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tung ab, sondern auch von einer standardi-
sierten Präparation der Zellen, die eine Nach-
verfolgung über lange Zeiträume hinweg 
vereinfacht.

Lebendzellmikroskopie auf 
Einzelzellstrukturen
Die Zeitraffermikroskopie auf Zellkulturträ-
gern mit standardisierten Einzelzellfeldern 
(live-cell imaging on single cell arrays, LISCA) 
ist geeignet, Einzelzellkinetiken in hohem 
Durchsatz in geometrisch defi nierten Mi kro-
umgebungen aufzunehmen. Mittels Mikro-
strukturierung werden regelmäßige Gitter-
anordnungen von zelladhäsiven Inseln 
geschaffen, die – eingebettet in einer passi-
vierten Oberfl äche – dazu führen, dass sich 
Zellen vereinzeln und die Zellbewegung limi-
tiert wird (Abb. 1). Entsprechende Zellkul-
turträger können mittels Kontaktdruckver-
fahren, plasmainduzierter Mikrostrukturie-
rung oder Photolithographie hergestellt 
werden [5]. Um den nötigen Hochdurchsatz 
zu erreichen, wird der Zellkulturträger 
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ó Quantitative Analysen von Zeitraffer-
aufnahmen lebender Zellen geben Einblick 
in die Dynamik von Genexpression, genregu-
latorischen-Schaltkreisen, Abstammungsrei-
hen und Zell-zu-Zell-Variabilität in diesen 
Prozessen [1, 2]. Mittels Fluoreszenzreporter 
lassen sich zelluläre Zustände und Protein-
konzentrationen zeitaufgelöst verfolgen. 
Dabei unterscheiden sich Zellen einer Popu-
lation in ihrer zeitlichen Dynamik, Morpho-
logie, Genexpression und ihrem Differenzie-
rungsstatus. Um diese Variabilität in der 
Analyse dynamischer Prozesse zu berück-
sichtigen, ist es nötig, einzelne Zellen statt 
eines Populationsdurchschnitts zu unter-
suchen. Einzelzellkinetiken erlauben die 
Identifi zierung von Subpopulationen, selte-
nen Ereignissen oder Korrelationen in Fluo-
reszenzsignalen und bildbasierten Maßen 
und ermöglichen den quantitativen Vergleich 
der Zeitverläufe mit dynamischen Modellen 
[3]. Dabei gilt es, eine statistisch ausreichend 
große Anzahl einzelner Zellen über einen 
biologisch relevanten Zeitraum zu verfolgen. 
Während in der Durchfl usszytometrie die 
Verteilung von 106–108 einzelner Zellen zu 
defi nierten Zeitpunkten erfasst wird, erlaubt 
die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie die 
Aufnahme kontinuierlicher Zeitreihen, aller-
dings bei vergleichbar niedrigem Durchsatz. 
Automatisierte Hochdurchsatzmikroskopie 

liefert die für bildbasierte Zytometrie not-
wendigen Datenmengen und ermöglicht eine 
Profi lerstellung von individuellen Antwort-
reaktionen [4]. Dabei hängt die Qualität zeit-
aufgelöster Zytometrie nicht nur von der 
automatisierten Bildaufnahme und -auswer-

Einzelzellmikroskopie

Einzelzellmikroskopie im 
Hochdurchsatz auf Mikrostrukturen

˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der LISCA-Plattform: (1) Einzelzellen werden auf mikrostruk-
turierten Mikroskopieträgern inkubiert und auf einem automatisierten Mikroskop im Rasterver-
fahren abgebildet. Dabei werden Temperatur T, Begasung mit CO2, 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 Fluoreszenzintensitäts-Trajektorien – wie hier gezeigt für Einzelzellgenexpression nach 
Transfektion mit eGFP-mRNA.
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 mithilfe eines motorisierten Probentisches 
abgerastert. Bei ca. 120 Messfeldern und 
einer Zeitaufl ösung von zehn Minuten kön-
nen ca. 10.000 Einzelfelder pro cm2 abgeras-
tert werden [6]. Die abgebildete Plattform 
gewährleistet eine Regulierung der Tempe-
ratur, des CO2-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 Gesamtfl uoreszenz einer Zelle ausgelegt 
[7]. Zellen werden mittels eines Segmentie-
rungsalgorithmus identifi ziert und die Bild-
ausschnitte über eine beliebige Anzahl zeit-
lich aufeinanderfolgender Bilder verfolgt. Die 
über die Zellkontur integrierten Fluoreszen-
zintensitäten 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-
fähren, z. B. Lipidnanopartikeln, vermittelten 
Transfers von therapeutischen Nukleinsäu-
remolekülen, z. B. mRNA, in der Gentherapie. 
Abbildung 2 zeigt die Trajektorien der 
Expression des fl uoreszierenden Reporter-
proteins, eGFP, nach Transfektion mit ent-
sprechender lipidverpackter eGFP-mRNA. 
Der Zeitverlauf der Proteinexpression lässt 
sich mathematisch durch biochemische 
Ratengleichungen der Translation, Matura-
tion und Degradation beschreiben (Abb. 2, 
links). Die Expression steigt zunächst an und 
fällt dann aufgrund der endlichen Lebenszeit 
von mRNA und eGFP wieder ab. Die dabei 
über die Zeit produzierte Gesamtproteinmen-
ge (area under the curve, AUC) lässt sich ana-
lytisch vorhersagen: [8]. Durch Anpassung 
des Models an die Daten (durchgezogene 
Linien in Abb. 2, links) lassen sich die 
Expressionsrate, m0kTL, sowie die mRNA-
Lebenszeit, τmRNA, bestimmen. Dabei stellt 
m0 die Anzahl der übertragenen mRNA-Mole-
küle und kTL die Translationsrate dar. Die 
mRNA-Lebenszeit τmRNA ist ein Maß für die 
Stabilität der mRNA und beeinfl usst wesent-
lich deren therapeutische Effi zienz. Mittels 
Lebenszeitmessungen, wie hier dargestellt, 
gelang es UTRs im 5′ und 3′ Bereiche zu opti-
mieren [8] oder die Aktivität von siRNA-
induzierter RNA-Interferenz zu messen [9]. 
Exemplarische Spuren für Transfektion in 
Abwesenheit (grün) und in Anwesenheit (rot) 
von siRNA sind in Abbildung 2 (links unten) 

gezeigt. Im Zusammenhang mit der Entwick-
lung therapeutischer mRNA spielt außerdem 
Codonoptimierung eine wichtige Rolle. Ein 
Auswahl optimierter Codons ermöglicht eine 
Maximierung der Translationsrate bei gleich-
zeitiger Erhaltung der Stabilität der mRNA. 
LISCA ermöglicht 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 verlängert bzw. verkürzt und die Ver-
änderung der Expressionsraten mit den 
Transferzeiten korrelieren [10].

Signalkaskaden am Beispiel von 
Apoptose
Zeitspuren von mehreren Fluoreszenzkanä-
len können auch Informationen über die zeit-
liche Reihung und kausalen Abhängigkeiten 
in Signalkaskaden liefern. Als Beispiel wird 
der durch Nanopartikel ausgelöste Zelltod 
diskutiert. Zu den Ereignissen im Ablauf des 
induzierten Zelltods gehören u. a. die Perme-
abelisierung der Lysosomen- und Mitochon-
drienmembran, der respiratorischer Burst 
sowie die Aktivierung der Caspase 3/7. Für 

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, aminomodifi zierten Poly-
styrolpartikeln ein klare zeitliche Reihenfol-
ge von lysosomaler Membranpermeabilisie-
rung ergibt, gefolgt von der Permeabilisie-
rung der äußeren Mitochondrienmembran. 
Zusätzlich existiert für hohe Dosen ein zwei-
ter, mitochondrieller Zelltodmechanismus 
mit umgekehrter zeitlicher Reihenfolge. Die-
ser zusätzliche Pfad wäre mit Ensemble-
messungen nicht zu beobachten gewesen, da 
diese spezifi sche 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 Zellkulturträgern ermöglicht 
zeitaufgelöste Zytometrie in hohem Durch-
satz. Dazu sind technisch eine hohe Raster-
rate, hochaufl ösende CMOS- oder CCD-Chips 
und schnelle, durch künstliche Intelligenz 
unterstützte, Bildverarbeitung entscheidend. 
Mit bildbasierten Plattformen – wie hier 
beschrieben – lassen sich in Zukunft auch 
komplexere biologische Prozesse zeitaufge-
löst analysieren, wie z. B. die zelluläre 
Immun antwort auf Nanopartikel. Dabei kann 
neben den integrierten Fluoreszenzsignalen 

˚ Abb. 2: Einzelzell-Genexpressionskinetik nach Transfektion. Links: Biochemisches Reaktions-
schema der Translation: mRNA-Translatio n mit Translationsrate kTL und mRNA-Degradation mit 
Degradationsrate δG. Das Protein (hier eGFP) maturiert in seine fl uoreszierende Form mit der 
Maturationsrate kG

m und wird abgebaut mit der Degradationsrate βG. Exemplarisch werden Fluo-
reszenzverläufe einzelner Zellen mit korrespondierenden Fits für mRNA-Transfektion mit (rot) und 
ohne (grün) siRNA gezeigt. Rechts: Individuelle Anschaltzeiten. Korrelation der Expressionsraten 
und Anschaltzeiten für Lipoplexe und LNPs in An-und Abwesenheit von FBS (fetal bovine serum) 
[10].
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auch die räumliche Verteilung des Signals 
sowie die Morphologie der Zellen im Phasen-
kontrast ausgewertet werden. Strukturierte 
Substrate erleichtern das Trainieren künstli-
cher Intelligenz und vereinheitlichen die 
Bedingungen der Exposition. Die Messung 
von Fluoreszenzkinetiken auf Einzelzellebe-
ne ermöglicht auch die Aufl ösung der Zell-
zyklusvariabilität. In Trägern mit größeren 
Feldern können Zellen zudem über mehrere 
Generationen verfolgt und entsprechende 
genetische und epigenetische Abstammungs-
analysen durchgeführt werden. Das Poten-
zial zeitaufgelöster Zytometrie geht einher 
mit der Verfügbarkeit von theoretischen 
Modellen, die Prognosen über Verteilungs-
funktionen und zeitliche Signaturen aufstel-
len. Die hier beschriebenen Beipiele zeigen, 
dass eine gute Statistik zeitlich hochaufge-
löster Einzelzelldynamiken neue Einblicke in 
zelluläre Mechanismen geben und einen Bei-
trag zur Entwicklung von optimierten Nano-
partikeln für medizische Anwendungen leis-
ten kann.
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˚ Abb. 3: Zeitliche Korrelation zellulärer Ereignisse beim Nanopartikel-induzierten Zelltod. A, mitochondriale äußere Membranpermeabilis ierung (blau, 
Tetramethylrodaminmethylester, TMRM), lysosomale Freisetzung (cyan, LysoTracker), Caspaseaktivierung (gelb, Caspase 3/7-Marker), respiratori-
scher Burst (lila, OxBurst; CellRox). B, typische Zeitverläufe und Ereigniszeiten. C, Clusteranalyse lysosomaler Membranpermeabilisierung und Auftre-
ten von cytosolischen reaktiven Sauerstoffspezies [11].
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