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1 Einleitung

1.1 Zellmigration

Zellmigration bezeichnet die aktive Fortbewegung einer Zelle, von einem Ort an einen an-
deren [I]. Die Fahigkeit zur Migration ist sowohl fur viele Einzeller, als auch fiir vielzellige
Organismen ein Prozess von fundamentaler Bedeutung und ist einer komplexen Regulation
unterworfen. Einzellige Organismen gelangen durch Zellmigration beispielsweise zu Nahrungs-
quellen oder Geschlechtspartnern und kénnen Fressfeinden entkommen. Wiahrend der Embryo-
nalentwicklung vielzelliger Tiere spielt Zellmigration zum Beispiel wéhrend der Gastrulation
oder der Entwicklung des Nervensystems eine wichtige Rolle [70]. Im adulten Wirbeltieror-
ganismus sind Wundheilung und Immunantwort Beispiele fiir Vorginge, fiir die Zellmigration
unerldsslich ist. Fehlerhafte oder fehlgesteuerte Zellmigration ist unter anderem mit Gefafser-
krankungen, Entwicklungsstérungen, Immunkrankheiten und Krebs assoziiert.

Zellmigration kann ungerichtet, aber auch von externen Faktoren geleitet sein. Wird die Bewe-
gungsrichtung von einem Konzentrationsgradienten eines extrazelluldren Signalstoffes beein-
flusst, handelt es sich um Chemotaxis. Wird die Bewegung der Zellen durch Signalstoffe zwar
induziert, jedoch nicht in eine bestimmte Richtung gelenkt, handelt es sich um Chemokinese.
Andern Zellen aufgrund von Kontakt zu physischen Hindernissen ihre Bewegungsrichtung,
wird dies als Haptotaxis bezeichnet. Die Anderung der Bewegungsrichtung aufgrund der Elas-
tizitdt des umgebenden Substrates wird als Durotaxis bezeichnet. Die Migration von Zellen
kann iiber das Vorhandensein oder Fehlen von Kontakten zu anderen Zellen in die zwei Modi
Einzelzellmigration und kollektive Zellmigration eingeteilt werden. Beide Modi werden fiir
unterschiedliche Aufgaben, sowohl beim Aufbau und der Erhaltung von Geweben, als auch in
pathologischen Prozessen, eingesetzt [37].

Die typische Umgebung, in der Zellmigration innerhalb eines vielzelligen Organismus statt-
findet, ist die extrazelluldre Matrix. Diese bietet den Zellen eine dreidimensionale Umgebung,
an der sie Halt finden, welche aber auch natiirliche Barrieren bildet. Viele migrierende Zellen

kénnen die extrazelluldre Matrix aktiv umgestalten, um diese Barrieren zu iiberwinden.

1.1.1 Modell der invasiven Kriechbewegung

Im Gegensatz zu vielen Einzellern bewegen sich Zellen vielzelliger Organismen in der Regel
nicht schwimmend, mit Hilfe von Geikeln oder Cilien, sondern kriechend fort. Diese Kriech-
bewegung basiert auf der Polarisierung der Zelle in Vorder- und Hinterteil, sowie auf Anhef-

tung oder Verankerung an die Umgebung und anschliefender Kontraktion des Zellkorpers.



Die Bewegung vieler Zelltypen, die von einer dreidimensionalen extrazelluldren Matrix umge-
ben sind, kann durch zyklische Wiederholung der folgenden fiinf Schritte beschrieben werden
(nach [33]):

Polarisierung durch Membranausstiilpungen. Aktinfilamente polymerisieren unterhalb
der Zellmembran. Dadurch entstehen lokale Ausstiilpungen der Zellmembran. Diese wer-
den iiberwiegend in Bereichen der Zelle gebildet, welche in die Bewegungsrichtung zei-
gen. Dadurch entsteht eine Polarisierung der Zelle. Der Bereich mit den Membranaus-
stiilpungen definiert den Vorderteil, wihrend der entgegengesetzte Teil der Zelle den
Hinterteil bildet. Es existieren verschiedene Formen dieser Ausstiilpungen. Zwei Formen,
welche hiufig fiir die Zellmigration gebildet werden, sind Lamellipodien und Filopodien.
Lamellipodien sind flache, tuchartige Ausstiilpungen mit verzweigtem Aktinnetzwerk.
Filopodien hingegen sind diinne, fingerférmige Ausstiilpungen mit parallel angeordneten

Aktinbilindeln. Abbildung [I] zeigt eine polarisierte Zelle und ihr Aktinfilamentnetzwerk.

Bildung von Verankerungen. Die Membranausstiilpungen stellen Kontakt zur extrazel-
luldren Matrix her. Extrazellulire Domé&nen von Transmembranrezeptoren, welche in
den Ausstiilpungen lokalisiert sind, beispielsweise Integrine, binden an Liganden der
extrazelluliren Matrix. Uber verschiedene Adapterproteine wird das Aktinzytoskelett
mit den intrazelluldren Domé&nen der Transmembranrezeptoren verbunden und dadurch
eine Verbindung zwischen extrazelluldrer Matrix und dem Aktinzytoskelett geschaffen.
Dies induziert eine lokale Hiufung weiterer Transmembranrezeptoren an der Zellmem-
bran. Diese lokalen Anh#dufungen werden Fokalkontakte genannt. Fokalkontakte sind
dynamische Strukturen, welche die Geschwindigkeit der Zellmigration mafgeblich be-

einflussen [36].

Proteolyse der extrazelluliren Matrix. Proteasen, zum Beispiel Matrixmetalloprotein-
asen (MMPs), werden an die Zellmembranen rekrutiert oder sezerniert und spalten groke
Makromolekiile der extrazelluldren Matrix in kiirzere Fragmente. Dadurch entsteht freier

Raum in dem sich die Zelle weiterbewegen kann.

Kontraktion. Durch Bindung von aktiviertem Myosin IT an Aktinfilamente des Zytoske-
letts bildet sich Aktomyosin. Diese Verbindung ist in der Lage zu kontrahieren. Durch
die Verankerung des Aktinzytoskeletts mit der extrazelluliren Matrix und der, durch

Aktomyosin vermittelten, Kontraktion baut sich eine Zugspannung auf.



Lésen der Verankerungen. Fokalkontakte am hinteren Teil der Zelle werden geltst. Da-

durch wird der Zellkérper aufgrund der Zugspannung nach vorn gezogen.

Abbildung 1: Beispiel einer polarisierten Zelle. Abgebildet ist eine GFP-exprimierende Zelle
der Zelllinie SK-OV-3. Der obere Bereich der Zelle stellt den Vorderteil, der untere den Hin-
terteil dar. Pfeilspitzen markieren den Bereich des Lamellipodiums. Rot: Aktinfasern gefarbt

mit an Phalloidin gekoppeltem Farbstoff TRITC. Griin: GFP. Blau: DNA-Fdrbung mit DAPL

Die Polarisierung der Zelle ist dynamisch und kann spontan eintreten oder durch externe Sti-
muli, zum Beispiel Signalstoffe, induziert werden [99]. Eine weitere fiir Zellmigration genutzte
Form von Membranausstiilpungen stellen Blischen dar. Im Gegensatz zu Lamellipodien und
Filopodien entstehen Blischen, wenn sich die Plasmamembran punktuell vom darunterlie-
genden Aktinkortex 16st. Durch den entstehenden hydrostatischen Druck des Zytoplasmas
bilden sich Membranausstiilpungen. Die Riickbildung der Bléschen erfolgt durch Anlagerung
von Aktinfilamenten und Myosin an der Zellmembran und anschlieffender Kontraktion des

Aktomyosins [94].

1.1.2 Einzelzellmigration

Die individuelle Bewegung von Zellen, welche nicht oder nur kurzzeitig iiber Zell-Zellkontakte
mit anderen Zellen verbunden sind, wird als Einzelzellmigration bezeichnet. Sie kann in die
beiden Formen amoboid und mesenchymal unterteilt werden [37].

Die amdéboide Variante der Einzelzellmigration wird von Amdben wie Dictyostelium discoi-
deum, aber auch von Leukozyten, sowie einigen Tumorzellen angewendet. Dabei gehen die
Zellen nur schwache und kurze Interaktionen mit ihrem Substrat ein und nutzen weitgehend
proteaseunabhingige Mechanismen, um sich durch die extrazellulaire Matrix zu bewegen. Das
bedeutet, sie bewegen sich an Barrieren vorbei anstatt sie zu degradieren. Zellen, welche diese
Form der Migration anwenden, sind 10 bis 30 mal schneller als Zellen, welche sich nach der

mesenchymalen Form fortbewegen [36].



Bewegung nach der mesenchymalen Form folgt dem oben beschriebenen Fiinf-Schritte-Modell
(s. Abschnitt . Die Zellen weisen eine spindelférmige Gestalt auf, welche von Integrin-
vermittelter Adhésion und hohen Traktionskréften an beiden Zellpolen abhéngt ([36]). Der
Ubergang zwischen amoboider und mesenchymaler Form ist fliekend und kann von der Be-
schaffenheit der extrazelluldren Matrix beeinflusst werden [37].

Einzelne Zellen, welche hintereinander entlang eines gemeinsamen Pfades migrieren, kénnen

transiente Zell-Zellkontakte ausbilden. Dies wird als kettenférmige Migration bezeichnet [37].

1.1.3 Kollektive Zellmigration

Kollektive Zellmigration ist definiert als die Bewegung von Zellgruppen, in denen die Zel-
len sowohl physisch als auch funktionell miteinander verbunden bleiben. Innerhalb dieser
verbundenen Zellkohorten bildet sich eine Polaritdt und suprazelluldre Organisation des Ak-
tinzytoskeletts aus. Zellen an der Spitze der Kohorte leiten die Bewegung der {ibrigen Zellen
[35]. Zell-Zellverbindungen ermoglichen die koordinierte Ausbildung der Membranaustiilpun-
gen und Zellkontraktionen der miteinander verbundenen Zellen ([33]).

Wihrend der Embryogenese ist kollektive Zellmigration unerlésslich fiir die Entwicklung von
Geweben und Organen. Im erwachsenen Organismus ist kollektive Zellmigration unter an-
derem an der Wundheilung und der Entstehung und Verzweigung von Blutgefifsen beteiligt.
Dariiber hinaus spielt kollektive Zellmigration auch bei der Invasion von Tumorzellen in an-
dere Gewebe eine wichtige Rolle ([35) 98]).

Kollektiv migrierende Zellen konnen in kleinen Gruppen (Cluster) migrieren oder in grofen
Verbinden (Strand) [36]. Eine Ubersicht der verschiedenen Zellmigrationsmodi ist in Abbil-
dung | dargestellt.

1.1.4 Zellmigration und Krebs

Die Aktivierung der Fahigkeiten von Tumorzellen in fremde Gewebe einzudringen und Meta-
stasen zu entwickeln, also sich vom priméren Tumor zu 16sen und an anderer Stelle im Organis-
mus neue Kolonien zu bilden, gilt als ein grundlegendes Kennzeichen von Krebs [49, [33]. Fiir
diese Vorgénge ist Zellmigration von grofser Bedeutung. Da insbesondere Metastasenbildung
mit einer schlechten Prognose einhergeht und fiir die meisten krebsassoziierten Todesfélle ver-
antwortlich ist [64], ist die Untersuchung der Tumorzellmigration von hohem Interesse.

Die Mechanismen, welche Krebszellen fiir Migration einsetzen, entsprechen jenen, welche auch
von gesunden Zellen verwendet werden [33]. Fiir die Invasion der Tumorzellen in fremde Ge-

webe wird vor allem kollektive Zellmigration, fiir Metastasenbildung hingegen iiberwiegend
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Abbildung 2: Zellmigrationsmodi. Zellmigration wird iber das Fehlen oder Vorhandensein

von persistenten Zell-Zellkontakten in die Modi einzeln oder kollektiv eingeteilt. Uber die Stir-
ke von Zell-Zellkontakten und der Adhdsion mit der umgebenden extrazelluldren Matriz konnen

diese Modi weiter unterteilt werden. Einteilung nach [36]

Einzelzellmigration verwendet [37]. Allerdings kann in vielen Tumortypen simultan sowohl
kollektive, als auch Einzelzellmigration beobachtet werden, wobei generell die Wahrschein-
lichkeit fiir Einzelzellmigration mit abnehmenden Differenzierungsgrad zunimmt [36].

Tumorzellen epithelialen Ursprungs konnen durch Reaktivierung des Entwicklungsprogramms,
welches als epithelial-zu-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet wird, unter anderem
die Fahigkeit zur Migration erwerben [49]. EMT und der entgegengesetzte Prozess MET
(mesenchymal-zu-epitheliale Transition) werden wihrend der Embryonalentwicklung fir die
Entstehung der meisten Gewebe und Organe benédtigt [111]. Im adulten Organismus kénnen
die Prozesse, die dem Vorgang der EMT zugrunde liegen, fiir Wundheilung, aber auch bei
der Entstehung von Fibrosen oder der Krebsentwicklung reaktiviert werden [66]. EMT ist
gekennzeichnet durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten, Reorganisation des Zytoskeletts,
Verénderungen der Zellform und erhdhte Motilitdt. Damit einhergehend wird oft die Féhigkeit
die extrazellulire Matrix zu degradieren aktiviert. Zellen, welche den EMT-Prozess durchlau-
fen haben, zeigen sich dariiber hinaus héufig resistent gegeniiber Apoptose und Seneszenz

[66].

1.1.5 Methoden zur Untersuchung der in-vitro-Zellmigration

Fir die Erforschung der Zellmigration sind zahlreiche Methoden entwickelt worden. Dabei

wird die Migration der Zellen entweder innerhalb eines Organismus (in vivo) oder an isolier-
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ten Zellen (in vitro) beobachtet. Im Gegensatz zu in-vivo-Methoden sind Experimente zur
Untersuchung der Zellmigration in wvitro in der Regel besser reproduzierbar, sowie einfacher
und in héherer Zahl durchfiihrbar. Des Weiteren spiegeln Experimente an lebenden Tieren
physiologische Bedingungen zwar besser wider, jedoch sind sie mit hohen ethischen Vorbehal-
ten verbunden.

In-vitro-Methoden zur Untersuchung der Zellmigration kénnen in 2D- und 3D-Methoden
unterteilt werden. Fiir 2D-Methoden werden Zellen auf die Oberflaiche von Objekttragern
oder Kulturschalen gesit. Diese Oberflichen bestehen in der Regel aus Glas oder Kunst-
stoffen. Um physiologische Bedingungen besser zu approximieren, kénnen diese Oberflichen
mit Bestandteilen der extrazelluldren Matrix (EZM) beschichtet werden. Fiir 3D-Methoden
werden die Zellen stattdessen in ein Netzwerk aus EZM-Proteinen oder synthetisch herge-
stellten Polymeren eingebettet. Verschiedene Parameter dieser Netzwerke, wie beispielsweise
Porengrofe oder molekulare Zusammensetzung, ermdglichen es, eine Umgebung zu schaffen,
die dem natiirlichen Umfeld der untersuchten Zellen nahe kommt. Aufgrund ihrer Einfach-
heit sind viele 2D-Methoden fiir Hochdurchsatzanalysen geeignet. Das macht sie zu einem
hervorragenden Mittel zum simultanen Testen des Migrationsverhaltens unter einer Vielzahl
verschiedener Bedingungen. Da diese Methoden eine Anheftung der Zellen an den Untergrund
voraussetzen, eignen sie sich jedoch nur fiir die Untersuchung adhérenter Zellen. 3D-Methoden
sind aufwindiger in der Durchfiihrung, jedoch simulieren sie die natiirliche Umgebung der Zel-
len und sind daher besser geeignet den Migrationsprozess per se zu untersuchen [27]. Zudem
erlauben sie die Untersuchung nicht-adhérenter Zellen, beispielsweise solcher Zellen, welche
sich nach der amoéboiden Form forthewegen.

Viele der Methoden basieren auf der Beobachtung von Zellen mit Hilfe von Mikroskopen.
Moderne Mikroskope verfiigen hiufig iiber digitale Kameras zur Datenakquisition. Dies er-
moglicht die automatisierte Auswertung der Daten mittels Verfahren der digitalen Bildverar-
beitung. Dadurch kann eine Vielzahl unterschiedlicher Bedingungen in geringer Zeit objektiv
und reproduzierbar analysiert werden.

Die Fiarbung von Zellen mit Farbstoffen oder die Expression von fluoreszierenden Proteinen
genetisch verdnderter Zellen in Kombination mit Fluoreszenzmikroskopie, fiihrt hdufig zu einer
verbesserten Detektierbarkeit der Zellen, da dadurch ein héherer Kontrast zum Hintergrund
erreicht wird. Die Behandlung der Zellen mit Farbstoffen oder die Verinderung des geneti-
schen Materials der Zellen birgt jedoch auch die Gefahr, einen Einfluss auf das migratorische

Verhalten der Zellen auszutiiben.
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Im Folgenden werden einige hiufig verwendete in-vitro-Methoden zur Untersuchung der Zell-

migration beschrieben.

Transwell-Migration-Assay /Invasion-Assay Beim Transwell-Migration- oder Boyden-
Chamber-Assay werden zwei mit Ndhrmedium gefiillte Kammern durch eine horizontal da-
zwischen liegende pordse Membran voneinander getrennt. In die obere Kammer werden Zellen
gegeben, welche durch die Poren der Membran in die untere Kammer gelangen konnen. Um die
Transmigration zu induzieren, werden in die untere Kammer oft Substanzen gegeben, welche
auf die Zellen anziehend wirken. Durch die Membran hindurch entsteht ein Konzentrations-
gradient dieser Lockstoffe, welcher jedoch nur kurzzeitig besteht. Dadurch ist es mit dieser
Methode nicht moglich, Chemotaxis von Chemokinese, der ungerichteten Bewegung infolge
einer chemischen Stimulation, zu unterscheiden [27]. Die Grofe der Membranporen muss in
Abhéngigkeit des untersuchten Zelltyps so gewdhlt werden, dass die Zellen nur durch aktive
Migration hindurch gelangen und nicht durchfallen kénnen. Nach einer gewissen Inkubations-
zeit, deren Dauer ebenfalls vom Zelltyp abhéngt, wird die Anzahl der Zellen, welche sich auf
der unteren Membranseite befinden quantifiziert. Dies geschieht zum Beispiel durch Fixieren
der Zellen und anschlieffender Betrachtung der Membran unter einem Mikroskop. Wird die
Membranoberseite vor dem Einséen der Zellen mit Proteinen der extrazelluldren Matrix, bei-
spielsweise Kollagenen, beschichtet, kann zusédtzlich die Invasivitdt der untersuchten Zellen
untersucht werden.

Transwell-Migration- /Invasion-Assays sind einfach durchfiithrbar und eignen sich fiir eine Viel-
zahl von Zelltypen. Allerdings stellen die Ergebnisse nur Endpunktmessungen dar und in
Abhéngigkeit der Quantifizierungsmethode miissen Zellen, welche sich auf der Oberseite der
Membran befinden, gegebenenfalls aufwindig entfernt werden [64]. Ein weiterer Nachteil die-
ser Methode ist, dass nur aktiv migrierende Zellen betrachtet werden. Demzufolge setzen
prazise Aussagen iiber die Zellpopulation ein homogenes Migrationsverhalten aller Zellen vor-
aus. Des Weiteren kann nicht bestimmt werden, welche der beobachteten Zellen erst nach der

Transmigration durch Proliferation entstanden sind.

Scratch-Assay /Gap-Closure-Assay Scratch- beziehungsweise Gap-Closure-Assays sind
beliebte und einfach durchzufiihrende Verfahren zur Untersuchung der Zellmigration. Beim
Scratch-Assay wird in eine konfluente Schicht adhirenter Zellen mechanisch, beispielsweise
durch Kratzen mit einer Pipettenspitze, eine diinne Liicke zwischen den Zellen erzeugt. An-

schliefend wird mit Hilfe mikroskopischer Aufnahmen zu diskreten Zeitpunkten die Fléche
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der kiinstlich erzeugten Wunde dokumentiert. Durch Migration von Zellen in den Wundbe-
reich, aber in gewissem Mafs auch durch Proliferation, reduziert sich die Wundfliche im Laufe
der Zeit. Das Ausmak dieser Flichenreduktion dient dabei als Hinweis auf das migratorische
Potential der untersuchten Zellpopulation. Eine weitere gebriauchliche Bezeichnung fiir diese
Art von Experiment ist Wound-Healing- Assay. Beim Gap-Closure-Assay beschrinkt eine phy-
sikalische Barriere das Absetzen und das Wachstum der zu untersuchenden Zellen auf einen
Bereich um diese Barriere. Zu Beginn des Experimentes wird die Barriere entfernt, wodurch,
wie beim Scratch-Assay, ein zellfreier Bereich entsteht, in den die Zellen migrieren kénnen.
Ein Vorteil des Gap-Closure-Assay gegeniiber dem Scratch-Assay ist die héhere Reprodu-
zierbarkeit der initialen Wundflichen. Sofern nicht die komplette Wunde aufgenommen wird,
empfiehlt es sich ein Mikroskop zu verwenden, welches mit einem motorisierten und steuer-
baren Objekttisch ausgestattet ist. Dadurch kann sichergestellt werden, dass immer die selben
Bereiche der Wunden aufgenommen werden. Fiir Experimente mit Zellen, welche bestimmte
Anforderungen an die Temperatur und Gaszusammensetzung ihrer Umgebung stellen, emp-
fiehlt sich zudem eine Inkubationskammer um das Mikroskop.

Scratch- und Gap-Closure-Assays sind einfach durchfiithrbar und hochdurchsatzgeeignet. Nach-
teile sind der hohe Zeit- und Materialaufwand fiir die Durchfithrung [72], sowie die Tatsache,
dass, insbesondere bei langeren Versuchen (> 24h [64]), Zellproliferationsprozesse die Mes-
sung der Migration verzerren kénnen.

Um Zellmigration mittels Scratch- oder Gap-Closure-Assays zu messen, werden iiblicherweise
die Rédnder der Wunden zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Um diese Rander eindeutig
definieren zu koénnen, sollten die Zellen nicht allzu weit von einander entfernt sein. Dadurch
ist dieses Verfahren vor allem dazu geeignet, kollektiv migrierende Zellen zu untersuchen. Des
Weiteren sollte die Dauer der Experimente an die verwendeten Zellen angepasst werden, um
Proliferationseffekte zu minimieren

Die Markierung der Wundrénder geschieht hdufig manuell. Dies ist jedoch aufwéndig, insbe-
sondere fiir Experimente bei denen viele Bedingungen getestet werden. Haufig werden Scratch-
und Gap-Closure-Assays nur fiir Endpunktmessungen verwendet. Um jedoch einen detail-
lierten Einblick in die Wundentwicklung zu erlangen, ist die Auswertung vieler Zeitpunkte
nétig. Dies fithrt allerdings zu einer deutlichen Erhéhung der Anzahl auszuwertender Bil-
der. Deshalb wurden bereits einige Methoden entwickelt, um die Verdnderung der Wunden
automatisiert zu quantifizieren. In [81] wurden mit Hilfe der Bildverabeitungssoftware ImageJ
[104] manuell gewéhlte Schwellwerte zum Erkennen von fluoreszierenden Zellen verwendet.

Die fiir die Bildverarbeitungssoftware CellProfiler [67] angebotene ,Wound Healing Pipeline“
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basiert ebenfalls auf der Anwendung von Intensitéitsschwellwerten. Intensititsbasierte Ansét-
ze sind jedoch fiir Durchlichtmikroskopieaufnahmen ungefirbter Zellen wenig geeignet, da
sich die Intensititen der Zellen kaum von denen des Hintergrundes unterscheiden. Das spe-
ziell fiir die Analyse von Scratch-Assays entwickelte Programm TScratch [39] verwendet die
sogenannte Curvelet-Transformation [I2], um intensitédtsunabhéngig tiber Textureigenschaf-
ten Zellen und Wunde zu identifizieren. TScratch setzt jedoch Bilder mit hohem Kontrast
und wenig Zelltriimmern voraus [42]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren
entwickelt (s. Abschnitt , welches die Wundentwicklung von Scratch-/Gap-Closure-Assays
automatisiert analysiert. Dieses Verfahren kann sowohl fiir fluoreszierende, als auch fiir nicht-
fluoreszenzmarkierte Zellen verwendet werden. Dariiber hinaus ist es durch die Verwendung

nur weniger freier Parameter einfach zu bedienen.

Untersuchung der Einzelzellmigration mit kolloidalen Partikeln Mit Hilfe kolloida-
ler Partikel ist es moglich, die in einem definierten Zeitintervall zuriickgelegten Pfade indi-
vidueller Zellen darzustellen. Hierfiir werden die Oberflachen von Zellkulturschalen beispiels-
weise mit winzigen Goldpartikeln beschichtet. Anschliefsend werden Zellen in geringer Dichte
in diese Schalen eingesét. Die Zellen nehmen die Partikel durch Phagozytose auf. Die da-
durch entstehenden Spuren kénnen mikroskopisch aufgenommen und fiir die Quantifizierung
verschiedener Migrationsparameter verwendet werden. Die Pfade konnen wihrend ihrer Ent-
stehung zu diskreten Zeitpunkten oder als Endpunktmessungen aufgenommen werden. Ein
Vorteil dieser Methode ist die Tatsache, dass die vollstdndig zuriickgelegten Pfade einzelner
Zellen als Endpunktmessungen erfasst werden kénnen, so dass eine Inkubationskammer um
das Mikroskop nicht zwingend notwendig ist. Nachteile sind der hohe Vorbereitungsaufwand,

sowie die geringe Anzahl beobachtbarer Zellen pro Experiment [64].

Einzelzell-Tracking Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Bewegungen einzelner
Zellen stellen mikroskopiegestiitze Zeitrafferaufnahmen von Zellen, welche zuvor auf geeignete
Objekttriager oder in Zellkulturschalen eingeséit wurden, dar. Die Oberfliche, auf der sich die
Zellen bewegen, kann dabei mit verschiedenen Proteinen beschichtet werden, um die Bewe-
gung auf einer extrazelluldren Matrix zu simulieren. Diese Art von Experiment erfordert ver-
gleichsweise wenig experimentelle Vorbereitung. Fiir reproduzierbare Langzeituntersuchungen,
beispielsweise an menschlichen Zellen, miissen jedoch physiologische Bedingungen geschaffen
werden. Wahrend des gesamten Aufnahmezeitraumes muss sichergestellt werden, dass die

Temperatur, die Feuchtigkeit und die Gaszusammensetzung der Umgebung den Anspriichen
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der untersuchten Zellen gerecht wird. Mit Hilfe manueller oder computergestiitzter Erfassung
der individuellen Zellen kann, neben der Geschwindigkeit, eine Vielzahl weiterer Migrationspa-
rameter der Zellen bestimmt werden. Zusitzlich kénnen durch geeignete Detektionsverfahren
Verdnderungen der Gestalt der Zellen ermittelt werden. Die automatisierte Auswertung dieser
Zeitrafferaufnahmen ist allerdings komplizierter als fiir die zuvor genannten Methoden.
Durch Einbetten der Zellen in dreidimensionale Polymermatrizes kénnen physiologische Be-
dingungen besser simuliert werden. In Kombination mit geeigneten Mikroskopie- und Aus-
wertetechniken ist damit die Untersuchung von 3D-Zellmigration und -Invasion moglich.
Einzelzell-Tracking-FExperimente eignen sich hervorragend fiir die simultane Untersuchung
vieler Zellen und unter verschiedenen Bedingungen. Jedoch sollte die Zelldichte nicht zu hoch
sein, da dies die Detektion individueller Zellen erschwert.

Die Auswertung der Einzelzellmigration erfolgt in der Regel mit Hilfe spezieller Software.
Eine Anwendung, welche bereits hdufig zur semi-automatischen Analyse der Bewegungen von
Zellen oder intrazelluldren Partikeln verwendet wurde, zum Beispiel in [93] B8], [7T], 5], ist das
ImageJ-Plugin ManualTracking (rsbweb.nih.gov/ij/plugins/track/track.html). Dieses
Plugin erfasst Bildkoordinaten, welche der Benutzer mit der Maus markiert. Anschliefend
setzt es Koordinaten, welche zu einem Objekt gehoren, zu Trajektorien zusammen. Diese Art
der Auswertung ist jedoch sehr aufwindig und nur schwer reproduzierbar. Deshalb wurden
viele Ansétze entwickelt, um die Bewegung einzelner Zellen in Zeitraffervideos vollstindig au-
tomatisiert auszuwerten. Diese Auswertung ist in der Regel gegliedert in die Identifizierung
der Bildpunkte, welche Zellen darstellen (Segmentierung) und die Erkennung der individuellen
Zellen innerhalb der Einzelbilder (Zuordnung). Die Wahl der Algorithmen zur erfolgreichen
Erfiillung dieser Aufgaben hingt stark von der Art und dem Kontext der Aufnahmen ab.
Dabei scheint es, dass fiir unterschiedliche Tracking-Aufgaben auch jeweils unterschiedliche
Algorithmen benotigt werden, um optimale Ergebnisse zu erzielen [80]. Ein 2013 durchge-
fithrter Vergleich verschiedener Verfahren mit Hilfe eines Wettbewerbes [76], unterstiitzt diese
Hypothese. Im Rahmen dieses Wettbewerbes mussten die Programme der Teilnehmer Zellen
oder Zellkerne in verschiedenen Videos erkennen und zuordnen. Die Charakteristiken der Vi-
deos unterschieden sich deutlich, und obwohl einige Programme generell besser geeignet zu
sein schienen als andere, konnte keines der Programme iiberall die besten Ergebnisse erzielen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt (s. Abschnitt [2.4)), welches
eine automatisierte Auswertung der Einzelzellmigration fluoreszenzmarierter Zellen aus 2D-
Zeitrafferaufnahmen erméglicht. Neben der Produktion verlisslicher Ergebnisse lag der Fokus

der Entwicklung auf einfacher Bedienbarkeit durch die Verwendung weniger freier Parameter.
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Chemotaxis-Assays Um Chemotaxis zu untersuchen, sind stabile Konzentrationsgradien-
ten der eingesetzten Lockstoffe notwendig. Fiir diesen Zweck wurden verschiedene, auf vonein-
ander getrennten Kammern basierende, Vorrichtungen entwickelt. Diese Kammern sind durch
eine diinne Briickenregion miteinander verbunden. Werden in Ndhrmedium geldste Lockstoffe
in eine der Kammern gegeben, so bildet sich durch Diffusion ein Konzentrationsgradient dieses
Stoffes entlang der Briickenregion aus. Zeigen Zellen, welche in die andere Kammer gegeben
wurden, eine chemotaktische Reaktion, so migrieren sie iiber die Briickenregion in Richtung
der steigenden Lockstoffkonzentration. Die Vorrichtungen sind so konzipiert, dass Zellen, wel-
che die Briickenregion passieren, mikroskopisch beobachtet werden kénnen. Mittels Methoden
zum Erkennen der individuellen Zellen zu diskreten Aufnahmezeitpunkten kénnen, analog zum
Einzelzell-Tracking, Migrationsparameter individueller Zellen bestimmt werden. Uber die An-
zahl der Zellen, welche in die Briickenregion migrieren, kénnen zusdtzliche Riickschliisse auf
das chemotaktische Potential der untersuchten Zellpopulationen gezogen werden. Beispiele fiir
Chemotaxis-Assays basierend auf getrennten Kammern sind Zigmond-Chamber-Assays [126]
und Dunn-Chamber-Assays [125]. Die ,,u-Slides Chemotaxis* der Firma Ibidi (Ibidi, Martins-
ried) stellen eine Variation dieser Methoden dar. Hierbei werden ebenfalls zwei Kammern ver-
wendet, welche durch eine diinne Briicke verbunden sind, um einen Konzentrationsgradienten
eines Lockstoffes zu erzeugen. Jedoch werden die zu untersuchenden Zellen nicht in eine der
Kammern, sondern direkt in den Briickenbereich eingebracht. Auf einem ,,u-Slide Chemotaxis®
befinden sich drei unabhingige Kammersysteme, so dass simultan zum Chemotaxis-Versuch
Kontrollbedingungen ohne Lockstoff beziehungsweise mit konstanter Lockstoffkonzentration
aufgenommen werden kénnen. Die Objekttriger sind in zwei Varianten erhiltlich, zum Aus-
sden adhérenter Zellen und zum Einbetten von Zellen in 3D-Matrizes. Der Konzentrations-
gradient der verwendeten Lockstoffe bleibt nach Herstellerangaben iiber 48 h stabil.

Bei diesen Experimenten wird, analog zu Einzelzell-Tracking-Experimenten, die Bewegung
einzelner Zellen unter dem Mikroskop beobachtet. Daher eignen sich Verfahren zur Analyse
von Kinzelzell-Tracking-Experimenten prinzipiell auch zur Quantifizierung von Chemotaxis-
experimenten. Fiir die Ermittlung chemotaxisbezogener Parameter, sollten diese Verfahren

jedoch auch Richtung und Stetigkeit der Zellbewegungen beriicksichtigen.

1.2 IGF2BP1

Die Zellmigration unterliegt einer komplexen Regulation an der viele Faktoren beteiligt sind.
Einer dieser Faktoren, dessen Einfluss auf die Migration von Tumorzellen im Rahmen der vor-

liegenden Arbeit genauer betrachtet wurde, ist das insulin-like growth factor-2 mRNA-binding
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protein 1, kurz IGF2BP1. Es gehort zu einer hochkonservierten Proteinfamilie, welche in S&u-
getieren die drei Mitglieder IGF2BP1, IGF2BP2 und IGF2BP3 umfasst. Fiir alle bekannten
Mitglieder der IGF2BP-Familie konnte eine RNA-bindende Funktion festgestellt werden [4].
Hierfiir besitzen diese Proteine jeweils sechs RNA-Bindedoménen, zwei vom Typ RRM (RNA
recognition motif) und vier KH-Doménen (hnRNP-K homology). Abbildung [3| zeigt die Gen-
und Proteinstrukturen von IGF2BP1.
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Abbildung 3: IGF2BPI1-Gen- und -Proteinstruktur. Oben: genomische Struktur gemdf
NCBI-Referenzsequenzen (RefSeq, GRCh38/hg38). Es befinden sich zwei proteinkodierende
Transkriptvarianten des menschlichen IGF2BP1-Gens auf Chromosom 17. Abbildung aus
UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cqgi-bin/hgTracks) Unten: Domdnenstruk-
tur des IGF2BP1-Proteins, welches aus der ldngeren Transkriptvariante resultiert. Das Pro-
tein besitzt sechs RNA-Bindedomdnen, zwei vom Typ RRM (RNA recognition motif) und vier
vom Typ KH (hnRNP-K homology domain). Nach [})].

IGF2BPs sind posttranskriptionelle Regulatoren der Genexpression. Die Bindung der IGF2BPs
an ihre Zieltranskripte kann sich auf die Stabilitét, die Translation und auf den Transport die-
ser Transkripte auswirken |29 4]. Fiir den Grofteil der Zieltranskripte von IGF2BP1 wurde
eine stabilisierende Wirkung beschrieben. Lediglich fiir die leberspezifisch exprimierte, lange
nicht-proteinkodierende RNA (IncRNA) HULC, wurde eine destabilisierende Wirkung durch
Bindung an IGF2BP1 berichtet [52]. Abbildung 4| zeigt eine Ubersicht bekannter IGF2BP1-
Zieltranskripte und die nachgewiesenen Wirkungen der IGF2BP1-Bindung auf diese Tran-
skripte.

IGF2BP1- und IGF2BP3-Expression konnte in embryonalen Geweben und einer Vielzahl ver-
schiedener Tumore nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der Keimdriisen [47], ist die Ex-
pression dieser Gene in gesunden Geweben erwachsener Individuen jedoch weitgehend nicht
vorhanden [4]. Daher kann das Expressionsmuster von IGF2BP1 und IGF2BP3 als onkofétal
beschrieben werden. Die Expression von IGF2BP2 konnte hingegen auch in vielen gesunden

Geweben erwachsener Individuen nachgewiesen werden. Fiir dieses Paralog wurden bisher nur
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Abbildung 4: Gensymbole bekannter IGF2BP1-Zieltranskripte. Die Bindung einer RNA an
das IGF2BP1-Protein kann sich auf die Stabilitat, die Translation und/oder den Transport
dieser RNA auswirken. Nach (4], 127, 52, [{3, (31, [75] und [11]

wenige Hinweise auf eine onkogene Funktion gefunden, jedoch wurden Nachweise fiir eine Be-
teiligung des Proteins an Typ 2 Diabetes erbracht [4].

Das IGF2BP1-Protein wird in diversen menschlichen Tumoren de-novo synthetisiert. Es for-
dert die Expression der klassischen Onkogene MYC und KRAS, welche Ziele der tumorsu-
pressiven microRNA-Familie let-7 sind [4]. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung an
IGF2BP1 den let-7-vermittelten Abbau der Transkripte der Onkogene LIN28B, HMGA2 und
IGF2BP1 selbst reduziert, wodurch wiederum die LIN28B vermittelte Reduktion der Ex-
pression von let-7-microRNAs erhoht wird [I1]. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass
IGF2BP1 die mRNA von STrCP1 vor dem Abbau der microRNA miR-183 schiitzt [26]. In
[43] wurde berichtet, dass IGF2BP1 durch Bindung an die mRNA des Transkriptionsfak-
tors MITF, diese vor dem Abbau durch miR-340 schiitzt, indem diese Bindung den Zugang
der microRNA zu dem Transkript verhindert. Zusammen kann dies darauf hinweisen, dass
IGF2BP1-Bindung einen generellen Mechanismus zum Schutz vor microRNA-vermitteltem
Abbau darstellt.

Viele Beobachtungen deuten darauf hin, dass IGF2BP1 auch ein wichtiger Faktor fiir die
gerichtete Bewegung von Tumorzellen ist. Die Bildung von Membranausstiilpungen, wie La-
mellipodien und Filopodien, erfordert die koordinierte Polymerisierung und Depolymerisie-

rung von Aktinfasern an der Zellmembran. ZBP1, das Hiithnerortholog von IGF2BP1, bindet
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mRNAs von (-Actin und vermittelt deren Transport zu den Lamellipodien [29]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Bindung der S-Actin-mRNA an ZBP1 die Translation dieses
Proteines verhindert. Die Translationsinhibierung kann jedoch an Lamellipodien durch Phos-
phorylierung des ZBP1-Proteins durch die Src-Kinase aufgehoben werden [54]. Ebenso konnte
gezeigt werden, dass die mRNA von Cofilin, einem Protein, welches die Depolymerisierung
von Aktinfasern vermittelt und somit freie Monomere fiir neu entstehende Fasern bereitstellt,
durch Bindung an IGF2BP1 zu Lamellipodien transportiert wird [75]. Zellen, in denen die
Bindung von IGF2BP1 an die mRNAs von g-Actin und Cofilin gestort wurden, zeigten ein
reduziertes Migrationsvermogen (|29, [75]).

Ein weiterer Hinweis auf den Einfluss von IGF2BP1 auf das Aktinzytoskelett bildet der in
[109] erbrachte Nachweis, dass die Bindung von IGF2BP1 an die mRNA von MAPK4 des-
sen Translation reduziert. Dadurch wird die Aktivierung von MK5 unterbunden, wodurch
wiederum die Phosphorylierung von HSP27 unterdriickt wird. Phosphoryliertes HSP27 ver-
mittelt den Abbau von Aktinmonomeren aus Aktinfasern. Es wurde weiterhin festgestellt,
dass IGF2BP1 durch die Bindung an die mRNA von PTEN die Stabilitit dieses Transkrip-
tes erhoht und dadurch zu einer héheren Expression des PTEN-Proteins fiihrt. Dies wieder-
um erhoht die Gerichtetheit der Zellmigration indem die vorhandene Zellpolaritéit erhalten
wird [109]. Die Uberexpression des GFP-fusionierten Hiihner-Orthologen (GFP-chZBP1) in
U-208-Zellen fiihrte zu einer Erhdhung der mittleren Geschwindigkeit, sowie zu einer ho-
heren Gerichtetheit. Durch transienten Knockdown von GFP-chZBP1/ IGF2BP1 in diesen
Zellen wurde die Geschwindigkeit auf das Niveau von GFP-exprimierenden Kontrollzellen re-
duziert. Die Gerichtetheit der Zellen wurde durch den Knockdown jedoch nicht signifikant
reduziert. Der Knockdown von PTEN fiihrte hingegen zu einer signifikanten Reduzierung
der Gerichtetheit in den GFP-chZBP1-iiberexprimierenden U-20S5-Zellen, nicht jedoch zu ei-
ner Reduktion der Geschwindigkeit. Die, fiir dieselbe Arbeit durchgefiihrte, Uberexpression
von GFP-chZBP1 in glioblastomabgeleiteten U-251-Zellen fiihrte ebenfalls zu einer Erhéhung
der Migrationsgeschwindigkeit, jedoch war keine Verédnderung der Gerichtetheit feststellbar.
Dies wurde auf eine fehlende Expression von PTEN in dieser Zelllinie zuriickgefiihrt. Wei-
terhin fiihrte der siRNA-vermittelte IGF2BP1-Knockdown in U-20S und ovarialkarzinom-
abgeleiteten ES-2-Zellen in Scratch-Assay-Experimenten zu einem reduzierten Wundschluss.
Die Uberexpression von GFP-chZBP1 in U-20S-Zellen fiihrte hingegen zu einem beschleunig-
ten Wundschluss [I09]. Neben einem reduziertem Migrationsvermégen konnte in [127] durch
transienten IGF2BP1-Knockdown eine reduzierte Expression des mesenchymalen Markergens

Fibronectin in verschiedenen tumorabgeleiteten Zelllinien beobachtet werden. Zudem fiihr-
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te die Reduktion der IGF2BP1-Expression zu einer verstirkten Lokalisation der epithelialen
Markerproteine E-Cadherin und 8-Catenin an Zell-Zellkontaktstellen. Daraus wurde geschlos-
sen, dass I[GF2BP1-Expression mesenchymale Figenschaften aufrechterhilt, beziehungsweise
verstérkt [127].

Fir Zervixkarzinomabgeleitete HeLa-Zellen wurde gezeigt, dass eine kombinierte Redukti-
on der IGF2BP1- und IGF2BP3-Expression zu einer stark beeintrichtigten Adhisionsfihig-
keit und einer reduzierten Bildung von Invadopodien fiithrt [117]. Diese Ausstiilpungen der
Zellmembran aktivieren perizelluldre Proteasen, welche die extrazelluldre Matrix um sie her-
um degradieren kénnen. Die Phénotypen gingen mit reduzierter Expression des IGF2BP1-
Zieltranskriptes CD44, sowie weiterer Transkripte einher, welche fiir adh#sions- beziehungs-
weise invasionsassoziierte Proteine kodieren.

Aus Untersuchungen an mammakarzinomabgeleiteten Zellen aus Ratten wurde geschlussfol-
gert, dass IGF2BP1 die Polaritat der Zellen so stark festlegt, dass die Zellen nicht mehr auf
chemotaktische Signale reagieren konnen. Obwohl erhdhte Migration prinzipiell auf ein ver-
starktes Potential zur Metastasenbildung hinweist, kénnte IGF2BP1 dadurch hemmend auf
Metastasenbildung wirken [69]. Die fiir diese Untersuchungen verwendeten Zellen zeigten in
vitro eine schnellere, sowie gerichtetere Migration, wenn sie stabil IGF2BP1 exprimierten. Im
Gegensatz dazu war das Migrationspotential der IGF2BP1-exprimierenden Zellen nach In-
jektion in Brustfettpolster von Ratten im Vergleich zu GFP-exprimierenden Zellen deutlich
reduziert. Die Reduktion des chemotaktischen Potentials durch IGF2BP1 kénnte erkliren,
warum eine reduzierte Expression des Proteins in metastatischen Brustkrebszelllinien, sowie
-tumoren beobachtet wurde [45]. Andererseits wurden auch prometastatische Wirkungen von
IGF2BP1 beschrieben. So entwickelte ein hoher Prozentsatz gentechnisch veranderter Mause,
welche das murine IGF2BP-Ortholog CRD-BP spezifisch in Brustgewebe exprimierten, Brust-
tumore [I10]. In einigen der M&use konnte Metastasierung in andere Gewebe nachgewiesen
werden. Untersuchungen an Patienten mit kolorektalen Karzinomen zeigten, dass Tumore mit
hoher IGF2BP1-Expression haufiger zu Metastasenbildung fiihrten [21].

Trotz einiger gegenteiliger Ergebnisse, deutet der Grofiteil der Untersuchungen daraufhin, dass
IGF2BP1 das Migrationspotential von Tumorzellen erhéht. Die Auswirkungen von IGF2BP1
auf das Metastasierungspotential scheinen jedoch vom Tumorkontext abhingig zu sein [4].
Die meisten Ergebnisse der Untersuchungen zur Wirkung von IGF2BP1 auf das Migrations-

potential von Tumorzellen wurden durch manuelle Datenauswertung gewonnen.
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In Abschnitt [3.3] werden Ergebnisse beziiglich der Wirkung von IGF2BP1 auf das Migrations-
potential von Tumorzellen vorgestellt, welche mit den, fiir die vorliegende Arbeit entwickelten,

Methoden zur automatisierten Auswertung von Zellmigration gewonnen wurden.

1.3 Methoden der Bildverarbeitung

Viele Methoden zur Untersuchung von Zellmigration verwenden Mikroskope oder andere op-
tische Instrumente, um Bilddaten zu erzeugen. Die digitale Bildverarbeitung beschiftigt sich
mit der Manipulation, sowie der Informationsgewinnung aus digitalen Bildern. Mit ihr kénnen
objektive und reproduzierbare Ergebnisse aus Bilddaten gewonnen werden. Die automatisierte
Auswertung mittels Algorithmen der Bildverarbeitung ermoglicht es zudem, eine Vielzahl von
Daten innerhalb kurzer Zeit zu bearbeiten. Somit stellt die digitale Bildverarbeitung ein geeig-
netes Hilfsmittel fiir die automatisierte Auswertung von Zellmigrationsexperimenten dar. In
den folgenden Abschnitten werden einige Methoden und Konzepte der digitalen Bildverarbei-
tung vorgestellt, welche Grundlagen fiir die, im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten,

Applikationen darstellen.

1.3.1 Segmentierung

Digitale Bilder setzen sich aus Elementen (picture elements, kurz Pixel) zusammen, welche
rasterartig aneinandergefiigt sind. Segmentierung bezeichnet den Prozess, alle Pixel anhand
bestimmter Eigenschaften so zu gruppieren, dass eine vollstdndige und tiberlappungsfreie Auf-
teilung dieser in Teilbereiche des Bildes entsteht. Diese Teilbereiche werden Regionen oder
Zusammenhangskomponenten genannt. Diesen kann in Abhéngigkeit vom Bildkontext hiufig
eine gewisse Bedeutung zugeordnet werden. So représentieren Regionen oft reale Objekte oder
Teile davon. Alle Pixel einer Region sind paarweise verbunden. Zwei Pixel p und p eines Bildes
I sind verbunden, wenn es ein Folge von Pixeln pg, p1, ..., pp mit p = po und p, = p gibt, fiir

die gilt:

Vi € {1,...,n} : p; ist benachbart zu p;_1

Die Menge der Pixel einer Region R, welche zu mindestens einem Pixel einer anderen Region
benachbart sind, bilden die Kontur(en) der Region R. Fiir zweidimensionale Bilder werden
in der Regel zwei verschiedene Nachbarschaften definiert. Die 4-Nachbarschaft Ny(p) eines
Pixels p mit Koordinaten (z,y) besteht aus den vier Pixeln, die horizontal und vertikal an p

angrenzen, also aus den Pixeln mit Koordinaten
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Zu der 8-Nachbarschaft Ng(p) gehoren zusétzlich noch die diagonal angrenzenden Pixel, also

diejenigen mit den Koordinaten

(.T—l,y—1),($+1,y—1),($+1,y+1),(l’—1,y—|—1)

Abbildung [5] illustriert diese Nachbarschaftsdefinitionen.

Abbildung 5: Nachbarschaften in zweidimensionalen Bildern. Links: 4-Nachbarschaft.

Rechts: 8-Nachbarschaft. Nachbarpizel des schwarzen Pixels sind rot gekennzeichnet

Zu den am héufigsten verwendeten Verfahren fiir die Segmentierung von Bildern biologischer
Zellen, gehort die Anwendung von Intensitétsschwellwerten [79]. Basierend auf der Verteilung
von Intensitdtswerten der Pixel des gesamten Bildes oder Teilbereichen, wird ein Schwellwert
berechnet. Dieser legt fest, welche Pixel des Bildes oder Teilbereiches zu Objekten und welche
zum Hintergrund gehéren. Die zugrundeliegende Annahme ist, dass die Intensitédtswerte von
Pixeln, welche zu Objekten gehoren, deutlich verschieden von Intensitétswerten der Pixel des
Hintergrundes sind. Diese Annahme trifft fiir Mikroskopiebilder lebender Zellen jedoch oft
nicht zu. Einen weiteren verbreiteten Ansatz zur Segmentierung von Zellbildern stellen soge-
nannte Region-Growing-Verfahren dar [79]. Ausgehend von initial gewihlten Punkten werden
Regionen iterativ entwickelt, indem benachbarte Pixel den bereits vorhandenen Regionen
hinzugefiigt werden, wenn sie gewisse Eigenschaften aufweisen, zum Beispiel dhnliche Intensi-
tdtswerte besitzen. Eine weitere hdufig genutzte Klasse von Verfahren zur Segmentierung von
Zellbildern stellen Aktive Konturen dar [79]. Bei diesen Verfahren werden die Konturen von
Regionen, ausgehend von einer initial vorgegebenen Segmentierung, in iterativen Schritten
entwickelt. Die Entwicklung basiert auf Minimierung eines zugrundeliegenden Energiefunk-
tionals. Durch die Wahl eines geeigneten Energiefunktionals kdnnen sowohl Intensitéts-, als
auch Formeigenschaften der zu segmentierenden Regionen modelliert werden. Aktive Kon-

turen kénnen entweder explizit als parametrisierte Funktionen oder implizit mit Hilfe einer
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zusatzlichen Funktion repréisentiert werden. Explizit reprisentierte aktive Konturen werden
als Snakes [60], implizit représentierte als Level-Set-Verfahren [89] bezeichnet. Wiahrend die
Topologie der mittels Snakes reprisentierten Regionen standardmifig unverénderbar ist, sind

Topologiednderungen bei einer Level-Set-Représentation inhérent moglich.

1.3.2 Level-Set-Verfahren

Level-Set-Verfahren sind numerische Algorithmen, mit denen die zeitabhéngige Entwicklung
von Grenzflichen beliebiger Dimensionalitét modelliert werden kann. In der Bildverarbeitung
werden sie flir Segmentierungsaufgaben eingesetzt. Die zu entwickelnden Grenzflichen stellen
dabei die Konturen von Regionen dar.

Level-Set-Verfahren reprisentieren Vordergrundregionen, deren Konturen, sowie den Hinter-
grund implizit durch die Werte einer Funktion ¢. Diese Funktion ist auf dem gesamten
Bildraum 2 definiert und wird als Level-Set-Funktion bezeichnet. Ein Level-Set ist die Menge
aller Punkte von ¢, welche den gleichen Funktionswert besitzen. Die Menge C aller Kontur-

punkte wird in der Regel iiber die Menge der Punkte mit Wert null reprasentiert, das heift:

C =A{(z,9)|o(x,y) = 0} (1)

Weiterhin kann definiert werden, wie die Bereiche innerhalb und auferhalb der Vordergrund-
regionen des Bildes reprisentiert werden. Beispielsweise kann festgelegt werden, dass ¢ fiir
alle Bildpunkte innerhalb von Vordergrundregionen gréfer als null und fiir alle Bildpunkte
auferhalb dieser Regionen kleiner als null ist. Eine mogliche und iibliche Funktion mit der
diese Darstellung erzielt werden kann, ist die vorzeichenbehaftete Distanzfunktion. Zusam-

menfassend werden die Bestandteile des Bildes folgendermafsen dargestellt:

¢ < 0 : auferhalb von Vordergrundregionen

¢ >0 :innerhalb von Vordergrundregionen

¢ =0 : auf der Kontur von Vordergrundregionen
In Abbildung [6] werden diese Zusammenhinge schematisch dargestellt.
Durch die implizite Reprisentation der Konturpunkte ist die Anzahl der Regionen variabel.
Konturen kénnen im Zuge der Entwicklung der Level-Set-Funktion verschmelzen, aber auch
auseinanderbrechen. Zudem koénnen Locher innerhalb der Regionen entstehen oder geschlos-
sen werden.

Um Objekte in einem Bild mit Hilfe von Level-Sets zu detektieren, wird das Bild zu Beginn
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Abbildung 6: Reprdsentation von Regionen und Konturen mit einer Level-Set-Funktion. Bild-
koordinaten, an denen die Level-Set-Funktion ¢ Werte > 0 annimmt gehdren zu Regionen des
Vordergrundes, wobei die Menge der Punkte mit ¢ = 0 die Konturpunkte darstellt. Koordina-

ten mit ¢ < 0 reprisentieren Hintergrundpizel.

mit einer beliebigen initialen Segmentierung in Hintergrund und Vordergrundregionen einge-
teilt. Diese Initialsegmentierung wird anschliekend in diskreten Schritten geméf vorgegebener
Bedingungen veradndert. Dazu wird die Level-Set-Funktion ¢ zundchst um eine Dimension,

die Zeit, erweitert:

d(x,y,t) : QxR = R (2)

Die initiale Segmentierung definiert die Level-Set-Funktion zum Zeitpunkt ¢ = 0. Die Level-
Set-Funktion wird anschliefsend iterativ durch Minimierung eines Energiefunktionals in diskre-
ten Zeitschritten entwickelt. Mit Hilfe des Energiefunktionals kénnen bestimmte Eigenschaften
der zu segmentierenden Regionen modelliert werden. So werden Vorder- und Hintergrund mit
der Energie von Chan und Vese [14] so modelliert, dass diese beiden Phasen einen konstanten,
aber jeweils von der anderen Phase verschiedenen, Grauwert besitzen. Das Energiefunktional
kann auch so konstruiert werden, dass die Entwicklung der Konturen in Bildbereichen mit ho-
hen Intensitétsgradienten gestoppt wird, wie beispielsweise in [I13]. Wahrend der Entwicklung
der Level-Set-Funktion muss fiir jeden Punkt (x,y), welcher sich auf der Kontur befindet, zu

jedem Zeitpunkt t gelten:

¢(z,y,t) =0 (3)
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Durch Differenzierung nach ¢ erhilt man daraus

0 dx 09 dy 09 dt
9c i Tay at Tor @ C (4)
oder verkiirzt
¢ &\
It +Vo- w | = 0 (5)

dt
Die zeitliche Verdnderung der Koordinaten der Konturpunkte, also deren Geschwindigkeit
F := (dx/dt,dy/dt)" ergibt sich dabei aus dem vorgegebenen Energiefunktional, welches die
der Bewegung zugrunde liegenden Eigenschaften modelliert. Zum Entwickeln der Kontur muss

also das Anfangswertproblem

% - _F.V¢

t (6)
¢($, Y, 0) = ¢0(‘T7 y)

gelost werden. Fiir einige Spezialfélle wurden Methoden entwickelt, welche auf das Lésen von

Differentialgleichungen verzichten, zum Beispiel [108] [106].

1.3.3 Objektverfolgung

Um die Bewegung von Objekten in digitalen Videos zu charakterisieren, muss festgestellt
werden, welche der segmentierten Regionen der Einzelbilder jeweils die selben realen Objekte
reprisentieren. Die einfachste Methode der Zuordnung ist es, solche Regionen einander zuzu-
ordnen, welche in aufeinanderfolgenden Bildern die geringste rdumliche Distanz zu einander
aufweisen [80]. Als Referenzpunkt fiir Distanzberechnungen wird in der Regel der Zentroid
einer Region gewidhlt [82]. Der Zentroid (z.,y.) einer Region bestehend aus K Pixeln wird

dabei wie folgt berechnet:

1 K K
(o) = (zxk,zyk> , G
k=1

k=1
wobel (zk, y) die Koordinaten der zu der entsprechenden Region gehorenden Pixel sind.
Dieser Néchster-Nachbar-Ansatz kann jedoch bei einer hohen Objektdichte oder schnellen
Bewegungen leicht zu falschen Zuordnungen fiithren. Die Zuordnungsgenaugigkeit kann durch
die Verwendung weiterer Informationen, wie beispielsweise Grofe, Form oder Intensititswerte

der Objekte, erhoht werden.
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Durch die Betrachtung der ermittelten Zentroiden zweier Einzelbilder als Knoten eines bipar-
titen Graphen, konnen Algorithmen, welche fiir die effiziente Zuweisung von Elementen zweier
Mengen entwickelt wurden, fiir die Zuordnung von segmentierten Objekten verwendet wer-
den. Hierfiir werden Kosten zwischen Paaren, bestehend aus jeweils einem Element der einen
Menge und einem Element der anderen Menge berechnet. Fiir die Zuordnung segmentierter
Regionen konnen diese Kosten die Distanzen, sowie Form- und Intensitdtswerte widerspie-
geln. Die Zuordnung erfolgt durch Minimierung der summierten Gesamtkosten. Ein Beispiel
fiir einen solchen Zuordnungsalgorithmus ist der Ungarische Algorithmus [65].

Fiir die Zuordnung schneller Objekte kénnen auch statistische Analysen fiir die Berechnung
der wahrscheinlichsten Korrespondenzen verwendet werden. Basierend auf zuvor beobachteten
Werten, kénnen, beispielsweise mit einem Kalman-Filter [57], Vorhersagen iiber wahrschein-
liche Positionen von Objekten, basierend auf zuvor beobachteten Werten, getroffen werden.
Detektierte Objekte, welche jeweils die geringste Distanz zu den berechneten Positionen auf-
weisen, kdnnen anschliekend fiir die Zuordnung verwendet werden.

Werden aktive Konturen, wie Level-Set-Verfahren, fiir die Segmentierung verwendet, konnen
Zuordnungen automatisch mit erstellt werden. Das Segmentierungsergebnis eines Bildes kann
direkt als initiale Segmentierung des néchsten Bildes eines Videos genutzt werden. Dadurch
entfillt ein separater Zuordnungsschritt. Diese Vorgehensweise eignet sich jedoch nur dann
fiir die Zuordnung, wenn die segmentierten Regionen zweier aufeinanderfolgender Bilder eine
gewisse Uberlappung aufweisen.

Fir die Zuordnung von Zellen in Mikroskopieaufnahmen muss in der Regel beachtet wer-
den, dass Zellen im Verlauf des Videos den Betrachtungsbereich verlassen oder in ihm neu
erscheinen kénnen. Zellteilungsereignisse sind ein weiterer Faktor, welcher die Anzahl der
zuzuordnenden Objekte variieren lasst. Dies muss bei der Auswahl eines geeigneten Zuord-

nungsalgorithmus beachtet oder durch Modifikationen ermé&glicht werden.

1.3.4 Klassifikation mit Support Vector Machines

Support Vector Meachines (SVMs) stellen eine Klasse von Techniken zur Losung von Aufgaben
aus dem Bereich des maschinellen Lernens dar. SVMs werden verwendet, um Klassifikations-
oder Regressionsprobleme zu lésen, aber auch Anwendungen aus dem Bereich des uniiber-
wachten Lernens kénnen mit SVMs bearbeitet werden. In der Bildverarbeitung wurden SVMs
beispielsweise fiir die Erkennung von Gesichtern oder handgeschriebenen Ziffern eingesetzt [6].
Fir die Klassifikation von Objekten, also deren Einteilung in unterschiedliche Klassen, wer-

den die Objekte durch bestimmte Eigenschaften reprasentiert. Diese Eigenschaften werden
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zu Merkmalsvektoren der Objekte zusammengefasst. Werden n unterschiedliche Eigenschaf-
ten verwendet, bilden diese also einen n-dimensionalen Merkmalsvektor, welcher als Punkt in
einem n-dimensionalen Raum betrachtet werden kann. Um einen Merkmalsvektor mit Hilfe
einer SVM einer von zwei moglichen Klassen zuzuordnen, muss die SVM zunéchst trainiert
werden. Hierfiir werden weitere Merkmalsvektoren benotigt, deren Klassenzugehorigkeiten im
Vorfeld bekannt sein miissen. Die Grundidee von SVMs ist es, eine Hyperebene zu finden, wel-
che die Merkmalsvektoren beider Klassen voneinander trennt. Diese Hyperebene wird zudem
so konstruiert, dass ihr Abstand zu den Merkmalsvektoren der beiden Klassen maximal ist.
Um eine solche separierende Hyperebene zu finden, werden zwei zueinander parallel verlaufen-
de Hyperebenen, die Randebenen, gesucht, welche jeweils die ndchsten Merkmalsvektoren der
beiden Klassen tangieren. Diese Merkmalsvektoren werden als ,support vectors® bezeichnet.
Die separierene Hyperebene befindet sich in der Mitte der beiden Randebenen. Abbildung [7]

zeigt das Prinzip der Klassifikation mittels Hyperebenen fiir zweidimensionale Daten.
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Abbildung 7: Prinzip der Klassifikation mit Hyperebenen am Beispiel zweidimensionaler Da-
ten. Links: Die Punkte der beiden Klassen (rot und blau) kénnen durch eine zweidimensionale
Hyperebene, also eine Gerade (durchgezogene Linie), voneinander getrennt werden. Die Lage
der Geraden mazimiert den Abstand zu den beiden Randgeraden (gestrichelte Linien), wel-
che die jeweils nichsten Punkte (,support vectors®, Kreise) der beiden Klassen tangieren. Ein
never Datenpunkt (schwarzes Karo) wird gemdf seiner Lage zur Geraden in eine der beiden
Klassen eingeordnet. Mitte: Mit Hilfe eines Regulierungsparameters kénnen Ausreifier in den
Daten zugelassen werden. Rechts: Beispiel fir in 2D nicht linear separierbare Daten. Durch
Projektion der Daten in eine héhere Dimension kénnen die Daten mit Hilfe einer Hyperebe-
ne separiert werden. Die Riickprojektion dieser Hyperebene ergibt im 2-dimensionalen Raum

jedoch nicht notwendigerweise eine Gerade.

Zwei Mengen von Merkmalsvektoren, welche mittels einer Hyperebene in zwei Klassen einge-
teilt werden kénnen, werden als linear separierbar bezeichnet. SVMs kénnen jedoch auch auf
nicht linear separierbare Daten angewendet werden. Hierfiir verwenden sie Kernel-Funktionen,

welche die gegebenen Merkmalsvektoren in einen hdherdimensionalen Raum projizieren, in
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welchem eine lineare Separierung moglich ist. Es kann gezeigt werden, dass fiir jede Menge
von Merkmalsvektoren mit konsistenten Klassenmarkierungen eine Kernel-Funktion existiert,
welche eine lineare Separierung erméglicht [86]. Konsistent bedeutet hierbei, dass es in der
Menge der Merkmalsvektoren keine zwei identischen Vektoren mit unterschiedlichen Klassen-
markierungen gibt.

Um mit Ausreifern in den Daten umgehen zu kdnnen, verfiigen SVMs {iber einen Regulie-
rungsparameter. Mit diesem kann die Anzahl und Entfernung von Merkmalsvektoren, welche
sich nicht auf der korrekten Seite der Hyperebene befinden, grob reguliert werden [86].
Aufgrund ihrer Eigenschaften sind SVMs sehr flexibel und auf eine Vielzahl von Klassifikati-

onsproblemen anwendbar.

1.3.5 MiToBo

MiToBo (Microscope Image Analysis Toolbox, (www.informatik.uni-halle.de/mitobo) ist
eine Sammlung elementarer, sowie komplexerer Bildverarbeitungs- und Bildanalysealgorith-
men. Das Hauptaugenmerk der Entwicklungen fiir MiToBo liegt dabei auf der Auswertung
biomedizinischer Bilddaten [83]. MiToBo wird als Erweiterung fiir die weitverbreiteten Bild-
analyseplattformen ImageJ [104] und Fiji [102] entwickelt. Dadurch steht MiToBo fiir eine
Vielzahl von Betriebssystemen (Windows, Linux, Mac OS) zur Verfiigung. Dariiber hinaus
erlaubt die Integration in ImageJ beziehungsweise Fiji die Verwendung einer Vielzahl unter-
schiedlicher Bildformate als Ein- und Ausgabe. Ausfiihrbare Programmeinheiten von MiToBo
werden als Operatoren bezeichnet. Diese kénnen per Konsole oder {iber grafische Meniis aus-
gewdhlt und konfiguriert werden.

MiTobo baut auf der Java-Bibliothek Alida [84] auf und erbt grundlegende Konzepte dieser
Bibliothek. Dazu gehoéren die Moglichkeit der automatischen Dokumentation aller Verarbei-
tungsschritte eines Operators, sowie einheitliche Schnittstellen zur Definition von Ein- und
Ausgabeparametern. Diese Schnittstellen erlauben die automatisierte Generierung grafischer
Benutzeroberflichen fiir die Konfiguration der Operatoren. MiToBo wird unter der GNU
General Public License, Version 3, lizensiert und kann somit ohne Einschrinkungen verwen-
det, verdndert und verbreitet werden.

Die fiir die vorliegende Arbeit entwickelten Verfahren zur Analyse von Zellmigrationsvorgén-
gen sind als MiToBo-Operatoren implementiert worden und kénnen somit kostenlos benutzt

und modifiziert werden.

29


www.informatik.uni-halle.de/mitobo

1.4 Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierung

Die in Abschnitt vorgestellten Methoden zur Untersuchung der Zellmigration erm&g-
lichen es, den Einfluss verschiedener Faktoren auf Zellmigration zu untersuchen. Mit Hilfe
von Genexpressionsanalysen kann zudem die Wirkung dieser Faktoren auf die Synthese von
Genprodukten betrachtet werden. Die Kombination dieser verschiedenen Daten kann dazu
genutzt werden, den beobachteten Migrationsphinotypen Genexpressionsprofile zuzuordnen
und damit zu einem besseren Verstdndnis der Wirkung der betrachteten Faktoren beitragen.
Durch die Entwicklung von Verfahren, welche die parallele Sequenzierung von Millionen kur-
zer DNA-Molekiile erlauben (Next Generation Sequencing), wurde es moglich, komplexe eu-
karyotische Genome innerhalb weniger Tage vollstindig zu sequenzieren. Die Kosten fiir die
Sequenzierung eines Genoms in der Gréfe des menschlichen Genoms (=~ 3 - 10% bp) betrugen
im Jahr 2015 nur noch ungefdhr 1000 € (www.genome.gov/sequencingcosts/)). Angewendet
auf cDNA-Molekiile, welche durch reverse Transkription aus RNA-Transkripten einer Pro-
be gewonnen wurden, kann ein Einblick auf das Transkriptom dieser Probe gewonnen wer-
den. Diese Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierungsverfahren, kurz RNA-Seq, erlauben die Iden-
tifikation der exprimierten Transkripte, sowie die Quantifizerung von Expressionsdnderungen
unter verschiedenen Bedingungen oder Entwicklungsstadien. Im Gegensatz zur Erstellung von
Transkriptomprofilen mittels Micro-Arrays, kénnen durch RNA-Seq Sequenzvariationen, wie
beispielsweise Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs), aber auch unbekannte Transkripte ge-
funden werden. Dariiber hinaus ist der dynamische Bereich fiir Transkriptquantifizierung bei

RNA-Seqg-verfahren wesentlich grofer als bei Micro-Arrays [121].

Probenvorbereitung Um das Transkriptom einer Probe mittels RNA-Seq zu bestimmen,
wird eine cDNA-Bibliothek der Probe erstellt. Dazu wird zunédchst die gesamte RNA aus
den Zellen der Probe extrahiert. In einem Sequenzierdurchlauf kann nur eine begrenzte An-
zahl von Sequenzen erzeugt werden. Daher ist es sinnvoll den Anteil solcher RNA-Molekiile
zu erhohen, welche fiir das konkrete Experiment von Interesse sind. So besteht der Grok-
teil der RNA-Molekiile einer Zelle aus ribosomalen RNAs (rRNA, [116]). Diese sind jedoch
fiir viele RNA-Seqg-Experimente von untergeordneter Bedeutung und ihr Anteil wird hiufig
durch Bindung an spezifische Sonden stark reduziert. Eine weitere hdufig verwendete Stra-
tegie besteht darin, Molekiile zu extrahieren, welche eine Poly-A-Sequenz tragen. Dadurch
werden mRNAs angereichert, aber auch andere RNA-Molekiile mit einer poly-A-Sequenz,
wie zum Beispiel viele long-noncoding RNAs (IncRNAs). Andererseits tragen beispielsweise

Histon-mRNAs keine Poly-A-Sequenz an ihrem 3’-Ende. Fiir mRNAs von Prokaryoten ist
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diese Methode generell ungeeignet, da diese Transkripte nicht polyadenyliert werden [116].
Wiéhrend des Sequenziervorgangs werden nur kurze (= 50 - 500bp) Bereiche der cDNA-
Molekiile sequenziert. Dies geschieht, da die Zuverldssigkeit der fiir die Sequenzierung ein-
gesetzten Polymerasen mit zunehmender Sequenzlénge abnimmt. Um mdglichst vollstdndige
Sequenzen langer RNA-Molekiile zu erhalten, werden diese deshalb hiufig fragmentiert. Da-
durch erhilt man iiberlappende Teilsequenzen der kompletten Transkripte.

Die RNA-Fragmente werden mittels reverser Transkription in cDNA-Fragmente umgeschrie-
ben und unterschiedliche Oligonukleotidadaptoren werden an die 5’- und 3’-Enden der Frag-
mente ligiert. Diese Adaptoren werden fiir die Immobilisierung der Fragmente fiir die Sequen-
zierungsschritte bendtigt. Zudem konnen sie als Primer fiir die Sequenzierreaktionen, sowie
fiir gegebenenfalls vorher stattfindende Amplifikationen der Transkripte mittels Polymerase-
kettenreaktion (PCR), dienen. Die Reihenfolge der Bearbeitungschritte, die von einstréangigen
RNA-Transkripten zu doppelstringigen kurzen cDNA-Molekiilen mit angehdngten Adaptoren
fiihren, hingt vom verwendeten Protokoll ab. Dabei kann jeder Schritt zu spezifischen Ver-
zerrungen der Komposition der fertigen Fragmentbibliothek fithren [116]. Einige Protokolle
erlauben es, die Orientierungsinformation der Transkripte beizubehalten, indem verschiedene
Adaptoren spezifisch an die 5’- oder 3’-Enden der Fragmente ligiert werden. Dadurch ist es
moglich zu bestimmen, von welchem DNA-Strang die Transkripte abgelesen wurden. Sollen
nur sehr kurze RNA-Molekiile, wie beispielsweise microRNAs, sequenziert werden, entféllt der
Fragmentierungsschritt. Stattdessen ist eine Grofenselektion der zu sequenzierenden Tran-
skripte, zum Beispiel mittels Gelelektrophorese, ndtig. Grofienselektion kann auch verwendet
werden, um die Bibliotheken auf Fragmente gewiinschter Lingen zu reduzieren. Dadurch kén-
nen nichtligierte Adaptoren, sowie zu lange Fragmente von der Sequenzierung ausgeschlossen

werden.

Sequenzierung Fiir die Hochdurchsatzsequenzierung der Bibliotheken existieren verschie-
dene Ansitze, wobei momentan vor allem Techniken beziehungsweise Sequenziermaschinen
der Firmen Illumina, Life Technologies und Roche verwendet werden. Obwohl sich die tech-
nischen Details der Verfahren dieser Firmen unterscheiden, besitzen sie dennoch gemeinsame
Prinzipien. Doppelstingige cDNA-Molekiile der Bibliotheken werden denaturiert und immo-
bilisiert, um die bei der Sequenzierung erzeugten Signale rdumlich zuordnen zu kénnen. An-
schliefend werden die immobilisierten Sequenzen amplifiziert, um eine héhere Signalstéirke zu
erreichen. Die amplifizierten einstrangigen DNA-Molekiile dienen als Templates fiir den Ein-

bau komplementérer Nukleotide. Durch den Einbau werden nukleotidspezifische Fluoreszenz-
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oder Biolumineszenzsignale erzeugt, welche optisch erfasst werden.

Dadurch kénnen simultan Millionen kurzer Sequenzen, sogenannte Reads, erzeugt werden.
Die Verfahren unterscheiden sich in der Anzahl und Linge der Reads, welche pro Durchlauf
erzeugt werden konnen. Die produzierten Reads konnen auferdem danach unterschieden wer-
den, ob sie nur von einem Ende der Fragmente erzeugt wurden, oder von beiden. Im ersten

Fall spricht man von Single-End-Reads im zweiten Fall von Paired-End-Reads.

Verarbeitung Den erhaltenen Reads werden in der Regel fiir die weitere Verarbeitung als
erstes Positionen eines Referenzgenoms zugeordnet. Dieser Vorgang wird als Mapping be-
zeichnet. Es existieren zahlreiche Algorithmen, welche das Mapping von Millionen von Reads,
durch verschiedene heuristische Ansétze, in akzeptabler Zeit und Prézision ermdglichen. Fiir
den Fall, dass kein Referenzgenom verfiigbar ist, kann ein Transkriptom auch mit Hilfe iiber-
lappender Sequenzbereiche der Reads zusammengesetzt werden.

Ein groftes Problem fiir die Zuordnung von Read-Sequenzen zu einem Referenzgenom stel-
len repetitive Sequenzen dar. Dabei handelt es sich um sehr dhnliche oder gar identische
Sequenzen von unterschiedlichen Positionen des Genoms. Insbesondere wenn ihre Langen
die der Reads tiberschreiten, kann es vorkommen, dass die Mappingalgorithmen Reads nicht
mehr eindeutig zuordnen kénnen. Aktuelle Schatzungen gehen davon aus, dass circa 50 % des
menschlichen Genoms aus repetitiven Sequenzen bestehen [112]. Bei RNA-Seq-Experimenten
reduziert sich das Problem auf Sequenzen, welche in RNA transkribiert werden. Allerdings
kann es hierbei passieren, dass Reads Exon-Intron-Grenzen iiberspannen und deshalb vom
Mappingalgorithmus aufgespalten werden. Die Teilsequenzen des Reads werden dann gegebe-
nenfalls auf aufeinanderfolgende Exons gemappt. Die Wahrscheinlichkeit, dass Teilsequenzen
der Reads nicht eindeutig zugeordnet werden konnen ist jedoch héher, da mit Abnahme der
Sequenzlinge die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer identischen Sequenz zunimmt.
Die falsche Zuordnung von Reads eines RNA-Seq-Experimentes fiihrt wiederum zu einer feh-
lerhaften Quantifizierung der betroffenen Gene. Mittels Paired-End-Sequenzierung konnen
Mehrdeutigkeiten fiir das Mappen eines Reads durch die zusédtzliche Sequenzinformation des
zweiten Reads reduziert werden.

Durch Verwendung neuerer Sequenzierverfahren (3rd Generation Sequencing), welche deutlich
langere Reads (> 1000 bp) produzieren und keine Amplifizierung der zu sequenzierenden Mo-
lekiile benotigen [85], konnen mehrdeutige Zuordnungen aufgrund repetitiver Sequenzbereiche

reduziert werden.
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Nachdem die Reads gemappt wurden, kann mit Hilfe bekannter Genannotationen die relative
Abundanz eines Transkriptes durch die Anzahl der Reads, welche einen entsprechenden geno-
mischen Bereich abdecken, abgeschétzt werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nicht nur
die Molekiilanzahl einer bestimmten RNA, sondern auch deren Linge, sowie die Zusammen-
setzung der RNA-Population, einen Einfluss auf die Gesamtzahl der Reads des entsprechenden
Gens haben [97]. Dies muss fiir Vergleiche durch Verwendung geeigneter Normalisierungsver-

fahren beriicksichtigt werden.

Anwendungen Nach der Art der Anreicherung derjenigen RNA-Molekiile, welche sequen-
ziert werden sollen, kdnnen verschieden RNA-Seq-Varianten unterschieden werden. Fiir ein
Total-RNA-Seq-Experiment wird in der Regel lediglich die rRNA aus der Gesamt-RNA einer
Probe abgereichert. Beim mRNA-Seq werden, wie oben beschrieben, spezifisch RNA-Molekiile
angereichert, welche eine Poly-A-Sequenz enthalten. Fiir die Untersuchung der Expression von
microRNAs werden per Grofenselektion nur sehr kurze (=~ 18 — 30nt) RNA-Molekiile fiir die
Erstellung der Bibliotheken verwendet. Erfolgt die Grokenselektion nach Adapterligation, wer-
den entsprechend ldngere Molekiile extrahiert. Da die Selektion der RNAs ausschlieflich tiber
ihre Grofe erfolgt ist jedoch davon auszugehen, dass sich neben microRNAs auch weitere
kurze RNA-Molekiile in den so erstellten Bibliotheken befinden.

Eine spezielle Form des RNA-Seq zur spezifischen Sequenzierung von RNA-Molekiilen, wel-
che von RNA-bindenden Proteinen (RBPs) gebunden werden, ist CLIP-Seq. Hierbei wird
eine Methode zur spezifischen Anreicherung von proteingebundenen RNA-Molekiilen (CLIP -
cross-linking and immunoprecipitation, [I114]) mit einer Hochdurchsatzsequenzierung kombi-
niert. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen zunéchst mit UV-Licht bestrahlt, wodurch
sich kovalente Bindungen zwischen Proteinen und RNA-Molekiilen, welche sich in direktem
Kontakt befinden, ausbilden. Nach dem Lysieren der Zellen werden die Proteine, deren RNA-
Bindepartner untersucht werden sollen, mitsamt der an ihnen gebundenen RNA-Molekiile,
per Immunprézipitation herausgefiltert. Nach verschiedenen Aufreinigungsschritten werden
die Proteine enzymatisch verdaut, wodurch nur noch ein kurzes Polypeptid an der Bindestelle
verbleibt. Die RNA-Molekiile werden in cDNA-Molekiile umgeschrieben, welche anschliefsend
sequenziert werden. Weiterentwicklungen wie PAR-CLIP (Photoactivatable-Ribonucleoside-
Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation, [46]) und iCLIP (individual nucleotide re-
solution CLIP,[56]), erlauben eine hohere Effizienz in der Ausbildung der kovalenten Bindung

zwischen Protein und RNA und eine prézisere Bestimmung der Bindestellen.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Die Untersuchung der Migration von Tumorzellen leistet einen wichtigen Beitrag zur Erfor-
schung von Krebserkrankungen. [In-vitro-Experimente mit tumorabgeleiteten Zellen stellen
dabei eine wichtige Grundlage dar. Mit ihrer Hilfe kénnen FEinfliisse verschiedener Fakto-
ren auf die Zellmigration mit verhéltnismakig geringem Aufwand und reproduzierbar analy-
siert werden. Jedoch setzt dies eine prizise Auswertung der gewonnenen Daten voraus. Im
Rahmen dieser Dissertation sollten Bildanalysemethoden entwickelt und implementiert wer-
den, welche eine verléssliche und objektive automatisierte Auswertung von Mikroskopbildern
aus Einzelzell-Tracking-Experimenten und Scratch-/Gap-Closure-Assays ermoglichen. Damit
sollte insbesondere der Einfluss des RNA-bindenden Proteins IGF2BP1 auf die Migration
von Tumorzellen untersucht werden. Fiir dieses onkof6étal exprimierte Protein wurden bereits
verschiedene Wirkungen auf Zellmigration berichtet. Die teilweise gegensatzlichen Ergebnisse
dieser Studien basierten jedoch auf manueller Auswertung der erhobenen Daten. Die entwickel-
ten Methoden zur automatisierten Auswertung von Zellmigrationsexperimenten sollten dazu
verwendet werden, die Wirkung einer reduzierten IGF2BP1-Proteinexpression auf das mi-
gratorische Potential tumorabgeleiteter Zellen zu charakterisieren. Dies sollte der Validierung
vorher publizierter Resultate dienen. Dariiber hinaus sollten RNA-Seg-Daten verwendet wer-
den, um die unter IGF2BP1-Knockdown beobachteten Migrationsphidnotypen mit IGF2BP1-
abhangiger Kontrolle der Genexpression zu korrelieren. Dabei sollte untersucht werden, ob die
Genexpressionsdaten Riickschliisse auf die von IGF2BP1 beeinflussten migrationsbezogenen

zelluldren Prozesse erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Transfektionen

Zellen wurden in standardisiertem Ndhrmedium (DMEM) unter Zusatz von 10% fotalem
Rinderserum (FBS) bei 37°C und 5% COq kultiviert. Fiir IGF2BP1-Knockdown-Analysen
wurden transiente Transfektionen mit, gegen die mRNA von IGF2BP1 gerichteten, siRNAs
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen 24 h vor Durchfithrung anschliefsender Experimente
mit Hilfe von Lipofectamine RNAiMax (Thermo Fisher, Waltham, USA) Transfektionsreagenz
und je 75nM siRNA transfiziert. Die Sequenzen der verwendeten siRNAs sind in Tabelle
aufgelistet.

Samtliche Zellkulturarbeiten, sowie Transfektionen wurden von Dr. rer. nat. Nadine Bley und

Claudia Misiak durchgefiihrt.

siRNA Sequenz

Kontrolle (siC) | UUGUACUACACAAAAGUACUG

sil-1 CCGGGAGCAGACCAGGCAA

sil-2 UGAAUGGCCACCAGUUGGA

sil-P CCGGGAGCAGACCAGGCAA
UGAAUGGCCACCAGUUGGA

CCAGGCAAGCCAUCAUGAAGCUGAA
GGCUGCUCCCUAUAGCUCCUUUAUG
GGGAAGAGCUGGAGGCCUA
CCAUCCGCAACAUCACAAA
AAGCUGAAUGGCCACCAGUUG
AACACCUGACUCCAAAGUUCG
GUAUGGUACAGUAGAGAAC
CCUGAAGAAGGUAGAGCAA
GUUCGUAUGGUUAUCAUCA
GUGAACACCGAGAGUGAGA

Tabelle 1: Sequenzen der siRNAs, welche fiir transiente IGF2BP1-Knockdowns verwendet

wurden.

35



2.2 Mikroskopie

Fiir Einzelzell-Tracking-Experimente wurden die Zellen in Ibidi 8 well p-Slides (Ibidi, Martins-
ried) zu je circa 3000 Zellen pro Well eingesét. Die Béden der Wells wurden zuvor, sofern nicht
anders angegeben, mit Collagen 1 beschichtet. Anschliefend wurde den Zellen 24 Stunden Zeit
gegeben sich abzusetzen. Die Aufnahmen erfolgten an einem Leica SP5 X Konfokalmikroskop
(Leica Microsystems, Mannheim), welches mit einer Inkubationskammer und einem steuerba-
ren Objekttisch ausgestattet war. Pro Well wurden jeweils zufillig zwei nicht-iiberlappende
Aufnahmebereiche ausgewéhlt. Bei 37°C und 5% COs wurden Bilder der Grofe 1024 x 1024
mit 256 Graustufen in einem zeitlichen Abstand von fiinf Minuten aufgenommen. Dabei wur-
den pro Aufnahmebereich jeweils neun bis 12 Z-Ebenen aufgenommen, da, Unebenheiten der
Beschichtungen dazu fiihrten, dass sich die Zellen in unterschiedlichen Fokusebenen befanden.
Aus den Aufnahmen der verschiedenen Z-Ebenen eines Aufnahmebereiches wurden vor der
Weiterverarbeitung Maximalprojektionen mit Hilfe von ImagelJ erstellt. Es wurde ein Objek-
tiv mit 20-fach-Vergréferung und einer numerischen Apertur von 0.5 verwendet.

Fiir Scratch-Assays wurden Zellen in 24-Well-Kulturplatten zu je circa 1-10° Zellen pro Well
eingeséit. Nach 24 Stunden wurden mit Pipettenspitzen Wunden in der konfluenten Zellschicht
mittels Pipettenspitzen erzeugt. Nach drei Waschschritten zum Entfernen abgelster Zellen
und Zelltrimmern, wurde frisches Nahrmedium hinzugefiigt.

Gap-Closure-Assays wurden in Ibidi 8 well p-Slides mit eingesetzten Ibidi Culture-Inserts
durchgefiihrt. Diese aus Silikon gefertigten Finsitze erlauben das Finsihen zweier rdumlich
getrennter Zellpopulationen in ein Well. Pro Well wurden 4-10* Zellen eingesiit. Nach 24
Stunden wurden die Einsatze entfernt und frisches Nahrmedium hinzugefiigt.
Durchlichtaufnahmen fiir Scratch-Assays erfolgten an einem Nikon Eclipse TS5100-Mikroskop,
welches mit einer Kamera vom Typ Nikon CoolPix 990 (Nikon Instruments, Tokyo) ausge-
stattet war. Pro Well wurde jeweils ein Aufnahmebereich ausgewihlt. Die aufgenommenen
24-Bit-Farbbilder besafen eine rdumliche Auflésung von 2048 x 1536 Pixeln. Das gewahlte
Objektiv verfligte iiber eine 10-fach-Vergroferung und eine numerische Apertur von 0.25.
Da dieses Mikroskop nicht iiber eine Inkubationskammer verfiigte, wurden die Kulturplatten
fiir die zwischen den Aufnahmen liegende Zeit in einen Inkubator gestellt. Aufnahmen von
Scratch- und Gap-Closure-Assays fluoreszenzmarkierter Zellen wurden genauso erstellt wie
Aufnahmen fiir Einzelzell-Tracking-Experimente. Der Zeitraum zwischen zwei aufeinanderfol-

genden Aufnahmen betrug jedoch jeweils 30 Minuten.
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Die fiir die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe beziehungsweise fluoreszierenden Proteine ver-

wendeten Anregungs- und Detektionswellenldngen sind in Tabelle [2] aufgelistet.

Fluorochrom Anregung (nm) Detektionsbereich (nm)
GFP 489 505 - 560
Zs-Greenl 493 500 - 550
RFP 584 600 - 650
E2-Crimson 611 630 - 750
CellMask Deep Red 658 670 - 750

Tabelle 2: Anregungs- und Detektionswellenlingen fiir die Aufnahmen der verwendeten Fluo-

rochrome.

2.3 Topologieerhaltende Level-Set-Segmentierung

Energieminimierung Ublicherweise werden fiir die Entwicklung der Level-Set-Funktion ¢
partielle Differentialgleichungen (PDE) berechnet (s. Abschitt [1.3.2). Dafiir werden jedoch
h&ufig numerische Stabilitdtskriterien, sowie die Differenzierbarkeit der Level-Set-Funktion
vorausgesetzt. Fiir Optimierungsprobleme, bei denen nicht die konkreten Werte von ¢, son-
dern lediglich ihr Vorzeichen wichtig ist, wurde in [108] ein Algorithmus entwickelt, welcher
auf das Losen von Differentialgleichungen verzichtet. Mit diesem Algorithmus werden die Pi-
xel eines Bildes in zwei Phasen eingeteilt, welche im Folgenden als Vorder- und Hintergrund
bezeichnet werden. Bei diesem Verfahren wird das verwendete Energiefunktional direkt mi-
nimiert, indem iiberpriift wird, ob die Energie abnimmt, wenn ein Pixel des Vordergrundes
dem Hintergrund zugeordnet wird oder umgekehrt. Ist dies der Fall, wird das entsprechende
Pixel der anderen Phase zugeordnet. Dies wird fiir jedes Pixel des Bildes gepriift. Die Opera-
tion des Wechselns eines Bildpunktes in eine andere Phase wird als Flippen bezeichnet. Der

Algorithmus ist auf Probleme anwendbar, die folgendermafen definiert werden kénnen:

min E(H(6)) ®

Bei H(¢) handelt es sich um die Heaviside-Funktion von ¢:

0:9<0
H(¢) = (9)
1:9>0
E ist ein beliebiges Funktional, das von der Heaviside-Funktion der Level-Set-Funktion ab-

héngt und das, im Gegensatz zu PDE-basierten Methoden, nicht nach ¢ differenzierbar sein
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muss. Der Entwicklungsschritt wird solange durchgefiihrt, bis sich die Energie von einer Ite-
ration iiber alle Bildpunkte zur néchsten nicht mehr veréindert. Der allgemeine Ablauf ist in

Algorithmus [1] als Pseudocode dargstellt.

Algorithmus 1 non-PDE-LevelSetSolver(1, ¢)

// I: Eingabebild
// ¢: initiale Level-Set-Funktion

// Initialisierung
berechne initiale Energie £

// Entwicklung
Eoa =0
while Eold 75 F do
Eoa=FE
for all Pixel p € I do
if F wird kleiner, wenn p in andere Phase geflippt wiirde then
flippe p in diese Phase und aktualisiere F
end if
end for
end while

Topologieerhaltung Gewdhnlich erlauben Level-Set-Verfahren Topologieverdnderungen,
also das Auseinanderbrechen oder Verschmelzen von Regionen, sowie die Entstehung oder
das Schliefsen von Léchern innerhalb der Regionen wahrend des Energieminimierungsprozes-
ses. Diese Eigenschaft macht Level-Set-Verfahren flexibel in Bezug auf die Initialisierung, da
im Vorfeld die genaue Anzahl der zu detektierenden Objekte nicht bekannt sein muss. Ande-
rerseits kann diese FKigenschaft aber auch unerwiinscht sein, zum Beispiel wenn bereits mit der
Initialisierung die Anzahl der zu detektierenden Objekte festgelegt werden soll. Um Topolgie-
erhaltung zu ermoglichen wurde Algorithmus [I] um die Option erweitert, die Topologie der
Vordergrundregion zu erhalten [41]. Hierfiir wurde zunéchst festgelegt, dass Vordergrundregio-
nen 4-verbunden und der Hintergrund 8-verbunden ist. Um die initial vorgegebene Topologie

zu erhalten, darf ein Pixel p nur dann in die jeweils andere Phase geflippt werden, wenn:
e p ein Konturpixel ist

e in der 8Nachbarschaft von p genau eine Vordergrundregion vorkommt, welche in 4-

Nachbarschaft zu p steht

Wiire p kein Konturpixel, wiirde ein Flippen vom Vorder- in den Hintergrund ein Loch in der

Vordergrundregion erzeugen. Umgekehrt wiirde in diesem Fall das Flippen vom Hinter- in den
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Vordergrund eine neue Vordergrundregion erzeugen. Gibt es keine Vordergrundregion in der
8-Nachbarschaft von p, welche zu diesem Pixel in 4-Nachbarschaft steht, wiirde das Flippen
von p eine Vordergrundregion bestehend nur aus p ausldschen oder neu erzeugen. Wenn p ein
Vordergrundpixel ist und es mehr als eine Vordergrundregion in der 8-Nachbarschaft von p
gibt, die mit diesem Pixel jeweils in 4-Nachbarschaft stehen, dann ist p die einzige Verbin-
dung zwischen diesen Regionen. Dadurch formen diese mit p eine gemeinsame Region. Das
Flippen von p in den Hintergrund wiirde diese Region, welche in der 8-Nachbarschaft von p,
sowie p selbst existiert, aufspalten. Dies konnte dazu fithren, dass eine Vordergrundregion,
welche im gesamten Bildraum existiert und p enthilt, ebenfalls aufgespalten wiirde. Analog
dazu wiirde das Flippen eines Hintergrundpixels p, dessen 8-Nachbarschaft mehr als eine Vor-
dergrundregion, welche in 4-Nachbarschaft zu p stehen, moglicherweise separate Regionen zu
einer verbinden.

Dieses Verfahren zur Topologieerhaltung &hnelt dem in [48] vorgestellten Verfahren, welches
fiir die PDE-basierte Level-Set-Minimierung entwickelt wurde. Dabei ist eines der beiden Kri-
terien, welche dort verwendet wurden um Punkte zu bestimmen, welche der jeweils anderen
Phase zugeordnet werden konnen ohne die Topologie der Phasen zu verdndern (sogenannte
wsimple points®), identisch zu dem zweiten oben genannten Kriterium.

Das topologieerhaltende Level-Set-Verfahren mit Energieminimierung nach [108] wurde als

Segmentierungsverfahren in den beiden im Folgenden vorgestellten Applikationen eingesetzt.

2.4 CellMigrationAnalyzer

Fiir die Auswertung der Bewegung einzelner Zellen in 2D-Einzelzell-Tracking-Experimenten
wurde der MiToBo-Operator CellMigrationAnalyzer entwickelt. Ausgehend von Zeitraffervi-
deos, werden fluoreszenzmarkierte Zellen detektiert und ihre Bewegungen, sowie Verdnderun-
gen der Zellformen und -intensitdten bestimmt.

Die Verarbeitung der Eingabevideos ist in verschiedene Schritte unterteilt. Abbildung [§] zeigt
das Schema der Verarbeitungsschritte des CellMigrationAnalyzer. Nach Konvertierung der
Bilder des Eingabevideos in 8-Bit Grauwertbilder, wird zunichst ein Gauffilters auf jedes
Einzelbild angewendet, um Hintergrundrauschen zu reduzieren. Im anschlielsenden Segmen-
tierungsschritt werden die Bilder in Zellen und Hintergrund aufgeteilt. Darauf folgt die Be-
rechnung von Zuordnungen fiir Objekte, welche in den Einzelbildern jeweils die selben Zellen
reprasentieren. Diese Zuordnungen werden verwendet um Trajektorien der Zellen zu erstellen.
Die Trajektorien ermoglichen es, das Migrationsverhalten der einzelnen Zellen zu charakteri-

sieren.
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Abbildung 8: Verarbeitungsschritte des CellMigrationAnalyzer
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Im Folgenden werden Segmentierung, Zuordnung und die Berechnung von Werten zur Cha-

rakterisierung des Migrationsverhaltens im Detail beschrieben.

Segmentierung Die Segmentierung basiert auf dem in Abschnitt beschriebenen Level-
Set-Verfahren, welches separat auf jedes Finzelbild des Eingabevideos angewendet wird. Die
notwendige initiale Segmentierung fiir dieses Verfahren wird gewonnen, indem zuné&chst die
Intensitétswerte des Bildes mit Hilfe einer Gammakorrektur (y < 1) nichtlinear transformiert
werden. Dadurch werden schwach fluoreszierende Zellen beziehungsweise Zellteile hervorge-
hoben. Je kleiner der Wert von v gewahlt wird, desto starker ist die Hervorhebung. Jedoch
kann es durch zu klein gewédhlte Werte von ~ passieren, dass auch Hintergrundrauschen so
sehr verstirkt wird, dass die anschliefsende Binarisierung unbrauchbare Ergebnisse liefert, da
durch die Hervorhebung des Rauschens, dieses dem Vordergrund zugerechnet wird. Geeignete
Werte von v wurden im Rahmen der Parameteroptimierung bestimmt (s. Abschnitt .

Auf dem transformierten Bild wird anschliekend das globale, parameterfreie Schwellwertver-
fahren von Otsu [90] angewendet, wodurch ein Binérbild entsteht. Locher in den entstandenen
Vordergrundobjekten werden gefiillt und kleine Objekte, welche Zellfragmente darstellen kénn-
ten werden entfernt. Hierfiir wird vor der Ausfiithrung des Programms ein Schwellwert fiir die
Mindestgrofe festgelegt. Das Ergebnis ist eine grobe Segmentierung des Bildes in Zellen und
Hintergrund (s. Abbildung @), welche zur Initialisierung des topolgieerhaltenden Level-Set-
Segmentierungsverfahrens verwendet wird. Das hierfiir verwendete Energiefunktional wurde
in [24] fiir die Segmentierung von fluoreszenzmarkierten Zellen vorgestellt und modelliert

Vorder- und Hintergrund als zwei separate Normalverteilungen:

E((Z)(:Cay)) = /Qel(x¢y)H(¢(xa y)) + 62($7y)(1 - H(d)(w,y)))dmdy, (10)
mit
ei(z,y) = log(o?) + Wz €{1,2} (11)

i

Dabei bezeichnet I das Eingabebild,  die Bilddomé&ne und H(¢) die Heaviside-Funktion von
o (s. Gleichung@). Die Symbole p1; und o2 repriisentieren die Erwartungswerte beziehungsweise

Varianzen der Normalverteilungen fiir Vordergrund (¢ = 1) und Hintergrund (i = 2):
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= Jel@yH(O(y))drdy
Jo H(é(z,y))dzdy
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Die Erwartungswerte und Varianzen werden nach jedem Flippen neu berechnet. Im Gegen-
satz zu [24], wurden die Einschriankungen beziiglich Konturldange und Flidche der Objekte hier
nicht angewendet, wodurch das Energiefunktional keine freien Parameter besitzt. Das Ener-
giefunktional aus Gleichung|l0|erfiillt die Bedingung nach Gleichung [§|und ist daher geeignet,
um mit dem in Abschnitt beschriebenen Algorithmus minimiert zu werden.

An die Level-Set-basierte Segmentierung schliefst sich ein Nachbearbeitungsschritt an. In die-
sem Schritt konnen Vordergrundregionen, deren Fliche eine definierte Anzahl Pixel unter-
schreitet, entfernt werden. Auf diese Weise werden Regionen, von denen vermutet wird, dass
sie aufgrund ihrer geringen Grofse keine Zellen darstellen, von der anschliefenden Analyse
ausgeschlossen. Weiterhin konnen Regionen entfernt werden, welche die Bildréander beriihren.
Dies ist in der Regel sinnvoll, da nicht festgestellt werden kann, welcher Teil einer Zelle {iber
den Bildrand hinausragte, wodurch es zu einer fehlerhaften Bestimmung des Zentroiden der
entsprechenden Region kommen wiirde.

Gelegentlich werden Zellen, welche im Bild sehr nah beieinander liegen, sich beriihren oder
iiberlappen, nicht als separate Regionen segmentiert. Aus Bildverarbeitungssicht handelt es
sich dabei um Untersegmentierungen. In vielen solchen Féllen kann auch durch einen mensch-
lichen Betrachter nicht eindeutig festgestellt werden, wo die Zellgrenzen verlaufen. Da solche
Situationen zu fehlerhaften Messergebnissen fithren, wurde ein Weg gesucht, mit solchen Un-
tersegmentierungen umzugehen. Zwar existieren Methoden zur Detektion und Korrektur von
Untersegmentierungen in Mikroskopieaufnahmen von Einzelzellen, zum Beispiel [119] [103],
allerdings setzen diese Verfahren konvex geformte Zellflichen voraus. Da jedoch die Formen
der hier untersuchten Zellen sehr komplex und variabel waren, hétten diese Verfahren das Pro-
blem nicht 16sen kénnen. Ein weiterer Losungsansatz fiir das Problem der Untersegmentierung
kénnte darin bestehen, die Segmentierungsergebnisse eines Bildes direkt als Initialisierung fiir
das darauffolgende zu verwenden. Dadurch wiirde zudem sowohl die Vorsegmentierung fiir alle

bis auf das erste Bild eines Videos, als auch ein separater Zuordnungsschritt unnotig werden.
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Aufgrund der Topologieerhaltung wiirden Zellen, sofern sie im ersten Bild des Eingabevideos
als separate Regionen segmentiert wurden, auch wenn sie sich zu spiteren Zeitpunkten be-
rithren, als separate Regionen segmentiert. Jedoch wiirde dieses Vorgehen dazu fiihren, dass
die Anzahl der detektierten Zellen iiber die Gesamtlinge des Videos konstant bliebe. Dadurch
wiirden Zellen, welche im Verlauf des Videos neu im Bild auftauchen, nicht erfasst werden.
Weiterhin wiirden Zellen, welche aus Zellteilungen hervorgehen, sowie solche, die aufgrund
von Untersegmentierungen im ersten Bild félschlicherweise zu einer Region zusammengefasst
wurden, nicht detektiert werden. Zudem konnte dieses Vorgehen das Problem der Unter-
segmentierung sogar verstirken, indem Regionen durch die Topologieerhaltung weiterhin als
einzelne Regionen segmentiert wiirden, obwohl sie bereits erkennbar voneinander getrennt
sind.

Tatséchlich wirkt der hier verwendete Ansatz der Vorsegmentierung gekoppelt mit topologie-
erhaltender Level-Set-Segmentierung der Untersegmentierung entgegen, da die Fluoreszenzin-
tensitdten der Zellen zu ihren Réndern hin in der Regel abnehmen. Dies fiihrt dazu, dass bei
der Vorsegmentierung die schwicher fluoreszierenden Rénder nicht erfasst werden, wodurch
verhindert werden kann, dass naheliegende Zellen als eine Region segmentiert werden (s. Abbil-
dung @) Dennoch treten mit dem gewdhlten Segmentierungsverfahren Untersegmentierungen
auf. Deshalb werden wahrend des anschliefsenden Zuordnungsschrittes Grofsenverdnderungen
von Regionen in aufeinanderfolgenden Bildern eines Videos verwendet, um Untersegmentie-
rungen zu detektieren.

Das Ergebnis des Segmentierungsschrittes ist ein Video, aufgebaut aus Binédrbildern mit der
gleichen rdumlichen Auflésung wie das Eingabevideo und der gleichen Anzahl Einzelbilder.

Die Vordergrundregionen des Videos représentieren dabei die detektierten Zellen.

Zuordnung Um Trajektorien fiir die individuellen Zellen zu erstellen, muss nach der Seg-
mentierung bestimmt werden, welche der segmentierten Regionen in den einzelnen Bildern
eines Videos jeweils dieselben Zellen reprisentieren. Dies geschieht mit Hilfe der Positionen
und der Flichen der segmentierten Regionen. Als Erstes werden dazu die Vordergrundregionen
des ersten Bildes mit individuellen Markierungen versehen. Daraufhin werden fiir alle Paare
(I3, It11) von zeitlich aufeinanderfolgenden Bildern Zuordnungen der Vordergrundregionen des
jeweils ersten Bildes I; und des folgenden Bildes ;41 gesucht. Dabei sind die Markierungen
der Regionen von I; bereits aus der vorhergehenden Iteration bekannt und nur Markierungen

fiir I;11 miissen neu bestimmt werden. Hierfiir werden Kosten fiir alle Paare, bestehend aus
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Abbildung 9: Beispielergebnisse des Segmentierungsschrittes des CellMigrationAnalyzer.

Oben: Ausschnitt eines Bildes das GFP-exprimierende U-20S-Zellen zeigt. Mitte: Ergebnis
der Vorsegmentierung mittels Otsu-Binarisierung. Unten: Segmentierungsergebnis; die seg-
mentierten Regionen sind in verschiedenen Graustufen dargestellt. Zur besseren Darstellung

wurde der Kontrast der Bilder erhdht.

44



je einer Region ¢ des Bildes I; und einer Region j des darauffolgenden Bildes I;y; berech-

net. Diese Kosten ¢(i, j) basieren auf den Euklid’schen Abstédnden d(i,j) der Zentroiden der

detektierten Zellen und dem Verhiltnis ihrer Flachen A; bzw. A; und sind wie folgt definiert:
max(Ai,A]-)

c(i,j) = (13)

00, sonst

Der Schwellwert Ty definiert die vermutete maximale Distanz, welche die Zellen in dem Zeit-
raum zuriicklegen konnen, der zwischen der Aufnahme zweier Bilder vergangen ist. Diese
Distanz hingt sowohl von der Geschwindigkeit der Zellen, als auch von der Bildaufnahmerate
ab. In der Implementierung des CellMigrationAnalyzer wird Ty standardméfig nach der Me-
thode aus [58] automatisch berechnet. Dabei wird unter der Annahme, dass sowohl die Anzahl,
als auch die rdumliche Verteilung der Zellen im Eingabevideo keinen grofen Schwankungen
unterliegt, eine Distanz ermittelt, welche die zu erwartende Anzahl korrekt rekonstruierter
Zuweisungen maximiert. Alternativ kann Ty auch vom Benutzer fest eingestellt werden. Der
zweite Schwellwert T}, legt die vermutete maximale Fldchendnderung der Zellen fest, welche
aufgrund morphologischer Verdnderungen der Zellen in der Zeit zwischen zwei Bildaufnah-
men auftreten kann. Dieser Schwellwert dient der Behandlung von Untersegmentierungen,
also dem Fall, dass mehrere Zellen fehlerhaft als eine Region segmentiert werden. Sollten
Zellen, welche in einem Bild noch als separate Regionen segmentiert wurden, im darauffol-
genden Bild, aufgrund zunehmender rdumlicher Nihe, als eine Region segmentiert werden,
dann wird die Fliche dieser zusammengesetzten Region in der Regel deutlich grofer sein,
als die Flachen der Einzelregionen. Wenn umgekehrt eine segmentierte Region aus mehreren
Zellen besteht und sich im darauffolgenden Bild einzelne Zellen voneinander entfernt haben,
wodurch diese als einzelne Regionen segmentiert werden, dann sollten deren Flichen deut-
lich kleiner sein. Treten Zellteilungen auf, dann sollten die Flachen der Tochterzellen kurz
nach der Teilung ebenfalls kleiner sein, als die der entsprechenden Mutterzelle. Zusammen-
gefasst bedeutet dies, dass deutliche Verdnderungen der Flachen von detektierten Zellen als
Hinweis fiir Untersegmentierung oder Zellteilungsereignisse betrachtet wurden. Der Schwell-
wert Ty, definiert somit, welcher Flachenunterschied als deutlich gilt. Bei dessen Festlegung
muss auch beachtet werden, in welchem Ausmais die Fliche der betrachteten Zellen durch
Formverédnderungen im Zeitraum zwischen zwei Bildaufnahmen variieren kann. Damit héngt
die Wahl von T,, wie auch von Ty, von der Aufnahmerate der Bilder ab und beide miissen
bei abnehmender Aufnahmerate tendenziell grofere Werte bekommen. Ein Vergleich von tat-

sdchlichen Flichendnderungen und Flachendnderungen aufgrund von Fehlsegmentierungen ist
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in Abschnitt gezeigt. Zwei Regionen aufeinanderfolgender Bilder, deren Distanzen oder
Flachenunterschiede zu grofs sind, sollen einander keinesfalls zugeordnet werden. Um dies zu
kennzeichnen bekommen entsprechende Regionenpaare den Wert oo als Kosten zugewiesen.
Die berechneten Kosten werden in einer Kostenmatrix zusammengefasst. Die Zeilen dieser Ma-
trix reprisentieren dabei die Zellen des Bildes I, die Spalten die Zellen des Bildes I;y1. Die
eigentliche Zuordnung von Zellen erfolgt unter Verwendung des Ungarischen Algorithmus [65].
Dieser benétigt eine quadratische Kostenmatrix als Eingabe. Da die Anzahl der segmentierten
Zellen zweier aufeinander folgender Bilder aber nicht notwendigerweise gleich ist, werden der
Kostenmatrix zusétzlich Kosten fiir die Zuordnung detektierter Zellen zu Pseudoobjekten hin-
zugefiigt. Die Anzahl der Pseudoobjekte wird dabei durch die Anzahl der detektierten Zellen
des jeweils anderen Bildes bestimmt. Das bedeutet, wurden in Bild I; N Zellen und in Bild ;4
M Zellen detektiert, so wird eine quadratische Kostenmatrix der Grése (N + M) x (N + M)
erzeugt. Zuordnungen zu Pseudoobjekten reprisentieren das Auftauchen oder Verschwinden
von Zellen im Bild. Die Kosten fiir die Zuordnung zu Pseudoobjekten sind dabei jeweils gleich.
Sie entsprechen eins plus dem Wert der gréfsten Distanz zwischen zwei detektierten Zellen der
Bilder I; und I;11. Dadurch wird erreicht, dass Zellen, welche nach Gleichung keiner
anderen Zelle zugeordnet werden sollen, also zu allen detektierten Zellen des anderen Bildes
jeweils die Kosten oo erhalten haben, stattdessen einem Pseudoobjekt zugeordnet werden.
Zugeordnete Paare (i,7), deren erstes Element i einem Pseudoobjekt aus Bild I; und deren
zweites Element j einer Zelle aus Bild 141 entspricht reprisentieren eine neue Zelle. Ist das
erste Element eines zugeordneten Paares eine detektierte Zelle, das zweite Element jedoch
ein Pseudoobjekt, bedeutet dies, dass eine Zelle verschwunden ist. Zwei einander zugeordnete
Pseudoobjekte werden ignoriert. Die Ereignisse des Auftauchens neuer Zellen, sowie des Ver-
schwindens von Zellen kénnen eintreten, wenn Zellen tatséichlich neu im Bild auftauchen oder
es verlassen. Allerdings fithren auch Untersegmentierungen zu diesen Ereignissen. Nachdem
die Zellen aus Bild I; und [;;1 mit Hilfe des ungarischen Algorithmus einander zugeordnet
worden sind, erhalten die Zellen aus Bild I;;; Markierungen, die denen ihrer zugeordneten
Zellen aus Bild I; entsprechen. Wurde eine neue Zelle identifiziert, so bekommt sie eine noch
nicht verwendete Markierung.

Nachdem Zuordnungen fiir alle Paare aufeinanderfolgender Bilder erstellt wurden, haben die
individuellen Zellen Markierungen erhalten, welche sie im gesamten Video eindeutig kenn-

zeichnen.
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Migrationsanalyse Die Markierungen des Zuordnungsschrittes werden verwendet, um Tra-
jektorien als Folge der Zentroidpositionen der Zellen zu generieren. Die Trajektorien, sowie
die Segmentierungsergebnisse und Fluoreszenzsignale des Eingabevideos werden verwendet
um Werte zum Beschreiben des Migrationsverhaltens, der Formverdnderungen, sowie Verén-
derungen der Fluoreszenzintensitéten der detektierten Zellen zu berechnen.

Ausgehend von einer Folge von Zentroiden ((x,(t),yn(t)), t = 1,...,T) einer Zelle n werden

folgende, die Bewegung beschreibende, Mafe fiir diese Zelle berechnet:

Distanz:

. = 2 2
dista(t,) = (2a®) = 20(0))” + (0(0) = (1) (14
Die Distanz beschreibt die Linge der Strecke, welche die Zelle n von Bild ¢ zu Bild ¢ zuriick-
gelegt hat. Die Positionen der Zelle fiir die Zeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Bildern
sind nicht bekannt. Deshalb ist zu erwarten, dass die tatséchlich zuriickgelegte Strecke lénger

ist. Hohere Bildaufnahmeraten helfen die Unterschitzung der Distanz zu reduzieren.

Gesamtistanz:
T
dist_total, = Y disty(t—1,t) (15)
t=2

Die Gesamtdistanz ist die Summe aller Distanzen, welche die Zelle n in allen Paaren aufein-

anderfolgender Bilder zuriickgelegt hat.

Nettodistanz:
dist_net, = dist,(1,T) (16)

Die Nettodistanz ist die Lénge der Strecke vom ersten zum letzten Zentroiden der Zelle n.

Gerichtetheit:
dist _nety,

—_— 1
dist_total, (17)

directionality, =

Die Gerichtetheit beschreibt wie geradlinig die Bewegung der Zelle war. Je grofer dieser Wert
ist, desto geradliniger war die Bewegung. Die Gerichtetheit somit kann als ein Mafs fiir die

Stetigkeit der Bewegungsrichtung einer Zelle betrachtet werden.

Geschwindigkeit:
. dist(t,t)
dp(t,f) = ——220
speedn(t,l) = A
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Die Geschwindigkeit wird aus dem Quotienten der zuriickgelegten Distanz der Zelle zwischen

den Bildern ¢ und ¢ und der, zwischen diesen Aufnahmen vergangenen, Zeit berechnet.

Richtung:

diry (t,%) = 360 — anglen(t,t) : (yn(t) — yn(t)) >0 | o)

angley(t,t) : (yn( ) —uyn(t)) <0

diry, € [0, ..., 360),

wobel

180 wul®) = 2u(t)
angle,(t,t) = —— arccos
" V(@) = 2(0)” + (D) =y (1))’

dabei gilt angle,(t,t) = 0 und angle € [0, ..., 180]

: (20)

Die Richtung dir,(t,t) beschreibt die Bewegungsrichtung der Zelle n von Bild ¢ zu Bild ¢

relativ zur horizontalen Bildachse.

Richtungsinderung:

dirdif oty = 4 2007 ATa(t) 2 difI(1) > 180 o
’ dif fn(t) Ldif f(t) <180

dirdif fy, € [0, ..., 180] und

dif fo(t) = |dirn(t,t + 1) — dirg(t + 1, +2)] (22)

Die Richtungsinderung gibt die Differenz der Bewegungsrichtung zwischen zwei aufeinander-

folgenden Bildern an.

Persistenz:
_ speedp(t+ 1,1+ 2)
14 100/360 - dirdif f,(t)

Die Persistenz [30] beschreibt das Verhéltnis von Geschwindigkeit und Richtungsénderung.

persistence,(t) (23)

Unter Verwendung der Segmentierungsergebnisse werden pro detektierter Zelle die folgenden
Formparameter fiir jedes Bild berechnet:
Fliache: Die Anzahl der zu einer Zelle gehorenden Pixel, gegebenenfalls skaliert mit physika-

lischer Pixelgrofe.
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Umfang: Die Lange der dufseren Kontur einer Zelle, gegebenenfalls skaliert mit physikalischer
Pixelgrofse.

Linge: Die Linge der 1. Hauptachse der am besten an die Zellform anpassbaren Ellipse [92],
gegebenenfalls skaliert mit physikalischer Pixelgrofe.

Breite: Die Linge der 2. Hauptachse der am besten an die Zellform anpassbaren Ellipse [92],
gegebenenfalls skaliert mit physikalischer Pixelgrofke.

Rundheit:
47 - Flache
Umfang?

(24)
Je kleiner der Wert der Rundheit ist, desto weniger dhnelt die Kontur der segmentierten Zelle
einem Kreis.

Des Weiteren werden Intensitdtswerte des Eingabevideos zusammen mit den Segmentierungs-
ergebnissen verwendet, um pro Bild mittlere Fluoreszenzintensititen der einzelnen Zellen zu
bestimmen.

Die Ausgabe des Analyseschrittes sind Textdateien, welche sémtliche berechneten Mafse als
tab-separierte Werte enthalten. Durch dieses Format ist eine einfache Weiterverarbeitung der
Daten gewéhrleistet.

Die Implementierung der einzelnen Schritte Segmentierung, Nachbearbeitung, Zuordnung und
Migrationsanalyse erfolgte in jeweils separaten MiToBo-Operatoren (s. Abschnitt . Da-

durch kann jeder Schritt gegebenenfalls durch einen alternativen Operator ausgetauscht wer-

den.

2.5 ScratchAssayAnalyzer

Der zweite fiir die vorliegende Arbeit entwickelte MiToBo-Operator fiir die quantitative Aus-
wertung von Zellmigrationsexperimenten ist der ScratchAssayAnalyzer [41], 42, 40]. Dieser
Operator kann fiir die automatisierte Auswertung der Wundentwicklung von Scratch- oder
Gap-Closure-Assays verwendet werden. Es kdnnen sowohl Durchlicht-, als auch Fluoreszenz-
aufnahmen analysiert werden. Aus Zeitrafferaufnahmen der Experimente werden die Wunden
zu den verschiedenen Zeitpunkte detektiert und ihre Flichen berechnet. Die Bearbeitung
eines Kinzelbildes gliedert sich in die Schritte Vorverarbeitung, Segmentierung, Nachbear-
beitung und Klassifikation. Diese Schritte wurden in einem weiteren MiToBo-Opertor, dem
ScratchAssaySegmenter, implementiert. Fin Schema dieses Operators ist in Abbildung
dargestellt.

Der ScratchAssayAnalyzer verwendet den ScratchAssaySegmenter um alle Bilder eines Einga-
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Vorverarbeitung

» Umwandlung in 8-Bit Graustufenbild
+ Glattung mit Gaul¥filter
» Berechnung der lokalen Entropie

v

Segmentierung

+ Topologieerhaltende Level-Set-Segmentierung

A

Nachbearbeitung

* Morphologisches Closing
* Loécher fillen

\J

Klassifikation

» SVM-Klassifikation basierend auf Verteilung der
Entropiewerte

Abbildung 10: Verarbeitungsschritte des ScratchAssaySegmenter
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bevideos zu analysieren und die Ergebnisse miteinander in Beziehung zu setzen. Im Folgenden

werden die Verarbeitungsschritte ndher erldutert.

Vorverarbeitung Als Erstes werden die Bilder des Eingabevideos unabhéngig vom Bild-
typ in 8-Bit Grauwertbilder konvertiert. Im Anschluss erfolgt eine Glattung der Bilder mit
einem Gaubfilter, um Bildrauschen zu reduzieren. In Durchlichtmikroskopieaufnahmen sind
die mittleren Grauwerte von Zellen und Wundflache sehr dhnlich. Dadurch wiirde eine Detek-
tion mittels Intensitétsschwellwerten keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern. Allerdings
ist die Verteilung der Grauwerte in der Wunde deutlich homogener als in Bereichen, welche

von Zellen besetzt sind (s. Abbildung [1T).

3

s ] — Zellen

© ﬂ — Wunde

o

—

o

T}

o

o

O k

(3_ |

© T T T T T T
0 50 100 150 200 250

Grauwert

Abbildung 11: Relative Intensitdtshistogramme von Zell- und Wundregion einer Durchlicht-
aufnahme eines Scratch-Assay-Experimentes. Der Mittelwert der Zellregion betragt 108.8, der
Mittelwert der Wundregion 108.2. Die Varianzen von Zell- und Wundregion betragen 46.5

beziehungsweise 18.0.

Ein Mafs, welches diese Unterschiede reflektieren kann, ist die Shannon-Entropie H:

H=—) Plg)-logs P(g) (25)

Hierbei bezeichnet P(g) die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten des Intensitdtswerts g und
G stellt die Anzahl unterschiedlicher Grauwerte dar.

Die Entropie wird fiir jedes Pixel (z,y) berechnet, indem Werte in einem Fenster um dieses
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Pixel verwendet werden, um die Wahrscheinlichkeit des Grauwertes durch relative Haufigkei-
ten zu approximieren. Wenn Bereiche des Berechnungsfensters {iber die Bildgrenzen hinaus
reichen, werden nur die innerhalb der Bildgrenzen liegenden Positionen fiir die Berechnung
der relativen Haufigkeiten verwendet. Der so berechnete Entropiewert H(z,y) fiir ein Pixel
(x,y) wird anschliefend in ein neues Bild an Position (z,y) eingefiigt. Als Ergebnis erhélt man
ein Bild, welches dunkle Bildpunkte an den Positionen aufweist, die im Eingabebild in Berei-
chen mit homogenen Grauwerten lagen, sowie helle Bildpunkte an den Positionen besitzt, die

Bereichen mit hoher Variabiltét der Grauwerte im Eingabebild entsprechen (s. Abbildung .

Segmentierung Das so entstandene Entropiebild dient als Eingabe fiir eine topologieer-
haltende Zwei-Phasen-Level-Set-Segmentierung (s. Abschnitt [2.3). Als Energie wurde eine
vereinfachte Variante des Energiefunktionals von Chan und Vese [14] verwendet. Beim Chan-
Vese-Modell wird davon ausgegangen, dass das Eingabebild aus zwei, nicht notwendigerwei-
se zusammenhingenden, Phasen besteht, dem Vorder- und dem Hintergrund. Diese beiden
Phasen sind jeweils durch einen konstanten, aber von dem der anderen Phase verschiede-
nen, Grauwert gekennzeichnet. Im Vergleich zum Funktional in [I4], wurde auf die Terme
verzichtet, welche die Linge, sowie die Fliche der Phasen einschrinken. Das vereinfachte

Energiefunktional ist folgendermafsen definiert:

B((r.y) = Al(/;|f<x7y>——;u|21¥<¢<x,y>>dmdy
+ A2]£|z<x,y>—-uzﬁ<1-—zf<¢<x,y»>dxdy (26)

Die beiden Terme integrieren iiber den gesamten Bildraum (2, wobei durch Multiplikation
mit der Heaviside-Funktion H(¢), beziehungsweise 1 — H(¢) nur jeweils die Bildpunkte Ein-
fluss nehmen, welche zum Vorder- beziehungsweise zum Hintergrund gehéren. Die mittleren

Grauwerte 1, pg von Vorder- und Hintergrund werden dabei wie folgt berechnet:

_ Jo @y H (G y)dedy - Jo (@, y)(L— H(9(,y)))dzdy
Jo H(o(z. y)dzdy " Jo(U = H(g(w, y)))dzdy

Die beiden Gewichtungsparameter fiir den Vorder- und Hintergrundterm (\; beziehungsweise

H1 (27)

A2) wurden konstant auf eins gesetzt. Das Energiefunktional des Chan-Vese-Modells hat die
Form E(H(¢)) und kann daher mit dem in Abschnitt [2.3 genannten Algorithmus [1] ohne das
Losen von Differentialgleichungen minimiert werden. Dariiber hinaus bendétigt dieser Algo-

rithmus bei Verwendung des Chan-Vese-Energiefunktionals deutlich weniger Rechenzeit als
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PDE-basierte Verfahren [I08]. Als Initialisierung der Level-Set-Segmentierung dient ein hori-
zontaler oder vertikaler Streifen, der sich iiber die gesamte Bildbreite oder -hohe erstreckt und
jeweils 10 % der Bildhohe beziehungsweise -breite einnimmt. Die Ausrichtung des Streifens ist
abhéngig von der Ausrichtung der Wunde und wird vor Ausfiihrung des Programms vom Nut-
zer festgelegt. Wiahrend Zellen die Wundfliche besiedeln kann es vorkommen, dass zellfreie
Bereiche hinter der eigentlichen Zellfront entstehen. Diese Bereiche sollten allerdings nicht als
Vordergrund, das heifst als Wundfliche, detektiert werden. Aus diesem Grund wurde das in
Abschnitt beschriebene Verfahren zur Topologieerhaltung verwendet. Dadurch bleibt der

initial vorgegebene Vordergrund wihrend der gesamten Level-Set-Entwicklung eine Region.

Nachverarbeitung Waihrend der Erstellung der Wunde koénnen Zelltriimmer im Wund-
bereich entstehen. Dies kann dazu fiihren, dass Bereiche, welche sich innerhalb der Wunde
befinden als Hintergrund segmentiert werden. Das Ergebnis der Segmentierung ist eine Re-
gion fiir die Wunde, innerhalb derer sich Hintergrundbereiche befinden, die aufgrund der
topologieerhaltenden Eigenschaft des Segmentierungsalgorithmus iiber diinne Verbindungen
mit dem restlichen Hintergrund verbunden sind (s. Abbildung . Um die Fehlsegmentierung
dieser Zelltriimmer zu korrigieren, werden die diinnen Verbindungen im Anschluss an die Seg-
mentierung durch die morphologische Closing-Operation entfernt. Dadurch entstehen jedoch
Lécher in der Wundregion, welche anschliefend geschlossen werden.

Zellen, welche sich vom Verband der iibrigen Zellen geldst haben kénnen allein in die Wund-
fliche einwandern. Diese Zellen werden dann durch die Nachverarbeitungsschritte wie auch
Zelltrimmer zur Wunde gerechnet. Dies kdnnte als Segmentierungsfehler betrachtet werden,
da Zellen eigentlich zum Hintergrund segmentiert werden sollten. Jedoch sollten mit dem
ScratchAssayAnalyzer die Grenzen der kollektiven Zellverbinde erfasst werden und Zellen,
welche sich vollstindig vom Verband gelést haben, migrieren definitionsgeméf nicht mehr
kollektiv.

Abbildung [12] zeigt die Zwischenergebnisse des ScratchAssayAnalyzer auf einem exemplari-

schen Bildausschnitt einer Durchlichtaufnahme.

Klassifikation Das beschriebene Segmentierungsverfahren liefert als Ergebnis stets eine
Region fiir die Wundfliche, auch wenn im Eingabebild keine zellfreie Fliche vorhanden ist.
Dies ist aber der Fall, wenn sich die Wunde im Bild bereits vollstdndig geschlossen hat. Das
Segmentierungsergebnis eines solchen Eingabebildes ist ein Binérbild, welches einige Zellen

als Vordergrund und andere als Hintergrund darstellt. Eine solche willkiirliche Segmentierung
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Abbildung 12: Beispielsegmentierung des ScratchAssayAnalyzer. Von links nach rechts: Aus-
chnitt einer Durchlichtaufnahme eines Scratch-Assay-Fxperimentes mit U-2085-Zellen; Trans-
formation durch Gaussfilter und anschlieffender Berechnung der lokalen Entropie fiir jedes Pi-
zel; Segmentierungsergebnis des Bildausschnittes; schwarz: Zellen, weiff: Wundfidche; Ergebnis

nach Nachverarbeitungsschritt

wiirde jedoch das Messergebnis verfilschen. Deshalb wurde eine Methode implementiert, wel-
che Bilder, in denen die Wundfldche vollstindig geschlossen ist, automatisch erkennen kann.
Mithilfe einer Support Vector Machine (SVM) werden die Eingabebilder in zwei Klassen ein-
geteilt. Solche, die eine Wunde zeigen und solche, die dies nicht tun. Die Grundannahme fiir
die Klassifikation ist, dass sich die Verteilungen der ermittelten Entropiewerte innerhalb der
segmentierten Wund- und Zellregion deutlich unterscheiden, wenn diese tatséchlich jeweils
Wunde beziehungsweise Zellen darstellen. Sollte die detektierte Wundregion aber genau wie
die detektierte Zellregion in Wahrheit zum Grofteil Zellen beinhalten, dann &hneln sich die
Verteilungen der Entropiewerte innerhalb der jeweiligen Regionen. Fiir jedes Bild werden drei
Make berechnet, welche die Ahnlichkeit der Entropieverteilungen reprisentieren und welche
als Eingabe fiir das Training beziehungsweise die Klassifikation mit der SVM dienen. Diese

Make sind:
1. Differenz der durchschnittlichen Entropiewerte

2. Bhattacharyya-Koeffizient (BC) [7]

BC(ps,pc) = Z ps(i) 'pc(i)a (28)

wobei p; und p. die normalisierten und in L Bins diskretisierten Histogramme der Entro-
piewerte in Wund- beziehungsweise Zellregion sind. Der Bhattacharyya-Koeffizient kann
Werte zwischen null und eins annehmen, wobei das Maximum bei zwei identischen Ver-

teilungen erreicht wird.
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3. Kolmogorov-Smirnov-Statistik (KS) [78]

KS(F, F) = _max| |F() ~ FL(5)] (20)

wobei Fy und F, die empirischen kumulativen Verteilungsfunktionen der Wund- be-
ziehungsweise Zellregion bezeichnen, welche aus den normalisierten Histogrammen der
Entropiewerte abgeleitet werden. Die Kolmogorov-Smirnov-Statistik kann ebenfalls Wer-
te zwischen eins und null annehmen, wobei sie bei identischen Verteilungen den Wert

null bekommt.

Implementiert wurde die SVM-basierte Klassifikation mit Hilfe der Java-Bibliothek libSVM
[15]. Des Weiteren wurde der MiToBo-Operator ScratchAssaySVMTrainer entwickelt, um

SVMs fiir Scratch-Assay-Bilder zu trainieren und deren Leistung mittels Kreuzvalidierung

zu bestimmen (s. Abschnitt [3.1.2)).

2.6 Auswertung von RNA-Seq Daten
2.6.1 Probenvorbereitung und Sequenzierung

Fir die Erstellung von ¢cDNA-Bibliotheken fiir Hochdurchsatzsequenzierungen wurde Total-
RNA mittels Trizol aus Zellen extrahiert. Die Erstellung der Bibliotheken, sowie die Sequen-
zierungen erfolgten am interdisziplindren Zentrum fiir klinische Forschung (IZKF) der Uni-
versitdt Leipzig. Fiir Total-RNA-Seq wurde ribosomale RNA abgereichert und anschliefsend
wurden die verbleibenden RNA-Molekiile chemisch fragmentiert. Mit Hilfe randomisierter
Hexamere als Primer wurde ¢cDNA synthetisiert. Fiir microRNA-Seq wurden, nach Adapter-
und Barcode-Ligation, Molekiile mit einer Lénge zwischen 140 und 165 Basenpaare per Gel-
elektrophorese herausgesucht und fiir die Bibliotheken verwendet. Sequenzierungen erfolgten
in einer Sequenziermaschine vom Typ Illumina HighScan-SQ (Illumina, San Diego, USA).
Fir Total-RNA-Seq erfolgte die Sequenzierung im Paired-End-, fiir microRNA-Seq im Single-
End-Verfahren. Die entstandenen Reads bestanden aus 101 Basen im Total-RNA-Seq und 51

Basen im microRNA-Seq.

2.6.2 Bestimmung differentieller Genexpression

Die Bestimmung differentieller Genexpression ausgehend von sequenzierten Reads kann in die
Schritte Adapterentfernung/Qualitatskiirzung, Zuordnung, Zusammenfassung und Tests auf
differentielle Expression unterteilt werden. Im Folgenden werden diese Schritte ndher erldutert.
Abbildung [13]zeigt das Schema der Bestimmung differentieller Genexpression aus Total-RNA-

Seq- und microRNA-Seq-Experimenten, sowie die dafiir verwendeten Programme.
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Abbildung 13: Bearbeitungsschritte zum Bestimmen differentiell exprimierter Gene und die

dafiir verwendeten Programme
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Adapterentfernung/Qualitdtskiirzung Wenn die Anzahl der Basen von zu sequenzie-
renden cDNA-Fragmenten kiirzer als der Anzahl der Sequenzierzyklen ist, in diesem Fall also
101 fiir Total-RNA-Seq und 51 fiir microRNA-Seq, dann werden auch Nucleotide des, an
das 3’-Ende des Fragmentes ligierten, Adapters sequenziert. Diese zuséitzlichen Basen kon-
nen bewirken, dass die entsprechenden Fragmente dem Genom nicht oder an falscher Stelle
zugeordnet werden. Des Weiteren nimmt die Qualitit der sequenzierten Basen bei Sequenzier-
maschinen der Firma Illumina mit zunehmender Lénge der Sequenz ab [74]. Das bedeutet,
die Wahrscheinlichkeit fiir fehlerhafte Basen nimmt insbesondere zum Ende der Sequenzen
zu. Das Entfernen von Basen mit niedrigen Qualitétswerten kann den Anteil der dem Genom
zuordenbaren Sequenzen deutlich erhéhen. Zu rigoroses Kiirzen kann allerdings zu deutlichen
Informationsverlusten fithren [28, [74]. Putative Adaptersequenzen, sowie Sequenzenden mit zu
niedrigen Qualitétswerten wurden mit Hilfe des Programms Cutadapt [77] in der Version 1.6
entfernt. Als Qualitdtsschwellwert (Parameter -q) wurde 20 gew#hlt. Sequenzen des Total-
RNA-Seq, welche nach dem Kiirzen aus weniger als 20 Basen bestanden wurden komplett
entfernt. Fiir microRNA-Seq wurde eine Mindestbasenanzahl von 16 festgelegt. Abbildung
zeigt ein Beispiel fiir die Verteilungen der Qualitdtswerte der Reads einer Probe vor und nach
Adapterentfernung und Qualititskiirzung. Tabelle [3] listet die verwendeten Bearbeitungspa-

rameter fiir Cutadapt auf.
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Abbildung 14: Basenqualititen vor (links) und nach (rechts) Adapterentfernung und Qua-
litdtskiirzung einer Beispielprobe eines Total-RNA-Seq. Die Boxplots zeigen die Verteilung
der Qualititswerte pro Basenposition innerhalb der Reads. Die blaue Linie zeigt die Mit-
telwertverteilung iiber die Basenpositionen. Die Abbildungen wurden erstellt mit FastQC

(www. bioinformatics. babraham. ac. uk/projects/ fastqc/)
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Parameter Total-RNA-Seq | microRNA-Seq | Bedeutung

-a s. Tabelle 4 s. Tabelle 4 3’-Adaptersequenz

-0 7 7 minimale Anzahl an Basen, die mit

Adaptersequenz tiberlappen

-q 20 20 Qualitétsschwellwert

-m 20 16 minimale Sequenzlinge nach Kiirzen

Tabelle 3: Cutadapt-Parameter und die fiir Total-RNA-Seq, sowie microRNA-Seq verwende-
ten Werte

3’-Adapter Total-RNA-Seq Anfangs-Reads | AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC

3’-Adapter Total-RNA-Seq End-Reads AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTA

3’-Adapter microRNA-Seq TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCAC

Tabelle 4: Zum Adapterentfernen verwendete 3’-Adaptersequenzen

Zuordnung Im Anschluss an Adapterentfernung und Qualititskiirzungen wurden die ver-
bleibenden Reads auf das menschliche Genom (UCSC GRCh37/hgl9) [100] gemappt. Fiir
Total-RNA-Seq wurde das Programm TopHat2 [61] in Version 2.0.13 verwendet, fiir microRNA-
Seq das Programm Bowtie2 [68] in Version 2.2.4. TopHat2 benutzt intern ebenfalls Bowtie2
fiir das Mappen. Zusétzlich kann TopHat2 Exon-Exon-Grenzen innerhalb von Reads erken-
nen und die entsprechenden Teilsequenzen auf die passenden Bereiche des Referenzgenomes
mappen. Es wurden maximal 2 unterschiedliche Basen pro Read im Vergleich zum Referenz-
genom toleriert. Dabei durfte maximal ein Unterschied in den sogenannten Seed-Sequenzen
vorkommen. Seed-Sequenzen sind iiberlappende Teilsequenzen einer Read-Sequenz, welche
von Bowtie2 verwendet werden, um die Zuordnung zu beschleunigen [68]. Reads, welche diese
Kriterien nicht erfiillten wurden verworfen. Die verwendeten zuordnungsrelevanten Parameter

von TopHat2 und Bowtie2 sind in den Tabellen [ und [6] aufgelistet.

Parameter Wert Bedeutung

T 50 erwarteter innerer Abstand zwischen Anfangs-

und End-Read eines Fragmentes

-b2-N 1 max. Anzahl Fehler in Seed-Sequenzen

-g 20 max. Anzahl Zuordnungen pro Read

Tabelle 5: TopHat2-Parameter
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Parameter Wert Bedeutung

-N 1 max. Anzahl Fehler in Seed-Sequenzen

-k 20 max. Anzahl Zuordnungen pro Read

Tabelle 6: Bowtie2-Parameter

Zusammenfassung der Reads Nach dem Mappen wurde fiir jede Probe bestimmt, wie-
viele Reads jeweils annotierten Genen des menschlichen Genoms zugeordnet wurden. Dazu
wurde das Programm featureCounts [73] in Version 1.4.6 verwendet. Die Ensembl-Annotation
GRCh37.75 [18] des menschlichen Genoms wurde fiir das Annotieren der Reads des Total-
RNA-Seq verwendet. Da es sich dabei um Paired-End-Sequenzierungsdaten handelte, wurden
nicht einzelne Reads, sondern Fragmente gezahlt. Ein Fragment tiberspannt dabei jeweils den
genomischen Bereich, der mit Beginn des ersten Reads eines Paares anfingt und mit dem
Ende des zweiten Reads endet. Gez&hlt wurden nur solche Fragmente, die mindestens mit
einer Base eines annotierten Exon iiberlappten. Fragmente, welche mehrere Exons des selben
Gens liberspannten, wurden nur einmal gezdhlt. Fiir die Annotation der microRNA-Seq-Daten
wurde miRBase [63], Version 20 verwendet. Die fiir das Zusammenfassen mit featureCounts

verwendeten Parameter sind in Tabelle [7] aufgelistet.

Parameter Total-RNA-Seq | microRNA-Seq | Bedeutung
-p -p paired-end Daten
-M -M -M Fragmente/ Reads, welche auf mehre-

re Positionen gemappt wurden, wer-

den mitgezahlt

-t exon miRNA zu zéhlende Merkmale

-g gene id 1D Metamerkmal zu dem zugehorige

Merkmale zusammengefasst werden

Tabelle 7: featureCounts-Parameter

Tests auf differentielle Expression Die ermittelten Fragment- beziehungsweise Read-
Zahlen wurden zur Bestimmung differentieller Genexpression verwendet. Mit Hilfe der TMM-
Normalisierung [97] wurde fiir jede Probe ein Normalisierungsfaktor berechnet, um Unter-

schiede in Bibliotheksgrofen, sowie unterschiedliche RNA-Kompositionen der Proben, auszu-
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gleichen. Dies geschah unter der Annahme, dass ein Grofteil der untersuchten Gene nicht
differentiell exprimiert war. Anschliefend wurden fiir jedes Gen Unterschiede der Expression
bestimmt. Diese wurden als zur Basis zwei logarithmierte Quotienten aus den mittleren Ex-
pressionswerten (logoFC) der unterschiedlichen Versuchsbedingungen berechnet. Mit Hilfe
statistischer Tests wurde zudem fiir jedes Gen die Wahrscheinlichkeit bestimmt, dass dieses
nicht differentiell exprimiert wurde. Mit Hilfe der Methode von Benjamini und Hochberg [5]
wurden aus den P-Werten der Tests, die fiir multiples Testen korrigierten, FDR-Werte (False
Discovery Rate) berechnet. Gene mit einem FDR-Wert kleiner als 0.05 wurden als differentiell
exprimiert betrachtet. TMM-Normalisierung, Test auf differentielle Expression, sowie FDR-

Wertbestimmung wurden mit Hilfe der R-Bibliothek edgeR [96] in Version 3.12 durchgefiihrt.

2.6.3 Detektion von Mykoplasmakontaminationen

Mykoplasmen sind parasitire Bakterien, welche menschliche Atemwege oder den Urogenital-
trakt befallen kénnen. Einige Arten sind pathogen. So kann eine Infektion mit Mycoplasma
genitalium beispielsweise zu Unterleibsentziindungen fithren. Auch Zellkulturen sind héufig
mit Mykoplasmen kontaminiert [88]. Menschliche Zellen, welche mit Mykoplasmen infiziert
wurden, zeigen Unterschiede in der Genexpression im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen
[53]. Mykoplasmakontamination kann mit Hilfe PCR-basierter Methoden erkannt werden.
Allerdings sind diese Methoden fehleranfillig und kénnen sowohl falsch-positive, als auch
falsch-negative Ergebnisse produzieren [115]. In [88] wurde postuliert, dass Reads aus RNA-
Seqg-Daten, welche auf Mykoplasmengenome gemappt werden kénnen, auf eine Mykoplasma-
kontaminationen hinweisen kénnen.

Reads des Total-RNA-Seq, welche mit TopHat2 nicht dem menschlichen Genom zugeord-
net werden konnten, wurden verwendet um sie auf Mykoplasmengenome zu mappen. Hierfiir
wurden die Referenzgenome von Mycoplasma arginini, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma
hominis, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma genitalium und Acholeplasma laidlawii benutzt.
Zum Mappen wurde TopHat2 verwendet. Entsprechend [88] wurde von einer Mykoplasma-
kontamination ausgegangen, wenn die Anzahl der auf Mykoplasmengenome gemappten Reads
mehr als 0.01 % der Gesamtanzahl der Reads dieser Probe entsprachen. Als Gesamtanzahl
Reads einer Probe wurde die Menge der Reads betrachtet, welche nach Adapter- und Quali-

tatskiirzungen iibrig blieb.
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2.6.4 Genanreicherungsanalysen

Mit Hilfe der Liste differentiell exprimierter Gene wurde untersucht, ob diese Gene Eigen-
schaften besaken, welche hdufiger auftraten, als zuféllig zu erwarten wiren. Hierfiir wurden
Genanreicherungsanalysen mit dem Programm Cytoscape ([105]) in Version 3.2.1 und dem
fiir diesen Zweck entwickelten Cytoscape-Plugin ClueGO ([8]) in Version 2.3.4 durchgefiihrt.
Dieses Plugin priift mittels Hypergeometrischen Tests, ob bestimmte Eigenschaften einer Gen-
menge gegeniiber einer Referenzmenge statistisch signifikant angereichert sind. Die aus den
Hypergeometrischen Tests ermittelten P-Werte wurden mit der Methode von Benjamini und
Hochberg [3] fiir multiples Testen korrigiert. Die so berechneten False Discovery Rates (FDR)
wurden als Mafs fiir die Signifikanz verwendet. FDR-Werte kleiner als 0.05 wurden als Maf
fiir eine signifikante Anreicherung betrachtet. Als Eigenschaften wurden Annotationen der
Gene Ontology ([I7]) in der Version vom 16.02.2016 und der KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) [59] in der Version vom 18.02.2016 verwendet. Das Gene Ontolo-
gy Projekt stellt einheitliche Beschreibungen fiir Genprodukte zu Verfiigung. Mit Hilfe dreier
hierarchisch strukturierter Ontologien stellt es artunabhingig Beschreibungen fiir Genproduk-
te beziiglich biologischer Prozesse an denen sie beteiligt sind, ihrer molekularen Funktionen,
sowie ihrer zelluldren Lokalisation bereit. Von signifikant angereicherten (FDR < 0.05) Gene
Ontology-Kategorien, welche zueinander in Eltern-Kind-Beziehung standen und sich in maxi-
mal einem Gen unterschieden wurde jeweils die Kategorie mit der groferen FDR entfernt um
Redundanzen zu reduzieren (Option ,Use GO Term Fusion“). KEGG annotiert Gene danach,
ob sie an bestimmten Geninteraktionsnetzwerken beteiligt sind. Diese Netzwerke enthalten

Informationen zu Stoffwechselwegen, regulatorischen Netzwerken oder Krankheiten.

2.6.5 Bestimmung putativer mRNA-microRNA-Bindungen

Fiir die Bestimmung mdéglicher mRNA-microRNA-Bindungen wurde das R-Paket multiMiR
[101] in Version 1.0.1 verwendet. Mit diesem Paket konnen verschiedene Datenbanken, wel-
che entweder Informationen zu experimentell validierten mRNA-microRNA-Bindungen oder
zu in-silico-Vorhersagen enthalten, abgefragt werden. Fiir die Ermittlung putativer mRNA-
microRNA-Bindungen wurden jeweils alle acht vorhandenen Datenbanken, welche in-silico-
Vorhersagen bereitstellen, abgefragt. Des weiteren wurden die Standardparameter von mul-
tiMiR verwendet. Nur microRNA-mRNA-Paare, welche von mindestens zwei der acht ab-
gefragten Datenbanken als putative Bindungspartner bestdtigt wurden, wurden fiir weitere

Betrachtungen verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Algorithmenevaluation

Programme fiir die automatisierte Auswertung von Migrationsexperimenten miissen verldss-
liche Ergebnisse produzieren. Damit sie eine breite Anwendung finden miissen sie dariiber
hinaus auch fiir eine Vielzahl unterschiedlicher Computerplattformen zur Verfiigung stehen
und leicht bedienbar sein.

In diesem Abschnitt werden Bewertungen fiir die beiden Bildverarbeitungsapplikationen be-
schrieben, welche fiir die vorliegende Arbeit entwickelt wurden. Sowohl die Anpassung der
Parameter der Applikationen, als auch die Beurteilung ihrer Leistungen, erfolgte mit Hilfe
manuell generierter Vergleichsdaten. Diese Daten wurden von Experten erstellt und dienten
als Referenzdaten. Beide Applikationen wurden zudem mit Programmen verglichen, welche

fir dieselben Zwecke entwickelt wurden.

3.1.1 Evaluation des CellMigrationAnalyzer

Fiir die Beurteilung des CellMigrationAnalyzer wurden die Schritte Segmentierung und Zu-
ordnung separat betrachtet und evaluiert. Zusétzlich wurden vom CellMigration Analyzer be-
rechnete Zelltrajektorien mit manuell erstellten Trajektorien verglichen. Dies geschah um
beurteilen zu kénnen, wie hoch die Ubereinstimmung von manuell und automatisch ermittel-
ten Werten fiir das Migrationsverhalten von Zellen ist. Weiterhin wurde der CellMigration-
Analyzer mit Programmen verglichen, welche ebenfalls fiir die automatisierte Analyse von

Einzelzell-Tracking-Experimenten entwickelt wurden.

Segmentierung Zur Optimierung und Evaluierung des Segmentierungsschrittes wurden
drei Videos verwendet. Diese Videos bestanden aus jeweils 25 Finzelbildern und zeigten entwe-
der GFP-exprimierende Zellen der Zelllinien ES-2 oder U-20S, oder E2-Crimson-exprimierende
Zellen der Linie HT-144. Fiir die Beurteilung der Segmentierungsqualitit des CellMigration-
Analyzer wurden die Konturen der Zellen von einer Biologin (Dr. rer. nat. Kristin Wiachter)
manuell bestimmt. Die von den Konturen begrenzten Regionen représentierten die Zellen. Die
Pixel dieser Regionen wurden mit Werten gekennzeichnet, welche die individuellen Zellen im
gesamten Film eindeutig identifizierten. Fiir die Optimierung der Segmentierungsparameter
und die anschliefsende Bewertung der Frgebnisse wurden die Bilder der Videos in Trainings-
und Testdatensdtze aufgeteilt. Ein Trainingsdatensatz bestand aus jeweils den ersten 15 Bil-

dern, ein Testdatensatz aus jeweils den letzten 10 Bildern eines Videos.
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Die Werte fiir die Standardabweichung des Gauffilters (o) und fiir den Exponenten der
Gammakorrektur () wurden systematisch variiert, um eine optimale Kombination dieser
Werte fiir die Segmentierung der gegebenen Videos zu finden. Fiir jede getestete Kombina-
tion aus ¢ und v wurden in allen Einzelbildern die manuell segmentierten Referenzregionen
mit den automatisch segmentierten Regionen verglichen. Regionen beider Segmentierungen
mit iiberlappenden Positionen wurden dabei einander zugeordnet. Fiir den Fall, dass mehrere
Regionen der automatischen Segmentierung mit einer Referenzregion {iberlappten, wurden
die Regionen mit der groften Uberlappung einander zugeordnet. Fiir jede Zuordnung einer
Referenzregion i und einer Region j der automatischen Segmentierung wurde bestimmt, wie
viel Pixel jeweils sowohl i als auch j angehorten. Diese Zahl wird im Folgenden als TP (true
positives) bezeichnet. Weiterhin wurde die Anzahl der Pixel bestimmt, welche zu ¢ aber nicht
zu j gehdrten, sowie die Anzahl der Pixel welche zu j aber nicht zu i gehdrten. Diese bil-
deten jeweils die Werte FN (false negatives) und FP (false positives). Mithilfe dieser Werte
wurden die Evaluierungsmafe Precision (P), Recall (R) und daraus das F-Maf (F) wie folgt

berechnet:

TP TP _2.P-R

P=7p+rp "~ TPiFN T PR

(30)

Precision beschreibt somit fiir jede detektierte Zelle den Anteil der Pixel, welche gem&f der
Referenzsegmentierung tatsachlich zu der entsprechenden Zelle gehtren. Recall hingegen be-
schreibt den Anteil der Pixel, welche zu einer Zelle gehéren und auch als solche detektiert
wurden. Das F-Maf als gewichtetes Mittel dieser beiden Mafte kondensiert Precision und Re-
call zu einer Mafzahl, deren Maximalwert von eins erreicht wiirde, wenn genau die Pixel einer
Region der automatischen Segmentierung auch in der Referenzsegmentierung alle Pixel der
zugeordneten Region darstellen. Insgesamt wurden 160 Parameterkombinationen getestet, in
denen o von 0 bis 7 in Schritten der Grofse 1 und v von 0.1 bis 2.0 in Schritten der Grobe
0.1 variiert wurde. Zunéchst wurden die Trainingsdatensitze der drei Zelllinien unabhéngig
voneinander betrachtet. Precision, Recall und F-Maf wurden fiir alle Regionen berechnet und
der Parametersatz, welcher im Mittel das hochste F-Mafs erzielte wurde als optimaler Para-
metersatz gewdhlt. Tabelle [§] listet die optimalen Parameterkombinationen, sowie die damit
ermittelten durchschnittlichen Werte fiir Precision, Recall und F-Maf, auf.

Der konsistent niedrigere Precision-Wert deutet daraufthin, dass die detektierten Zellflichen
unter Verwendung der gewdhlten Parameter tendenziell etwas zu groff waren. Fiir alle Trai-

ningsdatensitze aufer dem fiir die U-20S-Zellen, erzielte die Kombination aus ¢ = 1 und
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Datensatz | Anz. Zellen | beste Kombination | @ P | 9 R | @ F
ES-2 285 o:1,v:0.1 0.727 | 0.899 | 0.804
HT-144 230 o:1,7:0.1 0.789 | 0.959 | 0.866
U-20S 261 o:1,7:0.3 0.868 | 0.922 | 0.894
Pool 776 o:1,v:0.1 0.790 | 0.927 | 0.852

Tabelle 8: Parameterkombinationen (o, v), welche auf den Trainingsdaten das jeweils héochste
durchschnittliche F-Maf$ (& F) erzielten und die dazugehérigen durchschnittlichen Precision-
(@ P) und Recall- (& R) Werte. Die zweite Spalte enthdlt die Summe der gemdff der Refe-
renzsegmentierungen abgebildeten Zellen aller Bilder eines Datensatzes. Der Datensatz Pool

stellt die Zusammenfassung der Trainingsdaten aller drei Zelllinien dar.

v = 0.1 die besten durchschnittlichen F-Mafie. Allerdings war das mit diesen Parametern
erzielte durchschnittliche F-Maf von 0.893 auf dem U-20S-Trainingsdatensatz nur minimal
geringer als das fiir diesen Datensatz maximal erreichte F-Mafs von 0.894. Deshalb wurde zum
Testen fiir alle Testdatensatze die Kombination o = 1, v = 0.1 verwendet. Tabelle [J] zeigt die

erhaltenen durchschnittlichen Werte fiir Precision-, Recall- und F-Maf auf den Testdaten.

Datensatz | Anz. Zellen | @ P | O R | @ F
ES-2 213 0.698 | 0.891 | 0.783
HT-144 144 0.826 | 0.941 | 0.880
U-20S 131 0.854 | 0.914 | 0.883
Pool 488 0.783 | 0.912 | 0.842

Tabelle 9: Durchschnittliche Precision (& P), Recall (& R), und F-Mafle (& F), welche auf
den Testdaten der Einzelzellsegmentierung mittels der Parameterkombination (o = 1,y = 0.1)
erzielt wurden. Die zweite Spalte enthdlt die Summe der gemdfl der Referenzsegmentierungen
abgebildeten Zellen aller Bilder eines Datensatzes. Der Datensatz Pool stellt die Zusammen-

fassung der Testdaten aller drei Zelllinien dar.

Auch in den Ergebnissen der Testdaten deuteten niedrigere Precision-Werte auf eine Uber-
schitzung der Zellflichen hin. Dies wurde auch durch die Betrachtung der Flichen der segmen-
tierten Zellen bestitigt (s. Abbildung. Abbildungzeigt exemplarische Segmentierungs-
ergebnisse fiir die drei Testdatensdtze und die dazugehorigen manuellen Segmentierungen.

Insgesamt konnten fiir alle getesteten Datensiitze hohe Ubereinstimmungen mit den Referenz-

segmentierungen erreicht werden.
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Abbildung 15: Zellflichen der manuellen und automatischen Segmentierungen der Testda-

tensdtze.

Neben den fiir das Optimieren variierten Parametern, wurden die iibrigen Segmentierungspa-

rameter mit folgenden konstanten Werten verwendet:
e minimale Grofe der vorsegmentierten Regionen: 300 Pixel
e minimale Grofe der detektierten Regionen: 500 Pixel
e maximale Anzahl Level-Set-Iterationen: 1000

Bei der hier verwendeten Methode zur Evaluierung der Segmentierungsqualitdt wird ausge-
hend von den Referenzregionen gepriift, wie hoch die Ubereinstimmung dieser mit den auto-
matisch segmentierten Vordergrundregionen ist. Das bedeutet allerdings, dass gegebenenfalls
zusitzlich segmentierte Regionen des Vordergrundes, welche keiner Referenzregion entspre-
chen, nicht bestraft werden. Solche zusétzlichen Regionen wiirden jedoch das Ergebnis der

Beurteilung auch nicht falschlicherweise verbessern.

Zuordnung Um die Zuordnung der segmentierten Zellen in den Einzelbildern der Videos zu
optimieren wurde nach einem geeigneten Schwellwert T, fiir die Erkennung von Untersegmen-

tierungen gesucht. Hierfiir wurde betrachtet, in welchem Mafs sich die Flachen segmentierter
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Abbildung 16: FEremplarische Segmentierungsergebnisse auf den FEinzelzelltestdatensdt-
zen. Links: ES-2-Zellen, GFP-exprimierend. Mitte: HT-144-Zellen, E2-Crimson exprimie-
rend. Rechts: U-20S-Zellen, GFP-exprimierend. Durchgezogene Linien (gelb) kennzeich-
nen die Konturen der automatisch detektierten Zellen, unterbrochene Linien (magenta
beziehungsweise cyan) kennzeichnen die Konturen der manuell bestimmten Zellen. Die untere
Reihe zeigt vergrofierte Ausschnitte der Bilder in der oberen Reihe. Zur besseren Darstellung

der Bilder wurde der Kontrast nachtriglich erhoht.
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Regionen verénderten, wenn sie im vorhergehenden oder folgenden Bild zusammen mit an-
deren Regionen félschlicherweise als eine Region segmentiert wurden. Demgegeniiber wurden
die Flichendnderungen von Regionen gestellt, welche die selben Zellen in der Refererenzseg-
mentierung in aufeinanderfolgenden Bildern reprisentierten. Dies diente der Abschitzung tat-
séchlicher Flichenénderungen aufgrund von Formverinderungen der Zellen. Als Daten hierfiir
wurden die, fiir die Optimierung der Segmentierungsparameter verwendeten, Trainings- und
Testdatensétze vereinigt, so dass fiir die drei Zelllinien ES-2, U-20S und HT-144 jeweils ein
Film bestehend aus 25 Bildern zur Verfiigung stand.

Abbildung [17] zeigt, dass es fiir die gewéhlten Filme keinen Schwellwert gibt, der Flichenén-
derungen aufgrund von tatsichliche Formverdnderungen und Untersegmentierungen fehlerfrei

trennen kann.

|
< o ©
o |
<

(=]

Q

g o ’

> o _

o o | ‘

z T

5] 3 °

fal .

T 6 :

g, °

s 24

® 3V é 8 °
o [ |
- == = ! g
o | — E —_—
- T T T T T

Form Fehler Form Fehler Form
ES-2 HT-144 U-20S

Abbildung 17: Flichenvergriferungen detektierter Zellen aufgrund von Formuverinderungen
(Form) und Untersegmentierungen (Fehler). Die Boxzplots zeigen die Verteilungen der Fli-
chendnderungen so, dass jeweils die Verdnderung der Fldichen der Eleineren zu den grifieren
Regionen zweier zeitlich aufeinanderfolgender Bilder gezeigt ist. In dem Datensatz der U-205-
Zellen traten keine Untersegmentierungen auf, weshalb es hierfiir keine Werte gab. Die rote

horizontale Linie markiert eine relative Flichenzunahme auf 150 %.

Jedoch wird mit einer maximal zuléssigen Flachenvergrofserung auf 150 %, das heifst T, = 0.5,

der Grofiteil der Untersegmentierungen erkannt und nur wenige Flachenverdnderungen wer-
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den falschlicherweise als Untersegmentierungen betrachtet. Deshalb wurde fiir die folgenden
Betrachtungen ein Wert von 0.5 fiir 7, gewdhlt. Ein kleinerer Schwellwert wiirde zu einer bes-
seren Erkennung von Untersegmentierungen fiithren, aber gleichzeitig wiirden auch Formver-
anderungen hiufiger filschlicherweise als Untersegmentierung betrachtet. Fiir den Fall, dass
die korrekte Rekonstruktion einzelner Zellpfade eine hohe Prioritét hat, sollte T}, eher grof
gewihlt werden, damit auch grokere Formverdnderungen einzelner Zellen nicht dazu fiihren,
dass ihre Trajektorien beendet werden. Wenn hingegen das Migrationsverhalten der ganzen
Zellpopulation im Vordergrund steht oder Untersegmentierungen aufgrund einer hohen Zell-
dichte hiufig auftreten, dann sollte ein kleinerer Wert fiir T, gewdhlt werden. Eine Erhchung
der Bildaufnahmerate fiithrt im Allgemeinen dazu, dass Formverdnderungen zwischen aufein-
anderfolgenden Aufnahmen kleiner und damit auch kleinere Werte fiir 7;, verwendet werden
kénnen.

Zur Validierung des Zuordnungsoperators wurden aus den Referenzsegmentierungen der 25
Bilder umfassenden Videos der drei Zelllinien neue Videos erstellt, in denen jeweils die in-
dividuellen Markierungen der Zellen entfernt wurden. Die Ergebnisse der automatischen Zu-
ordnungen fiir diese Videos wurden mit denen der Referenzsegmentierungen, in denen die
Markierungen fiir individuelle Zellen vorhanden waren, verglichen. Diese Daten wurden ver-
wendet, um Segmentierungsfehler von der Beurteilung auszuschliefsen.

Ahnlich wie in [58] wurde fiir die Bestimmung der Zuordnungsleistung die Anzahl sogenannter
Austauschfehler berechnet. Ein Austauschfehler liegt vor, wenn zwei Regionen aus aufeinan-
derfolgenden Bildern, welche dieselbe Zelle reprasentieren, unterschiedliche Markierungen be-
kommen. Im Gegensatz zu [58] wurde es zusitzlich auch als Austauschfehler betrachtet, wenn
eine Region, welche in einem Bild neu erscheint, die Markierung einer bereits vorhandenen Zel-
le erhielt. Die Anzahl der Austauschfehler wurde zur Bestimmung der Zuordnungsleistung ins
Verhiltnis zur Summe aller Referenzzuordnungen zwischen jeweils zwei aufeinanderfolgenden

Bildern gesetzt. Formal ist die Zuordnungsleistung Pj;,xs wie folgt definiert:

B Anzahl Austauschfehler
Anzahl Referenzzuordnungen

Die Parameter, welche die Zuordnungsleistung beeinflussen, sind der Schwellwert Ty fiir die
maximale Distanz, welche die Zellen in der Zeit zwischen zwei Aufnahmen migrieren und
der Schwellwert T,, welcher die maximale Flichendnderung einer Zelle in der Zeit zwischen
zwei Aufnahmen festlegt. T; wurde nach der Methode aus [58] fiir jedes Eingabevideo neu
berechnet. Fiir T, wurde der Wert 0.5 gewdhlt. Da die Referenzsegmentierungen als fehler-

frei angesehen wurden, wurde die Zuordnungsleistung zusétzlich mit praktisch deaktivierter
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Erkennung von Untersegmentierung betrachtet. Hierfiir wurde T, = 100 verwendet. Tabelle

listet die Ergebnisse der Zuordnungsleistung auf den drei Vergleichsvideos auf.

Plinks
Datensatz | T, = 0.5 | T, = 100
ES-2 0.920 0.969
HT-144 0.905 0.978
U-20S 0.986 0.993

Tabelle 10: Zuordnunsleistung (Piinks) auf manuell segmentierten Daten. Gestestet wurde

die Zuordnungsleistung Pinks mit einem Wert fir T, von 0.5, sowie von 100.

Erwartungsgemif wurden unter Verwendung von T, = 100 bessere Ergebnisse als mit T, = 0.5
erzielt. Dennoch waren, auch mit dem in der Praxis sinnvolleren Wert 0.5, in jedem Video mehr
als 90 % der automatischen Zuordnungen korrekt. Insgesamt zeigt dies, dass der entwickelte

Zuordnungsoperator auf den verwendeten Daten detektierte Zellen zuverlissig zuordnet.

Vergleich mit manuell erstellten Trajektorien Um zu beurteilen, wie gut der CellMi-
grationAnalyzer das Migrationsverhalten von Zellpopulationen bestimmen kann, wurden Tra-
jektorien von Zellen von einer Expertin (Dr. rer. nat. Kristin Wéchter) manuell ermittelt. Dazu
wurden drei weitere Videos verwendet. Auf diesen waren ebenfalls fluoreszenzmarkierte Zellen
der Linien ES-2, HT-144 oder U-20S zu sehen. Diese Videos bestanden aus jeweils 121 Bil-
dern, welche die Bewegungen der Zellen iiber einen Zeitraum von 10 Stunden abbildeten. Das
manuelle Erstellen der Trajektorien geschah mit Hilfe des ImagelJ-Plugins ManualTracking
(rsbweb.nih.gov/ij/plugins/track/track.html). Dabei wurden optisch geschatzte Zellzentro-
iden als Referenzpunkte gewdhlt. Wenn eine Zelle vor dem Ende eines Videos den Bildrand
beriihrte oder sich teilte, dann wurde die entsprechende Trajektorie an dieser Stelle beendet.
Im Fall einer Zellteilung wurden anschliefend zwei neue Trajektorien fiir die Tochterzellen
erstellt. Die drei Videos wurden ebenfalls mit dem CellMigrationAnalyzer ausgewertet. Die
Werte der verwendeten Parameter entsprachen den oben beschriebenen. Detektierte Zellen,
welche die Bildrander beriihrten, wurden entfernt. Mit Hilfe der manuell und automatisch be-
stimmten Trajektorien wurden Geschwindigkeiten, sowie Gerichtetheiten der Zellen berechnet
und miteinander verglichen. Dabei wurden allerdings nur Trajektorien deren Linge mindes-
tens 24 Punkte betrug, welche also eine Zeit von mindestens zwei Stunden abdeckten, in die

Berechnungen aufgenommen. Abbildung zeigt die Verteilungen der mittleren Geschwin-
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digkeiten, sowie der Gerichtetheiten der Zellen in den drei Videos. Es ist erkennbar, dass
die jeweils zu einem Video gehdrenden Werte der automatischen und manuellen Auswertung
nur geringfiigig voneinander abweichen. Tabelle [11] listet die manuell beziechungsweise auto-
matisch ermittelten Werte fiir die mittleren Geschwindigkeiten, sowie die Gerichtetheiten der
drei Zelllinien auf.

mittlere Geschwindigkeit Gerichtetheit
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Abbildung 18: Vergleich von Geschwindigkeit und Gerichetheit des CellMigrationAnalyzer
mit manuell erstellten Trajektorien. Die Boxplots zeigen die mittleren Geschwindigkeiten und
die Gerichtetheiten aller detektierter Zellen der manuellen Auswertung (M), sowie der auto-
matischen Auswertung (A). Ausgewertet wurden nur Trajektorien, welche einen Zeitraum von

mindestens 2h abdeckten.

Mit Hilfe von zweiseitigen Mann-Whitney-Tests wurden die Wahrscheinlichkeiten dafiir be-
rechnet, dass die ermittelten Werte fiir die mittleren Geschwindigkeiten und Gerichtetheiten
der jeweiligen Zellpopulation aus der selben Grundgesamtheit stammten. P-Werte kleiner als
0.05 fithrten zur Ablehnung dieser Hypothese. Die Tabellen [12] und [L3] zeigen die P-Werte der
statistischen Tests fiir die jeweiligen Zellpopulationen. Vergleiche der Daten der manuellen
und automatischen Auswertung derselben Population fithrten in keinem Fall zur Ablehnung
der Nullhypothesen. Sowohl in den manuell, als auch in den automatisch ermittelten Daten

zeigte sich, dass die mittleren Geschwindigkeiten der ES-2-Zellen signifikant hoher als die der
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Geschwindigkeit Gerichtetheit
Linie manuell automatisch | manuell automatisch
ES-2 1.40+0.4 1.37+0.32 0.34+0.20 | 0.37 0.2
HT-144 | 0.54 £0.18 | 0.61 +0.22 | 0.22+0.19 | 0.29 £ 0.22
U-20S | 049+£0.21 | 0.51£0.24 0.48 +£0.26 | 0.46 +0.25

Tabelle 11: Durchschnittliche mittlere Geschwindigkeiten (um/min) und durchschnittliche
Gerichtetheiten + Standardabweichungen der manuellen, sowie automatischen Auswertungen

der 10-stiindigen Aufnahmen von Zellen der Linien ES-2, HT-144 und U-20S.

HT-144- und U-208S-Zellen waren. HT-144- und U-20S-Zellen, zeigten untereinander jedoch
keine signifikanten Geschwindigkeitsunterschiede. In der manuellen Auswertung zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Gerichtetheit der ES-2-Zellen zu den HT-144, sowie zu
den U-20S5-Zellen. Weiterhin zwischen den HT-144- und den U-20S-Zellen. Ein signifikan-
ter Unterschied in der Gerichtetheit der U-20S5-Zellen und den HT-144-Zellen wurde auch
mit dem CellMigrationAnalyzer festgestellt. Die signifikanten Unterschiede in der Gerichtet-
heit der ES-2-Zellen zu den anderen beiden Linien konnten mit dem CellMigrationAnalyzer

jedoch nicht erkannt werden.

ES-2M | ES-2 A | HT-144 M | HT-144 A | U-20S M | U-20S8 A
ES-2 M 1.00 6.7-1071 [ 1.4-1072 | 46-107 | 1.2-10716 | 1.4.10716
ES-2 A 1.00 6.2-107 [ 1.8-1071 | 2.3.10717 | 3.3.10716
HT-144 M 1.00 2.9-107' | 6.1-107! | 6.9 107!
HT-144 A 1.00 1.0-107! | 14-107!
U-20S M 1.00 8.3-107!
U-208 A 1.00

Tabelle 12: P-Werte der Mann- Whitney-Tests der mittleren Geschwindigkeiten von manuell
(M), sowie automatisch (A) ermittelten Zelltrajektorien.

Zusammentfassend zeigte sich, dass die mit Hilfe des CellMigrationAnalyzer gewonnenen Da-
ten, beziiglich Geschwindigkeiten und Gerichtetheiten der drei untersuchten Zellpopulationen,

eine hohe Ubereinstimmung mit den manuell ermittelten Werten aufwiesen.

Vergleich mit anderer Software Um die Segmentierungs- und Zuordnungsleistung des

CellMigrationAnalyzer im Vergleich zu anderen Programmen einzuschétzen, wurden Bildse-
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ES-2M | ES-2 A | HT-144 M | HT-144 A | U-20S M | U-20S A
ES-2 M 1.00 55-1071 [ 2.0-1072 | 2.8-107! [ 29-1072 | 4.7-1072
ES-2 A 1.00 29-1073% | 1.1-107' | 1.0-107 | 1.3-107!
HT-144 M 1.00 2.9-107t | 7.6-107* | 9.0-107*
HT-144 A 1.00 1.3-1072 | 1.3 - 1072
U-20S M 1.00 8.2-1071
U-20S A 1.00

Tabelle 13: P-Werte der Mann-Whitney-Tests der Gerichtetheiten von manuell (M), sowie

automatisch (A) ermittelten Zelltrajektorien.

quenzen der Cell Tracking Challenge von 2013 [76] ausgewertet und die Ergebnisse mit denen
der Programme der Teilnehmer dieses Wettbewerbes verglichen. Im Rahmen des Wettbewer-
bes wurden verschiedene Datensétze vorgestellt, welche Zellen oder Zellkerne in 2D- bezie-
hungsweise 3D-Umgebungen zeigten. Der Datensatz ,,C2DL-MSC*, welcher GFP-exprimierende
mesenchymale Stammzellen von Ratten zeigt, wies die hochste Ahnlichkeit zu den fiir diese
Arbeit verwendeten Bildern auf. Deshalb wurde dieser Datensatz fiir die anschliefsenden Ver-
gleiche verwendet. Aufgrund des schlechten Signal-zu-Rauschverhéltnisses und der variablen
Morphologie der Zellen wurde die Komplexitit der Auswertung dieses Datensatzes in [76] als
hoch eingestuft.

Der Datensatz bestand aus zwei Paaren von Bildsequenzen. Diese Paare bestanden wiederum
aus jeweils einer Trainings- und einer Testsequenz. Mit den Trainingssequenzen konnten die
Teilnehmer des Wettbewerbes die Parameter ihrer Algorithmen anpassen. Die Testsequenzen
dienten der Evaluierung der eingereichten Programme im Rahmen des Wettbewerbes. Fiir
das Optimieren der Parameter waren zuséitzlich manuell erstellte Segmentierungs- und Zu-
ordnungsergebnisse fiir die Trainingssequenzen verfiigbar.

Fiir den Vergleich des CellMigrationAnalyzer mit den Ergebnissen des Wettbewerbes wurden
die Parameter ¢ und v unabhéngig auf den beiden Trainingssequenzen, wie oben beschrie-
ben, systematisch variiert. Die Parameterkombinationen, welche jeweils im Vergleich zu den
Referenzsegmentierungen das beste mittlere F-Maf erzielten wurden fiir das Auswerten der
Testsequenzen verwendet. Die Resultate der Testsequenzen wurden anschlieffend an Dr. Mar-
tin Magka geschickt. Dieser analysierte die Daten mit den fiir den Wettbewerb entwickelten
Programmen zum Auswerten der Ergebnisse. Eine Ubersicht aller ergebnisrelavanter Parame-

ter ist in Tabelle [I4] gezeigt.
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Parameter Wert

Sequenz 1 | Sequenz 2
Standardabweichung Gauffilter (o) 2 3
Exponent Gammakorrektur () 0.7 0.1
minimale Pixelzahl der vorsegmentierten Regionen 300 300
minimale Pixelzahl der detektierten Regionen 500 1000
maximale Anzahl Level-Set-Iterationen 1000 1000
minimale Trajektorienldnge 2 2
maximal zuldssige relative Flachenénderung (T,) 0.5 0.5

Tabelle 14: Programmparameter des CellMigrationAnalyzer, welche fiir die Bearbeitung der

beiden Testsequenzen des Cell Tracking Challenge 2013-Datensatzes verwendet wurden.

Die Evaluierung der Ergebnisse erfolgte getrennt fiir die Segmentierungs- und die Zuordnungs-
ergebnisse. Die Segmentierungsqualitit wurde mit Hilfe des Jaccard-Ahnlichkeitsindexes (J)

bestimmt:

RN

TR S) =103

(32)

Hierbei stellt R die Menge der Pixel einer manuell bestimmten Referenzregion und S die Menge
der Pixel einer Region, welche mit dem zu bewertenden Segmentierungsalgorithmus bestimmt
wurde, dar. Dabei wurde festgelegt, dass eine automatisch segmentierte Region dann mit einer
Referenzregion korrespondiert, wenn die Schnittmenge der Pixelkoordinaten beider Regionen

mehr als die Hilfte der Pixelkoordinaten der Referenzregion abdeckt, also wenn gilt:

IRNS| > 0.5-|R| (33)

Das Mafs fiir die Gesamtsegmentierungsqualitit wurde als SEG bezeichnet und aus den Mit-
telwerten der Jaccard-Ahnlichkeitsindizes aller Referenzregionen berechnet. Der Wertebereich
von SEG liegt im Intervall [0, 1], wobei das Maximum erreicht wiirde, wenn alle Referenzregio-
nen exakt mit automatisch segmentierten Regionen iibereinstimmen. Ahnlich wie in der oben
beschriebenen Beurteilung der Segmentierungsqualitidt mittels des F-Mafes, fliefsen auch bei
dieser Art der Auswertung, gegebenenfalls auftretende automatisch segmentierte Regionen,
welche zu keiner Referenzregion korrespondieren, nicht in die Bewertung ein.

Um die Zuordnungsgenauigkeit zu bestimmen, wurden die berechneten Trajektorien als ge-

richtete azyklische Graphen betrachtet. Dabei stellten die zu bestimmten Zeitpunkten detek-
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tierten Zellen die Knoten des Graphen dar. Die Kanten des Graphen représentierten die Zu-
ordnung der detektierten Zellen zwischen den Bildern. Dabei wurde zwischen zwei Arten von
Kanten unterschieden. Kanten, welche Zellen mit gleichen Markierungen verbinden wurden
als track links“ bezeichnet. Sie definierten die Bewegung einer Zelle. Kanten zwischen Zellen
mit verschiedenen Markierungen wurden hingegen als ,parent links* bezeichnet. Diese Kanten
reprisentierten Zellteilungsereignisse. Das als TRA bezeichnete Mak fiir die Zuordnungsleis-
tung spiegelte den Aufwand wider, den Ergebnisgraphen eines Zuordnungsalgorithmus in den
Graphen der manuellen Referenzzuordnung zu {iberfithren. Die verschiedenen Operationen
(Hinzufiigen /Spalten /Léschen von Knoten, sowie Hinzufiigen/Loschen von Kanten und An-
dern der Semantik von Kanten) wurden dabei unterschiedlich gewichtet und das Ergebnis
war die kleinste gewichtete Summe der benétigten Anderungsoperationen normalisiert auf die
Anzahl der Referenzknoten. Das Programm zum Berechnen des TRA-Mafes benétigte fiir
jede detektierte Zelle die Information dariiber, welche Markierung deren jeweilige Mutterzelle
besafl. Fiir Zellen deren Mutterzellmarkierungen nicht bekannt waren, wurde der Wert Null
verwendet. Da der CellMigrationAnalyzer solche Abstammungsinformationen nicht auswer-
tet, wurde als Wert fiir die jeweiligen Mutterzellen immer Null verwendet.

Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Auswertungen, wurden fiir die Bildsequenzen des
Wettbewerbes detektierte Zellen, welche die Bildrdnder beriihrten, nicht entfernt, da diese
auch in den Referenzsegmentierungen nicht ausgeschlossen wurden. Weiterhin wurde die Farb-
tiefe von 16 Bit in allen Bildsequenzen vor der Bearbeitung mit den CellMigrationAnalyzer
auf 8 Bit reduziert, da dies bessere Ergebnisse erzielte.

Die FErgebnisse fiir SEG und TRA der Cell Tracking Challenge 2013 auf den Testbildern
des Datensatzes C2DL-MSC fiir die Programme der teilnehmenden Gruppen, sowie die Er-
gebnisse des CellMigrationAnalyzer sind in Tabelle aufgelistet. Die Werte der teilneh-
menden Gruppen stammen von der Website des Wettbewerbes (www.codesolorzano.com/

celltrackingchallenge/Cell_Tracking_Challenge/Results_First_CTC.html).

Die Ergebnisse des CellMigrationAnalyzer fiir die Testsequenzen waren sehr verschieden. Fiir
die erste Sequenz erhielten sowohl SEG als auch TRA schlechtere Werte als fiir je vier der fiinf
Programme der Teilnehmer des Wettbewerbes. Fiir die zweite Sequenz hingegen waren beide
Mate lediglich geringfiigig schlechter als die des Programms, welches die besten Ergebnisse
auf dieser Sequenz erzielt hatte.

Das schlechtere Ergebnis fiir die erste Testsequenz l&sst sich auf die geringe Anzahl detek-
tierter Zellen durch die Binarisierung zuriickfithren. Dies wiederum ist auf die Verwendung

des vergleichsweise grofen Wertes von 0.7 fiir den Parameter v zuriickzufiihren. Dieser Wert
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Programm SEG TRA # Parameter
Sequenz 1 | Sequenz 2 | Sequenz 1 | Sequenz 2
COM-US 0.06 0.15 11.06 11.16 16
HEID-GE 0.34 0.43 5.06 4.38 9
KTH-SE 0.49 0.66 2.52 1.91 10
PRAG-CZ 0.15 0.21 8.70 7.7 8
UPM-ES 0.41 0.19 4.26 8.15 10
CMA 0.12 0.63 9.94 2.52 7

Tabelle 15: Segmentierungs- (SEG) und Zuordnungsergebnisse (TRA) fiir die beiden Testse-
quenzen des Cell Tracking Challenge 2013-Datensatzes C2DL-MSC der Teilnehmer des Wett-
bewerbes und des CellMigrationAnalyzer (CMA). Die Spalte # Parameter beziffert die Anzahl

der zu variierenden Parameter.

erzielte auf dem Trainingsdatensatz zusammen mit ¢ = 2 das beste Segmentierungsergebnis
in Bezug auf F-Maf. Allerdings war, im Vergleich zur Trainingssequenz, in der Testsequenz
eine Zelle vorhanden, deren Intensitdtswerte deutlich hoher als die der iibrigen Zellen war.
Durch die geringe Hervorhebung schwécherer Fluoreszenzsignale mittels v wurden bei der Bi-
narisierung der Bilder der Testsequenz mittels Otsu-Algorithmus nur wenige, besonders helle
Pixel als Vordergrund detektiert. Durch die Verwendung eines kleineren Wertes fiir v konn-
ten erwartungsgemil deutlich mehr Zellen detektiert werden. Das bedeutet, das schlechte
Ergebnis kann auf die unterschiedlichen Charakteristika von Trainings- und Testsequenz zu-
riickgefiihrt werden. Fiir einen fairen Vergleich der Programme wurden dennoch die auf den
Trainingsdaten optimierten Parameter verwendet. Fiir die zweite Testsequenz wurde o = 3
und v = 0.1 als bester Parametersatz ermittelt, welcher auf der entsprechenden Testsequenz
das zweitbeste Ergebnis im Vergleich zu den Wettbewerbsteilnehmern erzielte.

Die Abbildungen [19| und 20| zeigen jeweils ein Beispielbild und die dazugehorigen Segmentie-
rungsergebnisse der beiden Testsequenzen des C2DL-MSC-Datensatzes.

Die Ergebnisse des CellMigrationAnalyzer hingen von der Einstellung von sieben Parametern
ab. Diese Zahl umfasst alle Parameter, welche die Bildverarbeitung beeinflussen, nicht jedoch
Kalibrierparameter, wie beispielsweise physikalische Pixelgrifien oder das auszuwertende Ein-
gabevideo. Damit erfordert die Verwendung des CellMigrationAnalyzer weniger Parameteran-

passungen als die der anderen Programme.
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Abbildung 19: Beispielbild der ersten zum Testen verwendeten Bildsequenz des ,,Cell Tracking
Challenge® Datensatzes ,,C2DL-MSC* (links oben) und entsprechende Segmentierungsergebnis-
se des CellMigrationAnalyzer (rechts oben), sowie der fiir diesen Datensatz letzt- (links unten)
und erstplatzierten (rechts unten) Programme. Zur besseren Darstellung der Bilder wurde der

Kontrast nachirdglich erhéht.
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Abbildung 20: Beispielbild der zweiten zum Testen verwendeten Bildsequenz des ,Cell
Tracking Challenge® Datensatzes ,C2DL-MSC* (links oben) und entsprechende Segmentie-
rungsergebnisse des CellMigrationAnalyzer (rechts oben), sowie der fiir diesen Datensatz letzt-
(links unten) und erstplatzierten (rechts unten) Programme. Zur besseren Darstellung der Bil-

der wurde der Kontrast nachtriglich erhoht.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass der CellMigrationAnalyzer nicht nur auf die Bildsequenzen an-
wendbar ist, fir die er entwickelt wurde. Die Ergebnisse sind mit denen anderer aktueller
Entwicklungen vergleichbar.

Um die Segmentierungs- und Zuordnungsqualitit der Programme des Wettbewerbes auf den
Videos, welche fiir die Entwicklung des CellMigrationAnalyzer verwendet wurden, fair beur-
teilen zu konnen, miissten geeignete Parameterkombinationen verwendet werden. Aufgrund
der Vielzahl der verwendeten Parameter wiirde dies einen sehr hohen Aufwand bereiten. Zu-
dem waren nur drei der fiinf Teilnehmerprogramme, welche auch Ergebnisse fiir den Daten-
satz C2DL-MSC eingereicht hatten, verfiigbar. Davon konnten nur zwei (Gruppen COM-US
und KTH-SE) ausgefiihrt werden, da das dritte dieser Programme (Gruppe PRAG-CZ) eine
Matlab-Laufzeitumgebung (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, USA) in Version
R2009a bendtigte, welche nicht mehr vom Hersteller erhéltlich ist. Daher wurde auf Verglei-
che dieser Art verzichtet.

Die geringere Anzahl Parameter, welche fiir die Verwendung des CellMigrationAnalyzer anzu-
passen ist, erleichtert dessen Bedinbarkeit im Vergleich zu den Programmen des Wettbewerbes.
Weiterhin profitiert der CellMigrationAnalyzer als Bestandteil von MiToBo von der breiten
Plattformverfiigbarkeit von ImageJ beziehungsweise Fiji. Die meisten Teilnehmerprogramme
der Cell Tracking Challenge waren hingegen nur fiir Microsoft Windows Betriebssysteme er-

héltlich.

3.1.2 Evaluation des ScratchAssayAnalyzer

Um die Wunddetektionsqualitit des ScratchAssayAnalyzer zu optimieren und zu bewerten,
wurden die Segmentierungsergebnisse mit FErgebnissen verglichen, welche von Experten ma-
nuell erstellt wurden. Zur Optimierung und Bewertung der Fahigkeit des Programms, Bilder
ohne erkennbare Wunde zu detektieren, wurden Bilder mit und ohne Wunde verwendet, um
SVMs zu trainieren. Die Klassifikationsgiite dieser SVMs wurde anschliefend mittels Kreuz-
validierung bestimmt. Dies wurde separat fiir Durchlichtaufnahmen, sowie fiir Fluoreszenz-
aufnahmen durchgefiihrt. Dazu wurden aus Bildern dieser beiden Aufnahmearten je drei nicht-
iiberlappende Datensédtze erstellt. Diese werden im Folgenden als Trainings-, Test- und Klas-
sifikationsdatensitze bezeichnet.

Der Trainingsdatensatz wurde jeweils zum Optimieren der Segmentierung verwendet. Dazu
wurden die Werte fiir die Standardabweichung des Gauffilters (o) und die Seitenlédnge des
Fensters, welches fiir die Berechnung der lokalen Entropie verwendet wurde (e), systematisch

verdndert und die Segmentierungsergebnisse mit den manuell gekennzeichneten Wundflachen
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verglichen. Hierfiir wurde fiir jedes Pixel eines Bildes verglichen, welcher Region (Wunde oder
Zellen) es nach automatischer bezichungsweise manueller Referenzsegmentierung zugewiesen
wurde. Die Anzahl der Pixel, welche in beiden Segmentierungen der Wunde zugeordnet wur-
den, wird im Folgenden als TP (true positives) bezeichnet. Wurde ein Pixel, welches geméfs
der Referenzsegmentierung zur Wunde gehorte, vom Programm der Zellregion zugewiesen,
so wurde dieses Pixel zu den FN (false negatives) gezéhlt. Pixel, welche vom Programm als
Wundpixel segmentiert wurden, in der Referenzsegmentierung aber als Zellpixel markiert wa-
ren, bildeten die Zahl FP (false positives). Daraus wurden die Evaluierungsmafe Precision
(P), Recall (R) und das F-Maf (F) wie in Gleichung [30| berechnet.

Unter der Annahme, dass die Referenzegmentierung der wahren Einteilung der Pixel ent-
spricht, beschreibt Precision, welcher Anteil der vom Programm als Wundpixel detektierten
Pixel tatséchlich zur Wunde gehoéren. Recall definiert, welcher Anteil der wahren Wundpixel
als solche detektiert wurden. Das F-Mals als gewichtetes Mittel dieser beiden Mafe konden-
siert diese zu einer Zahl, deren Maximalwert von eins erreicht wiirde, wenn alle Pixel der
Vergleichssegmentierungen, jeweils den gleichen Regionen zugeordnet wurden.

Anhand der Ergebnisse der Parametervariation wurde fiir Durchlicht-, sowie Fluoreszenzauf-
nahmen jeweils der Parametersatz ausgewéhlt, welcher das mittlere F-Maf maximierte. Die-
ser Parametersatz wurde anschlieffend fiir die Evaluierung der Testdaten verwendet. Fiir das
Training der SVMs wurde jeweils der Klassifikationsdatensatz verwendet. Die Parameteran-
passung der SVMs erfolgte hierbei iiber Leave-One-Out-Kreuzvalidierungen. Hierfiir wurden
pro SVM-Parameterkombination so viele SVMs trainiert wie Bilder im Datensatz vorhanden
waren. Fiir das Validieren einer SVM wurde jeweils ein Bild des Klassifikationsdatensatzes
herausgesucht. Die iibrigen Bilder wurden fiir das Training dieser SVM verwendet. Im An-
schluss wurde das zuvor ausgesuchte Bild mit dieser SVM klassifiziert. Pro Parametersatz
wurde jedes Bild des Klassifikationsdatensatzes genau einmal zum Klassifizieren verwendet.
Die Anzahl der korrekt klassifizierten Bilder ergab die Klassifikationsrate, die als Giitemafs

fiir die Leistung der SVM mit dem gewdhlten Parametersatz verwendet wurde.

Durchlicht Zur Abschitzung der Qualitit des Scratch Assay Analyzer angewendet auf Durch-
lichtbilder, wurden Scratch-Assays mit Zellen der Osteosarkomzelllinie U-20S durchgefiihrt.
Mikroskopaufnahmen erfolgten dabei direkt nach Erzeugung der Wunden (0h), sowie nach
2h,4h, 6h, 8h, 12h und nach 24 h.

Um die Segmentierung des ScratchAssayAnalyzer fiir Durchlichtbilder zu optimieren, wurde

ein Trainingsdatensatz bestehend aus sieben Bildern erstellt. Diese Bilder zeigen die Entwick-
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lung einer Wunde iiber einen Zeitraum von 24 h. Die Konturen der Wunden in diesen Bildern
wurden von zwei Expertinnen (Dr. rer. nat. Anne Zirkel und Dr. rer. nat. Kristin Wach-
ter) manuell markiert. Abbildungzeigt die Konturen der manuell bestimmten Wunden fiir
einen Ausschnitt eines Bildes des Trainingsdatensatzes. Um die Ahnlichkeit der manuellen
Segmentierungen zueinander zu quantifizieren, wurden Precision, Recall und F-Mafse berech-
net. Die Verteilungen dieser Werte fiir die Bilder des Trainingsdatensatzes sind ebenfalls in
Abbildung [21] dargestellt. Es zeigte sich, dass die Segmentierungen der Experten zueinander

eine hohe Ubereinstimmung aufwiesen.
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Abbildung 21: Vergleich manueller Segmentierungen von Durchlichtaufnahmen von Scratch-
Assays. Links: manuelle Segmentierungen fiir einen Ausschnitt eines Bildes des Trainingsda-
tensatzes. Die Konturen der manuell bestimmten Wundfidchen sind mit unterbrochenen Linien
(magenta beziehungsweise cyan) gekennzeichnet. Zur besseren Darstellung des Bildes wurde
der Kontrast nachtrdglich erhoht. Rechts: Verteilung der Precision-, Recall- und F-Mafle, wel-

che auf dem Trainingsdatensatz fiir die beiden manuellen Segmentierungen berechnet wurden.

Aus den manuellen Segmentierungen wurde fiir jedes Bild eine Referenzsegmentierung er-
stellt, deren Pixel dann zur Wunde gehérten, wenn sie von beiden Expertinnen als zur Wunde
gehorig markiert worden waren. Diese Referenzsegmentierungen wurden anschliefsend fiir die
Vergleiche mit der automatischen Segmentierung verwendet. Fiir die Parameteroptimierung
wurde der Parameter o von 0 bis 10, bei einer Schrittgréfe von 1 und der Parameter e wurde
von 3 bis 69, bei einer Schrittgroke von 2 variiert. Insgesamt wurden somit 374 verschiedene
Parameterkombinationen getestet. Die Kombination aus ¢ = 7 und e = 27 lieferte, gemittelt

iiber alle Bilder des Trainingsdatensatzes, das hochste durchschnittliche F-Maf von 0.820. Die
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durchschnittlichen Werte fiir Precision und Recall lagen bei diesem Parametersatz bei 0.870
beziehungsweise 0.779.

Der Datensatz zum Testen der mithilfe des Trainingsdatensatzes bestimmten Segmentierungs-
parameter, bestand aus 70 Bildern, welche die Entwicklung von 10 Wunden zu jeweils sieben
verschiedenen Zeitpunkten zeigten. Bei fiinf dieser 10 Experimente wurde dem Medium der
Zellen fotales Rinderserum (FBS) zugesetzt, bei den restlichen fiinf Experimenten nicht. Die
Referenzsegmentierungen des Testdatensatzes wurden wie fiir den Trainingsdatensatz erstellt.
Abbildung [22] zeigt die Verteilung der Precision-, Recall- und F-Mafe fiir alle 70 Bilder auf-

getrennt nach Zeitpunkten als Boxplots. Fiir die Ermittlung dieser Werte wurde der Erken-
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Abbildung 22: Verteilung der Precision-, Recall- und F-Mafe fiir die 70 Scratch Assay Bilder
des Testdatensatzes fiir Durchlichtaufnahmen. Fir die Ermittlung der Segmentierungsqualitdt

wurde der Erkennungsmechanismus fiir geschlossene Wunden nicht verwendet.

nungsmechanismus fiir geschlossene Wunden nicht verwendet. Da jedoch einige der Wunden
nach 12 h beziehungsweise 24 h bereits geschlossen waren, stellen die Segmentierungsergebnis-
se auf diesen Bildern keine Einteilung in Zellen und Hintergrund dar. Dies erklért die teilweise
sehr niedrigen Precision-Werte fiir die letzten beiden Aufnahmezeitpunkte. Abbildung [23]zeigt
zwei Beispielbilder, auf denen die mittels des optimierten Parametersatzes automatisch de-
tektierten und manuell bestimmten Wundflichen zu sehen sind.

Zum Trainieren und Evaluieren der SVM fiir das Erkennen von Bildern ohne Wunde, wur-

de ein weiterer Datensatz, bestehend aus 30 Bildern, erstellt. Fiinf dieser Bilder enthielten
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Abbildung 23: Scratch-Assay-Segmentierungsergebnisse von Durchlichtaufnahmen im Ver-
gleich zu manuell bestimmten Wundkonturen. Die Konturen der automatisch detektierten
Wunden sind mit durchgezogenen Linien (gelb) gekennzeichnet, die manuell bestimmten Re-
ferenzkonturen mit unterbrochenen Linien (cyan). Zur besseren Darstellung der Bilder wurde

der Kontrast nachirdglich erhdht.

keine Wunde, die restlichen 25 Bilder zeigten Wunden unterschiedlicher Gréfse. Diese Auf-
teilung entsprach ungeféhr der Verteilung solcher Bilder in den betrachteten Scratch-Assay-
Experimenten. Mit Hilfe dieses Datensatzes wurden SVMs mit linearem Kernel und vari-
ierendem Regulierungsparameter (C) trainiert und mittels Leave-One-Out-Kreuzvalidierung
ausgewertet. Die Ergebnisse der Validierungen sind in Tabelle [I6] aufgelistet. Fiir die Klas-
sifikation der Durchlichtbilder wurde eine SVM gewihlt, deren Regulierungsparameter 50
betrug. Diese klassifizierte lediglich ein Bild falsch und erreichte damit eine Klassifikations-
rate von ungefihr 97 %. Dies zeigt, dass eine SVM mit linearem Kernel, unter Verwendung
der ausgesuchten Histogrammeigenschaften (s. Abschnitt , sehr gut geeignet ist, Bilder
ohne erkennbare Wunde zu detektieren.

In Abbildung [24] sind die mittleren pro Zeitpunkt geschlossenen Wundfldchen der beiden Po-
pulationen des Testdatensatzes mit aktivierter Wunderkennung dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass der Wundschluss der Zellen, denen Serum vorenthalten wurde, reduziert war.
Dies entsprach den Erwartungen, da das Serum Faktoren enthélt, welche auf die Proliferation
und Migration der Zellen stimulierend wirken. Der reduzierte Wundschluss wurde durch die
Ergebnisse des ScratchAssayAnalyzer widergespiegelt. Die im Vergleich zu den Referenzseg-
mentierungen konsistent geringer bestimmten Flichenabnahmen des ScratchAssayAnalyzer

zeigen jedoch, dass dieser im Allgemeinen gréfsere Wundflichen berechnete. Dennoch waren
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durchschnittlicher Wundschluss
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Abbildung 2/: Vergleich der manuell und automatisch bestimmten Wundfiichenentwicklung
aus Durchlichtoufnahmen von Scratch-Assay-Erperimenten mit U-205-Zellen. Gezeigt sind
die durchschnittlich pro Zeitpunkt geschlossenen Wundfiichen der manuellen und automati-
schen Auswertungen in Bezug zum Beginn der Ezperimente (0h). Es wurden zwei Popula-
tionen von Zellen betrachtet. Dem Medium der einen Population wurde fétales Rinderserum
zugesetzt (+ Serum), dem Medium der anderen Population nicht (- Serum). Je Zeitpunkt
erfolgten fiinf unabhdingige Messungen pro Population.
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C TP | TN | FP | FN
1 25 |0 b} 0
5 25 |3 2 0
10 |25 |3 2 0
25 |25 |4 1 0
50 |25 |4 1 0
7™ 25 |3 2 0
100 | 25 | 3 2 0
500 125 |0 5 0

Tabelle 16: Validierungsergebnisse der Klassifikation von Durchlicht-Scratch-Assay-Bildern
mit SVMs unter Verwendung eines linearen Kernels und verschiedenen Werten des Regulie-
rungsparameters C. Aufgelistet sind die Anzahlen der Bilder, welche unter Verwendung des
entsprechenden Wertes von C jeweils korrekt als Bilder mit enthaltener Wunde (T'P) oder ohne
Wunde (TN), sowie filschlicherweise als Bilder mit (FP) oder ohne (FN) Wunde klassifiziert

wurden.

die Abweichungen der manuellen und automatischen Auswertungen im Allgemeinen nur ge-
ring. Insgesamt zwei Bilder wurden falsch klassifiziert. Dabei handelte es sich um Bilder des
selben Experimentes mit Zellen, welche Serum erhalten hatten. Die Bilder, welche die Wun-
dentwicklung dieses Experimentes nach sechs beziehungsweise 12 Stunden zeigten, wurden
falschlicherweise als Bilder ohne Wunde klassifiziert. Dies erkldrt die Abnahme der automa-
tisch bestimmten, durchschnittlich geschlossenen Wundflache nach acht Stunden im Vergleich
zum vorherigen Zeitpunkt. Insgesamt zeigen die Frgebnisse jedoch, dass der ScratchAssay-
Analyzer gut geeignet ist, die Entwicklung der Wundflachen von Scratch-Assay-Experimenten

in Durchlichtmikroskopieaufnahmen zu bestimmen.

Fluoreszenz Um die Segmentierungs- und Klassifizierungsqualitit des ScratchAssayAnaly-
zer fir Aufnahmen von fluoreszierenden Zellen bewerten zu kénnen, wurden weitere Scratch-
Assay-Experimente mit Zellen der Zelllinie U-208 durchgefiihrt. Diese Experimente zeigten
entweder Zellen, welche das griin-fluoreszierende Protein (GFP) exprimierten oder Zellen, wel-
che das rot-fluoreszierende Protein (RFP) exprimierten. Die Bilder dieser Experimente wur-
den verwendet, um iiberlappungsfreie Datenséitze zum Evaluieren des Scratch AssayAnalyzer

zu erstellen.
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Die beiden Datensitze fiir das Optimieren und Testen der Segmentierungsparameter bestan-
den aus jeweils zehn Bildern von denen je fiinf GFP-exprimierende Zellen und die restlichen
fiinf RFP-exprimierende Zellen zeigten. Die Konturen der Wunden in diesen insgesamt 20
Bildern wurden von einer Expertin (Dipl.-Biochem. Britta Miihleck) manuell markiert. Fiir
die Parameteroptimierung wurde o von 0 bis 10, bei einer Schrittgrofe von 1 und e wurde
von 3 bis 69, bei einer Schrittgroke von 2 variiert. Insgesamt wurden somit 374 verschiedene
Parameterkombinationen getestet. Durchschnittliche Precision-, Recall- und F-Mafe wurden
sowohl fiir die GFP- beziehungsweise RFP-exprimierenden Zellen separat, als auch fiir alle
Bilder der Datensitze zusammen bestimmt. Die jeweiligen Parameterkombinationen, welche

die hochsten durchschnittlichen F-Mafie erzielten sind in Tabelle [17] aufgelistet.

Kombination ogP| o R| @F

GFP o="7,e=239 | 0967 | 0.957 | 0.962
RFP oc=06,e=371]0.975 | 0.958 | 0.966
GFP + RFP | 0 =6,e =37 | 0.968 | 0.960 | 0.964

Tabelle 17: Kombinationen der Parameter o und e, welche auf den Trainingsdaten GFP- und
RFEP-exprimierender Zellen, sowie aller Bilder zusammen (GFP + RFP), das jeweils héochste
durchschnittliche F-Maf$ (& F) erzielten und die dazugehérigen durchschnittlichen Precision-
(& P) und Recall- (& R) Werte

Da die Parameterkombination ¢ = 6 und e = 37 sowohl fiir die RFP-, als auch fiir die Kom-
bination aus GFP- und RFP-exprimierenden Zellen das beste durchschnittliche F-Maf ergab
und diese Kombination fiir die GFP-exprimierenden Zellen mit 0.961 ein nur unwesentlich
niedrigeres durchschnittliches F-Maf als das optimale ergab, wurde diese Parameterkombina-
tion sowohl fiir GFP- als auch fiir RFP-exprimierende Zellen verwendet. Tabelle [L8| zeigt die
mittleren Precision-, Recall-, und F-Mafe fiir die Bilder des Testdatensatzes. Bilder der GFP-
beziehungsweise RFP-exprimierenden Zellen wurden sowohl separat, als auch zusammen ana-
lysiert. Die hohen Werte des F-Mafes von jeweils 0.975 zeigen, dass die Referenzwundrénder
mit Hilfe des ScratchAssayAnalyzer sehr gut bestimmt wurden.

Abbildung zeigt die Konturen der manuell und automatisch ermittelten Wunden an je
einem Beispielbild fiir GFP- und RFP-exprimierende Zellen.

Um von den Fluoreszenzbildern solche zu erkennen, welche keine Wunde zeigten, wurde ein
weiterer Datensatz erstellt. Dieser bestand aus 24 Bildern mit erkennbarer Wunde, sowie 12

Bildern, in denen keine Wunde erkennbar war. Diese Aufteilung entsprach ungefdhr der Vertei-
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o P R | OF
GFP 0.999 | 0.953 | 0.975
RFP 0.996 | 0.954 | 0.975
GFP + RFP | 0.998 | 0.954 | 0.975

Tabelle 18: Durchschnittliche Precision- (& P), Recall- (& R) und F-Mafwerte (& F) fir die
Segmentierung der Bilder von GFP- beziehungsweise RFP-exprimierenden Zellen, sowie aller
Bilder (GFP + RFP) des Testdatensatzes unter Verwendung der Parameterkombinationen
(0 =6, e=237)

Abbildung 25: Segmentierungsergebnisse des ScratchAssayAnalyzer im Vergleich zu manu-
ell bestimmten Wundkonturen. Die Konturen der automatisch detektierten Wunden sind mit
durchgezogenen Linien (gelb) gekennzeichnet, die manuell bestimmien Konturen mit unter-
brochenen Linien (magenta beziehungsweise cyan). Links: GFP-exprimierende Zellen; rechts:
RFP-exprimierende Zellen. Zur besseren Darstellung der Bilder wurde der Kontrast nachtrdg-

lich erhoht
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lung solcher Bilder in den betrachteten Scratch- Assay-Experimenten, welche jeweils iiber einen
Zeitraum von 16 Stunden aufgenommen worden waren. Die Hélfte der Bilder mit beziehungs-
weise ohne Wunde zeigte GFP-exprimierende Zellen, die andere Hilfte RFP-exprimierende
Zellen. Eine SVM mit linearem Kernel und einem Regulierungsparameter (C) von 100 wurde
mit diesen Daten trainiert und mittels Leave-One-Out-Kreuzvalidierung validiert. Alle 36 Bil-
der des Klassifikationsdatensatzes wurden mit dieser SVM korrekt klassifiziert. Die daraus
resultierende Klassifikationsrate von 100 % zeigt, dass die Klassifikation mit Hilfe einer SVM
und den gewihlten Eigenschaften (s. Abschnitt sehr gut geeignet ist, in Aufnahmen von
Scratch-Assay-Experimenten fluoreszenzmarkierter Zellen Bilder zu identifizieren, in denen

keine Wunde vorhanden ist.

Vergleich mit anderer Software Neben dem hier vorgestellten ScratchAssayAnalyzer
gibt es einige weitere Programme, deren Zweck die automatisierte Auswertung von Scratch-/
Gap-Closure-Assays ist. Zu diesen Programmen gehoren CellProfiler [67] und TScratch [39].
CellProfiler ist ein universelles Bildverarbeitungsprogramm, welches speziell fiir die Analyse
von Bildern biologischer Zellen entwickelt wurde. Uber sogenannte Pipelines kénnen Basis-
funktionalitdten des Programmes zu komplexeren Anwendungen kombiniert werden. Die Vor-
verarbeitung der fiir CellProfiler erhiltlichen ,Wound Healing Pipeline” dhnelt dem Vorver-
arbeitungsschritt des ScratchAssayAnalyzer. Zunichst werden die Eingabebilder zu 8-Bit-
Graustufenbildern konvertiert, dann werden die Bilder mittels Gaufsfilter gegléttet. Die Seg-
mentierung der Bilder in Zellen und Wundflidche basiert jedoch lediglich auf der Anwendung
von Intensitdtsschwellwerten. TScratch wurde speziell fiir die Analyse von Scratch-Assays
entwickelt und verwendet die sogenannte Curvelet-Transformation [12], um intensitatsunab-
héngig iiber Textureigenschaften Zellen und Wunde zu identifizieren. Der Versuch, die oben
vorgestellten Durchlichtbilder zum Testen der Segmentierungsqualitit mit beiden Program-
men auszuwerten, fliihrte mit keiner der gew#hlten Parameterkombinationen zu zufrieden-
stellenden Ergebnissen. Nach Kontaktaufnahme mit den Entwicklern von T'Scratch, wiesen
diese daraufhin, dass ihr Programm Bilder mit hherem Kontrast und weniger Zelltriimmern
benotigt. Deswegen wurden zum Vergleichen Beispielbilder verwendet, welche jeweils fiir Cell-
Profiler und TScratch zum Download angeboten wurden. Da es jedoch fiir diese Bilder keine
als korrekt segmentiert anzusehenden Referenzergebnisse gab, wurden lediglich qualitative
Vergleiche durchgefiihrt.

Abbildung zeigt die Segmentierungsergebnisse von CellProfiler und dem ScratchAssay-
Analyzer auf den beiden fiir die ,Wound Healing Pipeline® erhéltlichen Beispielbildern. Diese
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Bilder zeigen die Wundfliche eines Scratch-Assay-Experimentes direkt nach Erzeugung der

Wunde, sowie 24 Stunden danach.

Abbildung 26: Qualitativer Vergleich des ScratchAssayAnalyzer und der CellProfiler Wound
Healing Pipeline. Links: Wundfliche zu Beginn des Experimentes. Rechts: Wundflache 24
Stunden nach Beginn des FExperimentes. Die Konturen der mit dem ScratchAssayAnalyzer
detektierten Wunden sind mit durchgezogenen Linien (gelb) gekennzeichnet, die Konturen der
Wundfldchen, welche mit CellProfiler bestimmt wurden, mit unterbrochenen Linien (cyan).

Zur besseren Darstellung der Bilder wurde der Kontrast nachirdglich erhéht.

Fiir CellProfiler wurden die Voreinstellungen der Pipeline verwendet, da davon ausgegangen
wurde, dass diese fiir die angebotenen Beispielbilder optimiert wurden. Fiir den Scratch-
AssayAnalyzer wurden einige Parameterkombinationen getestet und ¢ = 3 und e = 31
gewdhlt, da diese Kombination ein, geméfs visueller Betrachtung, gutes Ergebnis fiir beide
Bilder erzielte. Die segmentierten Wundrander fiir den Zeitpunkt Null waren bei beiden Pro-
grammen nahezu identisch, jedoch lieferte CellProfiler auch Teile von Léchern in den Zell-
bereichen als Wundregion. Allerdings wurden nicht alle vorhandenen Locher als Wundflache
segmentiert. Der ScratchAssayAnalyzer bezog, aufgrund seiner topologieerhaltenden Segmen-
tierungsstrategie, keines dieser Locher in die Wundfliche ein. Die Ergebnisse fiir das zweite
Bild unterschieden sich deutlich. Wahrend der ScratchAssayAnalyzer eine einzige zusammen-
héngende Region als Wunde zuriicklieferte, bestand das Ergebnis des CellProfiler aus vielen
nicht-zusammenhangenden Bereichen. Dabei wurden auch Teile von Zellen, welche individuell
in den Wundbereich migriert waren, als Teil der Zellfliche segmentiert. Die vom Scratch Assay-
Analyzer als Wunde bestimmte Fliche betrug 66.4 % der Gesamtfliche des ersten und 18.2 %
der Gesamtfliche des zweiten Bildes. Die mit CellProfiler erhaltenen Flichenanteile betrugen
66.9 % fiir das erste und 42.6 % fiir das zweite Bild. Die Motivation Scratch-Assay-Bilder topo-
logieerhaltend zu segmentieren bestand darin, Lécher im Zellrasen, welche bereits zu Beginn

des Experimentes vorhanden waren oder wihrend der Wundentwicklung entstehen, nicht der
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Wundflache zuzuordnen. Solche Licher entstehen, wenn Zellen die Kontakte zu einigen ihrer
Nachbarzellen verlieren. Die Fliche dieser Locher sollte nicht der Wundfliche zugerechnet
werden, da das Migrationsverhalten mittels Scratch-Assay-Experimenten durch die Entwick-
lung der Wundrénder abgeschitzt wird. Kollektiv migrierende Zellen, fiir welche diese Art von
Experiment verwendet wird, erhalten dabei weitestgehend zusammenhingende Wundrander.
Die hohe Anzahl Zellen, welche sich im zweiten Beispielbild vom Verband geldst haben, weist
daraufhin, dass die verwendeten Zellen fiir ein Scratch-Assay-Experiment nicht gut geeignet
waren.

Fiir TScratch waren insgesamt 24 Beispielbilder verfiigbar, von denen 12 die Wundfldchen zu
Beginn von Scratch-Assay-Experimenten und die restlichen 12 Bilder die Wundfldchen dersel-
ben Experimente nach 24 Stunden zeigten. Auch TScratch wurde mit Standardeinstellungen
gestartet, da angenommen wurde, dass diese fiir die Beispielbilder optimiert worden waren.
Fiir den ScratchAssayAnalyzer wurden verschiedene Werte fiir die Parameter o und e auf ei-
nigen der Beispielbilder getestet. Die Kombination aus ¢ = 2 und e = 27 erzielte dabei optisch
gute Ergebnisse, so dass diese fiir die Auswertung der Bilder gewihlt wurde. Abbildung [27]
zeigt die Segmentierungsergebnisse beider Programme fiir die beiden Zeitpunkte eines der

Beispielexperimente.

Abbildung 27: Qualitativer Vergleich des ScratchAssayAnalyzer und TScratch. Links: Wund-
fliche zu Beginn des Ezperimentes. Rechts: Wundfliche 24 Stunden nach Beginn des Expe-
rimentes. Die Konturen der mit dem ScratchAssayAnalyzer detektierten Wunden sind mit
durchgezogenen Linien (gelb) gekennzeichnet, die Konturen der Wundflichen, welche mit

T'Scratch bestimmt wurden mit unterbrochenen Linien (cyan).

Fiir die Bilder, welche jeweils den Beginn eines Experimentes darstellten, zeigten sich im
Allgemeinen hohe Ubereinstimmungen der Segmentierungsergebnisse beider Programme. Die

Abweichungen der, von beiden Programmen als Wunde segmentierten, Gesamtbildfliche be-

89



trug im Mittel 2.2 %. Die maximale Abweichung betrug 7.2 %. Die Segmentierungen fiir die
Endpunkte der Experimente zeigten jedoch grofere Unterschiede. Die mittlere Abweichung
der als Wunde segmentierten Gesamtbildflache betrug fiir diese Bilder 8.8 % und die maxi-
male Abweichung lag bei 23.8 %. Vereinzelt in die Wunde migrierte Zellen, sowie Zelltriim-
mer wurden von TScratch der Zellfliche zugeordnet. Im Allgemeinen schienen die Ergebnisse
des ScratchAssayAnalyzer die Wundkonturen besser wiederzugeben. Neben der Auswahl von
Werten fiir die Parameter ¢ und e, kann die Wahl der zu verwendenden SVM, sowie die
Bestimmung der maximalen Iterationszahl fiir die Level-Set-Segmentierung die Segmentie-
rungsergebnisse des ScratchAssayAnalyzer beeinflussen. T'Scratch und CellProfiler erfordern
hingegen die Anpassung einer Vielzahl von Parametern, welche einen Einfluss auf die Seg-
mentierungsergebnisse haben. Dariiberhinaus erlaubt die CellProfiler-Pipeline auch die Aus-
wahl verschiedener Algorithmen fiir die einzelnen Teilschritte der Verabeitungskette. Eine
hohe Parameterzahl macht die Anwendungen flexibler, jedoch wird ihre Anwendung dadurch
komplizierter. Der ScratchAssayAnalyzer hingegen kann trotz weniger freier Parameter eine
Vielzahl unterschiedlicher Scratch-/Gap-Closure-Assay-Bilder mit hoher Genauigkeit auswer-
ten. Zudem bietet weder T'Scratch noch CellProfiler die Moglichkeit, vollstandig geschlossene

Wunden als solche zu identifizieren.

3.2 Anwendungen

In diesem Abschnitt werden beispielhafte Anwendungen des CellMigrationAnalyzer- und des
ScratchAssayAnalyzer-Operators und deren Ergebnisse vorgestellt. Diese Beispiele zeigen un-

terschiedliche Anwendungsszenarien fiir die Operatoren auf.

3.2.1 Extrazellulire Matrix

In dieser Beispielstudie sollte der Einfluss verschiedener Proteine, welche als Bestandteile
der extrazelluldren Matrix in tierischen Geweben vorkommen, auf die Geschwindigkeit und
Adhésion unterschiedlicher Zellen untersucht werden. Hierfiir wurden FEinzelzell-Tracking-
Experimente mit Zellen der Linien ES-2, HT-144, PANC-1 und U-20S durchgefiihrt und
mit dem CellMigrationAnalyzer ausgewertet. ES-2-, PANC-1-, sowie U-20S-Zellen waren sta-
bil GFP-exprimierend, HT-144-Zellen exprimierten stabil das infrarot fluoreszierende Protein
E2-Crimson. Die Zellen wurden auf Objekttragern vom Typ Ibidi 8 well u-slide ausplattiert,
welche entweder mit Collagen 1, Collagen 4 oder Fibronectin beschichtet wurden. Zellmigra-

tion wurde, wie in Abschnitt beschrieben, {iber einen Zeitraum von 10 Stunden gefilmt.
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Abbildung [2§] zeigt die Verteilungen der ermittelten Durchschnittsgeschwindigkeiten der Zel-

len aufgeteilt nach Zelllinie und Beschichtungsprotein.
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Abbildung 28: Durchschnittsgeschwindigkeiten von detektierten Zellen der Linien ES-2, HT-
144, PANC-1 und U-208, ausgesdt auf verschiedenen Beschichtungsproteinen: Collagen 1 (Col
1), Collagen 4 (Col IV) und Fibronectin (Fib). Pro Zelllinie und Beschichtung wurden vier

unabhdngige Aufnahmebereiche betrachtet.

Zellen der Linien ES-2 und PANC-1 zeigten die hochsten Durchschnittsgeschwindigkeiten auf
mit Collagen 1 beschichteten Untergriinden und die niedrigsten Durchschnittsgeschwindigkei-
ten auf Fibronectin. Die Zellen der Linien I'T-144 und U-20S zeigten hingegen die niedrigste
Durchschnittsgeschwindigkeit auf Untergriinden beschichtet mit Collagen 4. Wihrend U-20S-
Zellen jedoch eine signifikant hohere Durchschnittsgeschwindigkeit auf Collagen 1 im Vergleich
zu Fibronectin zeigten, war bei HT-144-Zellen kein signifikanter Unterschied zwischen diesen
beiden Beschichtungen zu beobachten.

Uber die auf 2D-Aufnahmen detektierten Flichen adhirenter Zellen kénnen indirekt Aussagen
zu deren Adhésionsvermogen getroffen werden. Je stérker die Adhésion auf einem bestimmten

Untergrund ist, desto mehr breiten sich die Zellen darauf aus und zeigen dementsprechend eine
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grokere Fliche. Dies wird beispielsweise in sogenannten Spreading Assays [55] genutzt, um
das Adhésionsvermogen von Zellen zu untersuchen. Abbildung [29] zeigt die Verteilung der de-

tektierten Durchschnittsflichen der Zellen aufgeteilt nach Zelllinie und Beschichtungsprotein.
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Abbildung 29: Durchschnittliche Zellflachen detektierter Zellen der Linien ES-2, HT-144,
PANC-1 und U-208, ausgesit auf verschiedenen Beschichtungsproteinen: Collagen 1 (Col
I), Collagen 4 (Col IV) und Fibronectin (Fib). Pro Zelllinie und Beschichtung wurden vier

unabhdangige Aufnahmebereiche betrachtet.

Zellen der Linien ES-2, HT-144 und PANC-1 zeigten, im Vergleich zu Collagen 1 und Colla-
gen 4, signifikant grofere Zellflichen, wenn sie auf Fibronectin ausgesit wurden. Die mittlere
Durchschnittsfliche der U-20S-Zellen war auf Collagen 4 am groften (2521 um?), jedoch
waren die Unterschiede zu den Fléchen der U-208S-Zellen, welche auf Fibronectin ausgesit
worden waren (Mittelwert: 2216 ym?) nicht signifikant. Allerdings zeigte diese Linie als ein-
zige einen signifikanten Unterschied in den mittleren Flachen von Zellen ausgesit auf Col-
lagen 1 zu Zellen ausgesédt auf Collagen 4. Untersuchungen zu statistischer Signifikanz der

Geschwindigkeits- und Flachenunterschiede in den Populationen wurden mittels zweiseitigen
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Mann-Whitney-Tests durchgefithrt. P-Werte > 0.05 fithrten dabei jeweils zur Ablehnung der
Nullhypothese, welche besagte, dass die Werte der zu vergleichenden Populationen aus der
gleichen Grundgesamtheit stammten.

Abbildung [30] zeigt die mittleren Durchschnittsgeschwindigkeiten der Zelllinien auf den ver-
schiedenen Beschichtungsproteinen, aufgetragen gegen die entsprechenden mittleren Durch-

schnittsflichen der Zellen dieser Populationen.
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Abbildung 30: Zusammenhang zwischen Geschwindigkeit und Zellfliche auf verschiedenen

Beschichtungsproteinen.

Korrelationstests ergaben fiir Zellen der Linien ES-2, PANC-1 und U-20S eine negative Kor-
relation der mittleren Durchschnittsflachen und mittleren Durchschnittsgeschwindigkeiten der
Zellen. Die Pearson-Korrelationskoeffizienten betrugen -0.90, -0.77 und -0.75. Der Korrelati-
onskoeffizient fiir die Zellen der Linie HT-144 war hingegen positiv (0.66). Allerdings wurden
fiir diese Tests nur jeweils drei Werte miteinander verglichen und in keinem Test konnte eine
statistisch signifikante positive oder negative Korrelation festgestellt werden. Ausgehend von
der Annahme, dass grofere Zellflichen auf eine stirkere Adhision schliefen lassen, geben
diese Ergebnisse dennoch einen Hinweis darauf, dass Beschichtungen, welche eine geringere
Adhiésion verursachen, fiir Zellen der Linien ES-2, PANC-1 und U-20S, eine héhere Migra-
tionsgeschwindigkeit erlauben. Umgekehrt verhilt es sich bei HT-144-Zellen, welche auf Be-
schichtungen, die eine stérkere Adhésion zur Folge hatten, tendenziell schneller migrierten.

Diese Versuche demonstrieren, dass die verwendete Beschichtung einen starken Einfluss auf die
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Migration von Zellen in 2D-Einzelzell-Tracking-Experimenten ausiiben kann. Dieser Einfluss
ist sowohl vom verwendeten Zelltyp, als auch von der Beschichtung abhéngig. Es empfiehlt sich
daher, vor der Ausfithrung von Migrationsexperimenten mit neuen Zelllinien, in Vorversuchen

zu priifen, auf welchen Beschichtungen diese Zellen eine ausgeprigte Migration zeigen.

3.2.2 Chemotaxis

In dieser Studie sollte eine Methode zur Untersuchung der Chemotaxis von Tumorzellen eta-
bliert werden. Hierflir wurden Chemotaxis p-Slides der Firma Ibidi verwendet. Diese Ob-
jekttrager besitzen jeweils drei unabhéngige Abschnitte zur Untersuchung von Chemotaxis.
Jeder dieser Abschnitte enthélt einen 1 mm breiten Bereich in den Zellen eingesit werden
kénnen. Dieser Bereich dient auch der Betrachtung der Zellen mit Hilfe eines Mikroskops.
Ober- und unterhalb dieses Betrachtungsbereiches befindet sich jeweils ein Reservoir, in wel-
ches chemische Lockstoffe gegeben werden kénnen. Von einem Reservoir aus bildet sich nach
Zugabe eines Lockstoffes ein Konzentrationsgradient dieses Stoffes aus, der sich iiber den Be-
trachtungsbereich erstreckt und laut Herstellerangaben mehr als 48 Stunden stabil bleibt. In
Abbildung [31] ist der Aufbau eines Chemotaxis p-Slide schematisch dargestellt.

&

Preparation

Basic Principle C 100 CO

Abbildung 31: Schematischer Aufbau eines Chemotaxis u-Slide der Firma Ibidi. Quelle:
http://ibidi.com

Fiir das Experiment wurden stabil GEP-exprimierende Zellen der Linie PANC-1, welche zuvor
24 Stunden in serumfreiem Medium gehalten wurden, in ein mit Collagen 4 vorbeschichtetes
Chemotaxis u-Slide eingesit. Nachdem die Zellen sich abgesetzt hatten, wurde in die Reser-
voirs des ersten Abschnittes serumfreies Medium gegeben. In beide Reservoirs des zweiten
Abschnittes wurde Medium welches 20 % fotales Rinderserum (FBS) enthielt, hinzugegeben.

In das obere Reservoir des dritten Abschnittes wurde ebenfalls mit 20 % FBS versetztes Me-

94



dium, in das untere Reservoir jedoch serumfreies Medium gegeben. Demnach sollte sich im
dritten Abschnitt ein definierter FBS-Konzentrationsgradient von oben nach unten ausgebil-
det haben. Im zweiten Abschnitt sollten sich zwei Gradienten ausgebildet haben, welche sich
gegenseitig abschwichten und im ersten Abschnitt war kein Serum vorhanden. Anschliefend
wurden die Zellen der drei Abschnitte iiber einen Zeitraum von 10 Stunden gefilmt. Die Videos
wurden anschliefsend mit dem CellMigrationAnalyzer ausgewertet.

Abbildung 32| zeigt die Verteilungen der mittleren Geschwindigkeiten und der Gerichtetheiten.

Die Zellen aus den Abschnitten mit Serum wiesen geringfiigig erhdhte mittlere Geschwindig-
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Abbildung 32: Mittlere Geschwindgkeiten und Gerichtetheiten von Zellen mit gerichteten
Serumkonzentrationen. Stabil GFP-exprimierende PANC-1-Zellen in mit Kollagen 4 vorbe-
schichtetem Ibidi Chemotaxis p-Slide. -/- FBS: kein FBS wurde zugesetzt; +/+ FBS: 20 %
FBS wurde in beide Reservoirs gegeben; +/- FBS: 20 % FBS wurde nur in das obere Reservoir
gegeben. Pro Bedingung wurden zwei unabhdngige Aufnahmebereiche betrachtet. Gleichheit der
Mittelwerte der Populationen wurde mittels zweiseitigem Mann- Whitney-Test gepriift; n.s.:

nicht signifikant; * p-Wert < 0.05; ***: p-Wert < 0.001.

keiten, jedoch deutlich hohere Gerichtetheiten auf. Der Serumentzug vor dem Experiment war
vermutlich hauptséchlich fiir die deutlich geringeren Geschwindigkeiten der PANC-1-Zellen im
Vergleich zu dem Beispiel aus Abschnitt verantwortlich.
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In Abbildung[33]sind Nettomigrationsrichtungen der Zellen dargestellt. Diese stellen die Rich-
tung des Vektors aufgespannt zwischen der jeweils ersten und letzten Zentroidposition einer

detektierten Zelle dar. Die Verteilung der Nettomigrationsrichtungen auf jeweils vier Qua-

-- FBS ++ FBS +- FBS
90° 90° 90°

180° 0° 180° 0° 180° 0°
270° 270° 270°

Abbildung 33: Verteilung der Nettomigrationsrichtungen von Zellen mit gerichteten Serum-
konzentrationen. Gezeigt sind die Aufteilungen der Nettomigrationsrichtungen der detektier-
ten PANC-1-Zellen auf vier Quadranten. Die Flichen der Kreisausschnitte geben den relativen
Anteil der Anzahl an Zellen mit Nettorichtung in dem entsprechenden Quadranten wieder. - /-
FBS: kein FBS wurde zugesetzt; +/+ FBS: 20 % FBS wurde in beide Reservoirs gegeben (90°
und (270°)); +/- FBS: 20 % FBS wurde nur in das obere Reservoir gegeben (90°).

dranten zeigte, dass die Zellen, bei denen sich kein Serum im Medium befand, eine leichte
Tendenz zur Migration nach unten (270 °) zeigten. Diese Tendenz wurde von den Zellen, wel-
che einem FBS-Gradienten von oben und unten gleichzeitig ausgesetzt waren, etwas reduziert.
Zellen, welche lediglich einem FBS-Gradienten von oben ausgesetzt waren, migrierten grof-
tenteils in Richtung der steigenden FBS-Konzentration (90 °). In allen drei Bedingungen war
zudem ein Trend der Migration nach rechts (0 °) zu beobachten. Dieser deutet moglicherweise
auf einen systematischen Verzerrungseffekt hin. Mégliche Ursachen hierfiir kénnten weitere
Einflussfaktoren fiir die gerichtete Migration sein, wie zum Beispiel ein Temperaturgradient
oder eine unebene Lage des Objekttragers auf dem Objekttisch.

Dieses Beispiel zeigt, dass Ibidi Chemotaxis p-Slides ein geeignetes Instrument zur Untersu-
chung der Chemotaxis von Tumorzellen darstellen. Mit Hilfe des CellMigration Analyzer konn-
te eine gerichtete Migration der verwendeten PANC-1-Zellen entlang eines FBS-Gradienten

festgestellt werden.
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3.2.3 Pharmakologische Inhibitoren

In dieser Studie sollte der Einfluss des Stoffes Silibinin auf die Migration verschiedener, aus
Ovarialkarzinomen abgeleiteter, Zelllinien untersucht werden. Das Flavonoid Silibinin ist der
bioaktive Hauptbestandteil von Silymarin, einem Gemisch, welches aus den Samen der Milch-
distel (Silybum marianum) gewonnen und bereits seit Jahrhunderten in der traditionellen Me-
dizin gegen verschiedene Erkrankungen eingesetzt wird. Aufgrund seiner hepatoprotektiven
Eigenschaften wird es beispielsweise bei Leberschiden infolge viraler Infektion, Alkoholmiss-
brauch oder Vergiftungen eingesetzt [20]. Es haufen sich jedoch auch Berichte iiber positive
Auswirkungen von Silibinin auf Tumorerkrankungen, zum Beispiel [20], [16] [10]. Insbesondere
wurden inhibitorische Effekte auf das Migrations- und Invasionsvermdgen von Tumorzellen
beschrieben [19] 120, 123} [87].

Zum Vergleich des Einflusses von Silibinin auf die Zellmigration wurde der fiir seine inhi-
bitorische Wirkung auf Zellmigration bekannte Racl-Inhibitor NSC23766 (Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA) verwendet. Dieser Stoff verhindert, dass das GTP-bindende
Protein Racl in seine aktive Form (Rac-GTP) iiberfithrt wird [23]. Racl wird unter ande-
rem fiir die Ausbildung von Lamellipodien benétigt [94]. Festes Silbinin (Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) wurde aufgrund seiner geringen Wasserldslichkeit in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost. Da ein Einfluss dieses Losungsmittel auf die Migration der Zellen nicht aus-
geschlossen werden konnte, wurde DMSO auch in das Medium der anderen Bedingungen
gegeben, so dass die DMSO-Gesamtkonzentration im Medium in allen Bedingungen konstant
bei 0.1 % lag.

Die Zellen wurden 24 Stunden vor Beginn der Mikroskopieaufnahmen mit jeweils 120 uM
Silibinin oder 50 uM (Einzelzell-Tracking) beziehungsweise 60 uM (Gap-Closure-Assay) Racl-
Inhibitor inkubiert. Fiir Einzelzellmigrationsexperimente wurden Zellen der Linien ES-2, SK-
OV-3 und NIH:OVCAR-3 verwendet, welche stabil das griin fluoreszierende Protein ZS-Greenl
exprimierten. Als Beschichtung wurde Collagen 1 verwendet. Gap-Closure-Experimente wur-
den mit Zellen der Linien SK-OV-3 und NIH:OVCAR-3 durchgefiihrt. ES-2-Zellen bildeten
keine konfluenten Zellschichten aus und wurden deshalb nicht fiir diese Art von Experiment
verwendet. Abbildung [34] zeigt die Wirkung von Silbinin, sowie des Racl-Inhibitors auf die
mittlere Geschwindigkeit der Einzelzellmigration. Wahrend der Racl-Inhibitor in allen drei
untersuchten Zelllinien die Geschwindigkeit deutlich reduzierte, war nur fiir Zellen der Linie
NIH:OVCAR-3 auch eine signifikante Reduktion der Geschwindigkeit durch Silibinin erkenn-

bar.
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Abbildung 34: FEinfluss von Silibinin auf die Geschwindigkeit von ovarialkarzinomabgelei-
teten Zellen. Gezeigt ist der Einfluss von Silbinin (SB, 120uM) und des Racl-Inhibitors
NSC2376 (Rac-I, 50uM) auf die mittlere Migrationsgeschwindigkeit von stabil ZS-Greenl-
exprimierenden Zellen der Linien ES-2, SK-OV-8 und NIH:OVCAR-8 im Vergleich zu Kon-
trollzellen (C). Pro Zelllinie und Inhibitor wurden zwei unabhingige Aufnahmebereiche be-
trachiet. Statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigen Mann- Whitney- Tests gepriift; n.s.:
nicht signifikant; ***: p-Wert < 0.001
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Gap-Closure-Experimente mit Zellen der Linien SK-OV-3 und NIH:OVCAR-3 zeigten eine
Verzogerung des Wundschlusses in beiden Zelllinien nach Behandlung mit dem Racl-Inhibitor,
sowie mit Silibinin. Wihrend der Wundschluss in SK-OV-3-Zellen durch den Racl-Inhibitor
stirker verzogert wurde als durch Silibinin, war fiir NIH:OVCAR-3-Zellen das Gegenteil zu
beobachten (s. Abbildung 35)).
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Abbildung 35: Wirkung von Silibinin auf die Entwicklung des Wundschlusses von stabil
ZS-Greenl-exprimierenden SK-OV-8 und NIH:OVCAR-3-Zellen. Die betrachteten Wunden
der SK-OV-3-Kontrollzellen waren nach vier Stunden bereits vollstindig geschlossen, weshalb
sich der Wert fiir die geschlossene Fliche dieser Population nach vier Stunden nicht mehr

verdnderte. Pro Zelllinie und Inhibitor wurden zwei unabhdngige Aufnahmebereiche betrachtet.

Die beschriebenen Einzelzell-Tracking- und Gap-Closure-Experimente mit drei verschiedenen

ovarialkarzinomabgeleiteten Zelllinien zeigten unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellmi-
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gration nach Behandlung mit dem pflanzlichen Wirkstoff Silibinin. Um ein besseres Ver-
stdndnis fiir die Wirkung von Silibinin auf das Migrationsvermdgen tumorabgeleiteter Zel-
len zu erlangen, miissen weitere Experimente durchgefithrt werden. So kénnten beispiels-
weise Migrationsexperimente mit Vielzahl unterschiedlicher Zelllinien durchgefiihrt werden.
Next Generation Sequencing-Analysen, welche beispielsweise Informationen zu Genexpressi-
on, genomischer Variation oder DNA-Methylierung liefern, kénnten zudem helfen, Resultate
der Migrationsexperimente zu interpretieren. So kénnte zum Beispiel untersucht werden, ob
Zelllinien, welche dhnliche Effekte durch Silibinin-Behandlung zeigen, auch Gemeinsamkei-
ten in der Genexpression zeigen und ob diese sie von Zelllinien unterscheiden, in denen sich
andere/keine Effekte zeigen. Durch grof angelegte Sequenzierprojekte, zum Beispiel ,,The Can-
cer Cell Line Encyclopedia“ (CCLE) [3], sind verschiedenartige Next Generation Sequencing-
Daten o6ffentlich und kostenlos zuginglich. Dadurch kénnen verh&ltnisméfkig giinstige und

schnelle Analysen mit diesen Daten durchgefiihrt werden.

3.3 Einfluss von IGF2BP1 auf Zellmigration

Fiir das RNA-bindende onkofétal-exprimierte Protein IGF2BP1 wurden bereits Finfliisse auf
die Migration tumorabgeleiteter Zellen beschrieben (s. Abschnitt . Diese Beobachtungen
basierten grobtenteils auf manueller Auswertung von Migrationsexperimenten und zeigten
zum Teil gegensitzliche Frgebnisse. Fiir die vorliegende Arbeit wurden Einzelzell-Tracking-,
sowie Scratch-Assay-Experimente mit Zellen durchgefiihrt, in welchen die endogene IGF2BP1-
Proteinmenge durch siRNA-vermittelte, transiente Transfektionen reduziert worden war.

Dieser Abschnitt stellt die Resultate vor, welche mit Hilfe des CellMigrationAnalyzer und des
ScratchAssayAnalyzer aus diesen Experimenten gewonnen worden. Die Ergebnisse werden mit

manuell erhobenen Daten aus vorangegangenen Experimenten verglichen.

Einfluss von IGF2BP1 auf Einzelzellmigration In [109] wurde durch manuelle Auswer-
tung der Einzelzellmigration von Zellen der osteosarkomabgeleiteten Zelllinie U-208 gezeigt,
dass die Uberexpression eines GFP-fusionierten IGF2BP1-Orthologen aus dem Huhn (GFP-
chZBP1) zu einer Steigerung der Geschwindigkeit, sowie zu einer hoheren Gerichtetheit der
Bewegung fiihrt. Der siRNA-vermittelte Knockdown von chZBP1/IGF2BP1 reduzierte die
Geschwindigkeit der GFP-chZBP1-iiberexprimierenden Zellen signifikant. Eine signifikante
Verdnderung der Gerichtetheit dieser Zellen konnte jedoch nicht festgestellt werden.

Um zu untersuchen, ob der Knockdown von IGF2BP1 in stabil GFP-exprimierenden U-20S-

Zellen ebenfalls zu einer Reduktion der Geschwindigkeit fiihrt, wurden diese Zellen transient
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mit einer von zwei verschiedenen, gegen IGF2BP1 gerichteten, siRNAs transfiziert (sil-1 bezie-
hungsweise sil-2, s. Abschnitt . Kontrollzellen wurden mit einer siRNA transfiziert, deren
Sequenz zu keiner menschlichen mRNA-Sequenz komplentiar war (siC). Aus dem Western-
Blot in Abbildung [36] ist ersichtlich, dass die Transfektionen zu einer effizienten Reduktion
der IGF2BP1-Proteinmenge fiihrten.
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Abbildung 36: Western Blot, welcher die Proteinmenge von [GF2BP1 in U-205-Zellen
nach Transfektion mit einer Kontroll-siRNA (siC), sowie zwei verschiedenen gegen IGF2BP1-
gerichteten siRNAs (sil-1 und sil-2), zeigt. Vinculin (VCL) diente als Ladekontrolle.

Abbildung [37] zeigt die ermittelten Verteilungen fiir Geschwindigkeiten, Gerichtetheiten und
Fliachen der U-20S-Zellen unter IGF2BP1-Knockdown. Die Auswertung der jeweils 10 Stun-
den umfassenden Filme ergab, dass die Geschwindigkeit der Knockdown-Zellen im Vergleich
zu den Kontrollzellen signifikant reduziert war. Dabei zeigten Zellen, welche mit der siRNA
sil-2 transfiziert worden waren, eine deutlichere Geschwindigkeitsreduktion. Diese Zellen zeig-
ten zudem eine signifikante Reduktion der Gerichtetheit ihrer Bewegungen. Die Population
der Zellen, welche mit der sil-1 transfiziert worden waren, zeigte hingegen keine signifikante
Reduktion und eine vergleichsweise hohe Streuung der Werte fiir die Gerichtetheit. Diese Un-
terschiede kénnten auf Kreuzreaktionen der siRNAs mit verschiedenen Transkripten hinwei-
sen. Die mittleren Zellflichen der Knockdown- und Kontrollzellen zeigten keine signifikanten
Unterschiede zueinander.

Um den Einfluss moglicher Kreuzreaktionen einzelner siRNAs auf andere mRNA-Transkripte
und damit unspezifische Wirkungen zu reduzieren, wurde eine Kombination aus 12 verschiede-
nen, gegen IGF2BP1 gerichteten, siRNAs (sil-P) verwendet (s. Abschnitt und deren Wir-
kung auf das Migrationsverhalten von Zellen untersucht. Dadurch sollte die Wirkung potentiel-
ler unsperzifischer Kreuzreaktionen reduziert und die Wirkung der spezifischen Unterdriickung
der IGF2BP1-Expression stérker hervorgehoben werden. Fiir diese Versuche wurden Zellen der
ovarialkarzinomabgeleiteten Linie ES-2 verwendet. Der Western-Blot in Abblidung [3§] zeigt,

dass die Transfektion zu einer effizienten Reduktion der IGF2BP1-Proteinmenge fiihrte.
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Abbildung 37: Mittlere Geschwindigkeiten, Gerichtetheiten und mittlere Zellflichen von U-
208-Zellen unter siRNA-vermitteltem IGF2BPI1-Knockdown. Die stabil GFP-exprimierenden
Zellen wurden entweder mit einer von zwei unterschiedlichen, gegen IGF2BP1 gerichteten,
siRNAs (sil-1 und sil-2) oder mit einer Kontroll-siRNA (siC) transfiziert. Pro Zellpopula-
tion wurden zwei unabhdngige Aufnahmebereiche betrachtet. Unterschiede in den Verteilun-
gen wurden mittels zweiseitigen Mann- Whitney-Tests auf statistische Signifikanz geprift; n.s.:

nicht signifikant; **: p-Wert < 0.01; ***: p-Wert < 0.001
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Abbildung 38: Western Blot, welcher die Proteinmenge von IGF2BP1 in ES-2-Zellen nach
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA (siC), sowie einer Kombination aus 12 verschiedenen,
gegen IGF2BP1-gerichteten siRNAs (sil-P), zeigt. Vinculin (VCL) und Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dienten als Ladekontrollen.

Die Zellen wurden durch Zugabe des Farbstoffes CellMask Deep Red (ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) fluoreszierend markiert. In Abbildung [39|sind die Verteilun-
gen der mittleren Geschwindigkeiten, der Gerichtetheiten und der mittleren Zellflichen als
Boxplots dargestellt. Der IGF2BP1-Knockdown fiihrte zu einer méfigen, jedoch statistisch si-
gnifikanten Reduktion der mittleren Geschwindigkeiten von durchschnittlich 0.93 um/min auf
0.79 pm/min. In der Gerichtetheit der Zellen konnte kein signifikanter Unterschied zur Kon-
trollpopulation (siC) festgestellt werden. Die Zellflachen waren hingegen signifikant verandert.
Die ermittelten mittleren Flichen der Kontrollzellen betrugen durchschnittlich 1267 um?, die
der Knockdown-Zellen 1627 um?. Abbildungzeigt Ausschnitte von Beispielaufnahmen und
die korrespondierenden Segmentierungsergebnisse von Knockdown- und Kontrollzellen. Eine
mogliche Erklirung fiir die Flachenzunahme ist eine gesteigerte Adhésion der Knockdown-
Zellen an die Kollagenbeschichtung. Diese konnte, zumindest teilweise, fiir die Reduktion der
Geschwindigkeit verantwortlich sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der IGF2BP1-Expression in
U-208, sowie ES-2-Zellen zu einer Verringerung der Migrationsgeschwindigkeit dieser Zellen
fiihrt. Ob der Knockdown die Gerichtetheit der Zellen beeinflusst hat konnte jedoch nicht

eindeutig festgestellt werden.

Einfluss von IGF2BP1 auf kollektive Zellmigration Um die Wirkung des IGF2BP1-

Knockdowns auf kollektive Zellmigration zu untersuchen, wurden Scratch-Assay-Experimente
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Abbildung 39: Mittlere Geschwindigkeiten, Gerichtetheiten und mittlere Zellflichen von ES-
2-Zellen unter siRNA-Pool-vermitteltem IGF2BP1-Knockdown. Zellen wurden mit einer Mi-
schung aus 12 verschiedenen gegen IGF2BP1 gerichteten siRNAs (sil-P) transfiziert und mit
Zellen, welche mit einer Kontroll-siRNA (siC) transfiziert wurden, verglichen. Die Zellen wur-
den mit dem Farbstoff CellMask Deep Red angefirbt. Fiir jede der beiden Zellpopulationen wur-
den sechs unabhangige Aufnahmebereiche betrachtet. Unterschiede in den Verteilungen wurden

mittels zweiseitigen Mann-Whitney-Tests auf statistische Signifikanz geprift; n.s.: nicht signi-

fikant; **: p-Wert < 0.01; ***: p-Wert < 0.001
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Abbildung 40: Aufnahmen von Kontrollzellen (siC) und IGF2BP1-Knockdownzellen (sil-P)

der Linie ES-2 und korrespondierende Segmentierungsergebnisse. Die obere Reihe zeigt Zellen
gefirbt mit dem Farbstoff CellMask Deep Red. Zur besseren Darstellung der Bilder wurde der
Kontrast nachtraglich erhoht. Die untere Reihe zeigt die dazugehdrigen Segmentierungsergeb-

nisse des CellMigrationAnalyzer.

durchgefiihrt und mit dem ScratchAssayAnalyzer ausgewertet. Hierfiir wurden U-20S-Zellen,
welche stabil GFP exprimierten, transient mit verschiedenen, gegen die IGF2BP1-mRNA ge-
richteten siRNAs transfiziert. Die Zellen wurden entweder mit je einer (sill-1, beziehungsweise
sil1-2) oder mit einer Mischung aus 12 verschiedenen siRNAs (sil-P), wie in Abschnitt
beschrieben, transfiziert. Als Kontrolle wurden Zellen mit einer siRNA transfiziert, deren Se-
quenz zu keiner menschlichen mRNA-Sequenz komplentér war (siC). Zellen transfiziert mit ei-
nem Vektor ohne siRNA (Mock) und untransfizierte Zellen (ut) dienten als weitere Kontrollen.
In Abbildung [41]ist die Wirkung der Transfektionen auf die Expression des IGF2BP1-Proteins

mit Hilfe eines Western-Blots dargestellt.

Nach Transfektion wurden Scratch-Assays, wie in beschrieben, durchgefiihrt. Die Aufnah-
men erfolgten in Abstdnden von 30 Minuten iiber einen Gesamtzeitraum von 16 Stunden.

Die Wunden der Kontrollzellen waren teilweise bereits nach sieben Stunden geschlossen, wes-
halb Auswertungen nur auf die Zeitpunkte bis einschliefslich sechs Stunden nach Erzeugung der

Wunde erfolgten. Durch die Beschrankung der Analysen auf diesen kurzen Zeitraum konnte
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Abbildung 41: Western Blot, welcher die Proteinmenge von IGF2BP1 in U-208-Zellen in
untransfizierten Zellen (ut), sowie nach Transfektion mit einem Vektor ohne siRNA (Mock),
einer Kontroll-siRNA (siC), zwei verschiedenen, gegen IGF2BP1 gerichteten, siRNAs (sil-
1 beziehungsweise sil-2) und einer Kombination aus 12 verschiedenen, gegen IGF2BP1-

gerichteten siRNAs (sil-P), zeigt. Vinculin (VCL) diente als Ladekontrolle.

zudem der Einfluss von Zellproliferation auf den Wundschluss reduziert werden. Abbildung
zeigt beispielhaft die Wunden einer Kontrollbedingung (siC) und einer IGF2BP1-Knockdown-
Bedingung (sil-2) zu Beginn des Experimentes und sechs Stunden danach.

Abbildung (3] zeigt, dass sich die Wunden der Knockdown-Bedingungen deutlich langsamer
schlossen, als die der Kontrollbedingungen. Der Mix aus siRNAs reduzierte hierbei den Wund-
schluss im Vergleich zu den Kontrollen am geringsten aber dennoch signifikant. Dies steht
in Einklang zu manuell ausgewerteten Ergebnissen aus [109]. Dort fiithrte der IGF2BP1-
Knockdown in U-205-Zellen mit Hilfe der siRNA sill-1 ebenfalls zu einer deutlichen Re-
duktion des Wundschlusses.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe des Scratch Assay Analyzer gezeigt werden, dass IGF2BP1-
Knockdown in Scratch-Assay-Experimenten mit U-20S5-Zellen zu einem verzogerten Wund-

schluss fiihrt.

3.4 Einfluss von IGF2BP1 auf die Genexpression

Um die beobachteten Auswirkungen der Reduktion der endogenen IGF2BP1-Proteinexpression
auf die Migration tumorabgeleiteter Zellen mit verdnderter Genexpression in Verbindung zu
bringen, wurden RNA-Seqg-Daten von IGF2BP1-Knockdown-Experimenten analysiert. Dafiir
wurde RNA aus ES-2-Zellen isoliert, welche mit der in Abschnitt beschriebenen Kombi-
nation aus 12 verschiedenen gegen IGF2BP1 gerichteten siRNAs transfiziert worden waren.
Als Kontrolle dienten ES-2-Zellen, welche mit einer siRNA transfiziert worden waren, deren

Sequenz zu keiner menschlichen mRNA-Sequenz komplementér war.
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Abbildung 42: Exemplarische Bilder GFP-exprimierender U-208 Zellen, welche mit einer
gegen IGF2BP1-gerichteten siRNA (sil-2) beziehungsweise mit einer Kontroll-siRNA (siC)

transfiziert wurden. Obere Reihe: Wunden direkt nach ihrer Erzeugung; untere Reihe: Wunden
sechs Stunden spdter. Die Konturen der mit dem ScratchAssayAnalyzer detektierten Wunden
sind mit durchgezogenen Linien (gelb) gekennzeichnet. Zur besseren Darstellung der Bilder

wurde der Kontrast nachtraglich erhdoht.
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Abbildung 43: Wundschluss durch IGF2BP1-Knockdown in U-208-Zellen. GFP-
exprimierende Zellen wurden transient mit je einer (sill-1, sil1-2) oder einem Miz aus 12
verschiedenen (sil1-P) siRNAs, welche gegen IGF2BP1-mRNAs gerichiet sind, sowie mit ei-
ner Kontroll-siRNA (siC) und mit einem Vektor ohne siRNA (Mock) transfiziert. Untransfi-
zierte (ut) Zellen dienten als zusdtzliche Kontrolle. Pro Bedingung wurden vier unabhdngige
Aufnahmebereiche betrachtet, davon jeweils zwei im gleichen Well. Links: Zeitlich aufgeldst
dargestellte Zunahme der durchschnittlich geschlossenen Wundfldchen. Rechts: Verteilungen
der nach sechs Stunden geschlossenen Wundflichen. Unterschiede in der geschlossenen Fli-

chen wurden mittels zweiseitigen Mann- Whitney-Tests auf statistische Signifikanz geprift; *:

p-Wert < 0.05.
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Wie in Abschnitt [3.3] beschrieben, fiihrte dieser Knockdown zu einer Reduktion der Geschwin-
digkeit der Zellen, sowie zu groferen detektierten Zellflichen.

Gesamt-RNA aus je drei Proben der Knockdown- und Kontrollzellen wurde isoliert, um dar-
aus Bibliotheken fiir Total-RNA-Seq und microRNA-Seq zu erzeugen. Die Erstellung der
Bibliotheken, sowie die Bestimmung der differentiellen Expression zwischen Knockdown- und

Kontrollzellen erfolgte wie in Abschnitt beschrieben.

Total-RNA-Seq Die durchschnittliche Anzahl sequenzierter Reads je Probe betrug fiir das
im Paired-End-Verfahren sequenzierte Total-RNA-Seq-Experiment ungefihr 18.4 - 10%. Nach
Adapterentfernung und Qualitatskiirzungen wurden je Probe im Durchschnitt 8.5 % der Basen
entfernt. Infolgedessen wurden je Probe durchschnittlich 5.4 % der Reads entfernt, da deren
Langen die Mindestldnge von 20 Basen unterschritten. Von den iibrigen Reads konnten im
Mittel je Probe 82.0 % auf das menschliche Genom gemappt werden. Obwohl in einem voran-
gegangenen Kontrollschritt mittels PCR keine Mykoplasmakontamination festgestellt wurde,
konnten durchschnittlich 28.4 % der Reads, welche nicht auf das menschliche Genom gemappt
wurden, genomischen Mykoplasmasequenzen zugeordnet werden. Der héchste Anteil war fiir
Kontrollprobe 1 zu beobachten. 46.9 % der Reads dieser Probe, welche nicht dem menschlichen
Genom zugeordnet werden konnten, wurden auf Mykoplasma-Sequenzen gemappt. Dies ent-
sprach 8.9 % der Gesamtanzahl der Reads dieser Probe. Ausgehend von einer unteren Grenze
von 0.01 % der Reads einer Probe, wie in [88] vorgeschlagen, deutet dies darauf hin, dass Zel-
len aus allen Proben mit Mykoplasmen infiziert waren. Dies konnte zu veranderter Expression
von Genen gefiihrt haben, wodurch die Erkennung von durch IGF2BP1-Knockdown verur-
sachten Verdnderungen der Genexpression moglicherweise beeintrichtigt wurde. Da jedoch
alle Proben in einem &hnlichen Ausmaf kontaminiert zu sein schienen, sollten die beobachte-
ten Verdnderungen der Genexpression zwischen Kontroll- und Knockdown-Zellen iiberwiegend
auf den IGF2BP1-Knockdown zuriickzufiithren sein.

Nach Zusammenfassung der auf das menschliche Genom gemappten Read-Paare zu Frag-
menten, konnten im Mittel fiir 69.5 % der Fragmente einer Probe Genannotationen gefunden
werden. Die iibrigen Fragmente waren dementsprechend auf nicht-annotierte Bereiche des
menschlichen Genoms gemappt worden. Die Zahlen der Fragmente, welche auf annotierte
Genombereiche gemappt waren, wurden zur Bestimmung der differentiellen Genexpression
verwendet. Mit einer False Discovery Rate (FDR) von weniger als 0.05 als Kriterium fiir diffe-
rentielle Expression, konnten insgesamt 466 Gene als differentiell exprimiert bestimmt werden.

Abbildung @4 stellt die Expression dieser Gene in den Kontroll- und IGF2BP1-Knockdown-
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Proben als Heatmap dar. Eine Ubersicht iiber die Aufteilung der verschiedenen differentiell

exprimierten RNA-Spezies ist in Abbildung [A5] dargestellt.
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Abbildung 44: Heatmap der Exzpressionen der 466 unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-
Zellen differentiell exprimierten Gene. Fir die Darstellung wurden die FPKM-Werte pro Gen

so skaliert, dass die Mittelwerte in allen Proben 0 und die Standardabweichungen 1 ergaben.

Ungefihr die Hélfte der differentiell exprimierten Gene war hoch-, die andere Hilfte her-
unterreguliert. Mit 418 Genen bildeten die proteinkodierenden Gene die grofte Gruppe der
differentiell exprimierten Gene. Von den restlichen differentiell exprimierten Genen waren
19 als Pseudogene, 25 als lange nichtkodierende RNAs (IncRNA) und vier als kurze nicht-
kodierende RNAs annotiert. Die IncRNAs konnten weiter unterteilt werden in 13 lincRNAs
(long interspersed non-coding RNA), sechs antisense RNAs, eine sense overlapping RNA,
sowie fiinf nicht niher bestimmte Transkripte ohne offenen Leserahmen (processed tran-
script). Zu den differentiell exprimierten kurzen nichtkodierenden RNAs gehorten eine herun-
terregulierte snRNA (small nuclear RNA), sowie drei ebenfalls herunterregulierte und nach

Ensembl-Annotation funktionell nicht ndher bestimmte RNAs (miscRNA). Die Expression
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Abbildung 45: Aufteilung der differentiell exprimierten Gene des Total-RNA-Seq-
Experimentes in ES-2-Zellen nach IGF2BP1-Knockdown im Vergleich zu Kontrollzellen.
Links: Histogramm der Verteilung der zur Basis zwei logarithmierten Quotienten der mittleren
Ezpressionswerte (logaF'C') von Kontrollen und IGF2BP1-Knockdown. Rechts: Aufteilung der

differentiell exprimierten Gene auf Transkriptkategorien.
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der IGF2BP1-mRNA war erwartungsgeméf reduziert (logoF'C ~ —2.03). Die mRNAs der
beiden Paralogen IGF2BP2 und IGF2BP3 wurden jedoch nicht differentiell exprimiert. Die
vollstéindige Liste der differentiell exprimierten Gene befindet sich im Anhang (Tabelle [AT)).
Um zu untersuchen, ob sich unter den differentiell exprimierten Genen sogenannte Haushalts-
gene befanden, also solche, welche die grundlegenden Funktionen aller Zellen eines Organismus
steuern, wurde die Liste der differentiell exprimierten Gene mit der in [25] vorgestellten Lis-
te von Haushaltsgenen verglichen. Diese Liste wurde aus RNA-Seq Daten 16 verschiedener
menschlicher Gewebe erstellt. Sie umfasst 3804 Gene welche in allen untersuchten Gewe-
ben exprimiert wurden und deren Expressionsvarianz sehr niedrig war. Keines der 466 un-
ter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene war in der Liste der

Haushaltsgene enthalten.

MicroRNA Die microRNA-Seq-Daten umfassten im Durchschnitt 12.4 - 10% sequenzierter
Reads je Probe. Nach Adapterentfernung und Qualitéitskiirzungen wurden je Probe im Durch-
schnitt 25.4 % der Basen entfernt. Dies fiihrte zur Entfernung von durchschnittlich 16.2 % der
Reads einer Probe, da die Langen dieser Reads die Mindestlinge von 16 Basen unterschrit-
ten. Durchschnittlich konnten je Probe 95.9 % der iibrigen Reads auf das menschliche Genom
gemappt werden. Im Mittel 2.2 - 10 der gemappten Reads konnten mit Hilfe der miRBase,
Version 20 [63], microRNA-Annotationen zugeordnet werden. Die Sequenzen der restlichen
gemappten Reads entsprachen demnach nicht denen annotierter microRNA-Sequenzen. Bei
den Tests auf differentielle Expression zeigte sich, dass sich die normalisierten Expressions-
werte der Kontrollprobe 1 und Knockdown-Probe 3 deutlich von denen der anderen Proben
unterschieden. Deshalb wurden diese Proben von den weiteren Auswertungen ausgeschlossen.
Die Auswertung der iibrigen microRNA-Seg-Daten des IGF2BP1-Knockdown ergab, dass 35
verschiedene reife microRNAs in den ES-2-Zellen differentiell exprimiert (FDR < 0.05) wa-
ren. Von diesen waren 25 im Vergleich zu den Kontrollzellen in ihrer Expression gesteigert
und 10 reduziert. Abbildung [6]zeigt die Expression der differentiell exprimierten microRNAs
in einer Heatmap, sowie die Verteilung der Expressionsverinderungen. Eine Auflistung der

differentiell exprimierten microRNAs befindet sich im Anhang (Tabelle [A2)).

3.4.1 Beeinflussung migrationsrelevanter Gene

Viele der differentiell exprimierten Gene kodieren Proteine, welche an der Interaktion mit oder
an der Umgestaltung der extrazelluldren Matrix beteiligt und damit wichtig fiir Zell-Matrix-

Adhésion und Zellmigration sind.
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Abbildung 46: Ezpression der differentiell exprimierten microRNAs. Links: Heatmap der
Expressionen der unter IGF2BP1-Knockdown differentiell exprimierten microRNAs. Fiir die
Darstellung wurden die RPM-Werte pro Gen so skaliert, dass die Mittelwerte in allen Proben
0 und die Standardabweichungen 1 ergaben. Rechis: Histogramm der Verteilung der zur Basis
zwei logarithmierten Quotienten der mittleren Expressionswerte (loga F'C') von Kontrollen und

IGF2BP1-Knockdown.
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Dazu gehorten insgesamt fiinf Serpine. Die Mitglieder dieser Proteinfamilie sind iiberwie-
gend Proteaseinhibitoren und fiir einige wurden Funktionen in der Umgestaltung der extra-
zelluldren Matrix beschrieben ([I07]). Die Expression von Serbin B2 war unter IGF2BP1-
Knockdown um circa 90 % reduziert (logoF'C ~ —3.23). Fiir dieses Serpin wurde jedoch
beschrieben, dass es Tumorzellmigration inhibiert [32]. Zwei Mitglieder der Serpinunterfa-
milie der Ov-Serpine (Serpin B7 und Serpin BS8), waren ebenfalls herunterreguliert. Serpin
E1, welches sowohl inhibtorisch als auch stimulatorisch auf die Zellmigration wirken kann
[32] war, ebenso wie Serpin H1, ein Kollagenbindeprotein [107], circa dreifach hochreguliert.
Weiterhin befanden sich unter den differentiell exprimierten Genen solche, welche fiir Un-
tereinheiten von Proteinen der Integrinfamilie kodieren. Diese sind an der Verankerung von
Zellen an die extrazelluldre Matrix beteiligt. Einige (ITGB5, ITGB2, ITGA11l) waren unter
IGF2BP1-Knockdown hochreguliert, andere (ITGA6, ITGA10) waren jedoch herunterregu-
liert. Weiterhin war die Expression von verschiedenen Proteasen, welche den proteolytischen
Abbau von Bestandteilen der extrazelluliren Matrix bewirken, verdndert. Dazu gehorte die
Matrix-Metallopeptidase 1 (MMP1), deren Expression in verschiedenen Krebserkrankungen
verstarkt ist [91]. Thre Expression war nach IGF2BP1-Knockdown reduziert. Dies wurde auch
in [I17] in HeLa-Zellen unter simultanem IGF2BP1- und IGF2BP3-Knockdown beobachtet.
Die Expression der Matrix-Metallopeptidase 2 (MMP2) war hingegen verstarkt. MMP1 ist
eine Kollagenase, MMP2 gehort zu den Gelatinasen, welche denaturierte Kollagene (Gela-
tine) spalten|[I18]. Die Transkripte von vier ADAMTS-Genen, welche ebenfalls fiir Metallo-
peptidasen kodieren, waren differentiell exprimiert. Die Expression der Transkripte der Gene
ADAMTS15 und ADAMTS2 war unter IGF2BP1-Knockdown verstérkt, wihrend die Expres-
sion der Transkripte von ADAMTS6 und ADAMTS18 reduziert war. Auch Transkripte von
Proteinen, welche selbst Bestandteil der extrazelluldren Matrix sein konnen, waren differentiell
exprimiert. Dazu gehdrten Transkripte von fiinf Kollagenen, deren FExpression jeweils erhdht
war. Dariiberhinaus war die Expression von Fibronectin herunterreguliert und die Expression

einer Laminin-Untereinheit (LAMB2) war hochreguliert.

Genanreicherungen Die differentielle Expression der oben genannten Gene wies bereits
darauf hin, dass IGF2BP1 einen Einfluss auf Prozesse ausiibt, welche der Zellmigration zu-
grunde liegen. Um zu testen, ob die Anzahl der differentiell exprimierten Gene, welche an
diesen Prozessen beteiligt sind, statistisch signifikant grofer war als zufillig zu erwarten wire,
wurden Genanreicherungsanalysen (s. Abschnitt durchgefiihrt. Fiir die drei Ontologien

der Gene Ontology [17] fiir biologische Prozesse, zelluldre Komponenten und molekulare Funk-
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tionen, sowie fiir KEGG PATHWAY [59], wurden jeweils unabhéngige Analysen durchgefiihrt.
Fiir die Analysen wurden die 466 Gene verwendet, welche durch Auswertung der Total-RNA-
Seq-Daten als differentiell exprimiert bestimmt worden waren.

In der Ontologie fiir biologische Prozesse waren Annotationen fiir 382 der 466 Gene vorhan-
den. Nach Entfernung hochredundanter Kategorien und Korrektur der p-Werte lieferten die
hypergeometrischen Anreicherungstests 332 signifikant (FDR < 0.05) angereicherte Katego-
rien fiir biologische Prozesse. Abbildung 7] zeigt die 20 am signifikantesten angereicherten
Kategorien fiir biologische Prozesse und die Anzahl der darin enthaltenen hoch- beziehungs-

weise herunterregulierten Gene.
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cell surface receptor signaling pathway (4%)
developmental process (3%)
single-organism developmental process (3%)
system development (3%)

FDR cellular response to chemical stimulus (4%)
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Abbildung 47: Top-20 der signifikant angereicherten Kategorien der Ontologie fiir biologische
Prozesse unter Verwendung der 466 unter IGF2BPI1-Knockdown in ES-2-Zellen differentiell
exprimierten Gene. Die Zahlen hinter den Kategorienamen geben den prozentualen Anteil
der zugeordneten differentiell exprimierten Gene an der Gesamtzahl der Gene an, welche

Annotationen fiir die entsprechende Kategorie aufwiesen.

Die als am wahrscheinlichsten als angereichert betrachtete Kategorie war extracellular matrix
organisation, welcher 36 der differentiell exprimierten Gene zugeordnet waren und von denen
der Grofsteil unter IGF2BP1-Knockdown hochreguliert war. Damit war die Expression von

ungefihr 9 % aller Gene welche in der Ontologie fiir biologische Prozesse mit dieser Kategorie
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annotiert waren, verandert. Zudem war ein Grofteil der im vorigen Paragraphen beschriebenen
Gene in dieser Kategorie enthalten. Nach ,blood vessel development® folgte ,locomotion“ an
dritter Stelle der signifikant angereicherten Kategorien mit 84 der 466 differentiell exprimier-
ten Gene. Die direkte Unterkategorie ,cell motilitiy* folgte auf Platz 18 und ,cell migration®,
welche wiederum eine direkte Unterkategorie von ,cell motility” darstellt, erreichte Platz 14
der am signifikantesten angereicherten Kategorien fiir biologische Prozesse. Insgesamt befan-
den sich unter den signifikant angereicherten Kategorien 27, welche die Begriffe ;migration®,
sextracellular matrix“ oder jadhesion” in ihren Namen trugen. Diese Kategorien enthielten
103 der 466 differentiell exprimierten Gene (& 22 %), wobei 63 davon hoch- und 40 herunter-
reguliert waren. Abbildung 48| zeigt die Verkniipfungen dieser Kategorien innerhalb der Gene
Ontology.

Gene, deren Produkte die extrazelluldre Matrix und die Adhésion zu anderen Zellen, sowie zur
extrazelluldren Matrix verdndern kénnen, beeinflussen dadurch auch die Zellmigration. Dies
kann dadurch veranschaulicht werden, dass von den insgesamt 58 Genen, welche mit ,cell
migration“ annotiert waren, 17 ebenfalls die Annotation ,extracellular matrix organization*
und 27 die Annotation ,cell adhesion® trugen. Insgesamt 12 dieser Gene trugen Annotationen
fiir alle drei Kategorien. Zu diesen gehdrten unter anderem Fibronectin, sowie verschiedene
fiir Kollagene und Integrine kodierende Gene. Abbildung [49| zeigt die Uberlappungen der drei

Kategorien in einem Venn-Diagramm.

Viele der weiteren signifikant angereicherten Kategorien fiir biologische Prozesse deuteten
darauf hin, dass IGF2BP1 auch einen Einfluss auf Gene ausiibt, deren Produkte an der Ent-
wicklung verschiedener Organe und Organsysteme beteiligt sind.

Die Ontologie fiir zelluldre Komponenten, welche Genprodukte nach ihrer Lokalisation inner-
und auferhalb von Zellen annotiert, enthielt Annotationen fiir 402 der 466 differentiell ex-
primierten Gene. Mittels der Genanreicherungsanalyse fiir diese Ontologie konnten insgesamt
24 signifikant angereicherte Kategorien bestimmt werden. Die signifikanteste Kategorie war
sextracellular matrix“. Die Kategorien auf dem zweiten und dritten Platz stellten Unterka-
tegorien von ,extracellular matrix“ dar. Fin grofer Teil der differentiell exprimierten Gene,
welche diesen drei Kategorien zugeordnet waren, war unter [GF2BP1-Knockdown hochre-
guliert. Dariiber hinaus befanden sich auch ,focal adhesion und ,cell junction unter den
signifikant angereicherten Kategorien. Die diesen Kategorien zugeordneten Gene waren in ih-
rer Expression ebenfalls {iberwiegend hochreguliert.

Die Anreicherungsanalyse fiir die Ontologie fiir molekulare Funktionen fiithrte zu insgesamt

12 signifikant angereicherten Kategorien, denen 380 der 466 differentiell exprimierten Gene
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Abbildung 48: Zellmigrationsbezogene angereicherte biologische Prozesse nach IGF2BP1-
Knockdown in ES-2-Zellen. Signifikant (FDR < 0.05) angereicherte biologische Prozesse, de-
ren Namen ,migration”, ,extracellular matriz® oder ,adhesion® enthalten, und thre Verkniip-
fungen innerhalb der Gene Ontology. Kreisgroflen sind proportional zur Anzahl der enthal-
tenen differentiell exprimierten Gene. Kreisfarben spiegeln die Signifikanz wider. Als Rauten
dargestellte Kategorien (fusionierte GO-Terme) sind solche, welche sich von ihren direkten

Vorfahren oder Nachfolgern in mazimal einem Gen unterscheiden und deshalb zur Reduktion

von Redundanzen von den Anreicherungsanalysen ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 49: Uberlappungen der differentiell exprimierten Gene mit Annotationen aus

den Kategorien ,cell migration®, ,extracellular matriz organization” und ,cell adhesion® der

Ontologie fiir biologische Prozesse.

zugeordnet werden konnten. Auch unter diesen Kategorien befanden sich solche, welche eine
Beteiligung der, durch IGF2BP1-Knockdown in ihrer Expression beeintrichtigten, Gene an
Zellmigration vermuten lassen. Dazu zéhlten beispielsweise ,integrin binding®, ,cell adhesion
molecule binding” und ,metalloendopeptidase activity“. Auffallig war, dass 273 der 380 Ge-
ne (~ 72 %), welche Kategorien zugeordnet werden konnten, als proteinbindend kategorisiert
wurden. Jedoch beinhaltete diese Kategorie ungefihr 11000 und damit etwa 64 % aller Gene,
fiir die Annotationen in dieser Ontologie vorhanden waren.

Neben Kategorien der Gene Ontology wurde auch nach angereicherten Proteininteraktions-
netzwerken der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG PATHWAY, [59]) gesucht.
Diese Netzwerke enthalten Informationen iiber die Interaktion von Proteinen in bestimm-
ten Stoffwechselwegen, regulatorischen Netzwerken oder Krankheiten. KEGG PATHWAY be-
sitzt Annotationen fiir deutlich weniger Gene als Gene Ontology (6989 in der Version vom
18.02.2016), wobei nur 175 der 466 differentiell exprimierten Gene zu diesen gehorten. Dennoch
befanden sich unter den sechs signifikant angereicherten Kategorien mit ,PI3K-Akt signaling
pathway“, ,ECM-receptor interaction” und ,,Focal adhesion“ solche, die einen Zusammenhang
mit Zellmigration vermuten lassen. Vollstindige Auflistungen der signifikant angereicherten

Kategorien fiir Gene Ontology und KEGG befinden sich im Anhang (Tabellen - .
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Zusammengefasst zeigte sich, dass mehr als 20 % der unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-
Zellen differentiell exprimierten Gene an signifikant angereicherten biologischen Prozessen
beteiligt sind, welche mit Zellmigration in Verbindung stehen. Unter den am signifikantesten
angereicherten Kategorien aller Ontologien und KEGG befanden sich jeweils solche, welche
die extrazelluldre Matrix betreffen. Zu diesen zdhlten Kategorien fiir die Organisation, die Ad-
hésion an, sowie die Interaktion mit der extrazelluldren Matrix. Es ist bekannt, dass IGF2BP1
iiber verschiedene Faktoren einen Einfluss auf das Aktinzytoskelett ausiibt. Unter den signi-
fikant angereicherten Kategorien der unter IGF2BP1-Knockdown differentiell exprimierten

Gene befand sich jedoch keine, welche den Begriff | cytoskeleton“ enthielt.

Epithelial-zu-mesenchymale Transition Die hier untersuchten Zellen der Linie ES-2
stammen aus einem Ovarialkarzinom und zeigen eine hohe Motilitat, welche durch IGF2BP1-
Knockdown reduziert wird (s. Abschnitt [3.3). Die beobachtete Veréinderung der Morphologie
der Zellen, sowie die Ergebnisse der Genanreicherungsanalysen deuten darauf hin, dass diese
Geschwindigkeitsreduktion mit verénderter Adhésion und Umstrukturierung der extrazellu-
laren Matrix einhergeht. Verdnderungen am Aufbau und an der Interaktion mit der extrazel-
luldiren Matrix, sowie verdnderter Aufbau von Zell-Zell-Kontakten und als Folge daraus auch
eine Anderung der Zellmigration sind ebenfalls beim Vorgang der epithelial-zu-mesenchymalen
Transition (EMT) zu beobachten. Durch Reaktivierung dieses Entwicklungsprogramms kon-
nen Tumorzellen epithelialen Ursprungs die Fahigkeit zur Migration erwerben [49].

In [127] wurde fiir HEK-293A-Zellen beschrieben, dass IGF2BP1-Expression den Vorgang der
EMT zwar nicht induziert, aber mesenchymale Figenschaften von Tumorzellen aufrechterhilt,
indem es beispielsweise die Expression der EMT-induzierenden Faktoren LEF-1 und SNAI2
fordert, wodurch wiederum die Expression des mesenchymalen Markers Fibronectin erhéht
wird. Neben diesen drei Faktoren zdhlen auch E-cadherin und $-Catenin, deren Expression
nach [127] ebenfalls in HEK-293A-Zellen von IGF2BP1 beeinflusst wird, zu einer Liste von
Proteinen, welche nach [124] Biomarker fiir EMT darstellen.

In den vorliegenden Total-RNA-Seq-Daten des IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen konnte
keine Reduktion der mRNA-Expression von LEF-1 und SNAI2 beobachtet werden. Die Ex-
pression von SNAI2 war stattdessen leicht erhoht (logoF'C' ~ 1.18). Allerdings war die Ex-
pression der Fibronectin-mRNA auch hier reduziert (logeF'C' ~ —1.42). Eine Erhohung der
E-Cadherin-Transkriptmenge, wie in [127] fiir HEK-293A-Zellen unter IGF2BP1-Kockdown
beobachtet, konnte ebenfalls nicht festgestellt werden, jedoch lagen die ermittelten durch-

schnittlichen Expressionswerte fiir dieses Gen in beiden Populationen unter 0.04 FPKM, was
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auf eine fehlende Expression dieses epithelialen Markergens in ES-2-Zellen hinweisen kann.
Fiir die mRNA von S-Catenin konnte ebenfalls keine signifikante Reduktion der Expression
festgestellt werden.

Gemifs den oben beschriebenen Tests auf angereicherte biologische Prozesse, zdhlten von
den insgesamt 113 Genen, welche nach Gene Ontology-Annotation mit EMT (epithelial to
mesenchymal transition®, GO:0001837) assoziiert waren, nur sechs zu den unter IGF2BP1-
Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Genen. Nach Korrektur fiir multiples
Testen wurde diese Kategorie nicht als signifikant angereichert betrachtet (p-Wert ~ 0.04,
FDR = 0.15). Jedoch werden Gene Ontology-Annotationen aus den Ergebnissen verschie-
denartiger Experimente oder Analysen bezogen. Fiir einen relevanteren Vergleich sollten die
differentiell exprimierten Gene daher mit EMT-bezogenen Genexpressionsdaten verglichen
werden. In [44] wurde eine Liste von EMT-bezogenen Genen erstellt. Dies geschah, indem aus
einer Vielzahl von Genexpressionsexperimenten in denen EMT induziert wurde, diejenigen
Gene extrahiert wurden, welche in mindestens 10 Experimenten differentiell exprimiert waren.
Diese Liste besteht aus 365 proteinkodierenden Genen. Davon waren 35 auch im hier beschrie-
benen IGF2BP1-Knockdown-Experiment der ES-2-Zellen differentiell exprimiert. Ausgehend
von der 365 Gene umfassenden Liste wurde in [44] eine weitere, reduzierte Liste generiert,
welche nur die Gene enthilt, welche in mindestens 10 der untersuchten Experimente konsis-
tent hoch- beziehungsweise herunterreguliert waren. Diese reduzierte Liste besteht aus 131
Genen, von denen neun im vorliegenden Total-RNA-Seq differentiell exprimiert waren.

Es wurde getestet, ob die Anzahl der unter IGF2BP1-Knockdown differentiell exprimierten
Gene, welche sich in den beiden EMT-Listen befanden, signifikant hoher war als zuféllig zu er-
warten wire. Dazu wurde, wie bei den Genanreicherungsanalysen, die Verteilung der differen-
tiell exprimierten Gene, welche sich auch in den EMT-Listen befanden, als hypergeometrische
Verteilung modelliert. Anschliefend wurde die Wahrscheinlichkeit dafiir berechnet, mindes-
tens die beobachtete Anzahl differentiell exprimierter Gene in diesen Listen zu erhalten. Als
Gesamtzahl der Gene wurde die Anzahl der Gene verwendet, welche laut Ensembl-Annotation
GRCh37.75 ([18]) als proteinkodierend annotiert waren. Dies waren 20327 Gene. Als Stichpro-
bengrofe wurde die Anzahl der differentiell exprimierten proteinkodierenden Gene verwendet,
also 418.

Das bedeutet, es wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, aus einer Gesamtmenge von 20327
Genen, von denen 365 (131) am EMT-Prozess beteiligt sind, in 418 Versuchen zufillig min-
destens 35 (9) dieser EMT-assoziierten Gene auszuwéhlen. Tabelle [19|zeigt die Ergebnisse der

Anreicherungstests. In beiden Listen war der Anteil der unter [GF2BP1-Knockdown differen-
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Liste Anzahl Gene davon differentiell | P-Wert
exprimiert

EMT _dExp 365 35 4.00 - 10714

EMT _dExp core 131 9 1.57-1073

Tabelle 19: Ergebnisse der hypergeometrischen Tests auf Anreicherung von EMT-bezogenen
Genen innerhalb der Menge der in ES-2-Zellen unter IGF2BP1-Knockdown differentiell expri-
mierten proteinkodierenden Gene. Der P-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit dafiir an, zufillig
mindestens die beobachtete Anzahl differentiell exprimierter Gene aus den entsprechenden Lis-
ten zu erhalten. EMT dFEzp: Gene welche in mindestens 10 Genexpressionsexperimenten zu
EMT differentiell exprimiert waren. EMT dFExp core: Gene welche in mindestens 10 Genex-

pressionsexperimenten zu EMT konsistent hoch- oder herunterrequliert waren (aus [44)).

tiell exprimierten Gene signifikant hoher (P-Wert < 0.05) als zufillig zu erwarten wére. Tabelle
zeigt eine Ubersicht iiber die Expressionsverinderungen der neun differentiell exprimierten

Gene, welche sich auch in der reduzierten Liste (EMT _dExp core) befanden.

Unter der Annahme, dass IGF2BP1 EMT aufrecht erhélt, wiirde man durch die Reduzierung
der Expression dieses Proteins einen gegenteiligen Effekt auf diese Gene erwarten. Fiir sechs
der neun Gene galt dies jedoch nicht. Die Expression des EMT-Markers Fibronectin (FN1)
[124], sowie der Gene TMEM158 und PLAT zeigten hingegen den erwarteten Trend.

In [44] wurden Genanreicherungstests fiir KEGG-Netzwerke, sowie biologische Prozesse und
molekulare Funktionen der Gene Ontology mit den Genen aus den dort generierten EMT-
Listen durchgefithrt. Dabei wurden solche Kategorien ausgewihlt, welche fiir beide EMT-
Listen die dort verwendeten Kriterien fiir Signifikanz erfiillten. Von den so ermittelten 20
Kategorien fiir biologische Prozesse waren 17 auch in den oben beschriebenen angereicher-
ten Kategorien der unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene
vorhanden. Sieben der 15 ermittelten Kategorien fiir molekulare Funktionen waren eben-
falls im IGF2BP1-Knockdown signifikant angereichert. Von den sechs angereicherten KEGG-
Netzwerken waren ,ECM-receptor interaction®, ,focal adhesion* und ,pathways in cancer®
auch unter I[GF2BP1-Knockdown angereichert.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine Beteiligung der differentiell exprimierten Gene
an der epithelial-zu-mesenchymalen Transition und unterstiitzen damit die Theorie, dass die
Expression von IGF2BP1 in Verbindung mit diesem Vorgang steht. Fiir viele der biologischen

Prozesse und Reaktionswege, in denen, geméf der Daten aus [44], die Expression signifikant
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Gensymbol | EMT dExp core | IGF2BP1-KD
MMP2 + +
ADAMI12 + +
TMEM158 + -
COL1A1 + +
PLAT + -
FN1 + _
SERPINE1 + +
COL5A1 + +
FBN1 + +

Tabelle 20: Ezpressionsverdnderungen von Genen welche in mindestens 10 Genexpressi-
onsexperimenten zu EMT (EMT _dFEzp core) konsistent hoch- (+) oder herunterreguliert (-)
waren ({44l]) und nach IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen (IGF2BP1-KD) ebenfalls diffe-

rentiell exprimiert waren.

vieler Gene durch EMT beeinflusst wird, sind auch signifikant viele Gene nach IGF2BP1-
Knockdown in ES-2-Zellen in ihrer Expression verdndert. Der Vergleich mit Genen, welche
nach EMT-Induktion konsistent hoch- oder herunterreguliert waren ergab lediglich fiir drei
Gene einen gegenteiligen Expressionseffekt durch IGF2BP1-Knockdown. Jedoch waren die
Experimente, welche als Grundlage fiir die Erstellung der Liste der konsistent exprimierten
Gene dienten, in verschiedenen Zellsystemen und mit unterschiedlichen EMT-induzierenden

Faktoren durchgefiihrt worden.

3.4.2 Bestimmung potentieller neuer IGF2BP1-Zieltranskripte

Die Bindung von IGF2BP1 an Zieltranskripte kann die Stabilitdt, die Translation und den
Transport dieser Transkripte beeinflussen. Fiir den Grofteil der bekannten Zieltranskripte
wurde eine Erhéhung der Stabilitdt nachgewiesen. Die Bindung des IGF2BP1-Proteins an
mRNAs erfolgt hdufig in deren nichttranslatierten Bereich des 3’-Endes (3’-UTR) [4]. RNA-
Seqg-Daten konnen helfen, indirekt Einflisse auf die Stabilitdt von Transkripten zu untersu-
chen. Die Expression von IGF2BP1-Zieltranskripten, deren Stabilitdt durch Bindung an das
Protein erhdht wird, sollte in IGF2BP1-Knockdown-Populationen reduziert sein. Umgekehrt
sollte die Expression von Transkripten, welche durch IGF2BP1-Bindung destabilisiert werden,
unter IGF2BP1-Knockdown verstérkt sein. Die 3’-UTR-Bereiche vieler mRNAs enthalten oft
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Bindemotive fiir Faktoren, welche die posttranskriptionelle Genexpression regulieren. Bei die-
sen Faktoren kann es sich um RNA-bindende Proteine (RBPs) oder microRNAs handeln.
Langere 3’-UTR-Sequenzen erhéhen dabei die Wahrscheinlichkeit fiir microRNA- oder RBP-
Bindestellen.

Mit Hilfe des R-Paketes biomaRt [22] wurden die nach Ensembl (GRCh37.75) [I§] langs-
ten bekannten 3’-UTR-Sequenzen proteinkodierender Gene bestimmt. Abbildung [50] zeigt die
Verteilungen der Liangen dieser lingsten bekannten 3’-UTR-Sequenzen von in ES-2-Zellen
unter IGF2BP1-Knockdown herunterregulierten, hochregulierten, sowie zufillig ausgewahlten
proteinkodierenden Genen, welche mit hoher Wahrscheinlickeit nicht-differentiell exprimiert

(FDR = 1) waren.
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Abbildung 50: Lingste bekannte 3’-UTR-Lingen von unter IGF2BP1-Knockdown in ES-
2-Zellen differentiell exprimierten Genen. Links: Zur Basis zweti logarithmierte Quotienten
der mittleren Erpressionswerte (logaF'C) von Kontrollen und IGF2BP1-Knockdown der 203
hochregulierten (hoch), 215 herunterregulierten (runter) und 209 zufdllig ausgewdhlten, nicht
differentiell exprimierten (gleich, FDR = 1), proteinkodierenden Gene. Rechts: Langen der
nach Ensembl (GRCh37.75) [18] langsten bekannten 3’-UTR-Sequenzen der Gene. Mittels
einseitigen Mann- Whitney-Tests wurde auf statistisch signifikant lingere 8-UTR-Lingen ge-
prift; ¥*: p-Wert < 0.01; ***: p-Wert < 0.001.
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Die langsten bekannten 3’-UTR-Sequenzen der unter IGF2BP1-Knockdown herunterregulier-
ten proteinkodierenden Gene waren signifikant langer als diejenigen der hochregulierten, sowie
nicht differentiell exprimierten, Genen. Des Weiteren waren die lingsten bekannten 3’-UTR-
Sequenzen der hochregulierten Gene ebenfalls signifikant langer als die der nicht-differentiell
exprimierten Gene.

Obwohl nicht untersucht wurde, ob die theoretisch lingsten 3’-UTR-Sequenzen der Tran-
skripte den Varianten entsprachen, welche tatséchlich in ES-2-Zellen exprimiert wurden, kann
dies als Hinweis dafiir betrachtet werden, dass sich unter den differentiell exprimierten Ge-
nen viele Zieltranskripte von IGF2BP1, anderen RNA-bindenden Proteinen oder microRNAs
befinden.

Putative IGF2BP1-Zieltranskripte Um zu untersuchen, welche Transkripte der diffe-
rentiell exprimierten Gene méoglicherweise direkt von IGF2BP1 gebunden werden, wurden die
Ergebnisse des Total-RNA-Seq-Experimentes mit bereits veroffentlichten CLIP-Daten vergli-
chen. Hierfiir wurde ein PAR-CLIP-Datensatz fiir die drei Mitglieder der humanen IGF2BP-
Familie aus der RNA-Interaktionsdatenbank doRiNA [2] verwendet. In den urspriinglichen
Experimenten wurden die Mitglieder der IGF2BP-Familie in Zellen der menschlichen Nie-
renzelllinie HEK293 iiberexprimiert [46]. Fiir die Erstellung des doRiNA-Datensatzes wurden
die ermittelten genomischen Positionen der sequenzierten RNA-Fragmente mit Hilfe der Re-
ferenzannotation des humanen Genoms (hgl9) annotiert. Weiterhin wurden die Fragmente
entsprechend ihres genomischen Kontextes dahingehend klassifiziert, ob sie im 3’-UTR, im
5-UTR, in der kodierenden Sequenz oder in intronischen Bereichen auftraten. Gemaf dieser
Klassifizierung wurden vier Listen (5UTR, 3UTR, CDS, Intron) aus der doRiNA-Datenbank
heruntergeladen und fiir die anschlieffenden Analysen verwendet. Zum Vergleich mit den RNA-
Seg-Daten wurden den aus doRiNA stammenden RefSeq-Transkriptbezeichnungen (NM_ /
NR_ ) mit Hilfe des R-Paketes BioMart [22] Ensembl-Gene-IDs (ENSG) zugewiesen. Dupli-
kate, also Gennamen mit mehreren Bindestellen dergleichen Kategorie, wurden entfernt. Die
so ermittelten 7659 Gene enthielten putative IGF2BP-Bindestellen vor allem in ihren exoni-
schen Bereichen und dort hauptséchlich in den 3’-UTR-Bereichen. Allerdings enthielten 2020
Gene putative Bindestellen in intronischen Bereichen. Da die Mitglieder der IGF2BP-Familie
vorwiegend im Cytoplasma vorkommen und keine Beteiligung der Proteine an Spleifsprozes-
sen bekannt ist, deutet dies auf eine hohe Falsch-Positiv-Rate der CLIP-Stellen hin. Eine
mogliche Ursache fiir eine hohe Zahl falsch bestimmter Bindestellen ist die Uberexpression

der Proteine. Durch die daraus resultierende grofere Menge an IGF2BP-Proteinen wurde die
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Wahrscheinlichkeit erhéht, dass IGF2BP-Proteine und RNA-Molekiile innerhalb der Zelle in
unmittelbare Nahe gelangen, wodurch unspezifische Kontaktstellen durch den Cross-Linking-
Prozess konserviert wurden.

Ein Grofteil der durch weitere Methoden validierten IGF2BP1-Zielgene tauchte in den PAR-
CLIP-Daten auf. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit fiir ein zufélliges Auftauchen dieser
Gene aufgrund der groken Menge an Kandidaten hoch und die Validitit der restlichen Gene
kann damit nicht unterstiitzt werden. Das Vorhandensein eines Genes in den PAR-CLIP-Listen
wurde daher lediglich als Hinweis fiir eine mdégliche Bindung des entsprechenden Transkriptes
an ein IGF2BP-Protein betrachtet.

Von den 418 proteinkodierenden Genen, welche in ES-2-Zellen unter IGF2BP1-Knockdown
als differentiell exprimiert bestimmt worden waren, entsprachen 201 (x~ 43 %) putativen Bin-
dungspartnern von IGF2BPs in HEK293-Zellen. Von diesen waren 144 (=~ 72 %) in ES-2-Zellen
unter IGF2BP1-Knockdown herunterreguliert. Die Stabilitidt der entsprechenden Transkripte
konnte durch Bindung an IGF2BP1 erhoht werden. Abbildung [(I] zeigt die Aufteilung der
differentiell exprimierten Gene nach dem Vorhandensein von PAR-CLIP-Bindestellen. In Ab-

nicht geCLIPed,
hochreguliert

geCLIPed,
hochreguliert

nicht geCLIPed,
herunterreguliert

geCLIPed,
herunterreguliert

Abbildung 51: Aufteilung der unter IGF2BPI1-Knochkdown in ES-2-Zellen hoch- bezie-
hungsweise herunterrequlierten proteinkodierenden Gene auf solche, welche in HEK-293-Zellen

PAR-CLIP-Bindestellen aufwiesen (geCLIPed) oder nicht (nicht geCLIPed).

bildung [52] zeigt die Aufteilung der unterschiedlichen Bindestellenkategorien der differentiell
exprimierten Gene mit PAR-CLIP-Bindestellen. Fiir die iiberwiegende Mehrheit (=~ 92 %) der
differentiell exprimierten proteinkodierenden Gene mit PAR-CLIP-Bindestellen waren solche

in den 3-UTR-Bereichen der entsprechenden mRNAs zu finden. Aber auch innerhalb der
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Abbildung 52: Verteilung von PAR-CLIP-Bindestellen der Gene, deren Transkripte in ES-
2-Zellen nach IGF2BP1-Knockdown differentiell exprimiert wurden. Links: Uberlappungen
der Bindestellenkategorien der insgesamt 201 differentiell exprimierten Gene, welche PAR-
CLIP-Bindestellen fir Proteine der IGF2BP-Faomilie in HEK293-Zellen aufwiesen. Rechis:
Kategorien der CLIP-Bindestellen und der Prozentsatz der jeweils hoch- beziehungsweise her-

unterrequlierten Gene, welche die entsprechenden Bindestellen aufwiesen.
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kodierenden Bereiche waren hiufig (= 62 %) Bindestellen vorhanden. Und fiir etwa jedes
fiinfte Gen waren Bindestellen innerhalb von intronischen Bereichen bestimmt worden. Fiir
die Mehrzahl der Gene gab es in jeweils mehreren der genannten Bereiche Bindestellen. Die
mRNAs von acht Genen wiesen Bindestellen aus allen vier Kategorien auf, darunter auch die
mRNA des IGF2BP1-Gens.

Zusammengefasst ergab der Vergleich der unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen diffe-
rentiell exprimierten Gene mit PAR-CLIP-Daten fiir IGF2BP-Proteine, dass 201 der differen-
tiell exprimierten proteinkodierenden Gene in HEK-293-Zellen CLIP-Bindestellen aufwiesen.
Die Expression des Grofteils dieser Gene war unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen
herunterreguliert. Obwohl die PAR-CLIP-Experimente in einem anderen Zellsystem und un-
ter Uberexpression der IGF2BP-Proteine durchgefithrt worden waren, lieferten diese Daten
Hinweise auf mogliche IGF2BP1-Zielgene, deren Stabilitdt durch Bindung an IGF2BP1 in

ES-2-Zellen modifiziert werden kann.

Putative microRNA-Ziele Fiir einige IGF2BP1-Zieltranskripte ist bekannt, dass sie durch
Bindung an das IGF2BP1-Protein vor microRNA-vermitteltem Abbau geschiitzt werden [26]
43), 11]. Um zusétzliche potentielle Zieltranskripte, welche durch IGF2BP1-Bindung vor dem
Abbau durch microRNA-Bindung geschiitzt werden, zu identifizieren, wurden die Resultate
des Total-RNA-Seq mit denen des microRNA-Seq verglichen. Mit Hilfe des R-Paketes multi-
MiR [101], wurden putative mRNA-microRNA-Bindungen bestimmt (s. Abschnitt [2.6.5).
Hierfiir wurden nur solche microRNAs verwendet, welche geméft der microRNA-Seq-Daten
zwei Bedingungen erfiillten. Zum einen sollten die microRNAs sowohl in den Kontroll-, als auch
in den Knockdown-Proben eine hohe Abundanz aufweisen. Daher wurden alle microRNAs ver-
worfen, denen im Durchschnitt iiber alle vier betrachteten Proben weniger als 100 Reads je
Million gemappter Reads (RPM) zugeordnet worden waren. Von den iibrigen microRNAs
wurden nur solche betrachtet, deren Expression mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht durch
den IGF2BP1-Knockdown beeintréchtigt wurde. Deshalb wurden von den hochabundanten
microRNAs diejenigen herausgesucht, deren FDR fiir den Test auf differentielle Expression 1
betrug. Insgesamt 92 verschiedene microRNAs erfiillten diese Bedingungen. Eine Auflistung
dieser microRNAs befindet sich im Anhang (Tabelle [AT).

Fiir die Bestimmung potentieller mRNA-Bindungspartner fiir diese microRNAs wurden die
203 unter IGF2BP1-Knockdown hochregulierten, sowie die 215 herunterregulierten protein-
kodierenden Gene verwendet. Um diese mit einer dhnlich grofsen Menge nicht-differentiell

exprimierter mRNAs zu vergleichen, wurden zusitzlich zufillig 209 proteinkodierende Gene
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ausgewdhlt, deren FDR fiir den Test auf differentielle Expression 1 betrug. Abbildung [53]
zeigt welcher Anteil dieser drei mRNA-Populationen (hochreguliert, herunterreguliert, nicht-
differentiell exprimiert), jeweils von den, in ES-2-Zellen am stérksten und nicht-differentiell
exprimierten, microRNAs gebunden werden konnte. Zudem sind die Verteilungen der Anzahl

der pro mRNA putativ bindenden verschiedenen microRNAs aufgezeigt.
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Abbildung 53: Anteil und Verteilung vorhergesagter microRNA-Bindungen von, in ES-2-
Zellen unter IGF2BP1-Knockdown, differentiell und nicht-differentiell exprimierten protein-
kodierenden Genen. Links: Anteil der hochregulierten (hoch), herunterregulierten (runter) und
nicht-differentiell exprimierten (gleich) proteinkodierenden Gene, welche als Ziele der, in ES-
2-Zellen am stirksten (RPM > 100) und nicht-differentiell exprimierten, microRNAs vor-
hergesagt wurden. Rechts: Verteilungen der pro mRNA putativ bindenden nichi-differentiell
exprimierten microRNAs, denen im Durchschnitt mindestens 100 RPM zugeordnet wurden.
Die Anzahlen putativ bindender unterschiedlicher microRNAs pro mRNA wurden mittels zwei-
seitigen Mann-Whitney-Tests auf statistische Signifikanz geprift; n.s.: nicht signifikant; ***:
p-Wert < 0.001.

Wihrend fiir circa die Hélfte der hochregulierten beziehungsweise nicht-differentiell expri-
mierten Gene putativ bindende microRNAs gefunden wurden, war dies fiir ungefahr 84 % der

herunterregulierten Gene der Fall. Zudem war die Anzahl der pro herunterregulierter mRNA
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putativ bindenden, verschiedenen microRNAs signifikant hoher, als die Anzahl putativ bin-
dender microRNAs fiir hochregulierte beziehungsweise nicht-differentiell exprimierte Gene.
Dies kinnte darauf hindeuten, dass viele der unter IGF2BP1-Kockdown in ihrer Expression
reduzierten Gene durch Bindung an IGF2BP1 in ihrer Stabilitdt erhoht werden, indem sie
dadurch vor microRNA-Bindung-vermitteltem Abbau geschiitzt werden.

Um aus der Menge der unter IGF2BP1-Knockdown herunterregulierten proteinkodierenden
Gene Kandidaten zu finden, welche moglicherweise durch Bindung an IGF2BP1 vor Abbau,
induziert durch microRNA-Bindung, geschiitzt werden, wurden diejenigen mRNAs heraus-
gesucht, welche vorhergesagte microRNA-Bindungen und zusétzlich PAR-CLIP-Bindestellen
aufwiesen. Unter den so bestimmten 124 Genen befand sich mit IGF2BP1 nur ein bereits
validiertes Zielgen des IGF2BP1-Proteins. Die iibrigen 123 Gene stellen somit putative neue
IGF2BP1-Zielgene dar. Insgesamt 17 dieser Gene gehdren zu jenen signifikant angereicher-
ten biologischen Prozessen der Gene Ontology, deren Bezeichnungen die Begriffe ;migration®,
sadhesion“ oder ,extracellular matrix enthalten. Fiir diese putativen IGF2BP1-Zielgene kann
demnach eine Beteiligung an Zellmigrationsprozessen vermutet werden.

Ob die entsprechenden Transkripte der so bestimmten putativen IGF2BP1-Zielgene tatsich-
lich von IGF2BP1 gebunden werden und ob diese dariiber hinaus durch die Bindung vor
microRNA-vermitteltem Abbau geschiitzt werden, muss jedoch noch durch weitere Experi-
mente validiert werden. Tabelle listet die zehn Kandidaten auf, fiir welche die héchste
Anzahl verschiedener putativ bindender microRNAs vorhergesagt wurde. Die vollstdndige

Liste der potentiellen IGF2BP1-Zielgene befindet sich im Anhang (Tabelle .
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Gensymbol logoFC FDR Anzahl unterschiedlicher putativ
bindender microRNAs
ABL2 —1.20 5.93-1073 31
SLC7A11 —2.03 6.77 - 1073 28
ARPP19 —1.34 2.76 - 1072 25
CCDC6 -3.11 3.15- 10722 23
IGF2BP1 —2.03 1.57-1071 20
DCBLD2 —1.32 7.94-1073 20
UHMK1 —1.28 1.99 1072 19
BZW1 —1.41 3.94-1072 19
BEND4 —1.19 5.83-1073 18
MTDH —1.51 4.02-1072 18

Tabelle 21: Potentielle IGF2BP1-Zielgene mit der hochsten Anzahl wvorhergesagter
microRNA-Bindungen. Durch IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen in ihrer Erpression re-
duzierte proteinkodierende Gene, fir die in HEK-293-Zellen PAR-CLIP-Bindestellen fiir
IGF2BP-Proteine gefunden wurden und welche putative Ziele fiir in ES-2-Zellen stark expri-
mierte (RPM > 100) microRNAs darstellen. Loga F'C': Zur Basis zwei logarithmierte Quoti-
enten der mittleren Fxpressionswerte von Kontroll- und IGF2BPI1-Knockdown-Proben. FDR:
False Discovery Rate; Fiir multiples Testen ouf differentielle Expression korrigierte P-Werte.
Grau untermalte Gensymbole kennzeichnen Gene, welche an signifikant angereicherten biologi-

schen Prozessen (Gene Ontology) beteiligt sind, deren Bezeichnungen die Begriffe ,migration”,

Ladhesion® oder ,extracellular matriz® enthalten.
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4 Diskussion

Applikationen zur automatisierten Quantifizierung von Zellmigration Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden zwei Methoden entwickelt, mit denen in-vitro-Zellmigrations-
experimente automatisiert ausgewertet werden kénnen. Beide Methoden wurden mit dem Ziel
der einfachen Benutzbarkeit entwickelt. Sie wurden als Bestandteil des MiToBo-Projektes [83]
implementiert, wodurch sie kostenlos und fiir eine Vielzahl von Computerplattformen verfiig-
bar sind.

Mit dem CellMigrationAnalyzer kann die Migration fluoreszenzmarkierter Zellen in 2D-Einzel-
zell-Tracking-Experimenten quantifiziert werden. Dabei wird fiir die detektierten Zellen eine
Vielzahl migrations- und formbezogener Merkmale berechnet. Vergleiche mit manuell erhobe-
nen Referenzdaten verschiedener Zelltypen zeigten eine groke Ubereinstimmung der ermittel-
ten Werte. Der CellMigrationAnalyzer wurde verwendet, um eine Vielzahl unterschiedlicher
Zelllinien zu untersuchen. Die getesteten Zellen exprimierten entweder fluoreszierende Pro-
teine oder waren mit fluoreszierenden Farbstoffen eingefirbt worden. Durch die Ermittlung
von Migrationsparametern, wie der Gerichtetheit oder Migrationsrichtung, ist die Applikati-
on auch geeignet, Chemotaxis einzelner Zellen zu untersuchen. Die Ausgabe formbezogener
Merkmale erlaubt zudem die Untersuchung von Formverdnderungen. Dadurch ist es mog-
lich, Verdnderungen der Gestalt mit dem Migrationsverhalten zu korrelieren. Der Vergleich
mit Ergebnissen anderer aktueller Programme, welche fiir die automatisierte Auswertung von
Einzelzellmigration entwickelt wurden, zeigte, dass der CellMigrationAnalyzer dhnlich gute
Ergebnisse produzieren kann, wie die besten der getesteten Programme. Diese Ergebnisse zeig-
ten jedoch auch, dass die Qualitdt der Ergebnisse des CellMigrationAnalyzer stark von der
Auswahl geeigneter Programmparameter abhéngt. Die Anzahl der Parameter, welche einen
Einfluss auf die Segmentierungs- und Zuordnungsergebnisse ausiiben ist jedoch geringer als
die der anderen Programme. Dies vereinfacht die Bedienung der Applikation. Eine Moglich-
keit, aneinandergrenzende oder iiberlappende Zellen mit komplexer Morphologie zuverléssig
als separate Zellen zu segmentieren, konnte nicht gefunden werden. Jedoch konnen solche
Ereignisse durch Analyse der Verdnderungen detektierter Zellflichen erkannt werden. Detek-
tierte Objekte, welche demnach mehr als eine Zelle darstellen, werden von der Auswertung
ausgeschlossen. Dies kann jedoch dazu fiithren, dass fiir dieselben Zellen unter Umsténden
mehrere Trajektorien erstellt werden. Deshalb sollte die Zelldichte in Videos, welche mit dem
CellMigrationAnalyzer ausgewertet werden, nicht zu hoch sein. Die in Abschnitt beschrie-

benen Werte stellen eine Orientierung fiir Zellzahlen dar, mit denen gute Ergebnisse erzielt
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wurden. Weiterhin sollten Zelltypen vermieden werden, welche dazu neigen, auch unter gerin-
ger Zelldichte Verbénde zu bilden.

Zusammenfassend zeichnet sich der CellMigrationAnalyzer durch verléssliche Ergebnisse, so-
wie vielfiltige Anwendungsmoglichkeiten und eine einfache Bedienbarkeit, als geeignetes Werk-
zeug fiir die automatisierte Auswertung von 2D-Einzelzelltracking-Experimenten mit fluores-
zenzmarkierten Zellen aus. Die verwendeten Algorithmen lassen sich mit geringem Aufwand
dahingehend modifizieren, dass 3D-Bilddaten fluoreszenzmarkierter Zellen bearbeitet werden
konnen. Dadurch wére es moglich 3D-Einzelzelltracking-Experimente auszuwerten.

Ein Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie im Vergleich zu Durchlichtmikroskopie ist der hohe-
re Kontrast der fluoreszierenden Objekte, welcher die Detektion dieser Objekte erleichtert.
Zudem ist es méglich, durch gezielte Anregung oder Detektion von Fluoreszenz in definier-
ten Fokusebenen, hochauflésende 3D-Rekonstruktionen der fluoreszierenden Objekte zu er-
stellen. Dies wird zum Beispiel in der Konfokal- oder Multi-Photon-Mikroskopie ausgenutzt.
Fir die Erstellung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen lebender Zellen, werden diese mit
fluoreszierenden Farbstoffen geféirbt oder gentechnisch dahingehend veréndert, dass sie fluo-
reszierende Proteine exprimieren. Dies kann jedoch zu unvorhersagbaren Verdnderungen im
Stoffwechsel der Zellen fithren, welche sich wiederum auf beobachtbare Eigenschaften, wie bei-
spielsweise das migratorische Verhalten der Zellen, auswirken kénnen. Hinzu kommen mogliche
phototoxische Effekte, welche durch die Bestrahlung der Zellen mit intensiven Lichtquellen,
zum Zweck der Fluoreszenzanregung, induziert werden kénnen. Diese Probleme kénnen durch
die Verwendung von Durchlichtmikroskopie vermieden werden. Die Detektion von Zellen in
Durchlichtmikroskopaufnahmen ist jedoch auch unter Verwendung kontraststeigernder Me-
thoden, wie beispielsweise Phasenkontrastmikroskopie oder Differential-Interferenz-Kontrast,
aufwandiger als in Fluoreszenzmikroskopaufnahmen. Dennoch wurden bereits Verfahren ent-
wickelt, welche einzelne Zellen erfolgreich in Durchlichtmikroskopaufnahmen detektieren kén-
nen, beispielsweise [I13]. Der CellMigrationAnalyzer wiirde von einer zusitzlichen Option
zur zuverldssigen Segmentierung von Zellen in Durchlichtmikroskopaufnahmen profitieren, da
die Anwendbarkeit der Applikation dadurch groker wiirde. Zudem koénnte damit ein Finfluss
verschiedener Fluoreszenzmarkierungen im Vergleich zu unmarkierten Zellen automatisiert
untersucht werden.

Die zweite fiir diese Arbeit entwickelte Applikation, der ScratchAssayAnalyzer, dient der auto-
matisierten Auswertung von Scratch- und Gap-Closure-Assays. Diese Experimentarten stellen
eine giinstige und einfach durchfithrbare Moglichkeit dar, das Migrationspotential kollektiv mi-

grierender Zellen zu untersuchen [72]. Der ScratchAssayAnalyzer kann die Wundfléchen sowohl
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in Durchlichtaufnahmen, als auch in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen detektieren. Ver-
gleiche mit manuell segmentierten Referenzwunden ergaben hohe Ubereinstimmungen mit den
Ergebnissen des ScratchAssayAnalyzer. Diese Ubereinstimmungen waren fiir Bilder fluores-
zenzmarkierter Zellen grofer als fiir Durchlichtbilder. Dennoch zeigten Vergleiche mit anderen
Programmen zur automatisierten Quantifizierung von Wundfléchen in Scratch-Assay-Bildern,
dass mit dem ScratchAssayAnalyzer unterschiedliche Arten von Durchlichtaufnahmen zuver-
lassiger ausgewertet werden konnen. Es stellte sich heraus, dass die beiden fiir die Vergleiche
verwendeten Programme, CellProfiler [67] und TScratch [39], hohere Anforderungen an den
Kontrast der zu bearbeitenden Bilder stellen. Dariiberhinaus erfordert die Bedienung dieser
Programme das Einstellen einer weitaus héheren Parameteranzahl. Die SVM-basierte Klas-
sifizierung erwies sich als geeignetes Mittel zur Identifizierung von Bildern mit geschlossenen
Wundflachen. Dabei stellte sich heraus, dass auch die Klassifikationsrate auf Fluoreszenzmi-
kroskopiebildern etwas héher war.

Dies zeigt, dass der ScratchAssayAnalyzer ein geeignetes Werkzeug fiir die quantitative Ana-
lyse von Scratch- beziehungsweise Gap-Closure-Assays darstellt. Die Tatsache, dass die Ap-
plikation bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedlicher Universititen verwendet
wurde, um Scratch-Assay-Experimente zu analysieren, unterstiitzt diese Aussage. Beispiele

finden sich in [122], [50] und [62].

Migrationspotential von Zellen nach IGF2BP1-Knockdown CellMigrationAnalyzer
und ScratchAssayAnalyzer wurden verwendet, um das Migrationsverhalten tumorabgeleiteter
Zellen, in denen die Expression des onkofotal exprimierten RNA-bindenden Proteins IGF2BP1
reduziert wurde, zu untersuchen.

In Einzelzell-Tracking-Experimenten konnte fiir osteosarkomabgeleitete U-20S-Zellen gezeigt
werden, dass der transiente Knockdown von IGF2BP1 mit zwei verschiedenen siRNAs die Ge-
schwindigkeit der Zellen in beiden Féllen signifikant reduzierte. Wahrend jedoch der Knock-
down mit der siRNA, welche die Geschwindigkeit der Zellen deutlicher verringert hatte, auch
zu einer signifikanten Reduktion der Gerichtetheit fiihrte, war nach dem Knockdown mit der
zweiten siRNA keine signifikante Verdnderung der Gerichtetheit beobachtet worden. Diese
Diskrepanz ist moglicherweise auf Kreuzreaktionen einer oder beider siRNAs mit weiteren
Transkripten zuriickzufithren. Um die Wirkung solcher Kreuzreaktionen zu vermindern, wur-
den Knockdown-Experimente in ovarialkarzinomabgeleiteten ES-2-Zellen mit einer Kombina-
tion aus 12 verschiedenen, gegen IGF2BP1-gerichteten, siRNAs durchgefiihrt. Dies fithrte zu

einer signifikant reduzierten Geschwindigkeit im Vergleich zu Kontrollzellen, jedoch wurde
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kein signifikanter Unterschied in der Gerichtetheit festgestellt.

Ein weiterer Versuch zur Untersuchung der Wirkung einer Reduktion der endogenen IGF2BP1-
Menge auf die Geschwindigkeit von ES-2-Zellen wurde in [11] durchgefiihrt. Dort wurde der
CellMigrationAnalyzer verwendet um zu untersuchen, wie sich der siRNA-vermittelte Knock-
down von IGF2BP1 auf die Migrationsgeschwindigkeit von ES-2-Zellen, in denen die Aktivitét
von microRNAs der let-7-Familie reduziert worden war, auswirkt. Die Versuche wurden sowohl
mit Zellen, welche auf kollagenbeschichteten Oberflichen ausplattiert wurden, als auch mit
Zellen, welche in 3D-Kollagenmatrizen eingebettet wurden, durchgefiihrt. Fiir die Auswertung
der Zellen in der 3D-Matrix wurden Maximalprojektionen der aufgenommenen 3D-Volumen
verwendet, das heift, die axialen Komponenten der Zellbewegungen wurden nicht betrachtet.
Die Reduktion der let-7-Aktivitét fithrte sowohl in den 2D-, als auch in der 3D-Umgebungen
zu einer signifikanten Erhdhung der Geschwindigkeit, welche durch IGF2BP1-Knockdown je-
doch wieder deutlich reduziert werden konnte.

In [I09] fiihrte die Uberexpression eines GFP-fusionierten IGF2BP1-Orthologen aus dem
Huhn (GFP-chZBP1) in U-20S-Zellen zu einer signifikanten Erhohung der mittleren Ge-
schwindigkeit und Gerichtetheit im Vergleich zu GFP-exprimierenden Zellen. Durch siRNA-
vermittelten GFP-chZBP1/IGF2BP1-Knockdown konnte anschliefend die mittlere Geschwin-
digkeit der GFP-chZBP1-iiberexprimierenden Zellen soweit reduziert werden, dass sie etwa
dem Wert der GFP-exprimierenden Zellen entsprach. Dieser Knockdown fithrte jedoch zu kei-
ner signifikanten Reduktion der Gerichtetheit der U-20S-Zellen.

Auch in [69] fiihrte IGF2BP1-Uberexpression in vitro zu hoheren Geschwindigkeiten, sowie er-
hohter Gerichtetheit. Die dort verwendeten mammakarzinomabgeleiteten MTLn3-Zellen zeig-
ten nach IGF2BP1-Uberexpression zudem eine verringerte Fihigkeit sich einem Lockstoff-
gradienten (EGF) zuzuwenden. Das verringerte chemotaktische Potential der Zellen wurde
einer durch IGF2BP1-vermittelten erhthten Polaritit zugeschrieben, welche die Fahigkeit der
Zellen, auf chemotaktische Signale zu reagieren, verminderte. Allerdings wurden fiir dieses
Chemotaxisexperiment nur sehr wenige Zellen betrachtet, so dass die Zuverldssigkeit dieser
Schlussfolgerung bezweifelt werden kann. In einem weiteren Versuch dieser Studie wurden
GFP- und GFP-IGF2BP1-iiberexprimierende MTLn3-Zellen in die Brustfettpolster von Rat-
ten injiziert und mittels Zwei-Photon-Mikroskopie beobachtet. Dabei zeigte sich, dass die
GFP-IGF2BP1-iiberexprimierenden Zellen, im Gegensatz zu den GFP-exprimierenden Zel-
len, nicht in Richtung der n&chstgelegenen Blutgefife orientiert waren. Zudem zeigten sie
eine geringere Motilitdt. Diese Werte wurden jedoch lediglich durch das Zahlen der beobach-

teten optischen Felder, in denen Zellbewegungen gesehen wurden, gewonnen. Das reduzierte
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chemotaktische Potential wurde als mogliche Ursache fiir eine metastasierungshemmende Wir-
kung von IGF2BP1 vorgeschlagen. Auf eine antimetastatische Wirkung von IGF2BP1 kann
auch durch die Resultate aus [45] geschlossen werden. Dort wurde gezeigt, dass IGF2BP1-
Expression in menschlichen Brustkrebsmetastasen im Vergleich zu den entsprechenden Pri-
mértumoren deutlich reduziert war. Weiterhin war die Expression von IGF2BP1 in metasta-
tischen brustkrebsabgeleiteten Zelllinien verschiedener Sdugetierspezies im Vergleich zu nicht-
metastatischen Zelllinien reduziert. ShRNA-vermittelter IGF2BP1-Knockdown in der nicht-
metastatischen menschlichen Zelllinie T47D fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der Zellanzahl,
welche in einem Transwell-Invasion-Assay mit Heregulin-Gradienten die Filtermembran pas-
sierten. Daraus wurde auf eine suppressive Wirkung von IGF2BP1 auf das Migrationspoten-
tial von Brustkrebszellen geschlossen. Allerdings kann Zellmigration mit Transwell-Invasion-
Assays nicht direkt gemessen werden. Eine verringerte Fahigkeit der IGF2BP1-exprimierenden
Zellen auf chemotaktische Signale zu reagieren, wie in [69] vorgeschlagen, kénnte die nach
IGF2BP1-Knockdown erhéhte Anzahl beobachteter Zellen ebenfalls erkldren. Den Beobach-
tungen metastasierungshemmender Wirkung von IGF2BP1 stehen jedoch Erkenntnisse aus
[110] und [21] gegeniiber. In diesen Arbeiten wurde gezeigt, dass Tumore mit hoher IGF2BP1-
Expression zu Metastasenbildung neigten.

Die fiir die vorliegende Arbeit ausgewerteten Scratch-Assay-Experimente bestétigten ein ver-
mindertes Migrationspotential von Zellen mit reduzierter IGF2BP1-Expression. Der siRNA-
vermittelte Knockdown in GFP-exprimierenden U-20S-Zellen fiithrte, wie auch in [109], zu
einen verzogerten Wundschluss im Vergleich zu Kontrollzellen. Zusédtzlich zu Knockdown-
Experimenten mit einzelnen siRNAs, wurde fiir die Experimente der vorliegenden Arbeit ein
IGF2BP1-Knockdown mit 12 verschiedenen siRNAs durchgefiihrt. Dieser fithrte, im Vergleich
zu IGF2BP1-Knockdowns mit einzelnen siRNAs, zu einer geringeren, aber dennoch signifi-
kanten Verzogerung des Wundschlusses.

In [127] konnte mit Hilfe des Scratch Assay Analyzer gezeigt werden, dass IGF2BP1-Knockdown
mittels lentiviral tranduzierten shRNAs in melanomabgeleiteten HT-144-Zellen ebenfalls eine
Reduktion des Wundschlusses bewirkt.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Reduktion der endogenen IGF2BP1-Expres-
sion zu einem verminderten Migrationspotential in verschiedenen tumorabgeleiteten Zellen
fiihrte. Dies dufserte sich in reduzierter Geschwindigkeit von Zellen in Einzelzell-Tracking-
Experimenten, sowie verzdgertem Wundschluss in Scratch- Assay-Experimenten. Diese Ergeb-
nisse bestédtigen Beobachtungen, dass IGF2BP1-Expression das Migrationspotential von Tu-

morzellen in vitro erhdht.
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Um ein vollsténdigeres Bild der Wirkung von IGF2BP1 auf die Migration von Tumorzellen zu
erhalten, konnten Einzelzell-Tracking- und Scratch-/Gap-Closure-Experimente mit einer Viel-
zahl verschiedener Tumorzelllinien durchgefiihrt werden. Chemotaxis-Assays kénnten zudem
helfen, die kontroversen Erkenntnisse beziiglich der Wirkung von IGF2BP1 auf das chemo-
taktische Potential von Tumorzellen, zu verstehen. Mit Hilfe der fiir die vorliegende Arbeit
entwickelten Applikationen zur automatisierten Analyse solcher Experimente, kénnten diese
in kurzer Zeit ausgewertet werden. Dabei sollten sowohl IGF2BP1-Uberexpressions-, als auch
-Knockdown-Experimente in Betracht gezogen werden. Aussagen iiber Gerichtetheit der Zel-
len sollten zudem in Zusammenhang mit Expressionswerten des Proteins PTEN betrachtet
werden, da fiir dieses ein IGF2BP1-abhingiger Einfluss auf die gerichtete Zellmigration ge-
zeigt wurde [109].

Auf zweidimensionalen Oberflichen ausgesite Zellen zeigen, im Vergleich zu Zellen, welche
sich in dreidimensionalen Gelen befinden, deutliche Unterschiede in Bezug auf Form, sowie
Organisation des Zytoskeletts und Aufbau von Zell-Matrix-Kontakten [34, 27]. Die Einbet-
tung von Tumorzellen in Gele, deren Zusammensetzung einer extrazelluldren Matrix dhnelt,
wiirde die natiirliche Umgebung der Zellen besser simulieren. Dadurch kénnte ein natiirlicheres
Verhalten der Zellen stimuliert werden. In Kombination mit geeigneten Aufnahmetechniken
und Algorithmen, welche fiir die Auswertung der Zellmigration in 3D-Umgebungen angepasst
sind, konnten so noch realistischere Daten aus in-vitro-Zellmigrationsexperimenten gewonnen
werden.

Um die Relevanz der mittels in-vitro-Experimenten gewonnenen Erkenntnisse fiir pathophy-
siologische Vorgénge zu iiberpriifen, miissen zusétzlich in-vivo-Experimente durchgefiihrt wer-
den. Hierfiir kénnten transgene Mausmodelle verwendet werden. Die Tiere kénnten beispiels-
weise so verdndert werden, dass sie ubiquitédr oder in spezifischen Geweben ein Fusionsprotein,
bestehend aus IFG2BP1 und einem fluoreszierenden Protein, exprimieren. Die Entstehung von
Prim&rtumoren und Metastasen kénnte dann mit Bildaufnahmesystemen, welche Fluoreszenz
innerhalb lebender Tiere anregen und detektieren konnen (Small Animal Imaging), untersucht
werden. Die Auswirkungen von Xenotransplantationen, bei denen IGF2BP1-exprimierende
Zellen in Versuchstiere implantiert werden, kdnnten ebenfalls auf diese Weise analysiert wer-

den.

Expression migrationsrelevanter Gene Um den Einfluss von IGF2BP1 auf die Expressi-
on migrationsrelevanter Gene zu untersuchen, wurden Total-RNA-Seq-, sowie microRNA-Seq-

Experimente mit ES-2-Zellen durchgefiihrt, in denen die endogene IGF2BP1-Expression mit-
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tels siRNA-vermitteltem Knockdown reduziert worden war. Der IGF2BP1-Knockdown wurde
mit der gleichen Kombination aus verschiedenen siRNAs durchgefiihrt, mit der auch die ES-
2-Zellen fiir die Finzelzell-Tracking-Experimente transfiziert worden waren. Obwohl vorange-
gangene PCR-basierte Tests auf Mykoplasmakontamination kein positives Ergebnis erzielten,
konnte in allen Proben eine hohe Anzahl Reads Mykoplasmengenomen zugeordnet werden.
Als Konsequenz konnte eine Infektion der Zellen mit diesen parasitiren Bakterien nicht aus-
geschlossen werden. Die Ursache fiir die Diskrepanz der PCR- und RNA-Seqg-basierten De-
tektionsmethode war nicht bekannt. Dies sollte jedoch vor der Durchfiihrung zukiinftiger Ex-
perimenter dieser Art genauer untersucht werden. Genexpressionsanalysen von chronisch mit
Mycoplasma hominis infizierten Hela-Zellen zeigten eine verdnderte Genexpression von mehr
als 1700 Genen im Vergleich zu nichtinfizierten Zellen [53]. Da geméf RNA-Seq-basiertem Test
sowohl Knockdown- als auch Kontrollzellen die Infektion zeigten, sollte die differentielle Ex-
pression von Genen dennoch iiberwiegend durch den IGF2BP1-Knockdown verursacht worden
sein. Jedoch ist nicht auszuschliefien, dass das Ausmaf der differentiellen Expression einzelner
Gene durch eine Infektion mit Mykoplasmen beeinflusst wurde.

Bereits bekannte Ursachen fiir einen Finfluss von IGF2BP1 auf die Zellmigration beinhalten
die Umgestaltung des Zytoskeletts durch die Beeinflussung von Faktoren, welche den Auf-
und Abbau von Aktinfasern koordinieren [29] 54, 109] [75]. Des Weiteren ist ein Einfluss von
IGF2BP1 auf Zelladhésion berichtet worden. In [117] fithrte der siRNA-vermittelte gleich-
zeitige Knockdown von IGF2BP1 und IGF2BP3 in HeLa-Zellen zu geringerer Adhésion und
kleineren Zellfldchen auf mit Laminin-1 beschichteten Oberflachen. In der vorliegenden Arbeit
wurde nach siRNA-vermitteltem Knockdown von IGF2BP1 in U-20S5-Zellen keine signifikante
Verénderung der Zellflichen festgestellt. Jedoch fiihrte der IGF2BP1-Knockdown in ES-2-
Zellen zu einer deutlichen Zunahme der mittleren Zellflichen. Die groferen Flichen deuten
dabei auf eine verstirkte Adhésion der Zellen an die verwendete Collagen 1-Beschichtung.
Eine Zunahme der Zellflachen nach IGF2BP1-Knockdown wurde in [127] fiir HEK293-Zellen
ebenfalls beobachtet. Zusétzlich durchgefiihrte durchflusszytometrische Analysen dieser Zellen
zeigten, dass die Volumina der Zellen unveréndert waren. Die grokeren Flichen resultierten
daher aus einer gréfseren Ausbreitung der Zellen, welche, zumindest partiell, durch eine stér-
kere Adhésion verursacht wurde. Der zusétzliche IGF2BP3-Knockdown, sowie die verwendete
Laminin-1-Beschichtung, kénnten Ursachen fiir die in [117] berichteten gegenteiligen Effekte
auf Adhésion sein. Weitere Experimente zur Adhésion von verschiedenen Zellmodellen unter
separaten IGF2BP1- und IGF2BP3-Knockdown-Bedingungen, sowie mit verschiedenen Be-

schichtungsproteinen, kdnnten helfen die gegensétzlichen Resultate aufzuklaren.
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Genanreicherungsanalysen der differentiell exprimierten Gene des in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Total-RNA-Seq-Experimentes legen nahe, dass IGF2BP1 unter anderem die
Expression von Genen beeinflusst, welche an Zellmigration im Allgemeinen, aber auch an Zel-
ladhésion und an der Umgestaltung der extrazelluldren Matrix beteiligt sind. Beispielsweise
wurden Gene, deren Produkte Bestandteile der extrazelluldren Matrix spalten kénnen, diffe-
rentiell exprimiert. Zu diesen gehdrten Mitglieder der MMP- und ADAMTS-Proteinfamilie.
Aber auch die Expression von Genen deren Produkte selbst Bestandteil der extrazelluldren
Matrix sein kénnen, war nach IGF2BP1-Knockdown verdndert. Dazu zéhlten verschiedene
Kollagengene, sowie das Gen fiir Fibronectin (FN1). Die Fahigkeit zur Umgestaltung der
sie umgebenden extrazelluldren Matrix ist Voraussetzung dafiir, dass Tumorzellen in fremde
Gewebe eindringen konnen. Die Expression der Kollagenase MMP1 war unter IGF2BP1-
Knockdown reduziert. Zudem konnte beobachtet werden, dass in Collagen 1-Gele eingebet-
tete ES-2-Zellen, in denen die Expression von IGF2BP1 reduziert worden war, ein reduzier-
tes Migrationspotential aufwiesen [II]. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine Reduktion
der IGF2BP1-Expression die Invasivitit dieser Zellen reduzieren kann. Um den Einfluss von
IGF2BP1 auf Tumorzellinvasivitit genauer zu betrachten, sollten Experimente dazu an wei-
teren Zelllinien durchgefithrt werden.

Die beobachteten Phénotypen, sowie Anreicherungsanalysen der unter IGF2BP1-Knockdown
differentiell exprimerten Gene, deuten zudem auf eine Beteiligung von IGF2BP1 am Prozess
der epithelial-zu-mesenchymalen Transition (EMT) hin. Die mittels der Migrationsanalysen
beobachtete Reduktion der Geschwindigkeiten verschiedener Zelllinien und die Tatsache, dass
der mesenchymale Marker Fibronectin nach Reduktion der IGF2BP1-Proteinmenge in seiner
Expression ebenfalls reduziert war, 1asst vermuten, dass IGF2BP1 mesenchymale Figenschaf-
ten der Zellen aufrechterhilt oder auch verstirkt. Dies wurde bereits in [127] postuliert.
Insgesamt deuten die hier gezeigten, sowie der Grofsteil bereits publizierter Ergebnisse dar-
aufhin, dass verstirkte IGF2BP1-Expression das Migrationspotential von Tumorzellen erhéht.
Dies geschieht durch Beeinflussung verschiedener zelluldrer Prozesse. Der koordinierte Auf-
und Abbau von Aktinfasern an Lamellipodien, aber auch die Verankerung an die extrazellu-
lare Matrix, sowie deren aktive Umgestaltung wird von IGF2BP1 beeinflusst. Die Wirkung
des Proteins auf die beiden letztgenannten Prozesse bedarf jedoch weiterer Analysen.

Neben Prozessen, welche die Migration von Zellen beeinflussen, zeigten die Genanreicherungs-
analysen, dass auch die Expression von Genen, welche an diversen Entwicklungsprozessen be-
teiligt sind, durch IGF2BP1 beeinflusst wird. Dies steht in Einklang mit der Tatsache, dass
IGF2BP1-Knockout zu Fehlentwicklungen in Mausen fiihrt [4].
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Weitere RNA-Seq-Experimente kénnen helfen, ein vollsténdigeres Bild der Auswirkungen von
IGF2BP1 auf die Genexpression in Tumorzellen zu erhalten. Dabei sollten sowohl IGF2BP1-
Knockdown-, als auch -Uberexpressionsmodelle verwendet werden. Die Auswirkungen auf
Transkripte, deren Translation oder Transport durch IGF2BP1 beeinflusst wird, kann mittels
RNA-Seq-Experimenten jedoch nicht untersucht werden. Proteomanalysen, beispielsweise ba-
sierend auf massenspektrometrischen Methoden, kénnen dabei helfen, einen Einblick auf die
Wirkungen von IGF2BP1 auf die Proteinexpression zu erhalten. In Verbindung mit Ergebnis-
sen aus RNA-Seq- und CLIP-Experimenten kénnten weitere Transkripte identifiziert werden,
deren Translation durch Bindung an IGF2BP1 modifiziert wird. Die Ergebnisse der Hoch-
durchsatzverfahren sollten zudem, zumindest stichprobenartig, mit Hilfe anderer Verfahren

validiert werden.

Potentielle neue IGF2BP1-Zieltranskripte Um die Wirkung von IGF2BP1 im Detail
besser zu verstehen, ist es sinnvoll Gene zu betrachten, auf welche das Protein eine direk-
te Wirkung ausiibt. IGF2BP1 ist ein RNA-bindendes Protein und diverse Ziel-RNAs konn-
ten bereits nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurden mittels PAR-CLIP-Experimenten
ungefihr 8000 putative Ziel-RNAs gefunden [46]. Da fiir diese Experimente die Menge des
IGF2BP1-Proteins in den Zellen jedoch gesteigert wurde und sich ein grofler Teil der identi-
fizierten CLIP-Bindestellen in intronischen Bereichen von mRNAs befand, liegt die Vermu-
tung nahe, dass viele der putativen Ziel-RNAs in vivo nicht von IGF2BP1 gebunden werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse von Total-RNA-Seq- und microRNA-Seq-
Experimenten verwendet, um aus der Menge der Transkripte mit PAR-CLIP-Bindestellen,
solche zu identifizieren, welche wahrscheinliche Kandidaten fiir IGF2BP1-Zieltranskripte dar-
stellen. Bei der Mehrheit der validierten IGF2BP1-Zieltranskripte handelt es sich um mRNAs
deren Stabilitdt durch Bindung an das Protein erhdht wird. Deshalb wurden von den pu-
tativen Ziel-Transkripten zunéchst solche mRNAs herausgesucht, deren Expression durch
IGF2BP1-Knockdown reduziert wurde. Fiir einige validierte IGF2BP1-Zieltranskripte wur-
de gezeigt, dass die Bindung dieser Transkripte an IGF2BP1, deren microRNA-vermittelten
Abbau inhibiert [26 43, [I1]. Deshalb wurden in silico-Vorhersagen zu microRNA-mRNA-
Bindungen verwendet, um die Anzahl putativer IGF2BP1-Zieltranskripte auf solche Tran-
skripte einzugrenzen, welche wahrscheinliche Ziele von microRNAs darstellen. Fiir die Vor-
hersagen wurden microRNAs verwendet, welche gemifs microRNA-Seq in ES-2-Zellen unter
IGF2BP1-Knockdown am héchsten, aber nicht differentiell, exprimiert waren. Fiir mehr als

80 % der unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen herunterregulierten proteinkodierenden
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Gene konnten putativ bindende microRNAs gefunden werden. Insgesamt wurden 124 Tran-
skripte identifiziert, deren Expression unter IGF2BP1-Knockdown in ES-2-Zellen herunter-
reguliert war und welche zusitzlich PAR-CLIP-Bindestellen aufwiesen und als Ziele von mi-
croRNAs vorhergesagt wurden. Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber die Zahlen der, gemif
Total-RNA-Seq, differentiell exprimierten proteinkodierenden Gene, sowie deren Unterteilung
nach dem Vorhandensein von PAR-CLIP-Bindestellen und ob sie putative Bindepartner der

in ES-2-Zellen am stirksten exprimierten microRNAs darstellen.

hochreguliert | herunterreguliert
CLIP kein CLIP CLIP : kein CLIP

miR-Ziel | kein miR-Ziel

miR-Ziel | kein miR-Ziel miR-Ziel | kein miR-Ziel

miR-Ziel | kein miR-Ziel

Abbildung 54: Aufteilung der 418 differentiell exprimierten proteinkodierenden Gene des
Total-RNA-Seq-Datensatzes in Bezug auf (i) thre Expression unter IGF2BP1-Knockdown re-
lativ zu den Kontrollen (hochreguliert/herunterreguliert); (ii) im PAR-CLIP-Datensatz ge-
fundene Bindestellen fiir Proteine der IGF2BP-Familie (CLIP/kein CLIP); (i) multiMir-
Vorhersagen fiir mégliche Ziele der in ES-2-Zellen am starksten exprimierten (mehr als 100
RPM im Durchschnitt) microRNAs (miR-Ziel/kein miR-Ziel). Der rot markierte Pfad kenn-
zeichnet die Auswahlkriterien fir Transkripte, welche als putative IGF2BP1-Zieltranskripte

betrachtet wurden.

Eine detaillierte Betrachtung der Funktionen, welche die so bestimmten putativen IGF2BP1-
Zieltranskripte ausiiben, beziehungsweise der regulatorischen Netzwerke, an welchen diese
beteiligt sind, kann helfen die Rolle von IGF2BP1 in Krebserkrankungen besser zu verstehen.
Jedoch muss die Bindung der so bestimmten putativen Zieltranskripte noch durch weitere
Analysen validiert werden. Weiterhin sollte iberpriift werden, ob die beobachtete Korrelation
der Expression von IGF2BP1 und den putativen Zieltranskripten auch in anderen Zelllinien,
sowie in primdren Tumorentititen beobachtet werden kann. Expressionsdaten aus 6ffentlich

zuginglichen Datenbanken kénnen helfen solche Korrelationen zu finden.
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5 Zusammenfassung

Die Fahigkeit menschlicher Zellen sich aktiv fortzubewegen ist essentiell fiir die Entstehung
von Geweben und Organen wihrend der Embryogenese. Aber auch im adulten Organismus ist
Zellmigration von fundamentaler Bedeutung. Sie wird unter anderem fiir Wundheilungspro-
zesse und Immunreaktionen bendtigt. Jedoch ist Zellmigration auch an zahlreichen Krank-
heitsprozessen beteiligt. So spielt sie beispielsweise bei der Metastasierung im Verlauf der
Progression maligner Tumorerkrankungen eine zentrale Rolle.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Bildanalyseapplikationen fiir die automati-
sierte Auswertung von Zellmigrationsexperimenten entwickelt und als Teil einer Erweiterung
fiir die populére Bildanalyseplattform ImageJ implementiert. Diese Applikationen dienen der
Quantifizierung der Zellmigration mit Hilfe von Mikroskopaufnahmen aus Einzelzell-Tracking-
beziehungsweise Scratch-Assay-Experimenten. Um die Ergebnisse der Applikationen zu eva-
luieren, wurden diese mit manuell ausgewerteten Daten, sowie den Ergebnissen dhnlicher
Programme verglichen. Dabei zeigte sich, dass sich die hier vorgestellten Verfahren durch ver-
ldssliche Ergebnisse, Robustheit und besonders einfache Bedienbarkeit auszeichnen.

Die Applikationen wurden unter anderem dazu verwendet, die Wirkungen unterschiedlicher
Proteinbeschichtungen und pharmakologischer Inhibitoren auf die 2D-Migration von Tumor-
zellen zu untersuchen. Zudem wurde ein Konzept fiir die Analyse von Chemotaxisexperimen-
ten etabliert.

Weiterhin wurde mit Hilfe der Applikationen der Einfluss des onkofétal exprimierten RNA-
bindenden Proteins IGF2BP1 auf die Tumorzellmigration untersucht. Hierfiir wurde die Ex-
pression endogenen IGF2BP1-Proteins in tumorabgeleiteten Zellen mit Hilfe von siRNA-
vermittelten transienten Knockdowns reduziert. Die Auswertung von FEinzelzell-Tracking-
Experimenten mit Zellen der aus einem Ovarialkarzinom abgeleiteten Zelllinie ES-2 ergab, dass
eine verminderte Expression von IGF2BP1 zu einer reduzierten Geschwindigkeit der betrach-
teten Tumorzellen fithrte. Zudem zeigten die detektierten Zellen unter IGF2BP1-Knockdown
eine signifikant vergrofherte Zellfliche. Dies deutet auf eine hohere Zell-Matrix-Adhésion durch
den IGF2BP1-Knockdown hin. Durch Analyse von Gap-Closure-Assays mit osteosarkomabge-
leiteten Zellen der Linie U-20S konnte zudem gezeigt werden, dass IGF2BP1-Knockdown zu
einem verzogerten Wundschluss fithrt. Damit konnte bestétigt werden, dass eine verminderte
Expression von IGF2BP1 das migratorische Potential von Tumorzellen reduziert.

Die Genexpression von Zellen der ovarialkarzinomabgeleiteten Zelllinie ES-2, fir die zuvor

gezeigt werden konnte, dass transienter IGF2BP1-Knockdown deren Migrationsgeschwindig-
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keit reduziert, wurde mittels RNA-Seq-Daten ausgewertet. Die Analyse dieser Daten zeigte,
dass IGF2BP1 einen Einfluss auf die Expression vieler migrationsrelevanter Gene ausiibt.
Insbesondere die Expression von Genen, deren Produkte an der zelluliren Verankerung an
die extrazelluldre Matrix, sowie an deren Aufbau und Umgestaltung beteiligt sind, wird von
IGF2BP1 beeinflusst. Die beobachtete Geschwindigkeitsreduktion, sowie die Hinweise auf ver-
dnderte Adhésion und Interaktion mit der extrazellularen Matrix, unterstiitzen Befunde, wo-
nach IGF2BP1 am Prozess der epithelial-zu-mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt ist.
Der Vergleich mit Genen, welche nach EMT-Induktion eine verdnderte Expression zeigten
ergab, dass mehr von diesen Genen als zufillig zu erwarten wire, auch unter IGF2BP1-
Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimiert waren. Zudem befand sich unter diesen
Genen das Gen FN1, welches fiir das Protein Fibronectin kodiert. Die Expression von Fi-
bronectin gilt als ein Hinweis auf EMT und die Expression der entsprechenden mRNA war
unter IGF2BP1-Knockdown reduziert. Dass IGF2BP1-Knockdown auch zu einer Reduktion
der Fibronectin-Proteinmenge fithrt, wurde bereits fiir andere Zellsysteme beschrieben [127].
Die Stabilitédt einiger Zieltranskripte von IGF2BP1 wird durch die Bindung an das Protein
erhoht, indem dadurch ein durch microRNA-Bindung vermittelter Abbau verhindert wird.
In-silico-Analysen legten nahe, dass IGF2BP1 insbesondere mRNAs mit langen 3’-UTRs und
diversen potentiellen microRNA-Zielmotiven bindet und diese reguliert. Dies wurde genutzt,
um unter Verwendung von Total-RNA-Seq-, microRNA-Seq- und 6ffentlich verfiigbaren PAR-
CLIP-Daten potentielle neue IGF2BP1-Zieltranskripte zu identifizieren. Hierflir wurden solche
proteinkodierenden Gene herausgesucht, deren Expression durch I[GF2BP1-Knockdown redu-
ziert wurde und welche sowohl gemifs PAR-CLIP-Daten von IGF2BP1 gebunden werden, als
auch wahrscheinliche Ziele von in ES-2-Zellen abundanten microRNAs darstellen. Die Validi-
tat der so identifizierten putativen IGF2BP1-Zieltranskripte muss jedoch noch experimentell
iiberpriift werden.

Durch die kombinierte Analyse von Mikroskopie-, sowie RNA-Seqg-Daten, konnte somit ei-
ne Korrelation zwischen beobachtetem Migrationsverhalten (Phénotyp) und der IGF2BP1-
vermittelten Regulation der Zielgenexpression (Genotyp) gezeigt werden. Die etablierten Ver-
fahren stellen eine essentielle Grundlage fiir die funktionelle Charakterisierung der Rolle von

IGF2BP1 und anderen Faktoren in der Tumorzellmigration dar.
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Anhang

Tabelle A1: Differentiell exprimierte Gene des Total-RNA-Seq- Experimentes

Ensembl Gene ID Gene symbol Bio type LogoFC FDR

ENSG00000197632 SERPINB2 protein coding -3.23 3.01E-032
ENSG00000184347 SLIT3 protein coding 2.83 5.65E-023
ENSG00000108091 CCDC6 protein coding -3.11 3.15E-022
ENSG00000115677 HDLBP protein coding -2.19 1.34E-019
ENSG00000159217 IGF2BP1 protein coding -2.03 1.57E-014
ENSG00000087245 MMP2 protein coding 2.03 2.60E-013
ENSG00000164283 ESM1 protein coding -4.94 2.69E-013
ENSG00000166106 ADAMTS15 protein coding 3.53 3.47E-013
ENSG00000108821 COL1A1 protein coding 2.96 3.91E-013
ENSG00000135074 ADAM19 protein coding 1.83 1.21E-012
ENSG00000154096 THY1 protein coding 2.23 1.27E-012
ENSG00000107738 C10orf54 protein coding 4.17 4.15E-012
ENSG00000173706 HEG1 protein coding 2.43 6.07E-012
ENSG00000172379 ARNT2 protein coding 2.59 8.01E-012
ENSG00000113140 SPARC protein coding 1.84 8.01E-012
ENSG00000158525 CPA5 protein coding 2.71 9.96E-012
ENSG00000091879 ANGPT2 protein coding -3.87 3.63E-011
ENSG00000130635 COL5A1 protein coding 1.85 2.39E-010
ENSG00000143367 TUFT1 protein coding 2.00 5.20E-010
ENSG00000113721 PDGFRB protein coding 3.02 3.89E-009
ENSG00000141526 SLC16A3 protein coding 2.26 5.23E-009
ENSG00000146966 DENND2A protein coding 1.77 6.00E-009
ENSG00000090530 LEPREL1 protein coding 2.24 6.40E-009
ENSG00000115380 EFEMP1 protein coding 2.89 1.28 E-008
ENSG00000137834 SMADG6 protein coding 2.36 1.36E-008
ENSG00000114812 VIPRI1 protein coding 2.99 4.76E-008
ENSG00000175352 NRIP3 protein coding -2.54 3.91E-007
ENSG00000137700 SLC37A4 protein coding -1.82 3.91E-007
ENSG00000129038 LOXL1 protein coding 1.86 5.83E-007
ENSG00000128512 DOCK4 protein coding -1.54 6.12E-007
ENSG00000165390 ANXASB protein coding 2.56 8.83E-007
ENSG00000134030 CTIF protein coding 1.71 1.00E-006
ENSG00000165388 ZNF488 protein coding 1.87 1.17E-006
ENSG00000133466 C1QTNF6 protein coding 1.66 1.78 E-006
ENSG00000168487 BMP1 protein coding 1.88 2.16E-006
ENSG00000186567 CEACAM19 protein coding 2.28 3.00E-006
ENSG00000136261 BZW2 protein coding -2.08 3.10E-006
ENSG00000186807 ANXASBL2 protein coding 2.59 3.34E-006
ENSG00000143819 EPHX1 protein coding 1.75 3.54E-006
ENSG00000103485 QPRT protein coding 1.86 3.54E-006
ENSG00000149257 SERPINH1 protein coding 1.53 4.23E-006
ENSG00000213626 LBH protein coding 3.82 4.24E-006
ENSG00000123352 SPATS2 protein coding -1.47 4.24E-006
ENSG00000170421 KRT8 protein coding 1.70 4.24E-006
ENSG00000115159 GPD2 protein coding -2.02 4.24E-006
ENSG00000163735 CXCL5 protein coding -1.95 4.43E-006
ENSG00000185885 IFITM1 protein coding 2.72 4.83E-006
ENSG00000111305 GSG1 protein coding 2.76 5.05E-006
ENSG00000081923 ATP8B1 protein coding 2.76 5.05E-006
ENSG00000185022 MAFF protein coding -1.57 5.23E-006
ENSG00000173221 GLRX protein coding -1.58 5.85E-006
ENSG00000154127 UBASH3B protein coding -1.30 5.90E-006
ENSG00000148848 ADAM12 protein coding 1.23 6.20E-006
ENSG00000166741 NNMT protein coding 1.74 7.42E-006
ENSG00000171951 SCG2 protein coding 2.97 7.98E-006
ENSG00000143641 GALNT2 protein coding 1.44 9.13E-006
ENSG00000122694 GLIPR2 protein coding 2.14 9.29E-006
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ENSG00000136732 GYPC protein coding 1.55 9.46E-006
ENSG00000137801 THBS1 protein coding 1.20 1.03E-005
ENSG00000157087 ATP2B2 protein coding -1.65 1.54E-005
ENSG00000125726 CD70 protein coding 1.69 2.39E-005
ENSG00000155066 PROM2 protein coding 1.94 2.44E-005
ENSG00000204174 NPY4R protein coding 2.87 2.62E-005
ENSG00000157557 ETS2 protein coding -1.49 3.24E-005
ENSG00000115414 FN1 protein coding -1.42 3.62E-005
ENSG00000070614 NDST1 protein coding 1.43 3.62E-005
ENSG00000142623 PADI1 protein coding 3.20 4.45E-005
ENSG00000167693 NXN protein coding 1.35 4.53E-005
ENSG00000165832 TRUBI1 protein coding -2.47 4.94E-005
ENSG00000050165 DKK3 protein coding 1.13 4.94E-005
ENSG00000136158 SPRY2 protein coding -1.28 4.94E-005
ENSG00000179776 CDH5 protein coding 1.18 5.05E-005
ENSG00000182809 CRIP2 protein coding 2.07 5.19E-005
ENSG00000011105 TSPAN9 protein coding 1.48 5.63E-005
ENSG00000169126 ARMC4 protein coding -2.31 7.31E-005
ENSG00000187498 COL4A1l protein coding 1.38 8.01E-005
ENSG00000212724 KRTAP2-3 protein coding -2.13 8.08E-005
ENSG00000108448 TRIMI16L protein coding 1.39 9.53E-005
ENSG00000082781 ITGB5 protein coding 1.36 9.53E-005
ENSG00000167107 ACSF2 protein coding 1.38 1.17E-004
ENSG00000100577 GSTZ1 protein coding 1.38 1.34E-004
ENSG00000147160 AWAT?2 protein coding 1.98 1.38E-004
ENSG00000168874 ATOHS8 protein coding 2.81 1.48E-004
ENSG00000071553 ATP6AP1 protein coding 1.67 1.48E-004
ENSG00000148541 FAM13C protein coding 2.54 1.50E-004
ENSG00000106366 SERPINE1 protein coding 1.54 1.50E-004
ENSG00000111266 DUSP16 protein coding -1.51 1.62E-004
ENSG00000166401 SERPINBS8 protein coding -1.52 1.62E-004
ENSG00000185483 ROR1 protein coding 2.02 1.64E-004
ENSG00000166147 FBN1 protein coding 1.51 1.67E-004
ENSG00000073008 PVR protein coding 1.21 1.79E-004
ENSG00000143515 ATP8B2 protein coding -1.16 1.91E-004
ENSG00000029725 RABEP1 protein coding -2.09 1.93E-004
ENSG00000006756 ARSD protein coding 1.49 2.16E-004
ENSG00000160255 ITGB2 protein coding 1.42 2.18E-004
ENSG00000108846 ABCC3 protein coding 2.04 2.20E-004
ENSG00000170485 NPAS2 protein coding -1.50 2.20E-004
ENSG00000124762 CDKNI1A protein coding -2.02 2.20E-004
ENSG00000180340 FZD2 protein coding 1.65 2.25E-004
ENSG00000144834 TAGLN3 protein coding -1.80 3.19E-004
ENSG00000134259 NGF protein coding 1.76 3.27E-004
ENSG00000114850 SSR3 protein coding -1.23 3.27E-004
ENSG00000105971 CAV2 protein coding 1.45 3.57E-004
ENSG00000129474 AJUBA protein coding 1.23 3.61E-004
ENSG00000166881 TMEM194A protein coding -1.54 3.64E-004
ENSG00000069020 MAST4 protein coding -1.46 3.86E-004
ENSG00000197694 SPTAN1 protein coding 1.05 4.27E-004
ENSG00000172992 DCAKD protein coding 1.64 4.39E-004
ENSG00000166897 ELFN2 protein coding 1.46 4.41E-004
ENSG00000123892 RAB38 protein coding -3.40 4.41E-004
ENSG00000116299 KIAA1324 protein coding 2.31 4.68E-004
ENSG00000112584 FAM120B protein coding -1.55 4.68E-004
ENSG00000115758 ODC1 protein coding -1.26 4.68E-004
ENSG00000064666 CNN2 protein coding 1.40 4.70E-004
ENSG00000100311 PDGFB protein coding 1.61 5.76 E-004
ENSG00000134013 LOXL2 protein coding 1.37 5.92E-004
ENSG00000157613 CREB3L1 protein coding 1.87 7.16E-004
ENSG00000144749 LRIG1 protein coding 1.26 7.94E-004
ENSG00000099282 TSPAN15 protein coding 1.42 8.24E-004
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ENSG00000169129 AFAP1L2 protein coding 1.26 8.32E-004
ENSG00000103196 CRISPLD2 protein coding 1.68 8.39E-004
ENSG00000099998 GGT5 protein coding 1.76 9.18E-004
ENSG00000104332 SFRP1 protein coding -0.99 9.84E-004
ENSG00000057252 SOAT1 protein coding -1.63 9.98E-004
ENSG00000102048 ASB9 protein coding 1.71 1.03E-003
ENSG00000100664 EIF5 protein coding -1.43 1.15E-003
ENSG00000221869 CEBPD protein coding 1.98 1.15E-003
ENSG00000134871 COL4A2 protein coding 1.32 1.15E-003
ENSG00000147100 SLC16A2 protein coding 1.32 1.23E-003
ENSG00000011201 KAL1 protein coding -1.87 1.23E-003
ENSG00000123453 SARDH protein coding 1.62 1.24E-003
ENSG00000095303 PTGS1 protein coding 1.64 1.24E-003
ENSG00000119408 NEK6 protein coding 1.14 1.29E-003
ENSG00000145390 USP53 protein coding -2.59 1.29E-003
ENSG00000183250 C2lorf67 protein coding 1.21 1.33E-003
ENSG00000096063 SRPKI1 protein coding -1.45 1.33E-003
ENSG00000071575 TRIB2 protein coding 1.30 1.36E-003
ENSG00000095383 TBC1D2 protein coding 1.39 1.60E-003
ENSG00000225485 ARHGAP23 protein coding 1.29 1.60E-003
ENSG00000160207 HSF2BP protein coding 2.28 1.62E-003
ENSG00000180861 C120rf36 protein coding -8.06 1.66E-003
ENSG00000156475 PPP2R2B protein coding 2.55 1.66E-003
ENSG00000126838 PZP protein coding 4.09 1.66E-003
ENSG00000006534 ALDH3B1 protein coding 1.49 1.77E-003
ENSG00000171055 FEZ2 protein coding -2.09 1.77E-003
ENSG00000180917 CMTR2 protein coding -2.03 1.82E-003
ENSG00000067798 NAV3 protein coding -1.26 1.83E-003
ENSG00000049192 ADAMTS6 protein coding -1.81 1.97E-003
ENSG00000166848 TERF2IP protein coding -2.08 2.04E-003
ENSG00000064692 SNCAIP protein coding -2.19 2.25E-003
ENSG00000073711 PPP2R3A protein coding -1.87 2.27E-003
ENSG00000091986 CCDC80 protein coding 1.21 2.30E-003
ENSG00000103888 KIAA1199 protein coding 2.13 2.32E-003
ENSG00000162892 1L24 protein coding -1.86 2.35E-003
ENSG00000136802 LRRC8A protein coding -1.15 2.35E-003
ENSG00000242265 PEGI10 protein coding 1.22 2.69E-003
ENSG00000249992 TMEM158 protein coding -1.20 2.74E-003
ENSG00000105926 MPP6 protein coding -2.02 2.77E-003
ENSG00000221926 TRIM16 protein coding 1.36 2.84E-003
ENSG00000213417 KRTAP2-4 protein coding -2.13 2.96E-003
ENSG00000171310 CHST11 protein coding -1.14 3.04E-003
ENSG00000198894 CIPC protein coding -1.25 3.04E-003
ENSG00000163659 TIPARP protein coding -1.61 3.19E-003
ENSG00000070669 ASNS protein coding -1.97 3.20E-003
ENSG00000138166 DUSP5 protein coding -1.03 3.24E-003
ENSG00000007923 DNAJC11 protein coding -1.14 3.39E-003
ENSG00000139278 GLIPRI1 protein coding -2.13 3.48E-003
ENSG00000091409 ITGA®6 protein coding -1.49 3.52E-003
ENSG00000164933 SLC25A32 protein coding -1.45 3.52E-003
ENSG00000169429 1L8 protein coding -3.40 3.53E-003
ENSG00000204381 LAYN protein coding -1.16 3.65E-003
ENSG00000149294 NCAM1 protein coding 1.13 3.67TE-003
ENSG00000128294 TPST2 protein coding 1.11 3.73E-003
ENSG00000144959 NCEH1 protein coding -1.54 4.11E-003
ENSG00000163900 TMEM41A protein coding -1.49 4.17E-003
ENSG00000140873 ADAMTS18 protein coding -2.05 4.21E-003
ENSG00000114120 SLC25A36 protein coding -1.57 4.29E-003
ENSG00000182179 UBAT7 protein coding 1.89 4.42E-003
ENSG00000057704 TMCC3 protein coding -1.50 4.46E-003
ENSG00000182492 BGN protein coding 2.21 4.53E-003
ENSG00000099957 P2RX6 protein coding 2.73 4.75E-003
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ENSG00000151136 BTBD11 protein coding -1.27 4.75E-003
ENSG00000106571 GLI3 protein coding -1.43 4.80E-003
ENSG00000139722 VPS37B protein coding -1.18 4.88E-003
ENSG00000233276 GPX1 protein coding 1.41 4.97E-003
ENSG00000185567 AHNAK?2 protein coding 1.01 5.14E-003
ENSG00000163297 ANTXR?2 protein coding -1.78 5.15E-003
ENSG00000149506 ZP1 protein coding 2.82 5.21E-003
ENSG00000184557 SOCS3 protein coding 1.31 5.37E-003
ENSG00000163545 NUAK2 protein coding 1.74 5.52E-003
ENSG00000142089 IFITM3 protein coding 1.08 5.52E-003
ENSG00000095794 CREM protein coding -1.49 5.52E-003
ENSG00000167889 MGAT5B protein coding 1.33 5.62E-003
ENSG00000188848 BEND4 protein coding -1.19 5.83E-003
ENSG00000131016 AKAP12 protein coding -1.33 5.83E-003
ENSG00000171517 LPAR3 protein coding -1.33 5.83E-003
ENSG00000173818 ENDOV protein coding 1.32 5.92E-003
ENSG00000141150 RASL10B protein coding 1.64 5.93E-003
ENSG00000143322 ABL2 protein coding -1.20 5.93E-003
ENSG00000134602 MST4 protein coding -1.80 5.93E-003
ENSG00000183853 KIRREL protein coding 0.92 6.09E-003
ENSG00000059758 CDK17 protein coding -1.52 6.53E-003
ENSG00000108861 DUSP3 protein coding -1.01 6.53E-003
ENSG00000049130 KITLG protein coding -6.38 6.60E-003
ENSG00000165449 SLC16A9 protein coding -2.01 6.66E-003
ENSG00000133321 RARRES3 protein coding 3.00 6.70E-003
ENSG00000075213 SEMA3A protein coding -2.45 6.74E-003
ENSG00000133433 GSTT2B protein coding 1.67 6.77E-003
ENSG00000137193 PIM1 protein coding 1.05 6.77E-003
ENSG00000151012 SLCT7AI1l protein coding -2.03 6.77E-003
ENSG00000196611 MMP1 protein coding -2.41 6.82E-003
ENSG00000197471 SPN protein coding 1.50 6.82E-003
ENSG00000033178 UBA6 protein coding -2.03 7.14E-003
ENSG00000112893 MAN2A1 protein coding -1.57 7.24E-003
ENSG00000164647 STEAP1 protein coding -2.00 7.86E-003
ENSG00000057019 DCBLD2 protein coding -1.32 7.94E-003
ENSG00000115419 GLS protein coding -2.55 8.03E-003
ENSG00000114573 ATP6V1A protein coding -1.64 8.08E-003
ENSG00000162441 LZIC protein coding -1.73 8.26E-003
ENSG00000104368 PLAT protein coding -0.95 8.98E-003
ENSG00000020181 GPR124 protein coding 1.44 8.98E-003
ENSG00000113356 POLR3G protein coding -1.45 9.00E-003
ENSG00000150165 ANXASBL1 protein coding 2.52 9.03E-003
ENSG00000125841 NRSN2 protein coding 1.10 9.20E-003
ENSG00000105968 H2AFV protein coding -1.48 9.33E-003
ENSG00000159164 SV2A protein coding 1.32 9.33E-003
ENSG00000113070 HBEGF protein coding -1.39 9.39E-003
ENSG00000152492 CCDC50 protein coding -1.35 9.89E-003
ENSG00000004399 PLXND1 protein coding 1.13 9.93E-003
ENSG00000100490 CDKL1 protein coding -2.18 9.93E-003
ENSG00000105889 STEAP1B protein coding -1.45 1.00E-002
ENSG00000153879 CEBPG protein coding -1.83 1.00E-002
ENSG00000137809 ITGA11 protein coding 2.10 1.05E-002
ENSG00000178882 FAM101A protein coding 1.31 1.05E-002
ENSG00000109133 TMEM33 protein coding -1.08 1.10E-002
ENSG00000115539 PDCL3 protein coding -2.03 1.11E-002
ENSG00000125347 IRF1 protein coding 1.14 1.12E-002
ENSG00000102760 RGCC protein coding -2.57 1.14E-002
ENSG00000134824 FADS2 protein coding 1.10 1.15E-002
ENSG00000228672 PROB1 protein coding 2.26 1.15E-002
ENSG00000197150 ABCBS8 protein coding -1.35 1.17E-002
ENSG00000166396 SERPINB7 protein coding -2.55 1.20E-002
ENSG00000156395 SORCS3 protein coding -1.73 1.26 E-002
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ENSG00000110237 ARHGEF17 protein coding 1.20 1.29E-002
ENSG00000181061 HIGD1A protein coding -2.50 1.33E-002
ENSG00000138311 ZNF365 protein coding -1.76 1.34E-002
ENSG00000033170 FUTS8 protein coding -1.33 1.34E-002
ENSG00000111845 PAKI1IP1 protein coding -1.78 1.34E-002
ENSG00000137876 RSL24D1 protein coding -1.94 1.34E-002
ENSG00000099984 GSTT2 protein coding 1.62 1.34E-002
ENSG00000163734 CXCL3 protein coding -1.68 1.34E-002
ENSG00000100632 ERH protein coding -1.42 1.35E-002
ENSG00000139438 FAM222A protein coding 1.95 1.42E-002
ENSG00000160991 ORAI2 protein coding 1.08 1.42E-002
ENSG00000166037 CEP57 protein coding -1.41 1.42E-002
ENSG00000135643 KCNMB4 protein coding 3.28 1.43E-002
ENSG00000063601 MTMRI1 protein coding -1.08 1.44E-002
ENSG00000161395 PGAP3 protein coding 1.47 1.46E-002
ENSG00000158125 XDH protein coding -1.29 1.46E-002
ENSG00000176236 Cl0orfl11 protein coding 3.11 1.54E-002
ENSG00000198133 TMEM229B protein coding 1.48 1.54E-002
ENSG00000123689 G0S2 protein coding -1.04 1.57E-002
ENSG00000111371 SLC38A1 protein coding -1.18 1.58E-002
ENSG00000093167 LRRFIP2 protein coding -1.01 1.60E-002
ENSG00000141012 GALNS protein coding 1.17 1.60E-002
ENSG00000185306 C120rf56 protein coding -3.09 1.61E-002
ENSG00000013588 GPRC5A protein coding 0.91 1.61E-002
ENSG00000064547 LPAR2 protein coding 1.96 1.63E-002
ENSG00000174606 ANGEL2 protein coding -1.21 1.63E-002
ENSG00000136068 FLNB protein coding 0.89 1.64E-002
ENSG00000019549 SNAI2 protein coding 1.17 1.64E-002
ENSG00000169504 CLIC4 protein coding -1.33 1.68E-002
ENSG00000005175 RPAP3 protein coding -2.51 1.68E-002
ENSG00000114686 MRPL3 protein coding -1.79 1.75E-002
ENSG00000075239 ACAT1 protein coding -2.00 1.77E-002
ENSG00000174059 CD34 protein coding 2.65 1.77E-002
ENSG00000174013 FBXO45 protein coding -1.36 1.81E-002
ENSG00000146278 PNRC1 protein coding 1.21 1.82E-002
ENSG00000125657 TNFSF9 protein coding 1.48 1.84E-002
ENSG00000110619 CARS protein coding -0.92 1.90E-002
ENSG00000173535 TNFRSF10C protein coding 1.98 1.93E-002
ENSG00000100997 ABHD12 protein coding 1.09 1.94E-002
ENSG00000144381 HSPD1 protein coding -1.59 1.94E-002
ENSG00000176171 BNIP3 protein coding 0.97 1.95E-002
ENSG00000119616 FCF1 protein coding -1.94 1.95E-002
ENSG00000068724 TTCT7A protein coding 1.05 1.95E-002
ENSG00000134516 DOCK2 protein coding 1.21 1.95E-002
ENSG00000120885 CLU protein coding 0.99 1.98E-002
ENSG00000152332 UHMKI1 protein coding -1.28 1.99E-002
ENSG00000116489 CAPZA1 protein coding -2.49 2.00E-002
ENSG00000203805 PPAPDCI1A protein coding 0.92 2.01E-002
ENSG00000147526 TACC1 protein coding -1.13 2.03E-002
ENSG00000155254 MARVELDI1 protein coding 0.99 2.06E-002
ENSG00000103647 CORO2B protein coding -1.23 2.06EE-002
ENSG00000139192 TAPBPL protein coding 1.32 2.07E-002
ENSG00000151835 SACS protein coding -1.56 2.07E-002
ENSG00000078018 MAP2 protein coding 1.49 2.10E-002
ENSG00000087116 ADAMTS2 protein coding 1.00 2.10E-002
ENSG00000128965 CHAC1 protein coding -1.53 2.12E-002
ENSG00000107438 PDLIM1 protein coding 1.01 2.18E-002
ENSG00000185201 IFITM2 protein coding 1.13 2.18E-002
ENSG00000137040 RANBP6 protein coding -2.49 2.18E-002
ENSG00000107643 MAPKS8 protein coding -1.72 2.18E-002
ENSG00000138768 USsO1 protein coding -1.94 2.20E-002
ENSG00000216588 IGSF23 protein coding 2.60 2.24E-002
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ENSG00000174574 AKIRIN1 protein coding -1.42 2.25E-002
ENSG00000181751 C50rf30 protein coding -1.39 2.25E-002
ENSG00000212722 KRTAP4-9 protein coding -3.68 2.25E-002
ENSG00000121644 DESI2 protein coding -1.11 2.25E-002
ENSG00000064102 ASUN protein coding -1.43 2.27E-002
ENSG00000186318 BACE1 protein coding 0.95 2.31E-002
ENSG00000110011 DNAJC4 protein coding 1.04 2.34E-002
ENSG00000136518 ACTL6A protein coding -1.74 2.35E-002
ENSG00000180332 KCTD4 protein coding -2.38 2.35E-002
ENSG00000105662 CRTC1 protein coding 1.27 2.35E-002
ENSG00000180884 ZNF792 protein coding -1.21 2.35E-002
ENSG00000122952 ZWINT protein coding -0.94 2.35E-002
ENSG00000165156 ZHX1 protein coding -2.52 2.36E-002
ENSG00000162694 EXTL2 protein coding -1.51 2.37E-002
ENSG00000119977 TCTN3 protein coding -1.28 2.37E-002
ENSG00000115946 PNO1 protein coding -1.41 2.38E-002
ENSG00000123505 AMD1 protein coding -1.54 2.40E-002
ENSG00000050130 JKAMP protein coding -2.69 2.40E-002
ENSG00000180537 RNF182 protein coding -1.82 2.43E-002
ENSG00000011028 MRC2 protein coding 1.16 2.45E-002
ENSG00000198911 SREBF2 protein coding 1.08 2.48E-002
ENSG00000166250 CLMP protein coding -0.94 2.48E-002
ENSG00000156869 FRRS1 protein coding -4.65 2.49E-002
ENSG00000153922 CHD1 protein coding -2.19 2.52E-002
ENSG00000168077 SCARA3 protein coding 1.21 2.53E-002
ENSG00000112658 SRF protein coding -1.08 2.53E-002
ENSG00000115963 RND3 protein coding -2.11 2.53E-002
ENSG00000130309 COLGALT1 protein coding 0.97 2.53E-002
ENSG00000115295 CLIP4 protein coding -1.67 2.53E-002
ENSG00000118785 SPP1 protein coding -4.32 2.63E-002
ENSG00000101187 SLCO4A1 protein coding -1.23 2.64E-002
ENSG00000085117 CD8&2 protein coding 1.29 2.68E-002
ENSG00000063180 CA1l1l protein coding 1.23 2.74E-002
ENSG00000087111 PIGS protein coding 0.95 2.75E-002
ENSG00000151287 TEX30 protein coding -2.32 2.75E-002
ENSG00000204956 PCDHGAL1 protein coding 2.37 2.76 E-002
ENSG00000128989 ARPP19 protein coding -1.34 2.76 E-002
ENSG00000167601 AXL protein coding 0.97 2.76 E-002
ENSG00000173334 TRIB1 protein coding -1.04 2.78E-002
ENSG00000148426 PROSER2 protein coding -1.28 2.79E-002
ENSG00000159055 MIS18A protein coding -1.67 2.83E-002
ENSG00000124702 KLHDC3 protein coding 0.91 2.84E-002
ENSG00000183978 COA3 protein coding -1.04 2.90E-002
ENSG00000197965 MPZL1 protein coding -0.80 2.92E-002
ENSG00000095203 EPB41L4B protein coding -1.79 2.94E-002
ENSG00000105173 CCNE1 protein coding -1.15 2.94E-002
ENSG00000106692 FKTN protein coding -2.18 3.01E-002
ENSG00000104635 SLC39A14 protein coding -0.86 3.01E-002
ENSG00000188279 FAM25C protein coding 3.97 3.01E-002
ENSG00000102316 MAGED2 protein coding 0.95 3.18E-002
ENSG00000115233 PSMD14 protein coding -1.37 3.18E-002
ENSG00000155100 OTUD6B protein coding -2.64 3.18E-002
ENSG00000169251 NMD3 protein coding -1.94 3.22E-002
ENSG00000153162 BMP6 protein coding -1.91 3.32E-002
ENSG00000143127 ITGA10 protein coding -1.64 3.33E-002
ENSG00000109107 ALDOC protein coding 1.51 3.35E-002
ENSG00000213516 RBMXL1 protein coding -1.49 3.37E-002
ENSG00000215033 AL603965.1 protein coding 2.04 3.41E-002
ENSG00000083720 OXCT1 protein coding -2.37 3.45E-002
ENSG00000184117 NIPSNAP1 protein coding 0.86 3.49E-002
ENSG00000100030 MAPK1 protein coding -1.12 3.49E-002
ENSG00000090238 YPEL3 protein coding 1.37 3.49E-002
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ENSG00000074935 TUBE1 protein coding -1.40 3.65E-002
ENSG00000077800 FKBP6 protein coding 2.48 3.79E-002
ENSG00000058729 RIOK2 protein coding -2.63 3.79E-002
ENSG00000153006 SREKI1IP1 protein coding -1.75 3.80E-002
ENSG00000204941 PSG5 protein coding 1.65 3.81E-002
ENSG00000179546 HTRI1D protein coding 2.69 3.84E-002
ENSG00000141510 TP53 protein coding 0.88 3.84E-002
ENSG00000105290 APLP1 protein coding 3.41 3.84E-002
ENSG00000123933 MXD4 protein coding 1.24 3.84E-002
ENSG00000184985 SORCS2 protein coding 1.64 3.89E-002
ENSG00000008323 PLEKHG®6 protein coding 2.32 3.91E-002
ENSG00000082153 BZW1 protein coding -1.41 3.94E-002
ENSG00000162496 DHRS3 protein coding 1.24 3.94E-002
ENSG00000198892 SHISA4 protein coding 1.27 3.98E-002
ENSG00000149196 Cllorf73 protein coding -1.40 3.98E-002
ENSG00000166908 PIP4K2C protein coding -1.11 3.98E-002
ENSG00000073849 ST6GAL1L protein coding -1.10 4.00E-002
ENSG00000145220 LYAR protein coding -1.57 4.02E-002
ENSG00000147649 MTDH protein coding -1.51 4.02E-002
ENSG00000122126 OCRL protein coding -1.55 4.07E-002
ENSG00000096717 SIRT1 protein coding -1.72 4.08E-002
ENSG00000136827 TOR1A protein coding -0.95 4.11E-002
ENSG00000168685 IL7R protein coding 1.35 4.11E-002
ENSG00000104369 JPH1 protein coding -1.47 4.11E-002
ENSG00000010278 CD9 protein coding -1.26 4.11E-002
ENSG00000130508 PXDN protein coding 1.00 4.12E-002
ENSG00000172380 GNG12 protein coding -1.27 4.12E-002
ENSG00000117411 B4GALT2 protein coding 1.08 4.12E-002
ENSG00000244486 SCARF2 protein coding 1.68 4.12E-002
ENSG00000126458 RRAS protein coding 1.32 4.12E-002
ENSG00000082212 ME2 protein coding -1.88 4.12E-002
ENSG00000241973 PI4KA protein coding 0.85 4.12E-002
ENSG00000054392 HHAT protein coding 1.13 4.16E-002
ENSG00000091490 SEL1L3 protein coding -1.96 4.29E-002
ENSG00000197265 GTF2E2 protein coding -1.78 4.29E-002
ENSG00000168389 MFSD2A protein coding -1.22 4.33E-002
ENSG00000163946 FAM208A protein coding -1.28 4.36E-002
ENSG00000115368 WDRT75 protein coding -2.22 4.41E-002
ENSG00000115183 TANC1 protein coding 0.91 4.45E-002
ENSG00000138180 CEP55 protein coding -1.87 4.53E-002
ENSG00000183527 PSMG1 protein coding -2.08 4.53E-002
ENSG00000111412 C120rf49 protein coding -1.14 4.68E-002
ENSG00000203668 CHML protein coding -2.13 4.70E-002
ENSG00000151465 CDC123 protein coding -1.25 4.75E-002
ENSG00000100612 DHRS7 protein coding -1.55 4.75E-002
ENSG00000073712 FERMT2 protein coding -1.54 4.78E-002
ENSG00000151376 ME3 protein coding 1.89 4.80E-002
ENSG00000132429 POPDC3 protein coding -2.05 4.89E-002
ENSG00000143333 RGS16 protein coding -1.43 4.91E-002
ENSG00000163291 PAQR3 protein coding -1.40 4.98E-002
ENSG00000172037 LAMB2 protein coding 0.95 4.98E-002
ENSG00000226044 RP11-463P17.1 lincRNA 3.89 8.99E-007
ENSG00000238266 LINCO00707 lincRNA -2.11 3.13E-004
ENSG00000223749 MIRS503HG lincRNA 1.73 4.04E-004
ENSG00000249743 RP11-60A8.1 lincRNA -2.40 5.58E-004
ENSG00000233521 RP5-1172A22.1 lincRNA 1.60 6.33E-004
ENSG00000245522 RP11-540A21.2 lincRNA 3.00 6.85E-004
ENSG00000260604 RP1-140K8.5 lincRNA 3.11 1.74E-003
ENSG00000247095 MIR210HG lincRNA 2.82 6.77E-003
ENSG00000223477 LINCO00842 lincRNA 1.69 1.25E-002
ENSG00000229563 RP11-245M24.1 lincRNA -1.95 1.37E-002
ENSG00000226380 MIR29A lincRNA -1.54 1.54E-002
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Tabelle A1: Differentiell

exprimierte Gene des Total-RNA-Seq-Ezxperimentes - Fortsetzung

Ensembl Gene ID Gene symbol Bio type LogoFC FDR

ENSG00000232325 AC093627.7 lincRNA 1.95 3.02E-002
ENSG00000270069 RP6-99M1.2 lincRNA -1.57 3.79E-002
ENSG00000006062 MAP3K14 processed transcript 1.90 1.38E-008
ENSG00000224459 RP11-169K16.4 antisense 4.41 1.19E-004
ENSG00000250303 RP11-356J5.12 processed transcript 2.90 2.43E-003
ENSG00000230712 AP000354.4 pseudogene 4.35 5.10E-003
ENSG00000204054 LINC00963 processed transcript 1.50 5.21E-003
ENSG00000232442 CTD-3184A7.4 antisense 2.17 6.56E-003
ENSG00000224321 RP11-169K16.6 pseudogene 1.26 9.03E-003
ENSG00000197847 SLC22A20 pseudogene 2.27 9.10E-003
ENSG00000236972 FABP5P1 pseudogene -3.50 1.05E-002
ENSG00000268049 CTD-2619J13.9 antisense 2.05 1.14E-002
ENSG00000207294 Y RNA.501 misc RNA 3.51 1.28E-002
ENSG00000255248 RP11-166D19.1 sense overlapping -1.79 1.36E-002
ENSG00000215447 BX322557.10 processed transcript 1.23 1.37E-002
ENSG00000250899 RP11-253E3.3 processed transcript -0.98 1.63E-002
ENSG00000088340 FERI1L4 pseudogene 2.48 1.64E-002
ENSG00000220793 RPL21P119 pseudogene -3.52 2.25E-002
ENSG00000234964 FABP5PT7 pseudogene -1.94 2.36E-002
ENSG00000251196 RP11-54F2.1 pseudogene 1.42 2.53E-002
ENSG00000240409 MTATPS8P1 pseudogene -1.41 2.78E-002
ENSG00000213860 RPL21P75 pseudogene -4.01 2.81E-002
ENSG00000143429 AC027612.6 pseudogene 0.87 2.83E-002
ENSG00000203497 PDCD4-AS1 antisense 1.70 2.92E-002
ENSG00000126005 MMP24-AS1 antisense 1.14 3.01E-002
ENSG00000244112 RN7SL508P misc RNA 3.48 3.11E-002
ENSG00000206706 Y RNA.522 misc RNA 3.11 3.24E-002
ENSG00000201699 RNU1-59P snRNA -2.91 3.49E-002
ENSG00000249353 NPM1P27 pseudogene -2.38 3.73E-002
ENSG00000197582 GPX1P1 pseudogene 1.37 3.98E-002
ENSG00000237686 RP5-1120P11.1 antisense 4.25 4.07E-002
ENSG00000244021 RP11-50D9.1 pseudogene -3.24 4.28E-002
ENSG00000267185 PTP4A2P1 pseudogene -3.51 4.36E-002
ENSG00000228002 DHX9P1 pseudogene -3.41 4.39E-002
ENSG00000248278 SUMO2P17 pseudogene -2.42 4.56 E-002
ENSG00000237676 RPL30P4 pseudogene -5.09 4.62E-002
ENSG00000231313 CLIC1P1 pseudogene -1.30 4.64E-002
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Tabelle A2: Differentiell exprimierte microRNAs des microRNA-Seq- Experimentes

MirBase ID Gene symbol LogoFC FDR

MIMAT0000267 hsa-miR-210-3p 2.57 8.99E-014
MIMATO0004749 hsa-miR-424-3p 1.76 6.65E-010
MIMATO0005911 hsa-miR-1260a 1.40 1.26 E-009
MIMATO0015041 hsa-miR-1260b 1.29 5.30E-009
MIMATO0019964 hsa-miR-4792 2.82 5.30E-009
MIMAT0000243 hsa-miR-148a-3p -2.13 1.38E-006
MIMATO0004558 hsa-miR-181a-2-3p 1.16 6.84E-006
MIMAT0001341 hsa-miR-424-5p 1.38 6.97E-006
MIMATO0026479 hsa-miR-152-5p 1.49 4.83E-005
MIMATO0020925 hsa-miR-550a-3-5p 2.09 9.72E-005
MIMAT0003250 hsa-miR-585-3p 2.33 1.26E-004
MIMATO0000261 hsa-miR-183-5p -0.77 2.54E-004
MIMAT0019958 hsa-miR-4788 1.91 2.67E-004
MIMATO0000728 hsa-miR-375 -3.43 3.98E-004
MIMATO0004588 hsa-miR-27b-5p 1.65 6.50E-004
MIMAT0031180 hsa-miR-7977 1.33 6.54E-004
MIMATO0000281 hsa-miR-224-5p 1.07 7.63E-004
MIMAT0000270 hsa-miR-181a-3p 0.93 8.68E-004
MIMATO0000259 hsa-miR-182-5p -0.65 1.48E-003
MIMAT0005929 hsa-miR-1275 1.17 2.87E-003
MIMAT0026618 hsa-miR-585-5p 2.18 4.01E-003
MIMATO0030019 hsa-miR-7704 2.70 4.06E-003
MIMATO0016915 hsa-miR-4284 2.91 1.10E-002
MIMATO0004703 hsa-miR-335-3p 1.94 1.10E-002
MIMAT0019007 hsa-miR-3689¢ -1.39 1.19E-002
MIMATO0018118 hsa-miR-3689a-3p -1.23 1.75E-002
MIMATO0003333 hsa-miR-549a 3.79 1.90E-002
MIMAT0019010 hsa-miR-3689f -1.15 2.03E-002
MIMATO0005825 hsa-miR-1180-3p 0.99 2.20E-002
MIMATO0000426 hsa-miR-132-3p 1.29 3.21E-002
MIMATO0004819 hsa-miR-671-3p 0.70 3.47E-002
MIMATO0004504 hsa-miR-31-3p -1.75 3.60E-002
MIMATO0000423 hsa-miR-125b-5p -0.68 3.60E-002
MIMATO0000646 hsa-miR-155-5p -0.56 4.28E-002
MIMAT0004498 hsa-miR-25-5p 0.86 4.47E-002
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Tabelle A3: Signifikant angereicherte biologische Prozesse der unter IGF2BPI1-Knockdown

in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene

GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0030198 extracellular matrix organization 4.50E-009 8.78 36
GO:0001568 blood vessel development 1.50E-007 6.65 43
GO:0040011 locomotion 9.40E-007 4.31 84
G0O:0042060 wound healing 1.10E-006 5.91 46
GO:0072358 cardiovascular system development 6.70E-006 5.05 53
G0O:0007166 cell surface receptor signaling pathway 7.60E-006 3.69 111
G0O:0032502 developmental process 1.00E-005 3.07 190
GO:0044767 single-organism developmental process 1.10E-005 3.08 188
GO:0070887 cellular response to chemical stimulus 2.00E-005 3.61 108
GO:0048731 system development 2.00E-005 3.25 152
G0O:0040012 regulation of locomotion 2.60E-005 5.27 43
G0O:0048856 anatomical structure development 3.10E-005 3.11 171
GO:0009605 response to external stimulus 3.10E-005 3.67 99
GO:0016477 cell migration 3.20E-005 4.52 58
GO:0007167 enzyme linked receptor protein signaling pathway 3.30E-005 4.44 59
GO:0071363 cellular response to growth factor stimulus 3.40E-005 4.89 48
GO:0044707 single-multicellular organism process 3.40E-005 3 191
G0:0048870 cell motility 3.70E-005 4.35 61
GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 3.80E-005 3.55 106
GO:0007596 blood coagulation 4.40E-005 5.74 34
GO:0007275 multicellular organismal development 4.70E-005 3.11 163
GO:0048513 animal organ development 6.10E-005 3.42 115
G0O:0010033 response to organic substance 7.30E-005 3.46 109
GO:0061448 connective tissue development 1.10E-004 7.72 20
G0O:0048583 regulation of response to stimulus 1.10E-004 3.26 128
GO:0001525 angiogenesis 1.10E-004 6.07 28
GO:0071560 cellular response to transforming growth factor beta stimulus 1.40E-004 7.52 20
G0O:0048514 blood vessel morphogenesis 1.40E-004 5.66 31
GO:0006928 movement of cell or subcellular component 1.40E-004 3.77 78
G0O:0009611 response to wounding 1.80E-004 4.42 50
GO0:1901342 regulation of vasculature development 1.90E-004 7.6 19
GO0:0071496 cellular response to external stimulus 2.10E-004 7 21
G0O:0048519 negative regulation of biological process 2.50E-004 3.08 148
GO:0044236 multicellular organismal metabolic process 2.50E-004 9.52 14
G0:0032963 collagen metabolic process 2.60E-004 10.24 13
G0O:0001935 endothelial cell proliferation 2.80E-004 10.08 13
GO:0051270 regulation of cellular component movement 2.90E-004 4.8 39
G0O:0048523 negative regulation of cellular process 2.90E-004 3.12 138
GO:0031589 cell-substrate adhesion 2.90E-004 6.57 22
GO0:0071310 cellular response to organic substance 3.20E-004 3.53 87
GO:0006468 protein phosphorylation 3.30E-004 3.74 72
GO0:0010646 regulation of cell communication 3.40E-004 3.33 106
GO:0001937 negative regulation of endothelial cell proliferation 3.70E-004 20 7
G0:0019220 regulation of phosphate metabolic process 3.90E-004 3.77 69
GO:0006935 chemotaxis 3.90E-004 4.55 42
GO:0030334 regulation of cell migration 4.00E-004 4.92 35
GO:0042221 response to chemical 4.10E-004 3.07 142
GO:0050878 regulation of body fluid levels 4.20E-004 4.78 37
GO:0007178 transmembrane receptor protein serine/threonine kinase si- 4.20E-004 6.15 23
gnaling pathway
GO:0032501 multicellular organismal process 4.80E-004 2.8 207
G0O:0000904 cell morphogenesis involved in differentiation 5.30E-004 4.23 48
GO:0030154 cell differentiation 6.10E-004 3.13 126
GO:0048585 negative regulation of response to stimulus 7.20E-004 3.9 58
GO:0007155 cell adhesion 8.90E-004 3.84 59
GO:0001936 regulation of endothelial cell proliferation 9.10E-004 10.09 11
GO:0006950 response to stress 9.30E-004 3.07 131
G0O:0048869 cellular developmental process 9.50E-004 3.06 132
GO:0007179 transforming growth factor beta receptor signaling pathway 9.70E-004 7.31 16
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GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0009719 response to endogenous stimulus 1.00E-003 3.66 67
GO:0070482 response to oxygen levels 1.20E-003 5.97 21
GO:0032102 negative regulation of response to external stimulus 1.20E-003 6.33 19
GO:0009888 tissue development 1.30E-003 3.59 69
GO:0007169 transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pa- 1.30E-003 4.25 42
thway
GO:0045765 regulation of angiogenesis 1.40E-003 7.02 16
GO:0042325 regulation of phosphorylation 1.40E-003 3.75 59
GO:0051246 regulation of protein metabolic process 1.50E-003 3.3 91
G0O:0050896 response to stimulus 1.50E-003 2.68 235
G0O:1901700 response to oxygen-containing compound 1.80E-003 3.62 64
G0:1904018 positive regulation of vasculature development 2.10E-003 8.33 12
G0:0090288 negative regulation of cellular response to growth factor sti- 2.20E-003 8.28 12
mulus
GO:0048646 anatomical structure formation involved in morphogenesis 2.20E-003 3.89 50
G0O:0046952 ketone body catabolic process 2.20E-003 60 3
GO:0007160 cell-matrix adhesion 2.20E-003 7.01 15
GO:0051094 positive regulation of developmental process 2.40E-003 3.91 48
GO0O:0043542 endothelial cell migration 2.40E-003 7.65 13
G0:0031668 cellular response to extracellular stimulus 2.40E-003 6.91 15
GO:0051239 regulation of multicellular organismal process 2.50E-003 3.27 89
GO:0042127 regulation of cell proliferation 2.70E-003 3.63 60
G0:0016310 phosphorylation 2.90E-003 3.36 78
GO:0023051 regulation of signaling 3.10E-003 3.16 100
G0O:0007229 integrin-mediated signaling pathway 3.10E-003 9.17 10
GO:0006793 phosphorus metabolic process 3.20E-003 3.13 103
GO:0060324 face development 3.30E-003 12.96 7
GO:0044699 single-organism process 3.30E-003 2.44 338
GO:2000026 regulation of multicellular organismal development 3.40E-003 3.57 61
G0:0051240 positive regulation of multicellular organismal process 3.40E-003 3.66 56
G0:0032268 regulation of cellular protein metabolic process 3.40E-003 3.28 84
GO:0032101 regulation of response to external stimulus 3.40E-003 4.12 39
G0:0008283 cell proliferation 3.40E-003 3.4 72
GO:0000902 cell morphogenesis 3.50E-003 3.61 58
G0O:0040013 negative regulation of locomotion 3.80E-003 6.03 17
GO:0048468 cell development 3.90E-003 3.31 78
G0:0032989 cellular component morphogenesis 3.90E-003 3.55 60
G0:0032964 collagen biosynthetic process 3.90E-003 15 6
GO:0000165 MAPK cascade 3.90E-003 4.12 38
G0O:0007165 signal transduction 4.40E-003 2.8 169
GO:0007154 cell communication 4.40E-003 2.76 182
G0:0010648 negative regulation of cell communication 4.50E-003 3.74 49
G0O:0009966 regulation of signal transduction 4.60E-003 3.19 89
GO:0051716 cellular response to stimulus 4.70E-003 2.7 200
GO:0031399 regulation of protein modification process 4.70E-003 3.44 65
GO:0033673 negative regulation of kinase activity 4.80E-003 6.06 16
G0O:0009968 negative regulation of signal transduction 4.80E-003 3.83 45
G0O:0031669 cellular response to nutrient levels 4.90E-003 6.91 13
GO:0043408 regulation of MAPK cascade 5.30E-003 4.15 35
GO:0001706 endoderm formation 5.30E-003 11.67 7
GO:0050793 regulation of developmental process 5.40E-003 3.28 76
G0O:0001666 response to hypoxia 5.50E-003 5.57 18
GO:0044344 cellular response to fibroblast growth factor stimulus 5.60E-003 5.4 19
GO0:0071495 cellular response to endogenous stimulus 5.90E-003 3.65 50
GO:0060055 angiogenesis involved in wound healing 5.90E-003 23.53 4
GO:0050900 leukocyte migration 5.90E-003 5.21 20
G0O:0048584 positive regulation of response to stimulus 5.90E-003 3.3 73
G0O:0045859 regulation of protein kinase activity 5.90E-003 4.03 37
G0O:0030574 collagen catabolic process 5.90E-003 9.88 8
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GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes

G0O:0030336 negative regulation of cell migration 5.90E-003 6.42 14
GO:0023057 negative regulation of signaling 5.90E-003 3.7 48
G0O:0009991 response to extracellular stimulus 5.90E-003 4.55 27
G0O:0048705 skeletal system morphogenesis 6.10E-003 6.33 14
GO:0044710 single-organism metabolic process 6.10E-003 2.79 163
GO:0018277 protein deamination 6.10E-003 100 2
G0O:0030335 positive regulation of cell migration 6.40E-003 5.04 21
G0O:0040017 positive regulation of locomotion 6.50E-003 4.91 22
GO:0019538 protein metabolic process 6.60E-003 2.78 164
GO:0001704 formation of primary germ layer 6.60E-003 7.94 10
GO:0060976 coronary vasculature development 7.10E-003 12.77 6
GO0O:0044700 single organism signaling 7.10E-003 2.73 178
G0O:0034329 cell junction assembly 7.70E-003 5.91 15
G0O:1903035 negative regulation of response to wounding 7.80E-003 6.78 12
GO:0061035 regulation of cartilage development 7.80E-003 10.61 7
GO:0072001 renal system development 8.40E-003 5.45 17
GO:0045766 positive regulation of angiogenesis 8.50E-003 7.63 10
GO:0071900 regulation of protein serine/threonine kinase activity 9.00E-003 4.31 28
GO:0060840 artery development 9.00E-003 9.09 8
GO:0044763 single-organism cellular process 9.00E-003 2.46 313
G0O:0090400 stress-induced premature senescence 9.20E-003 33.33 3
GO:0032107 regulation of response to nutrient levels 9.20E-003 7.52 10
G0O:0009628 response to abiotic stimulus 9.20E-003 3.62 47
GO:0072224 metanephric glomerulus development 9.60E-003 20 4
GO0:0060325 face morphogenesis 9.70E-003 14.71 5
G0O:0032269 negative regulation of cellular protein metabolic process 9.70E-003 3.75 41
GO:0006929 substrate-dependent cell migration 9.70E-003 14.71 5
G0O:0080135 regulation of cellular response to stress 1.00E-002 4.17 29
GO:0051896 regulation of protein kinase B signaling 1.00E-002 7.35 10
GO0:0051248 negative regulation of protein metabolic process 1.00E-002 3.69 43
GO0:0043405 regulation of MAP kinase activity 1.00E-002 4.61 23
G0:0042326 negative regulation of phosphorylation 1.00E-002 4.76 21
G0O:0035966 response to topologically incorrect protein 1.00E-002 6.52 12
G0O:0035455 response to interferon-alpha 1.00E-002 19.05 4
GO:0031670 cellular response to nutrient 1.00E-002 11.54 6
GO:0031667 response to nutrient levels 1.00E-002 4.43 25
GO:0006749 glutathione metabolic process 1.00E-002 9.86 7
G0O:0001667 ameboidal-type cell migration 1.00E-002 5.14 18
GO:0080134 regulation of response to stress 1.10E-002 3.43 53
GO:0061041 regulation of wound healing 1.10E-002 7.14 10
GO:0048812 neuron projection morphogenesis 1.10E-002 3.86 36
GO:0048667 cell morphogenesis involved in neuron differentiation 1.10E-002 3.87 35
GO:0045936 negative regulation of phosphate metabolic process 1.10E-002 4.38 25
G0:0043066 negative regulation of apoptotic process 1.10E-002 3.86 36
GO0O:0007162 negative regulation of cell adhesion 1.10E-002 5.81 14
GO:0006979 response to oxidative stress 1.10E-002 4.74 21
GO:0035456 response to interferon-beta 1.20E-002 18.18 4
GO:0006915 apoptotic process 1.20E-002 3.26 65
G0O:2000379 positive regulation of reactive oxygen species metabolic pro- 1.30E-002 8.33 8

cess
GO:1901420 negative regulation of response to alcohol 1.30E-002 66.67 2
GO:0072229 metanephric proximal convoluted tubule development 1.30E-002 66.67 2
GO:0060548 negative regulation of cell death 1.30E-002 3.73 38
GO:0050795 regulation of behavior 1.30E-002 5.47 15
GO:0035793 positive regulation of metanephric mesenchymal cell migrati- 1.30E-002 66.67 2

on by platelet-derived growth factor receptor-beta signaling

pathway
GO0:0033993 response to lipid 1.30E-002 3.81 36
G0:0032496 response to lipopolysaccharide 1.30E-002 4.97 18
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GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
G0:0030168 platelet activation 1.30E-002 5.42 15
G0:0022617 extracellular matrix disassembly 1.30E-002 6.9 10
GO:0022408 negative regulation of cell-cell adhesion 1.30E-002 6.94 10
GO:0017015 regulation of transforming growth factor beta receptor signa- 1.30E-002 7.56 9
ling pathway
G0:0016043 cellular component organization 1.30E-002 2.7 172
G0O:0007423 sensory organ development 1.30E-002 4.33 25
GO:0007411 axon guidance 1.30E-002 4.23 26
G0O:0007369 gastrulation 1.30E-002 6.15 12
GO:0007044 cell-substrate junction assembly 1.30E-002 8.25 8
G0O:0051216 cartilage development 1.40E-002 6.09 12
G0O:0042594 response to starvation 1.40E-002 6.4 11
G0:0030030 cell projection organization 1.40E-002 3.35 55
G0:0022603 regulation of anatomical structure morphogenesis 1.40E-002 3.7 38
GO:0009887 organ morphogenesis 1.40E-002 3.7 38
GO0:0008285 negative regulation of cell proliferation 1.40E-002 4.04 29
GO:0001817 regulation of cytokine production 1.40E-002 4.21 26
G0:0048518 positive regulation of biological process 1.50E-002 2.73 157
G0O:0045061 thymic T cell selection 1.50E-002 16.67 4
GO:0010647 positive regulation of cell communication 1.50E-002 3.31 57
G0O:0008219 cell death 1.50E-002 3.18 68
G0O:0001656 metanephros development 1.50E-002 8 8
GO:0001503 ossification 1.50E-002 4.75 19
GO0O:2000181 negative regulation of blood vessel morphogenesis 1.60E-002 8.75 7
G0:0061383 trabecula morphogenesis 1.60E-002 12.2 5
G0O:0071840 cellular component organization or biogenesis 1.70E-002 2.67 174
GO:0051179 localization 1.70E-002 2.71 161
G0O:0014909 smooth muscle cell migration 1.70E-002 10 6
GO0O:0010632 regulation of epithelial cell migration 1.70E-002 6.21 11
G0:0002376 immune system process 1.70E-002 3.02 85
GO0:0030199 collagen fibril organization 1.80E-002 11.9 5
GO:0030155 regulation of cell adhesion 1.80E-002 4 28
GO:0007173 epidermal growth factor receptor signaling pathway 1.80E-002 4.75 18
GO0O:0090287 regulation of cellular response to growth factor stimulus 1.90E-002 5.32 14
G0O:0090092 regulation of transmembrane receptor protein serine/threonine 1.90E-002 5.53 13
kinase signaling pathway
GO:0050680 negative regulation of epithelial cell proliferation 1.90E-002 6.98 9
GO:0044267 cellular protein metabolic process 1.90E-002 2.74 144
GO:0009790 embryo development 1.90E-002 3.59 39
GO:0002062 chondrocyte differentiation 1.90E-002 7.55 8
G0:1900138 negative regulation of phospholipase A2 activity 2.00E-002 50 2
GO:0051348 negative regulation of transferase activity 2.00E-002 4.69 18
GO:0051097 negative regulation of helicase activity 2.00E-002 50 2
GO:0044319 wound healing, spreading of cells 2.00E-002 14.81 4
G0:0001822 kidney development 2.00E-002 5.1 15
GO:0001654 eye development 2.00E-002 4.68 18
GO:0032835 glomerulus development 2.10E-002 9.38 6
G0O:2000351 regulation of endothelial cell apoptotic process 2.20E-002 11.11 5
G0O:0060429 epithelium development 2.20E-002 3.49 42
G0O:0050921 positive regulation of chemotaxis 2.20E-002 6.72 9
GO:0050673 epithelial cell proliferation 2.20E-002 4.63 18
G0O:0071260 cellular response to mechanical stimulus 2.30E-002 8.05 7
GO:0060322 head development 2.30E-002 3.78 31
GO:0045937 positive regulation of phosphate metabolic process 2.30E-002 3.45 43
G0O:0045860 positive regulation of protein kinase activity 2.40E-002 3.99 26
G0O:0042035 regulation of cytokine biosynthetic process 2.40E-002 7.21 8
G0O:0010634 positive regulation of epithelial cell migration 2.40E-002 7.21 8
G0:0042327 positive regulation of phosphorylation 2.50E-002 3.51 39
GO:0023056 positive regulation of signaling 2.50E-002 3.23 55
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GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0018212 peptidyl-tyrosine modification 2.50E-002 4.67 17
G0O:0009636 response to toxic substance 2.50E-002 5.09 14
GO:0001501 skeletal system development 2.60E-002 4.19 22
GO:2000772 regulation of cellular senescence 2.80E-002 13.33 4
GO:0045601 regulation of endothelial cell differentiation 2.80E-002 13.33 4
G0:1901701 cellular response to oxygen-containing compound 2.90E-002 3.45 40
G0O:0051336 regulation of hydrolase activity 2.90E-002 3.36 45
GO:0006024 glycosaminoglycan biosynthetic process 2.90E-002 6.96 8
GO0:0090270 regulation of fibroblast growth factor production 3.00E-002 40 2
GO:0045216 cell-cell junction organization 3.00E-002 5.16 13
G0O:0038001 paracrine signaling 3.00E-002 40 2
GO:0031175 neuron projection development 3.00E-002 3.43 41
GO:0055098 response to low-density lipoprotein particle 3.10E-002 18.75 3
GO:0055093 response to hyperoxia 3.10E-002 12.9 4
G0:0048522 positive regulation of cellular process 3.10E-002 2.73 135
GO:0046718 viral entry into host cell 3.10E-002 6.84 8
GO:0044711 single-organism biosynthetic process 3.10E-002 3.14 59
GO0:0042730 fibrinolysis 3.10E-002 12.9 4
G0:0032103 positive regulation of response to external stimulus 3.10E-002 4.79 15
GO:0002710 negative regulation of T cell mediated immunity 3.10E-002 18.75 3
G0O:0072006 nephron development 3.20E-002 6.25 9
GO:0006898 receptor-mediated endocytosis 3.20E-002 4.64 16
G0O:2000377 regulation of reactive oxygen species metabolic process 3.30E-002 5.81 10
GO:0097191 extrinsic apoptotic signaling pathway 3.30E-002 5.08 13
GO:0061036 positive regulation of cartilage development 3.30E-002 12.5 4
G0O:0050866 negative regulation of cell activation 3.30E-002 5.81 10
G0:0048858 cell projection morphogenesis 3.30E-002 3.4 41
GO:0007265 Ras protein signal transduction 3.30E-002 4.14 21
GO:0006986 response to unfolded protein 3.30E-002 5.81 10
GO:0006955 immune response 3.30E-002 3.14 58
GO0O:0001649 osteoblast differentiation 3.30E-002 5.29 12
GO:0051128 regulation of cellular component organization 3.40E-002 3.02 71
G0O:0090083 regulation of inclusion body assembly 3.50E-002 17.65 3
GO:0071902 positive regulation of protein serine/threonine kinase activity 3.50E-002 4.7 15
GO:0071636 positive regulation of transforming growth factor beta produc- 3.50E-002 17.65 3
tion
GO:0071222 cellular response to lipopolysaccharide 3.50E-002 5.75 10
GO:0071216 cellular response to biotic stimulus 3.50E-002 5.47 11
GO:0051788 response to misfolded protein 3.50E-002 17.65 3
G0:0051338 regulation of transferase activity 3.50E-002 3.45 38
GO:0045597 positive regulation of cell differentiation 3.50E-002 3.6 32
GO:0009725 response to hormone 3.50E-002 3.42 39
GO:0002011 morphogenesis of an epithelial sheet 3.50E-002 9.62 5
GO:0060326 cell chemotaxis 3.60E-002 4.98 13
G0O:0090101 negative regulation of transmembrane receptor protein seri- 3.70E-002 6.5 8
ne/threonine kinase signaling pathway
GO0:0050678 regulation of epithelial cell proliferation 3.70E-002 4.66 15
G0O:0030203 glycosaminoglycan metabolic process 3.70E-002 5.68 10
GO:0009967 positive regulation of signal transduction 3.70E-002 3.22 50
G0O:0008361 regulation of cell size 3.70E-002 5.68 10
G0O:0006464 cellular protein modification process 3.70E-002 2.78 113
G0O:0000060 protein import into nucleus, translocation 3.70E-002 9.43 5
GO:2000774 positive regulation of cellular senescence 3.80E-002 33.33 2
G0:1990144 intrinsic apoptotic signaling pathway in response to hypoxia 3.80E-002 33.33 2
G0O:1900221 regulation of beta-amyloid clearance 3.80E-002 33.33 2
GO:0070278 extracellular matrix constituent secretion 3.80E-002 33.33 2
G0O:0060560 developmental growth involved in morphogenesis 3.80E-002 5.13 12
GO:0051241 negative regulation of multicellular organismal process 3.80E-002 3.43 37
G0O:0048840 otolith development 3.80E-002 33.33 2
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Tabelle A3: Signifikant angereicherte biologische Prozesse der unter IGF2BPI1-Knockdown

in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene - Fortsetzung

GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0045595 regulation of cell differentiation 3.80E-002 3.19 51
GO:0021885 forebrain cell migration 3.80E-002 8 [§)
GO:0008543 fibroblast growth factor receptor signaling pathway 3.80E-002 4.63 15
G0O:0002578 negative regulation of antigen processing and presentation 3.80E-002 33.33 2
GO:0002576 platelet degranulation 3.80E-002 7.07 7
GO:0001957 intramembranous ossification 3.80E-002 33.33 2
GO:0065008 regulation of biological quality 3.90E-002 2.8 106
G0O:0048008 platelet-derived growth factor receptor signaling pathway 3.90E-002 9.26 5
GO:0042542 response to hydrogen peroxide 3.90E-002 5.96 9
GO:0032655 regulation of interleukin-12 production 3.90E-002 9.26 5
GO:0003158 endothelium development 3.90E-002 6.4 8
GO:0097305 response to alcohol 4.00E-002 4.26 18
G0O:0048545 response to steroid hormone 4.00E-002 4.1 20
G0O:0032879 regulation of localization 4.00E-002 2.95 75
G0:0001819 positive regulation of cytokine production 4.00E-002 4.26 18
GO:0002709 regulation of T cell mediated immunity 4.10E-002 9.09 5
GO:1902531 regulation of intracellular signal transduction 4.20E-002 3.12 55
GO:0098602 single organism cell adhesion 4.30E-002 3.59 30
GO:0071850 mitotic cell cycle arrest 4.30E-002 15.79 3
GO0:0061298 retina vasculature development in camera-type eye 4.30E-002 15.79 3
G0O:0048666 neuron development 4.30E-002 3.26 44
GO:0043534 blood vessel endothelial cell migration 4.30E-002 7.69 6
GO:0032331 negative regulation of chondrocyte differentiation 4.30E-002 15.79 3
GO:0010544 negative regulation of platelet activation 4.30E-002 15.79 3
G0:0010506 regulation of autophagy 4.30E-002 5.24 11
GO:0009267 cellular response to starvation 4.30E-002 6.25 8
GO:0006907 pinocytosis 4.30E-002 15.79 3
G0:2000278 regulation of DNA biosynthetic process 4.40E-002 7.59 6
G0O:0048041 focal adhesion assembly 4.40E-002 7.59 [§)
G0:0021675 nerve development 4.40E-002 7.59 6
GO:0007569 cell aging 4.40E-002 6.8 7
GO:0060348 bone development 4.50E-002 5.43 10
GO:0044281 small molecule metabolic process 4.50E-002 2.89 82
GO:0050790 regulation of catalytic activity 4.60E-002 2.94 73
GO:0043412 macromolecule modification 4.60E-002 2.74 116
GO:0034111 negative regulation of homotypic cell-cell adhesion 4.60E-002 6.73 7
G0O:0007399 nervous system development 4.60E-002 2.93 75
GO0:0000186 activation of MAPKK activity 4.70E-002 4.92 12
GO:0051549 positive regulation of keratinocyte migration 4.80E-002 28.57 2
G0O:0043086 negative regulation of catalytic activity 4.80E-002 3.49 32
G0:0014070 response to organic cyclic compound 4.80E-002 3.46 33
GO:0010668 ectodermal cell differentiation 4.80E-002 28.57 2
GO:0001775 cell activation 4.80E-002 3.38 36
GO:0071901 negative regulation of protein serine/threonine kinase activity 4.90E-002 6.06 8
GO:0071295 cellular response to vitamin 4.90E-002 10.53 4
GO:0051247 positive regulation of protein metabolic process 4.90E-002 3.12 52
G0O:0003205 cardiac chamber development 4.90E-002 5.66 9
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Tabelle A4 : Signifikant angereicherte molekulare Funktionen der unter IGF2BP1-Knockdown

in BS-2-Zellen differentiell exprimierten Gene

GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0048407 platelet-derived growth factor binding 7.10E-004 45.45 5
GO:0005201 extracellular matrix structural constituent 5.50E-003 12.33 9
GO:0005178 integrin binding 6.10E-003 9.48 11
G0O:0050839 cell adhesion molecule binding 1.00E-002 7.00 14
GO:0005518 collagen binding 1.10E-002 11.59 8
G0O:0005539 glycosaminoglycan binding 1.70E-002 6.54 14
G0:0032403 protein complex binding 2.30E-002 3.89 39
GO:0019838 growth factor binding 2.50E-002 7.75 10
GO:0005515 protein binding 2.80E-002 2.49 273
GO:0004222 metalloendopeptidase activity 3.00E-002 8.11 9
G0O:0008201 heparin binding 3.70E-002 6.63 11
G0:0016723 oxidoreductase activity, oxidizing metal ions, NAD or NADP 4.20E-002 27.27 3
as acceptor
Tabelle A5: Signifikant angereicherte zelluldre Komponenten der wunter IGF2BPI1-
Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene
GOID GOTerm FDR % Associated No. of Genes
Genes
GO:0031012 extracellular matrix 3.30E-008 7.80 35
GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix 3.10E-007 7.85 30
G0O:0044420 extracellular matrix component 4.50E-006 11.68 16
GO:0044421 extracellular region part 5.30E-006 3.39 133
G0O:0009986 cell surface 5.20E-005 5.02 41
GO:0005576 extracellular region 1.30E-004 3.10 145
G0O:0005925 focal adhesion 3.10E-004 5.97 25
GO:0031988 membrane-bounded vesicle 7.90E-004 3.15 116
GO:0005912 adherens junction 8.30E-004 5.33 27
GO:0005783 endoplasmic reticulum 2.60E-003 3.60 61
GO:0005737 cytoplasm 2.70E-003 2.56 275
GO:0070062 extracellular exosome 4.50E-003 3.17 91
GO:0016020 membrane 5.70E-003 2.58 246
GO0:0071944 cell periphery 1.40E-002 2.78 146
G0O:0031091 platelet alpha granule 1.40E-002 10.29 7
G0O:0030054 cell junction 1.40E-002 3.63 45
G0:0044444 cytoplasmic part 1.60E-002 2.60 213
G0O:0012505 endomembrane system 1.90E-002 2.88 112
G0:0044459 plasma membrane part 2.10E-002 3.05 81
G0O:0098644 complex of collagen trimers 2.20E-002 17.39 4
GO:0005615 extracellular space 2.80E-002 3.37 49
GO:0005788 endoplasmic reticulum lumen 3.50E-002 5.66 12
G0:0044425 membrane part 3.60E-002 2.60 187
GO0:0031224 intrinsic component of membrane 4.80E-002 2.64 161
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Tabelle A6: Signifikant angereicherte KEGG-Interaktionsnetzwerke der unter IGF2BP1-

Knockdown in ES-2-Zellen differentiell exprimierten Gene

Pathway Name FDR % Associated No. of Genes
Genes

hsa04151 PI3K-Akt signaling pathway 1.20E-005 7.92 27

hsa04510 Focal adhesion 4.20E-004 8.42 17

hsa04512 ECM-receptor interaction 6.00E-005 14.63 12

hsa04933 AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications 5.30E-003 9.90 10

hsa05200 Pathways in cancer 5.10E-003 5.79 23

hsa05219 Bladder cancer 3.30E-004 19.51 8

Tabelle A7: Unter IGF2BPI1-Knockdown in FES-2-Zellen hochabundante und mnichi-

differentiell exprimierte microRNAs

MirBase ID Gene symbol LogoFC FDR
MIMAT0000692 hsa-miR-30e-5p -0.30 1
MIMATO0004494 hsa-miR-21-3p 0.77 1
MIMATO0000254 hsa-miR-10b-5p 0.33 1
MIMATO0000084 hsa-miR-27a-3p 0.33 1
MIMATO0004810 hsa-miR-629-5p 0.40 1
MIMATO0002821 hsa-miR-181d-5p 0.31 1
MIMATO0002809 hsa-miR-146b-5p 0.42 1
MIMATO0000087 hsa-miR-30a-5p -0.27 1
MIMATO0000097 hsa-miR-99a-5p -0.57 1
MIMATO0004502 hsa-miR-28-3p 0.34 1
MIMAT0000098 hsa-miR-100-5p -0.57 1
MIMATO0000257 hsa-miR-181b-5p 0.30 1
MIMAT0000449 hsa-miR-146a-5p 0.30 1
MIMATO0000443 hsa-miR-125a-5p 0.27 1
MIMATO0000089 hsa-miR-31-5p -0.29 1
MIMATO0031177 hsa-miR-7974 0.39 1
MIMATO0010214 hsa-miR-151b 0.34 1
MIMATO0004550 hsa-miR-30c-2-3p -0.35 1
MIMATO0000446 hsa-miR-127-3p -0.90 1
MIMATO0000085 hsa-miR-28-5p 0.31 1
MIMATO0000691 hsa-miR-130b-3p -0.27 1
MIMATO0000065 hsa-let-7d-5p 0.35 1
MIMATO0000759 hsa-miR-148b-3p -0.30 1
MIMATO0000417 hsa-miR-15b-5p -0.30 1
MIMATO0000076 hsa-miR-21-5p 0.21 1
MIMATO0000081 hsa-miR-25-3p 0.25 1
MIMATO0003218 hsa-miR-92b-3p 0.26 1
MIMATO0000070 hsa-miR-17-5p -0.25 1
MIMATO0000063 hsa-let-7b-5p 0.25 1
MIMATO0000103 hsa-miR-106a-5p -0.25 1
MIMATO0005951 hsa-miR-1307-3p -0.25 1
MIMATO0000430 hsa-miR-138-5p 0.20 1
MIMATO0000458 hsa-miR-190a-5p 0.37 1
MIMATO0000104 hsa-miR-107 -0.18 1
MIMATO0000088 hsa-miR-30a-3p -0.20 1
MIMATO0000078 hsa-miR-23a-3p -0.23 1
MIMATO0004512 hsa-miR-100-3p -0.31 1
MIMATO0003294 hsa-miR-625-5p 0.17 1
MIMATO0004808 hsa-miR-625-3p 0.17 1
MIMATO0000510 hsa-miR-320a 0.16 1
MIMATO0000414 hsa-let-7g-5p 0.13 1
MIMATO0000075 hsa-miR-20a-5p -0.24 1
MIMATO0000693 hsa-miR-30e-3p -0.16 1
MIMATO0000093 hsa-miR-93-5p -0.14 1
MIMATO0005792 hsa-miR-320b 0.15 1
MIMATO0000092 hsa-miR-92a-3p -0.14 1
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A7: Unter IGF2BPI1-Knockdown

differentiell exprimierte microRNAs - Fortsetzung

m

ES-2-Zellen hochabundante und nicht-

MirBase ID Gene symbol Logo FC FDR
MIMATO0000736 hsa-miR-381-3p -0.40 1
MIMAT0000425 hsa-miR-130a-3p -0.15 1
MIMAT0000435 hsa-miR-143-3p -0.32 1
MIMAT0000688 hsa-miR-301a-3p -0.28 1
MIMAT0029782 hsa-miR-7641 -0.36 1
MIMAT0004984 hsa-miR-941 0.14 1
MIMAT0000083 hsa-miR-26b-5p -0.13 1
MIMATO0000256 hsa-miR-181a-5p 0.13 1
MIMATO0000418 hsa-miR-23b-3p -0.13 1
MIMAT0005881 hsa-miR-1291 -0.83 1
MIMATO0000232 hsa-miR-199a-3p 0.09 1
MIMAT0004563 hsa-miR-199b-3p 0.09 1
MIMATO0000069 hsa-miR-16-5p 0.09 1
MIMAT0000440 hsa-miR-191-5p -0.08 1
MIMAT0000231 hsa-miR-199a-5p 0.12 1
MIMATO0003886 hsa-miR-769-5p -0.09 1
MIMATO0001080 hsa-miR-196b-5p -0.09 1
MIMATO0000252 hsa-miR-7-5p -0.15 1
MIMAT0002174 hsa-miR-484 0.10 1
MIMAT0000433 hsa-miR-142-5p -0.18 1
MIMATO0003339 hsa-miR-421 -0.08 1
MIMATO0000226 hsa-miR-196a-5p -0.08 1
MIMATO0000415 hsa-let-7i-5p -0.06 1
MIMAT0004672 hsa-miR-106b-3p 0.07 1
MIMATO0000279 hsa-miR-222-3p -0.06 1
MIMATO0004945 hsa-miR-744-5p -0.07 1
MIMATO0000064 hsa-let-7c-5p -0.06 1
MIMATO0000703 hsa-miR-361-5p 0.05 1
MIMAT0000420 hsa-miR-30b-5p 0.04 1
MIMATO0000096 hsa-miR-98-5p -0.04 1
MIMATO0004597 hsa-miR-140-3p 0.05 1
MIMATO0000067 hsa-let-7f-5p -0.04 1
MIMAT0000222 hsa-miR-192-5p -0.04 1
MIMATO0000066 hsa-let-7e-5p -0.05 1
MIMATO0000062 hsa-let-7a-5p -0.04 1
MIMATO0000424 hsa-miR-128-3p 0.04 1
MIMATO0003393 hsa-miR-425-5p 0.04 1
MIMAT0004692 hsa-miR-340-5p 0.06 1
MIMAT0000689 hsa-miR-99b-5p 0.04 1
MIMATO0000073 hsa-miR-19a-3p 0.03 1
MIMAT0019074 hsa-miR-378i -0.02 1
MIMATO0000074 hsa-miR-19b-3p 0.01 1
MIMATO0005882 hsa-miR-548k 0.01 1
MIMATO0000099 hsa-miR-101-3p -0.01 1
MIMATO0016847 hsa-miR-378c 0.00 1
MIMATO0022727 hsa-miR-1307-5p 0.00 1
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Tabelle A8: Putative IGF2BP1-Ziel-RNAs

Ensembl Gene ID Gene symbol Logo FC FDR No. of predicted Part of significantly en-

binding miRs riched biological process

related to cell migration
ENSG00000108091 CCDC6 -3.11 3.15E-022 23 FALSE
ENSG00000115677 HDLBP -2.19 1.34E-019 13 FALSE
ENSG00000159217 IGF2BP1 -2.03 1.57E-014 20 FALSE
ENSG00000136261 BZW2 -2.08 3.10E-006 9 FALSE
ENSG00000123352 SPATS2 -1.47 4.24E-006 1 FALSE
ENSG00000115159 GPD2 -2.02 4.24E-006 14 FALSE
ENSG00000157557 ETS2 -1.49 3.24E-005 3 FALSE
ENSG00000165832 TRUB1 -2.47 4.94E-005 1 FALSE
ENSG00000136158 SPRY2 -1.28 4.94E-005 7 FALSE
ENSG00000111266 DUSP16 -1.51 1.62E-004 10 FALSE
ENSG00000143515 ATP8B2 -1.16 1.91E-004 4 FALSE
ENSG00000029725 RABEP1 -2.09 1.93E-004 5 FALSE
ENSG00000124762 CDKNI1A -2.02 2.20E-004 16 FALSE
ENSG00000114850 SSR3 -1.23 3.27E-004 5 FALSE
ENSG00000166881 TMEMI194A -1.54 3.64E-004 16 FALSE
ENSG00000069020 MAST4 -1.46 3.86E-004 10 FALSE
ENSG00000123892 RAB38 -3.40 4.41E-004 3 FALSE
ENSG00000104332 SFRP1 -0.99 9.84E-004 4 TRUE
ENSG00000057252 SOAT1 -1.63 9.98E-004 1 FALSE
ENSG00000100664 EIF5 -1.43 1.15E-003 6 FALSE
ENSG00000011201 KAL1 -1.87 1.23E-003 4 TRUE
ENSG00000145390 USP53 -2.59 1.29E-003 9 FALSE
ENSG00000096063 SRPK1 -1.45 1.33E-003 9 FALSE
ENSG00000171055 FEZ2 -2.09 1.77E-003 2 FALSE
ENSG00000180917 CMTR2 -2.03 1.82E-003 6 FALSE
ENSG00000136802 LRRCS8A -1.15 2.35E-003 1 FALSE
ENSG00000105926 MPP6 -2.02 2.77E-003 2 FALSE
ENSG00000171310 CHST11 -1.14 3.04E-003 6 FALSE
ENSG00000198894 CIPC -1.25 3.04E-003 7 FALSE
ENSG00000163659 TIPARP -1.61 3.19E-003 5 FALSE
ENSG00000139278 GLIPRI1 -2.13 3.48E-003 3 FALSE
ENSG00000091409 ITGA6 -1.49 3.52E-003 11 TRUE
ENSG00000164933 SLC25A32 -1.45 3.52E-003 16 FALSE
ENSG00000163900 TMEM41A -1.49 4.17E-003 3 FALSE
ENSG00000114120 SLC25A36 -1.57 4.29E-003 15 FALSE
ENSG00000057704 TMCC3 -1.50 4.46E-003 4 FALSE
ENSG00000106571 GLI3 -1.43 4.80E-003 3 TRUE
ENSG00000139722 VPS37B -1.18 4.88E-003 FALSE
ENSG00000095794 CREM -1.49 5.52E-003 15 FALSE
ENSG00000188848 BEND4 -1.19 5.83E-003 18 FALSE
ENSG00000131016 AKAP12 -1.33 5.83E-003 6 FALSE
ENSG00000171517 LPAR3 -1.33 5.83E-003 2 FALSE
ENSG00000143322 ABL2 -1.20 5.93E-003 31 TRUE
ENSG00000134602 MST4 -1.80 5.93E-003 7 TRUE
ENSG00000059758 CDK17 -1.52 6.53E-003 14 FALSE
ENSG00000108861 DUSP3 -1.01 6.53E-003 11 TRUE
ENSG00000049130 KITLG -6.38 6.60E-003 13 TRUE
ENSG00000165449 SLC16A9 -2.01 6.66E-003 15 FALSE
ENSG00000151012 SLCTA11 -2.03 6.77E-003 28 TRUE
ENSG00000112893 MAN2A1 -1.57 7.24E-003 5 FALSE
ENSG00000057019 DCBLD2 -1.32 7.94E-003 20 FALSE
ENSG00000115419 GLS -2.55 8.03E-003 7 FALSE
ENSG00000114573 ATP6V1A -1.64 8.08E-003 11 FALSE
ENSG00000113356 POLR3G -1.45 9.00E-003 11 FALSE
ENSG00000105968 H2AFV -1.48 9.33E-003 2 FALSE
ENSG00000152492 CCDC50 -1.35 9.89E-003 11 FALSE
ENSG00000153879 CEBPG -1.83 1.00E-002 4 FALSE
ENSG00000109133 TMEM33 -1.08 1.10E-002 15 FALSE
ENSG00000181061 HIGD1A -2.50 1.33E-002 3 FALSE
ENSG00000137876 RSL24D1 -1.94 1.34E-002 1 FALSE
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Tabelle A8: Putative IGF2BP1-Ziel-RNAs - Fortsetzung

Ensembl Gene ID Gene symbol Logo FC FDR No. of predicted Part of significantly en-

binding miRs riched biological process

related to cell migration
ENSG00000100632 ERH -1.42 1.35E-002 2 FALSE
ENSG00000166037 CEP57 -1.41 1.42E-002 6 FALSE
ENSG00000063601 MTMR1 -1.08 1.44E-002 5 FALSE
ENSG00000111371 SLC38A1 -1.18 1.58E-002 3 FALSE
ENSG00000093167 LRRFIP2 -1.01 1.60E-002 3 FALSE
ENSG00000174606 ANGEL2 -1.21 1.63E-002 5 FALSE
ENSG00000169504 CLIC4 -1.33 1.68E-002 4 TRUE
ENSG00000174013 FBXO45 -1.36 1.81E-002 16 TRUE
ENSG00000110619 CARS -0.92 1.90E-002 3 FALSE
ENSG00000152332 UHMKI1 -1.28 1.99E-002 19 FALSE
ENSG00000116489 CAPZA1 -2.49 2.00E-002 9 FALSE
ENSG00000147526 TACC1 -1.13 2.03E-002 12 FALSE
ENSG00000151835 SACS -1.56 2.07E-002 10 FALSE
ENSG00000128965 CHAC1 -1.53 2.12E-002 3 FALSE
ENSG00000137040 RANBP6 -2.49 2.18E-002 8 FALSE
ENSG00000174574 AKIRIN1 -1.42 2.25E-002 15 FALSE
ENSG00000181751 Cb50rf30.1 -1.39 2.25E-002 15 FALSE
ENSG00000121644 DESI2 -1.11 2.25E-002 14 FALSE
ENSG00000064102 ASUN -1.43 2.27E-002 2 FALSE
ENSG00000136518 ACTL6A -1.74 2.35E-002 2 FALSE
ENSG00000180884 ZNF792 -1.21 2.35E-002 1 FALSE
ENSG00000165156 ZHX1 -2.52 2.36E-002 11 FALSE
ENSG00000162694 EXTL2 -1.51 2.37E-002 3 FALSE
ENSG00000119977 TCTN3 -1.28 2.37E-002 1 FALSE
ENSG00000115946 PNO1 -1.41 2.38E-002 1 FALSE
ENSG00000123505 AMD1 -1.54 2.40E-002 3 FALSE
ENSG00000050130 JKAMP -2.69 2.40E-002 2 FALSE
ENSG00000153922 CHD1 -2.19 2.52E-002 8 FALSE
ENSG00000112658 SRF -1.08 2.53E-002 3 TRUE
ENSG00000115963 RND3 -2.11 2.53E-002 10 TRUE
ENSG00000101187 SLCO4A1 -1.23 2.64E-002 1 FALSE
ENSG00000128989 ARPP19 -1.34 2.76 E-002 25 FALSE
ENSG00000173334 TRIB1 -1.04 2.78E-002 13 TRUE
ENSG00000148426 PROSER2 -1.28 2.79E-002 6 FALSE
ENSG00000197965 MPZL1 -0.80 2.92E-002 3 FALSE
ENSG00000106692 FKTN -2.18 3.01E-002 1 FALSE
ENSG00000104635 SLC39A14 -0.86 3.01E-002 5 FALSE
ENSG00000115233 PSMD14 -1.37 3.18E-002 2 FALSE
ENSG00000155100 OTUD6B -2.64 3.18E-002 9 FALSE
ENSG00000169251 NMD3 -1.94 3.22E-002 3 FALSE
ENSG00000153162 BMP6 -1.91 3.32E-002 6 FALSE
ENSG00000213516 RBMXL1 -1.49 3.37E-002 7 FALSE
ENSG00000083720 OXCT1 -2.37 3.45E-002 2 FALSE
ENSG00000100030 MAPK1 -1.12 3.49E-002 14 TRUE
ENSG00000074935 TUBE1 -1.40 3.65E-002 1 FALSE
ENSG00000153006 SREKI1IP1 -1.75 3.80E-002 17 FALSE
ENSG00000082153 BZW1 -1.41 3.94E-002 19 FALSE
ENSG00000166908 PIP4K2C -1.11 3.98E-002 5 FALSE
ENSG00000147649 MTDH -1.51 4.02E-002 18 FALSE
ENSG00000122126 OCRL -1.55 4.07E-002 5 FALSE
ENSG00000096717 SIRT1 -1.72 4.08E-002 13 FALSE
ENSG00000136827 TORI1A -0.95 4.11E-002 2 TRUE
ENSG00000104369 JPH1 -1.47 4.11E-002 9 FALSE
ENSG00000172380 GNG12 -1.27 4.12E-002 6 FALSE
ENSG00000197265 GTF2E2 -1.78 4.29E-002 4 FALSE
ENSG00000163946 FAM208A -1.28 4.36E-002 4 FALSE
ENSG00000138180 CEP55 -1.87 4.53E-002 6 FALSE
ENSG00000111412 C12orf49 -1.14 4.68E-002 2 FALSE
ENSG00000203668 CHML -2.13 4.70E-002 1 FALSE
ENSG00000151465 CDC123 -1.25 4.75E-002 1 FALSE
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ENSG00000073712 FERMT2 -1.54 4.78E-002 9 TRUE
ENSG00000132429 POPDC3 -2.05 4.89E-002 1 FALSE
ENSG00000143333 RGS16 -1.43 4.91E-002 9 FALSE
ENSG00000163291 PAQR3 -1.40 4.98E-002 6 FALSE
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