Nummer 298 September 2005 Schutzgebihr Fr.12.—

BULLETIN

MAGAZIN DER EIDGENOSSISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE ZURICH

BIOLOGICAL IMAGING -
BILDER VOM LEBEN

Eidgendssische Technische Hochschule Ziirich
Swiss Federal Institute of Technology Zurich



IMPRESSUM:

HERAUSGEBER: Schulleitung der ETH Ziirich
ETH-Alumni-Vereinigung

REDAKTION: lic. phil. I Martina Marki-Koepp (mm), Redaktionsleitung
lic. phil. Vanja Lichtensteiger-Cucak (vac), Text- und Bildredaktion
Dr. Felix Wiirsten, Alumni aktuell
Corporate Communications der ETH Ziirich
ETH Zentrum, 8092 Ziirich
Tel. 044-632 42 52 Fax 044-632 35 25

INSERATE: Go! Uni-Werbung, Rosenheimstr. 12
9008 St. Gallen, Tel. 071-244 10 10

GESTALTUNG: Inform, Agentur fiir visuelle Kommunikation AG, Ziirich
DRUCK: NZZ Fretz AG, Ziirich
AUFLAGE: Erscheint 4-mal jahrlich

Auflage dieser Ausgabe 28 ooo

Nachdruck mit Quellenangabe erwiinscht. Die nachste Ausgabe,
Nr. 299, erscheint im November 2005.
Bulletin ist auch abrufbar unter: http:// www.cc.ethz.ch/news/bulletin



INHALT

9_ Ein Zentrum fiir Sciences and Technologies

ZURICH STARK IM BILD
Yves Barral, Markus Rudin und Vahid Sandoghdar

10_Bildwelten des Lebens
IN BILDERN DENKEN
MIT BILDERN KOMMUNIZIEREN

Richard R. Ernst

14_ Wie Bilder vom Gehirn die Sicht auf den Kdrper verdndern

HIRNLISTIGE BILDER

Samuel Brandner

16_Biologische Bildgebung
SPANNUNGSFELD: RISIKO, KOSTEN, ETHIK

Lutz Jancke

23_ Multimodales Imaging: Diagnostik,
Verlaufskontrolle und Therapie-Evaluation

DAS RATSEL ALZHEIMER

Markus Rudin, Klaas Priissmann, Peter Bosiger
und Roger Nitsch

26_Bakterielle Infektionen

«NANO-SPRITZEN» MACHEN KRANK
Markus Schlumberger, Hubert Hilbi und Wolf-Dietrich Hardt

29_Krebsbiologie und -therapie
WEIST UNS LICHTMIKROSKOPIE DEN WEG?

Caren Norden und Yves Barral

36_Animal Imaging Center auf dem Campus ETH Honggerberg
VON MAKROSKOPISCHEN STRUKTUREN
ZU MOLEKULAREN PROZESSEN

Markus Rudin und P. August Schubiger

39_Biomedical Computation & Imaging
COMPUTERGESTUTZTE INTERPRETATION
BIOMEDIZINISCHER BILDDATEN

Gabor Székely, Kevin Boomsma, Petros Koumoutsakos,
Ralph Miiller, Dimos Poulikakos und Philipp Stampfli

44_Visualisieren, messen und berechnen

KRAFTESPIELE IN LEBENDEN ZELLEN

Viola Vogel, Yves Barral und Ruth Kroschewski

48_Infektionskrankheiten
HEIMTUCKISCHE VIREN AUF LEBENDEN ZELLEN

Ivo F. Sbalzarini, Helge Ewers, Alicia Smith, Ari Helenius
und Petros Koumoutsakos

53_Renaissance der Lichtmikroskopie

DIE GEBURT DER OPTISCHEN NANOSKOPIE
Andreas Stemmer und Vahid Sandoghdar

57_Elektronenmikroskopie
MAKROMOLEKULARE MASCHINEN IN
BEWEGUNG SICHTBAR MACHEN

Takashi Ishikawa

60_Synchrotron-Lichtquelle Schweiz (SLS)
MIT SYNCHROTRONLICHT DIE NANOWELT
ERKUNDEN

Rafael Abela, Marco Stampanoni, Ralph Mdller
und Johannes Friso van der Veen

64_Magnetresonanz der Atomkerne

VON DER ATOMAREN EBENE BIS ZUM
GANZEN KORPER

Klaas P. Priissmann, Peter Bosiger, Markus Rudin,
Beat H. Meier, Christian Degen, Qiong Lin, Andreas Hunkeler
und Urban Meier

67_ETH-Jubilaum

68_Alumni Aktuell?

BULLETIN ETH Ziirich Nr.298 September 2005



T

olcim

1

Haleim

Einsatzbereite Leute
unter einem guten Namen

Bekannte Namen verpflichten: die ETH zu weiteren Spitzenleistungen
in Forschung und Lehre - die Holcim zu hochwertigem Zement, Kies
und Beton.

Wir gratulieren herzlich zum Jubilaum!

Holcim (Schweiz) AG
Hagenholzstrasse 83
CH-8050 Ziirich
Telefon 058 850 68 68
Telefax 058 850 68 69
info-ch@holcim.com
www.holcim.ch




EDITORIAL

IMAGING:
NEUE EINBLICKE INS LEBEN

Die «Rohre» kennt heute fast Jjeder. Der tomographische Blick
in den Korper ist aus der modernen Medizin nicht mehr weg-
zudenken. Nicht alle aber wissen, dass diese Entwicklung auch
eng mit Zirich und der ETH Zirich verbunden ist. Zwei Nobel-
preistrager der ETH, Richard Ernst und Kurt Withrich, haben
Wesentliches zur Entwicklung der Magnetresonanztechnik bei-
getragen. Diese erstaunliche Methode hat viele Anwendungen.
Man kann zum Beispiel die dreidimensionale Struktur von Mo-
lekilen bestimmen oder weiches Gewebe wie das Gehirn abbilden.

Ein Blick in den lebenden menschlichen Korper, ohne diesen
offnen zu miissen, gelang erstmals im Jahr 1895 mit einer ganz
anderen Technik. Am 8. November 1895 entdeckt Wilhelm Conrad
Rontgen bei der Untersuchung der Leitung von Elektrizitat

in Gasen eine unsichtbare Strahlung, mit der das bisher ver-
borgene Innere eines Organismus betrachtet werden kann.

Die Rontgenstrahlung, die nach ihm benannt werden wird, nennt
er vorab «X-Strahlen». Am 22. November entstehen die ersten
Rontgenbilder der Geschichte. Rontgen fotografiert das Hand-
skelett einer Frau mit Uber 20-minidtiger Durchleuchtungszeit.
Auch Wilhelm Conrad Rontgen ist eng mit Zirich verbunden:

Uon 1865 bis 1868 studiert er Maschinenbaukunde am Polytechni-
kum in Zirich. Er schliesst ein RAufbaustudium in Physik

bei dem nur sechs Jahre d&lteren RAugust Kundt (1839-1894) an
und promoviert an der Universitat Zirich.

Doch Imaging umfasst viel mehr als den Blick in den Korper.
Imaging-Technologie reicht von nichtinvasiver Bildgebung im
Bereich Biomedizin bis zur Darstellung von Molekilen im Nano-
bereich. So erlaubt sie Einblicke in VUorgange, die dem mensch-
lichen Auge nicht zugdnglich sind — und diese Einblicke wWerden
immer erstaunlicher. Einblicke in neue Welten: Bilder, die Sie
so vielleicht noch nicht gesehen haben und mit welchen Metho-
den die Wissenschaft sie entwickelt und Wozu — dies zeigt Ih-
nen das vorliegende ETH-Bulletin an Beispielen aus dem Bereich
Bio-Imaging.

Martina M3arki-Koepp
Redaktion ETH-Bulletin
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Filmsequenz einer Salmonelle bei der Invasion einer Sadugetierzelle (siehe S. 28)







Aggregation des zellularen Aktin-Zytoskeletts (rot), ausgelost durch einen Uirulenzfaktor (grin)
von Salmonella typhimurium (siehe S. 28)



EIN ZENTRUM FUR IMAGING SCIENCES AND TECHNOLOGIES

ZURICH STARK IM BILD

YVES BARRAL, MARKUS RUDIN UND VAHID SANDOGHDAR

Bilder sind fiir das Gehirn intuitiv erfassbar.
Eine riesige Menge von Informationen
kann ausserst effizient, oft in Sekunden-
bruchteilen, analysiert werden. Dabei ist es
essenziell, dass die einzelnen Informations-
bestandteile, die Bildelemente (picture ele-
ments: pixels), in einem Kontext stehen
(Abbildung), der fur die Interpretation ent-
scheidend ist; genau wie bei einem Buch-
staben, der erst im Wort oder Satz einen
Sinn ergibt.

Es ist daher nicht liberraschend, dass die
Darstellung von Information in Form von
Bildern in unserem Alltag, aber auch in der
Wissenschaft von enormer Bedeutung ist.
Heutzutage wird Imaging in fast jedem Be-
reich von Wissenschaft und Technologie
angewendet, von diagnostischen Schnitt-
bildern durch den menschlichen Koérper bis
hin zur mikroskopischen Untersuchung von
subzellularen Strukturen, von der Darstel-
lung der Erdoberflache zur Abbildung von
einzelnen Molekiilen auf einer Oberflache.
Imaging-Anwendungen lassen sich in den
verschiedensten wissenschaftlichen Diszi-
plinen finden und decken Dimensionen von
neun bis zehn Gréssenordnungen ab, wenn
man sich auf Verfahren, die in der Biomedi-
zin Anwendung finden, beschrdnkt (von
Nanometer bis Meter). Ein so breites Spek-
trum von Applikationen kann natiirlich
nicht durch eine bildgebende Methode ab-
gedeckt werden. Verschiedene Verfahren
nutzen unterschiedliche physikalische Ei-
genschaften der Materie aus, haben ihre
Starken und ihre Schwachen. Die Problem-
stellung bestimmt die optimale Imaging-
Methode fiir deren Losung, wobei haufig
eine Kombination von Methoden erforder-
lich ist. Moderne Bildgebung ist multimo-
dal, umfasst komplementare Technologien,
die weit Uber die intuitive und daher quali-
tative Analyse hinausgehen. Mittels leis-
tungsstarker Computer ist es heute mog-
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BILDELEMENT (PIXEL) IM KONTEXT

Der markierte Pixel hat in allen Bildern den gleichen Graustufenwert. Sein Informations-
gehalt wird erst im Kontext ersichtlich. Uon links nach rechts: Weisse Substanz im
menschlichen Gehirn (Magnetresonanzbildgebung), markierte Zellen (Makrophagen, Licht-
mikroskopie), Pseudomonas-Bakterien (Elektronenmikroskopie) und Hintergrundsignal in

einer Scanningtunnelmikroskopie-Aufnahme eines DNA-Strangs.

lich, die enormen Datenmengen, die sich im
Hundert-Gigabyte-Bereich bewegen, effizi-
ent zu bewaltigen und somit quantitative
Informationen zu gewinnen, was die Qua-
litat der Aussage wesentlich verbessert.

Die rasante Entwicklung von Imaging ba-
siert auf der effizienten Zusammenarbeit
von Wissenschaftlern aus unterschiedlichs-
ten Disziplinen — Physikern, Ingenieuren,
Mathematikern, Informatikern, Chemikern,
Biochemikern, Materialwissenschaftlern,
Biologen und Medizinern. Nur die komple-
mentdre Zusammenarbeit von diesen Ex-
perten auf ihren jeweiligen Fachgebieten
kann zur erfolgreichen Entwicklung und
Anwendung einer komplexen Technologie
wie Imaging flihren.

All diese «Ingredienzien» sind in Zurich vor-
handen, und es ist daher nicht Ulberra-
schend, dass der Wissenschafts- und Tech-
nologieraum Zirich eine starke Imaging-
Tradition aufgebaut hat. Sie reicht von
nichtinvasiver Bildgebung im Bereich Bio-
medizin bis zu den Darstellungen von Mo-
lekiilen im Nanobereich. Vor kurzem wurde
beschlossen, diese starke Position von
Zirrich mit der Griindung eines Center for
Imaging Sciences and Technologies (CIMST)

zu festigen. Das Zentrum umfasst Imaging-
Gruppen der ETH, der Universitat und des
Paul-Scherrer-Instituts. Ziel ist es, durch Ko-
ordination der vielseitigen Imaging-Akti-
vitaten in Ziirich und durch Interaktion mit
entsprechenden
Schweizer Universitaten die Spitzenposi-
tion unseres Landes im Bereich Imaging zu
starken beziehungsweise auszubauen. Ein
wesentlicher Aspekt ist dabei auch die Zu-
sammenarbeit der schweizerischen Hoch-
schulen mit der Industrie: Entwicklungen
von Imaging-Technologien stellen einen
bedeutenden wirtschaftlichen Wert dar.
Das vorliegende Heft soll einen reprasenta-
tiven Querschnitt tGber Imaging im Raum
Zirich (ETH, Universitat, PSI) geben.

Initiativen an anderen

Yves Barral
Institut fiir Biochemie, ETH Ziirich

Markus Rudin
Institut fiir Biomedizinische Technik,
Universitat Ziirich

Vahid Sandoghdar

Laboratorium fiir Physikalische Chemie,
ETH Zirich
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BILDWELTEN DES LEBENS

IN BILDERN DENKEN
MIT BILDERN KOMMUNIZIEREN

RICHARD R. ERNST

Kaum ein Bereich menschlicher Aktivitat ware denkbar, gabe es nicht Bilder,
um Erfahrungen und Gedanken darstellen zu konnen. Dies wird hier mit zwei sehr

unterschiedlichen Beispielen illustriert.

Das Sprichwort «Bilder sagen mehr als tau-
send Worte!l» scheint in verschiedenen Kul-
turen und in verschiedenen Varianten seit
langem bekannt zu sein; und es hat nach
wie vor seine universelle Gultigkeit. Bilder
waren Kommunikationsmittel, schon Jahr-
tausende bevor eine eigentliche Schrift er-
funden worden war, etwa in den Hohlen
von Lascaux (15500 v.Chr) und Altamira
(13000 v.Chr.). Und es ist nur natdirlich,
dass auch die ersten Schriften Bilderschrif-
ten waren, so die altagyptischen Hierogly-
phen (4000 v.Chr) und die sumerische
Keilschrift (3500 v.Chr.). Die chinesische
Schrift ist noch heute in ihren Grundele-
menten eine Bilderschrift. Wer zweifelt
heute an der Macht der Bilder? — Beileibe
nicht die Wissenschaftler!

«Bildersiichtige» Wissenschaftler

Wissenschaftler sind nicht nur zahlensiich-
tig, sondern noch viel mehr: Sie sind gera-
dezu bildersiichtig geworden. So bezieht
sich beispielsweise der Satz: «Die Botschaft
hor ich wohl, allein mir fehlt der Glaube»
(Johann Wolfgang von Goethe, Faust) auf
eine Botschaft in Worten. Und in der Tat
haftet einer wortgewaltigen wissenschaft-
lichen Abhandlung ohne Bilder und ohne
Formeln fiir manchen Wissenschaftler et-
was Unglaubwiirdiges an. Was man nicht
darstellen und bildlich in Evidenz setzen
kann, lasst Realitat vermissen.

Wissenschaftler denken und kommunizie-
ren in Bildern. Bildliche Darstellungen die-
nen aber nicht nur als kleinster gemeinsa-
mer Nenner von Verschiedensprachigen,
sondern bildhaftes Denken ist der Wissen-
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schaft zutiefst inharent. In sehr vielen Fal-
len sind Bilder oder bildhafte Darstellun-
gen experimenteller Resultate die eigentli-
chen Quellen wissenschaftlicher Inspira-
tion. Die meisten Wissenschaftler benutzen
erfinderischen gedanklichen
Streifziigen Papier und Schreiber, nicht so

bei ihren

Wi (pRm)

Abb. 1: Zweidimensionales NOESY-NMR-Spektrum

sehr fir mathematische Formeln oder fiir
Text, sondern vorerst fur bildliche Skizzen
ihrer Gedanken. Textliche und mathemati-
sche Formulierungen folgen meist erst spa-
ter. Bilder erlauben, Zusammenhange zu vi-
sualisieren, ohne die Ubersicht zu verlieren.



Und werden mathematische Beziehungen
ausgelotet oder neue Gesetze in mathema-
tischer Form konzipiert, so zeigen oft erst
die numerische Auswertung und die gra-
phische Darstellung, ob die Hypothese
sinnvoll und in sich selbst konsistent ist.
Auch hier ist es die bildhafte Darstellung,
welche den Weg weist. Heute kdnnen gra-
phische Auswertungen auf Knopfdruck
durch den Computer mit Programmen wie
Mathematica und MATLAB durchgefiihrt
werden. Friiher waren aufwandige numeri-
sche Rechnungen und die mithsame Darstel-
lung der Resultate auf Millimeter- oder Lo-
garithmenpapier unumganglich, doch das
Resultat rechtfertigte stets den Aufwand.

Bildhaftes Verstandnis

Ich mochte noch einen Schritt weiter gehen
und behaupten, dass unser grundlegendes
Verstiandnis wissenschaftlicher Phano-
mene ein bildhaftes ist. Erst wenn wir in
der Lage sind, einen Sachverhalt in der
Form eines Bildes oder einer Graphik darzu-
stellen, konnen wir Uberzeugt sein, ihn
wirklich verstanden zu haben.

Dabei ist nicht zu vergessen, dass «Verste-
hen» immer nur ein Eingrenzen und Abtas-
ten beinhaltet. Das endgiiltige «Begreifen»
von Naturphdanomenen bleibt uns fiir
immer vorenthalten. In der Naturwissen-
schaft beschaftigen wir uns bekanntlich
mit modellhaften Interpretationen der uns
zuganglichen Manifestationen der Natur.
Je mehr Beobachtungen uns zur Verfligung
stehen, desto detaillierter werden unsere
Modelle und Bilder. Doch die Natur als sol-
che bleibt fiir uns unerreichbar. Es sind also
mathematische oder bildhafte Modelle,
Sinnbilder sozusagen, mit denen wir uns
anstelle der realen Natur beschaftigen.

Jeder erfahrene Vortragende weiss, dass
man auch einem noch so gebildeten Publi-
kum moglichst wenige oder gar keine ma-
thematische Formeln zumuten sollte. Und
wird eine Formel projiziert, so wird tun-
lichst auch eine graphische Darstellung der
wesentlichsten Eigenheiten mitgeliefert.
Eine solche Visualisierung kann zwar kaum je
den gesamten Inhalt eines mathematischen
Ausdruckes wiedergeben, aber trotzdem ist
sie unentbehrlich fiir das Verstandnis.

Bildhaftes Denken ist fiir viele Menschen
Denken per se. Dies ist auch der Ausgangs-

punkt eines ETH-Projektes zur Darstellung
von biologischen Beobachtungen, von mo-
lekularen bis zu makroskopischen Dimen-
sionen durch Bilder, zur Erarbeitung von
bildgebenden Verfahren und von Metho-
den zur Bildanalyse. Dies alles dient der Vi-
sualisierung als Mittel zum Verstandnis
komplexer molekularer oder systemischer
Sachverhalte und zur Kommunikation zwi-
schen Wissenschaftlern und mit der breite-
ren Gesellschaft.

Beispiele zur Bedeutung von Visualisierung
gibt es in unuberschaubarer Fille. Ich
mochte hier nur zwei aus meinem eigenen
Erfahrungsbereich herausgreifen. Sie ha-
ben zwar direkt wenig mit diesem Projekt
zu tun, zeigen aber Eigenheiten des
menschlichen visuellen Verstandnisses.

Mehrdimensionale Kernresonanz-
spektroskopie

lhr Wesen steckt schon im Wort Spektro-
skopie mit «spectrum» lateinisch fiir «Bild»
und «skopein» griechisch fiir «<ausspahen».
Der Begriff bezeichnet also die bildliche
Darstellung in diesem speziellen Fall von
«spektralen» Eigenschaften, wobei dem
Wort «Spektrum» dabei schon eine sehr
stark eingeschrankte, sehr spezifische Be-
deutung gegeben wurde. Bei einem kon-
ventionellen, eindimensionalen Spektrum
werden elektromagnetische Absorptions-
eigenschaften eines Objektes fiir verschie-
dene eingestrahlte Wellenlangen bildlich
dargestellt. Jeder Punkt eines Spektrums
entspricht der Reaktion des Objektes auf
eine eingestrahlte Welle mit bestimmter
Frequenz.

Mehrdimensionale Kernresonanzspektren
sind im Vergleich dazu wesentlich abstrak-
ter. Wiederum geht es um die Darstellung
von experimentellen Daten, wobei aber
eine mathematische Umwandlung der Da-
ten, im Speziellen eine Fourier-Transforma-
tion, erforderlich ist, um die Resultate in
eine interpretierbare Form zu bringen.

Mehrdimensionale Kernresonanzspektren
sind Korrelationsdiagramme, welche die
Zusammenhange von Objekteigenschaften
in Evidenz setzen. Ein NOESY-Spektrum
zum Beispiel stellt die paarweisen raumli-
chen Abstiande von Atomkernen in Mo-
lekiilen dar. Die zwei Achsen eines zweidi-
mensionalen NOESY-Spektrums (siehe Abb. 1)

charakterisieren die Resonanzfrequenzen
der einzelnen Kernpositionen im Molekdl.
Die Signalintensitaten in der zweidimen-
sionalen spektralen Ebene sind ein Mass
fiir den paarweisen rdaumlichen Abstand
von Kernen. Diese Information kann zur
Bestimmung der dreidimensionalen raum-
lichen Struktur eines Molekiils benutzt
werden mit einem Verfahren, welches von
Kurt Wuthrich und Mitarbeitern konzipiert
wurde. Abb. 1 zeigt ein historisches Doku-
ment, das erste publizierte NOESY-Spek-
trum eines Proteins, hier von BPTI, aufge-
nommen von Anil Kumar (Anil Kumar, R. R.
Ernst, and K. Withrich, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 95, 1-6 [1980]). Das eindimen-
sionale Protonenresonanzspektrum bildet
die Diagonale von links unten nach rechts
oben, und die Intensitaten der Ausserdia-
gonalsignale messen Abstinde von Was-
serstoffkernen im untersuchten Protein.

In einem zweidimensionalen (oder auch in
einem dreidimensionalen) Spektrum wird
also nicht direkt das Molekiil in seiner geo-
metrischen Form veranschaulicht, sondern
es werden Messdaten in einer leicht inter-
pretierbaren Form dargestellt im Hinblick
auf eine nachfolgende Strukturbestim-
mung, welche aber oft alles andere als tri-
vial sein kann. Die Bildhaftigkeit eines
mehrdimensionalen Spektrums ist hier
also nur ein Hilfsmittel auf dem Weg zur
Konstruktion eines anschaulichen Bildes ei-
nes Molekiils. Das so gewonnene Bild des
Molekiils erfordert damit einen langen
Weg und einen komplexen logischen Ab-
lauf, wobei auch Mehrdeutigkeiten der In-
terpretation nicht auszuschliessen sind.

Bilder sind in der Wissenschaft somit wich-
tig als Hilfsmittel im wissenschaftlichen Er-
kenntnisprozess, bilden oft aber auch das
eigentliche Forschungsziel.

Buddhistische Bildsymbolik

Der thematische Sprung von der Kernreso-
nanzspektroskopie zur buddhistischen
Bildsymbolik scheint ein weiter zu sein —
und ist es auch —, doch die graphischen Mit-
tel, welche in den zwei Sparten menschli-
cher Aktivitat zur Visualisierung verwendet
werden, sind sich recht ahnlich. Bekannt-
lich gibt es Religionen, in welchen bildliche
Darstellungen von Glaubensinhalten un-
ublich oder verboten sind. Dazu gehoren
der Islam und der Judaismus. Hier zahlt vor
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allem das Wort. Das Visuelle ist hingegen
von zentraler Bedeutung im Hinduismus, so
etwa bei der Krishna-Verehrung, und ganz
besonders im tibetischen Buddhismus. Die
uniiberschaubare Vielfalt des tibetischen
Pantheons hatte sich ohne Visualisierungs-
moglichkeiten nicht entwickeln kénnen.

Dabei besteht ein grundsatzlicher Unter-
schied zwischen den monotheistischen
und den polytheistischen Religionen. In
den ersteren ist das Gottliche fiir den Glau-
bigen eine immanente Realitdt, welche in
seiner Grosse mit unseren beschrankten
Mitteln nicht dargestellt werden kann («Du
sollst Dir kein Gottesbild machen», 2. Mose
20.4). In den polytheistischen Religionen
auf der anderen Seite hat das Géttliche
haufig keine objektive Realitdt, sondern
Gottheiten sind Sinnbilder, welche spiritu-
elle Konzepte veranschaulichen und der
Glaubensgemeinschaft verstandlich zu
machen versuchen. In diesem Sinn steht
die Visualisierung von philosophischen Er-
kenntnissen in 6stlichen Religionen in Ana-
logie zur naturwissenschaftlichen Be-
schreibung der Natur durch Modelle und
Bilder. Weder das Gottliche noch die Natur
konnen wir dabei je ganz erfassen.

Visualisierung von Gedanken

Buddhismus wird oft als eine «atheistische
Religion» oder als eine Philosophie betrach-
tet. So wird auch der angehende Buddhist
gelehrt, die Gottheiten als Projektionen des
eigenen Selbst zu verstehen. Sie sind sozusa-
gen Bilder von unseren Gedanken und Emo-
tionen. Aufschlussreich sind in diesem Zu-
sammenhang die so genannten Projektions-
Thangkas, in welchen nur die Attribute einer
Gottheit  bildlich  dargestellt  werden,
wahrend die Gottheit selbst fehlt und erst
durch den Glaubigen meditativ ins Bild hin-
einprojiziert wird. Die Gottheit existiert also
nur in unserem und durch unseren Geist.

Dualitat oder Mehrdeutigkeit sind im
Buddhismus so wichtig wie in der moder-
nen Naturwissenschaft. Wir wissen, dass es
in der Physik inkompatible Messgrossen
gibt, die nicht gleichzeitig gemessen wer-
den konnen, wie Ort und Impuls in der
Quantenmechanik. Ein einziges Bild geniigt
oftmals nicht, um die Realitat zu beschrei-
ben, es braucht mehrere, scheinbar inkom-
patible Reprasentationen. Oft ist der vir-
tuose und flexible Gebrauch solcher Bilder
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ein Geheimtipp zum Verstandnis komple-
xer Phanomene. So braucht es zum Begrei-
fen der Phdnomene der magnetischen
Kernresonanz sowohl klassische Vektormo-
delle mit prazedierenden magnetischen
Momenten wie auch quantenmechanische
Modelle mit diskreten Energiezustanden
und zeitabhangiger Koharenz.

Symbolik der Uberwindung des Todes

Ein illustratives Beispiel hierzu aus dem
Buddhismus bildet die wichtige Gottheit
Yamantaka, der Uberwinder des Todes, wel-
che den Sterblichen wahrend des Prozesses
ihrer Wiedergeburt beisteht. Sie wird in
Furcht erregender Form dargestellt, mit
neun Képfen, wobei ein dominanter Biiffel-
kopf darunter auffallt. Yamantaka besitzt
34 Arme, jede Hand mit einem Attribut. Die
grosse Zahl von Attributen symbolisiert
seine Allmacht. Mit seinen 16 Fiissen tram-
pelt er auf Tieren und Hindu-Gottheiten.
Acht Gesichter haben einen Angst einfl6s-
senden Ausdruck. Nur der neunte Kopf ist
ein friedfertiger. Er reprasentiert Man-
jushri, die friedvolle Gottheit der Weisheit.
Und in der Tat wird Yamantaka als eine In-
karnation von Manjushri betrachtet: Die
Weisheit, welche zur Uberwindung des To-
des notwendig ist, ist ein schones Symbol
auch fiir unsere wissenschaftlichen Ambi-
tionen, da wir doch mit unseren Publikatio-
nen unsterblich werden wollen! Yamantaka
und Manjushri bilden zwei komplementare
Aspekte oder Bilder derselben Realitat.
Diese Komplementaritat, welche zur besse-
ren Beschreibung der Wirklichkeit notwen-
dig ist, wird ja auch durch das Yin-Yang-
Symbol bildlich dargestellt.

Mandalas, Bilder des Universums

Eine besonders eindriickliche bildhafte
Darstellung der spirituellen Realitat ist in
Mandalas realisiert (siehe Abb. 2). Manda-
las reprasentieren das Universum in Kreis-
form im Wechselspiel mit konzentrischen
quadratischen Strukturen. Symmetrien und
gebrochene Symmetrien dominieren Man-
dalas. Eigentlich sind gemalte zweidimen-
sionale Mandalas Projektionen von drei-
dimensionalen Strukturen mit dem mythi-
schen Berg Meru im Zentrum. Das gemalte
Kalachakra-Mandala von Bild 2 (eine detail-
lierte Beschreibung dieses Bildes aus der
Sammlung des Autors findet sich in J. C.
Huntington and D. Bangdel: The Circle of

Bliss, Buddhist Meditational Art, Serindia
Publ., 2003) besteht von aussen nach innen
aus den konzentrischen Spharen des Kor-
permandalas, des Sprachmandalas, des Ver-
standesmandalas, des Weisheitsmandalas
und des Wonnemandalas, in dessen Zen-
trum die tantrische Gottheit Kalachakra
(«Rad der Zeit») steht, welcher das Mandala
geweiht ist. Der Weg fiihrt also von aussen
stufenweise tief hinein in die menschliche
Seele. Doch es gibt noch eine weitere, eine
farbliche oder «spektrale» Dimension mit
den funf (!) farbkodierten Himmelsrichtun-
gen: Der weisse diagonale Quadrant rechts
im Bild stellt die chronologisch erste Welt
dar, diejenige des transzendenten Buddhas
Vairocana. Es folgt unten der blaue Qua-
drant, die zweite Welt, diejenige von
Akshobhya; oben der gelbe Quadrant, die
dritte Welt des Ratnasambhava; und links
der rote Quadrant, die vierte, die heutige
Welt des Amitabha. Das Zentrum schliess-
lich stellt die flinfte, die griine, zukiinftige
Welt des Amoghasiddhi dar. Die Zeitachse
ist also in diesem Bild des Universums auch
enthalten.

Sichtweisen der Welt

Doch wichtiger als eine detaillierte Inter-
pretation dieses Mandalas ist in unserem
Zusammenhang die Erkenntnis, dass hier
mit graphischen und farblichen Mitteln ein
hochst informatives Bild einer Weltsicht
geschaffen worden ist, das in seiner Kom-
plexitat einem wissenschaftlichen Weltbild
kaum nachsteht. Hier entspringt es der spi-
rituellen Erfahrung vieler Generationen
von buddhistischen Weisen. In der westli-
chen Wissenschaft wird langjahrige experi-
mentelle Erfahrung in ein kohdrentes Welt-
bild verarbeitet. Der Prozess hat in den zwei
Fillen eine formale Ahnlichkeit, obwohl so-
wohl Ursprung der Information oder Inspi-
ration wie auch das visuelle Schlussresultat
sehr verschieden sein kénnen.

Ein westliches wissenschaftliches Weltbild
wird verstandesmdssig erfasst, fiihrt nach
aussen und dient dazu, die Natur nutz-
bringend manipulieren zu koénnen. Eine
buddhistische Weltsicht auf der anderen
Seite wird meditativ erfahren und fiihrt
nach innen. Sie vertieft das Verstandnis der
menschlichen Psyche. In diesem Sinn sind
die beiden Betrachtungsweisen komple-
mentar, erganzen sich und sind kaum je wi-
derspriichlich, da sie sich sozusagen auf
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Abb.2: KALACHAKRA-MANDALA, Kloster Ngor, Tibet, um 1580

verschiedenen Bildebenen bewegen. Zwei
sehr verschiedenartige Beispiele wurden
herausgegriffen, um die Bedeutung einer
bildhaften Denk- und Ausdrucksweise zu
unterstreichen. Zu einem ahnlichen Resul-
tat waren wir auch durch Betrachtung an-
derer Disziplinen menschlicher Aktivitat
gekommen. Bilder gehdren untrennbar zu
unserem Denken. Und es ist nicht erstaun-

lich, dass die Faszination an gelungenen
und zum Teil genialen Bildern nicht erlahmt.
Diese haben meist neben ihrem Informa-
tionsgehalt auch einen hohen &asthetischen
Wert. Sie pragen sich ein, verandern unser
Lebensgefiihl und bleiben unvergesslich.

Richard R. Ernst

Laboratorium fiir physikalische Chemie,
ETH Ziirich

Nobelpreistrager fiir Chemie
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WIE BILDER VOM GEHIRN DIE SICHT AUF DEN KORPER VERANDERN

HIRNLISTIGE BILDER

SAMUEL BRANDNER

In der heutigen Spitzenforschung spielen Bilder eine wichtige Rolle. Bildgebende Verfahren,
wie die Magnetresonanztomographie, geben Einblick in die faszinierenden Mechanismen
unserer Organe. Besonders interessant sind dabei die Bilder vom Gehirn, weiss man heute
doch nach wie vor wenig iiber dessen Funktionsweise. Der Umgang mit Hirnbildern verandert
aber auch die Sichtweise auf den menschlichen Korper in Medizin und Gesellschaft.

DIE GALL’SCHE PHRENOLOGIE teilt
das Hirn in 44 verschiedene Felder
ein. Die starkere oder geringere
Entwicklung dieser Felder gibt dem
Schadel seine charakteristische Form.
Jedes dieser Felder hat eine besondere
Bedeutung und lasst auf bestimmte
Charakterziige, Triebe und Fahigkeiten
eines Menschen schliessen.

Das Magnetresonanzimaging (MRI) gilt
als ein Symbol der Spitzenmedizin. Ent-
wickelt wurde dieses Verfahren von den
beiden ETH-Physikern Richard Ernst und
Kurt Wuthrich, die dafiir mit dem Nobel-
preis geehrt wurden (siehe auch Ernst,
S.10). Statt mit Rontgenstrahlen werden
Schnittbilder des Koérpers mit magneti-
schen Feldern erzeugt, die oft eine hervor-
ragende Beurteilung des Zustandes der
Organe erlauben. Obwohl nicht alle verste-
hen, woraus sich das Kirzel zusammen-
setzt, so wissen doch die meisten, was mit
dem MRI gemeint ist. Schuld daran sind die
eindriicklichen Bilder, welche die Maschine
erzeugt. Der Forschung wird damit die
Moglichkeit zu ganz neuen Beobachtungen
und Diagnosen eroffnet. Doch verfiigen ge-
rade Hirnbilder uber eine schwer kontrol-
lierbare Dynamik und beeinflussen unse-
ren Umgang mit dem Korper beziehungs-

BULLETIN ETH Ziirich Nr.298 September 2005

weise unserem Gehirn. Wie die Verwen-
dung bildgebender Verfahren in Medizin
und Offentlichkeit die Sicht auf den
menschlichen Korper verandert, ist deshalb
keine mussige Frage.

Bilder, die keine sind

Die uber die Magnetresonanztomographie
entstandenen Bilder sind eigentlich gar
keine Bilder, sondern Aufzeichnungen
bestimmter Daten, die tliber komplizierte
mathematische Verfahren in Bilder umge-
rechnet werden. Welche Daten dabei die
«Realitat» wiedergeben und welche blosse,
Uber das Verfahren erzeugte Artefakte
sind, entscheidet die Maschine. Aufgrund
vorweg definierter Kriterien besitzt die Ma-
schine die erste Interpretationsmacht tiber
die Messdaten. Kommt hinzu, dass diese
Bilder mit dem Einsatz von Farben fiir be-
sonders durchblutete Stellen oder fremdes
Gewebe der Realitat noch weiter entzogen
werden. Wichtig sind diese scheinbar bana-
len Bemerkungen, weil sie auf die notwen-
dige kritische Betrachtung dieser konstru-
ierten Bilder verweisen, die im klinischen
Alltag wie in der Offentlichkeit nur zu leicht
verloren geht. Dies bestatigt auch Anton
Valavanis, Direktor des Instituts fiir Neuro-
radiologie am Universitatsspital Zurich.

Unsere Potenziale im Gehirn

Die Grundlage der modernen Hirnfor-
schung bildet die Phrenologie, eine pseu-
dowissenschaftliche Lokalisationslehre, die
der deutsche Arzt und Anatom Franz Josef
Gall (1778-1828) zu Beginn des 19. Jahrhun-
derts formuliert hat. Seine Theorie ging da-
von aus, dass alle moéglichen Eigenschaften
und geistigen Qualitaten, iber die Men-
schen nach der damaligen Vorstellung ver-
fligen wiirden, in verschiedenen Regionen
der Gehirnrinde zu lokalisieren sind. Seine

Zuordnung von Funktionen erfolgte auf
seiner personlichen Beobachtung des bir-
gerlichen Verhaltensspektrums um 1800.
Zu diesen Funktionen zdhlte er etwa die
Kinder-
schlechtstrieb, Geiz sowie den Wort- und

und Nachstenliebe, den Ge-

Farbensinn. Wissenschaftlichkeit konnte
die Gall’sche Theorie natiirlich damals wie
heute nicht beanspruchen. Falsch ist der
Zugang Galls aus heutiger Sicht dennoch
nicht. Neurowissenschaftler fanden ein
Beispiel nach dem anderen fiir Funktionen,
die im Gehirn lokalisierbar sind. Fiir Neuro-
chirurgen ist dieses Wissen, wo sich wel-
ches Areal befindet, ganz entscheidend.
Wollen sie beispielsweise eine Operation
durchfiihren, ohne das Sprachzentrum des
Patienten zu verletzen, hilft ihnen dabei die
heute mogliche neuronale Verortung des
Sprechvermégens.

Genialitit im Gehirn verorten

Mag Galls Phrenologie dem Prinzip nach
richtig sein, so ist sie doch auch Grundlage
fir Fragestellungen, deren Relevanz der
Wissenschaftsforscher und ETH-Professor
Michael Hagner bezweifelt. Mit Befremden
stelle er fest, dass Neurowissenschaftler
heute glauben, sie kénnten so etwas wie
Spiritualitat, Kriminalitdt oder Genialitat
irgendwo im Gehirn lokalisieren. «Dieses Er-
kenntnisinteresse beruht allerdings auf ei-
nem grossen Irrtum, denn Attribute wie «kri-
minell» oder «genial» sind rein sozialhisto-
risch ausgehandelte Zuschreibungen und
konnen nicht wie etwa das Sprach- oder Seh-
vermogen im Gehirn verortet werden», so
Hagner. Uber die bildgebenden Methoden
ist das Forschungsfeld zur Zuordnung be-
stimmter menschlicher Eigenschaften im
Gehirn stark gewachsen und droht nur zu
leicht die Erklarungsbemiihungen zur Funk-
tionsweise des Gehirns zu simplifizieren, er-
klart Valavanis (siehe auch Jancke, S.16).



Suche nach Seelen-Spuren

Wohl eher zu den Exoten dieses For-
schungsfeldes zahlt der holldndische Neu-
rologe Gert Holstege. Er befasst sich etwa
mit Fragen, was im menschlichen Gehirn
wahrend eines Orgasmus geschieht. Dazu
hat er die Gehirnaktivitaten von 13 Frauen
und 11 Mannern im Alter von 21 bis 48 Jah-
ren wahrend eines Orgasmus uber eine Po-
sitronen-Emissions-Tomographie (PET) un-
tersucht und markante Unterschiede in der
Aktivierung und Deaktivierung verschiede-
ner Hirnregionen zwischen mannlichem
und weiblichem Orgasmus festgestellt.
Bei der Positronen-Emissions-Tomographie
kénnen einzelne aktive bzw. inaktive Regio-
nen im menschlichen Koérper liber leicht ra-
dioaktive Kontrastmittel sichtbar gemacht
werden. Ziel seiner Forschung sei es, so Hol-
stege, liber die Sexualforschung «die Ana-
tomie der Seele» zu erkunden.

Von solchen wissenschaftlichen Arbeiten
halt Michael Hagner wenig. Die Anatomie
der Seele zu erforschen sei ein vollkommen
sinnloses Unterfangen, das Gehirnforscher
bereits vor 200 Jahren aufgegeben hitten,
halt der Wissenschaftsforscher fest. Fra-
gestellungen dieser Art seien mit einer
Sehnsucht verbunden, im Gehirn Spuren
der Seele zu entdecken. Mit den neuen
Moglichkeiten  bildgebender
werde diese Sehnsucht zusatzlich angesta-
chelt, so Hagner weiter. Er glaubt, dass hin-
ter dieser Sehnsucht der Wunsch stecke, die
Fahigkeiten und Potenziale des Menschen
physisch zu verorten, um sie gezielt zu nut-
zen und zu verbessern. Neu sei dieses Ver-
langen, den Menschen zu verbessern, nicht,
betont Hagner. Bereits vor 100 Jahren hat-
ten Wissenschaftler davon getraumt. For-
scher waren davon liberzeugt, mit den Kon-
zepten der Eugenik und Rassenhygiene das
menschliche Erbgut in einen «besseren»
Zustand uUberfiihren zu kénnen und den

Verfahren

Menschen nach bestimmten Kriterien aus-
zugestalten. Bekanntlich verfehlte diese
Forschung ihre politische Wirkung nicht. In
Verbindung mit dem Nationalsozialismus
und dem Stalinismus erwiesen sich diese
Wissenschaftskonzepte als katastrophale
zivilisatorische Utopie.

Bilder zeigen nur die halbe Wahrheit

Die sorglose Verwendung der Hirnbilder
und die damit verbundene schwer kontrol-
lierbare Dynamik des nach aussen gewen-
deten Innern beobachtet auch Anton Vala-

vanis mit zunehmender Sorge. «Als diagnos-
tisches Instrument kann die Neurologie
heute nicht mehr auf bildgebende Verfah-
ren verzichten, doch die Verwendung der
Hirnbilder im Klinikalltag fiihrt immer
mehr dazu, dass Arzte nur noch glauben
wollen, was sie auf Bildern sehen kdnnen»,
warnt Valavanis. Verhangnisvoll sei dies,
weil bildgebende Verfahren nicht alles
sichtbar machen kénnten und damit nicht
vollkommen sichere Diagnoseinstrumente
seien. Mit einer unkritischen Verwendung
der Bilder drohten diese Tatsachen ver-
nachlassigt zu werden. Daher sei auch
beim deutlichsten Hirnbild aus dem Kern-
spintomographen eine richtige Diagnose
noch lange nicht garantiert. Allerdings
steckt die Diagnostik der Neurologie in
einem Dilemma, wie Valavanis selbst ein-
raumt. Bis heute gibt es zu den bildgeben-
den Verfahren keine alternativen diagnos-
tischen Methoden. Daher pladiert der
Neurologe fiir die Entwicklung alternativer
Diagnosemethoden, um die Macht der Bil-
der wenn nicht zu brechen, so doch zumin-
dest etwas zu relativieren.

Simplifizierung des Gehirns

Heute |6sen Bilder vom Hirn eine grosse
Faszination unter Wissenschaftlern aus.
Neuerdings macht sich auch die Okonomie
die zuvor ausschliesslich von der Medizin
angewendeten Verfahren zunutze. Um zum
Beispiel neue Erkenntnisse tiber das Verhal-
ten von Menschen vor einer Preisentschei-
dung zu generieren, werden deren Gehirne
im Rahmen einer Studie sichtbar gemacht.
Mit bildgebenden Verfahren versucht ein
Forscherteam um den Zircher Okonomie-
Professor Ernst Fehr von der Universitat
Zurrich emotionale Prozesse zu messen. Mit
Hilfe bildgebender Methoden konnte er so
genannte Belohnungsareale nachweisen,
die aktiviert werden, wenn man andere
Menschen fiir die Verletzung von Gerech-
tigkeitsnormen  bestraft. Solche For-
schungsfragen haben aus Sicht Valavanis
ihre Berechtigung. Aber auch hier stehe
und falle die Erkenntnis mit einer fachman-
nischen Interpretation. Und fiir diese fehl-
ten fachfremden Wissenschaftlern oft die
notigen Kenntnisse, gibt Valavanis zu be-
denken. Die Hirnbilder hatten so den Effekt,
dass die Funktionsweise des Gehirns sim-
plifiziert wiirde. Der Einsatz stark kontra-
stierender Farben fiir leicht starker durch-
blutete Gehirnregionen beispielsweise
fuhre oft zu vorschnellen Annahmen, die

sich bei genauerer Auswertung der Daten
nicht halten liessen, halt Valavanis fest.
Diese angefarbte Gehirnregion gleich mit
einer bestimmten Funktion in Verbindung
zu bringen, sei dusserst problematisch. Um
die Darstellungen richtig auszuwerten, feh-
len den Wissenschaftlern zudem oft auch
die notwendigen anatomischen Fachkennt-
nisse, wie Valavanis bei der Lektiire von
Fachzeitschriften aufgefallen ist. Daher for-
dert er, dass fachfremde Wissenschaftler,
die sich fir bildgebende Verfahren interes-
sieren, vermehrt von Fachkraften sekun-
diert werden, welche die Kenntnis zur richti-
gen Interpretation von Hirnbildern hatten.

Gehirne am Computer modellieren

Die neusten Probleme zeichnen sich jedoch
in der Produktion der Bilder ab, so Valava-
nis. Im Zeitalter der schon fast unbegrenz-
ten Rechenleistung von Computern sei es
moglich, Gehirne am Computer virtuell zu
modellieren. Wissenschaftler, die sich mit
diesen Methoden befassen, hatten aber oft
wenig Ahnung vom realen Gehirn, kritisiert
Valavanis. Zudem drohe die Gefahr, dass
sich Uber die vermehrte Thematisierung
virtualisierter Gehirne Fragen und «Er-
kenntnisse» etablieren, die mit den realen
Problemen der Neurologie nur noch wenig
zu tun haben. Problematisch ist dies zumal
deshalb, weil jedem Bild, das dem Fach-
publikum vorgelegt wird, eine spezifische
Bearbeitung des Wissenschaftlers voran-
geht. Diese Bildbearbeitung wird immer
von asthetischen Kriterien des Forschers
begleitet und gewinnt mit der Virtualisie-
rung der Hirnbilder an Relevanz. Die Frage
nach der «Echtheit» von Bildern stellt sich
starker denn je.

Hirnbilder verfiigen Ulber eine verfangliche
Anziehungskraft. Kultur, Wissenschaft und
Gesellschaft haben sich immer schon vom
Gedanken faszinieren lassen, liber die Dar-
stellung der Funktionen unseres Zentral-
organs seiner habhaft zu werden. Ob wir
aber mit unserem Gehirn das menschliche
Gehirn vollkommen erfassen konnen, bleibt
vorderhand offen. Der Ziircher Nobelpreis-
trager fir Medizin des Jahres 1949, Walter
Rudolf Hess, jedenfalls bezweifelt es: «Das
Gehirn ist nicht so organisiert, dass es seine
eigene Arbeitsweise analysieren kann.»

Samuel Brandner

Freier Journalist
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BIOLOGISCHE BILDGEBUNG

SPANNUNGSFELD:
RISIKO, KOSTEN, ETHIK

LUTZ JANCKE

Die biologische Bildgebung hat in den letzten 15 Jahren einen enormen Aufschwung erlebt
und somit viele wissenschaftliche Disziplinen belebt (unter anderem die kognitiven
Neurowissenschaften und die medizinische Diagnostik). Mittels bildgebender Verfahren
kénnen nun erstmals neuronale Netzwerke mit hoher raumlicher Auflésung beim Be-
arbeiten verschiedener Aspekte quasi in vivo beobachtet werden. Anatomische Strukturen
kénnen mit hoher raumlicher Genauigkeit gemessen und psychischen Funktionen zu-

geordnet werden.

Der Begriff «Bildgebung» bzw. «bildge-
bende Verfahren» ist im Zusammenhang
mit der medizinischen Diagnostik gepragt
worden. Typische bildgebende Verfahren
sind die Sonographie (Messung von Schall-
reflexionen), die Computertomographie
(CT, Messung der Rontgenabsorption), die
Szintigraphie (Aktivitat eines Tracers), Po-
sitronenemissionstomographie (PET, Mes-
sung der Tracerkonzentration), die Magnet-
resonanztomographie (MRI, magnetische
Resonanz von H-Kernen), die Magnetenze-
phalographie (MEG) und neuerdings auch
Varianten der Elektroenzephalographie
(EEG).

Im Folgenden sollen wesentliche Aspekte
beziiglich des Risikos, der Kosten und der
Ethik bildgebender Verfahren erortert wer-
den. Weitergehende methodische und in-
haltliche Aspekte sind an anderer Stelle
dargestellt (Jancke, 2005).

Risiken der Magnetresonanztomo-
graphie

Seit der Einflihrung der Magnetresonanz-
tomographie (MRI) in den frithen 8oer-Jah-
ren des vorigen Jahrhunderts sind weltweit
mehrals 100 000 ooo diagnostische Unter-
suchungen hiermit durchgefiihrt worden.
Trotz dieser Vielzahl von Untersuchungen
ist Uber sehr wenige Komplikationen be-
richtet worden. Die meisten publizierten
Falle, in denen MRI-bezogene Schadigun-
gen berichtet werden, beziehen sich auf
Probleme im Zusammenhang mit Metall-
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teilen, Implantaten oder biomedizinischen
Geraten, welche die Probanden wahrend
der MRI-Messung trugen. Metallgegen-
stande sind in einem magnetischen Umfeld
wie beim MRI-Tomographen extrem ge-
fahrlich und kénnen todliche Folgen haben
(durch magnetisch induzierte Bewegungen
oder durch Erhitzung der Metallteile mit
folgenden Gewebeverbrennungen). Beson-
ders achten muss man auch auf elektroni-
sche Gerate wie z. B. Herzschrittmacher, die
im Magnetfeld nicht mehr funktionsfahig
sind. Diese Probleme sind allerdings durch
die gute Schulung des Bedienpersonals
praktisch ausgeschlossen.

Neben dem oben beschriebenen Problem
werden auch so genannte Bioeffekte der
MRI-Messung diskutiert (direkter oder indi-
rekter Einfluss der MRI-Messung auf das
Gewebe). In den bislang publizierten Uber-
sichtsarbeiten sind keine signifikanten Ein-
flisse von statischen Magnetfeldern auf
die Gesundheit des Menschen und auf ver-
schiedene biologische Aspekte nachgewie-
sen worden (z.B. Zellwachstum, Zellmor-
phologie, Zellteilung, Teratogenitat usw.).
Die wahrend der MRI-Messung geschalte-
ten Gradientenfelder kénnen elektrische
Strome induzieren, die letztlich das neuro-
nale Gewebe stimulieren konnen. Aller-
dings miussen schon sehr starke Gradien-
tenfelder benutzt werden, um neuronale
Erregungen zu induzieren, die z. B. zu wahr-
nehmbaren Schmerzempfindungen fiihren
konnten. Solch starke Gradientenfelder
werden derzeit nicht verwendet.

Die wahrend der MRI-Messung applizierten
elektromagnetischen HF-Felder werden im
biologischen Gewebe zu Wirme umge-
formt. Zur Beurteilung der physiologischen
Wirkung von HF-Feldern wird die Tempera-
turerhohung im Gewebe angegeben, die
nicht nur von der lokalen Leistungsabsorp-
tion und der Expositionsdauer abhangig
ist, sondern auch von anderen biologischen
Parametern. Eine Reihe von Untersuchun-
gen an Menschen hat bei HF-Expositionen
des Rumpfes und des Kopfes eine Erhéhung
der Kérpertemperatur von maximal1°C ge-
messen, die allerdings keine gesundheitlich
nachteiligen Wirkungen mit sich bringen.

Risiken der Positronenemissions-
tomographie

Das Prinzip der Untersuchung beruht dar-
auf, dass dem Probanden eine Substanz
(z.B. Glukose) in die Blutbahn eingespritzt
wird. Sie ist an eine signalgebende Sub-
stanz — Tracer (ein schwach radioaktiver
Stoff) — gekoppelt, verteilt sich mit dem
Blutfluss im gesamten Kérper und wird in
stoffwechselaktiven Zellen aufgenommen.
Je mehr Stoffwechselaktivitdt der Zelle,
desto mehr Aufnahme. Der Gesetzgeber
hat fiir die erlaubten Strahlenbelastungen
in PET-Untersuchungen fiir Patienten, Pro-
banden und Bedienpersonal Grenzwerte
angegeben, die strikt einzuhalten sind. So
liegen die erlaubten Strahlenbelastungen
bei 15 mSv (Sievert) fir das Bedienpersonal,
Patienten und freiwillige Probanden. Bei



Learnung of anery faces

Frauen, die jlinger als 45 Jahre sind, wird
schon ein niedriger Grenzwert gefordert,
der bei '/;, von 15 mSv liegt. Prinzipiell ist
davon auszugehen, dass in den meisten
PET-Untersuchungen die Strahlenbelas-
tung etwa so gross ist wie die natiirliche
Strahlenbelastung in der Schweiz pro Jahr
oder bei einem zweiwdchigen Skiurlaub in
den Bergen.

Die Kosten von bildgebenden Verfahren

Die meisten bildgebenden Verfahren erfor-
dern technisch anspruchsvolle Hard- und
Software. Die Preise fiir MRI-Gerate liegen
bei ca. 2 bis 4 Millionen Schweizer Franken
je nach Ausstattung und Anbieter. Zusatz-
lich sind eine Reihe von baulichen Mass-
nahmen notwendig, um die MR- und PET-
Gerate unterzubringen. Gleichzeitig mius-
sen insbesondere fiir die MRI-Technik noch
jahrlich anfallende Kosten im Bereich von
ca.100 000 Schweizer Franken fiir das Aus-
wechseln des Heliums veranschlagt wer-
den.Insgesamt kann man bei guter Auslas-
tung eines MR- und PET-Zentrums von
300-500 Schweizer Franken pro Proband
und Stunde ausgehen. Die Kosten fur EEG-
Untersuchungen sind erheblich giinstiger
und liegen im Bereich von 50-100 Schwei-
zer Franken.

OFC
pulvinar
NAcc

Ethische Aspekte von bildgebenden
Verfahren

Verschiedene ethische Aspekte werden im
Zusammenhang mit bildgebenden Verfah-
ren diskutiert. Hierzu gehoéren ethische
Aspekte im Zusammenhang mit der Durch-
flhrung von bildgebenden Untersuchun-
gen und dem Umgang und der Interpreta-
tion der erhobenen Daten. Fiir alle bildge-
benden Studien ist zwingend notwendig,
dass die untersuchte Person uber die mog-
lichen Risiken und Konsequenzen der Mes-
sung informiert wird. Dieses Prozedere ist
durch die Deklaration von Helsinki geregelt
und wird auch von allen lokalen Ethikkom-
missionen entsprechend gefordert. Wich-
tige Voraussetzung im Zusammenhang mit
Forschungsfragestellungen ist, dass zu je-
dem Zeitpunkt der Datenanalyse die jewei-
ligen Datenschutzbestimmungen gewahrt
bleiben. Das bedeutet, dass die Identitat
der gemessenen Person von Dritten nicht
aus den Hirnbildern zu erschliessen ist.

Grossere Probleme entstehen allerdings im
Zusammenhang mit der Interpretation der
Daten. Zunachst ist festzuhalten, dass sol-
che Daten von Experten ausgewertet und
interpretiert werden sollten. Sie sind dann
in der Lage, die Befunde in einen normati-
ven Kontext zu setzen. Das bedeutet fiir
den Bereich der kognitiven Neurowissen-
schaften, dass Neuroradiologen, Neurolo-
gen oder kognitive Neurowissenschaftler
(Neuropsychologen) die Interpretation der
Daten Ubernehmen missen, denn nur

In Farbe sind Durchblutungszunahmen im
auditorischen Cortex beim mentalen Uor-
stellen des Horens von Silben darge-
stellt. Physikalisch sind keine akusti-
schen Reize vorhanden, und dennoch ist
der auditorische Cortex aktiv (Jancke

& Shah, 2004).

Darstellung der Durchblutungszunahmen
(rote und gelbe Farbcluster) in Hirnge-
bieten, die besonders stark beim assozia-
tiven Lernen von emotionalen Gesichtern
aktiv sind (nach Richter et al., unpubli-
ziert).

diese Berufszweige verfligen uber die not-
wendigen Ausbildungshintergriinde, um
neuroanatomische und neuropsychologi-
sche Befunde zu bewerten. Des Weiteren
ist derzeit noch ein erhebliches Mass an
Zuriickhaltung im Hinblick auf die Interpre-
tation der Daten notwendig. Derzeit wer-
den zunehmend Befunde publiziert, die
neuroanatomische und neurofunktionelle
Besonderheiten des menschlichen Gehirns
mit spezifischen normalen und devianten
Verhaltensweisen in Verbindung bringen
(siehe auch Brandner, S.14). Typische Fra-
gestellungen, die derzeit weltweit von ko-
gnitiven Neurowissenschaftlern bearbeitet
werden, beziehen sich z.B. auf den Zusam-
menhang zwischen Hirnfunktionen sowie
verschiedene psychische Aspekte wie:

* Personlichkeit

* Vulnerabilitat fur psychiatrische und
neurologische Erkrankungen

* Sexuelle Praferenzen

* Politische Gesinnung

* Neigung zu aggressivem Verhalten

* Neigung zu Sucht

* Emotionsverarbeitung

* Intelligenz

* Empathie

* Kaufwiinsche
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Die hier dargestellte Liste reprasentiert
eher die ethisch problematische Seite der
Bildgebung. Es soll nicht unerwahnt blei-
ben, dass auch unzahlige Fragestellungen
existieren, die im Hinblick auf die Ethik
eher unbedenklich sind (z.B. Fragen zur
Lernfahigkeit, allgemeine Verarbeitungs-
prinzipien im Zusammenhang mit der
Wahrnehmung und dem Gedachtnis).

Brain reading

Fiir die oben dargestellten psychischen Be-
reiche wird die Gefahr gesehen, dass man
mittels der bildgebenden Verfahren quasi
verdeckte Wiinsche, Neigungen und Ver-
haltensweisen objektiv gegen den Willen
des Untersuchten messen koénnte. Diese
Gefahr ist fiir einige Aspekte durchaus ge-
geben, insbesondere fiir die Erkennung der
Vulnerabilitat fiir psychische Erkrankun-
gen, aber auch fiir die Analyse der neurona-
len Emotionsverarbeitung. Manche be-
firchten gar, dass in Zukunft so etwas wie
«brain reading» moglich sei. Darunter ver-
steht man die potenzielle Méglichkeit, an-
hand der objektivierten Hirnaktivierungen
auf die ablaufenden Kognitionen und Emo-
tionen zu schliessen. In gewissen Grenzen
ist dies jetzt schon méglich, obwohl die ko-
gnitiven Neurowissenschaften noch sehr
weit davon entfernt sind, die Funktions-
weise des menschlichen Gehirns derart zu
verstehen, um ein perfektes «brain rea-
ding» zu gewahrleisten. Es existieren darii-
ber hinaus auch ernst zu nehmende philo-
sophische Einwande, die betonen, dass das
subjektive Erleben einer Person nie mittels
bildgebender Verfahren ergriindbar sein
kann, weil die Erste-Person-Perspektive
(ich) nie durch eine dritte Person (also aus
der Dritte-Person-Perspektive) erschlossen
werden konne. Insofern sind viele der oben
aufgefiihrten psychischen Bereiche noch
als spekulative Ausblicke aufzufassen, die
sich wahrscheinlich so nie einstellen wer-
den. Ein typisches Beispiel ist wohl das
Neuromarketing, eine neue Forschungs-
richtung, die vorgibt, anhand von Hirnakti-
vierungen das Kaufverhalten von Kunden
vorherzusagen. Aus derzeitiger Sicht der
kognitiven Neurowissenschaften ist dieser
Ansatz eher kritisch zu sehen.

Soziopathen: Auffilligkeiten im Fron-
talkortex?

Ein anderer ethischer Problembereich ist

viel virulenter und birgt auch fiir die Zu-
kunft erhebliche ethische Gefahren. Der-
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zeit haufen sich Befunde, die psychische
und neurologische Auffélligkeiten mit hirn-
anatomischen Devianzen in Verbindung
bringen. So konnte z.B. gezeigt werden,
dass Soziopathen uber neuroanatomische
Auffalligkeiten im Frontalkortex verfligen.
Es wird davon ausgegangen, dass diese
neuroanatomischen Auffalligkeiten die de-
fizitdren Verhaltenskontrollfunktionen bei
diesen Soziopathen determinieren. Wenn
dem so ist, kdnnte man in Zukunft alleine
anhand neuroanatomischer Bilder in vivo
Soziopathen identifizieren und entspre-
chend behandeln. Dies kann auch zu veran-
Einstellungen zu Soziopathen
fuhren,denn wenn sie einen Hirndefekt ha-

derten

ben, dann sind sie offenbar nicht direkt ver-
antwortlich fur ihre Taten. Aktuelle Falle
des US-amerikanischen Gerichtswesens
belegen den lebhaften Einfluss solcher
Uberlegungen auf das Rechtssystem.

In diesem Zusammenhang ist auch darauf
zu verweisen, dass die mit bildgebenden
Verfahren erhobenen Daten lange gespei-
chert werden konnen. Dies kann dazu
fuhren, dass Hirndaten, die vielleicht im Zu-
sammenhang mit einer arztlichen Routine-
untersuchung erhoben wurden, Jahre spa-
ter zu anderen Zwecken verwendet wer-
den. Moglicherweise kdnnten sich die Ana-
lysemethoden verbessert haben, und man
wirde feststellen, dass eine Person uber
ein Hirn verfiigt, das typisch fiir ein sozio-
pathisches Gehirn ist. Wenn dies publik
wiirde, wie reagieren dann die Versicherun-
gen, die Angehorigen und der Proband
selbst?

Die vielen diagnostischen Maoglichkeiten,
die bildgebende Verfahren eréffnen, sind
auch mit dem Problem verbunden, dass ei-
nige Krankheiten friiher erkannt werden
konnen. Das konnte von Vorteil sein, wenn
entsprechende Behandlungsmethoden zur
Verfugung stehen. Wenn allerdings keine
Behandlungsmethoden zur Verfiigung ste-
hen, dann wird der Patient unter erhebli-
chen psychischen Belastungen leiden. Die
weitaus haufiger auftretende Moglichkeit
ist, dass nicht eindeutig zu diagnostizie-
rende anatomische Defizite identifiziert
werden, die sowohl den Arzt als auch den
Patienten ratlos zuriicklassen (z.B. so ge-
nannte «Zufallsbefunde»). Solche Befunde
konnen aber erhebliche Veranderungen im
Hinblick auf die Lebenszufriedenheit des
Betroffenen auslosen.

Trotz aller Probleme darf etwas nicht aus-
ser Acht gelassen werden: Die Bildgebung
hat insbesondere fiir die kognitiven Neuro-
wissenschaften, aber auch fiir die medizini-

sche Diagnostik einen erheblichen Erkennt-
nisgewinn erbracht.
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—— Seit  Anfang  der
i 1990er-Jahre  haben
:.:rl::::.:'.. sich die technischen
" Méglichkeiten enorm
SesEE e verbessert, das mensch-
liche Gehirn zu untersu-
chen und dessen Struk-
turen und Aktivitdten
zu messen. Heute gehdren die verschie-
denen Formen der Bildgebung - u.a.
Positronenemissionstomographie, Ma-
gnetresonanztomographie, Magnetenze-
phalographie, Transkranielle Magnetsti-
mulation — zu den grundlegenden Me-
thoden der Neurowissenschaften, insbe-
sondere der Neuropsychologie, der Klini-
schen Psychologie, der Neurologie, der
Neurobiologie und der Psychiatrie. Die
mit den neuen Methoden verbundenen
faszinierenden technischen Entwicklun-
gen haben nicht nur zu einer neuen Wis-
senschaft, namlich der kognitiven Neuro-
wissenschaft, gefiihrt, sondern auch
neuen theoretischen Konzepten des
menschlichen Verhaltens und Denkens
zum Durchbruch verholfen. Dieses Lehr-
buch fiihrt Studierende und Lehrende be-
hutsam in die komplexen Verfahren ein
und gibt Psychologen, Neurologen und
Psychiatern in Praxis sowie in Aus-, Fort-
und Weiterbildung dariiber hinaus an-
wendungsorientierte Hilfestellungen
und Anregungen.




HEFEZELLEN TEILEN SICH DURCH KNOSPUNG. Die Mutter-Hefezelle (dunkler Zellbereich,
darunter Septin-Ring - grin) enthalt den Kern mit allen Chromosomen (blau). Um sich zu teilen,
lasst die Zelle einen neuen Zellbereich wachsen, die Knospe, die spater zur Tochterzelle wird.
Das Knospen-Wachstum hangt vom Actin (rot) und Polaritatsfaktoren (griin) ab. (siehe S. 31)



SPINDELBEWEGUNG ZUM KNOSPENHALS HIN. Neun aufeinander folgende Filmbilder zeigen die Be-

wegung der mitotischen Spindel in Richtung des Knospenhalses. Gelb: Septin-Faden beim Knospenhals.



Rosa: Mikrotubuli; die Kontur der Zelle ist rot markiert. Die Spindel ist der dicke Balken im
Zentrum der Zelle. Die beiden Enden des Balkens stellen die beiden Spindeln dar. (siehe S. 31)



Das Protein Kar9 befindet sich asymmetrisch zu den Spindelpolen und den zugehorigen Microtubuli.
Ein Zellenfeld, das fluoreszierendes Tubulin (rot) und fluoreszierendes Kar9 (griin) exprimiert.
Das Tubulin bildet die Mikrotubuli, die ihrerseits die Spindel bilden (rote Balken in Mutterzellen).
(siehe S. 31)




MULTIMODALES IMAGING: DIAGNOSTIK, VERLAUFSKONTROLLE UND THERAPIE-EVALUATION

DAS RATSEL ALZHEIMER

MARKUS RUDIN, KLAAS PRUSSMANN, PETER BOSIGER UND ROGER NITSCH

Die Perspektiven fiir die Behandlung der Alzheimer-Demenz sind eng gekoppelt
an die Entwicklung diagnostischer Verfahren: Mit ihrer Hilfe kann die Therapie

friih indiziert und in ihrem Verlauf kontrolliert werden. Die biologischen
Mechanismen, die den morphologischen und physiologischen Veranderungen der

Alzheimer-Demenz zugrunde liegen, sind fiir die Entwicklung neuer Therapien

wie auch neuer diagnostischer Strategien massgeblich. Neue Imaging-Methoden

konnten dabei von Nutzen sein.

Frihsymptome der Alzheimer-Demenz sind
die Beeintrachtigung des Kurzzeitgedacht-
nisses sowie andere Defizite kognitiver
Funktionen. Alzheimer-Demenz ist eine
neurodegenerative Erkrankung, die rund
8% der liber 65- und 20% der liber 80o-Jahri-
gen betrifft (1, Abb.1). In der Schweiz gibt es
heute rund 70 000-85000 Patienten mit
steigender Tendenz aufgrund der demogra-
phischen Entwicklung. Die durchschnittli-
chen Kosten pro Patient (Behandlung /
Pflegeheim) belaufen sich in Deutschland
auf rund 44 ooo Euro pro Jahr (2), was auf
die Schweiz extrapoliert das Gesundheits-
wesen mit etwa 5 Mrd. Schweizer Franken
pro Jahr belastet. Diese Zahlen belegen,
dass die Entwicklung von Therapien zur Be-
handlung von Alzheimer-Demenz von gros-
ser medizinischer Relevanz ist; alle grossen
pharmazeutischen Firmen bearbeiten ent-
sprechende Projekte.

Die zuverldssige quantitative Erfassung des
Zustandes eines Patienten ist essenziell fiir
die Beurteilung von potenziellen Therapie-
effekten. Die klassische Alzheimer-Dia-
gnose basiert auf neuropsychologischen
Testbatterien (z. B. mini-mental score), wel-
che die kognitiven Fahigkeiten eines Pati-
enten erfassen. Die Spezifitdt solcher Ver-
fahren ist limitiert; andere neurodegenera-
tive Erkrankungen (beispielsweise vas-
kuldre Demenz) kénnen auf diese Weise
nicht ausgeschlossen werden.

Definitive Diagnose — erst nach dem
Tod

Bei fortgeschrittener Krankheit nimmt das
Gehirnvolumen ab. Diese so genannte Atro-
phie kann mittels nichtinvasiver Magnet-
resonanz-Bildgebung (MRI) quantitativ er-

fasst werden. (siehe auch Brandner, S. 14).
So wurde beispielsweise gezeigt, dass die
jahrliche Reduktion des Gehirnvolumens
bei Alzheimer-Patienten signifikant erhoht
ist im Vergleich zu gleichaltrigen Gesunden
(3). Die definitive Diagnose Alzheimer kann
jedoch erst nach dem Tod gestellt werden.
Zweifelsfrei |asst sich die Krankheit bislang
nur durch histologische Untersuchungen
nachweisen. Sie manifestiert sich in cha-
rakteristischen Ablagerungen im Gehirn,
den so genannten amyloiden Plaques und
neurofibrilldren Tangles.

Haufigkeit und Zeitpunkt des Auftretens
von Alzheimer sind weitgehend unabhan-
gig vom Kulturkreis des Betroffenen. Dies
deutet darauf hin, dass die Mechanismen,
die zur Erkrankung fiihren, primar altersab-
hangig sind (1). Das Erkrankungsrisiko ist
individuell genetisch bedingt, vererbte Ver-
anderungen von einzelnen Genen sind vor
allem wesentlich bei Patienten, die in
friihem Alter erkranken, jedoch insgesamt
selten (1). Beteiligt sind unter anderem jene
Gene, die fiir die Bildung von Amyloid Pre-
cursor Protein (APP), Prasenilin 1und 2 (PS-1,
PS-2) und Apo-Lipoprotein E (Apo E) verant-
wortlich sind. Im Folgenden konzentrieren
wir uns auf Mechanismen, die mit der Bil-
dung von amyloiden Plaques zusammen-
hangen. Die erhohte zerebrale Konzentra-
tion von B-Amyloid-Peptid (AB) bei Alzhei-
mer-Patienten ist das Resultat einer abnor-
malen Spaltung eines Transmembran-Pro-
teins, des Amyloid Precursor Proteins (APP).
Dieses wird durch proteolytische Enzyme,
die Sekretasen, gespalten. Beim sukzessi-
ven Abbau von APP durch B- und y-Sekre-
tase entsteht AB, ein Prozess, der auch bei
Gesunden auftritt und nicht notwendiger-
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Abb. 1: Pravalenz von Alzheimer-Demenz
in Funktion des Lebensalters «Daten
von (1)».

weise pathologisch ist. Erhohte Aktivitat
von diesen Enzymen fiihrt aber zu erhéhter
Konzentration von AB, das zu Plaques ag-
gregieren kann (Abb. 2). AB-Plaques ihrer-
seits konnen im Gehirn eine Immun-Ant-
wort ausldsen, assoziiert mit Entziindungs-
Prozessen, Verlust von Neuronen und be-
schleunigter Plaque-Bildung (4). Es wurde
gezeigt, dass an Stellen, wo Plaques auftre-
ten, ebenfalls typische Zeichen einer Ent-
ziindung in Form spezieller Proteine und
Immun-Zellen auftreten (s).

Zur Behandlung der Alzheimer-Demenz
versucht man, in diesen Prozess in verschie-
denen Phasen einzugreifen. Eine Strategie
zielt auf die Reduktion der zerebralen AB-
Konzentration durch Hemmung der AB-Bil-
dung ab, und zwar durch die Hemmung der
B- und y-Sekretasen. Ein zweiter Ansatz be-
steht darin, die Aggregation von AB zu po-
tenziell toxischen Plaques zu verhindern.
Die schadliche Immunantwort auf diese
Plaques versucht man schliesslich durch
eine vorgangige Impfung zu verhindern. In
allen Fallen wiirde eine erfolgreiche Be-
handlung zur Reduktion der Plaque-Kon-
zentration im Gehirn fiihren.
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Amyloid Precursor Protein (APP) durch

B- und y-Sekretase verursacht zu hohe
Konzentrationen von zerebralem B—Rngloid,
was zu Aggregation und Plaquebildung

fihrt.

Abb. 3:

Hirnfurchen und Uentrikel).

Moderne Bildgebungsverfahren

Um potenzielle Therapie-Effekte frih,
quantitativ und reproduzierbar zu ermit-
teln, sind diagnostische Verfahren erforder-
lich, die hohe Sensitivitat und Spezifitat
aufweisen. Zudem sollten sie nicht oder
nur minimal invasiv sein. Diese letzte Be-
dingung wird am besten durch moderne
Bildgebungsverfahren erfiillt. Strukturelle
und funktionelle Bildgebung mittels MRI
misst morphologische und physiologische
Verdnderungen infolge des Krankheitspro-
zesses. So wurde gezeigt, dass die jahrliche
Abnahme des Gehirnvolumens in Alzhei-
mer-Patienten ungefahr 5-mal grosser ist
als jene bei gleichaltrigen Gesunden: —2,5%
gegeniiber —0,5% pro Jahr (Abb. 3, (3)). Me-
thoden zur quantitativen Volumenbestim-
mung miissen dusserst akkurat sein, damit
bei diesen geringen Unterschieden Thera-
pie-Effekte zuverldssig nachgewiesen wer-
den konnen. Die Empfindlichkeit der Mor-
phometrie kann optimiert werden durch
Vermessen spezifischer Gehirnregionen,
die besonders starke Atrophien zeigen, wie
zum Beispiel der Hippocampus. Alternativ
kénnten Anderungen in physiologischen
Gewebsparametern, beispielsweise der
Durchblutung, als Indikator fiir den Thera-
pieerfolg herangezogen werden: Durchblu-
tungsstorungen infolge von Ablagerungen
von Amyloid an den Gefdssen spielen mog-
licherweise eine bedeutende Rolle bei der
Entwicklung  der  Alzheimer-Krankheit
(siehe auch Abela et al., S. 60). Schliesslich
konnten therapiebedingte Verbesserungen
bei der Durchfiihrung von kognitiven Tests
mittels  funktioneller =~ MR-Bildgebung
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STRUKTURELLES MR-IMAGING von einen
Alzheimer-Patienten (untere Reihe) und
einem gleichaltrigen Gesunden (obere
Reihe). Die Abnahme des Hirnvolumes beim
Patienten ist offensichtlich (vergrdsserte

Fisgars

)»

Gesund

aLzheimer

(FMRI) quantitativ bestimmt werden. Alle
diese Verfahren sind eingesetzt worden,
um bei Patienten den spontanen Krank-
heitsverlauf zu dokumentieren und ande-
rerseits in Pilot-Studien potenzielle Alzhei-
mer-Therapeutika zu evaluieren. Dabei sind
zwei wesentliche Probleme zutage getre-
ten: 1) die Methoden haben sich als nicht
geniigend sensitiv erwiesen und 2) Effekte
konnten nur liber lange Zeitraume gezeigt
werden.

In den vorgangig diskutierten Therapie-
Konzepten kommt der quantitativen Erfas-
sung der Belastung durch Ap-Plaques eine
zentrale Bedeutung zu. Amyloide Plaques
unterscheiden sich strukturell vom umge-
benden Gewebe; ihre Grosse liegt typi-
scherweise im Bereich von 100 pm. Prinzi-
piell sollte es daher mittels MRI méglich
sein, solche Plaques ohne Zugabe eines
Kontrastmittels nachzuweisen. Tatsachlich
konnten in einem Maus-Modell AB-Plaques
abgebildet werden (7); die erforderliche
raumliche Auflésung und die damit ver-
bundenen Aufnahmezeiten schliessen je-
doch derzeit eine direkte Ubertragung des
Verfahrens auf den Menschen aus. Die
quantitative Erfassung der Plaquebelas-
tung erfordert offensichtlich eine andere
Strategie: Die selektive Markierung von
Plaques mit kontrastverstarkenden Mo-
lekiilen sollte eine zuverlassige Messung
ihrer Konzentration auch bei geringerer
raumlicher Auflésung erlauben.

Die Entwicklung von solch spezifischen
Marker-Molekiilen erfolgt analog zur Ent-
wicklung von spezifischen Wirkstoffen. Das
Marker-Molekiil muss eine hohe Affinitat
und Selektivitat zu seinem Zielmolekiil ha-

ben (in unserem Beispiel aggregiertes AB),
es muss zu den Plaques gelangen (gute Bio-
verfiigbarkeit) und sollte keine toxischen
Nebeneffekte auslésen. Spezifische Farb-
stoffe aus der Histologie kdnnen ebenfalls
als Referenzstrukturen fir In-vivo-Marker
herangezogen werden. Tatsachlich basiert
die Struktur von Plaque-Markern fiir die Po-
sitronenemissionstomographie (PET) auf
Histologie-Farbstoffen wie Kongorot oder
Thioflavin. In-vitro-Studien an Gehirn-
praparaten bestatigten diesen Markern
hohe Plaque-Affinitat (8), wahrend klini-
sche PET-Studien signifikant héhere Signal-
intensitaten bei Alzheimer-Patienten im
Vergleich zu gesunden Altersgenossen er-
gaben (8,9). Verschiedene von diesen PET-
Markern sind zurzeit in der klinischen Er-
probung.

Bei transgenen Mausmodellen der Alzhei-
mer-Krankheit konnen als Alternative zu
PET-Markern plaquespezifische Farbstoffe
eingesetzt werden, die Fluoreszenz-Emis-
sion im nahen Infrarotbereich (NIR) aufwei-
sen (siehe auch Rudin/Schubiger, S. 36). In
diesem spektralen Fenster ist die Lichtab-
sorption durch Gewebe relativ gering, so-
dass Signale aus Tiefen von bis zu einigen
Zentimetern gemessen werden kénnen. Ein
entsprechender Farbstoff wurde zur Be-
stimmung der Plaquekonzentration bei
einem transgenen Mausmodell eingesetzt
((10), Abb. 4). NIR-Fluoreszenzimaging ist
praklinisch attraktiv; in der Klinik ist die
Methode aufgrund der geringen Eindring-
tiefe der NIR-Strahlung jedoch nur be-
schrankt einsetzbar.
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Abb. 4:

Histologie

PLABUE-IMAGING mittels NIR-Fluoreszenzimaging bei einem transgenen
Mausmodell der Alzheimer-Demenz (APP23).

In-vivo-Experimente ergaben

signifikant hohere NIR-Intensitat im Gehirn der transgenen Mause (farbige
Uberlagerung) im Uergleich zu normalen Tieren. Histologische Analysen
ergaben hohe NIR-Fluoreszenzsignale (rote Bereiche, linkes Bild) an Orten
von Plaques (dunkle Stellen, rechtes Bild) und demonstrieren damit die
Plaque-Affinitat des Farbstoffs (nach (10)).

Intelligente Proben

Neben den beschriebenen Ansétzen fiir die
Untersuchung struktureller Details zielt
eine weitere Klasse neuer Bildgebungsme-
thoden darauf, sogar molekulare Prozesse
im intakten Organismus sichtbar zu ma-
chen. So wurden beispielsweise «intelli-
gente» NIR Marker («<smart Probes») ent-
wickelt, die via Spaltung durch ein spezifi-
sches proteolytisches Enzym aktiviert wer-
den; d. h., die Proben geben nur ein Signal,
wenn das entsprechende Enzym im Ge-
webe vorhanden ist. Der zugrunde liegende
Mechanismus wird als Fluoreszenz-Ener-
gie-Resonanz-Transfer bezeichnet. «Smarte»
Proben erlauben es, raumlich und zeitlich
aufgelodst die Aktivitat von proteolytischen
Enzymen darzustellen (11). Hohe proteolyti-
sche Aktivitat findet sich bei einer Vielfalt
von Pathologien wie z.B. bestimmten Tu-
mortypen, Arteriosklerose oder Arthritis.
Auf die Alzheimer-Demenz angewendet,
kdnnte man mittels Sekretase-Markern di-
rekt die Wirksamkeit von Enzym-Hemm-
substanzen (Inhibitoren) und dadurch Evi-
denz zur Giiltigkeit der pharmakologischen
Hypothese zeigen. Spezifische Sekretase-
Marker-Molekiile sind allerdings bis heute
noch nicht beschrieben.

Der kombinierte Einsatz von modernen
nichtinvasiven Imagingmethoden erlaubt
eine umfassende diagnostische Charakteri-
sierung von Krankheitsprozessen sowie die
quantitative Evaluation von therapeuti-
schen Interventionen. Dies wurde am Bei-
spiel von Behandlungsstrategien bei der
Alzheimer-Demenz, die auf Reduktion der
Plaquebelastung abzielen, diskutiert. Spe-

zifische Marker erlauben es, die Plaquekon-
zentration nichtinvasiv zu visualisieren und
zu messen, eines Tages moglicherweise
auch die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen. Klassische Bildgebung er-
fasst die morphologischen und physiologi-
schen Konsequenzen dieser molekularen
Prozesse —eine essenzielle, komplementare
Information. Das eigentliche Ziel der Be-
handlung ist schliesslich nicht die Reduk-
tion der Plaquebelastung, sondern die Er-
haltung oder Verbesserung der kognitiven
Fahigkeiten des Patienten.

Die Entwicklung der Biomedizin in die Rich-
tung immer gezielterer kausaler Therapien
bringt eine Vielzahl neuer Herausforderun-
gen fir die Bildgebung und allgemeiner fiir
die Bioanalytik mit sich. Dabei kommt den
nichtinvasiven Methoden eine zentrale Be-
deutung zu, erlauben sie doch mechanisti-
sche Studien auch im intakten Organismus,
d.h. im Gesamtkontext. Dazu miissen die
Bildgebungstechnologien so erweitert und
kombiniert werden, dass sie Einblicke in
molekulare und zellulare Mechanismen in
zeitlich und raumlich aufgeloster Form lie-
fern.Vieles deutet darauf hin, dass diese Ent-
wicklung die diagnostischen und therapeu-
tischen Moglichkeiten fiir eine grosse Zahl
von Patienten nachhaltig erweitern wird.

Markus Rudin 2, Klaas Priissmann 2,

Peter Bosiger 2, Roger Nitsch®

2 Institut fir Biomedizinische Technik,
D-ITET ETH Ziirich und Universitat Ziirich
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Universitat Zurich
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BAKTERIELLE INFEKTIONEN

«NANO-SPRITZEN»
MACHEN KRANK

MARKUS SCHLUMBERGER, HUBERT HILBI UND WOLF-DIETRICH HARDT

Es gibt eine Unzahl verschiedener Bakterienarten auf der Welt.

Und obwohl die meisten vollig harmlos fiir den Menschen sind, kénnen einige

Dutzend Bakterienarten ernsthafte Krankheiten auslésen. Wie dies genau
vor sich geht, kann man dank neuer bildgebender Verfahren sogar filmen.

Bekannte Erreger wie Vibrio cholerae (Cho-
lera), Bacillus anthracis (Milzbrand), Yersi-
nia pestis (Pest), Salmonella typhimurium
(Durchfall), Shigella flexneri (Bakterien-
ruhr) und Legionella pneumophila (Le-
gionarskrankheit) I6sen bei Menschen di-
verse Krankheiten aus.

Was unterscheidet nun pathogene Bakte-
rien von ihren harmlosen Verwandten? Es
stellte sich heraus, dass der Unterschied zu-
meist auf der An- beziehungsweise Abwe-
senheit von bestimmten DNA-Abschnitten,
den Virulenzgenen, beruht. Pathogene Bak-
terien besitzen solche Virulenzgene, harm-
lose nicht. Das Arsenal von Virulenzgenen
bestimmt die Art der Krankheit, die ein pa-
thogenes Bakterium auslésen kann. Fiir die
Entwicklung neuer Strategien zur Bekamp-
fung von Infektionskrankheiten ist die Ent-
schliisselung der Wirkungsweise der Viru-
lenzfaktoren von grosser Bedeutung.

Das konfokale «Spinning-disc»-Mikroskop
in Aktion: Filmaufnahme einer bakteriellen
Infektion.

«Nano-Injektionsspritzen» manipu-
lieren Zellen

Viele Pathogene, die im engen Kontakt mit
ihren Wirten leben, haben eine ganz beson-
dere Fahigkeit erworben, den Wirt zu mani-
pulieren: Spritzen im Nano-Massstab. Tritt
ein pathogenes Bakterium mit einer Wirts-
zelle in Kontakt, injiziert es mit Hilfe dieser
Spritzen einen Cocktail von Virulenzfakto-
ren direkt in die Zelle. Im Inneren der Wirts-
zelle manipulieren diese Virulenzfaktoren
zelluldre Prozesse. Auf diesem Wege wer-
den die Wirtszellen zu Verhaltensweisen
gezwungen, die das Wachstum des Patho-
gens fordern und die Infektionsabwehr er-
schweren.

Bislang sind zwei Bauarten fiir solche
Nano-Spritzen bekannt, die Typ-Ill- und die
Typ-IV-Sekretionssysteme. Die Typ-Ill-Se-
kretionssysteme stammen vermutlich von
den Fortbewegungsapparaten (Flagellen)
der Bakterien ab. Die Typ-IV-Sekretions-
systeme sind aus Transportsystemen ent-
standen, die urspriinglich dem Austausch
von Erbmaterial zwischen verschiedenen
Bakterien gedient haben. Beide Nano-Sprit-
zen haben gemein, dass sie eine Art Hohl-
nadel-Struktur ausbilden, die einen Innen-
durchmesser von wenigen Nanometern ha-
ben. Treffen die Bakterien auf eine Wirts-
zelle, wird ein Cocktail von Virulenzfakto-
ren durch diese Hohlnadelstrukturen direkt
ins Innere der Wirtszelle gepumpt. Die Bak-
terien (1-2 pm), die Injektionsnadeln (ca.
30-500 nm lang), die Virulenzfaktoren
(Durchmesser: ca. 1-50 nm) und die betrof-
fenen Strukturen im Inneren der infizierten
Zelle (ca. 0,1-10 um) sind dusserst klein.
Deshalb sind hoch auflésende lichtmikro-
skopische Verfahren und die Elektronenmi-

kroskopie von grosser Bedeutung, um diese
Pathogen-Wirt-Interaktion zu analysieren.
Zwei Beispiele aus dem Institut fir Mikro-
biologie der ETH Ziirich werden hier vorge-
stellt.

Salmonella typhimurium:
Schuld am Durchfall

Der Durchfallerreger Salmonella typhimu-
rium besitzt ein Typ-lll-Sekretionssystem,
das die Manipulation der Darmzellen er-
laubt und Durchfall auslést. S. typhimu-
rium pumpt mit Hilfe dieses Typ-IlI-Sekre-
tionssystems einen Cocktail von Virulenz-
faktoren in die Darmzellen. Die Erkrankung
beruht also letztlich auf der Wirkungsweise
dieses Virulenzfaktor-Cocktails.

Die Komplexitat dieses Cocktails ist ver-
bliiffend. Es setzt sich aus mindestens 12
unterschiedlichen Virulenzfaktoren zusam-
men. Um die Wirkungsweise des Cocktails
zu verstehen, werden vielerlei Informatio-
nen benotigt: Welche biochemischen Ei-
genschaften haben die einzelnen Virulenz-
faktoren? In welcher Menge und in wel-
chem Mischungsverhadltnis kommen die
Virulenzfaktoren zum Einsatz? Werden die
Virulenzfaktoren gleichzeitig oder in einer
bestimmten Reihenfolge injiziert? Wie
schnell erfolgt die Injektion durch ein Typ-
IlI-Sekretionssystem?

Die molekulare Funktion einiger S.-typhi-
murium-Virulenzfaktoren konnte schon ge-
klart werden. Es scheinen bevorzugt zen-
trale Schaltstellen der Informationsverar-
beitung angegriffen zu werden wie zum
Beispiel die Guanin-Nukleotid-bindenden
Proteine Cdc42 und Rac1 oder Signalmo-
lekiile der Phosphatidyl-Inositol-Phosphat-
Familie. Nun gilt es aufzuklaren, wie die



abb. 1: PATHOGENE BAKTERIEN
Wwie Salmonella und Legionella (grin)
benutzen molekulare Nano-Injektionsna-
deln, um ihre VUirulenzfaktoren (rot)
direkt in die Wirtszelle einzuspritzen.

SCHEMATISCHE DARSTELLUNG
der Injektion von VUirulenzfaktoren in
eine Fresszelle (Makrophage).

Links:

Rechts: FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE AUF-
NAHME
einer Salmonelle (griin) wdhrend der
Injektion eines ihrer Uirulenzfaktoren
(rot). Zur besseren Anschaulichkeit
wurden die Strukturen der Injektionsna-
deln* und der Bakterien-Hiille dazu
modelliert. Die exakte Darstellung der
Nadel-Strukturen bei der Infektion er-
fordert Mikroskopieverfahren mit héhe-
rer Auflosung (z.B. Elektronenmikrosko-
pie). Der Uerlauf der Wirtszelle ist
durch die gestrichelte weisse Linie an-
gedeutet. Die Injektionsnadeln (Protein-
Sekretionssysteme) sind nicht massstab-
lich abgebildet.
* Die Struktur der Injektionsnadeln wurde
modelliert aus Daten der folgenden Publika-
tionen: 1) Marlovits TC. et al., Science.

2004 Nov 5;306(5698):1040-2. 2) Cordes FS et
al., Biol. Chem. 2003 May 9;278(419):17103-7.

apbb. 2: FILMAUFNAHME

der Uirulenzfaktor-Injektion bei Salmo-
nella typhimurium. Die InJjektion wird
durch Rekrutierung einer spezifischen,
fluoreszenten Sonde (grin) hin zum
eingespritzten VUirulenzfaktor zeitlich
verfolgt und quantifiziert. Der Beginn
der Injektion kann schon wenige Sekunden
nach dem Kontakt der Bakterien mit der

Virulenzfaktoren zusammenwirken (syner-

gistisch, antagonistisch) und in ihrer Wir-
kungsweise und Dosierung aufeinander
abgestimmt sind. Das wird erklaren,
warum S. typhimurium seinen Wirt so effi-
zient manipulieren kann, und kdnnte neue
Ansatzpunkte zur Entwicklung von Thera-

peutika liefern.

«Spinning-disc»-Konfokal-Mikrosko-
pie: Infektionen «filmen»

Kiirzlich ist es gelungen, erste Filmaufnah-
men des Injektionsvorgangs selbst zu ma-
chen. Zundchst wurden hierfir spezielle
Fluoreszenzmarker entwickelt. Diese Flu-
oreszenzmarker binden an die bakteriellen
Virulenzfaktoren, sobald diese in der Wirts-
zelle eintreffen. Fur die Filmaufnahmen
wurde die Infektion im Zellkulturmodell
nachgestellt. Die Saugetierzellen werden in
speziellen Mikroskopie-Gefdssen geziichtet,
auf den Objekttisch eines Mikroskops mon-
tiert und dann unter den Augen des Beob-
achters infiziert. Der Infektionsvorgang und
die Veranderungen im Inneren der infizier-
ten Wirtszelle werden dann gefilmt. Wegen
der geringen Proteinmengen (200-5000

Molekiile) und der hohen Geschwindigkeit
des Injektionsvorgangs musste eine beson-
ders schonende, lichtempfindliche (Quan-
tenausbeute > 70%) und zeitlich hochauflé-
sende (> 2 Bilder pro Sekunde) Methodik der
Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden,
die so genannte «Spinning-disc»-Konfokal-
Mikroskopie. Es zeigte sich, dass S. typhimu-
rium an Wirtszellen andockt und bereits
wenige Sekunden spater mit der Injektion
des Virulenzfaktor-Cocktails beginnt. Allein
fir einen Virulenzfaktor konnten Injektions-
geschwindigkeiten von bis zu 60 Molekiilen
pro Sekunde nachgewiesen werden. Been-
det wird die Injektion, wenn der Vorrat des
Virulenzfaktors im Inneren des Bakteriums
erschopft ist. Dies sind die ersten quantita-
tiven Daten zur Funktionsweise eines Typ-IlI-
Sekretionssystems und ein Meilenstein zum
Verstandnis der Wirkung des Virulenzfak-
tor-Cocktails im Inneren der Wirtszelle.
Durch Kombination der Filmaufnahmen des
Injektionsprozesses mit hochauflésender
Fluoreszenzmikroskopie an fixierten Proben
ist es nun moglich, verschiedene Phasen des
Injektions- und Infektionsprozesses aufzu-
schliisseln (siehe auch Sbalzarini et al.,
S.48).So konnen einzelne Eigenschaften der

Wirtszelle nachgewiesen werden.*

bakteriellen Virulenzfaktoren und deren
Auswirkungen auf die Wirtszelle untersucht
werden (z. B. die Manipulation des Aktin-Zy-
toskeletts der Wirtszelle). Solche Analysen
werden in nachster Zeit massgeblich zum
besseren Verstandnis der Salmonella-Infek-
tionen beitragen.

Legionella pneumophila verursacht
Lungenentziindung

Legionella pneumophila ist ein Umwelt-
bakterium, das sich in einzelligen Fresszel-
len, den Amoben, vermehrt. Gelangen Le-
gionellen tiber Aerosole in die menschliche
Lunge, konnen sie sich in Fresszellen des
Immunsystems (Makrophagen) vermehren.
Diese Eigenschaft ist eine Voraussetzung
fir das Verstehen der schweren Lungenent-
ziindung, der Legionarskrankheit. In Amo-
ben und Makrophagen bilden Legionellen
ein «membranumhiilltes» Organell (Va-
kuole), worin sie sich vermehren, bis die
Wirtszelle platzt. Um diese Vakuole zu bil-
den, benutzt L. pneumophila ein Typ-IV-
Sekretionssystem. Fehlt dieses Sekretions-
system, werden die Legionellen von den
Fresszellen abgetotet und sind daher nicht
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Abb. 3: AUFNAHME EINER AMOBE infiziert mit griin fluoreszierenden Legionellen.
Bakterien ausserhalb der Zelle wurden zusatzlich rot angefarbt.

28

mehr pathogen. Diese molekularen Injekti-
onsspritzen spielen somit eine zentrale
Rolle fiir die Entstehung der Legionars-
krankheit.

Jiingst konnten ca. 30 verschiedene Viru-
lenzfaktoren von L. pneumophila identifi-
ziert werden, die mit Hilfe des Typ-IV-Sekre-
tionssystems in die Wirtszellen transpor-
tiert werden. Die molekulare Wirkungs-
weise der meisten dieser Virulenzfaktoren
und ihr Zusammenspiel missen nun ge-
klart werden. Man nimmt an, dass diese
Proteine dhnlich wie Typ-IlI-Virulenzfakto-
ren direkt in Signalwege der Wirtszelle
eingreifen, um die Bildung der replikativen
Vakuole zu ermoglichen. Die soziale Amdbe
Dictyostelium discoideum eignet sich be-
sonders, um dynamische Interaktionen
zwischen Fresszellen und Legionellen zu
untersuchen, da diese Amobe genetisch ma-
nipuliert werden kann. Zurzeit wird insbe-
sondere der Einfluss einer Klasse von Lipiden,
der Phosphatidyl-Inositol-Phosphate, auf die
intrazellulare Vermehrung der Legionellen
untersucht. Analog zum Salmonella-System
(s.0.), ist auch in diesem Fall die Kombina-
tion von molekularbiologischen Analysen,
Elektronenmikroskopie und hochaufldsen-
der Fluoreszenzmikroskopie von zentraler
Bedeutung.

Kiinftige Entwicklungen

Protein-Injektionssysteme spielen bei bak-
teriellen Infektionskrankheiten eine wich-
tige Rolle. Die funktionelle Analyse dieser
bakteriellen Nano-Spritzen ist fiir die Medi-
zin und die Grundlagenforschung gleicher-
massen interessant. Selbst technische An-
wendungen, wie z.B. gezielter Transport
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und Injektion von massgeschneiderten
Agenzien in bestimmte Zielorte in der Um-
welt oder im menschlichen Kérper sind
denkbar. Fiir die funktionelle Analyse der
Protein-Injektionssysteme sind neben bio-
chemischen Methoden vor allem bildge-
bende Verfahren von grosser Bedeutung.
Die Echtzeitanalyse des Injektionsvorgangs
in einzelne Wirtszellen ist hier besonders
wichtig. In ndherer Zukunft sind vor allem
in der Lichtmikroskopie methodische Fort-
schritte zu erwarten, die fur die Erfor-
schung von Protein-Injektionssystemen
von grosser Bedeutung waren. Dazu
gehoren hochauflésende Vielfarben-Flu-
oreszenzmikroskopie (< 100 nm Aufldsung)
und schnelle konfokale Darstellungsver-
fahren. Diese methodischen Fortschritte
mussen einhergehen mit der Entwicklung
eines breiten Spektrums fluoreszierender
Sonden (Genbanken fir Fusionsproteine
mit fluoreszierenden Proteinen; Fluoro-
phor-markierte monoklonale Antikorper;
niedermolekulare, fluoreszierende «tags»).
Diese technischen Entwicklungen verspre-
chen bahnbrechende Fortschritte im Hin-
blick auf die Erforschung der bakteriellen
«Nano-Spritzen» und somit fir das Ver-
standnis von Infektionskrankheiten.

Markus Schlumberger, Wolf-Dietrich Hardt
und Hubert Hilbi

Institut fiir Mikrobiologie (D-BIOL) der
ETH Zirich

* Abb. 2 aus: Schlumberger M.C. et al., PNAS
2005 Aug 30; 102(35):12548-53.

Forschungsinformationen

Markus Schlumberger ist Doktorand in
der Gruppe von Prof. Wolf-Dietrich
Hardt (ausserordentlicher Professor fiir
Mikrobiologie am Institut fiir Mikrobio-
logie (D-BIOL) der ETH Zirich). Die Ar-
beitsgruppe erforscht die molekularen
Mechanismen bakterieller Infektions-
krankheiten, insbesondere der Typ-Ill-
Sekretion bei Salmonella typhimurium.
Zur Untersuchung der Salmonellen-Er-
krankung werden verschiedene Infek-
tionsmodelle sowie ein breites Metho-
denspektrum aus der Biochemie, Mole-
kularbiologie, Zellbiologie und Immuno-
logie angewendet.

Kontakt: Tel. +41 (0)44 632 51 43

Hubert Hilbi ist SNF-Assistenzprofessor
fiir zelluldre Mikrobiologie am Institut
fir Mikrobiologie (D-BIOL) der ETH
Ziirich. In seiner Arbeitsgruppe wird die
Pathogenitat von Legionella pneumo-
phila (Legionarskrankheit) und Shigella
flexneri (Bakterienruhr) analysiert. Im
Zentrum stehen die Wechselwirkungen
zwischen diesen pathogenen Bakterien
und Fresszellen des Immunsystems
(Makrophagen) und der Umwelt (Amo-
ben) sowie die Bildung von bakteriellen
Biofilmen.

Kontakt: Tel. +41 (0)44 632 47 82




KREBSBIOLOGIE UND -THERAPIE

WEIST UNS LICHT-
MIKROSKOPIE DEN WEG?

CAREN NORDEN UND YVES BARRAL

Krebs ist eine der Haupttodesursachen in Industrienationen. Die Verbreitung
dieser Krankheit ist leider immer noch ansteigend: Schuld daran sind hauptsachlich Umwelt-
einfliisse und die zunehmende Uberalterung unserer Gesellschaft. Viele Patienten, die sich
noch in den 7oer-Jahren mit einer sehr schlechten Prognose konfrontiert gesehen hitten,
kénnen heute, dank den grossen Fortschritten in der medizinischen Forschung, therapiert

und oft sogar geheilt werden. Welche Rolle spielt dabei die Lichtmikroskopie?

Alle Krebserkrankungen haben eine ge-
meinsame Ursache — die fehlgeleitete Zell-
teilung, die auf zwei verschiedenen Ebenen
passieren kann: Zum einen kénnen Zellen,
die eine kontrollierte Teilung unterlaufen,
zum Beispiel um abgestorbene Zellen zu
ersetzen oder um einen Wundverband zu
schliessen, ausser Kontrolle geraten. Dies
geschieht, wenn Signale des Gesamtsys-
tems an die Zellen nicht erkannt und be-
folgt werden. In der Folge wird gesundes
Gewebe verdrangt oder zerstort. Der Grund
hierfiir ist meistens, dass der genetische
Code fiir den Informationsempfang und die
Informationsverarbeitung verloren gegan-
gen ist oder abgeschaltet wurde. Demzu-
folge kann Krebs als ein fehlerhafter Ein-
tritt von Zellen in ihr Teilungsprogramm
angesehen werden. Krebs kann aber auch
durch Fehler in diesem Teilungsprogramm
entstehen. Mutationen, die Krebs verursa-

chen, akkumulieren, weil Zellen fehlerhafte
Zellteilung unterlduft. Dadurch wird der
Defekt multipliziert, was oft zur Entste-
hung von Krebs beitragt. Krebs ist also so-
wohl ein Ausloser wie auch eine Konse-
quenz fehlerhafter Zellteilung.

Ratsel Zellteilung:
Eine komplexe Choreographie

Was ist so besonders am Prozess der Zell-
teilung, dass er so anfillig gegeniiber Mu-
tationen ist? Wie konnen wir ihn am besten
studieren? Wie ist es moglich, «gute» von
«schlechten» Teilungen zu unterscheiden?
Gibt es Moglichkeiten, in Zellteilungspro-
zesse einzugreifen, um speziell die Krebs-
zellen zu eliminieren, ohne gesundes Ge-
webe zu schadigen?

Zellteilung ist ein Prozess, der anndhernd
jede zelluldre Struktur und Substruktur mit

Abb. 1:

einbezieht. Dies unterscheidet ihn von an-
deren Prozessen in der Zelle, wie Stoff-
wechsel (Metabolismus) und Wachstum
(Anabolismus) oder Zellmigration und in-
terzelluldare Kommunikation, die oft nur
Substrukturen der Zelle beeinflussen. Man
kann Zellteilung am besten als komplexe
Choreographie verstehen, in der die Zelle in
ihrer Gesamtheit eine Duplikationsproze-
dur durchlauft, um eine Mutterzelle in zwei
Uberlebensfahige Tochterzellen zu verwan-
deln. Subzellulare Strukturen mussen pra-
zise dupliziert bzw. repliziert werden, an-
dere Strukturen miissen aufgelést und
durch neue ersetzt werden, zellulare Be-
standteile miissen gerichtet in andere Teile
der Zelle bewegt werden, und dies alles
muss koordiniert zueinander stattfinden,
sowohl zeitlich wie auch raumlich. Dies ist
offensichtlich eine der grossten Herausfor-
derungen an Zellen: diesen Prozess ohne

EIN BEISPIEL FUR DIE ANWENDUNG

UON LASER-BLEICH-EXPERIMENTEN

Eine Hefezelle wurde auf ihre Fahigkeit, erfolgreich Zellteilung durchzufiihren, uber-
prift und mit einer Mutante verglichen, die einen Zellteilungsdefekt hat. Der gestri-
chelte Kreis markiert die Stelle, an der mit dem Laserstrahl gebleicht wird. Der Keil
markiert die Zellteilungsebene.

A Ein Teil der Mutterzelle wird wiederholt mit Laserlicht bestrahlt, was dazu fiihrt,
dass das GFP-Protein ausgebleicht wird. Da in dieser Wildtyp-Zelle Zytokinese noch
nicht stattgefunden hat, konnen die grin markierten Proteine sowohl in der Mutter- wie
auch in der Tochterzelle frei diffundieren. In der Folge verliert man das Fluoreszenz-
signal im Laufe des Experiments in beiden Zellen.

B Der Uersuchsuerlauf ist der gleiche wie in A). Allerdings beginnt man mit der Bestrah-
lung mit Laserlicht erst, nachdem Zellteilung stattgefunden hat. Demzufolge handelt es
sich bereits um zwei Zellen, die nicht mehr durch ein Zytoplasma verbunden sind. Dies
fihrt dazu, dass Uber Zeit nur die Mutterzelle ausbleicht und griines Signal verliert,
da die Molekile nicht mehr im Austausch mit der Tochterzelle stehen.

C versuchsverlauf wie in A), doch dieses Mal verwendet man eine Mutante, in der der
letzte Schritt der Zellteilung blockiert ist. Deshalb sind Mutter- und Tochterzelle
immer noch miteinander verbunden, und man verliert Fluoreszenz in beiden Kompartementen.




WWW.SWISSre.com

You know what you want. And when it comes to planning your professional future, you leave nothing to chance. As a
global leader in risk and capital management, Swiss Re thinks hard about the future too. We foster a strong culture of
knowledge and development, and are constantly seeking ways of deepening our understanding of new risks. To meet

this challenge we need motivated, committed people. Why not join us and help us shape our future together!

Expertise you can build on. Swiss Re



Fehler, die katastrophale Konsequenzen ha-
ben kénnen, durchzufiihren.

Lichtmikroskopie kombiniert mit
Genetik und Biochemie

Drei experimentelle Ansatze haben sich in
unserer Forschung (Uber Zellteilung be-
wahrt: Mikroskopie erlaubt, Zellteilung als
Gesamtprozess zu studieren und nicht nur
als eine Abfolge individueller Schritte. Die-
sen Aspekt hat die Mikroskopie anderen
Techniken voraus. Es ist moglich, biochemi-
sche und biophysikalische Ereignisse an-
hand der Molekiile, die in sie verwickelt
sind, in der lebenden Zelle zu verfolgen.
Die parallele Durchfiihrung von geneti-
schen Studien erméglicht die Identifikation
von Proteinen, die einen Einfluss auf den
Zellteilungsprozess haben.

Biochemische Methoden entschliisseln er-
ganzend die exakten molekularen Struktu-
ren und Ereignisse, die mit zellularer Ver-
vielfdltigung zusammenhéangen, bis hin in
den nanoskopischen Bereich. Die Kombina-
tion dieser drei Methoden er6ffnet mo-
mentan eine neue Ara von biologischem
Imaging. In den letzten Jahren wurde klar:
Um den komplexen Prozess der Zellteilung
in all seinen Feinheiten von Desorganisa-
tion bis hin zu Reorganisation und Duplika-
tion verstehen zu konnen, missen Zellen
unter dem Mikroskop in allen ihren Akti-
vitaten beobachtet werden. Die hohe zeitli-
che und rdumliche Auflésung, die mit mo-
derner Fluoreszenzmikroskopie erreicht
wird, ermoglicht es, diesen komplexen Pro-
zess in vollem Umfang darzustellen, zu
analysieren und zu begreifen (siehe auch
Stemmer/Sandoghar, S. 53). Wahrend uns
biochemische Methoden ein sehr gutes
Verstandnis des Zellmetabolismus ermégli-
chen, reichen diese Techniken fur die Ana-
lyse der Zellteilung allein nicht aus. Hier
brauchen wir detaillierte, systematische
Untersuchungen innerhalb lebender Zel-
len, um die Biochemie und die Mechanik
dieser Prozesse zu verstehen. Wir begreifen
diese Analyse als eine der grossten Heraus-
forderungen der Zellbiologie unserer Zeit!
Den Aspekt der Zellmechanik behandelt
der Artikel von Viola Vogel, Yves Barral und
Ruth Kroschewski im Detail (S. 44).

Multidimensionale Mikroskopie

Die Moglichkeit, annahernd jedes Protein
in vielen verschiedenen Organismen mit
verschiedenfarbig fluoreszierenden Protei-
nen zu markieren, hat uns in vivo Einblicke
in zelluldre Prozesse wie Spindelaufbau
und Segregation erméglicht und unser Ver-

standnis der Zellteilung vertieft. Heute ist
es moglich, Zellen und deren Teilung liber
Tage hinweg zu beobachten: Somit kann
man Wildtyp-Situationen mit den Vorgan-
gen in Zellen vergleichen, die in einem der
mutierten Gene stattfinden. Diese Gene
spielen eine Rolle bei der Zellteilung. Man
kann sich auch bis zu drei Proteine, die mit
verschiedenen Farben markiert sind, inner-
halb einer Zelle liber einen langeren Zeit-
raum gleichzeitig anschauen. Diese so ge-
nannte multidimensionale Mikroskopie
liefert tiefgreifende Einblicke liber Protein-
Interaktionen in einem Zellzyklus und
Zellteilung (siehe auch
Schlumberger et al., S. 26). Unser Verstand-
nis wird hierdurch laufend differenzierter,
und molekulare Vorgange werden zuneh-
mend klarer. Laser-«bleach»- und -«reco-
very»-Techniken an konfokalen Mikrosko-
pen erlauben uns jetzt, Stabilitaten und
Diffusionsverhalten anhand von fluores-

wahrend der

zenzmarkierten Proteinen zu untersuchen
(siehe auch Boomsma et al., S. 39). Dadurch
gewinnen wir ein grundlegendes Verstand-
nis von Protein-Protein-Interaktionen und
auch deren eventuellen Fehlern (Abb. 1).

Unsere laufenden Arbeiten demonstrieren,
dass die Kombination von Lichtmikroskopie
mit genetischen Methoden fantastische
Ansatze liefert, um molekulare und physi-
kalische Verbindungen zwischen Zelltei-
lungskomponenten zu verstehen. Die Se-
quenzierung der Genome liefert uns eine
komplette Liste aller zellularen Bestand-
teile und Maschinerien. Darauf aufbauend
werden mikroskopische Techniken uns er-
lauben, die Funktionen und das Zusam-
menwirken all dieser Komponenten zu ent-
schlisseln. Ein neuer Ansatz, sich dieses
Wissen liber das Genom auch in humanen
Zellen zunutze zu machen, ist RNAI. Diese
Methode macht es méglich, die Expression
einzelner Gene herunterzuregulieren, diese
Gene also auszuschalten. Die Folgen des
Fehlens eines bestimmten Gens kdénnen
durch mikroskopische Versuchsreihen stu-
diert werden. Eine Konsequenz dieser tech-
nischen Entwicklungen: Wahrend friiher
nur einzelne Komponenten studiert wer-
den konnten, sind wir jetzt in der Lage, voll-
standige Netzwerke zu betrachten.

«Zellzyklus-Checkpoints»:
Sicherheit durch Selbstiiberwachung

Eine Besonderheit der Zellteilung ist, dass
dieser Prozess extrem robust ist. Diese Ro-
bustheit zeigt sich auf zwei unterschiedli-
chen Ebenen. Zellteilung hangt von vielen
stochastischen Ereignissen ab. Zum Bei-

spiel missen einzelne Mikrotubuli je ein Ki-
netochore binden, um bipolare Bindungen
herzustellen. Ausserdem beeinflussen Um-
welteinfliisse die Zellteilung. Dies sind zum
Beispiel Hitze, Kdlte, Strahlung, die Verfiig-
barkeit von Nadhrstoffen und die toxischen
Substanzen des taglichen Lebens. Trotz die-
ser Hindernisse wird Zellteilung mit einer
beeindruckenden Regelmdssigkeit erfolg-
reich abgeschlossen. Die zweite Ebene der
Robustheit ist, dass Zellteilung bemerkens-
wert resistent gegeniiber Mutationen ist.
Nur sehr wenige Mutationen fiihren allein
zu einem dramatischen Effekt, und nur we-
nige Gene in diesem Prozess sind essen-
ziell. Es gibt verschiedene Erklarungen fiir
diese Robustheit: Fiir einmal sind die meis-
ten Ereignisse der Zellteilung liberbesetzt.
Mit anderen Worten: Wenn die Zelle ver-
schiedene unabhangige Wege zur Verfii-
gung hat, um ein bestimmtes Ziel zu errei-
chen, dann wird sie auch mehrere von die-
sen nutzen. Demzufolge fiihrt eine Stérung
in einem dieser Wege zwar zu einem Unter-
schied in der Art, wie der Endzustand er-
reicht wird, aber nicht im Endzustand
selbst. Zusatzlich haben sich Zellen im
Laufe der Evolution verschiedene Uberwa-
chungsmechanismen zugelegt, die so ge-
nannten «Zellzyklus-Checkpoints». Diese
Checkpoints kontrollieren, ob bestimmte
Aspekte der Zellteilung korrekt abgelaufen
sind. Detektieren diese Checkpoints einen
Fehler, so wird der weitere Verlauf der Zell-
teilung so lange blockiert, bis die Zelle
durch Reparaturmechanismen den Fehler
behoben hat.

Welche Mechanismen beeinflussen
die Zellteilung?

Ein weiterer Aspekt, der zur Robustheit
beitragt, ist der Umstand, dass die Zell-
architektur um Strukturen mit sehr unter-
Dynamik angeordnet ist.
Schliisselfaktoren, so wie die Chromosome
und das Zentrosom, sind sehr undynami-
sche Strukturen, die liber Jahre erhalten
bleiben. Sie agieren als Organisationszen-
tren fir dynamischere Bestandteile der
Zelle wie Mikrotubuli oder das endoplasma-
tische Retikulum. Diese dynamischen Ele-
mente verleihen der Zelle wiederum Plasti-
zitat und unterstiitzen die Fahigkeit der
Zelle, sich wechselnden Umweltbedingun-
gen schnell anzupassen. Demzufolge stellt
die Interaktion zwischen Strukturen ver-
schiedener Dynamiken die Vorraussetzung
fir Stabilitdt und Anpassungsfahigkeit der
Zelle dar, wodurch ein Teil der Robustheit
gewahrleistet wird. Durch Forschung, die
auf dem Verstandnis von Robustheit griin-

schiedlicher
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Abb. 2:

EIN SENSOR

erkennt die Anwesenheit von DNA in der Teilungsebene und
inhibiert daraufhin die Zellteilung, um den Bruch von Chromo-

somen zu vermeiden.

A Ddc1-GFP erkennt und markiert Briiche in Chromosomen. In C Kombiniert man eine Mutante in der Sensormaschinerie aller-
Zellen, die eine normale Mytose durchlaufen, kann man keine

solchen DNA-Bruchstellen sehen.

B Uerliert eine Zelle die Fahigkeit, DNA in der Zellteilungs-
ebene zu erkennen, wie hier in der espl-1-Mutante, so treten

Weg liegt.

ESP 1-1 CDC 12-6

wdhrend der Zytokinese, wenn die Teilungsmaschinerie die
Zellmembran zerschneidet und damit auch DNA, die noch im

dings mit einer Mutante in der Zytokinese-Maschinerie, so
treten keine Briiche mehr auf. Es kann zwar immer noch DNA in

der Teilungsebene liegen, doch die Zelle ist im letzten

Chromosomenbriiche auf (Pfeile). Diese Briliche passieren

det, ist es uns zum Beispiel gelungen, einen
neuen Sensormechanismus im Zellzyklus zu
finden. Dieser Sensor, der Ahnlichkeit mit ei-
nem Checkpoint hat, lokalisiert in der direk-
ten Nahe der Zellteilungsmaschinerie und
erkennt die Anwesenheit von Chromoso-
men in der Teilungsebene der Zelle. In Fal-
len, in denen ein Chromosom nicht nach der
Duplikation der Chromosomen erfolgreich
in die Tochter- bzw. Mutterzelle gebracht
wurde, sorgt dieser Sensormechanismus
dafiir, dass die weiteren Schritte der Zelltei-
lung blockiert sind. Dies geschieht so lange,
bis alle Chromosomen die Stelle, an der die
Zelle sich zu teilen beginnt, verlassen ha-
ben. Die Inaktivierung dieses Sensors durch
spezifische Mutationen fiihrt zu vorzeitiger
Teilung der Zelle, auch wenn noch DNA in
der Zellteilungsebene vorhanden ist. Dies
fuhrt zum Bruch einzelner Chromosomen,
und in der Folge stirbt die Zelle (Abb. 2). Dies
zeigt die Relevanz dieses Sensormechanis-
mus, der, zusammen mit anderen Mechanis-
men, Robustheit in der Zellteilung sichert.

Grossartige Aussichten zur Friih-
erkennung von Krebs

Eine wichtige Schlussfolgerung aus der Ro-
bustheit des Teilungsprozesses ist, dass der
Verlust von Schliisselproteinen der Zelltei-
lung nicht so sehr beeinflusst, ob, sondern
viel eher wie eine Zelle sich teilt. Um die
Mechanismen der Zellteilung zu verstehen,
ist es also sehr wichtig, zu erforschen, wie
Mutationen Anderungen in diesem Prozess

verursachen, und nicht ausschliesslich, zu
evaluieren, ob Teilung uberhaupt vonstat-
ten geht. Um dies zu tun, sind jetzt tempo-
ral und raumlich hochauflésende Imaging-
Methoden nétig, die den gesamten Prozess
der Teilung in all seinen Details und all sei-
ner Komplexitat verfolgbar machen.

Um den Krebs zu bekdmpfen, bendtigen
wir dieses Wissen, damit wir schadliche
Zellen eliminieren oder zumindest ihre
weitere Teilung unterbinden kénnen. Um
Zellen daran zu hindern, sich zu teilen, ist
es also nicht ausreichend, ein Gen in einem
Weg zu eliminieren, wenn es noch einen
anderen Weg gibt, das Ziel zu erreichen.
Vielmehr mussen Bestandteile aller Wege
beeinflusst sein, damit es wirklich zu einem
Stillstand der Teilung kommt. Eine Haupt-
folge der Inaktivierung eines bestimmten
Weges ist der Verlust von Robustheit fiir
die Zelle, auch wenn sie die Fahigkeit, sich
erfolgreich zu teilen, behalt.

Daraus folgt, liberspitzt formuliert, dass
Onkogenese ein Prozess ist, bei dem die
Zelle Robustheit gegen ein erhohtes Poten-
zial, sich zu teilen, eintauscht. Bekannter-
massen akkumulieren Krebszellen solche
Mutationen. Sie verlieren also eventuell die
Redundanz einzelner Mechanismen und
konnten somit hypersensitiv gegeniber
speziellen dusseren Faktoren werden. Diese
Erkenntnis erklart im Nachhinein die Wir-
kungsweise wichtiger Chemotherapeutika,
die schon lange im Einsatz sind. Ein wichti-
ger Forschungsansatz ist also, parallele
Mechanismen zu finden, die die Zellteilung

Teilungsschritt inhibiert und kann somit weder Plasmamembran
noch DNA zerschneiden.

beeinflussen, und aus diesen Untersuchun-
gen praventive oder therapeutische Ansatze
hervorzubringen. Beim Eingriff in solche
parallelen Mechanismen sollten gesunde
Zellen nicht beeinflusst, die Krebszellen hin-
gegen spezifisch vernichtet werden. Zusam-
menfassend gesagt: Der derzeitige Stand
der Technik liefert in Zusammenhang mit
extensiver Grundlagenforschung fortschrei-
tende Erkenntnisse liber einen vielschichti-
gen und komplexen Prozess wie die Zelltei-
lung. In Kombination mit genetischen An-
satzen werden uns Imaging-Methoden bald
die Entwicklung von quantitativen Model-
len erlauben, die in der Lage sein werden,
kinetische und raumliche Ereignisse des
Zellzyklus in einen Zusammenhang zu brin-
gen. Dieser systemorientierte Ansatz wird
es ermoglichen, die Verbindungen dieser
Ereignisse mit den unterliegenden Mecha-
nismen naher zu erleuchten. Prazise Bild-
analyse von Tumorzellen wird es moglich
machen, bestimmte Mutationen bestimm-
ten Wegen der Zellteilungsmechanismen
zuzuordnen. Demzufolge werden Imaging-
Methoden immer wertvollere Mittel wer-
den, um die Diagnose und Therapie auf ein-
zelne Tumore und deren Trager spezifisch
zurechtzuschneiden. Dies sind grossartige
Aussichten zur Therapie und besonders
auch zur Friherkennung von Krebs, die
potenziell viele Leben einfacher machen
oder sogar retten konnten.

Caren Norden und Yves Barral
Institut fir Biochemie
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Confokales Bild eines Zellaggregates, das sich aus einer Einzelzelle nach 4 Tagen Kultur in einer
Collagenmatrix entwickelt hatte. Sichtbar sind: die Zellkerne (blau), das Aktinzytoskelett (griin) und



das gp135 (rot), ein Protein, das normalerweise in der luminalen Plasmamembran lokalisiert ist (Gene-
riert von Alexey Ueligodskiy und Aldo Ferarri in der Arbeitsgruppe von Ruth Kroschewski). (siehe S. 46)
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ANIMAL IMAGING CENTER AUF DEM CAMPUS ETH HONGGERBERG

VON MAKROSKOPISCHEN
STRUKTUREN ZU
MOLEKULAREN PROZESSEN

MARKUS RUDIN UND P. AUGUST SCHUBIGER

Am 1. September weihte die ETH Ziirich ein neues Imaging Center ein, das sich auf

die praklinische Forschung an Tiermodellen spezialisiert. Als Plattform der interdiszipli-
niren Forschung erlaubt es einerseits die Uberpriifung und Weiterentwicklung bild-
gebender Verfahren. Zudem ermoéglichen es die nichtinvasiven bildgebenden Verfahren,
komplexe biochemische und biophysikalische Vorginge im lebenden Organismus

zu studieren. Fortschritte in der Tumordiagnose und Erkenntnisse zu Krankheiten wie
Parkinson und Alzheimer sind wichtige Anwendungsgebiete.

Die klassische Anwendung fiir nichtinva-
sive biomedizinische Bildgebung liegt in
der medizinischen Diagnostik: Projektions-
bilder, Querschnittsbilder (tomographische
Bilder) oder dreidimensionale Daten sollen
dem Radiologen Information liefern, ob als
Ursache fiir die klinischen Symptome eines
Patienten eine pathologische Gewebever-
anderung vorliegt. Strukturelles Imaging
wird erganzt durch funktionelle Bildge-
bung: In einem funktionellen/physiologi-
schen Bild stellt die Intensitat an einem be-
stimmten Bildpunkt den Wert einer physio-
logischen Grosse dar, beispielsweise die
Durchblutung in einem bestimmten Ge-
webe. Es hat sich gezeigt, dass die Messung
physiologischer Prozesse in vielen Fallen
den Zustand eines Gewebes empfindlicher
widerspiegelt als morphologische Parame-
ter. Schliesslich sind in den letzten Jahren
Methoden entwickelt worden, die es erlau-
ben, molekulare und zelluldre Vorgange im
lebenden Organismus abzubilden. Diese
«Molecular Imaging»-Verfahren werden
sowohl fiir die Grundlagenforschung als
auch fur die klinische Anwendung fiir Dia-
gnostik, Verlaufskontrolle und Therapie-
prifung von grosser Bedeutung sein. Viele
von diesen Verfahren sind heute bereits fiir
Humananwendungen etabliert, bezie-
hungsweise wurden auf klinischen Ima-
ging-Systemen entwickelt.
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Warum ein neues Animal Imaging
Center?

Animal Imaging soll eingesetzt werden fiir
die Entwicklung neuer Imaging-Verfahren
und fiir die Validierung von bestehenden und
neuen Methoden. In der Grundlagenfor-
schung erlaubt Animal Imaging das Studium
von komplexen biochemischen und biophysi-
kalischen Prozessen im Gesamtkontext, d. h.
im intakten Organismus. Prozesse kénnen
auf verschiedenen hierarchischen Stufen er-
forscht werden, auf der Ebene von einzelnen
Molekiilen (RNA, Proteine), Molekul-Interak-
tionen (Protein-Protein, Protein-Ligand), zel-
lularen Prozessen (Zellaktivierung, Zellmigra-
tion) sowie auf der Ebene der Struktur und
Funktion von Gewebe und Organen. Durch
Kombination mehrerer Imaging-Methoden
konnen verschiedene Aspekte eines biologi-
schen Vorgangs simultan erfasst werden.
Moderne Imaging-Methoden werden ange-
wendet zur Untersuchung von entwicklungs-
biologischen Fragen (Organbildung), von Pa-
thogenese und zur Erfassung von therapeuti-
schen Interventionen. Eine Vielzahl von biolo-
gischen Hypothesen wird heutzutage mittels
genetisch veranderter Organismen (bei-
spielsweise transgene Mause) untersucht.
Imaging kann zur effizienten Charakterisie-
rung (Phanotypisierung) herbeigezogen wer-
den. Wir mochten das anhand von zwei Bei-
spielen illustrieren:

Tumor-Charakterisierung

Tumor-Gewebe unterscheidet sich charak-
teristisch von gesundem Gewebe. Tumor-
spezifisch sind schnelles Wachstum (Proli-
feration), Gefassneubildung als Vorausset-
zung fiir Wachstum (Angiogenese), hohe
metabolische Aktivitat, veranderter Zell-
Zyklus (verminderte Zellapoptose = pro-
grammierter Zelltod) und Metastasenbil-
dung (siehe auch Norden/Barral, S. 29). All
diese Prozesse konnen heute nichtinvasiv
mittels Imaging untersucht werden. Ge-
webe-Proliferation bedingt erhdhte Syn-
these von Zellbestandteilen wie DNA, Pro-
teine, Membranen. Nach Verabreichung
von radioaktiv markierten Synthesebau-
steinen (Nukleotide, Aminosauren, Mem-
branmolekiilen wie Cholin) kdnnen diese
Prozesse mittels Positronenemissions-
tomographie (PET) untersucht werden. Neu
gebildete Tumor-Gefdsse sind durchldssig
(permeabel), eine Eigenschaft, die mittels
Magnetresonanzimaging (MRI) gemessen
werden kann: Die Geschwindigkeit, mit der
ein MRI-Kontrastmittel aus dem Gefass
austritt, wird durch die Permeabilitat der
Gefasswand und die Gesamt-Oberflache
der Gefdsse in einer Region bestimmt. Die
metabolische Aktivitat kann durch Verab-
reichung eines radioaktiv markierten Sub-
strates (2-Fluoro-Deoxyglucose) mittels PET
gemessen werden. Programmierter Zelltod
fihrt zu charakteristischen Veranderungen
in der Zellmembran sowie Aktivierung von

spezifischen Signal-Ubertragungspfaden.
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Abb. 2: MRI-CHARAKTERISIERUNG der pathophysiologischen Kaskade beim experimen-
tellen Schlaganfall bei Nagern. Der initiale Gefassverschluss fihrt im betroffenen

= P Gebiet (Pfeil) zu mangelnder Blutversorgung (Ischamie) und damit zu Sauerstoffarmut,
',F' _. ."-.. ',l' @ "'-.,‘ zum Aufhdren von energieabhdngigen zelluldren Prozessen (Uerlust der Homdostase) und
- zum Zusammenbruch der Blut-Hirnschranke.
.* Kann der Blutfluss nicht innert einer nitzlichen Frist (einige Minuten bis wenige

Stunden) restauriert werden, so kommt es unweigerlich zum Zelltod. Gewdhnlicherweise

‘ treten nach zwei Tagen im Infarktgebiet Entzindungsprozesse auf. Die strukturellen
l und physiologischen Ueranderungen fiuhren zu einem Uerlust der neuronalen Funktion.

Abb. 1: EIN NEU ENTWICKELTES,
mit [**F]-markiertes Folat-Derivat
eignet sich zur spezifischen Darstel-
lung von Tumoren, Wwelche Folat-
Rezeptoren exprimieren: Eine Nackt-
maus mit zwei KB31-Tumoren (siehe
Pfeile) wurde auf Folat-Didt gesetzt
und 75 min nach InJjektion des PET-
Tracers gescannt, zunachst unter
Kontrollbedingungen (Bild links) und
dann erneut 24 Stunden spater unter
Blockadebedingungen (Bild rechts).

Spezifische Markierungs-Techniken erlau-
ben es, diese Prozesse sichtbar zu machen.
Schliesslich kénnen genetisch veranderte
Tumorzellen, die ein Marker-Gen exprimie-
ren, im Korper verfolgt werden. Dadurch ist
es bei der Maus moglich, in vivo Mikrome-
tastasen zu entdecken, deren Grosse im Be-
reich von wenigen 100 Mikrometern liegt.
Diese generischen Verfahren werden er-

ganzt durch spezifische Bildgebungsver-
fahren, welche spezifische Zielmolekiile
von Tumoren ausnitzen (Abb.1).

Schlaganfall
Der Verschluss einer Hirnarterie fihrt zu ei-

ner Kaskade von Prozessen, die zum Tod der
Zellen im betroffenen Gehirnareal flihren.

Abb. 3: ANIMAL IMAGING CENTER AIC)
auf dem Campus der ETH Honggerberg im
Chemie-Komplex HCI (Eingang via Finger 4)

Die Flexibilitat von MRI-Methoden erlaubt
es, verschiedene Phasen dieser Sequenz zu
erfassen, vom initialen Gefassverschluss
mittels MR-Angiographie bis zur Darstel-
lung der Spatfolgen wie der Einwanderung
von Immunzellen (Makrophagen, Abb. 2).
Die strukturellen und physiologischen Ver-
anderungen fiihren zum Verlust der Neuro-
nenfunktion, die mittels funktioneller MRI
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(fMR1) gemessen werden kann. Es hat sich
gezeigt, dass die Messung der Funktiona-
litat wesentlich ist: Die Tatsache, dass eine
Region strukturell normal erscheint, bedeu-
tet nicht notwendigerweise, dass sie funk-
tioniert (strukturelle Integritat ist eine not-
wendige, aber nicht hinreichende Bedin-
gung fir Funktionalitat).

Die beiden Beispiele illustrieren das Poten-
zial von Animal Imaging einerseits zur Ent-
wicklung neuer Verfahren, die in die Klinik
Ubersetzt werden konnen, andererseits als
Werkzeug zum Studium von biologischen
Mechanismen. Aufgrund des nichtinvasi-
ven Charakters von Imaging konnen ver-
schiedene Vorgange im gleichen Indivi-
duum gemessen werden.

Animal Imaging hat in der letzten Dekade
enorme Fortschritte gemacht und ist in
ganz neue Bereiche vorgestossen —im Spe-
ziellen im Bereich Molecular Imaging. Da-
bei wird versucht, Konzepte aus der Mole-
kularbiologie (beispielsweise Reporter-
Gene Assays) so zu modifizieren, dass sie
unter In-vivo-Bedingungen angewendet
werden konnen. Dies wird wesentliche me-
thodische Entwicklungen erfordern:

1. Die hohe raumliche Auflésung, die fiir die
Detektion von kleinen Strukturen not-
wendig ist, erfordert hohe Sensitivitat.

2. Zur Erfassung von molekularen Prozes-
sen miissen spezifische Markierungs-
Strategien entwickelt werden, spezifi-
sche Liganden, die an einen Rezeptor bin-
den oder Reporter-Gene, die unter geeig-
neten Bedingungen exprimiert werden.

3.Genetisch modifizierte Tiere werden
heute immer mehr zur Verifizierung ei-
ner biologischen Hypothese eingesetzt.
Dabei werden in der Regel mehrere Li-
nien erzeugt, dass heisst, es muss eine
Vielzahl von Tieren charakterisiert wer-
den. Dies erfordert Imaging-Methoden,
die einen hohen Durchsatz erlauben.

4.5Schliesslich werden effiziente, automati-
sierte Bildauswertungsverfahren beno-
tigt, mit denen sich die immensen Da-
tenmengen bewaltigen lassen (siehe auch
Boomsma et al., S. 39).
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Das Animal Imaging Center (AIC) auf
dem Campus der ETH Honggerberg

Das AIC auf dem Campus der ETH Hongger-

berg (Abb. 3) bietet eine umfassende Platt-

form fiir nichtinvasive bildgebende Verfah-
ren bei Kleintieren. Es umfasst zwei For-
schungsgruppen:

* Forschungsgruppe Prof. Markus Rudin (In-
stitut fir Biomedizinische Technik, D-ITET
und Universitat Ziurich) mit Fokus MRI
und optische Bildgebung

* Forschungsgruppe Prof. P. August Schubi-
ger (Zentrum fiir Radiopharmazeutische
Wissenschaft, D-CHAB) mit Fokus Po-
sitronenemissionstomographie (PET)

Der Fokus der MRI/Optical-Imaging-
Gruppe richtet sich einerseits auf die Wei-
terentwicklung der Messmethodik. Diese
Verfahren sollen aber auch im Bereich
Neurowissenschaften angewendet wer-
den. MRI/fMRI und MR-Spektroskopie sol-
len eingesetzt werden zur Untersuchung
der Reorganisation des Gehirns nach einem
traumatischen Ereignis (Hirn- oder Riicken-
mark-Verletzung, Schlaganfall) oder von
neurodegenerativen Prozessen. Als Grund-
lage fiir diese Studien wird die neurovas-
kuldre Kopplung untersucht.

Die Starke der optischen Bildgebung ist die

hohe Sensitivitat, die es erlaubt, geringe

Marker-Konzentrationen zu erfassen. Zu-

dem sind die verwendeten Fluoreszenz-

Marker stabil, das heisst, sie konnen (iber

Tage oder allenfalls Wochen beobachtet

werden. Optisches Imaging wird primar

zum Studium von molekularen Prozessen
eingesetzt. Ein Beispiel ist die Verwendung
von Fluoreszenz-Markern, die spezifisch an

Alzheimer-Plaques binden (siehe auch Rudin

et al,, S. 23). Daneben werden Reporter-Gen-

Systeme entwickelt, die es erlauben, die Ex-

pression von bestimmten Genen quantita-

tiv zu erfassen. Eine wesentliche Vorausset-
zung von solchen Studien ist die Entwick-
lung von optischen Tomographieverfahren.

Schwerpunkt im Anwendungsbereich stel-

len neurowissenschaftliche Fragestellun-

gen dar. Es wird aber auch Support fiir For-
schungsgruppen aus anderen Bereichen
angeboten.

Der Fokus der PET-Imaging-Gruppe liegt —
wie schon bis jetzt am Paul-Scherrer-Insti-
tut — einerseits bei der Entwicklung hoch
affiner PET-Tracer fiir die differenzielle Tu-

mordiagnose (z.B. Hypoxie, Proliferation,
Folatrezeptoren) und Gentherapie-Monito-
ring (Thymidin-Kinase-Substrate) und an-
dererseits bei der Darstellung von spezifi-
schen Neurorezeptoren zur Sichtbarma-
chung molekularer Vorgange bei neurode-
generativen Erkrankungen wie Alzheimer
und Parkinson. Weitere Forschungsarbeiten
konzentrieren sich in enger Zusammen-
arbeit mit der pharmazeutischen Industrie
auf den Einsatz von PET-Tracern fiir die Ent-
wicklung von Medikamenten durch die ge-
naue Erfassung von Biodistribution und Bio-
kinetik im Tiermodell und bei Freiwilligen.
Die Starke der Methode liegt in ihrer aus-
serordentlichen Empfindlichkeit, so konnen
noch Neurorezeptoren im picomolaren
Konzentrationsbereich dargestellt werden.
Der Tier-PET-Scanner erlaubt dabei eine
Auflésung von 1 mm3, wobei auch dynami-
sche Messungen am ganzen Tier gemacht
werden konnen. Die gleiche PET-Methodik
kann schliesslich auf den Menschen iiber-
tragen werden, da das Zentrum tiber GMP-
Laboratorien verfiigt und durch die enge
Zusammenarbeit mit dem Uni-Spital Zu-
gang zu den Human-PET-Scannern hat.

Das neue Animal Imaging Center bietet
eine multimodale Plattform bildgebender
Verfahren an, die einerseits der biome-
dizinischen Grundlagenforschung zugute
kommen wird und andererseits beitragen
soll, die Ubertragbarkeit der Resultate auf
den Menschen zu erleichtern.

Markus Rudin
Institut flr Biomedizinische Technik an
Universitat und ETH Zirich

Pius August Schubiger
Institut fir Pharmazeutische Wissenschaf-
ten an der ETH Zirich



BIOMEDICAL COMPUTATION & IMAGING

COMPUTERGESTUTZTE
INTERPRETATION BIO-
MEDIZINISCHER BILDDATEN

GABOR SZEKELY, KEVIN BOOMSMA, PETROS KOUMOUTSAKOS, RALPH MULLER, DIMOS POULIKAKOS

UND PHILIPP STAMPFLI

Bilder sind seit der Erfindung des Mikroskops vor fast 400 Jahren und der Entdeckung
der Rontgenstrahlen vor etwas mehr als hundert Jahren zur wichtigsten Informations-
quelle der biomedizinischen Forschung sowie der klinischen Diagnose und Therapie
geworden. Bis vor kurzem wurden die entstehenden Bilddaten direkt von deren Be-
nutzern ohne jegliche Hilfsmittel interpretiert und analysiert. Doch unsere visuelle
Wahrnehmung ist beschrinkt: Ohne Computer waren wir heute bei der Interpretation
von riesigen biomedizinischen Bilddatenmengen masslos iiberfordert.

Es gibt drei wichtige Griinde, weshalb sich
die klassische Art der Bildinterpretation in
den letzten dreissig Jahren grundlegend
verandert hat. Mit der schnellen Entwick-
lung neuer, immer komplexerer Bildge-
bungsverfahren wie 3D-Mikroskopie, Ma-
gnetresonanz- oder Computer-Tomogra-
phie sind einerseits viele der durch die
Gerate direkt gelieferten Informationen
von abstrakter Natur und missen zuerst
durch Berechnungen in visuell wahrnehm-
bare Form umgewandelt werden (siehe

Abb. 1:

DAS DURCHSCHNITTSMODELL der Basal-
ganglien erzeugt aus 30 individuellen
Magnetresonanzaufnahmen.

auch den Beitrag von Brandner, S.16). Zwei-
tens ist die Menge an Bildern, die die
Gerate der neuesten Generation liefern
kdnnen, so gross geworden, dass ihre voll-
standige Auswertung aus rein zeitlichen
Griinden nicht mehr moglich ist (ein mo-
derner Computertomograph kann inner-
halb einiger Minuten mehrere Tausend
hochauflésende anatomische Schnittauf-
nahmen generieren). Der letzte und viel-
leicht wichtigste Grund ist, dass in vielen
Fallen der Mensch nicht in der Lage ist, die

Abb. 2:
AUSWERTUNG UON
DIFFUSIONS-
TENSORBILDERN.
Dargestellt sind
die Rotationsellip-
soide, die der
lokalen Anisotropie
der Diffusion
entsprechen.

notwendigen Informationen aus den Bil-
dern zu extrahieren. Wahrend unsere visu-
elle Wahrnehmung fiir bestimmte Aufga-
ben (wie z. B.dreidimensionales Sehen oder
die Erkennung von Objekten in sehr kom-
plexen Szenen) durch die Evolution perfek-
tioniert worden ist, liberfordern andere
Aufgaben, wie beispielsweise quantitative
Bildauswertung, schnell unsere Fahigkei-
ten. Glucklicherweise sind verfiigbare Re-
chenleistung und Flexibilitat der Software
im gleichen Zeitraum so schnell gewach-




sen, dass Computerverfahren heute in der
Lage sind, einen wesentlichen Teil der an-
fallenden Aufgaben der Bildinterpretation
zu Ubernehmen.

Mégliche Ansatze fiir die Interpre-
tation neuroradiologischer Magnet-
resonanzdaten

Rechnergestiitzte Bildverarbeitung kann
heute viele notwendige Informationen aus
den Bildern entweder vollautomatisch oder
durch effiziente Benutzerfiihrung (d. h. in-
teraktiv) extrahieren. Diese Aufgabe kann
in den meisten Fallen nicht gelost werden
ohne die korrekte semantische Interpreta-
tion der zu analysierenden Bilder. Die
grundlegende Komponente dieses Prozes-
ses ist die Segmentierung, d. h. die Identifi-
kation und Erkennung der wichtigen struk-
turellen Elemente in einer Szene. Die fol-
genden, aus den Forschungsergebnissen
der ETH Zirich ausgewahlten Beispiele
illustrieren zwei mogliche Ansatze fiir
die Interpretation neuroradiologischer
Magnetresonanzdaten.

Bei der Analyse des zentralen Nervensys-
tems stehen iiblicherweise zwei Strukturen
im Zentrum des Interesses: die graue Sub-
stanz (d. h. die Zentren der Informations-
verarbeitung, gebildet aus den Zellkérpern
der Nervenzellen) und die weisse Substanz,
bestehend aus den axonalen Verbindungen
(Nervenbahnen), die diese Einheiten ver-
binden. Bei der Suche nach den einzelnen
Bereichen der grauen Substanz, die fiir

verschiedene Aufgaben verantwortlich
sind, erkennt man rasch, dass die aufge-
nommenen Bilder nicht alle Informationen
enthalten, die fur die Identifikation dieser
Strukturen notwendig sind. Da die Radiolo-
gen diese Aufgabe trotzdem meistens
ziemlich konsistent l6sen konnen, muss
man davon ausgehen, dass sie sich dabei
auf Annahmen und Informationen stiitzen,
die entweder durch die Evolution als Teil
der visuellen Wahrnehmung verankert
(d. h. vererbt), oder wahrend ihrer Ausbil-
dung spezifisch erworben worden sind. Die
Sammlung, Formalisierung und Verwen-
dung dieses Wissens ist eine der Schlussel-
aufgaben der automatischen Bildanalyse.
Bei der Identifikation der tief liegenden
Kerne der grauen Substanz (der Basal-
ganglien) wurde ein statistischer Ansatz
gewdhlt, welcher auf der Analogie zum
menschlichen Lernen basiert. Auf zahlrei-
neuroradiologischen
wurden diese Strukturen durch Experten
manuell identifiziert und dem Rechner pra-
sentiert. Die Morphologie und die Erschei-
nung der Beispiele wurden parametrisch
beschrieben, die Verteilung der Parameter
statistisch analysiert. So wurde neben einer
reprasentativen  Durchschnittsmorpholo-
gie (Abb. 1) auch die beobachtete Variabi-
litat durch die geschatzte Wahrscheinlich-
keitsdichte beschrieben. Dieses Wissen er-
laubt es, das Durchschnittsmodell auf eine
neue, noch nie vorher gesehene individu-
elle Aufnahme anzupassen, ohne durch an-
dere vorhandene Strukturen gestért und

chen Aufnahmen

40

Abb. 3:
Raumliche Dekomposition von Knochenmikrostrukturen in einzelne Stabe (blau)
und Platten (rot). Diese Bilder einer menschlichen Wirbelkdrperprobe wurden
mit Hilfe eines Mikrotomographen der Firma Scanco Medical aus Bassersdorf

aufgenommen.
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abgelenkt zu werden. Natiirlich wird dieses
Verfahren nur so lange funktionieren, wie
die neue Aufnahme dem gelernten Wissen
entspricht, d.h., die Lernbeispiele missen
fir die zu erwartenden Falle reprasentativ
sein.

«Fibertracking»: 3D-Rekonstruktion
und Visualisierung von Nervenfasern

Die Identifikation der verbindenden Ner-
venbahnen bedarf eines véllig unterschied-
lichen Ansatzes. Die auf der Magnetreso-
nanz basierende Diffusionssensorbildge-
bung (DTI), welche sich seit einigen Jahren
etabliert hat, ist zurzeit die erste nichtinva-
sive Technik, mit welcher sich diese mor-
phologische Konnektivitdt des Gehirns in
vivo untersuchen lasst. In strukturiertem
Gewebe, wie zum Beispiel der weissen Ma-
terie, ist die passive Diffusion von Wasser-
molekiilen stark anisotrop. Aufgrund mi-
krostruktureller Gegebenheiten ist die Dif-
fusion entlang der Nervenfasern stdrker
ausgepragt als senkrecht dazu. DTl misst
diese Anisotropie in jedem Bildvoxel und
liefert raumliche Informationen iiber die
zugrunde liegende Struktur in Form von
Tensoren. Diese Tensoren kdénnen durch
Rotationsellipsoide reprasentiert werden,
welche sich visualisieren lassen (Abb. 2).
Dabei zeigt die Hauptkomponente der
Ellipsoiden in Richtung der grossten Diffu-
sion im entsprechenden Voxel und repra-
sentiert den Verlauf der zugrunde liegen-
den Nervenfasern. Diese Rohdaten reichen

Abb. 4:

ANEURYSMA DER ABDOMINALEN AORTA.
Die Wand ist dem statischen Druck entspre-
chend koloriert. Links ist der prdope-
rative, rechts der postoperative Zustand,
wobei der hohe Druck auf die Wand durch die
intravaskulare Platzierung eines Stents
wesentlich reduziert wird.



aber noch nicht fiir eine umfassende struk-
turelle Analyse der axonalen Verbindungen
und miissen deshalb mit einer spezifischen
Bildverarbeitungsmethode, dem so ge-
nannten «Fibertracking» bearbeitet wer-
den. Diese Technik erlaubt die dreidimen-
sionale Rekonstruktion und Visualisierung
von kompletten Nervenfasern (siehe Illus-
tration auf S. 51). Die Moglichkeit, Nervenfa-
sern nichtinvasiv und in vivo zu rekonstru-
ieren, tragt zu einer besseren Beschreibung
der neuronalen Architektur sowohl im ge-
sunden als auch im pathologischen Gehirn
bei und liefert in der Klinik wertvolle Infor-
mationen zur Behandlung von neurologi-
schen Krankheiten oder zur Planung von
chirurgischen Eingriffen.

Knochenstrukturen untersuchen

Die Identifikation der einzelnen morpholo-
gischen Elemente in einem Bild ist nur der
erste Schritt in der quantitativen Bildana-
lyse. Durch Entwicklungen an der ETH und
der Universitat Zurich im Bereich der volu-
metrischen Bildgebung koénnen seit den
spaten
(3D) Mikrostrukturen von Knochen gemes-

1990er-Jahren dreidimensionale
sen und analysiert werden. Die fiir ver-
schiedene Knochenerkrankungen, wie z.B.
die Osteoporose, relevanten Strukturpara-
meter werden direkt aus den 3D-Bilddaten
berechnet und beinhalten Werte fiir volu-

metrische Dichte, Strukturoberflache, Dicke,
Abstand und Anzahl von Platten und Sta-
ben sowie quantitative Werte zur Anisotro-

pie und Konnektivitat der Knochenstruktur.
Alle Werte zusammen ergeben dann ein
Gesamtbild, wie Knochenstrukturen prinzi-
piell aufgebaut sind und wie sie sich mit
dem Alter oder durch Krankheiten andern
(zum Vergleich dient auch der Text von
Abela et al., S. 60).In den letzten Jahren hat
sich aber gezeigt, dass eine Betrachtung
der Knochenstruktur mit Hilfe globaler Pa-
rameter nicht geniigt, um die Knochenqua-
litat zu beschreiben. Deshalb zielen neue
Entwicklungen dahin, einzelne Platten und
Stabe aus der Knochenstruktur zu extrahie-
ren (Abb. 3), um sie dann einzeln vermessen
zu konnen. Damit konnte in einer kirzlich
erschienenen Studie gezeigt werden, dass
die lokalen Eigenschaften der Knochen-
stabe und nicht die Knochenplatten zur
Stabilitat von Wirbelkérpern massgeblich
beitragen. Dies ist eine wichtige Erkennt-
nis, um optimale Strategien in der pharma-
kologischen Behandlung von Wirbelkorper-
frakturen entwickeln zu kénnen.

Rechenbasierte Bildanalyse ist heute in ei-
nigen Aspekten der menschlichen visuellen
Wahrnehmung klar tberlegen. Insbeson-
dere die Reproduzierbarkeit der Resultate,
die prazise Quantifizierung und die unbe-
schrankte Ausdauer eines Auswertungs-
programms sind Starken, die heute viele
Studien Uberhaupt erst ermoglichen. Trotz
diesen zahlreichen Erfolgen der automati-
schen Bildanalyse ist es aber noch ein wei-
ter Weg, bis Rechner die menschlichen
Fahigkeiten im Bereich der semantischen
Bildinterpretation erreichen konnen. Der

Grund dafiir liegt in der Vielfalt und Kom-
plexitat des Vorwissens, das wir dabei be-
wusst oder unbewusst verwenden, aber
noch immer nicht in der Lage sind, in genu-
gender Tiefe zu verstehen.

Mensch und Maschine erganzen sich

Die vorher erwahnten Beispiele illustrieren,
dass die heutige Computertechnologie
zahlreiche wichtige Informationen fir die
klinische Versorgung und die biologisch-
medizinische Forschung aus den rohen
Bilddaten extrahieren kann. Gleichzeitig
zeigen sie aber auch, dass die Deutung und
Interpretation dieser Informationen wei-
terhin dem Benutzer lberlassen werden,
wobei wir relativ rasch an die Grenzen der
menschlichen Fahigkeiten stossen. Mensch
und Maschine erganzen sich in nahezu
idealer Weise im Hinblick auf zwei wesent-
liche Prozesse, die zur Losung jedes Pro-
blems beitragen: Intuition und systemati-
sche Analyse. Insbesondere wenn die un-
tersuchten Systeme zunehmend komplexer
werden, was ohne Zweifel fiir biomedizi-
nisch relevante Objekte der Fall ist, wird es
immer schwieriger, alle relevanten Infor-
mationen zu lberblicken und systematisch
zu ordnen. Mathematische Modelle sind
seit Jahrhunderten bewdhrte und z.B. in
der Physik mit durchschlagendem Erfolg
verwendete Werkzeuge, die in dieser Situa-
tion aushelfen konnen. Mit der rasanten
Entwicklung der numerischen Mathematik
sowie der extrem schnellen Zunahme der

Abb. 5: Entstehung und Umbau von Gefdssver-
zWweigungen wahrend intussuszeptiver Angioge-
nese.Der stromungstechnisch ungilinstige Winkel
einer ausgewahlten Verzweigung wird durch die
Bildung von Saulen aus Endothelzellen angepasst
(links). Dadurch werden die lokal wirkenden
Scherkrafte weiter vermindert (Mitte) was zum
Zusammenwachsen der urspringlich isolierten
Gebiete und dadurch zu einer Uerkleinerung der
Uerzweigungswinkel flihrt (rechts).

Die Resultate der simulier-

ten Remodellierung (rechts)

des urspriinglichen Kapillar-
betts (links).



notwendigen Rechenkapazitat ist heute
ein adhnliches Vorgehen fiir die Untersu-
chung und das Verstehen von biologischen
und medizinischen Systemen und Prozes-
sen denkbar geworden. Obwohl diese Ent-
wicklung noch in den Kinderschuhen
steckt, kann man schon auf erste ermuti-
gende Resultate hinweisen, wie die folgen-
den Beispiele aus der aktuellen Forschung
verschiedener Gruppen an der ETH Ziirich
illustrieren.

Ruptur eines Aneurysma vermeiden

Krankhafte Erweiterungen von Arterien
(Aneurysmen) sind potenziell lebensbe-
drohliche Erkrankungen, weil dadurch die
Gefasswande reissen und massive Blutun-
gen auftreten konnen. Es ist von grosser
Bedeutung, die damit verbundene Gefahr
moglichst prazise abzuschatzen, um die
Notwendigkeit und die Effektivitat eines
(in vielen Fallen nicht ganz risikolosen) Ein-
griffes objektiv zu beurteilen. Wenn nur die
Morphologie der Gefasse aus segmentier-
ten CT- oder MR-Bilddaten zur Verfligung
steht, missen die Kliniker diese Aufgabe
weitgehend anhand ihrer Erfahrung und
Intuition I6sen. Der Blutfluss in der Arterie
und dessen Auswirkung auf die Gefdss-
wand kann aber durch Computersimula-
tion quantitativ berechnet werden. Es ist
dann moglich, verschiedene hemodynami-
sche Eigenschaften davon abzuleiten, die in
vivo nicht direkt messbar sind. Insbeson-
dere der statische Druck, die auf die Wand

wirkenden Scherkrifte und deren Gradien-
ten sind von grossem diagnostischem
Wert, sie weisen hohe Korrelation mit der
Bildung arterosklerotischer Ablagerungen
und der Gefahr eines Aneurysmen-Risses
auf. Die Genauigkeit der Simulation kann
durch die Berticksichtigung weiterer Daten
erhoht werden, welche durch MR-Phasen-
kontrastbilder gewonnen werden und der
Computersimulation die Eingangsdaten
Uber Blutflussgeschwindigkeit in ausge-
wahlten Bildschichten liefern. Die Abb. 4
zeigt ein Beispiel fiir die Planung eines Ein-
griffes, um den Riss eines Aneurysma an
der abdominalen Aorta zu vermeiden. Am
linken Bild, das eine praoperative Simula-
tion zeigt, kann man den hohen Druck auf
die Wand des Aneurysmas gut beobachten,
was die Notwendigkeit einer Operation
klar indiziert. Nach der Platzierung eines
Stents im Gefdsslumen sind die Druckver-
haltnisse wesentlich verbessert, wie das
linke, postoperative Simulationsbild zeigt.

Sehr dhnliche Werkzeuge konnen die For-
schung in der Entwicklungsbiologie unter-
stitzen beim Verstehen der Prozesse, die
zur Bildung der fiir das Wachstum der Or-
gane notwendigen Gefdsse fiihren. Einer
der relevanten Mechanismen ist die intus-
suszeptive Angiogenese, wobei ein existie-
rendes Kapillarbett umgebaut wird, um die
umliegenden Gewebe optimal mit Sauer-
stoff zu versorgen. Mikroskopische Beob-
achtungen in vivo zeigen, wie sich die Mor-
phologie der Endothelzellschichten schritt-
weise andert, was zur Bildung von grosse-
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Abb. 6:

Detailansicht einer simulierten Knochenatrophie bei einer

47-jahrigen Frau.

Abb. 7:

ren Kapillargefassen und deren sukzessiver
Remodellierung durch die Entstehung von
Verzweigungen und die Anpassung deren
lokaler Geometrie (wie z.B. der Verzwei-
gungswinkel) fiihrt. Die Aufgabe der Mo-
dellierung in diesem Fall war es zu untersu-
chen, wie die Interaktion zwischen dem
Blutfluss durch das Kapillarbett und der
Endothelzellschicht beschrieben werden
kann und inwieweit ein solches Modell die
Beobachtungen zu erklaren vermag. Die re-
levanten Flussparameter sind identisch mit
den oben diskutierten, wobei aus der Lite-
ratur bekannt ist, dass die Scherkrafte, die
auf die Endothelzellen wirken, eine domi-
nante Rolle spielen. Die Simulation muss
aber in diesem Fall beriicksichtigen, dass
sich die Morphologie des Gefdasssystems
wahrend des Prozesses permanent andert.
Die ersten Resultate zeigen, dass dadurch
die wichtigsten Schritte der Remodellie-
rung realitdtsnah beschrieben werden kén-
nen. Die untere Bildserie in der Abb. 5 zeigt
die simulierte Bildung der Arteriolen und
Venolen in voller Ubereinstimmung mit
den experimentellen Bildern. Die dabei ent-
stehenden neuen Verzweigungen entspre-
chen aber keineswegs den in ausgereiften
Gefasssystemen beobachteten Geome-
trien. Die Endothelzellen, die durch subop-
timale Flussverhaltnisse aktiviert werden,
bilden zuerst isolierte Saulen, die dann mit
der Verzweigung schrittweise verschmel-
zen, was zu einer veranderten, diesmal den
Flussverhdltnissen angepassten Geometrie
fiihrt. Die Resultate der in der oberen Bild-

Simulation des Wiederaufbaus der Fluoreszenz nach Ausbleichen

in der realen Geometrie des endoplasmatischen Reticulums.



serie der Abbildung 5 gezeigten Simulation
entsprechen sehr genau den experimentel-
len Beobachtungen. Nach der Erweiterung
dieses noch sehr rudimentaren Modells mit
weiteren Komponenten, die die relevanten
biochemischen und Transportprozesse be-
schreiben, konnte ein solches System als
Werkzeug fiir die Erzeugung und das Testen
neuer Hypothesen und fiir die Planung
neuer Therapieformen z. B. fiir die Krebsbe-
handlung dienen.

Simulierte Knochenatrophie bei
pramenopausalen Frauen

Die Modellierung des Verhaltens von Ge-
webe-Mikrostrukturen unter dem Einfluss
deren mechanischer und biochemischer
Umgebung ist von grosser Bedeutung fiir
die Entwicklung neuer Therapien auch in
anderen Gebieten. Wie vorher schon de-
monstriert, erlaubt es die hochauflésende
Mikrotomographie heute, die innere Struk-
tur des Knochens zu messen und zu ver-
messen. Dies bestimmt das mechanische
Verhalten des Knochens, welcher seiner-
seits die Fahigkeit hat, sich auf die vorherr-
schende mechanische Belastung zu adap-
tieren. Das Problem ist aber, dass sich sol-
che Adaptionsprozesse im Menschen liber
Jahrzehnte abspielen und man deshalb ei-
gentlich nicht in der Lage ist, die Adaption
klinisch zu verfolgen. Computermodelle
sind hier eine mogliche Alternative und er-
lauben die Simulation von biologischen
Prozessen uber mehrere Dekaden. In einer
kirzlich publizierten Studie wurde unter-
sucht, ob die l\nderungen in der Knochen-
mikrostruktur, wie sie beim altersbeding-
ten Knochenschwund oder der Osteo-
porose nach Hormonmangel auftreten, mit
Hilfe von realistischen Computermodellen
simuliert werden konnen. Dabei wurde
eine Reihe von Knochenproben von prame-
nopausalen Frauen mikrotomographisch
gemessen. Aus den mikrostrukturellen Bil-
dern wurden dreidimensionale Computer-
modelle generiert. Die altersbedingten
Strukturanderungen wurden dann mit
Hilfe der simulierten Knochenatrophie
Uber drei Jahrzehnte verfolgt. Dabei wer-
den sowohl die Knochenresorption wie
auch der Knochenaufbau uber zellulare
Prozesse gesteuert, sodass Daten generiert
werden koénnen, die den Knochenabbau,
wie er nach der Menopause auftritt, sehr
genau nachempfinden kénnen (Abbildung
6). Dabei stellte sich heraus, dass in den
ersten sechs Jahren nach dem Einsetzen

der Menopause bis zu 30% der Knochen-
masse verloren ging. Dieser Verlust wurde
vor allem durch Verdiinnung der Knochen-
elemente und durch Umwandlung von
plattenférmigen in stabférmige Strukturen
realisiert. Vor allem das Letztere hat wich-
tige mechanische Konsequenzen, da damit
die Gefahr einer Fraktur um iber 50% er-
hoht wird. Als Konsequenz aus diesen Si-
mulationen wird nun gepriift, ob es thera-
peutische Ansatze gabe, die es erméglichen
wirden, vor allem die schnellen Knochen-
verluste nach dem Einsetzen der Me-
nopause zu unterbinden. Dies als Alterna-
tive zur Behandlung im hohen Alter, wo der
Knochen schon weitgehend abgebaut ist
und somit fast nicht mehr aufgebaut wer-
den kann.

Die nahe Zukunft gehort der Model-
lierung

Die numerische Simulation behalt ihre Be-
deutung bei der Betrachtung biologischer
Systeme bei weiter zunehmender Auflo-
sung. Man ist im Prinzip mit dem gleichen
Problem konfrontiert, namlich dass die ver-
fligbaren bildgebenden Verfahren nicht
alle relevanten Parameter des untersuch-
ten Systems direkt abbilden kénnen. Bei
der Beschreibung intrazelluldrer Transport-
prozesse spielt die Diffusion eine entschei-
dende Rolle. Um diese Diffusion quantitativ
charakterisieren zu konnen, muss die Diffu-
sionskonstante bestimmt werden. Im Lu-
men des endoplasmatischen Reticulums
(ER) kann der Transport eines I6slichen, fluo-
reszierenden Proteins (GFP-KDEL) mit kon-
fokaler 3D-Mikroskopie durch die Beobach-
tung des Wiederaufbaus der Fluoreszenz
nach Ausbleichen (FRAP) verfolgt werden.
Die Geometrie des ER wurde aus den Mi-
kroskopie-Bildern rekonstruiert (siehe Ab-
bildung 7) und die Diffusion innerhalb die-
ses sehr komplexen Gebiets ist durch neue,
adaptive Partikel-basierte Methoden simu-
liert worden. Die Resultate der Simulation
wurden mit experimentell beobachteten
FRAP-Kurven verglichen und dadurch die
effektive Diffusionskonstante bestimmt.
Auf diese Weise konnte man demonstrie-
ren, dass die Hiirden, die durch die geome-
trische Komplexitat der ER-Domane verur-
sacht werden, den Diffusionsprozess zwei-
bis vierfach verlangsamen im Vergleich mit
Bewegungen in einem freien Raum. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass die Gestalt
der Organellen den intrazellularen Trans-
port wesentlich beeinflusst; dies muss bei

der Interpretation der FRAP-Messungen
entsprechend beriicksichtigt werden. Die
Weiterentwicklung der Methode wird die
Simulation von Diffusions-Reaktionspro-
zessen auch auf komplexen deformierba-
ren Oberflachen ermoglichen (fiir ein An-
wendungsbeispiel siehe Abb. 2 im Text von
Norden und Barral, S. 31).

Schon die ersten Resultate der skizzierten
Forschungsprojekte lassen die Moglichkei-
ten erahnen, die die Modellierung in der
nahen Zukunft fiir die Analyse und Inter-
pretation biomedizinischer Bilddaten bie-
ten kann. Die schnelle Zunahme der verfiig-
baren Rechenleistung, insbesondere durch
parallele Datenverarbeitung, wird im Prin-
zip bald die Simulation sehr komplexer Sys-
teme erlauben. Wie schnell diese Metho-
den im Alltag der biologischen Forschung
und klinischen Versorgung angewendet
werden konnen, ist vor allem durch unsere
Fahigkeit bestimmt, geniigend realitats-
nahe Modelle der relevanten Prozesse zu
erzeugen. Dazu ist es entscheidend, dass
die projektorientierte =~ Zusammenarbeit
zwischen Biologen, Klinikern und Ingenieu-
ren, die hier dargestellt wurde, weiter ver-
starkt wird.

Kevin Boomsma und Dimos Poulikakos
Laboratorium fiir Thermodynamik in
Neuen Technologien, ETH Zurich

Petros Koumoutsakos
CSE Lab, Institut fiir Computational
Sciences, ETH Ziirich

Ralph Miiller und Philipp Stampfli
Institut fir Biomedizinische Technik,

Universitat und ETH Ziirich

Gabor Székely
Institut fiir Bildverarbeitung, ETH Ziirich
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Abb. 2:
ZELLEN STRECKEN UND ENTFALTEN IHRE EXTRAZELLULARE MATRIX.
Intramolekulare Energietransfermessungen zwischen Fluoreszensdonoren und Akzeptoren
(FRET) zeigt, dass aktive Zellen (A, B) so stark an ihren extrazellularen Matrixfibern

ziehen konnen, dass die Matrixmolekile wie Fibronektin teiluweise entfaltet werden (griin)

Sobald das kontraktile Zytoskeleton durch Zugabe von 10 mm Cytocalasin D blockiert wird
(C, D), falten sich die Fibronektinmolekiile wieder. Um ein Mass zu bekommen, wie stark
die Proteinentfaltung das FRET Spektrum verandert, wurde Fibronektin in physiologischer
Losung (rot) durch Zusatz von GnHCl schrittweise denaturiert (schuwarze Linien in b & d).
Die Losungspektren wurden den in Zellkultur gemessenen Spektren lberlagert.

Da sich die Kraft und somit der Streckungsgrad in Fibrillen und die Spektren von Ort zu

Ort andert, zeigen die gestreiften Regionen den spektralen Bereich der Fibronektinfibrillen an

(Baneyx et al, 2002).

VISUALISIEREN, MESSEN UND BERECHNEN

KRAFTESPIELE IN LEBENDEN

ZELLEN

VIOLA VOGEL, YVES BARRAL UND RUTH KROSCHEWSKI

Durch neue Methoden und Techniken in der Mikroskopie und Nanotechnologie ist
fiir die Zellbiologie eine neue Ara angebrochen. Mit neuen Verfahren kann end-
lich beobachtet werden, wie Zellen nicht nur biochemische und genetische Infor-
mationen verarbeiten, sondern auch, wie sie das mechanische Kraftespiel mit
ihrer Umgebung und sich selbst nutzen, um ihre Funktionen zu regulieren.

44

Angetrieben von der Umwandlung biolo-
gischer Brennstoffe in mechanische Ener-
gie haben die Zellen raffinierte moleku-
lare Maschinerien entwickelt, mit denen
sie ihre Bausteine und sich selber aktiv
bewegen kénnen. Der durch biologische
Motoren angetriebene Transport erlaubt
es Zellen, ihre Lebensprozesse weit ent-
fernt vom thermodynamischen Gleichge-
wicht zu betreiben. Nur zwanzig Jahre
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nach der Entdeckung des molekularen
Motors
schritte in unserem Verstandnis, wie bio-

Kinesin wurden riesige Fort-
logische Motoren funktionieren, erzielt.
Jetzt gilt es zu verstehen, wie Zellen
Krafte messen und nutzen, um Zellfunk-
tionen zu regulieren, wie die Dynamik der
Kraft erzeugenden Motoren und ihre zu-
gehorigen Filamente im System Zelle in-
tegriert sind und schliesslich wie lokale

und globale Krafte die Funktion von ande-
ren zellularen Bausteinen regulieren.

Mechanische Kréfte als Regulatoren
von Zellfunktionen

Um diese Fragen zu beantworten, ist es
hilfreich, verschiedene funktionelle Ebenen
zu unterscheiden, auf denen Krafte biologi-
sche Systeme regulieren: (1) Krafte kénnen



auf Molekile einwirken und deren Funkti-

onszustand verandern (Mechanotransduk-
tion), (2) Krafte regulieren die strukturelle
Organisation
steine und somit (3) die Form der Zelle.
Schliesslich bestimmen Krafte (4) die Koor-
dination von Zellen miteinander. Offen-

aller intrazellularen Bau-

sichtlich ist das dynamische Kraftespiel auf
allen diesen Ebenen im lebenden Organis-
mus gleich wichtig. Trotz grosser Fort-
schritte wissen wir noch sehr wenig liber
die detaillierten Mechanismen, mit denen
Zellen Krafte nutzen, um ihre Funktion zu
regulieren, und wie diese verschiedenen
Funktionsebenen zusammenspielen. Eine
aktive Zelle besitzt Kraftesensoren, die me-
chanische in biochemische Signale verwan-
deln und somit
steuern. Krafte regulieren indirekt die Poly-

intrazellulare Prozesse

merisation von filamentdsen Systemen
und schliesslich die Genexpression der Zel-
len. Wahrend der Mitose, z. B. wenn Chro-
mosomen auf zwei Zellen verteilt werden
sollen, werden die Krafte in der aus Mikro-
tubuli bestehenden Spindel gemessen. Nur
wenn das richtige Kraftegleichgewicht de-
tektiert wird, teilt sich die Zelle und veran-

Abb. 1:

SPINDELORIENTIERUNG WAHREND DER MITOSE.

Die VUideoaufnahme einer Hefezelle wdhrend der Zellteilung zeigt die Spindel (rot),
die aus Mikrotubuli besteht, und die Uerteilung des Motorproteins Dynein (grin).
Neben den stark gefarbten Spindelmikrotubuli gibt es auch kaum sichtbare cytosoli-
sche Mikrotubuli, die ihren Ursprung am Spindelpol haben und bis zur

Zellmembran reichen.

Kurz bevor die Spindel verlangert wird, lokalisiert Dynein nur auf den Mikrotubuli
und dem Spindelpol, die in Richtung Bud (untere kleine Zelle) orientiert sind.
Aktivierung von Dynein verursacht, dass dieser Spindelpol durch den Knospenhals
gezogen Wird (drei letzte Bilder). Die Bilder reprasentieren eine Projektion von

10 XY-Bildern durch die Zelle in zwei Farben. Jede Projektion ist mit Zehn-Sekunden-

Abstanden aufgenommen worden.
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dert fiir bestimmte Gene die Expression.
Welches sind die Kraftsensoren in diesem
Fall, und welche Signalkaskade wird aus-
gelost? Bei der Bildung von Epithelien,
worin die Zellen eine spezifische Zellform
einnehmen, werden in Abhangigkeit von
Aktin und Mikrotubuli Zell-Zell-Kontakte
ausgebildet. B-Catenin spielt darin und bei
der Transkriptionsregulation eine wichtige
Rolle. Welcher Trigger verursacht die Zell-
formveranderung und wie wird sie ausge-
fuhrt? Und schliesslich, um ein Beispiel fur
supra-zellulare Kraftewirkungen zu geben,
wie wirken Krafte bei der Organbildung
und -funktion? Um z.B. eine Niere zu bil-
den, werden tausende von funktionellen
Untereinheiten produziert, die den Urin
produzieren. Wahrend der Ontogenese die-
ser Untereinheiten kommen Zellen zusam-
men und generieren zu einem bestimmten
Zeitpunkt einen zellfreien Raum (Lumen)
zwischen sich, der dann vergrossert wird
und schliesslich mit der Aussenwelt ver-
bunden wird. Woher kommen die Krafte,
die das Lumen verursachen, und welchen
physikalischen Regeln unterliegt dieses Sy-
stem? Diese Beispiele verdeutlichen auf

verschiedenen Ebenen unsere Wissens-
licken liber die Entstehung und die Effekte
von Kraftwirkungen in und zwischen Zel-
len.

Analyse von Kraften auf molekularer
Ebene

Das Verhalten von isolierten Molekiilen
kann sich drastisch von dem in lebenden
Zellen unterscheiden, da die Makromo-
lekiile in Zellen dicht gepackt sind und
hoch spezifisch miteinander interagieren.
Eine riesige technische Herausforderung
wird darin bestehen, zu entziffern, wie das
Andocken an den nachsten Nachbarn, das
Ubertragen von chemischen Zwischenpro-
dukten von Molekiil zu Molekiil oder die di-
rekte chemische Modifikation durch Nach-
barmolekiile das kinetische Wechselspiel
von zelluldaren Bausteinen erméglicht und
reguliert. Mit grosser zeitlicher und ortli-
cher Auflésung mussen wir lernen, die Tra-
jektorien von einzelnen Molekiilen in le-
benden Zellen zu verfolgen, beobachten,
wie einzelne Molekile synthetisiert und
schliesslich wieder abgebaut werden, wie
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Abb. 3:
KRAFTEBESTIMMUNG IM 3-DIMENSIONALEN RAUM WAHREND
IN-UITRO-ORGANOGENESE

A Epithelzellen entuwickeln sich in einer Kollagenmatrix zu einer Zyste. Diese
Entwicklung ist in 3D und Uber die Zeit im Fluoreszenzmikroskop verfolgbar, da
die Zellen stabil transfiziert sind und GFP-markierte Proteine exprimieren, die

in der Plasmamembran lokalisieren.

B Translokation der sich entwickelnden Zyste in der 3D-Matrix. Die xy-Stapel der
konfokalen Fluoreszenzbilder wurden in bildverarbeitende Programme importiert.
Die 3D-Geometrie der sich entwickelnden Zyste ist in einem fixierten Koordinaten-
system dargestellt und zeigt die zeitabh&ngige Gréssen- und Ortsveranderung.

C In Kollaboration zwischen den Arbeitsgruppen von D. Poulikakos (D-MAUT) und

R. Kroschewski (D-BIOL) wurde eine Computer-Methode entwickelt, die die Krafte
simuliert, die an der Oberflache und in der Matrix wahrend der Zystenbildung
Wwirken. Dargestellt ist die zeitabhdngige Krafteverteilung (van-Mises-Stress) in
der Matrix in der Schnittebene (blau), die ganz rechts aussen im Simulationsraum
wiedergegeben ist. Es handelt sich um die in A abgebildete Zystenentuwicklung.

einzelne Molekiile mit ihren Nachbarn in-
teragieren und wie die spezifische Aggre-
gation dieser Molekiile deren Funktions-
weise reguliert. Das Aneinanderkoppeln
von Molekiilen ist auch notwendig, um me-
chanische Kréfte zu lbertragen und ulti-
mativ mechanische Kréfte in biochemische
Signale zu verwandeln. Wissenschaftliche
Erkenntnis wird wiederum von techni-
schem Fortschritt abhangen, so zum Bei-
spiel durch Erhohung der Auflésung opti-
scher Mikroskopie bis hinunter zur Nano-
skala. Ex vivo konnen die mechanischen
Eigenschaften von einzelnen Molekiilen
dadurch bestimmt werden, dass das eine
Ende eines Molekiils auf einer Oberflache
verankert wird, wahrend das andere Ende
zum Beispiel entweder mit der Spitze eines
Kraftfeldmikroskops gegriffen oder gekop-
pelt an eine kleine Kugel von optischen
Tweezern gepackt und dann daran gezogen
wird. In der Zelle sind solche Messungen
sehr viel komplizierter. Zusatzlich zum Ein-
satz von optischen Tweezern, um Krafte zu
messen, die auf Organellen einwirken,
mussen neue molekulare Kraftsonden ent-
wickelt werden, mit denen wir ablesen kon-
nen, wann, wie und wo Molekiile Kraften
ausgesetzt sind und wie ihre Funktions-
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weise von Kraften reguliert wird. In ersten
Ansatzen wird versucht, zum Beispiel syn-
thetische oder biologische Molekiile als
Kraftsonden zu verwenden, deren spektro-
skopische Eigenschaften sich andern, wenn
man an ihnen zieht. Solche Sonden koénn-
ten dann spezifisch in intrazelluldre Pro-
teine eingebaut oder angekoppelt werden.
Das fluoreszierende Protein GFP konnte als
Kraftreporter eingesetzt werden, da es sich
unter Krafteinfluss strukturell verandert.

Die globale Zellarchitektur:
Ausgewogene Kraftespiele

Nachdem Zellen Krafte erzeugt und detek-
tiert haben, miissen diese auch ausgerich-
tet werden, sodass verschiedene intrazel-
luldre Organellen ihre richtigen Positionen
relativ zueinander einnehmen. Ein beson-
ders eindriickliches Beispiel dafiir ist die
Ausrichtung der mitotischen Spindel in der
knospenden Hefe, S. cerevisiae, die senk-
recht zu der Teilungsachse sein muss. Hier
ist ungeklart, wie Krafte nicht nur die Posi-
tion, sondern auch die Orientierung der
Spindel in der Zelle kontrollieren (vgl. Abb.1).
Die Analyse der Proteinverteilung inner-
halb einer Zelle mittels hochauflosender

Videomikroskopie zeigte, dass die raumli-
che Verteilung und Aktivitat von Motoren
so reguliert ist, dass nur einer von zwei
Spindelpolen zu einem Zellende gezogen
wird. Die Spindelpolkérper, die die Spindel-
pole ausmachen, konnten als die Zentren
identifiziert werden, an denen die Vertei-
lung von Motorproteinen reguliert wird.
Richtige Spindelorientierung ist dadurch
gewahrleistet, dass nur ein Pol aktiv ist.
Wenn diese raumliche Regulation fehlt, zie-
hen Krafte beide Spindelpole zum gleichen
Zellende. Die darauf folgende Zellteilung
fiihrt dann zur Bildung einer Zelle ohne
Chromosomen, welche nicht lebensfahig
ist, und einer zweiten Zelle mit dem dop-
pelten Chromosomensatz, eine Situation,
die oft Krebs verursacht (Liakopoulos et al.,
2003; siehe auch Norden/Barral, S. 29).
Diese Studien haben gezeigt, dass Zellen
die Fahigkeit erworben haben, die raumli-
chen Krafte entlang von Mikrotubuli zu re-
gulieren. Dies bildet ein erstes Paradigma,
um zu erklaren, wie Zellen ihre interne Or-
ganisation kontrollieren und sich relativ zur
Umgebung orientieren.

Zellen in Wechselwirkung mit ihrer
Umgebung

Nicht nur intrazelluldre Krafte sind wichtig,
um Zellen das Wachsen und Gedeihen zu
ermoglichen. Die meisten Zellen kénnen
komplexe mechanische Wechselwirkungen
mit ihrer Umgebung eingehen, was zur
Folge hat, dass nicht nur die biochemi-
schen, sondern auch die physikalischen Ei-
genschaften der Umgebung einer Zelle ei-
nen starken Einfluss auf das Zellverhalten
und schliesslich auf die Genexpression ha-
ben kénnen. Auf molekularer Ebene zu ver-
stehen, wie Zellen mechanische Stimuli von
ihrer Umgebung dekodieren und in bioche-
mische Signale umwandeln, ist deshalb von
entscheidender Bedeutung fiir das Ver-
standnis von physiologischen und patholo-
gischen zellularen Prozessen.

Wahrend die meisten bisherigen Studien
sich damit beschaftigten, an isolierten Mo-
lekiilen zu messen, wie Krafteinwirkungen
die Bildung von Zelladhasionsstellen und
die nachfolgenden intrazelluldren Ereig-
nisse beeinflussen, stellten wir uns zum
Beispiel die Frage, ob durch Krafteinwir-
kung entstandene strukturelle Anderun-



gen von extrazellularen Matrixproteinen
selber eine wichtige Rolle bei der Mecha-
notransduktion spielen kénnten. Um diese
Frage angehen zu kénnen, mussten neue
nanotechnische Ansatze entwickelt werden,
um zellinduzierte mechanische Protein-
entfaltungen in Zellkulturen nachzuwei-
sen. Zudem mussten hochauflésende
Strukturmodelle entwickelt werden, um zu
verstehen, wie Zellen mechanische Krafte
nutzen, um das Offenlegen von molekula-
ren Erkennungsstellen durch Streckung
extrazellularer Matrixproteine zu regulie-
ren. Mit Hilfe von intramolekularem Fluo-
reszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
konnte gezeigt werden, dass das extrazel-
luldre Matrixprotein Fibronektin zumindest
teilweise durch zellinduzierte Krafte me-
chanisch entfaltet wird (Abb. 2) (Baneyx et
al., 2002). Wir verwendeten dann Compu-
tersimulationen (steered molecular dyna-
mics, SMD), um hochauflésende Struktur-
modelle von Proteinentfaltungstrajekto-
rien zu erstelle,n und fanden, dass die
mechanischen Stabilitaiten der diversen
Fibronektinmodulen, die wie in einer lan-
gen Kette aneinander hangen, sich wesent-
lich voneinander unterscheiden (Craig et
al., 2004). Die relative mechanische Stabi-
litat dieser Module wird durch Substitution
von nur wenigen wichtigen Aminosauren,
welche den Zugang von Wasser zu denjeni-
gen Wasserstoffbriicken regulieren, be-
stimmt die friih wahrend des Entfaltungs-
prozesses brechen. Da sich diese Fibronek-
tinmodule nicht nur in ihrer mechanischen
Stabilitat, sondern auch in ihren molekula-
ren Erkennungssequenzen voneinander
unterscheiden, liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass Zellen durch sequenzielles Ent-
falten dieser Module gezielt Kraftdnderun-
gen in biochemische Veranderungen Uber-
setzen. Die Entfaltungssequenz der Bau-
steine extrazellularer Proteine ist also di-
rekt dafiir verantwortlich, in welcher Se-
quenz die chemischen Funktionalititen
spezifischer Bausteine umgeschaltet wer-
den, wenn das Protein durch Krafteinwir-
kung gestreckt wird. Diese und andere Da-
ten lassen vermuten, dass Zellen nicht nur
auf extrazelluldre Matrixproteine reagieren
oder diese als strukturgebende Scaffolds
verwenden, sondern dass sie das bioche-
mische Aussehen der extrazellularen Ma-
trixproteine aktiv verandern, indem die
entsprechende Matrix entweder gestreckt
oder die Kraft vermindert wird. Die Zellen

erhalten so die aktive Moglichkeit, die
funktionellen Merkmale ihrer Umgebung
je nach Bedarf zu regulieren.

Krafte wahrend Organogenese
im 4D-Raum

Einzelne Zellen beeinflussen ihre Matrix
und regulieren die Kontakte zu Nachbarzel-
len. Um funktionelle multizelluldre Einhei-
ten, Organe, zu bilden, missen die einzel-
nen Zellen aber auch ihre Reaktionen mit-
einander abstimmen. Dieses System ist in
vivo sehr komplex und schwer kontrollier-
bar. Daher sind systematische In-vitro-Ana-
lysen erste gangbare Schritte, um die glo-
balen Gesetzmassigkeiten der Organbil-
dung herauszuarbeiten. Z.B. war es bisher
nicht moéglich, die raumliche Verteilung von
Kraften, ihre Grosse und die verschiedenen
Teilkomponenten zu bestimmen. Daher
entwickelten wir eine Computermethode,
die auf videomikroskopischen Aufnahmen
von dreidimensionalen  Aggregatober-
flaichen zu verschiedenen Entwicklungs-
zeitpunkten, genau charakterisierten Ma-
terialeigenschaften und auf universellen
Grundsatzen der Physik basiert, um die
Krafteverteilung in der Matrix und an der
Aggregatoberfliche wahrend der Zysten-
bildung von Epithelzellen zu untersuchen
(Abb. 3) (Zeng et al., 2005). Mit hoher Zeit-
auflésung wird es bald moglich sein, die
Krafteverteilung wahrend der verschiede-
nen morphogenetischen Schritte in der
Organogenese zu bestimmen und ihre
Rolle zu analysieren.

Ausblick

Neue Techniken und Methoden erlauben
vorher nie mégliche Einblicke. Durch com-
puterunterstitzte Bildanalyse und stan-
dige Verbesserung der zeitlichen und raum-
lichen Auflésungen (insbesondere der
Z-Achse) wird es moglich sein, die verschie-
denen mechanischen Prozesse in der Zelle
zu visualisieren und ihre molekularen Ur-
spriinge und Regulationen zu verstehen.
Das dadurch gewonnene Verstandnis der
Nanomechanik der Zelle wird wiederum
besonders fiir Ingenieure und Physiker
wertvoll sein, um neue Prinzipien und
Werkzeuge zu entwickeln, die unbekannte
Horizonte in der Nanotechnologie erleuch-
ten werden.

Viola Vogel
Departement Materialwissenschaft der
ETH Ziirich

Yves Barral
Institut fiir Biochemie der ETH Ziirich

Ruth Kroschewski
Institut fir Biochemie der ETH Ziirich
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INFEKTIONSKRANKHEITEN

HEIMTUCKISCHE VIREN AUF
LEBENDEN ZELLEN

IVO F. SBALZARINI, HELGE EWERS, ALICIA SMITH, ARl HELENIUS UND PETROS KOUMOUTSAKOS

Die Kombination von moderner Lichtmikroskopie und automatisierter computer-
gestiitzter Bildverarbeitung erméglicht es, die Bewegungen von Viren auf leben-
den Zellen zu beobachten. Die systematische Analyse der Virusbewegungen un-
mittelbar nach dem Binden an die Zelloberflache wird helfen, die friihen Schritte
von Virusinfektionen besser zu verstehen. Besonders interessant sind dabei die
von den Viren benutzten Mechanismen, um ins Innere der Zelle einzudringen.

Viren werden von Organismus zu Organis-
mus Ubertragen. Um sich zu vermehren,
miissen sie ihr Erbgut sowie Hilfsproteine
ins Innere der Wirtszelle bringen. Die zahl-
reichen Methoden, welche die Viren dazu
entwickelt haben, beruhen darauf, bereits
vorhandene Mechanismen der Zelle fiir die
eigenen Zwecke zu missbrauchen. Die in
diesem Zusammenhang wichtigsten Pro-
zesse sind das Eindringen durch die Zell-
membran ins Innere der Zelle, sowie der
motorgetriebene Transport entlang des Ei-
senbahn-Netzwerks der Zelle, der Mikrotu-
buli. Das Ziel der Viren: der Zellkern, in dem
sie sich replizieren konnen.

Wie entstehen Infektionen?

Der Infektionsprozess beginnt mit dem
Binden der Viren an die Aussenseite der
Zellmembran (siehe auch Schlumberger et
al., S. 26). Ankermolekiile auf der Ober-
fliche des Virus binden dabei nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip an
Proteine in der Zellmembran, die «Virus-Re-
zeptoren». Diese Rezeptoren haben im nor-
malen Leben der Zelle eigentlich andere
Aufgaben, werden aber vom Virus ge-
schickt als Bindungsstellen missbraucht.
Verschiedene Viren benutzen dabei ver-
schiedene Rezeptoren. Art und Verteilung
der Rezeptoren in den Zellen und Geweben
eines Organismus bestimmen dadurch
weitgehend, welche Zellen infiziert werden
und wie die Viruserkrankung verlauft.

Nach dem Binden an die Zellmembran

bestimmte

miussen die Viren die Membran durchbre-
chen, um ihr Erbgut ins Innere der Zelle zu
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bringen. Auch dazu sowie fiir den Transport
im Zellinnern verlassen sich die Viren auf
die bereits vorhandene Maschinerie der
Zelle, die sie fiir ihre Zwecke «umprogram-
mieren».

Wie verhalten sich Viren auf der Zellmem-
bran, bevor sie ins Innere der Zelle gelan-
gen? Die Antwort auf diese Frage ist fiir
kein Virus im Detail bekannt. Wir wissen je-
doch, dass diese frithen Schritte im Infek-
tionsprozess von grosser Wichtigkeit fiir
die ganze Infektion sind. Die hierbei ablau-
fenden biochemischen Prozesse umfassen
eine Vielzahl verschiedener Molekile und
I6sen komplexe Abfolgen von Signalen aus,
die dazu dienen, die Zellmechanismen fir
die Zwecke des Virus umzustellen.

Ursache von Darmkrebs

In unserem Projekt studieren wir die frithen
Schritte der Bindung und Bewegung von
Polyoma-Viren auf der Aussenseite der
Membran lebender Zellen. Polyoma ist ein
kleines (45 Nanometer Durchmesser) DNS-
Virus, welches Tumore in der Ohrspei-
cheldriise von Mausen verursacht. Das
menschliche Gegenstlick des Virus ist ver-
antwortlich fiir bestimmte Arten von
Darmkrebs (siehe auch Norden/Barral, S. 29
und Rudin/Schubiger, S. 36). Die Abb. 1 zeigt
einige dieser Viren unter dem Elektronen-
mikroskop. Die Viren gelangen liber einen
bestimmten Pfad ins Innere der Zelle. Die-
ser Pfad wurde erst kirzlich entdeckt, ist
unabhangig von den bekannten klassi-
schen Mechanismen und daher von gros-
sem wissenschaftlichem Interesse. Poly-

oma-Viren sind Experten darin, den Pfad
fiir ihre Zwecke zu missbrauchen. Die Beob-
achtung dieser Viren liefert fundamentale
Informationen lber die biochemischen Pro-
zesse, welche fir das Funktionieren des
Pfades verantwortlich sind. Also: Wir be-
nutzen das Virus als Beobachtungsinstru-
ment flr zelluldre Prozesse. So kdnnen wir
nicht nur etwas tGber die Mechanismen von
Virusinfektionen erfahren, sondern lernen
gleichzeitig auch viel Uber die komplexen
Prozesse, die innerhalb von Zellen ablau-
fen.

Kiinstliche Viren ohne Erbgut

Um die Probleme der Biosicherheit zu ver-
meiden, verwenden wir in unseren Unter-
suchungen nicht infektiose Viren, sondern
stellen die Proteine der Viruskapsel kiinst-
lich her und bauen daraus «leere» vi-
rusahnliche Partikel. Diese haben dieselbe
Struktur wie das richtige Virus, enthalten
aber kein Erbgut, was heisst, dass sie die
Zelle nicht infizieren kénnen. Das Verhalten
solcher leeren «Viren» in den fiir uns interes-
santen frithen Bindungsschritten ist jedoch
identisch mit jenem der richtigen Viren.
Damit die Bewegungen der Viren unter
dem Lichtmikroskop sichtbar werden, mar-
kieren wir die virusahnlichen Partikel mit
fluoreszenten Farbstoffen.

Somit kdnnen die vielfdltigen Wechselwir-
kungen der Viren auf der Zelloberflache,
unmittelbar nach dem Eindringen, beob-
achtet und analysiert werden. Um die Be-
wegungen der Teilchen in Echtzeit zu ver-
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Abb. 1: B
EINIGE POLYOMAVIRUS-AHNLICHE TEILCHEN

Abb. 2:

FLUORESZENT MARKIERTE POLYOMAUIRUS-AHNLICHE TEILCHEN

(helle Punkte) nach dem Binden an die Aussenseite der Zellmembran. Die vier Bilder
zeigen denselben Bildausschnitt zu verschiedenen Zeitpunkten. Sie wurden mittels
eines TIRF-Mikroskops bei 100-facher Uergrosserung aufgenommen. Die Positionen
der einzelnen Punkte werden vom Computer vollautomatisch erfasst und ihre Bewegun-
gen verfolgt.

unter dem Elektronenmikroskop bei 62000-facher

Uergrdsserung. Jedes Teilchen besteht aus einer
Proteinkapsel von zirka 45 Nanometer Durchmesser e
und enthdlt alle Ankermolekile, um an die Rezepto-
ren auf der Zelle binden zu kdnnen. Die Kapseln

enthalten jedoch kein Erbgut und sind somit nicht ¥
infektids. s
Abb. 3: "

BEISPIEL UON KLASSISCHER UND «MOMENT
SCALING SPECTRUM»-ANALYSE UON UIRUSBE-

WEGUNGEN. 005
Die erste Zeile zeigt vier Bahnkurven, uie sie —

vom Computer aus den Uideoaufnahmen extrahiert E’.
wurden. Es kdnnen vier verschiedene Arten von

Bewegungen unterschieden werden: (1) freie |

Diffusion, (2) Beschrankung auf ein stillstehen-
des Gebiet, (3) Beschrankung auf ein sich beuwe-

gendes Gebiet, und (4) eine Mischung von 1-3. Die E 5
klassische «Mean Square Displacement»-Analyse- 7

0 tme(s) 350

methode dieser vier Beispiele ist in der zweiten "

Zeile dargestellt. Erst wenn die «Moment Scaling

i

Spectrum»-Analyse hinzugenommen wird (dritte =

Zeile), ist es jedoch moglich, die vier verschie-

denen Bewegungstypen zu unterscheiden.

folgen, benutzen wir moderne bildgebende
Verfahren wie konfokale Mikroskopie und
TIRF-Mikroskopie («Total Internal Reflec-
tion Fluorescence»). Die Abb. 2 zeigt eine
kurze Zeitsequenz von typischen Bildern
von Polyoma-ahnlichen Teilchen unter ei-
nem TIRF-Mikroskop. Die einzelnen fluores-
zent markierten Viren erscheinen als helle
Punkte vor dem dunklen Hintergrund der
Aussenseite der Zellmembran. Auf diese
Weise aufgenommene digitale Videos sind
reich an Informationen uber die Funktions-
prinzipien und Strukturen der Pfade ins In-
nere von lebenden Zellen.

Schnelle Viren in langen Filmen...

Bevor die Informationen analysiert werden
konnen, miissen die Bewegungen der Viren
jedoch in Form von Bahnkurven aus den Vi-
deos extrahiert werden. Dieser Prozess
heisst «Tracking» und spielt eine wichtige
Rolle in Bewegungsanalysen in vielen Be-
reichen der Wissenschaft und Technik. Um

tima(s) 350
moment scaling specirum

2 3

imais) 350 ftimes) 35

statistisch signifikante Analysen der Virus-
bewegungen durchfiihren zu kénnen, miis-
sen Tausende von Bahnkurven unter ver-
schiedenen Bedingungen und chemischen
Behandlungen der Zelle bestimmt werden.
Die grosse Zahl von Beobachtungen ist
notig, um biochemische Modelle der Pfade
ins Zellinnere aufstellen und testen zu kon-
nen. Die schnellen Bewegungen der kleinen
Virenteilchen erfordern zudem, die Videos
mit mindestens 20 Bildern pro Sekunde
aufzuzeichnen. Somit sind die resultieren-
den Filme mehrere Tausend Bilder lang.

...fordern «Tracking»-Programme heraus

Die riesigen Datenmengen miussen effi-
zient und zuverlassig verarbeitet werden.
Die Genauigkeit, mit welcher die Position
eines Partikels in einem Bild bestimmt wer-
den kann, muss dabei besser sein als die
Grosse eines einzelnen Pixels des Bildes,
und sie darf nur schwach vom Storrauschen
im Bild abhangen.

Dies ist nur mittels vollautomatischer Ver-
arbeitung im Computer zu bewaltigen. Die
Aufgabe des Computers besteht darin, die
Positionen aller Viren in allen Bildern eines
Videos zu bestimmen und diese Punkte
uber die einzelnen Bilder hinweg zu verbin-
den, d. h. zu bestimmen, welcher Punkt im
nachsten Bild vom selben Virenteilchen
stammt wie ein bestimmter Punkt im aktu-
ellen Bild. Auf diese Weise konnen die Be-
wegungen aller Viren uber die Zeit des Vi-
deos verfolgt werden.

Die riesigen Datenmengen und die
benotigte Genauigkeit der Resultate sind
eine Herausforderung fir alle «Tracking»-
Computerprogramme. Die Zusammenar-
beit zwischen dem Computational Labora-
tory (CoLab) und dem Institut fiir Bioche-
mie der ETH Zirich wurde teilweise da-
durch motiviert, dass die bestehenden Pro-
gramme den Bedrfnissen dieses Projekts
nicht gerecht wurden. Die meisten dieser
Programme benutzen Annahmen liber die
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Art der Bewegung, um ein effizientes
Tracking-Verfahren zu konstruieren. Man-
che sind zwar sehr genau, aber zu rechen-
intensiv um sie auf grosse Datenmengen
anzuwenden.

Die fiir dieses Projekt neu entwickelte Soft-
ware benotigt keinerlei Annahmen iber
die Art der Bewegung, ist speziell schnell
und robust gegen Bildrauschen. Das Com-
puterprogramm ist effizient genug, um die
Tausende von Bildern eines Videos innert
weniger Sekunde auf einem normalen
Blrocomputer zu verarbeiten. Die dabei er-
reichte Genauigkeit der Resultate ist ver-
gleichbar mit sehr viel rechenintensiveren
Methoden.

Vier Bewegungsarten

Die vollautomatische Bestimmung der Vi-
rusbewegungen aus den Videoaufnahmen
stellt uns eine Fiille von Informationen zur
Beschreibung und Analyse der Abldufe un-
ter verschiedenen Bedingungen zur Verfii-
gung. Die klassische Analysemethode fiir
zweidimensionale Bewegungen basiert auf
der Bestimmung von Transportgeschwin-
digkeiten und Diffusionskonstanten. In bio-
logischen Systemen entsprechen die Bewe-
gungen jedoch selten idealer Diffusion
oder gerichteter Bewegung, sodass die
klassischen Analyseverfahren erweitert
werden miissen. Nach dem Binden an den
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Rezeptor kénnen vier verschiedene Arten
von Bewegungen beobachtet werden: freie
Diffusion, Beschrankung auf ein stillste-
hendes Gebiet, Beschrankung auf ein sich
bewegendes Gebiet oder eine beliebige Mi-
schung dieser drei. Die klassische Analyse
kann nicht zwischen freier Diffusion und
Beschrankung auf ein sich rasch bewegen-
des Gebiet unterscheiden. Ebenso sind still-
stehende Teilchen nicht von solchen unter-
scheidbar, die auf ein sich sehr langsam be-
wegendes Gebiet beschrankt sind.

Um dieses Problem zu beheben, benutzen
wir zur Beschreibung der Bewegungspro-
zesse eine Analysemethode aus der statis-
tischen Mechanik. Diese «kMoment Scaling
Spectrum»-Methode betrachtet das ganze
Spektrum der Dispersionskonstanten und
nicht nur die Diffusionskonstante alleine.
Sie liefert somit viel mehr Information tiber
die Art der Bewegung. In Kombination mit
der klassischen Analysemethode ist es nun
moglich, alle Bewegungstypen eindeutig
zu unterscheiden, wie in Abb. 3 anhand ei-
nes Beispiels dargestellt ist.

Biologen und Informatiker forschen
zusammen

Die Fahigkeit, Virenbewegungen vollauto-
matisch klassifizieren zu koénnen, ist ein
wichtiger Bestandteil unserer
chungen. Einerseits verunmoglicht die
grosse Anzahl der Beobachtungen eine
manuelle Auswertung, andererseits moch-
ten wir jede Verzerrung der Resultate durch
manuelle Auswahl und Klassifikation ver-
meiden. Dies ermoglicht es, mittels statisti-
scher Verfahren auch kleinste Unterschiede
festzustellen. In Kombination mit systemati-
schen Manipulationen der Zellen mittels
chemischer Behandlungen wird es nun mog-
lich, die Bestandteile der molekularen Ma-
schinerie des Eindringens in die Zelle zu
identifizieren und ihr Zusammenspiel zu
verstehen. Dieses Projekt hat Wissenschaft-
ler aus Biologie und Computational Science
in einer engen Kooperation zusammenge-
fihrt. Es steht beispielhaft dafiir, wie die
Entwicklung spezialisierter computerbasier-
ter Verfahren mithelfen kann, herausfor-
dernde Problemstellungen in der Biologie
anzugehen, und die Grenzen der Forschung
in beiden Disziplinen neu zu definieren.

Untersu-

Ivo F. Sbalzarini’, Helge Ewers, Alicia Smith,
Ari Helenius 2 und Petros Koumoutsakos'
"Computational Laboratory (CoLab) und
2nstitut fiir Biochemie, ETHZ



Hirnschnitt, aufgezeichnet mit einem Diffusions-Tensor-MRI: Die Farben bezeichnen die Uerlaufs-
richtungen der Hirnfaserstrukturen; Blau: oben-unten; Rot: links-rechts; Grin: vorne-hinten.
(Bild: Prof. Peter Bosiger, Thomas Jarmann, Institut fir Biomedizinische Technik) (siehe S. 64)



0.1 mm

Dreidimensionale Darstellung eines ausgeuwahlten Bereiches aus dem Hyppocampus eines APP 23 tg-Maus-
gehirnes. (Bild: Stephan Heinzer, ETH Zirich). (siehe S. 60)



RENAISSANCE DER LICHTMIKROSKOPIE

DIE GEBURT DER OPTISCHEN
NANOSKOPIE

ANDREAS STEMMER UND VAHID SANDOGHDAR

Visualisierung und Entdeckung vieler Prozesse und Wesen, wie Brownsche Bewe-
gung, Bakterien, Zellteilung sowie zahlreiche andere biologische Ereignisse haben
wir der Lichtmikroskopie zu verdanken. Doch diese Technik kommt an ihre Grenzen.
Die Losung lautet: optische Nanoskopie.

Was wir in der Umgangssprache «Licht»
nennen, ist nur ein kleiner Bereich der elek-
tromagnetischen Wellen, zu denen einer-
seits die so genannten Gamma- und Ront-
genstrahlen und andererseits auch die Mi-
kro- und Radiowellen zahlen. Die Tatsache,
dass Licht fiir das menschliche Auge sicht-
bar ist, raumt ihm einen ganz besonderen
Platz ein, und das nicht nur in unserem all-
taglichen Leben, sondern auch in den Na-
turwissenschaften. In der Tat kamen die er-
sten Hinweise auf die Grenzen der klassi-
schen Physik und das Bediirfnis fir die
Quantentheorie aus optischen Experimen-
ten. Das Lichtmikroskop ist ein anderes Bei-
spiel fir den enormen Einfluss des Lichtes
auf die Naturwissenschaften.

Lichtmikroskopie: Die Auflosung
bleibt Sorgenkind

Die Erfindung des einfachsten Mikroskops,
der Lupe, kann man nicht zurlickdatieren,
aber Multilinsenmikroskope wurden erst-
mals am Ende des sechzehnten Jahrhun-
derts gebaut. Die Lichtmikroskopie ver-
zeichnete einen wichtigen Fortschritt, als
Ernst Abbe (1873) und Lord Rayleigh (1896)
den Abbildungsprozess mit der Beugung
von Lichtwellen verkniipften. Aufgrund die-
ses theoretischen Verstandnisses konnten
bessere Objektive hergestellt werden, de-
ren Auflédsung nur noch durch die Beugung
des Lichts begrenzt war. Durch die Verwen-
dung von griinem Licht und mit den besten
Objektiven liegt diese Auflésungsgrenze
fiir punktférmige Objekte bei 200 nm (Abb. 1).
Kleinere Objekte lassen sich zwar noch
sichtbar machen, sie werden aber nicht
entsprechend ihrer wahren Grosse abgebil-
det, sondern erscheinen in der Grosse der
Auflésungsgrenze. Diese fundamentale Ei-
genschaft von Lichtwellen begrenzte seit
Abbe und Rayleigh fiir nahezu 70 Jahre die

Anwendungsmoglichkeiten der Lichtmikro-
skopie und brachte diese Technik auch fast
in Vergessenheit.

Die Renaissance der Lichtmikroskopie in
der Biologie begann im letzten Viertel des
zwanzigsten Jahrhunderts durch die Ver-
fligbarkeit von Lasern und den Einsatz von
spektroskopischen Methoden. Durch ge-
zieltes Markieren der zu untersuchenden
Bereiche des Systems mit fluoreszierenden
Molekiilen konnte man verschiedene dyna-
mische und statische biologische Prozesse
sichtbar machen. Dieser Vorgang wurde vor
etwa zehn Jahren durch die Entdeckung der
verschiedenen Farbvarianten des «green
fluorescent protein» (GFP), das sich in der
Zelle genetisch exprimieren lasst, revolu-
tioniert. Zugleich konnte die Fluoreszenz-
mikroskopie die Grenze ihrer Empfindlich-
keit, namlich die Detektion einzelner flu-
oreszierender Molekiile, erreichen.

Diese und andere junge Fortschritte der
Nanowissenschaften haben den Anstoss
gegeben, die Beschrankungen der Lichtmi-
kroskopie, die Uber viele Jahrzehnte als all-
gemeingiiltig betrachtet wurden, griind-
lich zu hinterfragen.

Wie die Aufldsungsgrenze uberwunden
werden kann, war eigentlich schon lange
bekannt, nicht zuletzt durch die Arbeiten
von Prof. Lukosz an der ETHZ in den Sechzi-
gerjahren. Es erstaunt daher umso mehr,
dass erst in den letzten 20 Jahren Techni-
ken entwickelt wurden, welche die Auflo-
sung von Lichtmikroskopen wirklich signifi-
kant zu verbessern vermochten. Die neuen
Techniken der Fluoreszenzmikroskopie ha-
ben unterschiedliche Ansatze fir die opti-
schen Untersuchungen biologischer Pro-
zesse ermoglicht. Nachfolgend werden ei-
nige von ihnen prasentiert.

HELM: Eine «Erfindung» der ETH
Ziirich

Eine zentrale Idee in der modernen Lichtmi-
kroskopie ist eine raumlich strukturierte
Beleuchtung der Probe. Das bekannteste
Beispiel dafiir ist das konfokale Lichtmikro-
skop, bei dem die Probe mit einem fokus-
sierten Lichtstrahl Punkt fiir Punkt abgeta-
stet wird. Theoretisch lasst sich mit diesem
weit verbreiteten Gerdt die Auflésung late-
ral um einen Faktor 1,4 verbessern — in der
Praxis fallt der Gewinn an Auflésung aller-
dings wesentlich kleiner aus. Die Starke der
konfokalen Mikroskope besteht darin, dass
sie das Licht aus einer Fokusebene gezielt
detektieren konnen: Dabei wird das Licht
aus allen anderen Ebenen weggefiltert,
was zu einer klareren Bildinformation
fihrt. Wesentlich mehr Auflésung — mo-
mentan 100 nm in lateraler Richtung - er-
reicht man mit strukturierter Beleuchtung,
die auch bei der HELM («Harmonic Excita-
tion Light Microscopy»), die an der ETHZ
entwickelt wurde, verwendet wird.

Bei diesem Verfahren wird die Probe mit ei-
nem zweidimensionalen Interferenzmu-
ster beleuchtet, und es missen funf Bilder
fiir verschiedene Positionen des Beleuch-
tungsmusters aufgenommen werden. Die
Beleuchtung mit einem Interferenzmuster
fihrt zu einer Frequenzmischung, die es er-
moglicht, mit Hilfe eines konventionellen
Weitfeld-Lichtmikroskops feinere Details
zu libertragen. Das Abbild mit verbesserter
Auflésung wird rechnerisch aus den fiinf
Bildern rekonstruiert (Abb. 2.).

STED-Mikroskopie: Hohe Beleuch-
tungsintensitat mit gepulsten Lasern

Ein weiterer wichtiger Fortschritt kam von
der Multiphoton-Fluoreszenzmikroskopie.

Hier wird die Fluoreszenz der Probe liber
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Abb. 1:
Zwei identische Punktquellen kdonnen nur dann aufgeldst
wenn ihr Abstand d grosser oder gleich ist
N/2n sin® wobei N die Wellenlinge des Lichts und n der
Brechungsindex des Mediums sind. Zweil unterscheidbare
Punktquellen aber kdnnen beliebig genau lokalisiert
(und daher aufgeldst) werden,
Abbildung jedes ObJjekts sehr genau bestimmt werden
kann.

.,

Abb. 3:

Ein Akzeptormolekil fluoresziert,
Donatormolekil sich innerhalb einiger weni-
ger Nanometer von ihm entfernt befindet und
ihm seine Energie Ubertrdgt. Anhand dieser

weil das Zentrum der

Abb. 2:

HelLa-Zellen mit Caveolin-1-GFP, abgebildet im konventionellen Licht-

mikroskop (links) und mit Hilfe der HELM-Technik (rechts).
logy Group und Institut fir Biochemie,
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einen nichtlinearen Prozess mit mehreren
(typisch sind zwei oder drei) Photonen an-
geregt. Das heisst, die Probe wird mit der
doppelten oder dreifachen Wellenlange be-
leuchtet. Damit ein solcher Anregungspro-
zess Uberhaupt gelingt, muss die Beleuch-
tungsintensitat extrem hoch sein, was mit
gepulsten Lasern erreicht wird. Die Inten-
sitat der emittierten Fluoreszenz hangt von
der zweiten bzw. dritten Potenz der Anre-
gungsintensitat ab, was zu einer Verkleine-
rung des Fokus fihrt. Daraus resultiert im
Vergleich zur Anregungswellenlange eine
hohere Auflésung, vergleichbar mit der
Auflésung der konventionellen Fluores-
zenzmikroskopie. Die wirklichen Vorteile
der Multiphoton-Mikroskopie liegen daher
nicht in der Verbesserung der Auflosung,
sondern vielmehr in der reduzierten Licht-
streuung in dicken Proben und der geringe-
ren Ausbleichrate aufgrund der langeren
Wellenlange. Eine besonders viel verspre-
chende Variante der Multiphotonen-Mikro-
skopie ist die so genannte STED-(«STimula-
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mationsadnderung eines einzelnen Proteins
untersuchen.

Nano-0Optics Group, ETH Zirich

ted Emission Depletion»)-Mikroskopie. Hier
regt ein gepulster Laserstrahl zuerst die
Farbstoffmolekiile an, und dann wird ein
zweiter gepulster Laserstrahl ihre Fluores-
zenz an manchen Stellen zurlick zu dem
so dass eine
leicht verspatete Detektion nur die Fluores-

Grundzustand stimulieren,

zenz eines kleineren als des urspriinglich
beleuchteten Bereichs sieht. Die effektive
Grosse des fluoreszierenden Flecks hangt
nur von der Intensitat des zweiten Laser-
pulses ab, und daher kann die Auflésung
dieser Technik im Prinzip beliebig verbes-
sert werden.

Ein gemeinsames Ziel der oben erwahnten
Methoden ist also die Minimierung des
fluoreszierenden Bereichs, idealerweise bis
zu der elementaren Fluoreszenzeinheit, das
heisst bis zu einem einzelnen Molekil. Da-
her kamen die rasanten Fortschritte der
Einzelmolekiildetektion in den Neunziger-
jahren auch der Gruppe von Prof. U. Wild
an der ETHZ sehr gelegen. Erstaunlicher-
weise haben mehrere dieser Einzelmolekul-

Nanotechno-
ETH Zirich

Experimente sich innerhalb kirzester Zeit
in der biologischen Forschung etabliert.
Zum Beispiel: Konformationsanderungen
einzelner Proteine kénnen routinemassig
durch FRET (engl: Fluorescence Resonant
Energy Transfer), Energietransfer zwischen
einem Donator- und einem Akzeptor-Label-
molekil, beobachtet werden (Abb. 3). Diese
werden gezielt gewahlt, sodass das Akzep-
tormolekil nicht bei der Wellenlange des
Anregungslaserstrahls, sondern bei der
Wellenlange der Fluoreszenz des Donators
absorbiert. Wenn der Abstand zwischen
den beiden Farbstoffmolekilen kleiner als
etwa 10 nm wird, kann die Energie vom Do-
nator «strahlungslos» an den Akzeptor
ubertragen werden. Die Detektion der Ak-
zeptorfluoreszenz ist daher ein Beweis fiir
die Nahe der beiden Molekiile.

Moderne Laserspektroskopie

Junge Forschungsergebnisse haben ge-
zeigt: Auch «molekulare Auflésung» sollte



L~ Laserstrahl
NAHFELDMIKROSKOPIE

1984 zeigten Dieter Pohl und seine Kollegen von IBM Zirich,
dass man die Beugungsgrenze der Lichtmikroskopie mit optischer
Rastersondenmikroskopie (engl. Scanning Near Field Optical
Microscopy (SNOM)) umgehen kann. Das Kernstiick eines Nahfeld-
mikroskops ist eine metallisierte scharfe Glasspitze mit einer
gffnung von etwa 50-100 nm. Wenn der Laserstrahl, der an einem
Ende in die Glasfaser gekoppelt wird, aus der kleinen Offnung
austritt, entstehen so genannte evaneszente Wellen. Wenn die

petektor

ROTES FELD:

Einzelne Molekiile kdnnen in einem opti-
schen Mikroskop unter ambienten Bedingun-
gen detektiert werden, wenn sie weit genug
voneinander liegen. Jeder helle Punkt
zeigt die Abbildung eines einzelnen Mole-
kils. Die Geometrie der Abbildung verrat
die Orientierung des Molekils: Hier impli-
zieren die «Doughnuts», dass die Molekile
senkrecht zum Substrat stehen.

BLAUES FELD:

Bei tiefen Temperaturen (T ~ -270 °C)
konnen auch die Molekiile, die nur wenige
Nanometer voneinander entfernt sind,
spektroskopisch identifiziert werden.
Diese Art von Einzelmolekiil-Detektion
basiert auf der Tatsache, dass unter-
schiedliche Molekiile eine Umgebung leicht
unterschiedlich erleben. Die Folge davon:
eine leicht andere Absorptionswellenlange
bei Molekiilen. Indem man die Wellenlange
eines schmalbandigen Lasers graduell
variiert, lassen sich einzelne Molekiile
«ansprechen». Nano-Optics Group, ETH
Zirich

in der Lichtmikroskopie moglich sein. Ob-
wohl die Realisierung dieses Ziels im Labor
noch mit einigen Herausforderungen ver-
bunden ist, ist das Prinzip sehr einfach. Die
Kernidee ist in der Abb. 1 skizziert worden.
Trotz der endlichen Grosse des Flecks eines
Molekiils in einem konventionellen Mikro-
skop kann seine Position sehr genau be-
stimmt werden, wobei die Genauigkeit nur
vom «Signal zu Rausch»-Verhadltnis be-
grenzt wird. Wenn aber zwei Molekiile sehr
nahe beieinander sind, kann mit Hilfe der
konventionellen Mikroskopie nicht mehr
identifiziert werden, von welchem Molekul
das Fluoreszenzlicht ausgesendet wird,
was zur rayleighschen Formulierung der
Auflésungsgrenze fiihrt.

Moderne Laserspektroskopie bietet hinge-
gen mehrere Moglichkeiten, diese zwei Sig-
nale voneinander zu trennen. Insbesondere
die Tieftemperatur-Spektroskopie bietet
eine Losung (siehe zweiter Infokasten), bei
der die nominell identischen Molekiile eine
leicht unterschiedliche Absorptionswellen-

bestimmt.

lange bekommen und damit in der Detek-
tion voneinander trennbar sind. An der
ETHZ haben wir vor kurzem demonstriert,
dass einzelne Molekiile, die nur wenige Na-
nometer voneinander entfernt sind, «auf-
gelost» werden konnen.

Lichtmikroskop: vielseitig, unverzicht-
bar, preiswert

Obwohl keine einzige Mikroskopiemethode
in der Lage ist, alle offenen Fragen zu be-
antworten, hat sich die Lichtmikroskopie
als besonders vielseitig erwiesen. Verschie-
dene Eigenschaften haben das Lichtmikro-
skop zu einem unverzichtbaren Instrument
fir die Visualisierung von molekularen Vor-
gangen und Zusammenhangen in leben-
den Zellen gemacht: Man braucht keine
komplizierten Vakuumanlagen, um In-
vivo-Untersuchungen durchfiihren zu kon-
nen. Das sichtbare Licht beschadigt in der
Regel biologische Stoffe nicht. Das Lichtmi-
kroskop bietet den Zugang zu tieferen

Probe in einem Abstand von wWenigen Nanometern vor der Sonde
gerastert wird, werden die evaneszenten Wellen ins Fernfeld
gestreut und dort detektiert. Die Aufldsung dieser Methode ist
nur durch die Grosse der Offnung und ihren Abstand zur Probe
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Schichten von dreidimensionalen Proben.
Letztlich sind optische Mikroskope auch
relativ preiswert. Die Kombination von ver-
schiedenen optischen Vorgangen, nano-
technologischen Fortschritten und gen-
technischen Methoden hat neue Méglich-
keiten zur Untersuchung von biologischen
Netzwerken eroffnet. Aktuelle Fragestel-
lungen, wie die der quantitativen Visuali-
sierung der Wechselwirkungen und der
raumlichen Anordnung der verschiedenen
Proteine und Lipide, welche in Signal- und
Transportprozesse involviert sind, kdnnen
mit einer Auflésung von 100 nm — oder ei-
ner besseren — untersucht werden. Erfolg-
reich demonstriert wurden auch erste
Schritte zur Realisierung einer molekularen
Auflésung.

Andreas Stemmer
Nanotechnik, ETH Ziirich

Vahid Sandoghdar
Laboratorium fiir Physikalische Chemie, Ziirich
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ELEKTRONENMIKROSKOPIE

MAKROMOLEKULARE

MASCHINEN IN BEWEGUNG
SICHTBAR MACHEN

TAKASHI ISHIKAWA

Die neuesten Entwicklungen der Genomik und der Strukturbiologie, besonders der Ront-
gen-Kristallographie und der kernmagnetischen Resonanzspektroskopie (NMR), haben es
ermoglicht, die Struktur von biologischen Makromolekiilen im Detail zu untersuchen. Aber
ist es moglich, die Strukturen von biologischen Makromolekiilen und deren Umwandlung in
der Zelle oder in dhnlicher Umgebung wahrend der Reaktionen, der Kraftgewinnung und
der Signalleitung zu studieren? 3D-Kryo-Elektronenmikroskopie, insbesondere Einzelparti-
kelanalyse und Elektronentomographie, sind neu entwickelte Methoden, die diese An-
spriiche erfiillen. Mit diesen Methoden kann man die Dynamik wie auch die Struktur von
makromolekularen Maschinen in Zellen beschreiben.

Fast alle biologischen Erscheinungen in der
Zelle sind aufeinanderfolgende chemische
Reaktionen, die von so genannten makro-
(hauptsachlich
Proteinen und Nukleinsduren) ausgefiihrt

molekularen Maschinen
werden. Deshalb ist es wichtig, die Eigen-
schaften, das Verhalten und die Funktionen
von makromolekularen Maschinen zu un-
tersuchen,
nomene fur wissenschaftliche, industrielle

um die biologischen Pha-

oder medizinische Zwecke zu verstehen
und zu kontrollieren. Nachdem die Sequen-
zen verschiedener Spezies mit dem Genom-
projekt aufgeschliisselt wurden, setzen die
Naturwissenschaftler den Akzent auf den
strukturellen Aspekt. Durch die Erkenntnis
der molekularen Anordnung von Ami-
nosdauren und Nukleotiden kann man ein-
zelne Gruppen unterscheiden. Man kann
auch die elektrischen Ladungen auf der
Oberfliche des Molekiils sowie hydro-
phobe oder hydrophile Bereiche angeben,
welche uns helfen, den Mechanismus zu
verstehen, und so die Basis fiir die Entwick-
lung von neuen Medikamenten bilden.

Mehr Interesse an der Struktur der
Molekiile innerhalb der Zelle

Bei der Kristallographie und der NMR wer-
den makromolekulare Maschinen gereinigt
und entweder als Kristall oder in dichter Lo-
sung untersucht. Nachdem die Struktur
vieler Makromolekiile mit diesen Metho-
den aufgeklart wurde, verlagerte sich unser

Interesse zu neuen Fragestellungen: Wie
verhalten sich Molekiile in Zellen? Wahrend
biologischen Reaktionen treten sie in
Wechselwirkung miteinander und bilden
zuweilen komplizierte, dynamische und oft
unbestindige Komplexe. Deshalb ist es
schwierig, diese Strukturen mit den bishe-
rigen Methoden in vitro, in nicht natirli-
cher Umgebung zu erfassen. Andererseits
ermoglichte uns der Fortschritt der Licht-
mikroskopie und der Nanotechnologie in
letzter Zeit, Bewegungen und Reaktionen
von makromolekularen Maschinen zu de-
tektieren, und zwar sowohl in vitro als auch
in vivo, d. h. in der Zelle in natirlicher Um-
gebung. Jetzt kann man beispielsweise
eine einzelne Reaktion von ATP-Hydrolyse
(allgemeine Energiequelle in biologischen
Prozessen) beobachten und individuelle
Molekiile manipulieren und deren Kraft
messen. Dennoch verhindert das Auflo-
sungslimit der Lichtmikroskopie, detail-
lierte Strukturen zu erkennen. Man braucht
deshalb ein Verfahren, welches beide An-
spriiche — dhnliche Umgebung wie in der
Zelle und Hochauflésung — erfillt.

Beobachtung von makromolekularen
Maschinen in verschiedenen Umge-
bungen: Kryo-Elektronenmikroskopie

Viele Faktoren kontrollieren biologische Re-
aktionen: pH, Salzkonzentration, Phosphate
usw. Deshalb brauchen wir eine Technik, die
fir die Strukturanalyse von makromoleku-

KRYO-ELEKTRONENMIKROGRAPH
UON EINER FLAGELLE

laren Maschinen in verschiedenen Losun-
gen verwendbar ist. In dieser Hinsicht ist
die Kristallographie beschrankt. Im Gegen-
satz zur Rontgen-Kristallographie und zu
NMR erzeugt das Elektronenmikroskop di-
rekt Bilder und ist deshalb allgemein an-
wendbar.

Fir die Transmissionselektronenmikrosko-
pie missen die Proben durchstrahlbar und
vakuumtauglich sein. In der traditionellen
Elektronenmikroskopie werden isolierte
Makromolekiile mit Schwermetall kontras-
tiert und nach Lufttrocknung im Mikroskop
abgebildet. Erst mit der Entwicklung der
Kryo-Elektronenmikroskopie in den 8oer-
Jahren wurde es moglich, Makromolekiile
ungefarbt und in physiologischer Umge-
bung abzubilden.

Bei dieser Methode wird eine Losung
von Makromolekiilen in flissigem Ethan
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Abb. 2:
EINZELPARTIKELANALYSE
AM BEISPIEL UOM RIBOSOM.
Tausende von Partikeln werden
unkontrastiert abgebildet (R),
in identische ProJjektionen
aufgeteilt, gemittelt,

und aus den verschiedenen
Projektionen die 3D-Struktur
berechnet (B). Abb. 2C zeigt
das Modell eines Ribosoms.

Mit freundlicher Genehmigung
von Dr. Berger-Schaffitzel und
Prof. Ban, Institut fir Mole-
kularbiologie und Biophysik,
ETH Zirich.
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Abb. 1:

BILD EINES HEUTIGEN ELEKTRONEN-
MIKROSKOPES und eine schematische
Darstellung, die zeigt, wie biologische
Makromolekiile (orange) im amorphen Eis
(weiss) abgebildet werden. Das Eis ist
tragerfrei innerhalb eines Loches eines
Kohletradgerfilmes (grau).
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schnell eingefroren und bei einer Tempera-
tur unterhalb — 150 °C abgebildet (Abb. 1).
Weil die Probe schnell eingefroren wird, ist
das die Proteine oder Nukleinsauren umge-
bende Wasser amorph gefroren. Mit ande-
ren Worten, es findet keine Strukturzer-
stéorung durch Eiskristallbildung statt
(Schema in Abb.1).

Strukturauflosung von gigantischen
Makromolekiilen:
Einzelpartikelanalyse

Doch wie kann man die dreidimensionale
Struktur aus 2D-Kryo-Elektronenmikrosko-
pie-Daten rekonstruieren? Das Ribosom ist
ein typisches erfolgreiches Beispiel. Im Ri-
bosom findet die Translation von Nuklein-
sauren (MRNA) in Proteine auf der Grund-
lage des genetischen Codes statt. Weil das
Ribosom eine extrem grosse makromoleku-
lare Maschine ist (Molekulargewicht ~ 2,5
MDa) und aus verschiedenen Proteinen
und Nukleinsauren besteht, war die Be-
stimmung der Struktur mit der Rontgen-
Strukturanalyse bislang unmoglich. Je
grosser die Probe ist, desto schwieriger
wird auch die Kristallisierung. Atomare
Auflésung gelang bisher nur an Unterein-
heiten vom Ribosom. Die Methode, die hier
weiterhelfen kann, ist die Einzelpartikel-
analyse. Zuerst werden viele Bilder von
Ribosomen in amorphem Eis auf Mikrogra-
phien aufgenommen (Abb. 2A). Anschlies-
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send werden moglichst viele Einzelpartikel
im Computer ausgeschnitten, nach identi-
schen Projektionen klassiert und anschlies-
send gemittelt (Verbessern des Signal-zu-
Rausch-Verhaltnisses) (Abb. 2B). Aus den ver-
schiedenen Projektionen kann schlussend-
lich die 3D-Struktur errechnet werden (Abb.
2C). Da man gleichzeitig die Orientierung
und die Struktur des Objektes bestimmen
muss und die Bilder allgemein verrauscht
sind, ist die Einzelpartikelanalyse kompli-
ziert und braucht aufwendige iterative Be-
rechnungen. Man beginnt oft mit einem
anfianglichen Modell, das weit von der
wirklichen Struktur entfernt sein kann. Die
rasanten Fortschritte von Hard- und Soft-
ware (Rekonstruktions-Algorithmen) ma-
chen derartige Strukturaufkldrungen in-
nerhalb von Tagen moglich. In die 3D-Struk-
tur des ganzen Ribosom-Komplexes kon-
nen die mittels Rontgen-Kristallographie
atomar aufgeldsten Untereinheiten einge-
setzt werden. Durch die Kombination von
Elektronenmikroskopie und Kristallogra-
phie gelingt es somit, atomare Modelle
ganzer Ribosomen zu bauen.

Strukturaufklarung bei Makromo-
lekiilen innerhalb der Zelle:
Elektronentomographie

Nun bemiihen sich Mikroskopisten weiter
um die Strukturanalyse von Makromo-
lekiilen in natirlicher Umgebung, d.h. in

der Zelle. Die Raume in der Zelle sind aus-
serordentlich kompliziert und mit verschie-
denen Makromolekiilen angefiillt. Dabei ist
die sicher vorhandene Ordnung kaum er-
sichtlich. Es ist notwendig, nicht nur den
Charakter und die Struktur der verschiede-
nen makromolekularen Maschinen, son-
dern auch deren Positionen, Wechselwir-
kungen und Verbindungen aufzuklaren.
Derartige Fragestellungen kdnnen mit der
Einzelpartikelanalyse nicht angegangen
werden. Wir bendtigen eine Methode, mit
der biologische Objekte in ihrer ganzen
Komplexitat untersucht werden koénnen.
Dazu eignet sich die in den goer-Jahren
entwickelte Elektronentomographie. Mit
der Elektronentomographie kénnen ein-
zelne makromolekulare Maschinen oder
ganze Zellen dreidimensional rekonstruiert
werden. Die dazu nétigen verschiedenen
Projektionen werden durch schrittweises
Kippen des Objektes (+/— 70°) gewonnen
(Abb. 3A).

Als Beispiel fiir eine elektronentomogra-
phische Rekonstruktion zeige ich die 3D-
Struktur der Flagellen einer Griinalge
(Chlamydomonas). Die Flagellen sind das
Fortbewegungsorganell der Grinalge.
Grundlage der Bewegung sind Biegebewe-
gungen, die von ATP-Hydrolyse begleitet
sind. In der Flagelle sind 9 Doppelmikrotu-
buli und 2 Zentraltubuli dhnlich wie eine
Radspeiche angeordnet (Abb. 3B). Eine ma-
kromolekulare Maschine, Dynein genannt,
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ist dabei in Wechselwirkung mit den Dop-
pelmikrotubuli (Abb. 3C). Dynein ist ein Li-
nearmotor. Mit ATP-Hydrolyse begleitet,
lauft Dynein geradlinig dem Mikrotubuli
entlang. Unbekannt ist, wie die eindimen-
sionale Bewegung in Biegebewegung um-
gesetzt wird. Man kann das Problem nicht
mittels Strukturaufkldrung von Dynein al-
leine |6sen. Es werden Strukturdaten vom
Dynein-Mikrotubuli-Komplex benétigt. Auf
dem Kryo-TEM-Bild (Abb. 3D) kann man Mi-
krotubuli entlang der Flagellenachse er-
kennen. Im Projektionsbild kann man nicht
zwischen Doppelmikrotubuli und Zentral-
tubuli unterscheiden. Dynein ist unsicht-
bar. Klarheit schafft die tomographische
3D-Rekonstruktion. Dazu wurde die Probe
im Strahl schrittweise gekippt und aus den
verschiedenen Projektionen im Computer
die 3D-Struktur errechnet. In einem Langs-
schnitt durch die 3D-Struktur (Abb. 3E) sind
Mikrotubuli (gelbe Pfeile) und Dynein (rote
Pfeile) deutlich sichtbar. In der 3D-Darstel-
lung sieht man, wie die Dyneinmolekiile
mit den Mikrotubuli verbunden sind (Abb. 3F).

Nicht konkurrieren, sondern
zusammenarbeiten

Die Aufldsung in der biologischen Elektro-
nenmikroskopie ist durch die Strahlenemp-
findlichkeit (Strahlenschaden) und den ge-
ringen Eigenkontrast limitiert. Die beste
bisher mit der Einzelpartikelanalyse von

nicht symmetrischen Partikeln erreichte
Auflésung ist 7 A. Damit kénnen Sekundér-

strukturen (Alpha-Helix und Beta-Falt-
blatt), aber noch keine einzelnen Ami-
nosduren aufgelost werden. Mit Elektro-
nentomographie kann man gegenwartig
eine Aufldsung von etwa 50 A erreichen.
Wir brauchen weitere Fortschritte wie bei-
spielsweise die Reduktion des Strahlen-
schadens, empfindlichere Bildaufzeich-
nungssysteme und bessere Rekonstrukti-
ons-Algorithmen. Gleichzeitig ist es wich-
tig, die mittels Kristallographie oder NMR
gewonnenen atomaren Modelle mit den
EM-Daten zu kombinieren, um unsere
Kenntnisse in Richtung atomare Auflésung
auszuweiten. Wie am Beispiel vom Ribo-
som gezeigt, gibt es viele grosse makromo-
lekulare Maschinen, deren Gesamtstruktur
noch unbekannt ist, aber von welchen ver-
schiedene Untereinheiten schon atomar
aufgelost wurden.

Mit der Einzelpartikelanalyse und der Elek-
tronentomographie kann man biologische
Makromolekiile (makromolekulare Maschi-
nen) in naturnaher Umgebung oder in Zel-
len beobachten. Es sind dies die Techniken,
die Molekular- und Zellbiologie miteinan-
der verbinden und die es ermoglichen, die
Funktion von Makromolekiilen in Zellen auf
atomarer Ebene zu untersuchen.

Takashi Ishikawa
Departement Biologie der ETH Ziirich

Abb. 3:
ELEKTRONENTOMOGRAPHISCHE
REKONSTRUKTION der Flagellen
der Grinalge Chlamydomonas. (A)
Schematische Darstellung der
Elektronentomographie. (B) Quer-
schnitt durch eine Flagelle. (C)
Interaktion Dynein-Mikrotubuli.
(D) Kryo-Elektronenmikrographie
einer Flagelle. In Projektion
sind die einzelnen Mikrotubuli
nicht voneinander unterscheidbar,
und das Dynein ist unsichtbar. (E)
Langsschnitt durch das Kryo-
Elektronentomogramm. Die gut
sichtbaren Mikrotubuli sind mit
gelben und Dyneinmolekiile mit
roten Pfeilen markiert. (F) Das
3D-Modell zeigt die Uerbindung
zwischen Dynein und Mikrotubuli.

Forschungsinformationen

Unsere Arbeitsgruppe befasst sich mit
der Strukturanalyse von ATPasen und
Motorproteinen in Zellen. Von speziel-
lem Interesse ist die Interaktion von Dy-
nein mit Flagellen und die FoF1-ATP-
Synthase in Chloroplasten. Ausserdem
gibt es Zusammenarbeiten mit den
Gruppen von Prof. Nenad Ban (Ribosom)
und Prof. Tim Richmond (Chromatin).
Beide Gruppen gehéren zum Institut fir
Molekularbiologie und Biophysik.
Kontakt: Dr. Takashi Ishikawa

Tel. +41(0)44 633 24 62
takashi.ishikawa@mol.biol.ethz.ch

Weitere Informationen:
www.mol.biol.ethz.ch/groups/ishi-
kawa_group
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SYNCHROTRON-LICHTQUELLE SCHWEIZ (SLS)

MIT SYNCHROTRONLICHT
DIE NANOWELT ERKUNDEN

RAFAEL ABELA, MARCO STAMPANONI, RALPH MULLER UND JOHANNES FRISO VAN DER VEEN

Eine der ersten Anwendungen der von Konrad Rontgen entdeckten X-Strahlen war
die Durchleuchtung der Hand seiner Frau - ein Bild, das grosse Beriihmtheit erlangen
sollte. Damit war das Tor zur Entwicklung einer unerlasslichen Methode zur Bildge-
bung offen: Dies nicht nur in der Medizin, sondern auch in den Materialwissenschaf-
ten und der zerstorungsfreien Priiftechnik. Und heute? An der SLS kann man sogar
eine Reise in die Nano-Welt unternehmen und somit grundlegende Fragen aus der
Knochen-, Lungen- und Gehirnforschung beantworten.

Die Wechselwirkung von elektromagneti-
scher Strahlung — sei es sichtbares Licht,
weiche oder harte Rontgenstrahlung — und
Materie erlaubt uns die Anwendung ver-
schiedener experimenteller Verfahren zur
bildlichen Darstellung der Struktur einer
Probe im zwei- oder dreidimensionalen
Raum. Die direkteste Methode beruht wie
bei Rontgens bahnbrechenden Experimen-
ten auf der Absorption der elektromagneti-
schen Strahlung durch Materie. Aus den so
gewonnenen zweidimensionalen Bildern
konnen heutzutage mit Hilfe von aufwen-
digen Algorithmen dreidimensionale Dar-
stellungen des inneren Aufbaus von biolo-
gischen Proben erzeugt werden (Tomogra-
phie). Eine Erweiterung dieser Methode be-
ruht auf der Tatsache, dass die durch ein
Objekt hindurchgehende koharente Strah-
lung, im Vergleich zur ungestorten Strah-
lung, eine Phasenverschiebung erfahrt.
Durch die Uberlagerung beider Wellen wer-
den «Phasenkontrastbilder» erzeugt, die
uns erlauben, auch schwach absorbierende
biologische Gewebe und Materialien de-
tailreich abzubilden.

Eine zweite, indirekte Methode beruht auf
der Beugung des Lichtes an einzelnen hoch
geordneten Strukturen. Die dadurch ge-
wonnenen Beugungsmuster missen mit
Hilfe von geeigneten Fourier-Transforma-
tionen vom «reziproken» Raum in den «re-
ellen» Raum Uberfiihrt werden.

Das hervorragende Synchrotronlicht

Die hervorragenden Eigenschaften des Syn-
chrotronlichtes ermdglichen die Entwick-
lung verschiedener Methoden zur Bildge-
bung mit einer hohen rdaumlichen Auflo-
sung, die den Bereich von einigen Mikro-
metern bis zu einigen Nanometern ab-
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deckt. Diese Methoden sind komplementar
zu anderen bekannten Techniken wie der
Lichtmikroskopie, der Elektronenmikrosko-
pie oder der magnetischen Resonanzspek-
troskopie (siehe auch Ishikawa, S. 57).

Im Rahmen einer Kollaboration zwischen
dem PSI, der EMPA und der ETH Zirich
wurde in den letzten Jahren an der Syn-
chrotron-Lichtquelle Schweiz (SLS) eine Mi-
krotomographieanlage mit héchster Auflo-
sung aufgebaut. In den folgenden Ab-
schnitten werden ausgewahlte For-
schungsbeitrage vorgestellt. Weiterhin
sind Wissenschaftler an der SLS dabei, an-
dere bildgebende Methoden zur Reife zu
bringen, welche im zweiten Teil dieses Bei-
trags kurz vorgestellt werden.

Tomographie mit hochster Auflésung

Synchrotronstrahlung (SR) zeichnet sich
durch eine grosse Intensitat, hohe Leucht-
dichte (Brillanz) und ein gewisses Ausmass
an Koharenz aus. Angewandt in der Tomo-
graphie, ermoglicht die Synchrotronstrah-
lung eine raumliche Auflésung, die Ulber
eine Milliarde Mal besser ist als diejenige
von konventionellen klinischen Geraten,
und das alles bei bis zu tausendfach gerin-
geren Belichtungszeiten als mit Strahlung
von klassischen Rontgenrohren. Neben
dem altbewahrten Bildkontrast durch
Rontgenabsorption erlaubt es die partielle
Koharenz der Synchrotronstrahlung, die
phasenverschiebende Wirkung von Sub-
stanzen fiir die Erzeugung von Rontgen-
phasenkontrast zu nutzen. Das ist insbe-
sondere zur Untersuchung medizinischer
oder biologischer Proben wertvoll, da sie
wegen ihrer Zusammensetzung aus uber-
wiegend leichten Elementen im Absorpti-
onsbild einen schwachen, aber im Phasen-

bild einen deutlichen Kontrast zeigen. Mit
Hilfe von leistungsfahigen zweidimensio-
nalen Detektoren und von computerge-
stutzten, ausgekliigelten Algorithmen er-
laubt uns die synchrotronbasierte Mikroto-
mographie, volumetrische Informationen
mit bisher unerreichter Genauigkeit zu ge-
winnen. Damit koénnen, unter anderem,
grundlegende Fragen in der Knochen-, Lun-
gen- und Gehirnforschung beantwortet
werden.

Wie und wann entstehen die Lungen-
blaschen?"

Vor der Geburt entsteht der Bronchialbaum
der Lunge durch fortlaufende Verzweigun-
gen der zukiinftigen Luftwege. Beim Men-
schen werden kurz vor und nach der Geburt
die Luftraume, die an den Enden der Luft-
wege liegen, durch zusatzliche Wande (Al-
veolarsepten) unterteilt. Erst jetzt entste-
hen die Lungenblaschen (Alveolen) und da-
mit der grosste Teil der Gasaustauschober-
flache. Nach der Bildung der Alveolen rei-
fen die Alveolarsepten aus.

Nach diesem Ausreifen werden - wegen
des bestehenden Paradigmas -  keine
neuen Alveolarsepten gebildet. Mit Hilfe
von hochaufgelosten tomographischen
Untersuchungen von Lungenbladschen und
deren Kapillarnetzen konnten wir zeigen,
dass zumindest in der Maus eine zweite,
spate Phase der Lungenblaschenbildung
existiert. Diese spate Alveolarisation wurde
bis jetzt libersehen, da in 2D-Lungenschnit-
ten die Lungenblaschen nicht eindeutig
identifiziert werden konnen. Die spate Al-
veolarisation ist fiir die Heilung von dege-
nerativen Lungenerkrankungen potenziell
von grosser Bedeutung: Wenn ihre Reakti-
vierung gelingen sollte, dann konnten



EMBRYO:

Mit Hilfe von Synchrotronlicht-Tomographie auf den Spuren des Urlebens: Dreidimensionale Darstellung eines 500 Mikrometer grossen
Embryos aus der prdkambrischen Epoche. Die Oberfldche sowie die projizierte Dichte sind in R) bzw. B) abgebildet. Bei C) und D)
werden wichtige Informationen lber die interne Struktur visualisiert. Mit freundlicher Genehmigung von P. Donoghue, University of
Bristol UK.

Blick in die SLS-Halle
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KAPILLARNETZ EINES
LUNGENBLASCHENS
(Eingangsring mit einer gelben,
gepunkteten Linie markiert)
einer Maus: die Ausreifung der
Alueolarsepten ist bereits
abgeschlossen, und trotzdem
konnen sich neue Septen auf-
richten (blaue, gestrichelte
Linie).

Bildnachweis: Johannes Schnittny,
Uni. Bern

DREIDIMENSIONALE UISUR-
LISIERUNG UON OSTEOZYTEN
(Knochenzellen; gelb) und der
Mikrovaskularisierung (Kapilla-
ren, rot) des kortikalen Kno-
chens im Oberschenkel der Maus.

Bildnachweis: Philipp Schneider, ETH
Zirich

NANOTOMOGRAPHISCHE AUF-
NAHME eines kortikalen Maus-
knochens.

Bildnachueis: Romain Uoide,
ETH Ziurich

DREIDIMENSIONALE DAR-

STELLUNG eines ausgewdhlten
Bereiches aus dem Hyppocampus
eines APP 23 tg-Mausgehirnes.

Bildnachueis: Stephan Heinzer,
UNI/ETH Zirich

DER HISTOID (ZELLCLUSTER) aus mehreren 10000 HEK-293-(Human Embryonic Kidney)-
Zellen hat einen Durchmesser von etwa 500 Mikrometern. Die spezielle Markierung der
DNA/RNA ermdglicht die funktionelle Bildgebung im Absorptionskontrast. Man kann zwi-
schen dem nekrotischen Kern (gelb bis rot) und der vitalen Schale (griin) unterscheiden.

B. Muller (ETH Ziurich), P. Thurner (EMPA/ETH Zirich) und M. Riedel (ProBioGen ARG Berlin).

krankheitsbedingte Verluste der Gasaus-
tauschoberflache regeneriert werden. Die-
ser Beitrag zum grundlegenden Verstand-
nis der Lungenentwicklung wird langfristig
zu einer verbesserten Therapie der ver-
schiedensten Lungenerkrankungen fiihren.

Osteoporose - eine schleichende
Krankheit 2

Mit der rasanten Entwicklung in der Geno-
mik und der molekularen Medizin ergibt
sich ein grosser Bedarf fiir Verfahren der
quantitativen Biologie. Eine Reihe von
neuen Verfahren der mikrostrukturellen
Bildgebung wurde in den letzten Jahren
eingefiihrt. Diese Verfahren erlauben eine
prazise phanotypische Charakterisierung
von verschiedenen biologischen Modell-
systemen, die sich genotypisch, also in
ihrem Erbgut, unterscheiden. Synchrotron-
basierte Tomographie-Verfahren ermégli-
chen heute die hierarchische Bildgebung
und quantitative Analyse von biologischen
Strukturen von verschiedenen normalen
und pathologischen Zustanden des Gewe-
bes; vom Organ bis hin zur einzelnen Zelle.
Am Institut fiir Biomedizinische Technik
der ETH und der Universitat Zurich werden
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diese Verfahren vor allem zur Erforschung
des alters- und krankheitsbedingten Kno-
chenverlusts, der Osteoporose, eingesetzt.
Diese weltweite Krankheit, welche am hau-
figsten bei Frauen nach der Menopause
und im hohen Alter auftritt, ist definiert als
eine systemische Erkrankung des menschli-
chen Skeletts. Die Konsequenz aus diesen
krankhaften Anderungen ist eine redu-
zierte Knochenstarke und ein damit einher-
gehendes erhohtes Frakturrisiko. Mit Hilfe
der Tomographiestation an der SLS kann
nun der Einfluss kleinster Knochenstruktu-
ren auf das Bruchverhalten des Knochens
untersucht werden. Dabei konnen einzelne
Zellen und Blutgefasse, welche tief in der
Knochenmatrize sitzen, aber sehr wichtig
fir die mechanische Stabilitdt des Kno-
chens sind, im Nanobereich gemessen und
nichtdestruktiv quantifiziert werden. In ei-
ner aktuellen Studie konnte so zum ersten
Mal gezeigt werden, dass Knochenarchitek-
tur und Knochenstarke im Generellen
durch Gene auf verschiedenen Chromoso-
men beeinflusst werden und dass in ver-
schiedenen Knochen des Skelettes ver-
schiedene Genkombinationen zum Tragen
kommen. Dies hat auch wichtige Implika-
tionen fiir die Beurteilung des Frakturrisi-

kos beim Menschen, da rund 70% des Risi-
kos fiir eine Osteoporose genetisch bedingt
sind (siehe auch Boomsma et al., S. 39).

Gehirnforschung — warum entsteht
Alzheimer?3

Als Alois Alzheimer die spater von Emil
Krapplin nach ihm benannte Krankheit an-
hand der Patientin Auguste D. beschrieb,
sind ihm bei der Autopsie vor allem die ei-
genartigen anatomischen Veranderungen
im Hirn der Patientin aufgefallen (siehe
auch Rudin et al., S. 23). Er hatte spekuliert,
dass diese mit der klinisch aufgetretenen
Demenz bei Auguste D. zusammenhdngen
mussen.

Trotz weltweit riesiger Aufwendungen, um
die Alzheimer’'sche Krankheit und ver-
wandte Demenzen zu erforschen, ist man
noch nicht zu einem grossen Durchbruch
gekommen. Mit Hilfe modernster Techno-
logien wurden minimale Veranderungen in
der DNA gefunden, die fast hundertprozen-
tig bei Menschen zur Krankheit fiihren. Ba-
sierend auf diesen Erkenntnissen hat No-
vartis mehrere Tiermodelle hergestellt, die
als «tools» helfen, diese immer weiter ver-
breitete Krankheit zu erforschen und da-



durch neue Behandlungsansatze und Medi-
kamente zu finden. Ein internationales
Team, angeleitet durch Thomas Krucker
(The Scripps Research Institute, La Jolla,
und Novartis Biomedical Research Institute
in Cambridge bei Boston) und in Zusam-
menarbeit mit Eric Meyer, Ralph Miiller,
Stefan Heinzer (Uni und ETH Zirich), Marco
Stampanoni und Rafael Abela (PSI), verfolgt
einen neuen Ansatz, der sich auf die Blut-
versorgung im Hirn konzentriert. Krucker
vermutet, dass die fur die Alzheimer’'sche
Krankheit typische Demenz schon vor der
Entstehung von offensichtlichen Lasionen
im Hirngewebe beginnt und auf lokale
Durchblutungsstérungen zuriickzufiihren
ist, welche vor allem bei den kleinsten Blut-
gefdssen, den Kapillaren, zuerst auftreten.
Diese l6sen dann eine Kaskade aus, und es
bilden sich gréssere Infarkte im Kortex und
Hippocampus. Beide Strukturen des Hirns
sind flr Prozesse verantwortlich, die dem
Lernen und dem Gedachtnis zugrunde lie-
gen. Die neu entwickelte Technologie kann
Kapillaren in einem Maushirn abbilden. Mit
Hilfe von verschiedenen Bildgebungsver-
fahren, wie zum Beispiel der Elektronenmi-
kroskopie und der Mikrotomographie, wie
sie nur an der SLS vorhanden ist, werden
diese Veranderungen des vaskularen Sys-
tems aufgesucht, dreidimensional abgebil-
det und quantifiziert. Die bis jetzt vorhan-
denen Resultate zeigen, dass die Verande-
rungen mit ansteigendem Alter und Fort-
schritt der Krankheit in diesen genetisch
manipulierten Tieren tatsachlich stattfin-
den (siehe auch Rudin et al,, S. 23).

Neue Horizonte in der Mikroskopie

Die Abbildung der Strukturen von Zellkom-
ponenten und deren topologischen Wech-
selwirkung sowie der dynamischen Vor-
gange ist ein zentrales Forschungsziel in
der modernen Zellbiologie. Neue experi-
mentelle Techniken werden entwickelt und
verfeinert, um biologische Proben in einer
physiologischen Umgebung «in toto» zu
untersuchen. Dabei spielen sowohl die kon-
fokale Mikroskopie mit der Beschrankung
der ortlichen Auflésung (ca. 200 nm) als
auch die Elektronenmikroskopie, mit der
Beschrankung des notwendigen Aufbaus
der Probe in eine Ultrahochvakuum-Umge-
bung, eine entscheidende Rolle.

Es wird an verschiedenen Synchrotron-
strahlungsquellen an einer Technik gear-
beitet, die in der Lage sein soll, dreidimen-
sionale Bilder von Zellkomplexen und zel-
luldren Subeinheiten zu liefern mit einer
Auflésung, welche nahe an jene der Elek-
tronenmikroskopie kommt. Eine sehr at-

traktive Moglichkeit, die die Beschrankun-
gen der konfokalen Lichtmikroskopie und
der Elektronenmikroskopie liberwindet, be-
steht in der Entwicklung von mikroskopi-
schen Methoden im weichen Rontgenbe-
reich, d.h. im so genannten «Wasserfens-
ter», das von den Rontgenabsorptionskan-
ten von Kohlenstoff (283 eV) und Sauerstoff
(543 eV) begrenzt wird. Dabei wird der
natiirliche Absorptionskontrast von biolo-
gischen Materialien in einer wassrigen Um-
gebung ausgenutzt. Unter Nutzung der
hohen Photonendichte der durchstimm-
baren Synchrotronstrahlung werden ver-
schiedenartige experimentelle Aufbauten
entwickelt: Scanning Transmission Micros-
copy, Full-Field Transmission Microscopy
und Fluorescence Microscopy.

An der SLS wird geplant, die «Full Field»-
Version aufzubauen, um zellulare Einheiten
mit einer raumlichen Aufldsung von 25 nm
unter cryogenischen Bedingungen zu un-
tersuchen. Die Auflésung wird erreicht mit
Hilfe einer Objektivlinse hinter dem abzu-
bildenden Objekt, die fiir Rontgenstrahlung
ganz anders aussieht als die in der Optik
altbekannte Glaslinse. Sie besteht aus einer
Anordnung von immer kleiner werdenden
konzentrischen Ringen aus Metall («Zo-
nen»), die mit hoher Genauigkeit auf einem
Siliziumnitridsubstrat angebracht sind. Die
raumliche Auflésung, die man mit Ront-
genbeugung an diesen Zonenplatten errei-
chen kann, wird wesentlich durch die Breite
der dussersten Zone gegeben. Rontgenlin-
sen dieser Art werden im Labor fiir Mikro-
und Nanotechnologie am PSI hergestellt,
und es wird versucht, unter Nutzung von
neuartigen Herstellungstechniken die Auf-
|I6sung zu verbessern.

Ideal ware es, Mikroskopie ganz ohne Linse
zu betreiben. Dies ist unter Nutzung von
koharenter Rontgenbeugung machbar. We-
gen des bekannten Phasenproblems ist es
im Allgemeinen nicht moéglich, die Struktur
eines Objektes direkt aus einem Beugungs-
muster zu bestimmen. Wenn allerdings ein
koharenter Strahl an ein nichtperiodisches
Objekt einer bekannten Grosse gebeugt
wird, kann man das Phasenproblem I6sen
und somit die Struktur direkt bestimmen.
Die Auflésungslimite wird wesentlich vom
Strahlungsschaden bestimmt, aber ein
Wert unter 15 nm sollte fiir biologische Ma-
terialien wohl erreichbar sein. Diese Me-
thode fiir linsenlose Abbildung wird kiinf-
tig an der SLS verfligbar sein.

Anlagen, die Synchrotronlicht erzeugen,
sind nicht nur hervorragende Rontgenquel-
len, sie erzeugen auch Infrarotstrahlung bei

einer hohen Brillanz. Die Fourier-transfor-
mierte Spektromikroskopie im infraroten
Bereich (FTIRSM) hat durch die Méglichkeit
der zerstorungsfreien und simultanen Be-
stimmung der Morphologie und der chemi-
schen Zusammensetzung von Zellen und
Geweben grossen Anklang im biomedizini-
schen Bereich gefunden. Was dabei speziell
interessiert: unter hoher Ortsauflésung
verfolgen zu kénnen, wie in lebenden Zel-
len die unterschiedlichen chemischen Mo-
lekiile in Wechselwirkung stehen und wie
diese sich als Reaktion auf dussere Ein-
flisse verandern. Daher muss die Lebens-
fahigkeit der Zellen wahrend der Messung
gewahrleistet sein. Von Vorteil ist dabei zu-
dem, dass die Methode sehr schonend ist
und auf der Beobachtung von charakteristi-
schen, wohldefinierten Schwingungsmodi
beruht. Daher kann auf die Verwendung
von exogenen Farbstoffen oder fluoreszie-
renden Kontrastmitteln verzichtet werden.
Wird als Infrarotlichtquelle Synchrotron-
licht verwendet, steht zudem eine beu-
gungsbegrenzte Lichtquelle mit sehr hoher
Brillanz zur Verfiigung. Dies resultiert in ei-
ner verbesserten (beugungsbegrenzten)
Ortsauflésung und einem verbesserten
Signal-Untergrund-Verhaltnis. Somit kon-
nen auch sehr kleine und/oder heterogene
Proben untersucht werden.

Rafael Abela’, Marco Stampanoni’, Ralph

Miiller 2, Johannes Friso van der Veen''

"Paul Scherrer Institut, 5232 Villigen, und
D-phys, ETH Ziirich

2 |BT, ETHZ und UNIZH

"Kontaktperson: J. Schittny,
schittny@ana.unibe.ch)

2 Kontaktperson: R. Miller,
ralph.mueller@biomed.ee.ethz.ch

3 Kontaktperson:T. Krucker,
thomas.krucker@novartis.com
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MAGNETRESONANZ DER ATOMKERNE

VON DER ATOMAREN

EBENE BIS ZUM GANZEN

KORPER

KLAAS P. PRUSSMANN, PETER BOSIGER, MARKUS RUDIN, BEAT H. MEIER, CHRISTIAN DEGEN,
QIONG LIN, ANDREAS HUNKELER UND URBAN MEIER

Die NMR ist besonders pradestiniert fiir die Bildgebung biologischer Gebilde und le-
bender Organismen bis hin zum Menschen. Die aus der klassischen NMR-Spektrosko-
pie abgeleitete Magnetresonanzbildgebung (Magnetic Resonance Imaging, MRI) ist
heute eine Standardmethode fiir die Untersuchung der Struktur von Geweben und
Organen in der Medizin. Diese Methode hat aber ein noch grésseres Potenzial: Durch
gezielte Manipulationen des Resonanzeffekts kann eine Vielzahl weiterer Eigenschaf-

ten von Gewebe untersucht werden.

Die magnetische Resonanz der Atomkerne
(Nuclear Magnetic Resonance, NMR) ist ein
ausserst vielseitiger Mechanismus fiir die
Abbildung chemischer, physikalischer und
biologischer Systeme (in diesem Zusam-
menhang sind auch folgende Texte in die-
sem Heft zu beachten, die sich mit NMR in
der Grundlagen- und in der medizinischen
Forschung befassen: Brandner —S. 14; Rudin
und Schubiger-S.36; Boomsma et al,, S. 39,
sowie Ishikawa - S. 57). Von zentraler Be-
deutung sind dabei zwei Charakteristika
des zugrunde liegenden Effekts. Zum einen
ist der Kernmagnetismus ausserst emp-
findlich fur die physikalische und chemi-
sche Umgebung eines Kerns und dadurch
ein Vermittler unterschiedlichster Informa-
tionen. Zum anderen sind der Kernmagne-
tismus und auch die Gibrigen magnetischen
Wechselwirkungen in vielen Untersu-
chungsobjekten sehr schwach. Die magne-
tische Resonanz der Kerne kann daher sehr
spezifisch ausgelost und manipuliert wer-
den, ohne das Objekt zu verandern oder zu
beschadigen. Aus dem gleichen Grund ge-
langen Bildinformationen auch aus drei-
dimensionalen Gebilden haufig nahezu un-
gestort an die Oberflache.

Abbildung von Organfunktionen:
Herausforderung fiir die MRI-Techno-
logie

Das Hauptaugenmerk der Arbeitsgruppe
fir MRl am Institut fiir Biomedizinische
Technik gilt dabei den Funktionen der Kor-
pergewebe. Deren Abbildung birgt erhebli-
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che Herausforderungen fiir die MRI-Tech-
nologie. Zum einen liegt die Leistung der
verfligbaren Signale nur im Bereich einiger
Nanowatt und funktionelle Information
wird nur aus kleinen Veranderungen dieser
an sich schon schwachen Signale gewon-
nen.Die Resonanzen miissen daher sorgfal-
tig erzeugt und mit grésstmoglicher Sensi-
tivitat detektiert werden. Zum anderen ist
die klassische MRI-Technik durch lange Auf-
nahmezeiten im Bereich einiger Sekunden
bis Minuten pro Bild limitiert. Besonders
kritisch sind diese Bedingungen fiir intrin-
sisch schwache funktionelle Kontraste und
fir bewegte Organe, wie etwa das schla-
gende Herz.

Zur Erhéhung der Sensitivitat finden zu-
nehmend Magnete mit sehr hohen Feld-
stairken Anwendung. Im Rahmen dieser
Entwicklung wurde am Institut fiir Biome-
dizinische Technik im Jahr 2001 einer der
weltweit ersten klinischen 3-Tesla-Magne-
ten installiert. Die grosste Herausforde-
rung bei der Erzeugung solch hoher Feld-
starken ist die erforderliche Homogenitat
des Magnetfeldes. Fiir die MR-Bildgebung
darf die Feldstdrke im Nutzvolumen um
hochstens ein Millionstel (1 ppm) variieren.

Die raumliche Zuordnung der Resonanz-
signale wird beim herkémmlichen MRI-Ver-
fahren mit magnetischen Gradientenfel-
dern erreicht, die in rascher Folge hinzuge-
schaltet werden. Die Geschwindigkeit die-
ser Prozedur ist durch die Schaltvorgange
limitiert, denn zu rasche Z\nderungen des
Magnetfelds konnen die kérpereigene Elek-

trophysiologie storen. Das Prinzip des rela-
tiv langsamen Gradientenverfahrens ist es,
alle Bildinhalte in der zeitlichen Variation
des Resonanzsignals zu kodieren. Damit
steht aber fiir die Signallibertragung, ver-
einfacht gesagt, nur ein Signalkanal (die
Zeit) zur Verfiigung — mit langen Abbil-
dungsdauern als Konsequenz.

SENSE-Technologie: Zehnfache Be-
schleunigung der Bildgebung

Um dennoch hohere Abbildungsgeschwin-
digkeiten zu erreichen, hat die Ziircher Ar-
beitsgruppe am IBT einen alternativen Weg
beschritten. Mit einem an der ETH ent-
wickelten Verfahren, der so genannten
SENSE-Technologie, gelingt es, zwischen
dem resonanten Quantensystem und der
Empfangselektronik mehrere parallele Sig-
nalkandle zu nutzen. Eine Vielzahl parallel
betriebener Detektoren erschliesst dabei
die raumlichen Freiheitsgrade der Elektro-
dynamik fiir die Dateniibertragung und er-
moglicht so eine bis zu zehnfache Be-
schleunigung der Bildgebung. Alternativ
kann das SENSE-Verfahren auch zur Er-
héhung der Auflésung, zur Unterdriickung
von Abbildungsfehlern oder zur Reduktion
der Larmbelastung dienen. Die neue Tech-
nologie wurde gemeinsam mit dem Indus-
triepartner der Arbeitsgruppe patentiert
und wird heute weltweit vermarktet. Das
so entstandene Produkt ist inzwischen in
Uber 2000 Anlagen in Spitdlern und For-
schungseinrichtungen im Einsatz.



Geschwindigkeit und fortgeschrittene Ak-
quisitionsstrategien sind besonders wich-
tig fuir Untersuchungen des menschlichen
Herzens. Studiert werden hier neben der
Morphologie vor allem die Bewegung und
Pumpleistung des Herzmuskels, die Durch-
lassigkeit der Herzkranzgefasse, der Blut-
fluss in den abgehenden Gefassen und der
Energiestoffwechsel. Abb. 1 zeigt einige Bil-
der aus einem «Film», der die Herzbewe-
gung darstellt. Mit Aufnahmeraten von bis
zu 40 Bildern pro Sekunde kann die Pump-
arbeit im Detail aufgelost und analysiert
werden. Eine aktuelle Entwicklung in die-
sem Bereich gilt derzeit der weiteren Ver-
besserung der raumlichen und zeitlichen
Auflédsung mit einem neuem Ansatz. Er ba-
siert, ahnlich der Datenkompression in der
Computerwelt, auf der Ausnutzung zeitli-
cher und raumlicher Korrelationen, die in der
Herzdynamik natiirlicherweise auftreten.

Abb. 1:
Dynamische Bildgebung des Herzmuskels bei der Pumparbeit. Die kraftigere runde
Herzkammer versorgt den Kérper mit sauerstoffreichem Blut. Die schuwachere Kammer
pumpt verbrauchtes Blut in die Lunge. In den Kammern erkennt man kleine Muskel-
strange, die zum Uentilapparat gehoren.

Mit MRI ins Gehirn blicken...

Eine zentrale Rolle spielt MRI auch im Be-
reich der Neurowissenschaften. Im Rahmen
eines kiirzlich etablierten UserLabs werden
neu entwickelte Verfahren von Neurologen,
Psychologen und Psychiatern fiir die klini-
sche und die Grundlagenforschung genutzt.
Das Interesse gilt dabei in erster Linie den
Funktionen und der Verschaltung der ver-
schiedenen Gehirnareale. Einblick in die
Hirnaktivitat gibt dabei der so genannte
BOLD (Blood Oxygenation Level Depen-
dent)-Effekt. Entscheidend ist dabei, dass
der Blutfarbstoff Himoglobin bei der Bela-
dung mit Sauerstoff seine magnetischen
Eigenschaften verdandert. Eine erhohte Akti-
vitat der im Hirn tatigen Neuronen dussert
sich deshalb bei spezialisierten MR-Verfah-
ren in einer leichten Anderung der Signal-
antwort. Bei gentigend schneller und sensi-

tiver Detektion erlaubt es dieser Mechanis-
mus, die Arbeit des Gehirns bei spezifischen
Reizen und kognitiven Aufgaben zu verfol-
gen.

...um die Richtung der Wasserdiffu-
sion von Axonen zu bestimmen

Fiir die Erforschung der Verbindungen zwi-
schen den Hirnarealen wird ein grundsatz-
lich anderer Ansatz verfolgt. Die Verbin-
dungsstrange bestehen aus Biindeln von
Nervenzellausldufern, den so genannten
Axonen. Fiir die Magnetresonanz ist dabei
die Diffusion des Wassers in diesen Biin-
deln wesentlich. Sie wird durch die Faser-
struktur eingeschrankt und orientiert sich
daher bevorzugt entlang der Axone. Mit
MRI gelingt es, diese Vorzugsrichtung der
Diffusion zu bestimmen und so den Verlauf
der Hirnverbindungen zu rekonstruieren

Abb. 3:Schema des NMR-Kraftmikroskops.
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Mit spektroskopischen MR-Uerfahren kann die Biochemie des arbeitenden 1 ] 10 o ! o
Gehirns studiert werden. Links: ein typisches Wasserstoffspektrum aus 107 epire fim 0™ spne fim
einem umschriebenen Hirnvolumen. Jede Linie des Spektrums gehdrt zu
einem spezifischen Biomolekiil. Rechts: die Uerteilung einer einzelnen Abb. 4:

Substanz (hier N-Acetyl-Aspartat) kann auch raumlich aufgeldst in
einer ganzen Schicht des Gehirns dargestellt werden.

Eindimensionales NMR-kraftmikroskopisches Bild einer
Probe aus Ammoniumsulfat und Bariumchlorat-Monohydrat.
Die linke Abbildung zeigt ein Bild der Protonendichte
im Material. Die rechte Abbildung benutzt die unter-
schiedlichen NMR-Spektren der beiden Substanzen, um ein
Bild mit chemischem Kontrast zu erhalten.
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(Beispiele solcher Daten und ihrer Verarbei-
tung werden im Beitrag von Boomsma et
al., S. 42, gezeigt).

Untersuchungen der Blutoxygenierung
und der Diffusion beruhen auf der Magnet-
resonanz des Wasserstoffs im Wassermo-
lekil, welches im Koérper reichlich vorhan-
den ist. Der Wassergehalt betragt je nach
Gewebe zwischen 70 und 85%. Von Inter-
esse sind neben Wasser auch zahlreiche or-
ganische Molekiile, die fiir spezifische
Funktionen, z.B. in Stoffwechselprozessen
oder bei der Signaliibertragung im Nerven-
system, eine Rolle spielen. Im Magnetreso-
nanzsignal erkennt man diese Molekiile an
charakteristischen  Resonanzfrequenzen,
die sich mit Hilfe spektroskopischer Verfah-
ren aufldsen lassen. Dieser Mechanismus
hat das Potenzial, Einblicke in eine Vielzahl
essentieller Prozesse im gesunden und
kranken Gewebe zu eroffnen, wiederum in
raumlich aufgeloster Form (Abb. 2). Das
Verfahren wird allerdings dadurch er-
schwert, dass die massgeblichen Molekiile
in sehr geringen Konzentrationen vorliegen
(typischerweise 1/10 0oo der Wasserkon-
zentration) und die Aufldsung der spektra-
len Verteilung die Aufnahmeprozedur ver-
langert. Daher ist auch fiir diese spektro-
skopischen Verfahren die Erhéhung von
Sensitivitat und Geschwindigkeit der
Schlissel zur breiteren Anwendung.

Diese beiden Herausforderungen bilden ei-
nen Fokus der weiteren technischen und
methodischen Entwicklung in Zirich. In ei-
nem nachsten Schritt wird im Winter
2005/2006 eine der
7-Tesla-Anlagen fiir Humananwendungen
aufgebaut. Theoretische und experimen-
telle Vorstudien haben ergeben, dass der
Ubergang zu dieser noch hoheren Feld-
starke einen Uberproportionalen Zuwachs
an Sensitivitdt und zudem einen weiteren
Geschwindigkeitsvorteil verspricht. Die
praktische Nutzung dieses Potenzials muss
sich allerdings auf umfangreiche techni-
sche Neuerungen stiitzen, insbesondere
auf massiv parallele Instrumentierung und
neue Methoden der Signalverarbeitung.

weltweit ersten

Einen zweiten Schwerpunkt bildet der Auf-
bau eines Labors fiir MRI in Kleintieren, in
welchem die beschriebenen Verfahren
durch so genannte molekulare Bildgebung
erganzt werden (siehe Beitrag zum Animal
Imaging Center in diesem Heft). Bei diesem
Ansatz werden massgeschneiderte Marker-
substanzen eingesetzt, um spezifische mo-
lekulare Strukturen und Ereignisse im Kor-
per selektiv abzubilden. Von besonderem
Interesse sind hier z. B. molekulare Indika-
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toren von Pathologien, die einerseits das
grundlegende Verstandnis des Krankheits-
prozesses verbessern sollen und anderer-
seits von diagnostischem Interesse sind, so-
wie die Charakterisierung von spontanen
und induzierten Heilungs- und Reparatur-
prozessen. Dem konkreten Beispiel der Alz-
heimer-Krankheit widmet sich ein weiterer
Beitrag im vorliegenden Heft.

Zukunft: MR-Mikroskopie im Nano-
meter-Massstab

Die Aufldsung der MR-Bildgebung im Men-
schen liegt gegenwartig im Bereich von
1 mm und kann unter giinstigen Bedingun-
gen bis zu etwa einem zehntel Millimeter
gesteigert werden. In kleineren Objekten
werden mit spezialisierten Anlagen sogar
Auflésungen bis zu einigen Mikrometern
erreicht. Eine weitere Verbesserung der
Ortsauflésung scheitert mit den existieren-
den Verfahren jedoch an den fundamenta-
len Grenzen der Sensitivitat. Bei der kon-
ventionellen Detektion der Magnetisierung
mittels einer Radiofrequenzspule miissen
etwa eine Billion (10™) Kernspins in einem
Volumenelement vorhanden sein, damit ihr
Signal detektiert werden kann.

Um diese Empfindlichkeits-Grenze zu un-
terschreiten, miissen grundsatzlich andere
Messverfahren entwickelt werden. Eine
Moglichkeit wurde Anfang der goer-Jahre
von Sidles und Mitarbeitern vorgeschlagen:
die Detektion der Kernmagnetisierung mit-
tels eines modifizierten Kraftmikroskops
(Abb. 3). Bei diesem Ansatz wird die Probe
auf einen so genannten Cantilever mon-
tiert. Es handelt sich dabei um eine durch
Mikrofabrikation hergestellte mechanische
Biegefeder, vergleichbar mit einer verklei-
nerten Grammophonnadel, welche in ei-
nem starken Magnetfeldgradienten plat-
ziert wird. Durch Einstrahlung von Radio-
wellen kann die magnetische Kraft, welche
auf den Cantilever wirkt, periodisch inver-
tiert werden. Obwohl diese Kraft sehr klein
ist, wird der Cantilever durch einen Reso-
nanzeffekt in Schwingung versetzt, und
diese mechanische Bewegung kann mittels
eines Laserstrahls gemessen werden. Diese
Detektionsmethode ist wesentlich emp-
findlicher als das herkdbmmliche Verfahren,
und es ist durchaus moglich, dass in Zu-
kunft damit einzelne Kernspins nachgewie-
sen werden kénnen.

Am Laboratorium fiir Physikalische Chemie
der ETH wurde ein NMR-Kraftmikroskop
aufgebaut und eine Methode entwickelt,
um mittels Kraftmikroskopie Kernreso-

nanzspektren in einem kleinen Volu-
menelement zu ermitteln. Da diese Spek-
tren die chemische Zusammensetzung der
Probe sehr genau charakterisieren, wird es
moglich, mikroskopische Bilder mit «che-
mischem Kontrast» aufzunehmen. Als Bei-
spiel werden in Abb. 4 eindimensionale
NMR-kraftmikroskopische  Bilder einer
Probe gezeigt, die aus zwei verschiedenen
chemischen Substanzen besteht. Die linke
Seite der Abbildung zeigt ein Bild der Probe
ohne Ausnitzung des chemischen Kon-
trasts. Das Bild rechts, mit chemischem
Kontrast, unterscheidet klar die beiden
Substanzen (Ammoniumsulfat und Bari-
umchlorat), da die dipolaren Spektren der
beiden Komponenten sehr verschieden
sind.

Diese neue Art der Mikroskopie soll es in
Zukunft ermoglichen, detaillierte mikro-
skopische Bilder von Materialien und biolo-
gischen Objekten, z. B. Zellen, zu erzeugen.
Neben praziser chemischer Information
konnten diese Bilder raumliche Auflésun-
gen im Nanometerbereich, also weit jen-
seits der heutigen Limitationen, liefern.

Klaas P. Priissmann, Peter Bosiger und
Markus Rudin

Institut fir Biomedizinische Technik,
ETH und Universitat Ziirich

Beat H. Meier, Christian Degen, Qiong Lin,
Andreas Hunkeler und Urban Meier
Laboratorium fiir Physikalische Chemie,
ETH Zirich
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ETH-JUBILAUM

ETH VISIONEN - BEGEGNUNGEN

MIT DER ZUKUNFT

Zahlreiche Veranstaltungen in Ziirich und in verschiedenen Landesteilen bieten der Be-
volkerung Gelegenheit, die ETH im Jahr ihres 150-Jahr-Jubildums aus nachster Nihe
kennen zu lernen. Uber 200 000 Personen besuchten im Friihling die «Welten des Wis-
sens». Nun wendet sich die ETH mit einer Schwerpunktwoche «ETH Visionen — Begeg-
nungen mit der Zukunft» an Persénlichkeiten aus Politik, Wirtschaft, Wissenschaft und

Gesellschaft.

Tag der Wirtschaft, Politik und Alumni -
17. November 2005

Wahrend einer Woche im November wird
das Hauptgebdude der ETH Ziirich zum
zentralen Ort der Begegnung mit der Zu-
kunft. Hier mochte die ETH Zirich gemein-
sam mit ihren Gasten im Rahmen von Sym-
posien, Diskussionen und Workshops einen
Prozess des Nachdenkens in Gang setzen,
der auch nach dem Jubildaumsjahr weiter-
geht. Es geht um den Beitrag der ETH
Ziirich fiir den Bildungsplatz Schweiz und
fiir die Welt der Zukunft.

Unter dieser gemeinsamen Klammer ist je-
der Tag einem besonderen Thema gewid-
met: Am 17. November 2005 beispielsweise
setzen sich Personlichkeiten aus Wirt-
schaft, Politik und ETH Ziirich mit langfristi-
gen gesellschaftlichen Entwicklungen und
deren Auswirkungen auf die ETH Ziirich
auseinander. Grundlage fiir diese Positions-
beziige ist ein Thesenpapier, das von Ver-
tretern aus Wirtschaft, Politik, Alumni und
der ETH-Schulleitung erarbeitet wurde. Dis-
kutieren Sie mit!

Der Anlass beginnt um g9 Uhr mit der Be-
gruissung von Dr. Pius Baschera, CEO Hilti-
Gruppe. Am Vormittag sprechen der ameri-
kanische Zukunftsforscher Jerome C. Glenn,
der Vizeprasident von Singapur, Dr. Tony
Tan Keng Yam, Nationalratin Dr. Barbara
Haering, der Verwaltungsratsprasident und
CEO der Ciba Spezialitatenchemie AG, Dr.
Armin Meyer, und Prof. Olaf Kibler, Prasi-
dent der ETH Ziirich. Kiinstlerische Interme-
zzi runden die Ausfiihrungen ab. Am Nach-
mittag findet eine Podiumsdiskussion un-
ter der Leitung von Dr. lwan Rickenbacher
statt. Anschliessend spricht Bundesrat Jo-
seph Deiss.

Anmeldungen und weitere Informationen
unter www.i50jahre.ethz.ch. Fiir Fragen:
wirtschaft-politik-alumni@i5ojahre.ethz.ch.

Weitere Themen der ETH Visionen
Auch diese Tage sollten Sie sich vormerken:

Tag der Lehre — 14. November 2005

Studierende und Dozierende entwickeln ge-
meinsam Visionen fiir die ETH von morgen,
ein Marktplatz zeigt die interessantesten E-
Learning-Projekte der ETH und vieles mehr.

Tag der Forschung - 15. November 2005

Wozu Forschung und Innovation? Welche
Anspriche stellt die Gesellschaft an die For-
schung? Wer legt die Forschungsthemen
fest? Antworten auf diese Fragen geben
Forschende sowie Wissenschaftspolitikerin-
nen aus der Schweiz, Deutschland, Grie-
chenland, Portugal, Singapur und den USA.

Tag der Chancengleichheit —16. November
2005

«Work-Life-Balance» — was versteht man
darunter? Was bietet die ETH bereits
heute? Was kann sie von anderen lernen?
Ausstellung und Podiumsdiskussion.

Tag der Nobelpreistrager —16. November
2005

Der Tag der Nobelpreistrager bringt junge
Forschende in direkten Kontakt mit be-
rihmten Wissenschaftlern.

Tag der Universitaten —18. November 2005
«Sharing Knowledge with Global Part-
ners.» An diesem internationalen Sympo-
sium mochte die ETH mit Partnern aus aller
Welt eine gemeinsame Vision fur die inter-
nationalisierte Hochschule entwickeln.
www.150jahre.ethz.ch

ETH Visionen auf einen Blick:

Montag, 14. November 2005:
Dienstag, 15. November 2005:
Mittwoch, 16. November 2005:
Mittwoch, 16. November 2005:

Freitag, 18. November 2005:
ETH Zurich

Ramistr. 101
8092 Ziirich

Tag der Lehre

Tag der Forschung

Tag der Chancengleichheit

Tag der Nobelpreistrager

Donnerstag, 17. November 2005: Tag der Wirtschaft, Politik und Alumni
Tag der Universitaten

Alle Veranstaltungen finden im ETH Hauptgebaude statt:

Anmeldung und detaillierte Informationen: www.150jahre.ethz.ch
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EIN FERRARI FUR DIE

BILDAUSWERTUNG

IM GESPRACH

Marius Messerli hat als Doktorand ein Programm fiir die Bildanalyse von lichtmikroskopischen

Aufnahmen entwickelt. Heute behauptet er sich mit seiner Firma «Bitplane» als Anbieter von
interaktiver Bildverarbeitungssoftware erfolgreich auf dem internationalen Markt. Der enge

Kontakt zu Hochschulen hilft ihm, die Bediirfnisse der Kunden richtig einzuschatzen.

Herr Messerli, Sie befassen sich beruflich
intensiv mit Lichtmikroskopie. Was faszi-
niert Sie an dieser Technik?

Die Lichtmikroskopie hatte in der Biologie
stets eine grosse Bedeutung, auch wenn ihr
Stellenwert im Laufe der Zeit nicht immer
gleich hoch war. Als ich in den frithen Acht-
zigerjahren zu studieren begann, galt die
Lichtmikroskopie eher als beschreibende
Wissenschaft. In den folgenden Jahren an-
derte sich dies dank der Digitalisierung. Die
Lichtmikroskopie erlebte einen Auf-
schwung. Man stiess in den dreidimensio-
nalen Bereich vor und erkannte, dass man
mit dieser Methode nun ganz neuartige
Aufnahmen machen kann.

Hat sich dieser Aufschwung fortgesetzt?
Ja, nicht zuletzt weil man in der Genetik
sehr grosse Fortschritte erzielt hat. Es ist
heute zum Beispiel verbreitet, mutante
Mause herzustellen. Viele dieser Tiere ha-
ben aber gar keinen Phanotyp, man sieht
ihnen also nicht an, dass sie genetisch ver-
andert wurden. Mit Hilfe der Lichtmikro-
skopie kann man relativ einfach priifen, ob
sich diese Tiere so wie erwartet von norma-
len Mausen unterscheiden.

War es fiir Sie schon immer ein Traum, eine
eigene Firma zu haben?

Nein, eigentlich nicht. Wahrend des Studi-
ums interessierte ich mich vor allem fiir die
Forschung. Ich merkte dann, dass es an un-
serem Institut bei der Lichtmikroskopie Be-
diirfnisse in Bezug auf die Bildauswertung
gab. Man hatte keine Software, um die Da-
ten sauber zu analysieren. Ich war der ein-
zige, der eine Affinitat dazu hatte, und ent-
wickelte fiir diese Aufgabe ein Programm.
Ich versuchte zuerst, eine Firma zu finden,
die sich fiir die Weiterentwicklung der Soft-
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ware interessiert. Dies gelang aber nicht.

Der entscheidende Impuls, eine Firma zu
griinden, kam dann von meinem damali-
gen Partner.

Welchen Sektor bearbeiten Sie genau?
Unser Grobthema ist die Interpretation der
Daten. In den Anfingen ging es vor allem
um visuelle Informationen. Die Leute woll-
ten einfach anschauen, was sie aufgenom-
men haben. Danach kam die Messung
dazu. Unsere Starke ist, dass wir den visuel-
len Bereich von Anfang an mit dem quanti-
tativen Bereich verkniipft haben. Das
heisst, wir haben nie einem Kunden eine
Tabelle ohne Bild gezeigt. Und umgekehrt
haben wir auch stets zu den Objekten, die
wir darstellen, quantitative Informationen
geliefert.

Wie behaupten Sie sich als kleine Firma ge-
gen die grossen Konkurrenten?

Am Anfang waren wir alleine auf dem
Markt, das war wichtig. Wenn man der Ers-
te ist, hat man einen grossen Vorteil. Ich
sage immer: Bei einem Ferrari regt sich nie-
mand auf, wenn die Heizung nicht richtig
funktioniert. So war es auch bei unserem
Produkt. Es hatte ein paar herausragende
Eigenschaften, aber auch viele Fehler. Die
Kunden haben das akzeptiert, weil es keine
Alternative gab. Nachdem klar wurde, dass
in unserem Gebiet ein Markt besteht, wur-
den auch andere Firmen aktiv. Fir uns ist
entscheidend, dass wir in unserem Bereich
eine kompetitive Grosse haben. Wir haben
nie Materialwissenschaftler beliefert, wir
haben nie medizinische Anwendungen ge-
macht, sondern wir haben uns auf den



schnell wachsenden Life-Science-Markt be-

schrankt. Und dort wiederum konzentrie-
ren wir uns auf die interaktive Bildanalyse.
Es gibt links und rechts davon extrem viel,
was man machen kdnnte. Aber darauf ver-
zichten wir bewusst.

Wie viele Mitarbeiter beschaftigen Sie?
Wir sind inzwischen 14 Leute. Vier davon ar-
beiten fest in der Entwicklung. Ab und zu
haben wir auch Studierende der ETH, die
bei uns ihre Semesterarbeiten machen.
Zentral ist fur mich, dass unsere Mitarbei-
ter sehr gut qualifiziert sind. In der Soft-
wareentwicklung macht der Unterschied
zwischen einem mittelmassigen und ei-
nem guten Team einen Faktor 5 bis 10 aus.
Wenn ich also vier Topleute habe, dann ma-
chen die gleichviel wie vierzig mittelmas-
sige Leute!

Sie haben in zahlreichen Lindern Vertre-
tungen.

Unsere Philosophie war stets, dass wir die
ganze Welt beliefern wollen. Das hat zwar
gewisse Nachteile — man verzettelt sich
leicht und hat hohe Overhead-Kosten -,
aber es hat auch einige Vorteile. Unter an-
derem hat man keine Berlihrungsangste,
wenn man in neue Markte geht. Am An-
fang hatten wir in den USA nur jemand, der
Teilzeit fuir uns arbeitete. Heute haben wir
dort eine Niederlassung mit drei Leuten. In
den letzten Jahren versuchen wir zudem,
den indirekten Vertrieb zu starken.

Warum arbeiten Sie eng mit Hochschulen
zusammen?

Als ich meine Firma griindete, hatte ich
viele Ideen. Dank meiner Dissertation
kannte ich die Gerate und wusste, was sie
leisten kdnnen. Fiinf Jahre lang musste ich
nicht fragen, was die Kunden brauchen.
Doch irgendwann geht das nicht mehr.
Deshalb begannen wir gezielt, unsere
High-end-Kunden in den Entwicklungspro-
zess einzubinden. Softwareentwicklung ist
ein langfristiger Prozess, das geht drei bis
funf Jahre. Ich muss also heute wissen, was
die Kunden in dreiJahren von mir erwarten.

Die Kooperation mit der ETH ist fiir Sie also
sehr wichtig?

Ja, vor allem seit die Lichtmikroskopie an
der ETH wieder an Stellenwert gewonnen
hat. Kiirzlich wurde ein neues Lichtmikro-
skopiezentrum gegriindet. Dort gibt es

sehr engagierte Leute. Wir arbeiten auch
mit anderen Forschungsinstitutionen zu-
sammen, mit dem MIT etwa oder dem
Caltec.

Sie konnten bereits kurz nach der Firmen-
griindung einen Grossauftrag akquirieren.
Wie wirkte sich dies auf die Firmenent-
wicklung aus?

Auf der einen Seite war dieser Auftrag fiir
uns nattrlich sehr lukrativ, und wir konnten
so gewisse Strukturen schaffen. Auf der an-
deren Seite war er auch eine grosse Belas-
tung. Er zwang uns zu lberlegen, was wir
tberhaupt machen wollen. Wir haben die
Firma dann aufgeteilt. Ich entschied mich,
Standardprodukte zu entwickeln. An dieser
strategischen Entscheidung halte ich bis
heute fest. Im Softwarebusiness ist die
Grenze zwischen Entwicklung und Dienst-
leistung fliessend, und deshalb kann man
als Technologiefirma schnell abgelenkt
werden.

Wie sehen Sie eigentlich die weitere Ent-
wicklung der Bildverarbeitung?

Ein Trend ist sicher, dass die Bildbearbei-
tung nicht mehr alleine durch den Men-
schen vorgenommen wird. Die Entwicklung
geht in Richtung vollautomatische Analyse.
Man hat ein Messgerat, und die Software
wertet in einem ersten Schritt dann die Da-
ten selbst aus. Als Anwender muss man
sich also nicht mehr jedes einzelne Bild an-
schauen, sondern nur noch die wichtigen.

Die Datenmengen werden also gewaltig
ansteigen?

Ja, deshalb wird auch der Bereich Bildma-
nagement immer wichtiger. Allerdings ent-
wickelt sich dieser Sektor viel langsamer,
als ich dachte. Das Ganze funktioniert nur,
wenn man eine intelligente Software hat,
die gewisse Vornotationen macht. Wenn
ich alle Daten manuell eingeben muss,
dann ist das ein enormer Aufwand. Die
Software sollte am besten selbst herausfin-
den, was man aufgenommen hat, und sie
sollte selbst die Aufnahmeparameter regis-
trieren.

Dann gibt es auch auf der Gerateseite in-
teressante Entwicklungen. Heute besteht
zwischen der Lichtmikroskopie und der
Elektronenmikroskopie immer noch ein
grosser Graben. Die Lichtmikroskopie er-
reicht heute eine Auflésung von ungefahr
200 Nanometern. Die neuen Gerdte wer-

den die Auflosung markant verbessern. Das
wird noch einmal eine Fiille an Daten ge-
ben, die man analysieren kann.

Gibt es in der Lichtmikroskopie nicht ein-
fach physikalische Grenzen, die man nicht
iiberwinden kann?

Die klassischen Aufl6sungsgrenzen werden
schon heute klar durchbrochen. Es ist
durchaus denkbar, dass man mit der Licht-
mikroskopie in den Bereich von 20 bis 50
Nanometern vorstossen wird.

Interview: Felix Wiirsten

Zur Person

Marius Messerli, Jahrgang 1964, stu-
dierte an der ETH Zirich Biologie und
promovierte 1993 am zellbiologischen
Institut der ETH Zurich. Parallel zu sei-
ner Doktorarbeit schrieb er ein Pro-
gramm fiir die Bildauswertung in der
Lichtmikroskopie.

1992 griindete er zusammen mit zwei
Partnern die Firma «Bitplane», welche
Software fiir die Bildanalyse und inter-
aktive Visualisierung im Life-Science-
Bereich entwickelt.

Nach einem rasanten Start wurde die
Firma 1997 umgebaut. Die beiden Part-
ner verliessen das Unternehmen, und
Marius Messerli wurde Mehrheitsak-
tionar. Im Oktober 2000 wurde das Ak-
tionariat erweitert, als die Venture-Ca-
pital-Firma «Endeavour» sich am Unter-
nehmen beteiligte. Heute beschaftigt
Bitplane insgesamt 14 Mitarbeiter und
ist in allen wichtigen Markten der Welt
prasent.
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DIE ALUMNI-LOUNGE

WIRD KONKRET

Einen neuen Treffpunkt auf dem Hongger-
berg, das mochte die Alumni-Vereinigung
der ETH Zirich zum 150-Jahr-Jubilaum
schenken. Die Ehemaligen wollen einen Ort
schaffen, an dem sich die Menschen gerne
treffen — sei es, um gemiitlich Kaffee zu
trinken, gemeinsame Projekte zu bespre-
chen oder Kontakte zu knlpfen, sei es aber
auch, um an speziellen Anlassen teilzuneh-
men.

Als Partner fiir das Vorhaben konnten die
Alumni Gregor Eichinger gewinnen. Der
Wiener, seit letztem Jahr Assistenzprofes-
sor fiir Gestaltung und Entwurf an der ETH
Zurich, gilt als ausgewiesener Fachmann
fir solche Aufgaben, hat er doch zusam-
men mit seinem Architekturbiiro «Eichin-
ger oder Knechtl» selbst diverse Trend-
lokale entworfen. Im Rahmen einer Semes-
terarbeit haben Studierende der Professur
Eichinger nun Entwiirfe fiir die geplante
Alumni-Lounge erarbeitet. Diese stellten
sie Mitte Juni einer Expertenjury vor.

Eichinger ist es ein Anliegen, dass sich die
Studierenden nicht nur mit der Gestaltung
des Raumes auseinandersetzen, sondern
auch tber Materialwahl und gastronomi-
sche Konzepte nachdenken. Um der Vielsei-
tigkeit der Aufgabe gerecht zu werden, hat
Eichinger namhafte Géste eingeladen, die
Projekte zu begleiten und kritisch zu beur-
teilen.

Bevor sich die Studierenden an die Pla-
nungsarbeit machten, setzten sie sich vor
Ort intensiv mit der Thematik auseinander.

Sie besuchten dazu in Zurich verschiedene
Trendlokale, die sie kritisch unter die Lupe
nahmen. Basierend auf den gewonnenen
Erkenntnissen entwickelten sie dann ihre
Ideen, wie der neue Alumni-Treffpunkt aus-
sehen konnte.

Die ETH Alumni Vereinigung wird das Pro-
jekt nun anhand der Entwiirfe der Studie-
renden konkretisieren. Gleichzeitig wird die
Ehemaligen-Vereinigung auch ihre Fund-
raising-Aktivitaten intensivieren - denn
schliesslich soll das Projekt ja durch Spen-
den der Ehemaligen finanziert werden.

Felix Wiirsten

ETH Alumni

Vereinigung der Absolventinnen und
Absolventen der ETH Zurich, ETH Zen-
trum, 8092 Zirich, Tel. 01/632 51 00,

Fax 01/632 13 29, info@alumni.ethz.ch,

www.alumni.ethz.ch

STEHEN SIE HEUTE WO SIE WOLLEN?

DAMIT SIE MORGEN DORT STEHEN WO SIE HEUTE WOLLEN:

www.jobservices.ethz.ch

Profitieren Sie ab heute von wert-
vollen und ausbildungsgerechten
Angeboten zur erfolgreichen Ge-
staltung threr beruflichen Karriere.

- Job Services

- Networking Events

- Fachgruppen

- On-line Alumni Verzeichnis
- Lebenslange E-mail Adresse
- InVerbindung bleiben

ETH /umni

gut verbunden
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Der Audi A3.
Realisieren Sie |lhren Traum.

Beim sportlich-athletischen Audi A3 Dreitlirer profitieren Sie jetzt von attraktiven
Ausstattungspaketen — zum Beispiel zusédtzlichem Komfort mit 30% Ersparnis — und
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