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ZUSAMMENFASSUNG

Embryonalzellen

Mesoderm

| I ]
Herz

Elut Knochen

Abbildung 6.9: Die drei Zelltypen, die wihrend der Gastrulation entstehen.

Das menschliche Leben beginnt mit einer einzigen be-
. . . - Embryonalzellen:
fruchteten Eizelle, die sich zu etwa 30 Billionen Zellen | Zelien des Embryos, die das Potenzial
entwickelt, aus denen unser Korper besteht. Die Eizelle | haben. sich zu einer beliebigen Zelle
. . . L. . . des Korpers zu entwickeln.
ist zu Beginn nur eine einzige Zelle mit dem Potenzial, | Gastrulation:
sich zu teilen und ihr Aussehen, ihre Funktion und ihre | Der Punkt, an dem drei wichtige Zell-
.. . .. typen entstehen: Entoderm, Meso-
Zusammensetzung zu verandern. Diese Verdnderungen | germ und Ektoderm.
sind notwendig, um sich zu einem vollstdndigen Menschen
zu entwickeln, wobei sich die Zellen des Herzens stark von den Zellen der Lunge oder des
Gehirns unterscheiden. Man schatzt, dass es in unserem Korper etwa 200 verschiedene Zell-
typen gibt. Zellen in einem frithen Stadium nach der Befruchtung haben noch das Potenzial,
sich zu jeder Zelle des Korpers zu entwickeln, und wir bezeichnen sie als embryonale
Zellen. Der Weg von der embryonalen Zelle zu einer voll spezialisierten Zelle enthélt viele
Zwischenstufen. Wir konnen uns diesen Weg als unseren Weg zur Berufsfindung vorstellen.
Als Kind konnen wir noch alles werden, was wir wollen, aber wihrend der Schul- und
Universitatszeit treffen wir Entscheidungen, die unser Spezialisierungsfeld weiter eingren-
zen. Mit jeder Entscheidung, die wir treffen, kommen wir einem Fachgebiet einen Schritt
néher, und gleichzeitig wird es unwahrscheinlicher, den Berufsweg zu wechseln. Eines der
ersten und wichtigsten Entscheidungsereignisse in der Entwicklung ist zum Beispiel die
Gastrulation (siehe Abb. 6.9). Zu diesem Zeitpunkt entstehen drei verschiedene Zelltypen
aus den embryonalen Zellen. Dies ist vergleichbar mit der Wahl eines Universitatsstudi-
ums. Diese Wahl wird in den meisten Fillen den Rest unseres Lebens beeinflussen. Zu
diesem Zeitpunkt kann die Zelle zwischen einem der drei Zelltypen wihlen: Entoderm,
Mesoderm und Ektoderm. Diese Wahl schrankt die kiinftige Berufswahl ein: Mesoderm
wird zum Beispiel das Herz, die Blutzellen oder das Knochengewebe; Ektoderm wird das
Nervensystem oder die Haut; Entoderm wird die Leber, der Magen oder die Lunge. In
dieser Zusammenfassung mochte ich Sie weiter durch die Reise der embryonalen Zelle
begleiten.

. . ST Informationsfluss in einer Zelle:
dungen trifft, um zu einem spezialisierten Zelltyp zu wer- | pns — RNS — Protein

Um wirklich zu verstehen, wie eine einzelne Zelle Entschei- ]
den, miissen wir in das Innere der Zelle schauen. Wir
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miissen herausfinden, wo diese Information gespeichert ist und wie sie verwendet wird.
Jede Zelle in unserem Korper enthilt dieselbe DNS, die wihrend der gesamten Lebenszeit
der Zelle erhalten bleibt. Sie enthélt Informationen tiber die Bausteine unseres Korpers.
Genauer gesagt besteht sie aus vielen Genen, die in der DNS kodiert sind. Jedes Gen
enthilt unterschiedliche Informationen, zum Beispiel iiber die Augenfarbe, Haarfarbe oder
Koérpergrofle. Sie enthélt auch Gene, die Zelltypen bestimmen. Fiir jeden Zelltyp miissen
also unterschiedliche Gene aktiv werden. Dazu werden die Informationen, die die Zelle
gerade braucht, von der DNS an die RNS weitergegeben. Jede Zelle in unserem Korper hat
unterschiedliche RNS-Molekiile. Die letzte Informationsiibertragung ist dann die von der
RNS zum Protein. Man geht davon aus, dass die DNS etwa 20.000 Gene enthilt, die fiir ein
Protein kodieren, und unsere Zellen kénnen bis zu 500.000 verschiedene Proteine haben.
Proteine sind die wichtigsten Bestandteile der Zelle, weil sie eine Vielzahl von Funktionen
haben. Proteine sind wie die Angestellten in einem Unternehmen, jeder von ihnen hat
eine andere Aufgabe, und damit das Unternehmen funktioniert, muss jeder seine Aufgabe
erfilllen. Wir konnen uns das Innere einer embryonalen Zelle in der Entwicklung wie
ein Start-up-Unternehmen vorstellen. Es muss viele Anderungen an seiner Struktur und
seinen Mitarbeitern vornehmen, bis es zu einem etablierten Unternehmen wird. Mit Hilfe
aller Mitarbeiter des Unternehmens wird das Unternehmen am Ende eine Entscheidung fiir
die néchste Phase treffen. Eine Art von Protein, das in diesem Zusammenhang wichtig ist,
heifit Transkriptionsfaktor (TF). Die TF entscheiden, welche Gene in einer Zelle aktiv
werden und welche ungenutzt bleiben. Sie kontrollieren die Proteinzusammensetzung
in der Zelle und kénnen als die Manager in einem Unternehmen angesehen werden. Sie
konnen die Mitarbeiter des Unternehmens einstellen und entlassen. TF, die eine grofie
Anzahl von Genen kontrollieren konnen, werden als "Master-TF" bezeichnet und wiren
somit die Direktoren des Unternehmens. Insbesondere die Master-TF verleihen der Zelle oft
ihre Identitit, was bedeutet, dass in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Gruppen von
Master-TF im Spiel sind. So hat jedes Unternehmen seine eigene Gruppe von Direktoren,
die gemeinsam iiber die Marke des Unternehmens entscheiden. Die TF kénnen sich auch
gegenseitig kontrollieren und parallel arbeiten. Auf diese Weise bilden sie ein Netzwerk,
das als Genregulationsnetzwerk bezeichnet wird. In diesem Szenario kénnen Sie sich
vorstellen, dass die Geschiftsleitung sich selbst einstellen oder umstrukturieren muss.
Wenn sich mehrere Direktoren um eine Position streiten, kann die Direktorengruppe, die
den Zuschlag erhalt, die neue Unternehmensmarke bestimmen.

Um zu wissen, welche Proteine in der Zelle aktiv sind, [ — )
. . . . . Transkriptionsfaktoren:
miissen sie gemessen werden. Am liebsten wiirden Wir | gin Protein, das die Aktivitat einiger

alle Proteine in einer Zelle messen, um genau zu verstehen, | Gene steuernkann.
. . . T master TF:
was vor sich geht, aber das ist noch nicht moglich. Was | 15 die die Aktivitat vieler Gene

jedoch moglich ist, ist die Messung der RNS-Molekiile in | steuern kénnen.
. . e . . . Genregulationsnetzwerk:
einer einzelnen Zelle mit einer Methode, die als single- | gin Netzwerk von Proteinen, die

cell RNA sequencing (scRNA-seq) bezeichnet wird. Der | sich gegenseitig aktivieren und
.. . o 1s unterdriicken.

grofite Datensatz, der bisher mit dieser Methode erzeugt | single cell RNA sequencing:
wurde, umfasste 1,3 Millionen Gehirnzellen. Da Proteine | Eine tMeﬂ;{)IgZ zur QAESSQHg lder
. . . gesamten n jeder einzelnen
aus RNS hergestellt werden, konnen wir die Anzahl der | zepe.

Proteine in einer Zelle schitzen, indem wir die Anzahl der

RNS messen. scRNA-seq hat beispiellose Einblicke in die Definition eines Zelltyps und die

J
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Entwicklung einer embryonalen Zelle gegeben. Zelltypen werden nun auf der Grundlage
der Anzahl der RNS definiert, und viele neue Zelltypen wurden in den letzten Jahrzehnten
auf diese Weise entdeckt.

Kapitel 1 dieser Arbeit gibt einen genaueren Uberblick iiber die Zellidentitit und erklart
die Verdnderungen, die wahrend der Entwicklung einer Zelle auftreten. Es werden zahlre-
iche Einzelzelltechniken vorgestellt, die derzeit zur Messung von DNS, RNS, Proteinen
und chemischen Veranderungen in jeder einzelnen Zelle verwendet werden. Schlief8lich
werden mathematische Modelle fiir die Zellentwicklung vorgestellt, die dabei helfen die
Mechanismen und kausalen Beziehungen zwischen Genen besser zu verstehen.

Kapitel 2 leitet eine Methode namens phiclust her, um die Reinheit eines Zelltyps in
scRNA-seq-Daten zu bewerten. Da wir alle RNS-Molekiile in einer Zelle messen kénnen, ist
es wichtig zu bewerten, wann zwei Zellen vom gleichen Typ sind. Jede Zelle hat aufgrund
von zufilligen Fluktuationen und Prozessen, die nichts mit der Zellidentitat zu tun haben,
unterschiedliche RNS-Molekiile. Mit unserer neuen Methode lasst sich feststellen, ob die
Unterschiede in den RNS-Molekiilen zwischen den Zellen von zufilligen Fluktuationen ab-
weichen. Wenn die Unterschiede grofier sind, handelt es sich um unterschiedliche Zelltypen.
Wir haben phiclust auf scRNA-seq-Daten einer sich entwickelnden Niere angewendet und
dabei bisher tibersehene Zelltypen entdeckt. Auf diese Weise kann phiclust helfen, die
vielen Zelltypen in unserem Korper zu klassifizieren und zu identifizieren.

Wihrend der Entwicklung werden die Zellen von vie- (oree: )
len Faktoren beeinflusst, die die Entscheidung der Zellen | Ein Prozess, bei dem sich Zellen
veriandern konnen. So wie bei uns, wenn wir uns fiir einen | in ihrem natiirlichen biologischen
. . . i Kontext befinden.
beruflichen Weg entscheiden, spielt es eine Rolle, welchen | in vitro:
Umwelteinfliissen wir ausgesetzt waren. Das Gleiche gilt | Ein Prozess, bei dem sich Zellen
. K . R auflerhalb ihres biologischen Kon-
fur Zellen: Thre Entscheidung hangt von den Entschei- | textes in einer Schale befinden.
dungen der anderen Zellen in ihrer Umgebung ab. Eine | induzierte pluripotente — Stam-
. . . mzellen: Ausgereifte Zellen, die in
embryonale Zelle befindet sich normal im Mutterleib. Das | stammaellen umgewandelt werden.
Studium von Zellen im natiirlichen Kontext wird als in g
vivo bezeichnet. Aus ethischen Griinden ist es nicht moglich, die menschliche Entwicklung
in vivo zu untersuchen. Auflerdem laufen in vivo viele Prozesse gleichzeitig ab, die wir
nicht kontrollieren kénnen und deren Einfluss wir auch nicht kennen. Daher haben wir
beschlossen, uns mit In-vitro-Systemen zu befassen. In vitro bezieht sich auf Studien
auflerhalb des normalen biologischen Kontextes in einer kontrollierten Laborumgebung.
Um embryonale Zellen au3erhalb des Korpers zu untersuchen, miissen sie entnommen und
in einer Schale kultiviert werden. Sobald sie in vitro stabil sind, nennen wir sie embryonale
Stammzellen. Embryonale Stammzellen haben immer noch das Potenzial, sich in jeden
Zelltyp des Korpers zu verwandeln, sind aber aus ihrer urspriinglichen Umgebung her-
ausgeldst worden. Auch aus ethischen Griinden verwenden Biologen haufig induzierte
pluripotente Stammzellen (iPSCs). Diese Zellen werden aus reifen Zellen des Korpers,
z.B. der Haut, entnommen. Dann werden sie zu stammzellenartigen Zellen zuriickverwan-
delt und erhalten wieder das Potenzial, sich in jeden Zelltyp des Korpers zu verwandeln.

Zusammengefasst: Embryonale Zellen in vivo sind embryonale Stammzellen in vitro.
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Kapitel 3 untersucht den Einfluss des Master-TF ETV2 in Blutgefaf3zellen in vitro. Zellen, die
die Gefifle in unserem Korper bilden, werden als Endothelzellen bezeichnet. Ihre Aufgabe
besteht im Allgemeinen darin, eine Barriere zwischen einer Flissigkeit, z.B. Blut, und dem
umgebenden Gewebe zu bilden. Insbesondere die blutgefifibildenden Endothelzellen sind
wichtig fiir das reibungslose Funktionieren des Herzens. Um den Entscheidungsprozess
einer Endothelzelle zu verstehen, wurden iPSCs in eine Schale gegeben und durch bes-
timmte chemische Reize dazu angeregt, Endothelzellen zu werden. Wie oben beschrieben,
gibt es jedoch Zwischenstufen auf der Reise der embryonalen Zelle, die in vitro beachtet
werden miissen. In Anlehnung an die Metapher des Karrierewegs bedeutet dies, dass sie
zunichst einen der drei grundlegenden Karrierewege wihlen muss, die Zellen haben. Fiir
eine Endothelzelle ist dies das Mesoderm. Um ein Blutgefif§ zu werden, muss sie sich, wie
im Masterstudium, auf das Herzmesoderm spezialisieren. Nach ihrem Masterstudium kann
sie nun den Beruf einer Endothelzelle wihlen. Uberraschenderweise haben wir festgestellt,
dass bei den Experimenten zwei Zelltypen entstehen: Endothelzellen und Herzmuskelzellen,
die fur die Kontraktionen im Herzen verantwortlich sind. Das bedeutet, dass die Zellen nach
den Masterstudien immer noch zwischen zwei verschiedenen Aufgaben wihlen kénnen.
Mithilfe von scRNA-seq konnten wir zeigen, dass die Entscheidung von dem Master-TF
ETV2 abhangt. Wenn weniger ETV2 vorhanden ist, werden die iPSCs zu Herzmuskelzellen,
wenn mehr ETV2 vorhanden ist, werden sie zu Endothelzellen. Hier konnen wir sehen,
wie wichtig Master-TF fir die Entscheidung der Zelle sind. Als Master-TF ist ETV2 in
der Lage, die Aktivitit anderer Gene zu steuern. Wenn also geniigend ETV2 in der Zelle
vorhanden ist, aktiviert es Gene, die fiir die Identitat der Endothelzelle verantwortlich sind,
und verleiht der Zelle auf diese Weise ein neues Image. Nach dem Markenwechsel wird
ETV2 nicht mehr benétigt und wird aus seiner Position als Direktor entlassen. Dies ist ein
Beispiel fur ein genregulatorisches Netzwerk und wie es sich verandert, wenn die Zelle
Entscheidungen trifft.

Wie bereits erwihnt, konnen Umweltfaktoren die Entschei-

. . . . endotheliale Zellen:
dung einer Zelle beeinflussen. Dies geschieht unter an- | zellen, die Gefifie im Korper bilden.
derem durch die Kommunikation untereinander. Zellen | Liganden:

.. e 1. . . . Proteine, die von Zellen zur Kommu-
kommunizieren zum Beispiel iber bestimmte Proteine, die | pikation verwendet werden.
Liganden genannt werden. Diese Art von Protein hat die
Fahigkeit, die Zelle zu verlassen und zur néchsten Zelle zu wandern. Sobald es in einer
anderen Zelle ankommt, verandert es das Genregulationsnetzwerk der empfangenden
Zelle. Mit anderen Worten: Dieses Nachrichtenprotein kann die Entscheidungen der Man-
ager eines anderen Unternehmens beeinflussen. In der ersten Halfte dieser Arbeit lag
der Schwerpunkt auf den Veranderungen in der internen Zusammensetzung der Zellen.
In der zweiten Halfte werden wir dies erweitern, indem wir den Einfluss der zellularen
Kommunikation auf die Zusammensetzung der Zelle untersuchen. Wir werden in vitro
kombinierte Zelltypen untersuchen, die in vivo natiirlich zusammen vorkommen, um zu
verstehen, wie sie sich gegenseitig beeinflussen.

Kapitel 4 vergleicht den Einfluss des Entwicklungsursprungs auf die zellulare Kommunika-
tion in Endothelzellen. Dieses Kapitel ist eine Fortsetzung von Kapitel 3, wo Herzmuskel-
und Endothelzellen abgeleitet wurden. In vivo besteht das menschliche Herz aus mehreren
Zelltypen, darunter Herzmuskelzellen, Blutgeféfizellen (Endothelzellen) und Bindegewebe.
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Daher wurden diese drei Zelltypen in einer Schale in vitro zusammengebracht, um eine
Herzgewebeumgebung zu schaffen. Endothelzellen bilden jedoch nicht nur Blutgefifle,
sondern konnen zum Beispiel auch Lymphgefifle bilden, die Lymphe statt Blut im Kérper
transportieren. Wir wollten verstehen, wie Endothelzellen entscheiden, welche Art von
Gefaf3 sie bilden: Werden sie entweder durch die Kommunikation mit benachbarten Zellen
oder durch die Entwicklungsherkunft der Zelle (frithere Berufswahl) beeinflusst? Aus
diesem Grund wurde ein zweites Experiment durchgefiihrt, bei dem sich die Endothelzellen
in ihren Masterstudien auf das paraxial Mesoderm statt auf das kardiale Mesoderm spezial-
isierten. Endothelzellen, die aus dem paraxialen Mesoderm stammen, bilden normalerweise
eher Lymphgefifie als Blutgefifle. Anschlielend wurden beide Endothelzellen, unabhiangig
von ihrem Hintergrund, in dieselbe Herzgewebeumgebung gebracht. Mittels scRNA-seq
konnten wir feststellen, dass die RNS-Profile beider Endothelzellen nach der Integration in
die Herzgewebeumgebung sehr dhnlich waren. Dieses Ergebnis zeigt, dass die zellulare
Kommunikation fiir Endothelzellen wichtiger ist als der Entwicklungshintergrund. Es zeigt
auch allgemein, dass Umwelteinfliisse einen groflen Einfluss auf die Entscheidungen von
Zellen haben.

In einem zweiten Beispiel in Kapitel 5 zeigen wir, wie -

zelluldre Kommunikation die Bildung eines Neuralrohrs EZﬁZﬁ‘lee entlang einer Achse liegen.
in vitro verursachen kann. Wir untersuchten die zel- | extraembryonale Endoder-
lulire Kommunikation in einem bekannten In-vitro- Zzlfelrllen die die AuBenseite des
Modellsystem, den Gastruloiden. Dieses System ist ein | Embryos umgeben.

Modell fur die Gastrulation, die der Moment der Wahl
zwischen den drei universitiren Studien der Zelle ist (siehe Abb. 6.9): Entoderm, Ektoderm
und Mesoderm. Wir haben embryonale Stammzellen der Maus verwendet, um dieses
wichtige Entscheidungsereignis zu reproduzieren. Die embryonalen Stammzellen sind in
der Lage, alle drei Zelltypen in einer Schale selbst zu bilden. Aus In-vivo-Studien wissen
wir jedoch, dass der Embryo von einer Schicht von Zellen umgeben ist, die als extraem-
bryonale Entodermzellen (XEN) bezeichnet werden. Als embryonale Stammzellen in
vitro mit XEN-Zellen kombiniert wurden, bildeten die XEN-Zellen eine dufiere Schicht um
die Stammzellen, genau wie in vivo. Noch auffalliger war, dass die Stammzellen anfingen,
Strukturen zu bilden, die wie eine R6hre aussahen. Diese Strukturen sind ohne die Zugabe
von XEN-Zellen nicht beobachtet worden. Sie miissen also ein direktes Ergebnis der Kom-
munikation zwischen den beiden Zelltypen sein. Mit scRNA-seq und Bildgebung haben
wir diese Strukturen charakterisiert. Wir fanden heraus, dass sie sich aus dem Ektoderm
entwickeln, das fiir die Bildung des Nervensystems verantwortlich ist. Diese Ergebnisse
deuten auf die Beteiligung von XEN-Zellen an der Bildung von Neuralrohr-ahnlichen Struk-
turen hin. Dariiber hinaus haben wir festgestellt, dass auch die embryonalen Stammzellen
der Maus Veranderungen in der RNS der XEN-Zellen verursachen. Dieses Experiment zeigt,
dass die Kommunikation zwischen den Zellen bereits in den frithen Stadien des Weges
einer Zelle sehr wichtig ist.

In den vorangegangenen Kapiteln haben wir Elemente, die an den Entscheidungen einer
Zelle beteiligt sind, mit scRNA-seq und Bildgebung charakterisiert. Um jedoch die kausalen
Beziehungen in einem genregulatorischen Netzwerk zu verstehen, miissen wir mathe-
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matische Modelle formulieren. Deshalb haben wir uns vorgenommen, diese Daten zu
nutzen, um mathematische Gleichungen iiber Geninteraktionen wahrend der Entwicklung
in Kapitel 6 aufzustellen. Diese Gleichungen beschreiben die zeitliche Entwicklung jedes
Gens im Genregulationsnetzwerk und werden als dynamische Systeme bezeichnet. In
einem dynamischen System bestimmen die Parameter die Stérke der Wechselwirkungen
zwischen Genen oder Molekiilen. Wir haben physikinformierte tiefe neuronale Netze
(PINN) eingesetzt, um diese Parameter anhand von Messdaten zu bestimmen. Ein neu-
ronales Netz ist eine Technik des maschinellen Lernens, die normalerweise erfolgreich
zur Mustererkennung eingesetzt wird. Die PINN kombinieren maschinelles Lernen mit
physikalischen Gesetzen. Auf diese Weise kénnen wir Muster aus den Daten lernen und
dabei vordefinierte mathematische Gleichungen einhalten. Wir haben zwei relevante ex-
perimentelle Szenarien untersucht: Eines, in dem Zellen kommunizieren und Messungen
von einzelnen Zellen verfiigbar sind. Diese Daten konnen z. B. durch die Abbildung von
Proteinen im Zeitverlauf gewonnen werden. In dem anderen Szenario kommunizieren die
Zellen nicht, und es sind nur Momentaufnahmen moglich. Dieses Modell konnte dann z.B.
scRNA-seq-Messungen einbeziehen. Diese Analyse bietet einen Ausgangspunkt fiir die
Gewinnung mechanistischer Erkenntnisse iiber die Entwicklung einer embryonalen Zelle
durch die Nutzung verschiedener Datensatze.

dynamische Systeme:
Gleichungen, die sich im Laufe der
Zeit weiterentwickeln.

blick in die sehr komplexe Reise einer embryonalen Zelle
gegeben. Wir haben gezeigt, wie die Zellidentitét auf der
Grundlage von scRNA-seq-Daten definiert werden kann,
und haben uns den Einfluss von Master-TF genauer angesehen. Dann fiigten wir den Experi-
menten die zellulire Kommunikation hinzu und stellten fest, dass sie den Entwicklungsweg
einer Zelle entscheidend beeinflusst. Schliefilich wollten wir all diese Informationen in
einem mathematischen Modell zusammenfassen, das es uns erméglicht, die Mechanismen
zu verstehen, die an den Entscheidungen der Zelle beteiligt sind. Es gibt noch viel zu
erforschen, bevor wir vollstandig verstehen konnen, wie eine Zelle ihre Entscheidungen
trifft.

Mége die embryonale Zelle immer die richtige Entscheidung treffen!

Ich hoffe, diese Zusammenfassung hat Thnen einen Ein- [




