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P Dic Taufliege Drosophila me-
lanogasterist einer der bestunter-
suchten Modellorganismen in
der Entwicklungsbiologie und
Neurobiologie. Aber warum in-
teressiert gerade ein Fliegenge-
hirn, und wie lift sich ein sol-
ches untersuchen? Anatomisch
ist es vollig anders aufgebaut als
unser eigenes Gehirn, obgleich
in letzter Zeit erstaunliche Ver-
wandtschaften der Hirnanlagen
entdeckt wurden. Insbesondere
aber ist es sehr klein — und doch
verschalten sich gut eine Viertel-
million Nervenzellen iiber vie-
le Millionen Synapsen zu einem
wenige hundert Mikrometer
groen Biocomputer, der das
zwei bis drei Millimeter lange
Flugobjekt ,,Fliege® sicher
durch einen dreidimensionalen
Raum voller Hindernisse fliegen
und auf Winden landen lassen
kann. Sogar komplizierte Lern-
studien werden mit Fliegen
durchgefiihrt. Nicht nur fiir Ent-
wicklungsbiologen und Gehirn-
forscher ist es faszinierend fest-
zustellen, wie komplex bereits
dieses kleine Gehirn ist (und wie
wenig wir davon verstehen). Tat-
sdchlich lassen sich praktisch alle
wesentlichen Aspekte neurona-
ler Entwicklung in Fliegen als
Modellsystem fiir den Bau eines
Gehirns nachvollziehen. Expe-
rimentell zuginglich ist Droso-
phila insbesondere neurogene-
tisch. Fiir hunderte an der Ent-
wicklung des Nervensystems
beteiligter Gene sind mutante
Allele beschrieben oder lassen
sich vergleichsweise einfach
mutante Tiere herstellen.

Bei der Analyse solcher mu-
tanter Gehirne ist hochauflésen-
de Mikroskopie ein unverzicht-
bares Hilfsmittel. Insbesondere
die Untersuchung der Fein-
struktur neuronaler Veristelun-
gen und Verkniipfungen wiire in
einem so kleinen Gehirn nicht
ohne moderne Visualisierungs-
techniken auf der Basis von La-
sermikroskopen oder Elektro-

nenmikroskopen moglich. Soge-
nannte konfokale Laser-Scan-
ning-Mikroskope kénnen fluo-
reszenzmarkierte Gehirnpripa-
rate in definierten Tiefen mikro-
metergenau abtasten. Mit dem
konfokalen Mikroskop gewon-
nene Bilder stellen somit Schnit-
te in der Tiefenebene des Prii-
parates dar. Serien solcher opti-
scher Schnitte mit wenigen hun-
dert Nanometern Abstand kén-

definierten Oberflichen visuali-
siert und analysiert werden.

Das Fliegengehirn als
Modellsystem fiir neuronale
Entwicklung

Die Anzahl der Nervenzel-
len eines menschlichen, aber
auch eines Fliegengehirns iiber-
steigt um ein Vielfaches die Zahl
der zur Verfiigung stehenden
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Korrelat fiir Information im Ge-
hirn ist die synaptische Verschal-
tung. Die Anzahl der Synapsen
iibersteigt denn auch die Zahl
der Nervenzellen nochmal um
das 100 bis 1000fache. Deren
Information-enthaltende Ver-
schaltung ist der letzte Schritt
des Gehirnbaus, also spite neu-
ronale Entwicklung. Und wie-
der 1dBt uns die Fliege staunen:
Von der Entstehung der ersten
Synapse bis zum fertigen Gehirn
vergehen wihrend der Verpup-
pung gerade einmal 50 Stunden!

Das visuelle System von
Drosophila ist fiir die neurogene-
tische Untersuchung besonders
geeignet, weil es fiir das Uber-
leben des Tieres unter Laborbe-
dingungen nicht notwendig ist.

Abb. 1: Gehirn einer Fliegenlarve. (A) Volumenrekonstruktion einer Gehirnfarbung. (B) Blick ins Gehirn: Oberflachen-
rekonstruktion des Zentralhirns der Larve (rot) sowie sich entwickelnder Gehirnstrukturen des visuellen Systems der
spateren Fliege (grin, braun, gelb). Balken in (A) entspricht 200 um in (A) und (B).

nen anschlieBend benutzt wer-
den, um bestimmt Gehirnregio-
nen (oder aufgrund ihrer Klein-
heit mit verringerter Auflésung
sogar ganze Gehirne) dreidi-
mensional zu rekonstruieren.
Kombiniert mit der Leistungs-
fihigkeit moderner Grafik-be-
schleunigter Rechner wird somit
die Mikroskopie routinemiBig
vom Mikroskop zum Computer
verlagert: Das Mikroskop wird
nur noch genutzt, um einen drei-
dimensionalen Datensatz (Seri-
enscan) aufzunehmen, und die
eigentliche Beobachtung und
Auswertung findet anschlieBend
auf einem Grafik-Computer mit
entsprechender 3D-Software
statt. Auf dem Computer kann
das Objekt erneut geschnitten,
in seinem ganzen Volumen oder

Gene. Das ist das Wunder der
Entwicklungsbiologie: Wie we-
nig Information ist tatsichlich
notwendig, um ein komplexes
System entstehen zu lassen,
wenn weniger Ort und Zeit je-
des Details festgelegt werden als
vielmehr Regeln, die Rahmen-
bedingungen schaffen in Spie-
len, welche Einzelschicksale
beteiligter Zellen zwar ungewif3
lassen, aber das makroskopische
Resultat durchaus determinie-
ren. Nirgends wird dies deutli-
cher als bei der Entwicklung des
Gehirns, welches bereits vor je-
der Erfahrung Information iiber
die Welt enthalten kann. So
weil die Spinne nach ihrer Ge-
burt bereits wie man ein Netz
baut, und die Fliege weil3, wie
man fliegt. Das morphologische

Somitlassen sich Entwicklungs-
stérungen mutanter visueller
Neurone wihrend der gesamten
Entwicklung verfolgen. Bereits
im larvalen Gehirn beginnt die
Verdrahtung visueller Neurone
des spiteren adulten Tieres, ob-
gleich die Larve ein eigenes
vom adulten grundlegend unter-
schiedliches visuelles System
besitzt. Damit ist das larvale
Gehirn aus entwicklungsbiologi-
scher Sicht ein besonders inter-
essantes Gebilde: Es besteht ei-
nerseits aus funktionsfihigen
Gehirnteilen, die fiir das Leben
und Verhalten der Larve not-
wendig sind. Andererseits wird
im selben Gehirn bereits mit
dem Bau grundlegend neuer
Gehirnstrukturen begonnen, die
erst in der fertigen Fliege funk-
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Abb. 2: Der Optische Lobus des sich entwickelnden Fliegengehirns. (B) zeigt
eine angeschnittene Volumenrekonstruktion des optischen Lobus von (A).
Rot ist eine Antikdrperfarbung synaptischer Regionen, griin eine Markie-
rung einiger Neurone und Glia-Zellen. Der hochgeordnete repetitive Aufbau
wird insbesondere im Anschnitt deutlich. Balken in (A) entspricht 50 um in
(A) und (B).

tionieren werden - besonders
auffillig im visuellen System.
Dreidimensionale Visualisierun-
gen dieser Gehirnstrukturen [1,
4] sind in Abbildung 1 darge-
stellt; die Visualisierungstechni-
ken werden weiter unten vorge-
stellt.

Wiihrend wir frithere neuro-
nale Entwicklungsschritte wie
axonale Wegfindung molekular
in vielen Beispielen in Grund-
ziigen bereits verstehen, sind die
Mechanismen, die zur synapti-
schen Verschaltung fithren, we-
niger zuginglich. Als wesentli-
cher Faktor wird spontane neu-
ronale Aktivitit fiir sogenanntes
,Fine-Tuning®“ am Ende der
Gehirnentwicklung diskutiert,
doch finden wir bereits morpho-
logisch plastische Anderungen
neuronaler Arborisationen, be-
vor Synapsen iiberhaupt gebil-
det werden. Solche Beobachtun-

gen kann man zum Beispiel an
Nervenzellen des visuellen Sy-
stems von Drosophila machen,

welches die Kleinheit des Ver-
kniipfungsmusters fiir viele Un-
tersuchungen durch einen au-
Berordentlich geordneten repe-
titiven Aufbau wettzumachen
vermag. Pro Auge wird 800mal
ein identischer Satz von Photo-
rezeptoren sowie nachgeschalte-
ter Neurone —der Anordnung im
Auge entsprechend — symme-
trisch in den Neuropilen des
optischen Lobus verschaltet
(Abb. 2). Selbst subtile einzelne
Verschaltungsfehler werden so
800fach amplifiziert und als
Fehler der Musterbildung offen-
bar [2].

Mikroskopie am Computer

Die Untersuchung neuropi-
ler Feinstruktur setzt Gehirn-
priparate voraus, in denen die zu
untersuchenden Strukturen se-
lektiv markiert sind. Gut geeig-
net sind Antikorperfirbungen
synaptischer Molekiile. Die Fir-
bung entsteht durch die Sekun-

Abb. 3: Mit der
3D-Visualisie-
rungssoftware
Amira [3] kann
ein dreidimensio-
naler Datensatz in
beliebigen Ebe-
nen geschnitten
und dargestellt
werden.
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ddrmarkierung mit fluoreszenz-
markiertem Antikorper. Solche
Priparate konnen sowohl in nor-
malen Fluoreszenzmikroskopen
wie auch im konfokalen Laser-
Mikroskop untersucht werden.
Wihrend bei normaler Auflicht-
oder Durchlicht-Mikroskopie
die Lage des Priparats auf dem
Objekttriger einen entschei-
denden Beitrag zur Analysier-
barkeit bestimmter Strukturen
liefern kann, erlaubt die Aufnah-
me einer Bildserie mittels Kon-
fokalmikroskopie eine weitge-
hend von der Lage des Pripa-
rats unabhingige Visualisierung
am Computer. Ein Bildstapel
kann grundsitzlich als dreidi-
mensionaler Datensatz beschrie-
ben werden, indem jeder Pixel
eines Bildes nicht mehr eine
zweidimensionale Identitit in-
nerhalb des Bildes hat, sondern
eine dreidimensionale Identitit
innerhalb des Datenvolumens
zugewiesen bekommt. Ein Bild-
stapel mit zum Beispiel 200 Bil-
dern der Auflosung 512 x 512 Pi-
xel wird also — unabhingig von
seiner Entstehung als Serie
zweidimensionaler Bilder — als
dreidimensionales Datenvolu-
men mit 512 x 512 x 200 Daten-
punkten (Voxeln) behandelt. In
dieses Datenvolumen kénnen
nun beliebige Schnitte gelegt
werden, die das Priparatin Ebe-
nen zeigen, die am Mikroskop
nicht zu beobachten gewesen
wiren (Abb. 3). Voraussetzung
fiir solche wie auch im folgen-
den beschriebene Visualisie-
rungs- Techniken ist neben der
notwendigen Hardware insbe-
sondere wissenschaftliche 3D-
Visualisierungs-Software, wie
das hier benutzte Programm
Amira, welches vom Konrad-
Zuse-Zentrum in Berlin entwik-
kelt wurde [3].

Fiir die Visualisierung der
Projektionsgebiete von Photore-
zeptor-Neuronen wihrend ihrer
Entwicklung 146t sich ein Anti-
korper gegen ein Photorezeptor-
spezifisches Antigen einsetzen.
Um unabhingig von der Lage
des Priparats die kompletten
Terminalienfelder vergleichen
zu kénnen, liBt sich aus den am
Rechner , herauspriparierten®
dreidimensionalen Daten das
Volumen rekonstruieren, z.B.
mittels eines Raytracing-Algo-

rithmus (Abb. 4). Ganz idhnlich
professioneller digitaler Film-
produktion kénnen solche aus
verschiedenen Winkeln aufge-
nommenen Einzelbilder an-
schlieBend zu einer Animation
zusammengefiigt werden.

Fiir die Entwicklung neuro-
naler Arborisation von Photore-
zeptor-Neuronen konnte so ge-
zeigt werden, dal3 die Bildung
eines Geflechts filopodialer
Kontakte bereits kurz nach der
axonalen Wegfindung einsetzt
und erst sekundir zu einem ge-
ordneteren Neuropilmuster
durch Zuriickzichen eines Grof3-
teils dieser Kontakte wird [2].
Erst wenn dieser Entwicklungs-
abschnitt iiber 30% der gesam-
ten Gehirnentwicklung fortge-
schritten ist, beginnt die Synap-
togenese, d.h. die eigentliche
Bildung synaptischer Kontakte.
In einem weiteren Schritt kann
man sich mit ganz dhnlichen
Techniken auch den molekula-
ren Grundlagen wihrend solcher
Entwicklungsphasen nidhern.
Antikorperfirbungen sind ndm-
lich nicht nur Marker fiir Struk-
turen, sondern in erster Linie
ein Nachweis fiir das Vorkom-
men von Proteinen an einem
spezifischen Ort zu bestimmten
Entwicklungszeiten. Damit las-
sen sich Hinweise auf die Funk-
tion bestimmter Genprodukte
sammeln.

Veroffentlichung
dreidimensionaler
Mikroskopie-Daten im Internet

Bei der Rekonstruktion von
Volumina wird die maximale In-
formation der Daten zur Visua-
lisierung eingesetzt. Eine Mani-
pulation des kompletten dreidi-
mensionalen Objekts ist daher
mit groBem Rechenaufwand
verbunden und nur auf lei-
stungsstarken Grafikrechnern
bei begrenzend groflen Daten-
sitzen moglich. Eine Alternati-
ve zur Veroffentlichung zweidi-
mensionaler vorverarbeiteter
Daten stellt die Priasentation von
Oberflichen-Rekonstruktionen
dar. Dabei wird entweder durch
Schwellwert-Definition oder
Handsegmentierung der Struk-
turen von Interesse eine Menge
von zusammenhingenden Koor-
dinaten festgelegt, die das ,,In-
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nen“ des Objektes vom ,,Au-
Ben“abgrenzen — der Datensatz
wird also binarisiert. Eine Be-
schreibungssprache fiir solche
dreidimensionalen Koordina-
ten-Dateien ist die Virtual Reali-
ty Modeling Language (VRML),
welche zusitzlich die Einfiigung
und interaktive Manipulation
des originalen Bildmaterials er-
moglicht (Abb. 1B und 5). Die
hier vorgestellten Techniken
wurden erst kiirzlich eingesetzt
fiir die Rekonstruktion des
kompletten larvalen und adul-
ten Drosophila-Gehirns [1], so
dall nunmehr dreidimensionale
Modelle der Forschergemeinde
iiber das Internet zur Verfiigung
stehen. Mit dem Online Journal
FLYBRAIN (www .flybrain.org)
ist eine Plattform geschaffen
worden, die solche Daten zen-
tral sammeln kann [5].

Lichtmikroskopie an der
Auflésungsgrenze:
Dekonvolution

In Kombination mit der Vi-
sualisierung ausgewihlter dreidi-
mensionaler Strukturen ist die
weitestgehende Ausnutzung der
Auflosungsgrenze fiir die Darstel-
lung solch kleiner Strukturen na-
tiirlich erstrebenswert. Bei der
Benutzung des konfokalen La-
ser-Mikroskops liegt die Auflo-
sungsgrenze ungefihr bei 500 nm
in der Bildebene und etwas dar-
iiber in der Tiefenebene. Tat-
sdchlich kénnen aber auch zwei
Punkte kleineren Abstands auf-
gelost werden, wenn man die ar-
tifizielle Lichtverteilung solcher
Punkte ,,herausrechnet®. Diese
Lichtverteilung kommt durch
unvermeidliche Streuungs- und
Brechungseffekte innerhalb des
inhomogenen Priparats sowie
Imperfektionen der Optik zu-
stande und wird in der Point
Spread Function (PSF) zusam-
mengefalt. Die PSF fiir einen
gegebenen Punke ldBt sich tat-
sdchlich experimentell ermitteln,
indem man eine kleine fluores-
zierende Kugel (z.B. von 500 nm
Durchmesser) in ein Priparat in-
ijziert und mit dem Mikroskop
scannt (Abb. 6). Das Zuriickrech-
nen der artifiziellen Lichtstreu-
ung mittels einer bekannten oder
unbekannte PSF wird Dekonvo-
lution genannt [6].

Viele interessante Struktu-
ren liegen aufgrund der geringen
GroBe der Fliege und ihrer Zel-
len nahe an oder unter der Auf-
16sungsgrenze der Lichtmikros-
kopie. Dazu gehéren zum Bei-
spiel auch Terminalien von Pho-
torezeptor-Neuronen mit einem
Durchmesser von 0,5 - 1 mm
oder intrazellulire Strukturen
wie der Spindelapparat wihrend
der Zellteilung (Abb. 6). Soll
nun die Lokalisation von Struk-
turen an der Auflosungsgrenze
untersucht werden, ist Dekon-
volution notwendig. Auf diese
Weise kann zum Beispiel ent-
schieden werden, ob ein Prote-
in eher im Cytosol oder in der
AuBenmembran der Terminali-
en vorkommt oder wie ein feh-
lerhafter Spindelapparat wih-
rend der Zellteilung in einer
Mutante aussicht. Damit liefert
die hochauflésende dreidimen-
sionale Visualisierung einer An-
tikorperfirbung konkrete Hin-
weise auf den Funktionszusam-
menhang eines untersuchten
Genprodukts.

Ausblick

Wihrend die groB3e Stirke
der entwicklungsbiologischen
und neurobiologischen For-
schung im Modellsystem der
Fliege die Genetik ist, hingt
deren Anwendbarkeit maf-
geblich auch von der Erkenn-
barkeit phidnotypischer Verin-
derungen ab. Ein Grund, war-
um bis heute mehr iiber axo-
nale Wegfindung als die nach-
folgende Arborisation von
Neuronen gearbeitet wurde,
ist sicherlich auch die wesent-
lich schwierigere Darstellung
—und iiberhaupt Erkennung —
solcher Defekte. Dabei sind
die hier erwihnten, auf Kon-
fokalmikroskopie basierenden
Visualisierungstechniken im
grol3en und ganzen nicht ein-
mal so neu. Jedoch hingt ihre
Anwendbarkeit von der zu ih-
rem sinnvollen Einsatz not-
wendigen Rechnerleistung ab.
Sowohl die dreidimensionale
Visualisierung als auch dreidi-
mensionale Dekonvolution
haben daher erst in den letz-
ten Jahren Einzug in die rou-
tinemifBige phinotypische
Analyse gehalten. Sowohl die
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Abb. 4: Raytracing-Volumen-Rekonstruktionen visueller Neurone. (A)
Photorezeptoren mit Terminalienfeldern in der Lamina und Medulla. (B)
Hochauflésende Darstellung von synaptisch verschaltenden Neuronen in
der Lamina (rot: Photorezeptoren; griin: postsynaptische Neurone). Balken
in (A) entspricht 50 um in (A) und 20 pm in (B).

Abb. 5: Virtual Reality Modeling Language (VRML) 3D-Modelle (hier
optischer Lobus) kénnen zur interaktiven Manipulation von Strukturen und
Bilddaten im WWW verdffentlicht werden.

notwendige Hard- als auch
Software sind erst seit kurzem
fiir einen verbreiteten Einsatz
erschwinglich geworden. Zu-
sammen mit der Méglichkeit
echte 3D-Daten, also nicht
nur Bilder und deren Anima-
tionen, iiber das Internet par-
allel zur normalen Publikation
in elektronischen Zeitschrif-
ten zu verodffentlichen, wird in
Zukunft wohl nicht nur die
Gehirnforschung an einer klei-
nen Fliege profitieren.
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