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Quantitative 4D-Mikroskopie

Bioinformatische zellulare

Verhaltensbiologie
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Die 4D-Mikroskopie dokumentiert mit hdchster Auflésung und Sensiti-
vitat das Verhalten von Zellen und Molekilen in Embryonen und Kulturen.
Die Software-basierte Dokumentation der Beobachtungen erlaubt bio-
informatische Analysen und Mustererkennung.

Multi-channel 4D microscopy documents the behavior of cells and
molecules in embryos and cultures with high resolution and sensitivity.
The software-based documentation of observations enables quantitative
bioinformatical analyses and pattern recognition.

B Die groBeren Geister unter uns leiten Revo-
lutionen ein, indem sie die richtige Frage stel-
len, eine addquate Beschreibungsebene fin-

den, und wenn notig, auch noch eine neue
Methode dazu entwickeln. Bruce Alberts ist so
ein Pionier. 1989 stellte er die Frage: Werden

die Organe des Drosophila-Embryos klonal -
mit einer Zelllinie — gebildet, oder werden
Zellen lokal — unabhéngig von ihrer Herkunft
- rekrutiert? Die Methode der Wahl war eine
Beobachtung der Zellen in Raum und Zeit.
Dies wurde verwirklicht durch Aufnahmen
von Z-Serien mit acht Bildebenen, alle
23 Sekunden fiir gut zwei Stunden. Die 4D-
Mikroskopie war geboren. Die Zellen wurden
durch eine Injektion von in vitro mit Rhoda-
min garnierten Histonen markiert. Hier kam
die erste groBe Erfindung von Bruce Alberts,
die DNA-Cellulose, zum Einsatz. Die Fluores-
zenz der Kerne von 50 Zellen und deren Nach-
kommen wurden fiir drei Generationen mit-
hilfe einer high end-CCD-Kamera aufgezeich-
net. Die Zellen wurden manuell verfolgt und
in 3D-Ansichten analysiert. Die Antwort auf

A Abb. 1: 4D-mikroskopische Zelllinienanalysen. A-D, Analyse der Identitét eines Zelltods in einem Caenorhabditis elegans-Embryo, der mCherry-mar-
kiertes MOM-5 (frizzled) exprimiert. A, Die Analyse beginnt im Zwei-Zellstadium, die markierte Zelle ist die AB-Blastomere. Die Zellpositionen werden
durch Mausklicks markiert und die Teilungen eingetragen (vgl. Abb. 2). B, Position der Zelle ABalaaa im 51-Zellstadium. C, D, Der Zelltod ABalaapaaal
enthalt, wie die Uberlagerung eines Fluoreszenz- mit einem unmittelbar zuvor aufgenommenen DIC-Bild in D zeigt, das Markerprotein (weiBe Pfeile). Die
Markierung der Wanderwege in C zeigt, dass Zellen nicht direkt zu ihrem Bestimmungsort wandern [6, 8]. E-H, Entwicklung neuronaler Stammzellen
aus der Ratte [10]. Vier Zellen aus dem Cortex eines 10,5 Tage alten Embryos wurden auf einem mit Fibronectin liberzogenen Rechteck ausgesét.

E, F, Zwei Nachkommen (weiBes und rotes Quadrat) der gelb markierten Zelle wurden verfolgt. G, H, Nach 162 Stunden sind die Zellen differenziert
und wurden einer in H gezeigten immunochemischen Analyse unterzogen. WeiBer Pfeil: neuronale Zelle, die B-11l-Tubulin (rot) exprimiert; roter Pfeil: Zel-
le, die einen Astrozyten-Marker (griin, glial fibrillary acidic protein) exprimiert. G, Die neuronale Zelle differenziert nach sechs, der Astrozyt nach zwei
Zellteilungen (Punkte), wobei die Wanderungsgeschwindigkeiten sehr unterschiedlich sind. Die Zahlen neben dem roten Pfad geben die Migrationsge-

schwindigkeit der Zellen an (Pixel/Stunde berechnet mit der Software Phainothea).
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die Frage war eindeutig: Die Zellen werden
lokal rekrutiert [1].

Der nachste Schritt war das Design eines
schnellen hochauflosenden 4D-Mikroskops
durch John White (damals MRC Laboratory
of Molecular Biology, Cambridge). Der Clou
war ein analoger Laserdisc-Videorecorder, mit
dem man Zigtausende Einzelbilder speichern
und mit hoher Geschwindigkeit wieder abru-
fen konnte. Damit konnten Zellen in Raum
und Zeit mit groBer Geschwindigkeit verfolgt
werden. Dies ist wichtig, um das , Verhalten®
der Zellen zu sehen. John Whites Mikroskop
war 1989 fiir DIC(Differenzieller Interferenz-
kontrast nach Nomarski)-Durchlichtmikros-
kopie ausgelegt, wie sie John Sulston nutzte,
um die stereotype Zelllinie von Caenorhabdi-
tis elegans zu analysieren [2] (Nobelpreis
2002). Die Moglichkeiten der DIC-Mikrosko-
pie sind fast in Vergessenheit geraten. Der
moderne zellbiologische Doktorand sieht Zel-
len als leuchtende molekulare Fragmente, der
zelluldre Kontext geht verloren. Ich bin immer
irritiert, wenn ich einem Besucher eine kom-
plette Analyse eines C. elegans-Embryos zei-
ge und die unvermeidliche Frage kommt:
Warum benutzt du nicht einen fluoreszie-
renden Marker? Warum sollte ich? Ich kann
doch so alles sehen, einschlieBlich der Gewe-
bedifferenzierung am Ende der Embryogene-
se. Mittels DIC-Mikroskopie konnten neue
Muster der Zelldifferenzierung in Mutanten
erkannt werden. Dies fiihrte zu der Erkennt-
nis, dass der Korperplan des Fadenwurms
durch Induktionen festgelegt wird, die nicht
einzelne Gewebe spezifizieren, sondern regio-
nale Identitaten mit komplexen Gewebemus-
tern. Dabei folgt der Embryo einer bindren
Logik, die die regionalen Plane immer weiter
differenziert [3, 4]. John White hat dieses
Mikroskop nie publiziert, erst die digitale Ver-
sion wurde en passant beschrieben [5]. Seit
ich 1989 bei John das analoge Mikroskop das
erste Mal benutzen durfte, baue ich 4D-Mikro-

» Abb. 3: Darstellung von Zellpositionen und Zelltransformationen mit
3D-Reprasentationen im Embryo von Caenorhabditis elegans. Die anterio-
re Zelle AB des Zwei-Zellstadiums ist die erste somatische Griinderzelle,
aus der acht Regionen abgeleitet werden, die im 12-Zellstadium spezifi-
ziert sind. Aus der posterioren Zelle P1 leiten sich MS, E, C, D und die
Keimbahn ab. Die unterschiedlichen Schicksale der AB-Nachkommen wer-
den durch acht farbcodierte Farbfelder repréasentiert (rechte Seite). Da
glp-1und apx-1, Rezeptor und Ligand des Notch/Delta-Signalwegs, an der
Induktion dieser acht Schicksale beteiligt sind, zeigen Mutanten ein ver-
andertes Schicksalsmuster. Die erste Spalte zeigt die Zellpositionen im
Wildtyp und den Mutanten mit der Codierung der normalen Zellidentita-
ten. Man sieht, dass die Zellen in den Mutanten in neue Positionen wan-
dern. Jeweils rechts daneben sind die Zellen gemaB ihrem Schicksal
codiert (durchgefiihrt mit der Software SIMI°Biocell).
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A Abb. 2: Erfassung von Zellverhalten im Embryo von Caenorhabditis elegans. A, mittlere Ebene
eines pra-morphogenetischen C. elegans-Embryos. Videofenster in dem die Zellen verfolgt wer-
den, indem man mit den Cursors durch die Ebenen und die Zeit navigiert. Rotes Quadrat: Hypo-
dermiszelle V6R; rote Linie: Wanderweg der Zelle und ihrer Vorlaufer. B, Als Zelllinie dargestellte
Datenbank. Rote Punkte: Zellmarkierungen; griine Punkte: Mitosen. Alle Zellen wurden bis ins pra-
morphogenetische Stadium analysiert und viele weitere, bis der Embryo anféngt sich zu bewegen.
C, Eine 3D-Représentation zeigt die Positionen der Kerne des Stadiums aus dorsaler Ansicht, die
Zelle in Orange ist V6R (durchgefiihrt mit der Software SIMI°Biocell).

skope [6]. Inzwischen sogar fast automati-
sche, digitale Multikanal-Mikroskope. Sie sind
um ein Vielfaches sensitiver als konfokale
Mikroskope. Damit lassen sich DIC-Aufnah-
men ideal mit Expressionsanalysen kombi-
nieren [7]. Dabei hilt sich der apparative
Aufwand inzwischen
in Grenzen. Jedes mit
dem Computer steu-
erbare  Mikroskop
mit einem motori-
sierten Z-Trieb lasst
sich in ein DIC-4D-
Mikroskop verwan-

Farbkodierung

deln. Mit einem motorisierten Fluoreszenz-
filterrad konnen zusatzlich Analysen in meh-
reren Kanélen durchgefiihrt werden. Speziell
entwickelte 4D-Steuerprogramme enthalten
einen Autofokus und automatische Belich-
tungsmesser. So ist immer eine optimale Aus-
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Wildtyp

leuchtung, sogar fluoreszierender Struktu-
ren, gesichert. Mit preiswerteren Kameras,
wie z. B Pixelfly, lassen sich mit dem Auge
gerade noch erkennbare Fluoreszenzen per-
fekt abbilden. Die aufwendigere Sensicam
(beide PCO, Kehlheim) zaubert noch Bilder
auf den Bildschirm, auch wenn mit dem Auge
nur noch ein schwarzes Loch im Mikroskop zu
sehen ist. Zumindest im GFP-Kanal ist damit
die theoretisch maximal mogliche Sensitivitat
erreicht, da sich Zellen auch ohne jede GFP-
Expression abbilden lassen. Mit einer LED-
[Mlumination kann der Lichtschaden und das
Bleichen durch einen ,Blitz-Modus“ so stark
reduziert werden, dass statt hundert mehre-
re Tausende Aufnahmen moglich werden. Die
extrem hohe Steuerungsgeschwindigkeit, die
7. B. mit dem Zeiss-Imager realisierbar gewor-
den ist, minimiert jetzt den zeitlichen Versatz
zwischen verschiedenen Kanélen. Damit kon-
nen Expressionsmuster in DIC-Aufnahmen
projiziert werden (Abb. 1).

Zur Analyse der 4D-Aufnahmen von C. ele-
gans-Embryonen wurde in Zusammenarbeit
mit SIMI (UnterschleiBheim) die Software
SIMI°BioCell entwickelt (Abb. 2).

Mit SIMI°BioCell lassen sich 2D- und 3D-
Zeitraffervideos abspielen und Beobachtun-
gen dokumentieren; auBerdem lassen sich
Bilder verschiedener Kandle ineinander pro-
jizieren (Abb. 1). Urspriinglich haben wir das

System zur Analyse
embryonal letaler
Mutanten in C. ele-
gans entwickelt [3].
Bei der Analyse der
normalen Entwick-
lung von C. elegans
zeigte sich, dass des-
sen Embryogenese
zeitlich und rdumlich
viel variabler ist, als
John Sulston es mit
seiner direkten Beobachtung immer nur ein-
zelner Zellen sehen konnte (siehe Video 1,
[8]). Noch tliberraschender war die Erkenntnis,
dass der Korperplan des Embryos letztend-
lich nicht durch determinierte anterior-pos-
teriore Zellteilungen, sondern durch globale
Zellmigrationen angelegt wird. Zellen sortie-
ren sich gemaB ihrem Schicksal in Regionen.
Andert man die Identititen der Zellen, so wan-
dern sie gemaB ihrem neuen Schicksal an den
Ort, an dem dieses Schicksal normalerweise
residiert. Dabei konnen Zellen praktisch den
ganzen Embryo durchwandern (Abb. 3, [6,
8]). Diese Einsichten waren durch bioinfor-
matische, quantitativ-morphologische Ana-
lysen moglich [8]. Nach einer Analyse mit
SIMI°Biocell liegen in der Datenbank die Zeit-
punkte aller Zellteilungen, deren Richtungen
und die Koordinaten aller Zellen, verknipft
mit ihren Identitéaten, fiir die ganze Entwick-
lung vor. Aus diesem Datensatz konnen wir
mit dem Programm Phainothea z. B. alle Zell-
bewegungen, Bewegungsgeschwindigkeiten
und Zellteilungsrichtungen quantifizieren.
Die Analyse ergab, dass alle Zellen im Embryo
gleich weit migrieren, 70 Prozent Embryo-
ldnge, und zwar unabhédngig davon, wie weit
eine Zelle im pra-morphogenetischen Kor-
perplan von ihrer somatischen Griinderzelle
im 12-Zellstadium entfernt ist. Dies ist wahr-
scheinlich mit der Kompensation des Trans-

<« Abb. 4: Distanzkarten zur Darstellung der Distanzen aller Zellen im
Embryo von Caenorhabditis elegans. Da alle Zellkoordinaten nach einer
Analyse mit der Software SIMI°Biocell bekannt sind, kann man die Distan-
zen aller Zellen zueinander berechnen. Die Bilder zeigen Matrizen, in
denen die Distanzen der 256 AB-Zellen farblich codiert dargestellt werden
- von rot nach blau bis griin, was den Distanzen null bis halbe bis ganze
Embryoldnge entspricht. Die beiden Bilder oben zeigen zwei Wildtyp-
Embryonen, die fast nicht zu unterscheiden sind, die Embryonen sind sich
sehr dhnlich. In glp-1- und apx-1-Embryonen hat sich die Anordnung der
Zellen dramatisch veréndert, das glp-1-Muster ist repetitiv und symme-
trisch. Aus einer Wildtyp-Karte lassen sich Vorhersagen konstruieren, wie
Karten bei neuen Schicksalsverteilungen aussehen miissten, wenn alle
Zellen mit neuen Schicksalen die Positionen ihrer normalen Pendants ein-
nehmen wiirden - also das Schicksal einer Zelle strikt ihren Ort bestimmt.
Diese sind jeweils rechts neben den Mutanten zu sehen.

ports der Zellen durch die Zellteilungen und
dem Mechanismus der Sortierung der Zellen
durch Zellfokussierung zu erkldren. In C. ele-
gans wird der Korperplan durch das Sortieren
von Zellen erstellt, wahrscheinlich ist dies
sogar ein genereller Mechanismus der Embry-
ogenese (Abb. 3, [10]). Die Messung der
Geschwindigkeit der Zellen hat sich als niitz-
lich erwiesen, die aktivierende oder inhibie-
rende Modulation der Zellbewegungen durch
Zelladhédsionsmolekiile zu charakterisieren.
Die Messung der Mobilitat von Tumorzellen
in Kultur konnte die Hypothese entkréften,
dass eine therapeutische Bestrahlung die
Mobilitat der Zellen und damit die Metasta-
sierung befordert (Scholtz, Darmstadt, per-
sonliche Mitteilung). Quantitative Analysen
der Zellteilungsrichtungen deckten auf, dass
die Polaritit des C. elegans-Embryos durch
einen relay (Staffellauf) von Wnt-Signalen,
die von Keimbahnvorldauferzellen ausgehen,
vermittelt wird. Die Polarisierung der Zell-
teilungen ist in der Lowe-Projektion, die wie
eine SchieBscheibe aussieht, mit einem Blick
zu erkennen [10]. Solche 4D-mikroskopische
quantitative Analysen erlaubten auch, das
Differenzierungsmuster embryonaler Stamm-
zellen des Gehirns in Zellkultur zu analysie-
ren. Bei der Beobachtung des Verhaltens von
Zellen (Video 2, [8]) konnte man den Eindruck
gewinnen, dass manche Zellen fast verzwei-
felt nach einem Ziel suchen (Abb. 1G, weiBer
Pfeil). Auch kann man die Zelltypen in kurzer
Zeit anhand ihrer Morphologie und Verhal-
ten unterscheiden, so dass keine molekula-
ren Marker notig sind. Durch extensive Ana-
lysen kamen Ravin et al. zu dem Schluss, dass
kultivierte neuronale Stammzellen schnell
ihre Potenz verlieren, diese aber durch Zell-
passagen wieder aktiviert wird [11].

Die 4D-Mikroskopie ist ebenso ein Eldora-
do fiir Zoologen. Bisher wurden auBer ver-
schiedensten Nematoden die folgenden Tie-
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re analysiert: ein Tardigrade (Bar-
tierchen) - was zu einer voll-
standigen Revision des Ablaufs
der Embryogenese fiihrte [12] -,
eine Tunicate (Manteltier) [13]
und (noch von meinem Labor
unveroffentlicht) ein Gastrotriche
(Bauchhirling), zwei Rotiferen
(Radertiere) und ein Seeigel
(Video 3-6, [8]). Die Segmentbil-
dung wurde in der Kellerassel
Porcellio scaber untersucht [14].

Bei einer Untersuchung von
Zellpositionen und -transforma-
tionen im Wildtyp und in glp-1-
und apx-1-Mutanten des Embry-
os von C. elegans wandern Zellen
der Mutanten jeweils in die Posi-
tion ihres Wildtyp-Pendants
(Abb. 3, [9]). Dies konnte jedoch
schlecht nachvollzogen werden,
weshalb wir Distanzkarten, wie
sie in der Proteinstrukturanalyse
genutzt werden, zur Analyse ein-
geflihrt haben (Abb. 4).

Da nach einer 4D-Analyse die
Koordinaten aller Zellen bekannt
sind, lassen sich mithilfe eines
Farbcodes die 32.768 Abstdnde
der Zellen im pra-morphogeneti-
schen Stadium des C. elegans-
Embryos mit einem Blick in einer
Distanzkarte erfassen. In Mutan-
ten, die neue schone Muster
erzeugen, wurde sehr wahr-
scheinlich ein Musterbildungs-
gen getroffen (Abb. 4). |
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