Kahle

Martinsried

2.MARTINSRIEDER ZYTOMETRIEKURS

GESELLSCHAFT FUR ZYTOMETRIE

10.-14.6.1991

ORGANISATION:

Prof.Dr.G.Valet, Dr.G.Rothe, M.Collasius, H.Kahle
Arbeitsgruppe Zellbiochemie
Max-Planck-Institut fiir Biochemie
8033 Martinsried




 Fiir die finanzielle Unterstiitzung des Kurses durch folgende
Firmen sei an dieser Stelle vielmals gedankt:

Becton Dickinson, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
KONTRON, Miinchen

LAMBDA Fluor.Technologie, Graz
Molecular Dynamics, Krefeld
PARTEC, Minster



Sonntag. 9.6.:

12.00-19.00h

Montag, 10.6.:

9.00- 9.40h

9.40-10.00h

10.00-10.20h
10.20-10.45h
10.45-11.30h

11.30-11.50h
11.50-12.10h
12.10-14.00h
14.00-18.00h

Dienstag, 11.6.:

5.MARTINSRIEDER ZYTOMETRIEKURS

PROGRAMM:

Registration im Kurssaal des Institutes

Zytometrische Instrumentation

9.00- 9.45h

9.45-10.30h

10.30-10.50h

10.50-11.30h

11.35-12.20h

11.45-14.00h
14.00-18.00h

V.Kachel: Prinzipien durchfluBzyto-
metrischer Instrumentation

A.Raffael: Standardisierung durchfluBzyto-
metrischer Messungen

W.Goéhde: PARTEC Zytometer und Zellsorter
Pause

G.Burger: Prinzipien bildzytometrischer
Instrumentation

W.Gunia: Sarastro Laserscan Mikroskop
Ch.Schéfer: Ploidiemessungen mit dem VIDAS
Mittagessen

Praktische Arbeit im Kurssaal

Molekularbiologie und DNS-Analyse

W.Gohde: Hochauflésende Flowcytometrie und
Sortierung von menschlichen Tumorzellen

F.Otto: Methodik und Anwendung der durch-
fluBzytometrischen Chromosomenanalyse

Pause

B.Miller: Nicht radioaktive in-situ Hybridisierung:
Methodische Grundlagen und Anwendungs-
beispiele

W.Beisker: DNA Analyse und fluoreszente in-situ
Hybridisierung an ribosomale RNA von Bakterien
und Hefen mit Hilfe der DurchfluBzytometrie

Mittagessen
Praktische Arbeit im Kurssaal




Mittwoch, 12.6.:

9.00- 9.45h
9.45-10.05h
10.05-10.25h

10.25-10.50h
10.50-11.35h

11.35-12.20h
12.20-14.00h
14.00-18.00h

Donnerstaqg, 13.6.:

9.00- 9.45h
9.45-10.30n
10.30-10.50h
10.50-11.10h
11.10-11.55h

11.55-12.15h

12.15-14.00h
14.00-18.00n

Freitag, 14.6.;

9.00-12.00h
12.00h

Bildanalyse, Medizin und Zellbiologie

G.Burger: Bildzytometrische Analyse

E.Koller: Neue Fluoreszenziarbstoffe und
potentielle Anwendungsméglichkeiten in der
Zytometrie

W.Henkes: Reagenzien zur Flowcytometrie und
in-situ Hybridisierung

Pause

K.Davis: Lymphocyte Phenotyping and
Monoclonal Antibodies

M.Kubbies: Zellulare Wachstumsfaktoren
Mittagspause
Praktische Arbeit im Kurssaal

Zellbiologie und Medizin

A.Radbruch: Zellsortierung
M.Poot: Zellproliferation
Pause

V.Kachel: Planktonanalyse

G.Valet: Zellfunktion, Klinische Diagnostik
und Datenanalyse

G.Rothe: Oxidation und Proteaseaktivitat in
lebenden Zellen

Mittagessen
Praktische Arbeit im Kurssaal

Praktische Arbeit im Kurssaal
Mittagessen und Abfahit



5.MARTINSRIEDER ZYTOMETRIEKURS
REFERENTEN:

. Beisker, Prof.Dr.W.
Abt.Zytometrie der GSF

Ingolstadter Landstr.1

8042 Neuherberg

Tel:  089/3187-2842

Fax: 089/3187-3349

. Burger, PD Dr.G.
Abt.Zytometrie der GSF

Ingolstédter Landstr.1

8042 Neuherberg

Tel: 089/3187-2235

- Fax: 089/3187-3349

Davis, Dr.K.

Becton Dickinson
Immunocytometric Systems
2350 Qume Drive

San Jose, CA 95131-1807
Tel: 001/408/954-2480
Fax: 001/408/954-2506

. Gohde, Prof.Dr.W.

Klinik u.Poliklink fiir Strahlen-
therapie der Universitat
Albert-Schweitzer-Str.33
4400 Minster

Tel: 0251/83-5310

Fax: 0251/83-6960

. Kachel PD V.

Arb.Gruppe ZellmeBtechnik
Max-Planck-institut flr Biochemie
Am Klopferspitz
8033 Martinsried
Tel:  089/8578-2571
Fax: 089/8578-3777

Kubbies, Dr.M.

Boehringer Mannheim GmbH
Forschungszentrum Penzberg
Nonnenwald 2

8122 Penzberg

Tel: 08856/60-2786

Fax: 08856/8744

7.

10.

11.

Niisse, Dr.M.

Milier, Dr.B.M.
Abt.Zytometrie der GSF
ingolstadter Landstr.1
8042 Neuherberg

Tel: 089/3187-3426
Fax: 089/3187-3349

Otto, Dr.F.
Fachklinik Hornheide
Dorbaumstr.300
4400 Minster

Tel:  0251/3287-651
Fax: 0251/3287-299

Poot, Dr.M.

Institut fir Humangenetik
der Universitét
Koellikerstr.2

8703 Wiirzburg

Tel: 0931/31298

Fax: 0931/15997

Radbruch, Prof.Dr.A.
Institut flir Genetik
der Universitat
Weyertal 121

5000 Kdéln 41

Tel: 0221/470-3419
Fax: 0221/470-5185

Valet, Prof.Dr.G.

Rothe, Dr.G.

Arb.Gruppe Zellbiochemie
Max-Planck-Institut flir Biochemie
Am Klopferspitz

8033 Martinsried

Tel: 089/8578-2518, -2525

Fax: 089/8578-2563, -3777




5.MARTINSRIEDER ZYTOMETRIEKURS
FIRMEN:

Becton Dickinson GmbH
Dr.A.Raffael
Immunozytometriesysteme
Tullastr.8-12

6900 Heidelberg

Tel:  06221/305-216
Fax: 06221/303-798

Boehringer Mannheim GmbH
Dr.W.Henkes

Abt.NBRI

Postfach 310120

6800 Mannheim 31

Tel:  0621/759-8597

Fax: 0621/759-8509

'KONTRON/ZEISS
Ch.Schafer
Geschéaftsbereich Bildanalyse
Breslauer-Str.2

8057 Eching

Tel:  089/31901-253

Fax: 089/31901-575

LAMBDA Fluoreszenztechnologie
Dr.E.Koller

Grottenhof-Str.3

A-8053 Graz

Tel:  0043/316/295681 ext.352
Fax:  0043/316/295769

Molecular Dynamics
Dr.W.Gunia
Elisabethstr.97-105
4150 Krefeld 1

Tel:  02151/801510
Fax: 02151/800905

PARTEC GmbH
Dr.M.Schliermann
Hufferstr.73-79
4400 Minster
Tel:  0251/80078
Fax: 0251/82979
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Auner, Dr.
Frauenklinik

der Universitat
Auenbrugger Platz 14
A-8036 Graz

Tel:  0043/316/

Fax: 0043/316/3853061

Baier, Dr.J.

Med. Univ.Klinik
St.Josef Hospital
Gudrunstr.56

4630 Bochum

Tel: 0234/

Fax: 0234/5060-677

Ballmaier, M.
Blutspendedienst
Landesverband DRK
Eldagsener Str.38
3257 Springe

Tel:  05041/772-0
Fax: 05041/772-334

Bauer, K.

Boehringer Mannh.GmbH
Werk Penzberg
Nonnenwald 2

8122 Penzberg

Tel:  08856/60-0

Fax: 08856/7615

Bayerdorffer, Dr.E.
Medizinische Klinik |
Klinikum GroBhadern
Marchioninstr.15
8000 Minchen 70
Tel: 089/7095-3024
Fax: 089/700-4418

TEILNEHMER:

6. Budde, P.
Inst.f.Biochemie |
Fak.f.Chemie d.Univ.
Universitatsstr.25
4800 Bielefeld 1
Tel: 0521/106-6314
Fax: 0521/106-6146

7. Docke, Dr.W.D.
Inst.f.Med.Immunologie
Charitékrankenhaus d.Univ
Schumannstr.20/21
0-1040 Berlin
Tel: 0037/2/

Fax: 0037/2/2862-2035

8. Eckstein, V.
Abt.Immunologie
Klinikum der Universitéat
Michaelisstr.5
2300 Kiel 1
Tel:  0431/597-3340
Fax: 0431/597-3335

9. Eichner, C.
Boehringer Mannh.GmbH
Werk Penzberg
Nonnenwald 2
8122 Penzberg/Obb.
Tel:  08856/60-0
Fax: 08856/7615

10. Eisenmenger, Dr.M.
Urologische
Universitatsklinik
Alserstr.4
A-1090 Wien
Tel:  0043/222/40400-2622
Fax: 0043/222/408-9968,




11.

12.

13.

14,

15.

16.

Emmenddrfer Dr.A.
Abt.Immunbiologie
Fraunhofer Institut
Nikolai-Fuchs-Str.1
3000 Hannover 61
Tel:  0511/5350-
Fax: 0511/5350-155

Evers M.
Immunol.Zentr.Inn.Med.
Med.Hochschule
Konstanty-Gutschowstr.61
3000 Hannover 61

Tel: 0511/532-4942
Fax: 0511/532-4175

Gierten B.
|{.Med.Edokrinologie
d.Universitat
Postfach 3980

6500 Mainz

Tel: 06131/17-2692
Fax: 06131/22233

Henkes Dr.W.

Boehringer Mannheim GmbH
Abt.NBRI

Postfach 310120

6800 Mannheim 31

Tel: 0621/759-8597

Fax: 0621/759-8509

Jelinski, A.
Katharinenhospital
Inst.f.Klin.Chemie
Kriegsbergstr.60
7000 Stuttgart 1

Tel: 0711/2034-451
Fax: 0711/2075-2408

Jung, Th.
Bismarckstr.10
3550 Marburg

Tel: 06421/21692
Fax:

17. Kellner, Dipl.Biol. M.
Gem.Bayer.Arzte
PD Dr.Bieger
Mittererstr.3
8000 Miinchen 2
Tel: 089/

Fax: 089/

18. Kleine, Dr.H.G.
Med.Hochschule
Abt.H&matol/Onkologie
Konstanty-Gutschow-Str.8
3000 Hannover 61
Tel:  0511/532-3603
Fax; 0511/

19. Klett, Dr.C.
Katharinenhospital
Inst.f.Klinische Chemie
Kriegsbergstr.60
7000 Stutigart 1
Tel:  0711/2034-451
Fax: 0711/2075-2408

20. Kohr, A.
Klinge Pharma GmbH
Postfach 80 10 63
8000 Minchen 80
Tel:  089/43190-457
Fax: 089/43190-500

21. Kotzsch, Dr.M.
Inst.f.Pathologie
Med.Akademie Dresden
FeTscherstr.74
0-8019 Dresden
Tel:  0037/41/4583035
Fax: 0037/51/4584358

22. Liedl, Th.
Urologische Klinik
Klinikum GroBhadern
Marchioninistr.15
8000 Minchen 70
Tel:  089/7095-1
Fax: 089/



23.

24,

25.

28.

27.

28.

Liese, J.

Immundefekt Ambulanz
Univ.Kinderklinik
Lindwurmstr.4

8000 Miinchen 2

Tel:  089/5160-2863
Fax: 089/5160-2811

Lischwe, G.

E.Merck

Pha Fo IMP

Postfach 41 19

6100 Darmstadt 1
Tel: 06151/72-33 23
Fax: 06151/72-3368

Mannhardt, Dr.W.
Forsch.Labor
Univ.Kinderklinik

Obere Zahlbacher-Str.63
6500 Mainz

Tel: 06131/

Fax: 06131/173364

Menze, R.

Institut fur Pathologie
der Universitat
Universitatssir.31
8400 Regensburg
Tel:  0941/943-3890
Fax: 0921/943-4946

Mitze, Dr.M.

Klinik fiir Geburishilfe
u.Frauenheilk.d.Univ.
Postfach 3960

6500 Mainz

Tel: 06131/17-2258
Fax: 06131/2223 32

Muller, H.J.

Hoechst AG

Werk Kalle-Albert
Postfach 3540

6200 Wiesbaden 1
Tel: 0611/685307
Fax: 0611/9680-257

29.

30.

31.

Nebe, B.
Zentr.f.Bioengineering
der Universitat
Ernst-Heydemann-Str.6
0-2500 Rostock 1

Tel: 0037/81/396-607
Fax: 0037/81/396-586

Neifer, Dr.S.

Landesinstitut flr
Tropenmedizin Berlin
Koénigin-Elisabeth-Str.32-42
W-1000 Berlin 19

Tel:  030/3032-887

Fax; 030/3032-737

Nekarda, Dr.H.
Chirurg.Klinik u.Poliklinik
d.Techn.Universitat
Ismaningerstr.22

8000 Minchen 80

Tel:  089/4140-4086
Fax: 089/

32. Pirstner, Dipl.Ing.

Frauenklinik

der Universitét
Auenbrugger Platz 14
A-8036 Graz

Tel:  0043/316/

Fax: 0043/316/3853061

33. Raulf, Dr.M.

Berufsgen.Forsch.Inst.
fir Arbeitsmedizin
Gilsingstr.14

4630 Bochum 1

Tel: 0234/316271
Fax: 0234/308601

34, Reinert, Dr.K.U.

Innere Medizin V
d.Universitat

6650 Homburg a.d.Saar
Tel: 06841/16-3605
Fax: 06841/16-3602




35.

36.

37.

38.

39.

40.

Reinke, Dr.C.
Pharmaz.Institut

der Universitat
Totengésslein 3
CH-4051 Basel

Tel:  0041/61/257940
Fax: 0041/61/

Renner, Dr.H.
Forsch.Inst.f. Tuberkulose
u.Lungenkrankheiten
Karower Str.11

0-1115 Berlin-Buch

Tel:

Fax:

Riesenberg, Dr.
Urologische Klinik
Klinikum GroBhadern
Marchioninustr.15
8000 Minchen 70
Tel:  089/7095-3346
Fax: 089/

Schondorf, M.

Institut fir Klin.Biochemie
der Universitat
Sigmund-Freud-Str.25
5300 Bonn 1

Tel:  0228/260-2869
Fax: 0228/280-3433

Schroder, J.
Abt.H&matol./Onkologie

Klinikum Steglitz d.Fr.Univ.

Hindenburgdamm 30
1000 Berlin 45

Tel:  030/798-2663

Fax: 030/798-4141

Schmitz, Dr.J.
Bernhard-Nocht-Institut
fiir Tropenmedizin
Bernhard-Nocht-Str.74
2000 Hamburg 36

Tel: 040/31182-421
Fax: 040/31182-400

41.Schwachula, Dipl.Med.A.

Institut fiir Biochemie
Bereich Medizin d.Univ.
Hollystr.1

0-4020 Halle

Tel:  0037/46/849358
Fax: 0037/46

42. Stauble, B.
Pharmaz.Institut
der Universitat
Totengasslein 3
CH-4051 Basel
Tel:  0041/61/257940
Fax: 0041/61

43. Steinbach, Dipl.Phys.P.
Institut fir Pathologie
der Universitat
Universitétsstr.31
8400 Regensburg
Tel:  0941/943-3890
Fax: 0921/943-4946

44. Strobel, |.
Dermatologische Klinik
d.Universitat
Frauenlobstr.9-11
8000 Miinchen 2
Tel: 089/5160-4679
Fax: 089/8578-3777

45. Thiery, Dr.J.
Inst.f.Klinische Chemie
Klinikum GroBhadern
Marchioninistr.15
8000 Miinchen 70
Tel:  089/7095-1
Fax: 089/

46. Volkening, U.
Inst.f.Pathologie
Ev.Krankenh.Bethesda
Heerstr.219
4100 Duisburg 1
Tel: 0203/63148
Fax: 0203/6008-1649



47.

48.

49,

50.

Wick, Dr.M.
Inst.f.Klinische Chemie
Klinikum GroBhadern
Marchioninistr.15
8000 Miinchen 70

Tel:  089/7095-1

Fax: 089/

Wagner-Ferrer, D.
Inst.f.Klinische Chemie
Klinikum GroBhadern
Marchioninistr.15
8000 Minchen 70

Tel:  089/8095-1

Fax: 089/

Wolf, G.
Inst.f.Med.Mikrobiologie
Tierérztl.Fak.d.Univ.
Veterinarstr.13

8000 Minchen 22

Tel: 089/2180-2772
Fax: 089/2180-2597

Wollenberg, Dr.A.
Dermatol.Klinik

der Universitét
Frauenlobstr.9-11
8000 Miinchen 2

Tel:  089/5160-4679
Fax: 089/




DNA ANALYSE UND FLUORESZENTE IN-SITU HYBRIDISIERUNG
BEI BAKTERIEN

Prof.Dr.W.Beisker

Abt.Zytometrie, GSF-Forschungszentrum
fir Umwelt und Gesundheit
8042 Neuherberg




FLOW CYTOMETRY OF MICROBIAL CELLS

Beisker,W.“’ and Waliner,G.{z)

(1) GSF - Inst. f. Biophysikalische Strahlenforschung
Ingolstédter Landstrasse 1, D-8042 Neuherberg, FRG

(2} Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Techn. Univ. Miinchen,
Arcisstrasse 21, D-8000 Miinchen 2, FRG

Experiment 1

Title:

Literature:

Introduction:

In situ hybridization of microbial cells with rRNA targeted
fluorescent oligonucleotide probes.

Amann, R. ., B. J. Binder, R. J. Olson, S. W. Chisholm, R.
Devereux, and D. A. Stahl: Combination of 16S rRNA-targeted
oligonucleotide probes with flow cytometry for analyzing mixed
microbial populations. Appl. Environ., Microbiol. 56: 1919-1925,
1990.

Delong, E. F., G. 8. Wickham, N. R. Pace: Phylogenetic stains:
ribosomal RNA-based probes for the identification of single cells.
Science 243: 41-44, 1989.

Fluorescent oligonucleotide probes complementary to short
sequence elements within the naturally amplified 165 and 23S
rBNA can identify microbial cells at different phylogenetic levels
by in situ hybridization ("phylogenetic stain"). By targeting more
conserved regions of the rBRNA molecule larger groups of
microorganisms can be stained. More variable regions are specific
at genus or species level. The hybridized cells can be analysed by
fluorescence microscopy or flow cytometry.

In this experiment we use probes complementary to highly
conserved regions: "EUB" is specific for eubacteria and will stain
E. coli, "EUK" is specific for eukaryotes and will stain Sac.
uvarum,

Escherichia coli and Saccharomyces uvarum cells were fixed in
4% paraformaldehyd, washed, and resuspended in 1 Vol. PBS
(130 mM NaCl, 30 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2) plus 1
Vol. of absolute ethanol. The final concentration is approximately
108 to 108 cells per mi,

Hybridization buffer:

0.9 M NaCi, 0.1 % SDS, 20 mM Tris/HCI, pH 7.2



Fluorescent oligonucleotide probes:

Oligodeoxynucleotides {length 15 to 25 nucleotides) were
chemically synthesized. Via a 5" amino-linker the fluorescent dye
5(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester (FLUOS,
Boehringer Mannheim) was attached to the probe.

Hybridization:

5 ul of cells and 5 ul of oligonucleotide probe {10 ng/ul; final
conc. 1 ng/ul) are added to 40 yl of hybridization buffer.

After two hours of incubation at 46 °C the sample is diluted by
500 ul of ice-cold PBS and measured in a flow cytometer.

Flow cytometry:
Excitation: 488 nm, 500 mW (argon laser)
Emission: 530 nm band pass filter




Experiment 2

Title:

Literature:

Introduction:

Cells:

Determination of guanine-plus-cytosine content of bacteria.

Van Dilla, M. A., R. G. Langlois, D. Pinkel, D. Yajko, and W. K.
Hadley: Bacterial characterization by flow cytometry. Science
220: 620-622, 1983.

Sanders, C. A., D. M. Yajko, W. Hyun, R. G. Langlois, P. S.
Nassos, M. J. Fulwyler, and W. K. Hadley. Determination of
guanine-plus-cytosine content of bacterial DNA by dual-laser flow
cytometry. J. Gen. Microbiol. 136; 359-365, 1990.

Bacterial species vary widely in DNA base composition: %G+ C
values range between 25 and 70 percent of the total number of
base pairs present in the DNA. Double fluorescent DNA staining
of bacterial cells by Chromomycin A3, having guanine-cytosine
(GC) binding preference, and Hoechst 33258, having adenine-
thymine (AT} binding preference, provides information on the
DNA base composition.

Cells of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Micrococcus luteus were fixed in 70% ethanol at a concentration
of 10¢ to 108 per ml.

10 gl of Chromomycin A3 (1 mM = 1.2 mg/ml) and 10 ul of
Hoechst 33258 (0.3 mM = 0.16 mg/ml) are added to 1 ml of
TMS-buffer (150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl, 10 mM TRIS/HCI, pH
7.2}, containing 10 ul of cell suspension.

Flow Cytometry:

Excitation:

Emission:

457 nm, 160 mW {argon laser), and
360 nm ,250mW {argon laser)
two 500 nm long pass filters



Experiment 3

Title:

Literature:

Introduction:

Cells:

Staining:

Effect of chloramphenicol-treatment on the DNA content of E.
coli cells.

Steen, H. B., E. Boye, K. Skarstad, B. Bloom, T. Godal, and 8§.
Mustafa: Applications of flow cytometry on bacteria: cell cycle
kinetics, drug effects, and quantitation of antibody binding.
Cytometry 2: 249-257, 1982.

Chloramphenicol inhibits protein synthesis and, as de novo
protein synthesis is required for it, initiation of chromosome
replication and cell division.

In fast growing E. coli cells the cell division rate is faster than the
chromosome replication rate. Therefore these cells initiate
replication of a chromosome before the previous round of
replication has been completed. Chloramphenicol blocks
chromosome initiation and cell division, whereas DNA synthesis,
that is replication of chromosomes which had already initiated
when the antibiotic was given, continues. That results in cells
containing DNA amounts equivalent to two or four complete
chromosomes.

Escherichia coli cells were harvested at various times after
chloramphenicol (100 uyg/mi) had been added, and fixed in 70%
ethanol.

25 ul of 4,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI; 0.2 mM = 0.075
mg/ml} are added to 1 ml of PBS {130 mM NaCl, 30 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.2), containing 10 gyl of cell suspension.

Flow cytometry:

Excitation:
Emission:

360 nm, 250 mW (argon laser)
424 nm band pass filter
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Combination of 16S rRNA-Targeted Oligonucleotide Probes with
Flow Cytometry for Analyzing Mixed Microbial Populations

RUDOLF I. AMANN,'{ BRIAN J. BINDER,? ROBERT J. OLSON,? SALLIE W. CHISHOLM,?
RICHARD DEVEREUX,! AnD DAVID A. STAHL!*
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Ralph M. Parsons Laboratory 48425, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
Massachusetts 02139%; and Biology Department, Woods Hole Oceanographic
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Fluorescent oligonucleotide hybridization probes were used to Iabel bacterial cells for analysis by How
cytometry. The probes, complementary to short sequence elements within the 165 rRNA common to
phylogenetically coherent assemblages of microorganisms, were labeled with tetramethylrhodamine and
hybridized to suspensions of fixed cells. Flow cytometry was used to resolve individual target and nontarget
bacteria (1 to 5 pm) via probe.conferred fluorescence, Target cells were quantified in an excess of nontarget
cells. The intensity of fluorescence was increased additively by the combined use of two or three fluorescent
probes complementary to different regions of the same 163 rRNA.

Assessments of diversity, abundance, and activity of
water column microorganisms are fundamental to studiés in
aquatic microbiology. Yet, most past measurements have
been compromised by methodology, principally the require-
ment for pure-culture isolation and the use of subjective
criteria for classification. Recent studies in molecular evolution
and molecular phylogeny have provided new perspectives
and new tools for studies in environmental microbiology.
Most notably, the comparative sequencing of homologous
biopolymers has served to reveal phylogenetic relationships
among microorganisms. Extensive sequencing of the ribo-
somal RNAs (55 and 165- and 23S-like TRNAs) has been
particularly informative. Sequence divergence among these
individual rRNAs has defined the outline of a natural classi-
fication of microorganisms (28). These data can also be used
to design hybridization probes for determinative studies in
microbiology.

The 16S-like rRNA has been the common target for
determinative hybridization probes (1, 25). By using selected
regions within the larger rRNA molecules {16S- and 23S-like
rRNAs) as hybridization targets for synthetic oligonucleo-
tides, probe specificity can generally be freely adjusted.
Microbial species or subspecies can be distinguished by
oligonucleotides complementary to the most variable regions
of the molecule (25). By targeting regions of increasing
conservation, prebes can be made to encompass specific
genera or higher taxons (e.g,, the three kingdoms: archae-
bacteria, eucaryotes, and eubacteria) (29). Finally, some
regions of the rRNAs have remained essentially unchanged
in all sequenced species; these can be used as targets for
universal probes. Universal probes have been used to mea-
sure total IRNA abundance in the environment and to assess
differences in cellular rRNA content (1, 25).

A single Escherichia coli cell has between 10* and 10°
ribosomes and, consequently, as many copies of 58 and 165-
and 235-like rRNAs (15). Thus, the rRNA is a naturally
amplified target for hybridization probes. Giovannoni and

* Corresponding author.
1 Present address: Lehrstub! fiir Mikrobiologie, Technische Uni-
versitat Munchen, 8000 Munich 2, Federal Repubiic of Germany.
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co-workers first demonstrated that because of the high copy
number, individual cells can be identified by using singly
radiolabeled oligonucleotides (10). More recently, fluores-
cent dye-labeled probes have been used for the direct
microscopic identification of single cells; the term *‘phylo-
genetic stain’ was coined to describe the unique character of
these probes (1, 8). Although fluorescent antibodies have
been applied to the identification of single cells in the
environment, their specificity is generally restricted to the
species or subspecies level (3, 5, 16, 26) and their develop-
ment requires previous isolation of the target organism. In
contrast, the potential specificity of rRNA-targeted fluores-
cent probes spans the entire phylogenetic spectrum. Fur-
thermore, based on the extensive 165 rRNA sequence data
base, probes can be designed for organisms which have not
yet been brought into culture (19).

Flow cytometry is a well-established method for measur-
ing selected physical and chemical characteristics of individ-
ual cells. Multiple parameters (e.g., forward and 90° light
scatter and fluorescence emission at wavelengths of interest)
can be determined individually for a large number of cells in
a short time {(up to several thousand cells per second). In the
last 5 years flow cytometers have been applied to ecological
studies, especially to measure the distribution and abun-
dance of marine picoplankton (6, 14, 18, 20, 23).

Currently, most applications of flow cytometry to environ-
mental samples make use of various morphological and
physiological characteristics of the cells (e.g., size and
pigment content of photosynthetic organisms) (20). These
criteria generally are not sufficient for identification at the
genus or species level. Staining with DNA-specific fiuoro-
chromes offers information about numbers of bacterial cells
but not about their identity. The combined use of dyes that
bind preferentially to G.C or AT base pairs has been used to
distinguish organisms of different G+C content (C. A. Sand-
ers, D. M. Yajko, W. Hyun, R. G. Langlois, P. S. Nassos,
M. J. Fulwyler, and W. K. Hadley, Abstr. Annu. Meet. Am.
Soc. Microbiol, 1989, R-1, p. 280) but offers limited insight
into community composition: organisms with identical per-
cents G+C are not necessarily related phylogenetically.
Although flow cytometric detection of rRNA in fixed eucary-
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eubacterial

orobe 3¢ -TGAGGATGCCCTCCGILG-5"
target 57 =~ ACUCCUACHGEAGECAGC-3
E.coliv VCCAGRCUCCUACGGGAGGEAGCAGUG
D.gigas~ UCCAGACUCCUACGGGAGSCAGCARUG

D.hydrogen*  UCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUG
Dsv.desulf UCCAGACUCCUACGGGAGGLAGCAGUG

Dasax.vay UCCAGACUCCUACGGGAGGCAGCAGUG
Myx.xant UCCAGACUCCUACGGGRGGCAGCAGUG
Agr.tume CCCARACUCCUACGGGAGRCAGCAGYG
Flav.fer GCRNGACUCCUACGGGAGGLAGCAGUA
3.aubtil CCCAGACUCCUACGGGAGSCAGCAGUA

He.van CECCAGGUCCURCGGGGCGCAGCAGEC
D.discoideum CUACCACUUCUACGGAAGGCAGCAGGC

SRB

probe 37 ~GGACTGCGICGCIGCGREC-5
Target 5¢ -CCUGACGCAGCGACGCCG-37
E.coLix GCARGCCUGAUGCAGCCAUGCCGLGUG
D.gigas* GAMAGCCUQACGCAGCGACGCCGCGUS
D.hydrogen* GCARCCCUGACGCAGCARCGCCGLGUG
Dsv. desulf GAARAGCCUGACGCAGCGACGCCEUGUG
Dsszar.var GARAGCCUGACGCAGCAACGCCGLGUG
Myx.xant GAAMRGCCUGACGCAGCARCGCCGCEUG
Agr.ume GCAAGCCUGRUCCAGCCAUGCCELGUG
Flav.fer GARAGUCUGRACCAGCCAUGCOGHGUE
B.subtil GARAGUCUGACGGAGCRACGECGLGUG

Me.van GARAGUGCGACEEGEGEACCCCARGUG |
d.discoideum = AUACGGGGARGUAGUGACARUARAU-
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eykaryotic

proba 3’ =CCTCCCGTTCAGALCA-S"
target 5! -GGAGGGCAAGUCUGSU-37
E.collr ~AAGCACCGGLUAALUCC-GUGCCA
.gigag* —AAGCACCGGTUARCUCC-GUGCCA
D_hydrogen* = AAGCGLCGGLNAACUCK-GUGCCA
Dsv.desulf —AAGCACCGGCUARCUCC-GNGCCA
Dssar.var ~AAGCACCGGCUAACUCC-GUGCTA
Hyx.xant =AAGCRCCGGCDARCUCT-GUGCCA
Agr.tuma ~ARGCCCCGECUANCUUC-GUGCCA
Flav.fer -AAGCACCGGCURACUCC-GUGCCA
B.subtil ~ARGCCACSGGCUARCUAC-GUGCCA

He.van =AAGGGCUGGGCAAGULIGEUGECA
D.discoidewm  CARUUGHAGGGCARGUCUGSUGCCA

Desulfobacter

pchbe 3" - ARRCCCCTACTCARACGEMT-57
target S ~UUUGGEGAUGRTUYUGEGRA=3"
E.calix —==~GCCAUCEEAUSUSCCCAGRUGESAY
D.gigas* we——ACARUGACAUGAGUCCGCGUCUCAD
D.hydrogen* ====GUUUGGGGAUGAGUCUGCGGACCA
Dsv.desulf =—-——ACGUAAGGAUGAGUCCGCGUCCCAY
Dssar.var w===GUUUGARGAUGGFLCCGCGUACCAY
Myx.xant === RCATICAGAUGAGUCCGCGGECCCAY
Agr.tume ————GEEGUAUGAUGAGCCCGCENIGGAY
Flav.fez ==~ GCUAGAAGACEESUGUGLEELUGAY
B.s5ubtil —==~ACUURCAGAGEACCCGCGGCGCAY
¥c.van = ~meee CCCRAGGAUAGEACUGCECUCEAY
D.discoideum  -----, ARGUCUBACUGUGUCACTUGCCCUAY

FIG. 1. 168 tRNA sequence alignments showing target regions of probes. An asterisk () marks the sequences of the three species used
in this stedy. The 168 fRNAs compared in these alignments are of the following organisms: E. coli*, E. cofi {4); D. gigas*, Desulfovibrio gigas
(9); D. hydrogen®*, Desulfobacter hydrogenophilus (9); Dsv. desulf, Desulfovibrio desulfuricans (21); Dssar. var, Desulfosarcina variabilis (9);
Myx. xant, Myxococcus xanthus (21); Agr. tume, Agrobacterium tumefaciens (30); Flav. fer, Flavobacterium ferrugineum (27); B. subtil,

Bacilles subtilis (11); Mc. van, Methanococcus vannielii (13); and D. discoideum, Dictyostelium discoidewmn (17). Mismatched pairings and

deletions are shaded.

otic cells has been demonstrated by using biotin-labeled
transcription products as probes (2), long probes encompass
conserved tracts of sequence and therefore lack the speci-
ficity offered by short oligonucleotide probes. Here we
document the use of flow cytometry to quantify defined
mixtures of bacteria hybridized with 16S-like rRNA-targeted
fluorescent oligonucleotide probes. Although the limits of
cell size and ribosome content have not vet been evaluated,
this approach could extend the use of flow cytometry to
direct detection and identification of virtually any microor-
ganism in the aquatic environment.

MATERIALS AND METHODS

Design of oligodeoxynucleotide probes. A data base of
about 250 complete and partial 165 rRNA sequences was
used to identify probe targets of appropriate specificity. The
following oligonucleotides were used (all numberings list the
corresponding positions in the E. coli 168 rRNA): (i) eubac-
terial (5'-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3), specific for all
eubacteria (positions 338 to 355); (ii) sulfate-reducing bacte-
ria (SRB}(5'-CGGCGTCGCTGCGTCAGG-3", inclusive for
most species of the 3-group of purple bacteria (positions 385
to 402}); (iii} desulfobacter {5'-T(C/A)CGCA(G/A)ACTCAT
CCCCAAA-3'], specific for the genus Desulfobacter (posi-
tions 220 to 239); (iv) eucaryotic (5'-ACCAGACTTGCCC
TCC-3"), specific for eucaryotes (positions 502 to 516).
Figure 1 shows sequence alignments of the 165 rRNA of
several microbial species in the target region for these
probes.

Source and growth of strains. Three species of eubacteria
of known 165 rRNA sequence were used: E. coli TB1
(Bethesda Research Laboratories, Inc., Gaithersburg, Md.),
Desulfovibrio gigas (ATCC 19364), and Desulfobacter hy-
drogenophilus (DSM 3380). Growth temperatures and media
for the different organisms were: E. ceoli at 37°C in aercbic
TY medium (1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl

[pH 7.21), D. gigas at 30°C in anaerobic freshwater-lactate
medium (7), and D. fiydrogenophilus in anaerobic saltwater-
acetate medium (7). The cells were grown to the late
logarithmic phase and harvested by centrifugation in an
Eppendorf microcentrifuge (12,000 rpm, 2 min, 4°C). The
growth medium was decanted, and the cells were suspended
by thorough vortexing in cold phosphate-buffered saline
(PBS) solution (130 mM sodium chloride, 10 mM sodium
phosphate buffer [pH 7.2]).

Cell fixation and storage. The cells were fixed with fresh
{(not older than 24 h), cold paraformaldehyde solution (4% in
PBS). One volume of cell suspension was mixed with 3
volumes of fixative, and the mixture was incubated at 4°C for
16 h. The cells were pelleted by centrifugation (Eppendorf
microcentrifuge; 12,000 rpm, 2 min, 4°C), washed with PBS
solution to remove residual fixative, pelleted again, and
resuspended at a concentration of 10% to 10% cells per ml in
PBS solution. One volume of fixed cell suspension was
added to 1 volume of cold absolute ethanol (10}, and the
mixture was stored at —20°C for up to 2 weeks without
apparent influence on the hybridization.

Direct counting of cells, The concentration of cells in the
fixed suspensions was determined by direct counting of
4’ ,6'-diamidino-2-phenylindole-stained cells on membrane
filters (12, 22). Samples of the fixed-cell suspension were
diluted to 1 mlin 0.2-um-pore-size-filtered water and stained
for 10 min in a filter tower by addition of 10 pl of a 1-mg/m!
stock solution of 4*,6'-diamidino-2-phenylindole. Cells were
concentrated onto a 0.2-wm-pore-size membrane filter (25-
mm diameter; Poretics Corp., Livermore, Calif.) by applying
a slight vacuum. After washing with 1 ml of 0.2-pm-pore-
size-filtered water, the filters were mounted in oil and
observed immediately by epifluorescence microscapy.

Synthesis and purification of fluorescent oligodeoxynucle-
otides. The oligedeoxynucleotides were synthesized with
one primary amino group at the 3 end (Aminolink 2; Applied
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FIG. 2. Whole-cell hybridization with tetramethylrhodamine-labeled probes. All hybridizations were performed at 45°C for 1 h followed
by a 30-min washing step at 48°C. Phase-contrast (left) and epifluorescence {right) photomicrographs are shown for each field. (A and B)
D. gigas (vibrios) and E. coli (rods) hybridized with the eubacterial probe. (C and D) D. gigas and E. coli hybridized with the SRB probe.

Biosystems, Foster City, Calif.). Tetramethylrhodamine iso-
thiocyanate {Research Organics, Cleveland, Ohio) was co-
valently bound to the amino group as earlier described (1).
The dye-oligonucleotide conjugate (1:1) was purified from
unreacted components (1) and stored at —20°C in double-
distilled water at a concentration of 50 ng/ul.
Hybridization of fixed cells with Auorescent probes. The
purity and quality (intact morphology and high rRNA con-
tent) of the fixed cells as well as the quality of the probe were
evaluated by hybridization of celis bound to gelatine-coated
stides. Small portions (1 to 3 pb) of the cell suspension in
ethanol-PBS were spread on gelatin-coated slides and al-
lowed to air dry. After dehydration in 50, 80, and 100%
ethanol (2 min each), the cells were hybridized at 45°C with
probes as previously described (1). Following hybridization,
the slides were washed for 30 min at 48°C in 0.9 M sodium
chloride~0.1% sodium dodecyl sulfate—20 mM Tris hydro-
chloride (pH 7.2). The cells were observed with an Olympus
BH2 microscope (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan) fitted
for epifluorescence with a high-pressure mercury bulb and

filter set no. BL. 0892 and documented by photography as
previously described (1),

Hybridization for flow cytometric analysis was modified
as follows: 1 to 7 ul of fixed-cell suspension was transferred
to a prewarmed (45°C) 1.6-m! Eppendorf tube and mixed
with 50 pl of prewarmed hybridization buffer (0.9 M sodium
chloride, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 100 pg of polyade-
nylic acid per ml, 20 mM Tris hydrochloride [pH 7.2]). After
adding 200 ng of tetramethylrhodamine-labeled oligodeoxy-
nucleotide probe, the tube was immediately transferred to a
45°C incubator. After 1 h, the hybridization was stopped by
adding 1 ml of 0.2-pnm-pore-size-fltered double-distilled wa-
ter and the resulting suspension was immediately used.

Flow cytometric analysis. Analyses were performed on a
flow cytometer {(mode! Epics-V; Coulter Electronics, Inc.,
Hialeah, Fla.) equipped with a Biosense flow cell and a 6-W
argon ion laser. The laser was tuned for 515-nm emission
{300 mW) and focused with a 38-mm spherical quartz lens
(spot size, approximately 20-um diameter). Fluorescence
was measured as light passing a 385-nm band pass interfer-



1922 AMANN ET AL.

ence filter (45 nm at full band width at half maximum
transmission) and a 530-nm-long pass absorbance filter,
Signals were amplified with 3 decade log amps and collected
at a rate of approximately 10® signals per s; histograms
shown represent a total of 30,000 to 60,000 events each.
Fluorescence data were normalized to calibration beads
(0.5-pm diameter “‘polychromatic’® beads; Polysciences,
Inc., Warrington, Pa.}, which were added in known concen-
tration to each sample but gated out of the histograms
presented here. To compare the fluorescence of individual
cells, we used mode values, as these are less biased by cell
clumping than are means. The modes reported here have
been linearized by using a calibration factor for the log amp
derived by the method of Schmid et al. (24).

RESULTS AND DISCUSSION

Flow cytomefric detection of specific probe binding to single
cells. Pure cell suspensions of D. gigas and E. coli were
initially hybridized with the SRE probe and analyzed by flow
cytometry. This probe is complementary to the 16S TRNA of
D. gigas but has three mismatches to the comresponding
region in E. coli. These mismatches destabilize the heterol-
ogous hybrid (45°C hybridization) enough for clear micro-
scopic discrimination between D. gigas and E. coli (Fig. 2).
The resulting two-parameter histograms of forward light
scatter and fluorescence showed well-defined differences
between the complementary (D. gigas) and noncomplemen-
tary (E. cold cells (Fig. 3A and B). The mode relative
intensities of fluorescence were 60 for D. gigas and 2.9 for E.
coli (Table I). Subsequently both ceil suspensions were
hybridized with the eubacterial probe, which is complemen-
tary to both organisms (Fig. 3C and D)., As expected, the
fluorescence of D. gigas labeled with the eubacterial probe
was the same as that with the SRB probe (Fig. 3C; Table 1).
E. coli hybridized with this probe was about threefold less
fluorescent than D. gigas (Fig. 3D; Table 1) but still about an
order of magnitude more fluorescent than the same cells
hybridized with the noncomplementary SRB probe.

In order to assess nonspecific probe binding, both organ-
isms were hybridized with the eucaryotic probe (Fig. 3E and
F). This probe has seven mismatches and one deletion with
the 16S rRNA of both D. gigas and E. coli (Fig. 1). The E.
coli fluorescence with the eucaryotic probe was very low
and, as expected, comparable to that of hybridization with
the SRB probe (Table 1). Although D. gigas fluorescence
with the eucaryotic probe was significantly less than with
either the SRB or eubacterial probe, it was more fluorescent
than E, coli hybridized with the same probe. This was
evidenced by a population clearly separated from the noise
(Fig. 3E; Table 1), Since this positive signal persisted in the
presence of a 50-fold excess of unlabeled eucaryotic probe,
it apparently does not represent oligonucleotide hybridiza-
tion to alternative sites on the rRNA. It originates in part
from autofluorescence of the fixed D. gigas cells. Autofluo-
rescence of D. gigas is significantly higher than that of E.
coli (Table 1). Also, nonspecific binding of the dye-oligonu-
cleotide conjugate to other cellular constituents could con-
tribute to fluorescence; unlabeled oligonucleotide is not a
competitor.

Detection and enumeration of specific cells in mixtures.
Defined mixtures of D, gigas and E. coli hybridized with the
SRB probe were used to determine the utility of this tech-
nique for enumerating specific bacteria against a background
of nontarget cells. Cell concentrations of the fixed-cell
suspensions were first determined by direct counting of
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FIG. 3. Flow cytometric analysis of D. gigas and E. coli popu-
lations hybridized with three different probes: SRE (A and B),
eubacterial (C and D), and eucaryotic (E and F). Data are presented
as two-parameter histograms: x axis, log forward angle light scatter
per cell {relative units); y axis, log fluorescence per cell (normalized
to standard beads); and z axis {elevation on these contour plots),
relative cell number. Contour levels correspond to .05, 0.1, 0.2,
0.4, and 0.8% of the total cell number. The x and y axes cover 3
decade log amps each.

4',6'-diamidino-2-phenylindole-stained cells on membrane
filters. Cells were mock hybridized by incubating in hybrid-
ization buffer for 1 h before diluting with 1 mi of 0.2-pm-
pore-size-filtered water and counting. Pairs of dividing cells
and cell clusters contribute to a single event in the flow
cytometric analysis and were therefore counted as one. The
D. gigas cell preparation had a high number of dividing cells
(ca. 509%), and the E. coli preparation consisted of about
one-third cell clusters containing up to 10 cells. Fixed D,
gigas (1.2 x 10%ml) and E. coli (7.0 X 10%/ml) cell suspen-
sions were mixed to give final concentrations of D. gigas of
50, 20, 3, and 0.8% of the total cell number. The mixtures
were then hybridized with the SRB or eubacterial probe and
analyzed on the flow cytometer. Hybridization with the
eubacterial probe provided a total cell count.

Target cells comprising as few as 3% of the total were
clearly visible as a well-separated population (Fig. 4). In
order to enumerate the cells of interest, a bitmap that
surrounded the area in which homologous hybﬁQized cells
appear on the two parameter plot was generated (Fig. 4). The
results of the flow cytometric analysis (Table 2) closely
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TABLE 1. Mode fluorescence values of fixed-cell preparations
after hybridization with tetramethylrhodamine-labeled
oligodeoxynucleotide probes
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TABLE 2. Comparison of flow cytometry-measured D. gigas cell
densities in the microscopically quantified mixtures
of D. gigas and E. coli shown in Fig. 4°

Mode fluorescence value

Detection of D. gigas against increasing E, coli background

Probe
D. gigas E, coli Expected Measured
SRB 60.0 2.9 D. gigasimt Totaliml 3 D. gigasimi®*  Total/ml° %
Eubacterial 60.0 21.0

Eucaryotic 150 31 60X10° 60x10° 1000 77x10° 89x10° 87.0
None 21 <11e  60x10° 12x10° 500 45x10° 94x10° 480
’ ; 40x10° 19 x10% 220 3.8x10° 135x10° 250

2 Minimuen log amp signal. 1.0 x 10° 3.1 %108 3.2 12x10° 28x10° 4.3
22 x 108 29 x 108 0.8 61x10° 17x10° 3.5

0.0 5.0 x 10° 0.0 60x10° 24x10° 03

matched the expected values (the 0.8% value is slightly
elevated) and indicate that flow cytometry in combination
with fluorescent oligodeoxynucleotide probes can identify
and enumerate specific microorganisms over a wide range of
concentrations.

Increasing the signal intensity with mulfiple probes. A
unigue oligodeoxynucleotide probe labeled with one mole-
cule of fluorescent dye can be sufficient to detect and
distinguish rapidly growing cells. However, organistns in the

A

Log Fluorescence

Log FALS

FIG. 4. Flow cytometric detection of D. gigas against an increas-
ing background of E. coli. The two cell types were mixed and
hybridized with the SRB probe; percentages of D, gigas were as
foltows: 100% (A), 50% (B), 20% {C), 3% (D), 0.8% (E), and 0.0%
(F). Data presentation is as described in Fig. 3, except that the
contour levels correspond to 1, 3, 9, 27, and 81 cells in all panels.
The bitmap defining the D. gigas population was drawn based on
panel A and used unaltered on the other histograms.

¢ Pure stocks of each cell type were enumerated microscopically and mixed
in different proportions 1o yield the cell densities indicated.

* D, pigas counts were derived from the bitmaps shown in Fig. 4A to F.

¢ Total counts were derived from light-scattering data.

environment often do not grow at their optimal rate. Del.ong
and co-workers demonstrated that signal intensity is directly
related to the physiological status of the cells (8). Cells
growing at a slower rate have fewer 165 rRNA target sites
and a reduced fluorescent signal. Furthermore, the relative
concentrations of TRNA and the probe availability of rRNA
target regions can vary for different species. For environ-
mental studies, it therefore may be necessary to increase the
number of dye molecules delivered to each target nucleic
acid molecule.

Preliminary studies with oligonucleotides having more
than one dye molecule attached (e.g., by tailing) demon-
strated high levels of nonspecific binding (R. 1. Amann,
unpublished data). However, an alternative straightforward
approach is to use multiple probes. We examined this by
hybridizing D. hydrogenophilus with various combinations
of the eubacterial, desulfobacter, and SRB probes. The
eubacterial probe has no mismatches to the target organism.
Although the desulfobacter probe contains two degeneracies
(A/C and A/G) and is a mixture of four slightly different
oligonucleotides, it demonstrated a hybridization intensity
virtually identical to that of the eubacterial probe (Fig. 5;
Table 3). The SRB probe has a single mismatch with the 165
rRNA of D. hydrogenophilus; its fluorescence intensity was
correspondingly reduced but was still above that of the
eucaryotic probe background (Fig. 5; Table 3). This is an
example of the potential influence of a single mismatch on
the stability of an oligonucleotide hybrid. The hybridization
signal was approximately doubled by the combined use of
the eubacterial and desulfobacter probes (Fig. 5; Table 3).
Intensity was further increased by addition of the SRB probe
to the hybridization mixture and demonstrated that the
fluorescent signal was additively increased by combined
probing. By using multiple probes of identical specificity, it
should therefore be possible to detect even slow-growing
microorganisms.

Future directions, This study demonstrated the potential
use of fluorescent hybridization probes in combination with
flow cytometry. In principal, the phylogenetic underpinnings
of the analysis could offer the basis for integrated studies of
natural systems. For example, the general approach might
be used for hierarchical analyses of defined phylogenetic
groups: determining the abundance of specific kingdoms ina
first step, probing for various phyla in a second and for
families or generain a third, and so on. Having so defined the
dominant resident microbiota, the easily automated flow
cytometric detection could serve to track population
changes.
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FIG. 5. Application of multiple probes to the same target cell.
Suspensions of D. hydrogenophilus were hybridized with the fol-
lowing probes: no probe (A), eucaryotic (B), SRB (C), desulfobacter
(D), eubacterial (E), desulfobacter and eubacterial (F), and desulfo-
bacter, eubactenial, and SRB (G). Single-parameter histograms of
relative cell number versus log fluorescence are shown. Histograms
include any signal having forward and 90° light scatter greater than
0. Note that the SRB probe has a single mismatch to the target cells,
the eubacterial probe has no mismatches, and the desulfobacter
probe contains two degenerate positions (see the text),

Future developments must include increasing the fluores-
cent signal per ribosome. Although this was achieved here
by use of multiple probes, other labeling strategies (e.g.,
indirect labeling) should be developed. The use of alternative
fluorochromes must be evaluated. Labeling with rhodamine
has certain disadvantages because some photosynthetic pig-
ments are excited at approximately the same wavelength and
because commonly used lasers (including the one used in
this study) do not efficiently excite this fluorochrome. The
relatively high levels of background fluorescence evidenced
in this study likely will be reduced by improved hybridiza-
tion protocols. To avoid clumping and cell loss, the current
protocol does not include removal of unbound probe or a
high-stringency washing step. Finally, precise relative abun-
dance and activity measurements (as assessed by cellular
ribosome abundance) should be possible by the combined
use of general and specific probes labeled with different
fluorochromes. In this configuration, the intensity of a spe-
cific hybridization signal could be normalized to the intensity
of bound universal probe, thereby correcting for cell-to-cell
differences in rRNA content or availability.
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Phylogenetic Stains: Ribosomal RNA~Based
Probes for the Identification of Single Cells

Epwarp F. DeLonNG, GENE S. WickiaM, NorMaN R. PACE

Rapid phylogenetic identification of single microbial cells was achieved with a new
staining method. Formaldehyde-fixed, intact cells were hybridized with fluorescently
labeled oligodeoxynucleotides complementary to 168 ribosomal RNA (rRNA) and
viewed by fluorescence microscopy. Because of the abundance of rRNA in cells, the
binding of the fluorescent probes to individual cells is readily visnalized. Phylogenetic
identification is achieved by the use of oligonucleotides (length 17 to 34 nucleotides)
that are complementary to phylogenetic group-specific 165 rRNA sequences. Appro-
priate probes can be composed of ofigonucleotide sequences that distinguish between
the primary kingdoms (eukaryotes, eubacteria, archaebacteria) and between closely
related organisms. The simultaneous use of multiple probes, labeled with different
fluorescent dyes, allows the identification of different cell types in the same microscop-
ic field. Quantitative microfluorimetry shows that the amount of an rRNA-specific
probe that binds to Escherichia coli varics with the ribosome content and therefore
reflects growth rate.

sualizing microorganisms  seldom

approach is based on oligodeoxynucleoride

CLASSICAL CHEMICAL STAINS FORVI-  knowledge of the organisms detected. The

provide much information beyond
the morphology of the organisms dereceed.
Reagents such as fluorescent antibodies can
be used for the identification of particular
organisms, but their high specificity limics
their utility 10 well-studied organisms. We
have developed a staining method thar pro-
vides phylogenetic information on single
microbial cells and requires no previous

hybridization probes complementary to ri-
bosomal RNA {rRNA) sequences thar are
diagnostic for selected phylogenetic groups.
When these probes are labeled with fluores-
cent dyes, they can be used for the detection
and phylogenetic characrerization of orga-

Diepartment of Biclogy and Instirute for Molecular and
Celular Biology, Indiana Univessity, Bloomington, IN
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nisms with a microscope.

In situ nucleic acid hybridizacion with
isotopically or fluorescently labeled probes is
widely used for the intracellular localization
and quantitation of RNAs and genes (7).
Isotopically labeled oligodeoxynucleotides
bind to the rRNAs of intact, fixed cells and,
together with autoradiography, can be used

M ¥33
SREL TS AT LTRSS

for the phylogenetic identification of orga-
nisms (2). However, microautoradiography
of such in situ hybridization probes requires
long exposure to photographic emulsions,
Moreover, the useful resolution is no less
than about 1 um because of the scatter of
radioactive disintegrations. The abundance
of cellular ribosomes, 10* to 10° per cell in

Fig. 1. In situ hybridization of formaldehyde-fixed cells with fluorescentdy labeled oligodeoxynuclea-
tides complementary 1o 16§ RNA sequences (7, 8). {A to E) Succharomyces cerevisiae and Bacillus
megaterivn. (F to HY Proreus vulgaris and son-kiler bacterium. (A, D, and F) Phase-contrast MECLOSCORY.
Epifluorescence microscopy shows the binding of the fluorescein-labeled universal probe (B), the X-
rhodamine-labeled cukaryote probe {C), the fuorescein-labeled cukaryote probe (E), the X-rhodamine~
labeled eubacteria probe (G) (also in E), and the fluorescein-labeled son-killer probe (H).

10 MARCH 1989

rapidly growing bacteria, suggested that the
binding of phylogenetic group-specific
probes for the rRNAs might be viewed
direetly in the fluorescence microscope.

One set of fluorescent probes that we
developed for single-cell analysis consists of
oligodeoxynucleotides thar distinguish the
three primary lines of evolutionary descent:
the eubacteria, the eukaryotes, and the ar-
chaebacteria (3). The probes, 17 o 34 nu-
cleotides in length, are the complements of
sequences that are characteristic of known
168 rRINA sequences of each of the respec-
tive lincages (2, 4). The oligodeoxynucleo-
tides were synthesized (Applied Biosystems
DNA synthesizer}), and in the last stage an
amincethyl phosphate linker (5) was ar-
tached to the 5° end. The 5'-aminoethyl
oligedeoxynucleotides were then coupled 1o
fluors and purified (6).

Cells fixed on microscope slides were hy-
bridized in situ as described (2) with some
modifications (7). Phase-contrast and epi-
fluorescence microscopy (8) were used to
show (Fig. 1, A to E) the specificities of the
fluorescent probes that identify the primary
kingdoms. A mixture of Bacillus megaterium
{a eubacterivm} and Saccharomyces cerevisiae
{a eukaryote) was hybridized with a fluores-
cein-labeled “universal” probe (that binds to
the rRNA of all organisms that we have
examined) and, simultaneously, with an X-
rhodamine-labeled probe specific for eu-
karyotes. Phase contrast microscopy (Fig,
1A) reveals both cell types, as does epifiuo-
rescence microscopy with a fluorescein filter
set {Fig. 1B), because the universal probe
binds to the rRNA of ail cell types present.
In the same field, the eukaryotes are exclu-
sively identified with epifiuorescence filrers
specific for the excitadon and emission
wavelengths of rhodamine (Fig. 1C). In a
similar experiment, but with rhodamine-
labeled eubacteria and fluorescein-labeled
eukaryote probes, we used double exposure
to display both fluorescent dyes simulta-
neously (Fig. 1, D and E). In other experi-
ments (not shown) the specified archaebac-
teria probe was similarly efficient in distin-
guishing an archaebacterium (Methanosarcina
acetivorans) from eubacteria (B. megaterium
and Protens vulgaris} and from a eukaryote
(S. cerevisiar),

" Oligodeoxynucleotide probes ~also  can
distinguish closely related phylogenetic
groups. For cxample, a probe was developed
to identify a bacterium dubbed “son-killer”

~that is found in association wich the parasit-

oid wasp Nasonia vitripennis (). A mixmure of
son-killer and its closest known relative,
Protens vulgaris (10), was hybridized sinlra-
ncously with a rhodamine-labeled eubacteria
probe and a fluorescein-labeled probe specif-
ic for son-killer (10), then viewed by phase
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contrast (Fig. 1F) or by fluorescence at
wavelengths thar discriminate between the
fluors (Fig. 1, G and H). These two closely
related organisms (92% similarity in 168
rRNA sequences), differing morphological-
ly only slightly in size and shape, are casily
distinguished with the son-killer probe even
where densely packed on the slide.

The sequential application of a panel of
fluorescent probes, with incrementally finer
specificities, could provide phylogenetic
identification withour resort to direct se-
quence analysis of the TRNAs or their genes.
The binding of a universal probe (Fig, 1B) is
a positive control for the presence of detect-
able target sequences; an oligonucleotide
that is not complementary to the rRNA
serves as a control for non-specific binding
{below). This staining approach to phyloge-
netic analysis should be parvicularly useful in
the study of natural microbial populations,
where unknown, often uncultivatable orga-
nisms are routinely encountered. A phyloge-
netic characterizatrion of an organism can
provide perspective on its biochemical na-
ture because the organism is expected to
share properties common to its phylogenetic
group.

The rRNA content of microorganisms is
proportional to growth rate over a wide
range (17). Therefore, the amount of a
fluorescent, rRNA-targeted probe that
binds 1o cells should reflect growth rates and
merabolic activities. We quantified by means
of microfluorimetry the binding of the fluo-
rescent, universal probe 1o Escherichia coli
grown in media thar support different
growth rates (12). Background fluorescence

resulting from nonspecific oligonucleotide
binding or autofluorescence of ceils was
assessed with the same cultures by hybridiz-
ing cells with a fluorescently labeled comple-
ment of the universal probe (2). This latter
probe should not bind specifically because it
is not complementary to the tfRNA of E
coli.

The fluorescence intensity of single cells
due to hybridization with the universal
probe varies linearly with growth rate in
parallel to measured and known values (1)
for RNA per cell and for ratios of RNA to
DNA content (Fig. 2). Only low nonspecif-
ic fluorescence is observed in cells grown at
cach of the different rates and exposed to the
probe that is not complementary to the
rRNA. Thus, from a calibration of the ex-
tent of probe binding as a funcrion of
growth rate for a particular organism, the
growth rate of that organism can be estimat-
ed in natural populations.

Potential problems with the use of
fluorescently labeled probes include high
aurofluorescent background and low stain-
ing intensity of target cells. Porenrial solu-
tions to autofluorescence include the bleach-
ing of fixed cells before hybridization or the
use of fluors with emission wavelengths that
do not coincide with the autofluorescence.
Weak fluorescence intensity could result
from a poor permeability of fixed cells to the
oligonucieotide probes or to low cellular
ribosome contents, 2 significant concern in
slowly growing natural populations. All cell
types that we have examined, including
thick-walled Gram-positive bacteria and
yeast spores, and a variery of Gram-negative

Fig. 2. Fluotescence inten- 300 300 ._.a
sity per cell as a Function

of growth rate. Fluores-

cence intensity per cell re-

sulting from the binding S

of the universal rRNA o =

probe (@) or the nonspe- & 2001 (200= t2
cific conrol probe (Q), 22 L <
measured RNA per cell 8 € 2 z
(&), and RNA o DNA L= 'ga_ 3
ratios (A) are plotted asa S o z
funcion of growth rae &3 (| 100 i—*'

{12}. The ratios of RNA ro £ z It
DNA for E. coli strain Bfr 2 T

were obtained from (11). =

Fluorescence intensity per

cell was measured with an W

MRC-Lasersharp fluores- 0 . 0 ~a
cence scanning confocal mi- 0 T 2

croscope (MRC500, Bio-
Rad), in conjunction with
an Optphot biological mi-

Growth rate {(hour™}

eroscope (Nikon). An argon laser operating at 485 nm was used as the excitation source. The raster size of
the video image was 768 by 512 pixels. Mean pixel intensity per cell at cach growth rate was derermined
from measurements on 25 individual cells in five randomly chosen microscopic fields. Values were
reproducible fram cell to cell and experiment experiment. Standard deviations for fluorescence per <ell
due to binding of the universal FRNA probe at each growth rate were, respectively: 10.6, 0.29 hour™;
16.6,0.7 hour—1; 15.9, 0.85 hour~!; 11.8, 1.22 hour=; 13.7, 1.58 hour~!. The standard MRC500 image
analysis software was used. Concentrations of RNA were determined by the orcinol method (15) and

concentrations of cells by Petroff-Hausser counter.

1362

bacreria and eukaryotic tissues, seem frecly
permeable to these shorr oligonucleotides
after fixarion. However, probes that are a
few hundred nucleotides in length do not
efficiently enter some types of fixed cells
unless the cells are mildly digested with
lysozyme or proteinase K (13}, Weak fluo-
rescence in organisms containing relarively
few ribosomes should be enhanced by the
use of multiple probes or oligodeoxynucleo-
tides labeled with multiple fluors.
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Bacterial Characterization by Flow Cytometry

Abstract. Bacteria were analyzed in a dual-beam flow cvtometer after double
staining with the fluorescent dves chromomycin A3 and Hoechst 33258, which bind
preferentially to DNA that is rich in guanine-cytosine and adenine-thymine, respec-
tively. The measurements were indicative of the cellular DNA content and base
compasition, cell conceniration, and proliferative state of the population. The ratio
of the chromomycin A3 signal to the Hoechst 33258 signal increased with the
guanine-cytosine content of the cellular DNA for the six cultured species measured,
following expectation. Bacteria in urine from patients with urinary tract infections
were characterized without interference from host cell DNA, debris, or other

particulates.

Flow cytometry, which has been ap-
plied extensively to mammalian cells and
chromosomes (/), offers many possibiti-
ties for microbial measurement. The
techniques of quantitative fluorescence
cytochemistry make it possible to deter-
mine important structural and functional
properties of individual cells with high
precision at rates of 10? cells per second.
More-than one cellular property can be
measured simultaneously. The objec-
tives of the limited number of microbio-
logical applications of flow cytometry
have included the determination of ploi-
dy leveis, state of proliferation, state of
protozoan infection, or glycoprotein cell
wall composition in the case of yeast
cells (2. 3). Fluorescent stains for the
cellular content of DNA, total nucleic

acid, or protein were used, sometimes in
combination; fluorescein-coupled lectins
were used in the yeast cell wall studies
3).

We report here the application of a
double fluorescent DNA staining method
to bacteria. Originally developed for use
with mammalian chromosomes (¢), the
technique uses chromomycin A3, having
guanine-cytosine (GC) binding prefer-
ence, and Hoechst 33258, having ade-
nine-thymine (AT) binding preference.
This stain combination provides infor-
mation on the DNA base composition
(that is, the proportion of GC and AT
base pairs) as well as the DNA content.
Bacterial species vary widely in base
composition; GC values range between
25 and 70 percent of the total number of
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Fig. 1. (a) Bivariate contour plot of the fluorescence signals from a mixture of cultured
Staphylococcus aureus (SA), Escherichia coli (EC), and Pseudomonas aeruginosa (PA) after
double DNA staining with Hoechst 33258 (H) and chromomycin A3 (C). The peak height
(number of ceils) is indicated by the contours. (b} Distribution of the ratio of the two fluorescent
signals, C/H, over the cell population of (a). (c) Bivariate contour plot of the fluorescence
signals from E. coli from an infected urine sample after double DNA staining with Hoechst
33258 and chromomycin A3. Cultured P. geruginosa was added as an internal standard. (d)
Distribution of C/H over the cell population of (c).

620

base pairs present in the DNA. We hav}
analyzed six cultured bacterial speciag of
clinical importance that differ in base
composition and show that they can be
distinguished on this basis. The flow ]
cytometric ranking of the GC percentagy
strongly correlates with the biochemica). |
ly determined GC percentages Teporteq
in the literature. We also show that bac. 1
teria in infected human wrine can be :
measured in the same way without intey. |
ference by host cellular and particulate |
material. <o
Cultured bacteria were collected by i i
centrifugation and resuspended in 7g ¢
percent ethanol at concentrations of the |
order of 10° organisms per milliliter,
Urine from patients with urinary tragt
infections was centrifuged and the bacte.
rial pellet was resuspended in an equaj
volume of 70 percent ethanol. Fixed sus- - f
pensions can be stored at 4°C for severa) o f
months with no apparent degradation,

n i s eme okt

For fiow analysis, small portions of fixed .

bacterial suspension were added to z
staining solution containing 3 pM
Hoechst 33258, 10 uM chromomycin A3,
10 mM tris (pH 7.2), 150 mAf NaCl, and
1.5 mM MgCl,. Bacterial concentrations -
were typically 2 x 107 cells per milliliter
in the final stained suspension, but varia- .
tions in concentration from 107 to 108
cells per milliliter had no effect on the
observed staining intensities.
Fluorescence from the doubly stained
bacteria was measured with a dual-beam
flow cytometer (5). The bacteria sus-
pended in staining solution fow single
file through a flow chamber and sequen-
tially intersect a pair of laser beams,
focused 1o elliptical spots of dimensions
150 by 20 pm spaced ~ 200 um apart.
The Hoechst 33258 was excited with 500
mW of the 337- to 356-nm lines from a
Spectra-Physics 171-01 krypton ion la-
ser, and the chromomycin A3 was excit-
ed with 500 mW of the 458-nm line of a
Spectra-Physics 171-18 argon laser. The
two fluorescence flashes emitted as a cell
passes through the beams were collected
with an f71.0 lens and imaged through a
Corning 3-71 filter (transmits above 480
nm) onto separate photomultipliers (EMI
9798 B). The resultant electrical pulses
were amplified. processed, digitized, and
stored in the memory of a two-parameter
multichannel analyzer. Since the flow
velocity is the same for all cells, the two
signals from each cell are associated by
their time separation. The 3-71 filter
transmits almost all the chromomycin A3
fluorescence and about half the Hoechst
33258 fluorescence. Thus the photomul-
tiplier focused on the 458-nm beam
vields a signal {C) proportional to the
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chromomycin A3 content. The other
photomultiplier, focused on the ultravio-
let beam, measures about half the
Heechst 33258 fluorescence light that is
collected plus the chromomycin A3 fluo-
rescence stimulated by energy transfer
from excited Hoechst 33258 molecules;
this signal (H) is approximately propor-
tional to the Hoechst 33258 content.
Data were recorded at ~ 10° cells per
second with a Nuclear Data model 6600
computer, which also generated both a
real-time isometric display of the number
of particles versus the two fluorescence
signals and a display of the number of
cells as a function of the ratio of the two
fluorescence signals,

For quantitative measurements, stan-

dard aliquots of a reference suspension
(Escherichia coli or Pseudomonas aeru-
ginosa) were added to the stained sample
so that fluorescence ratios could be de-
termined relative to the reference strain
independent of instrumental gain set-
tings. The concentration of the strain
being tested could also be determined
directly by comparison of the peak vol-
umes of the test strain and the reference
- strain.
The measurements on a mixture of
* three cultured bacterial species are
shown in Fig. 1. In the bivariate contour
plot (Fig. la) each bacierial species
. forms a distinct cluster which carries
several pieces of information. The radial
coordinate is roughly proportional to the
cellular DNA content. The radial exten-
sion of the cluster reflects increasing
DNA content due to chromosome repli-
cation, incompletely separated cells, and
possibly clumping. The angular displace-
ment of a cluster from the vertical (H)
axis is a function of the GC percentage.
* The three cluslers are ordered as expect-
. ed on the basis of the published values of
GC percentages listed in Table 1. The
cluster volumes are proportional to the
bacterial concentrations. In Fig. Ib the
distribution of the ratio of the two fluo-
rescence signals, C/H, is shown. Infor-
mation on DNA content is absent in this
display, since all cells on a radial line of
the contour plot have the same C/H
ratio. The distribution is plotted as a
" function of the logarithm of C/H to show
more clearly that the shapes and coeffi-
cients of variation of the three peaks (15
_, 10 20 percent) are comparable. The three
peaks are well separated, an indication
that these three species with widely dif-
fering GC percentages are easy to re-
- solve in a mixture,

The data for all six species are tabulat-
ed in Table I, along with data on GC
values found in Bergey's Manual (6).

" 6MAY 1983

Table 1. Bacterial species analyzed by dual-beam flow cytometry after staining with Hoechst

33258 and chromomycin A3.

Bacterial species Description (%C):T GC/ATE [(¥791]
Pseudomonas aeruginosa Gram-negative rods 67 1.00 1.00
Klebsiella pneumoniae Gram-negative rods 52-56 0.58 0.45
Escherichia coli Gram-negative rods 50-5t 0.50 0.31-0.419
Escherichia coli* Gram*negative rods 50-51 0.50 0.43-0.44
Escherichia colf Gram-negative rods 50-51 .50 0.40-0.42#
Streptococcus pyogenes Gram-positive cocci 3540 0.30 0.18
Strepiococcus preumoniae Gram-positive cocci 3942 0.33 0.13
Staphylococcus aureus Gram-positive cocci 31-39 0.27 0.1t

*Alk isolates were obtained from clinical specimens at the Microbiology Division, San Francisco General
Hospital, San Francisco, except for these iwo E. coli samples obtained from the Meat Science Research

Laboratory, Department of Agriculture.

tRange found in Bergey's Manual (6).

tAs calculated from

the midpoint of the range of values in Bergey's Manual (6} and normalized to unity for P. aeruginosa.
§Fluorescence signal ratio normalized to wnity for P. aeruginasa. Replicate measurements indicate a

precision of approximately = 10 percent (standard deviatiow/mean).

strains, | Values for two strains.
directly from patient urine sediment,

The value of C/H increases with increas-
ing GC/AT percentages, as would be
expected from the preference of chromo-
mycin A3 for GC-rich DNA and Hoechst
33528 for AT-rich DNA. The fact that
C/H increases faster than the GC/AT
percentages is the resuit of the mecha-
nism of stain binding (stretches of three
base pairs are optimal} and energy trans-
fer (4). Some details are not yet under-
stood. We observe significant differ-
ences in C/H values among the strains of
E. coli listed in Table 1. Although indi-
vidual strains of E. colf differ slightly in
GC percentage, it is possible that strain-
to-strain differences in other biochemical
characteristics may have some effect on
C/H. The correlation of C/H and GC/AT
values for Streptococcus pyvogenes, §.
pneunoniae, and Staphylococcus aureus
is not ciear-cut because of the wide range
of literature values of GC percentages
for these species.

Bacterial infection of urine specimens
can be detected with a flow cylometer.
The measured results on a vrine speci-
men infected with E. coli (about 10° per
milliliter) are shown in Fig. I, cand d. A
sample of cultured P. aeruginosa was
added to the urine specimen to provide
an internal calibration. The bacteria stain
well and nonspecific staining of other
particles or debris in the urine is minij-
mal. The C/H of 0.42 (normalized to P.
aeruginosa) falls within the range of val-
ues obtained from cultured strains of E.
coli (Table 1). The coefficient of varia-
tion of the E. coli peaks in Fig. 1, b and
d, are equal (14 to IS5 percent). This
shows comparable measurement resolu-
tion of E. coli from urine and cultured
strains.

Our new flow cytometric method for
bacterial characterization that is sensi-
tive to DNA base composition adds a
new dimension of specificity to flow cy-

YRange of values of four

#Values for two infected urine specimens analyzed

tometric methods for determining the
cellular content of total nucleic acids,
protein, and DNA, It has potential for
the rapid counting and identification of
bacteria in clinical, food, #d environ-
mental samples. The ability to measure
mixtures of species may allow direct
determination of the relative concentra-
tion and proliferative state of each spe-
cies without the perturbations induced
by methods dependent on culturing,
which would be important in studies of
microbial competition (7). The measure-
ment of genome size and base composi-
tion of unknown strains may facilitate
determination of phylogenetic relations.
Specificity for bacterial identification
may be further enhanced by the use of
other optical probes such as fluorescent
antibodies to surface antigens, flucro-
genic substrates for proteases and other
enzymes, fluorescent probes for total
protein. fluorescein-conjugated lectins,
and the scattering of linearly or circular-
ly polarized light.
M. A. VAN DiLLa
R. G. LavgLols
D. PINKEL
Biomedical Sciences Division,
Lawrence Livermore National
Laboratory, University of California,
Livermore 94550
D. Yaxo
W. K. HADLEY
Department of Laboratory Medicine,
University of California, San Francisco,
and Microbiology Division,
San Francisco General Hospital,
San Francisco 94110
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Bildzytometrische Analyse

G. Burger

Unter bildzytometrischer Analyse wird der Weg verstanden von der
Gewinnung von Merkmalen aus den Originalmefdaten bis zur biostati-
stischen Auswertung dieser Merkmale mit dem %iel einer Fallzuord-
nung (Klassifikation). Diese Ergebnisse kdnnen dann noch mit einer
medizinischen Wissensbank kombiniert werden wund =z.B. in einem
regelbasierten Expertensystem zur expertenunterstiitzenden Ent-

scheidungsfindung auf einer hoheren Erkenntnisebene herangezogen
werden.

In der Bildanalyse selbst unterscheidet man folgende Verarbei-

tungsschritte ausgehend von den digitalisierten Originalbildern

Bildaufnahme
Bildvorverarbeitung
Objektsegmentierung
Objektmerkmalsgewinnung
Einzelobjektklassifikation
Praparatemerkmalsgewinnung
Prdparateklassifikation

Die Objektsegmentierung geschieht in der Regel am einfachsten an
Hand von Grauwertschwellen verbunden mit nachfolgender Bildreini-
gung z.B. mittels Methoden der mathematischen Morphologie
(Opening). Andere Verfahren sind Konturfolgeverfahren oder solche
der Bildpunktklassifizierung

Objektmerkmale betreffen

- morphometrisch-planimetrische
- photometrische

- strukturelle/texturelle

- topographische

Grunds&tzlich kénnen die Originalbilder vor jeder Merkmalsextrak-

tion durch geeignete Bildtransformationen (z.B. Filterprozesse)




bearbeitet werden. Damit ergibt sich theoretisch eine unendlich
grof}e Auswahl an Merkmalen. Diese miissen sinnvoll definiert und
durch geeignete biostatistische Verfahren (z.B. Diskriminanzanaly-
sen oder Uberlebenszeitanalysen mit schrittweisem Merkmalsaufbau)

weiter reduziert aund ausgewdhlt werden.
Sinnvolle Anwendungen der Bildzytometrie gibt es iiberall dort

- wo das Material als Archivmaterial vorliegt oder verbleiben
mup

- die Heterogenitdt und geringe Selektivitdt des Materials eine
interaktive Objektauswahl notwendig macht

- morphologische Strukturen direkte Merkmale darstellen oder zur
lokalen Zuordnung zytochemischer odexr molekularbiologischer
Marker notwendig sind

Die beiden ersten Gesichtpunkte gelten besonders fiir die klinische
zyto- und histopathologische Praxis, wo in jedem Fall zur MeBin-
teraktion oder visuellen Befundbestitigung selbst prospektiv ein
Objekttrédgerprdparat notwendig ist.

Die Hauptanwendungsgebiete der medizischen Zytometrie sind

bei der Krebsfritherkennung

- in der Diagnoseunterstiitzung bei Malignom-Borderline-Fillen

- in dexr klinisch-onkologischen Prognostik

- in der Therapieverlaufskontrolle

- in der Zytogenetik und =zwar in der Metaphasen-Chromosomenana-

lyse wie in der Interphasenzytogenetik mittels ISH-Chromoso-

menmarkierung




2.4 Bildanalytische Zytometrie

2.4.1 Anwendung der hochauflésenden Bildanalyse in der
medizinischen Zytometrie

Georg Burger, Uta Jitting, Peter Gais, Karsten Rodenacker,
Ulrich Schenck

A. Kinleitung

Schwerpunkt der klinischen Zytologie ist die Diagnostik von Neoplasien. Diese
weisen hinsichtlich Proliferation und Differenzierung eine gestdrte Zellfunktion
auf. Der biologische Funktionszustand von Zellen spiegelt sich in der Zell-
morphologie wider. Dies ist der klassische Ansatzpunkt der visuellen Zytologie.
Geht man von der Vorstellung aus, dafl jeglicher Funktionsinderung eine verdn-
derte Genexpression zugrundeliegen muB, ist letzlich immer der Zellkern be-
troffen. Die Frage ist, wie sehr sich das auf seine lichtmikroskopisch erkennbaren
Eigenschaften auswirkt. Dabei gibt es eine grofle Variationsbreite.

Im Extremfall kommt es zu massiven Verdnderungen der Kernmorphologie
und zu mehr oder minder deutlichen Verteilungen in Bezug auf Grofle und Form,
wie sie durch Begriffe wie "Pleomorphie"” und "Anisokaryose" gekennzeichnet
werden. Diese sind 2z.T. Ausdruck genetischer Stérungen, die sich in unterschied-
lich starken Abweichungen der Chromosomenmasse von normalen proliferieren-
den Zellen mit diploider Stammlinie duflern. Es ergeben sich dann aneuploide und
hyperploide Zellkerne, deren DINS-Gehalt bei geeigneter Anfarbung photome-

trisch leicht gemessen werden kann. Visuell erkennt man in diesem Fall oft eine

"Hyperchromasie” an den einzelnen Zellkernen.

Nicht weniger schwerwiegende Malignitdtskriterien betreffen die Chromatin-
struktur im Kern. So gilt gleichmaBig und fein verteiltes Chromatin im Inter-
phasenkern als normal und grobkérniges oder unregelméaflig geklumptes und
randstdndiges Chromatin sowie das Vorkommen prominenter und multipler
Nukleolen in der Regel als pathologisch.

Alle diese Kernanomalien, die globale morphometrische oder photometrische
Merkmale oder die Chromatinanordnung im Kern betreffen, letzteres oft als
Textur bezeichnet, kénnen in kontinuierlichen Verdnderungen vorliegen. Ihre
saubere Gradierung setzt eine Messung von Kernmerkmalen voraus,

Es sei an dieser Stelle erwdhnt, dafl gewisse Messungen nicht notwendig der
hochauflésenden Bildanalyse bedurfen. So koénnen einige der sogenannten
globalen morphologischen Merkmale, wie besonders die Grofle von Objekten oder
ihr anteiliges Volumen, auch mit klassischen stereologischen Methoden (siehe
Kapitel 1.1 und 1.2) bestimmt werden. Bereits einfache Formparameter einzelner
Zellen oder Kerne fordern dagegen die vollstdndige Erfassung der Umrifilinie und
damit eine punktweise Kontur- oder Bildauflosung,

* Diese Arbeit wurde z.T. aus Mitteln des Vorhabens Sche 264/1-1 der DFG gefdrdert.
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Eine wichtige andere Methode der Zytometrie versucht, stoffliche Anteile der
Zellen (DNS, RNS, Proteine, Enzyme), deren Menge sich bei verinderter
funktionaler Aktivitidt ebenso veriandern kann, durch spezifische Fluoreszenz-
farbstoffe zu markieren und dber eine Messung der angeregten Fluoreszenz
quantitativ zu bestimmen. In besonders eleganter Weise kénnen dabei die Zellen
in Suspension gehalten und in einem dinnen, laminaren Flissigkeitsfaden
nacheinander aus der Suspension transportiert und in einer geeigneten Mef-
anordnung wéhrend des Durchflusses angeregt und gemessen werden. Diese
sogenannte Durchflu-Zytometrie stellt im wesentlichen eine globale zyto-
chemische Mefmethode dar (20, 32, 54). Moderne Gerite kénnen allerdings auch
das Volumen der Zellen sowie tber Streulichtmessungen indirekt Parameter der
Chromatinverteilung hestimmen. Ja sogar die kurzzeitige echte optische Ab-
bildung der vorbeiflieBenden Zelle auf einen Sensorarray mit nachfolgender
Bildverarbeitung wird verschiedentlich erprobt. Hier verwischen sich also die
Grenzen zwischen der Messung weniger globaler zytochemischer oder morpho-
logischer Parameter ("niedrig auflésende Verfahren™) und den Moglichkeiten der
hochauflssenden Bildanalyse der Objekte.

Wichtig ist zusammenfassend, daB alle zytometrischen Methoden die Einzel-
zelle zum Gegenstand der Messung haben. Die klinisch relevante Information liegt
in der Verteilung der MeBgréBen in einer reprisentativen Zellpopulation. Wiren
alle Zellen identisch, kdnnte man zytometrische Messungen in vielen Fallen durch
integrale biochemische Analysen am Material einer Biopsie ersetzen. Ein Beispiel
ist die Bestimmung des Rezeptorstatus von Tumorgewebe. Eine mittlere freie
Steroidrezeptorkonzentration, gemessen im Zytosol, kann von einem niedrigen
Zellanteil mit hoher Rezeptordichte oder von einem hohen Zellanteil mit niedriger
Rezeptordichte stammen. Dies ist fiir die Beurteilung des Ansprechens auf eine
Hormontherapie wahrscheinlich von grofler Bedeutung. Die Verteilungen kénnen
nur durch Zytometrie der individuellen Einzelzellrezeptordichten, z.B. mit Hilfe
eines immunzytochemischen Rezeptormarkers (ER-ICA), festgestellt werden (56).

Es soll zum Schluf} noch darauf hingewiesen werden, daf es Anwendungs-
gebiete in der Diagnostik gibt, in der nicht Merkmalsverteilungen von Zellpopula-
tionen untersucht werden, sondern die Haufigkeit des Vorkommens relativ
seltener Zelltypen ("rare event detection”). Diese sind z.B. Ploidie-Ausreifler
prakanzerdser oder kanzersser Zellen (DNS-Gehalt > 5c¢). Diese Methode findet
unter anderem Verwendung beim automatischen Prescreening gynikologischer
Ausstrichpréparate zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms und seiner Vor-
ldufer (siehe Abschnitt ).

B. Material und Methoden

Bei der hochaufldsenden Bildanalyse liegen die Zellen in der Regel auf einem
Objekttrager. Im einfachsten Fall handelt es sich bei dem Untersuchungsmaterial
um zytologische Préaparate aus der Routine, mit einer Vielfalt von Praparations-
und Farbeméglichkeiten. Hier tritt bereits die erste grofe Schwierigkeit auf.
Wihrend die Erfahrung des Zytopathologen die wesentlichen diagnostischen
Merkmale einer Zellpopulation auch noch erkennt, wenn Priaparations- und
Farbetechniken und sonstige Umstande der Probenahme mehr oder minder stark
variieren, fordert eine reproduzierbare Messung eine reproduzierbare Vorlage.
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Probenaufbereitung, Fixierung und Farbung sollten demnach weitgehend
standardisiert sein (89). Gleiche Fixierung und Farbung vermindert die Streuung
von MeBwerten zwischen den Préparaten. Beziglich der Probenaufbereitung sind
monodisperse Suspensionspréparate, die mittels Spinner oder Zytozentrifugen
hergestellt werden, anderen Prédparationstechniken vorzuzichen (siche Kapitel
2.1.2). Sie vermeiden Unterschiede in den Zelldichten, im Anheften der Zellen auf
dem Untergrund, dem Vorkommen von Schleim, Blutzellen, usw., wie sie bei den
in der Routine iblichen Ausstrich-, Aspirat-oder Abklatsch-Priaparaten das
Erscheinungsbild der Zellen sehr beeinflussen kénnen, Suspensionspraparation
verringert daher entscheidend die Streuung von MeBwerten innerhalb eines
Préparats. Eine solche Priaparationstechnik setzt allerdings oft Methoden der Zell-
trennung voraus. Diese erfolgt durch mechanische und enzymatische Bearbeitung
des Biopsiematerials und erfordert besondere Sorgfalt, wenn die Zellen morpho-
logisch gut erhalten bleiben sollen. Neuerdings gibt es sogar Verfahren, um
Paraffinblockmaterial entsprechend aufzuarbeiten (23). Dies erméglicht fiir viele
Fragestellungen umfangreiche retrospektive Studien. Die tbliche Formalin-
fixierung des Materials und die notwendigen Schritte zur vollstandigen Paraffin-
entfernung und nachfolgender Zellvereinzelung scheinen zwar eine globale DNS-
Histometrie z.B. nach Feulgen-Farbung noch zuzulassen, wirken sich jedoch auf
Kernmorphologie und besonders die Chromatintextur sehr nachteilig aus. Es
bleibt daher abzuwarten, ob sich fiir reine bildanalytisch-zytometrische Frage-
stellungen daraus neue Moglichkeiten ergeben.

Die ndchstwichtigen Anforderungen sind an die MeBtechnik zurichten. Um ein
méglichst sauberes Extinktionsbild eines Zellkerns zu erzielen, mull Scanning-
mikrophotometrie (SMP) oder Laserscanningphotometrie hetrieben werden. Dabei
wird das Objekt nur mit einem mikroskopisch abzubildenden Lichtstrahl
abgetastet. Streulichtfllisse sind minimiert und das Signal-zu-Rauschverhaltnis
optimiert. Der Aufwand fiir das Abtasten des Priparats ist in der Regel sehr hoch.
Ein haufig angewendetes Verfahren dazu ist der mechanische Vorschub des
Mikroskoptisches. Die schnellsten Tische haben Abtastfrequenzen von etwa
10kHz. Beim bisher technologisch aufwendigsten Gerit geschieht die Abtastung
durch Laserstrahlablenkung mittels luftgelagerten ultraschnell rotierenden
Sektorspiegeln, Damit sind Abtastfrequenzen von 64 MHz méglich (siehe Kapitel
1.4).

Eine technologisch besonders einfache Methode ist es, das von einem Objekt in
Durch- oder Auflicht, Phasenkontrast oder fluoroskopisch erzeugte Mikroskopbild
okularseitig durch einen flichenhaften Detektor aufzunehmen. Ein solcher ist z.B.
die Photokathode einer Fernsehkamera oder ein Diodenarray. Das digitalisierte
Signal liefert dann eine Matrix von Bildpunkten, von denen jeder einzelne mit
einem bestimmten Grauwertumfang von z.B. 256 Graustufen dargestellt werden
kann. Der Nachteil des Verfahrens liegt in der gleichzeitigen Beleuchtung des
gesamten Gesichtsfeldes, in dem das interessierende Objekt liegt, und damit in
einer wesentlichen Verschlechterung des Signal-zu-Rauschverhaltnisses wegen
des unvermeidlichen Streulichtanteils. Ein weiterer Nachteil liegt zumindest bei
der Fernsehtechnik in der nicht véllig konstanten lokalen Empfindlichkeit des
Fldchensensors, was zusammen mit Inhomogenititen bei der Ausleuchtung zum
sogenannten Bildfeldshading fithrt. Dieses mufi vor der Bildauswertung korrigiert
werden.
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Ein wichtiger Punkt bei der bildanalytischen Messung liegt in der physika-
lischen und digitalen Auflésung. Die Grenzen dazu sind einerseits durch die
Physik der optischen Abbildung und andererseits durch das Scanningtheorem
gegeben. Ersteres besagt, dafi jeder selbstleuchtende Gegenstandspunkt auf Grund
der Beugungsphinomene im wesentlichen an der Objektivapertur des Mikroskops
zu einem Beugungsscheibchen abgebildet wird. Sein Durchmesser betrigt

D=(1.22- -10/A ,

wobei A die Wellenldnge des Lichtes ist und A die numerische Apertur des
Mikroskopobjektives. Mit iblichen Werten von 1 = 550 nm und maximalen Aper-
turen von A = 1.2-1.4 ergibt sich D = 0.5- 0.6 ym. Die maximale Auflésunga ist
dann durch den halben Durchmesser gegeben, also a = 0.25-0.30 ym. Die tatséch-
liche Auflésung ist wegen optischer Fehlerquellen und begrenzter lokaler Sensor-
empfindlichkeit sicherlich geringer. Eine eindeutige Information dariber liefert
nur die Messung der sogenannten Modulationsiibertragungsfunktion (MUF). Im
Idealfall wird dabei eine értlich sinusférmige Grauwertverteilung mit der Grau-
wertamplitude ag und der Frequenz { abgetastet, und die Amplitude a des Bildes
bestimmt. Der Modulationsibertragungswert ist dann das Verhdltnis (a/ag)r.
Anstelle einer sinusférmigen Grauwertverteilung kann ndherungsweise auch eine
stufenférmige verwendet werden, d.h. ein Strichliniengitter mit unterschiedlicher
Frequenz, angegeben in Linienpaaren pro mm. Ja es kann sogar nur eine einzige
scharfe Kante abgetastet werden. Die mathematische Reduzierung des Problems
aufdas ideale "Sinusgitter” geschieht durch eine Fourieranalyse des Bildes, wobet
man beim Strichliniengitter dann z.B. nur die Grundfrequenz betrachtet, bei der
Kante selbstverstdndlich auch die héheren Frequenzen, um tiberhaupt eine MUF
zu erhalten. Abb. 1 zeigt die MUF an unserem Fernsehmikroskop (Axiomat/Zeiss)
fir das 100x Objektiv (O1) mit A = 1,3 fiir eine Kante und fiir ein Gitter mit drei
Strichlinienfrequenzen aufgenommen. Die Abbildungen eines Strichlinienpaares
kénnen sicher getrennt erkannt werden, solange die MUF deutlich iber dem
Rausch-zu-Signalverhéltnis bei der Grundfrequenz liegt. Bereits bei einer Strich-
linienbreite von 0.8 um betragt die MUF allerdings nur mehr 0.5 und die vorher
erwihnte theoretische Auflosung fiir selbstleuchtende Objekte von a = 0.25um
wird sicherlich um einen Faktor 3-4 {iberschritten.

Nun handelt es sich bei der Zytometrie aber nicht um ein Erkennungsproblem,
sondern um die Messung moglichst kleiner Strukturen und deren quantitative
Unterscheidung. Die Frage, welche lokale Auflésung des Bildes tiberhaupt nétig
ist, kann eigentlich nur experimentell tiberprift werden. Wird mit einem 100x
Objektiv ein mikroskopisches Feld von 128 ym Kantenldnge auf ein volles
Fernsehbild abgebildet, d.h. eine Matrix von 512 x 512 Bildpunkten, dann betragt
der Bildpunktabstand 0.25 pm. Nach dem Scanningtheorem wiirde dies gerade
noch fiir eine Bildauflgsung von 0.5 ym ausreichen. Bei dieser Auflésung ist die
MUF nicht mehr einfach mefbar und auch nicht sinnvoll durch Hxtrapolation in
Abb.1 zu bestimmen. Um die Notwendigkeit dieser hohen digitalen Auflésung
und damit indirekt die zytometrisch relevante optische Auflésung zu testen, kann
die urspringliche digitale Auflésung von Zellen durch Zusammenfassen von
Nachbarbildpunkten mit anschliefender Glittung schrittweise verringert werden.
Zur Beurteilung der Ergebnisse werden die Merkmale verglichen oder besser ein
Klassifikationsversuch fiir zwei oder mehrere untersuchte Zellklassen als
Funktion der Auflésung durchgefiihrt (12).




ity
ot N—

ZUs

Horizontale MUF

0,2 - 100 x Objektiv

0 = ' 1 — a ]
0 200 400 600 800 1000
Mikroskop Axiomat GSF/ISS 1p/mm

Abb. 1. Modulationstbertragungsfunktion (MUF) fiir das TV-Mikroskop Axiomat an drei Strich-
gittern mit unterschiedlichem Linienabstand [lp/mm] und an einer Kante berechnet.

A

Als Demonstrationsbeispiel haben wir elektronenmiktoskopische Aufnahmen
von Nasenepithelzellen abgetastet und in der vorher beschriebenen Weise digital
gefiltert, so dafl nominelle Auflgsungen mit Bildpunktgréflen von a = 0,2; 0,4 und
0,8 um erreicht wurden (Abb. 2 zeigt ein Beispiel). Wir haben die Zellen zunichst
durch eine Clusteranalyse anhand weniger angebotener Chromatinmerkmale in
zwei Klassen eingeteilt und sodann die F-Werte einer Reihe von Merkmalen fiir
die Zweiklassendiskriminanzanalyse als Funktion der Aufldsung bestimmt.
Tabelle 1 zeigt das Ergebnis. Es demonstriert besonders anschaulich, wie wichtig
es ist, bei der digitalisierten Zellbildverarbeitung an die Grenzen der optischen
Auflésung heranzugehen, um Strukturmerkmale des Chromatingertistes zu
erfassen. Groflere Abtastfrequenzen, als das Scanningtheorem mindestens fordert,
von zB. 0.1pm Bildpunktabstand, sind selbstverstidndlich nicht falsch und
erhohen die Genauigkeit der Signalwiedergabe, bedeuten aber einen zuneh-
menden Verarbeitungsaufwand.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Bedeutung der Farbe, oder mit anderen
Worten die spektrale Absorption der Farbstoffmolekiile. Dort, wo Farbstoffe im
zytochemischen oder immunzytochemischen Sinn Marker fir bestimmte Zell-
substanzen darstellen oder an substanzspezifische Marker angebunden werden
kénnen, spielen die spektralen Eigenschaften der Farbstoffe selbstverstdndlich
eine entscheidende Rolle. Sie erméglichen die quantitative Bestimmung der
verschiedenen zelluldren Substanzmengen. Die Verwendung unterschiedlicher
Spektralfilter ebenso wie z.B. einer Farbfernsehkamera und damit die zusétzliche
Bertcksichtigung von Farbmerkmalen, gewinnt daher zunehmend an Bedeutung
(siehe Kapitel 2.4.2). Ein Beispiel ist die quantitative Bestimmung immunzyto-
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Abb. 2. Nasenepithelzelle bei einer nominellen Auflésung von a = 0,2; 0,4 und 0.8 zm/pixel.

Tabelle 1. Univariate F-Werte fiir Merkmale zur Unterscheidung von zwei Klassen fiir die Auf-
[6sungen a = 0,2; 0,4 und 0,8 m/pixel.
F-Werte

0,2 pm /pixel 0,4 pm /pixel 0,8 pm /pixel

Mittlerer Wert des Gradienten-gefilterten Kerns 161 156 32
Mittlerer Grauwert der hellen Kérner im Kern 136 91 13
Mittlerer Grauwert der dunklen Kérner im Kern 126 121 38
Gréuwertstreuung der dunklen Kérner im Kern 87 85 31
Grauwertstreuung der hellen Kérner im Kern 10 6 2
Schiefe der Grauwertverteilung im Kern 6 3 2

ExzeB der Grauwertverteilung des Kernrandes 5 4 2
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chemisch erzeugter Peroxydase-Farbung bei dem bereits erwidhnten in situ
Ostrogen-Rezeptor-Assay (ER-ICA) an Einzelzellen.

Ein ganz grofles Problem stellt das Aufsuchen (Sampling) der zu vermessenden
Objekte dar. Hier gibt es grundsdtzlich drei verschiedene Vorgehensweisen. Eine
ist automatisch, zwei sind interaktiv und bedurfen der zytologischen Fachkraft.
Die automatische Abtastung eines Priparats mit Messung aller Objekte, Riick-
weisung von Artefakten und unbrauchbarer Zellen und Auswertung der
relevanten Zellen fordert eine ausreichend vollstdndige quantitative Beschrei-
bung aller Objekte und damit einen hohen Rechenaufwand zur Objekterkennung.
Ist die Beschreibung nicht ausreichend, mufB der Mensch mit der Maschine
zusammenarbeiten. Dabei kommt es auf die Art des priméren Samplingkriteriums
an. Ist dieses ein quantitatives (z.B. "hoher DNS-Gehalt”), wird die Maschine als
ersten Schritt das Priparat abtasten und alle Objekte mit entsprechend hohem
DNS-Gehalt lokalisieren und dem Menschen anbieten. Dieser entscheidet dann, ob
es sich um Einzelzellen oder Artefakté handelt. Ist dagegen das primére
Samplingkriterium ein qualitatives (z.B. Zellen eines bestimmten Typs oder
Atypiegrades), wird der Mensch am Beginn der Messung die geeigneten Zellen
aussuchen und den diagnostisch relevanten Zellenpool damit generieren, der dann
der Erzeugung der quantitativen Objektbeschreibung dient.

Alle drei Vorgehensweisen finden je nach Aufgabenstellung Verwendung (13,
14). Grundsétzlich gilt, dafl eine vollautomatische Vorgehensweise in der Regel
monodisperse Praparate voraussetzt. Konventionelle Praparate erfordern einen zu
hohen Aufwand, um zunichst die gut erhaltenen, isoliert liegenden Zellen zu
identifizieren. Die Ausnahme bilden selbstverstindlich Aufgabenstellungen béi
denen gerade Agglomerate Gegenstand der Messung sind. .

C. Verfahren der Bildanalyse

Die Vorgehensweise bei der bildanalytischen Verarbeitung von Gesichtsfeldern
mit beliebigen Objekten, d.h. mikroskopischen Szenen (Szenenanalyse), 148t sich
schematisch in folgende Schritte einteilen:

- Bilddatenerfassung
- Bildsegmentierung
- Objekterkennung

- Objektvermessung

- Mefidatenanalyse,

Die Bilddatenerfassung wurde schon besprochen. Die Bildsegmentierung hat
zum Ziel, die interessierenden Objekte in einer Szene vom Hintergrund abzu-
trennen. Sind die Objekte kontrastreich, d.h. alle Objektbildpunkte haben deutlich
hohere Grauwerte als der Hintergrund, wird am einfachsten ein geeigneter
Schwellwert verwendet, mit dessen Hilfe man binire Masken der Objekte
erzeugen kann,

Bildtransformationen unterstiitzen das Verfahren, wobei beispielsweise die
Randpunkte hervorgehoben werden kénnen. Die Bindrbilder kénnen schlieBlich
durch Operationen der mathematischen Morphometrie verbessert werden (40, 50).

Objekterkennung tritt bei der automatischen Verarbeitung von Szenen vor der
Vermessung der Einzelobjekte auf. Hierunter wird die Anwendung von Strategien
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verstanden, mittels einfacher bildanalytischer Operationen bestimmte Objekt-
klassen zu detektieren. Das einfachste Beispiel wurde bereits bei der Bild-
segmentierung erwdhnt. Enthalt eine Szene z.B. helle und dunkle Objekte, kénnen
die hellen durch Setzen eines Schwellwertes im Gesamtgrauwerthistogramm
verworfen werden. Ahnlich kénnen durch Closing- und Opening-Prozeduren der
mathematischen Morphologie im Graubild bestimmte GréRenklassen detektiert
werden.

Sind auf diese Weise durch Verfahren der feld-und szenenbezogenen Bild-
verarbeitung die interessierenden Objekte vorausgewihlt oder doch angereichert
worden, kénnen diese nacheinander vermessen werden. Vermessen heil3t hier, die
gesamte Information eines Objektes z.B. eines Zellkerns mit rund 10° Bild-
punkten, die einschlieflich der Grauwertcodierung 10%byte betrdagt, durch
geeignete Operationen auf wenige MaBzahlen zu reduzieren. Die Operationen
definieren dabei die charakteristische MeBgréfie oder das betrachtete Merkmal. So
liefert die Vorschrift: "Zahle alle Bildpunkte innerhalb der Kernmaske" offen-
sichtlich die Flache des Kerns: A = 5; N; - A' (A' ist die Fliche eines Bildpunkts).
Dieses Verfahren der Datenreduktion entspricht einer Merkmalsextraktion (41).

Wegen ihrer zellbiologisch-medizinischen Bedeutung sei hier kurz auf Maglich-
keiten eingegangen, die Chromatinstruktur im Zellkern durch geeignete Merk-
male quantitativ zu analysieren, d.h. anhand geeigneter Operationen zu messen.
Das unterlagerte Konzept der Merkmalsextraktion beinhaltet die Zerlegung der
Meflvorschrift in eine Transformation und in eine Messung. Die Transformation
hebt die zu messende Eigenschaft hervor und die Messung stellt die Quantifi-
zierung dar. Wie schon erwihnt, nennt man die Feinstruktur des Kerns oft auch
Textur. Textur setzt voraus, daB sich morphologische Elementarformen oder
Bildpunktanordnungen in gewisser Weise wiederholen. Zu ihrer Beschreibung
eignen sich daher Operationen, die nach rdumlichen Korrelationen von Grau.
werten oder Grauwertmustern suchen. Dazu dienen z.B. die sogenannten Grau-
wertiilbergangsmatrizen (co-ocurrence oder spatial gray level dependence
matrices). Es handelt sich hier um quadratische Matrizen, deren Spalten (i) und
Zeilen (j) gewihlte Grauwertintervalle reprisentieren. Die Werte der Matrix-
Elemente (pj;) sind die relativen Haufigkeiten oder Wahrscheinlichkeiten fiir das
Auftreten von Bildpunktpaaren mit den Grauwertkombinationen 1, j. Anzugehben
ist dabei noch die Geometrie der Paarung. Diese wird durch die Richtung und den
Abstand angegeben. Es missen nicht die néchsten Nachbarn sein und schlieflich
brauchen auch nicht einzelne Bildpunkte betrachtet zu werden, sondern irgend-
welche Mittel- oder Medianwerte in definierten Bildfenstern wie im nachsten
Absatz beschrieben. In jedem Fall erhalt man eine Matrix von Werten, die eine
Transformation des Bildes darstellt und die ihrerseits wieder auf eine oder wenige
Merkmale oder Parameter zu reduzieren ist. Ein beliebtes Merkmal ist z.B. das
Tragheitsmoment C = Z; 5 (i - j)? *P(i j)- Man kann sich leicht tiberlegen, daf dies
ein Maf fir den Kontrast im Bild darstellt, wenn néachste Nachbarpunkte
betrachtet werden. Andere charakteristische Matrizenmerkmale sind Energie,
Entropie, Autokorrelationsmafe, Varianzen usw. (1,21,38).

Eine andere Familie von Merkmalen bezieht sich auf Mafe in Grauwertver-
teilungen von ungefilterten oder gefilterten Bildern. Bei den Filterprozeduren
handelt es sich um die Verrechnung von Bildpunkten in einem definierten
Bildpunktarray oder Bildfenster. Dieses betragt z.B. 3 x3 Bildpunkte und wird
kontinuierlich iber das Bild geschoben. Beliebte lineare Filter berechnen z.B.
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arithmetische Mittelwerte oder mittels GauB- oder Laplacefunktionen gewichtete
Mittelwerte. Eines der bekanntesten nichtlinearen Filter bestimmt den Median-
wert im Fenster. Die so bestimmten Fensterwerte sind neue Bildpunktwerte in
transformierten Bildern.

Von den Grauwertverteilungen der interessierenden Bereiche kann man nun
z.B. die ersten drei zentrierten Momente bilden (Mittelwert, Standardabweichung,
Schiefe) und zur Texturbeschreibung heranziehen. Man nennt diese Merkmale
"statistische Merkmale”, da sie tber die zugrunde liegende Textur héchstens
indirekt Gber die verwendeten Filtergroflen Auskunft geben. Die Parameter der
Grauwert-Ubergangsmatrizen sind schon eher strukturbezogen, aber dennoch
immer noch schwer zu interpretieren. Die anschaulichste Vorgehensweise ist
daher die, die sichtbaren dunklen und hellen Chromatingebiete direkt zu segmen-
tieren und ihre Anzahl und Gréflenverteilung sowie ihre Lage im Kern, z.B. im
Hinblick auf Randstindigkeit oder Nukleolennachbarschaft, unmittelbar zu
bestimmen. Diese Analyse ist dann eine "echte” strukturelle. Um kondensierte
Heterochromatininseln unabhéngig vom absoluten Grauwert zu identifizieren,
werden sie z.B. aus dem Differenzbild zwischen Original und geglattetem Bild
bestimmt (Abb.3). Andere Verfahren verwenden Operationen der mathema-
tischen Morphologie, um die Skelettlinien des Heterochromatingeriistes zu
erzeugen und deren Netzwerk zu vermessen (siehe Kapitel 2.4.2).

Die Literatur der letzten 10 Jahre zeigt eine nahezu beliebig groBe Anzahl von
rechnerischen Operationen, die das Ziel haben, Bildinformation auf Merkmale zu
reduzieren. Viele der daraus resultierenden Parameter sind anschaulich, viele
sind es ganz und gar nicht. »

255 127
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Abb. 3. Differenzbild zwischen Orginal und geglattetem Bild und Darstellung der dunklen und
hellen Kérner bei einer Grauwertschwelle im ebenen Texturbild.
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Wichtig ist an dieser Stelle vor allem die Erkenntnis, da unabhingig von der
modellbasierten Anschaulichleit eines Merkmals die Mafizahlen, die es erlauben
Kerne voneinander zu unterscheiden und schlieBlich aufgrund von Kernpopula-
tionen Priparate zu unterscheiden, oft nur so wenig verschieden sind, daf} die
zugrundeliegenden Merkmalsverdnderungen nicht wahrnehmbar sind. Dies ist
besonders dann der Fall, wenn andere fir die Unterscheidung nicht relevante
Merkmale visuell dominant sind und stark variieren. Ein einfaches Beispiel dafiir
sind Gréfenunterschiede zweier Populationen, die immer schwieriger zu erkennen
sind, umso grofer die Formvielfalt der Objekte ist. Ein anderes Beispiel sind
abgeleitete GroBen, wie die "fotale Kernextinktion” bei grofien Flachen und
Dichtevarianzen der Kerne (siehe Einleitung). Als weiteres Beispiel sei aus einer
groflen Anzahl von proliferierenden Lymphozyten in Kultur eine Serie gezeigt, die
nach dem Merkmal der Schiefe (3. Moment) der Grauwertverteilung aus dem
gesamten dynamischen Bereich der Merkmalswerte ausgewahlt und angeordnet
ist (Abb. 4). Dieses Merkmal hat die hichste Trennkaft um ruhende Gp-Zellen von
RNS-synthetisierenden Gi-Zellen zu unterscheiden (18). Eine solche Unterschei-
dung ist visuell kaum oder gar nicht méglich. Der Versuch das Merkmal mit einem
"Kondensierungsmuster" des Chromatin in Verbindung zu bringen, ist damit
nicht sehr hilfreich.

Am Schiuf dieses Kapitels soll nur noch erwihnt werden, dafl der gesamte Satz
an gemessenen Merkmalen eines jeden Objektes, der weit tber 100 Komponenten

Abb. 4. Proliferierende Lymphozyten, angeordnet nach dem Merkmal der Schiefe (3. Moment) der
Grauwertverteilung.
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haben kann, als erstes wieder sinnvoll zu reduzieren ist, um damit arbeiten zu
konnen. Der verbleibende Satz an Merkmalen spannt einen mehrdimensionalen
Merkmalsraum auf, in dem jede einzelne Zelle einen Punkt darstellt. Es ist die
Hoffnung der klinischen Zytometrie, dafl die gemessenen Zellen unterschiedlich
bewerteter Patienten sich in unterschiedlichen Bereichen (Cluster) hiaufen und
damit {ur jeden neuen (unbekannten) Fall eine bevorzugte Zuordnung zu einer der
Klassen erlaubt (9, 53). Die Methoden dazu sind in den Kapiteln 3.1 und 3.2
beschrieben.

D. Strategien der medizinischen Anwendung

In der klinischen und auBerklinischen medizinischen Zytometrie kann man grob
drei verschiedene Vorgehensweisen unterscheiden, wie sie bereits am Ende des
Abschnitts B kurz angesprochen wurden. Eine davon ist die vollautomatische
Zytometrie, die beiden anderen fordern eine Mensch-Maschine Interaktion.

Automatische Zytometrie

Die vollautomatische Zytometrie in ihrem Endausbau ist eine Labormethode.
Préparations- und Féarbeprozeduren sind standardisiert. Sie sind beziglich der
Maschinenauswertung optimiert ohne Ricksicht auf Gesichtspunkte der visuellen
Beurteilbarkeit des Praparates. Die Prdparate kénnen in Magazinen deponiert
und von der Maschine automatisch abgearbeitet werden. Der Befund wird aus den
Meflwerten durch einen geeigneten fest einprogrammierten und anhand aus-
reichender Lerndaten trainierten Klassifikator erstellt und ggf auch noch
verbalisiert. Einen zytopathologisch geschulten Experten braucht man nicht
mehr, oder hochstens beim Aufbau der Lerndatenbank, Allerdings sind selbst fir
diesen Schritt Vorgehensweisen vorstellbar, die auf die visuelle Identifizierung
von Zellen in der Lerndatenbank verzichten und nur noch Signalverteilungen von
Préaparaten von Patienten mit bekanntem Befund im Lerndatensatz speichern. Die
Vorgehensweise ist am besten anhand des direkten Vergleichs mit der Durchfluf-
zytometrie verstandlich. Auch dort werden ja einzelne signalerzeugende Objekte
nicht identifiziert, sondern lediglich Signalverteilungen miteinander verglichen.
Dafi dabei nicht nur Einzelzellen und evtl. auch nicht nur Zellen des interessieren-
den Tumors gemessen werden, ist solange unerheblich, wie die entsprechenden
Signale nicht die diagnostisch relevanten Merkmale der Signalverteilungen
verdecken, oder anders ausgedrickt das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis fir die
gewlnschte Information nicht zu sehr vermindern. Es ist abhingig von der
Préparationstechnik sogar denkbar, dafl die bei der Einzelzellbildanalyse so
unerwilnschten Artefakte, wie z.B. Zellagglomerate, zusitzliche diagnostische
Informationen liefern.

Der fur die Aufnahme von Signalverteilungen in die Lerndatenbank unerlaB-
liche, bestmoglichst gesicherte Patientenbefund kann dabei anhand geeigneter
Auflenkriterien erstellt sein. Das oft angefithrte Problem der fehlenden visuellen
Bewertbarkeit des zur Messung gelangenden Zellmaterials hinsichtlich korrekter-
Probennahme und Praparation ist ein Scheinproblem. Eine visuelle Uberpriifung
der diagnostischen Wertigkeit stellt bereits den wesentlichen Schritt zur Diagnose
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dar und ist als Vorbedingung fir die automatische Auswertung natirlich sinnlos.
Die rein technische Brauchbarkeit eines Praparates kann auch ohne die Expertise
des Zytopathologen beurteilt werden.

Ein wichtiger Einwand ist noch der nach der optimierten Auswahl der zu
messenden zelluliren Merkmale sowie der Erstellung von schnellen Erkennungs-
und Riickweisungsalgorithmen fiir definitiv nicht interessierende Objekte. Beides
ist ohne die zytopathologische Markierung von Lernohjekten zwar machbar, aber
nicht skonomisch. In bestimmten Fallen mag man sich auf Grund langer Ir-
fahrung auf einfache Merkmale wie z.B. die Messung der totalen Kernextinktion
als MaB fir die DNS-Menge beschrinken und Artefakte und uninteressante
Objekte wie z.B. Leukozyten durch einfache Grofenkriterien verwerfen. Dann ist
es denkbar, in vélliger Analogie zu den Durchfluflsystemen schnelle Bildanalyse-
qutomaten zur Durchmusterung von Priparaten unter volligem Verzicht auf
jegliche zytopathologische Interaktion zu realisieren. Entsprechende Geréte sind
in der Entwicklung bzw. Erprobung und werden in den néchsten Jahren sicher
zunehmend eingesetzt. Sinnvolle Einsatzgebiete sind z.B. gegeben bei hohem
Praparateanfall im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen. Die vollautomatische
Zytometrie ist unbestritten, wenn die gewiinschte gquantitative Information
ohnehin geringen Bezug zu wahrnehmbaren Praparateeigenschaften hat, Dies ist
chen z.B. bei der Bestimmung der DNS-Verteilung von Zellpopulationen zur
onkologischen Diagnostik und Prognostik der Fall. Hier wird man sich aber fragen
miissen, ob nicht die hochauflésende DurchfluBzytometrie die Methode der Wahl
darstellt.

Interaktive Zytometrie

7wei verschiedene Verfahren gehoren zur interaktiven Zytometrie. In einem Fall
dient das Gerat dazu, vollautomatisch Praparate durchzumustern und verdédchtige
Objekte dem Zytopathologen zur endgiltigen Entscheidung vorzuspielen. Die
Methode ist ersichtlich dann angebracht, wenn die diagnostisch relevanten
Objekte selten vorkommen, die Suche nach ihnen den eigentlichen Aufwand
bedeutet und eine Messung dieser Objekte nicht nétig ist, da ihre visuelle
Beurteilbarkeit einfach und fur die Diagnose ausreichend ist. Typische Beispiele
dafiir sind z.B. die Metaphasensuche in der Zytogenetik oder das automatische
Prescreening gynakologischer Ausstrichprdparate im Hinblick auf das Vor-
Yommen von Krebs- oder Krebsvorlauferzellen. Hier bedeutet der Einsatz der
Maschine nur eine Okonomisierung der Vormusterung der Préparate. Die
Diagnose selbst trifft der Experte. Man kénnte die entsprechenden Verfahren
solche einer maschinen- oder computergestiltzten Zytologie nennen,

Im Gegensatz dazu steht die am weitesten verbreitete Anwendung von Bild-
analysegerdten in der interaktiven Zytometrie, bei der der Zytopathologe die
Messung zur Unterstiitzung der visuellen konventionellen Diagnose einsetzt. Dies
wird dabei fir die Losung der meisten an ihn gestellten Aufgaben nicht notwendig
sein. Visuelle Wahrnehmung und globale erfahrungsgestitzte Erkennung sind
unschlagbar bei der qualitativen Diagnostik. Erst dort, wo diese nicht mehr aus-
reichen oder unsicher sind, wird die Messung an geeigneten Objekten durch-
gefihrt, um ein zusitzliches quantitatives Kriterium zu erhalten. "Geeignet”
kann dabei bedeuten, daB lediglich isoliert liegende, gut erhaltene Zellen des
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gewlnschten Typs ausgesucht werden, es kann nbher auch bedeuten, daf3 es sich win
atypische Zellen handelt, die im Untersuchungsmaterial angereichert werden
sollen. Die Art und Anzahl der ausgewdhlten Zellen kann dabei ggf. tber eine
weitergehende Interaktion mit der Maschine vin dieser gesteuert werden, wenn
diese mit einem wissenshasierten Expertensystem gekoppelt ist. Gerade im letzten
IFall kann dann das Ergebnis der klassifizierten Messung mit sémtlichen weiteren
eingegebenen Patientendaten und den zusitzlichen Hinweisen aus der visuellen
Beurteilung des Experten zu einer integrierten und geeignet verbalisierten
Befundung zusammengefaft werden. Die Methode kénnte damit am zutreffensten
als "expertengestitzte Zytometrie” bezeichnet werden.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB die automatische Zytometrie die
Beherrschung der drei Schritte zu ciner Préparatediagnose, ndmlich die Objekt-
suche, Objektvermessung und Objektbewertung, voraussetzt. Die interalktiven
Methoden iberlassen aus diesen drei Schritten dem menschlichen Beobachter
jeweils das, was er besser kann als die Maschine, ndmlich je nach Problemstellung
die schnelle Bewertung vorausgewahlter Objekte in meist maschinengerechten
Préparaten, oder die Objektsuche in komplizierten Szenen konventioneller

Praparate.
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HOW TO QUANTIFY GROUPS OF OBJECTS 7

KARSTEN RODENACKER
Gsf — 188, Labor fir biomedizinische Bildanalyse, Ingoistédier Landstr. 1, D-8042 Neuherberg, FRG

INTRODUCTION

In histometry, as well as in many other areas, objects of interest, e.qg. cell nuciei, are locally distributed.
Their overall resemblance or arrangement respectively, as well as their properties are the base of any
diagnosis or qualification? 0 11, The estimation of quantitative properties of cellular cbjects is called
cytormelry, the quaniification of arrangement properties of cells in histological sections histometry.

For the latter a program has been developed which on the base of a certain graph arithimetic? 3 allows the
following cperations: /) the definition of object groups via neighborhoods, /) the processing of the latter or
more general of relational operations, /i) the gathering of object groups in hierarchy levels! 2 4, {v) the
computation of quantitative features at each hierarchy level and v) the display of graphs. The program is
used to analyse histologica!l sections of different origin'.

A complete tissus section evaluation consists of /) the segmentation of the objecis of interest, /i) the
evaluation of object specific quantitative features {(cytomeirical approach)}, /i) the estimation of a base
relation e.g. a local neighborhood, iv) the definition of objects at certain hierarchy levels and v} the evalu-
ation of level specific quantitative obiect features (histometrical approach)t 7.

DEFINITION OF HIERARCHIES

A hierarchical representation of structures is a widely used method®. In Fig.1 a hierarchical concept of
tissue is displayed, as it is used for the qualitative and quantitative analysis of sections. The construction of
a hierarchy depends on the modelling concept'3. The latter may reflect e.g. how the structural elements
are originated, their function or their degree of local disorder. Each model results in another hierarchy.

A hierarchy consists of levels and each ievel of cbjects with level-specific interrelationships. Each object
in any hierarchy level is constructed from lower level cbjects (Fig. 1). Every relation has to be defined
following the modelling concept. In image processing one may define the digitized picture elemenis (pixels)
as the objects of the lowest hierarchy level.

The relationships used can be locally based, e.q. derived from zone of influence!2, Delaunay triangula-
tion or Voronoi diagram'4, in combination with other non-locally based relations as being in a certain size
class (srmall, medium, big), displaying a certain cbhject type (mitotic, undifferentiated) or being not too far
away from certain other objects (near the basal layer, at the surface}. Of course some of the terms in
brackets have to be defined as objects at certain hierarchy levels. In general this leads to some sort of
small-scele expert systemn, since this is an accepied way of knowledge representation.

DEFINITIONS OF GRAPHS
Starting from any hierarchy level, a graph representation of the objects as nodes and the relationship as
edges allows a formal processing as well as an easy display. Mathematical morphology'@ has been proven
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Fig. 3. Analysis of a tissue section (see text)

as a valuable tool. Graph operations are defined according some concepts of mathematical morphology
(Fig. 2)11,

EXAMPLES OF OBJECTS IN HISTOLOGY

For a tissue example the objects, nuclear profiles {black), are shown in Fig. 3a. The base relation is
derived from zones of influences (Fig. 3a, thin lines) as shown in Fig. 3b (thin lines}). Two different hierar-
chy levels are shown, growth layers in epithelial tissue (Fig. 3c) and tissue regions (Fig. 3d) starting from
the cells of the basal layer marked in Fig. 3b (black) with objects numbered.

FEATURING OF OBJECTS

The features of objects are derived from the features of the lower level objects. The lowest level objects,
the pixels, carry the features pixe! value and coordinates. The features of objects of higher levels, e.g.
nuclear profiles may be statistical parameters of the pixel value distributions like area as the number of
pixels or the mean optical density as the mean of the corresponding pixel values and so on.

So for example objects of the next higher hierarchy level, leis say tissue regions, may be described by
the mean distance of nuclear profiles in the region . Ancther more complicated feature may be the maxi-
mum free path length inside of an object.

SUMMARY

A method and a concept is shown to describe objects in a hierarchical system. This is, in principal, the
usual way defining objects, however it is rarely consequently performed. For an example from pathology
the methods are illustrated. Starting from the concepts of mathematical morphology for the description of
shapes, this approach can be used to describe arrangements or architectures of objects. This might lead
to a concept of shape in a more abstract but formal way.
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Prinzipien bildzytometrischer Instrumentation

G. Burger

In der Bildzytometrie gibt es heute im wesentlichen folgende

Anwendungsgebiete:

1)

3)

4)

Projektionsmorphometrie zur stereologischen Schdtzung von Pa-
rameterdichten oder Zur interaktiven Planimetrie von
Objektstrukturen

Monochromatische Absorptionszytometrie zur gquantitativen
Bestimmung farbstoffbeladener Markersubstanzen in der Zelle,
z.B. DNA-Bestimmung in Zellkernen oder Vermessung der Chroma-
tinstruktur nach Feulgenhydrolyse und Aldehydfdrbung. Dieses
bildgestiitzte Verfahren ersetzt die Mikrophotometrie oder
Mikrodensiometrie. Bestrahlt wird dabei oft mit monochromati-
schem Licht einer Wellenldnge, die Bilderfassung geschieht
durch einen Schwarzweifsensor. Das Verfahren kann auch zur
automatischen Morphometrie von Objektstrukturen oder Topome-

trie von Objektensembles eingesetzt werden (z.B. Histometrie).

Polychromatische Absorptionszytometrie zur gleichzeitigen
Bestimmung von in der Regel zwei absorbierenden Farbstoffen,

z.B. in der quantitativen Immunzytochemie:

Hierbei gilt es die positiv-immunreaktiven Zellen, die z.B.
nach der Phosphatase oder Peroxidase-Reaktionskette markiert
sind sowie die geeignet gegengefdrbten immunnegativen Zellen
getrennt zu erfassen. Dabei bestrahlt man mit wverschiedenen

Wellenlidngen oder verwendet eine Farbkamera.

Quantitative Fluoreszenzzytometrie mit demselben Anwendungsge-
biet wie in 1) und 2) sowie zusdtzlich zur Messung von Marker-

substanzen mit Fluoreszenzproben bei geringer Ausbeute:

In der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie liegt der Haupt-

aspekt in der Verwendung von Sensoren hoher Empfindlichkeit.



Neuere Alternativen bietet die Laserscanningmikroskopie (siehe

53).

Koniokale (Laser)scanningmikroskopie als Auflichtfluoreszenz-
mikroskopie mit hoher Tiefenaufldsung und damit der MSglich-
keit zur optischen ’‘Tomographie’ und 3D-Darstellung mikrosko-

pischer Objekte.
Je nach Anwendungsgebiet ergeben sich unterschiedliche Gera-
teanforderungen und -Konfigurationen. Die Grundbausteine sind

aber dabei immer

ein Mikroskop zur optisch vergréferten Abbildung der Objekte
mit geeigneter Objektbeleuchtung

ein Sensor mit Analog-Digitalwandler zur Erfassung und Weiter-

gabe eines digitalisierten Bildes

ein Bildspeicher zur Echtzeiteingabe und Speicherung der digi-

talisierten Bilder

ein Bildverarbeitungsrechner

ein Kontroll- und Steuerrechner

eine Peripherie mit graphischem Tablett, Bild- und Mefdaten-

display etc.

Display

ik
Video amp. T AD /A
Camera
X Image stora(s) A
> LUT
LUT
Lens r\ v

Input dev, Image processor

Lemp(s)

Stege |_] Drives for stage, Control processer
& focus tamps, etc.

[ [

Keyboard Printer

Blockdiagramm eines typischen Bildanalysesystems




3.4 Geréte zur quantitativen Mikroskopie

Peter Gais, Georg Burger

A. Einleitung

Die Bezeichnung quantitative Mikroskopie schliefit verschiedene Techniken und
Methoden ein, mit denen man messen kann. Im Bereich der Medizin wurden schon
frih Formen und Strukturen beschrieben und mittels morphometrischer und
stereclogischer Methoden quantitativ gemessen (16). Zahlmethoden sind seit
langem in der Hdmatologie Standard zur quantitativen Analyse des Bluthildes.
Casperson (4) setzte photometrische Methoden zur DNS-Messung ein, um Tumo-
ren quantitativ zu charakterisieren. Mit Hilfe der Bildverarbeitung wird versucht,
die verschiedenen Methoden komprimiert zur quantitativen Analyse von mikro-
skopischen Bildern in der Zytologie und Histologie einzusetzen.

Die Palette der in der quantitativen Mikroskopie eingesetzten MefBgerite
reicht von einfachen mechanischen Systemen bis zu vollautomatischen Bild-
analysegeriten. In Tabelle 1 sind die MeBkonzepte mit den Vor-und Nachteilen in
Richtung steigender Automatisierung dargestellt (siehe hierzu auch Kapitel 1.2).
In der Tabelle 2 sind einige Bildanalysegerdte aufgelistet. Diese Aufstellung ist
keineswegs vollstindig und sicher wegen der rasanten Entwicklung auf dem
Gebiet nur kurzlebig. Sie stellt also keine Marktanalyse dar, sondern soll lediglich
Hinweise auf verschiedene Mitte der 80-er Jahre kommerziell vorhandene Syste-
me geben.

Tabelle 1. Vor- und Nachteile verschiedener Gerite zur quantitativen Bildanalyse

Geriéte Methode Vorteil Nachteil

1. Manuelle
- Mefokular im Mikroskop Punktezdhlen Billig Langsam
- Projektionsmikroskop Punktezdhlen Billig Langsam

2. Halbautomatische
- Digitalisiertablett Planimetrie Objektmessung Langsam
- Mikroskopphotometer Phaotometrie Genau Langsam

3. Automatische
- Elektronische Bildanalysegerite Elektronik Schnell Artefakte




Tabelle 2. Im Handel erhiltliche Mefigerite
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Halbautomatische Gerite

Qerit Firma Adresse

A8 M, Leitz D-6330 Wetzlar

CB.A. Jung D-§907 Nufiloch
INTELLECT Stemmer D-8031 Puchheim
IMPACS Signal Computer D-6140 Bensheim
IMAGO Compulog D-7030 Béblingen
MOERPHOMAT Zeiss D-7082 Oherkochen
PICTURECOM VTE D-8036 Herrsching
VIDDS Al Tektron D-4005 Meerbusch
VIDEOGRAPH Control Graphic D-5450 Neuwied
VIDEOPLAN Kontron D-8057 Eching
Vollautomatische Gerite

Gerat Firma Adresse

GENESIS 2000 Machine Vision Ann Arbour, Michigan, U.S A,
GOP Context Vision S-Linképing, Schweden '
IBAS Kontron D-8057 Eching
MAGISCAN Joyce Loebl D-4000 Dasseldorf
QUANTIMET Cambridge Instruments D-4600 Dortmund
SAMBA TITN F-Grenoble, Frankreich
SIGNUM Signum D-8000 Miinchen

TAS Leitz [-6330 Wetzlar

VICOM IRTV D-2000 Hamburg
VISIAC Feinwerktechnik D-8000 Miunchen

B. Manuelle Gerite

Die rein manuelle MeBmethode wird in der Regel mit Zahltechniken der
klassischen Stereologie verknipft (15) (siche Kapitel 1.1 und 1.2). Durch ein
Punkt- oder Strichlinienraster werden als einfachste Mellgréflen Flichen- oder
Anzahldichten von Objekten oder segmentierten Bildfeldarealen bestimmt. Die
Raster kénnen dabei in das Mikroskopokular eingesetzt werden und der Zihl-
vorgang erfolgt direkt durch das Mikroskop. Unter Verwendung eines Projektions-
mikroskopes erreicht man etwas mehr Beweglichkeit. Zusétzlich zur Einstellung
des interessierenden Gesichtfeldes kénnen dabei die meist in Form von trans-
parenten Folien verwendeten Raster auf dem projizierten Bildfeld positioniert
werden. Das Zihlen der tbereinstimmenden Mefflichen mufl nicht mehr dber das
mikroskopische Bild erfolgen und ist damit weniger anstrengend fir das Auge.
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Densiometrische Messungen, wie DNS-Messungen, sind mit diesen Gerdten nicht
moglich.

C. Halbautomatische Gerite

Oft ist es notwendig, die Form, Fliche, Randlidnge oder dhnliche geometrische
Merkmale von Zellen oder Zellverbdnden zu vermessen und das bei Objekten,
deren Berandung fiir das menschliche Auge erkennbar ist, bei denen vollautomati-
sche Geréte aber bei der Grenzfindung versagen. Hier ist der Einsatz halbautoma-
tischer Gerdte angebracht.

Digitalisiertablett

Beim Einsatz eines Digitalisiertablettes heifit halbautomatisch das interaktive
Umfahren des zu vermessenden Objektes mit einem Griffel oder einer Faden-
kreuzlupe. Das mikroskopische Objekt kann dabei tiber das Projektionsmikroskop
auf einem Tablett vorliegen oder ber eine TV-Kamera aufeinem Monitor abgebil-
det sein. Der bei der Umfahrung zuriickgelegte Weg wird durch das Digitalisier-
tablett in eine Folge von Koordinaten zerlegt, die in einem Microcomputer
abgespeichert und zur Berechnung der gesuchten Merkmale verwendet wird. Bei
der Darstellung des Objektes am TV-Monitor wird der dabei zuriickgelegte Weg
direkt ins Bild eingeblendet und kann so visuell gut verfolgt und korrigiert,
werden. Diese Methode erlaubt eine recht genaue Vermessung einzelner Objekte,
eignet sich jedoch aus Aufwandsgrinden nicht fiir gréBere Objektzahlen.

Ein typischer Vertreter fiir diese Sorte von Gerdten ist das Bildanalysesystem
Videoplan der Firma Kontron. Es ist standardmiBig ausgeristet mit einem 1-4
Mbyte-Rechner, 1,2 Mbyte floppy- und 42 Mbyte harddisc-Speicher und einem
Digitalisiertablett der GréBe 297 x 297 mm mit 0,1 mm Ortsauflésung. Die Bild-
verarbeltungsprogramme werden iiber Mentfelder angesteuert. Uber 20 plani-
metrische Merkmale kénnen gemessen werden und on- und offline miteinander
verechnet werden. Fiir die statistische Analyse werden eine Reihe von Testproze-
duren angeboten. Typische Merkmale sind neben der Fliche und dem Umfang von
Objekten der Durchmesser des Kreises gleicher Fliche oder die Flache und die
Hauptachsen von ein- oder umschriebenen Ellipsen, maximale Durchmesser oder
die projizierten Abmessungen auf den x- und y-Achsen. Mit diesen Gréfen kénnen
bereits recht brauchbare Formparameter angegeben werden.

Grundsétzlich kann man feststellen, daf3 sich diese halbautomatischen Gerite
fir die Zytometrie nicht, fiir die Histometrie dagegen ganz hervorragend eignen.
Sie iberlassen ndmlich den schwierigsten Schritt zur Bildanalyse, die Objektseg-
mentierung, dem menschlichen Beobachter. Es ist dabei unmittelbar einleuch-
tend, daf} die Szenensegmentierung zur Vermessung von Gewebsbestandteilen, bei
dem ungeheuer groflen Formenreichtum in der Histologie gar nicht anders geldst
werden kann.

Neben dem graphischen Tablett gibt es noch die Méglichkeit MeBpunkte direkt
auf dem Bildschirm zu markieren. Dies geschieht mittels Lichtgriffel oder durch
druckempfindliche Bildschirme. Letztere stellen im Prinzip ein transparentes
graphisches Tablett dar, das der Bildschirmwiedergabe angepalBt ist und davor
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gelegt wird (11). Beide Verfahren haben naturgeméfl neben Problemen der paral-
laxefreien Punktmarkierung ein sehr begrenztes Auflésungsvermégen und
werden heutzutage héchstens noch zur Objektmarkierung oder Mentauswahl
verwendet. Gute Zusammenstellungen zu entsprechenden Anwendungen fiir die
manuelle oder halbautomatische morphometrische Vorgehensweise in der Patho-
logie finden sich in Baak und Oort (1) und Oberholzer (8).

Mikroskopphotometer

Stoffmengen in einer Zelle wie z.B. die DNS kénnen bei geeigneter stdchio-
metrischer Farbung durch Messung der Lichtextinktion quantitativ nachgewiesen
werden. Als Meflgerit wurde dazu schon frih das Mikroskopphotometer ein-
gesetzt. Mit einer Mefblende wird aus dem mikroskopischen Bild des Zellkerns ein
kleiner Bereich eingegrenzt und das transmittierte Licht, z.B. mittels eines Photo-
multipiers, gemessen. Der Durchmesser der Mef3blende darf dabei nicht grofler als
die lokale Ausdehnung der zu erwartenden Dichteinhomogenititen gewihlt
werden.

Nach dem Extinktionsgesetz ist ndmlich die Extinktion, d.h. der Logarithmus
der Transmission proportional zur Menge des absorbierenden Markers. Da die
Summe des Logarithmus mehrerer lokaler Mefsignale nicht gleich dem Logarith-
mus der Summe dieser Signale ist, mu8 also das Objekt in jedem Fall bildpunkt-
weise abgetastet werden. Die Signalwerte innerhalb einer gréofleren, das Objekt
umschlieflenden Bildfeldblende, kénnen dabei in einem Zahlregister aufsummiert
werden. Das Verfahren erfordert ein Zentrieren der Zelle unter der Bildfeldblende
und ein zellabhingiges Einstellen der Blendengrofie. Man spricht auch hier von
einem halbautomatischen Verfahren zum Messen von densitometrischen Merk-
malen.

D. Automatische Gerite

Diese Gerite werden so genannt, da sie den vorher beschriebenen Schritt von der
Bildverarbeitung zur Objektvermessung, nédmlich die Objektsegmentierung
selbsttitig vornehmen. Daf3 dabei die Szenenauswahl, ja sogar die Auswahl
einzelner zelluldrer Ohjekte durch Gesichtsfeldpositionierung oder Objektmarkie-
rung in einer Szene durchaus interaktiv erfolgen kann, soll keine Widerspruch zur
Begriffswahl darstellen. Gelegentlich nennt man Gerite, die sogar die Objektaus-
wahl selbst vornehmen, ein Priparat also z.B. selbsttdtig durchmustern und
ausgesuchte Objektpopulationen vermessen um darauf eine Praparate- oder Fall-
diagnose zu grinden oder um damit wenigstens Prdparate nach bestimmten
Kriterien fiir die visuelle Untersuchung vorzusortieren, auch vollautomatische
Gerite (3, 13, 14).

In jedem Fall grinden diese Gerate auf der digitalen Mikroskopie, d.h. der
Verarbeitung und Analyse von Bildern, Diese kénnen grundsitzlich auf zwei
Arten generiert werden

- durch Scanningphotometrie mit punktweiser Signalspeicherung
- durch Bildfeldsensoren.
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In jedem Kall existiert ein digitales Bild des abgetasteten mikroskopischen
Gesichisfeldes, das in einem Bildspeicher abgelegt ist und durch eine geeignete
Hard- und/oder Software bearbeitet und vermessen wird.

Notwendig sind also bei solchen Systemen Bausteine zur

- Bilderfassung

- Bildspeicherung
- Bildbearbeitung
- Bildvermessung,

Eine gute Bilderfassung erfordert, eine automatische Fokussiereinrichtung,
eine Shadingkorrektur gegen Ausleuchtungsfehler und oft eine Mefmoéglichkeit
beil verschiedenen Wellenldngen und/oder Vergroflerungen. Dies setzt ein auto-
matisiertes Mikroskop (9) mit einem angepaBten Photodetektor, schnelle Prozes-
soren und eine problemspezifisch anpafibare Software voraus.

Photodetektor

Typische Seanningmikroskopphotometer existieren z.B. von Leitz (MVP) und Zeiss
(SMP). Der Photodetektor miBt hier die Signalintensitit hinter einer kleinen
Mefiblende von z.B. 0.25mx0.25um, wobei ein motorgetriebener Tisch das
Objekt in einem vorgegebenen Raster an der Meffliche vorbeifihrt. Die MeB-
methode erfordert einen Microcomputer, der den analogen Photodetektorwert in
einen digitalen Mefiwert wandelt und ausreichend Speicherplatz fiir das digitale:
Bild. Die Bildarraygroéfen fiir die Zellvermessung sind typischerweise 128 x 128
Bildpunkte mit einer Auflésung von 256 Graustufen. Damit ergibt sich ein
Speicherbedarf von 16 Kbyte pro Zellbild, Die MeBzeiten liegen bei ca. 30 Sekun-
den pro Zelle.

Das Signal-Rauschverhiltnis und damit die Grauauflésung kann in der
Scanningphotometrie durch den Einsatz von Laserlicht verbessert werden. Auf
Grund der héheren Lichtintensitat kann damit auch schneller abgetastet werden.
Zum schnellen Abtasten und Erzeugen des Scanningrasters verwendet man statt -
der Tischbewegung die Ablenkung des Laserstrahles mittels Drehspiegel (2). Die
MeRzeiten liegen hier bei Sekunden fiir ein Feld mit 128 x 128 Bildpunkten. Der
Laserscanner ist wegen seiner hohen Lichtintensitit auch sehr gut fir Fluores-
zenzmessungen geeignet. Eine weitere Besonderheit bei dem Laserscanning-
mikroskop ist die sogenannte konfokale Abbildungstechnik mit einer erheblichen
Verbesserung der lokalen und Grauwertauflssung, Dabei werden die durch-
strahlten Objekte nur in diinnen Schnittebenen ah gebildet, also gleichsam optisch
tomographiert (17).

In vielen vollautomatischen Geriten findet man als Bildwandler Standard-TV-
Kameras. Verwendung finden Kameras mit Vidikon-, Plumbikon- oder Chalni-
kon-Réhren, die direkt auf das Mikroskop aufgesetzt sind. Die Bilderzeugung ist
wesentlich schneller (40 ms) als in der Scanningphotometrie, die Grauaufldsung
mit etwa 60 echten Graustufen aber geringer. Das typische Bildformat ist
512x512 Bildpunkte. Die Speicherung der Bilder erfolgt in einem digitalen
Bildspeicher der an den verarbeitenden Computer angeschlossen ist.

Neben der TV-Technik und dem Laserscanner finden heute immer mehr
Photodiodenarrays und da vor allem Charge-Coupled-Devices (CCD) als Bild-
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sensoren Verwendung. CCD-Bildsensoren gibt es als eindimensionale Zeilen-
arrays (10) mit bis zu 2048 Elementen sowie als zweidimensionale Arrays mit
512 x 512 Bildpunkten Arraygréfe. Bei der Verwendung von Linienarrays erfolgt
der Vorschub quer zum Linienarray mit Hilfe eines mechanischen Tisches. Die
CCD’s bestehen aus einem Array aus lichtempfindlichen Elementen. Hohe
geometrische Genauigkeit und das hohe Signal-zu-Rauschverhéltnis sind die
Hauptvorteile der CCD-Technik. Der enge Temperaturbereich (< 30°C) wegen
des thermischen Dunkelstromes ist der Hauptnachteil.

Prozessoren

Bei der vollautomatischen Mikroskopbildanalyse wird das gesamte zu messende
Bildfeld in digitaler Form im Speicher eines Rechners abgelegt. Dies erfordert eine
hohe Speicher-und vor allem Rechenkapazitdt zur schnellen Verarbeitung der
Bilder. Die hohe Rechenkapazitit erreicht man mit Prozessoren die quasi-parallel
(Pipeline) oder parallel ein Bildarray abarbeiten kénnen. In den meisten der
automatischen Bildanalysesysteme werden dazu Arrayprozessoren verwendet
(SAMBA, GOP, IPS ...), wobel sich das Wort "Array" meistens auf die schnelle
Abarbeitung von Bildfeldern bezieht, nicht auf das Vorhandensein eines Arrays
von Rechenwerken. Der schnelle Fortschritt im Bereich der integrierten Schalt-
kreise ermoglichte die Entwicklung von echten Prozessorarrays (5) und damit
echte Parallelverarbeitung der Bilder.

Software

Softwareentwicklung ist sehr kostenintensiv, Eines der Hauptprobleme liegt in
der Uneinheitlichkeit der Sprachen und Betriebssysteme. Die Software vieler
Bildanalysegerite deckt oft einen Grundbedarf ab, 148t aber noch viele Wiinsche

von Seiten der Anwender offen. Die Grundkommandos zur Bildverarbeitung sind

meist in Assemblersprache {(Maschinensprache) geschrieben, um méglichst effek-

tiv zu arbeiten. Es ist daher fir den programmierenden Anwender von groflem
Vorteil, wenn er in einer héheren Programmiersprache (Fortran, Pascal, C, ...)
diese Grundkommandos in seinem eigenen Programm aufrufen kann.

Inzwischen gibt es Unterprogrammbibliotheken zur Bildverarbeitung mit
Subroutinen fir Bildverbesserung, Kanten- und Linienverfolgung, Texturanalyse,
Segmentation und aller Basisoperationen in Fortran (Spider(12),...). Andere
Ansétze liegen in der Entwicklung von Expertensystemen mit den Sprachen, wie
sie im Bereich der kinstlichen Intelligenz verwendet werden.,

In unserem Labor benttzen wir zwei Programme zur Bildanalyse. Eine Eigen-
entwicklung BIP (Biomedical Image Analysis) (7) mit Kommandointerpreter und
der Méglichkeit, Kommandos zu schreiben. Als zweites das in der Universitdt von
Uppsala, Schweden, entwickelte Programm ILIAD (Interactive Language for
Image Analysis and Display) (6), das eine pascaldhnliche Sprache fir Anwender
besitzt und fiir den getibten Anwender das ganze Spektrum einer strukturierten
Programmsprache besitzt.
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E. Modulare Geritekonfigurationen

Bildanalysesysteme kénnen als kompakte Gerdte beschafft oder auch aus den
wesentlichen elektronischen Einheiten selbst zusammengestellt werden. Diese
betreffen wie im vorangehenden Abschnitt bereits erwahnt, die Bildaufnahme
durch geeignete Sensoren, die Analog-Digital-Wandlung des Bildsignals, die Bild-
speicherung, die Bildverarbeitung mittels geeigneter Rechner mit der Méglichkeit
auch die Ergebnisse wieder zu speichern und schlieBlich die Bildwiedergabe aus
dem Speichermedium, d.h. die Digital-Analog-Wandlung des Signals und Darstel-
lung auf einem TV-Monitor. Dazu kommt immer noch ein sogenannter Host-
rechner, der das ganze System kontrolliert und steuert.

Dabei wird die Bildwiedergabe in der Zyto- und Histometrie im wesentlichen
zur Entwicklung und Kontrolle der Bildverarbeitungsschritte eingesetzt, insbe-
sondere, wenn sie mit der Méglichkeit der interaktiven Bildmanipulation verbun-
den ist. Das Endziel ist ja eine Bildvermessung mit anschlieBender Datenanalyse
und, wenn méglich, die graphische Darstellung der Ergebnisse.

Zu jeder Funktionseinheit gibt es auf dem Markt eine Vielzahl von Angeboten.
Dies fiuhrt dazu, da8 im Forschungsbereich mit ausreichenden Kenntnissen der
Datenverarbeitung Bildverarbeitungssysteme in der Regel modular zusammen-
gestellt werden, wobei der Funktionsumfang und die Leistungsfahigkeit der
einzelnen Module dem jeweiligen Bedarf angepalt werden kénnen (siehe Ab-
schnitt F).

Folgende Gesichtspunkte sind dabei zu berticksichtigen:

- Wird das System hauptsédchlich in der Entwicklung eingesetzt oder bevorzugt
fir Routinemessungen?

- Wird bevorzugt interaktiv/halbautomatisch vermessen oder erlaubt bzw. ver-
langt die Aufgabenstellung ein vollautomatisches Vorgehen?

- Wie grofl ist der Arbeitsanfall und wie erfolgt die Weiterverarbeitung der Me&-
daten?

- Welche Parameter sollen gemessen werden und wie erfolgt die Weiterver-
arbeitung der MeRdaten?

- Wie soll die Bedienung und die Erzeugung von Mefprozeduren vor sich gehen:
Uber Funktionstasten, Menufeld, Interpreter, oder kann bzw. muB das System
frei programmierbar sein?

Um die unterschiedlichen Gesichtspunkte je nach Bedarf berucksichtigen zu kén-
nen, wére ein Gerdtekonzept winschenswert, das hardwareméafig modular und
softwareméBig flexibel ist, aber von einem Hersteller stammt. Damit kénnen die
Probleme der Kompatibilitit und optimalen Gerédtezusammenstellung und ggf.
schrittweisen Erweiterung des Systems bei steigendem Bedarf leichter gelost
werden. Die Firma KONTRON hat z.B. mit seiner Produktlinie VIDEOPLAN
(interaktives MeBsystem), VIDAS (automatische Bildanalyse), IBAS (voll-
automatisches Hochleistungsbildverarbeitungssystem) diese Idee weltgehend
realisiert.

Die Vorteile eines solchen Konzepts sind im wesentlichen:

- Die Sub-Systeme sind hard- und softwaremaBig kompatibel.
- Bedienung, MefBparameter und Datenstruktur sind einheitlich.



Tabelle 3. Leistungsmerkmale unterschiedlich ausgebauter modularer Bildanalysesysteme am
Beispiel von drei Systemen der Firma KONTRON.

VIDEOPLAN VIDAS IBAS

Interaktiveshalbautomatische Messung X X X
Automatische Messung X X
Schnelle vollautomatische Messung x
Bildspeicher 3 MByte 8-256 MByte
Graubildverarbeitung X Arrayprozessor
Farbbildverarbeitung X X
Geometrische Merkmalsberechnung X X X
Densiometrische Merkmalsberechnung X X
Menibedienung X X X
Interpreter/freie Programmierbarkeit X

TV Overlay X X

Slow scan + high resolution TV X
Bilddatenbank b1
Scanningtischsteuerung X X
Autofocus % 2 Systeme

. Ein flexibles Softwarekonzept erlaubt eine Adaption der Mefalgorithmen an
beliebige Applikationen, d.h, bei einer Anderung der Anwendung muf} kein
neues System angeschafft werden. .

- Bei steigenden Anforderungen kénnen die Systeme modular erweitert werden.
Aus dem VIDEQPLAN wird durch Einsetzen des "frame grabbers” das VIDAS,
durch Anschlufl der Bildverarbeitungseinheit das IBAS-System.

. Vom Benutzer erstellte Programme kénnen in allen Ausbaustufen weiterver-
wendet werden.

In der Tabelle 8 ist eine kurze Ubersicht tiber die Leistungsmerkmale der einzel-
nen Systeme unter Berticksichtigung der speziellen Anforderungen im zytologi-
schen/histologischen Bereich zusammengestellt. In Abb. 1 ist die komplette Aus-
baustufe des IBAS-Systems mit moglichen Peripheriegerdten dargestellt wie er
etwa dem MehrzweckmeRplatz rechts unten in Abb. 2 entspricht. In Abb. 3 ist zur
Demonstration der GréBenordnung dieser MefBplatz abgebildet.
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MehrzweckmeBplatze
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Abb. 3. Vollautomatisches Bildanalysesystem IBAS mit Durchlichtmikroskop AXIOPLAN,
Scanningtisch und Hamamatsu-Meflkamera.

F. Ausriistung im Labor fiir biomedizinische Bildanalyse

Im eigenen Labor sind 5 verschiedene Arbeitsplitze (Abb. 2) realisiert, die alle an
einem DEC VAX 11/750-Rechner (Digital Equipment Corporation) mit schnellen

Kopplungen (DMA) angeschlossen sind. Es ist somit mdglich, alle Gerite
kombiniert zu verwenden.

Interaktiver Mefiplatz

Der interaktive Mefiplatz dient zum Erfassen von Einzelzellen oder Zellverbinden
unter visueller Auswahl und Kontrolle. Die mikroskopischen Bilder werden
mittels TV-Kamera (Bosch Mefkamera TIVK9B1) im Bildspeicher (Micropicture
von VTE) digital abgelegt und im Rechner VAX 11/750 ausgewertet. Bei der
Auswertung werden bis zu 160 Merkmale berechnet (siche Kapitel 1.2).
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Automatischer Mefiplatz

Der automatische MeBplatz wird zur vollautomatischen Analyse zytopatholo-
gischer Priparate eingesetzt. Die Bilder werden mit einer auf das Mikroskop
aufgesetzten TV-Kamera (Bosch Meflkamera) aufgenommen, fokussiert, shading-
korrigiert und in dem Arrayprozessor (FPS AP 120B) verarbeitet. Tischsteuerung
und Autofocus (Zeiss) erfolgen tiber den Rechner VAX 11/750.

Softwareentwicklungsplatz

Der Softwareentwicklungsplatz ist zum Testen von Prozeduren und deren
Wirkung auf das Bild eingerichtet. Zum interaktiven Beeinflussen dient ein
graphisches Tablett mit Fadenkreuz oder Lichtgriffel, dessen Cursormarke auf
dem Bildschirm mitgefuhrt wird. Das Bilddisplaysystem (VIE Picturevision)
stellt Bilder der Grofle 1024 x 1024 Bildpunkte schwarz/weil und farbig dar, wobel
mittels Overlayspeicher noch Grauwerthistogramme und Masken eingeblendet
werden kénnen.

Mehrzweckmefipldtze

Die MehrzweckmeBplitze dienen fiir die Durchfihrung von Projekten und Pilot-
studien. Ein VICOM und ein IPS-Bildanalysesystem als zentrale Geréte erlauben
dem Benutzer direkten Zugang zur Bildverarbeitung. Die Systeme sind mit 2 bzw.’
16 Megabyte Speicherplatz ausgebaut, besitzen einen eigenen Arrayprozessor und
ein eigenes Rechnersystem und sind tiber Kommandos oder Meniis direkt oder vom
Rechner VAX 11/750 hedienbar. Die Scanningmikrophotometrie, Autofocus und
Tischsteuerung werden von einem LSI/11 Rechner betrieben. Der interaktive Teil
ist auch an diesen Mefpldtzen mit einem graphischen Tablett mit Fadenkreuz
geldst, dessen Cursormarke am TV-Monitor mitgefiihrt wird.

Literatur

1. Baak JPA, OOrt J (1983) A Manual of Morphometry in Diagnostic Pathology. Springer, Berlin
Heidelberg New York Tokyo.

2. Bartels HP, Buchroeder RA, Hillmann DW, Jonas JA, Kesster D, Shoemaker RM, Shack RV,
Towner D, Vukobratovich MS (1981) Ultrafast scanner microscope. Analyt Quant Cytol 3/1:55

3. Brugal G, Quirion C, Vassilakos P (1986) Detection of bladder cancers using a SAMBA 200 cell
image processor. Analyt Quant Cytol 8/3:187

4. Casperson TO (1987) History of the developement of cytophotometry from the present. Analyt
Quant Cytel 9/1:2

5. Fountain TJ, Postranecky M, Shaw GK (1987) The clip 45 system. Pattern Recognition Letters

5/71

ILIAD (1985) "ILIAD User's Guide”, IMTEC Technology, Uppsala, Schweden

7. Mannweiler E, Rappl W, Abmayr W (1982) Software for Interactive Biomedical Image
Processing - BIP, Proc. 6th Intern. Conf. on Pattern Recognition IEEE Comp. Society Press:
1213

o




[t by

10.

11

12.

13.

14.

15.
16,

7.

Oberholzer M (1983) Morphometrie in der klinischen Pathologie. Springer, Berlin Heidelberg
New York Tokyo

Ploem J8S, Verwoerd N, Bonnet J and Koper G (19739) An automated microscope for quantitative
cytology combining television image analysis and stage scanning miecrophotometry. J Histo-
chem Cytochem 27:136

Shippey GA, Bayley RJH, Farrow ASJ, Lutz R and Tucker J H (1982) Application of linear
sensors to highspeed image analysis. Analyt Quant Cytol 4/2:159

Silage DA, Gil J (1984) Use of a touch sensitive screen in interactive morphometry. J Microse
134:315

Spider, Subroutine Package for Image Data Enhancement and Recognition, User's Manual
(1984) Joint System Development Corp. Tokyo

Tanaka N, Ishikawa A, Konoike K, Shimoaka Y, Yamaguchi K, Bunekawa S, Okamoto Y and
Hosoi 5 (1982) CYBEST model 3: mechanism and field-test data on CDMS prepared specimens.
Analyt Quant Cytol 4/2:160

Tucker JH, Shippey G (1983) Basic performance test on the cervifip linear array prescreener.
Analyt Quant Cytol.5/2:129

Underwood EE (1970) Quantitative Stereclogy Addison-Wesley Pub, Reading, Massachusetts
Weibel ER (1979) Stereological Methods. Vol.1 Practical Methods for Biological Morphometry.
Academie Press, London

Wilson T, Sheppard C (1984) Theory and Practice of Scanning Optical Microscopy. Academic
Press, London



Confocal scanning microscopy

Confocal scanning microscopy, although more than thirty years old in principle [1],
has only recently become widely available. Several specialist laboratories have built
confocal scanning microscopes both for practical use and for theoretical investiga-
tions, and a number of different confocal microscopes are now commercially
available. In this first article we will briefly survey the major characteristics of some of
the many different instruments now available on the market.

The principle of the confocal microscope is that the image, rather than being
formed by a whole-field lens system, should be built up from a series of single-point
images, formed by two apertures which are scanned confocally across both the
llumination and image planes. The effect of these apertures is to eliminate scattered
light from other image planes above, below and around the focal point, thereby
improving the resolution of the instrument, particularly in the direction of focus.
The major problem is that of ensuring constant alignment of the two apertures
throughout the scan, and several ingenious solutions have been found to this
problem in practical instruments [2—-6). The literature on the theory, practice and
application of the technique is now extensive; Ref, 7 proyides a valuable survey of
the field.

The major advantage of the confocal microscope over the conventional light
microscope lies in its improved resolution. Because of this improvement, it is possible
to scan through one or more thin planes in thick objects, and thus to ‘see inside’ semi-
translucent materials. The information can also be used to build up transverse sections
and 3-dimensional reconstructions of the original object. However, there are some
restrictions. Firstly, the depth of inspection is normally limited by the penetration of
the fight beam, and the physical working distance of the objective lens. Secondly,
most systems require that the incident and collected light travel in the same path, so
that the system is restricted to fluorescent or refiected illumination; the absorption
mode used widely in conventional pathology is not available. Thirdly, some systems
require a substantial time to capture a complete field, so that real-time imaging of
moving objects is not possible. Lastly, many of the commercially available systems
provide qualitative imaging rather than quantitative measurements of the reflectivity
or fluorescence intensity of the specimen at the imaged point. |

Addresses of known manufacturers of confocal scanning microscopes are shown
below. Although all of the instruments that they produce operate on the same
principle, their constructional details vary widely; and these differences are reflected
in the varied characteristics, capabilities and limitations of the different systems. This
applies not only in the hardware, but also in the available software facilities. Most of
the laser-scanning instruments contain a substantial range of software in the basic
system, and all systems can be connected to more sophisticated image viewing and/or
processing software packages. It is most important for the intending user of confocal
systems to evaluate the available software, operating system and documentation, in
order to check that these are suitable for hisfher own particular problems and
operating milieu. This is such a task-oriented and personal choice that we feel unable
to give general guidance in these most important matters.



The confocal scanning microscope has now become established as a valuable tool
in a number of different areas of cell pathology. Notable amongst these have been the
reconstruction and measurement of neuronal nets; the measurement of cells in tissue
sections; the visualization of cells in living organisms; structural investigations in
bone and teeth; and the investigation of chromosomal structure and gene mapping in
interphase cells using in situ hybridization. It is to be expected that the confocal
microscope will continue to find extensive use in these and many other fields of cell
pathology in the future.

Manufacturer {nformation

Biorad BIORAD Lasersharp Ltd., 7 Suffolk Way, Drayton Road, Abing-
: don, Oxford OX14 5JX, UK. Tel. (44) 0235 32133. '
Zeiss Carl Zeiss Ltd., 7082 Qberkochen.

Leitz Ernst Leitz Wetzlar Gmbh., Postfach 2020, D-6330 Wetzlar 1, FRG.

Tel. (49) 06441 2590.
Strojimport  Strojimport Company, Vinohradska 184, 130 52 Praha 3, Czechoslo-
vakia. Tel. Praha 772 778.

. Tracor Tracor Europe, 19 Cochrane Close, Crownhill, Milton Keynes, MK8
0AJ, UK. Tel. (44) 0908 565 662. _
Sarastro Sarastro AB, Bjornnasvagen 12, S-113 47 Stockholm, Sweden. Tel.
(46) 8 1501 50.
Lasertec c/o Canon EUROPA, Unit 3, Brent Trading Centre, North Circular
Road, Neasden London NWI10 0JF, UK. Tel. (44) 01451 7772.
Waterloo Waterloo Scientific Inc., Suite 9, 419 Philip St., Waterloo, Ontario,
Canada N2L 3X2. Tel. (1) 519 746 6260.
SiScan 911 Dell Ave., Campbell, CA 95008, USA. Tel. (I) 408 379 1930.
Nikon Nikon Ltd., Haybrook, Halesfield No. 9, Telford, Shrops TE7 4EW,

UK. Tel. (44) 0952 587444,

References

1 Minsky M. US Patent 3013467:1961.

2 Petran M, Hadravsky M, Egger MD, Galambos R. Tandem-scanning reflected light microscope. J Opt
Soc Am 1968;58:661-664.

3 Brakenhoff GJ, Blom P, Barends P. Confocal scanning light microscopy with high aperture immersion
lenses. J Microsc 197%9;117:219-232, '

4 Wilke V. Optical scanning microscopy: the laser scan microscepe. Scanning 1985,7:88-96.

3 White JG, Amos WB, Fordham M. An evaluation of confocal versus conventional imaging of biological
structures by fluorescence light microscopy. J Cell Biol 1987;105:41-48, )

6 Draaijer A, Houpt PM. A standard video-rate confocal laser scanning reflection and fluorescence
microscope. Scanning 1988;10:139-145,

7 Boyde, A. Confocal optical microscopy. Microscopy and Analysis (Jan) 1988:7-13.




FLOW CYTOMETRY FOR LYMPHOCYTE SUBSET ANALYSIS
WITH THE FACSCAN ANALYZER

Dr.K.Davis
Dr.A.Raffael

Becton Dickinson Immunocytometry Systems
San Jose, USA und
6900 Heidelberg




FACSCAN APPLICATIONS

The detailed applications information presented is organized as follows:

1.
1.1

1.2

1,3

2.1.

2.2.

3.1

4.1.

4.2.

LEUKQCYTE SUBSET ANALYSIS

Sample Preparation

Ficol
FACS™ Lysing Solution
Ammonium Chloride Lysis
Viability
Fixation

Direct Immunofluorescence Stain
Simultest IMK Plus™
Simuliest™ Reagents
SimulSET™ Software

Indirect Immunofluorescence Stain

THREE PART DIFFERENTIAL

Three-part Differential Using Light Scatter
Three-part Differential Usint Leucogate

METHODS OF CONJUGATING FLUOROQCHROMES TO
ANTIBODIES

Succinimide Chemistry
Maleimide Chemistry
Isothiocyanate Chemistry

Procedure: FITC Labelling/Biotinylation of Antibodies
WET LAB
Calibration with Chicken Red Blood Cells

Whole Blood, Two or Three Color Immunofluorescence



FACScan INSTRUMENT

initial Instrument Check

Before turning on the Sensor Module and Computer Power:

1.

Check that all instrument components are connected and power
plugs are installed.

2. Check Fluid containers: Sheath reservoir is full and waste
reservoir is empty but for 100 ml of bleach.

Starfup

1. Turn FACScan Sensor Module power to ON. This activates the
built-in laser which has a-warmup time of five minutes.

2. Turn Computer power on.

When power to the computer is turned on, the software program is
automatically loaded from the hard disk into memory.

Instrument Calibration

To setup instrument parameters for cell surface immunofluorescence
work use one of the following: Calibrite beads with AUTOCOMP software
in automatic or manual mode; or adjust PMT settings using
gluteraldehyde fixed chicken red blood cells (CRBC).

FACScan Shut-down:

1.

Flush the system with 1% bleach, ulirapurge of disinfecting
solution for five minutes.

Install sample tube with 1-3 ml of distilled water to prevent drying
of the sample capillary tube and clogging with salt crystals. Allow
to run for one to three minutes.

Set the Fluidics switch to STANDBY.

Turn FACScan Sensor Module and computer power switches to
OFF.

Remove sheath reservoir and fill with saline.
Remove waste reservoir and empty contents.
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1.1

LEUKOCYTE BSET ANALYSI

Anti-Leu-2a PE
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Anti-Leu-3a FITC

Lymphocyte subset analysis

Normal human lysed whole blood labeled
with Becton Dickinson Simultest ™ reagents.
tymphocyle gating was based on forward
and side scalter.

Quatitation of leukocyte subpopulations is an application easily
performed on the FACScan. Leukocyte subset analysis is achieved by
measuring size (light scatter) and fluorescence intensity of the cells as
they pass through the interrogation point of the laser beam.

Sample Preparation

Proper sample preparation is essential to achieving good results when
performing leukocyte analysis. Specimens for leukocyte subset analysis
are prepared from blood collected by venipuncture into an EDTA (k3)
blood collection tube. The white blood cell population is separated from
other blood components by either density gradient or lytic
methodologies. Distinct leukocyte subsets are identified by means of a
fluorescent tag bound to an antibody on the cell surface. Once stained,
cells are fixed and analyzed with the FACScan within two or three days.

Ficoll

Ficoll gradients can also be used in the isolation of mononuclear cells

from human whole blood. The technique is based upon density gradient
separation and involves careful layering of diluted blood specimen over
a Ficoll and sodium diatrizoate solution. After spinning the gradient in a
centrifuge, the mononuclear cells are removed at the resulting interface.



Granulocytes and red blood cells collect in a pellet at the bottom of the
separation tube. The viable mononuclear cells ¢can then be used for
immunophenotyping analysis or cell function studies.

FAGCS Lysin lution log No. 92-0002

The FACS Lysing Solution is a premixed concentrate which lyses red
blood cells and leaves the leukocyte population intact. In this method, a
small volume of whole blood is first stained with monoclonal reagents,
then treated with the Lysing Solution. Subsequent washes and
centrifugations remove debris and platelets to prepare the leukocyte
population for subset analysis.

For detailed information on the FACS Lysing Solution, see "Wet Lab,
Whole Blood, Two or Three Color Immunofluorescence (4.2.)" or
instructions attached or the FACS Lysing Solution package insert.

ni lori i

The Ammonium Chloride Lysis method utilizes a salt solution to remove
red blood cells from a whole blood specimen while leaving the white
blood cell population intact. In this method a small volume of the blood
sample is first lysed with the Ammonium Chloride solution. The cells are
washed and centrifuged before staining with the monoclonal antibody.
The leukocytes are now ready for subset analysis.

For detailed information on the Ammonium Chloride Lysis method, see
Becton Dickinson Source Book, Section 2.11.

ili inin

Viability Staining is used to check the viability of the leukocyte population
after blood processing by Ficoll, or Ammonium Chloride Separation. A
solution of two fluorescent dyes, Ethidium Bromide and Acridine Orange,
are used with a fluorescence microscope to assess the viability of the
leukocyte population prior to staining with the monoclonal reagents.
Viable cells fluoresce green, and non-viable cells fluoresce orange when
viewed under the microscope.

For detailed information an Viability Staining Using Ethidium Bromide
and Acridine Orange, see Becton Dickinson source Book. Section 2.3.

Fixation

Fixation is employed to preserve cellular integrity and fluorescence.
Fixation is performed by treating stained cells with a formaldehyde or
paraformaldehyde based solution and incubating the cells in the cold,
protected from light until analysis.
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For detailed information on Paraformaldehyde fixation of Stained Cells,
see Becton Dickinson Source Book, Section 2.10.

Direct Immunofluorescence Staining of Cell Surface Markers

Direct Immunofiuorescence assays are used to identify leukocyte
subpopulations for immunophenotypic analysis. In a direct
immunofluorescence assay, a fluorochrome-labelled antibody is
incubated with the cells, the unbound antibody is washed away, and the
stained cell population is then analyzed. Analysis on the FACScan
measures celiular size by forward and right angle light scatter as well as
the immunofluorescence properties of the cell. Combinations of
fluorochromes, e.g. FITC and PE, allow the simultaneous measurement
of additional markers on the cell surface.

For detailed information regarding Single-Color Direct Immuno-
fluorescence, see Becton Dickinson Source Book, Section 2.4.

For detailed information regarding Two-Color Direct Immuno-
fluorescence, see Becton Dickinson Source Book. Sacton 2.13.

Simultest IMK Plus™{Catalog No. 92-0017)

The Simultest IMK Plus Kit is based upon a two-color direct
immunofiuorescence staining procedure. Peripheral blood mononuclear
cells or whole bloocd specimens are incubated with the monoclonal
reagent mixtures from the kit, lysed (whole blood), washed, fixed, and
then analyzed on the FACScan. Cells are analyzed by forward and right
angle light scatter properties correlated with two-color immuno-
fluorescence (FITC and PE). Optional Simultest IMK Plus software is
available to provide the operator with automatic gating and analysis or
the cellular subsets.

For detailed information on the Simultest IMK Plus Kit, see the Simultest
IMK Plus Kit package inser.

imul n

The Simultest Reagents are based upon a two-color direct
immunofluorescence staining assay. Peripheral blood mononuclear
cells or whole blood specimens are incubated with the monoclonal
reagent mixtures, lysed (whole blood), washed, fixed, and then analyzed
on the FACScan. Cells are analyzed by forward and right angle light
scatter correlated with two-color immunofluorescence (FITC and PE).
Optional Simultest software is available for use with the Simultest
reagents and provides the operator with automatic gating and analysis of
the lymphocyte subsets.
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Side Scatter

For detailed information on the Simultest Reagents, refer to the Becton
Dickinson Source Book Data Sheets on the individual Simultest
Reagents.

Indirect Immunofiuorescence Staining of Cell Surface
Markers

Indirect Immunofluorescence assays are used to identify leukocyte
subpopulations for immunophenotypic analysis. In an indirect
immunofluorescence assay, cells are incubated with a primary unlabeled
antibody, washed, incubated with a secondary antibody which is
conjugated to a fluorochrome, washed, then analyzed. Analysis on the
FACScan measures cellular size by forward and right angle light scatter
as well as the fluorescence properties of the cell.

For detailed information on Indirect Immunofluorescence Staining, See
Becton Dickinson Source Book, Section 2.5.

THREE PART DIFFERENTIAL
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The FACScan is capable of performing a three-part differential by
examining the percentages of lymphocytes, monocytes, and
granulocytes in a lysed whole blood preparation.




21 i -Part Diff tial Using Liaht S

A Three-Part Ditferential is obtained by lysing a small volume of whole
blood with either the FACS Lysing Solution or the Ammonium Chloride
Lysing Solution. After lysis the cells are washed then taken to the
FACScan for analysis. Analysis is performed by examination of the
forward and right angle light scatter propetties of the cells.

The FACScan is capable of performing a three-part differential by
examining the percentages of lymphocytes, monocytes, and
granulocytes in a lysed whole blood preparation.

PAINT-A-GATE allows the simultaneous analysis of light scatter and
fluorescence for LeucoGATE samples.

2.2 Three-Part Differential Using L eucogate

A Three-Part Differential is obtained by staining a small volume of whole
blood with the leucogate monoclonal mixture {anti-HLe-I FITC/anti-Leu-
Me PE). The blood is then lysed using the FACS lysing Solution,
washed, fixed, and taken to the FACScan for analysis. Analysis is
performed by examination of the fluorescence parameters (FITC and PE)
of the cells.



METHODS OF CONJUGATING FLUOROCHROMES T
ANTIBODIES

All of the chemistries below involve primary amines in one way or
another. Alpha amino groups are partially unprotonated at pH 7.2, and
will react selectively at that pH (the epsilon amino groups become
unprotonated at a higher pH). All of the reactions below can be
regulated by using a combination of pH, reagent concentration and time;
therefore it is possible to regulate the degree of derivitization of a
particular protein.

Succinimide chemistry: An efficient means of adding desired
functional groups to any protein that has accessable primary amines. An
example of this might be the addition of N-hydroxy-succinimidyi Biotin to
an antibody. '

N~-HYDROXY-SUCCINIMIDE REACTION SCHEHE
(i.e. NHS-Biotin or SATA and Monoclonal antibody)

H

. : .
N N
0 -
0 3 \]=0 pH 7-9 ﬁ S ﬁ=0
ANTIBODY-NH, N-0-C(CH,) 4Jl‘nu —_— ANﬂsoov-N-o—c-(cHz)Jlun
H

4
] (NHS-Biotin)

Maleimide Chemistry: Maleimides react with protonated sulfhydryls
to form a stable thioether bond. Maleimides begin to hydrolyse above pH
7.0, and will react with amines at higher pH's. Therfore when using
maleimides with a thiol chemistry, (such as a N-Succinimidyl-S-
acetylthioacetate (SATA) derivitized antibody), it is preferable to work
with them around pH 6.0 in order to keep the thiols reduced and to
prevent hydrolysis of the maleimides.
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PROCEDURE: FITC L ABELLING/BIOTINYLATION OF ANTIBODIES

1. Dialyze antibody, as appropriate, to ensure complete buffer
exchange.

a. 0.1 M Carbonate pH 9.5, for Fluorescein
b. 0.1 M Carbonate or Borate pH 8.6, for Biotin.

2, Adjust antibody concentration to 1.2 mg/ml by A280.

3. Transfer dialysed antibody to a test tube. Add FITC or NHS-Biotin
in DMSO @ 2mg/ml dropwise to the gently vortexing solution of
antibody. Amounts to add are as follows:

a. FITC: 80-110 pg/mg protein for Ig G; F/P = +/- 4
(15-35 pg/mg protein for Ig M; F/P = +/- 9)

b. Biotin: 50 pg/mg protein for Ig G.
(30ug/mg protein for ig M.)

NOTE: If antibody is less concentrated than above more FITC will be

needed to obtain a given F/P ratio. Optimal F/P ratios are 3-5 for Ig G and

7-9 for Ig M.

Mix for two hours at room temperature.

Dialyse or buffer exchange (PD-10) the reaction mixture into PBS with

0.1% azide, this removes unwanted reagentis and stops the reaction.
(some IgM may need 2X PBS).

KEEP ALL REACTION VESSELS INVOLVING FITC IN
THE DARK.



Isothiocyante chemistry: Forms a thiourea bond with an amino
group on the protein. lsothiocyanates, (for example Fluorescein
Isothiocyanate) are of moderate reactivity, thus providing some added
control of the degree of substitution.
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WET LAB

4.1. libration with B

Note that CRBC will only adjust PMT settings and compensation must be
set with a stained cell sample. However they provide a means to quickly
calibrate the instrument the same way from day to day. Briefly CRBC are
used as follows: with compensation set at zero for all fluorescence
parameters an unstained PBMC or lysed whole blood specimen is run.
The PMT settings are adjusted so that unstained lymphocytes (mean log
fluorescence) are located in approximately channel 120 (1024 full scale)
for FL1, FL2 and FL3. Then a CRBC or Fluoresbrite sample in run and
the mean log fluorescence determined for the CRBC in each parameter.
Subsequently one needs only to run the CRBC sample and set mean log
fluorescence to these predetermined values. Our experience is that the
predetermined values are also very similar from instrument to instrument.

4.2. Whole Blood, Two or Three Color Immunofluorescence

Stain: - Add 100 pL whole blood to 20 pl. MAD reagent(s).
- Incubate 15 min. at room temperature in the dark.

Lyse: - Add 2 mL 1x FACS Lysing Solution.
- Vortex immediately and incubate 7-10 minutes at room
temperature in the dark. Do not exceed 12 min. for any one
tube.
- Spin at 300xg for 5 min.
- Aspirate the supernatant.
- Leave ~50 pL to avoid disturbing the pellet.

Wash: - Add 2 mL PBS with 0.1% sodium azide.
- Vortex
- Spin at 300xg for 5 min.
- Aspirate supernatent.
- Leave ~50 plL.

Fix: - Vortex pellet.
- Add 0.5 mL of fixative (0.5% paraformaldehyde in PBS).
- Vortex immediately.
- Allow fixation to proceed for 30 min. at 4°.

Samples may be analyzed immediately or stored in the dark two to three
days at 4°.
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Biological pigments as fluorescent labels for cytometry
Diether Recktenwald, Barbara Prezelin®, Chia Huei Chen, John Kimura

Becton Dickinson Immunocytometry Systems
2350 Qume Drive, San Jose, CA 95131
*Department of Biology, UCSB, Santa Barbara, CA 93106

ABSTRACT

The use of protein-based biological pigments in combination with low molecular weight organic dye molecules
allows the simultaneous detection of up to six independent components of a cell surface by antibody dependent
fluorescence (immuncfluorescence) excited with a single 488nm laser line. This paper describes the state of the art in
multi-color immunofluorescence with 488nm Ar-ion laser excitation. It provides the data to design systems for
specialized applications.

1. BIOLOGICAL PIGMENT.

The biological pigments used for immunofluorescence are associated with the photosynthetic system of plants
or bacteria. In vivo these pigments act as efficient light collectors and energy transfer donors and acceptors for a wide
range of the visible sun spectrum. For photosynthesis in low light environments, these pigments are optimized by
nature for efficient light absorption and energy transfer. Most photosynthetic pigments are associated with water-
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Fig. I: Fluorescence emission spectra of {leorescein (FITC), R.-phycoerythrin (R.PE), Texas-red (TxRed),
¢-phycocyanin (PC), allo-phycocyanin (aPC) and peridinin-chlorophyll-a-protein (PerCP). Ecitation at
490nm for FITC, R.PE, PerCP, and at 545nm {or TxRed, PC, aPC. Spectra are without correction from a
Perkin Elmer MPF-2a spectrofluorimeter interfaced to a Hewlett Packard-200 desktop computer.
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insoluble proteins and cannot be used easily as labels for immunoflucrescent assays.! Two groups of water-soluble
pigment protein complexes associated with photosynthetic systems are known:!

a. Phycobiliproteins

b. Peridinin - chlorophyll-a protein complexes (PerCP).

a. Phycobiliproteins

Phycobiliproteins are found as part of the photosynthetic systems of red algae and cyanobacteria. Three major
pigment proteins are found, namely phycoerythrins, phycocyanins, and allophycocyanin.2

Molecular weight Abs max LogE Em max QY.
B-phycoerythrin 240,000 545 6.3 575 0.98
R-phycoerythrin 240,000 488,565 6.0 578 0.80
C-phycocyanine 224,000 620 6.2 650 0.50
allo-phycocyanine 104,000 650 5.8 660 0.70
R-phycocyanine 103,000 620 59 635 0.70
PerCP 35,000 470 5.5 680 1.00
Fluorescein 390 495 4.9 525 0.50
Texas red 624 595 4.9 620 ?

Table 1: Properties of fluorescent dyes used as labels for immunofluorescence analysis. (Abs max = wavelength of
the absorbance maximum in nm, Log E = decadic logarithm of the molar extinction coefficient, Em max =
wavelength of the technical fluorescence emission maximum in nm, Q.Y. = fluorescence quantum yield

data2.3:4)
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Fig. 2: Fluorescence histograms of lymphocytes stained with len-2a-FITC (Fluorescence 1), leu-22-R.PE
(Fluorescence 2), and leu-3a-biotin avidin-PerCP (Fluorescence 3) overlaid with histograms of unstained
controls. The measurements were performed with a FACScan flow cylometer with 488nm excitation.
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b. Peridinin-chlorophyll a-protein complexes

Peridinin-chlorophyll a-protein complexes are found as part of the photosynthetic systems of dinoflagellates.
The pigment, a water-soluble protein with a molecular weight of 35,000, contains the chromophors peridinin, a
carotene, and chlorophyll-a as light absorbers.

Tablel lists the optical properties of some of these pigments together with two commonly used fluorescent dyes
of low molecular weight.

Three of the dyes, fluorescein, R-phycoerythrin, and the peridinin chlorophyll protein can be excited with the
488nm line of an Ar-ion laser. The fluorescence emission spectra are sufficiently different (Fig. 1) to allow the
simultancous determination in a mixtare, 6 It has been shown that all of these dyes can be conjugated to
immunoglobulins (antibedies} without interfering substantially with antigen binding properties®,7.8,, The dyes
also do not introduce non-specific cell binding properties into the dye-antibody complex as shown in the histogram
of Fig. 2, where the non-reactive cell population is indistinguishable from non-reacted cells.

Therefore, a combination of antibody conjugates of fluorescein, R-phycoerythrin, and the peridinin chlorophyll
protein can be used for simultaneous determination of three different antigens in solution or on biological cells.

2. TANDEM PIGMENTS

The dyes of Table 1, which do not absorb significantly at 488nm, can be excited at 488nm by forming a
“tandem” molecule with an energy donor, which absorbs 488nm light. A good such donor is R-phycoerythrini®11,
. Covalently coupled conjugates of Texas red, c-phycocyanin, and allo-phycocyanin with R-phycoerythrin show a
relatively small level of R-phycoerythrin emission when excited at 488nm (data not shown). Most of the
.. fluorescence of the conjugates arises from the acceptor molecules. Immunoglobulin conjugates of these fluorescent
tandem molecules are reactive with their respective antigens as will be shown later (Fig.4). The spectra in Figure 1
indicate that simultaneous six-color immunoflucrescence measurements are possible with fluorescein, phycoerythrin,
the peridinin-chlorophyli protein, and the phycoerythrin tandem conjugates of Texas red, c-phycocyanin, and allo-
phycocyanin. Experiments showing the feasibility of such measurements are described in Section 4 (Fig.4).

Frrrrprrre

FL®
Fig. 3: Dotplots of a three-color immunofluorescence measurement with FITC, R.PE, and PerCP.Human
mononuclear cells stained with anti-leu-3a-FITC, anti-leu-2a-PE, and anti-leu-4-PerCP were
analyzed with a FACScan flow cytometer. Laser power at 488nm 16.9mW, spectral overlap
compensation: Fi1-%F12=0.3%

FI2-%F11=44.0%,F12-%F13=0.0%,FI3-%F12=17.5% (data coutesy of Rick Kerndt and Andy Blidy, BDMC)
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Several of the dyes discussed above can be used in combination with fluorescein and phycoerythrin for three

color flnorescence analysis. The trade off in the selection of the third dye is between sensitivity and spectral overlap.

Table 2 lists approximate sensitivities and spectral overlap for most of the dyes measured with a Becton Dickinson
FACScan instrument. The sensitivity is expressed as the ratio of the fluorescence intensity of stained and unstained
lymphocytes. The data shows that PerCP is the best choice for the third dye since it minimizes spectral overlap.
Fig. 3 shows the results of a three-color immunfluorescence experiment with fluorescein, phycoerythrin and PerCP.

Relative spectral overlap
Sensit. FITC R.PE R.PE - Tx. 1. PerCP
FITC 1 1.0 0.20 0.02 0.003
R.PE. 10 0.013 1.0 0.80 0.08
R.PE. - Txr. 5 0.01 0.80 1.0 0.10
PerCP 1 0.000 0.000 0.00 1.0

Table 2: Relative sensitivities and spectral overlap for four fluorophors useful for multi-color immunofluorescence
measurements. (The sensitivity numbers were determined with cell samples for cell surface immunofluorescence
measurements run on a FACScan flow cytometer. The sensitivity for FITC was set to 1. Spectral overlap was
estimated from fluorescence emission spectra and agrees weil with data from multicolor cell surface
immunofluorescence measurements.)
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Fig. 4: Demonstration of the feasibility of simultaneous six-color immunofluorescence with 488nm excitation.

SPIE Vol.1206 New Technologies in Cytometry and Molecuolar Biology (1990)




4. FEASIBILITY OF SIX-COLOR IMMUNFLUORESCENCE WITH 488nm EXCITATION

Because of instrumental limitations, the feasibilility of the simultaneous detection of six colors (wave length
bands) of fluorescence was not performed directly. Instead, it was shown that filters can be selected to allow the
independent detection of the cell surface immunfluorescence from all of the five critical pairs i.e. the pairs with most
similar emission spectra. Lymphocyte cells from human blood were reacted with an anti-CD4 antibody with one
fluorescent label and an anti-CD8 antibody with the other fluroescent label. About 50% of the lymphocytes carry
the CD4 antigen, 20% the CD8 antigen, and 30% are not reactive with either of the labels. Fig. 4 shows the filters
used for the experiments with the results of the critical two-color measurements, Two lines parallel to the axes can
be used to separate the three populations in all the cases, proving that the different dyes can be measured

independently. Therefore, this data shows that six-color immunfluorescence with single line 488nm excitation is
feasible.

5. APPLICATION

The possiblity of performing three or more color immunofluorescence measurements exiends the range of
applications in cell biology and clinical research substantially. More measurements can be performed on the same
sample. Cell subpopulations defined by two-color immunoflucrescence techniques can be further subdivided by using
three or more color analysis1Z2,

By using three color immunofluorescence analysis in combination with a measurement of axial light loss, all of
the major leukocyte subpopulations including lymphocyte subpopulations can be counted in a single sample.13

Helper and suppressor cell ratios can be measured with greater precision in a single sample by adding a third
reagent to help eliminate interference from cells other than T cells. In general the measurement of more specific
parameters improves the probability for the correct classification of a cell in cell analysis. This is one of the reasons
digital imaging microscopy with its many measurement parameters is preferred over flow-cytometry for rare event
analysis, even though flow cytometry provides the higher analysis rates desired for rare cell detection. Three or more
color immunofluorescence techniques will make it possible to perform rare cell analysis by flow cytometry.

In another application sample preparation for leukocyte subset analysis can be simplified by allowing the
analysis of leukocyte cell surface immunofluorescence in the presence of erythrocytes (red cells), thus eliminating the
need for a red cell lysis step 14 In this application reagents are selected to only render leukocytes or a desired subset
of leukocytes fluorescent in one color. This fluorescence is then used to trigger the data acquisition electronics of a
flow cytometer. Red cells and platelets appear dark and are not analyzed by the system. This approach requires one
fluorescent color to identify leukocytes, therefore a three-color system permits two-color subset analysis.

Once three color immunofluorescence techniques become available for routine cell analysis, more applications
will be found. This paper has described the state of the art in multi-color immunofluorescence with 488nm Ar-ion
laser excitation. It provides the data to design systems for specialized applications.
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thrin (PE*) conjugates. And in 1986, we pioneered
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unique two-color Simultest™ reagents that allow research
scientists and clinicians to gather more information

quickly and easily.
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brings you the next generation conjugate. Introducing
the world’s first directly conjugated peridinin chlorophyll
protein reagent {PerCP**) to perform multidimensional,
three-color analysis on a single-laser flow cytomerer.
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Multiple Answers In One Experiment

New PerCP single dye conjugate reagents work in conjunction with
Becron Dickinson’s proven Simultest reagents — FITC and PE —
and the world’s most widely-used single-laser flow cyrometer, the
FACScan;" to perform three-color, five-dimensional cellular analysis.
PerCP reagents have a peak emission spectrum {677nm), which min-
imizes spectral overlap with FITC and PE dyes. Is high fluorescence
intensity significandy simplifies multicolor analysis and assists in the
evaluation of more lymphocyte subsets based on fluorescence. You
can now study activation, differentiation, and proliferation of T-lym-
phocyzes, which is of particular value in studies of AIDS and autoim-

mune disease and in characrerizing T-cell lymphomas and leukemias.

Increase Your Productivity and Efficiency

PerCP conjugates are easy to use and save time in mulsicolor analysis
compared with indirect staining methods. Wich the direct PerCP
conjugates Anti-Leu™-4 (CD3), Anti-Leu-22 (CD8), and Mouse
IgG Conrrol, in combination with other FITC and PE reagenss,
simultaneous detection of single-, double-, and triple-stained cells
becomes an easy, one-step staining process — providing more subset
information from a single tube. In addition, with PerCP reagents,
instrument setup is fast and easy, and compensation is readily
achieved. Specimen economy and increased information—all from

a single tube.

Put Your Experiments on the Research Edge

Becron Dickinson strives to provide you with the best possible

tools to enhance the overall results of your experiments — the kind
that put you on the cutting edge of research technology. PerCP,

the single dye conjugate reagen, is a dramatic leap in fluorochrome
technology thac will improve your productivity, significantly increase
your subsetting ability, and give you more results from 2 single
experiment. Another product on the forefront of technology from

Becton Dickinson.
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Becton Dickinson
Procedures

:Setting up the FACScan' for
:Three-Color Flow Cytometric

:Analysis with PerCP* Conjugates

This Source Book Section describes a procedure for setting
up a FACScan flow cytometer for three-color analysis of
human peripheral blood leucocytes that have been stained
with fluorescein (FITC)-, phycoerythrin** (PE)-, and peri-
dinin chlorophyll protein (PerCP)-conjugated monoclonal
antibodies. NOTE: PerCP conjugates are recommended
for use only on the FACScan flow cytometer.

Cells
Human peripheral blood cell suspension. Whole blood or

separated mononuclear cells may be used. (For preparation
of separated mononuclear cells, see Becton Dickinson
Procedure for Preparation of Single-Cell Suspensions from
Human Peripheral Blood, Source Book Section 2.2, )

Reagents

1. FITC, PE, and PerCP-conjugated monoclonal antibodies
to human leucocyte antigens. NOTE: Care must be
taken ro match relative antigen density to fluorochrome
intensity when performing three-color analysis. Gener-
ally, the antigen which is present in the lowest density
should be stained with the brightest fluorochrome (PE).

2. 1X phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1%
sodium azide. (Dulbecco's PBS without calcium, mag-
nesium or phenol red, pH 7.2 +£0.2).! The PBS should
be filtered through a 0.2 pm filter prior to use. Store at
2% t0 8°C. WARNING: Sodium azide under aqueous
acidic conditions yields hydrazoic acid, an extremely toxic
compound. Azide compounds should be difuted with
large volumes of water during disposal to avoid deposits
in lead or copper plumbing where explosive conditions
may develop.

3. 1.0 % paraformaldehyde. Use appropriate laboratory
safety precautions. Dissolve 1g of paraformaldehyde in
100 mL of PBS with 0.1% sodium azide by carefully
heating at temperatures up to 56°C in a chemical fume
hood. Adjust to pH 7.4 £0.2, and filter through a
0.45 pm filter. Store in a glass container at 2° to 8°C.
WARNING: Formaldehyde is toxic, allergenic, and

considered a probable human carcinogen. Exercise

U8, Patent 4,876,190; others pending,
" U.S. Patent 4,520,110; European Patent 76,695; and Canadian Parent 1,179,942

precautions in storage and handling. Avoid contact with
skin, eyes, and clothing. If skin or eye contact occurs,
wash with copious amounts of water. Inhalation or in-
gestion is harmful and may be fatal. If swallowed, induce
vomiting and contact a physician immediately. Dispose
of according to federal, state, and local regulations.

. CaliBRITE™ Beads, Becton Dickinson # 95-0002.

Refer to the CaliBRITE Beads package insert for

instructions for use.

Eguipment

L.

Low-speed cencerifuge (300 x g) with swinging-bucket

rotor and 12 x 75 mm tube carriers

. 12 x 75 mm polystyrene test tubes (Becton Dickinson

Falcon® #2058 or equivalent)

. Micropipettor with tips (Pipetman™ or equivalent)
. Ice bath

. FACScan flow cytometer equipped for three-color

fluorescence detection and two-parameter light scatter
detection. For detailed information on the use of the
FACScan see the FACScan User's Guide.

6. AuroCOMP™ Software. Refer to the FACScan Auto-

COMP Software User's Guide.

. FACScan Research Software or LYSYS™ 1 Sofrware,

Refer to the appropriate Software User's Guide.

Method For Direct Immuncfivorescence

1.

Peripheral Blood Mononuclear Cells:

Add 10° cells in 50 pL. of medium containing 0.1% azide
10 a mixtute containing 20 plL of each monoclonal
antibody. Mix gently and incubate in the dark for 15-30
minures at 2° to 8°C. Wash twice, add 0.5 mL of

1.0 % paraformaldehyde, and analyze. See Becton
Dickinson Procedure for Direct Immunofluorescence
Staining of Cell Surfaces, Source Book Section 2.4.

For research use only. Not for use in diagnostic or therapeutic procedures.

BECTON

 DICKINSON
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Becton Dickinsan Immunocylometry Systems

2350 Qume Crive

San Jose, CA 95131-1807
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2. Lysed Whole Bloed:
Add 100 pL of blood to a tube containing a mixture of
20 pL of each monoclonal antibody. Mix gently and in-
cubate for 15-30 minutes at room temperature (20° to
25°C) in the dark. Vortex tube gently, then add 2 mL of
FACS® Lysing Solution (Catalog No. 92-0002) at room
temperature. (Dilute FACS Lysing Solution to 1X prior
to use.) Vortex tube gently, then incubate for 10 minutes
at room temperature in the dark. Wash cells, add 0.5 mL
of 1.0 % paraformaldehyde, and analyze. Refer to the
FACS Lysing Solution package insert for details.

Flow Cytometric Analysis

Proper electronic compensation and filter selections are
necessary for three-color analysis. To propetly set up and
compensate the flow cytometer, these additional samples
must be run: unstained cells; cells stained with the FITC
reagent only; cells stained with the PE reagent only; and
cells stained with the PerCP reagent only.

Instrument Setup

1. Run FACScan AutoCOMP software with CaliBRITE
Beads. {Refer to the CaliBRITE Beads package insert
and AutoCOMP User's Guide.) Print status page and

save all PMT settings, gains, and compensation values for
FL1 and FL2.

2. Execute acquisition software (FACScan Research Soft-
ware or LYSYS 1I). If using FACScan Research Software,
proceed to step 3 below. If using LYSYS I, set PMTs,
gains, and compensation values for FL1 and FL2 to those
obtained with AutoCOMP,

3. While running unlabeled CaliBRITE Beads, adjust the
forward scatter (FSC) threshold to eliminate most debris.
Set a FSC versus side scatter (SSC) gate around the bead
singlet population. Set the FL3 PMT o log mode.
Increase the FL3 PMT voltage from a starting value of
150 V until the unlabeled beads appear in channel 140
+10 (1024 channel scale) on the fluorescence display of
the FL3 histogram (this usually occurs berween 500 and
700 V). The unlabeled beads will appear in the lower left-
hand corner of the three fluorescence dot displays. Ifa
record of this data is desired, acquire 5,000 events and
print a copy of the FL3 histogram analysis display.

4. Remove the beads from the FACScan.

Compensation Techniques

When excited by laser light at 488 nm, FITC, PE, and
PerCP emit light at distinct wavelengths. However, there is
a slight overlap of their emission spectra. Because the FL1,
FL2, and FL3 detectors do not detect FITC, PE, or PerCP
emissions exclusively, the amount of spectral overlap ob-
served in these channels must be corrected by using an

electronic compensation network. To confirm that com-
pensation has been optimized, cells which have been
singly-stained with each fluorochrome-labeled antibody
should be run. See Figure 1 for examples of optimal
compensation.

1. Set compensarion levels for FL3. Set FL2-%FL3 to 0,
and FL3-%FL2 to approximarely 25.

2. Run the unstained cells. Set a light scatter gate around
the lymphocyte population. If necessary, adjust the FL1,
FL2, and FL3 PMT so that the unstained cell population ap-
pears in the lower left-hand comer of the fluorescence display:

3. Run the singly-stained FITC cells. While monitoring the
FL1 (green) versus FL2 (red-orange) dot display, opti-
mize the FL2-%FL1 compensarion level so that the FL1-
positive population is horizontally aligned with the FL1-
negative population.

4. Run the singly-stained PE cells. While monitoring the
FL.1 versus FL2 dot display, optimize the FL1-9%FL2
compensation level so that the FL2-positive population is
vertically aligned with the FL2-negative population.
Then while monitoring the FL3 (red) versus FL2 (red-
orange) dot display, optimize the FL3-%FL2 compensa-
tion level so that the FL2-positive population is vertically
aligned with the FL2-negative population. NOTE: Do
not overcormpensate FL3-%FL2.

NOTE: Cells stained with a Simultest™  reagent such as
Anti-Human Leu-3a (CD4} FITC/Ant-Human Leu-2a
(CD8) PE (Caralog No. 95-0008) may be used in place of
singly-stained cells to optimize FL2-%FL1 and FL1-%FL2
compensation. The reagent used should provide a prepara-
tion that will produce a sample with distinct FITC-positive
and PE-posirive populations, and few double-positive cells.

5. Run the singly-stained PerCP cells. The FL2-%FL3 com-
pensation level should be set at 0. While monirtoring the
FL3 versus FL2 dot display, check to ensure that PerCP
fluorescence is not detected in the FL2 channel. If it is
detected, prepare a new singly-stained PerCP cell sample.

6. Save the final instrument settings asa file. These
sertings can be recalled each time a three-color experi-
ment is run. Gains, PMT settings, and compensation
levels can then be optimized as necessary. Any significanc
alterations in the PMT settings or compensation level for
any channel should be noted. Refer to troubleshooting
procedures listed in the FACScan Operator's Manual or
the CaliBRITE Bead package insert.

7. Once compensation has been set, samples are ready for
acquisition.
Saurce Bock Section218 2
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Figure 1: Two-Parameder Displays of Peripheral

Blocd Lymphocytes Analyzed with a FACScan Flow Cytometer
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Limitations

I. PerCP conjugates are recommended for use only on the
FACScan flow cytometer.

2. PMTs and compensation levels should be optimized for
each experiment. Care must be taken when optimizing
instrument conditions for three-color analysis and when
selecting reagent combinations. The validity of data
obtained with PerCP reagents is dependent on optimal
instrument setup and proper cell handling techniques.
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Hochaufldésende DNS— und Protein-Durchflufizvtophotometrie und
Sortierung menschlicher Tumorzellen

W.Gdhde

1. Einleitung

Die DNS-DurchfluBzytophotometrie fand in den letzten Jahren
wieder mehr Interesse, weil sich das DNS-Histogramm als ver-
gleichsweise zuverlassiger Tumormarker erwies: die liberwiegende
Mehrzahl aller soliden Tumore ist aneuploid. Wiahrend der Nach-
weis von Aneuploidien bei Spontantumoren mit Kiassischen zvtoge-
netischen Methoden zeitaufwendig (Kultivierung) und haufig un-
sicher ist (nicht alle Tumorzellinien liefern mit gleicher
Sicherheit auswertbare Metaphasen), gelingen Ploidiebestimmungen
mit Hilfe der Zytophotometrie und der Durchflufzvtophotometrie
heute auch in der taglichen klinischen Routine.

Als klinisch verwertbare Informationen werden u.a. angestrebt:
1. Hinweise lber die Prognose
2. Absicherung der Diagnose
3. Verlaufskontrolle nach Behandlung

Zu 1: Der Wert der DNS-Histogramme fiir die Vorhersage des weite-
ren Krankheitsverlaufs (Prognose) wird noch immer diskutiert.
Meist beschrankt sich diese Diskussion auf den Verglesich der
klinischen Daten der diploiden mit denen der aneuploiden oder
multiklonalen Fille. Die Zuordnung der einzelnen zvtometrischen
Befunde zu einer dieser drei Gruppen hangt in hohem MafBe von der
Art der Probenaufbereitung und der MeRgenauigkeit ab: je besser
die erzielte Aufldsung ist, desto mehr Fille lagsen sich als
aneuploid (Abb.1l) oder multiklonal (Abb.2)} einordnen.

zZu 2:

A) Aneupleoidie ist ein sicherer Tumormarker (Abb.1l). Ein aneu-
ploider Befund sollte stets als Neoplasie angesehen werden: in
der Uberwiegenden Zahl der Fdlle bedeutet das Malignitit. YNicht
endgultig bewiesen ist, ob Aneuploidie immer zu maligner FEnt-
artung {(ein "klinischer” Befund) fiihrt.

B) Die Bedeutung des Auftretens einzelner abnormer Zelien for
die Diagnose und prognostische Einschatzung =iner trkrankung
wird noch diskutiert: z.B. Haufigkeit von Zellen mit mehr als
5c-DNS-Gehalt (Auer). Einzelzellzytophotometrie und Flow-Zyvio-
photometrie werden gleichermaRen bemiiht, um hier klinisch ver-
wertbare Antworten zu finden.



2

C) Es wird in der Literatur 2zunehmend dariiber berichtet, daR
funktionelle Parameter von hohem diagnostischem und prog-
nostischem Wert sein kénnen. Ein solcher funktioneller Parameter
ist die proliferative Aktivitat bzw. der Anteil der Zellen in
der DNS-Synthesephase.

S-Phase Anteile lassen sich unmittelbar aus den DNS-Histogrammen
abschdtzen oder durch zus&tzliche Antikérpermarkierung (nach
BUdR-Einbau) quantifizieren. Man erhdlt dadurch eine Informa-
tion, die dem 3H-Thy-Markierungsindex entspricht.

Da Tumorbiopsien Mischkollektive unterschiedlicher Zellinien

sind, werden auch hier héchste Anforderungen an die MeRtechnik
gestellt.

D) Ein weiterer in der Pathologie geldufiger Parameter zur Cha-
rakterisierung unterschiedlicher Zellarten ist die "Kern-Plasma-
Relation", als deren biochemisches Aquivalent das DNS-Protein-
Verhaltnis angesehen werden kann (Abb.3). Inwieweit die simul-
tane Messung des DNS- und Proteingehaltes zur noch besseren Er-
Kennung unterschiedlicher Zellarten in Tumorbiopsien heran-

gezogen werden Kkann, soll im Laufe des Kurses ebenfalls erprobt
und diskutiert werden.

E} Die on line-Zellsortierung hat bisher kaum Eingang in die
klinische Routine gefunden; dafiir gibt es eine Reihe von Griin-
den. Als ein Beispiel fiir den Wert der Zellsortierung sei die
Bearbeitung "diploider" bzw. fraglicher zvtophotometrischer
Befunde genannt. Die Zellsortierung, d.h. die Anreicherung be-
stimmter und ggf. sehr seltener Zellen schlagt hier eine Bricke
zur Zvtomorphologie bzw. Einzelzellzyvtophotometrie.

zu 3: Uber Verlaufskontrollen nach Behandlung von Malignomen
wurde gelegentlich berichtet. Dabei wurden insbesondere

die Veranderungen der Haufigkeit aueuploider Zellen bzw. deren
Wiederauftreten als Ankiindigung eines Rezidivs und die be-

handlungsbedingte Beeinflussung des Ablaufs der Zellteilung
ausgewertet.

2. Geriate

FCM: Fur den Kurs stehen Geridte zur Verfiigung, die Fluoreszenz-
anregungen bis zum kurzwelligen UV erlauben. Flir die hochauf-
lésenden DNS-Messungen eignen sich besonders kovalent bindende
Farbstoffe wie DAPI und Hoechst. CV's von menschlichen Zellen
und den meisten Tumorzellen im Bereich deutlich unter 2% sollten
damit auch in der klinischen Routine mdglich sein.












































































































































































































































































































































































































































































































































































