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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Infektion mit dem Hepatitis C-Virus (HCV), einem einstrdngigen RNA-Virus und
Vertreter der Flaviviridae, kann bei chronischen Verldufen die Ausbildung von
Leberzirrhosen, Fibrosen, Steatosen (Fettleber) oder Leberkrebs zur Folge haben.
Hepatitis C-Viren sind zur Vermehrung auf den zellularen Lipidstoffwechsel angewiesen.
Das Assemblieren neuer Viren geschieht beispielsweise an zellularen lipid droplets (LD,
Speicherorganellen fur neutrale Lipide). Der Lipidmetabolismus einer Zelle kann durch die
Behandlung mit verschiedenen Fettsduren aber auch durch HCV-Infektion beeinflusst
werden.

Ziel dieser Arbeit war die quantitative Untersuchung der Gr6éRe und Verteilung von
lipid droplets in chronisch HCV-infizierten Zellen nach Stimulation mit verschiedenen
Fettsauren mittels Konfokal-Mikroskopie.

Eine 24-stindige Behandlung chronisch HCV-infizierter Huh7.5-Zellen mit gesattigten,
einfach- und mehrfachungesattigten Fettsauren hat gezeigt, dass das Gesamtvolumen der
lipid droplets dieser Zellen durch die Behandlung meist leicht erhéht wird. Die Anzahl der
lipid droplets pro Zelle variierte stark und lasst keinen Trend zwischen den Behandlungen
erkennen. Die Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zellen hinsichtlich
der einzelnen durchschnittlichen LD-Volumina fallen insgesamt gering aus, einige
Fettsauren konnen die Volumen der einzelnen lipid droplets in Zellen jedoch im Mittel
signifikant erhdéhen.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war, die Bildverarbeitung fir die volumetrische Auswertung
der Daten zu optimieren. Es hat sich gezeigt, dass die Dekonvolution als
Bildverarbeitungsschritt fir die nachfolgende Darstellung und Quantifizierung in 3D eine
positive Wirkung aufweist. Der hier verwendete Blind-Algorithmus ermdglichte die
aufgenommenen Signale der lipid droplets gleichmaRig darzustellen und schéarfer

abzugrenzen, was die Segmentierung wesentlich vereinfacht hat.

Vi



Einleitung und Theorie

1. Einleitung und Theorie

1.1. Das Hepatitis C-Virus

Weltweit sind derzeit 130-150 Millionen Menschen, ca. 3% der gesamten Weltbevoélkerung,
chronisch mit dem Hepatitis C-Virus (HCV) infiziert (WHO, 2014). Das Hepatitis C-Virus, ein
Vertreter der Flaviviridae, ist bei chronischem Infektionsverlauf ursachlich fur verschiedene
Lebererkrankungen. Hierzu zéhlen Leberzirrhose, Fibrose, Steatose (Fettleber) und
Leberkarzinome (Leberkrebs). Etwa 500.000 Infizierte sterben jahrlich aufgrund einer
chronischen HCV-Infektion. Auch wenn eine Infektion behandelbar ist, ein Impfstoff ist
derzeit nicht vorhanden.

Eine Infektion mit dem Virus erfolgt fast ausschlie3lich Uber Blut. Das Virus gelangt in die
Zelle durch die Rezeptor-vermittelte Endozytose (Abbildung 1-1). Angrenzende Zellen
die

Infektionsiibertragung zwischen den Zellen, bspw. durch Exosomen, tber Zell-Zell-Kontakte

kénnen ebenfalls infiziert werden (Spreading). Die Mechanismen sind hierbei

oder das Ausschleusen der Viruspartikel in den Zellzwischenraum (Ramakrishnaiah et al.,
2013; Liu and He, 2013). Das Virus wirkt dabei nicht lytisch auf die infizierten Zellen.
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Einleitung und Theorie

Das Hepatitis C-Virus ist ein behilltes ss(+)RNA-Virus (positiv, einzelstrangig) und besitzt
ein Genom aus etwa 9.600 bp, welches ein etwa 3.000 Aminosauren langes Polyprotein
kodiert. Dieses Polyprotein wird ko- und posttranslational zu zehn Proteinen prozessiert.
Die Proteine lassen sich in Struktur- und nichtstrukturelle Proteine einordnen. So zéhlen
Core, E1 und E2 zu den Strukturproteinen, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B
zu den nichtstrukturellen Proteinen (vgl. Abbildung 1-2).

a =3011 codons

__Structural MNonstructural .
5 — S -3
& v N

Hoe o oo

A ) (| | | ] B | |
Core E1__E2 p7 NS2 NS3  4A 4B  NS5A NSSB

' a2t
{ Glycoproteins Serineg;)tease RdRP

Genome RNA helicase Phosphoprotein
encapsidation

Cysteine protease Membrane alterations
lon channel Serine protease cofactor

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des HCV -Genoms anhand von JFH1 mit re sultierenden
Proteinen und deren Funktion (Lindenbach and Rice, 2005) .

Wie andere Vertreter der Flaviviridae benottigt auch das HCV den zellularen
Lipidstoffwechsel zur Vermehrung. Zum Beispiel wird das Virus unter Beteiligung von
lipid droplets am endoplasmatischen Retikulum (ER) assembliert (Miyanari et al., 2007;
Herker and Ott, 2011).

Das gangige in vitro Infektionsmodell ist abgeleitet von dem Hepatitis C-Virus Stamm eines
japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis, dem JFH1-Virus (japanese fulminant
hepatitis-1). JFH1 und hieraus entstandene Chimaren kénnen in Zellkultur-Bedingungen
untersucht werden (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al., 2006). Die Infektions- und
Replikationswege, Interaktionen und das Ausschleusen des Virus kénnen invitro
nachvollzogen werden. Die Replikationseffizienz in der Zellkultur wurde durch Adaptationen
optimiert und bis auf das 1000-fache gesteigert (Bartenschlager and Sparacio, 2007
Pietschmann et al., 2008).

Durch die Integration von Reporterproteinen in das virale Genom konnen infizierte und nicht
infizierte Zellen voneinander unterschieden werden. Es hat sich gezeigt, dass das Virus in
seinem Verhalten kaum beeinflusst wird, wenn der Reporter zwischen NS5A und NS5B
eingebaut ist. Als Reporter kbnnen beispielsweise verschiedene Fluoreszenzmarker (GFP,
mKO2, RFP und andere) und/oder Antibiotika-Resistenzen (Blasticidin, Neomycin und
ahnliche) dienen (Abbildung 1-3) (Webster et al., 2013).
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Abbildung 1-3: Schemen von HCV -Konstrukten mit unterschiedlichen klonierten Marker n (Webster et al.,
2013).

In dieser Arbeit wurde ein an das Jc1/NSSABMKO2BSt gngelehntes Konstrukt, Jcl1/NSSABBsd
verwendet. Dieses Konstrukt enthalt kein Fluoreszenzprotein, jedoch eine

Blasticidinresistenz (Bsd) zur Selektion infizierter Zellen.

1.2. Die Leber(-Zelle) als Organ(-ismus)
Die Leber ist die gréf3te Drise im menschlichen Kérper und fungiert als zentrales Organ

des Verdauungssystems. Sie ist fur verschiedene Sekrete urséchlich. Hier werden
beispielsweise Gallensekrete zum Verdau von Fetten sekretiert. Auch als Zwischenspeicher
fur energiereiche Verbindungen und als Ort der Gluconeogenese ist sie unentbehrlich
(Clauss and Clauss, 2009). Weiter ist sie zentral fir den Warmehaushalt eines Korpers
verantwortlich. Durch die hohe Anzahl an stofflichen Umsétzen besitzt das vendse, aus der
Leber abflieRende Blut etwa eine Temperatur von 41,3 °C, je nach zu verdauenden
Lebensmitteln (Flindt, 2006).

HCV infiziert (fast) ausschlie3lich humane Leberzellen. Fur Experimente unter definierten
Bedingungen wurden stabile Leberkrebszelllinien isoliert, die eine hohe Permissivitat
gegeniber bestimmten Hepatitis C-Virenstdmmen besitzen (Bartenschlager and
Pietschmann, 2005). Hieraus wurde u.a. die Huh7.5-Zelllinie entwickelt, die durch
Mutationen und Veranderungen des Genoms leicht zu infizieren ist und eine hohe

Replikation sowie Sekretion von Viren aufweist (Zhong et al., 2005).
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1.3. Funktion von lipid droplets
Die in tierischen Zellen vorkommenden lipid droplets sind u.a. Speicherorganellen fir

Triglyceride und Cholesterolester. Sie werden von einem Phospholipid-Monolayer
abgeschlossen. Die Lipide orientieren sich hierbei mit dem lipophilen Schwanz zum Inneren
der droplets und mit dem hydrophilen Kopf zum Cytosol. Im Inneren bestehen sie
Uberwiegend aus Triglyceriden und Cholesterolestern. An der Oberflache der lipid droplets
kénnen unterschiedliche Proteine gebunden sein, die z.B. den Auf- und Abbau der
lipid droplets regulieren und Interaktionen mit anderen Organellen modulieren.

Die GrolRRe der lipid droplets ist sehr unterschiedlich und h&ngt sowohl vom metabolischen
Zustand der Zelle als auch vom Zelltyp ab. Von groRReren lipid droplets kdnnen vor der
Lipolyse kleinere abgeschnurt werden. Auch der umgekehrte Weg, die Verschmelzung von
lipid droplets ist moglich. Dies wird durch lipid droplet assoziierte Proteine wie FSP27 und
PLIN1 initiiert. Derzeit wird davon ausgegangen, dass die Bildung der droplets in der
ER-Membran stattfindet. ER-standige Diacylglycerolacyltransferasen (DGAT) katalysieren
den letzten Schritt der Synthese von Triglyceriden, was zum Akkumulieren von
Triglyceriden zwischen den beiden Blattern der ER-Membran fihrt, bis sich ein Tropfen
gebildet hat, der anschlieRend abgeschniirt wird. Die so entstandenen lipid droplets kénnen
weitere Triglyceride aufnehmen und wieder abgeben, das System ist somit nicht statisch
(Arrese et al.,, 2014). Der Turnover von lipid droplets in Zelllinien wurde mit 24 h
beschrieben — wird die Neusynthese von Triglyceriden verhindert, verschwinden wéahrend
dieser Zeit alle lipid droplets in der Zelle (Harris et al., 2011).

Fur die HCV-Replikation sind die zellularen lipid droplets essentiell (Miyanari et al., 2007).
Die viralen Proteine initiieren an droplet assoziierten ER-Membranen die RNA-Replikation
sowie das Assemblieren neuer Viren. Hierzu wird das HCV Core-Protein von der
Diacylglycerolacyltransferase 1 (DGAT1) zusammen mit NS5A vom ER an die lipid droplets
dirigiert (Herker et al., 2010; Camus et al., 2013). Zusatzlich aktiviert das Core-Protein
SREBP-1C, welches die Lipidbiosynthese anregt. Dies hat zur Folge, dass lipid droplets
angereichert werden (Arrese et al, 2014). Daneben ist NS5A mit dem
Tail-Interacting Protein 47 (TIP47) am ER und den lipid droplets kolokalisiert. Es wird
angenommen, dass diese stabile Verbindung fur die erfolgreiche Vermehrung des HCV in

Zellen unerlasslich ist (Vogt et al., 2013).

1.4. Fettsauren
Fettsauren besitzen einen charakteristischen Aufbau. Auf der einen Seite eines

Fettsauremolekils ist eine hydrophile Carboxylgruppe (R-COOH) vorhanden. Den Rest des
Molekiils bildet eine hydrophobe Kohlenstoffkette mit Wasserstoffatomen. Am Ende der
Kette befindet sich eine Methylgruppe.

Fettsauren werden Uber den gastrointestinalen Trakt aufgenommen. Fettreiche Nahrung
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wird durch die Gallensdure emulgiert und die Lipide durch Lipasen in Glycerin und
Fettsauren gespalten. Fettsduren im Blut sind an Albumin gebunden. Hier kdnnen bis zu
sieben Fettsduren an einem Albumin-Molekil gebunden sein. Erst hiernach kann dieser
Komplex in Leberzellen aufgenommen werden.

In Leberzellen kdénnen die aufgenommenen Fettsduren als Triglyceride in lipid droplets
gespeichert werden. Uber die B-Oxidation in der mitochondrialen Matrix kénnen langkettige
Fettsauren (C,>12) als Acetyl-CoA in den Citratzyklus eintreten. Sehr langkettige
Fettsauren (C,>22) werden in Peroxisomen metabolisiert. Weiter sind Fettsduren als
Phospholipide zusammen mit Cholesterin elementare Bestandteile der Zellmembranen aller
Lebewesen. Einige Fettsduren kénnen auch regulatorische Funktionen auf das zellulare
Genom austiben (Alberts, 1995; Rustan and Drevon, 2001). Auf3erdem kdnnen sie
ebenfalls antimikrobielle Eigenschaften besitzen (Kabara et al., 1972).

Gesattigte und ungeséttigte Fettsduren zeigen entgegengesetztes, antagonistisches
Verhalten als Signalmolekiile: Gesattigte Fettsauren tben meist negative Wirkungen auf die
Zellen aus (bspw. Stress am endoplasmatischen Retikulum, Apoptose, Steatose),
ungeséttigte hingegen zeigen solche Effekte nicht. Sie aktivieren meist als positiv geltende
Mechanismen: entziindungshemmend, supprimieren die Neubildung von Fetten (de novo
Lipogenese), beugen Lipotoxizitat vor, unterstitzen oder férdern die Regeneration der
Leber und weitere. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass freie Fettsduren starke
Signalmolekile sind, die Stoffwechselprozesse, die mit dem Lipidstoffwechsel verbunden

sind, regulieren (Papackova and Cahova, 2015).

1.4.1. Gesaéttigte Fettsauren
Die Kohlenstoffketten von Fettsauren sind linear und ohne oder mit einer oder mehreren

Doppelbindungen ausgestattet. Fettsauren génzlich ohne Doppelbindungen werden als
gesattigte Fettsduren bezeichnet. Die Summenformel solcher lasst sich als C,Hn.;COOH
beschreiben. Die am haufigsten vorkommenden gesattigten Fettsduren sind Laurin- (12:0),
Myristin- (14:0), Palmitin- (16:0) und Stearinsaure (18:0) (Abbildung 1-4). Sie nehmen
verschiedene Funktionen im Organismus ein.

Laurinsdure kommt in Triglyceriden, Muttermilch, Kokoso6l und Lorbeergewéachsen vor und
besitzt starke inhibierende Wirkung auf gramnegative Mikroorganismen (Kabara et al.,
1972). In humanen Zellen bewirkt diese Fettsdure die Bildung von Cholesterol und hat
einen positiven Effekt auf HDL Cholesterol.

Myristinsdure ist in pflanzlichen und tierischen Fetten enthalten. Sie stellt einen hohen
Anteil in der Muskatnussbutter dar. Sie spielt, wie Laurinsdure, eine grofRe Rolle in der
Herstellung von Seifen.

Palmitin- und Stearinsaure kénnen Stress in Zellen (am endoplasmatischen Retikulum) und

den programmierten Zelltod (Apoptose) auslésen.
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o

Laurinsaure, 12:0

w

Myristinsaure, 14:0

/0

Palmitinsaure, 16:0

e

Stearinsaure, 18:0
Abbildung 1-4: gesattigte Fettsauren (Quelle www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/)

Gesattigte Fettsduren konnen Toll-ahnliche Rezeptoren (toll-like receptors, TLR),
insbesondere TLR2 und TLR4, stimulieren. Die Gruppe der TLR gehdrt zum angeborenen
Immunsystem. Sie befinden sich auf der Membranoberflache von Zellen. Als Gegenspieler
werden ungeséttigte Fettsauren angesehen, sie konnen somit die Immunantwort

abschwéachen (Papackova and Cahova, 2015).

1.4.2. Ungesattigte Fettsauren
Die meisten ungesattigten Fettsduren sind fir den menschlichen Organismus essenziell, da

sie nicht vom Korper gebildet werden kdnnen. Sie miissen somit Gber die Nahrung oder
Nahrungserganzungsmittel zugefihrt werden.

Einfach ungesattigte Fettsauren besitzen grundsétzlich nur eine Doppelbindung zwischen
zwei benachbarten Kohlenstoffatomen. Die Bezeichnung einfach ungesattigter Fettsauren
ist unterschiedlich. Die Summenformel lasst sich jedoch immer als CH,,1COOH angeben.
Die am haufigsten untersuchte einfach ungesattigte Fettsaure ist Olsaure (18:1), die zu den
w-9-Fettsauren gehoért (Abbildung 1-5). Wie die gesattigten kommen die ungesattigten
Fettsauren in unterschiedlichen Bereichen vor. Sind ungesattigte Fettsduren ein Bestandteil
der Membranphospholipide, erhéht sich durch den durch die Doppelbindung eingebrachten
Knick die Fluiditat.

Mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFAs, poly unsaturated fatty acids) haben mehrere

Doppelbindungen in ihren Kohlenstoffketten. Die am besten fir den menschlichen Korper
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untersuchten mehrfach ungesattigten Fettsauren  sind Linolsaure  (18:2),
a-Linolensaure (ALA) (18:3) und y-Linolensaure (GLA) (18:3), Arachidonsaure (ALA) (20:4),
Eicosapentaensaure (EPA) (20:5) und Docosahexaenséaure (DHA) (22:6) (Abbildung 1-5).

Neben der IUPAC- wird ebenfalls die Fettsdure-Nomenklatur verwendet. Hieraus sind
Bezeichnungen wie w-3 und w-6 gelaufig. Dabei wird vom ersten C-Atom gezahlt, der
Methylgruppe -CHs;. Die Nummer bezeichnet damit das C-Atom, an dem die erste
Doppelbindung beginnt. Bei einer w-3 Fettsdure (ALA, EPA, DHA) ist somit die erste

Doppelbindung zwischen dem dritten und vierten C-Atom.

- -

Olsaure, 18:1, w-9 Linolsaure, 18:2, w-6
e .

a-Linolensaure, 18:3, w-3 y-Linolensaure, 18:3, w-6

TL
JOR

Arachidonsaure, 20:4, w-6 Eicosapentaensaure, 20:5, -3 Docosahexaensaure, 22:6, w-3
Abbildung 1-5: ungesattigte Fettsduren (Quelle: www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/)

Die vorhandenen Doppelbindungen in ungeséttigten Fettsduren kdnnen Radikale abfangen

und somit neutralisieren. Meist ist dieser Prozess nicht erwinscht, da dadurch die
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Membranstabilitat lebender Zellen negativ beeinflusst wird, was im ungunstigsten Fall zum
Zelltod fuhren kann (Haller et al., 2013).

Die Olsaure kommt beinahe in allen tierischen und pflanzlichen Fetten und Olen in Form
von Triglyceriden vor. Wird Olsaure zu Zellen in der Zellkultur hinzugegeben, nehmen
lipid droplets an Volumen zu (Miyanari et al., 2007; Guo et al., 2008; Peyrou et al., 2013).
Daneben kann sie auch regulatorisch auf Transkriptionsfaktoren wirken, wie beispielsweise
durch Binden an Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPARa, PPARB/®, PPARY).

Docosahexaensaure (DHA) hat einen Einfluss auf das sterol-regulatory element
binding protein 1 (SREBP1), welches zu den Transkriptionsfaktoren z&hlt und bei de novo
Lipogenese aktiv ist. DHA wirkt hierbei inhibierend auf das nukleare SREBP1. Weiter kann
DHA das NRF2 Protein (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2) stabilisieren und die
Expression des Proteins fordern. NRF2 ist wahrend oxidativen Stresses aktiv (Papackova
and Cahova, 2015). Neben diesen Funktionen konnte DHA in der Krebstherapie
angewendet werden. Die Fettsdure akkumuliert in Krebszellen und I16st dort die Apoptose
aus, wie Zellkulturmodelle gezeigt haben (Gleissman et al., 2010).

Eicosapentaensaure (EPA) Ubt einen &hnlichen Einfluss auf NRF2 wie DHA aus. Selbst
sehr geringe Mengen von EPA kénnen in Zellen robuste Antworten auf verschiedene
Einflisse, wie beispielsweise Transkriptionsfaktoren, aktivieren (Papackova and Cahova,
2015).

1.5. Fluoreszenzmikroskopie und Bildverarbeitung
Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein Verfahren der Lichtmikroskopie und unterliegt

entsprechend denselben physikalischen Grenzen.

Die konventionelle (Hellfeld-) Lichtmikroskopie erlaubt keine Darstellung von Phasen-,
sondern lediglich ~ Amplitudenkontrast-Objekten.  Durch  die  Entwicklung  der
Phasenkontrastmikroskopie wurde die Mdglichkeit geschaffen, kontrastarme Objekte wie
tierische Zellen abbilden zu kdonnen. Das Verfahren beruht auf den Unterschieden der
Geschwindigkeit des sich in verschiedenen Medien (Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindices) ausbreitenden Lichtes. Der Aufbau eines solchen Mikroskops besteht
aus einem Grundschema eines gewohnlichen Mikroskops sowie einer Ringblende im
Kondensor und einem Phasenring im Objektiv. Die Ringblende lasst das einfallende Licht in
einem bestimmten Winkel auf das Praparat durch. Die Lichtstrahlen, die nicht gebeugt
wurden, passieren am anderen Ende des Objektes ungehindert den Phasenring. Werden
jedoch Strahlen gebeugt, so findet eine Laufzeit-Verzogerung statt. Das nun eintreffende
Licht am Phasenring hat eine um %2 Lambda verschobene Phase. Der Phasenring
verschiebt diese um weitere ¥4 Lambda, was zu Kontrastgebung fiihrt (Kéhler and Loos,
1941). Es kann jedoch auch hier nur die gesamte Zelle dargestellt werden. Prozesse auf

molekularer Ebene lassen sich hierdurch nicht untersuchen.
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Fur die Untersuchung molekularer Prozesse in Zellen kénnen Fluorophore eingesetzt
werden. Diese konnen spezifisch an bestimmte Zellkompartimente (beispielsweise
lipid droplets, Zellkern bzw. DNA-reiche Regionen) oder Uber Antikérper an bestimmte
Strukturen/Proteine gebunden und so verfolgt werden. Die Unterscheidung zum gesamten
zu untersuchenden Objekt wird u.a. durch das Anregen der Fluorophoren mit Licht einer
bestimmten Wellenlange gewahrleistet. Das Anregen verursacht ein Heben von Elektronen
auf ein hoheres elektromagnetisches Niveau. Durch das Zuriickfallen auf das normale
Niveau wird Energie in Form von Lichtemission und Warme freigesetzt. Dadurch, dass die
eingetragene Energie auch als Warme abgegeben wird, kann die resultierende Energie
nicht dieselbe sein. Dieser Effekt (Stokes' Shift) bedingt eine Verschiebung des
emittierenden Lichtes in Richtung des roten Bereiches, die Wellenlange wird in diesem Fall

grol3er (Abbildung 1-6).
100
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Abbildung 1-6: Spektrum von Alexa Fluor 488. Anregung mit  blauem Laser ( A=488 nm) (gestrichelt),
Emissionsmaximum bei  A=520 nm (Fl &che).

Durch diese spezifische Anregung und Emission konnen verschiedene Bereiche gleichzeitig

mit verschiedenen Fluorophoren eingefarbt werden.

Die Detektion von Fluoreszenzsignalen kann durch verschiedene Techniken realisiert
werden. Am haufigsten benutzt wird die Weitfeld-Fluoreszenz-Mikroskopie. Hierbei werden
Fluorophore durch gefiltertes Licht einer Quecksilberlampe angeregt und das emittierende
Licht durch einen zweiten Filter (Bandpass oder Hochpass) Uber eine angeschlossene
Kamera erfasst. Das Anregungslicht wird von dem emittierten Licht mittels eines sog.
dichroitischen Spiegels getrennt. Es werden hierbei alle Signale, die in dem bestimmten
Filterbereich vorhanden sind, aufgezeichnet. Es ist somit nicht moglich, eine einzige Ebene

darzustellen.

Optische Schnitte kdnnen Uber ein konfokales Mikroskop aufgenommen werden. Hierbei
werden die Fluorophore Uber einen gebindelten Laserstrahl bestimmter Wellenlange

angeregt. Das reflektierte und emittierte Wellenlangenspektrum wird durch einen Filter

9
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geleitet und wie bei Weitfeldmikroskopie aufgetrennt. Dem Detektor ist eine Lochblende
vorgeschoben, diese Blende lasst nur die Strahlen einer Ebene durch (Abbildung 1-7).
Hierdurch ist es moglich genauere 3D-Aufnahmen von Objekten anzufertigen, da sich die
erfassten Signale auf einen kleineren z-Bereich beschranken. Volumina kénnen so genauer
dargestellt werden (Hibbs et al.,, 2006). Eine Volumen-Aufnahme entsteht durch das
Verschieben der Fokusebene. Wurde ein Ausschnitt aufgezeichnet, wird das Objekt (je
nach Aufbau automatisch oder manuell) um eine bestimmte Schrittweite vom Objektiv weg
oder zum Obijektiv hin versetzt. Die Schichtdicke einer 2D-Aufnahme wird anschlieRend far
jede Schicht auf die Schrittweite pro Schicht eingestellt. Somit kénnen auch einzelne

zweidimensionale Aufnahmen als Volumen dargestellt werden.

Die Auflosung beider Mikroskope ist jeweils von der Wellenl&ange des eingesetzten Lichtes
abhangig (Abbe, 1873). Die Aufldsungsgrenze ist dabei so definiert, dass zwei benachbarte
Signale dann unterscheidbar, also aufgel6st, sind, wenn sich das Minimum des zweiten

Signals héchstens mit dem Maximum des ersten Signals Uberlagert (Aescht et al., 2010).

Objektiv

Lochblende

Lichtquelle

Dichroitischer
Teilerspiegel

Praparat

| Lochblende

v Sensor

Abbildung 1-7: Schematischer Aufba u eines konfokalen Mikroskops (Aescht et al., 2010) .

Aufgrund eingesetzter Optiken erfahrt eine Aufnahme eine gewisse Stauchung (kissen-
oder tonnenfdrmig), vergleichbar mit einem Blatt Papier, das an den Ecken aufgehoben
wird. Diese Stauchung (Konvolution) lasst sich mathematisch beschreiben und somit
zurickrechnen  (Entfaltung, Dekonvolution). Die Parameter sind hierbei die
unterschiedlichen Refraktionsindizes (Wasser, Immersionsol, Einbettungsmedium, Luft), die
eingesetzten Optiken und die Wellenlange des Lichtes. Aus diesen Parametern gepaart mit
Informationen Uber die Bildgrof3e (Pixel, Voxel) lasst sich eine Punktspreizfunktion
(point spread function, PSF) berechnen. Dadurch kdnnen Signale fur ein bestimmtes Bild
zurickgerechnet und somit realitdtsgetreuer dargestellt werden. Eine PSF kann am
genutzten Aufbau ebenfalls aufgenommen werden. Hierzu kénnen kugelférmige Objekte mit

Fluorophoren bestiickt unterhalb der Aufldsungsgrenze aufgenommen werden. Anhand
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bekannter GréRe des Objektes kann die aufgenommene PSF in diversen Programmen und
Algorithmen als Ausgangspunkt fur die Entfaltung eingesetzt werden. Durch das
mathematische Entfalten kbnnen Bereiche scharfer abgegrenzt dargestellt werden.

Fur die Dekonvolution werden meist ahnliche etablierte Algorithmen genutzt. Algorithmen
fur die Entfaltung dreidimensionaler Aufnahmen in Software basieren meist auf MLE-
(maximum likelihood estimation) und IC-Algorithmen (iterative constrained). Der
MLE-Algorithmus stellt dabei eine Schatzung echter Signale, die von Fluorophoren
ausgehen, in Abhangigkeit von der Hintergrundstrahlung in Aufnahmen dar. Die MLE erfolgt
dabei beschrankt iterativ (IC). Die Randbedingungen konnen dabei sein, dass
beispielsweise ab einer ausbleibenden Verénderung in der dritten Nachkommastelle die
Iterationsschritte  nicht  weiter  fortgefihrt werden. Sowohl Blind-, als auch
non-Blind-Algorithmen basieren auf den beiden Verfahren MLE und IC (Holmes et al.,
2006). Der Unterschied zwischen Blind- und non-Blind-Algorithmen besteht im Bereitstellen
der PSF. So greift der non-Blind-Algorithmus auf eine theoretische PSF zu, errechnet aus
den o.g. Parametern, wahrend sich der Blind-Algorithmus iterativ der theoretischen PSF
annahert. Jedes Signal wird also mehrfach berechnet, bis ein Abbruch eintritt. Je grof3er die
Anzahl der Iterationen, desto genauer wird das Ergebnis. Ein Vergleich beider Algorithmen
ist in Abbildung 1-8 dargestellit.

L IR0 =

Abbildung 1-8: Vergleich von PSF nach o.g. Verfahren. PSF mit sphéarischer Aberration (A -C) und ohne (D)
dargestellt. xz-Projektion nach der ersten Schatzung der PSF des Blind- Algorithmus (A). xz- Projektion der
PSF nach weiteren Iterationsschritten mit dem Blind -Algorithmus (B). Theoretisch errechnete PSF mit
non-Blind -Algorithmus (C). Theoretisch errechnete PSF ohne sph  &rische Aberration (D) (aus Holmes et

al., 2006).

Die Optiken und unterschiedlichen Refraktionsindizes der Medien haben ebenfalls einen
Einfluss auf die Auflosung in der z-Achse. Je groRer der Unterschied zwischen
Immersionsmedium und Einbettungsmedium ist, desto grol3er ist die axiale Elongation
(sphéarische Aberration). Hierbei tritt das emittierte Licht der Fluorophore von einem Medium
mit einem geringeren Brechungsindex in das Immersionsmedium mit einem h6heren
Brechungsindex. Die Lichtstrahlen werden somit zur optischen Achse hin gebiindelt, wobei
sich die Abbildungsebene verschiebt. Das Volumen wird gestreckt (Abbildung 1-9) (Visser
and Oud, 1994; Kuchling, 2007).
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Abbildung 1-9: Darstellung der Verschiebung des Strahlengangs durch Medien unterschiedlicher
Brechungsindizes (A). Darstellung resultierend aus der spharischen Aberration und das echte Objekt (B)
Elongation von spharischen Objekten entlang der opti schen Achse (C) (Visser and Oud, 1994).

Obwohl man abschétzen kann, wie stark ein Signal unterhalb der Auflosungsgrenze der
verwendeten Apparatur elongiert wird, empfiehlt sich eine Bestimmung unter den
experimentellen Bedingungen durchzufiihren. Die reale Elongation kann dadurch

festgestellt und fir andere Experimente verwendet werden.

1.6. Zielsetzung
Das Ziel dieser Arbeit, angelehnt an die Ergebnisse von Klabes (2013), bestand darin, die

Verteilung und das Volumen der lipid droplets in chronisch mit Hepatitis C infizierten
Huh7.5-Zellen nach Behandlung mit Fettsduren zu untersuchen. Dabei sollte das
Augenmerk auf Einzel- und Gesamtvolumina und die Anzahl der lipid droplets in den Zellen
gelegt werden.

Des Weiteren sollte der Einsatz der Software AutoQuant X2 fiir die Dekonvolution flir die
Darstellung und Vorbereitung von Mikroskopie-Aufnahmen zur weiteren Prozessierung in
BitPlane Imaris untersucht werden.
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2. Gerate und Chemikalien

2.1. Gerate

Hersteller

Gerat

5 Prime, Hamburg
Applied Biosystems
BioRad

BioRad

BioRad

ELMI

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

IKA

Integra

Nikon

P-D

PeglLab

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Niumbrecht
Scientific Industries

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific
VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt
VWR, Darmstadt

2.2. Bakterienstamme

Name Beschreibung

2-mL-Phase-Lock-Gel Reaktionsgefalie

GeneAmp PCR System 9700
GenePulser Xcell™ Total System #165-2660
S1000™ Thermal Cycler
Wasserbad WBT-Serie

Shaker DRS-12

A-4-81

FA-45-24-11

Innova 43

Research plus 0,1-2,5 uL
Research plus 0,5-10 L

Research plus 100-1000 pL
Research plus 10-100 pL
Thermomixer comfort

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5424 R

Zentrifuge 5810 R

RH basic 2 IKAMAG

Pipetboy2 acu

C2" Confocal Microscope
Wasserbad WB20

NanoDrop ND1000

1,5- und 2-mL-Mikroreaktionsgefaflle
12-Well-Platten

6-Well-Platten

15 mL und 50 mL Reaktionsgefal3e
T175-Zellkulturflaschen

T75-Zellkulturflaschen
Vortex-Genie 2

GENESYS™ 10 Bio
Herasafe KS 12

Multifuge 3 S-R

NanoDrop 1000

Sorvall Heraeus 75006449 R
Sorvall RC 5C Plus

Sorvall SLA-3000
4-mm-Elektroporationskiivetten

Deckglaser, @ 12 mm

Objekttrager
Reagenzglaser

E. coli DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZYA -argF) U169 recAl Life Technologies

endAl hsdR17(rk’, mk*) phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAl A
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2.3. Zelllinien
Name Beschreibung Herkunft / Referenz
Huh7.5 Humane Hepatoma-Zelllinie C.M. Rice,

2.4. Chemikalien

Name

Rockefeller University

Herkunft / Referenz

Acrylamid (30%)
ATP

Blasticidin S
Essigsaure (100%)
Ethanol

Ethanol

Fish skin gelatine
Glycin
Isopropanol
Mowiol

Tris

Triton-X100

2.5. Fettsauren

AppliChem Biochemica, Darmstadt
AppliChem Biochemica, Darmstadt
AppliChem Biochemica, Darmstadt
AppliChem Biochemica, Darmstadt
AppliChem Biochemica, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co0.KG

Sigma Aldrich, Taufkirchen
AppliChem Biochemica, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co0.KG

Sigma Life Science

AppliChem Biochemica, Darmstadt
AppliChem Biochemica, Darmstadt

Name Herkunft / Referenz
Arachidonséaure Sigma Aldrich, Taufkirchen
Docosahexaensaure Sigma Aldrich, Taufkirchen

Eicosapentaensaure
Laurinsaure
Linolsaure
Myristinsaure
Olséure
Palmitinséure
Stearinsaure
a-Linolenséaure
y-Linolenséaure

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen

2.6. Medien

Name Zusammensetzung

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, standardisiertes
Néahrmedium (Life Technologies)

LB-Medium 10 g/L Bacto-Trypton; 5 g/L Bacto-Hefeextrakt; 8 g/L NaCl //

Medium Zellkultur
Mowiol

Opti-MEM |
Trypsin

1 g/L Glukose pH 7.2; 100 mg/L Ampicillin bzw. Kanamycin vor
Gebrauch

DMEM + 5% FCS + 5% GlutaMAX (b. Bed. + 5% PenStrep)

2,4 g Mowiol; 6 g Glycerin; 0,13 TRIS/HCL pH 8,5; 18 mL ddH,O
Reduced Serum Medium

1x Trypsin; 0,05% EDTA (Life Technologies)
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2.7. Puffer

Name Zusammensetzung

Blocking Solution 1% Fischhaut-Gelatine; 5% BSA,; 0,15% Glycin in 50 mM
TRIS-Puffer (pH=6,8)

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PBS+Glycin 0,15 g Glycin in 100 mL PBS

TAE-Puffer (50x) 242 g TRIS; 57,1 mL 100% Essigsaure; 5 mM EDTA pH 8.0;

ad dH,0 1000 mL

2.8. Antikdrper und weitere Enzyme

Name und Beschreibung Verdinnung Herkunft/ Referen z
HCV Core Monoklonaler Antikorper (mouse),  1:50 Santa Cruz Biotechnology
detektiert Core-Protein des HCV
(Klon C7-50)
Alexa Fluor 555 anti-mouse IgG (H+L) 1:1.500 Life Technologies
Restriktionsenzym Miul New England Biolabs
Mung-Bean-Nuclease New England Biolabs

2.9. Farbereagenzien

Name Verdinnung Herkunft / Referenz
Hoechst 33258 (DNA-Interkalator) 1:5.000 Sigma Life Science
LD540 (lipid droplet dye) 1:10.000 C. Thiele,
Universitat Bonn
PageRULER - Thermo Scientific
DNA Ladder - Life Technologies

2.10. Reagenzsysteme, Kits

Name Herkunft / Referenz
MEGAscript T7 Invitrogen, Life Technologies
MaxiPrep Macherey-Nagel

2.11. Software
AutoQuant X2.2.2 AutoDeblur Gold CWF

Bitplane Imaris x64 7.6.4
GraphPad Prism 6.05
ImageJ v1.48
NIS-Elements Ar 4.30
NIS-Elements Viewer 4.20
R-project 3.1.0
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3. Methoden

3.1. Zellkultur
In dieser Arbeit wurden Huh7.5-Zellen verwendet. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und

5% CO, in einem feuchten Milieu im Brutschrank. Die Zellen wurden in DMEM (DMEM,
10% FCS, 1x GlutaMax, 1x PenStrep) gehalten. Nach Erreichen einer Konfluenz von >80%
wurden diese in neue Flaschen umgesetzt. Hierzu wurde das verbrauchte Medium
entnommen und mit etwas PBS zum Waschen beaufschlagt. Das PBS wurde wieder
entfernt und die Zellen mit Trypsin einige Minuten behandelt, bis sie sich vom Boden
ablésten. Durch Auf- und Abpipettieren wurden sie vereinzelt und das Trypsin durch
Zugabe von DMEM (FCS wirkt inhibierend auf Trypsin) neutralisiert. Der

Gesamtsuspension wurde ein Teil enthommen und in eine neue Flasche pipettiert.

3.2. Bakterienkultur
Die verwendeten Bakterien E. coli DH5a wurden in LB-Medium Uber Nacht angezogen.

Zuvor wurde ein Inokulum vorbereitet, indem jeweilige Bakterien Uber einen Tag in
Reagenzglasern angezogen wurden.

Die Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80 °C als Glycerin-Stock.

3.3. Herstellen von viraler RNA und Viren

3.3.1. Extraktion von Plasmiden aus E. coli im Maxi-Mal3stab
Die Isolierung von HCV-codierenden Plasmiden erfolgte nach Protokoll des NucleoBond

Xtra Maxi-Kits.

Die Zellen wurden Uber Nacht in einer Batch-Kultur angezogen (E. coli DH5aq),
anschliel3end zentrifugiert und das Pellet in RES-Puffer (mit RNAse A) resuspendiert. Die
Suspension wurde in ein Falcon-Tube (50 mL) Uberflhrt und mit LYS-Puffer versetzt 5 min
inkubiert. Anschlielend wurde mit NEU-Puffer durch Invertieren neutralisiert, bis keine
Blaufarbung vorhanden war. Der Filter wurde wahrend der Lyse-Dauer mit EQU-Puffer
equilibriert. Der Inhalt des Falcons wurde auf den Filter tGberfihrt und mit EQU nochmals
gewaschen. Nach dem Waschen mit EQU wurde der Filter verworfen und Proteine und
andere Zellbestandteile mit dem WASH-Puffer von der Saule gewaschen. Die Plasmide
wurden anschlieend mit ELU-Puffer von der S&ule eluiert und aufgefangen. Das Féllen der
DNA geschah mit Isopropanol bei 5000 g und 4 °C fur etwa 5 min. Die DNA wurde nun in

70% Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und in TE-Puffer suspendiert.

3.3.2. DNA-Verdau, -Aufreinigung und in vitro -Transkription
Die aus E. coli gewonnene Plasmid-DNA wurde zunachst mit dem Restriktionsenzym Miul

verdaut. Hierzu wurden 16 pg DNA (1 pg/pL) mit 5 pL NEBuffer3, 1 uL Mlul und 36 pL
RNase-freies Wasser bei 37 °C uber Nacht linearisiert. Die Linearisierung wurde durch

Agarosegelelektrophorese (1% Agarose in 1x TAE) Uberprift. Das beladene Gel wurde bei
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110 Volt etwa 30 min angeschlossen und anschlieBend in einer UV-Kammer
aufgenommen.

Nach erfolgreichem Verdau wurden die DNA-Fragmente mittels Phenol-Chloroform
Extraktion aufgereinigt. Hierzu wurden die verdauten Plasmide mit 50 uyL RNase-freiem
Wasser versetzt und in ein Phase-Lock-Gel Tube (5 Prime) Uberfuhrt. Hierzu wurden
100 pL Phenol-Chloroform-Isoamyl-Alkohol im Verhaltnis 25:24:1 vol/vol/vol pipettiert, kurz
gemischt und bei Raumtemperatur 15 min bei 12000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurden
100 pL Chloroform hinzugegeben und nochmals 5 min zentrifugiert. Dem Aufreinigungs-
schritt folgte eine Ethanol-Fallung. Die wassrige Phase oberhalb des Gels wurde
abgenommen und in ein neues Tube Uberfihrt. Hierzu wurden 10 pL 3 M Natriumacetat
und 250 pL 99,5% EtOH hinzugefigt und fir 20 min bei -20 °C gelagert. Nach Ablauf der
Zeit wurde das Tube 20 min mit 12000 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde mit 500 pL 70% EtOH gewaschen und nochmals fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet. Es wurden 43 pL
RNase-freies Wasser hinzugegeben. Die Lagerung der resuspendierten, aufgereinigten,
linearisierten DNA erfolgte bei -80 °C.

Aufgrund des Einsatzes von Mlul mussten die Uberhdnge der DNA-Fragmente mit Mung
Bean nuclease abgedaut werden. Hierfir wurde der resuspendierten DNA 5 uL 10x Mung
Bean nuclease Puffer, und 2 uL Mung Bean nuclease (10 U/uL) hinzugegeben und 30 min
bei 30 °C inkubiert. Nach dem Verdau mit der Mung Bean nuclease wurde wieder eine
Phenol-Chloroform-lsoamyl-Alkohol-Aufreinigung durchgefuhrt. Das DNA-Pellet wurde in
15 pL RNase-freiem Wasser aufgenommen und zur Kontrolle ein 1% Agarose-Gel (wie

oben beschrieben) angesetzt sowie die Konzentration am NanoDrop bestimmt.

Die linearisierte DNA wurde mit 2 ug fur einen doppelten Ansatz mit dem T7 MEGAskript Kit
in vitro transkribiert. Hierzu wurden je 4puL ATP, CTP, GTP, UDP, Enzymmix,
10x Reaktionspuffer mit 2 png DNA zusammengegeben und auf 40 pL mit RNase-freiem
Wasser aufgefillt. Der Ansatz wurde fur 4 h bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurden 2 pL

Turbo DNase hinzu pipettiert und nochmals fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.

Hiernach wurde die Lithium-Chlorid-Fallung angeschlossen. Die Arbeiten wurden auf Eis
durchgefuhrt. Dem doppelten Ansatz von 40 pL wurden je 60 pL RNase-freies Wasser und
LiCl-Fallungsreagenz hinzugegeben. Der Mix wurde 30 min bei 4 °C inkubiert und
anschlieBend 15 min bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 1 mL 70% EtOH gewaschen. Nach dem Waschen wurde die
RNA nochmals 15 min bei 4 °C auf hochster Umdrehungszahl zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das Tube kurz anzentrifugiert und das Pellet getrocknet (etwa 5 min).

Das Pellet wurde in 20 uL RNase-freiem Wasser aufgenommen. Fir eine Messung im
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NanoDrop wurde eine 1:10 Verdinnung hergestellt. Diese Verdinnung wurde ebenfalls fur
ein 1% Agarose-Gel zur Kontrolle der RNA genutzt. Das Gel wurde 15 min bei 170 Volt
angeschlossen.

Die transkribierte RNA wurde abschlieBend in 1,5-mL-Mikroreaktionsgefaf3en (Eppendorf)
bei -80 °C gelagert.

3.3.3. Transfektion durch Elektroporation
Fur die Virusherstellung wurden Huh7.5-Zellen mit in vitro transkribierter HCV RNA

elektroporiert. Die Zellen wurden von der Oberflache gel6st, in DMEM resuspendiert und in
einer Zahlkammer ausgezahlt. AnschlieRend wurden 4 -10° Zellen 3 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde in OptiMEM gewaschen.
Die resuspendierten Zellen wurden nochmals zentrifugiert und in 400 pL Cytomix mit 20 uL
Glutathion, 12 uL ATP und 10 pg RNA resuspendiert. Die Suspension wurde in eine
4-mm-Elektroporationskiivette gegeben und bei 260V und 950 uF elektroporiert. Die
elektroporierten Zellen wurden in eine T75-Zellkulturflasche Uberfihrt und mit 11 mL DMEM
beaufschlagt. Ein Medien-Wechsel erfolgte nach etwa 4 h. Die anschlieBende Inkubation

erfolgte wie in 3.1 beschrieben.

3.3.4. Virusproduktion und —ernte
Die Ernte des Virus erfolgte nach 2-3 Tagen Inkubation. Hierzu wurde der

Zellkulturiberstand der elektroporierten Zellen abgenommen, 10 min bei 1500 rpm
zentrifugiert und der Uberstand bei 4 °C gelagert. Konfluente Zellkulturflaschen wurden

passagiert, die Zellen in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

Virusiiberstande von Jc1/NS%*B8¢ RNA transfizierten Zellen wurden aufkonzentriert. Der
gesammelte  Uberstand wurde in  SteriFlips  mikrofiltriert, —mit PEG 8000
(Endkonzentration 10%) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Nach Inkubation wurde
das Reaktionsgefa 60 min bei 2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 0,5-1 mL DMEM resuspendiert.

3.4. Infektion und Selektion
Die Virus-Stocklosung wurde fir die Infektion naiver Huh7.5-Zellen verwendet. Die Viren

wurden auf dinn ausgesate Zellen gegeben und fir einige Tage inkubiert. Dicht
gewachsene Zellen wurden wie oben beschrieben in neue Flaschen umgesetzt.
Die Selektion mit Blasticidin erfolgte nach etwa einer Woche nach Infektion. Das Blasticidin

wurde mit 10 pg/mL in Zellkulturmedium eingesetzt.
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3.5. Behandlung mit Fettsauren
Die Behandlung der Zellen erfolgte fur 24 h mit 0,1 mM Fettsauren, die zuvor im

Verhdltnis 4:1 mit Albumin komplexiert wurden. Hierfir wurden 4 ul einer Fettsaure-
Stammldsung (100 mM) jeweils mit 196 pL einer 0,5 mM Albumin-DMEM-L&sung fur 60 min
bei 37 °C und 1200 rpm inkubiert. Als Kontrolle wurden eine Albuminkontrolle im doppelten
Ansatz und eine Ethanol-DMEM-Kontrolle vorbereitet. Der Albumin-DMEM-L6sung (196 L)
wurden 4 pL 99% Ethanol hinzugegeben. Die Ethanol-Kontrolle wurde mit 4 pL
99% Ethanol und 196 uL DMEM ohne Zusétze pipettiert. Diese Losungen wurden ebenfalls
bei 37 °C und 1200 rpm fir 60 min inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Losungen kurz anzentrifugiert und 175 pL der Fettsdure-Albuminkomplexe in 3,325 mL
DMEM mit Zuséatzen geldst (Endkonzentration 0,1 mM). Fir die Cholesterol-Behandlung
wurden 175 pL Albumin-DMEM und 70 pL Cholesterolldsung (5 mM) in 3,255 mL DMEM
mit Zusatzen aufgenommen, sodass die Cholesterollésung eine Endkonzentration von
0,1 mM hatte.

Fur die Behandlung wurde das Medium von den Zellen abgenommen und durch 1 mL
komplexierter Fettsdure ersetzt. Die Inkubation erfolgte fur weitere 24 h bei 37 °C und
5% CO..

3.6. Fluoreszenzmikroskopie
Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden 2-10° Zellen pro Well in 6-Well Platten auf

Deckglaser ausgesat und behandelt. Nach erforderlicher Inkubationsdauer (vgl. 3.5) wurden
die Zellen mit 4 % PFA fur 1 h bei Raumtemperatur fixiert. Das Medium wurde nach dem
Fixieren verworfen und die Zellen dreimal fir 10 min in PBS gewaschen. Die Féarbung
erfolgte unter Lichtausschluss in einer feuchten Dunkelkammer. Es wurden Hoechst 33258
und LD540 je 1:7.500 in PBS verdinnt und auf die fixierten Zellen gegeben. Die Inkubation
erfolgte fir 45 min. Anschlieend wurden die Deckglaser mit den Zellen drei mal 10 min in
PBS, kurz in ddH,O gewaschen und in Mowiol auf Objekttrager eingelegt. Die Préparate
wurden lichtgeschitzt Gber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt und am Folgetag
mikroskopiert.

Fur die Infektionskontrolle wurden Ubrige Deckglaser verwendet. Die Zellen auf den
Deckglasern wurden wie oben fixiert und gewaschen. Das Permeabilisieren erfolgte mit
0,1% Triton-X100 in PBS fur 5 min bei Raumtemperatur. Anschlieend wurden die Zellen
30 min in Blocking Solution zum Absattigen freier Bindungen geblockt. Der primare
Antikérper (HCV Core) wurde 1:50 in Blocking Solution angesetzt und die Zellen auf dem
Tropfen fur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hierauf folgten drei Waschschritte mit
PBS+Glycin fur je 10 min. Der sekundare Antikorper (Alexa Fluor 555) wurde 1:1.500 mit
Hoechst 33258 1:10.000 in Blocking Solution eingesetzt. Die Zellen wurden nochmal 45 min

bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt auf Tropfen inkubiert. Das Einbetten geschah wie oben
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beschrieben.

Die Mikroskopie-Aufnahmen wurden an einem Nikon C2plus Konfokal-Mikroskop
angefertigt. Die Einstellungen wurden so gewahlt, dass das Ausbleichen der Farbstoffe
uber einen Zeitraum von 20-30 min kaum wahrnehmbar war und keine Uberbelichtung
auftrat. Die Verstarkung der Signale wurde entsprechend eingestellt, sodass keine
Hintergrundstrahlung sichtbar war.

Die Aufnahmen erfolgten mit einem 60x-Ol-Objektiv (Apo 60x Oil NA 1.4 WD «/0.14 mm).
Es wurden DAPI und TRITC (EM 595/50) Filter verwendet um die Signale der jeweiligen
Farbungen zu detektieren. Als Scanmodus wurde ein sequenzieller Scan mit doppeltem
Durchschnitt (2x @) gewahlt, es wurde somit zunachst ein Bild einer Wellenlange
aufgenommen und anschlieRend die nachste Wellenldnge gewahlt. Die Aufnahmen wurden
mit 1024x1024 bzw. 1024x512 oder 1024x256 pxl erfasst, wobei der Fokus auf einzelne
Zellen Uber eine VergrofRerung des Bildausschnitts 2-5x gewahlt wurde. Die Schichtdicke

der Aufnahmen wurde mit 150 nm gewahlt.

3.7. Bildanalyse und Datengewinn
Fur das anschlieBende Volumenrendering wurden die Aufnahmen zunachst in

AutoQuant X2 dekonvoliert. Fir die Dekonvolution wurde der LD540-Kanal mit 570 nm
eingestellt und der Blind-Algorithmus mit 75 Iterationen und background noise level ,high*
durchgefuhrt. Die resultierenden Dateien wurden in BitPlane Imaris 7.6.4 geladen und
hieraus die Volumina der lipid droplets unter Ausschluss von Volumina unterhalb von
0,092 um3 generiert. Das Ausschlussvolumen V, wurde mit der Halfte der Wellenlange
(Radius, minimales radiales Aufldsungsvermégen) (Rayleigh-Kriterium, Hecht, 2009) des

technischen Aufbaus minus 5% Unsicherheit ermittelt:

V=2tamrd=to (@)3 ~V,-0,05=2.1r- (@)3 —~0,0048 um? ~ 0,092 pmd
Fur den Threshold wurde das erste Drittel bis maximal die Halfte der gesamten
Signalspanne ausgelassen. Zuvor wurde die Schichtdicke der Aufnahmen von 150 auf
60 nm reduziert. Diese Manipulation erlaubt es, bedingt durch unterschiedliche
Brechungsindizes der Medien entstandene sphéarische Aberration, Objekte realitdtsgetreuer
darzustellen. Der eingesetzte Umrechnungsfaktor von 2,5 ergibt sich aus vorigen
Versuchen mit demselben technischen Aufbau (Klabes, 2013).

Die Daten der einzelnen Volumina wurden aus Imaris in csv-Dateien exportiert und mittels
R zusammengefasst. Hierfir wurde ein Skript geschrieben, das die einzelnen Dateien
einliest, eine Summe der einzelnen Volumina berechnet sowie die Anzahl der lipid droplets
und diese in eine neue Datei schreibt (8.1).

Fir die Analyse wurden je Behandlung funf reprasentative Zellen pro Fettsdure ausgewahlt

und Uber GraphPad Prism dargestellt.
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4. Ergebnisse
4.1. Dekonvolution von Fluoreszenz-Aufnahmen zur ve rbesserten

3D-Darstellung von lipid droplets
Fur die Fluoreszenz-Aufnahmen wurden Jc1/NS*ABBsd infizierte Huh7.5-Zellen mit LD540

(lipid droplets, rot) und Hoechst (Zellkern, blau) im Verhaltnis 1:10.000 gefarbt und auf
einem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die Beispielzelle zeigt deutlich den
Unterschied zwischen der urspringlichen und der dekonvolierten Aufnahme. Der
vergrolRerte Abschnitt zeigt ebenfalls deutlich den Unterschied zwischen unbearbeiteter und
bearbeiteter Aufnahme. Auch die unterschiedlichen Algorithmen zeigen hier eine

Auswirkung auf die Darstellung (Abbildung 4-1).

original Blind non-Blind

Abbildung 4-1: MIP (maximum intensity projection ) einer Test -Aufnahme von Huh7.5-Zellen in einem IBIDI
mit einem Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop (nicht konf okal), 60x 1,49 NA Ol-Objektiv. Die Original -
Aufnahme wurde jeweils mit 75 Iterationen im Blind - bzw. non-Blind -Algorithmus berechnet. Die Bilder
zeigen jeweils denselben Ausschnitt, bzw. die Vergro Berung. Maf3stabsbalken und die GroRe der
Quadrate der 3D-Darstellung sind auf 10 um eingeste It
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Fur die 3D-Darstellung wurde zunachst die Schrittweite in z-Richtung auf 0,06 um pro
Ebene eingestellt. Das Original zeigt deutlich, dass nur &uflerst wenige einzelne
lipid droplets erkennbar sind. Das grofdte Volumen wird durch die unklaren Signale viel zu
grol3 dargestellt. Der Blind-Algorithmus zeigt deutlich voneinander abgegrenzte einzelne
lipid droplets. Hier ist in der VergroBerung und in der 3D-Darstellung eindeutig ein
Unterschied erkennbar. Die Volumina der einzelnen droplets lassen sich somit eindeutig
darstellen. Der non-Blind-Algorithmus zeigt hier einige verwaschene Tropfchen. Sie sind
schwieriger unterscheidbar, im Gegensatz zum Blind-Algorithmus.

Zuvor nicht oder kaum sichtbare und unterscheidbare lipid droplets konnten nach

Dekonvolution erkennbar dargestellt werden.

4.2. Elongationsfaktor der Aufnahmen
Einige Aufnahmen weisen auch vor der Entfaltung trennbare einzelne lipid droplets auf

(Abbildung 4-2, A und B). Der Elongationsfaktor von 2,5 wurde zuvor in anderen Versuchen
ermittelt (Klabes, 2013). Unter Berlcksichtigung des Elongationsfaktors werden manche
droplets flacher dargestellt. Die entfalteten Aufnahmen kdnnen verborgene oder schwache
lipid droplets der Rohdaten  wieder hervorheben, sodass sie fur den
Darstellungsalgorithmus von Imaris ausreichend intensiv werden (vgl. Abbildung 4-2,
C und D). Weiter ist zu beobachten, dass lipid droplets fiir die Darstellung in BitPlane Imaris
nach Dekonvolution deutlich scharfer trennbar werden. Es werden wesentlich weniger
verschmolzene droplets angezeigt.

Wird der Elongationsfaktor auf entfaltete Aufnahmen angewendet, lasst sich eine
Verminderung in der Anzahl der droplets feststellen, da das Volumen ebenfalls vermindert
wird (Abbildung 4-2, E-G). Die einzelnen Trépfchen tauchen in der Darstellung nicht mehr

auf und flieBen somit nicht in die Auswertung mit ein.
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Abbildung 4-2: Langzeitinfizierte Huh7.5-Zellen nach Stimulation mit Albumin (A  -D) bzw. Arachidonséure
(E-G), Aufnahmen gerendert in Imaris fir Volumendars tellung. Lipid droplets vor Entfaltung mit
Elongation in z-Achse (A), lipid droplets vor Entfaltung unter Beachtung des Elongationsfaktors von 2,5

in z-Achse (B), lipiddroplets aus A und B im Vergleich (C), lipid droplets nach Entfaltung (D),
lipid droplets nach Entfaltung mit Elongation in z-Achse (E), lipid droplets nach Entfaltung unter
Beachtung des Elongationsfaktors von 2,5 in z-Achse (F), lipid droplets aus E und F im Vergleich (G).

In Abbildung 4-3 sind einzelne Zellen nach Behandlung und Dekonvolution dargestellt. Hier
zeigt sich der Unterschied einzelner Aufnahmen. Dort, wo bei einigen Zellen die
lipid droplets beinahe kugelférmig dargestellt werden (Abbildung 4-3, A und B), kénnen sie
in anderen Zellen eine in z-Achse verzerrte Form annehmen (Abbildung 4-3, C) oder gar
vollstandig verschmolzen dargestellt werden (Abbildung 4-3, D).
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Abbildung  4-3: Langzeitinfizierte  Huh7.5-Zellen nach Stimulation mit Albumin (A), ALA (B),
Arachidonsdaure (C) und Olsdure (D). Darstellung der lipid droplets  nach Entfaltung , ohne
Elongationsfaktor (gelb) und nach Anwenden des Elonga  tionsfaktors von 2,5 (rot).

4.3. Immunofluoreszenz-Farbung HCV infizierter = Huh7.5-Zellen zur

Infektionskontrolle
Die Infektionskontrolle wurde mit Jc1/NS**BBsd infizierten und mit Blasticidin selektionierten

Huh7.5-Zellen (30 Tage nach Infektion) durchgefuhrt. Diese diente dazu, eine erfolgreiche
Selektion und damit eine 100%ige Infektionsrate zu bestéatigen. Dazu wurde die Expression
des viralen Core-Proteins in diesen Zellen untersucht. Die fur den Nachweis ausgewahite,
mit Myristinsdure behandelte Probe zeigt in den Aufnahmen der Infektionskontrolle ein
deutliches Vorhandensein des Core-Proteins in reprasentativ ausgewahlten Huh7.5-Zellen.
Zudem st deutlich zu erkennen, dass das Core-Protein um runde Strukturen, den
lipid droplets, lokalisiert.

24



Ergebnisse

Es lasst sich aus diesem Experiment schlieen, dass die selektionierten Zellen mit HCV
infiziert waren und somit fur die Analysen der Fettsaurebehandlung verwendet werden

kdénnen.

DIC, Zellmembran Zellkern HCV Core Zusammengesetzt

Abbildung 4-4: Infektionskontrolle  mit Myristins aure behandelter , infizierter Huh7.5-Zellen 30 Tage nach
Infektion. Die DIC-Aufnahmen wurden in ImageJ mit F  FT-Bandpass optimiert, Zellkern und HCV  a-Core
wurden {iber das pure denoise Plug-In (EPFL, Ecole Plytechnique Fédérale de Lausanne ) mit
10 Iterationen geglattet. Zusammengesetzes Bild zei gt Zellkern in blau, Immunof luoreszenzmarker des
HCV Core in rot und die Zellmembran in Graustufen. MaRstabsbalken wurde auf je 10 um eingestellt.

4.4. Mikroskopische Analyse und 3D Darstellung von lipid droplets in

HCV-infizierten Zellen nach Fettsdure-Behandlung
Dargestellt sind einzelne HCV-infizierte Huh7.5-Zellen mit der dazugehdrigen

3D-Darstellung  der  lipid droplets. Die  Zellen  wurden zuvor mit dem
Jc1/NSSABBSd Hepatitis C-Virus infiziert, eine Woche nach Infektion mit Blasticidin (10 ug/mL)
selektioniert und unter Selektionsdruck 23 bzw. 29 Tage inkubiert. An Tag 23 bzw. 29
erfolgte die Behandlung mit der jeweiligen Fettsdure bzw. Kontrollmedium fir 24 h.
Wahrend der Inkubation mit Fettsauren wurde auf Blasticidin als Selektionsmarker aufgrund
erhohter Toxizitat nach dem Aussden der Zellen verzichtet. Nach Inkubation wurden die
Zellen fixiert und mit LD540 (1:7.500) (lipid droplets, rot) und Hoechst 33258 (1:7.500)
(Zellkern, blau) 45 min unter Lichtausschluss gefarbt. AnschlieRend wurden die Praparate
konfokalmikroskopisch analysiert und die lipid droplets mit Hilfe der Imaris Software in 3D
dargestellt.

Die in Abbildung 4-5 gezeigten Zellen stellen beispielhaft die Auswahl der in die Analyse
eingeflossenen Zellen dar. Es ist gut erkennbar, dass die lipid droplets meist in der Nahe
des Zellkerns lokalisiert sind. Die GroRRe der Zellen variierte stark. Morphologisch sehen
einige Zellen nach HCV-Infektion und Fettsdurebehandlung gestresst aus. Teilweise gab es
Schwierigkeiten einzelne Zellen aufzunehmen, da haufig verschmolzene, mehrkernige
Zellen vorlagen, die nicht mehr definiert trennbar waren. Insgesamt konnten aber von jeder
Probe mindestens funf morphologisch gesunde Zellen aufgenommen und im Folgenden

quantitativ analysiert werden.
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3D-Darstellung |  lipid droplets DIC, Zellmembran | Zusammengesetzt

] Ll | Ll o —

1. Albumin; 2. Laurins &ure; 3. Myristin séure; 4. Palmitin saure; 5. Stearin saure; 6. Olsaure; 7. Linol séure;
8. a-Linolenséure; 9. y-Linolenséure; 10. Arachidonséure; 11. Eicosapentaen  saure;
12. Docosahexaensaure; 13. DMEM; 14. Cholesterol; 15 . EtOH

Abbildung 4-5. Exemplarische Originalaufnahmen reprasentativ. ausg ewahlter  HCV-infizierter
Huh7.5-Zellen nach Behandlung mit den jeweiligen Fetts  &uren. 3D-Darstellung entfalteter lipid droplets
unter Beriicksichtigung des Elongationsfaktors. Graus tufenbilder nicht entfalteter Zellen , mit ImageJ und
pure denoise Plug-In (EPFL, Ecole Plytechnique Fédérale de Lausanne ) mit 10 Iterationen geglattet. Im
zusammengesetzten Bild sind Zellkern in blau, lipid droplets in rot und die Zelle in Graustufen dargestellt.
Die Grol3e der Quadrate der 3D-Darstellungen und MalR  stabsbalken sind auf 10 um eingestellt worden.
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4.5. Quantitative Analyse der lipid droplets in HCV-infizierten Zellen nach

Fettsaure-Behandlung
Die im vorherigen Abschnitt exemplarisch gezeigten Zellen wurden nun quantitativ

analysiert. Die Bezugskontrolle sind mit Alboumin/DMEM-Ethanol behandelte HCV-infizierte
Huh7.5-Zellen. Aus zwei unabhéngigen Experimenten wurden jeweils funf Zellen jeder
Probe ausgewahlt, sodass insgesamt zehn Zellen pro Behandlung ausgewertet wurden. Die
Daten sind logarithmisch zur Basis 10 aufgetragen. Die Anordnung entspricht der
Reihenfolge von geséttigten, Uber einfach ungesattigten zu mehrfach ungesattigten

Fettsauren, jeweils ansteigend in der Anzahl der Kohlenstoffatome und vorhandener

Doppelbindungen.
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Abbildung 4-6: Verteilung einzelner Volumina stimulierter lipid droplets . Mindestvolumen 0,092 ym3. Ein

Punkt stellt ein lipid droplet dar. Fehlerbalken sind als Konfidenzintervall (95% Cl) um den geometrischen
Mittelwert dargestellt (Geometrischer Mittelwert + 95% CI, n>427, *P<0,05 **P<0,01, ***P <0,001,
**p < 0,0001).

Im Volumen einzelner lipid droplets stechen Laurin-, Ol und vy-Linolensdure heraus
(Abbildung 4-6). Die mittlere Gr6Re der droplets dieser Proben ist deutlich erhdht. Mit
Stearin-, Linol- und a-Linolensadure behandelte Zellen weisen etwas erhohte mittlere

Volumina einzelner lipid droplets auf.
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Andere Proben unterscheiden sich nicht signifikant in ihrem mittleren Volumen. Die vier

Proben ohne Fettsauren weisen vergleichbar grof3e Volumina auf.

Das Gesamtvolumen der lipid droplets der zehn Zellen schwankt und streut teilweise
unterschiedlich stark (Abbildung 4-7). Bei geséttigten Fettsauren ist kein besonderer Trend
bezuglich der Lange der Kohlenstoffkette ersichtlich. Die Olsaure-Behandlung verursacht
eine Erhdéhung des Gesamtvolumens der lipid droplets einer Zelle. Bei mehrfach
ungesattigten Fettsauren lasst sich ein Trend zu héherem lipid droplet-Gesamtvolumen in
der Zelle erkennen. Die Verteilung der mittleren Gesamtvolumina entspricht der Verteilung

der Einzelvolumina. Der Unterschied des Gesamtvolumens der jeweiligen Kontroll-Probe ist

gering.
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Abbildung 4-7: Verteilung der Gesamtvolumina. Ein Punkt stellt das kumulierte Volumen der lipid droplets
einer Zelle dar (Geometrischer Mittelwert £ 95% CI,  n=10).
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Die Anzahl der lipid droplets in der Zelle streut teilweise sehr stark und zeigt keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Proben (Abbildung 4-8). Es ist kein
Trend erkennbar, der die Anzahl beeinflusst. Die Anzahl der lipid droplets bei gesattigten
Fettsauren (Laurin- bis Stearinsdure) korreliert mit der Gesamtvolumen- und

Einzelvolumen-Verteilung.
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Abbildung 4-8: Anzahl der lipid droplets pro Zelle und Stimulanz (Geometrischer Mittelwert +95% ClI,
n=10).
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5. Diskussion

5.1. Dekonvolution und Elongationsfaktor
Fur die unterschiedlichen Algorithmen der Dekonvolution wurden zunachst einige

Huh7.5-Zellen mittels eines Weitfeld-Fluoreszenzmikroskops aufgenommen. In diesen
Vorversuchen wurden einige Einstellungen getestet, da die Unterschiede in konfokalen
Aufnahmen nicht sofort eindeutig feststellbar sind und sich nicht korrekte Einstellungen
besser erkennen lassen. Als beste Einstellung hat sich der Blind-Algorithmus mit
75 Iterationen gezeigt. Hier konnten die Voreinstellungen fir die verschiedenen Aufnahmen
gewahlt, tbernommen und somit in einem Batch-Durchlauf durchgefiihrt werden.
Aufnahmen von lipid droplets in einem konfokalen Mikroskop zeigen eine deutlich genauere
Darstellung, aber auch diese kénnen durch die Dekonvolution weiter verbessert werden. Es
kann eine signifikante Verbesserung der Trennung einzelner nahe beieinander liegender
lipid droplets erreicht werden. Das Anwenden der Dekonvolutionsalgorithmen hat ebenfalls
zur Folge, dass die Aufnahmen geglattet werden. Die Ubergange zwischen einzelnen Pixel
eines lipid droplets werden weicher in der Darstellung. Somit wird der Kontrast zwischen
lipid droplet und Hintergrundrauschen erhéht. Die lipid droplets werden schérfer abgegrenzt
und dargestellt. Das ermoglicht eine realitditsnahe Analyse der Volumina. Der Einsatz eines
lokalen Threshold kann auch schwach gefarbte lipid droplets hervorherben. Diese Option
wird in Imaris nicht ausreichend angeboten. Hier kdnnen somit sehr schwach geféarbte
lipid droplets nicht absolut sicher und genau erfasst werden.

Die Wahl des non-Blind-Algorithmus kdnnte eine weitere Verbesserung in der Abgrenzung
der droplets bringen, jedoch ist der Aufwand dadurch wesentlich erhéht. Verglichen mit dem
Blind-Algorithmus ist die Dauer der Einstellungen und Berechnungen der Aufnahmen stark
erhoht (etwa 25 min pro Zell-Aufnahme beim non-Blind-Algorithmus, im Vergleich zu
10-15 min beim Blind-Algorithmus). Nicht korrekte Einstellungen fiihren auf3erdem beim
non-Blind-Algorithmus zu verwaschenen und ungenauen Ergebnissen. Eine falsche
Einstellung kann sogar dazu fuhren, dass die gesamte Darstellung absolut unkenntlich
gemacht wird.

In einem experimentellen Aufbau dieser GrolRenordnung (etwa sieben Aufnahmen pro
Probe und Zeitpunkt, also rund 210 einzelne Zellen) mit unterschiedlichen Vergro3erungen
und Abmessungen der Aufnahmen stellt der Blind-Algorithmus mit 75 Iterationen das beste
Ergebnis und Verhaltnis zwischen Effizienz und Genauigkeit dar.

Die theoretische Annahme einer Verbesserung der Verzerrung in z-Richtung durch die
Dekonvolution konnte nicht bestatigt werden. Die entfalteten Aufnahmen waren &hnlich
stark elongiert wie die Rohaufnahmen. Hier musste der Elongationsfaktor, ermittelt aus
vorangegangenen Experimenten, eingesetzt werden. Da der Elongationsfaktor vom
technischen Aufbau eines Mikroskops abhangig ist (Visser and Oud, 1994), musste keine
erneute Bestimmung durchgefthrt werden. Es wurde der zuvor ermittelte Faktor von 2,5
verwendet (Klabes, 2013).
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Das Anwenden des Faktors zeigt in einigen Aufnahmen ein Abflachen der lipid droplets. Bei
den meisten Aufnahmen erfolgt jedoch nach Anwenden des Faktors eine Stauchung der
Volumina. Die, vor allem kleineren, Volumina werden somit realitatsgetreuer als
kugelférmige Struktur dargestellt. Dies lasst erkennen, dass der Elongationsfaktor korrekt
ermittelt wurde und hierbei angewandt werden kann. Um die Ergebnisse miteinander
vergleichen zu kénnen, muss der Faktor bei allen Aufnahmen angewandt werden.

Eine naturgetreue Abbildung der Roh-Volumina kénnte durch den Einsatz eines
Wasserobjektivs erreicht werden. Aufgrund geringerer Brechungsindex-Unterschiede
zwischen Wasser (R1=1,333) und Mowiol (RI=1,380) wird die Elongation stark reduziert und
fast vollstandig eliminiert. Die lipid droplets kdnnen somit beinahe nativ dargestellt werden.
Leider war es nicht mdglich, fir das verwendete Mikroskop wéahrend der Arbeit ein
geeignetes Wasserobjektiv zu benutzen. Der Vergleich der Daten friherer Aufnahmen
(Klabes, 2013) mit den Daten in dieser Arbeit nach der Dekonvolution und Anwenden des
ermittelten Elongationsfaktors zeigte keinen signifikanten Unterschied (Daten nicht
angezeigt). Dies lasst ebenfalls den Schluss zu, die bearbeiteten Volumina kdnnen unter
Berticksichtigung des Elongationsfaktors nach Dekonvolution eine beinahe naturgetreue
Abbildung der mit einem Wasserobjektiv aufgenommenen LD-Volumina darstellen. Die
Ergebnisse beider Methoden (Wasser-Objektiv mit Dekonvolution vs. OI-Objektiv mit
Dekonvolution und Elongationsfaktor) sind hinsichtlich der Darstellung und Auswertung der

Volumina vergleichbar.

5.2. Mikroskopie von HCV-infizierten Fettsaure-beha  ndelten

Huh7.5-Zellen
Die Konfokal-Mikroskopie als Nachweismethode stellt eine besondere Herausforderung an

die Praparate und Mikroskopiebedingungen. Eine zu hohe Intensitdt der Farbung mit
Fluoreszenzmarkern kann dazu fihren, dass Zellkompartimente nicht ausreichend
differenziert werden kdénnen. Auch das Detektieren einzelner lipid droplets kann hierdurch
erschwert werden, da diese verschmolzen dargestellt werden. Auch koénnen andere
Zellkompartimente und deren Membranen mit einem Lipid-Farbstoff gefarbt werden, wenn
sich dieser zwischen die Phospholipide einlagert. Eine Uberfarbung mit einem
DNA-Interkalator kann zu einem erhdhten Hintergrund fiihren. Bei zu niedriger
Konzentration des DNA-Interkalators kann ebenfalls ein starker Hintergrund entstehen, da
die Detektorspannung weit erhoht werden muss, bis die Zellkerne sichtbar werden.

Aufgrund der langen Infektionsdauer der Zellen (24 bzw. 30 Tage) sind die Zellen teilweise
fusioniert. Es bilden sich Zellagglomerate mit mehreren Zellkernen und einer einheitlichen
Zellmembran. Die Darstellung einzelner Zellen wird dadurch mit langer andauernder
Infektion erschwert. Das Verschmelzen der zellularen Membranen ist auf die viralen

Proteine E1 und E2 zuriickzufihren (Takikawa et al., 2000). Mehrkernige Zellen kénnen
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nicht mehr in die Auswertung herangezogen werden, da diese u.a. morphologisch entartet
sind. Nah beieinander liegende Zellen kénnen zwar teilweise getrennt werden, jedoch ist es
schwierig, solche Zellen fir eine Volumen-Darstellung zu nutzen. Es standen in dieser
Arbeit keine Verfahren zur Verfigung, um die Zellen anhand ihrer Zellmembranen zu
segmentieren und zu unterscheiden. Durch die fehlende Segmentierung kann anschlieRend
keine eindeutige Zuordnung der lipid droplets zu den Zellen erfolgen.

Die Auswahl der Farbstoffe spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Detektion. Die
eingesetzten Farbstoffe sollten so weit wie mdglich im Spektrum auseinander liegen,
wodurch eine falsch-positive Detektion verhindert wird. Es hat sich wahrend der Aufnahmen
ebenfalls gezeigt, dass mehrfach ungesattigte Fettsduren einen Einfluss auf die Bleichung
der Fluoreszenz ausuben. Schwierigkeiten bei der Aufnahme wurden bei a- und
y-Linolenséaure, DHA und AA deutlich. Der Farbstoff der lipid droplets blich zu rasch aus,
sodass die Volumina nicht mehr korrekt abgebildet werden konnten. Mehrfach ungesattigte
Fettsauren sind Aufgrund ihrer Doppelbindungen sogenannte Radikalfanger. Bei Belichtung
eines Fluorophors entstehen Radikale, die durch die Fettsduren aufgefangen werden.
Dadurch wird die absolute Menge an anregenden Fluorophoren minimiert und das Signal
wird insgesamt schwéacher. Je langer oder ofter die Exposition andauert, desto schwacher
wird das Signal. Eine 3D-Aufnahme kann somit nicht mehr vollstdndig abgeschlossen
werden und das aufgenommene Volumen wird nicht mehr naturgetreu in voller Hohe
abgebildet.

5.3. Einzel- und Gesamtvolumen und Anzahl der lipid droplets in

HCV-infizierten Zellen nach Behandlung mit verschie = dene Fettsduren
Chronisch-infizierte humane Hepatoma Zellen wurden mit Fettsaure-Albumin-Komplexen

behandelt und anschlieRend mikroskopiert. Einige der untersuchten Fettsduren bewirken
eine starke Anderung der GroRe der lipid droplets.

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Kontrollen (Albumin, DMEM, Cholesterol, EtOH)
zeigen sehr geringe Unterschiede in der Auspragung der lipid droplets nach Behandlung.
Dies zeigt, dass die Verwendung von Albumin und Ethanol keinen signifikanten Einfluss auf
die Anzahl und Gro6fRe der lipid droplets wahrend der Behandlung mit Fettsaure-Albumin-
Komplexen besitzt.

Laurin-, Myristin- und Stearinsdure behandelte Zellen zeigen ein erhdhtes mittleres
Volumen der lipid droplets. Jedoch sind nur mit Laurin- (P<0,0001) und Stearinsaure
(P<0,05) behandelte Zellen signifikant unterschiedlich zur Albuminkontrolle. Es liegt nahe,
dass die gesattigten Fettsauren in Form von Triglyceriden in lipid droplets als antitoxische
Schutzreaktion aufgenommen und dort gespeichert werden, was zum Anwachsen der
Volumina in den Zellen fihrt. Die Behandlung mit Olsaure filhrt ebenfalls dazu, dass

lipid droplets ein signifikant groReres Volumen annehmen (P<0,0001). Dieser Effekt wurde
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ebenfalls schon beschrieben (Miyanari et al., 2007; Peyrou et al., 2013).

Bei mehrfach ungesattigten Fettsduren zeigen Linol- (P<0,05), a-Linolen- (P<0,05) und
y-Linolenséaure (P<0,001) eine signifikante Veranderung der mittleren Volumina. Arachidon-,
Eicosapentaen- und Docosahexaensaure zeigen hingegen keinen signifikanten Unterschied
zur Albumin-Kontrolle. Die Volumina liegen hier jedoch ebenfalls im Mittel hdher als die

Albumin-behandelten Zellen.

Angesichts des Gesamtvolumens der lipid droplets von 35 um? pro Zelle tragen Laurin- und
Myristinsdure als gesattigte Fettsauren dazu bei, dieses zu erh6hen. Die Anzahl der LDs
nach Behandlung mit beiden Fettsauren wird ebenfalls erhdht. Das Gesamtvolumen und die
Anzahl der LDs von Palmitin- und Stearinséure behandelter Zellen sind niedriger als bei der
Albumin-Kontrolle.

Die Behandlung mit Olsaure fiihrt dazu, dass bei gleichbleibender Anzahl an lipid droplets
das Gesamtvolumen steigt. Dies korreliert wiederum mit den Daten der Einzelvolumina, wie
auch zuvor in der Literatur gezeigt wurde (Miyanari et al., 2007). Linol-, y-Linolensdure und
EPA erhthen das Gesamtvolumen der LDs bei &hnlich bleibender Anzahl. Insgesamt zeigt
sich ein Trend, dass die Anwesenheit von mehrfach ungesattigten Fettsduren eine
Zunahme des Gesamtvolumens in infizierten Zellen bewirkt.

Es ist bekannt, dass das Core-Protein die Akkumulation von lipid droplets in infizierten
Zellen anregt (Herker and Ott, 2012). 2005 wurde ebenfalls gezeigt, dass gesattigte
Fettsauren einen positiven Effekt auf die Replikation des HCV haben (Kapadia and Chisari,
2005). Mdoglicherweise, kann die HCV-Replikation in Anwesenheit der beteiligten Fettsauren
eine Auswirkung auf die Akkumulation der LDs haben und somit die Bildung von Steatose
in langeren Infektionszyklen beginstigen. 2002 wurde von Anderson und Fritsche
festgestellt, dass mehrfach-ungesattigte Fettsauren sowohl positive als auch negative
Effekte auf eine antivirale Antwort haben konnen. Trotz der inhibierenden Effekte der
PUFAs auf den zellularen Lipidstoffwechsel, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
wahrend einer chronischen HCV-Infektion ebendiese Effekte negative Auswirkungen auf
eine antivirale Antwort aufweisen. Eine in 2014 durchgefiihrte Arbeit konnte dazu
feststellen, dass gesattigte Fettsduren keinen Einfluss auf die virale RNA-Replikation
ausiben, jedoch die Virusproduktion teilweise gemindert wird (Melling, 2014; Sarah
Hofmann, not published).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dass die Unterschiede zwischen den
eingesetzten Stimuli in HCV-infizierten Zellen weniger deutlich ausgepragt sind. Im
Gegensatz zu einer in 2013 durchgefiihrten Arbeit (Klabes, 2013) unterscheiden sich die in
dieser Arbeit ermittelten mittleren GroRen der lipid droplets aller Proben deutlich weniger
voneinander. Die Daten sind allerdings nur bedingt vergleichbar, da die Arbeit von 2013 auf

uninfizierten Huh7-Zellen und nicht auf Huh7.5-Zellen basiert. Die Zelllinien konnen sich
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teilweise sehr stark voneinander unterschieden. Als Beispiel kénnen hier Huh7-,
Huh7-Lunet- und Huh7.5-Zelllinien angefihrt werden. Huh7-Zellen sind groRer als
Huh7.5-Zellen, wogegen Huh7-Lunets eine flachere Morphologie bei @hnlicher Gréf3er wie
Huh7-Zellen aufweisen und sich somit sehr gut fir die Mikroskopie eignen. Huh7.5-Zellen
lassen sich jedoch besser infizieren, weswegen diese Zelllinie fur die vorliegende Studie
benutzt wurde. Es lasst sich hieraus dennoch ein Trend ableiten, dass nach langerer

HCV-Infektion die Unterschiede der Fettsduren auf die lipid droplets geringer ausfallen.
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6. Ausblick

Es gibt einige Bereiche, die eine Verbesserung erfahren kénnen und auch andere
Verfahren kénnen nachfolgend Anwendung finden.

Eine Verbesserung in der Mikroskopie kann durch ein anderes Einbettungsmedium erreicht
werden. Eine Anforderung an das Medium sind ein ahnlicher Brechungsindex wie das
Immersionsél (etwa 1,515). Die geringere Differenz zwischen beiden Medien fuhrt zu
geringerer Elongation in z-Richtung wahrend der Aufnahmen. Die aufgenommenen
Volumina sind hierdurch naturgetreu abgebildet, die Aufnahmen erfahren keine
Manipulation. Eine weitere Anforderung sind inerte Eigenschaften des Mediums. Es darf
weder die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe aufnehmen und mit ihnen interagieren, noch
darf es eine hohe Eigenfluoreszenz in den eingesetzten Wellenlangen der Anregungslaser
besitzen. Eine hohe Eigenfluoreszenz kann die eigentlichen Signale Uberlagern, sodass
diese nicht verniinftig auswertbar werden. Einige Silikondle (silicone oil) kénnten hier
Anwendung finden. Neben den Olen waren auch einfache Zuckerlosungen (Saccharose)
maoglich. Eine Zuckerlésung erlaubt jedoch nicht die langere Aufbewahrung von Proben und
somit Aufnahmen zu spateren Zeitpunkten. Konnte bisher eine Probe Uber langeren
Zeitraum fixiert in Mowiol eingebettet mikroskopiert werden, ohne Nachteile in der
Darstellung zu befiirchten, kann eine Zuckerlosung die Proben stark austrocknen, da
Zucker hydrophile Eigenschaften besitzen. Die Aufnahmen kdnnen somit nur in sehr kurzen
Zeitraumen mikroskopiert werden. Das schrankt den Einsatz ein.

Schwierigkeiten in der Selektion der Signale fur eine raumliche Darstellung kénnen durch
andere Algorithmen wesentlich verbessert werden. Die in Imaris verwendete
Segmentierungsmethode basiert auf dem absolutem Threshold. Dieses Verfahren, trotz
seiner Schnelligkeit, erreicht bei natirlichen Bildelementen nie eine vollstandige
Segmentierung. Vergleichbar mit dem menschlichen Sehsinn, kann hingegen das
sogenannte adaptive (oder dynamische, bzw. lokale) Thresholding eine wesentliche
Verbesserung der Segmentierung darstellen. Weniger ausgeleuchtete oder intensive
Bereiche kdénnen somit deutlich vom Hintergrund und gegeneinander abgegrenzt werden.
Diese Segmentierungsmethode ist bereits in einem Plug-In in ImageJ implementiert. Der
Vorteil dieses Plug-Ins auf Windows-Betriebssystemen ist die Darstellung in WYSIWYG
(what you see is what you get). Eine Implementierung des Algorithmus mit der Mdglichkeit,
Uber eine Schichtaufnahme (Stack) den lokalen Threshold anzuwenden, wirde es
erlauben, genauere Analysen hinsichtlich der Volumina aufzuzeichnen. Eine
dreidimensionale Darstellung wiirde in diesem Fall ebenfalls entfallen. Eine Batch-Analyse
vieler Aufnahmen konnte hier ebenfalls eine Zeitersparnis bringen.

Neben der Mikroskopie kdnnen ebenfalls andere Nachweisverfahren zur Analyse der Lipide
herangezogen werden. Isolierte lipid droplets kénnen mittels Massenspektrometrie auf die
vorhandenen Triglyceride hin untersucht werden. Der Unterschied zwischen infizierten und

uninfizierten Zellen kann aufschlussreich tber die Verteilung und regulatorischen Effekte
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der Triglyceride bzw. deren freien Fettsduren sein. Durch die Verwendung markierter freier
Fettsauren (beispielsweise mit Isotopen) zur Stimulation kann die Metabolisierung in der
Zelle nachvollzogen werden. Fragestellungen, wie "Wo werden aufgenommene freie
Fettsauren in der Zelle verwendet?", kdnnen dadurch geklart werden. Hier kdnnen ebenfalls
die Unterschiede zwischen infizierter und nicht infizierter Zellkultur nach Stimulation mit
Fettsauren aufgezeigt werden. Auch weitere Trennungsmethoden, wie HPLC, kdénnten
Anwendung finden. Beide Verfahren konnten verbesserte quantitative und qualitative
Ergebnisse liefern. Auch die Untersuchung der Gesamtverteilung der Fettsduren in der
Zelle koénnte von Interesse sein.

Inwieweit mehrfach ungesattigte Fettsauren einen negativen Effekt auf die HCV-Replikation
in chronisch-infizierten Zellen austiben, kénnte durch Proteinnachweismethoden wie dem
Western Blot oder HCV RNA Quantifikation untersucht werden. Daneben kénnte untersucht
werden, ob Fettsduren kovalent oder Uber schwache Bindungen an HCV-Proteinen
auftreten und inwieweit diese Einfluss auf deren Funktionalitat austiben.

Neben der angesprochenen Verbesserung der technischen Verfahren kdénnen ebenfalls
andere Virus-Stamme eingesetzt werden. Wie oben erwéhnt, ist der hier eingesetzte
Jcl-Virusstamm eine Chimare aus dem JFH1-Virus und einem Zellkultur-adaptierten
Virus (J6). Sowohl das JHF1-Virus als auch J6 sind Vertreter des Genotyps 2a. Da JFH1
ein nicht auf Zellkultur adaptiertes Virus ist, kdnnte es ebenfalls zur Untersuchung
herangezogen werden. Trotz schlechter Infektionsraten gegentiber dem Jcl1-Stamm kénnen
Huh7.5-Zellen infiziert werden. Derselbe methodische Vorgang dieser Arbeit kénnte hier
angewendet werden und mdgliche Unterschiede zwischen Zellkultur adaptierten und nicht
adaptierten Virusstammen untersucht werden.

Neben dem oben genannten Genotyp 2a ware es interessant, die lipid droplets nach einer
Fettsaurestimulation auf mit einem Genotyp 3 infizierten Hepatomazellen zu untersuchen.
Viren des Genotyps 3 verursachen eine ausgepragte Steatose in Patienten. Ein

Zellkulturmodell mit robusten Infektionsraten ist jedoch gegenwartig noch nicht vorhanden.
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8. Anhang

8.1. Quellcode des Programms fir Auswertung von csv ~ -Dateien

require(XLConnect);
require(rdava);

wbname="FA1_new.xls"; wbAname="FA1_Sums.xls";
cntr=1;

wb<-loadWorkbook(wbname, create=T);
wbA<-loadWorkbook(wbAname, create=T);

pfolder <-"";

setwd(pfolder);
tempdir<-list.dirs(); tempdir=tempdir[-1];

file_list1<-gsub("_Statistics",”_Volume.csv",file_list1); file_Llist1<-gsub(" ","_",file_Llist1);
VolFiles<-file_list1;

VolFiles<-gsub(VolFiles,pattern = c("FA1_JC1_"),replacement = "");
VolFiles<-gsub(VolFiles,pattern = c("_Volume.csv"),replacement = ");

for(dirs in tempdir){

tempdir1<-paste(pfolder, tempdir[cntr], sep="/");

setwd(tempdir1); #tempdir1;

for(f in file_Llist1){

if (file.exists(f)){

## get data
tempdatat<-read.csv(file_list1[cntr], header=T, sep=",", dec=".", skip=3);
nRows <- nrow(tempdatat);
tempdata1$X<-NULL; tempdata1$ID<-NULL; tempdata1S$Time<-NULL;
tempdata1$Category<-NULL; tempdata1$Unit<-NULL;

names(tempdata1)[1]<-"Volume";

sumValue <- sum(as.numeric(sub(",", ".", tempdata1$Volume, fixed = TRUE)));
NameDataSet <- VolFiles[cntr];

tempdata1[1,2] <- NameDataSet; names(tempdata1)[2] <- "Data Set:";
tempdata1[is.na(tempdatat)]<-"";

tempdata2<- data.frame();

tempdata2[1,1] <- NameDataSet; names(tempdata2)[1] <- "Data Set:";
tempdata2[1,2] <- nRows; names(tempdata2)[2] <- "nr of LD:";
tempdata2[1,3] <- sumValue; names(tempdata2)[3] <- "Sum Volume:";

setwd(pfolder);

createSheet(object = wb,name = NameDataSet);

appendWorksheet(wb, data = tempdata1, sheet = NameDataSet, header=T, endRow=nRows);

createSheet(object=wbA, name=NameDataSet);

appendWorksheet(wbA, data=tempdata2, sheet=NameDataSet, header=T);
createSheet(object = wb,name = NameDataSet);
writeWorksheet(wb,tempdatal, NameDataSet, header=T, rownames=NULL)
#appendWorksheet(wb, data = tempdata1, sheet = NameDataSet, header=F);

h

}

cntr=cntr+1;
}
#saveWorkbook(wb);
#saveWorkbook(wbA);
remove(VolFiles, NameDataSet, cntr, f, dirs, nRows, tempdir, tempdir1, tempdata1, tempdata2, sumValue,
file_list1, pfolder);
xlcFreeMemory();
HEHHHHBHH HEHHHABHHTHET AT
HHHHHIHIH part 1 done  H##HHEHIH
HEHHHHH I HHHH T T
HHHBHEHIH part 2 starts ###HTHIH
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HAHHBH T HHAHH AR A
m_wbname=paste("Merged_Volume", wbname);
# m_wbAname=paste("Merged_Volume", wbAname);
newwb<-loadWorkbook(m_wbname, create=T);
# newwbA<-loadWorkbook(m_wbAname, create=T);
cntr=1;
sheetsname<-getSheets(wb);
length_dir=length(sheetsname);
s=1
repeat{
chk1=substr(sheetsname[s],0,5);
chk2=substr(sheetsname[s+1], 0,5);
while(chk1==chk2){
if(cntr==1){
createSheet(newwb,name= sheetsname[s]);
tempdatal <- readWorksheet(object = wb, sheet = sheetsname[s], startRow=2, endRow=,header=F);
3
tempdatat<-rbind(tempdata1,readWorksheet(object = wb, sheet = sheetsname[s+cntr], startRow=2,
header=F));
cntr=cntr+1;
chk1=substr(sheetsname[s],0,5);
chk2=substr(sheetsname[s+cntr], 0,5);
}
#appendWorksheet(object = newwb, data = tempdata1, sheet = sheetsname[s], header=F);
writeWorksheet(newwb,tempdata1, sheetsname[s], header=F, rownames=NULL);

s=s+cntr;

cntr=1;

remove(tempdatat);
xlcFreeMemory(); #free java memory

if(is.na(chk2)) {break();}

writeWorksheet(newwb,tempdata1, sheetsname[s], header=T, rownames=NULL);
# appendWorksheet(object = newwb, data = tempdata1, sheet = sheetsname[s], header=F);

s=1; cntr=1;
repeat{
chk1=substr(sheetsname[s],0,5);
chk2=substr(sheetsname[s+1], 0,5);
while(chk1==chk2){
if(cntr==1){
createSheet(newwbA,name= sheetsname[s]);
tempdata2<-data.frame();
tempdata2 <- readWorksheet(object= wbA, sheet = sheetsname[s], startRow=2,endRow=3, header=T);
3
tempdata2<-rbind(tempdata2,readWorksheet(object = wbA, sheet = sheetsname[s+cntr],
startRow=2,endRow=3, header=T));
cntr=cntr+1;
chk1=substr(sheetsname[s],0,5);
chk2=substr(sheetsname[s+cntr], 0,5);

appendWorksheet(object = newwbA, data = tempdata2, sheet = sheetsname[s], header=F);

if(s+cntr>length_dir) { break();}
s=s+cntr;

cntr=1;

remove(tempdata2);

appendWorksheet(object = newwbA, data = tempdata2, sheet = sheetsname[s], header=F);
xlcFreeMemory(); #free java memory
# appendWorksheet(object = newwbA, data = tempdata2, sheet = sheetsname[s], header=F);

# getSheets(wb)==getSheets(wbA);
# getSheets(newwb)==getSheets(newwbA);

saveWorkbook(wb);
saveWorkbook(wbA);
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saveWorkbook(newwb);
saveWorkbook(newwbA);

remove(chk1, chk2, cntr, m_wbname, newwb, sheetsname, s, length_dir, m_wbAname, newwbA, wb, wbA,

wbAname, wbname, tempdata1)
it it's the end  #H#H##HHH
xlcFreeMemory();

8.2. Quellcode fur NIS Elements zum Konvertieren vo

*.ics/*.ids-Format fir AutoQuant X2 und Bereitstell

/ /filename=fullpathwithname

/ /title=onlytitle

char filename[260],snpsht[260],title[260],fileext[5];
int cntr=0; int imgsize=0;

for(cntr=0;cntr<108;cntr=cntr+1){

Get_Filename(FILE_IMAGE, filename);

Get_FileTitle(title,filename);

Get_FileSize(title,imgsize);

if (imgsize>10){
fileext=".ics";
strcat(filename,fileext);
fileext=".jpg";
strcat(snpsht,fileext);
LUTs_Reset();
TogglePixelSaturationindication();
ND_ShowMaxIntProjectionlmage(0);//MaxIP
CreateViewSnapshot();
ImageSaveAs(snpsht,2,0);
CloseCurrentDocument(0);/ /closesnapshot
CloseCurrentDocument(0);/ /closeMIPwithoutsavings
ActivateDocument(filename);
fileext=".ics";
strcat(filename,fileext);
ImageSaveAs(filename,18,0);
//Wait(5);//wait5secaftersaving

CloseCurrentDocument(2);//closedocumentwithoutsavings
ImageOpenNext();
ViewSplitComponents(1);

8.3. Quellcode fur Angleichen von Dateinamen mit

Windows-Kommandozeilenoperator (*.bat)

@echo off
setlocal enableDelayedExpansion

for %%f in (*) do (
set "filename=%%~f"

for %%Ain ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ)do (
set "filename=I!filename:%%A=%%A!"

ren "%%f" "!filename!” >nul 2>&1

)

endlocal

n *.nd2-Dateien ins
en von MIPs

8.4. Einstellungen fur Imaris 7.6.4 zur Detektion v on lipid droplets (*.xml)

<creationparameters>
<creationparameter classtypeid="bpSurfacesViewer" name="LD540_PT">

<bpSurfacesCreationParameters mEnableRegionOfInterest="false” mProcessEntirelmage="false"
mEnableRegionGrowing="false" mEnableTracking="false" mSourceChannellndex="1" mEnableSmooth="true"
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mSurfaceGrainSize="0.06" mEnableEliminateBackground="false" mDiameterOfLargestSphere="0.621482"
mEnableAutomaticThreshold="true" mManualThresholdValue="" mActiveThreshold="false"
mEnableAutomaticThresholdB="true" mManualThresholdValueB="" mActiveThresholdB="false"
mRegionGrowingEstimatedDiameter="0.828643" mRegionGrowingBackgroundSubtraction="true">
<bpRegionOfinterestContainer>
<bpRegionOflnterest mMinXYZ="256 256 0" mMaxXYZ="767 767 40" mMinT="0" mMaxT="0" mName="Region of
Interest 1" mActive="true" mSelected="false"/>
</bpRegionOfinterestContainer>
<mRegionGrowingFilter>
<bpStatisticsFilter mLowerThresholdEnable="true" mLowerThresholdManual="false"
mLowerThresholdManuallnitToAuto="true" mLowerThresholdManualValue="0" mUpperThresholdEnable="false"
mUpperThresholdManual="false" mUpperThresholdManuallnitToAuto="true" mUpperThresholdManualValue="1"
mSelectHigh="true" mManualThreshold="false” mManualThresholdValue="0.000"
minitManualThresholdToAuto="true">

<bpStatisticsValueType mName="Quality” mUnit="" mFactors="0"/>
</bpStatisticsFilter>
</mRegionGrowingFilter>
<mSurfacesFilter>
<bpStatisticsFilter mLowerThresholdEnable="true" mLowerThresholdManual="true"
mLowerThresholdManuallnitToAuto="false" mLowerThresholdManualValue="0.09195"
mUpperThresholdEnable="false" mUpperThresholdManual="false” mUpperThresholdManuallnitToAuto="false"
mUpperThresholdManualValue="1" mSelectHigh="true" mManualThreshold="true"
mManualThresholdValue="0.09195" minitManualThresholdToAuto="false">

<bpStatisticsValueType mName="Volume" mUnit="um”3" mFactors="0"/>
</bpStatisticsFilter>
</mSurfacesFilter>
<bpObjectTrackingAlgorithmParameters TrackAlgoName="Autoregressive Motion" mFillGapEnable="false">
<ObjectTrackingAlgorithmLinearAsignment MaxGapSize="3" MaxDistance="20"/>
</bpObjectTrackingAlgorithmParameters>
<mTrackFilter>
<bpStatisticsFilter mLowerThresholdEnable="true" mLowerThresholdManual="true"
mLowerThresholdManuallnitToAuto="false" mLowerThresholdManualValue="2.5" mUpperThresholdEnable="false"
mUpperThresholdManual="false” mUpperThresholdManuallnitToAuto="true" mUpperThresholdManualValue="1"
mSelectHigh="true" mManualThreshold="true" mManualThresholdValue="2.500"
minitManualThresholdToAuto="false">

<bpStatisticsValueType mName="Track Duration” mUnit="" mFactors="0"/>
</bpStatisticsFilter>
</mTrackFilter>
</bpSurfacesCreationParameters>

</creationparameter>
</creationparameters>




