgesetzt. In 5min Abständen nach der Zugabe der Toxine wurden die
Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop abgebildet. Die Toxine erzeugten eine starke Destruk-
tion des Aktin-Zytoskelettes, trotzdem war eine vollständige und automatische Analyse ohne
Nachjustierung der großen Bilddatenmenge möglich.
Die Auswertung gewährte eine detaillierte Einsicht in die zeitliche Wirkung der Toxine. Bei
Jasplakinolid fiel bis zur 10ten Minute eine Stabilisierung des Aktin-Zytoskelettes auf und
erst hiernach eine schnelle Destruktion. Dies stimmt gut mit bisherigen Berichten überein.
Die Destruktion des Aktin-Zytoskelettes vollzog sich bei Palladin-Knockdown-Podozyten
signifikant schneller als bei der Kontrollgruppe. Hieraus lässt sich schließen, dass Palladin
einen wichtigen Stellenwert bei dem Aufbau und Stabilisierung des Aktin-Zytoskelettes in
Podozyten hat.
Der Einfluss von Fascin auf Fokaladhäsionen konnte ebenfalls gut herausgearbeitet werden.
Durch die Auswertung mehrerer Zellen konnte gezeigt werden, dass die Fläche und die An-
zahl der Fokaladhäsionen nach Fascin-Knockdown abnimmt. Hiermit wird auch begründet,
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dass Zellen mit einem Fascin-Knockdown sich schneller unter mechanischem Stress ablösen.

Durch die Einführung der oben genannten Methoden zur Bildauswertung gelingt eine voll-
ständige und automatische Erfassung der wichtigsten Merkmale des Zytoskelettes und der
Zellform. Aufgrund der ermöglichten hohen Anzahl an untersuchten Zellen haben die Er-
gebnisse auch eine hohe statistische Signifikanz. Manche erhobenen Daten, wie zum Beispiel
die Verteilung der Faserlängen, sind auch erst durch die implementierten Programme zu-
gänglich geworden. Durch die Programme können natürlich neben Podozyten auch andere
Zellarten untersucht werden.
Bis jetzt wurden die extrahierten Merkmale, wie zum Beispiel die Faserlänge oder die Fläche
der Fokaladhäsionen, einzeln betrachtet. Dies kann bei weiteren Untersuchungen als Grund-
lage dienen um nach Verknüpfungen zu fragen.
Korreliert die Form der Fokaladhäsionen mit der Morphologie des Aktin-Zytoskelettes?
Sind die Fokaladhäsionen in der Mitte der Zelle anders geformt als am Rand? Wie ist die
Morphologie des Aktin-Zytoskelettes mit der Zellform verbunden?
Des Weiteren können die Daten mit Computersimulationsmodellen korreliert werden, um
zum Beispiel aus der Morphologie auf Zellkräfte zu schließen.
Dies wird weitere Einsichten in die Pathophysiologie der Podozyten ermöglichen.
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Abstract
The actin cytoskeleton is a main component of cells and it is crucially involved in many
physiological processes, e.g. cell motility. Changes in the actin organization can be effected
by diseases or vice versa. Due to the nonuniform pattern, it is difficult to quantify reasonable
features of the actin cytoskeleton for a significantly high cell number. Here, we present an
approach capable to fully segment and analyse the actin cytoskeleton of 2D fluorescence
microscopic images with a special focus on stress fibres. The extracted feature data include
length, width, orientation and intensity distributions of all traced stress fibres. Our approach
combines morphological image processing techniques and a trace algorithm in an iterative
manner, classifying the segmentation result with respect to the width of the stress fibres and
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in nonfibre-like actin. This approach enables us to capture experimentally induced processes
like the condensation or the collapse of the actin cytoskeleton. We successfully applied the
algorithm to F-actin images of cells that were treated with the actin polymerization inhibitor
latrunculin A. Furthermore, we verified the robustness of our algorithm by a sensitivity
analysis of the parameters, and we benchmarked our algorithm against established methods.
In summary, we present a new approach to segment actin stress fibres over time to monitor
condensation or collapse processes.
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Abstract
Glomerular hypertension causes glomerulosclerosis via the loss of podocytes, which are chal-
lenged by increased mechanical load. We have demonstrated that podocytes are mechano-
sensitive. However, the response of podocytes to mechanical stretching remains incompletely
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understood. Here we demonstrate that the actin-bundling protein fascin-1 plays an import-
ant role in podocytes that are exposed to mechanical stress. Immunofluorescence staining
revealed colocalization of fascin-1 and nephrin in mouse kidney sections. In cultured mouse
podocytes fascin-1 was localized along actin fibers and filopodia in stretched and unstretched
podocytes. The mRNA and protein levels of fascin-1 were not affected by mechanical stress.
By Western blot and 2D-gelelectrophoresis we observed that phospho-fascin-1 was signifi-
cantly downregulated after mechanical stretching. It is known that phosphorylation at serine
39 (S39) regulates the bundling activity of fascin-1, e.g. required for filopodia formation.
Podocytes expressing wild type GFP-fascin-1 and non-phosphorylatable GFP-fascin-1-S39A
showed marked filopodia formation, being absent in podocytes expressing phosphomimetic
GFP-fascin-1-S39D. Finally, the immunofluorescence signal of phosphorylated fascin-1 was
strongly reduced in glomeruli of patients with diabetic nephropathy compared to healthy
controls. In summary, mechanical stress dephosphorylates fascin-1 in podocytes in vitro
and in vivo thereby fascin-1 may play an important role in the adaptation of podocytes to
mechanical forces.
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Abstract
Background
Podocyte loss and effacement of interdigitating podocyte foot processes are the major cause
of a leaky filtration barrier and ESRD. Because the complex three-dimensional morphology
of podocytes depends on the actin cytoskeleton, we studied the role in podocytes of the
actin bundling protein palladin, which is highly expressed therein.
Methods
We knocked down palladin in cultured podocytes by siRNA transfection or in zebrafish
embryos by morpholino injection and studied the effects by immunofluorescence and live
imaging. We also investigated kidneys of mice with podocyte-specific knockout of palladin
(PodoPalld-/- mice) by immunofluorescence and ultrastructural analysis and kidney biopsy
specimens from patients by immunostaining for palladin.
Results
Compared with control-treated podocytes, palladin-knockdown podocytes had reduced ac-
tin filament staining, smaller focal adhesions, and downregulation of the podocyte-specific
proteins synaptopodin and α-actinin-4. Furthermore, palladin-knockdown podocytes were
more susceptible to disruption of the actin cytoskeleton with cytochalasin D, latrunculin
A, or jasplakinolide and showed altered migration dynamics. In zebrafish embryos, palladin
knockdown compromised the morphology and dynamics of epithelial cells at an early de-
velopmental stage. Compared with PodoPalld+/+ controls, PodoPalld-/- mice developed
glomeruli with a disturbed morphology, an enlarged subpodocyte space, mild effacement,
and significantly reduced expression of nephrin and vinculin. Furthermore, nephrotoxic se-
rum injection led to significantly higher levels of proteinuria in PodoPalld-/- mice than in
controls. Kidney biopsy specimens from patients with diabetic nephropathy and FSGS sho-
wed downregulation of palladin in podocytes as well.
Conclusions
Palladin has an important role in podocyte function in vitro and in vivo.
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A Programmoberflächen

A.1 FSegment

Die Programmoberfläche von FSegment ist als eigenständiges Programm konzipiert. Von
dem Startbildschirm (Abbildung A.1) werden die Anwender zunächst gebeten, ein Bild zu
laden und gelangen dann auf die „Preprocessing“ Programmoberfläche (Abbildung A.2).
Hier kann der Benutzer die Zelle markieren und segmentieren. Des Weiteren wird hier der
Hintergrund mit einer Top-Hat-Transformation nivelliert und ein grober Schwellenwert fest-
gelegt, welcher für die weiteren Berechnungen gilt.
Das fertig segmentierte Bild wird dann für die erste Auswertung der dünnen Filamente ver-
wendet (Abbildung A.3). Die Einstellparameter werden automatisch vorbelegt und es ist
nur selten eine Anpassung notwendig. Dies erhöht die Anwenderfreundlichkeit.
Nach diesem Schritt erfolgt eine Iteration über die nächst stärkeren Filamente (Abbildung
A.4).
In der letzten Programmoberfläche „Datenauswertung und Speicherung“ erfolgt eine erste
grobe Auswertung und die Daten werden in „.xls“ Datein gespeichert (Abbildung A.5).

Abbildung A.1: Start-Programmoberfläche von FSegment. Hier wird die Datei ge-
laden und die Benutzer werden durch die Programmstruktur geleitet.



A Programmoberflächen

Abbildung A.2: Preprocessing von FSegment. Aus dem hochgeladenen Bild kann hier
ein Ausschnitt gewählt werden. Gleichzeitig findet ein grobes Preprocessing mittels Top-
Hat-Transformation statt.

Abbildung A.3: Erkennung der dünnen Filamente. Diese Programmoberfläche stellt
die Arbeitsschritte bei der Erkennung der dünnen Filamente dar und es können die Zwi-
schenschritte beurteilt werden. Es ist zu betonen, dass die Parameter links automatisch
bestimmt werden und nur sehr selten angepasst werden müssen.
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A Programmoberflächen

Abbildung A.4: Erkennung der starken Filamente. Nach der Subtraktion der gefun-
den dünnen Filamente von dem Eingangsbild wird nach den dicken Filamenten gesucht.
Das Einstellen der Parameter gelingt erneut über eine automatische Preset-Funktion.

Abbildung A.5: Datenauswertung und Speicherung von FSegment. Eine Analyse
einer Zelle wird durch die Speicherung der Daten abgeschlossen und es wird eine erste
Auswertung präsentiert.
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A Programmoberflächen

Abbildung A.6: Startbildschirm von FocalContact. Hier werden die Bilder geladen
und die Anwender werden durch die Arbeitsschritte geleitet.

A.2 FocalContact

Die Programmoberfläche FocalContact dient der Auswertung der Fokaladhäsionen und der
Zellform. Zu Beginn werden die Bilder geladen und die Benutzer (Abbildung A.6) werden
zur Programmoberfläche geleitet, mit welcher die Zellen grob markiert werden. Dies ähnelt
einem Malprogramm und kann intuitiv bedient werden (Abbildung A.7).
Die nachfolgende Programmoberfläche zeigt links den Bereich für die Fokaladhäsionen und
rechts für die Auswertung der Zellform (siehe Kapitel 3.1.2). Die einzelnen Parameter müssen
in der Regel nur einmal an eine Bildqualität angepasst werden und so gelingt eine schnelle
Auswertung. Nach jedem Arbeitsschritt werden die Daten gespeichert und die Analyse der
nächsten markierten Zelle wird gestartet.
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A Programmoberflächen

Abbildung A.7: Exakte Segmentierung der Zellkörper. Die Benutzer markieren hier
wie bei einem Malprogramm die interessanten Zellen und die weitere Segmentierung er-
folgt dann automatisch im Hintergrund.
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A Programmoberflächen

Abbildung A.8: Auswertung Fokaladhäsionen und Zellkörper. Diese
Programmoberfläche ist in zwei Bereiche aufgeteilt. Links erfolgt die Segmentierung der
Fokaladhäsionen und rechts die Auswertung der Zellform.
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