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Beschreibung
Gebiet der Erfindung
[0001] Die Anmeldung betrifft zellbasiertes, kinetisches Screening.
Hintergrund der Erfindung

[0002] Kinetische Assays werden durchgefiihrt, indem Messungen bei einer Reihe von Zeitpunkten durchge-
fuhrt werden, um die Veranderung einer Probe zu messen. Die Messungen zu einem beliebigen Zeitpunkt
kdnnten auch fir einen nicht-kinetischen Assay verwendet werden, welcher hier als ein Assay mit festem End-
punkt bezeichnet wird. Assays mit festen Endpunkten sind fir Proben ausreichend, die wenig oder keine Ver-
anderung uber die Dauer des Assays erfahren. Wenn sich die Probe Uber die Zeit verandert, werden kinetische
Messungen notwendig, um diese Veranderungen zu messen. Mathematische Beschreibungen der Trends der
verschiedenen Zellparameter Uber die Zeit stellen kinetische Merkmale dar, die sich von den Messungen, wie
sie in Assays mit festem Endpunkt berechnet werden, unterscheiden.

[0003] Die kinetischen Assays werden auf derselben Probe liber die Zeit durchgefiihrt und unterscheiden sich
von den ublichen Experimenten, welche eine Annaherung der kinetischen Merkmale bei Assays mit festem
Endpunkt auf unterschiedliche Teile einer Probe durchfiihren. Wenn z.B. die Probe eine Zellpopulation ist, die
eine Anzahl von ahnlichen individuellen Zellen umfasst, kbnnen Veranderungen bei der Population Gber die
Zeit gemessen werden, indem Teile der Probe mit einer Reihe von Assays mit festem Endpunkt untersucht
werden. Diese Verfahrensweise wird Ublicherweise in biochemischen oder immunhistochemischen Assays
verwendet, bei denen die Proben wahrend des Assays unbrauchbar (d.h. fixiert) oder zerstoért werden. Eine
Reihe von Assays mit festem Endpunkt fihren Messungen auf individuellen Zellen durch, aber die bestimmten
individuellen Zellen in jeder Population unterscheiden sich bei jedem Assay mit festem Endpunkt und kénnen
nicht auf der Zellebene miteinander in Relation gesetzt werden. Eine Reihe von Assays mit festem Endpunkt
liefern nur dann kinetische Informationen, wenn vorausgesetzt wird, dass die durchschnittlichen Messungen
der Population von einem Teil zu einem anderen Teil der Probe in Relation gesetzt werden und die individuellen
Zellen in der Population als Aquivalent vorausgesetzt werden.

[0004] Die Verfahrensweise mit einem festen Endpunkt reicht nicht aus, wenn die Zellen in der Probe nicht
aquivalent sind oder wenn die Veranderungen Uber die Zeit auf einer Zell-zu-Zell-Basis in Relation gesetzt wer-
den muissen. Messungen von physiologisch relevanten Zellen sind heterogen, was die Ubliche Variabilitat des
Zellverhaltens in einem lebenden Tier widerspiegelt. Die Heterogenitat umfasst oft wichtige Informationen tber
die Physiologie von Zellen in deren Lebendzustand und biologisch relevante Messungen missen die Variabi-
litat der Probe einschlief3en und dirfen diese nicht ausschlief3en. Lebende Zellen, die sich unabhangig vonein-
ander verandern, missen zu mehreren Zeiten gemessen werden und die Messungen mussen Uber die Zeit
auf einer Zell-zu-Zell-Basis korreliert werden.

[0005] Ein richtiger kinetischer Assay behandelt Probleme, indem Messungen von einzelnen Zellen Gber die
Zeit korreliert werden. Im Allgemeinen werden die Zellen anhand ihrer Position und durch andere Kennzeichen
identifiziert, um eine Kontinuitat der biologischen Messung auf Zellebene zu jeder Zeit sicherzustellen. Ein ty-
pisches Problem, das Uberwunden werden muss, ist die Unsicherheit bezuglich der Position der Zellen, die auf
die Bewegung der Zellen oder des Messinstruments zuriickzufiihren ist. Die Fahigkeit, Zellen tber die Zeit zu
identifizieren, ermdglicht es dem Benutzer die Variabilitat der Probe und das Verhalten der Subpopulation zu
messen und zu bewerten. Die Antwort einer ganzen Population einer Probe ist oft auf die Aktivitat von lediglich
einer Subpopulation von Zellen zurtickzufiihren. Eine genaue kinetische Messung der Subpopulationen bein-
haltet einen grofReren Informationsgehalt beziglich der physiologischen oder pharmakologischen Antwort ei-
ner biologische Probe. Zellbasierte kinetische Messungen ermoglichen auch mehrere Messungen derselben
Probe (multiparametrische Assays), welche auf der Zellebene korreliert werden, zusammenhangende Mes-
sungen von unterschiedlichen zelluldren Funktionen und Mechanismen und liefern daher ein besseres mecha-
nistisches Verstandnis von Zellen und Arzneimitteln, welche diese beeinflussen.

[0006] Deshalb werden Verfahren zum Verfolgen individueller Zellen wahrend eines kinetischen Zell-Scree-
ning-Asssays auf dem Gebiet bendtigt.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Software zum Verfolgen individueller Zellen wahrend
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eines kinetischen Zell-Screening-Assays, umfassend:
a) Bereitstellen von Zellen, die mindestens ein erstes, mit Lumineszenz markiertes Reportermolekil besit-
zen, das von einer Zellstruktur berichtet;
b) Erhalten eines Strukturabbilds von lumineszierenden Signalen von dem mindestens ersten, mit Lumines-
zenz markierten Reportermolekul in den Zellen in einem Bildfeld;
c) Erstellen einer Strukturmaske fir individuelle Zellen in dem Bildfeld;
d) Definieren eines Referenzpunkts von jeder Strukturmaske;
e) Festsetzen einer Zellidentifikation zu dem jedem Referenzpunkt in dem Bildfeld;
f) Wiederholen der Schritte b) bis e) bei einem zweiten Zeitpunkt;
g) Korrelieren der Zellidentifikation zwischen dem ersten Zeitpunkt und dem zweiten Zeitpunkt durch Be-
rechnen eines Abstands zwischen den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den
Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt und
h) Definieren einer Ubereinstimmung der Zellidentifikation durch Identifizieren von Referenzpunkten in dem
Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt, die
am nachsten zusammen sind.

[0008] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die Schritte f) bis h) mit einer gewlinschten Anzahl von
Zeitpunkten wiederholt, wobei das Bestimmen des Abstands zwischen den Referenzpunkten durch Bestim-
men eines Abstands zwischen den Referenzpunkten in aufeinander folgenden Zeitpunkten durchgefihrt wird
und wobei das Definieren der néchsten Ubereinstimmung der Zellidentifikation durch Definieren der nachsten
Ubereinstimmung der Zellidentifikation in aufeinander folgenden Zeitpunkten durchgefiihrt wird.

[0009] Weitere bevorzugte Ausflihrungsformen umfassen das Festlegen einer Qualitatskennzahl zu der
Ubereinstimmung der Zellidentifikation, basierend auf einem Abstand, der fiir eine zweite nachste Ubereinstim-
mung der Zellidentifikation bestimmt wurde, und wobei eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation abgewie-
sen wird, wenn die Qualitatskennzahl unterhalb einer Benutzer-definierten Schwelle fir eine Qualitdtskennzahl
ist.

[0010] Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform umfasst das Vergleichen weiterer Merkmale der individuel-
len Zellen zwischen aufeinander folgenden Zeitpunkten, um eine Zellidentifikation zu ermdglichen.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0011] Eig. 1 zeigt ein Flussdiagramm, das eine Ausflihrungsform des Verfahrens zum Verfolgen individueller
Zellen wahrend eines kinetischen Zell-Screening-Assays zeigt.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfihrungsformen

[0012] In kinetischen Assays kdnnen sich die Zellen umherbewegen, in das Feld eintreten oder es verlassen,
wachsen, schrumpfen oder sich teilen; einzelne Zellen kénnen sich ineinander bewegen oder den Kontakt un-
tereinander I8sen. Bei der Bestimmung von Merkmalen von individuellen Zellen Uber die Zeit ist es bevorzugt,
eine korrekte Identifikation von individuellen Zellen von Zeitpunkt zu Zeitpunkt zu optimieren. Damit wird nach
dem Sammeln der Daten fir einen gegenwartigen Zeitpunkt eine zweite Zellidentifikation gegen eine Zelliden-
tifikation, die flr den ersten Zeitpunkt in dem kinetischen Scan fiir die Vertiefung erhalten wurde, abgeglichen.
Dies stellt sicher, dass die kinetischen Daten mit der richtigen Zelle fur alle Zeitpunkte des kinetischen Scans
korreliert werden. Nach dem Erhalten der Daten bezlglich der Zelle, des Felds, der Vertiefung und der Platte-
nebene flir den aktuellen Zeitpunkt werden die kinetischen Daten mit beliebigen friheren kinetischen Daten
integriert, um die kinetischen Merkmale fiir die individuellen Zellen zu bilden, aus denen die dazugehdrigen
Feld-basierten, Vertiefungs-basierten und/oder Platten-basierten kinetischen Merkmale fiir einen beliebigen
erwlinschten Zell-Screening-Assay abgeleitet werden kénnen.

[0013] Verfahren zum Abstimmen einer Zellidentifikation Uber verschiedene Zeitpunkte sind hilfreich, um si-
cherzustellen, dass jede vorhandene Zelle dieselbe Identifikation von Bild zu Bild in der Bilderserie aufweist.

[0014] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Software zum Verfolgen individueller Zellen wahrend
eines kinetischen Zell-Screening-Assays, umfassend:
a) Bereitstellen von Zellen, die mindestens ein erstes, mit Lumineszenz markiertes Reportermolekil besit-
zen, das von einer Zellstruktur berichtet;
b) Erhalten eines Strukturabbilds von lumineszierenden Signalen von dem mindestens ersten, mit Lumines-
zenz markierten Reportermolekul in den Zellen in einem Bildfeld;
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c) Erstellen einer Strukturmaske fir individuelle Zellen in dem Bildfeld;

d) Definieren eines Referenzpunkts von jeder Strukturmaske;

e) Festsetzen einer Zellidentifikation zu jedem Referenzpunkt in dem Bildfeld;

f) Wiederholen der Schritte b) bis e) bei einem zweiten Zeitpunkt;

g) Korrelieren der Zellidentifikation zwischen dem ersten Zeitpunkt und dem zweiten Zeitpunkt durch Be-
rechnen eines Abstands zwischen den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den
Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt und

h) Definieren einer Ubereinstimmung der Zellidentifikation durch Identifizieren von Referenzpunkten in dem
Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt, die
am nachsten zusammen sind.

[0015] Wie hier verwendet, bezeichnet der Ausruck ,Abbild" eine digitale Darstellung der optisch detektierba-
ren Signale von dem mindestens ersten, optisch detektierbaren Reportermolekiil und bendtigt keine spezifi-
sche Anordnung oder Anzeige der digitalen Darstellung. Abbilder sind paketweise Informationen, die sich von
der Probe ableiten und die auf verschiedene Arten entsprechend dem Bedarf des Beobachters organisiert
sind. In bevorzugten Ausfiuhrungsformen werden gut bekannte Formate von solchen ,Abbildern" eingesetzt,
einschlieRlich, aber nicht beschrankt auf DIB, TIFF, BMP, Bildelement-(Pixel)-Maps, dreidimensionale Raum-
anordnungen, zweidimensionale Oberflachen- oder Querschnittsanordnungen, eindimensionale Abbildungen
eines Linien-Scans, Zeitspuren eines Oszilloskops, rechtwinklige Anordnungen von ganzen Zahlen, Angaben
Uber die Pixelintensitat, hexagonale Gitter von ganzen Zahlen, Gleitpunkt-Pixel und planare, kompakte oder
Bayer-Muster-Anordnungen von multispektralen Pixel-Anordnungen. In einer am meisten bevorzugten Aus-
fuhrungsform werden Bildelement-(Pixel)-Feldabbildungen verwendet, z. B. solche, die durch optische Kame-
ras erzeugt werden, wo eine rdumliche Lokalisierung in einer Ebene (X, Y) innerhalb der Probe durch eine
raumliche Lokalisierung innerhalb des Feldes (x, y) dargestellt wird und die lumineszierende Probenintensitat
(I) wird durch die Signal-Amplitude oder -Wert (i) bei jedem Pixel dargestellt.

[0016] Das Bildfeld (FOV) stellt die abgebildete Flache dar. Sie ist aquivalent zur Bildgrof3e. Die Abmessung
des Bildfelds kann entweder in Mikrometer auf der Skala der Probenflache oder in Pixel der Bildgré3e ausge-
drickt werden. Die Flache der Zellprobe ist im Allgemeinen gréRer als das Bildfeld und entspricht in etwa dem
eines Mediums oder eines hochauflésenden Abbilds einer Platte mit 96 oder 384 Vertiefungen.

[0017] Wie hier verwendet, bezeichnet ein ,optisch detektierbares Reportermolekil" ein Reportermolekiil,
das Licht emittieren, reflektieren oder absorbieren kann und umfasst, ist aber nicht beschrankt auf fluoreszie-
rende, lumineszierende und chemilumineszierende Reportermolekiile. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform
wird ein fluoreszierendes Reportermolekul verwendet.

[0018] Die Zellstruktur, Uber die durch das optisch detektierbare Reportermolekil berichtet wird, kann eine
beliebige detektierbare Zellstruktur sein, einschlieBlich Zellkerne, intrazellulare Organellen, zytosolische Mar-
ker und Plasmamembran-Marker. Im einfachsten Fall liegt die Zellstruktur als eine einzelne Einheit in der Zelle
vor, wie z.B. der Zellkern.

[0019] Wie hier verwendet, ,berichtet" das Reportermolekiil tber die Zellstruktur durch Prozesse, welche ent-
weder die direkte oder indirekte Bindung an die Zellstruktur einschlieRen, aber nicht darauf beschrankt sind,
und indem es in die Zellstruktur eingeschlossen oder darin enthalten ist.

[0020] Wie hier verwendet, bezeichnet der ,Referenzpunkt" einen einzelnen Punkt, der relativ zu der Zell-
struktur definiert ist, einschliellich, aber nicht beschrankt auf ein Zentrum der Zellstruktur, ein Zentrum der
Masse der Zellstruktur, der Schwerpunkt (definiert als ein geometrisches Zentrum) der Zellstruktur oder durch
Zeichnen eines Rahmens um die Zellstruktur, wobei der Punkt z. B. definiert sein kann als Durchschnitt von
beliebigen zwei Diagonalen innerhalb des Rahmens. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Schwer-
punkt der Zellstruktur verwendet.

[0021] Die Bilder werden von dem mindestens ersten optisch detektierbaren Reportermolekil gesammelt und
die Bilder kdnnen gegebenenfalls vorbearbeitet sein (Kontrast-korrigiert und geglattet). Fir die Bilder wird dann
eine Schwelle gesetzt (bevorzugt unter Verwendung eines automatischen Schwellenwertverfahrens), um eine
Strukturmaske zu erstellen. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Zellstruktur ein Zellkern,
wobei das Strukturabbild ein nukleares Abbild ist und wobei die Strukturmaske eine nukleare Maske ist. Wie
hier verwendet, bezeichnet der Ausdruck ,Maske" eine verarbeitete Version des Abbilds der Zellstruktur, um
Loécher zu Pillen. Die Erzeugung einer Maske umfasst bevorzugt das Setzen eines Schwellenwertes fir das
Abbild, um relevante Bildbestandteile mit Werten (Position, Intensitat) Gber den Background aufierhalb der
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Strukturen von Interesse auszuwahlen.
[0022] Wie hier verwendet, werden die folgenden Begriffe wie unten definiert:

[0023] Eine Zelle, welche sich vollstandig innerhalb des Bildfeldes befindet (,FOV; Field of View") wird als eine
,FOV-Zelle" bezeichnet. Das sind die Zellen, welche analysiert werden kdnnen.

[0024] Eine Zelle, welche sich vollstandig aulRerhalb des Bildfeldes befindet, wird als eine ,Nicht-FOV-Zelle"
bezeichnet. Diese Zellen werden nicht analysiert.

[0025] Eine Randzelle bezeichnet eine Zelle, welche den Rand des Bildfeldes bertihrt. Die meisten Merkmals-
messungen dieser Zellen wirden unvollstadndig oder fehlerhaft sein und deshalb werden randstandige Zellen
vorzugsweise nicht gezahlt. Jedoch kann eine Randzelle als ein Zwischenstadium angesehen werden, wel-
ches, wenn erwunscht, verfolgt werden kann.

[0026] Ein Austreten ist definiert als eine Zelle, die in ihrer Gesamtheit den Bildbereich von einer beliebigen
Richtung verlasst. Die Zelle muss vollstandig auerhalb des Bildbereichs sein, um als ausgetreten angesehen
zu werden.

[0027] Zellen, die in Bewegung sind, kdnnen jederzeit in den Bildbereich ein- und austreten. Ein Eintreten ist
definiert als eine Zelle, die in ihrer Gesamtheit von einer beliebigen Richtung in den Bildbereich eintritt. Die Zel-
le muss sich vollstandig innerhalb des Bildbereiches befinden, um als eingetreten angesehen zu werden, da
sie ansonsten eine unvollstandige Randzelle darstellen wirde, die im Allgemeinen nicht analysiert wird.

[0028] Das Eintreten und Austreten tragt zur Komplexitat des Verfolgens bei, da sie eine komplexere Hand-
habung von den Zellen bendtigen, welche im gesamten Verlauf des gesamten Films vorhanden sind. Wenn
alle Zellen zu allen Zeitpunkten vorhanden sind, wiirde diese Handhabung eine einfache Anordnung sein, wel-
che durch eine Analyse des ersten Zeitpunkts bewerkstelligt werden kann. Wenn die Zellen zu bestimmten
Zeitpunkten nicht vorhanden sind, wird eine Analyse der vollstandigen Bilderserie bendtigt, um dessen Be-
stand und die aufwandigere Datenverwaltung aufzubauen.

[0029] Ein Erzeugungsereignis wird als eine Zelle definiert, die ,aus dem Blauen" irgendwo in dem Bildfeld,
nicht aber am Rand erscheint. Zum Beispiel kann eine Zelle nicht genug Markierungsintensitat aufweisen, um
zuerst nachgewiesen zu werden, aber wahrend des Verlaufs der Bilderserie eine Antwort zeigte und sichtbar
wurde. Wenn eine Zelle am Rand erscheint, wirde dies ein Eintreten darstellen. Ein Zerstérungsereignis ist
definiert als eine Zelle, die aus dem Bildbereich verschwindet, sich aber nicht im Sinne eines Austretens her-
ausbewegt. Zum Beispiel kann eine Zelle absterben oder auf irgendeine Weise ihren Markierungsmarker ver-
lieren.

[0030] Es gibt drei allgemeine Ausfihrungsformen der Verfahren und Software zum Verfolgen individueller
Zellen wahrend eines kinetischen erfindungsgemalen Zell-Screening-Assays. Jedes Verfahren stellt eine Al-
ternative zu dem Grundverfahren dar, wobei jedes eine zusatzlichere Verbesserung bezuglich der Riickwei-
sung von weniger Zellen und eine gréRere Robustheit beinhaltet.

1. Einfaches Annaherungsverfahren

[0031] In einer Ausfilhrungsform umfasst das Bestimmen einer Ubereinstimmung einer Zellidentifikation das
Identifizieren von Referenzpunkten in dem Bildfeld bei einem ersten Zeitpunkt und Referenzpunkten in dem
Bildfeld bei einem zweiten Zeitpunkt, welche am nachsten zusammen sind, und das Festlegen der geeigneten
Zellidentifikation auf die Zelle des spateren Zeitpunkts in der Bilderserie. Dies sollte dann erfolgreich sein,
wenn sich die meisten oder alle Zellen langsam bewegen (unter Berlicksichtigung der Bildfrequenz). Beliebige
andere Daten, welche benétigt werden, um den Vergleich bei aufeinander folgenden Zeitpunkten in der Bilder-
serie durchzufiihren, werden gespeichert, einschliellich, aber nicht beschrankt auf die Referenzpunkte von al-
len Zellen des unmittelbar davorliegenden Zeitpunkts, und die Zell-ID, welche fir jede dieser Zellen festgelegt
worden ist (ID-Zuordnungstabelle). In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Ubereinstimmung der Zel-
lidentifikation zuriickgewiesen, wenn sie unterhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fiir eine Ubereinstim-
mung der Zellidentifikation fallt. Zum Beispiel kann der Benutzer eine maximale annehmbare Distanz bestim-
men, so dass sich die Zellen zwischen den Zeitpunkten bewegen kénnen (d.h. eine maximale Bewegungsrate)
oder es kann ein Schwellwert gesetzt werden, um relevante Bildbestandteile mit Werten (Position, Intensitat)
oberhalb des Hintergrunds und auf3erhalb der Strukturen von Interesse auszuwahlen.
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[0032] Die aufeinander folgenden Satze von Referenzpunkten werden vorzugsweise wie folgt in Ubereinstim-
mung gebracht. Fir jede Zelle wird in dem aktuellen Satz der Abstand zu jedem Referenzpunkt und dem un-
mittelbar davor liegenden Zeitpunkt bestimmt. Es werden die zwei am nachsten vorhergehenden Zellen be-
stimmt. Die am nachsten vorhergehende Zelle wird als aktuelle Zelle festgelegt und eine Qualitatskennzahl
(zwischen 0 und 10) wird der Ubereinstimmung zugeordnet, welche erhéht, da sich der relative Abstand der
zweitbesten Ubereinstimmung sich erhéht. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Qualitatskennzahl
gemal der Formel berechnet:

Qualitat = 100 * (zweitbester Abstand — bester Abstand) / zweitbester Abstand

[0033] Diese wird vorzugsweise verwendet, wenn die Strecken, in denen sich die Zellen bewegen, kurz genug
sind, damit es zu keiner Verwechslung kommt, welche Zelle sich wohin bewegt. Der Grad der Ubereinstim-
mung wird berechnet, um dies abzuschatzen. Der Grad der Ubereinstimmung betragt 100%, wenn es keine
Verwechslung gibt und 0%, wenn eine gleiche Chance besteht, dass die Zelle eine Nachbarzelle hatte sein
kénnen. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation zu-
rickgewiesen, wenn die Qualitatskennzahl unterhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fir eine Qualitats-
kennzahl ist. Die Schwelle auf verschiedene Arten definiert sein, wie jene, die oben beschrieben sind, oder falls
eine spezifische experimentelle Situation fir die Zellen gegeben ist, kann der Benutzer die Wahrscheinlichkeit,
dass die Zellen entstehen oder zerstort werden, vorhersagen und die angemessene Qualitatskennzahl fiir die
Ubereinstimmung kann dementsprechend gesetzt werden. Zum Beispiel kann die Schwelle fiir einen annehm-
baren Grad der Ubereinstimmungszahl niedriger gesetzt werden, wenn der Benutzer keine Entstehungs- und
Zerstorungsereignisse erwartet. Zellen/Artefakte werden von der Analyse ausgeschlossen, wenn sie sich nicht
einheitlich einer Zell-ID zuordnen lassen kénnen.

2. Minimierung des Gesamtabstandes

[0034] Wenn das einfache Annaherungsverfahren in unklare Ubereinstimmungen resultiert (z.B. niedrige
Qualitatskennzahlen aufgrund von zwei gleich entfernten Zellen), kann genauso eine globale Ubereinstim-
mung durchgeflihrt werden. Somit umfasst in einer weiteren Ausfiihrungsform das Verfahren weiter das Be-
stimmen einer Gesamtsumme aller Abstande oder Abstande im Quadrat fiir alle méglichen Ubereinstimmun-
gen der Zellidentifikation in aufeinander folgenden Zeitpunkten, wobei eine kleinste Gesamtsumme aller Ab-
stande oder Absténde im Quadrat als eine néchste Gruppe von Ubereinstimmungen der Zell-Identifikation de-
finiert ist.

[0035] Es wird eine Matrix von Abstanden von jeder aktuellen und jeder vorhergehenden Zelle berechnet.
Jede mdgliche Permutation der Zellen [es gibt N! Permutationen] wird durch Summierung der Abstande (oder
der Quadrate der Absténde) fiir alle ihre Paare berechnet, wobei die niedrigste Gesamtsumme die beste Uber-
einstimmung der Zellidentifikation darstellt. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann der Berech-
nungsaufwand durch eine Vor-Paarung vermindert werden (unter Verwendung des einfachen Annaherungs-
verfahrens) von beliebigen Ubereinstimmungen mit Qualitatskennzahlen, die sich oberhalb einer vorher fest-
gesetzten Schwelle befinden und indem die Zellen in diesen Vorpaarungen von dem globalen Ubereinstim-
mungsprozess ausgeschlossen werden. Diese letzte Anpassung funktioniert sehr gut, wenn die Zellen in der
Bewegungshaufigkeit stark variieren. Alternativ kann das Verfahren den Berechnungsaufwand verringern, in-
dem die Zellen bei der Vorpaarung von dem globalen Ubereinstimmungsprozess ausgeschlossen werden, die
unterhalb einer benutzerdefinierten Schwelle liegen.

[0036] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfassen die Verfahren weiter das Festsetzen einer
Qualitdtskennzahl zu der Ubereinstimmung der Zellidentifikation, basierend auf einer Summe von Abstanden
oder Abstanden im Quadrat, bestimmt fiir eine zweite nachste Ubereinstimmung der Zellidentifikation und wo-
bei eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation abgewiesen wird, wenn die Qualitatskennzahl niedriger als
eine benutzerdefinierte Schwelle fir eine Qualitatskennzahl ist.

3. Minimierung des Gesamtabstandes und Merkmalsubereinstimmung

[0037] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kann das Definieren der Zellidentifikation weiter das
Vergleichen anderer charakteristischer Merkmale der individuellen Zellen zwischen aufeinander folgenden
Zeitpunkten umfassen, um Zellen zu identifizieren und die Messungen fiir jede vorgeschlagene Ubereinstim-
mung zu vergleichen. Auf individuellen Zellen angewendet ist dies ein Weg, um individuelle Unklarheiten effi-
zient zu l6sen. Als Teil eines komplizierteren Verfahrens (z.B. als Nachfolge des Minimierungsverfahrens des
Gesamtabstandes) sind die Merkmalssatze Bestandteil einer Matrix mit besseren Daten, die mit den Vektoren
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fur den vorhergehenden Zeitpunkt verglichen wird und minimiert die berlcksichtigte Summe der Absténde
(oder Abstande im Quadrat) als Messung der Ubereinstimmung. Die Matrix wiirde dann besser als eine Kon-
fusionsmatrix bezeichnet werden, in der jede Position eine zusammengesetzte Anzahl darstellt, welche den
Abstand + jeden anderen Wert der Zellmerkmalsubereinstimmung enthalt.

Grad der Zellibereinstimmung

[0038] Im Gegensatz zur Messung einer Qualitatskennzahl, die auf dem einfachen Annaherungsverfahren
basiert, basiert eine Qualitatskennzahl fir das Minimierungsverfahren des Gesamtabstandes und der Merk-
malsiibereinstimmung weiter auf dem Ubereinstimmungsgrad, der auf ein oder mehrere einer beliebigen An-
zahl von Zellmerkmalen basiert, einschlief3lich, aber nicht beschrankt auf a) tatsachlich verfligbare Merkmale
der Zelle oder der subzellularen Strukturen, wie Fluoreszenzintensitat, Zellflache, Zellform, etc. und/oder b) zu-
satzlich erzeugte Merkmale der Zelle, wie exogene Tags (d.h. Tags, die mit der Zelle verbunden sind, mit dem
Ziel der Zellverfolgung), wie z.B. ,Strichcode-Markierungen" (unten diskutiert). Der Algorithmus ist so entwor-
fen, dass er mit einem beliebigen Satz und mit einer beliebigen Anzahl von Merkmalen, welche sich bei unter-
schiedlichen Assays, Zelltypen, etc. unterscheiden kénnen, funktioniert.

[0039] Wahrend die Analyse der Zellmerkmale bei der Bestimmung einer Qualitatskennzahl in das einfache
Anné&herungsverfahren eingebaut werden kann (z.B. durchgefiihrt fiir mdgliche zu analysierende Ubereinstim-
mungen der Zellidentifikation) ist es bevorzugt, Ubereinstimmungen der Zellidentifikation liber das einfache
Anné&herungsverfahren ,vorzupaaren" und eine Merkmalsanalyse nur soweit notwendig bei jenen Ubereinstim-
mungen der Zellidentifikation durchzufiihren, die bei Verwendung des einfachen Annaherungsverfahrens un-
klar sind.

[0040] Da die Zelle ihre Form und andere Zellmerkmale Uber die Zeit verandern kann, ist die Qualitatskenn-
zahl niemals absolut vollstandig. Umgekehrt kbnnen unterschiedliche Zellen dhnliche Zellmerkmale besitzen
und kénnen somit eine relativ hohe Punktzahl bei der Qualitadtskennzahl erzielen. Jedes Zellmerkmal kann ei-
nen unterschiedlichen Verteilungswert gegeniiber der Ubereinstimmungsaufgabe haben. Zellmerkmale, die
eine groflere Variation zwischen den Zellen aufweisen, wie eine Einheitsidentifizierung (nukleare Struktur, In-
tensitat oder Position bezlglich anderer Zellstrukturen, wie der perinukledre Golgi-Apparat) sind vorzugsweise
starker gewichtet als jene, die eine geringere Variation zwischen den Zellen aufweisen, wie die Position des
Referenzpunkts von ganzen Zellen im Vergleich zu einem Referenzpunkt des Zellkerns. Diese bevorzugte
Ausfuhrungsform umfasst dementsprechend einen Gewichtungsfaktor fir jedes Zellmerkmal um die Qualitats-
kennzahl zu berechnen. In einer Ausflihrungsform stellt ein Benutzer diese Gewichtungsfaktoren zur Verfi-
gung. In einer anderen Ausfuhrungsform wird der Gewichtungsfaktor von Lernsatzen und durch Anwendung
einer Bayes-Klassifizierung oder einer anderen Technik berechnet.

[0041] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird die Qualitdtskennzahl bestimmt, indem als erstes deren
Reziprokwert berechnet wird, d.h. der Abstand zwischen den Zellen. Diese ,fehlende Ubereinstimmung" (vor-
zugsweise gewichtet) stellt die Summe der Abstande zwischen den Zellmerkmalen dar. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform wird die fehlende Ubereinstimmung (MisMatch) zwischen einer Zelle 1 und einer Zelle 2 wie
folgt dargestellt:

MisMatch = X {W, + DIFF(F,,, F,,)}

wobei

Ha" jedes verwendete Zellmerkmal ist

W, der Gewichtungsfaktor fiir das Merkmal a ist
Fa das berechnete Merkmal a fiir die Zelle 1 ist

[0042] DIFF(F,, F,,) die Differenzfunktion zwischen einem Zellmerkmal a berechnet fiir eine Zelle 1 und ei-
nem Zellmerkmal a berechnet fur eine Zelle 2 ist.

[0043] Die DIFF()-Funktion kann z.B. definiert sein als:
DIFF(x, y) = ABS(x-y); (wobei ,ABS" die ,absolute Anzahl" bedeutet)

oder
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DIFF(x, y) = (x—y) + (x - Y)
[0044] Das Quadrat des Abstandes verhilft, die Funktion ,steiler" zu machen.

[0045] Zum Beispiel kann eines oder mehrere der folgenden Zellmerkmale festgesetzt werden:
a) Zellgrofie
b) durchschnittliche Zellfluoreszenzintensitat und
c) Zell-P2A oder Formfaktor

[0046] Fur diese Merkmale wird der Gewichtungsfaktor (Wa, Wb bzw. Wc) vorzugsweise auf 1.0 gesetzt. Zum
Beispiel kann die Gewichtung fur jedes Zellmerkmal durch Verwendung eines Gewichtungsfaktors, der ein
Bruchteil zwischen 0 und 1 ist, verringert werden, wahrend die Gewichtung von jedem Zellmerkmal unter Ver-
wendung eines Gewichtungsfaktors, der groRer als 1 ist, erhdht wird. Die Anordnung der Gewichtungsfaktoren
wird als ein Input des Algorithmus' angegeben, so dass er leicht, je nach Bedarf, angepasst werden kann.

[0047] Die Qualitatskennzahl stellt einfach den Reziprokwert der fehlenden Ubereinstimmung (MisMatch)
dar:

Qualitatskennzahl = 1/MisMatch

[0048] Fiir eine ,vollstandige Ubereinstimmung" betragt der MisMatch null und damit wére die Qualititskenn-
zahl unendlich hoch.

Mégliche Beschrankungen der Qualitdtskennzahl

[0049] In einigen Fallen kdnnen die Zellen zu wenig gemustert sein, um unterscheidungskraftige Zellmerkma-
le aus ihnen ableiten zu kénnen. Zum Beispiel kdnnen sie alle ein kugelformiges Aussehen ohne eine Struktur
haben. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu vermindern ist es, so viel wie mdglich eindeutige Zellmerkmale zu
untersuchen. Zum Beispiel kdnnen mehrere Fluoreszenzkanale analysiert werden um weitere Zellmerkmale
zu erzeugen, beispielsweise durch das Markieren mehrerer Strukturen, wie den Zellkern und Golgi-Apparat.
Im Allgemeinen umfassen die erwlinschten Eigenschaften von Zellmerkmalen zum Identifizieren von Zellen die
Unterscheidung von benachbarten Zellen und Konstanz Gber die Zeit.

[0050] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird ein ,Strichcodierungs-" Schema ausgefiihrt, um noch mehr
den Zellen zugeordnete ausgepragte Merkmale zu erhalten. Im Allgemeinen umfassen die erwlinschten Eigen-
schaften von Strichcodierungsteilen zum Identifizieren von Zellen die Unterscheidung untereinander, die Un-
terscheidung von Zelle zu Zelle und eine Konstanz Uber die Zeit. Teile fur ,Strichcodierungs" -zellen sind als
Mischformen von variierender Intensitat, Farbe und GroRe verfigbar (z. B. fluoreszierende Kiigelchen von un-
terschiedlicher Gréf3e und Intensitédt von Bangs Labs oder Satze von multispektralen Quantenflecken, die in-
nerhalb der Kiigelchen enthalten sind), so dass die meisten Zellen mit einem Teil oder einem Satz von Teilen,
welche eindeutige Merkmale aufweisen, assoziiert sein kdnnen, und dadurch zu den eindeutigen Zellmerkma-
len gezahlt werden kénnen. Strichkodierungsteile kdnnen innerhalb der Zelle durch Zufallsverteilung an Zellen
und nattrliche Phagozytose der Teilchen enthalten sein. Alternative Verfahren kénnen eingesetzt werden, um
die Ausbeute von markierten Teilchen und die Einheitlichkeit der Markierung zu erhéhen, einschliel3lich einer
physikalischen Abbildung oder Injektion von Teilchen oder durch Hinterlegen von Zellen in geordneten Reihen
von Strichcodierungsteilen die auf Substraten hinterlegt wurden um die Anzahl und Verteilung der Teilchen, die
an Zellen abgeliefert werden, zu kontrollieren. Strichcodierungsteile missen nicht auf einer perfekten
eins-zu-eins Basis mit den Zellen assoziiert sein um fir eine Zellidentifikation wertvoll zu sein. Die hier be-
schriebenen Verfahren sind fehlertolerant und eine unvollstandige Strichcodierung tréagt auch zur Zellidentifi-
kation bei, selbst wenn die Strichcodes nicht in jeder Zelle enthalten sind oder wenn die Strichcodes manchmal
innerhalb des Bildes wiederholt werden. Strichcodeteile kénnen sichtbar mit Zellen assoziiert sein, z. B. durch
deren Nahe zu einem markierten Zellkern oder einer anderen Zellstruktur oder indem sie innerhalb der Zellpe-
ripherie enthalten sind. In diesen Fallen werden die ,Strichcodierungs-Merkmale" so wie jedes andere Zell-
merkmal in der oben genannten Gleichung der Qualitdtskennzahl behandelt. In bevorzugten Fallen ist eine
Verteilung, Eigentimlichkeit und Universalitat der Strichcodierungsteile ausreichend und es werden keine un-
terstiitzenden biologischen Strukturen bendtigt um Teilchen mit eindeutigen Zellen zu assoziieren. Wenn die
Strichcodierungstechnik eine sehr hohe Qualitat beziiglich einer Mehrheit von Zellen, die eine eindeutige
Strichcodierung enthalten, aufweist, kann der Gewichtungsfaktor fiir das Zellmerkmal der Strichcodierung sehr
hoch sein was eine Markierung von endogenen Zellstrukturen Uberflissig macht. Ein weniger strenges Strich-
codierungsschema ergibt einen niedrigeren Gewichtungsfaktor und tragt einfach zu einem Teil zum Prozess
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des Anpassens bei.

[0051] In anderen Fallen kénnen die Zellen ihre Form und Zellmerkmale wahrend sie von Zeitpunkt zu Zeit-
punkt abgebildet werden so oft andern, dass eine Identifikation zu verschiedenen Zeitpunkten fiir dieselbe Zel-
le schwierig ist. Dieses Problem wird durch ein ausreichend oft wiederholtes Abtasten (erhdhte Abtastrate) ver-
mindert, um sicherzustellen, dass die Variabilitat Giber die Zeit geringer ist als die Variabilitdt zwischen den Zel-
len.

[0052] Die Abtastrate bezeichnet die Anzahl der Bilderfassungen pro Minute. Eine nicht ausreichende Abta-
strate reduziert die Fahigkeit, effektiv Zellen zu verfolgen oder schnelle zellulare Ereignisse zu messen. Eine
zu hohe Abtastrate kann die Zellen aufgrund von Phototoxizitdt beschadigen. Eine optimale Abtastrate wird
daher von verschiedenen Faktoren abhangen, einschlieRlich Zellbewegung, Zelldichte, dem zu analysieren-
den zellularen Ereignis und den Wahrscheinlichkeiten des Eintretens (dem Bewegen in das Bildfeld), Austreten
(dem Verlassen des Bildfelds) und Kollisionen mit anderen Zellen. Zum Beispiel kdnnen sehr schnelle Calzi-
umveranderungen eine schnellere Abtastrate als es in den meisten Assays bendtigt wird erforderlich machen,
um dem Anspruch an das Verfolgen gerecht zu werden. Im Allgemeinen stellt eine optimale Abtastrate die Mi-
nimumrate dar, welche bendtigt wird, um ein Signal mit einer beliebigen Prazision zu rekonstruieren (d.h. die
Nyquist-Abtastrate). Ein Weg, um diese Rate herauszufinden, ist es, sich das Fourier-Spektrum des urspriing-
lichen Signals anzuschauen und den Teil der haufigsten Rate zu finden. Die Nyquist-Abtastrate entspricht dem
Zweifachen dieser Rate. Eine Abtastung unterhalb der Nyquist-Rate kann keine Rekonstruktion der Teile mit
héherer Rate des Signals ermdglichen und kann Artefakte, die auf einem Alias-Effekt beruhen, erzeugen.

[0053] Es ist auch wiinschenswert, die ,Ausbeute" des kinetischen Assays zu optimieren. Die Ausbeute kann
als absolute Zellzahl ausgedriickt werden, welche freie Bahn haben (d.h. keine Kollisionen), oder als der Pro-
zentsatz dieser Zellen im Vergleich zu den Gesamtzellen. Die Wahrscheinlichkeit einer freien Bahn ist die
Wahrscheinlichkeit einer Zelle, nicht an irgendwelchen Kollisionen beteiligt zu sein und wahrend der vollstan-
digen Bilderfassung nicht das Bildfeld zu betreten oder zu verlassen. Diese Wahrscheinlichkeit wird geringer
werden, je langer kinetische Daten angefordert werden, da eine ausreichende Zellbewegung unter Umstanden
alle Zellen kollidieren oder aus dem Bildbereich bewegen lassen kann, und sie ist abhangig von der Zellbewe-
gung und der Zelldichte.

[0054] Wenn eine bestimmte Zelldichte (d.h. Anzahl von Zellen pro Quadratflache) gegeben ist, kann ein Be-
nutzer den durchschnittlichen Abstand zwischen den Zellen berechnen. Wenn ein Bildbereich eine extrem
hohe Zelldichte aufweist, hat er das Potential einer hohen Ausbeute, aber wahrscheinlich werden alle Zellen
innerhalb der ersten paar Bilderfassungen kollidieren und so die Ausbeute auf null reduzieren. Somit ist es
nutzlich, eine optimale Zelldichte zu bestimmen, um eine optimale Ausbeute fir einen gegeben Satz von Zell-
verhaltensparametern zu erzeugen. Die optimale Zelldichte wird basierend auf all den verschiedenen, hier dis-
kutierten Faktoren variieren und wird somit bevorzugt experimentell oder durch Computer-Simulation be-
stimmt. Zum Beispiel wird die optimale experimentelle Zelldichte von der zu messenden biologischen Funktion
der Zellen und von dem statistischen Fehler, der fir eine Messung der Probe erwlinscht ist, abhangen.

[0055] Eine optimale Zelldichte, die fir die biologischen Variablen bericksichtigt wird, betragt zwischen 10
und 50% Konfluenz.

[0056] Der durchschnittliche Abstand zwischen den Zellen muss eventuell in Bezug auf die Zellkonfluenz
(z.B. Prozentsatz von Zellen, welche andere Zellen bertihren) oder Zellanhaufungen korrigiert werden. Bei ei-
ner durchschnittlichen Schatzung der Zellbewegungsgeschwindigkeit, kbnnen wir die maximale Abtastrate so
setzen werden, dass sie dem ,Nyquist"-Kriterium gentigt. Die Geschwindigkeit der Zellbewegung wird vorzugs-
weise als eine pro Zeitpunkt bei der Bilderfassung zuriickgelegte durchschnittliche Strecke ausgedriickt. Eine
Zellbewegung kann auch durch Definieren ihrer Geschwindigkeit und das Beibehalten einer Richtung (direkte
Bewegung) durch einen Diffusionskoeffizienten (Brownian-Bewegung) und/oder durch Definieren eines Affini-
tatsfaktors, der die Wirkung von sich nahe befindlichen Zellen auf die Bewegung einer Zelle widerspiegelt be-
schrieben werden.

Gleitender Durchschnitt der Qualitatskennzahl
[0057] Die Qualitatskennzahl kann Gber mehrere Zeitpunkte gemittelt werden und zu einem spateren Zeit-
punkt als eine durchschnittliche Qualitatskennzahl eingesetzt werden. Dieser ,gleitende Durchschnitt" wird Teil

des Merkmalvektors, der fiir jede Zelle zu jedem Zeitpunkt berechnet wird. Bei diesem Weg wird er wahrend
der Analyse von jeder Bilderfassung weiter gesetzt, ohne dass man die gesamte Bilderfassungsreihe erfassen
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muss.
[0058] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird dies zum Zeitpunkt t wie folgt definiert:

Durchschnittliche Qualitatskennzahl, = (1 - k) - durchschnittliche Qualitdtskennzahl (t-1) + k - Qualitatskenn-
zahlt,

wobei k eine Konstante ist, um den Gewichtungsfaktor dieses geometrischen Mittels zu definieren. Der Wert
von k kann experimentell durch Bereitstellung der besten Annaherung mit den tatsachlichen Daten einer Pro-
be, bei der eine Zellidentifikation vorbestimmt ist, bestimmt werden. Die Wahl von k hangt von der Abtastrate
relativ zu der Menge der Veranderung in den Zellen ab und von dem gewtinschten Ausmaf der Abschwachung
des Merkmals Uber die Zeit. Ein Wert von k in der Nahe von 1 wird eine geringe oder keine Abschwachung
durchmachen, wahrend ein Wert in der Nahe von null eine starke Abschwachung durchmachen wird. Der Wert
der durchschnittlichen Qualitatskennzahl wird mit einem Wert gesetzt, der die Erwartung zu Beginn der Bilder-
fassungsreihe widerspiegelt. Das Verfahren benétigt keine Kontroll- oder tatsachliche Daten, sondern es wer-
den die Parameter, die verwendet werden, um das Verfahren fur eine spezifische biologische Probe zu kalib-
rieren, vorzugsweise experimentell von Kontrolldaten abgeleitet, welche mit der experimentellen Probe bei den
Messungen, die fir die Zellidentifikation verwendet werden, Ubereinstimmen. Zum Beispiel kénnen Kontrollex-
perimente ausgefuhrt werden, oder es kann eine vernunftige Erwartung fur diesen Wert gegeben werden.

4. Verringerung der Konfusionsmatrix

[0059] Der Rechenaufwand fir das Gesamtabstands- & Merkmalstbereinstimmungs-Minimierungsverfahren
und fir eine vollstandige Konfusionsmatrix kann ziemlich hoch sein und wird schnell mit der Anzahl von Zellen
gréRer. Daher wird in einer bevorzugten Ausfihrungsform primar das berechnungsmafig weniger aufwandige
einfache Annaherungsverfahren verwendet und nur diejenigen Ubereinstimmungen der Zellidentifikation, die
unklar sind, werden, soweit notwendig, einer Konfusionsmatrixanalyse unterworfen.

[0060] Die Strategie sieht wie folgt aus:
a) Versuch einer Anpassung von Zellen basierend auf einer einfachen Annaherung
b) Identifizierung von Problemfeldern, in denen eine einfache Annaherung nicht funktioniert
¢) Berechnung von Konfusionsmatrices fir diese Felder — flir einen beschrankten Satz von Zellen
d) Lésen der Konfusionsmatrices fur die Problemfelder Beispiele Bestimmen, wann das einfache Annahe-
rungsverfahren nicht ausreichend ist

[0061] Wie in der zuvor beschriebenen Version beschrieben, kdnnen wir zwei Beispiele in Erwagung ziehen.
Dann fahren wir mit der Strategie fort, um das richtige Verfahren fiir diese Tatigkeit festzulegen.

1. Sehr einfacher Fall

[0062] Drei Zellen (a, b und c), jede bewegt sich ein biRchen nach rechts und wird dann zu A, B und C in dem
nachsten Zeitpunkt:

a A

/IProgramm-Output ...

[0063] Test 1 ... 3 Zellen bewegen sich nach rechts

Vorhergehendes Bild

Markierung Xcm Ycem  Zell-ID
0 100 100 1
1 200 200 2
2 300 300 3
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Neues Bild
Markierung Xcm Ycm Zell-ID  Qualitit Neu? dY dX Abstand
0 120 100 1 100% alt 20 0 20,00
1 225 200 2 100% alt 25 0 25,00
2 330 300 3 100% alt 30 0 30,00
Abstandsmatrix
0 I 2
0 20,00 128,06 269,07
1 160,08 25,00 125,00
2 304,80 164,01 30,00

2. Der schwierigere Fall

[0064] Drei Zellen, jede bewegt sich ein bifichen nach rechts. Dies klingt ahnlich wie in #1, aber nun macht
die Anndherung der neuen Orte die Situation verwirrend:

a Ab B

c C

[0065] Diese Situation ist beinahe dieselbe wie in dem einfachen Beispiel, aber stellt ein Hauptverfolgungs-
problem dar. Zum Beispiel: A und C sind naher an b als an a oder c. Unter Verwendung des einfachen Anna-
herungsverfahrens werden die folgenden Ergebnisse enthalten:

a ist verloren, b bewegte sich nach A oder C, B ist eine ,neue Zelle" und c bewegte sich nach A.

[0066] Diese Situation benétigt eine komplexere Annaherungsmatrix und einen kompetitiven Ubereinstim-
mungsteil des Algorithmus, um eine beste globale Anpassung fiir alle beteiligten Zellen hervorzubringen. Der
Algorithmus kann dies verfolgen unter Verwendung der Abstandsminimierungsfunktion des Algorithmus (siehe
unten).

/I Programmoutput ...

[0067] Test4 ... 3 Zellen bewegen sich nach rechts, aber sind zu nah beisammen fiir eine einfache Uberein-
stimmung

Vorhergehendes Bild

Markierung Xcm Yem Zell-ID
0 100 100 1
1 125 100 2
2 105 105 3

Einfaches Annaherungsverfahren

15
Neues Bild:
Markierung Xcem Ycm Zell-ID  Qualitét neu? dX dY Abstand
0 120 100 2 100%  alt -5 0 5,00
1 145 100 3 12% alt 40 -5 40,00
2 125 105 1 100%  alt 2 5 25,00
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Fehlgeschlagenes einfaches Anndherungsverfahren

Nun genauere Betrachtungsweise der Abstandsmatrix

Abstandsmatrix

0 1 2
0 20,00 5,00 15,81
1 45,00 20,00 4031
2 25,50 5,00 20,00
Ubereinstimmungspermutation berechnete Gewichtung des Gesamtabstands
012
|1
012 20,00 + 20,00 + 20,00 = 60,0
021 20,00 + 5,00 + 40,31 = 65,31
102 45,00 + 5,00 + 20,00 = 75,0
120 45,00 + 5,00 + 15,81 = 65,81
210 25,50 + 20,00 + 15,81 = 61,31
201 25,50 + 5,00 40,31 = 75,81

Somit ist 0 1 2 die beste Annaherungssequenz
Gesamtabstandsminimierungsverfahren
Neues Bild

Xcm Ycm Zell-ID  Qualitit neu? dX dy Abstand

0 120 100 0 100%  alt 20 0 20,00
1 145 100 1 12% alt 20 0 20,00
2 125 105 2 10% alt 20 0 20,00

Wie konnten wir wissen, ob wir es mit einem Beispiel 2 anstatt mit 1 zu tun haben?

[0068] Wenn es eine Vielzahl von nahen Objekten in dem Feld gibt, kénnte man einfach annehmen, dass das
einfache Annaherungsverfahren an dessen Grenzen stoft.

[0069] Zweitens kdonnten Erzeugungs- und Zerstoérungs-Ereignisse das Vorkommen eines ,Alias"-Effekts
nahelegen. Es kdnnte schwierig sein, zwischen Erzeugungs- und Eintretungsereignissen zu unterscheiden,
wenn die Probenfrequenz zu niedrig ist, um eine genaue Bewertung vornehmen zu kénnen. Bei einer niedrigen
Probenfrequenz kdnnte eine Zelle, die plétzlich in der Nahe des Rands erscheint, eine Neubildung sein oder
konnte sich einfach schnell als ein Eintretungsereignis hineinbewegt haben. Dasselbe gilt fiir Zerstérungs- und
Austretungsereignisse. Es ist anzumerken, dass ein Eintreten auch vorkommen kann, wenn eine Zelle den
Bildbereich ,von oben" betritt. Dies bedeutet, dass eine Zelle oberhalb der Feldtiefe fliet und in dem Bildbe-
reich landet. Die meisten beobachteten Erzeugungs- und Zerstérungsereignisse werden durch Artefakte ver-
ursacht, wie ein Fokus- oder ein Signal-zu-Hintergrund-Problem. Wenn das Problem in einem nachfolgenden
Zeitpunkt korrigiert wird, wird dieselbe Zelle als ein Erzeugungsereignis auftauchen.

[0070] Zum Beispiel:
a Ab B

[0071] Die einfache Schlussfolgerung wurde sein:
a ist zerstort, b bewegt sich nach A und B ist eine Neuentstehung.

12/22



DE 601 03428 T2 2005.06.02

[0072] Zusatzlich zu den Erzeugungs- und Zerstérungsanhaltspunkten kann man einen Durchschnitts-Wert
der zuletzt zurlickgelegten Strecke verwenden, um einen ,Einflussbereich" zu definieren.

Zuletzt zurlickgelegte Strecke

[0073] Um den Bewegungsgrad, der von einer individuellen Zelle erwartet wird zu bestimmen, kann die zu-
riickgelegte Strecke von dem vorhergehenden Zeitpunkt aufgezeichnet werden. Obwohl ein zurtickliegendes
Verhalten keinen wirklichen Hinweis liefert, wie sich die Zelle im Verlauf bewegen wird, ist dieser Hinweis bes-
ser als Uberhaupt kein Hinweis.

[0074] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird dies zum Zeitpunkt t wie folgt definiert:
Zuletzt zuriickgelegte Strecke = SQRT (pOSX,; 5, — POSX,1))* + (POSY,. 5 — POSY 1))

[0075] Dieser Wert muss mit einem Wert gesetzt werden, der zu Beginn des Bildaufzeichnungssatzes die Er-
wartung widerspiegelt. Zum Beispiel kbnnen Kontrollexperimente ausgefihrt werden oder es kann eine ange-
messene Erwartung fur diesen Wert gegeben werden.

Gleitender Durchschnitt der zuletzt zurlickgelegten Strecke

[0076] Da die Bewegung einer Zelle zu schwanken scheint, ist es bevorzugt, ein paar Zeitpunkte zu mitteln
statt einen einzelnen Zeitpunkt zu verwenden. Somit umfasst eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform das
Weiterflhren eines gleitenden Durchschnitts einer zuriickgelegten Strecke zu jedem neuen Zeitpunkt.

[0077] In einer bevorzugten Ausflhrungsform ist dies zum Zeitpunkt t wie folgt definiert:

Durchschnittliche zuletzt zurickgelegte Strecke t = (1 - k) - zuletzt zurlckgelegte Strecle, ,, + k - zurlickgelegte
Strecke

[0078] Wobei k konstant ist, um den Gewichtungsfaktor fiir dieses geometrische Mittel zu definieren. Die Wahl
von k hangt von der Probenrate relativ zu der Menge der Veranderung der Zellen und von dem gewiinschten
Abschwachungsgrad des Merkmals lber die Zeit ab. Ein Wert von k in der Nahe von 1 bedeutet eine geringe
oder keine Abschwachung, wahrend ein Wert in der Nahe von null eine sehr hohe Abschwéachung bedeutet.
Der durchschnittliche Wert der zuletzt zuriickgelegten Strecke muss mit einem Wert gesetzt werden, der eine
Erwartung zum Zeitpunkt des Bilderfassungssatzes widerspiegelt. Zum Beispiel kbnnen Kontrollexperimente
durchgefiihrt werden oder es kann eine angemessene Erwartung fir diesen Wert gegeben sein.

[0079] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst das Identifizieren von Zellen oder Gruppen von Zellen,

welche eine Analyse anhand der Konfusionsmatrix bendtigen:
1. Ermitteln der l&ngsten durchschnittlichen Strecke der letzten Bewegung aller Zellen in diesem Feld. Dies
ist ein guter Hinweis beziiglich der Beweglichkeit dieser Zellen. Diese Anzahl kann mit einem Sicherheits-
faktor multipliziert werden, z.B. mit 1,3, um z.B. eine 30% hdhere Beweglichkeit als zuvor beobachtet, ge-
wahrleisten. Der einzige Aufwand, diese Zahl zu erhéhen, ist die Berechnungszeit.
2. Berechnen eines Einflussbereichs unter Verwendung dieser erhéhten durchschnittlichen Zahl der zuletzt
zurlickgelegten Strecke fiir jede Zelle. Die Absicht ist es, einen gentigend grof3en Bereich zu erzeugen, um
sicherzustellen, dass keine falsche Neuerscheinungs- und Zerstdrungsereignisse erzeugt werden. Jedoch
ist dieser Bereich klein genug (d.h. vorzugsweise 10 Zellen oder weniger), so dass die Konfusionsmatrix
von allen Zellen innerhalb des Einflussbereichs nicht so groR® wird, dass sie rechenmafig zu aufwandig
wird.
3. Verschmelzen von Bereichen durch Ausweitung bei Uberlappung. Wenn z.B. zwei rdumlich getrennte
Haufen von Zellen sich nur eine Zelle teilen, welche nahe genug ist, um Teil eines solchen Haufens zu sein,
mussen nur diese Haufen in eine verschmolzen werden.
4. Die Bereiche resultieren in Gruppen von Zellen, welche ,etwas miteinander zu tun haben kénnen". Sie
stellen nicht mehr wirkliche Bereiche zu dieser Zeit dar, sondern lediglich eine Liste von Zell-ID. Wenn sich
zu einer Zeit mehr als ein Objekt in einem Bereich befindet, kann davon ausgegangen werden, dass das
einfache Annaherungsverfahren nicht angemessen ist und dass die komplexeren Ubereinstimmungsver-
fahren eingesetzt werden.
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Konfusionsmatrix

[0080] Wenn der vorherige Schritt den Bedarf einer komplexen Ubereinstimmung notwendig macht, kann
eine Konfusionsmatrix berechnet werden. In einer Ausfihrungsform wird die Konfusionsmatrix mit kleinen
Gruppen von Zellen durchgefiihrt, vorzugsweise weniger als 20 Zellen und bevorzugter 15 Zellen oder weni-
ger.

[0081] Zum Beispiel wird ein wie unten beschriebener Vektor erzeugt, wenn drei Zellen in der Gruppe vorhan-
den sind:

MM, MM, MM, 3
MM; MM, MM, ;
MM;3 MM; MM; ;

wobei MM, , der MisMatch der Zelle 1 im Vergleich zur Zelle 2 ist, etc. Der berechnete Abstand zwischen den
Zellen kann zu den MM-Matrixelementen an diesem Punkt hinzugefligt werden und in derselben Berechnung
als ein weiteres Ubereinstimmungsmerkmal verwendet werden.

Tatsachliche Eintretungs-/Austretungs- und Neubildungs-/Zerstérungs-Ereignisse

[0082] Bei Verwendung der oben genannten Matrix wird immer eine Ubereinstimmung erzeugt werden, selbst
wenn es Eintretungs-/Austretungs- und Neubildungs/Zerstérungs-Ereignisse gibt.

[0083] Es ist bevorzugt, dass es eine Grenze gibt, bei der eine Ubereinstimmung zuriickgewiesen wird und
bei der bei diesem Punkt ein Neubildungs- und/oder ein Zerstérungsereignis vorliegt. Die durchschnittliche
Qualitatskennzahl kann fir diesen Zweck verwendet werden. Diese Zahl kann durch einen Bewilligungsfaktor
multipliziert werden, um einen Schwellenwert hervorzubringen. Der ,Bewilligungsfaktor" wird vorzugsweise er-
mittelt durch den Abgleich der Wahrscheinlichkeit eines Neubildungs-/Zerstérungsereignisses mit der Perfor-
mance der Verfolgungsprazision. Die Schwelle kann auch extern gesetzt werden, wenn ausreichende
Lern-Datensatze, von spezifischen fur die Zelltypen und -assays, erzeugt worden sind, mit denen eine geeig-
nete Schwelle etabliert wird.

Reduktion der Konfusionsmatrix

[0084] Es kann schwierig werden, die Konfusionsmatrix zu 16sen, wenn die Zahl von Zellen in einem Konfu-
sionshaufen grof3er als ungefahr 10-20 Zellen betragt. Die Anzahl der Permutationen, die ermittelt werden
mussen, ist proportional zur Fakultat der Anzahl von Zellen in dem Haufen. Dies kann vermieden werden, in-
dem der maximale angemessene Abstand zwischen den Zellen niedrig genug gesetzt wird und durch Verwen-
dung einer zur Herstellung geeigneten Probenrate basierend auf vorhergehenden Testdaten und dem Festset-
zen neuer Standards und Assay-Parameter. Die Verwendung dieses ,Matrixreduktionsverfahrens" ermoglicht
den Umgang mit gréReren Konfusionsmatrizes von z.B. 20-40 Zellen bei einem Bruchteil der Berechnungszeit.

[0085] Alternativ kann die Effizienz des Lésens der Konfusionsmatrix erhéht werden unter Verwendung der
Abstandsmatrix, um die Konfusionsmatrixelemente ,vorzumustern". Dieses Verfahren beinhaltet das Aus-
schlieBen von Ubereinstimmungen der Zellidentifikation mit einer Qualitdtskennzahl bei oder oberhalb einer
benutzerdefinierten Schwelle fur Qualitdtskennzahlen (wie bestimmt durch die Abstandsmatrix) von der Kon-
fusionsmatrix.

[0086] Die hier beschriebenen Zellverfolgungsverfahren liefern Informationen bezlglich der Kontinuitat der
Zellidentifikation von Zeitpunkt zu Zeitpunkt in einem kinetischen Zell-Screening-Assay. Um die Informationen
in einen Zell-Screening-Assay(s) zu integrieren, werden die Ergebnisse von den Zellverfolgungsverfahren be-
vorzugt verwaltet, so dass Zell- und Vertiefungsmerkmale, und kinetische Output-Merkmale mit den richtigen
Zellen assoziiert werden kdnnen. Das Beziehen von Output-Merkmalen eines Assays auf die Zelllbereinstim-
mung bendtigt eine zusatzliche Datenverwaltung. Die optimale Berechnung von kinetischen Merkmalen
(Zell-basierend oder Vertiefungs-basierend) hangt von einem Zelldaten-Verwaltungsalgorithmus (Fig. 1) ab,
der in Verbindung mit dem Zellverfolgungsmodul arbeitet. Die Datenverwaltung dient drei wichtigen Zwecken:
(1) um die Liste der Output-Merkmale und der Zell-ID untereinander dynamisch in Beziehung zu setzen; (2)
um eine Modifikation der Output-Daten eines Assays durch die Ergebnisse der Zellverfolgung zu erméglichen;
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(3) um das richtige Sortieren der Datensatze, die von mehreren Bildern gewonnen wurden, zu ermdglichen.
Zum Beispiel kénnen Assay-Daten fiir ungtltige Zellen ausgeschlossen werden. Zellen kénnen als ungliltig
markiert werden, wenn sie z.B. bei einigen Zeitpunkten vorhanden und bei anderen Zeitpunkten nicht vorhan-
den sind.

[0087] Zu jedem Zeitpunkt missen die Zelldaten entsprechend der aktuellen Zell-ID (kinetische Zell-ID) neu
angeordnet werden, so dass die kinetischen Zelldaten berechnet werden kénnen. Dann missen die kineti-
schen Daten mit der Zell-ID fir die zu berechnenden Vertiefungsstatistiken wieder neu abgeglichen werden.
Statistiken kénnen von allen Zellen in einer Vertiefung oder nur von zu Ende verfolgten Zellen, in Abhangigkeit
von den Bediirfnissen des Benutzers erzeugt werden. Der Algorithmus der Datenverwaltung beinhaltet die Ver-
folgung von allen neu identifizierten Zellen (bei jedem aktuellen Zeitpunkt) und erméglicht damit dem Benutzer
das Zeitintervall (Startzeitpunkt und Endzeitpunkt), in dem jede Zelle verfolgt worden ist, zu bestimmen. Dies
wiederum macht es maoglich, die Zellen zu markieren, welche die ganze Zeit vollstandig von dem Beginn des
Experiments bis zu dessen Ende verfolgt worden sind. Die Fahigkeit, die Zellen auszuwahlen, die bestimmte
Zell-ID-Kriterien erfillen, ist fir die Erstellung von optimalen kinetischen Daten auf der Zellebene duf3erst wert-
voll. Wahrend die durchschnittlichen Daten einer Population minimal durch den Verlust oder den Gewinn von
ein paar Zellen beeinflusst sein kdnnen, kdnnen die kinetischen Daten auf der Zellebene dramatisch durch eine
Falschidentifikation beeinflusst werden oder durch Zellen, die wahrend des gesamten Experiments nicht nach-
weisbar sind. In einem weiteren Aspekt umfasst die vorliegende Erfindung ein Computer-lesbares Speicher-
medium, umfassend ein Programm, das einen Satz von Instruktionen enthalt, um ein Zell-Screening-System
zu veranlassen, Prozeduren zum Verfolgen individueller Zellen wahrend eines kinetischen Zell-Screening-As-
says auszufiihren, wobei die Prozeduren die verschiedenen erfindungsgemaflen Verfahrensschritte umfas-
sen. Das Computer-lesbare Speichermedium umfasst, ist aber nicht beschrankt auf magnetische Disketten,
optische Disketten, organische Speicher und jedes andere flichtige (z.B. Random Access Memory (,RAM")
oder nicht-fliichtige (z.B. Read-Only memory (,ROM")) Massenspeichersystem, das von der CPU lesbar ist.
Das Computerlesbare Medium schlieBt das Kooperieren eines zusammengeschalteten Computerlesbaren
Mediums ein, welches ausschlieBlich auf dem Verarbeitungssystem vorhanden ist oder auf mehreren zu-
sammmengeschalteten Verarbeitungssystemen, die sich lokal oder entfernt vom Verarbeitungssystem ange-
ordnet sein kénnen, verteilt sein kann.

[0088] In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst das Zell-Screening-System ein optisches Fluores-
zenzsystem mit einer Plattform, die angepasst ist, um Zellen zu tragen, und ein Mittel zur Bewegung der Platt-
form, eine Digitalkamera, eine Lichtquelle zum Empfangen und Verarbeiten der digitalen Daten von der Digi-
talkamera und ein Computermittel zum Empfangen und Verarbeiten der digitalen Daten von der Digitalkamera.
Dieser Aspekt der Erfindung umfasst Programme, die das Zell-Screening-System anweisen, die Organisation
des/der zellularen Bestandteile) von Interesse in individuellen Zellen unter Verwendung der hier offenbarten
Verfahren festzulegen.

[0089] Die erfindungsgemafien Verfahren kénnen in Verbindung mit jedem beliebigen zellbasierten Scree-
ning-Assay verwendet werden, einschliellich multiparametrischer Assays, die sich die kinetischen Analysen
zu Nutzen machen. Eine Reihe von biologisch wichtigen Metaboliten, regulatorischen Molekilen und Organel-
len (wie jene, die in Tabelle | gezeigt sind) kdnnen mit Fluorophoren gefarbt werden und die Aktivitédt oder Kon-
zentrationen kénnen durch Messungen der Intensitdtsanderungen Uber die Zeit bestimmt werden. Die Mehr-
heit dieser Indikatoren bendtigt intakte, lebende Zellen, die sich Uber die Zeit inharent verandern. Deshalb wer-
den einzelne zellulare kinetische Intensitatsmessungen fir Informationen mit hohem Gehalt von diesen Indi-
katoren bendtigt. Die meisten der kleinen Molekulindikatoren, die in Tabelle | aufgelistet sind (einschlieRlich
Marken-Indikatoren) sind von Molecular Probes erhaltlich.

15/22



DE 601 03428 T2 2005.06.02

Tabelle |

Intensitiits-basierte Indikatoren einer biomolekularen Aktivitit

Ziel Fluoreszierender Indikator
Ca”* Fluo4, FLIPR, Indol, Fura-2
Mg™ Mg-Fura-2
Na’ SBFI
K’ PBFI
Cr SPQ
Metall-Ionen: Calcein, Calcium-Green-1, BTC-5N,
7n2*, Cu', Cu*, Cd?*, Hg2+, Ni*, Co®, FITC Gly, -His, TCCP, TSPP,
APTRA-BTC

Pb2+ Fe2+ Fe3+ Ba2+ AS3+ Tb3+ La2+

pH

BCECF, SNARF, SNAFL, NERF

Genexpression

GFP-cDNA-Chimere mit einem Gen
der Wahl

Proliferation und DNA-Gehalt

Hoechst, DAPI

Lebensfihigkeit Lebend-/Matt-Farbstoffe, wie CMFDA
oder Kalzein-(lebend)/Propidium-Iodid
(matt)

Membranpotential DiBAC

Zelluldre Organellen MITOTRACKER™, JC-1,
LYSOTRACKER™, Fluoreszein-

Dextran, Carbocyanin und Ceramid-

Farbstoffe
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Stickkstoffoxid-/reaktive ~ Sauerstoff- | Chlor-Fluorescein

Spezies

Phosphoinositide Bodipy-Inositol

Zyklischse AMP PKA-Chimere und kovalent markierte
Proteine

Multi-Drug-Resistenz-Transporter Doxorubicin, Rhodamin-123

Protease-Aktivitit Amino-Coumarin-Substrat-Peptide

Zelloberflichen- und intrazelluldre | Verschiedene fluoreszierende Liganden

Rezeptoren

Ligandenbindung

[0090] Liganden fir zellulare Oberflachen-Rezeptoren binden spezifische extrazellulare Liganden. Einige na-
turliche Liganden induzieren eine molekulare Funktion, wahrend andere, exogene Molekile, wie Arzneimittel
Teile in subzellulare Kompartimente binden und eine Biomolekilfunktion modulieren. Liganden, die fluoreszie-
rend markiert sind, kbnnen auf eine Bindung an die Zelle beobachtet werden. Eine fluoreszierende EGF-Bin-
dung an den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors findet innerhalb weniger Minuten statt und aktiviert
den Rezeptor. Nach der Oberflachenbindung internalisiert der EGF-Rezeptorkomplex in endosomale Kompar-
timente, was eine Herunterregulation und ein Abbruch des Signals anzeigt. Eine Bindung und Internalisierung
kann unter Verwendung der erfindungsgemalen kinetischen Verfahren nachgewiesen werden.

Zell-Lebensfahigkeit

[0091] Intakte Plasmamembranen kdnnen durch Einfihrung von Indikatoren nachgewiesen werden, welche
durch intakte Zellmembranen hindurchgehen kénnen und intrazellular durch enzymatisches Entfernen der Sei-
tengruppen, die fir die Membran-Permeabilitat bendtigt werden, eingeschlossen bleiben. Die Farbstoffe blei-
ben eingeschlossen und markieren dadurch Zellen, bis die Plasmamembran zerreifl3t und die internalisierten
Farbstoffe freisetzt. Acetoxymethyl-ester-Derivate von Calcein funktionieren als Indikator von intakten Zell-
membranen und lebensfahigen Zellen sehr gut. Eine weitergehende Lebensfahigkeit der Zellen kann in Zu-
sammenhang mit den erfindungsgemafen kinetischen Verfahren beobachtet werden.

GFP-Expression

[0092] Die erfindungsgemalen kinetischen Verfahren kénnen verwendet werden, um die Expression von
Proteinen Uber die Zeit zu beobachten. Viele Proteine kdnnen fluoreszierend markiert sein, ohne die Funktion
der Herstellung von DNA-Konstrukten des Proteins von Interesse, welches einen zusatzlichen Code fiir ein
grun fluoreszierendes Protein (GFP) enthalt, zu beeintrachtigen. Diese Bio-Reporter werden in Zellen expri-
miert, um ein mit Fluoreszenz markiertes funktionelles Protein, herzustellen. Diese Sonden wirden nutzlich
sein als i) ein Zielvalidierungswerkzeug, mit dem die Spiegel der potentiellen therapeutischen Ziele, die in ki-
netisch veranderten Zellen exprimiert werden, beobachtet werden kénnten oder ii) ein Screening-Werkzeug,
mit dem die Wirkungen von Verbindungen auf den Ebenen von GFP-[Promotor von Interesse]-Fusionsprotei-
nen beobachtet werden kdnnten. Die Antwortzeit liegt im Bereich von Stunden bis Tagen.

Stickstoffoxid/reaktive Sauerstoffspezies

[0093] Stickstoffoxid ist ein wichtiges Signalmolekul in Neuronen und in Endothel-Zellen und kontrolliert den
Gefaltonus und die Zellkommunikation. Die Anwendung kénnte als ein Screening-Werkzeug verwendet wer-
den oder als ein Zytotoxizitats-Werkzeug, um die Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies aufzuzeichnen.
Diese Molekile sind wichtige pharmakologische Ziele fir Apoplexie, Alzheimer-Krankheit, Parkinson-Krank-
heit und kongestive Herzinsuffizienz. Die Antwortzeit liegt im Bereich von 1-10 Minuten und kénnte sich somit
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unter Verwendung der erfindungsgemalien kinetischen Verfahren entwickeln.
Multiple Arzneimittelresistenz (MDR)

[0094] Diese Anwendung kann verwendet werden, um die Aktivitat des Zelloberflachentransporters, P-Glyko-
protein, aufzuzeichnen. Dieser ist eine molekulare Pumpe, welche in der Zytoplasmamembran verankert ist
und Antikrebs-Arzneimittel aus den Zellen pumpt und so eine Zellresistenz gegenuber einer Vielzahl von the-
rapeutischen Agenzien herstellt. Die Antwortzeit fur diesen Assay liegt im Bereich von Minuten und kénnte sich
daher unter Verwendung der erfindungsgemafen kinetischen Verfahren entwickeln. Dieser Assay wirde fur
Antikrebs-Therapien anwendbar sein.

Lysomaler pH

[0095] Fluoreszein-markierte Dextrane werden in die Zelle durch Endocytose aufgenommen und gelangen in
lysosomale Kompartimente, in denen die Dextrane abgebaut werden. Die Intensitat von Fluoreszein ist pH-ab-
hangig und deshalb ist die Messintensitat GUber die Zeit ausreichend, um Veranderungen bei der lysosomalen
Aktivitat, die durch Arzneimittel, wie die Proton-lonophore, Monesin, induziert wurde, nachzuweisen.

[0096] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Verwendung der erfindungsgemalfen kinetischen Verfah-
ren in Verbindung mit einem Zell-Screening-Assay werden Zellen durch Inkontaktbringen der Zellen mit einem
nuklearen Marker unter Verwendung der Information aus dem nukleéren Kanal aufgeteilt. Bilder von dem nu-
klearen Kanal kdénnen gegebenenfalls vorberarbeitet sein (farbkorrigiert und geglattet) und es kann eine
Schwelle gesetzt werden (unter Verwendung eines automatischen Schwellensetzverfahrens), wobei eine nu-
kledre Maske erzeugt wird. Durch Zeichnen von Linien, die gleich weit zu den Kernrandern entfernt sind (Was-
serscheiden-Verfahren), werden nukledre Einflussbereiche (nicht-beriihrende zelluldre Dom&nenmasken)
identifiziert und die Maske der Doméanen wird erzeugt. Fir jede nukledre Maske wird eine erweiterte nukleare
Maske erzeugt (eine nukledre Maske wird ein paar Mal verlangert in Abhangigkeit vom Zelltyp- und -gréRRe).
Das logische ,AND" der Maske mit entsprechender zellularer Doméane resultiert in eine Endmaske, welche auf
den zweiten Kanal Ubertragen wird, um die Fluoreszenzintensitat des relevanten Fluoreszenzmarkers unter
der Maske zu messen. Zellkerne sind maskiert und Zellen werden durch Definieren von Doménen auf3erhalb
jedes Kerns mit einer Wasserscheiden-Verfahrensweise aufgeteilt. Kinetische Merkmale werden dann basie-
rend auf den Intensitatsveranderungen in individuellen Zellen von einer Messung zu der nachsten, wie oben
beschrieben, bestimmt.

[0097] Durch Bestimmen der Fluoreszenzintensitat, welche durch die Marker in individuellen Zellen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten ausgesendet wird, stellt das Verfahren zellbasierte, kinetische Messungen fiir ein oder
mehrere der folgenden Anwendungen zur Verfugung:

Dynamische Veranderungen bei der Intensitat GUber die Zeit

Heterogenitat der Intensitat unter Zellen

Wiederkehrende Schwingungen in der Intensitat

Wellen von Intensitatsveranderungen tber verbundene Zellen

Subpopulationen von antwortenden Zellen

Aufeinander folgende Aktivierung von Signalmolekulen

[0098] In einer bevorzugten Ausfihrungsform stellt das Verfahren eine messbare Antwort von Zellen bereit
(d.h. Prozent von antwortenden Zellen mit einer Intensitat oberhalb eines Schwellenwertes), welche den Wert
des vorliegenden Assays uber solche Assays, die lediglich die Rohamplitude der Antwort messen, erhéht. Die
Schwelle, die fir einen bestimmten Parameter verwendet wird, kann fir jeden Zeitpunkt bestimmt werden und
der Werte) der Schwellen kann vor dem Durchmustern als ein Assay-Input-Parameter gesetzt werden oder
kann wahrend der Datenanalyse zuriickgesetzt werden.

[0099] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die kinetische Messung modifiziert,
sortiert und/oder ausgeschlossen in Abhéngigkeit von der Qualitatskennzahl der Ubereinstimmung der Zelli-
dentifikation fir jede Zelle. Das Sortieren schlie3t das Poolen von Daten von allen Zellen aus einer Gruppe ein,
so wie schnelle Zellen, Zellen im 5. Bildsatz, Zellen mit Rot-Markern und Subpopulationen von grofen Zellen.

[0100] In Falle von Calcium-Assays kénnen die zu bestimmenden kinetischen Merkmale folgende einschlie-
Ren, sind aber nicht beschrankt darauf: Zell-basierte kinetische Merkmale:

— Intensitat — durchschnittliche Fluoreszenzintensitat von Zellen, gemittelt Gber die Zeit

— vorstimulatorische Intensitat — Die Grundwertintensitat vor der Stimulation durch einen Agonisten (Durch-
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schnittswert Uber alle vorstimulierten Punkte)

— Spitzenenintensitat — Spitzenintensitatswert (hdchster Punkt oder Kurve, die angeglichen ist, um den Um-
kehrpunkt zu finden)

— Relativer Spitzenintensitatswert — Spitzenintensitat/vorstimulatorische Intensitat.
— Zeit fur die Spitzenintensitat

— Intensitat des Plateaus

— Relative Intensitat des Plateaus

— Integrierte Intensitat der Ca2+-Signalgebung

— Schwingungsfrequenz

— Schwingungsfortdauer

— Schwingungsamplitude

Vertiefungsbasierte kinetische Merkmale

— durchschnittliche Fluoreszenzintensitat

— durchschnittliche Grundlinienintensitat

— durchschnittliche Spitzenintensiat

— durchschnittliche relative Spitzenintensitat

— durchschnittliche Zeit fir die Spitzenintensitat

— durchschnittliche Intensitat zum Plateau und Asymptote
— durchschnittliche relative Intensitat des Plateaus

— durchschnittliche integrierte Intensitat der Ca2+-Signalgebung
— durchschnittliche Schwingungsfrequenz

— durchschnittliche Schwingungsfortdauer

— durchschnittliche Schwingungsamplitude

Patentanspriiche

1. Ein Verfahren zum Verfolgen individueller Zellen wahrend eines kinetischen Zell-Screening-Assays, um-
fassend:
a) Bereitstellen von Zellen, die mindestens ein erstes mit Lumineszenz markiertes Reportermolekul besitzen,
das von einer Zellstruktur berichtet;
b) Erhalten eines Strukturabbilds von lumineszierenden Signalen von dem mindestens ersten mit Lumineszenz
markierten Reportermolekul in den Zellen in einem Bildfeld;
c) Erstellen einer Strukturmaske fur individuelle Zellen in dem Bildfeld;
d) Definieren eines Referenzpunkts von jeder Strukturmaske;
e) Festsetzen einer Zellidentifikation zu jedem Referenzpunkt in dem Bildfeld;
f) Wiederholen der Schritte b) bis e) bei einem zweiten Zeitpunkt;
g) Korrelieren der Zellidentifikation zwischen dem ersten Zeitpunkt und dem zweiten Zeitpunkt durch Berech-
nen eines Abstands zwischen den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Refe-
renzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt und
h) Definieren einer Ubereinstimmung der Zellidentifikation durch Identifizieren von Referenzpunkten in dem
Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt, die am
nachsten zusammen sind.

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiter umfassend das Wiederholen der Schritte f) bis h) mit einer ge-
wiinschten Anzahl von Zeitpunkten, wobei das Bestimmen des Abstands zwischen Referenzpunkten durchge-
fuhrt wird durch Bestimmen eines Abstands zwischen Referenzpunkten in aufeinander folgenden Zeitpunkten
und wobei das Definieren der nachsten Ubereinstimmung der Zellidentifikation durchgefiihrt wird durch Defi-
nieren der nachsten Ubereinstimmung der Zellidentifikation in aufeinander folgenden Zeitpunkten.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation abgewiesen wird, wenn
die Zellen, die als eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation identifiziert worden sind, weiter auseinander lie-
gen als ein benutzerdefinierter Grenzbereich.

4. Verfahren nach Anspruch 3, weiter umfassend das Festlegen einer Qualitdtskennzahl zu der Uberein-
stimmung der Zellidentifikation, basierend auf einem Abstand, der fiir eine zweite nachste Ubereinstimmung
der Zellidentifikation bestimmt wurde, und wobei eine Ubereinstimmung der Zellidentifikation abgewiesen wird,
wenn die Qualitdtskennzahl unterhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fur eine Qualitdtskennzahl ist.
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5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Qualitatskennzahl berechnet wird durch ein Verfahren, umfas-
send das Teilen der Differenz zwischen dem Abstand zwischen Referenzpunkten in der nachsten Ubereinstim-
mung der Zellidentifikation von dem Abstand zwischen Referenzpunkten in der zweiten nachsten Ubereinstim-
mung der Zellidentifikation durch den Abstand zwischen den Referenzpunkten in der zweiten nachsten Uber-
einstimmung der Zellidentifikation.

6. Verfahren nach Anspruch 1, weiter umfassend das Bestimmen einer Gesamtsumme aller Abstande oder
Abstande im Quadrat fiir alle moglichen Ubereinstimmungen der Zellidentifikation in aufeinander folgenden
Zeitpunkten, wobei eine kleinste Gesamtsumme aller Abstdnde oder Abstédnde im Quadrat als eine nachste
Gruppe von Ubereinstimmungen der Zellidentifikation definiert ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, weiter umfassend das Festsetzen einer Qualitatskennzahl zu der Uberein-
stimmung der Zellidentifikation, basierend auf einer Summe von Abstanden oder Abstanden im Quadrat be-
stimmt fiir eine zweite nachste Ubereinstimmung der Zellidentifikation und wobei eine Ubereinstimmung der
Zellidentifikation abgewiesen wird, wenn die Qualitdtskennzahl niedriger als eine benutzerdefinierte Schwelle
fur eine Qualitatskennzahl ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, weiter umfassend das Ausschlieen von der Bestimmung einer Gesamt-
summe aller Absténde oder Abstande im Quadrat fiir alle méglichen Ubereinstimmungen der Zellidentifikation
in aufeinander folgenden Zeitpunkten beliebiger Ubereinstimmungen der Zellidentifikation mit einer Qualitéts-
kennzahl bei oder oberhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fir Qualitdtskennzahlen.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Definieren der Ubereinstimmung der Zellidentifikation weiter das
Vergleichen anderer Merkmale der individuellen Zellen zwischen aufeinander folgenden Zeitpunkten umfasst.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Merkmale ein oder mehrere der Merkmale, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Flache, Form, Grofie und lumineszierende Intensitat von Zell- oder subzellularen Struk-
turen und exogene Markierungen, die mit Zell- oder subzellularen Strukturen assoziiert sind, umfassen.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Merkmal eine exogene Markierung umfasst und wobei die exo-
gene Markierung eine Strichcodierung umfasst.

12. Verfahren nach Anspruch 10, weiter umfassend das AusschlieRen von beliebigen Ubereinstimmungen
der Zellidentifikation mit einer Qualitdtskennzahl bei oder oberhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fir Qua-
litdtskennzahlen von dem Vergleichen anderer charakteristischer Merkmale der individuellen Zellen zwischen
aufeinander folgenden Zeitpunkten.

13. Verfahren nach Anspruch 10, weiter umfassend das AusschlieRen jeder Ubereinstimmungen der Zel-
lidentifikation mit einer Qualitatskennzahl unterhalb einer benutzerdefinierten Schwelle fur Qualitdtskennzah-
len von dem Vergleichen anderer charakteristischer Merkmale der individuellen Zellen zwischen aufeinander
folgenden Zeitpunkten.

14. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Qualitdtskennzahl ein Durchschnitt Gber mehrere Zeitpunkte ist
und zu einem spateren Zeitpunkt als eine durchschnittliche Qualitatskennzahl angewendet wird.

15. Verfahren nach Anspruch 7, weiter umfassend das Bestimmen eines Abstands, der durch die individu-
elle Zelle in aufeinander folgenden Zeitpunkten bewegt wurde.

16. Verfahren nach Anspruch 15, weiter umfassend das Bestimmen eines durchschnittlichen Abstands,
der durch eine individuelle Zelle uber mehrere Zeitpunkte bewegt wurde.

17. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Zellstruktur ein Nukleus ist, wobei das Strukturabbild ein nukle-
ares Abbild ist und wobei die Strukturmaske eine nukledre Maske ist.

18. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Zell-Screening-Assay ein oder mehrere Assays fur die kineti-
sche Analyse eines Zellparameters umfasst, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus ionische Konzentra-
tion, pH, Genexpression, DNA-Proliferation, DNA-Gehalt, Zellviabilitdt, Membranpotential, Erzeugung von re-
aktiven Sauerstoffspezies, Enzymaktivitat, Rezeptoraktivierung, Ligandenbindung und Transporteraktivitat.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die Zellen weiter mindestens ein zweites mit Lumineszenz mar-

20/22



DE 601 03428 T2 2005.06.02

kiertes Reportermolekil besitzen, das von dem Zellparameter berichtet und wobei das Verfahren weiter um-
fasst das Erhalten. von lumineszierenden Signalen von. dem zweiten mit Lumineszenz markierten Reporter-
molekil und das Berechnen einer kinetischen Messung der lumineszierenden Signale von dem zweiten mit
Lumineszenz markierten Repcrtermolekil in individuellen Zellen, wobei die Kinetikmessung ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus dynamischen Veranderungen bei der Intensitat Gber die Zeit, Heterogenitat der In-
tensitat unter Zellen, Schwankungen der Intensitat, Wellen von Intensitatsanderungen durch verbundene Zel-
len, Subpopulation von antwortenden Zellen und sequenzielle Aktivierung von signalisierenden Molekulen.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die kinetische Messung modifiziert, sortiert und/oder ausgeschlos-
sen ist in Abhéngigkeit von einer Qualitatskennzahl fiir die Ubereinstimmung der Zellidentifikation fiir jede Zel-
le.

21. Ein computerlesbares Speichermedium, umfassend ein Programm, das eine Gruppe von Instruktionen
enthalt, um ein Zell-Screening-System zu veranlassen, Verfahren zum Verfolgen individueller Zellen wahrend
eines kinetischen Zell-Screening-Assays auszuflihren, wobei die Verfahren umfassen
a) Bereitstellen von Zellen, die mindestens ein erstes mit Lumineszenz markiertes Reportermolekul besitzen,
das von einer Zellstruktur berichtet;

b) Erhalten eines Strukturabbilds von lumineszierenden Signalen von dem mindestens ersten mit Lumineszenz
markierten Reportermolekul in den Zellen in einem Bildfeld;

c) Erstellen einer Strukturmaske fur individuelle Zellen in dem Bildfeld;

d) Definieren eines Referenzpunkts von jeder Strukturmaske;

e) Festsetzen einer Zellidentifikation zu jedem Referenzpunkt in dem Bildfeld;

f) Wiederholen der Schritte b) bis e) bei einem zweiten Zeitpunkt;

g) Korrelieren der Zellidentifikation zwischen dem ersten Zeitpunkt und dem zweiten Zeitpunkt durch Berech-
nen eines Abstands zwischen den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Refe-
renzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt und

h) Definieren einer Ubereinstimmung der Zellidentifikation durch Identifizieren von Referenzpunkten in dem
Bildfeld bei dem ersten Zeitpunkt und den Referenzpunkten in dem Bildfeld bei dem zweiten Zeitpunkt, die am
nachsten zusammen sind.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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