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Die Systembiologie ist eine junge und dynamische Disziplin mit dem Blick fiirs
Ganze. Als Teil der molekularen Lebenswissenschaften schlagt sie die Briicke
zwischen ausgekliigeltem Laborexperiment und mathematischer Modellierung,
zwischen hoch technisierter Erfassung von Messdaten und computergestiitzter
Datenauswertung. lhr Forschungsgegenstand sind die netzwerkartig verwobe-
nen Ablaufe der Signaliibertragung und Stoffumwandlung in Zellen, Geweben,
Organen und Organismen. Die systembiologische Forschung stellt sich dieser
Komplexitat, indem sie sich in facheriibergreifenden Netzwerken organisiert.
Erfahren Sie im neuen Magazin systembiologie.de, wie dieser faszinierende
und aufstrebende Wissenschaftszweig arbeitet und welche Antworten er auf
die bislang ungelésten Fragen des menschlichen Lebens findet.
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gruBwort

Liebe Leserinnen und Leser,

biologische Prozesse in ihrer Gesamtheit zu verstehen, ist Aufgabe der Systembiologie. Die vielféltigen
Anwendungsmdglichkeiten dieses einzigartigen Forschungsansatzes machen ihn zu einem Schlissel-
bereich der Lebenswissenschaften. Die Systembiologie vereint die Starken von Bio- und Informations-
technologie, erzeugt interdisziplindre Synergien und schafft zukunftsfahige Lésungen flr globale Heraus-
forderungen.

Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung hat diesen Forschungszweig in den vergangenen sechs Jahren intensiv gefordert.
Heute z4hlt Deutschland in der Systembiologie zu den weltweit fithrenden Standorten. Das Verstdndnis von Lebensprozessen und
die Entwicklung pradiktiver mathematischer Modelle geben Impulse fiir Ideen und Innovationen in Gesundheitsforschung und
Biodkonomie. Von der Systembiologie erwarten wir uns in der Zukunft insbesondere Beitridge zur Entwicklung von Medikamenten,
neuen pharmakologisch und diagnostisch relevanten Biomarkern sowie individuellen Therapieansitzen. Neben medizinischen
Erkenntnissen liegt ein Schwerpunkt auch auf der Lésung dridngender Fragen zur Energieversorgung mit nachwachsenden
Rohstoffen.

Die Erhebung der experimentellen Daten wird dabei im Wesentlichen durch die Entwicklung und Optimierung neuer Methoden
und Technologien beschleunigt. Um beispielsweise die quantitative Auswertung kompletter Gewebeschnitte zu erleichtern, miissen
wir den Ubergang von den heute iiblicherweise eingesetzten semiquantitativen mikroskopischen Verfahren zu neuen bildgestiitzten
Verfahren schaffen. Besonderes Augenmerk erfahren deshalb bildgebende Verfahren, die eine Abbildung von Molekiilen in ihrer

natiirlichen Umgebung und im intakten Gewebe erméglichen.

Die vorliegende dritte Ausgabe der Zeitschrift systembiologie.de gibt einen Einblick in die Entwicklung bildgebender Verfahren
und ihrer Anwendungen und stellt die aktuellen Beitrige deutscher Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler zu diesem For-
schungsfeld vor. Ich wiinsche den Leserinnen und Lesern viele interessante Erkenntnisse und wichtige Hinweise zur Zukunft der

Systembiologie.

Thnen allen wiinsche ich eine anregende Lektiire!

b usa.

Prof. Dr. Annette Schavan, MdB
Bundesministerin fur Bildung und Forschung

www.systembiologie.de




gruiBwort

die Mission der Helmholtz-Gemeinschaft besteht darin, sich den groBen und drangenden Fragen der Gesell-
schaft zu widmen. Dazu gehdrt auch, dass wir uns regelmaBig die Frage stellen, ob wir das Richtige tun und
ob wir diese Dinge auch richtig angehen. Diesen Prozess begleiten wir in der Gemeinschaft unter anderem
durch den Helmholtz Think Tank, dem einige unserer besten Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler
angehdren. lhre Aufgabe ist es, wichtige Zukunftsthemen aus den Bereichen Strategie und Wissenschaft
zu identifizieren, kritisch zu diskutieren und mit Blick auf eine zukinftige Rolle fir die Gemeinschaft zu
hinterfragen.

Als eines der ersten Themen fiir eine intensive Diskussion hat der Think Tank die Synthetische Biologie, ein Spin-off der Systembiologie,
ausgewdahlt und als ein potentielles bereichsiibergreifendes Forschungsthema identifiziert. Die interdisziplindre Zusammenarbeit von
Biologen, Chemikern und Ingenieuren in dieser jungen Disziplin kénnte es kiinftig ermdglichen, Molekiile und Zellen gezielt zu designen
und dadurch vollkommen neue Anwendungs- und Einsatzmdglichkeiten zu erschlieBen. Um eine breite Diskussion der Chancen und
Risiken zu erméglichen, hat der Think Tank einen Workshop initiiert, an dem neben Vertretern aus den Helmholtz-Forschungsbereichen

Gesundheit, Erde und Umwelt, Schliisseltechnologien und Energie auch internationale Spezialisten aus diesem Gebiet teilnahmen.

Durch eine detaillierte Analyse des Potentials der synthetischen Biologie fiir die einzelnen Forschungsbereiche und das Forschungs-
portfolio der Helmholtz-Gemeinschaft insgesamt wurden erste Empfehlungen fiir Themen und geeignete Mittel zur Integration des

Forschungsfeldes erarbeitet.

Eines der wichtigsten Ergebnisse des Workshops ist die Erkenntnis, dass die synthetische Biologie entscheidende Beitrige und Impulse
in allen genannten Forschungsbereichen leisten kann und damit als Forschungsbereichs-iibergreifende Initiative hervorragend das
Portfolio der Helmholtz-Gemeinschaft ergdnzen wiirde. Eine faszinierende Moglichkeit dieser Zukunftstechnologie ist beispielsweise
die effiziente Herstellung von Ethanol mit Hilfe speziell entwickelter Mikroorganismen. Dadurch wird weniger wertvolle Ackerfliche
fiir die Herstellung von Biokraftstoffen bendtigt. Ein anderes Einsatzgebiet etabliert sich derzeit in der Medizin im Bereich der Optogenetik,
in der Licht als Schalter fiir genetische Prozesse eingesetzt wird. Dies eréffnet vollkommen neue Méglichkeiten in der gezielten Steuerung

molekularer Prozesse in einzelnen Zellen.

Ich wiinsche Thnen viel Vergniigen bei der Lektiire dieser Ausgabe von systembiologie.de!

Thr Jirgen Mlynek

www.systembiologie.de
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Zwischen den Zeilen...

missen Sie, liebe Leserinnen und Leser, in dieser Ausgabe der systembiologie.de nicht lesen, um die
Bedeutung der Bildlichkeit in der Systembiologie zu verstehen. Wenn man in diesem Heft auch keine neuen
Vor-Bilder in der Systembiologie findet, gewahrt dieses Heft vielfaltige Einsichten in die faszinierende Welt
der bildgebenden Verfahren. Diese haben in den letzten beiden Jahrzehnten einen stiirmenden Einzug in die
quantitative Biologie gehalten. Sie werden die Lebenswissenschaften langfristig mehr beeinflussen als die
heute hochgepriesenen, molekularen Hochdurchsatztechnologien. Diese Wunderwaffen der Molekularbiologie
erzeugen eine Flut von Daten, die sich jedoch einer intuitiven Interpretation entziehen. Bildgebende Verfahren
liefern zwar per se keine Erkenntnis, jedoch generieren sie Bilder, die einer intuitiven Interpretation sehr viel
naher sind als unendlich lange Buchstaben- oder Zahlenketten.

Gottfried BShm, Ordinarius fiir Neuere Kunstgeschichte an der Universitdt Basel und Herausgeber maRgeblicher Biicher zur Bildtheorie,
spricht von einem tief verankerten Bediirfnis im Menschen nach dem Bildlichen. Die Frage, was ein Bild ist und welche Bedeutung das
Bildliche hat, sei schlieRlich so alt wie unsere Kulturgeschichte. Der homo pictor, der Héhlenmaler, steht geschichtlich vor dem zoon
logon echon, dem in Begriffen denkenden, vernunftbegabten Wesen. Das Bild, bei Platon noch unter Generalverdacht, ist ldngst zu
einem bedeutenden Werkzeug der modernen Natur- und Lebenswissenschaften geworden und bestimmt unser Alltags- und Wissen-

schaftsleben in stetig steigendem MaRe.

So iiberrascht nicht, dass die Systembiologie, jene Disziplin, die sich definitionsgemiR mit komplexen Begrifflichkeiten und Zusammen-
hingen beschiftigt, sich immer mehr der Bildlichkeit bedient. Ganz im Sinne von Platon in seinem Werk Sophistes, der das Sehen-
Lassen als ,,etwas zu seinem Sein fithren“ bezeichnet, dienen hier Bilder dazu, biologische Formen sichtbar zu machen, ja férmlich ins

Leben, ins Sein zu berufen.

Beim VorstoR in den Mikrokosmos der Zellen und die Nanowelt von Molekiilen sehen sich die Pioniere bildgebender Verfahren mit
groRen technischen Herausforderungen konfrontiert. Ein hohes MaR an Beharrlichkeit, Erfindergeist und Ingenieurskunst haben die
hochauflésende Lichtmikroskopie revolutioniert. Fast eineinhalb Jahrhunderte lang galt ein zentrales Theorem der Optik zur rdumlichen
Auflgsungsgrenze als uniiberwindbar. Pfiffige Ideen gepaart mit theoretischen Uberlegungen haben jedoch zur Uberwindung jener
fest zementiert geglaubten Aufldsungsgrenzen in der Lichtmikroskopie gefiihrt (siehe Artikel v. Stefan Hell, Seite 52). Wir kénnen zu
Recht stolz darauf sein, dass diese Entwicklungen von Forschern im Land der Dichter und Denker, aber auch der Tiiftler und Erfinder,
vorangetrieben wurde. Verspielter Geist, den man sonst hauptséchlich Kindern attestiert, weht allerorten im Land der Systembiologie.
Dieser Erfindungsgeist erschlieft faszinierende, neue Anwendungsfelder der Systembiologie, von der Stammzellenforschung bis hin

zur Biomechanik von Tumorzellen.
Zur anthropologischen Frage, was ein Bild sei, bemerkt Bohm, dass jedes Bild seine Bestimmungskraft aus der Liaison mit dem Unbe-
stimmten ziehe. Das Unbestimmte und Potenzielle sei der tragende Grund fiir das Bildliche. So ziehen die Bilder in der Systembiologie

ihre Faszination aus dem Versprechen, Unsichtbares sichtbar und Unverstindliches verstandlich zu machen.

Willkommen in der schénen, neuen Welt der Bilder der Systembiologie!

Thr Roland Eils
Chefredakteur
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das potenzial von bildanalysen
fUr die systembiologie

von Marino Zerial und Yannis Kalaidzidis

Ziel der Systembiologie ist es, zu verstehen, wie die
vielen verschiedenen Molekile beim Aufbau der Zel-
len, Organe und schlieBlich des gesamten Organis-
mus zusammenwirken. Das systembiologische Ver-
sténdnis eines biologischen Systems hat auch fir
die Wirtschaft ein riesiges Potenzial, da es uns er-
moglicht, die Auswirkungen einer Stérung (Krankheit
oder Arzneimittel) vorauszusagen. In Anerkennung
dieses Potenzials hat das BMBF in die Erforschung
eines Multiskalenmodells der Leber (Virtual Liver
Network, Kompetenznetzwerk ,,Die Virtuelle Leber*,
VLN) erhebliche Investitionen getétigt. Im VLN stel-
len Bildgebungsverfahren eine Schllisseltechnologie

Die Lichtmikroskopie ist die Hauptquelle fiir genaue Informatio-
nen iiber die rdumliche und zeitliche Organisation biologischer
Systeme vom Einzelmolekiil iiber subzelluldre Strukturen bis
hin zum Organ. In den letzten Jahren wurden die lichtmikros-
kopischen Verfahren derart weiterentwickelt, dass sie heute in
der Lage sind, eine Auflsung, einen dynamischen Bereich und
Durchsatz in bisher unerreichten Dimensionen bei der Bildge-
bung und Analyse biologischer Proben zu bieten. Zum Beispiel
wurden verschiedene mikroskopische Technologien (STED,
PALM-STORM) entwickelt, womit die Auflésungsgrenze der
Strahlenbeugung tiberwunden wurde - was mehr als 100 Jahre
unmdéglich erschien. Mit diesen Technologien ist es méglich,

zelluldre Strukturen bis zur GréRe von 20-30 nm sichtbar zu

zur Erfassung systembiologischer Daten dar. Neu-

este Entwicklungen in der Lichtmikroskopie und der
Bildanalyse haben den Wissenschaftlern vollig neue

Wege erdéffnet, biologische Systeme zu betrachten
und deren Strukturen zu entratseln.

Was, wann und wo — Fragen von Bedeutung fir die

Systembiologie

In den vergangenen zwei Jahrzehnten hat die Genomsequenz-

ierung in Kombination mit analytischen Technologien die syste-

matische Untersuchung zelluldrer Komponenten ermdglicht. Die

funktional-genomischen Verfahren dienten der Untersuchung

der Funktion einzelner Gene in bestimmten Zellprozessen (Col-
linet et al., 2010; Rink et al., 2005). Das Katalogisieren verschiede-
ner, in einer Zelle exprimierter Molekiile ist jedoch nicht ausrei-
chend, um die Mechanismen zu rekonstruieren, mit deren Hilfe
die einzelnen Molekiile iiber Signal- oder Stoffwechselwegen in-
teragieren oder sich als Organellen zusammenfinden, um Zellen
und Gewebe zu bilden. Es ist ebenso erforderlich, Informationen
iiber die raumlich-zeitlichen Muster solcher Molekiile zu erhal-

ten, wo und wann sie sich in ein bestimmtes intrazelluldres oder

extrazelluldres Kompartiment eingrenzen. Einer der Griinde,

warum diese Fragestellung noch ungeldst bleibt, ist der Mangel

an prizisen Informationen iiber die interzelluldre Verteilung

und Quantitit der Molekiile in Abhéngigkeit von ihrer Funktion

in der Zelle bzw. dem Gewebe.
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machen, das ist eine etwa zehnfach héhere Auflosung als bei kon-
ventionellen lichtmikroskopischen Technologien. Eine weitere
Verbesserung stellt die Entwicklung der SPIM-Mikroskopie dar
(Selective Plane Illumination Microscopy), mit der 3D-Bilder von
dickeren Proben wie Organen und Organismen erstellt werden
konnen. Innovative Losungen haben zur Steigerung der Empfind-
lichkeit und Erweiterung des dynamischen Detektionsbereichs
(sub)zellulédrer Strukturen beigetragen. Dies ist ein wichtiger
Punkt, insbesondere bei der hochfrequenten Bilderfassung

einer lebenden Zelle (mit bis zu tausend Bildern pro Sekunde)
mit langen Beobachtungszeiten (oft mehrere Tage lang). Rech-
nergestiitzte Mikroskope wurden entwickelt, die automatisch
hunderttausende hochauflosende, mehrfarbige Bildaufnahmen
pro Tag machen kénnen. Diese Beispiele geben einen Eindruck
der derzeitig stattfindenden Revolution in der Lichtmikroskopie,
welche verspricht, der Systembiologie bisher unerreichte Daten-

qualititen zur Verfiigung zu stellen.

Wenn die bildliche Darstellung von Zellen und Geweben ein un-
erlésslicher Schritt fiir die Untersuchung von biologischen Pro-
zessen ist, ist es jedoch erforderlich, dass mechanistische Infor-
mationen aus diesen Bildern unverzerrt und fehlerfrei extrahiert
werden kdnnen. Ein Beispiel fiir detailreiche Bilder von primdren
Leberzellen (Hepatozyten), die in vitro gewachsen sind, ist in
Abbildung 1 dargestellt. Im Bild sind subzelluldre Organellen (En-

dosome) als punktférmige Gebilde zu sehen, in denen Nahrstoffe
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Prof. Marino Zerial und Dr. Yannis Kalaidzidis entwickelten eine innovative multidisziplindre Strategie, die viele Technologien zu einem groBen Analyse-
system verbindet: Hochdurchsatz-funktionelle Studien, automatische, hochauflésende Mikroskopie, quantitative Bildanalyse und Rechenpower.

und Signalmolekiile, die selektiv aus der Umgebung in die Zelle
eingeschleust wurden, konzentriert und verteilt werden. Dieser
Aufnahmeprozess (Endozytose) ist fiir unsere Zellen lebenswich-
tig (Schenk et al., 2008). Es ist leicht nachzuvollziehen, warum
solche Prozesse auf der mechanistischen Ebene verdeutlicht wer-
den miissen, damit ein systemisches Verstdndnis der Zell- und
Gewebeorganisation und der Organfunktion insgesamt entstehen
kann. Dennoch wurde bisher im Arbeitsfeld der Signaltransduk-
tion die rdumliche und zeitliche Verteilung der Signalmolekiile
auller Acht gelassen. Demzufolge entstand die Notwendigkeit fiir
ein Kompetenznetzwerk in der Leberforschung (VLN), das den
Prozess der Endozytose mit den Mechanismen der Stoffwechsel-
und Signaliibertragungswege sowie der Zellpolaritit und Gewe-

bebildung zu integrieren versucht.

Hochmoderne Bildanalysentechnologie zur Darstel-
lung von Endosomen in Leberzellen

Die bildliche Darstellung und Quantifizierung zelluldrer Orga-
nellen (z.B. Endosomen) ist eine groRe Herausforderung. Die
GroRe von Endosomen variiert zwischen 100 nm und 1-2 pm
(Abb. 1) und die Anzahl spezifischer molekularer Bestandteile
kann um das Zwei- bis Dreifache schwanken (Ohya et al., 2009).
Eine rechnergestiitzte Herangehensweise ist erforderlich fiir die
unverzerrte, prizise und quantitative Schitzung der Vielzahl
der abgebildeten Strukturen und deren molekularer Zusam-
mensetzung. Obwohl die rechnerische Bildverarbeitung in der
Biologie teilweise schon genutzt wird, sind die meisten verwen-
deten Verfahren unzureichend, um quantitative Parameter aus
Bilddaten zu extrahieren. Pixel-basierte Algorithmen, deren
Anwendung in kommerziellen und akademischen Softwarepro-
grammen verbreitet ist, sind anfillig dafiir, entweder ein GroR-
teil der blassen Strukturen zu iibergehen oder hell erleuchtete
Strukturen zu Klumpen zu verschmelzen. Gleichzeitig sind
diese Algorithmen fiir eine quantitative Schitzung individueller
Strukturparameter zu ungenau, wenn die GréRe der Struktur

sich der Strahlenbeugungsgrenze konventioneller Mikroskope

annihert.

Um dieses Problem zu 16sen, haben wir uns fiir die Segmentation
als Herangehensweise entschieden, die traditionell zur Darstel-
lung einzelner Molekiile angewendet wird und eine Annidherung
der Fluoreszenzintensitit iiber eine Basisfunktion, d. h. die
Punktspreizfunktion des Mikroskops beinhaltet. Wir haben die
Anpassung durch Summierung der Basisfunktionen erweitert,
um eine genaue Beschreibung der ,Freiform*“-Objekte liefern zu
kénnen. Diese Herangehensweise wurde bereits bei vielen (hun-
derten bis tausenden) Objekten mit dem MotionTracking/Kalai-
moscope-Softwareprogramm umgesetzt. Die Software kann fiir
jede in einem Bild dargestellte Zelle genaue statistische Daten
iiber die Anzahl der Strukturen und deren GréRe, die Konzent-
ration von Markermolekiilen sowie die intrazelluldre Verteilung
im Verhiltnis zur Zell- und Gewebeorganisation liefern. Diese
Bildanalyse-Plattform kombiniert mit mathematischer Modellie-
rung ermdglichte die Beschreibung grundlegender Bauprinzipien
der Endozytose (Del Conte-Zerial et al., 2008). Das Programm
wurde zusitzlich erweitert, um hoch prézise Schitzungen des
Zellumfangs, der Zellform und der Zell-Zell-Kontakte durchfiih-
ren zu kénnen. Diese Funktionalitdten sind fiir die dreidimen-
sionale Darstellung der Organisation des Lebergewebes duRerst

wichtig.

In einem multidisziplindren Ansatz fiir Hochdurchsatz-Bild-
analyse wurde die prinzipielle Machbarkeit der Analyse solcher
molekularer Mechanismen, die den endosomalen Transport und
die Zellform regulieren (Collinet et al., 2010), nachgewiesen. Wir
haben Grundsitze fiir den Aufbau des endozytischen Systems
abgeleitet, um die Funktion einiger neuer Gene vorauszuberech-
nen. Interessanterweise hat diese systemische Untersuchung
erstmals aufdecken kdnnen, dass Zellen die Verteilung der Sig-
nalmolekiilfracht innerhalb der Endosome sehr genau steuern.
Dies steht im Einklang mit der Auffassung, dass die Signaltrans-
mission von der Zelloberflidche zum Zellkern vom endosomalen
System mittels neuartiger Mechanismen und Strukturgrundsétze
gesteuert wird. Dieses Beispiel verdeutlicht die Notwendigkeit
der rdaumlichen und zeitlichen Beurteilung der zelluldren Be-
standteile fiir ein systemisches Verstindnis der Zellorganisation

und der Bildung eines Gewebes.

Forschung Das Potenzial von Bildanalysen flr die Systembiologie



Primare Hepatozyten nach 6 Tagen im 3D Kollagen-Sandwich-Kultur-System, gefarbt mit dem lysosomalen Marker Lamp1 (grtin), Tight Junction Marker ZO1
(rot, l8sst die Gallenkanélchen erkennen) und mit einem Marker des Zellkerns (blau).

Bildanalyse und die Entwicklung neuer Therapien werden. Aufgrund der quantitativen Daten kénnen wir ma-
Die moderne Mikroskopie bietet einen neuen Weg zur Gewin- thematische Modelle zur Beschreibung der beobachteten Pro-
nung funktioneller Informationen aus Bildern. Stérungen, zesse erzeugen. Im Hochdurchsatz bietet diese Technologie
verursacht durch genetische Mutationen, Chemikalien oder die Mdglichkeit, die Komplexitit zelluldrer Netzwerke zu er-
pathogene Keime (Viren, Bakterien), konnen unter Ausnut- forschen und zwischen méglichen mathematischen Modellen
zung der verfiigbaren multidimensionalen Daten untersucht zu unterscheiden. Die quantitative Bildanalyse kann Inno-

Die Zellen wurden mit 4 Farben markiert: Zellkerne - blau (DAPI), Actinflamente - griin (Phalloidin), apikale Zellmembran (Gallenkanalchen) - gelb (CD3), Endo-
some - rot (EEA1). In den Einsatzfenstern sind zu sehen 1) eine hohere VergroBerung der Zellen und Organellen und 2) die Bildanalyse der Fluoreszenzsignale
mit Darstellung der urspriinglichen Intensitéat des Actinfilamentmarkers (grin) und des Endosommarkers (EEA1, rot). Das blaue Netz zeigt die Approximation der

Markerverteilung auf den Endosomen, erstellt mit einem Satz von Basisfunktionen.

Grafik: mit freundlicher Genehmigung von Hidenori Nonaka, VLN
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vationen bei der Entwicklung von Arzneimitteln einbringen,

weil es damit nicht nur méglich ist, die Eigenschaften neuer
bioaktiver Wirkstoffe pradiktiv zu erfassen, sondern auch de-
ren mogliche Nebenwirkungen auf Zell- oder Organebene zu
beurteilen. Dies ist besonders wichtig im Zusammenhang mit
Leberentgiftung und stellt somit ein wichtiges Ziel des Kompe-
tenznetzwerkes VLN mit hoher Relevanz fiir die pharmazeuti-

sche Industrie dar.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Kompetenznetz ,,Die Virtuelle Leber (Virtual Liver Network)
ist eine nationale Initiative, die vom Bundesministerium fiir Bil-
dung und Forschung (BMBF) finanziert wird. Zum Netzwerk Vir-
tuelle Leber gehoren siebzig Forschungsgruppen, die tiber ganz
Deutschland verteilt sind. Zur Unterstiitzung der eigenen Arbei-
ten baut das Netzwerk Verbindungen zu anderen Forschungsgrup-
pen und internationalen Initiativen auf. Die Virtuelle Leber strebt
ein dynamisches Modell an, das Physiologie, Morphologie und
Funktion der menschlichen Leber zwar nicht vollstidndig nachbil-
det, jedoch modellhaft abbildet. Dabei werden quantitative Daten
aus allen Organisationsstufen der Leber in das Modell integriert.
Programmdirektor ist Adriano Henney.

www.virtual-liver.de

Internet-Homepage der Arbeitsgruppe:

http://www.mpi-cbg.de/research/research-groups/marino-

zerial.html
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die entscheldung zwischen
eben und tod verstehen

Quantitative Studien des Zelltods

Die Forschungsgruppe ,, Translationale Systembiologie”

in Heidelberg

von Nathan Brady

Damit mehrzellige Organismen, ausgehend von ein-
fachen Schleimpilzen bis hin zum Menschen, tber-
leben kdnnen, missen bestimmte Zellen im Koérper
sterben. Dieser fir unzahlige Prozesse kritische Me-
chanismus wird als programmierter Zelltod bezeichnet.
Fehler im Entscheidungsprozess zwischen Leben
und Tod hangen mit dem Entstehen zahlreicher
Krankheiten zusammen. Ungleichgewichte zwischen
Todes- und Uberlebenssignalen in Krebszellen sind
ein Hauptgrund fur die Entwicklung von Tumoren
und dem Mangel an effektiven Therapien. Um diese
zu verbessern, sind ein besseres Verstandnis dieser
Fehler und das Wissen, wie diese Wege des pro-
grammierten Zelltodes beeinflusst werden kénnen,
notwendig. Eine wichtige Herausforderung zum
Versténdnis dieser fundamentalen Prozesse ist die
Fahigkeit hochkomplexe Prozesse, die nicht nur in
isolierten Zellen sondern auch in Zellpopulationen
und Geweben passieren, detailliert zu beschreiben.
Mithilfe der hochauflésenden Mikroskopie sind wir in
der einmaligen Lage, die Maschinerie zu beobach-
ten, die fUr die zellularen Entscheidungen zwischen
Leben und Tod verantwortlich ist. Die mathematische
Modellierung hilft dann bei der Generierung neuer
Hypothesen. Mit diesen Methoden wollen wir dazu
beitragen, optimale Behandlungsstrategien zu finden,
die entweder Krebszellen wieder sensitiv gegenlber
Todessignalen machen oder den Zelltod in anormalen
Zellen induzieren kdénnen.

Alle Zellen in unserem Kérper enthalten alternative Mechanis-
men, um potent verschiedene programmierte Formen des Zell-
tods auszuldsen. Ein Verlust der Regulation des Zelltods ist der
Ausldser zahlreicher Krankheiten. Ungewiinschter Zelltod fiihrt
in chronischen wie in akuten Krankheiten wie Herzversagen oder
Neurodegeneration zum Verlust von unersetzlichen Zellen. Im
Gegensatz dazu ist bei Krebs die unkontrollierte Vermehrung

von Zellen teilweise Folge des Ausfalls der Zelltodmechanismen.
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Daher stellt die Erforschung des programmierten Zelltodes eine
fundamentale Herausforderung in der Biologie dar. Unsere neue
Forschungsgruppe ,,Translationale Systembiologie* am Deut-
schen Krebsforschungszentrum (DKFZ) und der medizinischen
Fakultét der Universitidt Heidelberg konzentriert sich auf Zell-
todmechanismen in Krebszellen aus dem Pankreas, der Brust
und dem Nervensystem. Durch eine Fusion von quantitativen
experimentellen und theoretischen Herangehensweisen méchte
unser Labor ein detailliertes Verstindnis der dem programmierten
Zelltod zugrundeliegenden Mechanismen und der Folgen von
Stérungen bei der Krebsentstehung schaffen. Dadurch hoffen

wir, auch neue Therapiestrategien zu entwickeln.

Mitochondrien kénnen zu Ausl8sern des Zelltods
werden

Die Apoptose, der bestuntersuchte Modus des programmierten
Zelltods, kann iiber zwei Wege aktiviert werden. Der extrinsi-
sche Weg wird durch extrazelluldre Signalmolekiile ausgelost,
die sogenannte Todesrezeptoren auf der Zellmembran aktivie-
ren. Der intrinsische (mitochondrielle) Weg stellt einen internen
Mechanismus dar, der Zellen mit schweren Stérungen in den
Selbstmord treibt (s. Abb. 1). Dadurch wird sichergestellt, dass
sich diese Zellen nicht vermehren kénnen. Beide Wege werden
durch Caspasen, Protein-abbauende Enzyme aus der Cystein-
Protease-Familie, aktiviert, die die Zellbestandteile auseinander
nehmen und die Zelle schlieRlich téten. Mitochondrien, die
unter normalen Bedingungen den GroRteil des ATP, der zellu-
ldren Energiewihrung, herstellen, spielen bei diesem Prozess
eine Schliisselrolle. Ihre Rolle wihrend des programmierten
Zelltodes ist unser Hauptforschungsgebiet. In Stresssituationen
durchlaufen sie einen Prozess des Funktionsverlustes ihrer duleren
Membran, der auch mitochondrial outer membrane permeabilizati-
on (MOMP) genannt wird. MOMP fiihrt zu einer Leckage von Protei-
nen aus den Mitochondrien in den sonst separierten Zellrest. Dieser
Prozess macht Mitochondrien zu Vollstreckern des programmier-
ten Zelltodes. Er wird bestimmt durch die sogenannte Bcl-2-Protein-
familie, die sowohl Apoptose-stimulierende wie auch Proteine, die

das Uberleben der Zelle sicherstellen kénnen, beinhalten.




Nathan Brady erforscht Mechanismen des Zelltods unter Einsatz von hochauflésenden optischen Verfahren (Bild: DKF2).

Wenn Zellen sich selbst auffressen

Die Betrachtung der Apoptose spiegelt allerdings nur einen Teil
des Gesamtbildes des programmierten Zelltodes wider. In den
letzten Jahren hat es sich gezeigt, dass die Autophagozytose
oder Autophagie (,,Selbst-Essen*) einen wichtigen Gegenpart zur
Apoptose darstellt. Wahrend der Autophagie werden intrazel-
luldre Bestandteile in Autophagosomen abgesondert, die dann
mit Lysosomen fusionieren und durch diese abgebaut werden.
Der Autophagie-Abbauweg dient dabei neben dem Proteasom als
ein kritischer Modulator des Proteingleichgewichts, er beeinflusst
aber auch die Lipid- und Organellenzusammensetzung. Obwohl die
Autophagie einst als allgemeingiiltige Alternative des Zelltods an-
gesehen wurde, schreibt man ihr inzwischen eine prazise und po-

tente Rolle auch bei iiberlebensférdernden Signalen zu (s. Abb. 3).

Krebszellen mégen es nicht, beim Fressen

gestort zu werden

Die verschiedenen Funktionseinheiten des Zelltodes arbeiten
nicht isoliert voneinander. Vielmehr sind sie in komplizierten
Netzwerken verkniipft (s. Abb. 1&3). Unsere Arbeitshypothese
besagt, dass der ,,Crosstalk”, die Kommunikation zwischen
diesen Systemen, auf der Ebene von Lipiden, lonen, Proteinen
und Organellen, aber auch zwischen klassischen Wegen von
Uberleben und Tod, ein attraktives Ziel fiir die Induktion des
Zelltodes darstellt. Da die Autophagie einen potenten Uberle-
bensmechanismus darstellt, suchen wir intensiv nach Stoffen,

die verschiedene Aspekte der Autophagie beeinflussen.

Die Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie kdnnen in drei Unterfamilien eingeteilt werden: die anti-apototischen / Uberlebensférdernden Proteine (z.B. Bel-2 und Bcl-xL),

die Multidomanen pro-apoptotischer Proteine (z.B. Bax und Bak) und die BH3-only Proteine, die als vorgeschaltete Sensoren fur zelluléren Stress dienen. Letz-

tere hemmen die anti-apoptotischen Bcl-2 Mitglieder, die normalerweise durch Heterodimerisierung mit Bax/Bak deren pro-apoptotische Rolle unterdriicken. Nach

Aktivierung initieren Bax/Bak die Permeablisierung der Mitochondrien (,MOMP*), woraufhin freigesetztes Cytochrom ¢ den Zelltod tber Caspasen auslost.

Aus: Cardiovasc Drugs Ther. Hamacher-Brady, 2006; 17149555.

Rereptor-vermittelter Zelitodweg

Mitochondrielier Zelltndweg

Grafik: modifiziert nach Cardiovasc Drugs Ther. Hamacher-Brady, 2006; 17149555
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Abbildung 2: Dreidimensionales Abbild von Mitochondrien (grtin), Lysosomen (rot) und Zellkernen (grau). Nach Zugabe von Artesunat sammeln sich die Lysosomen
asymmetrisch im Bereich des Zellkerns. Signale aus den Lysosomen flhren zu einer Fragmentierung der Mitochondrien und machen diese Uber eine Freisetzung von
Cytochrom ¢ zu Auslésern des Zelltodes (Bild: Nathan Brady).

Malariamedikament wirkt auch auf Krebszellen:
Eisen spielt dabei eine entscheidende Rolle

In einem gemeinsamen Projekt mit der Gruppe um Roland Eils
beschiftigten wir uns mit Artesunat, einem Arzneistoff aus der
Gruppe der Artemisinine, die aus der Pflanze Artemisia annua ge-
wonnen und hiufig zur Behandlung der Malaria eingesetzt wer-
den. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Artesunat auch in der
Lage ist Krebszellen abzut6ten. Interessanterweise wirkt es bei
Malaria auf die Nahrungsvakuole des einzelligen Parasiten, die
den Lysosomen der Siugerzellen dhnelt. Lysosomen sind kleine
Vesikel, die mit hochaktiven Enzymen gefiillt sind, die Proteine,

Lipide und andere Stoffe in ihrem Inneren abbauen.

Dies motivierte uns, zu untersuchen, ob der Effekt von Artesunat
bei Krebszellen ebenfalls die Lysosomen betrifft. Dazu behan-
delten wir verschiedene Brustkrebs- und normale Zelllinien
mit dem Medikament und untersuchten den Effekt auf ver-
schiedenen Organellen, darunter Endosomen, Lysosomen und
Mitochondrien. Auffallend war, dass die Behandlung nicht nur
zu auffilligen Verdnderungen bei Lysosomen, sondern auch bei
Mitochondrien und den Zellkernen fiihrte (Abb. 2). Durch das
Artesunat generierten die Lysosomen reaktive Sauerstoffspezi-

es - hoch reaktive und toxische Molekiile. Im Rahmen eines bis

Bei den Entscheidungen zum Schicksal der Zelle findet ein extensiver und
multi-direktionaler Austausch zwischen pro-apoptotischen, anti-apoptotischen

und Autophagie Prozessen statt (Bild: Nathan Brady).
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dato unbekannten Mechanismus fithrten diese reaktiven Mole-
kiile zu einer Freisetzung von Cytochrom c durch die Mitochon-
drien und in der Folge zur mitochondriellen Apoptose. Durch
einen systematischen Vergleich verschiedener Ziellinien fanden
wir heraus, dass verschiedene Brustkrebs-Zelllinien stirker auf
Artesunat reagierten als nicht-tumorigene Epithelzellen aus
der Brust. Faszinierenderweise konnte diese Sensitivitit noch
verstiarkt werden, indem die Krebszellen zuvor mit erhéhten Ei-
senkonzentrationen versorgt wurden. Eine Reduktion des Eisen-
gehaltes durch sogenannte Chelatoren fiihrte hingegen zu einer
Resistenz der Zellen gegen das Medikament. Dies zeigt, dass der
lysosomale Eisengehalt die Zellen anfillig fiir das Medikament
macht. Diese Erkenntnis hat wichtige Auswirkungen fiir einen
spéteren Einsatz in der Klinik: Krebszellen besitzen eine hohere
metabolische Aktivitdt als normale Korperzellen und benstigen
daher hohere Eisenmengen. Dies fiihrt anscheinend auch zu hs-
heren Eisenkonzentrationen in den Lysosomen. Das lysosomale
Eisen bietet sich daher als giinstiges Ziel einer Bekimpfung von
Krebszellen an (Hamacher-Brady et al., 2011). In der Zwischen-
zeit konnten wir auch zeigen, dass dieser Signalweg auch in
Krebszellen aus dem Pankreas aktiv ist, und wir untersuchen
jetzt die Identitdt des Mechanismus, der das Todessignal zwi-

schen den Lysosomen und den Mitochondrien tibertragt.

Das Abbild einer sterbenden Zelle

Eine kiinftige klinische Anwendung zum Wohle des Patienten ist
das Ziel vieler Forschungsansitze - so auch im Falle des zuvor
beschriebenen. Allerdings erfordert eine wirkliche Verbesserung
der AbtStung von Krebszellen eine Integration von verschieden-
artigen quantitativen und qualitativen Daten. Dabei kann die
mathematische Modellierung helfen, ein tieferes Verstandnis zu
erlangen und bis dahin verborgene Verbindungen aufzudecken.
Tatsdchlich hat die Forschung der letzten Jahrzehnte gezeigt,
dass eine Vielzahl von hochkomplexen Prozessen den program-
mierten Zelltod beeinflusst - und obwohl iiber 200.000 wissen-
schaftliche Arbeiten sich mit dem Thema befassen, sind uns im-
mer noch wichtige Aspekte unbekannt. Zum Beispiel nimmt man
an, dass die Autophagie Zellen schiitzt. Trotzdem konnten wir in

einer fritheren Arbeit (Brady et al., 2007) zeigen, dass das Bcl-2-




Protein, das eigentlich das Uberleben férdert, die Autophagie

unterdriickt. Noch komplizierter wird das Ganze durch die Beob-
achtung, dass die pro-apoptotische BH3-only Proteine als Reakti-
on auf zelluldre Todessignale Mitochondrien zur Degradation via

Autophagie vorsehen (Hamacher-Brady et al., 2007).

Die hochauflsende Fluoreszenzmikroskopie bildet den Schliissel
unser Forschungen. Durch die Kopplung fluoreszierender Proteine
wie dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) an Schliisselproteine
kénnen subzelluldre Ereignisse, darunter Protein-Protein-Interak-
tionen, Abbauprozesse, Translokationen und Organellbewegungen,
nicht nur beobachtet, sondern sogar quantifiziert werden. Dies ist
vor allem deswegen wichtig, da viele bisherige Studien von Mole-
kiilen und Signalwegen des programmierten Zelltods bisher auf
einer kleinen Anzahl von Schnappschuss-Bildern basierten. Hiufig
geben diese keine reale Reprasentation dieser hoch komplexen
Prozesse wieder - in Analogie kénnte man versuchen, das Ende
des Kinofilms ,,Inception” auf Grundlage einiger weniger dunkler

Bilder einer Handykamera vorherzusagen.

Obwohl wir wahrscheinlich den Wissensmangel iiber grundle-
gende Mechanismen nie ganz iiberwinden kénnen, suchen wir
doch nach einem tieferen Verstindnis der inneren Struktur

der Zelle. Dazu verlassen wir uns auf exakte, zeitlich aufgeldste
Bildgebung. Wir inspizieren subzelluldre Ereignisse, die durch
spezifische (und eher unspezifische) Perturbationen ausgeldst
werden. Dadurch decken wir die Regeln des programmierten
Zelltods auf. Uberraschenderweise erfahren wir immer wieder,
dass die beobachteten Antworten nie aus einem einfachen AN
oder AUS bestehen. Es ist sogar davon auszugehen, dass solche
bindren Antworten in Sdugerzellen gar nicht vorkommen - wenn
man denn genau genug hinschaut. Eine zelluldre Antwort ist
immer durch Heterogenitét bestimmt - sei es in einer Population
von Zellen, aber auch von Organellen oder Proteinen. Eine wei-
tere wichtige Entdeckung fiir uns ist, dass wir durch quantitative
Bildgebung schnell mit Informationen gesittigt werden, die nur
durch Zuhilfenahme der mathematischen Modellierung bewal-
tigt werden konnen. Experimentell kénnen wir einzelne Regeln
bestimmen, das mathematische Modell stellt aber das Mittel zur

Erfassung und zum Verstéindnis des gesamten Regelwerks des

programmierten Zelltods bereit. Mit dieser Kombination aus Ex-

periment und Theorie hoffen wir, einen Beitrag zur Entwicklung
eines rationelleren Designs von therapeutischen Strategien zur

Optimierung des programmierten Zelltods zu leisten.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Die Nachwuchsgruppe , Translationale Systembiologie® wird durch
Dr. Nathan R. Brady geleitet. Die Gruppe ist Teil des Deutschen
Krebsforschungszentrums und der Medizinischen Fakultit der
Universitit Heidelberg (Abteilung Prof. Biichler) und Mitglied in der
Helmholtz-Allianz Systembiologie. Angesiedelt ist die Gruppe am

Systembiologiezentrum BioQuant der Universitit Heidelberg.
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Caenorhabditis elegans ist einer der elegantesten Modellorganismen

von Marlon Stoeckius

Caenorhabditis elegans ist ein etwa 1 Millimeter
langer, transparenter, im Boden vorkommender Fa-
denwurm (Abb.1). Er wurde in den 60er Jahren
vom Biologen Sydney Brenner anfangs als Modell
zur Erforschung der Nervenentwicklung genutzt. In
den darauffolgenden Jahren etablierte sich C. ele-
gans als ein Modellsystem fur die Zellteilung und
die Embryonalentwicklung. Viele grundlegende
Mechanismen funktionieren im Wurm sehr &hnlich
wie im Menschen. So ist er heute einer der belieb-
testen Modellorganismen fur Entwicklungsbiologen
und ebenso ein weit verbreitetes Modellsystem fiir
die Erforschung der molekularen Grundlagen von
vielen Krankheiten wie zum Beispiel Krebs, Diabe-
tes, Parkinson und Alzheimer. Ein weiteres und
eher junges Forschungsfeld ist die Funktion von
kleinen RNAs, wie zum Beispiel microRNAs, die in
C. elegans erstmals entdeckt wurden. Molekular-
biologische Methoden zur Untersuchung des
Wurms sind sehr gut etabliert und bieten den For-
schern viele Ansétze, grundlegende Ph&nomene
und Mechanismen zu analysieren. Dies flihrte nicht
zuletzt dazu, dass fir Entdeckungen in C. elegans
bereits drei Nobelpreise vergeben wurden.

Randvoller Werkzeugkasten fiir Systembiologen
Auch aus der Systembiologie ist C. elegans seit jiingster Zeit nicht
mehr wegzudenken. Der Hauptgrund dafiir ist, dass sein molekular-
biologischer und biochemischer Werkzeugkasten {ippig ausgestat-
tet ist. Die Grundsteine legte ein Konsortium von Wissenschaftlern,
das 1998 das Erbgut (Genom) des Wurms als ersten vielzelligen
Organismus vollstidndig entschliisselte (Sequencing Consortium,
1998). Noch heute, auch 10 Jahre nach der Entschliisselung des
menschlichen Genoms, ist das vergleichsweise kleine Genom des
Wurms (etwa 100 Megabasen) das am besten kartierte Genom
eines Vielzellers. Das Erbgut des Wurms kann mit modernen
Methoden relativ einfach manipuliert werden. So kénnen fremde
oder verdnderte Gene zielgenau in das Genom eingebaut wer-
den (MosSCI; Frekjeer-Jensen et al., 2008). Fiir die Verdnderung
von Genen kdnnen sich Wurmforscher ,Genbanken’ zunutze
machen, in denen fast alle Gene (ORFeome; Lamesch et al., 2004)
und regulatorischer Elemente (Promoterome; Dupuy et al., 2004.
3’UTRome; F. Piano Labor) aus dem Genom des Wurms isoliert
wurden. Diese konnen dann wie in einem Baukasten frei kom-
biniert werden. Gene kdnnen in C. elegans durch Fiitterung mit
speziellen Bakterien vergleichsweise einfach ausgeschaltet
werden (RNAi feeding; Boutros and Ahringer, 2008). Dariiber
hinaus kénnen ebenfalls spezifische Regionen aus dem Genom

geldscht werden (MosDEL; Frekjer-Jensen et al., 2010). Der Wurm
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Der ein Millimeter groBe Fadenwurm Caenorhabditis elegans ist

ein beliebter Modellorganismus.
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Marlon Stoeckius nutzt den Fadenwurm fiir die Erforschung der molekularen Grundlagen der frilhen Embryonalentwicklung (Photo: Alexander Baltz @ BIMSB).

kann auf Agarplatten mit bis zu 384 Kammern, wie in separaten
Lebensrdumen, kultiviert werden. Das erlaubt die Durchfithrung
von parallelisierten automatisierten Hochdurchsatzscreens, in
denen etwa jedes Gen des Wurms im Zeitraum von nur einer Wo-
che einzeln ausgeschaltet wird. Sowohl der Embryo als auch der
erwachsene Wurm ist bei C. elegans transparent, und seine Ent-
wicklung verlduft immer stereotyp. Das erlaubt die Beobachtung
einzelner Zellen im lebenden Embryo und Wurm unter dem Mi-
kroskop. So ist der Ursprung und das Schicksal einer jeden Zelle,
vom Einzell-Stadium zur schliipfenden Larve mit 558 Zellen bis
zum erwachsenen Wurm mit 959 somatischen Zellen, beschrie-
ben (Sulston et al., 1983). Heute kann die Embryonalentwick-
lung mithilfe bildgebender Verfahren automatisiert {iberwacht
werden. In Kombination mit dem Ausschalten von bestimmten
Genen im Embryo kénnen Verdnderungen der charakteristi-
schen Zellteilungsmuster automatisch erkannt werden. Damit
kénnen Hypothesen zur Funktion des Gens aufgestellt werden.
Uber 13.000 genetisch manipulierte Wiirmer (CGC, Mérz 2011)
wurden in den vergangenen Jahrzehnten von Wissenschaftlern
generiert, in denen einzelne Gene gel6scht, mutiert oder mit einem
Fluoreszenzmarker markiert wurden. Dadurch ist eine enorme
Ressource entstanden, die nach dem 'open-access' Prinzip un-

ter den Wissenschaftlern geteilt wird. Im Gegensatz zu vielen
anderen Modellorganismen kdnnen diese Wiirmer einfach im
Tiefkiihlschrank bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.
Neben den Ressourcen an Labor-Methoden stehen mittlerweile
auch hunderte von Datensitzen aus Hochdurchsatzexperimenten
in Datenbanken zur Verfiigung. Ein kiirzlich beendetes Projekt fiir
die systematische Kartierung von regulatorischen Elementen im
Genom hat neben der Etablierung neuer Methoden auch mehrere
Terabytes an Daten produziert, die nun frei zur Verfligung stehen
(ModENCODE; Gerstein et al., 2010). Zusammen genommen machen
diese Ressourcen C. elegans zu einem idealen vielzelligen Modell

fiir die Systembiologie.

Woran es fehlt(e)
Moderne DNA-Sequenziertechnologien erlauben quantitative Analy-

sen von allen eingeschalteten Genen (RNA-Expression) in simtlichen

Organismen. Das quantitative Erfassen von Proteinen, wie es seit

einigen Jahren in der Zellkultur genutzt wird (SILAC; Ong et al., 2002),

kann bislang in den meisten Modellorganismen noch nicht angewen-
det werden. So wurden bislang Hypothesen tiber die Funktion von
bestimmten Genen nur durch mikroskopische Verinderungen am
Wurm, durch RNA-Expressionsdnderung und durch die Messung von

einzelnen wenigen ausgewahlten Proteinen aufgestellt.

Letztendlich miissen fiir das Verstdndnis von biologischen Prozes-
sen auch die Menge, die Identitdt und die Dynamik der Stoffwech-
selprodukte in einem Organismus quantitativ bestimmt werden.
Der Stoffwechsel ist sowohl in einzelligen als auch in vielzelligen
Modellsystemen ein unzureichend erschlossenes Forschungsgebiet.
(Metabolomics; Oliver, 2006). Hochdurchsatz-Forschungsprojekte
in C. elegans erfordern hier sowohl die Optimierung der Methoden
als auch eine neuartige Herangehensweise an die Datenanalyse.
Nachdem der Wurm geschliipft ist, kann er iiber seinen Lebens-
zyklus hinweg synchron in groRen Mengen kultiviert werden,
wodurch genug Untersuchungsmaterial (z.B. RNA und Proteine)
fiir Analysen von gleichalten Wiirmern zur Verfiigung steht.
Quantitative Analysen beruhen bisher allerdings iiberwiegend
auf Messungen des kompletten Wurms, was zu einem Vermi-
schen der verschiedenen Gewebe fiihrt. So ist es beispielsweise
schwer, auseinanderzuhalten, welche Gene spezifisch in Muskeln
oder Nerven eingeschaltet sind. In Zukunft werden Methoden
etabliert werden miissen, die Hochdurchsatzmessungen gezielt

in den einzelnen Geweben und Zellen erlauben.

Ahnliche Hiirden miissen fiir die Erforschung der Embryonal-
entwicklung iiberwunden werden. Der erwachsene Wurm trégt
Embryonen unterschiedlichen Alters in sich - von der einzelligen
Zygote bis zur schliipfenden Larve mit 558 Zellen. Materialinten-
sivere Messungen beruhten stets auf heterogenen Populationen
von Embryonen unterschiedlicher Zellstadien. Fiir genauere
Untersuchungen der Abfolge von zeitlichen Ereignissen wahrend
der Embryonalentwicklung mussten bisher Embryonen nach Alter
unter dem Mikroskop sortiert werden. Bei diesem zeitaufwendi-
gen manuellen Sortieren kénnen nicht die Mengen an Embryonen
isoliert werden, die fiir Analysen der RNA-Expression oder Pro-
teinexpression benétigt werden. Mit einer ruhigen Hand kénnen
etwa 500 Embryonen am Tag gesammelt werden, moderne Hoch-

durchsatzanalysen benétigen jedoch iiber 100.000 Embryonen.




Einzellige C. elegans Embryonen.

Automatisiertes Sortieren von Embryonen gleichen Alters
Wir haben eine Methode entwickelt, mit der zehntausende Embry-
onen gleichen Entwicklungsstadiums innerhalb kurzer Zeit mithil-
fe eines klassischen Zellsortierers (FACS) isoliert werden kénnen
(Abb. 2). Grundvoraussetzung fiir das Verfahren, welches wir
eFACS tauften, ist ein Wurmstamm, der ein fluoreszierendes Prote-
in in nur einem bestimmten Zellstadium spezifisch produziert. Die
Fluoreszenz dient dann als Marker fiir das gewiinschte Stadium
und wird vom Zellsortierer spezifisch erkannt. Wir nutzen diese
Methode, um grofe Mengen von einzelligen und zweizelligen
Embryonen sortieren zu kénnen. Grundsitzlich kann die Methode
aber fiir die Isolierung von Embryonen jedes beliebigen Entwick-
lungsstadiums eingesetzt werden. Dadurch erdffnet eFACS das
Tor zur systematischen Erforschung der Embryonalentwicklung
mit modernen Hochdurchsatzmethoden in C. elegans (Stoeckius

et al., 2009).

Quantifizieren von tausenden Proteinen
In Zusammenarbeit mit dem Labor von Matthias Selbach (MDC
Berlin) haben wir im Labor von Nikolaus Rajewsky (BIMSB@MDC)

eine neue Methode entwickelt, die es erlaubt, die Aktivitit und

Menge tausender Proteine im Vergleich zweier C. elegans-Proben
zu quantifizieren (Thierfelder et al., in Vorbereitung). Dies eréffnet
erstmalig Einblicke in Mengenverinderungen von Tausenden von
Proteinen und erlaubt dadurch Riickschliisse auf deren Funktion
im lebenden Organismus. So kann nun untersucht werden, wie
sich die Proteinmengen wihrend der Entwicklung des Wurms
verdndern und wie sich gewisse Proteine verhalten, wenn ein
bestimmtes Gen ausgeschaltet wird. Die Methode ermdéglicht au-
Rerdem, die durch Signalketten aktivierten Proteine quantitativ
zu messen (Phosphoproteom) und die Sensitivitit von anderen im

Wurm verwendeten Methoden zu verbessern (z.B. Co-IP).

Wie wird aus Spermium und Eizelle ein Embryo?

Die Fusion von zwei hochspezialisierten Zellen - Spermium und
Eizelle - fithrt in kurzer Zeit zur Entstehung einer sich teilenden
Zelle - der Zygote - aus der ein vollstindiger Organismus hervor-
geht. Es ist weitgehend unverstanden, wie dieser fundamentale
Prozess in der Entwicklung jedes Lebewesens funktioniert. Zwar
sind viele essentielle Faktoren bekannt, beispielsweise sind etwa
600 Gene fiir die Embryonalentwicklung von C. elegans essentiell

(Sénnichsen et al., 2005), die globalen Vorginge bleiben hingegen

Wir nutzen eFACS, um gro3e Mengen von ein- und zweizelligen
Embryonen zu sortieren. Daflr nutzen wir einen Wurmstamm, der

ein Gen exprimiert, welches spezifisch fur den einzelligen Embryo

ist und an einen Fluoreszenzmarker (OMA-1-GFP) gekoppelt

wurde. Die Methode hat routinemaBig eine Ausbeute von mehreren

zehntausend Embryonen mit einer Reinheit groBer als 98% (a). Der

Scatterplot zeigt den ersten Sortierungsschritt von einzelligen OMA-

| 1-GFP-Embryonen. Die GFP-positive Population (~3-5% einzellige

Embryonen) wird selektiert und sortiert (b). Die GFP-positive Popula-

tion hat nach der ersten Sortierung eine Reinheit von etwa 70% und

muss erneut sortiert werden. Die Reinheit der zweifach sortierten
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GFP-positiven Population wird dann durch mikroskopische Unter-

suchung (c und e) und RT-PCRs (d) untersucht. Diese bestétigen

eine Reinheit von mehr als 98% einzelliger Embryonen. (Bild aus

Stoeckius et al., 2009. Copyright Nature Methods).
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ungeklirt. Interessanterweise werden diese 'frithen' Prozesse in
allen studierten Lebewesen von Faktoren kontrolliert, die bereits
vor der Befruchtung in Eizelle und Spermium vorhanden sind.
Das wirft die Frage auf, wie groR bzw. wie essentiell der Anteil

der Genprodukte von Eizelle und Spermium ist.

Im Labor von Nikolaus Rajewsky (BIMSB@MDC) nutzen wir C. ele-
gans und die hier etablierten Methoden, um im genomweiten An-
satz Aufschluss iiber diese fundamentalen Reorganisations- und
Reprogrammierungsprozesse zu bekommen. Fiir dieses Projekt
messen wir sowohl kodierende- als auch nicht-kodierende RNAs
und Proteine in Eizellen, Spermien, einzelligen und zweizelligen
Embryonen. Die Daten geben uns nie dagewesene Einblicke in ein
Zeitfenster der ersten Minuten in der frithen Embryonalentwick-
lung. Wir beobachten dynamische Mengenidnderungen von RNAs
und knapp 5.000 Proteinen. RNAs und Proteine verhalten sich
sehr unterschiedlich, was auf ein groRes MaR an posttranskrip-
tioneller Genregulation schlieen l4sst. Dariiber hinaus beob-
achten wir dynamische Verdnderungen innerhalb und zwischen
allen bekannten kleinen nicht-kodierenden RNA-Klassen (miR-
NAs, 21U-RNAs, 22G-RNAs, 26G-RNAs, und andere endo-siRNAs).
Die Daten lassen die Hypothese zu, dass eine grole Anzahl von
kleinen RNAs, mRNAs und Proteinen im Embryo vermeintlich
aus dem Spermium stammen. Dies weist auf einen unerforschten
viterlichen Beitrag zur frithen Embryonalentwicklung hin. Au-
Rerdem legen die Daten den Schluss nahe, dass der einzellige C.
elegans-Embryo mdglicherweise schon transkriptionell aktiv ist.
Die riesigen Datensitze werden zurzeit ausgewertet und in unab-

hingigen Versuchen validiert.

Steckbrief Forschungsprojekt:
,Hochdurchsatzuntersuchungen des Proteoms und Transkrip-
toms wihrend der Reprogrammierung von Eizelle zur Zygote und
der frithen Embryonalentwicklung von C. elegans“ in der Gruppe
von Nikolaus Rajewsky, BIMSB Berlin. Férderung seit 2009 durch
das BIMSB/NYU-PhD Austauschprogramm (www.mdc-berlin.de/
en/bimsb/index.html). Diese Arbeit ist Teil einer langjihrigen
Kollaboration mit Fabio Piano (NYU, USA).

Danksagung:

Dieses Projekt ist Teil meiner Promotion im Labor von Nikolaus

www.systembiologie.de

Rajewsky. Ich danke meinen Kollegen Jonas Maaskola (Co-Erst-

autor der Nature Methods Publikation) und Dominic Griin (Co-
Erstautor der in Vorbereitung befindlichen Publikation) fiir alle

bioinformatischen und statistischen Analysen.

Referenzen:

Boutros M, and Ahringer J (2008) The art and design of genetic
screens:RNA interference. Nature Reviews Genetics, 9, 554-66.
Dupuy D, et al. (2004) A first version of the Caenorhabditis elegans
Promoterome. Genome Research, 1421, 69-75.

Frokjer-Jensen C, et al. (2010) Targeted gene deletions in C. ele-
gans using transposon excision. Nature Methods, 7, 451-53.
Frekjer-Jensen C, et al. (2008) Single-copy insertion of transgenes
in Caenorhabditis elegans. Nature Genetics, 40, 1375-83.

Gerstein MB et al. (2010) Integrative analysis of the Caenorhabditis
elegans genome by the modENCODE project. Science, 6012, 1775-87.
Lamesch P et al. (2004) C. elegans ORFeome version 3.1: increasing
the coverage of ORFeome resources with improved gene predic-
tions. Genome Research 14, 2064-9.

Oliver SG (2006) From genomes to systems: the path with yeast.
Philosophical Transactions of the Royal Society, 361, 477-82.
Ong SE et al. (2002) Stable isotope labeling by amino acids in cell
culture, silac, as a simple and accurate approach to expression
proteomics. Molecular Cellular Proteomics, 1, 376-86.
Sénnichsen B et al. (2005) Full-genome RNAi profilingof early emb-
ryogenesis in Caenorhabditis elegans. Nature, 434, 462-69.

Stoeckius M et al. (2009) Large-scale sorting of C. elegans embryos reveals
the dynamics of smallRNA expression. Nature Methods, 6, 745-51.
Sulston JE et al. (1983) The embryonic cell lineage of the nemato-
de Caenorhabditis elegans. Develomental Biology, 100, 64-119.

Kontakt:

Marlon Stoeckius

Berlin Institute for Medical Systems Biology
MDC-Berlin
marlon.stoeckius@mdc-berlin.de

www.mdc-berlin.de/en/bimsb




Bild: Prof. Mike Heilemann, Julius-Maximilians Universitat Worzburg

20

luoreszenznanoskopie
Mit schaltbaren
fluoreszenzsonden

Hochaufldsende Fluoreszenzmikroskopie und Einzelmolekuil-
detektion ermdglichen neue Einblicke in zellulare Prozesse

von Sebastian Malkusch, Ulrike Endesfelder, Meike Heidbreder und Mike Heilemann

Bildgebende Methoden ermdéglichen die Beobach-
tung von biologischen Préaparaten unterschiedlichs-
ter Art. Insbesondere die Fluoreszenzmikroskopie ist
hier von besonderer Bedeutung. Selektive Markie-
rungstechniken, eine groBe Bandbreite an Fluores-
zenzsonden, die Kompatibilitdt mit Experimenten in
lebenden Zellen und eine hohe Sensitivitat bis zur
Beobachtung einzelner Molekile machen diese
»100lbox“ besonders wertvoll. Neueste Entwicklun-
gen im Bereich der Einzelmolekil-Fluoreszenzmik-
roskopie unter Einsatz photoschaltbarer Fluores-
zenzsonden ermdglichen es, spezifisch markierte
Biomolektle sehr genau zu lokalisieren, Bilder mit
einer nahezu molekularen Auflésung zu generieren
und quantitative Aussagen zu treffen. Darlber hin-
aus kann hiermit die Dynamik von Biomolektlen in
lebenden Zellen Uber l&angere Zeit beobachtet sowie
deren Veranderung und Reaktion auf einen externen
Stimulus untersucht werden.

In der Fluoreszenzmikroskopie werden biologisch interessante
Zielmolekiile mit fluoreszierenden Sonden, das sind beispiels-
weise organische Farbstoffmolekiile oder fluoreszierende Pro-
teine, markiert und beobachtet. Hierzu stehen verschiedene
Techniken zur Verfiigung, die eine gezielte Markierung eines
bestimmten Biomolekiils ermdglichen, bspw. durch eine spe-
zifische chemische Reaktion. Da die meisten Substanzen in der
Natur nicht-fluoreszierend sind, erreicht die Fluoreszenzmikro-
skopie einen hohen Kontrast und erméglicht sogar die Beobach-
tung einzelner fluoreszierender Molekiile. Dariiber hinaus ist die
Fluoreszenzmikroskopie eine nicht-invasive Methode, d.h. zur
Erzeugung eines Bildes ist lediglich die Bestrahlung einer Probe
mit Licht erforderlich und die Bildgebung lebender Zellen und

sogar ganzer Organismen ist mdglich.

Die rdumliche Auflésung jeder lichtmikroskopischen Methode
ist jedoch aufgrund der Welleneigenschaften des Lichts auf etwa
200 nm in der Bildebene und >500 nm entlang der optischen
Achse begrenzt. Vergleicht man diese Zahlen mit den biomo-

lekularen GréRenskalen, so ist es also nicht méglich, kleinere
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Photoschaltbare Sonden (A) kénnen gezielt zwischen
einem fluoreszierenden und einem nicht-fluoreszie-
rendem Zustand geschaltet werden. In Verbindung
mit der Nanometer-genauen Ortslokalisation einzelner
Molekule (B) und der zeitlichen Trennung des Fluo-
reszenzsignals (C) kdnnen hochaufgeltste Bilder aus
einer groBen Anzahl an Einzelmolekillokalisationen

rekonstruiert werden.
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Abbildung 2: diirect stochastic optical reconstruction microscopy (d STORM) zelluléarer Strukturen.

Sowohl zellulére Strukturen (Mikrotubulin (A, B), Endoplasmatisches Retikulum (C, D)) als auch die Verteilung von Proteinen (Mitochondrien (E-G)) (van de Linde et
al., J. Struct. Biol. 2008) kdnnen mit der AISTORM-Methode hochaufgeldst abgebildet werden. Die Markierung der Proben erfolgt mittels Immunofluoreszenz und
unter Verwendung kommerziell erhaltlicher farbstoffmarkierter Antikorper (Bild: Ulrike Endesfelder, Julius-Maximilians-Universitat Warzburg).

zelluldre und subzelluldre Strukturen, Viren, die Zusammen-
setzung molekularer Maschinen oder die genaue rdumliche
Anordnung von Biomolekiilen aufzulésen. Dies erkldrt die hohe
Motivation mikroskopisch-interessierter und arbeitender For-
schungsgruppen, neue Verfahren zu entwickeln, die eine héhere

raumliche Aufldsung als die bisheriger Verfahren erméglichen.

Unter den verschiedenen Verfahren zur hochauflgsenden Flu-
oreszenzmikroskopie nimmt die Lokalisationsmikroskopie mit
schaltbaren Fluoreszenzsonden eine besondere Stellung ein.

Die experimentelle Durchfiihrung ist vergleichsweise einfach.
Die erreichbare rdumliche Auflsung liegt bei ~20 nm, und eine
grofRRe Bandbreite an geeigneten Fluoreszenzsonden und Mar-
kierungstechniken steht zur Verfiigung. Als Einzelmolekiiltech-
niken liefert dieses Verfahren ein hohes MaR an quantitativer
Information. Dariiber wird durch die Beobachtung einzelner Er-
eignisse eine Mittelung experimenteller Parameter vermieden.
Mehrfarbenmessungen sowie die Beobachtung von dynamischen
Prozessen in lebenden Zellen sind ebenso mdglich. Schlieflich
sind die mit diesen Verfahren gewonnen Daten, z.B. genaue
rdumliche und zeitliche Koordinaten fiir jedes einzelne fluores-
zierende Molekiil, auch iiber die Darstellung von hochaufgelds-
ten Bildern hinaus sehr niitzlich, beispielsweise zur Bestimmung
raumlicher Verteilungen (,,biomolecular mapping*) oder zur

Aufstellung topologischer Netzwerke.

Hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie mit photo-

schaltbaren Sonden

Die Lokalisationsmikroskopie vereinbart drei grundlegende

Prinzipien:

# 1.der Einsatz von photoaktivierbaren oder photoschaltbaren
Fluoreszenzsonden,

?  2.die prizise Lokalisation einzelner Fluoreszenzfarbstoffe
mit einer Genauigkeit von wenigen Nanometern, und

7 3. die zeitliche Trennung des gesamten Fluoreszenzsignals

einer Probe in einzelne Bilder (Abb. 1).

In einer zunichst ,,dunklen“ Probe, d.h. dass alle Sonden in
einem nicht-fluoreszierenden Zustand bzw. ausgeschaltet vor-
liegen, werden in einem ersten Schritt wenige Sonden aktiviert
(angeschaltet). Dabei wird darauf geachtet, dass diese als einzel-

ne Molekiile voneinander rdumlich getrennt detektiert werden.
Von jedem dieser Molekiile wird nun in einem zweiten Schritt

die genaue Position bestimmt. Dies geschieht durch Anndherung
einer geeigneten mathematischen Funktion an die Abbildung des
einzelnen Molekiils, und zwar umso genauer, je mehr Photonen
detektiert wurden. Bei der Detektion von 1.000 Photonen liegt diese
Genauigkeit <10 nm. Diese beiden Schritte werden nun wiederholt,
und die Gesamtheit der gesammelten Koordinaten zur Rekonstruk-
tion eines hochaufgel6sten Bildes genutzt. Durch die stochastische
Aktivierung werden bei hinreichend langer Messzeit alle Molekiile
ausgelesen, z.B. 4.000 Bilder a 20 ms fiir eine dichte zweidimensio-

nale Struktur, oder 100 Bilder fiir eindimensionale Filamente.

Geeignete Fluoreszenzsonden miissen zwischen einem fluores-
zierenden (,,hell“) und einem nicht-fluoreszierenden Zustand
(,,dunkel“) geschaltet werden kénnen. Dies kann z.B. durch die
Bestrahlung mit Licht oder mithilfe von intrinsinschen photo-
physikalischen Prozessen oder photochemischen Reaktionen
bewerkstelligt werden. Hierzu zdhlen zum einen fluoreszierende
Proteine, die durch Bestrahlung mit UV-Licht photoaktiviert
(bspw. das ,,photoactivatable GPF*, paGFP) oder photokonvertiert
werden. Eine zweite wichtige Gruppe stellen die organischen
Fluoreszenzfarbstoffe dar, welche durch photophysikalische oder
photochemische Prozesse zwischen einem ,,dunklen” und einem
,hellen Zustand geschalten werden kénnen. Das Verfahren der
Ldirect Stochastic Optical Reconstruction Microscopy* (dSTORM)
hat das Spektrum an geeigneten Sonden erheblich verbreitert und
auf konventionelle und seit langem in der Zellbiologie eingesetz-
ten Farbstoffe erweitert. Mittels dSSTORM konnen zelluldre Struk-
turen in fixierten Zellen sichtbar gemacht werden (Abb. 2 A-D), die
rdumliche Verteilung von Proteinen kartographiert werden (Abb.
2 E-G), die Dynamik von einzelnen Filamenten in vitro mit einer
zeitlichen Aufl8sung von 1 Hz verfolgt und Prozesse im Inneren

von lebenden Zellen verfolgt werden.

Forschung Fluoreszenznanoskopie mit schaltbaren Fluoreszenzsonden
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Entscheidend fiir Lokalisationsverfahren sind sowohl geeignet
schaltbare Fluoreszenzsonden, als auch Markierungstechniken.
Wihrend fluoreszierende Proteine genetisch an ein Zielmolekiil
angebracht werden konnen, benétigen organische Farbstoffe
spezifische Markierungstechniken. Hierzu zdhlen die Markierung
mit Antikérpern oder der Einsatz spezifischer Molekiile (z.B.
Phalloidin zur Markierung von Actin) in fixierten Zellen, sowie
eine Vielzahl an spezifischen Tag-Technologien, die eine gezielte
Markierung von Biomolekiilen mit organischen Farbstoffen er-

moglichen.

Lokalisation einzelner Molekile: Mehr als Bilder
Unter den hochauflésenden Mikroskopieverfahren nimmt die
Lokalisationsmikroskopie eine Sonderstellung ein, da im Experi-
ment zunichst von jedem einzelnen Fluoreszenzfarbstoff sowohl
die zeitlichen als auch die Nanometer-genauen raumlichen Ko-
ordinaten bestimmt werden. Aus diesen priméren Daten kénnen
nun hochaufgeldste Bilder durch Rekonstruktion erzeugt werden

(Abb. 2). Dariiber hinaus kénnen Einzelmolekiil-Lokalisationen

-
-

mit verschiedenen Algorithmen auf ihren zeitlichen oder rdum-
lichen Abstand analysiert werden und somit beispielsweise
biomolekulare Cluster oder Bewegungspfade einzelner Molekiile

errechnet werden (Abb. 3).

Photoschaltbare Sonden und Single-Particle
Tracking

Die Untersuchung der Dynamik und Mobilit4t von Biomolekiilen
als auch intermolekularer Wechselwirkungen kann wertvolle ex-
perimentelle Daten fiir die Erstellung oder Uberpriifung system-
biologischer Modelle liefern. Ein interessanter und neuer Ansatz
hierfiir ist der Einsatz photoschaltbarer Sonden in Kombination
mit Single-Particle Tracking (SPT). Der entscheidende Vorteil
gegeniiber den , klassischen* Verfahren ist, dass ein groler Vor-
rat an nicht-aktivierten Sonden vorhanden ist, aus welchem zu
jeder Zeit nur ein kleiner Teil aktiviert und als einzelne Molekiile
verfolgt wird. Auf diese Weise kann ein Experiment an einer le-
benden Zelle iiber eine lange Zeit (viele Minuten) durchgefiihrt

werden, mit einer Zeitauflsung im Bereich weniger Millisekun-
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Neben der Generierung hochauflésender Bilder (links)
kénnen Einzelmolekdl-Lokalisationsdaten auch mit
topologischen und morphologischen Algorithmen
verarbeitet werden (unten), und auf diese Weise bio-
molekulare Assemblierungen oder Cluster quantifiziert
werden. Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Beob-
achtung dynamischer Prozesse in lebenden Zellen

(rechts) Uber Einzelmolekultrajektorien.

Sebastian Malkusch, Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg
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Abbildung 4: Photoschaltbare Sonden in Verbindung mit Single-Particle-Tracking

Biomolekdle, die mit photoaktivierbaren Sonden markiert wurden ((A), TNF Rezeptor 1 markiert mit dem fluoreszierenden Protein tdEOS), kénnen selektiv aktiviert und
ihre Trajektorien in lebenden Zellen verfolgt werden (B, C). Aus den einzelnen Trajektorien kdnnen dynamische Parameter wie beispielsweise Diffusionskoeffizienten
errechnet werden (D, E), welche Informationen zu Interaktionen, Aggregation und Heterogenitét liefern (MCD = Methylcyclodextrin). (Bild: Meike Heidbreder, Julius-
Maximilians-Universitat Wirzburg).

den (ms) und einer Ortsgenauigkeit weniger Nanometer (nm). So
kann beispielsweise die Mobilit4t eines Membranrezeptors vor
und nach Aktivierung durch ein Signalmolekiil untersucht und
Riickschliisse auf Multimerisierung oder Internalisierung getrof-
fen werden. Ferner kénnen Protein-Protein-Wechselwirkungen
als auch die Abhingigkeit von der Membran-Heterogenitit un-
tersucht und die Mobilit4t von Biomolekiilen bspw. auf Membra-

nen , kartographiert” werden (Abb. 4).

Ausblick: Auf dem Weg zu molekularer Auflésung

Die Entwicklung neuartiger mikroskopischer Verfahren erméog-
licht bereits heute einen neuen Blick auf zelluldre Strukturen
und Interaktionen. Hochauflésende Verfahren in Verbindung
mit Einzelmolekiilmethoden kénnen hier eine neue Qualitit an
quantitativen Daten bieten, zum Studium zelluldrer Strukturen
und Dynamiken sowie biomolekularer Wechselwirkungen. So ist
es bereits gelungen, diese Techniken zur Beobachtung und Quan-
tifizierung einzelner Schritte zelluldrer Signalkaskaden einzuset-
zen. Die hierbei entwickelten experimentellen und analytischen
Ansitze konnen in Zukunft auf dhnliche Prozesse angewendet
werden, und ermgglichen eine Verfeinerung bisheriger systembi-
ologischer Modelle sowie die Gewinnung neuer Erkenntnisse zur

Regulation zelluldrer Prozesse.
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zellen sind ein musteroeispie
fUr weiche materie

Portrat Josef Alfons Kas

In biologischen Zellen sieht Josef Alfons Kas vor
allem eines: Weiche Materie. Aber Zellen sind fir
den Physiker, der an der Universitat Leipzig forscht,
auch spannende Systeme und eine echte Heraus-
forderung. Mit Messmethoden aus der Physik spurt
er ihren biomechanischen Eigenschaften nach, um
zu lernen, was verschiedene Gewebetypen vonein-
ander unterscheidet. Warum das sinnvoll ist, und
was uns die Biomechanik von Zellen Uber Krebs
lehren kann, erklart er im Interview mit systembio-
logie.de. Und er erzahlt, warum Forschung fur ihn
ein toller Spielplatz zum Austoben ist.

Herr Kis, was brachte Sie als Physiker dazu, Zellen zu unter-
suchen, also biologische Systeme?

Ich komme traditionell aus einem Fach, das sich Physik der wei-
chen Materie nennt. Das hat viel mit Polymerphysik und Fliissig-
kristallphysik zu tun. Und biologische Zellen sind ein Muster-
beispiel fiir weiche Materie. Ich hatte urspriinglich begonnen,
mich mit Lipidmembranen und Vesikeln zu beschiftigen und
dann sehr schnell mitbekommen, dass eine Zelle deutlich mehr
ist als ihre Membran. Darunter liegt das Zytoskelett. Das inter-
essierte mich und ich untersuchte zunichst die polymeren Ei-
genschaften einzelner Aktinfilamente. Mein Mentor, der Physik-
Nobelpreistrager Pierre-Gilles de Gennes, meinte dann, wenn ich
schon Biophysik mache, miisse ich einen medizinischen Aspekt
aufgreifen. Das habe ich sehr ernst genommen und mich zur

Tumorbiologie hinorientiert.

Wie haben Sie sich in die Molekularbiologie eingefunden?

Ich habe ganz klassisch Physik studiert. Spater war ich an der
Harvard Medical School in einem medizinisch gepriagten Umfeld
tétig. Dort habe ich zusitzlich Molekularbiologie studiert. An-
schliefend ging ich nach Austin, an die University of Texas, wo
ich zwei Professuren hatte: eine fiir Physik und eine fiir Moleku-
larbiologie. Trotzdem sehe ich mich nicht als Molekularbiologe.
Es gibt exzellente Wissenschaftler auf diesem Gebiet. Ich will die
Biologie verstehen, aber einen Beitrag aus einer physikalischen

Perspektive leisten.
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Wie sieht Ihr Beitrag als Physiker aus?

Das molekularbiologische Bild von dem, was in Zellen vorgeht,
wird immer besser. Aber ich finde so ein biologisches Netzwerk,
in dem mehr als 140 Molekiile miteinander verbunden sind,
extrem uniibersichtlich. Uberspitzt formuliert: Wiirde ich nur
Verbindungen zwischen einzelnen Komponenten herstellen,
miisste ich bei einem Auto schlussfolgern, dass der Tiirgriff der
wichtigste Teil des Motors ist. Wenn ich das Auto nicht 6ffnen
kann, kann ich im Normalfall den Motor nicht starten. Funktio-
nell gesehen, haben aber beide nichts miteinander zu tun. Daher
definiert man in der Systembiologie funktionelle Einheiten und
untersucht diese Module. Das bringt Struktur in die Sache. Das
Modul, das uns interessiert, ist die Biomechanik einer Zelle, ihre
Materialeigenschaften. Wie steif ist sie und welchen Einfluss hat

das darauf, wie gut sie sich teilen oder fortbewegen kann?

Warum braucht man iiberhaupt einen biomechanischen Ansatz?
Biomechanik klingt sexy nach ,nano* und , Lasermanipulation®,
aber darum geht es nicht. Der zentrale Punkt ist: Kleine Veran-
derungen im Zytoskelett haben eine groBe Wirkung auf die Zel-
le, weil sie sich nichtlinear verstirken. Daher kénnen wir Effekte
beobachten, die sich auf der Proteinebene nicht oder nur schwer

erfassen lassen.

Wie messen Sie diese Effekte?

Wir haben einen optischen Zellstrecker entwickelt, ein ganz tol-
les Physikerspielzeug: Wir schiefen mit zwei Laserstrahlen auf
eine Zelle, die dadurch auseinandergezogen wird. So bestimmen
wir ihre Elastizitit. Und das Ganze ist auch noch selbstjustiert,
weil Zellen dielektrisch sind. Sie mdgen elektrische Felder und
richten sich sehr schnell im elektrischen Feld des Laserlichts aus.
Auf diese Weise haben wir einen relativ hohen Durchsatz von we-
nigstens 30 Zellen pro Minute und vermessen mit etwas Geduld

geniigend Zellen, um aussagekriftige Daten zu bekommen.

Was sagt die Zellelastizitit aus?
Verschiedene Zellen zeichnen sich durch unterschiedliche Elas-
tizitdten aus. Stammzellen sind zum Beispiel undifferenziert und

haben fast kein Zytoskelett, sind also besonders weich. In einem




Josef Alfons Kés (Bild: Stefanie Reinberger).

Projekt hier an der Universitit Leipzig geht es darum, Knorpel-
material im Bioreaktor zu ziichten. Dabei hilft die Zellelastizitt,
um Aussagen iiber das Differenzierungsstadium von Zellen zu
machen und die richtigen fiir weitere Schritte auszuwéhlen.
Unser Hauptinteresse gilt aber Krebszellen. Wir wollen wis-

sen, wie sich ihre Biomechanik verandert, wenn sich ein Tumor
entwickelt und voranschreitet. Zwar gibt es viele verschiedene
Tumorarten, doch das Krankheitsprinzip ist immer dhnlich: Es
beginnt mit unkontrollierter Proliferation. Dann miissen die
Zellen invasiv gegen das umliegende Gewebe anwachsen. Und
schlieRlich miissen sie in der Lage sein, den Tumor zu verlassen,
um Metastasen zu bilden. Und bei all diesen Punkten spielt es eine
wichtige Rolle, wie weich oder hart eine Zelle ist. Wir haben ganz
charakteristische biomechanische Merkmale gefunden, die jeder

solide Tumor benétigt, um diese drei Anforderungen zu erfiillen.

Welche sind das?

Zellpopulationen, die stark proliferieren, sind weich und lassen
sich bei geringem Druck leicht verformen, weil sie bei der Tei-
lung ihren Aktinkortex aufldsen. Aber bei gréRerem Gegendruck
versteifen sich Tumorzellen. Sie versteifen sich besonders gut
und verdringen dadurch das weichere normale Gewebe. Und
schlieRlich finden wir bei weit fortgeschrittenen Tumoren Zel-
len, die sich im optischen Strecker nicht auseinander ziehen
lassen. Sie ziehen sich statt dessen zusammen, weil sie sehr
mechanosensitiv sind. Dadurch verkleinern sie ihre Oberflichen
und werden weniger adhisiv. Und sehr wahrscheinlich sind sie

es, die den Tumor verlassen und Metastasen bilden.

Wie profitiert die Krebsforschung von diesen Erkenntnissen?

Es gibt gute Diagnosemethoden, und da wire es lacherlich, wenn
ich als Physiker ankdme und sagen wiirde, dafiir braucht man jetzt
ein Lasergerit. Aber wir kdnnen einen Beitrag zu einer differen-
zierteren Diagnostik leisten. Derzeit laufen zwei klinische Studien
bei Brust- und Gebarmutterhalskrebs. Es sieht ganz gut aus, dass
wir metastasierende Zellen identifizieren kénnen - ohne dafiir
Lymphknoten zu entfernen. Und dann lésst sich die Biomechanik
zur Fritherkennung nutzen, etwa fiir Tumore in Mund- und Ra-
chenraum. Hier besteht groRes Interesse in China und Indien, wo

diese Krebsarten mit steigendem Wohlstand stark zunehmen.

Wie finden Biomechanik und Molekularbiologie von Tumorzellen

zusammen?

Gemeinsam mit Roland Eils im Krebsforschungszentrum in Hei-
delberg haben wir im Herbst 2010 einen groen Screeningansatz
gestartet, um nach Genen und Schliisselstellen zu suchen, die
wichtig sind fiir die Verdnderung der biomechanischen Eigen-
schaften. In ein paar Jahren kann ich dazu mehr sagen. Im Mo-

ment ist es einfach viel Arbeit.

Was bedeutet interdisziplindres Arbeiten fiir Sie?

Hier in der Abteilung arbeiten neben Physikern auch Mediziner
und Tiermediziner und natiirlich gute Techniker - leider zur
Zeit keine Biologen. Wie haben molekularbiologische Labore und
machen daher Grundlegendes selbst. Wenn es aber richtig in die
Tiefe gehen soll, wie zum Beispiel bei dem groRen Screening,
brauchen wir Fachleute, die auch die notwendige Ausstattung
fiir so etwas haben, RoboterstraRen und so weiter. Das Tolle an
einer solchen Zusammenarbeit ist, dass man nicht iiberall Fach-
mann sein muss. Ich darf aber auch dumme Fragen stellen und
kann vielleicht gerade dadurch neue Aspekte aufzeigen. Die Bio-

logie ist sehr offen fiir Impulse aus anderen Disziplinen.

Was brauchen Sie sonst noch, um kreativ zu arbeiten?

Freiheit um meinem Spieltrieb nachzugehen. Ich bin im Prin-
zip ein kleiner Junge geblieben, der wahnsinnig gerne tiiftelt.
Zum Beispiel lese ich nie Bedienungsanleitungen von Geriten,
sondern probiere immer, ob ich selbst rauskriege wie es geht.

So dhnlich ist es auch mit meiner Arbeit. Ich mochte wissen wie
etwas funktioniert und experimentiere bis ich dahinter komme.
Und dann brauche ich Menschen, die mir widersprechen, die an-
dere Vorstellungen und Ideen haben. Denn nur so kommt es zu

einem fruchtbaren Austausch.

Das Interview fiihrte Stefanie Reinberger.

Kontakt:

Prof. Dr. J. A. Kis

Institut fiir Experimentelle Physik I
Universitit Leipzig
jkaes@physik.uni-leipzig.de

www.softmatterphysics.com

Portrat Josef Alfons Kés



Modellbildungen tragen zum Verstandnis der Hirnfunktion bei

von Simon B. Eickhoff und Karl Zilles

Wie kénnen wir die Organisation und vernetzten
Systeme eines so komplexen Organs wie des Ge-
hirns verstehen? Die Beantwortung dieser Frage ist
fur die Grundlagenforschung und auch fir die Dia-
gnose und Behandlung neurologischer und psychi-
atrischer Erkrankungen essentiell. Ein besseres
Verstandnis der Ursachen und Besonderheiten
krankheitsbedingter Verdnderungen setzt dabei vo-
raus, dass wir die Organisation des gesunden Ge-
hirns als System und nicht nur als Ansammlung
isolierter Strukturen und Mechanismen begreifen.
Um mehr Uber die Funktion des Gehirns zu erfahren,
kombiniert das Institut fir Neurowissenschaften
und Medizin (INM) am Forschungszentrum Julich
gemeinsam mit Partnern im Human-Brain-Model
Netzwerk der Helmholtz-Allianz Systembiologie
und in der Julich-Aachener Forschungsallianz

JARA-Brain, nicht-invasive Methoden zur Messung
der menschlichen Hirnaktivitat mit systembiologi-
schen Methoden zur Modellierung der Funktions-
weise.

Konzepte zur Organisation des menschlichen
Gehirns — Wie wirken Hirnareale zusammen?

Seit langer Zeit existieren zwei grundsitzliche Konzepte iiber
die Organisation des Gehirns, Segregation und Integration. Mit
Segregation wird die Spezialisierung des Gehirns, insbesondere
der GroRhirnrinde, in einzelne Module oder Areale bezeichnet,
welche sich voneinander in ihrer Struktur und Funktion unter-
scheiden. Integration hingegen bezeichnet die Interaktion ver-
schiedener Bereiche, also die gegenseitige Beeinflussung und
das Zusammenspiel einzelner Komponenten. Die Forschungen
der letzten Jahrzehnte zeigen, dass motorische oder kognitive

Leistungen nicht in einer einzigen Region, Zelle oder Molekiil
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Dynamic Causal Modelling beruht auf einem nicht-linearen,
deterministischen Systemmodell der Interaktion neuronaler
Areale. Die Dynamik des Systems ist dabei eine Funktion des
momentanen Zustandes (reprasentiert Uber den neuronalen
Statusvektor z), externer Einfliisse u und der (neuronalen)
Systemparameter (intrinsische oder endogene Konnektivitat: A,
kontext-abhangige Modulation: B, direkte Effekte experimentel-

ler Einflisse: C und nicht-lineare Interaktionseffekte: D).

Bild: Simon B. Eickhoff

www.systembiologie.de



Abbildung 2a: Das mikroskopisch definierte Broca-Areal (Brodmann-Areal BA44)

Ein Areal, viele Funktionen? Das Brodmann Areal (BA) 44, dessen anatomische Lage im oberen Bild in Rot angezeigt ist, wird oft mit einem Teil der Broca'schen
Sprachregion gleichgesetzt. Neben der Sprache zeigt es bei vielen anderen Aufgaben Aktivitaten in funktionellen Bildgebungsstudien. Die Broca’sche Sprach-
region enthélt daher Hirnrindengebiete, die eine simplifizierende Gleichsetzung der Funktion dieser Region mit der Steuerung der Sprachmotorik verbieten. Dies
legt die Notwendigkeit einer systemischen Betrachtung nahe, in der kognitive Prozesse und Verhalten als Interaktionen zwischen verschiedenen Regionen erklart
werden (Bild: Simon B. Eickhoff).

lokalisiert sind. Vielmehr entstehen sie in einem komplexen
Netzwerk und auf sehr unterschiedlichen Skalenebenen, - von
molekularen Botenstoffen, iiber Neuronen bis hin zu Hirnare-
alen - durch dynamischen Austausch von Informationen. Das
Konzept der Integration setzt dabei eine regionale Segregation
von Hirnstrukturen und Mechanismen voraus, da es die Inter-
aktion von spezialisierten Teilleistungen erfordert. Ein Ver-
stdndnis der komplexen Struktur und Funktion des Gehirns ist

daher ohne eine systembiologische Analyse nicht erreichbar.

Mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT)
sowie der Positronenemissionstomographie (PET) konnen die
neuronalen Aktivititen, die kognitiven Prozessen zugrunde lie-
gen, nicht-invasiv im Gehirn des Menschen lokalisiert werden.
Dies fiihrte dazu, dass die Lokalisation immer spezialisierterer
neuropsychologischer Vorginge zum dominierenden Paradig-
ma wurde. Neue Ansitze zur mikrostrukturellen Kartierung
der menschlichen GroRhirnrinde (Zilles and Amunts, 2010)
erlauben dariiber hinaus, Fragen nach der Korrespondenz
zwischen Anatomie und Funktion im Gehirn zu untersuchen.
Werden aber funktionelle Bildgebungsbefunde mit popula-
tionsbasierten Wahrscheinlichkeitskarten z.B. zur Lage und
Ausdehnung der mikrostrukturell (zytoarchitektonisch) defi-
nierten Areale in der Hirnrinde verglichen, so zeigen sich zwei
zunichst widerspriichliche Phidnomene: Einerseits ldsst sich
eine gute Korrespondenz zwischen Arealen und Funktion nach-
weisen, die es erlaubt, benachbarten Arealen unterschiedliche
Funktionen zuzuordnen. Andererseits zeigt sich auch, dass
dasselbe Areal in verschiedenen Kontexten aktiviert werden
kann. Dem ,,Broca'schen Sprachareal, einer spezialisierten
Region der GroRhirnrinde, werden z.B. eine Reihe differenzier-
ter linguistischer Funktionen zugeschrieben, welche sich auch
in Systemmodellen abbilden lassen. Interessanterweise werden
im selben Areal aber auch Aktivitdten bei Handlungsbeobach-
tung und -steuerung, sowie bei Aufgaben des Arbeitsgedidcht-

nisses oder der visuellen Suche beobachtet (Abb. 2). Das Areal

www.systembiologie.de

ist also neben der ihm zugeschriebenen Hauptaufgabe der
Sprachbildung noch an zahlreichen anderen Aufgaben beteiligt
(Caspers et al. 2010).

Dieser scheinbare Widerspruch zwischen Segregation und In-
tegration verdeutlicht die Notwendigkeit einer systemischen
Betrachtung des Gehirns, in der kognitive Prozesse und Verhal-
ten als strukturelle und funktionelle Interaktionen zwischen
einzelnen Regionen erkldrt und mithilfe von Computermodel-
len interpretiert werden. Dieses Vorgehen stellt eine deutliche
Abkehr von dem in Experimentalpsychologie und Medizin vor-
herrschenden Ansatz dar, ein Problem in kleinste Einheiten und
Mechanismen zu unterteilen und diese isoliert zu untersuchen.
Nur systembiologische Ansitze erlauben, die Funktionsweise
aus seiner dynamischen Netzwerkstruktur zu erkldren. Das
Ganze ist - wie so oft - mehr als die Summe seiner Teile. Der
systembiologischen Modellbildung kommt auch deshalb eine
entscheidende Rolle zu, da Gehirnaktivitit und Interaktionen
zwischen Arealen mit den heutigen Verfahren oft nicht direkt
gemessen werden kdnnen. Vielmehr spiegeln funktionelle MRT-
Messungen (fMRT) lediglich die durch neuronale Aktivitit in-
duzierten Anderungen des lokalen Blutflusses wieder. Uber ein
Systemmodell der gemessenen Daten entsteht aber ein Zugang
zur Charakterisierung der nicht direkt messbaren neuronalen
Aktivitdten und der kausalen Wechselwirkungen der beteiligten

Regionen.

Dynamic Causal Modelling: Ein Systemmodell des
Gehirns

Der wichtigste Ansatz zur mathematischen Beschreibung von
funktionellen Netzwerken ist das ,,Dynamic Causal Modelling
(DCM)“, welches das Gehirn als ein dynamisches Input-Output
System beschreibt (Friston et al. 2003). Die Elemente dieses Sys-
tems sind zum einen (i) einzelne Gehirnregionen, (ii) Inputs

(Einfliisse) - experimentelle Manipulationen, wie die Darbietung

eines Stimulus oder die Aufforderung eine Hand zu bewegen




Abbildung 2b: Funktionelle Aktivierung bei vorgestellten Handlungen.

- und schlieRlich (iii) Outputs - die (indirekt) gemessene Hirn-
aktivitit. Das Modell besitzt eine neuronale und eine himodyna-
mische (den Blutfluss betreffende) Ebene. Entscheidend fiir das
Verstidndnis funktioneller Integration ist die neuronale Ebene,
in der die Aktivitit jeder Region durch eine Statusvariable zt)
représentiert wird. Diese reprasentiert dabei keinen direkten
physiologischen Zustand des Gehirns, sondern dient als Gesamt-
malR fiir die Aktivitdt des reprdsentierten Areals. Die Netzwerk-
dynamik wird durch die Interaktionen zwischen Regionen sowie
die experimentellen Einfliissen bestimmt. Letztere konnen dabei
das System beeinflussen, indem sie direkt Aktivitét in einem Areal
hervorrufen. Andererseits kénnen sie auch die Interaktionen
zwischen Regionen modulieren. Im Rahmen von DCM wird die
Dynamik des Systems als Funktion der neuronalen Zustinde (also
des momentanen Statusvektors z), der modellierten Einfliisse u

und der Interaktionen zwischen den Regionen abgebildet (Abb. 1).

Das neuronale Modell wird dann mit dem himodynamischen
Vorwirtsmodell gekoppelt, welches den Zusammenhang
zwischen neuronaler Aktivitdt und Messwerten beschreibt.
Die Validitit eines Systemmodells wie DCM hingt natiirlich
von seinen Annahmen ab, wobei es in der Praxis nur schwer
mdoglich ist, eine Verbindung zwischen zwei Regionen oder
deren Modulation definitiv anzunehmen oder auszuschlieRen.
Vielmehr sind in der Regel mehrere neurobiologisch plausible
Modelle méglich, die Alternativhypothesen iiber die Struktur
und Dynamik des untersuchten Netzwerkes darstellen. Uber
den in DCM verwendeten Ansatz kénnen dabei nicht nur die
Parameter des Modells, sondern dessen eigene a posteriori
Wahrscheinlichkeit geschétzt werden. Dies erlaubt es, jenes
Model zu identifizieren, welches den besten Kompromiss zwi-
schen Genauigkeit und Komplexitit darstellt und so zwischen

alternativen Hypothesen zu entscheiden.

Fazifilation Irhibition

{Altivierung)

(Hommurg)

Das DCM verdeutlich die hohe Bedeutung der hemisphari-
schen Spezialisierung sowie der Interaktion zwischen beiden
Gehirnhalften. Die intrinsische Konnektivitat ist symmetrisch
organisiert mit jeweils bidirektionalen positiven Kopplungen
(grtine Pfeile) innerhalb jeder Hemisphare und tberwiegend
hemmenden interhemisphérischen Verbindungen (rote Pfeile).
Dieses dynamische Gleichgewicht wird durch Bewegung

nur einer Hand deutlich moduliert. Es kommt dabei zu einer
Zunahme der Konnektivitat zwischen allen Arealen der
kontralateralen Gehirnhélfte, wéahrend alle Verbindungen zum
priméaren Motorkortex, der die momentan nicht bewegte Hand
kontrolliert, negativ moduliert werden. Dieses Muster findet sich
spiegelbildlich fur beide Hande. Bei gleichzeitiger Bewegung
beider Hande kommt es hingegen zu einer positiven Kopplung,

also einer Interaktion zwischen den Gehirnhélften.

Bild: Simon B. Eickhoff

www.systembiologie.de



Abbildung 2c: Funktionelle Aktivierung beim Benennen von Bildern.

Dynamische Interaktionen steuern die Handbewe-
gungen

Der Nutzen einer Modellierung neuronaler Systeme fiir das
Verstiandnis effektiver Konnektivitit lasst sich sehr gut am
motorischen System demonstrieren. So ist bei Bewegung einer
Hand der primére motorische Kortex (M1) auf der entgegen-
gesetzten Hirnseite aktiviert und sendet die Befehle zur Mus-
kelkontraktion an die entsprechenden motorischen Neurone
des Riickenmarks. Durch funktionelle Bildgebungsstudien
konnte gezeigt werden, dass weitere Regionen im motorischen
System die Ausfithrung von Bewegungen kontrollieren. So wir-
ken der pramotorische Kortex (PMC) und das supplementir-
motorische Areal (SMA), ebenfalls auf der entgegengesetzten
Seite, bei der Kontrolle bzw. Steuerung von Bewegungen mit.
Jedoch ist sehr wenig dariiber bekannt, welche Interaktionen
zwischen diesen Regionen ablaufen und welche Rolle die Ver-
bindungen zwischen den beiden Gehirnhilften spielen. Gerade
diesem Zusammenwirken wird aber eine entscheidende Rolle
in den Reorganisationsprozessen nach einem Schlaganfall oder
einer peripheren Schidigung des Bewegungsapparates zuge-
sprochen. Systembiologische Untersuchungen mittels DCM
kénnen entscheidend dazu beitragen, ein tieferes Verstindnis
dieser Interaktionen zu erhalten. Zu diesem Zweck fiithrten
wir Untersuchungen an gesunden Probanden und nachfol-
gend auch verschiedenen Patientengruppen durch (Grefkes

et al. 2008; Eickhoff et al. 2008). Hierbei lagen die Probanden

im fMRT-Scanner und wurden tiber einen Bildschirm instru-
iert, entweder nur die linke, nur die rechte oder beide Hinde

gleichzeitig zu bewegen. Die hervorgerufene Gehirnaktivitat

wurde wihrend des Experiments kontinuierlich aufgenommen.

Hierbei fand man signifikant erhdhte Aktivitit bei der aktiven
Bewegung in der jeweils der bewegten Hand gegeniiber liegen-
den Gehirnhilfte.

Modelliert man mittels DCM die Interaktionen im motorischen
System, so zeigt sich im wahrscheinlichsten Modell die hohe Be-
deutung der hemisphérischen Spezialisierung und der Interakti-
on zwischen beiden Gehirnhilften (Abb. 3). Die intrinsische oder
endogene Konnektivitit, zeigt ein hochst symmetrisches Bild
aus positiver Kopplung von Arealen einer Hemisphéare (M1, PMC,

SMA) und hemmenden interhemisphirischen Verbindungen
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(z.B. M1-M1). Eine Zunahme der Aktivitit auf einer Hemisphire
bewirkt also eine Reduzierung des Aktivitdtsniveaus der Gegen-
seite. Wird nun entweder die rechte oder die linke Hand bewegt,
so kommt es zu einer signifikanten Zunahme der Konnektivitat
zwischen allen Arealen der gegeniiberliegenden Gehirnhilfte.

Im Gegensatz dazu werden alle Verbindungen in Richtung des
primdren Motorkortex, der die momentan nicht bewegte Hand
kontrolliert, negativ moduliert. Das Gehirn konzentriert also ge-
wissermalen seine Aufmerksambkeit auf die einseitige Bewegung.
Eine v6llig andere Interaktion ergibt sich bei der gleichzeitigen
Bewegung beider Hinde. Es kommt zu einer Umkehr der inter-
hemisphirischen Kopplungen, so dass nun eine positive Interak-
tion zwischen den Gehirnhilften auftritt. Mit anderen Worten,
wihrend beide Seiten des Gehirns normalerweise in einem ge-
genseitig hemmenden Gleichgewicht sind, die sich bei Bedarf an
einseitiger Steuerung noch verstérkt, kommt es bei koordinierter
Bewegung beider Hinde auch zur verstirkten Kooperation zwi-

schen den Gehirnhilften (Grefkes et al. 2008).

Diesen dynamischen Vorgédngen im Gehirn miissen natiirlich
strukturelle Organisationen als - je nach Bedarf - mehr oder
weniger genutzte Informationsbahnen zugrunde liegen. Im Ge-
hirn des Menschen waren diese Faserbahnen lange Zeit nur in
groben Umrissen bekannt. Neue bildgebende Methoden wie das
MRT-basierte Diffusions-Tensor-Imaging oder die hochaufls-
sende Bildgebung der Faserbahnen mit der Polarisationsmikro-
skopie liefern gegenwirtig immer detailliertere Informationen

iiber die Grundlage dieser neuronaler Interaktionen.

Zusammen werden diese strukturellen und funktionellen Da-
ten und Modelle unserem Verstindnis der Organisation des
gesunden und erkrankten Gehirns neue Perspektiven eréffnen,
die Diagnose und Therapie neurologischer und psychiatrischer
Erkrankungen auf einer wissensbasierten Grundlage ermdg-
lichen. Momentan konzentrieren sich die Arbeiten dabei auf
zwei entscheidende Fragestellungen: Wie kénnen verschiedene
Aspekte der Konnektivitit im Gehirn zu gemeinsamen Modellen
integriert werden und wie kénnen krankhafte Prozesse von der

normalen Varianz oder den Veridnderungen beim gesunden Al-

tern abgegrenzt werden.




Abbildung 2d: Funktionelle Aktivierung bei Arbeitsgedachtnisaufgaben.
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die tunktionswelse

der netzhaut

Neue Erkenntnisse durch die Systembiologie

von Stephan Meding und Axel Walch

Trotz jahrzehntelanger Erforschung der Netzhaut,
dem fiir das Sehen verantwortlichen Teil des Auges,
wissen wir bis heute wenig Uber ihre Funktionsweise.
Daher gibt es nur wenige, theoretische Modelle zu ih-
rer Funktionsweise, die zudem nicht auf Experimen-
ten, die das intakte Gewebe betrachten, beruhen.
Der Verbund ,,IMAGING - Multimodale proteomische
Bildgebung: Zugang zur Biomedizinischen System-
biologie von Geweben® hat das Ziel, die Netzhaut als
Modellsystem gewebsbasiert in vitro und in vivo zu
beschreiben. Dabei wird die Schichtstruktur der
Netzhaut zur Entwicklung und Verkntpfung neuer,
bildgebender Methoden fir die systembiologische
Beschreibung komplexer Gewebszustédnde genutzt.
Diese innovativen Methoden werden durch automati-
sierte Bildanalyse unterstutzt.

In den letzten gut hundert Jahren wurde die Netzhaut detailliert
beschrieben, ihr Aufbau, ihre zelluldren Bestandteile, die Funkti-
onen der einzelnen Zelltypen und deren Wechselspiel. Dennoch

kénnen solch scheinbar einfache, alltdgliche Prozesse wie die An-

passung an die Lichtintensitit, die Hell- und Dunkeladaptation,
nicht auf Ebene des Gewebes beschrieben werden. Zwar sind die
einzelnen biochemischen Prozesse erforscht, aber der Gesamtzu-

sammenhang ist bis heute nicht verstanden.

Die Adaptation der Netzhaut — Ein ideales Modell fur
die Systembiologie

Die Netzhaut ist fiir die Umwandlung von Licht in Nervensignale
und die korrekte Weiterleitung an das Gehirn verantwortlich. Die
klare Schichtstruktur der Netzhaut macht sie zu einem idealen
Forschungsobjekt und Modellsystem fiir die Entwicklung neuer
gewebsbasierter Ansitze in der Systembiologie. In der Stibchen-
und Zapfenschicht findet die Umwandlung von Licht in Ner-
vensignale statt, dariiber liegen mehrere Schichten, die fiir die
Signalverschaltung und die Weiterleitung ans Gehirn zusténdig
sind (Abb. 1). Die Adaptation findet hauptsichlich in der Stéb-
chen- und Zapfenschicht statt.

Es gibt viele Limitierungen, die es bisher erschwert haben, die
Hell- und Dunkeladaptation auf der Ebene des Gewebes zu ver-

stehen. Vor allem die fiir diese Fragestellung nur eingeschriankt

Abbildung 1: Die Netzhaut

Durchlichtmikroskopische (links) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (rechts) einer Netzhaut. Die einzelnen Schichten der Retina sind deutlich zu

erkennen. Die klare Schichtstruktur macht die Netzhaut zu einem idealen Modellsystem fur systembiologische Gewebeanalysen. (GS: Ganglienzellschicht,

IP: Innere plexiforme Schicht, IK: Innere Kérnerschicht, AP: AuBere plexiforme Schicht, AK: AuBere Kdrnerschicht, SZ: Stabchen und Zapfenschicht - Hauptort

der Adaptation).

Bild: Institut fir Pathologie, Helmholtz Zentrum Minchen
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Abbildung 2: Bildgebende Massenspektrometrie an der Netzhaut

Bildgebende Massenspektrometrie ermoglicht es, komplexe Proteinmuster in der Netzhaut zu visualisieren und damit Proteine einzelnen Schichten der Netzhaut zuzuordnen.
Beispielhaft dafir ist eine Klassifikation der Spektren (oben links) und die Verteilung von sieben Proteinen in der Netzhaut, sowie das entsprechende Massenspektrum (unten).

(Bild: Institut fur Pathologie, Helmholtz Zentrum Mdinchen)

geeigneten Zellkultursysteme, die suboptimalen Messmetho-

den und die noch fehlenden Modellierungsansitze, haben ein
Verstdndnis des Gesamtzusammenhangs verhindert. Enorme
methodische Fortschritte wurden in den letzten Jahren gemacht,
aber trotzdem resultierte daraus noch kein umfassendes theore-
tisches Modell der Adaptation. Der Hauptgrund liegt in der He-
rangehensweise. Man versuchte bisher vom molekularen Detail
auf die ndchsthohere Ebene zu schlieBen. Dadurch war es aber
nicht méglich, Gesamtbetrachtungen von Geweben, wie die der
Netzhaut, anzustellen. Die Systembiologie verfolgt einen anderen
Ansatz. Man geht ganzheitlich an das Problem heran, in diesem
Fall von der Ebene des Gewebes ausgehend. Erst dieser Ansatz er-
moglicht ein systembiologisches Verstehen der Adaptation, wobei
hier vor allem bildgebende Verfahren eine zentrale Rolle spielen.
Erst wenn man die Netzhaut als Gewebe begreift und in ihrer
Gesamtheit analysiert, ist ein ganzheitliches Verstindnis der
Adaptation moglich. Dieses Vorgehen war bislang wegen fehlen-
der Methoden nicht méglich. Durch die Kombination von mole-

kularen und bildgebenden Verfahren kann jetzt die Netzhaut auf

Einzelzellebene untersucht werden. Dies erméglicht erstmals eine

ganzheitliche Betrachtung und systembiologische Analyse.

Neben eines systembiologischen, integrativen Ansatzes, der ver-
schiedenste, sich methodisch ergdnzende, molekulare und bildge-
bende Verfahren vereint, braucht es eine enge Zusammenarbeit
mit Modellierungsspezialisten, sowohl bei der Planung der Expe-
rimente als auch bei der anschlieRenden mathematischen Model-
lierung. Diese Voraussetzungen sind erstmals im Verbundprojekt
,»IMAGING - Multimodale proteomische Bildgebung: Zugang zur
biomedizinischen Systembiologie von Geweben* der SysTec-Initi-
ative des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF)
gegeben. Das Verbundprojekt vereint vier Forschungsinstitute
des Helmholtz Zentrums Miinchen (die Abteilung fiir Protein-
analytik, das Institut fiir Pathologie, das Institut fiir Biologische
und Medizinische Bildgebung und das Institut fiir Biomathematik
und Biometrie) und zwei Partner aus der Industrie (die Definiens
AG aus Miinchen, und die Bruker Daltonik GmbH aus Bremen).

Gemeinsam ist es nun mdoglich, die Adaptation der Netzhaut mit

Abbildung 3: Definiens Software Plattform zur Verwaltung und Analyse insbesondere von Bilddaten

T T T 3 1 33 X1

Zu sehen sind a) Projektverwaltung fUr die einzelnen

Praparate der Netzhaut; b) Ansicht eines histologi-

an i ll-li-.i.m TR e T
] 17| 1 '1_.-

schen Schnitts der Netzhaut; ¢) automatisch identifi-
zierte Schichten der Netzhaut (blau, gelb, braun); d)
Detailansicht von automatisch identifizierten Struk-
turen (griin) in der Stabchen- und Zapfenschicht;

e) Darstellung eines zugeordneten Spektrums einer

bildgebenden Massenspektrometriemessung.

Bild: Definiens AG, Mtinchen
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verschiedenen Methoden in vitro und auch in vivo zu untersuchen
und anhand der experimentellen Ergebnisse ein theoretisches

Modell zu erzeugen und zu validieren.

Bildgebende Massenspektrometrie als Schlussel-
technologie

Die bildgebende Massenspektrometrie, im Englischen MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) Imaging Mass
Spectrometry, vereint Mikroskopie und Massenspektrometrie
und stellt in diesem Verbundprojekt eine Schliisselmethode dar.
Sie erweitert die Histologie, das heift die mikroskopische Unter-
suchung des Gewebes, um eine komplexe, molekulare Dimension.
Dadurch kann in Geweben die Verteilung von Proteinen mit zel-
luldrer Aufldsung sichtbar gemacht werden. Dies erméglicht eine
detaillierte und exakte Analyse von Geweben (Walch et al., 2008).
Die Préparation fiir die massenspektrometrische Messung erfolgt
in mehreren, einfachen Schritten. Gewebeschnitte werden mit
einer Matrix behandelt. Dies tiberfiihrt die im Gewebe vorhande-
nen Proteine ortsaufgeldst in die Matrix. Mit Hilfe eines Lasers
wird dann das Matrix-Protein-Gemisch punktweise verdampft
und anschlieRend die Proteinzusammensetzung jedes einzelnen
Messpunktes bestimmt. Nach der Messung wird die Matrix ent-
fernt und das Gewebe, das durch die Messung nicht beschadigt
wurde, histologisch geférbt. Im letzten Schritt wird das ortsauf-
geldste Proteinmuster mit einem hochaufgeldsten Mikroskopbild
des histologischen Schnitts am Computer iiberlagert, so dass
gleichzeitig die Morphologie und die Verteilung der einzelnen
Proteine im Gewebe betrachtet werden kdnnen (Abb. 2). Bislang
war die Auflgsung bei kommerziell erhiltlichen Massenspekt-
rometern auf 100 - 200 pm begrenzt, durch methodische und
technische Weiterentwicklung (federfiihrend durch die Bruker
Daltonik GmbH) ist nun eine zelluldre Auflésung méglich (20 pm)
(Lagarrigue et al., 2010). Die bildgebende Massenspektrometrie
ermdglicht nun die bislang entscheidende Limitierung in der
Proteinanalytik von Geweben zu {iberwinden. Mit dieser Metho-
de ist es jetzt erstmals moglich die einzelnen Proteine und Prote-
inmuster bestimmten Zelltypen zuzuordnen. Dies ist im Falle der
Netzhaut von groRter Bedeutung. Ohne eine Einzelzellauflgsung
ist es unmdglich die wahrend der Adaptation ablaufenden Pro-

zesse, welche hauptsichlich in der Stabchen- und Zapfenschicht

stattfinden, den einzelnen Schichten zuzuweisen.

Synergismus aus bildgebenden und proteomischen
Verfahren

Komplementiert wird die bildgebende Massenspektrometrie
durch weitere bildgebende Verfahren und bildbasierte Analyse-
methoden, sowie durch die umfassende proteomische Analyse
der licht- und dunkeladaptierten Netzhaut. Dafiir finden moder-
ne, proteomische Methoden Anwendung. Alle Proteine der Netz-
haut und ihre jeweiligen Modifikationen werden nach entspre-
chender Adaptation identifiziert und vergleichend quantifiziert
(Hauck et al., 2010). Im Sinne der systembiologischen Analyse
kdnnen nun erstmals diese proteomischen Signaturen mit der
bildgebenden Massenspektrometrie kombiniert werden und so
die Adaptation in molekularer, ortsaufgeldster Form abgebildet
werden. Gezielte immunbhistologische Fiarbungen von Geweben
(in situ) komplettieren diese Analysen auf molekularer Ebene und
kénnen durch vergleichende Bildanalysen quantifiziert werden.
Um die Adaptation in ihrer Dynamik untersuchen zu kénnen,
werden den in vitro Erkenntnissen in vivo Experimente gegen-
iibergestellt. Das Verstindnis der Netzhaut kann dadurch um
dynamische und ortsspezifische Parameter erweitert werden. In
diesem Projekt werden augenmedizinische Untersuchungstech-
niken genutzt und mit multispektralen Methoden zur molekula-
ren Bildgebung verkniipft, die es erméglichen mehrere Fluores-
zenzmarker simultan zu messen (Themelis et al., 2008). Das Ziel
dabei ist es, mit Fluoreszenzmolekiilen markierte Proteine iiber
ldngere Zeitrdume zu verfolgen, um damit deren raumliche und
zeitliche Dynamik zu beschreiben. Zur qualitativen Verbesserung
der Messergebnisse wird die automatische Bildanalyse von Mi-
kroskopbildern genutzt. Durch computerbasierte, automatische
Identifizierung der einzelnen Schichten der Netzhaut kénnen
schichtspezifische Proteinmuster mit hoher Genauigkeit fiir wei-
tere Modellierungen bestimmt werden. Um alle im Verlauf des
Projekts anfallenden Bild- und Massenspektrometriedaten analy-
sieren und kombinieren zu kénnen, wird eine Softwareplattform
der Definiens AG (Abb. 3) verwendet. Dabei sollen Schnittstellen
zwischen den unterschiedlichen Untersuchungsmethoden her-
gestellt und genutzt werden, um ein méglichst leistungsstarkes
und aussagekriftiges systembiologisches Modell der Netzhaut zu

erstellen.
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Die beteiligten Partner

Medizinischer Nutzen und klinische Relevanz der
molekularen Bildgebung

Das Verstindnis des normalen, gesunden Zustands der Netzhaut
ist Grundvoraussetzung fiir das Verstidndnis von Erkrankungen
der Netzhaut. Nach der Erforschung der Adaptation wird sich

der IMAGING Verbund deshalb den Erkrankungen der Netzhaut
zuwenden. Wenn man die Mechanismen hinter krankhaften
Verinderungen der Netzhaut besser versteht, so kénnen diese Er-
kenntnisse neue Behandlungswege erdffnen oder eine wirksame

Privention ermoglichen.

Systembiologie durch eine Integration verschiedener bildgeben-
der Verfahren von Geweben ist nicht nur auf die Untersuchung
der Netzhaut beschrinkt. Die entwickelten Modelle und wissen-
schaftlichen Herangehensweisen lassen sich auch auf andere
Gewebe wie beispielsweise Tumorgewebe und Entziindungsreak-
tionen iibertragen. Dies erlaubt den Briickenschlag zwischen der
molekularen Forschung und der klinischen Anwendung, insbe-

sondere im Hinblick auf die personalisierte Medizin.

Ralf Schénmeyer, Axel Walch, Alice Ly, Stephan Meding, Karin Radrich, Marius Ueffing, Giinter Schmidt, Detlev Suckau, Sandra Rauser, Stefanie Hauck, Laurent Demaret,
Vasilis Ntziachristos, Martin Storath (von links nach rechts). (Bild: Die Partner des IMAGING Verbundes)

(4) Institut fiir Biomathematik und Biometrie, Helmholtz Zen-
trum Miinchen: Prof. Dr. Rupert Lasser, Dr. Laurent Demaret,
Martin Storath

(5) Definiens AG, Miinchen: Dr. Giinter Schmidt, Dr. Ralf Schén-
meyer

(6) Bruker Daltonik GmbH, Bremen: Dr. Detlev Suckau
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simulierte

leberregeneration

Wie Computerprogramme biologische Prozesse in lebendem

Gewebe vorhersagen

von Dirk Drasdo, Stefan Hoehme und Jan G. Hengstler

Modelle identifizieren einen bislang unbekannten
Mechanismus

Welche Prozesse laufen in lebendem Gewebe ab?
Wie bewerkstelligen es die einzelnen Zellen eines
Gewebes, sich zu funktionellen Einheiten zusam-
menzuschlieBen? Schon seit mehr als hundert Jah-
ren gehen Biologen dieser Fragestellung nach. Die
Kenntnis der komplexen Gewebearchitektur und
des Zusammenwirkens innerhalb von Zellverbanden
ist wichtig fur das Verstandnis von Krankheiten. Vor
kurzem haben wir eine Technik etabliert, mit der
man die Architektur eines Gewebeverbands quanti-
tativ erfassen und Entwicklungen simulieren kann.
Am Beispiel der Leberregeneration konnten wir zei-
gen, wie mit dieser Technik die komplexen Mecha-
nismen des Zusammenspiels von Hepatozyten, dem
Hauptzelltyp der Leber, und den Endothelzellen, den
kleinen LeberblutgefaBen, besser verstanden wer-
den kénnen. In stdndigem Dialog von Experimenta-
toren und Modellierern entdeckten wir einen zuvor
unbekannten Ordnungsmechanismus, welcher der
Leber hilft, sich nach einer Vergiftung zu regenerie-
ren (Hoehme et al., 2010).

Die Leber

In der griechischen Mythologie wurde Prometheus von Zeus
dadurch bestraft, dass ein Adler jeden Tag von seiner Leber fraf§
und sich diese anschlieBend wieder erneuerte, nur um am nichs-
ten Tag abermals angefressen zu werden. Tatsdchlich verfiigt die
Leber iiber eine bemerkenswerte Regenerationsfahigkeit: Bis zu
dreiviertel der Lebermasse kann der menschliche Kérper nach

einer Schidigung wiederherstellen.

Die Leber - als groRtes inneres Organ des Menschen - spielt eine

wichtige Rolle fiir den gesamten Stoffwechsel. Sie ist nicht nur fiir

die Aufnahme von Nihrstoffen zusténdig, sondern entgiftet auch

das Blut.

Aufgebaut ist die menschliche Leber aus Lappen, die wiederum
aus etwa 500.000 Leberldppchen zu funktionalen Grundeinheiten
zusammengesetzt sind. Insgesamt haben wir etwa eine Million
dieser Leberldppchen, die von sauerstoff- und nihrstoffreichem
Blut durchflossen werden. Die spezielle Architektur des Leber-
lappchens stellt den optimalen Stoffaustausch zwischen Blut und

den Hepatozyten, den ,,Arbeitstieren” der Leber, sicher.

Medizinische Relevanz

Die Herausforderung fiir die regenerierende Leber besteht darin,
dass eine duerst komplexe Gewebearchitektur wiederhergestellt
werden muss. Leberschiden entstehen durch Virusinfekte, Al-
kohol oder bestimmte Medikamente. Beispielsweis gehort eine
Uberdosis des Schmerzmittels Paracetamol (auch bekannt als
Acetaminophen) zu den haufigsten Ursachen fiir akutes Leber-
versagen. Die Substanz verursacht ein charakteristisches Schi-
digungsmuster, bei dem speziell das Zentrum der Leberldppchen

betroffen ist.

Als Experimentalsubstanz fiir unsere Versuche mit Miusen nut-
zen wir Tetrachlorkohlenstoff, da das Schidigungsmuster dem
von Paracetamol sehr dhnelt. Bereits nach einer Woche hatten
die Labortiere ihre Lebermasse vollstindig regeneriert. Auch die
Funktion war schnell wiederhergestellt. Unser Interesse galt der
Frage, wie die Leber diese Leistung bewerkstelligt? Dazu entwi-
ckelten wir zunéchst aus Experimenten, Bildanalysen und Com-
putersimulationen eine Prozesskette, die uns eine quantitative

Analyse des Regenerationsprozesses erlaubte.

Vom Experiment zum Modell
Bevor wir beginnen konnten, bendtigten wir zunichst die Aus-
gangssituation vor der Leberschidigung als Referenzzustand.

Dazu wurde die Mikroarchitektur der ungeschidigten Mausleber
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Abbildung 1: Vom Originalbild zum mathematischen Modell.

(A.1) zeigt einen Konfokalbildstapel. Dabei markiert die blaue Farbung die Zellkerne, griin die Sinusoide (BlutgefaBe im Leberlappchen) sowie Gallekanale und rot die
Sinusoide und Endothelzellen. Die Uberlagerung des roten und griinen Kanals (gelb) markiert die Sinusoide allein. (A.2) ist ein typisches Orginal-Schnittbild vor der
Bildverarbeitung. Die B-Bilder zeigen die Trennung der gelb und blau geférbten Bildpunkte (B.1: Sinusoide, B.2: Zellkerne), welche in Bildverarbeitungsketten aufgear-
beitet und in (C) zu einem drei-dimensionalen Bild des Leberlédppchens im Computer wieder zusammengesetzt wurden, das dann zur Quantifizierung der Bildinforma-
tion in Bildanalyseschritten weiterverarbeitet wurde (D), um ein reprasentatives Lappchen als Startzustand fiir das mathematische Modell zu konstruieren (E).
(modifiziert aus: Hoehme et. al., 2010)

anhand von optischen Schnittbildern mit einem Konfokalmikro- Die im Bild enthaltene Information quantifizierten wir durch
skop vermessen (Abb. 1 A). Um einzelne Strukturen sichtbar zu Weiterverarbeitung der Lage, Position, Dichte und Form der Zel-
machen, setzten wir spezielle Fluoreszenzfarbstoffe zur selekti- len, sowie der Architektur der BlutgefdRe in Zahlen (Abb. 1 D).
ven Farbung ein (Abb. 1 A.1), welche im Computer anschlieRend Als Endprodukt der Bildverarbeitung entstand ein représentati-
mittels einer Bildverarbeitungs- und Analysekette (Abb. 1 B) zu ves Lippchen, das als Startkonfiguration fiir die anschlieRende
einem dreidimensionalen Bild zusammensetzt wurde (Abb. 1 C). Computersimulation diente (Abb. 1 E).

Abbildung 2: Schnitt durch das Leberldppchen
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Schnitt durch das Leberl&ppchen (vor Gabe von Tetrachlorkohlenstoff (A), sowie zwei, vier und acht Tage danach (B-D)). (E-H) Quantitative Charakterisierung
des Regenerationsprozesses durch Prozessparameter (Details siehe Text). Die Symbole bezeichnen die experimentellen Ergebnisse nach Bildverarbeitung, die
Kurven Simulationsergebnisse mit unterschiedlichen Computermodellen (siehe Legende). (I-L) Regenerationsprozess in der Computersimulation fir das Modell,

dessen Ergebnisse in F-H mit der griinen Kurve bezeichnet sind. (modifiziert aus: Hoehme et. al., 2010)




Dirk Drasdo

Der Regenerationsprozess in Zahlen

Etwa eine Woche nach der Vergiftung war die Lippchenmasse
wieder vollstidndig hergestellt. Abbildung 2 zeigt einen direkten
Vergleich des Regenerationsprozesses im Experiment (obere
Reihe) mit der Computersimulation (untere Reihe). Um eine Ver-
gleichbarkeit zwischen biologischer Realitit und Modell herstel-
len zu kénnen, haben wir vier représentative Parameter identifi-
zieren konnen: das Zellteilungsmuster im Lappchen, die Anzahl
der Zellen pro Fliche, die Flidche des abgestorbenen Gewebes und
die Kontaktfliche zwischen Hepatozyten und BlutgefdRen. An-
hand der Werte ist deutlich zu erkennen, dass die Regeneration
der Masse der Regeneration der Architektur vorausgeht. Letztere

ist erst nach zwei Wochen abgeschlossen.

Der Regenerationsprozess im Computermodell

Das Computermodell erfasst sowohl jeden einzelnen Hepatozy-
ten als auch die BlutgefiRe (Sinusoide) als Netzwerk dehnbarer,
schlauchférmiger Objekte. Jeder Hepatozyt wird dabei durch eine
Bewegungsgleichung beschrieben, mit der zu jeder Zeit seine ge-
naue Position berechnet werden kann. Diese erfasst mathematisch
die aktive Eigenbewegung des Hepatozyten sowie alle Krifte, die
auf den Hepatozyten wirken: Die Kraft durch andere Hepatozyten
und durch Sinusoide und diejenige, die durch die extrazelluldre
Matrix in den kleinen Leerrdumen zwischen den Zellen und Sinu-
soiden auf den Hepatozyten ausgetiibt wird. Die Zellparameter im
Modell sind im Prinzip alle messbar. Eine der Zelle d4quivalente Be-

wegungsgleichung wurde auch fiir die Sinusoide aufgestellt.

Um sicherzugehen, dass das Modell auch die Wirklichkeit wider-
spiegelt, haben wir die Computerdaten immer wieder mit den
Messungen der Biologen abgeglichen. Wie wichtig die Riickkopp-
lung mit den Laborexperimenten ist, zeigt die fortlaufende Weiter-
entwicklung des Modells in drei Schritten. In der ersten Version
des Modells fand die Zellteilung in zufilliger Richtung statt und
auch die Zellwanderung geschah ungerichtet. Die Erklarungskraft

des Modells war gering, da lediglich die Anzahl der regenerierten

Leberzellen korrekt beschrieben wurde (rote Kurve in Abb. 2 D).

Ein genaueres Studium der Mikroskopieschnitte zeigte, dass die
Hepatozyten am Rand der abgestorbenen Regionen fiifchenartige
Auslédufer in das tote Gewebe hineinstreckten. Kénnten die Zellen
vielleicht kollektiv gerichtet wandern - obwohl isolierte Hepato-
zyten in toten Leberteilen nicht nachzuweisen waren? Nachdem
wir gerichtete Zellbewegungen in der zweiten Version des Modells
beriicksichtigten, fithrte dies zu einer erheblichen Verbesserung
der Computervorhersage. Mit Modell 2 lieR sich auch das Schlie-
RBen der toten Zone korrekt beschreiben (blaue Kurve in Abb. 2

G). Trotzdem versagte das Modell weiterhin, wenn es um die Ar-
chitektur ging (Abb. 2 H). Diese erfordert némlich ein hohes MaR
an Ordnung: Die Hepatozyten mussten sich wie Perlen auf einer
Schnur an den Sinusoiden entlang schldngeln, um ihre Kontakt-
flache zu maximieren. Tatsdchlich gelang der Durchbruch, als im
Modell 3 angenommen wurde, dass sich die Hepatozyten bei ihrer
Teilung entlang der Sinusoide ausrichten. Dieser Mechanismus
konnte alle Prozessparameter korrekt erkldren (griin in Abb. 2
E-H). Aber entspricht die Erklarung des Modells auch der Wirklich-

keit in lebendem Gewebe?

Unsere Vorhersage bestétigt sich: HSA ist ein Ord-
nungsmechanismus

In einem letzten Experiment haben wir in drei Dimensionen den
Winkel zwischen den beiden Tocherzellen nach ihrer Teilung und
dem nichstgelegenen Sinusoid bestimmt. Das Ergebnis entsprach
den theoretisch von Modell 3 vorhergesagten Werten. Damit war
bestitigt, dass sich Hepatozyten an den Sinusoiden ausrichten.
Ohne diesen Ordnungsmechanismus, den wir HSA (Hepatocyte-
Sinusoid Alignment) tauften, kann eine korrekte Regeneration

der Leberldppchenarchitektur nicht stattfinden.

Mit dieser Arbeit konnten wir beispielhaft zeigen, wie Bildin-
formationen aus histologischen Priparaten genutzt werden
kénnen, um Modelle zur Vorhersage von rdumlich-zeitlichen

Organisationsprozessen im Gewebe aufzustellen. Das Prinzip




unseres Verfahrens kann leicht tibertragen werden und ist viel-
seitig anwendbar: Es wird derzeit etwa zum Verstdndnis von
Leber- und Lungenkrebs, sowie anderen Erkrankungen dieser
Organe eingesetzt. Ebenso hilft die Arbeit beim Verstdndnis der
Leberregeneration nach einer operativen Teilentfernung, die bei

Krebserkrankungen nétig sein kann.

Da das Modell jede einzelne Zelle abbildet, konnen auch mole-
kulare Regulationsmechanismen innerhalb der Zellen mit ein-
bezogen werden (Ramis-Conde et al., 2008). Wenn verschiedene
biologische Ebenen, wie hier das Verhalten der einzelnen Zelle
und ihrer inneren molekularen Ablidufe, mathematisch mitein-
ander verkniipft werden, spricht man von Multiskalen-Modellen.
Eben solche iibergreifende Modelle der Leber werden derzeit in-
nerhalb des Verbundprojekts Virtuelle Leber entwickelt. Dabei bil-
den unsere Modelle die Grenzfliche zwischen molekularen und
Ganzgewebe-Modellen. Langfristig wird es méglich sein, Verdn-
derungen von Zellmasse und Gewebsarchitektur bei molekularen

Veridnderungen vorherzusagen.

Referenzen:
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severfahren ermdglichen die quantitative
Auswertung von kompletten Gewebeschnitten

von André Homeyer, Andrea Schenk, Uta Dahmen, Michael Schwier, Tobias Preusser und Olaf Dirsch

Ihr Kind fuhlt sich krank und Sie legen die Hand an
seine Stirn. Fieber? Zur Vorsicht fuhlt lhr Partner
nochmal. Das Kind scheint gesund zu sein! Gewiss-
heit bringt aber nur das Thermometer.

Ohne technische Hilfsmittel sind diagnostisch wich-
tige GroBen oft nur grob bestimmbar. Dies gilt in
besonderem MaBe flr die Quantifizierung von Ge-
webeeigenschaften in der Pathologie. Deshalb ent-
wickelt Fraunhofer MEVIS in enger Zusammenar-
beit mit Medizinern des Universitatsklinikum Jena
innovative Verfahren, um ganze Gewebeschnitte
automatisch auszuwerten. Die resultierende Tech-
nologie hat das Potential, die Beantwortung wis-
senschaftlicher Fragestellungen zu revolutionieren
und die klinische Diagnostik deutlich zu verbessern.

Mit der Histologie, d.h. der mikroskopischen Untersuchung von
Geweben, werden umfangreiche, rdumlich aufgeldste Informatio-
nen iiber Gewebestrukturen und die zugrunde liegenden zelluli-
ren Prozesse gewonrnen, die kein anderes Bildgebungsverfahren
liefern kann. Der Pathologe nutzt diese Informationen zusammen
mit den klinischen Angaben fiir die Erstellung seiner Diagnose.
Im Gegensatz zu anderen bildbasierten Gebieten der Medizin,

wie beispielsweise der Radiologie, wird die Histologie noch weit-
gehend ohne Computerunterstiitzung praktiziert. Durch die
Entwicklung neuartiger, digitaler Slide-Scanner steht die histolo-
gische Diagnostik jedoch vor einem Innovationsschub, der die Ef-
fizienz und Qualitét dieses diagnostischen Verfahrens nachhaltig
verbessern wird. Einen wesentlichen Beitrag hierzu werden auto-
matische Bildanalysemethoden leisten, die Gewebeeigenschaften

schnell, genau und reproduzierbar messen.

Von lokaler Auswertung zu globaler Analyse
Mit konventionellen Methoden war es bisher nur méglich, Ge-
webeeigenschaften in wenigen, kleinen Ausschnitten zu messen

und die Ergebnisse dann auf das gesamte Organ zu verallgemei-

nern. Beriicksichtigt man jedoch, dass viele Gewebeeigenschaften
raumlich ungleichmiRig verteilt sind, kann diese Vereinfachung
zu einem grofen Fehler fithren. Durch die Entwicklung neuartiger
Scanner, die ganze Objekttriger mit hoher VergroRerung digitali-
sieren und als virtuelle Objekttriger im Computer verfiigbar ma-
chen, ist es nun zum ersten Mal méglich, Auswertungen auf dem
gesamten Gewebeschnitt durchzufiihren. Fiir die automatische
Bildanalyse birgt die Technologie jedoch neue Herausforderun-
gen. Da viele relevante Details nur bei starker VergréRerung zu
erkennen sind, miissen Objekttrager komplett auf dieser Vergro-
Rerung digitalisiert werden. Des Weiteren sind pathologische Un-
tersuchungen auf den schnellen Wechsel zwischen verschiedenen
VergroRerungen angewiesen. Daher miissen virtuelle Objekttra-

ger auf vielen VergréRerungen gespeichert werden (Abb. 1). Ein

Virtuelle Objekttrager werden auf hdchster VergroBerung digitalisiert und auf
mehreren VergréBerungen gespeichert. Daraus resultieren Gigabyte-groBe
Dateien, die besondere Herausforderungen an die Verarbeitung stellen (Bild:

Fraunhofer MEVIS / U. Dahmen & O. Dirsch, Exp TxChir Jena).




Abbildung 2: Bildanalyse in ganzen Gewebeschnitten

einziger virtueller Objekttriger umfasst somit bis zu 25 Gigapixel,
das heiflt genauso viel wie 2.500 Bilder einer modernen Digital-
kamera. Ein ganzer Satz digitaler Objekttréger fiillt schnell eine
Terabyte-grolRe Festplatte.

Mit herkémmlichen Verfahren kann die Analyse von virtuellen
Objekttragern mehrere Tage in Anspruch nehmen. Daher be-
schrénken sich die meisten verfiigbaren Bildanalysemethoden
nach wie vor auf die Auswertung weniger kleiner Bildausschnitte
und ignorieren dabei das Potential der neuen Technik. Fraunho-
fer MEVIS hat sich dagegen von Anfang an auf die Auswertung
ganzer virtueller Objekttrager spezialisiert (Abb. 2). Wihrend
alternative Ansitze versuchen, den enormen Datenmengen durch
eine Steigerung der Rechenleistung Herr zu werden, entwickelt
Fraunhofer MEVIS intelligente Strategien, mit denen die ,,Riesen-
bilder* auch auf handelsiiblichen Computern schnell verarbeitet

werden kénnen.

Die Idee: Genau wie ein Pathologe, sucht der Computer zunichst
nach relevanten Bildausschnitten auf niedriger VergréRerung

und wechselt nur dann auf hohere VergréRerungen, wenn er

Fraunhofer MEVIS entwickelt automatische Bildanalysemethoden, um mikroskopische Gewebeeigenschaften, wie die Verfettung einzelner Zellen, in ganzen Gewebe-
schnitten zu messen und rdumlich darzustellen (Bild: Fraunhofer MEVIS / U. Dahmen & O. Dirsch, Exp TxChir Jena).

detaillierte Informationen iiber diese Bildausschnitte benétigt.
Im Vergleich zu einer kompletten Auswertung auf héchster Auf-
16sung, verursachen solche mehrskaligen Analysen deutlich weni-

ger Rechenaufwand.

Digitale Histologie in der medizinischen Forschung
Erste praktische Anwendungen der neuen Bildanalysetechnik
ermdglichen die automatische Unterscheidung zwischen leben-
dem und totem Gewebe in histologischen Leberschnitten. Mit
weiteren Applikationen lassen sich verschiedene Zelltypen und
Zellstrukturen auszdhlen, um Riickschliisse auf die Regenerati-
onsaktivitdt oder den Verfettungsgrad der Leber zu ziehen. Jeder
dieser Parameter wird vollautomatisch pro Gewebeschnitt be-
rechnet - auch dann, wenn sich mehrere Gewebeschnitte unter-
schiedlichen Typs oder Verschmutzungen auf dem Objekttriger
befinden (Abb. 3). Im Rahmen des Projekts Virtuelle Leber werden

diese Verfahren kontinuierlich erweitert und verbessert.

Die Besonderheit der neuen Analyseverfahren ist, dass sie Ge-
webeeigenschaften nicht nur in winzigen Gewebeausschnitten,

sondern im gesamten virtuellen Schnitt quantifizieren. Der so
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Abbildung 3: Automatische Erkennung von Gewebeschnitten
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Die entwickelten Bildanalysemethoden funktionieren
auch dann, wenn sich mehrere Gewebeschnitte un-
terschiedlichen Typs oder Verschmutzungen auf dem
Objekttrager befinden. Das Bild zeigt die automati-
sche Erkennung von Rattenleberschnitten auf einem
Objekttrager, der zusatzlich noch Darmschnitte und
Verunreinigungen enthalt (Bild: Fraunhofer MEVIS / U.
Dahmen & O. Dirsch, Exp TxChir Jena).




»Experimentelle Transplantationschirurgie*
an der Klinik fir Allgemeine, Viszerale und GefaBchirurgie des Universitatsklinikums Jena (v.l.n.r.: Anding Liu, Olaf Dirsch, Uta Dahmen, Haoshu Fang, Hao Jin,
Jian Sun, Wei Dong).

deutlich vergréRerte Stichprobenumfang fiihrt zu einer verbes-
serten statistischen Aussagekraft der ermittelten GroRen. Darii-
ber hinaus kénnen die ermittelten GréRen nicht nur in numeri-
scher Form ausgegeben, sondern auch als farbliche Uberlagerung
auf den Gewebeschnitten visualisiert werden. Auf diese Weise
offenbaren sich haufig strukturelle Muster, die bei rein quanti-
tativen Analysen verborgen bleiben. Erste Validierungsversuche
haben bestitigt, dass die untersuchten Gewebeeigenschaften
nicht gleichmiRig iiber die Schnitte verteilt sind, sondern sich
beispielsweise am Verlauf von GefdRstrukturen orientieren.

Eine besondere Herausforderung in der histologischen Bildana-
lyse ist die groRe Variabilitdt zwischen den aufgenommenen
Bildern. Schon kleine Unterschiede bei der Praparation der
Objekttriager kdnnen das digitale Bild so stark beeinflussen, dass
statische Mustererkennungsmethoden nicht mehr funktionieren.
Aus diesem Grund hat Fraunhofer MEVIS den Computer lernfihig
gemacht. Um einen Algorithmus auf neue Firbeeigenschaften
anzupassen, muss der Benutzer lediglich Beispiele fiir die rele-
vanten Gewebetypen aufzeigen (Abb. 4). Der Computer stellt sich
dann selbststidndig ein und klassifiziert weitere Objekttriger mit

dhnlichen Firbeeigenschaften automatisch.

3D-Histologie

Histologische Auswertungen waren bisher auf zwei rdumliche
Dimensionen beschrinkt. Fiir viele neue Fragestellungen, wie z.B.
die Modellierung der Leberregeneration oder der Blutflussregu-
lation innerhalb des Forschungsnetzwerks Virtuellen Leber, muss
das Gewebe jedoch in seinem tatsdchlichen dreidimensionalen
Kontext betrachtet werden. Deshalb forscht Fraunhofer MEVIS im
interdisziplindren Diskurs mit experimentellen Chirurgen, Patho-
logen und Radiologen an innovativen Bildverarbeitungsmethoden,
welche die Stirken der Computertomographie und der Histologie

kombinieren.

In einer ersten Anwendung wird ein umfassendes rdumliches Mo-
dell der Restleber nach einer operativen Resektion erstellt. Dafiir
werden die Gefile einer Mausleber mit Rontgenkontrastmittel
angefiillt und einer CT-Untersuchung unterzogen, sodass ein drei-
dimensionales Abbild der Organstruktur und des Gefifbaumes
entsteht. AnschlieBend werden histologische Serien- oder Stufen-
schnitte des gesamten Organes hergestellt, um verschiedene Ge-
webeeigenschaften bzw. die Expression verschiedener molekularer

Marker zu bestimmen. Fraunhofer MEVIS entwickelt in diesem Zu-
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Die entwickelten Analysemethoden kdnnen Uber eine
einfache Benutzerschnittstelle schnell an unterschied-
liche Bildeigenschaften angepasst werden. Daftir
muss der Benutzer lediglich Beispiele der relevanten
Gewebetypen auswahlen (Pfeile) (Bild: Fraunhofer

MEVIS / U. Dahmen & O. Dirsch, Exp TxChir Jena).
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»VirtualLiver-Bildverarbeitungsgruppe*

sammenhang Bildanalysealgorithmen, welche die radiologischen
und histologischen Informationen zu einem dreidimensionalen
Organmodell integrieren (Abb. 5). Im Rahmen des Projekts Virtuelle
Leber wird diese neue Art der 3D-Histologie einen wichtigen Bei-
trag zum ganzheitlichen Verstdndnis der Lebermorphologie und

-funktion leisten.

Abbildung 5: 3D-Histologie

am Fraunhofer MEVIS (v.l.n.r.: Michael Schwier, Tobias Preusser, André Homeyer, Andrea Schenk).

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das BMBF-geforderte Projekt Virtuelle Leber ist ein Netzwerk aus
siebzig Forschergruppen, die sich zum Ziel gesetzt haben, ein
dynamisches, mehrskaliges Modell der menschlichen Leber zu
erstellen. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,,Experimentelle
Transplantationschirurgie und dem Leber- und GefdRpatholo-
gen des Universitdtsklinikums Jena entwickelt Fraunhofer MEVIS
makroskopische Modelle der Lebermorphologie und Methoden
fiir die automatische Messung von Gewebeeigenschaften in ex-
perimentellen Bilddaten. Dabei profitiert Fraunhofer MEVIS von
mehr als 15 Jahren Erfahrung in der medizinischen Bildverarbei-

tung und Modellierung.

Weiterfihrende Literatur:

Diamond, J., and McCleary, D. (2009). Virtual Microscopy. In
Advanced Techniques in Diagnostic Cellular Pathology, M. Han-
non-Fletcher, and P. Maxwell, ed. (West Sussex, UK: John Wiley &
Sons), pp. 1-36.

Madabhushi, A . (2009). Digital pathology image analysis: oppor-
tunities and challenges. Imaging in Medicine 1 (1): 7-10.

May, M. (2010). A Better Lens on Disease. Scientific American
Magazine 302 (5): 74-77.

Ein aktuelles Forschungsthema ist die dreidimensionale raumliche Korrelation
von verschiedenen Gewebeeigenschaften. Dazu werden histologische Seri-
enschnitte abwechselnd auf verschiedene Weise gefarbt, digitalisiert und mit
neuen Bildverarbeitungsmethoden in ihre urspringliche raumlichen Anordnung
zurlickversetzt (Bild: Fraunhofer MEVIS / U. Dahmen & O. Dirsch, Exp TxChir

Jena).
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Neuigkeiten aus dem BMBF

»Das Wissenschaftsjahr 2011 - Forschen fiir
unsere Gesundheit“

Wissen ist die beste Medizin — unter diesem Motto
wurde im Januar das ,Wissenschaftsjahr 2011 - For-
schung fur unsere Gesundheit® in Berlin ertffnet.
Eine Vielzahl von Ausstellungen, Wettbewerben
und Diskussionsveranstaltungen bieten Einblicke
in aktuelle Herausforderungen und Forschungser-
gebnisse. Gleichzeitig dient das Wissenschaftsjahr
als Forum zum Dialog zwischen Wissenschaft und
Biirgerinnen und Biirgern. Neben seltenen Krank-
heiten und individualisierter Medizin stehen die
groB3en Volkskrankheiten sowie der Pravention
durch Erndhrung und Bewegung im Mittelpunkt
des Wissenschaftsjahres. ,Es ist unser Ziel, neue Er-
gebnisse und Erkenntnisse so rasch wie moglich in
die érztliche Praxis einflieen zu lassen®, sagte Bun-
desforschungsministerin Schavan zur Eréffnung.

Wissenschaftsjahr m

Forschung fir
unsere Gesundheit

Eine Initiative des Bundesministeriums
flr Bildung und Forschung

Durch die Einbindung neuer Medien wie Youtube,
Twitter oder Facebook sollen vor allem jiingere
Menschen erreicht werden. Schulklassen kdnnen
im Rahmen der Forschungsbérse (www.forschungs-
boerse.de) Wissenschaftler in ihr Klassenzimmer
einladen oder diese an ihrem Arbeitsplatz besu-
chen.

Weitere Informationen unter:
www.forschungsboerse.de

HIGHTECH-STRATEGIE

Rahmenprogramm zur Gesundheits-
forschung

In der Gesundheitsforschung werden neue oder bes-
sere Diagnoseverfahren und Therapien entwickelt,
um kranken Menschen effektiver zu helfen. Neue
Ansitze und Wege zur Pravention werden gesucht,
die dazu beitragen, Krankheiten gar nicht erst
entstehen zu lassen. Das Ziel der durch die Bundesre-
gierung geforderten Gesundheitsforschungist, dass
alle Menschen von aktuellen Forschungsergebnis-
sen profitieren konnen. Hierzu verabschiedete das
Kabinettdas neue Rahmenprogramm Gesundheits-
forschung der Bundesregierung. Es definiert die stra-
tegische Ausrichtung der medizinischen Forschung
furdie kommenden Jahre und ist die Grundlage der
Finanzierung medizinischer Forschung an Hoch-
schulen, Universitdtskliniken, auBeruniversitaren
Forschungseinrichtungen und in der Wirtschaft.

Neben dem Aufbau der Deutschen Zentren fur Ge-
sundheitsforschung, die sich den Volkskrankheiten
widmen, stehen funf weitere Aktionsfelder im Mit-
telpunkt des Rahmenprogramms: (i) die Forschung
zur individualisierte Medizin, (ii) die Praventions-
und Erndhrungsforschung, (iii) die Versorgungs-
forschung, (iv) die Forschung zur Optimierung der
Gesundheitswirtschaft und (v) die Gesundheitsfor-
schung in globaler Kooperation.

Das BMBF fordert die Gesundheitsforschung im
Jahr 2011 mit der Rekordsumme von mehr als einer
Milliarde Euro.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/de/gesundheitsforschung.php
www.bmbf.de/press/3014.php

Bundeshaushalt 2011

Deutschlands Zukunftliegtin der exzellenten Aus-
bildung seiner Biirgerinnen und Biirger auf breites-
ter Basis. ,,Die Qualitat des deutschen Forschungs-
und Innovationssystems entscheidet mafgeblich
uber unsere internationale Wettbewerbsfahigkeit*,
sagte Bundesforschungsministerin Annette Scha-
van. Nur mit exzellenter Aus- und Weiterbildung
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Nationale Forschungsstrategie BioOkonomie 2030
Unser Weg zur bio-basierten Wirtschalt
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Wollen die BioOkonomie vorantreiben: Reinhard Hiittl, Thomas Rachel, Robert Kloos, Holger Zinke, Helmut Born (v.1.)

(Quelle: BIOCOM)

wird Deutschland seine Spitzenposition in der
Welt beibehalten und weiter ausbauen kénnen.
Diese Aussagen spiegeln sich auch im Haushalt des
BMBEF fiir 2011 wieder, der gegeniiber dem Vorjahr
um rund 782 Millionen Euro auf insgesamt 11,646
Milliarden Euro angewachsen ist. ,Mit der klaren
Prioritdatensetzung auf Zukunftsinvestitionen steht
Deutschland heute einzigartig da“, sagt Bundesmi-
nisterin Annette Schavan, ,,in seiner Geschichte,
wie auch im internationalen Vergleich.”

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/press/3001.php

BioOkonomie 2030 - Starkung der bio-
basierten Wirtschaft

Als BioOkonomie wird die wirtschaftlich ausge-
richtete nachhaltige Nutzung biologischer Res-
sourcen wie Pflanzen, Tiere und Mikroorganismen
verstanden. Sie ist dabei sehr breit aufgestellt und
umfasst eine Vielzahl von Branchen im Rohstoff-
und Lebensmittelbereich, im Maschinen- und
Anlagenbau, in der Automobilindustrie, in der
Umwelttechnologie, in der Bauwirtschaft sowie in
zahlreichen Dienstleistungsbranchen. Mit der
~Nationalen Forschungsstrategie BioOkonomie
2030“legtdie Bundesregierung die Grundlagen

fiir die Vision einer nachhaltigen bio-basierten
Wirtschaft bis zum Jahr 2030, deren vielfaltiges
Angebot die Welt ausreichend und gesund erndhrt
sowie mit hochwertigen Produkten aus nachwach-
senden Rohstoffen versorgt.

Die Fordersumme belduft sich auf mehr als 2
Milliarden Euro in den ndachsten sechs Jahren. Eine
Innovationsinitiative zur weif3en Biotechnologie
wird dabei eine der ersten MaBnahmen sein. Fiir
die Forderung von Verbiinden aus Wirtschaft und
Wissenschaft stellt das BMIBF bis zu 100 Millionen
Euro uber fiinf bis zehn Jahre bereit.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/de[/1024.php
www.bmbf.de/press/2991.php

BMBF fordert die deutsch-amerikanische
Stammazellforschung

Fir neurodegenerative Erkrankungen, aber auch
Diabetes oder Krebs entwickelt sich die regenerative
Medizin zu einem universellen Hoffnungstrager.
Wissenschaftler erforschen spezielle Eigenschaften
von Stammzellen, mit denen die Selbstheilungskraf-
te des Korpers aktiviert und die Ziichtung von Gewe-
be auBerhalb des Koérpers ermoglicht werden.
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Astrozyten, entstanden aus embryonalen Stammzellen
(Quelle: Bundesinstitut fiir Risikobewertung, ZEBET)

,Nur durch Kooperation der besten Forscherinnen
und Forscher konnen Therapien mit Stammzellen
Wirklichkeit werden®, sagt Bundesforschungsmi-
nisterin Annette Schavan. Dieser Maxime folgend
unterstiitzt das BMBF eine Kooperation deutscher
und amerikanischer Wissenschaftlerinnen und Wis-
senschaftler mit bis zu 12 Millionen Euro. Dadurch
konnen sich deutsche Forscher seit diesem Jahr an
Ausschreibungen des auf Stammzellforschung spe-
zialisierten kalifornischen Instituts fiir Regenerative
Medizin (CIRM) beteiligen.

In der aktuellen Ausschreibung wurden drei Teams
mit deutscher Beteiligung fiir eine Férderung ausge-
wahlt: Das Team um Prof. Oliver Briistle (Universitét
Bonn) entwickelt eine Therapie fiir Patienten mit der
neurodegenerativen Erkrankung Canavan. Am zwei-
ten Projektist Dr.José Tomas Egana (TU Miinchen) be-
teiligt, dessen Forschung die hdufig problematische
Wundheilung bei Diabetes-Patienten beschleunigen
soll. Die Wissenschaftler um Prof. Andreas Hochhaus
(Universitatsklinikum Jena) haben im dritten Projekt
Krebsstammzellen im Fokus.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/press/2995.php

HIGHTECH-STRATEGIE

Landnutzung nachhaltig gestalten

Fir den Menschen ist die Landoberfldche der
primére Lebensraum, den er seit Jahrhunderten
beeinflusst und als wichtigste Grundlage seines Le-
bens gestaltet. Der globale Wandel und die wach-
sende Weltbevolkerung verstarken die Konkurrenz
um die Landnutzung weltweit. ,Wir mtiissen Lésun-
gen finden, um auch kiinftig sowohl die Versor-
gung mit Nahrungsmitteln als auch mit Energie

zu sichern und urbanen Lebensraum ebenso wie
eine intakte Umwelt zu erhalten®, sagt Dr. Georg
Schiitte, Staatssekretdr im Bundesministerium fir
Bildung und Forschung.

Im Rahmen des BMBF-Rahmenprogramms ,,For-
schung fir nachhaltige Entwicklungen® adressiert
die FérdermaBnahme ,Nachhaltiges Landmanage-
ment“ Aspekte rund um eine optimale Landbewirt-
schaftung. Dabei sind die Projekte auf beispielhafte
Regionen fokussiert, da die Auswirkungen des
globalen Wandels auf Lebensverhéltnisse gerade
aufregionaler Ebene deutlich spiirbar sind. Hierzu
stellt das Ministerium bis 2015 Forschungsmittel in
Hohe von 100 Millionen Euro zur Verfiigung. Die
weltweiten Projekte vereinen die Expertisen von
Ingenieuren, Sozial- und Naturwissenschaftlern
sowie Vertretern von Behorden, Regionen und
Kommunen.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/press/2992.php

Die europaische Spallationsquelle ESS - ein
Supermikroskop fiir einzigartige Einblicke in
die Materie

Forschern den Einblick in kleinste Ebenen verschaf-
fen-das ermdoglicht die einzigartige europdische
Spallationsquelle ESS. Durch den Beschuss von
Materialien mit den winzigen, ungeladenen Neut-
ronen kann die innere Struktur der Stoffe oder die
Bewegung von Teilchen untersucht werden. So ist
zukunftig auch die Bewegung von Proteinen oder
andere Abldufe in Zellen fur die Wissenschaftler
sichtbar.
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GeoEnbiindeltdie hervorragenden Kompetenzen dieser drei groen Forschungseinrichtungen in den Geowissenschaften und der Energieforschung

(Quelle: Laurence Gough - Fotolia)

Unter Beteiligung 16 europdischer Partnerldnder
wird im schwedischen Lund die neue Neutronen-
quelle ab 2013 errichtet. Nach Fertigstellung im Jahr
2018 werden voraussichtlich 2025 die ersten Neutro-
nenin der ESS flieBen. Wissenschaftler aus dem For-
schungszentrum Jiillich koordinieren das Projekt, an
dem mit dem Deutschen Elektronen-Synchrotron
DESY, dem Forschungszentrum Dresden-Rossen-
dorf, dem HZI Berlin fiir Materialien und Energie,
dem HZI Geesthacht, dem Karlsruher Institut fir
Technologie auch weitere Helmholtz-Zentren (HZI)
beteiligtsind. Als Partner ist auch die TU Miinchen
eingebunden.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/press/3000.php
www.weltderphysik.de/ess
www.youtube.com/watch?v=5hi7zXj3xug
http://ec.europa.eu/research/esfri

GeoEN - klimafreundliche Energieversor-
gungsforschung in Potsdam und Cottbus

Eine der globalen Herausforderungen unserer Zeit
istdie flichendeckende Energieversorgung. Auch
Georessourcen in Deutschland spielen bei der Su-
che nach umwelt- und klimaschonenden Konzep-
ten der Energiegewinnung eine wichtige Rolle. Mit

dem Projekt GeoEn widmet sich ein Forschungs-
verbund aus Brandenburg den wichtigen Aspekten
Geothermie, ErschlieBung unkonventioneller Erd-
gasvorkommen und der Abscheidung, dem Trans-
portsowie der Speicherung (CCS-Technologie)

von CO, aus fossilen Kraftwerken. An den mit 5,77
Millionen Euro geférderten Arbeiten beteiligt sind
das Deutsche Geoforschungszentrum Potsdam, die
Brandenburgische Technische Universitdt Cottbus
und die Universitdt Potsdam. ,,GeoEn biindelt die
hervorragenden Kompetenzen dieser drei groen
Forschungseinrichtungen in den Geowissenschaf-
ten und der Energieforschung. Mit dem zweiten
Forderbescheid stellt das BMBF den weiteren
Ausbau von GeoEn zu einem leistungsfahigen
regionalen Forschungsnetzwerk sicher®, sagte der
Parlamentarische Staatssekretdr im BMBF Dr. Helge
Braun in Cottbus.

Weitere Informationen unter:
www.bmbf.de/press/3024.php

Informationen zu diesen und anderen inter-
essanten Themen zur Hightech-Strategie
fir Deutschland finden Sie unter
www.hightech-strategie.de
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WAS LOSEN SCHADSTOFFE IN UNSEREN ZELLEN AUS -

Das Netzwerk des Helmholtz Zentrum fiir Umweltforschung - UFZ

Im Alltag kommen wir mit einer Vielzahl von Schadstoffen in Beriihrung.
Deren Einfliisse auf unseren Organismus sind bisher nur unvollsténdig
verstanden. Dringt ein Schadstoff in eine Zelle ein, wird ein komplexes
Netzwerk von Prozessen ausgelst. Ein Schliisselelement dabei ist
der sogenannte Arylhydrocarbon (Ah) Rezeptor, der mit einer Vielzahl
von Umweltschadstoffen interagiert. Nach Aktivierung durch Bindung
eines Schadstoffes kann das zytoplasmatische Rezeptorprotein als
Transkriptionsfaktor wirken und eine Vielzahl von Genen regulieren.
Als Konsequenz werden wichtige Zellfunktionen gestért - bis hin zum
Untergang der Zelle. Ob jede Chemikalie die gleichen Effekte bewirkt
und welche Konzentrationen fir welche Effekte verantwortlich sind,
kann bisher nicht vorhergesagt werden. Simulationsmodelle sollen
helfen, die Antwort einer Zelle auf eine Chemikalie besser zu verstehen
und vorherzusagen.

Das vom Helmholtz Zentrum fiir Umweltforschung - UFZ koordinierte
Netzwerk ,Vom Umweltschadstoff zur zelluldren Antwort® der Helmholtz-
Allianz Systembiologie entwickelt deshalb Modelle, die ein besseres
Verstdndnis der zelluldren Abldufe unter Chemikalienexposition und
Vorhersagen der zu erwartenden Effekte ermdglichen sollen. Lang-
fristig lassen sich mit derartigen Vorhersagemodellen nicht nur die

Abbildung 1: Ein integriertes Modell der zellularen
Antwort auf eine Schadstoffexposition
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In einem integrierten Modell soll die zelluldre Antwort auf eine Schadstoffexposition
erklart und vorhersagbar gemacht werden. Dazu werden sowohl Schadstoff (BaP) und
Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR) Interaktion und Verteilung, sowie deren Auswirkungen
auf der Gen- und Proteinebene untersucht. Bild: UFZ
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jetzt noch notwendigen experimentellen Testserien zur Risikobeur-
teilung solcher Schadstoffe einschrénken, es werden auch weniger
Tierversuche notig sein. AuBerdem sollen aus diesen Modellen auch
Méoglichkeiten, die negativen Auswirkungen abzuwenden abgeleitet
werden.

Bei der Entwicklung der Vorhersagemodelle gehen wir von der Annahme
aus, dass in Abhangigkeit von der Anzahl der Rezeptor-Ligand-Komplexe,
die den Zellkern erreichen und an die DNA binden eine differentiell
abgestufte Beeinflussung der Genregulation und damit Schadigung
einer Zelle erfolgt. Die Verteilung der Chemikalie (Ligand) in der Zelle
und deren Wechselwirkungen mit dem Ah-Rezeptor spielen dabei
eine entscheidende Rolle. Um diese Parameter in den finalen Vorher-
sagemodellen bertiicksichtigen und mit den Informationen zur Gen- und
Proteinregulation koppeln zu k&nnen, miissen zunachst die relevanten
Parameter fiir die Verteilung von Chemikalie und Rezeptor in der Zelle
und deren Interaktion bestimmt werden (Abb. 1). Dies erfolgt auf der
Basis von Fluoreszenzmikroskopiedaten.

Wie sich Molekiile in der Zelle verteilen

Die modernen Mikroskopieverfahren ermdglichen die Visualisierung
von Prozessen auf zelluldrer Ebene. So kdnnen durch konfokale
Fluoreszenzmikroskopie in unserem Modellsystem sowohl der
Ah-Rezeptor, als auch der aktivierende Schadstoff (in unserem Fall
Benzo(a)pyren, BaP) in der lebenden Zelle raumlich- und zeitlich-
aufgeldst untersucht werden. Der polyzyklische, aromatische Kohlen-
wasserstoff BaP, der z.B. in Abgasen vorkommt, dient dabei als
Modellchemikalie fiir eine ganze Klasse von anderen Schadstoffen. Mit
dem sogenannten FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)-
Verfahren (Abb. 2) werden Daten gewonnen, aus denen mit Hilfe
mathematischer Modelle die relevanten Parameter fiir die Bewegung
und Verteilung von Schadstoff und Rezeptor in der Zelle und deren
Interaktion abgeleitet werden konnen (Mai et al., 2011). Zusétzlich
ermoglicht die Fluoreszenzmikroskopie die Visualisierung von zellularen
Strukturen, aus denen reale dreidimensionale Modelle der Zelle
erstellt werden. Werden nun die mathematischen Rekonstruktionen
der realen Zellen mit den Parametern der BaP/AhR Interaktion vereinigt,
kann in Simulationen die Dynamik dieser Interaktion nachvollzogen
bzw. vorhergesagt werden (Abb. 3).

Welche Parameter eignen sich zur Vorhersage?

Ein Schadstoff kann in einer Zelle eine komplexe Reaktion auslésen,
die sich aus verschiedenen Aspekten zusammensetzt. Die resultie-
rende Anderung des Phanotyps einer Zelle ist dabei nicht das



Abbildung 2: Lasermikroskopie zur Messung von Teilchenbewegungen in der Zelle
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Schematische Darstellung eines ,Fluoreszenz Recorvery After Photobleaching® (FRAP) Experiments. Zu Beginn des Experiments wird in einem lokalisierten Bereich die Fluoreszenz
der beobachteten Teilchen durch einen Hochintensitétslaserstrahl unwiederbringlich zerstort. Die in diesem Bereich tber die Zeit wieder zunehmende Fluoreszenz gibt AufschluB

Uiber die Bewegungs- und Reaktionseigenschaften der beobachteten fluoreszenten Teilchen.

Resultat der Beeinflussung eines Signalweges, sondern basiert immer
auf der Beeinflussung mehrer Signalwege. Welche Folgen hat die
Bindung des Rezeptor-Ligand-Komplexes an der DNA auf die Gen- und
Proteinregulation? Welche Signalwege werden dadurch beeinflusst?
Welche Folgen hat das fiir den Phénotyp der Zelle? Mit molekularbio-
logischen Verfahren werden zundchst genomweit die Bindungsstellen
des Rezeptors an der DNA und deren Strukturverdnderungen detek-
tiert. Kombiniert mit den Informationen liber die differenziell
regulierten Gene und Proteine sowie einem speziellen Phénotyp (z. B.
Adhésionsverlust oder Zelltod) liefert dies die Grundlage fiir die
Extraktion der essentiellen Komponenten zur Beschreibung und
Vorhersage der zelluldren Antwort. Wie aber sind diese einzelnen
Bestandteile miteinander verbunden? Um diese Frage zu beantwor-
ten kann eine neu entwickelte Methode zur Modellierung von

Abbildung 3: Modell und Beobachtung im Einklang

Bild: UFZ

Gen- und Proteinnetzwerken basierend auf Zhegalkin Polynomen
verwendet werden (Faisal et al., 2010). Diese spezielle Art von
Polynomen ermdglicht die Anwendung kontinuierlicher Optimierungs-
methoden auch bei diskreten Daten, wie beispielsweise Gen- und
Proteinexpressionskinetiken.

Modelintegration macht Effektvorhersage moglich

Ausgehend von den Informationen der dynamischen Schadstoff/
Rezeptor Interaktion, sowie der Identifikation der essentiellen
Komponenten auf Gen- und Proteinebene kann nun ein integriertes
Vorhersagemodell aufgebaut werden, das konzentrations- und
zeitabhéngige Effekte auf zelluldrer Ebene vorhersagt. Da nicht nur
Umweltchemikalien sondern auch endogene Metabolite, die

Simulationen in dreidimensionalen realen Zellgeometrien veranschaulichen die Aufnahme und Verteilung des Schadstoffes und dessen Interaktion mit dem Arylhydrocarbon
Rezeptor (A-C), wie sie in lebenden Zellen beobachtet werden kénnen (D). Rekonstruierte Zelle mit Zellkern und schadstoffaufnehmenden intrazelluldren Strukturen (A), Simulation
unmittelbar nach Schadstoffzugabe (B), nach 1 stiindiger Schadstoffexposition (C), ibereinstimmend mit der Situation in reale Zelle nach 1 stiindiger Benzo(a)pyren Exposition

(gelb), Arylhydrocarbon Rezeptor (griin) (D).

Bild: UFZ
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HELMHOLTZ-GEMEINSCHAFT FORDERT OPEN ACCESS

Durch einen Beschluss ihrer Mitgliederversammlung aus dem Jahr
2004 fordert die Helmholtz-Gemeinschaft einen offenen Zugang zu
Forschungsergebnissen und ermutigt ihre Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftler, ihre Ergebnisse entsprechend den Prinzipien des
»,Open Access* zu publizieren.

Fir Textpublikationen gibt es dafiir zwei Méglichkeiten. Im so
genannten ,Goldenen Weg*“ zu Open Access werden Forschungser-
gebnisse in origindren Open-Access-Zeitschriften verdffentlicht, in
der Systembiologie z. B. Molecular Systems Biology' oder BMC
Systems Biology?. Die eingereichten Manuskripte werden nach einer
Qualitatsprifung im Peer-Review-Verfahren von der Zeitschrift frei
zugénglich elektronisch veroéffentlicht, meist gegen Zahlung einer
Publikationsgeblihr. Viele Verlage gestatten auBerdem die Zweitver-
6ffentlichung von Publikationen aus subskriptionsbasierten
Zeitschriften®. In diesem ,Griinen Weg“ zu Open Access kdnnen
Autoren ein Manuskript ihrer Veréffentlichung in einem Online-Repo-
sitorium deponieren und damit ebenfalls frei zugénglich machen.
Insgesamt steigert Open Access die Sichtbarkeit der Forschung und
erleichtert eine rasche Diskussion aktueller Ergebnisse.

Das Helmholtz Open Access Projekt* unterstiitzt die Umsetzung von
Open Access durch Information und Beratung. Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftler der Helmholtz-Gemeinschaft engagieren sich
als Autoren oder Herausgeber von Open-Access-Zeitschriften. Die

Mehrzahl der 17 Helmholtz-Zentren betreibt institutionelle Reposito-
rien zur Zweitverdffentlichung. Einen weiteren Arbeitsschwerpunkt
des Projektes bildet der offene Zugang zu Forschungsdaten, der
gerade in der Systembiologie bei der Integration vieler Datensatze
und unterschiedlicher Datentypen besondere Bedeutung hat.

ﬁ HELMHOLTZ
| BEMEINSCHAFT ...ue qpEN ACCESS

Weiterfiihrender Link zum Thema:
Informationsplattform Open Access
http://open-access.net/

'http://www.nature.com/msb/
Zhttp://www.biomedcentral.com/bmcsystbiol/

3Siehe SHERPA /RoMEO-Liste, http://www.sherpa.ac.uk/romeo/
*http://oa.helmholtz.de/

Bild: Rupert Ganzer
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Neue hochaufldsende mikroskopische Verfahren fur

die Biomedizin

von Stefan Hell

Bildgebende Verfahren gehéren zu den wichtigsten
Datenquellen fUr ein tieferes Verstandnis von Lebens-
prozessen. Eine quantitative Beschreibung von kom-
plexen biologischen Systemen ist jedoch nur méglich,
wenn auch die dynamischen Aspekte dieser Systeme
innerhalb der Zelle berlcksichtigt werden. Hierfir
sind hochauflésende mikroskopische Verfahren not-
wendig, mit denen es mdglich ist, zelluldre Prozesse
genau zu lokalisieren und zu verfolgen. Erst die ge-
naue rdumliche und zeitliche Beschreibung zelluléarer
Systeme ermdglicht eine realitdtsnahe, mathematische
Modellierung dieser Prozesse. Das Lichtmikroskop
war nicht zuletzt deshalb in den Biowissenschaften
schon immer eines der wichtigsten Forschungsinstru-
mente gewesen und das, obwohl die Beugung bis
vor kurzem noch préazise Einblicke auf der Nanoskala

verhinderte. Jedoch sind hier neueste Entwicklungen
dabei, die Leistungsfahigkeit dieses Schllsselinstru-
ments der Biowissenschaften zu revolutionieren. Die
Forschergruppe um Prof. Dr. Stefan W. Hell erforscht
an den beiden Standorten Géttingen (Max-Planck-
Institut fir Biophysikalische Chemie) und Heidelberg
(Deutsches Krebsforschungszentrum & BioQuant)
neue Verfahren zur beugungsunbegrenzten optischen
Fernfeldmikroskopie, die es ermdglichen, zellulére
Strukturen und Prozesse im Nanometer-Bereich zu
untersuchen.

Beugung begrenzt die Sicht auf zellulare Strukturen
Keine Frage: die Beugung von Wellen ist ein fundamentales phy-
sikalisches Phiinomen. Uber 100 Jahre hielt sich daher das Dogma,

dass die Beugung die lichtmikroskopische Auflésung fundamental

Breanebene
c:::) Objektiv
Strahlformer
L =, Scanner
e ]
Strahlteiler

Ein Lasersystem liefert einen Anregungsstrahl (blau) zur
Fluoreszenzanregung sowie einen Stimulationsstrahl
(rot) zum Ausschalten der Fluoreszenz. Diese werden
Uber einen Farbstrahlteiler und einen Scanner durch
einen farbabhangigen Strahlformer gefihrt und mit dem
Objektiv auf das Objekt in der Brennebene fokussiert.
Der Strahlformer verandert selektiv nur das rote Aus-
schaltlicht so, dass es in der Brennebene ringférmig um
den blauen Brennfleck verteilt wird. Dieses ringférmige
Ausschaltlicht schaltet die Fluoreszenz am Rand des
beugungsbegrenzten Anregungsflecks aus, sodass Mo-
lekdle nur noch in einem viel kleineren zentralen Bereich
leuchten (griiner Bereich). Das Fluoreszenzlicht (griin)
wird vom Objektiv gesammelt, passiert den Farbstrahl-
teiler und wird im Detektor nachgewiesen. Der Scanner
rastert die Strahlen Uber das Objekt und erzeugt somit

ein hoch aufgeltstes Abbild des Objekts.
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begrenzt. Ernst Abbe hatte die Zusammenhinge der optischen Auf-

16sung im Mikroskop vor etwa 150 Jahren systematisch erkannt und

die in jedem Physik- und Biologielehrbuch festgehaltene Formel
- A
2n sin (a)

fiir die beugungsbegrenzte Auflosung aufgestellt. Dabei steht d

fiir den minimalen Abstand, den zwei gleichartige Objektdetails
voneinander haben miissen, um im Mikroskop getrennt zu wer-
den. n ist die Brechzahl des Mediums und a der Offnungswinkel

des Objektivs.

Das Problem...

Ein Lichtstrahl kann demzufolge nicht auf einen kleineren Fleck

fokussiert werden als etwa 200 nm, was dazu fiihrt, dass alle Fluo-
reszenzmolekiile in diesem Fleck gleichzeitig aufleuchten. Zudem
wird ein auch noch so kleines Objekt als ein beugungsbegrenzt

grofer Leuchtfleck von etwa 200 nm im Bild wiedergegeben.

Wie kann es nun gelingen, trotz dieses allgegenwirtigen Phino-
mens der Beugung, enger benachbarte gleichartige Objektdetails

getrennt wahrzunehmen, das heift aufzulgsen?

...und dessen Lésung

Die Antwort darauf scheint einfach: Man muss, mit welchem
Mechanismus auch immer, dafiir sorgen, dass die einzelnen
Objektdetails innerhalb eines beugungsbegrenzten Flecks nicht
mehr gleichzeitig, sondern nacheinander aufleuchten, damit sie
getrennt detektiert werden kénnen. Trotz dieses einfach klingen-
den Losungsansatzes gelang die Realisierung erstmals 1994 mit
dem von Stefan Hell entwickelten STED-Mikroskopie Verfahren.
STED steht fiir ,,Stimulated Emission Depletion* (Hell, 2007 und
2008), was bedeutet, dass man den angeregten Zustand eines Flu-
oreszenzmolekiils nicht zuldsst (depletion = engl. fiir Léschen).
Dies geschieht, indem man das Molekiil mit Licht bestrahlt, so
dass es nach der Anregung sofort wieder in den Grundzustand

versetzt wird.

Links ist eine konfokale Abbildung (10x10 pum) einer
Probe (T. Dresbach, Universitat Heidelberg) aus dem
Hippocampus eines Méausehirns dargestellt. Das pra-
synaptische Protein Bassoon wurde mit dem Farbstoff
ATTO565 gefarbt. Fur die rechte Abbildung wurde

der STED Strahl eingeschaltet. Insbesondere die
AusschnittsvergroBerung zeigt deutlich, dass mit dem
STED-Verfahren viel feinere Strukturen und zellulére

Details der Synapsen aufgeldst werden kdnnen.

Bild: Dr. M. Reuss, DKFZ
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Ein zur Fluoreszenz angeregtes Molekiil wird aktiv in seinen
Grundzustand zuriickgefiihrt - und somit geléscht - wenn es von
einem ausreichend intensiven Lichtstrahl mit einer Wellenldnge
im Emissionsspektrum des Farbstoffes beleuchtet wird. Die iiber-
schiissige Energie wird als ein weiteres Lichtteilchen im Strahl
mitgenommen, was uns hier nicht zu interessieren braucht. Das
Entscheidende ist aber, dass das Fluoreszenzmolekiil dann nicht
mehr fluoreszieren kann, auch wenn es von einem Anregungs-
strahl beleuchtet wird. Das heift, man kann so die Fihigkeit des
Farbstoffmolekiils, zu fluoreszieren, mit dem Stimulationsstrahl
gezielt ausschalten. Um damit eine Aufldsungserhshung im Fluo-
reszenzmikroskop zu erhalten, wird dieser Ausschaltstrahl ring-
férmig um den beugungsbegrenzten Fleck gelegt. Dieser Stimula-
tionsring schaltet die Fluoreszenzmolekiile im Auenbereich des
beugungsbegrenzten Flecks aus, sodass nur noch Molekiile ganz
im Zentrum leuchten kdnnen. Das Gespann von Anregungs- und
Stimulationsstrahl muss also nur noch rasterformig iiber das Ob-
jekt gefithrt werden, um nacheinander die Fluoreszenzmolekiile
auszulesen. Das liefert automatisch ein héher aufgeldstes Abbild
der Probe (Abb. 1). Zur quantitativen Beschreibung der neuen

Auflésung muss Abbe's Formel um einen Wurzelterm ergéinzt

werden, der die Intensitit des Abschaltlichtes I und die Sattigungs-
intensitat I enthilt, bei der der Abschaltstrahl die Halfte der Fluores-

zenzmolekiile ausschaltet. Die neue Formel

A
d =~

2n sin (a) 1+L
Ig

zeigt, dass die Auflosung im STED-Mikroskop mit I einstellbar ist

und keine Grenze mehr hat.

Die Anwendung

Derzeit wird mit STED bereits eine Auflosung erreicht, die in
biologischen Proben 10-fach besser als die des herkémmlichen
Lichtmikroskops ist. Das Verfahren wird schon vielfach zur Dar-
stellung von Zellkernstrukturen sowie Mikrotubuli, Vesikel, aber
auch von Viren und Rezeptoren verwendet. STED trigt dazu bei,
Proteinverteilungen fiir die Kldrung neurologischer Fragestel-
lungen, virale Infektionspfade und viele weitere Untersuchungen
aufzuschliisseln, bei denen die herkémmliche Fluoreszenzmik-
roskopie mangels Auflgsung versagt. Abbildung 2 zeigt beispiel-

haft den Auflgsungsgewinn. Durch die héhere Schirfe wird es

Mit MOM (Molecular Orientation Microscopy) STED
(rechts) werden die Dipole der einzelnen Molekdle als
kleine Striche abgebildet und zeigen damit die Orien-
tierung der Molekdle an (gelber Pfeil). Sind mehrere
Molekile nahe beieinander (griner Pfeil), so erschei-
nen sie wegen ihrer unterschiedlichen Orientierung
sternférmig. Im konfokalen Bild (links) dagegen sind
die einzelnen Molekule weder aufldsbar, noch kann

man darin deren Orientierung ablesen.

Bild: Dr. M. Reuss, DKFZ
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mdoglich, kleinere Objekte getrennt darzustellen, zu zdhlen und
zu quantifizieren. In Mehrfarbanwendungen kénnen Kolokali-
sationen von Stoffen so auf derzeit bis zu 20 nm hinunter direkt
nachgewiesen beziehungsweise sicher ausgeschlossen werden.
Einige Fragestellungen lassen sich damit sogar durch die direkte
Beobachtung der molekularen Akteure schneller und sicherer

kldren, als iiber indirekte biochemische Schlussfolgerungen.

STED kann jedoch noch mehr. Mit den neuen am BioQuant-
Zentrum entwickelten weiteren Strahlformverfahren (Abb. 3)
kann zum Beispiel auch die Orientierung von Farbstoffmolekiilen

direkt angezeigt werden (Reuss et al., 2010).

Die Zukunft

Neueste Entwicklungen der Forschergruppe Hell am BioQuant-
Zentrum zeigen, dass die urspriinglich noch komplexen optischen
Systeme fiir STED praktisch ohne LeistungseinbufRen wesentlich
einfacher aufgebaut werden kénnen - ein entscheidender Schritt
fiir die Routinefdhigkeit dieses neuen Verfahrens und eine Vo-
raussetzung fiir die weltweite Verbreitung und Verfiigbarkeit
fiir viele Wissenschaftler zur Klirung dringender Fragen in der

Biomedizin.

Referenzen:

Hell, S. W. (2007). Far-Field Optical Nanoscopy. Science 316, 1153
-1158.

Hell, S. W. (2008). Microscopy and its focal switch. Nature Meth.6
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2008.

Reuss, M., J. Engelhardt, S. W. Hell (2010). Birefringent device
converts a standard scanning microscope into a STED microscope

that also maps molecular orientation. Opt. Exp. 18 (2), 1049 - 1058.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Prof. Dr. Stefan W. Hell ist Direktor am Max-Planck-Institut fiir
Biophysikalische Chemie in Géttingen und leitet dort die Abtei-
lung NanoBiophotonics. Seit dem Jahr 2003 leitet er ebenfalls
die Kooperationseinheit Optische Nanoskopie zwischen der
Max-Planck Gesellschaft und dem Deutschen Krebsforschungs-
zentrum in Heidelberg. Stefan Hell ist der Erfinder des STED-
Verfahrens. Die von ihm und seinen Mitarbeitern entwickelten
optischen Verfahren zur hochauflésenden Abbildung von zellu-
ldren und subzelluldren Strukturen lieferten erstmals lichtmik-
roskopische Bilder mit Auflésungen von wenigen 10 nm aus dem

Inneren von Zellen.

www.systembiologie.de

Kontakt:

Prof. Dr. Stefan Hell

Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie
Gottingen

Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg
(DKFZ) & BioQuant-Zentrum

shell@gwdg.de

Prof. Stefan W. Hell ist Direktor am Max-Planck-Institut flr Biophysikalische

Chemie und zudem Leiter der Abteilung ,Optische Nanoskopie” am DKFZ in

Heidelberg, die im BioQuant-Zentrum beheimatet ist.
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was bewegt
zellen®

Aktivitatssensoren geben Einblick in die Kontrolle der Zelldynamik

von Perihan Nalbant

Eine Vielzahl physiologischer Vorgénge, wie etwa
die Organentwicklung im Embryo oder Wundhei-
lungsprozesse, erfordern die Reorganisation und
Migration von Zellpopulationen. Fur die préazise und
effektive Organisation des Migrationsprogramms
sind insbesondere dynamische Bewegungen auf der
Ebene von einzelnen Zellen ausschlaggebend. Eine
Fehlregulation der zeitlichen und rdumlichen Koordi-
nation dieser Dynamik kann zu unkontrollierter pa-
thologischer Migration, wie etwa bei der Metastasie-
rung von Tumoren, fihren (Yilmaz und Christofori
2009).

Beim Ubergang von einem quasi bewegungslosen (epithelialen)
in einen migrativen Zustand durchlaufen die Zellen dramatische
Forménderungen (Abb. 1A). Eine entscheidende Rolle bei dieser
Anderung der Zellform nimmt das Aktinzytoskelett ein - ein Poly-
mersystem, welches kontinuierlich dynamischen Veridnderungen

unterliegt und unterschiedliche tibergeordnete Strukturen aus-

bilden kann. So entwickelt der frontale Bereich migrierender Zellen
Membranausstiilpungen zur aktiven VergréRerung der Zellfldche,
wohingegen kontraktile Aktinfasern im hinteren Bereich den
Zellkérper in Migrationsrichtung ziehen. Gleichzeitig ist die Zelle
iiber spezialisierte Verkniipfungspunkte mit der 3-dimensionalen
Umgebung verankert (Abb. 1B). Durch den kontrollierten Auf-
und Abbau dieser Verankerungen kann die Zelle wihrend der
Migration die polarisierte Zellform aufrecht erhalten und gleich-
zeitig die Richtung der Migration kontrollieren (Yilmaz und
Christofori 2009).

Rho-GTPasen: Masterregulatoren der Zellmigration
Unsere Arbeit befasst sich mit der Frage, wie die dynamischen
Zellstrukturen wihrend der Migration durch zellinterne Si-
gnalkaskaden koordiniert werden. Insbesondere stehen die
Proteine der Rho-GTPasen Familie Racl, RhoA und Cdc42 im
Fokus, da sie als Masterregulatoren das generelle Verhalten
von Aktin-basierten Zellstrukturen beeinflussen (Yilmaz und

Christofori 2009): Im einzelnen reguliert Rac1 Zellausstiil-

A) Durch externe Signale, wie etwa \Wachstumsfaktoren,
kdénnen in einem Zellverbund eingebettete Epithelzellen
zur Migration stimuliert werden. Angefarbt ist das
Aktinzytoskelett.

B) Migrierende Zellen (links) bilden eine polarisierte
Form, mit dynamischen Ausstilpungen in dem
vorderen Bereich (grtine Pfeile) und einen kontraktilen
hinteren Bereich (tlrkiser Pfeil). Zugkrafte werden in
langen Aktinfasern (weiBer Pfeil) generiert und Uber
spezialisierte Ankerregionen (oranger Pfeil) auf das

Zellsubstrat Ubertragen (rechts).

Bild: Perihan Nalbant
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AG Nalbant. Von links nach rechts: Diana Moser, Nina Schulze, Olga MUller, Perihan Nalbant, Vera Schultz, Melanie GraBl, Johannes Koch, Bettina Wagner

(Foto: Perihan Nalbant).

pungen, wohingegen RhoaA fiir die Bildung und Organisation
der kontraktilen Aktinfasern und somit fiir den Aufbau von
Zugkriften essentiell ist. Cdc42 wird schlieRlich mit der Gene-
rierung von antennenartigen Ausstiilpungen, den sogenannten
Filopodia, in Verbindung gebracht und ist fiir die Richtungsfin-
dung wihrend der Migration essentiell. Die Rho-GTPasen selbst
sind in der Zelle nicht permanent und iiberall aktiv: Vielmehr
kénnen sie wie molekulare Schalter ein- oder ausgeschaltet
vorliegen. Dabei wird die rdumliche und zeitliche Aktivierung
dieser Schalterproteine wiederum durch ein komplexes Zu-
sammenspiel anderer iibergeordneter Proteine und eine fein
abgestimmte gegenseitige Kontrolle der drei Rho-GTPasen
untereinander definiert. Die Mechanismen, die diese wechsel-
seitigen Interaktionen die Dynamik der Zellmigration koordi-

nieren, sind jedoch nicht bekannt.

Messung und Manipulation der Aktivitdt von Rho-
GTPasen

Zum besseren Verstindnis der molekularen Zusammenhinge
haben wir und unsere Kooperationspartner Fluoreszenz-basierte
Biosensoren entwickelt, welche die Visualisierung der zelluldren
Verteilung von aktivierten Rho-GTPasen in einzelnen lebenden
Zellen erlauben (Kraynov et al., 2000; Nalbant et al., 2004, Pertz

et al., 2006). Die Funktionsweise dieser Biosensoren basiert im
Wesentlichen auf der lokalen Anderung von Fluoreszenzsignalen
in Abhingigkeit von der vorhandenen Menge an aktivem Prote-
in (Abb. 2). Die prézise Messbarkeit solcher lokalen Aktivitdten
in der Zelle erlaubt die zeitliche und raumliche Korrelation der
betrachteten Proteinfunktionalititen mit dem dynamischen Auf-
und Abbau von zelluldren Strukturen wihrend des Migrationsvor-

gangs (Machacek et al. 2009, Nalbant et al., 2009).

i T -

Bild: Perihan Nalbant

A) Dieser Biosensor basiert auf dem photophysikalischen Prozess des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET): Zur Detektion wird unter dem Mikroskop
blaues Licht (458 nm) auf die Probe eingestrahlt. Die Energie dieses Lichtes wird von einem Teil des Molekils aufgenommen (CFP). Im inaktiven Zustand der
Rho-GTPase wird die aufgenommene Energie hauptséchlich in Form von tirkisfarbenem Licht (476 nm) wieder abgeben. Wenn das Rho-Protein aktiv ist, veran-
dert sich die Gesamtstruktur des Sensors. Durch diese Strukturdnderung kommen sich die beiden Fluorophore (CFP und YFP) im Sensor naher. In Abhangigkeit
von diesem Abstand kann Energie zwischen den Fluorophoren Ubertragen werden, wodurch Licht der Wellenlange 527 nm generiert wird (gelbes Licht). Durch
die mikroskopische Aufnahme der Zelle und Messung von Licht dieser Wellenldngen kann die rdumliche und zeitliche Verteilung des aktiven Rho-Proteins in der
Zelle gemessen werden (Pertz et al., 2006). Die Aktivitat ist in Falschfarben dargestellt: Warmere Farben reprasentieren erhdhte Aktivierung.

B) Der Biosensor zur Messung der Cdc42-Aktivitat besteht aus einem Proteinfragment, welches nur die aktive GTPase binden kann. Das Fragment ist mit einem
Fluorophor gekoppelt, welches bei einer Interaktion mit der aktiven GTPase auf die Anderung seines Milieus mit einer starken Verénderung seiner Fluoreszenz-

intensitét reagiert. Die mikroskopische Messung der Fluoreszenzmenge in unterschiedlichen Zellbereichen, erlaubt somit die Visualisierung der korrespondierenden

Menge und Verteilung des aktiven Cdc42 Proteins (Nalbant et al., 2004).
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Die Messung derartiger Wechselbeziehungen kann bereits wich-
tige Hinweise auf die Rolle der Rho-GTPasen in der Koordination
der Zellform geben. Um den Einfluss einzelner Rho-Proteine als
Bestandeteil eines komplexen Signalnetzwerks direkter zu unter-
suchen, stehen seit neuestem photoaktivierbare und photoinakti-
vierbare Varianten einzelner Rho-Proteine zur Verfiigung. Diese
Varianten kénnen gezielt durch Licht ein- oder ausgeschaltet
werden und erlauben hierdurch die kontrollierte Manipulation
der rdumlich-zeitlichen Verteilung der aktivierten Form (Wu et
al., 2009). In Kombination mit computergestiitzter Modellierung
erlaubt eine derart direkte experimentelle Strategie die Ent-
schliisselung von Signalnetzwerken, welche die rdumlich-zeitliche
Regulierung der Rho-GTPasen sowie das dynamische Verhalten

von Zellen bestimmen (skizziert in Abb. 3).

Ein solches tieferes Verstdndnis der zugrundeliegenden Signal-
netzwerke in der Zellmigration bildet letztlich die Grundlage fiir
neue therapeutische Ansitze in der Medizin, wie etwa zur Be-

handlung von Krebserkrankungen.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Perihan Nalbant ist Juniorprofessorin am Zentrum fiir Medizi-
nische Biotechnologie an der Universitdt Duisburg-Essen. Ihre
Forschungsgruppe beschiftigt sich mit den molekularen Mecha-

nismen, welche die Migration von Zellen regulieren.

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer
migrierenden Zelle
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teten Vorwartsbewegung mussen mehrere zelluldre Reaktionen koordiniert
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die raumliche und zeitliche Kontrolle dynamischer Strukturen wahrend dieser
Migrationsbewegung. Durch die lokale Manipulation von ausgesuchten GTPa-
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Netzwerken untersucht werden (Bild: Perihan Nalbant).
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die dynamik

des zellskeletts

Wie molekulare ,,Speckles” die Bausteine der Zelle sichtbar machen

von Leif Dehmelt

Die Entwicklung mehrzelliger Organismen, also auch
von Menschen, wird durch zahlreiche Formanderun-
gen einzelner Zellen gepragt. Diese Formanderun-
gen werden durch ein zellulares Skelett, das soge-
nannte Zytoskelett, mdglich. Im Unterschied zum
starren, makroskopischen Skelett von Tieren, ist das
Zytoskelett sehr flexibel und dynamisch. Es besteht
aus einer Vielzahl unterschiedlicher, faserartiger
Strukturen, welche in der Zelle durch Polymerisation
und Depolymerisation von I&slichen Einzelbaustei-
nen auf- bzw. abgebaut werden (Abb. 1, oben).

Eine besonders wichtige Rolle spielen hierbei Aktinfilamente
und Mikrotubuli, welche aus den Proteinbausteinen G-Aktin und
Tubulin aufgebaut sind. Diese Filamentarten haben eine asym-
metrische Struktur, an welcher direktionaler Transport durch
molekulare Motorproteine stattfindet. Solche Transportprozesse
bilden zum einen die Grundlage fiir die rdumliche Organisation
des Zellinneren, zum anderen kann die Bewegung dieser Motor-
proteine Krifte erzeugen, welche das Zytoskelett entlang ande-
rer Zellbestandteile verschieben und hierdurch Anderungen in

der Zellform bewirken. In den letzten Jahrzehnten wurden viele

mechanistische Details zur Regulation einzelner Komponenten
des Zytoskeletts entschliisselt. Die iibergeordneten Mechanis-
men, wie sich unterschiedliche Komponenten des Zytoskeletts
gegenseitig beeinflussen und wie sich dadurch diese faserartigen
Strukturen in der Zelle organisieren und die Zellform beeinflus-
sen, sind jedoch noch weitgehend unbekannt. Beziiglich dieser
Fragestellung ist die Entwicklung von Nervenzellen (Abb. 1, un-
ten) aufgrund der hierbei beobachteten dramatischen Anderun-

gen der Zellform besonders interessant.

Die Vermessung der Dynamik des Zytoskeletts

In unserer Arbeitsgruppe verfolgen wir einen modernen sys-
tembiologischen Ansatz, welcher quantitative experimentelle
Untersuchungen mit computergestiitzter Modellierung kom-
biniert, um ein tieferes Verstindnis zelluldrer Prozesse zu
erhalten. Die Qualitit solcher Modelle ist durch die messbaren
experimentellen Daten limitiert, welche typischerweise zelluld-
re chemische Reaktionen oder einzelne Protein-Interaktionen
reprisentieren. Die Erforschung von Zellforminderungen
erfordert zusitzlich genaue Messungen von mechanischen
Prozessen, welche durch den dynamischen Auf- und Abbau des

Zytoskeletts und dessen Verschiebung durch Interaktionen mit

Bild: Leif Dehmelt
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Oben: Schematische Darstellung eines asymmetrischen Aktinfilaments (F-Aktin), wel-
ches durch Polymerisation aus G-Aktin-Einzelbausteinen gebildet wird. Die asymme-
trische Struktur des Filaments ermdglicht direktionalen Transport Uber Motorproteine.
Unten: Zwei Arten von Zytoskelettflamenten sind in einer entwickelnden Nervenzelle
angefarbt: Aktin (rot) und Mikrotubuli (grtin). Eine Struktur im peripheren Bereich der

Zelle, in einem sogenannten Wachstumskegel, ist vergroBert dargestellt (reproduziert

aus Dehmelt et al. 2003 mit Erlaubnis von The Society for Neuroscience).

Forschung Die Dynamik des Zellskeletts



Abbildung 3: Wechselseitiger Einfluss von Zytoskelettkomponenten in Zellen

Aktinfilamente (rot) unterliegen einem standigen Fluss (tUrkisfarbene Pfeile), welcher auch Mikrotubulifilamente (griin) in Richtung des Zellzentrums verschiebt. Die Mikrotubuli
werden oft unter dem Einfluss dieser Kraft aus dem Aktinzytoskelett gebeugt (gelbe Pfeile). Eine groBere Ansammlung von Mikrotubulifilamenten (weiBe Pfeile) kann allerdings
dieser Kraft entgegenwirken, limitiert hierdurch die rdumliche Anordnung des Aktinzytoskelett und beeinflusst somit indirekt die Zellform (Dehmelt et al. 2003). Die komplette
Filmsequenz kann tber den Internetlink www.mpi-dortmund.mpg.de/forschungProjekte/AGs/Dehmelt/forschung/index.html eingesehen werden (Bild: Leif Dehmelt).

molekularen ,,Motoren* angetrieben werden. Zur experimen-
tellen Charakterisierung dieser dynamischen Eigenschaften des
Zytoskeletts wird hiufig eine spezielle mikroskopische Technik,
die sogenannte ,,Speckle“-Mikroskopie, verwendet (Danuser
and Waterman-Storer, 2006). In diesem Verfahren wird eine
sehr geringe Menge von Filamenteinzelbausteinen in Zellen
eingebracht, welche mit einem Farbstoff - in diesem Fall das
Griin Fluoreszierende Protein aus der Qualle Aequorea victoria

- markiert sind. Diese markierten Einzelbausteine bilden in Zel-
len winzige ,,Farbkleckse* (engl. ,,Speckles*). Solange diese Bau-
steine in geldster Form vorliegen, bewegen sie sich sehr schnell
durch typische Molekularbewegungen (Diffusion) und werden
daher in der ,,Speckle“-Mikroskopie nicht als einzelne Molekiile
abgebildet. Wenn diese Einzelbausteine jedoch in dynamisch
reorganisierende Zytoskelettfilamente eingebaut werden, ist
deren Motilitdt aufgrund der GréRe der Zytoskelettstrukturen
stark reduziert, wodurch sie leichter detektiert werden kénnen.
In Zytoskelettfilamenten kdnnen durch sensitive mikroskopi-

sche Analyse sogar einzelne, markierte Filamenteinzelbausteine

in lebenden Zellen verfolgt werden (Watanabe and Mitchison,
2002). Das plétzliche Erscheinen eines solchen Speckles ent-
spricht daher dem Einbau (Polymerisation), das Verschwinden
eines Speckles dem Abbau (Depolymerisation) eines Filament-
segments. Verschiebungen der einzelnen Speckles beruhen auf
Bewegungen innerhalb der Zytoskelettstruktur, welche durch
herkémmliche Techniken oft nicht genau messbar sind. Abb. 2
zeigt exemplarisch am Beispiel des Aktinzytoskeletts, wie mit
dieser Technik ein kontinuierlicher Fluss der Zytoskelettkom-

ponenten in lebenden Zellen vermessen werden kann.

Prinzipien in der Organisation des Zytoskeletts: Mo-
delle zur Integration von experimentellen Daten

Um die rdumlich-zeitliche Organisation des Zytoskeletts besser zu
verstehen, ist es allerdings nicht ausreichend nur die dynamischen
Eigenschaften einer einzelnen Zytoskelettkomponente, wie z. B.
von Aktinfilamenten, zu vermessen, da diese mit einer Vielzahl
weiterer Komponenten iiber komplexe mechanische und chemi-

sche Mechanismen kommuniziert (Dehmelt and Bastiaens 2010).

Das Aktinzytoskelett wurde in neuronalen Vorlauferzellen mit einzelnen molekula-
ren Speckles markiert. Durch die computergestitzte Analyse der dynamischen
Eigenschaften dieser Speckles in Filmsequenzen kann die raumliche Verteilung
der Polymerisation, Depolymerisation sowie die Verschiebungen von Aktinfila-

menten verfolgt und quantifiziert werden (Bild: Leif Dehmelt, Tomas Mazel).
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AG Dehmelt: (von links nach rechts und von oben nach unten) Leif Dehmelt, Nicolas
Brauckhoff, Julia Arens, Melanie Grassl, Olga Miller, Tomas Mazel, Johannes Koch, Anja
Biesemann, Silke Gandor, Pia Jeggle, Magda Krejczy, Verena Hannak.

Abb. 3 zeigt wie Mikrotubuli- und Aktin-vermittelte Krifte durch
ihren gegenseitigen Einfluss die Zytoskelettstruktur und somit die
Zellform beeinflussen (Dehmelt et al., 2003; Dehmelt et al., 2006).
Leider ist die Anzahl der Komponenten, welche simultan in einer
einzelnen Zelle verfolgt werden kénnen, durch die Anzahl ver-
fiigbarer unterscheidbarer Farbstoffe begrenzt. Daher kdnnen
nicht alle méglichen Interaktionen gleichzeitig gemessen wer-
den. Um die mechanistische Grundlage dieser wechselseitigen
Interaktionen dennoch zu entschliisseln, integrieren wir Beob-
achtungen aus unterschiedlichen Experimenten in dynamischen,
mathematischen Modellen der zentralen Komponenten des Zyto-
skeletts (skizziert in Abb. 4). Die Vorhersagen aus solchen Model-
len beziiglich der Zelldynamik werden durch gezielte experimen-
telle Manipulationen iiberpriift. Durch ein enges Zusammenspiel
zwischen Theorie und Experiment entschliisseln wir somit die
grundlegenden Prinzipien, auf welche Weise sich die Struktur
des Zytoskeletts durch mechanische und chemische Interakti-

onen mit anderen Zellkomponenten selbst organisiert und wie

\

Das Max-Planck Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund.

diese Prozesse zu Zellformdnderungen, wie beispielsweise der
Bildung von Zellfortsétzen in Nervenzellen, fithren. Die direkte
Beobachtung von molekularen Speckles hilft uns hierbei Licht ins

Dunkel dieser komplexen zellbiologischen Vorginge zu bringen.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Die Arbeiten wurden von der FORSYS Partner Initiative des BMBF
unter dem Titel ,,Interaktionen von zelluldren Systemen in der
Entwicklung von Nervenzellen“ geférdert und in der Abteilung
fiir Systemische Zellbiologe im Max-Planck-Institut fiir Molekula-
re Physiologie und an der TU Dortmund durchgefiihrt.

Simulation von
machanischan Interakiionen
rangchen dem
Aktin und dem
Zytoskelett
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Drei Komponenten, Aktin (rot), Mikrotubuli (griin) und die Plasmamembran
(grau), beeinflussen sich gegenseitig Uber mechanische Kréfte und bilden
spontan einen Auswuchs. Zahlreiche weitere Komponenten, welche die betei-
ligten Kréfte produzieren und die chemischen und mechanischen Eigenschaf-
ten der Zytoskelettfilamente regulieren, sind zur Vereinfachung nicht aufgeflhrt

(Bild: Leif Dehmelt).

www.systembiologie.de

Kontaki:

Dr. Leif Dehmelt
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TU Dortmund und Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie
leif. dehmelt@mpi-dortmund.mpg.de
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Portrat Timm Schroeder

Timm Schroeder ist rumgekommen — nicht nur auf
dem Gilobus. Auch in den vielfaltigen Methoden-
feldern, die er fUr seine Arbeit bendtigt, bewegt er
sich wie ein Weltenbummler, der sich an vielen Orten
wohl fuhlen kann. Der geburtige Stidafrikaner ist
hauptsachlich in Erlangen und Miinchen aufgewach-
sen. An beiden Orten hat er auch studiert. Seine For-
scherkarriere brachte ihn spater nach Boston, USA,
an die Harvard Medical School, und immer wieder
nach Japan. Mehrmals war er als Doktorand und als
junger Postdoc in Kyoto, spater nochmals fir zwei
Jahre in Kobe.

Das Land der aufgehenden Sonne scheint es ihm besonders ange-
tan zu haben. Auch wenn er dort oftmals auf Zehenspitzen durchs
Labor tippeln musste, weil ihm die vorgeschriebenen Sicherheits-
schuhe zu klein waren und sich gréRere vor Ort nicht organisieren
lieRBen. Vielleicht war es der Reiz des Fremden und des Neuen, der
den Wissenschaftler in seinen Bann zog. ,,In Japan ist schon der
Weg zur Arbeit ein Abenteuer - man kann Nichts lesen und muss
sich auf die Hilfe anderer verlassen und darauf, dass schon alles
irgendwie klappen wird,* erinnert sich Schroeder, der die japa-
nische Sprache immerhin soweit gelernt hat, dass er sich in den

wichtigsten Lebensbereichen verstindigen kann.

Von seiner Begeisterung fiir Nippon zeugen auch Kalligraphien
und Fotos, die in seinem neuen Biiro im Helmholtz Zentrum
Miinchen darauf warten, an die Wand gehingt zu werden. Hier
leitet der Vierzigjdhrige seit 2004 eine unabhingige Gruppe im
Institut fiir Stammzellforschung. Sein Ziel: Die Himatopoese,
also die Entstehung unserer vielfiltigen Blutzellen zu verstehen.
Klassische Molekular- und Zellbiologie reichen ihm dafiir aber
nicht. Fiir ihn miissen es schon Computertechnik und ausgeklii-

gelte moderne Verfahren zur Bildgebung sein.

Das Thema an sich beschiftigte den Wissenschaftler schon wih-
rend seiner Doktorarbeit. Sein Fokus lag damals auf der Rolle
des so genannten Notch-Signalwegs, der fiir verschiedene Ent-
wicklungsvorginge eine entscheidende Rolle spielt. ,,Urspriing-

lich kannte man Notch aus der Taufliege Drosophila, wo das Pro-
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tein die Differenzierung blockiert®, erklart Schréder. ,,Aber wir
haben damals festgestellt, dass der Faktor bei der Entwicklung

von Blutzellen das Gegenteil bewirken kann.*

Was damals einer Revolution gleich kam, ist heute lingst aner-
kannt und gilt zum Beispiel auch fiir Haut- und Nervenzellen.
Schroeder zog aber noch eine ganz andere Lehre daraus: ,,Ich
hab eigentlich immer das Gegenteil von dem gefunden, was

alle erwartet haben*, sagt er. Dann habe er erkannt, dass die
Messdaten der Kollegen seinen eigenen oft verbliiffend dhnlich
waren. ,,Das liegt daran, dass in der traditionellen biologischen
Herangehensweise oftmals ein Ausgangspunkt beschrieben wird
und dann wieder ein Endpunkt.“ Alle Schritte dazwischen ver-
schwinden quasi in einer Blackbox, und die lasse unglaublich

viel Spielraum fiir Interpretationen.

Schroeder gibt ein Beispiel: ,,Wenn wir am Ausgangspunkt eine
einzelne Zelle haben und nach einigen Tagen spiter, zum néchs-
ten Messpunkt, sind es vier Zellen, was ist dann wohl passiert?“
Sehr wahrscheinlich sind zwei Teilungsschritte vonstatten
gegangen. Sicher wissen kann das aber niemand. ,,Es kénnten

ja auch drei oder vier Teilungen sein, und ein paar Zellen sind
abgestorben. Oder die Ausgangszelle hat sich selbst gar nicht
vermehrt, dafiir sind andere ins Untersuchungsfeld gewandert®,
sagt der Wissenschaftler. Das Gleiche gilt fiir molekulare Vor-
ginge. Statt Anfangs- und Endpunkte zu bewerten, will er daher
Prozesse kontinuierlich beobachten. Und zwar auf Einzelzellbasis.
Nur so lasse sich die Blackbox mit Wissen fiillen. Und nur so er-
halte man letztendlich qualitativ hochwertigen Daten, die sich

spiter sinnvoll fiir systembiologische Modelle verwenden lassen.

"Im Knochenmark kommt auf 50.000 Zellen gerade mal eine
Blutstammzelle, beobachtet man da die ganze Population, lernt
man nichts iiber die Stammzellen", sagt Schroeder. Stattdessen
nimmt er {iber einen lingeren Zeitraum einzelne Zellen im Mik-
roskop ins Visier und verfolgt, wie sie sich verdndern, wann sie
etwa charakteristische Merkmale ausbilden oder welche Rolle
verschiedene Molekiile dabei spielen. Das bedarf einer guten
Bildverarbeitung - auch mal iiber einen Zeitraum von zwei Wo-

chen hinweg.
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Timm Schroeder (Bild: Helmholtz Zentrum Minchen).

Schnell musste Schroeder allerdings feststellen, dass gingige
Computertools dieser Aufgabe nicht gewachsen waren. Der
Biologe machte sich also selbst ans Programmieren. Das Know-
how dazu hatte er bereits nebenher wihrend seines Studiums
erworben - angetrieben vom Reiz des Neuen und der Lust am
Lernen. Timm's Tracking Tool heilt das Ergebnis. Der Name,
iiber den der blonde Forscher selbst schmunzeln muss, entstand
aus der Notwendigkeit, eine Dreibuchstaben-Erweiterung fiir die
Bezeichnung der Dateien zu finden: ttt. ,Das war ja zuerst nur
laborintern, und dann ist es eben dabei geblieben.“ Mittlerweile
stellt Schroeder die Software iiber die Homepage der Gruppe

auch anderen Forschergruppen zur Verfiigung.

Bei allem fachiibergreifenden Kénnen, das Schroeder mitbringt,
arbeitet er bei manchen Fragestellungen natiirlich auch mit
Spezialisten aus anderen Gebieten zusammen. ,,Ich kann zwar
programmieren, aber wenn wir etwa auf Basis unserer Daten
mathematische Modelle generieren wollen, brauchen wir dafiir
schon Bioinformatiker und Mathematiker, schrinkt er ein. Im
Rahmen der Helmholtz-Allianz Systembiologie arbeitet er bei-
spielsweise mit Fabian Theis zusammen. Der Mathematiker und
Physiker leitet im Institut fiir Bioinformatik und Systembiologie
des Helmholtz Zentrums Miinchen eine Gruppe fiir Computational
Modeling und hat an der Technischen Universitit Miinchen
eine Professur fiir Mathematik der Systembiologie inne. Mit
ihm forscht Schroeder quasi Tiir an Tiir. ,,Die rdumliche Ndhe
ist ein unglaublicher Vorteil, weil unsere Mitarbeiter so stdndig
in engem Austausch stehen - nicht nur per Telefon und E-Mail,
sondern auch bei gemeinsamen Seminaren oder beim Mittages-
sen.“ Das findet er wichtig, denn eine gemeinsame Sprache zu
finden sei beim interdisziplindren Forschen nicht der einzige
Stolperstein. Auch unterschiedliche Publikationskulturen wollen
beriicksichtigt werden. ,,Da ist es gut, wenn man im direkten

Kontakt ist und solche Dinge besprechen kann.“

Dass Schroeder Wissenschaftler werden sollte zeichnete sich
iibrigens schon friih ab in seinem Leben. Seine Mutter habe
ihm mal ein altes Bild aus dem Kunstunterricht in die Hand ge-
driickt. Aufgabe war damals: Male Deinen Berufswunsch. ,,Ich

sitze auf dem Bild im Wald und erforsche irgendwas,” erinnert

www.systembiologie.de

er sich lachend. Spétestens zu Abiturzeiten stand die Richtung
fest, und bereits seinen Zivildienst absolvierte Schroeder im
Labor. Dort lernte er viel Praktisches. Als Student legte er dann
vor allem Wert darauf, die Sachverhalte und Zusammenhinge

zu verstehen.

Das Schlimmste wihrend seiner Studiums: ,,Ich hatte den Ein-
druck immer gebremst zu werden, wenn ich mehr machen wollte
als ndtig - wenn ich zum Beispiel nach einem Praktikumsplatz
fragte, wurde ich oft abgewiesen, weil niemand Verwendung fiir
einen Studi aus den unteren Semestern hatte.” Schroeder hat
darum immer eine offene Tiir fiir den Nachwuchs. Praktikanten
sind genauso willkommen wie Informatikstudenten, die einen
Job als Hilfswissenschaftler suchen. ,Jeder, der motiviert ist,
kann mit seinen Fahigkeiten etwas beitragen®, lautet das Credo

des Wissenschaftlers.

Von Anfang an war Schroeder*s Laufbahn auf molekulare Zell-
biologie und moderne Technologien ausgerichtet. Trotzdem
gonnte er sich wihrend seines Grundstudiums einen Ausflug in
die klassische Biologie: ,,Ich war mal wihrend der Semesterferi-
en auf einer Walbeobachtungsstation in Kanada. Das war ein ir-
res Erlebnis, aber trotzdem habe ich meine Zukunft nicht in die-
sem Feld gesehen.” Die Liebe zur Natur ist ihm aber geblieben. Die
lebt er aus, wenn er gemeinsam mit seiner Frau Urlaub in fernen
Lindern macht. Und dann widmet er sich auch seinem Hobby,
der Naturfotografie - mit dem gleichen Anspruch an qualitativ

hochwertige Bilder wie im Labor.

Das Interview fiihrte Stefanie Reinberger.

Kontakt:

Dr. Timm Schroeder

Helmbholtz Zentrum Miinchen - Deutsches Forschungszentrum
fiir Gesundheit und Umwelt, Institut fiir Stammzellforschung,
Neuherberg

timm.schroeder@helmholtz-muenchen.de

www.helmholtz-muenchen.de/isf/haematopoese/index.html




SioQuant

Interdisziplinares Zentrum fur Systembiologie an der

Universitat Heidelberg

von Angela Oberthiir und Roland Eils

Nirgendwo sonst in Deutschland befassen sich
so viele international angesehene Wissenschaft-
ler unterschiedlichster Disziplinen exklusiv mit
systembiologischen Fragestellungen. Fakultaten-
und Forschungsinstitutionen tUbergreifend bindelt
BioQuant die erfolgreichen, systembiologischen
Forschungsaktivitdten am Standort Heidelberg
unter dem Dach eines universitdren Forschungs-
zentrums. Im Jahr 2007 als erstes Zentrum fir
Systembiologie in Deutschland gegriindet, z&hlt
BioQuant l&dngst zu den fihrenden Zentren in
Europa.

Der Schwerpunkt der wissenschaftlichen Arbeiten
des BioQuant-Zentrums liegt auf der quantitativen
und skalenibergreifenden Beschreibung zellularer
Prozesse mit einem besonderen Fokus auf medizi-
nisch relevante Fragestellungen.

Mit der Einrichtung des interdisziplindren, internati-
onalen Curriculums Systems Biology an der Uni-
versitédt Heidelberg und zahlreichen, selbststandigen
Nachwuchswissenschaftlern setzt das BioQuant-
Zentrum auch in der Systembiologie-Ausbildung
MaBstabe in Deutschland.

Die am BioQuant-Zentrum etablierten Technologie-
plattformen umfassen schwerpunktmaBig quantitative

Bildgebungsverfahren.

Bild: BioQuant
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Schwerpunkt Forschung: zellulare Systeme

Seit der Griindung im Jahr 2007 hat sich im BioQuant-Zentrum
eine fithrende Forschungsgemeinschaft im Bereich der Sys-
tembiologie auf dem Heidelberger Campus formiert, die sich
schwerpunktmiRig mit medizinisch relevanten, zelluldren
Prozessen wie z.B. Virus-Wirtszell-Interaktionen’, Signaltrans-
duktion?, Apoptose®, Genregulation* & Epigenetik® und Zellar-
chitektur® beschiftigt.

So ist das BMBF-geforderte FORSYS-ViroQuant-Konsortium (Ko-
ordination: Prof. Roland Eils/Prof. Jiirgen Wolfrum) seit 2007 in-
tegraler Bestandteil des BioQuant-Zentrums. Das interdisziplina-
re Forschungsprogramm widmet sich der SYSTEMBIOLOGIE VON
VIRUS-WIRTSZELL-INTERAKTIONEN und biindelt die Expertise
renommierter Virologen, Molekularbiologen, Mathematiker,
Physiker, Computerwissenschaftler und Ingenieure am Heidel-
berger Standort. Im Fokus der Arbeiten stehen dabei die ursich-

lichen Erreger von AIDS (HIV) und Hepatitis C (HCV).

Die erfolgreiche, interdisziplindre Zusammenarbeit innerhalb
von ViroQuant war Ausgangspunkt fiir das internationale
Verbundprojekt PathoSys (Koordination: Prof. Roland Eils/
Dr. Lars Kaderali), das seit Ende 2010 von der Europdischen
Kommission gefordert wird. Innerhalb PathoSys widmen sich
internationale, akademische und industrielle Partner der Ent-
wicklung neuer mathematischer Methoden zur Erforschung
des Wechselspiels zwischen Virus und Wirtszelle am Beispiel
des Hepatitis C-Virus. Das BioQuant-Zentrum koordiniert das
EU-Netzwerk PathoSys federfiihrend.

Einen weiteren Schwerpunkt am BioQuant-Zentrum stellen die
zahlreichen wissenschaftlichen Projekte zur SYSTEMBIOLOGIE
VON KREBSERKRANKUNGEN dar, die im Rahmen der von der
Helmholtz-Gemeinschaft initiierten Helmholtz-Allianz System-
biologie (Teilprojekt ,,Systems biology of cancer*, Koordination:

Prof. Eils/Prof. Klingmiiller) erfolgreich bearbeitet werden.

Ein weiteres Forschungsprogramm ist das bereits 2004 etab-
lierte ZENTRUM FUR MODELLIERUNG UND SIMULATION IN
DEN BIOWISSENSCHAFTEN (BIOMS, Koordination: Prof. Ursula
Kummer/Prof. Willi Jiger). Mit maRgeblicher Unterstiitzung
des Landes Baden-Wiirttemberg und der Klaus-Tschira-
Stiftung, sowie den beteiligten Forschungseinrichtungen
(Universitit Heidelberg, Deutsches Krebsforschungszentrum,
European Molecular Biology Laboratory und Max-Planck-
Institut fiir Medizinische Forschung) wurde ein zum damaligen
Zeitpunkt deutschlandweit einzigartiges Forschungsprogramm
ins Leben gerufen, das die Entwicklung neuer theoretischer
Ansitze und Methoden fiir die Systembiologie am Standort
Heidelberg unterstiitzt. Besonderes Augenmerk dieses lokalen
Programms liegt dabei auf der Férderung von Nachwuchswis-
senschaftlern in der Systembiologie. Auch der im Rahmen der
Exzellenzinitiative geférderte EXZELLENZCLUSTER CELLNET-
WORKS (Koordination: Prof. Hans-Georg Krausslich) ist zu gro-

Ben Teilen im BioQuant-Zentrum beheimatet.

Zusitzlich zu diesen derzeitigen Hauptforschungsprogrammen
haben sich im BioQuant zahlreiche neue Forschungsprojekte
gebildet, die z.B. im FORSYS-Partnerprogramm, SysTec, Med-
Sys, GerontoSys, CancerSys, Virtual Liver, SysMo als auch im

Rahmen des ERANet ,,EraSysBio“ geférdert werden.

Schwerpunkt Technologien: in vivo Imaging &
Datenmanagement

Fiir eine realitdtsnahe, mathematische Beschreibung biologischer
Systeme ist die Gewinnung quantitativer sowie rdumlich-zeitlich
aufgeldster Daten essentiell. Hierfiir wurde am BioQuant-Zentrum
neben einer leistungsstarken IT-Infrastruktur eine umfassende
Technologieplattform etabliert, die zurzeit schwerpunktmiRig
bildgebende Verfahren umfasst. Das angebotene Repertoire
reicht von hoch- bis hochstauflésender Lebendzell-Mikroskopie
iiber Hochdurchsatz-Verfahren bis hin zur Kryo-Elektronenmik-
roskopie. Ergidnzt wird dieser Bereich um eine ,,RNAi Screening
Facility und eine erst kiirzlich eingerichtete ,,Deep Sequencing

Facility“. Integrale Bestandteile der BioQuant-Technologieplatt-
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Das BioQuant mit seiner preisgekrénten Architektur bietet ideale Bedingungen fiir interdisziplindre Forschung auf héchstem Niveau.

form sind auch die beiden erfolgreichen Firmenkooperationen:
das Nikon Imaging Center (siehe Seite 68 in diesem Heft) und das
Hamamatsu Tissue Imaging and Analysis Center-TIGA (siehe Arti-
kel in systembiologie.de, 2. Ausgabe). Um den beim Einsatz dieser
neuen Technologie anfallenden groen Datenmengen gerecht zu
werden, wird am BioQuant-Zentrum mit Mitteln des Bundes und
des Landes Baden-Wiirttemberg in den nichsten drei Jahren eine
Large Scale Data Facility (LSDF) realisiert, die mit zirka 6 Petabyte
Speicherkapazitit eine der groten europdischen Datenspeicher-
einrichtungen darstellt, die ausschlieRlich der lebenswissen-

schaftlichen Forschung zur Verfiigung steht.

Schwerpunkt Nachwuchsférderung

Um den hohen Bedarf an interdisziplinir ausgebildeten Nach-
wuchswissenschaftlern in der Systembiologie zu decken, hat
das BioQuant-Zentrum bereits kurz nach seiner Griindung ein
eigenes interdisziplindres Ausbildungsprogramm ins Leben ge-
rufen. Das interdisziplindre Major-Curriculum Systems Biology

(Koordination: Prof. Ursula Kummer/Prof. Ursula Klingmiiller)

ist seit dem WS 2008/2009 fester Bestandteil des internationalen
Masterprogramms ,,Molecular Biosciences” an der Universitit
Heidelberg und wird von ausgewiesenen Wissenschaftlern aus

Theorie und Lebenswissenschaften gestaltet.

Mebhr als ein Drittel der Forschergruppen am BioQuant sind
tiber renommierte Drittmittelprogramme unterstiitzte, selbst-
stindige Nachwuchsgruppen. So finden im BioQuant u.a. zwei
tiber den European Research Council mit ERC Starting Grants
geforderte Nachwuchsgruppen (Dr. Anne Marciniak und Dr. Ilka
Bischofs-Pfeifer) ideale Bedingungen fiir die Umsetzung ihrer
systembiologischen Forschungsprojekte. Die ersten BioQuant-
Nachwuchsgruppenleiter wurden bereits nach wenigen Jahren

ihres Wirkens am Zentrum auf W3-Lehrstiihle berufen.

Zeitgendssische Architektur fur interdisziplinare
Forschung
Die Basis fiir die aktive Systembiologie-Forschungsgemein-

schaft des Zentrums wurde in Heidelberg bereits im Jahr 2001
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gelegt. Damals formierte sich im Zuge des von der Landesre-

gierung Baden-Wiirttemberg ausgeschriebenen Wettbewerbs
zur Errichtung interdisziplinirer lebenswissenschaftlicher
Zentren ein Disziplin- und Forschungsinstitutionen iibergrei-
fendes Netzwerk zum Thema ,,Quantitative Analyse zelluldrer
und molekularer Biosysteme (BioQuant)“. Die Universitat
Heidelberg bewarb sich erfolgreich um die Errichtung einer
zentralen Struktur fiir dieses ficheriibergreifende Netzwerk,
das die international renommierten Forschungsschwerpunkte
des Standortes, die molekularbiologische-biomedizinische For-
schung und die Expertise im wissenschaftlichen Rechnen zu-
sammenfiihrt. Seit der feierlichen Ubergabe im Friithjahr 2007
stehen mit dem BioQuant-Zentrum an der Universitit Heidel-
berg nun rund 5.000 qm ausschlieflich fiir die Forschung und

Lehre in der Systembiologie zur Verfiigung.

Diese Flichen sind in einem architektonisch exzeptionellen Ge-
biude untergebracht. Erst kiirzlich wurde dem BioQuant-Zent-
rum der Hugo-Haring-Preis verliehen, mit dem der Landesver-
band Baden-Wiirttemberg des Bundes Deutscher Architekten
(BDA) vorbildliche Bauwerke in Baden-Wiirttemberg auszeich-
net. Mit zentralen Kommunikationsrdumen unterstiitzt die
Architektur den wissenschaftlichen Austausch zwischen den
verschiedenen Disziplinen und bietet ideale Bedingungen fiir
die experimentellen und theoretischen Forschergruppen des

Zentrums.

& Microbe, 9 (1): 32-45.

?Becker, V., Schilling, M., Bachmann, J., Baumann, U., Raue, A.,
Maiwald, T., Timmer, J., Klingmiiller, U. (2010). Covering a broad
dynamic range: information processing at the erythropoietin
receptor. Science 328(5984):1404-1408.
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cells. Mol Syst Biol. 6:352.

* Schulz EG, Mariani L, Radbruch A, Hofer T. (2009). Sequential
polarization and imprinting of type 1 T helper lymphocytes by
interferon-gamma and interleukin-12. Immunity 30(5):673-83.
Epub 2009 Apr 30.

SErdel, F., Schubert, T., Marth, C., Lingst, G. and Rippe, K. (2010).
Human ISWI chromatin-remodeling complexes sample nucleoso-
mes via transient binding reactions and become immobilized at
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und Industrie

Kollaboration zwischen Forschung
im Bereich der modernen Lichtmikroskopie

von Peter Bankhead und Ulrike Engel

In der Lichtmikroskopie hat in den letzten 25 Jahren
eine atemberaubende Entwicklung stattgefunden, so
dass moderne Forschungsmikroskope nur noch we-
nig Ahnlichkeiten zu den Mikroskopen aufweisen, die
jedermann aus dem Biologieunterricht kennt. So ver-
wenden zum Beispiel die konfokalen Lasermikroskope
einen geblndelten Laserstrahl, um lebende Zellen
abzutasten. Am Computer entsteht dann aus dieser
Information innerhalb weniger Sekunden ein voll-
sténdiges, dreidimensionales Bild. Diese heutzutage
in der Forschung am haufigsten genutzten Mikroskope,
wie auch die verwandten Spinning-Disk-Konfokal-
Mikroskope, werden komplett computergesteuert,
um Optik, Laser, Blenden und Detektoren zu syn-
chronisieren (Abb. 1). Meist reicht dem Forscher le-
diglich ein kurzer Blick durch das Okular bevor er
sich dem Computermonitor zuwendet. Um diese
Technologien den Forschern auf dem Campus breit
zuganglich machen zu kénnen, wurde vor finf Jah-
ren das Nikon Imaging Center (NIC) der Universitat
Heidelberg (NIC@Uni-HD) gegriindet.

Fluoreszenzmarkierung macht Zellbestandteile
sichtbar

Séamtliche Mikroskope im NIC@Uni-HD basieren auf der Darstel-
lung von Fluoreszenz. Da die Bestandteile von Tierzellen natiir-
licherweise nicht fluoreszieren, farben Forscher jene Bereiche,
die sie erforschen wollen, mit Fluoreszenzfarbstoffen an. Da sich
nur wenige Farbstoffe in lebende Zellen einschleusen lassen,
sind Wissenschaftler auf Fluoreszenzfarbstoffe angewiesen, die
von der Zelle selbst produziert werden. Obwohl die meisten
Tierzellen keine fluoreszierenden Bestandteile besitzen, gibt

es ein paar wenige Ausnahmen wie die lumineszierende Qualle
Aequoria victoria. Wir verwenden als Fluoreszenzmarkierung ein
bestimmtes Protein dieser Qualle namens ,,griin fluoreszierendes
Protein* (GFP, green fluorescent protein). Das erste bahnbrechende

biologische Experiment, in welchem GFP die Nervenzellen des
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Fadenwurms Caenorhabditis elegans griin leuchten lieR , wurde in der
Zeitschrift Science von Martin Chalfie’s Labor 1998 veréffentlicht
(Duggan et al., 1998). Dank der darauffolgenden Entwicklungen gibt
es heutzutage Fluoreszenzproteine in den Farben gelb, orange,
rot und infrarot (Shaner et al., 2007). Der Nobelpreis fiir Chemie
wurde 2008 an Osamu Shimomura, Martin Chalfie und Roger Y.
Tsien (Ehrensprecher der ICSB 2011, siehe auch Seite 99) fiir

die Identifizierung dieser fluoreszierenden Proteine und deren
Weiterentwicklung fiir die Verwendung in der biologischen For-
schung verliehen. Die Méglichkeit, Lebendzellbeobachtungen
durchzufiihren, verdanken wir dieser Entdeckung genauso wie
der technischen Weiterentwicklung der Lichtmikroskope. In dem
sie genetische Information (DNS) in Zellen einschleusen, konnen
Wissenschaftler durch den Gebrauch dieser Farbpalette zelluldre
Bestandteile im Mikroskop sichtbar machen. Die fluoreszierenden
Proteine sind wie leuchtende Markierungen, die durch das ent-
sprechende Experiment des Biologen einen einzelnen Bestandteil
der Zelle hervorheben. Die Fluoreszenz wird durch das Einstrah-
len energiereicheren Lichts in der Probe ausgeldst: griine Fluo-
reszenz wird durch blaues Licht hervorgerufen, rote Fluoreszenz

entsprechend durch griines Licht.

In derart markierten Zellen kénnen Forscher Bilderserien auf
unterschiedlichen Fokusebenen iiber die Zeit aufnehmen. So
entstehen vielfarbige, dreidimensionale Filme, die zeigen, wie
dynamische Prozesse innerhalb der Zelle ablaufen. In Abbildung
2 ist eine griin markierte Zelle zu sehen, die eine kleinere rot-
markierte Hefezelle verschlingt. Dieses Bild wurde mit einem
konfokalen Lasermikroskop in verschiedenen Fokusebenen iiber
eine gewisse Zeit aufgenommen. Das Instrument hat sozusagen
die Zelle immer wieder in viele ,,optische Schnitte* zerlegt,
ohne das Préparat tatsdchlich zu zerschneiden. Mithilfe eines
Computerprogramms werden die vertikalen Schnitte (Abb. 2B)
oder beliebige Schnittebenen (Abb. 2C) zusammengesetzt. Da-
durch kann klar bestimmt werden, ob die Hefezelle wirklich von
der anderen Zelle einverleibt wurde oder sich lediglich einige

Mikrometer hinter der anderen Zelle versteckt hat.
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Bild: Ulrike Engel

Abbildung 1: Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop im NIC@Uni-HD (Bild: Markus Winter).

Herausforderungen an die Lichtmikroskopie: Details
in lebenden Zellen aufdecken

Tierzellen sind winzig klein: mit einem mittleren Durchmesser
von etwa 0,02 mm sind sie zu klein, um mit dem bloen Auge
sichtbar zu sein. Nichtsdestotrotz erscheint das Innere der Zellen
im Mikroskop feingegliedert, eingeteilt in Untereinheiten wie
die Zimmer eines Hauses. Jede dieser Untereinheiten enthilt
weitere, noch kleinere Objekte und Maschinerien, deren Funk-
tionen wir gerne untersuchen wiirden, um die Funktionsweise
der Zelle zu verstehen. Die Frage ist also, wie viele dieser Details
die Mikroskopie sichtbar machen kann. Im Gegensatz zur Haus-
wand, hindert die Zellmembran uns kaum daran, die Vorginge im
Zellinneren zu beobachten. Gliicklicherweise ist die Zellmembran
wie auch die Zelle insgesamt fiir fluoreszierendes Licht, das von
den fluoreszierenden Farbstoffen erzeugt wird, mehr oder weniger
transparent. Wenn man aber versucht, mit Licht immer kleinere
Details darzustellen, st58t man bald auf ein grundlegendes Pro-
blem. Samtliche Objekte, die kleiner als ein paar hundert Nano-
meter sind - was in etwa der GroRenordnung der Wellenlinge
von sichtbarem Licht entspricht - sehen irgendwann, ungeachtet
ihrer wirklichen Form, wie ein kleiner diffuser Klecks aus. Auch

eine weitere Erhchung der VergréRerung hilft hier nicht weiter:

die sogenannte ,, Auflgsungsgrenze* ist erreicht. Das hindert uns
daran, Details zu erkennen und fiihrt unweigerlich dazu, dass die
Bilder sehr kleiner Strukturen verschwommen aussehen. Kleine
Bestandteile innerhalb der Zelle, die wir mit Hilfe der Fluores-
zenzmikroskopie abbilden, erscheinen deshalb unweigerlich
unscharf. Andere Mikroskopietechniken sind weit besser dafiir
geeignet, einzelne Strukturen aufzulgsen. Das Elektronenmi-
kroskop beispielsweise nutzt Elektronenstrahlen anstelle von
Lichtstrahlen, um noch kleinere Strukturen abzubilden, die
sich sogar nahe der molekularen Auflésung (Bruchteile von
Nanometern) befinden. Es ist jedoch unméglich, Lebendzellbe-
obachtung mittels Elektronenmikroskopie durchzufiihren, da
die Objekte vor der Aufnahme fixiert (und dadurch abgetstet)
und in extrem diinne Scheiben geschnitten werden miissen.
Auch wenn diese hohe Aufldsung hiufig erwiinscht ist, ist sie
nicht immer notwendig, um etwas zu verstehen. Hitten wir
beispielsweise niemals zuvor eine Schere gesehen, konnten wir
alleine aufgrund ihrer Form vermutlich kaum erahnen, wozu
sie benutzt werden kann. Wir wiirden aber ihre Funktion so-
fort erkennen, wenn wir ein verschwommenes Filmchen einer
papierschneidenden Schere erhalten kénnten, auch wenn die

Form der Schere nicht klar auszumachen wire.

c-

FUr jeden Zeitpunkt wurden 26 ,optische
Schnitte* mit einem konfokalen Laser-
mikroskop aufgenommen. (A) die Bildsequenz
zeigt, dass die Zelle innerhalb von zwei
Minuten eine Hefezelle (rot) aufgenommen
hat (Pfeil). (B) Senkrechte und Horizontale
Ansichten des letzten Zeitpunkts. (C) Ein
schrager Schnitt zeigt, dass die Hefezelle

sich erst auBerhalb, am Ende aber innerhalb

der grlinen Zelle befindet (Pfeil).

www.systembiologie.de
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Zilienblischel im Epithel eines Froschembryos. Mikrotubulifarbung in gelb, Kernfarbung in blau (Bild: Ulrike Engel).

Einer der gréften Vorteile der Lichtmikroskopie besteht si-
cherlich darin, lebende Zellen in Bewegung und Funktion auf-

zunehmen. Das stellt uns jedoch vor eine weitere technische

Herausforderung: Wir miissen hohe Aufnahmegeschwindigkeiten

erreichen, um wirklich schnelle Vorginge aufzuzeichnen. Und
schnelle Bewegungen sind in der Biologie mehr Regel als Aus-

nahme. Auch wenn man scheinbar reglos an einem Tisch sitzt,

arbeiten, bewegen und teilen sich die Kérperzellen dennoch un-
entwegt. Innerhalb der Zelle sind die Aktivitdten noch gréRer. So

zeigt Abbildung 3 eine Zelle, die Partikel aufgenommen hat und

diese nun in der Zelle hin und her transportiert. Diese als ,,Ve-

sikel“ bezeichneten kleinen Nahrungspakete werden mit einer

Geschwindigkeit von bis zu drei Mikrometer pro Sekunde trans-
portiert. Das ist im Vergleich zur Geschwindigkeit eines Radfah-

rers mit 30 km/Std. zwar drei Millionen mal langsamer, bezogen

auf einen solch kleinen Raum ist es jedoch extrem schnell: Um

diesen Vorgang sichtbar zu machen, benétigen wir deswegen fiir
die Bilderfassung zehn Aufnahmen pro Sekunde. In den so ent-
standenen Filmen kdnnen wir dem Transport der Vesikel entlang
der zelluldren Transportstrecken (Mikrotubuli) folgen und dies
mit spezialisierten Computerprogrammen auf Richtung und Ge-

schwindigkeit analysieren (Abb. 3C).

Wo liegt die Zukunft: Lichtmikroskopie in Hochauf-
l[6sung

In Zukunft gilt es, hohere Aufldsungen und schnelle Lebendbe-
obachtung zu vereinen. Die Entwicklung der vergangenen fiinf
Jahren hat komplexe Techniken hervorgebracht, die es uns nun er-
lauben, die oben erwdhnte Auflgsungsgrenze hinter uns zu lassen
und kleinere Details in lebenden Zellen zu beobachten (Chi et al.,
2009). Diese Techniken werden deswegen oft als Superresolutions-

Mikroskopie bezeichnet, und sdmtliche grofen Mikroskopieher-

Eine Zelle, in der die Mikrotubuli mit GFP grin markiert sind, hat
rotmarkierte Partikel aufgenommen. (A) Innerhalb von nur 5 Sekunden
haben sich beide Bestandteile in der Zelle bewegt. (B) Ein Ausschnitt
zeigt, dass sich die Bewegung einzelner Vesikel entlang der Mikrotubuli
verfolgen l8sst. (C) Mit Hilfe eines Computerprogramms kann Richtung

und Geschwindigkeit analysiert werden.

Bild: Ulrike Engel
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steller sind dabei, Forschern diese Art von Instrumenten verfiigbar

zu machen. Nikon hat zwei neue Arten von Superresolution-
Mikroskopen auf den Markt gebracht: STORM und SIM, die sich
unterschiedliche Prinzipien zu Nutzen machen. Wahrend STORM
(stochastic optical reconstruction microscopy) auf der Bildgebung von
Einzelmolekiilen beruht, um Hochauflsung durch Aufhahme von
10.000-100.000 Bildern zu erhalten, bedient sich SIM (structured
illumination microscopy) einem gestreiften Belichtungsmuster, um
kleine Details in den ,,sichtbaren” Bereich der Lichtmikroskopie
zu transportieren. Nikon installierte sein erstes SIM 2010 im NIC@
Uni-HD im Bioquant Heidelberg. Auch wenn noch immer viele
Optimierungen nétig sind, konnen wir jetzt Bilder von Zellen auf-
nehmen, die weniger verschwommen sind und wesentlich detail-

reicher sind, als es bisher mgglich war (Abb. 4A).

Zahlen und Fakten des Nikon Imaging Centers der
Universitat Heidelberg (NIC@Uni-HD)

Die Ausstattung fiir moderne Lichtmikroskopie (Advanced Light
Microscopy) ist aufwendig und erweist sich fiir ein Einzellabor
oft als zu kostspielig. Anderseits haben diese Mikroskope ein
sehr breites Einsatzgebiet in der Forschung an isolierten Zellen,

in der Entwicklungsbiologie und Bereichen der medizinischen

Forschung. Der Zweck des NIC@Uni-HD ist es deshalb, Wissen-
schaftlern den Zugang und die Nutzung dieser modernen Mik-
roskope zu ermdglichen. Das NIC@Uni-HD wurde 2005 als eine
zentrale Einrichtung der Universitit Heidelberg gegriindet und
ist eine Kollaboration zwischen Industrie und Universitit. Diese
neue Art, Forschern die innovativsten Technologien zuginglich
zu machen, wurde von Professor Thomas Holstein (COS - Center
for Organismal Studies, Universitidt Heidelberg) und Jérg Ku-
kulies (Nikon Messtechnik, Deutschland), in Anlehnung an das
bereits existierende NIC an der Harvard Medical School Boston,
ins Leben gerufen. Nikon steuert in dieser Kollaboration die
neuesten Mikroskope bei, die Universitt stellt das notwendige
Personal und die Rdumlichkeiten. Weitere Firmen beteiligen
sich mit Kameras, Filtern und mit komplementirer konfokaler
Technologie. Das NIC@Uni-HD ist die erste zentrale Lichtmikros-
kopieeinheit auf dem Heidelberger Campus, an der Forscher Mi-
kroskope selbst buchen und nutzen kénnen. Dieser Zugang wird
nach einem oder zwei Trainings durch die Mitarbeiter des NICs
gewdhrt. Diese beraten auch die Wissenschaftler in der Wahl des
Mikroskops: Die Anzahl der Mikroskope hat sich von anfinglich
fiinf schnell verdoppelt und die meisten dienen unterschiedlichs-

ten Einsatzgebieten. Es sind zwei Laser-Scanning-Konfokalmikro-

(A) Super-Resolutionsaufnahme einer Epithelzelle, in der das Aktinzytoskelett gefarbt ist; gut sichtbar sind insbesondere die feinen Aktinbtndel nach der Wachstums-

front. Das Bild wurde mit dem Nikon Structured lllumination Microscope (N-SIM) aufgenommen. (B) Anhaftung von Epithelzellen an Material unterschiedlicher Steifheit

nach 3 Stunden (a-d) und 24 Stunden (c-h). Die Abbildung B erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Journal of the American Chemical Society.

www.systembiologie.de
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Larve von Platynereis (mariner Wurm) in Differential-Interferenz-Kontrast dargestellt (Bild: Ulrike Engel).

skope, zwei Spinning-Disk-Konfokalmikroskope, zwei aufrechte
Fluoreszenzmikroskope, ein Mikroskop fiir TIRF (Total Internal
Reflection Fluorescence), zwei inverse Fluoreszenzmikroskope fiir
Multipoint-Lebendzellmikroskopie und das oben erwihnte N-SIM
fiir Superresolution verfiigbar. Innerhalb der letzten fiinf Jahre
wurden insgesamt 600 Wissenschaftler an den Mikroskopsys-
temen von den vier NIC-Mitarbeitern angelernt, was bisher in
mehr als 100 Publikationen miindete. Die Forschungsprojekte er-
strecken sich auf ein weites Feld und beinhalten z.B. die Analyse
menschlicher Erkrankungen, die Erforschung der Wanderung
von Nervenzellen wahrend der Gehirnentwicklung, die Bedeu-
tung von Kalziumwellen in der zelluldren Signaltransduktion
sowie die Polarisierung von Zellen und deren Teilung. Sogar die
Bindung zwischen Proteinen kann lichtmikroskopisch dargestellt
werden. Die Mikroskopie ist in keinem Fall das einzige Werkzeug,
das zur Erforschung und dem Verstindnis eines Mechanismus
fithren kann, aber in Kombination mit der Molekularbiologie,
der Biophysik und der Biochemie kénnen intelligente Versuche
entwickelt werden, um zu beweisen, dass ein Protein wie eine
Schere in einer Zelle wirken kann, oder dass eine Komponente
fiir das Ziehen der Spindel in die Tochterzellen verantwortlich
ist. Abbildung 4B zeigt beispielsweise wie chemisches Design in
der Biologie uns helfen kann, zu verstehen, wie Zellen sich am
Untergrund fest halten. Auf einem weichen Untergrund kénnen
sich Zellen nicht anheften, wird jedoch dessen Festigkeit durch
Verdnderung des pH-Wertes erhdht, flacht sich die Zelle ab und
verbindet sich mit dem Untergrund (Yoshikawa et al., 2011).

Das NIC-team: Nicolas Dross, Christian Ackermann, Peter Bankhead,

Astrid Marx, Ulrike Engel (von links oben nach rechts unten).
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Das Nikon Imaging Center erlaubt es Wissenschaftlern, deren
Fachkompetenz sich nicht auf bildgebende Verfahren bezieht,
zur L3sung komplexer Fragestellungen von der modernen Mik-
roskopie Gebrauch zu machen. Die innovative Instrumentierung
ist eines der notwendigen Bestandteile des Zentrums, die Fach-
expertise im Zentrum selbst, beziiglich der Anwendung und der

Planung der Experimente, ist die andere wichtige Voraussetzung.
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MIKroskopie auf
hochstem level

Das Life Imaging Center (LIC) im Zentrum fur Biosystemanalyse

(ZBSA) der Universitat Freiburg

von Roland Nitschke

Die Lichtmikroskopie entwickelte sich in den letzten 25
Jahren durch den Einsatz neuer Beleuchtungs- und
Detektionsverfahren und den sich daraus ergeben-
den experimentellen Méglichkeiten zu einer der
wichtigsten Methoden in den Lebenswissenschaf-
ten. Die heutigen optischen Technologien erlauben,
oft unter Verwendung von Markierungen mit fluores-
zierenden Proteinen, ungeahnte Einblicke in biologi-
sche Details und Mechanismen. Der Ablauf vieler
biologischer Vorgdnge konnte durch die rAumlich
und zeitlich hochaufgeldste Bildaufzeichnung erst-
mals erfasst werden und wurde durch nachfolgende
Analyse in einigen Fallen auch mathematisch mo-
delliert. Die Aufkldrung und das Verstandnis auch
komplexer Signalverschaltungen konnte so deutlich
verbessert werden.

Problematisch beim Einsatz der neuen optischen Technologien
sind der dafiir nétige technische Aufwand und die Komplexitét
ihrer Anwendung und der Auswertung des Bildmaterials. Nur gut
ausgebildete und betreute Wissenschaftler konnen das Potential
voll nutzen, deshalb werden die Techniken manchmal sowohl un-
ter- als auch tiberschitzt oder wegen der Komplexitit nicht be-
riicksichtigt. Nicht immer ist vorhersehbar, welche Technik zum
optimalen Ergebnis fithren wird. Die Anschaffung von modernen,
spezialisierten Mikroskopen fiir ein einzelnes Labor ist nur bei
einer lingerfristigen Auslastung denkbar und sinnvoll. Daher ist
die Zusammenfassung von Mikroskopietechniken in fach- und

fakultétsiibergreifenden ,,Core Facilities* angebracht.

Das Life Imaging Center (LIC) in Freiburg wurde 2001 von Roland
Nitschke und Wolfgang Driever als Einrichtung des Sonderfor-
schungsbereichs 592 etabliert. 2008 zog das LIC mit anderen zen-
tralen Einrichtungen fiir Genomik, Proteomik und Metabolomik
in das Zentrum fiir Biosystemanalyse (ZBSA), das gemeinsam

vom Rektorat, den Fakultiten der Lebenswissenschaften sowie

der technischen Fakultit getragen wird.

Ausristung auf neuestem Stand

Auf 400 m? stehen neun konfokale Mikroskope, auch fiir spezi-
ellere Methoden (2-Photonen, High-Speed, Photomanipulation
und Aktivierung, Spinning Disk, Laserablation, Multi-Position)
und sieben Weitfeld-Mikroskope fiir Ratio-Imaging, FRET, TIRF
und Langzeit-Aufnahmen zur Verfiigung. Ein Computerlabor
mit zw6lf Workstations, Bildanalyse- und Visualisierungs-Soft-
ware, und weiteren acht Plitzen ermdglicht die Analyse bis zur
Publikationsreife, sowie die Durchfiihrung von internen Schu-
lungen und Kursen mit Industriepartnern. Am LIC sind neben
dem Leiter derzeit fiinf Mitarbeiter (Informatiker und TAs) auf

3,5 Vollzeit-Stellen beschiftigt.

Nutzung, Expertisen und Training

Das LIC hat 295 Nutzer aus allen naturwissenschaftlichen Fakul-
téten. Es ist auch fiir Nutzer anderer Universititen offen, soweit
diese in gemeinsamen Projekten mit Forschungsgruppen aus
Freiburg arbeiten. Die durchschnittliche Auslastung der Gerite
in der Facility liegt bei {iber 80%. Viele Nutzer des LIC arbeiten
mit lebenden Organismen oder Zellkultursystemen, die in der
Entwicklungsbiologie, der Zellsignalforschung und der Systembi-
ologie Verwendung finden. Beispiele hierfiir sind Modellorganis-
men wie Zebrafisch, Arabidopsis, Drosophila, Xenopus, C. Elegans oder
Maus, verschiedene Pflanzenteile (Wurzel, Blatt, Knospe) sowie
Zellen aus Primér- und Dauerkulturen und Zellclustern (Zysten,
Biopsien, Hirnschnitte). Die meisten Geréte im LIC sind auf Lang-
zeitbeobachtung von bis zu zehn Tagen (auch Zellkulturen unter
Flussbedingungen) (Abb. 1; Boehlke et al., 2010), groRfldchige
hochauflgsende Bildaufnahmen (Abb. 2; Tay et al., 2011; Emmen-
lauer et al., 2009), Objekterkennung und Verfolgung (Lienkamp et
al.,, 2010), sowie die dafiir erforderliche Automatisierung spezi-
alisiert. Uber die BIOSS Toolbox, das Ressourcen und Informa-
tions-Zentrum des Exzellenzclusters BIOSS (EXC 294) stehen den
Nutzern iiber 150 fluoreszierende Proteine fiir ihre Experimente
zur Verfiigung. Seit 2002 wurden mehr als 285 Nutzer im
einwdchigen Kurs ,,Advanced Imaging Techniques in Microscopy*
in Theorie und Praxis der High-End Mikroskopie eingefiihrt.

Die Finanzierung des LIC wird durch die Universitit, den SFB 592
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Abbildung 1: Visualisierung des Wachstums von Microtubuli mittels TIRF.
Time-Differenz-Bild aus einer Zeitserie mit stabil transfizierten EB-1 YFP MDCK Zellen. Die gewachsene Distanz ist rot eingefarbt (C. Bohlke, Med. Klinik IV,
Universitat Freiburg).

und das BIOSS-Exzellenzcluster getragen. Neue Gerdte werden
iiber Férderantrige von Gruppen oder einzelnen Forschern be-

schafft, die dann die Gerite an das LIC iibertragen.

Erfolgreich durch Vernetzung

Im BIOSS-Exzellenzcluster arbeitet das LIC mit der 11. Techni-
schen Fakultét an neuen, intelligenten Mikroskop-Systemen
(4D-Analyzer), die Mikrofluidik, Automatisierung und Bildver-
arbeitung integrieren. Die erfolgreiche Zusammenarbeit mit der
biologischen und der medizinischen Fakultit spiegelt sich in
zahlreichen, gemeinsamen, hochrangigen Publikationen (Refe-
renzen 1-5) wider. Kollaborationen bestehen mit den Imaging Fa-
cilities des Max-Planck-Instituts in Freiburg und dem Friedrich-
Miescher-Institut in Basel. Das LIC ist Mitglied der Europdischen
Lichtmikroskopie-Initiative (ELMI) und assoziierter Partner in
Euro-Biolmaging. Roland Nitschke ist mit Elisa May deutscher
Koordinator fiir EuroBiolmaging und das in 2010 gegriindete

deutsche Biolmaging Netzwerk (http://bioimagingde.org). Das

LIC unterhilt langjdhrige Partnerschaften mit Firmen wie Carl

Zeiss Microlmaging (Jena, Géttingen) und ibidi GmbH (Miinchen).
Mit der Bundesanstalt fiir Materialforschung, Fluka und Schott
wurden Tools zur Kalibrierung von Fluoreszenzmikroskopen ent-

wickelt und patentiert (Resch et al., 2008).

Immunfluoreszenzfarbung (griin: Nervenzellen, rot: Muskelzellen) GréBe des

Datensatzes 32 GB mit 100 Teilbildern mit jeweils160 z-Ebenen (R. Nitschke,
LIC und S. Theiss, UCL London)

www.systembiologie.de
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auf den spuren des
oflanzenwachstums

Neue Mikroskopietechnik macht molekulare Prozesse der

Wurzelbildung sichtbar

von Klaus Palme, Bingshan Wang, Franck Ditengou, Roland Nitschke, Alexander Dovzhenko,

Rainer Uhl und Olaf Ronneberger

Genetische Verfahren stellen unverzichtbare Werk-
zeuge bei der Aufklarung komplexer biologischer Si-
gnalprozesse dar. Ihr Defizit bei der Entschlisselung
der exakten Reaktionsmechanismen im dreidimen-
sionalen Umfeld macht es jedoch notwendig, als er-
ganzende Untersuchungsmethode die Lichtmikros-
kopie einzusetzen. Mit der ,,4D Analyzer“-Plattform
gelingen neue, herausragende Einsichten in die drei-
dimensionalen molekularen Netzwerke der Zellen.
Wir nutzen als Modellsystem Wurzeln der Pflanze
Arabidopsis thaliana, um das Wechselspiel zwischen
Umweltsignalen und endogenen Entwicklungspro-
grammen bei der Neubildung von pflanzlichen Orga-
nen zu untersuchen.

Im Gegensatz zu Sdugetieren, deren Organentwicklung auf ein kur-
zes Zeitfenster innerhalb der Embryonalentwicklung beschréinkt
ist, bilden Pflanzen wihrend ihrer gesamten Lebenszeit neue Or-
gane. So kdnnen sie sich an kontinuierlich verdndernde Umwelt-
bedingungen anpassen, das Sonnenlicht als Energiequelle optimal

nutzen und mit ihren Wurzeln das Erdreich nach Néhrstoffen
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und Wasser durchsuchen. Wie aber induzieren Umweltsignale

die Neubildung von Seitenwurzeln und welche regulatorischen
Prozesse liegen diesem Wachstumsprozess zugrunde? Wir haben
einen kombinierten Ansatz aus Genetik, Biochemie, bildgebenden
Verfahren, Informatik und systembiologischer Modellierung ent-

wickelt, um diese molekularen Mechanismen zu verstehen.

Es ist schon lange bekannt, dass mechanische Krifte eine entschei-
dende Rolle in der pflanzlichen Organbildung spielen. Wachsende
Wurzeln tasten das Erdreich ab, kénnen um Steine herum und in
Spalten hinein wachsen. Dabei bestimmen mechanische Reize das
Wachstum und erlauben die Bildung neuer Wurzeln. Seit mehr als
100 Jahren gibt es davon bemerkenswert detaillierte Beschreibun-
gen (z. B. Darwin, 1880; Noll, 1900). Die molekularen Mechanismen
hinter diesen Prozessen konnten wir jedoch erst jetzt durch in-
novative Mikroskopietechniken entschliisseln (Teale et al., 2006;
Santos et al., 2010). Die Entwicklung der ,,4D Analyzer“-Plattform
und informatische Verfahren zur 4-dimensionalen Zellanalytik
spielen dabei eine wichtige Rolle. Es gab bislang keine tiberzeugen-
den molekularen Beweise fiir die Umprogrammierung pflanzlicher
Entwicklung durch mechanische Krifte. Erste Hinweise kamen aus
der lokal-induzierbaren Expression des Proteins Expansin, welches
normalerweise nur die Zellstreckung steuert. Uberraschenderwei-
se fithrte die lokale Produktion des Expansins nicht zur erwarteten
Zellstreckung, sondern zur Bildung eines neuen Blattes (Pien et al.,
2001). Dies bedeutet, dass Veridnderungen in der Biomechanik der
Zellteilungszone an den Sprossspitzen zur Bildung eines neuen Or-
gans fithren kénnen. Wir haben nun mit molekularen, genetischen
und optischen Verfahren nachgewiesen, dass durch die mecha-
nische Biegung von Wurzelspitzen die Anlage von Seitenwurzeln
induziert wird (Abb. 1).

Einblicke in die Architektur der beteiligten
Gennetzwerke

Die Seitenwurzelentwicklung wird von der koordinierten Ex-
pression vieler Gene bestimmt. Microarray-Analysen des zeit-

lichen Verlaufs der Genexpression in Seitenwurzeln dokumen-
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Klaus Palme bei der Pflege der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (Bild: Klaus Palme).

tieren, dass viele der beteiligten Gene in der Biosynthese, dem
Transport, der Wirkung und dem Abbau des Pflanzenhormons
Auxin wirken (Ditengou et al., 2008; Paponov et al., 2008). Diese
verschiedenen Aktivititen sind in Abbildung 2 in einem Gen-
netzwerkmodell zusammengefasst. Wir konnten die zentrale
Rolle von Auxin und dessen polarem Transport bei der Kont-
rolle des Seitenwurzelwachstums belegen (Teale et al., 2008).
Alle Genexpressionsdaten deuten darauf hin, dass eine Umlei-
tung des Auxin-Flusses dazu fiihrt, dass sich durch ungleiche
Zellteilung die ,,Initialzellen” des neuen Wurzelprimordiums
bilden - der Bildungsort der neuen Seitenwurzeln. Dabei kon-
trolliert das Repressorprotein IAA14 die Auxin-spezifischen
Transkriptionsfaktoren ARF7 und ARF19. Wenn die Proteine
ARF7 und ARF19 fehlen, kann sich keine Seitenwurzel entwi-
ckeln. Da beide Proteine in einem spéteren Stadium die Seiten-
wurzelentwicklung blockieren, kldrten wir, welche Reaktionen

nach dem mechanischen Impuls aktiviert werden.

Zeitliche Abfolge von Reaktionen im Wurzelgewebe
Um die Signalprozesse, welche die Wurzelbildung aus teilungs-
fahigem Gewebe (Perizykelzellen) einleiten, auf zelluldrer Ebene
verfolgen zu kénnen, wurden Reportergene fiir Wurzelwachstum-
sprozesse in die Pflanzen eingefiihrt. Auf diese Weise ist es mog-

lich, Auskunft iiber die zeitlich-rdumliche Abfolge der Vorginge

in einer einzelnen Zelle zu erhalten, die nach der mechanischen
Biegung einer Wurzelpartie ablaufen. Als Reporter dienten zum
einen die polar in Zellen lokalisierten Proteine PIN1 und PIN2, die
vermutlich fiir den gerichteten Ausstrom von Auxin aus Zellen
verantwortlich sind. Zum anderen wurde ein durch Auxin akti-
vierbarer Promotor (DR5) genutzt, um Auskunft dariiber zu erhal-
ten, in welchen Zellen eine Antwort auf das Auxinsignal erfolgt
und wie stark diese Aktivierung ist. Wie in Abbildung 3 zu sehen
ist, wurden PIN1 (griin) und PIN2 (rot) in Zellen unterschiedlicher
Polaritit lokalisiert. PIN2 dndert nach mechanischer Biegung
seine Position nicht. PIN1 hingegen 4ndert seine Position etwa
drei Stunden nach der Kriimmung und ist nun auf der entgegen-
gesetzten Seite zu finden. Durch diese Umordnung kommt es in
diesen Zellen zu einer Blockade des Auxintransports. Wir konnten
entlang der Biegestelle mithilfe des DR5 Reporters zwei Stunden
nach der Umlagerung von PIN1 einen lokalen Auxinstau mikros-
kopisch nachweisen. Auxin wird dann vom Auxintransportprotein
AUX1 in die benachbarten Perizykelzellen gepumpt, wo es die

Zellteilung und die Anlage des neuen Seitenorgans induziert.

Der ,,4D Analyzer” — eine Mikroskopieplattform flr
Live Cell Imaging
Biologische Signalsysteme zeichnen sich durch eine hohe

Mobilitdt chemischer Signale, die flexible Lokalisation von

Abbildung 2: Gennetzwerkmodell der Arabidopsis-Wurzel

i o

Links: periodische Oszillation des Auxinre-
porters DR5 in Krimmungszonen. Rechts:
Gennetzwerkmodell der Regulation von
Genen, die in der Auxinantwort eine wichtige

Rolle spielen.
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Abbildung 3: Lokalisierung der polar lokalisierten Proteine PIN1 (grtin) und PIN2 (rot) in mechanisch gekrimmten Arabidopsis-Wurzeln (A). Durch die Umordnung

der PIN-Proteine kommt es zu einem mikroskopisch nachweisbaren Stau des Hormons Auxin, der mithilfe eines rosa geférbten Auxinreporters in transgenen
Linien, die das Konstrukt PIN1::PIN1- GFP, pDR5rev::3XVenus-N7 enthalten, nachgewiesen werden kann (Copyright: PNAS).

Proteinen sowie die zeitliche und rdumliche Skalierbarkeit
einzelner Reaktionsschritte iiber viele Zellen mit meist schnel-
lem Informationsaustausch aus. Schnappschiisse wie die hier
beschriebene Reaktion auf mechanische Reize geben einen ers-
ten Einblick in das komplexe Reaktionsgeschehen, bilden aber
die Signalvorginge nur unvollstindig ab. Einzig dynamische,
bildgebende Verfahren kénnen eine nahezu ungest6rte Beob-
achtung und Analyse von Lebensprozessen in einzelnen Zellen
leisten. Innovative optische Verfahren sind daher notwendig,
um komplexe Lebensprozesse und Reaktionskaskaden besser
verstehen zu kénnen. Die enge Verbindung von Molekular-
biologie und optischer Geratetechnologie ermdglichte es uns,
neue Verfahren zu entwickeln und in eine innovative Licht-
mikroskopie-Plattform zu integrieren. Diese ,,4D Analyzer*
genannte automatisierte Mikroskop-Plattform kombiniert die
rdumlich (3D) und zeitlich (+1D) aufgeldste Bildaufnahme mit
automatisierter intelligenter Bildauswertung. Im Vordergrund
steht die vollautomatische Durchfithrung von Experimenten
mit lebenden Zellen in Echtzeit, mit hchster Aufnahmege-

schwindigkeit bei minimierter Probenschidigung und einem

A BEELENEE
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maximalen Probendurchsatz fiir ein breites Spektrum von
Anwendungen, die bisher mehrere Messstinde erforderlich
machten. Das integrierte Design ermdglicht Umschalten zwi-
schen verschiedenen Anwendungen wie FRET, FRAP, struktu-
rierter Beleuchtung, TIRF und Weitfeld-Fluoreszenz innerhalb
von Millisekunden und kombiniert diese mit Online-Analysen
und Schnittstellen fiir die Bild-Nachbearbeitung und Visua-
lisierung von mehrdimensionalen Datensétzen. Die resultie-
rende, bis dahin unerreichte Leistung des voll automatisierten
Systems ermdglicht die Erfassung und Visualisierung zelluldrer
Strukturen und Funktionen in Echtzeit und die rdumliche 3D
Visualisierung von Molekiilen in den Signalkaskaden, in die sie
involviert sind. Nach Abarbeitung komplexer Messprotokolle
an einer Vielzahl von Stellen in der Probe ist es méglich, mit
hoher Reproduzierbarkeit wieder an beliebige Punkte in der
Probe zuriickzukehren und dadurch an vielen Stellen parallele
Langzeitbeobachtungen durchzufiihren. 3D- und 4D-Muster-
erkennungsalgorithmen in Verbindung mit selbstlernenden
Strategien fiir intelligente Segmentation erméglichen eine
statistisch untermauerte, quantitative Analyse von Daten-
sdtzen (Schulz et al., 2006). Dies fiihrte zur Entwicklung eines
intrinsischen Koordinatensystems der Arabidopsis-Wurzel und
ermdglicht den direkten quantitativen Vergleich der Zellen
verschiedener Wurzeln (Schmidt, Pasternak et al., 2011; in Vor-

bereitung - Abb. 4).

Bei der Konzeption der ,,4D Analyzer“-Plattform achteten wir
darauf, die Probenbelastung durch das Beobachtungslicht in je-
der Phase der Messungen minimal zu halten. Nur so konnten wir
sicherstellen, dass keine Artefakte beobachtet werden und dass
die Proben auch bei Langzeitbeobachtungen in einem mdglichst
nativen Zustand verbleiben. In diesem Zusammenhang gilt es je-
doch eine Art ,biologische Unschirferelation” zu beachten: jede
Beobachtung eines biologischen Systems stellt eine Beeintréchti-
gung dieses Systems dar, und diese Beeintrdchtigung nimmt mit
zunehmender Messgenauigkeit und mit zunehmender Zeitauf-
16sung zu. Beispielsweise ergibt zwar eine konfokale Messung,
d.h. die Ausleuchtung eines kleinen Ausschnitts der Probe durch

einen wandernden Lichtpunkt, eine bessere 3D-Auflsung als
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eine Weitfeldmessung, bei der das ganze Probenfeld weitflichig
ausgeleuchtet wird. Je mehr man die konfokale Messung jedoch
beschleunigen méchte, umso héher wird die Lichtbelastung der
Probe. In Zukunft muss deshalb daran gearbeitet werden, neue
Konzepte zu erarbeiten, mit deren Hilfe sich die Auflgsung des
Konfokalmikroskops mit der Geschwindigkeit von Weitfeldmes-

sungen kombinieren lésst.

Nicht nur fiir Pflanzen stellt die ,,4D Analyzer*“-Mikroskopplatt-
form ein bahnbrechendes neues Werkzeug dar. Wir gehen davon
aus, dass dieses Verfahren in vielen Bereichen als diagnostisches
Instrument einsetzbar sein wird, in denen das quantitative Sicht-
barmachen von molekularen Prozessen in der Zelle eine neue

Ebene der Erforschung biologischer Systeme eréffnet.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Projektname: ,,4D cell analysis - Quantitative 3D and 4D cell ana-
lysis in living organisms - novel instrumentation, computational
tools, proof of concept applications* ist ein Forschungsprojekt

im Rahmen des BMBF-Forderprogramm ,,Neue Methoden in der
Systembiologie* im Rahmenprogramm ,,Biotechnologie - Chancen
nutzen und gestalten®, Koordinator: Klaus Palme.

,,AUTOSCREEN"” fiir zellbasierte High-Throughput- und High-Con-
tent-Genfunktionsanalysen und Wirkstoffscreens. 6. EU-Rahmen-
programm Priority LifeSciHealth, www.autoscreen.eu.

BIOSS - Centre for Biological Signalling Studies (Forschungszen-
trum gef6rdert aus der Exzellenzinitiative der Deutschen For-
schungsgemeinschaft (EXEC 297))

www.bioss.uni-freiburg.de.

FRISYS - Freiburg Initiative for Systems Biology,

www.frisys.biologie.uni-freiburg.de.

FORSYS-Forschungseinheiten der Systembiologie geférdert durch
das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung, www.forsys.net.
Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg - Zentrum fiir Biosystemana-

lyse ZBSA, www.zbsa.uni-freiburg.de.
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Raumlich-zeitliche Multiskalenverfahren zur Modellierung und

Simulation von Tumortherapien

von Holger Perfahl und Matthias Reuss

Zum Zeitpunkt des Therapiebeginns haben Tumore
meistens schon einen gréBeren Durchmesser und
besitzen ein gut ausgebildetes GefaBsystem. Ziel ei-
ner Behandlung ist es, moglichst viele Tumorzellen
abzutéten und dabei die gesunden Zellen zu ver-
schonen. Am Center Systems Biology (CSB) der
Universitat Stuttgart arbeitet ein interdisziplinares
Forscherteam an der mathematischen Modellierung
und Simulation des Tumorwachstums und der Aus-
breitung von Medikamenten in Geweben. Im Fokus
der Forschung steht die mehrskalige Beschreibung
des Zusammenspiels der rAumlichen Struktur der
Tumore und der Effizienz verschiedener Therapien.

Avaskuldre Tumore sind Tumore, die keinerlei BlutgefiRe ent-

halten und den Anfangspunkt des Wachstums solider Tumore bil-
den. Bei einem Durchmesser von wenigen Millimetern, hort ihr
Wachstum in der Regel auf. Zu diesem Zeitpunkt sterben gleich
viele Zellen im Tumorinneren, wie neue Zellen durch Proliferation
entstehen. Dieser an sich stabile Zustand wird dadurch beendet,
dass mit Sauerstoff unterversorgte Zellen im Tumorinneren
Botenstoffe absondern, die das benachbarte vaskulidre System
stimulieren, neue BlutgefdRe zu bilden, die dann in den bis dahin
avaskuldren Tumor hineinwachsen. Nach erfolgreicher Blut-
gefdRbildung (Angiogenese) kann der Tumor weiter wachsen.
Neben der Versorgung des Tumors mit Nihrstoffen dienen die
BlutgeféRe sozusagen als ,,Autobahnen®, iiber die Wirkstoffe in
Tumore eintreten kénnen. Das vaskuldre System hat somit einen

entscheidenden Einfluss auf die Effizienz einer Tumortherapie.

a)

Die Abbildung zeigt einen kleinen Gewebeausschnitt, der dazu dient, die Ausbreitung und Verteilung von Wirkstoffen in Geweben zu untersuchen. Auf der
linken Seite (a) ist das Gesamtgewebe abgebildet. Grobe Strukturen, wie zum Beispiel Zellen, werden durch Kugeln dargestellt. Eine Kugel repréasentiert
nicht notwendigerweise eine Zelle, es kdnnen auch mehrere Kugeln eine Zelle darstellen. Ziel der Rekonstruktion ist es, einen virtuellen Gewebeausschnitt zu
generieren, der die gleichen charakteristischen Eigenschaften wie das reale Gewebe aufweist. Die griin dargestellten Hindernisse reprasentieren kleinskalige
Gewebedetails, wie z.B. die extrazelluldre Matrix. Die vier Abbildungen auf der rechten Seite zeigen den Weg eines Wirkstoffpartikels durch das vaskulare
System (b) und den Austritt durch die Fenestrierung des BlutgefaBes in den interstitiellen Bereich (c). Die Bewegung der Wirkstoffpartikel im interstitiellen

Bereich (d) ist ebenso Gegenstand der Forschung wie die Reaktion mit Rezeptoren auf den Zelloberflachen (e) (Bild: Holger Perfahl).
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Holger Perfahl (Foto: CSB / sven cichowicz photography).

Wie gelangen die Wirkstoffe in den Tumor und wie
werden sie dort verteilt?

Nach der Injektion in eine Vene haben die Wirkstoffpartikel
einen langen Weg vor sich. Zuerst verteilen sie sich in den
groRen BlutgefdRen, bis sie in die Kapillaren iibergehen und
dann in den interstitiellen Raum eintreten. Sie reichern sich
langsam in den unterschiedlichen Organen an und werden bei-
spielsweise in der Leber abgebaut oder von den Nieren ausge-
schieden. Nur ein geringer Anteil der Gesamtmenge der Wirk-
stoffmolekiile gelangt in den Tumor. Im interstitiellen Bereich
diffundieren die Molekiile durch das Gewebe, werden aber in
ihrer freien Ausbreitung durch die Gewebestruktur gebremst.
Die extrazelluldre Matrix, die Zellen und das Tumorstroma
hindern die Wirkstoffe daran, sich schnell und gleichmiRig im
Tumor zu verteilen. Daher ist es wichtig, detaillierte Informati-
onen iiber die Struktur des Tumors in die Simulation der Wirk-
stoffbewegung einflieRen zu lassen. Zu diesem Zweck forscht
die Arbeitsgruppe um Holger Perfahl und Matthias Reuss da-
ran, verschiedene Gewebebereiche so detailliert wie moglich
nachzubilden, um so die Bewegung der Wirkstoffe durch Simu-
lationen zu untersuchen (Abb. 1). Eine zentrale Fragestellung
ist, inwieweit die GréRe und Form der Wirkstoffmolekiile die
Beweglichkeit und somit die Effektivitit der Wirkstoffe beein-
flusst. Es wird untersucht, ab welcher GréRe Wirkstoffpartikel
das vaskulédre System nicht mehr verlassen kénnen, oder ab
wann die Molekiile in dichten Gewebeabschnitten stecken
bleiben und somit die Rezeptoren auf den Zelloberflichen der

Tumorzellen nicht mehr erreichen kénnen.

Multiskalen-Modellierung: Welche Skalen sind
beteiligt?

Bei biologischen Prozessen im menschlichen Korper reichen die
beteiligten Lingenskalen von Nanometern bis hin zu Metern. Die
Zeitskalen erstrecken sich vom Hundertstelsekundenbereich bis
hin zu Jahrzehnten. Damit lassen sich sowohl schnelle Vorginge
im Kérper (z.B. das Offnen und SchlieRen von Ionenkanilen) als
auch extrem langsame Vorginge (Alterungsprozesse) abbilden.

Das Tumorwachstum umfasst Prozesse, die sich von der Ebene des
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intrazelluldren Raums iiber die Tumorzelle zum Tumor selbst, auf
das betroffene Organ, bis hin zum gesamten Organismus erstre-
cken. Wechselwirkungen und Interaktionen der einzelnen Skalen
verlaufen nicht nur in eine Richtung von der Zelle zum Organis-
mus, sondern es treten vielfiltige Wechselwirkungen zwischen
den verschiedensten Skalen auf. Ein Ziel der aktuellen Forschung
ist es, die relevanten Effekte auf den unterschiedlichen Skalen zu
bestimmen und diese mit den anderen Skalen zu verbinden, um
letztendlich ein Gesamtmodell fiir das Wachstum und die Verdn-
derung der Struktur von Tumoren unter dem Einfluss verschiede-

ner Therapien zu erarbeiten.

Modellierung und Simulation des Tumorwachstums
Bei der Simulation des vaskulidren Tumorwachstums koope-
riert die Arbeitsgruppe um Holger Perfahl und Matthias Reuss
intensiv mit den Universitdten Nottingham und Oxford*,

um das dreidimensionale Wachstum vaskuldrer Tumore zu
beschreiben (Abb. 2). Das verwendete Multiskalen-Modell
(Perfahl et al., 2010) koppelt intrazelluldre Vorginge mit Zell-
bewegungen sowie mit der Entstehung und Verdnderung von
BlutgefdRen. Diffundierende Substanzen, wie z.B. Sauerstoff
oder Wirkstoffe treten durch das vaskuldre System aus und
werden von den Zellen aufgenommen. Mit Sauerstoff unter-
versorgte Zellen sondern den Botenstoff VEGF (vascular en-
dothelial growth factor) ab und stimulieren das umliegende
vaskuldre System, neue GefdBe zu bilden. Daneben beeinflusst
wiederum das Sauerstoff-Konzentrationsfeld die Linge der
Zellzyklen und dadurch die Zellteilungsraten. Um eine engere
Verbindung zwischen Experimenten und den durch Simu-
lationen gewonnenen vaskuldren Netzwerken zu erreichen,
wurde ein hybrider Ansatz gewdhlt. Dieser Ansatz stellt eine
Mischung aus Imaging Daten und Simulationen dar. Experi-
mentell gewonnene vaskulire Systeme bilden die Grundlage
der hybriden Simulationen. Durch die Simulationen wird ver-
sucht, das weitere Wachstum eines Tumors vorherzusagen. Zur
Validierung kooperiert die Forschergruppe von Holger Perfahl
und Matthias Reuss mit Wissenschaftlern am Moffitt-Cancer-

Center** in den USA, die experimentelle Daten zur Verfiigung

stellen.

Forschung Verteilung therapeutischer Antikdrper im Tumorgewebe



Abbildung 2: Vaskulares Tumorwachstum

Die Grundlage der vaskuldren Struktur im Simulationsmodell bilden in vivo Imaging-Daten ** aus einem Maus-Modell. Nach der Implantation einiger Tumorzellen
in das virtuelle Gewebe wird die weitere Entwicklung des Gesamtsystems simuliert. Die vorliegende Abbildung verzichtet aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf
die Darstellung der gesunden Zellen, die den Tumor umgeben. Die Simulation zeigt neben der Ausbreitung der Tumorzellen den Einfluss des Tumorwachstums
auf das vaskulare System. Mit diesen Simulationen konnte ein hybrider Modellierungsansatz (eine Verbindung zwischen realen und virtuellen Strukturen) realisiert

werden (Bild: Holger Perfahl).

Bewegung der Wirkstoffe im Tumor

Liegt die Struktur des vaskuldren Systems vor, werden detail-
liertere Informationen iiber die Beweglichkeit der Molekiile im
Gewebe bendtigt, um die Effektivitit einer Therapie vorhersa-
gen zu kénnen. Dazu wird ein agenten-basierter Ansatz ver-

wendet, bei dem die Bewegung jedes einzelnen Molekiils durch

das Gewebe verfolgt wird (Abb. 1). Grundlage der Simulationen
bildet eine moglichst detaillierte Rekonstruktion von ver-
schiedensten Tumorgeweben. Es werden Teile des vaskuldren
Systems als verbundenes R6hrensystem nachgebildet, durch
welches das Blut flieRt. Zufillig angeordnete Offnungen in der
GefdBwand beschreiben die Durchlissigkeit des GefdRsystems.

Abbildung 3: Kopplung der Skalen

Tumaraacheium und AngloganBse

Aushraitung wnd Reakiion von Wirkstoflen
k)

Die Abbildung stellt das Zusammenspiel des Tumorwachstumsmodells mit dem Random-Walk-Modell dar und bietet die Méglichkeit, den Einfluss von Therapien auf

das Gewebe zu untersuchen. Die detaillierten Strukturinformationen auf der kleineren L&ngenskala (o) lassen es zu, die Bewegung einzelner Wirkstoffmolekile durch

das Gewebe zu verfolgen und dabei den Einfluss der Gewebestruktur mit zu berticksichtigen. Die Austritts-, Diffusions- und Reaktionsraten, die auf der kleineren

Langenskala abgeschétzt werden, dienen als Grundlage fir die Berechnung der Wirkstoffausbreitung auf der groBeren Langenskala (a) (Bild: Holger Perfahl).
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Matthias Reuss (Foto: CSB / sven cichowicz photography).

Sowohl die Zellen als auch die extrazelluldre Matrix sind so an-
geordnet, dass sie dieselben charakteristischen Eigenschaften
(Volumenanteile, Zell-Zell Abstidnde) wie reale Tumorgewebe

aufweisen.

Mit Hilfe des Modells zur individuellen Krebstherapie
Gegenstand der aktuellen Forschung ist es, aus histologischen
Schnitten die reale Tumorstruktur zu rekonstruieren und als
Grundlage der Berechnungen zu verwenden. In den Simula-
tionen wird der Einfluss der Gewebestruktur auf die Wirk-
stoffbewegung untersucht. Diese Erkenntnisse kdnnen dann
in Modellen auf gréReren Skalen integriert werden (Abb. 3).
Die Untersuchungen geben einen Einblick, wie verschiedene
GroRen und Zeitskalen ineinander greifen und sich gegensei-
tig beeinflussen. Das Ziel eines Mehrskalenverfahrens ist es,
die Interaktion und gegenseitige Beeinflussung verschiedener
Skalen zu beschreiben und zu untersuchen. Die Verbindung
zwischen Imaging-Daten und Simulationen bilden einen ers-
ten Schritt in Richtung der ,,Personalized Medicine* - einer
Medizin, welche die interindividuelle Variabilitidt der Patien-
ten berticksichtigt und beispielsweise mit der Hilfe von bild-
gebenden Untersuchungen einen optimierten Therapieansatz
fiir den speziellen Tumortyp und die spezielle Tumorgeomet-

rie vorschligt.

Beteiligte Partner:

Holger Perfahl, Matthias Reuss, Alexei Lapin, Bernd-Simon Dengel,
Center Systems Biology, Universitit Stuttgart

*) Helen M. Byrne, Markus R. Owen, Universitét Nottingham, UK;
Philip K. Maini, Universitit Oxford, UK; Tomds Alarcén, Centre de
Recerca Matematica, Spain.

**) Mark C. Lloyd, Veronica Estrella, Tingan Chen, Robert A. Ga-
tenby, Robert J. Gillies, H. Lee Moffitt Cancer Center and Research
Institute, Tampa, USA.
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iNNovative techniken der

ichtmikroskoplie

von Frank Lison

Die TILL Photonics GmbH entwickelt, produziert
und vertreibt innovative Modulkomponenten sowie
Komplettldsungen fir das Studium lebender Zellen
mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie. TILL wurde
1993 von Dr. Rainer Uhl, heute Leiter des Biolmaging
Zentrums (BIZ) der Ludwig-Maximilians-Universitat
(LMU) Minchen, gegriindet und wuchs schnell zu
einem international wahrgenommenen Unternehmen,
das gleichermaBen fiir deutsche Wertarbeit und Inno-
vation steht. Nach einer kurzen Phase als Tochter
des US-Konzerns Agilent Technologies (2008-2009)
wurde TILL Photonics von einem Konsortium unter
der Fihrung des Laserherstellers TOPTICA Photonics
AG Ubernommen.

Die ersten TILL Photonics Produkte waren schnell schaltbare
Lichtquellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie. In den Jahren nach
der Griindung wurde das Portfolio sukzessive erweitert. Den
Schwerpunkt bildeten komplette Imaging Systeme, welche alle
Komponenten beinhalteten, die aus einem zugekauften Mikros-
kop-Stativ und einer Kamera ein komplettes Echtzeit-Mikroskop-
system machen. In dieser Zeit wurde der Name TILL Photonics
zum Synonym fiir zellschonende Beobachtung schneller Prozesse

im Bereich der Lebendzell-Mikroskopie.

Kundenkreis und Produkte

Der Kundenkreis der TILL Photonics setzt sich heute aus
Wissenschaftlern der Bereiche Neuro- und Zellbiologie sowie
aus OEM-Partnern und Systemintegratoren zusammen, welche
Komponenten von TILL Photonics als opto-mechanische Basis
fiir ihre Aufbauten verwenden. Zur Anwendung kommen die
Produkte vorwiegend in Labors der biologischen und pharma-
zeutischen Grundlagenforschung, aber auch zunehmend in an-

gewandten Forschungsbereichen und der Wirkstoffsuche.

Die Produkte der TILL Photonics sind durch mehrere Patentfa-
milien geschiitzt, die in Zusammenarbeit mit dem Biolmaging
Zentrum (BIZ) an der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen
und der TILL 1.D. GmbH (Martinsried, Miinchen) stetig weiter-

entwickelt werden.
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In einer dritten, noch nicht abgeschlossenen Phase begann die
TILL Photonics damit, ihr Produktportfolio um eigene Mikro-
skopstative zu erweitern. Im Jahr 2003 wurde das erste eigene
Mikroskop - das achteckige iMIC - auf den Markt gebracht. Die
mittlerweile iiber 200 mal installierte iMIC-Plattform zeichnet
sich durch einen Paradigmenwechsel im opto-mechanischen
Konzept aus, d.h. konkret die konsequente Umsetzung des
Prinzips der zentralen optischen Achse fiir den Aufbau des
Mikroskops, um damit kurze Abstdnde zur optischen Achse

zu realisieren. Das Konzept wurde mehrfach einschldgig aus-
gezeichnet, ist modular, skalierbar und lasst sich optimal mit
heute unverzichtbaren Komponenten wie Kameras, Lasern,
Scannern u.a. ergidnzen. Mit der iMIC Plattform (Abb. 1) verfiigt
TILL iiber ein vielseitiges Werkzeug, mit dem sich eine Vielzahl
anspruchsvollster Mikroskopie-Verfahren wie beispielsweise
EPI, TIRF, FRAP, FRET, strukturierte Beleuchtung, konfokale
Spinning Disk oder auch FCS in einem einzigen, kompakten und
hochintegrierten Instrument vereinen und vollstindig automa-
tisieren lassen. Der erfahrene Benutzer hat jedoch jederzeit die
Méglichkeit die Konfiguration an seine eigenen Anforderungen

anzupassen oder zuséitzliche Verfahren hinzuzufiigen.

Die more-Plattform — High-end-Mikroskopie auf
kleinstem Raum

Mit seiner zweiten Mikroskop-Plattform adressiert die TILL
Photonics ein gédnzlich neues Marktsegment: nicht mehr nur den
Wissenschaftler, der den Umgang mit einem hochkomplexen
Instrument in den Vordergrund seiner Arbeiten stellt, sondern
auch den Biologen oder Mediziner, der sich ganz auf seine bio-
logischen Fragestellungen konzentrieren mochte, ohne dabei an
der Komplexitit seines Arbeitsgerites zu verzweifeln. Die soge-
nannte more-Plattform vereint die Funktionalitét verschiedener
hochspezialisierter High-end-Mikroskope in einem einzigen Gerét
und erreicht dabei eine Leistungsfahigkeit, die der von Spezialge-
riten in keiner Weise nachsteht, sie durch den hohen Integrati-
onsgrad in vieler Hinsicht sogar iibertrifft. Die Kombination von
Geschwindigkeit und Prizision sowie die Tatsache, dass sich alle
Funktionen des Mikroskops automatisieren lassen, ist einzigartig

im Bereich der High-end-Mikroskopie.
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Abbildung 1: Die iMIC-Plattform in drei unterschiedlichen Konfigurationen fir Screening, mit Durchlicht-Beleuchtung und mit kleiner Stage als allgemeinste

Mikroskopie-Plattform.

Im Rahmen der Entwicklungsphase wurden diverse Prototypen und
Vorseriengerite in unterschiedlichsten Konfigurationen gebaut
und im Haus, am Biolmaging Zentrum und bei ausgewahlten Kun-
den ausgiebig getestet. Hierbei konnten neben Routineanwen-
dungen in der Zellbiologie auch Erfahrungen bei der Beobachtung
von einzelnen schnellen Prozessen in der Physiologie bis hin zu Rei-

henuntersuchungen im High Content Screening gesammelt werden.

Den Kern der more-Plattform bildet ein Mineralguss-Kérper, der
als 3-dimensionaler optischer Tisch fungiert, an dem alle opto-
mechanischen Komponenten zueinander in Bezug gesetzt wer-
den. Das Mineralguss-Material sorgt fiir eine hohe intrinsische
Stabilitdt und aufgrund seiner herausragenden Dampfungseigen-
schaften im Vergleich mit Standardmaterialien wie Aluminium

fiir sehr gute Kurz- und Langzeitstabilitat.

Das more ermdglicht auf engstem Raum die Integration von
Funktionalitdten, die man ansonsten nur in wesentlich gréReren
und kostenintensiveren Gerdten vorfindet. Auch das more ist
skalierbar, doch anders als beim iMIC muss bereits im Fertigungs-
prozess beriicksichtigt werden, welche Eigenschaften aus einer

Vielzahl von Funktionen am Ende integriert werden sollen.

Die aktuelle Produktpalette von TILL Photonics umfasst damit
zwei Mikroskop-Plattformen iMIC und more, dazu intelligente,
schnell schaltbare und durchstimmbare Lichtquellen, aber auch
Mikroskopie-Zubehér (z.B. TIRF Aufbauten) und Photometrie-

Systeme. Ein durchgehendes Kennzeichen dieser Systeme ist die

www.systembiologie.de

stets vorhandene Echtzeit-Steuerung. Sie erméglicht die Syn-
chronisation von Fluoreszenz-Anregung und Bildaufnahme auf
Mikrosekunden-Zeitskalen und damit eine Minimierung des Pho-

toschadens an den zu untersuchenden lebenden Zellen.

Steckbrief TILL Photonics GmbH

Am Firmensitz in Grifelfing bei Miinchen arbeiten derzeit 40
Mitarbeiter, zu je einem Drittel in Forschung & Entwicklung,

in Vertrieb, Marketing und Produktmanagement sowie in der
Produktion. Die Stammmannschaft der Fertigung besteht aus
Fachhochschul-Ingenieuren, Facharbeitern und besonders ge-
schulten Fertigungskriften. Nahezu die gesamte Zulieferkette
befindet sich in Deutschland mit Schwerpunkt im siiddeutschen
Raum. Der Bereich Entwicklung wird v.a. aus hochqualifizierten
Akademikern der Naturwissenschaften, der Elektrotechnik und

des Maschinenbau gebildet.

Kontakt:

Dr. Frank Lison
Geschiftsfithrer

TILL Photonics GmbH
Grifelfing
info@till-photonics.com

Weitere Informationen unter:

www.till-photonics.com
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WO hochleistungs-

Das Biolmaging Zentrum (BIZ)

chtmikroskope
Nicht NUr genutzt, sondern
<onziplert werden

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

von Rainer Uhl

Im Mittelpunkt der Arbeiten am BIZ steht das Licht-
mikroskop. Dieses viele hundert Jahre alte Instru-
ment, das vor nicht allzu langer Zeit noch als Aus-
laufmodell mit Relevanz nur fiir den Routinebetrieb
oder die Lehre gehandelt wurde, hat in den vergan-
genen Jahrzehnten eine ungeahnte Renaissance
erfahren. Kein anderes Instrument erlaubt es, in
lebende Zellen hineinzusehen und inter- sowie intra-
zelluldre Prozesse im Submikrometer-Bereich zu
verfolgen, in drei Dimensionen und in Echtzeit. Und
seit es vor kurzem gelang, die Grenzen der Beu-
gungslimitation zu Gberwinden und mit der Aufl6-
sung in den molekularen Bereich vorzustoBen, der
bisher hochinvasiven Methoden wie der Elektronen-
mikroskopie vorbehalten war, wurden der Lichtmik-
roskopie neue aufregende Felder erschlossen.

Die meisten Entwicklungen, die der Lichtmikroskopie den Sprung
in das neue Jahrtausend bescherten, fanden (und finden) in einer
akademischen Umgebung statt oder nahmen dort ihren Anfang.
Das dialektische Miteinander von biologischer Fragestellung

und methodischer Problemldsung, d.h. das Wechselspiel von
»Wollen* und ,,Kénnen* hat im Falle des Lichtmikroskops ganz
besonders gut funktioniert und immer wieder den Biologen Vor-
teile verschafft, die nicht auf kiufliche Instrumente angewiesen
waren, weil sie selbst an Entwicklungen beteiligt waren, die die
Grenzen des Moglichen erweitert haben. In dieser Tradition
werden am BIZ eigene biologische Fragestellungen aufgegriffen
oder die Probleme von Partner-Gruppen abstrahiert und dienen
als Ausgangspunkt von Methodenentwicklungen, die in enger
Zusammenarbeit mit kooperierenden Industrieunternehmen vor-

angetrieben werden.

86 Forschung Wo Hochleistungs-Lichtmikroskope nicht nur genutzt, sondern konzipiert werden

Die fiinf Themenfelder am BIZ

Mensch-Maschine-Schnittstelle:

Hier geht es darum, ein neuartiges Bedienkonzept fiir die
automatisierte High-End-Mikroskopie zu entwerfen und mit
Industriepartnern umzusetzen. Ziel ist es, die Robustheit und
Geschwindigkeit einfacher automatisierter Mikroskope auf
komplexe High-Tech-Mikroskope zu iibertragen. Damit werden
einem breiten Anwenderkreis komplexe Verfahren zum Stu-
dium lebender Zellen ermdéglicht, die bisher nur methodisch

orientierten Spezialisten vorbehalten waren.

Intravital-Mikroskopie:

Hier gibt es eine enge Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Herms am Zentrum fiir Neuropathologie und Prion-
forschung (ZNP) an der LMU Miinchen, der tief im Gehirn von
lebenden, iiber Monate hinweg beobachteten ,,Alzheimer-
Méusen* das Wachstum und die Zerstérung von Nervenzellen
untersucht (Abb. 1) und mit Prof. Galizia an der Universitit
Konstanz, der lebenden Fliegen und Bienen ,,beim Riechen
zusieht*. Das BIZ hat neue Konzepte entwickelt, mit denen die
Photonen-Sammeleffizienz eines Multiphotonen-Intravital-
Mikroskops betrichtlich gesteigert werden konnte und arbei-
tet gegenwirtig an neuen digitalen Antriebskonzepten, mit
denen der abtastende Femtosekunden-Laserstrahl mit bisher
unerreichter Geschwindigkeit in drei Dimensionen iiber das Pra-
parat bewegt werden kann. Eine am BIZ entwickelte Open-Source-
Software zur Ansteuerung eines Multiphotonen-Mikroskops wird

bereits in einer Reihe von Partner-Labors erfolgreich eingesetzt.
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Abbildung 1: Projektion eines Bildstapels, aufgenommen von einem YFP-gefarbten Neuron im Gehirn einer lebenden Maus (Bild: Sabine Scheibe).

Strukturierte Beleuchtung:

Dieses Verfahren liefert 3D-Schichtaufnahmen ohne den Ein-
satz von Laserscan-Verfahren und erlaubt zudem eine Stei-
gerung der Auflésung bis auf ca. 100 nm herab. Am BIZ wird
derzeit an einfachen Alternativen zu den duferst teuren kiuf-

lichen Geriten gearbeitet.

Spinning Disc-Mikroskopie:

Das ,,spinning disc“-Verfahren stellt die derzeit einzige M6g-
lichkeit dar, konfokale Messungen in Echtzeit durchzufiihren
und die lebende Probe auch bei ldngerer Beobachtung am
Leben zu lassen. Auch hierzu gibt es am BIZ neue methodische

Ansitze, die derzeit in der Erprobungsphase sind.

Superresolution-Mikroskopie:

Auf der Basis von Einzelmolekiil-Lokalisation ldsst sich die Auf-
16sung der Lichtmikroskopie bis in den 10 Nanometer-Bereich
steigern. Am BIZ werden derzeit neue Verfahren zu einer
3-dimensionalen Vielfarben-Variante erarbeitet und zusammen

mit Partnern in Hamburg sowie Nijmegen erprobt.

FCS (fluorescence correlation spectroscopy). Sie alle basieren
auf der Mikroskop-Plattform, die in enger Zusammenarbeit mit

der Firma TILL Photonics entwickelt worden ist.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Biolmaging Zentrum (BIZ) der LMU Miinchen wurde auf
Initiative der Fakultit fiir Biologie gegriindet und hat sich zur
Aufgabe gestellt, interdisziplindre Forschung und Lehre in
allen Bereichen zu férdern, die sich mit der Anwendung bild-
gebender mikroskopischer Verfahren auf biologische Objekte
befassen. Derzeit arbeiten am BIZ 16 Wissenschaftler, darunter
Biologen, Chemiker, Physiker und mehrere Ingenieure. Das
BIZ ist Bestandteil des Miinchner ,,Exzellenzclusters Medizin*
und wurde 2004 zusammen mit der TILL Photonics GmbH im
Rahmen des Bayerischen Innovationspreises fiir seinen Beitrag
zur Entwicklung des ,,iMIC = Mikroskop der Zukunft* ausge-
zeichnet. Ein Jahr danach gewann dieses Mikroskop-Konzept
auch den angesehenen Prism-Award der Zeitschrift Photonics

Spectra.

Uber die genannten Entwicklungsprojekte hinaus gibt es am
BIZ weitere ,cutting edge instrumentation® zum Thema FRET
(fluorescence resonance energy transfer), TIRF (total internal
reflection fluorescence), FRAP (fluorescence recovery after

photobleaching), FLIM (fluorescence life-time imaging) und

www.systembiologie.de

Kontakt:
Prof. Dr. Rainer Uhl
Biolmaging Zentrum der Universitit Miinchen

uhl@biz.uni-muenchen.de
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genome-based
systems piology

von Frank-Jérg Vorhélter, Alf Pihler und Karsten Niehaus

Als im Oktober 2005 an der Universitét Bielefeld die
ersten Studierenden zum Modul ,,Mathematische
Methoden in der Systembiologie” erschienen, war
dies der Startschuss fur den ersten Masterstudien-
gang zur Systembiologie in Deutschland. Ausgangs-
basis fur die Etablierung des Masterstudiengangs
war die Nachfrage von geeigneten Absolventen der
biowissenschaftlichen Bachelorstudiengénge. Als
Querschnittswissenschaft erfordert Systembiologie
Beitrage unterschiedlicher Fachrichtungen. In Biele-
feld wird der Studiengang getragen von den Fakulta-
ten fur Biologie, Physik und Mathematik sowie der
Technischen Fakultat. Die Unterrichtssprache ist
Deutsch.

Die modulare Struktur des Studiengangs
Genome-Based Systems Biology

Der Studiengang Genome-Based Systems Biology ist in Modulen
gegliedert (Tab. 1). Im ersten Studienjahr erfolgt zunéchst eine

grundlegende ,,Einfithrung in Mathematische Methoden in der

Systembiologie, sowie in ,,Angewandte Bioinformatik* (Abb. 1).
Hier werden die mathematischen Kenntnisse erworben, um
Modelle biologischer Prozesse zu entwerfen, und um experimen-
telle Messdaten zur Uberpriifung der Modelle zur Verfiigung zu
stellen. Im Weiteren werden biowissenschaftliche Vorkenntnisse
ausgebaut. Als Modellsysteme dienen Bakterien, die Modellpflan-
ze Arabidopsis thaliana, biotechnologisch relevante CHO-Zellkul-
turen und humane Stammzellen. Zunichst erméglicht das Modul
,Methoden und Beispiele der funktionellen Genomforschung*
einen aktiven Einblick in alle modernen ,,omics“-Technologien.
Beginnend mit der Genom-Sequenzierung erlernen die Studie-
renden in Laborexperimenten die Transkriptom-Analytik mit Mi-
croarrays, Protein- und Metabolit-Analysen iiber Massenspektro-
skopie sowie erste Verfahren der automatisierten Mikroskopie.
Dieses Wissen wird dann in den Modulen ,,Physiologie und Gene-
tik der Prokaryotenzelle®, ,,Stoffwechselkompetenz der Eukary-
otenzelle“ und ,,Regulatorische Netzwerke der Eukaryotenzelle*
ausgeweitet und vertieft. Wihrend die ersten beiden Semester ei-
nem festen Studienprogramm folgen, bieten die anschlieBenden

beiden Semester eine grof3e Freiheit in der Gestaltung eigener

Mastermodul II
"Physiologie und Genetik der

Prokayotenzelle"

Mastermodul V
"Regulatorische Netzwerke der

Eukaryontenzelle"

Forschungsmodul Praxis I oder

1. Semester | Mastermodul I
"Funktionelle Genomforschung"
2. Semester Mastermodul IV
"Stoffwechselkompetenz der
Eukaryotenzelle"
3.Semester | Forschungsmodul Theorie
"Systembiologie an Beispielen" Praxis I
4. Semester

88 Lehre Genome-Based Systems Biology

Master-Arbeit

Mastermodul III
"Mathematische Methoden"

Mastermodul VI

"Angewandte Bioinformatik"

Erweiterungsmodul

www.systembiologie.de



Abbildung 1: Intensive Betreuung der Studierenden des Studiengangs Genome-Based Systems Biology
Der Studiengang ist fur 12 Studierende pro Jahr konzipiert. Das ermdglicht eine optimale Betreuung der Studierenden, wie hier in der Angewandten Bioinformatik
(Bild: Universitat Bielefeld).

Schwerpunkte. Dazu kann der praktische Umgang mit moderns-
ten Gerdten im Labor ebenso gehdren wie das Erstellen neuer
Bioinformatik-Anwendungen zur systematischen Datenauswer-
tung. Ubergeordnetes Ziel aller Projekte ist es jedoch, mit Hilfe
mathematischer Methoden Modelle zu entwickeln, die funktio-
nale Zusammenhinge zwischen Genen, Transkripten, Proteinen
und Metaboliten aufzeigen. Die individuellen Projekte werden

im Rahmen von Forschungs- und Erweiterungsmodulen von den
Studierenden weitgehend eigenverantwortlich durchgefiihrt. Er-
fahrungen aus diesen Projekten erleichtern dann die Anfertigung

einer Masterarbeit als letzten Bestandteil des Studiums.

Einzigartige Ressourcen zur Erstellung und modell-
haften Analyse experimenteller Daten

Studentinnen und Studenten des Studiengangs Genome-Based
Systems Biology haben vollen Zugang zur Infrastruktur der Uni-
versitit Bielefeld, insbesondere zu den Ressourcen der naturwis-
senschaftlichen Fakultiten und des Centrums fiir Biotechnologie
(CeBiTec). Im CeBiTec sind es vor allem die Technologie-Platt-
formen Genomik und Bioinformatik, die von den Studierenden
genutzt werden kénnen (Abb. 2). Moglich ist so die unmittelbare
Arbeit mit allermodernsten Labor-GroRgeriten wie die Ultra-
hochdurchsatz-Sequenziergerite Roche 454 Genome Sequencer
FLX und Illumina Genome Analyzer IIx, deren Daten etwa im
Rahmen von Master-Arbeiten analysiert werden kénnen. Fiir
Transkriptom-Experimente bietet das CeBiTec die Mdglichkeit,
im Haus eigene Microarrays zu entwerfen und herzustellen.
Ergdnzend werden zurzeit Verfahren zur RNA-Sequenzierung
etabliert. Zur Proteom-Analytik stehen massenspektromet-
rische Verfahren zur Verfiigung, z. B. die Identifikation von
Proteinen durch MALDI-TOF mit einem Bruker Ultraflextreme
Massenspektrometer, nachdem die Proteine zunichst durch
zweidimensionale Gelelektrophorese separiert worden sind. Mas-
senspektrometrische Methoden stehen auch im Mittelpunkt der
Metabolomik, wo durch eine Koppelung mit unterschiedlichen
chromatographischen Trennverfahren wie Fliissigkeits- oder
Gas-Chromatographie ein breites Spektrum unterschiedlicher
Metabolite identifiziert und quantifiziert werden kann, etwa

beim GC-GC-TOF Kombinationsgerit Leco Pegasus 4 fiir zweidi-

mensionale Gas-Chromatrographie mit massenspektrometrischer

www.systembiologie.de

Identifikation. In der Bioinformatik stehen nicht nur optimale
Hardware-Ressourcen zur Verfiigung, etwa im Bereich Com-
pute, Storage oder Datenbank. Vor allem kann iiber Software-
Ressourcen des CeBiTec die Auswertung experimenteller Daten
drastisch erleichtert werden, etwa bei der automatisierten Ge-
nerierung von metabolischen Modellen in der Markup-Sprache
SBML mit dem Tool CARMEN. Zum selbstéindigen Vertiefen der
ersten Modellier- und Simulationserfahrungen haben sich trag-
bare MacBook-Rechner sehr bewihrt, die den Studierenden zur
Verfiligung stehen. Die Studierenden werden auch angehalten,
an wissenschaftliche Konferenzen teilzunehmen, z. B. an den
jahrlich stattfindenden CeBiTec-Symposien, die sich jeweils ei-
nem zukunftsorientierten Thema widmen. Die Ergebnisse der
CeBiTec-Symposien sind in Sonderheften des Journals of Biotech-

nology publiziert (Tab. 2).

Tabelle 2. Ubersicht tiber die Themen der bisherigen
CeBiTec Symposien

2006 | Molecular Systems Biology
J. Biotechnology Volume 129, Issue 2
2007 | The Future of Genome Research in the Light of
Ultrafast Sequencing Technologies
J. Biotechnology Volume 136, Issues 1-2
2008 | Solar Bio-Fuels
J. Biotechnology Volume 142, Issue 1
2009 bioIMAGING
J. Biotechnology Volume Volume 149, Issue 4
2010 | New Frontiers in Microbial Genome Research
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Abbildung 2: Probennahme an einem Bioreaktor

Im Rahmen von Projekten oder der Masterarbeit kdnnen die Studierenden weitgehend eigenverantwortlich mit komplexen Technologien arbeiten, um Daten

fUr die Falsifikation zuvor ersteliter Modelle zu gewinnen (Bild: Universitat Bielefeld).

Erfolgreiche Teilnahme von Bielefelder System-
biologie-Studierenden am iGEM-Wettbewerb

Den Studierenden des Masterstudiengangs wird nicht nur mo-
dernstes Wissen vermittelt, sondern sie erhalten auch Freiraum
fiir eigene Projekte. Das zeigte sich im Sommer 2010, als Studie-
rende des Master-Studiengangs Genome-Based Systems Biology,
unterstiitzt durch Studierende der Molekularen Biotechnologie,
erfolgreich am iGEM-Wettbewerb fiir Synthetische Biologie
teilnahmen (Abb. 3). Das Kiirzel iGEM steht fiir international Ge-
netically Engineered Machine competition, ein internationaler For-
schungswettbewerb fiir nicht graduierte Studenten der Lebens-
wissenschaften, der seit 2003 vom MIT in Boston, Massachusetts,
USA ausgerichtet wird. Gesucht werden innovative Systeme und
Ideen im Bereich der synthetischen Biologie. Die Bielefelder Stu-
dierenden haben ihr Projekt selbsténdig konzipiert und in kurzer
Zeit im Labor erfolgreich vorangetrieben. Ziel des Projekts mit

dem Titel MARSS (Modulated Acetosyringon Receptor Sensor System)

Studierende des Masterstudiengangs Genome-Based Systems Biology — hier

vor dem Bunker Hill Monument in Boston, USA — haben 2010 erfolgreich am
IGEM-Wettbewerb fur Synthetische Biologie teilgenommen und dabei eine

Goldmedaille gewonnen (Bild: Dr. Jorn Kalinowski, Universitét Bielefeld).

war es, in Escherichia coli einen molekularen Rezeptor fiir
Gewiirz-Schirfe zu konstruieren. Die Substanz Capsaicin ist fiir
die Schirfe in Chili und Pfeffer - und damit in vielen Nahrungs-
mitteln - verantwortlich. Fiir das Projekt wurde folgender Plan
entwickelt. Ein Rezeptor-Protein des Bodenbakteriums Agrobac-
terium tumefaciens, das den pflanzlichen Sekundirmetaboliten
Acetosyringon detektiert, wird im Labor so modifiziert, dass es
Capsaicin erkennt. Durch die Erkennung wird im Modell-Orga-
nismus E. coli eine Signaltransduktion ausgeldst, die zur Emission
von Licht fithrt. Dadurch wird mit dem Projekt ein Biosensor
entwickelt, der die Capsaicin-Konzentration als Helligkeit wie-
dergibt, die messtechnisch leicht und robust erfasst werden
kann. Das Projekt wurde von der Jury des iGEM-Wettbewerbs als
sehr gelungen angesehen: das Bielefelder Team gewann bei dem

vom MIT veranstalteten Wettbewerb eine Goldmedaille.

Herausragende Perspektiven flr die Absolventen
des Masterstudiengangs Genome-Based Systems
Biology

Mit dem Abschluss des Masterstudiengangs ist bei allen bisheri-
gen Absolventen die Begeisterung fiir die Wissenschaft nicht er-
loschen. Die Mehrzahl von ihnen hat sich fiir eine anschlieRende
Promotion im In- wie auch im Ausland entschieden. Absolventen
des Masterstudiengangs Genome-Based Systems Biology waren z. B.
tiberdurchschnittlich erfolgreich bei Bewerbungen um Promoti-
onsstipendien, etwa im Rahmen des Graduiertenclusters ,,Indust-
rielle Biotechnologie* (CLIB), einer Zukunftsinitiative des Landes
Nordrhein-Westfalen, die von einem Verbund der Universititen

Bielefeld, Dortmund und Diisseldorf getragen wird.

Kontakt:

Prof. Dr. Karsten Niehaus

Universitit Bielefeld

Fakultit fiir Biologie

Abteilung fiir Proteom- und Metabolomforschung
Studiengangsbeauftragter
kniehaus@cebitec.uni-bielefeld.de

www.systembiologie.de
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gegen altersblindnertt ist ein
MOOS gewacnsen

Freiburger Systembiologen entwickeln ein Medikament gegen die
Altersbedingte Makuladegeneration

von Ralf Reski, Eva Decker und Sabine Stebel

Unter Makuladegeneration, umgangssprachlich auch
Altersblindheit genannt, ist eine Gruppe von Krank-
heiten zusammengefasst, bei welcher der Punkt des
scharfsten Sehens, auch ,Gelber Fleck” genannt,
seine Funktion verliert. Durch das Absterben dieses
Punktes auf der Netzhaut geht das zentrale Sichtfeld,
welches fiir das scharfe Sehen benétigt wird, lang-
sam verloren. Die haufigste Form der Makuladegene-
ration ist die altersbedingte Form (AMD), die per De-
finition erst nach dem 50. Lebensjahr auftritt. Durch
die in den Industrieldndern deutlich veranderte Al-
tersstruktur ist ein immer gréBerer Teil der Bevolke-
rung von dieser Krankheit betroffen und verursacht

Abbildung 1: Ralf Reski mit Kulturen des Kleinen
BlasenmUtzenmooses

Bild: Thomas Kunz, PR Universitat Freiburg

dadurch den Krankenkassen zusétzlich hohe Kosten,
denn die Altersbedingte Makuladegeneration ist in
den Industriestaaten die Hauptursache fir eine Er-
blindung bei Menschen tber 50 Jahren. Weltweit lei-
den geschatzte 25 bis 30 Millionen Menschen unter
der AMD, davon 2 Millionen allein in Deutschland.

Komplementfaktor H und Altersblindheit

Freiburger Wissenschaftler schliefen nun eine Liicke in der
AMD-Behandlung. Forschern um Eva Decker und Ralf Reski
(Abb. 1) ist es erstmals gelungen, den ,,Komplementfaktor H*
herzustellen, der in der Behandlung von AMD eingesetzt wer-
den kann (Abb. 2) (Biittner-Mainik et al., 2010). Sinkt die Menge
an ,,Komplementfaktor H* im Blut &lterer Menschen, ist das
einer der Hauptgriinde fiir die Auspridgung einer AMD. Der
Komplementfaktor H ist Teil des sogenannten Komplementsys-
tems, einem System von Proteinen des Blutplasmas, welches im
Rahmen der Immunantwort aktiviert wird. Mit mehr als 30 Pro-
teinen ist es an der Abwehr von Mikroorganismen (Bakterien,
Pilzen, Parasiten) als Teil des sogenannten angeborenen Immun-
systems beteiligt. Faktor H ist ein groles, mit Zuckermolekiilen
versehenes Eiweif (Glykoprotein), dessen Hauptaufgabe es ist
zu kontrollieren, dass das Komplementsystem nicht félschlich
kérpereigenes Gewebe angreift. Erfiillt Faktor H seine Aufgabe
nicht richtig, kann es zu schwerwiegenden gesundheitlichen
Folgen kommen. Die Mutation oder Verdnderung des Faktor

H fiihrt neben der Altersbedingten Makuladegeneration auch
zum atypischen hidmolytisch-urdmischen Syndrom (HUS), einer
seltenen Erkrankung, die Kleinkinder und Siuglinge betrifft
und zu lebensbedrohlicher Nierenschiddigung fithren kann.
Dieses so lebenswichtige EiweiR ist jedoch bisher nicht kduflich
zu erwerben, da es sich um eine so genannte ,,Orphan Drug*
handelt, also um ein Medikament, bei dem der Markt zu klein
ist, als dass sich eine Entwicklung fiir die pharmazeutische
Industrie lohnen wiirde, da bei hohen Entwicklungs- und Pro-
duktionskosten nicht mit einer ausreichenden Rendite wihrend
des Patentschutzes zu rechnen ist. Dieser offizielle ,,Orphan
Drug“-Status bedeutet, dass Entwicklung und Zulassung solcher

Arzneimittel behérdlich besonders geférdert werden.

www.systembiologie.de



Abbildung 2: Komplementfaktor H

Faktor H kommt im menschlichen Plasma in einer Konzentration von 500-800 pg/ml vor. Die Struktur des Proteins besteht aus 20 kugelférmigen Doménen, den
s0g. ,short consensus repeats”. Bildrechte: 1haq.pdb, Darstellung durch das Programm Starbiochem (Bild: Sabine Stebel).

Das rettende Moos

Die Freiburger Wissenschaftler setzten bei der Entwicklung des
Medikaments auf das Kleine Blasenmiitzenmoos Physcomitrella
patens (Abb. 3). Schon Ende der 1990er Jahre erkannte BASF das
Potential, das in diesem kleinen Moos schlummert und investierte
an der Universitdt Freiburg einen zweistelligen Millionenbetrag
in die Erforschung der damals noch neuen Modellpflanze. 1999
griindete Ralf Reski zusammen mit Kollegen das Biotechnologie-

Unternehmen greenovation (www.greenovation.com), um in

Moos eiweiRbasierte Medikamente herzustellen. Physcomitrella
patens hat sich wegen einiger sehr niitzlicher spezifischer Merk-
male als pflanzliches Modellsystem etabliert. Im Gegensatz zu
anderen Pflanzen hat es einen sehr viel einfacheren Bauplan und
nur wenige Zelltypen. Des Weiteren kénnen Gene durch Homo-
loge Rekombination (Austausch von DNA-Abschnitten zwischen
zwei dhnlichen DNA-Molekiilen) in Moos gezielt entfernt werden,
etwas, das bei keiner anderen Pflanze méglich ist. So kénnen ge-

zielt Gene eingefiigt oder deaktiviert werden.

Physcomitrella patens hat noch weitere Vorteile, die Bliitenpflan-
zen nicht aufweisen: Seine vorherrschende Daseinsform ist ha-
ploid, besteht also nur aus einem einfachen Chromosomensatz
(Abb. 4). Mutationen machen sich also sofort bemerkbar, da sie
nicht durch eine ,,genetische Sicherungskopie* kompensiert wer-
den kénnen. Das Moos kann zudem in fliissigem Medium (Abb. 6)
im Bioreaktor wachsen. So kann sein Wachstum gezielt gesteuert
werden und auerdem konnen gentechnisch verinderte Moose

nicht in die Umwelt gelangen.

Medikamentenherstellung in Moos

Gentechnisch in Bakterien, Tieren oder Pflanzen hergestellte
therapeutische Proteine sind nicht neu. Man bezeichnet dieses
Verfahren als ,,molecular pharming"“. Diese Wortschopfung setzt
sich zusammen aus dem englischen Wort ,,pharmaceutical (fiir
Arzeineimittel), ,,farming (fiir Landwirtschaft) und molekular
(angelehnt an die verwendeten Methoden der Molekularbiolo-

gie). Das einfach gebaute Insulin, welches friiher aus Schlacht-

Abbildung 3: Das Kleine Blasenmiitzenmoos Physcomitrella patens

Das Kleine Blasenmitzenmoos ist ein Laubmoos aus
der Familie der Funariaceae. Es dient in der Biologie als
Modellorganismus fur die Erforschung der Evolution,
Entwicklung und Physiologie der Pflanzen. Diese Art
kommt in Eurasien und Nordamerika vor und wéchst
auf verschlammten oder tonigen Boéden, an trockenen
Flussufern oder abgelassenen Teichen. Die Pflanzen
werden bis 5 mm hoch. Die Art ist sehr kurzlebig, sie
voliftihrt ihren Lebenszyklus in nur vier Wochen

(Bild: Pflanzenbiotechnologie Freiburg, Prof. Reski).
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abfillen gewonnen wurde, kann noch in Bakterien hergestellt
werden. Einige Impfstoffe (z. B. der Hepatitis-Impfstoff) werden
in gentechnisch verdnderten Hefezellen hergestellt. Bei komple-
xeren EiweiRmolekiilen, die zusatzlich noch mit Zuckermolekii-
len dekoriert werden, muss man jedoch auch zu entsprechend
komplexeren Produktionsorganismen greifen. So kann der Kom-
plementfaktor C1-Inhibitor zur Behandlung des erblichen Angio-
6dems (eine seltene Erbkrankheit, bei der es zu immer wieder-
kehrenden Schwellungen (Odemen) der Haut, der Schleimhiute
und der inneren Organe kommt, die unter Umsténden lebens-
bedrohlich sein kénnen) in der Milch von Kaninchen produziert
werden. Das Melken der Tiere ist jedoch sehr miihselig. In der
Maispflanze konnte das Enzym gastrische Lipase hergestellt
werden, welches bei der Behandlung der Mukoviszidose ein-
gesetzt werden soll. Der Freilandanbau von gentechnisch ver-
dnderten Pflanzen ist jedoch besonders in Deutschland duRerst

umstritten.

Das Kleine Blasenmiitzenmoos (Physcomitrella patens) ist nach
einem Eingriff in sein Erbgut, anders als andere Pflanzen, in

der Lage, die produzierten Proteine mit menschlichen Zucker-
strukturen zu dekorieren (Decker et al., 2007). Das ist wichtig, da

pflanzliche Zuckerreste zu Allergien (wie Heuschnupfen) fiihren

konnen. Das Moos kann sauber und sicher in einem Bioreaktor
geziichtet werden und benétigt hierfiir nur Wasser, Licht und
Kohlendioxid (Abb. 5).

Erleichternd kommt hinzu, dass das Moos das produzierte Me-
dikament bereits fertig in seine Ndhrlgsung abgibt und zudem
recht anspruchslos ist, was den pH-Wert der Nihrlosung angeht,
die somit an die Anspriiche des produzierten EiweiRes angepasst
werden kann. Das Medikament kann also unter den strengen
GMP-Regeln (Good Manufacturing Practice, Richtlinien zur Qua-
lit4tssicherung der Produktion von Arzneimitteln und Wirkstof-
fen), hergestellt werden und es kann vor allem kontinuierlich
produziert werden. Bei Bioreaktoren gibt es zudem keine Gefahr
der Belastung der Umwelt mit gentechnisch veranderten Orga-
nismen oder deren Erbgut, und anders als bei der Produktion in

Tieren halten sich ethische Bedenken bei Moosen in Grenzen.

Gegeniiber der tierischen Zellkultur hat das Moos den groen
Vorteil, dass es nicht so anfillig fiir Verunreinigungen mit
Krankheitserregern und dabei kostengiinstiger, einfacher in der
Haltung und zudem nahezu geruchsneutral ist. Was vor 20 Jahren
als beldchelte Nischenforschung begann, hat sich vor allem auch

mit Hilfe der Unterstiitzung durch das BMBF, auch im Rahmen

Abbildung 4: Lebenszyklus des Kleinen BlasenmUtzenmooses
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Der Lebenszyklus von Physcomitrella patens wird durch zwei Daseinsformen
gekennzeichnet: den haploiden (1n = ein Chromosomensatz pro Zellkern)
Gametophyten (produziert Gameten) und den diploiden (2n = zwei Chromo-

somensétze pro Zellkern) Sporophyten (produziert Sporen).

Sporen entwickeln sich zum fadigen Protonema, das an Knospen Game-
tophoren bildet (das Moospflanzchem mit seinen Blattern). Diese Gameto-
phoren bilden zwei Arten sexueller Organe aus, weibliche (Archegonien) und
mannliche (Antheridien), die sich in Gegenwart von Wasser befruchten. Nach
der Befruchtung entsteht der Embryo. Dieser wachst zum Sporophyten bzw.

zur Mooskapsel heran, in welcher die Sporen gebildet werden

(Bild: Pflanzenbiotechnologie Freiburg, Prof. Reski).




Abbildung 5: Physcomitrella patens im Photobioreaktor (Bild: Pflanzenbiotechnologie Freiburg, Prof. Reski).

von FRISYS, zu einem potentiellen millionenschweren Markt ent-
wickelt, der in Zukunft alten Menschen das Augenlicht bewahren
wird und erkrankten Kindern méglichweise eine Nierentrans-

plantation ersparen kann.

Steckbrief Forschungsprojekt:

FRISYS - Freiburger Initiative fiir Systembiologie (F6Kz: 0313921)
www.FRISYS.de. FRISYS beschiftigt sich mit der Aufkldrung
regulatorischer Mechanismen auf zelluldrer und suprazelluldrer
Regulationsebene. Die FRISYS-Projekte konzentrieren sich auf
zelluldre Entscheidungsmechanismen, die zu Zelldifferenzierung

oder koordinierten Verinderungen in Zellpopulationen fiihren.

FRISYS ist Teil von FORSYS, den Forschungseinheiten der Sys-
tembiologie (www.FORSYS.net), welche durch das BMBF gefor-

dert werden.

Beteiligte Partner:

Kernkompetenz Proteomics, ZBSA, Freiburg

www.zbsa.uni-freiburg.de.

Beteiligte Wissenschaftler:

Annette Biittner-Mainik, Juliana Parsons, Hanna Jérome, Andrea

Hartmann, Stephanie Lamer, Andreas Schaaf, Andreas Schlosser,

Peter F. Zipfel, Ralf Reski, Eva L. Decker.
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factor H in Physcomitrella. Plant Biotechnol J., published online

ahead of print 17.08.2010.

Decker, E.L., Reski, R. (2007): Moss bioreactors producing improved

biopharmaceuticals. Current Opinion in Biotechnology 18, 393-398.

Bild: Pflanzenbiotechnologie Freiburg, Prof. Reski.
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Kontaki:

Prof. Dr. Ralf Reski
ralf.reski@biologie.uni-freiburg.de
PD Dr. Eva Decker
eva.decker@biologie.uni-freiburg.de
Dr. Sabine Stebel

Koordinatorin FRISYS

sabine.stebel@biologie.uni-freiburg.de

Pflanzenbiotechnologie - FRISYS
Fakultat fiir Biologie
Albert-Ludwigs-Universitét Freiburg
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Neue Wege in der Alternsforschung

von Petra Boukamp, Jiirgen Siihnel, Heinz D. Osiewacz und Bjérn Dreesen

Altern — jeden betrifft es und jeder leidet irgend-
wann unter den Folgen. Dies ist insbesondere von
Bedeutung, da in einer zunehmend mobilen Gesell-
schaft ein selbstbestimmtes Leben auch im Alter
ein zentrales Thema ist. Trotzdem ist Uber die mole-
kularen Ablaufe des Alterns, die zum Auftreten von
Erkrankungen, wie Demenz, Stoffwechsel- oder
Krebserkrankungen fuhren, bisher wenig bekannt.
Um diesem gesellschaftlichen Wandel gerecht zu
werden, unterstitzt das Bundesministerium flr Bil-
dung und Forschung (BMBF) seit Juli 2008 den Ein-
satz der ,Systembiologie fir die Gesundheit im
Alter — GerontoSys*“. Die Bedeutung dieses For-
schungsfeldes fir das Ministerium unterstreicht,
dass bereits im Dezember 2009 ein weiterer Aufruf
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far Projektideen veroffentlicht wurde. Im Fokus bei-
der FérdermaBnahmen steht dabei die systemati-
sche Erfassung des komplexen Zusammenspiels
altersbedingter Prozesse beim Menschen. Perspek-
tivisch wird hiervon ein Beitrag zur Entwicklung ef-
fektiver Therapien fur altere Patienten erwartet.

In der ersten Férderphase konnten Wissenschaftler mit Exper-
tise auf den Feldern der Systembiologie und Alternsforschung
identifiziert und erfolgreich zusammengebracht werden. Ein
lokal vereinigter, arbeitsteilig organisierter Forschungskern und
zwei anwendungsorientierte Verbundprojekte erhalten fiir ihre
Arbeiten in den nichsten fiinf bzw. drei Jahren insgesamt fast 11
Millionen Euro. Im Rahmen der zweiten Ausschreibungsrunde
setzte mit Férderempfehlungen fiir zwei weitere Forschungs-
kerne, sechs Verbundprojekte und drei Nachwuchsgruppen, die
insbesondere der nachhaltigen Stirkung der systembiologischen
Alternsforschung in Deutschland dienen, das internationale Gut-
achtergremium von GerontoSys2 ein zukunftsweisendes Zeichen.
Durch die Aufwendung weiterer 32 Millionen Euro fiir diese MaR-
nahme wird der Projekttriger Jiilich (Pt]) im Auftrag des BMBF
im Friihjahr 2011 insgesamt 43 Millionen Euro Férdergelder fiir
die Altersforschung bewilligen und damit die Grundlage fiir ei-
nen international konkurrenzfihigen Standort entwickelt haben.
Mit einer gemeinsamen BMBF-Veranstaltung werden am 26. und
27. September in Berlin der wissenschaftliche Austausch und die
Vernetzung der Teilnehmer entlang von Projektprisentationen

im festlichen Rahmen geférdert.




Bild: Daniel Etzold - Fotolia.com

Projekte aus GerontoSys

Milder Stress gegen Alterung

Dies ist das zentrale Thema mit dem sich der Forschungskern des
Jenaer Centrums fiir die Systembiologie des Alterns - JenAge
auseinandersetzt. Die zumeist forderliche Reaktion eines Orga-
nismus auf geringen Stress wird oft als Hormesis bezeichnet. Sie
wurde bereits mehrfach als Mechanismus vermutet, dem z.B. der
Effekt einer gesunden Erndhrung oder auch anderen lebensver-
langernden Behandlungen zugrunde liegt. Das JenAge-Centrum
untersucht dieses Phdnomen nun aus einem neuen, systembio-
logischen Blickwinkel. Das Ziel ist die Identifikation von konser-
vierten Transkriptions- oder Stoffwechselnetzwerken, die durch
milden Stress aktiviert werden. Zudem soll aufgeklart werden,
inwieweit mit zunehmendem Alter die funktionelle Integritét

dieser Netzwerke leidet.

Das JenAge-Centrum verwendet als Untersuchungsobjekte neben
Zellkulturen und anderen Tiermodellen, wie z.B. dem Faden-
wurm, auch ein neues am Fritz-Lippmann-Institut fiir die Alters-
forschung etabliertes kurzlebiges Fisch-Modell, fiir das die drei
JenAge-Forscher Cellerino, Englert und Platzer im September
2010 mit dem Max-Biirger-Preis der Deutschen Gesellschaft fiir
Gerontologie und Geriatrie ausgezeichnet worden sind. Schlie3-
lich soll tiber das Siugetiermodell Maus letztendlich eine Briicke
zum Menschen geschlagen werden, fiir den durch die Beteiligung

einer klinischen Gruppe Patientenproben zur Verfiigung stehen.

Mit dem neu etablierten JenAge-Centrum wird die Altersforschung

in Jena substantiell gestdrkt und es werden Bemithungen zur bes-
seren Vernetzung der in Jena vorhandene Expertise, wie sie auch
in der Griindung des Jenaer Centrums fiir die Biologie des Alterns

(JCBA) zum Ausdruck kommen, unterstiitzt.

Projekttitel:
Jenaer Centrum fiir die Systembiologie des Alterns - JenAge:
Systembiologie von mildem Stress beim gesunden Altern - ein

Multi-Spezies-Ansatz.

Beteiligte Partner:

Koordinator Dr. J. Sithnel (Leibniz-Institut fiir Altersforschung -
Fritz-Lipmann-Institut e. V.), Prof. 0. Witte (Universitétsklinikum
Jena), Dr. R. Guthke (Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung
und Infektionsbiologie e.V. Hans-Knéll-Institut), Prof. S. Schuster

(Friedrich-Schiller-Universitét Jena).

Internet: www.jenage.de

Haben die Kraftwerke der Zellen Einfluss auf Alterung
Seit November 2009 beschiftigt sich der Forschungsverbund
GerontoMitoSys mit der Bedeutung von Mitochondrien, den
‘Kraftwerken der Zelle!, fiir die Alterung biologischer Systeme.
Das Projekt verfolgt einen systembiologischen Ansatz mittels der
mathematischen Modellierung von experimentellen Daten und
der validierung der erhaltenen Modelle in der Bickerhefe Sac-

charomyces cerevisiae und dem Pilz Podospora anserina.

Um die Relevanz der an diesen beiden kurzlebigen Modellorga-
nismen gewonnenen neuen Erkenntnisse fiir Alterungsprozesse
bei Sdugetieren und zur moglichst starken Anndherung an die
Situation beim Menschen zu iiberpriifen, werden gezielte Unter-
suchungen an Mausen und Ratten durchgefiihrt. Auf diese Weise
werden iiber den derzeitigen Erkenntnisstand hinausgehende
Einsichten in die sehr komplexen und netzartig verkniipften
molekularen Mechanismen biologischen Alterns gewonnen.

Im Vordergrund der ersten Projektphase stand die Formulierung
konkreter Fragen fiir mathematische Modellierungsansitze und
die Definition von experimentellen Standards zur Generierung
reproduzierbarer, qualitativer und quantitativer Daten. Zur Date-
nablage und -analyse sowie zum sicheren Datentransfer zwischen
den Projektpartnern wurde eine gesicherte Internetplattform
erstellt. Ein erstes mathematisches Modell der zelluldren Abwehr
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wurde generiert, das nun
in einer zweiten Phase weiterverfolgt und verfeinert wird. Wei-
tere Modellierungsansitze beschiftigen sich mit den Grundlagen
der Bildung von ROS an der Atmungskette und mit zelluldren

Mechanismen der mitochondrialen Qualitdtskontrolle.

www.systembiologie.de




Projekttitel:

Mitochondriale Netzwerke von Signalwegen bei der Alterung und
der Lebensspannenkontrolle - ein systembiologischer Ansatz.
Beteiligte Partner:

Koordinator Prof. H.D. Osiewacz (Goethe Universitdt Frankfurt),
Prof. N.A. Dencher (TU Darmstadt), Prof. M. Régner (Ruhr-Uni-
versitdt Bochum), Prof. E. Klipp (Humboldt Universitét Berlin),
Prof. M. Meyer-Hermann (Helmholtz Zentrum fiir Infektionsfor-
schung, Braunschweig).

Internet: www.gerontomitosys.uni-frankfurt.de

Alter(n) geht unter die Haut

Deshalb schaut sich das Gerontosys Konsortium Stromal Aging
die Zellen der tieferen Hautschichten an, weil dort die Erkldrung
fiir die Hautalterung, wie Faltenbildung oder Bindegewebsschwi-
che, vermutet wird. Bisherige Studien zur Alterung haben Zellen
in der Petrischale altern lassen. In der Tat hdren die Zellen nach
einer gewissen Anzahl von Teilungen auf zu wachsen und zeigen
vielfiltige Verdnderungen. Das wirkliche Altern ist aber wahr-
scheinlich viel komplexer. Erste Erkenntnisse des Projektes zei-
gen, dass die Zellen in menschlicher Haut, anders als urspriing-
lich vermutet, weit mehr und andere Veranderungen zeigen als
in der Petrischale gealterte Zellen. Aus diesem Grund baut das
Konsortium eine Zell- und Gewebebank aus Hautproben auf, die
einzigartig auf der Welt ist. Probanden im Alter zwischen 20 und
70 Jahren wird aus lichtexponierten und -geschiitzten Stellen,
dem Nacken und dem GesdR, Hautproben entnommen, um sie
mittels neuester wissenschaftlicher Methoden und bildgebenden
Verfahren auf Gen-, RNA- und Proteinebene zu charakterisieren.
Mit Zellkulturen, die aus diesen Proben etabliert werden, kann
die Relevanz bestimmter Befunde funktionell in der Haut ver-
gleichbaren Modellen, sog. organotypischen Kulturen, dann auch

verifiziert werden.

Die Kombination von Zellbank und Zellkultur erlauben erstmalig
die Anwendung verschiedenster systembiologischer Methoden,
um im Computer den Verlauf der Hautalterung nachzuvollzie-

hen, d.h. um zu ergriinden, welche Prozesse sich in den Zellen
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iiber die Jahre dndern. Alterung der Haut zeigt sich aber nicht
nur in den bekannten Auspragungsmerkmalen wie Faltenbil-
dung, sondern auch in gednderten dynamischen Regenerations-
prozessen auf Zeitskalen von Tagen bis Wochen, wie z.B. verlang-
samte Wundheilung der Haut. Die Zellbank erlaubt es nun, diese
Prozesse in unterschiedlich alten Zellen zu studieren. Mittels
Analyse und von genregulatorischen Netzwerken kénnen wir in
mathematischen Modellen diese Entscheidungspunkte zelluldrer
Steuerung identifizieren und vergleichen, wie und wo altersbe-
dingte Verdnderungen in den Zellen entstehen. Damit wird der
Grundstein gelegt, auch das 'Warum' des Alterns zu verstehen,
nédmlich altersbestimmende Signalwege identifizieren und mogli-

cherweise auch kontrollieren zu kénnen.

Projekttitel:

Stromale Alterung.

Projektpartner:

Koordinatorin Prof. P. Boukamp (DKFZ Heidelberg), Dr. K. Stiihler
(Ruhr-Universitit Bochum), Dr. F. Theis (Helmholtz Zentrum
Miinchen Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und
Umwelt GmbH), Dr. H. Busch (Albert-Ludwigs-Universitit Freiburg),
Dr. N. Grabe (Ruprecht-Karls-Universitét Heidelberg), Prof. G.
Reifenberger (Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf), Prof. J.
Krutmann (Institut fiir umweltmedizinische Forschung GmbH an

der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf).

Kontakt:

Dr. Bjorn Dreesen

Projekttréger Jiilich
Geschiftsbereich Biotechnologie
Forschungszentrum Jiilich GmbH
b.dreesen@fz-juelich.de

www.fz-juelich.de/ptj




Die 12. Internationale Konferenz fir Systembiologie (ICSB) 2011

Internationale Kongresse und Tagungen sind das
Salz in der Suppe des Alltags von Forscherinnen und
Forschern. Sie bieten einen willkommenen Anlass,
um dem ,,Klein-Klein“ des hektischen Laboralltags zu
entfliehen und Wissenschaft mal wieder ganz anders
und inspirierend zu erleben. Beim Wiedersehen mit
Kollegen, alten Bekannten und Freunden kénnen
Projekte reflektiert oder neue interessante Bekannt-
schaften gemacht werden. Der Besuch einer Tagung
ist immer auch ein guter Zeitpunkt, die eigene For-
schung und die eigenen wissenschaftlichen Projekte
einer kritischen Uberpriifung zu unterziehen. Trotz
mannigfaltiger elektronischer Méglichkeiten, tber
E-Mail, Twitter, Facebook und Co. miteinander in Kon-
takt zu treten, sind es doch allzu oft nur die auf Kon-
ferenzen gebotenen intensiven Austauschmdglichkeiten
mit anderen Wissenschaftlern, die den Beginn neuer
wissenschaftlicher Projekte und Kooperationen ein-
lauten. Dartber hinaus bieten Konferenzen immer
auch die Chance, sich in kompakter Form einen ak-
tuellen Uberblick tiber die Trends und aktuellen For-
schungsergebnisse zu verschaffen und den eigenen
Kenntnisstand aufzufrischen.

28. August — 01. September 2011

von Klaus-Peter Michel, Jan Eufinger, Ulrike Conrad, Angela Oberthiir und Roland Eils

In dieser Hinsicht wird es die Gemeinschaft deutscher System-
biologen freuen, dass es einem Gremium renommierter Wis-
senschaftler um Prof. Roland Eils (Foto, DKFZ und Universitit
Heidelberg) gelungen ist, zum zweiten Mal nach 2004 die Inter-
national Conference on Systems Biology (ICSB) ausrichten zu diirfen.
Die ICSB ist die weltweit gréte und bedeutendste Tagung zur
Systembiologie und wird von der International Society for Systems
Biology (ISSB) im jahrlichen Turnus veranstaltet. Der Grundstein
fiir die Konferenzserie wurde im Jahr 2000 mit einer Konferenz in
Tokio unter der Agide von Prof. Hiroaki Kitano gelegt. Kitano ist
einer der Griindungsviter und weltweit anerkanntesten Protago-

nisten der aktuellen Systembiologieforschung.

Im Jahr 2011 wird das Hauptprogramm der ICSB in der Zeit vom
28. August bis 1. September im Konferenzzentrum Rosengarten
im Zentrum von Mannheim stattfinden (Abb. 1). Eingerahmt wird
die Konferenz von spezifischen Workshops und Tutorien, die auf
dem naturwissenschaftlichen Campus in Heidelberg am System-
biologie-Zentrum BioQuant der Universitit und am Deutschen

Krebsforschungszentrum stattfinden.

,»Wir freuen uns sehr, Systembiologen aus der ganzen Welt in

Heidelberg und Mannheim willkommen zu heifen*, sagt Konfe-

Spezial Heidelberg und Mannheim werden zum Mekka flr Systembiologen

Links: Frontansicht des Rosengartens. Rechts: Erweiterungsbau des Konferenzzentrums Rosengarten (Bildrechte m:con — mannheim:congress GmbH).
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Abbildung 2: Oberes Foyer des Kongresszentrums Rosengarten (Bildrechte m:con — mannheim:congress GmbH).

renzprésident Prof. Roland Eils. ,,2004 steckte die Systembiologie
in Deutschland noch in den Kinderschuhen, und somit gab die
ICSB 2004 gewissermalen einen Startschuss fiir die enorme
Entwicklung dieser Forschungsrichtung in Deutschland. Daher
macht es mich besonders stolz, im Jahre 2011 die ICSB wieder bei
uns in Heidelberg/Mannheim zu haben und einem breiten Pub-
likum die in den letzten Jahren erreichten Erfolge darstellen zu
kénnen.“ Bundesministerin Frau Prof. Dr. Schavan unterstreicht
als Schirmherrin der Konferenz die Wichtigkeit der systembio-

logischen Forschung fiir Deutschland.

In die Planung des Programms sind zahlreiche Systembiologen
aus dem In- und Ausland involviert. Neben Roland Eils gehoren
dem Organisationskomitee Peer Bork (EMBL Heidelberg), Thomas
Héfer (DKFZ Heidelberg), Ursula Klingmiiller (DKFZ Heidelberg),
Ursula Kummer (Universitét Heidelberg) und Peter Sorger (Harvard

Medical School, Boston) an. Unterstiitzt wird dieses Team von

Prof. Roland Eils I&dt in seiner Funktion als
Kongressprasident zur 12. Internationalen
Konferenz flr Systembiologie 2011 ein.

Bild: DKFZ und Universitéat Heidelberg
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Spezial Heidelberg und Mannheim werden zum Mekka flr Systembiologen

den mehr als 30 Kolleginnen und Kollegen des wissenschaftlichen
Komitees und den Geschiéftsstellen von FORSYS (Klaus-Peter Michel,
Ulrike Conrad), der Helmholtz-Allianz Systembiologie (Jan Eufinger)
und BioQuant/ViroQuant (Angela Oberthiir). Wie auch in den
Jahren zuvor in Géteborg 2008, Stanford 2009 und Edinburgh

2010 werden wieder iiber 1000 Teilnehmer erwartet.

Dass es sich bei der ICSB um einen beachtenswerten Kongress
handelt, zeigt die Dimension des viertdgigen Hauptprogramms:
Im Wechsel zwischen Plenums- und Parallelvortrdgen haben
17 Plenarredner ihre Teilnahme zugesagt, in den insgesamt 21
parallelen Sitzungen werden noch einmal rund hundert Spre-
cher zu verschiedensten Themen der Systembiologieforschung

vortragen.

,Besonders freuen wir uns auf die Vortrége unserer beiden Eh-
rensprecher, erldutert Eils. Zu Beginn wird Nobelpreistriger
Roger Tsien von der Universitit Kalifornien in San Diego iiber
seine bahnbrechenden Arbeiten zur Entwicklung von Molekiilen,
mit denen zelluldre Prozesse ,,ausspioniert” werden konnen,
sprechen. Prof. Tsien, ein Mitglied der US-amerikanischen Na-
tional Academy of Science und der britischen Royal Academy,
wurde im Jahr 2008 zusammen mit zwei seiner Kollegen der
Nobelpreis fiir Chemie fiir seine Arbeiten zur Entdeckung und
Weiterentwicklung des Green Fluorescent Protein (GFP) verliehen.
Mithilfe von GFP, verwandten Proteinen und anderen fluores-
zierenden Molekiilen gelingt es Wissenschaftlern, intrazelluldre
Prozesse in vivo, also in der lebenden Zelle, zu visualisieren und

dadurch zu verstehen.

Mit dem gebiirtigen Niederldnder Alexander van Oudenaarden
konnte ein zweiter Spitzenforscher als Ehrensprecher fiir die
ICSB gewonnen werden. Prof. Oudenaarden, Lehrstuhlinhaber
fiir Systembiologie am renommierten Massachusetts Institute
for Technology (MIT) in den USA, hat in den letzten Jahren mit
seinen Arbeiten zur individuellen Variation der Genexpression

und zu Evolutionsprozessen in Zellpopulationen, die in renom-



mierten Zeitschriften wie Nature, Science und Cell veréffentlicht
sind, wichtige Beitrdge zum Verstidndnis von beobachteten, nicht
genetisch erklirbaren Variationen zwischen Zellen geleistet. Van

Oudenaarden wird am letzten Tag der Konferenz sprechen.

Neben den beiden erwihnten Highlights wird es eine Reihe von
ebenso interessanten wie hochkaritigen Hauptreden geben, alle-
samt gehalten von international anerkannten Systembiologen.
Unter den Rednern finden sich so bekannte Namen wie Judy
Armitage (GroRbritannien), Naama Barkai (Israel), Philippe
Bastiaens (Deutschland), Gaudenz Danuser (USA), Sandro J. de
Soza (Brasilien), Trey Idecker (USA), Josef A. Kés (Deutschland),
Markus Covert (USA), Andrew J. Millar (GroRbritannien),
Gioacchino Natoli (Italien), Ytzhak Pilpel (Israel), Eytan Ruppin
(Israel), Uwe Sauer (Schweiz), Kim Sneppen (Ddnemark) und
Jochen Wittbrodt (Deutschland). Jede(r) dieser Rednerinnen und
Redner gilt als ausgewiesener Experte seines Gebiets, das sich
von der pflanzlichen Systembiologie iiber diverse Themengebiete

bis hin zur Krebsforschung erstreckt.

Neben dem wissenschaftlichen Hauptprogramm wird die ICSB
2011 eine Reihe weiterer interessanter Programmpunkte bieten.
Im Rahmen der Industrieausstellung werden sich Firmen prisen-
tieren, die im Rahmen einer Industry-Session auch die Bedeutung

der Systembiologie fiir ihre Forschung beleuchten werden.

Dem Gedanken, dass moderne lebenswissenschaftliche Forschung
nicht mehr im ,,stillen Kdmmerlein®“, sondern aufgrund des heut-
zutage notwendigen Ressourceneinsatzes nur noch in Gemein-
schaftsprojekten mdglich ist, folgt die sogenannte Science Arena.
Im Rahmen dieser Science Arena kénnen sich Universititen,
nicht-kommerzielle Forschungsinstitute, Wissenschaftsinitiativen
und andere Einrichtungen vorstellen und ihre besondere Exper-
tise und Forschungsrichtung prisentieren. So kann beispielsweise
neuer Nachwuchs gewonnen oder neue Allianzen geschmiedet
werden. Die Science Arena wird in direkter Anbindung an die
Industrieausstellung im lichtdurchfluteten oberen Foyer des Rosen-

gartens stattfinden (Abb. 2).

Spezial Heidelberg und Mannheim werden zum Mekka flr Systembiologen

Abbildung 3: Eingangsfoyer des Kongresszentrums Rosengarten (Bildrechte m:con — mannheim:congress GmbH).
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Einen ebenso wichtigen wie unerlisslichen Programmpunkt

der ICSB werden die Postersessions einnehmen, die im groRzii-
gigen Eingangsfoyer des Kongresshauses Rosengarten stattfin-
den werden (Abb. 3). Auf groRformatigen Postern wird sowohl
dem wissenschaftlichen Nachwuchs als auch dem gestandenen
Wissenschaftler die Mdglichkeit gegeben, eigene Ergebnisse zu
présentieren und im persdnlichen Gespréich mit den Kollegen zu

diskutieren.

,Natiirlich wollen wir unseren Gésten auch die Gastfreundschaft
von Heidelberg und der Region nahe bringen. Die optionale
Schifffahrt auf dem Neckar mit anschlieBendem Konferenzdin-
ner auf dem Heidelberger Schloss wird da sicher in Erinnerung
bleiben“, sagt Roland Eils. ,,Besonders freue ich mich auf die Sys-
tembiologie-Party-Night am letzten Abend der Konferenz. Nach
einem Spezialvortrag werden hier alle Giste noch einmal die
Gelegenheit haben, gemeinsam eine hoffentlich gelungene Kon-
ferenz kréftig zu feiern.” Ergidnzt wird das Tagungsprogramm
der ICSB 2011 sowohl fiir die Tagungsteilnehmer als auch deren
Begleitpersonen durch ein abwechslungsreiches Sightseeing-

Programm in und um Heidelberg und Mannheim.

Details und Informationen zur Konferenz entnehmen Sie bitte
der Homepage der Konferenz unter www.icsb-2011.net. Dariiber
hinaus stellen die Veranstalter allen Interessierten einen Confe-

rence Blog (http://icsb2011.blogspot.com) und einen Twitter

Feed (http://twitter.com/icsb_2011) zur Verfiigung, um sich

tiber das tagesaktuelle Geschehen zur ICSB 2011 zu informieren.



e:Bio — Innovationswettbewerb Systembiologie

Mit der FérdermaRRnahme ,,e:Bio - Innovationswettbewerb
Systembiologie* gibt das Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) einen weiteren entscheidenden Impuls fiir die
Entwicklung der Systembiologie in Deutschland. e:Bio ist eine
Plattform fiir Forschung, die mit Hilfe der Systembiologie einen
direkten und neuartigen Beitrag zur Lésung gesellschaftlicher
Probleme leistet. Vor dem Hintergrund des ,,Rahmenprogramms
Gesundheitsforschung® und der ,,Nationalen Forschungsstrategie
BioOkonomie 2030“ kdnnen vielf4ltige Anwendungen z.B. in der

Biomedizin und der Biotechnologie adressiert werden.

Der Innovationswettbewerb vereint vier Module unter einem
Dach, in denen erfolgreiche Ansitze weiterverfolgt oder neue
Aspekte eingebracht werden kénnen. Im ,,Ideenwettbewerb
national (I) werden neue Impulse, Ideen und Innovationen
aufgenommen, wihrend im ,, Transfer” (II) Erkenntnisse aus der
Grundlagenforschung aufgegriffen und mit Blick auf mégliche
Anwendungen weiterentwickelt werden. Junge Wissenschaftler/
innen etablieren sich in ,,Nachwuchs* (III) mit eigenen system-
biologischen Vorhaben. Transnationalen Verbiinden wird im
Ideenwettbewerb international (IV) eine Plattform zur wissen-
schaftlichen Zusammenarbeit gegeben. Erste Einreichungsfrist fiir
Projektskizzen zu den Modulen I, II und 11 war der 02. Mai 2011,
Modul IV wird zu einem spiteren Zeitpunkt versffentlicht. Nachs-
te Einreichungsfrist fiir die Module I und III ist der 02. Mai 2012.

Quelle: BMBF

Einzelner Gendefekt |6st Hirntumor aus
Wissenschaftler aus dem DKFZ und dem Universitétsklini-
kum Heidelberg konnten an Miusen zeigen, dass ein Defekt
in einem einzigen Gen ausreicht, um einen gefihrlichen

Hirntumor auszul8sen.

Das pilozytische Astrozytom, der hiufigste Hirntumor bei Kin-
dern, wichst langsam und ist meist gutartig. Der diffus wachsen-
de Tumor kann jedoch oft nicht génzlich herausoperiert werden,
was Folgetherapien nétig macht. Da Chemo- oder Strahlenthera-
pie gerade diese sehr langsam wachsenden Tumoren kaum beein-
flusst, sind die erkrankten Kinder dringend auf neue, zielgerich-
tete Behandlungen angewiesen. In der iiberwiegenden Mehrzahl

der pilozytischen Astrozytome liegt ein Fehler im Gen BRAF vor,

www.systembiologie.de

wodurch ein wichtiger zelluldrer Signalweg, der in gesunden Zel-

len nur bei akutem Bedarf eingeschaltet wird, dauerhaft aktiv ist.

Jan Gronych und Kollegen verpackten ein defektes BRAF-Gen

in ein Virus und schleusten es so in Nervenvorlduferzellen von
M4usen ein. Bei 91 % der so behandelten Tiere entwickelten

sich im Bereich der Injektionsstelle Tumoren, die in Biologie,
Wachstumseigenschaften und Gewebestruktur dem pilozytischen
Astrozytom entsprachen. Die Zellen dieser Tumoren zeigten alle
das typische Symptom eines defekten BRAF-Gens, was zu einer
dauerhaften Aktivierung des Enzyms MAP-Kinase fiihrte, das der
Krebszelle permanent Wachstumssignale liefert. ,,Das beweist,
dass tatsichlich ein einziger Gendefekt ausreicht, um ein pilo-
zytisches Astrozytom auszulSsen®, fasst Professor Lichter die
Ergebnisse zusammen. Die BRAF-Méuse eréffnen nun als neues
Modellsystem die Méglichkeit, neue Kinase-Inhibitoren oder
auch andere Medikamente gezielt auf ihre Wirksamkeit gegen
diese Krebserkrankung zu testen.

Quelle: Pressemitteilung Deutsches Krebsforschungszentrum

Facebook flir Gene: Neues Verfahren zeigt wie Gene
zusammenarbeiten

Mithilfe eines Vergleichs von Genvarianten von gesunden und
kranken Menschen gelingt es heutzutage, das individuelle Risi-
ko fiir eine spezifische Erkrankung abzuleiten. Da hiufig nicht
nur ein Gen, sondern erst das Zusammenwirken verschiedener
Gene krankheitsauslésend ist, ist die jetzt von Michael Boutros
(DKFZ/Universitdt Heidelberg) und Wolfgang Huber vorgestellte
und in Nature Methods verdffentlichte Methode, die gezielt Gen-
Kombinationseffekte aufgedeckt, ein echter wissenschaftlicher
Durchbruch. Durch das Ausschalten (RNA-Interferenz) einzelner
Gene und aller paarweisen Kombinationen gelang eine syste-
matische Katalogisierung aller Wechselwirkungen zwischen
wichtigen Signalmolekiilen. Fiir jedes Gen konnte eine Liste von
Interaktionspartnern, vergleichbar mit einer “Freundes-Liste”
im sozialen Netzwerk “Facebook” erstellt werden. ,, Wenn zwei
Nutzer von Facebook die gleichen Freunde haben, kann man mit hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgehen, dass die beiden sich kennen -
auch dann, wenn sie selbst nicht “Facebook-Freunde” sind*, erkldrt
Boutros. ,,Ubertragen auf die Situation im Erbgut kann man durch den

Vergleich ihrer Wechselwirkungen vorhersagen, welche Gene eine ge-

meinsame Funktion ausiiben.“




Rot geférbte Zellkerne mit der Erbsubstanz DNA (Bild: DKF2).

Diese Methode wird deshalb dazu beitragen, neue Komponenten
krebsrelevanter Signalketten und mégliche Angriffspunkte fiir
neue Krebstherapien zu finden. Horn, T. et al. 2011; Nature Me-
thods, Adv. Onl. Publ. 6 March 2011. DOI: 10.1038/nmeth.1581.

Quelle: Pressemitteilung Deutsches Krebsforschungszentrum

Die Schatze aus dem Datendschungel heben: DKFZ
und IBM unterzeichnen Rahmenvertrag zur Krebs-
genomanalyse

Beim Internationalen Krebsgenomprojekt (ICGC) wird das
komplette Erbgut von Tausenden Krebspatienten analy-
siert. Dabei fallen enorme Datenmengen an. Um die fiir

die Krebsentstehung und -therapie entscheidenden Genab-
schnitte zu finden, bedarf es intelligenter IT-Systeme. Das
Deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg und
IBM haben deshalb auf der CeBIT 2011 einen strategischen
Rahmenvertrag unterzeichnet. Ziel der Vereinbarung ist es,

die Sequenzdaten fiir die Krebsmedizin nutzbar zu machen.

,»In den nichsten Jahren wird die Sequenzierung von Krebsge-
nomen erhebliche Mengen an Daten hervorbringen. Das wird
die Diagnose und die Therapie von Krebspatienten grundlegend
verbessern®, sagt Professor Otmar D. Wiestler, Vorstandsvorsit-
zender des Deutschen Krebsforschungszentrums. ,,Doch um die

Erkenntnisse aus der enormen Datenflut auch wirklich nutzen

zu kénnen, benétigen wir eine intelligente Informationstechno-
logie. Sie hilft uns dabei, die wirklich entscheidenden Abschnitte
zu erkennen und zu verwerten. Mit IBM haben wir einen idealen

Partner fiir diese groRe Aufgabe gefunden.

Der Rahmenvertrag zwischen dem DKFZ und IBM umfasst ver-
schiedene Aspekte des Umgangs mit den riesigen Datenmengen,
die in den Lebenswissenschaften anfallen. Darunter sind Stra-
tegien zur effektiven Kompression von Sequenzdaten, dhnlich
wie bei MP3 Files in der Musikbranche, und Lésungen fiir den
effektiven Transfer von Datenmengen zwischen den Speicher-
einrichtungen und den Hochleistungscomputern fiir die Ana-
lyse. AuBerdem sollen Verfahren entwickelt werden, um die
Genomdaten mit klinischen Parametern wie dem Fortschreiten
der Erkrankung oder dem Ansprechen auf zielgerichtete Medi-

kamente abzugleichen.

Prof. Otmar D. Wiestler, wissenschaftlicher Stiftungsvorstand des Deutschen
Krebsforschungszentrums (links) und Martin Jetter, Vorsitzender der

Geschéftsfuhrung der IBM Deutschland GmbH (Bild: DKFZ2).

Die Daten der drei deutschen ICGC-Projekte laufen bei Professor
Roland Eils am DKFZ zusammen. Professor Eils baut dazu am
BioQuant-Zentrum der Universitit Heidelberg eine der welt-
weit gréften Datenspeichereinheiten fiir die Lebenswissen-
schaften auf. Man rechnet damit, fiir die Speicherung der
Genomsequenzen Datenspeicher im Umfang von sechs Peta-
byte in Betrieb zu nehmen.

Quelle: Pressemitteilung Deutsches Krebsforschungszentrum
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Helmholtz Zentrum Munchen klart molekularen
Mechanismus der Bildung von neuronalen
Verschaltungen auf

Wissenschaftler am Helmholtz Zentrum Miinchen haben her-
ausgefunden, wie sensorische und motorische Fasern bei der
Nervenbildung der Gliedmaf3en interagieren: Beide Typen
von Nervenfasern kénnen diesen Prozess anfiihren. Damit
leisten die Forscher einen wichtigen Beitrag zum Verstind-
nis der Entstehung neuronaler Netzwerke wihrend der Emb-
ryonalentwicklung und finden einen neuen Erklirungsansatz

fiir neurodegenerative Storungen.

Bei der Nervenbildung in den GliedmaRen wirken wiahrend der
Embryonalentwicklung sensorische und motorische Nervenfa-
sern zusammen. Das Team um Dr. Andrea Huber Brésamle hat

nun herausgefunden, wie diese Zusammenarbeit auf molekula-
rer Ebene funktioniert: der Oberfldchenrezeptor Neuropilin-1

ist sowohl in motorischen und sensorischen Nervenfasern vor-
handen und kontrolliert deren Interaktion zum richtig gesteu-

erten Wachstum.

In der Studie wurde beobachtet, dass sowohl motorische als auch

sensorische Fasern die Fithrung ilbernehmen kénnen, wenn es
darum geht, die Spinalnerven von Armen und Beinen zu bilden.
Diese Erkenntnis iiberraschte insofern, als bisher angenommen
wurde, dass motorische Nerven stets den korrekten Weg festle-
gen. Zugleich schaffen sie ein Modell, um strukturelle Anpassun-
gen nach Traumata und bei neurodegenerativen Erkrankungen
des Menschen verstehen zu kdnnen: ,Herauszufinden, inwieweit
Neuropilin-1 auch die Nervenfaserbildung im Gehirn beeinflusst,

ist unser nichstes Ziel“, so Huber Brosamle.

Original-Publikation: Huettl R.E. et al. (2011). PLoS Biol 9(2):
€1001020. doi:10.1371/journal.pbio.1001020

Quelle: Helmholtz Zentrum Miinchen

Dritte Dimension in gezielter Zellkultivierung realisiert
CFN-Wissenschaftler entwickeln ein Zweikomponenten-Poly-

mergeriist fiir die kontrollierte drei-dimensionale Zellkultur.

Forschern des DFG-Centrums fiir Funktionelle Nanostrukturen

(CFN) am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) ist es ge-
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lungen, gezielt Zellen auf dreidimensionalen Strukturen zu
kultivieren. Das Faszinierende daran ist, dass den Zellen Mikro-
meter-kleine ,,Griffe” am Geriist angeboten werden, an denen
sie anhaften kénnen - und zwar nur an diesen Punkten - am

restlichen Geriist finden sie keinerlei Halt.

Mit diesen Ergebnissen ist dem Team um Professor Martin
Bastmeyer ein groRer Fortschritt im Bereich des Biomaterial-
Engineerings gelungen, da die Haftung und somit die Form einer
Zelle erstmalig priazise in 3D beeinflusst werden konnte. Mit
dieser Technik lassen sich Parameter wie Zellform, Zellvolumen,
intrazelluldre Kraftentwicklung oder zellulire Differenzierung
systematisch in Abhédngigkeit von der duReren Geometrie der

Umgebung bestimmen.

Controlled 3D Cell Culture

Zelle im Zweikomponenten-PolymergerUst (Bild: CFN).

Diese Erkenntnisse sind sehr niitzlich, um spiter gezielt drei-
dimensionale Wachstumsumgebungen fiir Gewebekulturen, die
beispielsweise in der regenerativen Medizin benétigt werden, in
groRerem MaRstab herzustellen. Die Ergebnisse sind ein wich-
tiger Schritt zum allgemeinen Verstindnis, wie die natiirliche
dreidimensionale Umgebung im Gewebe das Verhalten von Zellen
beeinflusst.

Weitere Informationen finden Sie unter:

www.kit.edu/besuchen/pi 2011 6187.php

Quelle: Pressemitteilung KIT Karlsruhe




Neues Target flr Hepatitis C-Therapie entdeckt

Mehr als 170 Millionen Menschen leiden weltweit an einer
chronischen Infektion mit dem Hepatitis C-Virus (HCV).
Hepatitis C kann die Leber fortschreitend zerstéren und zu
Krebs fiihren. Derzeitige Therapien fiithren nur bei 50% der
Erkrankten zu einer Heilung und sind durch zahlreiche
Nebenwirkungen gekennzeichnet. Ein Impfstoff zur Priven-

tion der HCV-Infektion ist gegenwirtig nicht in Sicht.

Die Forscher um Dr. Volker Lohmann und Prof. Dr. Ralf Barten-
schlager, Universitétsklinikum Heidelberg, konnten im Rahmen
des BMBF-geforderten FORSYS-ViroQuant-Konsortiums nun ein
zellulidres Schliisselprotein identifizieren, das die Grundlage fiir
neue Behandlungsansitze von HCV-Infektionen schafft. Unter
Verwendung eines genomweiten Screening-Assays wurde das
Enzym Phosphatidylinositol 4-Kinase-III-alpha (Pi4KIII a) als kri-
tischer Wirtszellfaktor fiir die erfolgreiche Vermehrung von HCV

in Leberzellen identifiziert. Die Wissenschaftler klirten auch, wie

das Virus auf molekularer Ebene die Lipid-Kinase (Pi4KIII a) fiir
seine Replikation ausnutzt. Das virale Protein (NS5A) rekrutiert
das Enzym in der Leberzelle an die Stelle, wo die Virusvermeh-
rung stattfindet und aktiviert Pi4KIII a durch Bindung direkt.
Daraufhin produziert das Enzym Pi4KIII a groRe Mengen des
Botenstoffs PI4P, der essentiell fiir die Funktionalitit des viralen

Replikationskomplexes ist.

Original-Publikation: Reiss S, Rebhan I, Backes P, Romero-Brey
I, Erfle H, Matula P, Kaderali L, Poenisch M, Blankenburg H, Hiet
MS, Longerich T, Diehl S, Ramirez F, Balla T, Rohr K, Kaul A, Biih-
ler S, Pepperkok R, Lengauer T, Albrecht M, Eils R, Schirmacher
P, Lohmann V, Bartenschlager R. (2011)

,Recruitment and Activation of a Lipid Kinase by Hepatitis C Virus NS5A
Is Essential for Integrity of the Membranous Replication Compartment.”
Cell Host & Microbe, Volume 9, Issue 1, 32-45, 20 January 2011.

Quelle: Pressemitteilung Universititsklinikum Heidelberg

Elektronenmikroskopisches Bild einer Leberzelle, der das Schltisselprotein Pl4Kllla fehlt. Veranderte Strukturen flhren vermutlich dazu, dass sich das Hepatitis

C-Virus nicht mehr vermehren kann (Bild: Ralf Bartenschlager und Volker Lohmann, Universitatsklinikum Heidelberg).
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Neue Diagnostik flr akute myeloische Leukamie

Das Wissenschaftler-Team um Dr. Philipp Greif und Prof.
Stefan Bohlander in der Klinischen Kooperationsgruppe
»Pathogenese der akuten myeloischen Leukimie (AML)* des
Helmholtz Zentrums Miinchen (HZM) und der Medizinischen
Klinik I1I der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (LMU),
haben eine Methode entwickelt, mit der sie nur die in Tumor-

zellen aktiven Gene auf Verinderungen untersuchen kénnen.

Mit Hilfe einer Transkriptom-Sequenzierung konnten fiinf bisher
unbekannte AML-spezifische Gen-Mutationen gefunden werden,
von denen zwei (RUNX1 und TLE4) mit hoher Wahrscheinlichkeit
gemeinsam an der Krankheitsentstehung beteiligt sind. Entschei-
dende Unterstiitzung erhielten die Forscher dabei von Dr. Tim
Strom vom Institut fiir Humangenetik des HZM. ,,Ohne die am In-
stitut fiir Humangenetik vorhandenen Sequenziergerite der neu-
esten Generation und die dazu gehdrige Auswertungskompetenz,
wire dieses Projekt nicht méglich gewesen®, erldutert Greif.
Durch die neue Art der Diagnostik kénnten erstmals bei jedem
Patienten die spezifischen genetischen Verinderungen bestimmt
werden, um daraus nicht nur den individuellen Krankheitsver-
lauf genauer vorherzusagen, sondern auch das Ansprechen der
Therapie besser zu tiberwachen, drohende Rezidive frithzeitig zu
erkennen und Angriffspunkte fiir eine gezielte Therapie abzulei-
ten. Fiir die Erkenntnisse der Studie erhielt Greif 2010 den Merit
Award der International Society of Oncology and Biomarkers und den
Forschungspreis der Anne-Liese-Gaebel-Stiftung. Das Projekt wird
von der Deutschen Krebshilfe geférdert und die Ergebnisse wur-
den kiirzlich in der Fachzeitschrift Leukemia versffentlicht.

Quelle: Pressemitteilung Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Naturliche Killerzellen unter Kontrolle — Modellierung
identifiziert Schaltstelle von Immunzellen

Das menschliche Immunsystem besitzt zahlreiche Mecha-
nismen, um den Kérper vor einer Schidigung durch Viren
oder entarteten eigenen Zellen zu schiitzen. Eine Schliis-
selrolle nehmen dabei die sogenannten natiirlichen Killer-
zellen (NK-Zellen) ein. Diese Immunzellen kénnen Tumor-
zellen und mit Viren infizierte Zellen erkennen und gezielt
abtoten. Sie bilden also eine potente Waffe des Imnmunsys-
tems. Wie diese Waffen unter Kontrolle gehalten werden

und z. B. eine Attacke von gesunden Zellen vermieden wird,
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haben jetzt Wissenschaftler der Universitit Heidelberg und
des Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) untersucht.
In der im Fachjournal Science Signaling erschienenen Stu-
die, die im Rahmen eines Projekts des SBCancer-Netzwerks
der Helmholtz-Allianz Systembiologie durchgefiihrt wurde,
konnten die Gruppen von Prof. Carsten Watzl (Institut fiir
Immunologie, Universitit Heidelberg) und Prof. Roland Eils
(BioQuant, Universitit Heidelberg und DKFZ) zeigen, dass
das regulatorische Protein Vav1 eine entscheidende Rolle

im Aktivierungsprozess spielt.

Durch eine Kombination aus mathematischer Modellierung
und experimenteller Uberpriifung konnten die Wissenschaftler
nachweisen, dass Vav1l permanent sowohl Signale von akti-
vierenden wie auch von inhibitorischen Rezeptoren auf der
AuRenseite der NK-Zellen erhilt, die zu einer Phosphorylie-
rung bzw. Dephosphorylierung von Vav1 fithren. Das Protein
fungiert dabei als eine Art Schalter, der iiber verschiedene
Vermittlerproteine (Kinasen und Phosphatasen) sehr schnell
reguliert wird und dabei entscheidend fiir die Tétungsaktivitét
der NK-Zellen ist. Durch den Einsatz von mathematischen Me-
thoden wurden hier neue Einsichten in die Integration von po-
sitiven und negativen Signalen bei diesem Schliisselprozess in
NK-Zellen gewonnen. Dieser neue Ansatz bietet auRerdem ein
grofRes Potenzial fiir die Untersuchung von dhnlichen Entschei-

dungsprozessen in anderen Immunzellen.

Original-Publikation: Mesecke, S., Urlaub, D., Busch, H., Eils, R.,
and Watzl, C. Integration of Activating and Inhibitory Receptor
Signaling by Regulated Phosphorylation of Vav1 in Immune Cells.

Science Signaling 4, ra36 (2011).
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International Conference on the Systems Biology of
Human Disease (SBHD)

22.-24. Juni 2011, Boston, USA

Die internationale SBHD widmet sich speziell der Systembiologie
menschlicher Erkrankungen und den korrespondierenden The-
rapien. Zum zweiten Mal nach 2010 wird die Konferenz von Prof.
Peter Sorger (Harvard Medical School, Boston) und dem Council
for Systems Biology in Boston (www.csb2.org) in Zusammenar-
beit mit den gréten deutschen Systembiologie-Initiativen, der
Helmholtz-Allianz Systembiologie und FORSYS - Forschungs-
einheiten der Systembiologie, organisiert. Auch in diesem
Jahr konnten dank der groRziigigen Unterstiitzung durch das
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) 30 Reise-
stipendien fiir Doktoranden und junge Postdoktoranden ausge-
lobt werden. In 2012 wird die Konferenz erstmalig in Heidelberg
stattfinden. Die SBHD 2011 wird neben interessanten Vortragen
auch zwei Postersessions mit Redebeitrigen aus ausgewahlten
Posterbeitrigen présentieren.

Informationen zur Konferenz finden Sie unter:

www.csb2.org/events/sbhd-2011

4" Berlin Summer Meeting
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4. Berlin Summer Meeting

23.-25. Juni 2011, Berlin

Das diesjdhrige 4. Berlin Summer Meeting wird am 23.-25. Juni im
traditionsreichen Langenbeck-Virchow-Haus in Berlin-Mitte
stattfinden. Das Berlin Institute for Medical Systems Biology am MDC
Berlin-Buch (BIMSB) koordiniert diese interdisziplindre Konfe-
renz, die von Prof. Nikolaus Rajewsky ins Leben gerufen wurde.
Mit dem Titel ,,From RNA to Protein and beyond* greift das Meeting

zentrale Themen der post-transkriptionellen Regulation auf.

Die Sprecher, die zu diesem Thema beitragen werden, sind:
Gianni Cesareni, University of Rome

Anne Ephrusse, EMBL Heidelberg

Anne-Claude Gavin, EMBL Heidelberg

Michael Hengartner, IMLS University of Zurich

Matthias Hentze, EMBL Heidelberg

Elisa Izaurralde, MPI for Biochemistry, Miinchen

Nikolaus Rajewsky, MDC Berlin

Uwe Sauer, ETH Zurich

Rob Singer, ASB-AECOM New York

Thomas Tuschl, Rockefeller University New York

Karen Vousden, The Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow
sowie Kurzprisentationen, die iiber das Abstract-Verfahren aus-
gewidhlt wurden.

Teilnahme durch Registrierung online oder vor Ort.

Das finale Programm und weitere Informationen unter:

www.berlinsummermeeting.org

Biological Sequence Analysis and High Throughput
Technologies School

2.-9. Juli 2011, Lipari, Italien

Die Lipari School on Bioinformatics and Computational Biology ladt am
2.-9.Juli 2011 auf die Mittelmeerinsel Lipari ein, um revolutionire
Methoden der Datenanalyse vorzustellen und zu diskutieren. Das
kommende Zeitalter der personalisierten Medizin wird mit seiner
durch die Anwendung von Hochdurchsatzverfahren zu erwarten-
den unglaublich groRen Datenflut neue Methoden der Datenanaly-
se unabdingbar machen. Wihrend der achttigigen Veranstaltung
sind Vortrige zu den Bereichen (i) Methods for High-throughput and

Parallel Sequencing, (ii) Data Integration und (iii) Knowledge Inference

www.systembiologie.de




from High-throughput Genomic Experiments geplant. Ferner
werden Tutorials angeboten, die die Thematik der Sessions
aufgreifen und vertiefen.

Weitere Informationen zur Veranstaltung und zur
Registrierung unter:

http://lipari.dmi.unict.it/LipariSchool/Bio

19th Annual International Conference on
Intelligent Systems for Molecular Biology und
10th European Conference on Computational
Biology

17.-19. Juli 2011, Wien, Osterreich

Bereits zum 19. Mal findet die jahrliche International
Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology
(ISMB) der Internationalen Gesellschaft fiir Computatio-
nal Biology (ISCB) vom 17.-19. Juli 2011 in Wien statt. Bei
der Tagung handelt es sich um die weltweit bedeutendste
Tagung zur Computational Biology. Die Tagung findet

in Kombination mit der 10th European Conference on
Computational Biology (ECCB) statt und fithrt Wissen-
schaftler aus den Bereichen der Computerwissenschaf-
ten, Molekularbiologie, Mathematik und Statistik sowie
deren angrenzenden Fachgebieten zusammen. Der Fokus
der Tagung liegt auf der Entwicklung und Anwendung
von fortgeschrittenen computertechnischen Methoden
auf biologische Fragestellungen.

Weitere Informationen unter:

www.iscb.org/ismbeccb2011-general-info/about-ismb

International Workshop Systems Biology of
Microbial Infection

22.-23. September 2011, Jena

Zum neunten Mal in Folge wird am 22.-23. September
der internationale Workshop zum Thema ,,System-
biologie bei mikrobiellen Infektionen* vom Leibniz-
Institut fiir Naturstoffforschung und Infektionsbiologie
- Hans-Knoll-Institut in Jena stattfinden. Die diesjdhrige
Veranstaltung wird sich den Themenfeldern Data and

Knowledge-based Modeling und Model-driven Analysis of Mi-

www.systembiologie.de
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crobial Infection Processes widmen, um die Interaktion des Wirts mit dem

Pathogen und insbesondere die Rolle des menschlichen bzw. tierischen
Immunsystems im Rahmen der Pathogenese besser zu verstehen. Das

iibergreifende Ziel ist, Wirt-Pathogen-Interaktionen kiinftig mithilfe

eines rdaumlich-zeitlichen Modellierungsprozesses so detailliert zu be-
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schreiben, dass die Identifikation diagnostischer Marker sowie
potentieller Ansatzpunkte fiir eine verbesserte Medikation und
Therapie im Sinne einer neuen und besseren personalisierten
Therapie mdglich oder zumindest begiinstigt wird.

Details und Informationen zur Tagung unter:

www.sysbio.hki-jena.de

Stem Cells in Development and Disease

11.-14. September 2011, MDC Berlin-Buch
Stammzellen haben die bemerkenswerte Eigenschaft, sich sowohl
permanent selbst durch Zellteilung zu erneuern als auch sich in
spezialisierten Zelllinien zu differenzieren. Diese Fahigkeit birgt
enorme Moglichkeiten fiir die Entwicklungsbiologieforschung,
fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze bei diversen Erkran-
kungen sowie fiir die Weiterentwicklung in der regenerativen
Medizin. Obwohl noch wenig iiber die Erforschung der Stamm-
zellen bekannt ist, werden sie von einigen Wissenschaftlern als

Wundermittel der Zukunft betrachtet.
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Die vom 11.-14. September 2011 in Berlin stattfindende Konfe-
renz des Max-Delbriick-Centrums fiir Molekulare Medizin richtet
sich an Studenten und Forscher, die sich dafiir interessieren, die
grundlegenden Mechanismen zu verstehen, wie Stammzellen
wihrend der Embryonalentwicklung und bei Krankheiten regu-

liert werden.

Die Konferenz wird aktuelle Ergebnisse, Entwicklungen und
Trends der Stammzellbiologie présentieren und sich im Detail
mit genetischen und epigenetischen Mechanismen der Repro-
grammierung sowie dem Erhalt der Pluripotenz und der Diffe-
renzierung beschiftigen.

Weitere Informationen:

www.stemcell2011-mdc-berlin.de/cms/default.asp?id=0

7th Workshop Molecular Interactions

5.-7. Oktober 2011, Berlin

Wie in den Jahren zuvor, sprechen die Veranstalter mit diesem
Workshop insbesondere junge und angehende Wissenschaftler
aus dem Bereich der Lebenswissenschaften an. Die diesjdhri-

ge Veranstaltung trdgt den Titel ,,In vivo - in vitro - in silico”.

Das Programm weist Vortrage von 32 renommierten Wissen-
schaftlern aus Deutschland, England, Spanien, Brasilien und
der Schweiz auf, die iiber die neuesten Entwicklungen in ihren
Forschungsgebieten berichten werden. Die Vortrige widmen
sich den folgenden Bereichen: (i) RNA Technologien, (ii) Zellu-
ldre Strukturen, (iii) Molekulare Medizin, (iv) Zellsysteme, (v)
Regulatorische Netzwerke, (vi) Systembiologie, (vii) Technische
Biologie, (viii) Chemische Biologie, (ix) Modellierung und (x)
Technologietransfer. Zusatzlich zu den wissenschaftlichen Vor-
tragen wird das Tagungsprogramm durch eine Session zum The-
ma Karriereplanung erginzt.

Mehr Informationen zur Tagung:

www.molecularinteractions.de

www.systembiologie.de
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