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LIONESS: , Live“-Einblick in die Komplexitat von Gehirn-
Gewebe

In einer neuen Publikation, die heute in der Fachzeitschrift Nature Methods veroffentlicht
wurde, hat ein interdisziplinares Team von Wissenschafter:innen des Institute of Science
and Technology Austria (ISTA) eine neuartige Methode zur Beobachtung der Struktur und
Dynamik des Gehirns vorgestellt - in besserer Auflosung und ohne das Gewebe zu
schadigen.

Das menschliche Gehirn ist eines der kompliziertesten Organe, mit denen sich Wissenschafter:innen
je befasst haben. Vollgepackt mit einer fast unermesslichen Menge an Informationen, ist das Gehirn
mit seinem Netzwerk aus rund 86 Milliarden Neuronen das hochstentwickelte Computersystem.
Eine solche Komplexitat zu verstehen ist aulSerst schwierig und bedarf Technologien, mit denen die
winzigen, komplizierten Wechselwirkungen, die im Gehirn auf mikroskopischer Ebene stattfinden,
entschlisselt werden konnen. Bildgebende Verfahren sind daher entscheidende Instrumente in den
Neurowissenschaften.

Die von Johann Danzls Gruppe am ISTA entwickelte neue Bildgebungs- und virtuelle
Rekonstruktionstechnologie, ist ein grofSer Fortschritt in diesem Bereich und tragt den treffenden
Namen LIONESS (Live Information Optimized Nanoscopy Enabling Saturated Segmentation).
LIONESS ist eine Pipeline zur Abbildung, Rekonstruktion und Analyse von lebendem Hirngewebe
mit einer bisher nicht dagewesen raumlichen Auflosung und Vollstandigkeit.

,LIONESS ermoglicht uns zum ersten Mal, lebendes Hirngewebe umfassend und dicht zu
rekonstruieren. Durch das mehrfache Abbilden des Gewebes, konnen wir mit LIONESS beobachten
und messen, wie die dynamische Zellbiologie im Gehirn ihren Lauf nimmt“, so Erstautor Philipp
Velicky. ,Das Ergebnis ist ein dreidimensionales, rekonstruiertes Bild der zellularen Strukturen. Die
vierte Dimension stellt die Zeit dar - die Probe kann namlich iiber Minuten, Stunden oder Tage
hinweg abgebildet werden”, fugt er hinzu.

/l/ Mit LIONESS konnen Neurowissenschafter:innen lebendes Hirngewebe untersuchen und
hochauflosende 3D-Bilder erzeugen, ohne die lebende Probe zu beschadigen. ///

Die Starken von LIONESS sind vor allem die verfeinerte Optik und die zwei Ebenen des Deep
Learning, die den Kern des Systems bilden: Die erste Ebene verbessert die Bildqualitat, wahrend die
zweite die verschiedenen zellularen Strukturen in der dichten neuronalen Umgebung identifiziert.

Die Pipeline ist das Ergebnis einer engen Zusammenarbeit zwischen verschiedenen
Forschungsgruppen am Institute. Dazu zahlen sowohl die Gruppe von Johann Danzl, die Gruppe von
Bernd Bickel, die Gruppe von Peter Jonas und Gaia Novarinos Gruppe sowie die wissenschaftlichen
Services (Scientific Service Units, SSUs) und internationale Kooperationspartner:innen. Danzl uber
die Zusammenarbeit: ,,Wir haben eine dynamische Gruppe von Wissenschafter:innen mit
einzigartiger Disziplinen-ubergreifender Expertise zusammengestellt. Gemeinsam arbeiten wir
daran, eine Technologieliicke in der Analyse von Hirngewebe zu schlief3en.”
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Hirden uberwinden

Rekonstruktionen von Gehirngewebe zu erstellen war bereits zuvor dank der Elektronenmikroskopie
moglich. Dabei wird die untersuchende Probe auf der Grundlage ihrer Wechselwirkungen mit
Elektronen abgebildet. Mit dieser Technik kann man Bilder mit einer Auflosung von wenigen
Nanometern - einem Millionstel Millimeter - aufnehmen, jedoch hat sie auch grolse Nachteile. Die
Probe muss in einem biologischen Zustand fixiert und dann physisch geschnitten werden , um 3D-
Informationen zu erhalten. Dynamischen Informationen konnen so nicht gewonnen werden.

Eine andere bekannte Methode ist die Lichtmikroskopie. Nicht physisch, sondern optisch wird dabei
intaktes Gewebe geschnitten. Das Auflosungsvermogen dieser spezifischen Technik wird jedoch
durch die Eigenschaften der Lichtwellen, die sie zur Erzeugung eines Bildes verwendet, stark
eingeschrankt. Im besten Fall liegt die Auflosung bei einigen hundert Nanometern - viel zu
grobkornig, um wichtige zellulare Details im Gehirngewebe zu erfassen.

Ansatze mit Super-resolution Light Microscopy (aus dem Englischen: superauflosende
Lichtmikroskopie) durchbrechen diese Auflosungsgrenze. Die jiingsten Arbeiten in diesem Feld sind
vielversprechend. ,SUSHI” (Super-resolution Shadow Imaging) beispielsweise kombiniert das
Einfarben der Zellzwischenraume mit Farbstoffmolekiilen mit der Nobelpreis-ausgezeichneten
Superresolution-Technik STED (Stimulated Emission Depletion). Dadurch konnen superaufgeloste
»Schatten” der zellularen Strukturen offenbart werden und konnen so im Gewebe sichtbar gemacht
werden. Trotzdem war es bisher nicht moglich, ganze Gehirnvolumina mit einer verbesserten
Auflosung, die der komplexen 3D-Architektur des Gehirngewebes entspricht, abzubilden. Der
Hauptgrund dafur ist, dass die hohere Auflosung auch eine hohe Lichtbelastung der Probe mit sich
bringt, was dazu fuhrt, dass das lebende Gewebe beschadigt wird oder gar , verschmort”.

Darin dies zu umgehen liegt genau die Starke von LIONESS: Laut den Autor:innen versichert die
Technik ,schnelle und milde” Bedingungen, sodass die untersuchte Probe am Leben bleibt. Dabei
bietet die Methode eine isotrope Superauflosung, das heifSt, sie ist in allen drei Raumdimensionen
gleich gut und ermoglicht so die Visualisierung der zellularen Komponenten des Gewebes bis ins
kleinste Detail (3D-Details im NanomalSstab).

LIONESS sammelt wahrend des Bildgebungsschritts nur so viele Informationen von der Probe, wie
notig. Danach folgt dann der erste Deep-Learning-Schritt, der iber einen Prozess namens Image
Restoration zusatzliche Informationen iiber die Struktur des Hirngewebes ergibt. Auf diese
innovative Weise wird eine Auflosung von rund 130 Nanometern erreicht und ist dabei aber
gleichzeitig schonend genug, um lebendes Hirngewebe in Echtzeit abzubilden. In weiterer Folge
ermoglicht es einen zweiten Deep-Learning-Schritt, der die extrem komplexen Bilddaten
interpretiert und die neuronalen Strukturen auf automatisierte Weise identifiziert.

Zielanflug

LDer interdisziplinare Ansatz ermoglichte es uns, die miteinander verkniipften Beschrankungen des
Auflosungsvermogens und der Lichtexposition des lebenden Systems zu uberwinden. AulSerdem
konnen wir nun komplexe 3D-Daten sinnvoll nutzen und die zellulare Architektur des Gewebes mit
molekularen und funktionellen Messungen verknupfen“, so Danzl.

Fur die virtuelle Rekonstruktion arbeiteten Danzl und Velicky mit Expert:innen fur visuelle
Datenverarbeitung zusammen, darunter auch die Bickel Gruppe am ISTA und die Forschungsgruppe
von Hanspeter Pfister an der Harvard Universitat. Beide steuerten ihr Fachwissen im Bereich der
automatischen Segmentierung - dem Prozess der automatischen Erkennung der Zellstrukturen im
Gewebe - und der Visualisierung bei und wurden dabei von Christoph Sommer, Staff Scientist in der
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Imaging & Optics Facility am ISTA unterstutzt.

An den komplexen Markierungsstrategien waren Neurowissenschafter:innen und Chemiker:innen
aus Edinburgh, Berlin und vom ISTA beteiligt. Dies ermoglichte, funktionelle Messungen zu
uberbrucken, d.h. die zellularen Strukturen zusammen mit der biologischen Signalaktivitat im
selben lebenden neuronalen Schaltkreis auszulesen. Dazu wurden in Zusammenarbeit mit der Jonas-
Gruppe am ISTA die Kalziumionenflusse in die Zellen abgebildet und die zellulare elektrische
Aktivitat gemessen. Die Gruppe von Gaia Novarino steuerte menschliche Hirnorganoide bei -
sogenannte Mini-Gehirne, mit denen man menschliche Gehirnentwicklung nachahmen kann.
Zusatzlich wurde die Arbeit durch die fachliche Unterstutzung der erstklassigen wissenschaftlichen
Services des ISTA unterstutzt.

Gehirnstruktur und -aktivitat sind aulSerst dynamisch. Die Strukturen entwickeln sich weiter, wenn
das Gehirn neue Aufgaben ausfuhrt und erlernt. Dieser Aspekt wird oft als , Plastizitat bezeichnet.
Die Veranderungen in der Gewebestruktur und dessen Beobachtung ist also von entscheidender
Bedeutung, um die Geheimnisse hinter der Plastizitat des Gehirns zu entschliisseln. Das am ISTA
entwickelte neue Verfahren bietet das Potenzial, subzellulare Strukturen und deren Veranderungen
im Laufe der Zeit aufzudecken - ein grofSer Schritt, um die funktionelle Architektur von Hirngewebe
und anderen Organen zu verstehen.
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Weitere Informationen:

https://ista.ac.at/de/forschung/danzl-gruppe/

https://ista.ac.at/de/forschung/bickel-gruppe/
https://ista.ac.at/de/forschung/jonas-gruppe/
https://ista.ac.at/de/forschung/novarino-gruppe/
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