4D-Atlas der embryonalen Mausentwicklung
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Zusammenfassung. Présentiert wird ein Projekt zur Erstellung eines vierdi-
mensionalen anatomischen und morphologischen Atlanten der embryonalen
Entwicklung der Maus. Basierend auf der Klassifizierung nach Theiler werden
3D-Modelle einzelner Entwicklungsstadien realisiert. Hierzu werden aus histo-
logischen 2D-Bilddaten digitale 3D-Modelle der embryonalen Maus erstellt. Im
néchsten Schritt wird die embryonale Entwicklung zwischen je zwei Entwick-
lungsstadien simuliert. Es entsteht ein vierdimensionaler Atlas der embryonalen
Mausentwicklung. Durch diesen Atlanten sollen die Effekte von Gen-
inaktivierungen visualisiert sowie die molekularen Grundlagen der nativen und
pathologischen Morphogenese dargestellt werden.

1 Einleitung

Die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines funktionellen Organismus basiert auf
einem komplexen Netzwerk von regulatorischen Systemen, deren enges Zusammen-
spiel die Balance des Lebens garantieren. Das gezielte An- und Abschalten von Ge-
nen bildet hierbei die molekulare Grundlage fiir ein fein abgestimmtes zeitliches und
rdumliches Ablaufmuster wihrend der Embryonalentwicklung. Die Assoziation der
Genexpression mit der sich formierenden morphologischen Struktur ist somit eine
wichtige Voraussetzung fiir das Verstindnis der Regulation morphogenetischer Pro-
zesse. Viele erworbene oder angeborene Krankheiten konnen auf Fehlfunktionen von
Genen zuriickgefiihrt werden, die schon wihrend der Embryonalentwicklung poten-
tiell gestorte Regelkreise manifestieren und schlieBlich pathologische Auswirkungen
auf die Gesamtfunktion eines Organismus zeigen. Natiirliche oder ektopisch induzier-
te Storungen der rdumlichen und zeitlichen Balance der Genexpression kénnen dra-
matische Folgen fiir die Gesamtentwicklung eines Individuums haben. Deren Analyse
stellt jedoch wertvolle Informationen iiber die Funktion eines Gens im Netzwerk
regulatorischer Faktoren zur Verfiigung.

Die Erforschung biologischer Systeme folgte bisher meist dem klassischen Para-
digma einer Anhdufung von Informationen aus den verschiedensten wissenschaftli-
chen Disziplinen und iiberlie3 es der Abstraktionsfahigkeit des Einzelnen, die kon-
zertierten Geschehnisse wihrend der Embryonalentwicklung im Hinblick auf ihre
rdumliche und zeitliche Erfassbarkeit zu verstehen. Gerade in den letzten Jahren
konnten an Mausen durch gezielte Inaktivierung einzelner Gene (Knockout (KO)-



Maiuse) wertvolle Informationen iiber Genotyp/Phidnotyp-Beziehungen gewonnen
werden. Neue dynamische Systeme zur Speicherung, Analyse und Visualisierung
grofler Datenmengen, erleichtern durch Simulation und intuitive Visualisierung das
Verstdndnis komplexer biologischer Prozesse.

Die aktuelle Generation interaktiver Atlanten verkniipft die Nomenklatur und ana-
tomische Strukturen miteinander und ermdglicht die Visualisierung von komplexen
dreidimensionalen Strukturen [1-3]. Unsere Intention ist die Erstellung eines Atlan-
ten, der die Embryonalentwicklung der Maus simuliert und visualisiert. Dariiber hin-
aus wird die Etablierung geeigneter morphometrischer Analyseverfahren sowie die
Implementierung morphogenetischer Anomalien die Grundlage fiir die Verifizierung
von phinotypischen Verdnderungen bei Gen-Funktionsstérungen in Maus-Mutanten
(KO-Méusen) liefern.

2 Methode

Grundlage des vierdimensionalen Atlanten ist eine Datenbasis, die als Verkniipfung
verschiedener Modalitdten mit den folgenden Schritten realisiert wird:
- 3D-Rekonstruktion von embryonalen Miusen benachbarter Entwicklungsstadien
- Verkniipfung mit einer anatomischen Datenbank beziiglich der Embryonal-
entwicklung der Maus (nach [4])
- Einbringen ausgewéhlter Gen- und Genprodukt-Expressionsmustern
- Entwicklung einer Simulationsmethode zur Darstellung von Gen-Expressions-
dnderungen
Zur dreidimensionalen Rekonstruktion der embryonalen Maus, wurden fiir jedes Ent-
wicklungsstadium C56BL/6-Maus-Embryonen prépariert, mit Bouin fixiert, in Paraf-
fin eingebettet und histologische Serienschnitte angefertigt. Die transversalen Schnit-
te wurden einer Himatoxylin/Eosin- (HE-) Farbung (H: 3 min / E: 1 sec) unterzogen
und anschlieBend mikroskopiert. Mit Hilfe der zweidimensionalen Querschnitte er-
folgte die dreidimensionale Rekonstruktion. Als erstes Modell wurde ein Maus-
Embryo im Theiler-Stadium 19 (E11.5) gewihlt. Die zweite Datenbasis ist ein Emb-
ryo im Theiler-Stadium 21 (E12.5). Pro Maus werden zwischen 600 und 1000 Schnit-
te von je 7um erstellt, mikroskopiert und digitalisiert. Je Schnitt wurden mehrere
Digitalaufnahmen mit einem Auflosungsvermdgen auf zelluldrer Ebene erzeugt, diese
wieder zu einem zweidimensionalen Bild zusammengefiigt und praparationsbedingte
Artefakte manuell korrigiert. Die zu einem dreidimensionalen Volumen zusammenge-
fligten Schnittbilder ermdglichen die 3D-Rekonstruktion des Maus-Embryos.

Der néchste Schritt ist die semiautomatische Segmentierung und Identifizierung
der jeweiligen Strukturen und Organsysteme in den virtuellen Embryonen. Hierzu
wird das dreidimensionale Modell mit einer terminologischen Datenbasis verbunden,
die speziell fiir dieses Projekt nach [4] geschaffen wurde.

Neben den rein anatomisch-morphologischen Informationen sollen ausgewéhlte
Gen- und Genprodukt-Expressionsmuster in den virtuellen Embryo integriert werden.
Die Visualisierung der Expressionsmuster zu verschiedenen Zeitpunkten kann das
Verstindnis der rdumlichen und zeitlichen Mechanismen erleichtern und dient als ein
Beispiel fiir die Integration zusétzlicher Informationen in das Modell.



Es wird eine Methode zur zeitlichen Simulation der Embryonalentwicklung imp-
lementiert, die auf Methoden des Morphings beruht. So wird zwischen den durch
mikroskopische Schnitte gewonnenen Stadien der Mausentwicklung interpoliert.
Damit ist eine kontinuierliche Visualisierung der Embryonalentwicklung méglich. In
diese Visualisierung konnen weitere Informationen eingebunden werden. Besonders
interessant wére die Integration von Genotyp/Phénotyp-Beziehungen.

Der Atlas wird modular konzipiert und bildet somit eine Plattform und Datenbasis
fiir zukiinftige Entwicklungen.

3 Ergebnis

Als Ergebnis des Projektes entsteht ein neuartiger, vierdimensionaler Atlas der emb-
ryonalen Mausentwicklung. Bei der Erstellung der dreidimensionalen Modelle erwies
es sich als schwierig, rdumliche Verzerrungen im dreidimensionalen Modell zu ver-
meiden. Der Atlas visualisiert nicht nur die embryonale Entwicklung, sondern bildet
auch die Basis fiir die Implementierungen weiterer Module, welche die visuelle Dar-
stellung von Genotyp/Phinotyp-Beziehungen und den zugrunde liegenden Wir-
kungsmechanismen ermdglichen. Dariiber hinaus koénnen Ergebnisse von KO-Ex-
perimenten in den Atlas integriert werden und so die Auswirkungen von Gen-Funkti-
onsstérungen auf morphogenetische Prozesse in dreidimensionalen Ansichten iiber
die Zeit beobachtet werden. Damit kann eine Datenbasis fiir die weitere Erforschung
der Wirkungsweise von Genen geschaffen werden.

4 Diskussion und Ausblick

Die Verwendung dreidimensionaler Computermodelle zur Simulation dynamischer
Systeme kann neue, innovative Impulse bei der Aufbereitung, Darstellung und Simu-
lation komplexer biologischer Vorgidnge geben. Die Morphogenese der Organent-
wicklung ist ein Beispiel fiir mehrdimensionale Ereignisse, bei denen Funktion und
Struktur durch eine Kaskade von regulatorischen Sequenzen in einem zeitlichen
Fenster aufgebaut werden. Die Visualisierung dieser biologischer Abldufe ist eine
Herausforderungen fiir die Informatik. Dhenain et.al. beschreiben in [3] einen drei-
dimensionalen digitalen Maus-Atlas, der auf der Basis des hochauflésenden Magnet-
resonanz-Imageverfahrens (MRI) die einzelnen Stadien der Mausentwicklung zwi-
schen E6 und E15.5 darstellt. Der Vorteil der MRI-Technik gegeniiber der wesentlich
aufwendigeren optischen Methode, bei der die Proben geschnitten, geférbt, fotogra-
fiert, digitalisiert und abschlieBend dreidimensional rekonstruiert werden miissen, ist
die enorme Geschwindigkeit der Datengewinnung. Allerdings bietet das optische
Verfahren alle Vorteile der Bildauflsung, die weit in den subzelluldren Raum hinein-
reichen kann. Ein wesentlicher Aspekt unseres 3D-Projektes umfasst die morpho-
metrische Vermessung von embryonalen Strukturen, um pathologische und atypische
Verianderungen (z.B. in Maus-Mutanten) zu analysieren. Hierzu muss die Zahl der
Zellen innerhalb der jeweiligen embryonalen Struktur kalkulierbar sein, so dass die
Auswirkungen beeintrachtigter Genfunktionen (z.B. Apoptose; Wachstumsinduktion)
auf Subpopulationen von Zellen verschiedenen Ursprungs erkennbar werden. Es ist



klar ersichtlich, dass unser Vorhaben ein Auflosungsvermogen auf zellulirem Niveau
voraussetzt, das nur mit dem aufwendigeren optischen Verfahren erreichbar ist. Zur
Identifikation der Zellen wurden die histologischen Serienschnitte einer HE-Féarbung
unterzogen, wobei die Anfarbung der Zellkerne mittels Himatoxylin erfolgte.

Bisherige 3D-Rekonstruktionen von Embryonen aus histologischen Serienschnit-
ten umfassten Entwicklungsstadien bis E9 (Theiler-Stadium 14) [3]. In unserem neu-
en, hochauflésenden Atlanten kann die Entwicklung der embryonalen Maus erstmalig
zwischen E11.5 und 12.5 (Theiler-Stadium 19-21) vierdimensional dargestellt wer-
den. Dariiber hinaus bietet der Atlas die Moglichkeit der zusétzlichen Implementie-
rung von  Regelkreisen, die an  morphogenetischen und  Signal-
Transduktionsprozessen beteiligt sind. Hierbei werden Systeme benétigt, die Signal-
kaskaden beschreiben und sie in das Raum-Zeitgefiige solcher Atlanten integrieren.
Kiirzlich wurde ein Prototyp vorgestellt, der das Problem der digitalen Erfassung von
zelliibergreifenden Signalwegen und zelluldrer Differenzierung wéhrend morphoge-
netischer Prozesse aufgreift [5]. Mit der Implementierung dieser Systeme in das 3D-
Embryo-Modell riickt die Vision der virtuellen Maus in greifbare Ndhe. Differenzie-
rungsphdnomene morphogenetischer Prozesse laufen vor den Augen des Betrachters
ab und konnen auf molekulare Grundlage gestellt werden. Pathologische Veridnde-
rungen werden nicht nur nachvollziehbar, sondern sogar artifiziell generierbar, und
Gen-Funktionsstorungen konnen auf der Basis ihrer morphologischen Korrelate auf-
gespiirt werden. Ohne Frage wird der konsequente Ausbau des virtuellen Maus-
Embryos iiber alle Entwicklungsstadien nicht nur eine neue Ara fiir die Entwick-
lungsbiologen einleiten, sondern auch einen bedeutenden Fortschritt fiir die medizini-
sche Grundlagenforschung und Diagnostik sein.
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