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Cellular response to perturbations, if examined at the single cell level,
exhibits cell-to-cell differences, distinct dynamic behavior and correla-
tions meaningful for the study of regulatory networks and information
processing. Live-cell imaging on single cell arrays (LISCA) facilitates
automated acquisition of individual time courses with sharp temporal
resolution. Here we discuss expression dynamics after transient GFP
transfection and event-time correlations in nanoparticle induced

apotosis.
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B Quantitative Analysen von Zeitraffer-
aufnahmen lebender Zellen geben Einblick
in die Dynamik von Genexpression, genregu-
latorischen-Schaltkreisen, Abstammungsrei-
hen und Zell-zu-Zell-Variabilitat in diesen
Prozessen [1, 2]. Mittels Fluoreszenzreporter
lassen sich zelluldre Zustande und Protein-
konzentrationen zeitaufgelost verfolgen.
Dabei unterscheiden sich Zellen einer Popu-
lation in ihrer zeitlichen Dynamik, Morpho-
logie, Genexpression und ihrem Differenzie-
rungsstatus. Um diese Variabilitdat in der
Analyse dynamischer Prozesse zu beriick-
sichtigen, ist es notig, einzelne Zellen statt
eines Populationsdurchschnitts zu unter-
suchen. Einzelzellkinetiken erlauben die
Identifizierung von Subpopulationen, selte-
nen Ereignissen oder Korrelationen in Fluo-
reszenzsignalen und bildbasierten MaBen
und ermdglichen den quantitativen Vergleich
der Zeitverlaufe mit dynamischen Modellen
[3]. Dabei gilt es, eine statistisch ausreichend
grofe Anzahl einzelner Zellen iiber einen
biologisch relevanten Zeitraum zu verfolgen.
Wihrend in der Durchflusszytometrie die
Verteilung von 10°-108 einzelner Zellen zu
definierten Zeitpunkten erfasst wird, erlaubt
die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie die
Aufnahme kontinuierlicher Zeitreihen, aller-
dings bei vergleichbar niedrigem Durchsatz.
Automatisierte Hochdurchsatzmikroskopie
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liefert die fiir bildbasierte Zytometrie not-
wendigen Datenmengen und ermoglicht eine
Profilerstellung von individuellen Antwort-
reaktionen [4]. Dabei hiangt die Qualitét zeit-
aufgeloster Zytometrie nicht nur von der
automatisierten Bildaufnahme und -auswer-

tung ab, sondern auch von einer standardi-
sierten Préparation der Zellen, die eine Nach-
verfolgung iiber lange Zeitraume hinweg
vereinfacht.

Lebendzellmikroskopie auf
Einzelzellstrukturen

Die Zeitraffermikroskopie auf Zellkulturtra-
gern mit standardisierten Einzelzellfeldern
(live-cell imaging on single cell arrays, LISCA)
ist geeignet, Einzelzellkinetiken in hohem
Durchsatz in geometrisch definierten Mikro-
umgebungen aufzunehmen. Mittels Mikro-
strukturierung werden regelmiBige Gitter-
anordnungen von zelladhédsiven Inseln
geschaffen, die — eingebettet in einer passi-
vierten Oberflache - dazu fiihren, dass sich
Zellen vereinzeln und die Zellbewegung limi-
tiert wird (Abb. 1). Entsprechende Zellkul-
turtrdger konnen mittels Kontaktdruckver-
fahren, plasmainduzierter Mikrostrukturie-
rung oder Photolithographie hergestellt
werden [5]. Um den nétigen Hochdurchsatz
zu erreichen, wird der Zellkulturtrager
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A Abb. 1: Schematische Darstellung der LISCA-Plattform: (1) Einzelzellen werden auf mikrostruk-
turierten Mikroskopietragern inkubiert und auf einem automatisierten Mikroskop im Rasterver-
fahren abgebildet. Dabei werden Temperatur T, Begasung mit CO,, und Feuchtigkeit %rel F kon-
trolliert. (2) Zeitrafferaufnahmen der Einzelzellen werden aufgenommen und mit der Inhouse-
Software PyAMA (python based automated microscopy analysis) weiterverarbeitet.(3) Daraus
entstehen Fluoreszenzintensitats-Trajektorien - wie hier gezeigt fiir Einzelzellgenexpression nach

Transfektion mit eGFP-mRNA.
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mithilfe eines motorisierten Probentisches
abgerastert. Bei ca. 120 Messfeldern und
einer Zeitauflosung von zehn Minuten kon-
nen ca. 10.000 Einzelfelder pro cm? abgeras-
tert werden [6]. Die abgebildete Plattform
gewahrleistet eine Regulierung der Tempe-
ratur, des CO,-Gehalts und der Luftfeuchte.
Unsere Inhouse-Software PyAMA (python
based automated microscopy analysis) ist auf
die Zeitspurenanalyse von Einzelzell-Bild-
ausschnitten und insbesondere der integrier-
ten Gesamtfluoreszenz einer Zelle ausgelegt
[7]. Zellen werden mittels eines Segmentie-
rungsalgorithmus identifiziert und die Bild-
ausschnitte tiber eine beliebige Anzahl zeit-
lich aufeinanderfolgender Bilder verfolgt. Die
iiber die Zellkontur integrierten Fluoreszen-
zintensitaten werden als Zeitspuren ausge-
geben (Abb. 1).

GFP-Expressionskinetik nach
Transfektion mit lipidbasierten
Nanopartikeln

Eine Anwendung der LISCA-Mikroskopie ist
die Untersuchung des durch nicht virale Gen-
fahren, z. B. Lipidnanopartikeln, vermittelten
Transfers von therapeutischen Nukleinsdu-
remolekiilen, z. B. mRNA, in der Gentherapie.
Abbildung 2 zeigt die Trajektorien der
Expression des fluoreszierenden Reporter-
proteins, eGFP, nach Transfektion mit ent-
sprechender lipidverpackter eGFP-mRNA.
Der Zeitverlauf der Proteinexpression ldsst
sich mathematisch durch biochemische
Ratengleichungen der Translation, Matura-
tion und Degradation beschreiben (Abb. 2,
links). Die Expression steigt zundchst an und
fallt dann aufgrund der endlichen Lebenszeit
von mRNA und eGFP wieder ab. Die dabei
tiber die Zeit produzierte Gesamtproteinmen-
ge (area under the curve, AUC) lasst sich ana-
lytisch vorhersagen: [8]. Durch Anpassung
des Models an die Daten (durchgezogene
Linien in Abb. 2, links) lassen sich die
Expressionsrate, mk, , sowie die mRNA-
Lebenszeit, T_.y,, bestimmen. Dabei stellt
m,, die Anzahl der tibertragenen mRNA-Mole-
kiile und k;; die Translationsrate dar. Die
mRNA-Lebenszeit T, ist ein MaB fiir die
Stabilitdt der mRNA und beeinflusst wesent-
lich deren therapeutische Effizienz. Mittels
Lebenszeitmessungen, wie hier dargestellt,
gelang es UTRs im 5" und 3" Bereiche zu opti-
mieren [8] oder die Aktivitdt von siRNA-
induzierter RNA-Interferenz zu messen [9].
Exemplarische Spuren fiir Transfektion in
Abwesenheit (griin) und in Anwesenheit (rot)
von siRNA sind in Abbildung 2 (links unten)
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A Abb. 2: Einzelzell-Genexpressionskinetik nach Transfektion. Links: Biochemisches Reaktions-
schema der Translation: mRNA-Translation mit Translationsrate k;, und mRNA-Degradation mit
Degradationsrate 8°. Das Protein (hier eGFP) maturiert in seine fluoreszierende Form mit der
Maturationsrate kg und wird abgebaut mit der Degradationsrate BC. Exemplarisch werden Fluo-
reszenzverlaufe einzelner Zellen mit korrespondierenden Fits fiir mRNA-Transfektion mit (rot) und
ohne (griin) siRNA gezeigt. Rechts: Individuelle Anschaltzeiten. Korrelation der Expressionsraten
und Anschaltzeiten fiir Lipoplexe und LNPs in An-und Abwesenheit von FBS (fetal bovine serum)

[10].

gezeigt. Im Zusammenhang mit der Entwick-
lung therapeutischer mRNA spielt auBerdem
Codonoptimierung eine wichtige Rolle. Ein
Auswahl optimierter Codons erméglicht eine
Maximierung der Translationsrate bei gleich-
zeitiger Erhaltung der Stabilitdt der mRNA.
LISCA ermoglicht hier eine detaillierte expe-
rimentelle Untersuchung der Expressions-
und Degradationsraten im Vergleich mit
theoretischen Modellen zur Translationskin-
etik. Bei genauerer Betrachtung der Fluores-
zenztrajektorien stellt man zudem fest, dass
der Zeitpunkt des Expressionsbeginns von
Zelle zu Zelle variiert. Abbildung 2 (rechts)
verdeutlicht, dass sich die Transferzeit der
mRNA-Aufnahme von Lipofektamine-Lipo-
plexen und Lipidnanopartikeln mit ionisier-
baren Lipiden unterscheidet. Dabei zeigt
sich, dass die Anwesenheit von Serumpro-
teinen (hier FBS) im Transfektionspuffer die
Zeiten verlangert bzw. verkiirzt und die Ver-
anderung der Expressionsraten mit den
Transferzeiten korrelieren [10].

Signalkaskaden am Beispiel von
Apoptose

Zeitspuren von mehreren Fluoreszenzkana-
len konnen auch Informationen tiber die zeit-
liche Reihung und kausalen Abhangigkeiten
in Signalkaskaden liefern. Als Beispiel wird
der durch Nanopartikel ausgeloste Zelltod
diskutiert. Zu den Ereignissen im Ablauf des
induzierten Zelltods gehoren u. a. die Perme-
abelisierung der Lysosomen- und Mitochon-
drienmembran, der respiratorischer Burst
sowie die Aktivierung der Caspase 3/7. Fiir

all diese Prozesse existieren Fluoreszenz-
marker. Wie in Abbildung 3A B angedeutet,
kann der Ereignisszeitpunkt jeweils aus den
Fluoreszenztrajektorien extrahiert werden.
In Abbildung 3C ist exemplarisch gezeigt,
dass sich nach Exposition der Zellen mit
toxisch wirkenden, aminomodifizierten Poly-
styrolpartikeln ein klare zeitliche Reihenfol-
ge von lysosomaler Membranpermeabilisie-
rung ergibt, gefolgt von der Permeabilisie-
rung der duBeren Mitochondrienmembran.
Zusatzlich existiert fiir hohe Dosen ein zwei-
ter, mitochondrieller Zelltodmechanismus
mit umgekehrter zeitlicher Reihenfolge. Die-
ser zusdtzliche Pfad wire mit Ensemble-
messungen nicht zu beobachten gewesen, da
diese spezifische zeitliche Abfolge der beob-
achteten Ergebnisse nur in einer Subpopula-
tion beobachtet wurde [11].

Die Zukunft automatisierter
Lebendzellmikroskopie

Automatisierte Lebendzellmikroskopie in
Kombination mit standardisierten, mikro-
strukturierten Zellkulturtragern ermoglicht
zeitaufgeloste Zytometrie in hohem Durch-
satz. Dazu sind technisch eine hohe Raster-
rate, hochauflosende CMOS- oder CCD-Chips
und schnelle, durch kiinstliche Intelligenz
unterstiitzte, Bildverarbeitung entscheidend.
Mit bildbasierten Plattformen - wie hier
beschrieben - lassen sich in Zukunft auch
komplexere biologische Prozesse zeitaufge-
lost analysieren, wie z. B. die zellulare
Immunantwort auf Nanopartikel. Dabei kann
neben den integrierten Fluoreszenzsignalen
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A Abb. 3: Zeitliche Korrelation zellularer Ereignisse beim Nanopartikel-induzierten Zelltod. A, mitochondriale duBere Membranpermeabilisierung (blau,
Tetramethylrodaminmethylester, TMRM), lysosomale Freisetzung (cyan, LysoTracker), Caspaseaktivierung (gelb, Caspase 3/7-Marker), respiratori-
scher Burst (lila, OxBurst; CellRox). B, typische Zeitverlaufe und Ereigniszeiten. C, Clusteranalyse lysosomaler Membranpermeabilisierung und Auftre-

ten von cytosolischen reaktiven Sauerstoffspezies [11].

auch die raumliche Verteilung des Signals
sowie die Morphologie der Zellen im Phasen-
kontrast ausgewertet werden. Strukturierte
Substrate erleichtern das Trainieren kiinstli-
cher Intelligenz und vereinheitlichen die
Bedingungen der Exposition. Die Messung
von Fluoreszenzkinetiken auf Einzelzellebe-
ne ermoglicht auch die Auflésung der Zell-
zyklusvariabilitat. In Tragern mit groBeren
Feldern kdnnen Zellen zudem iiber mehrere
Generationen verfolgt und entsprechende
genetische und epigenetische Abstammungs-
analysen durchgefiihrt werden. Das Poten-
zial zeitaufgeloster Zytometrie geht einher
mit der Verfiigbarkeit von theoretischen
Modellen, die Prognosen iiber Verteilungs-
funktionen und zeitliche Signaturen aufstel-
len. Die hier beschriebenen Beipiele zeigen,
dass eine gute Statistik zeitlich hochaufge-
loster Einzelzelldynamiken neue Einblicke in
zellulare Mechanismen geben und einen Bei-
trag zur Entwicklung von optimierten Nano-
partikeln fiir medizische Anwendungen leis-
ten kann.
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