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/ellen sind Individualisten — Entschei-
dungsprozesse auf Einzelzellebene
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Decision-making is a fundamental aspect of life. However, our under-
standing of how cells encode and decode information to enable reli-
able fate decisions remains limited. Employing live cell imaging and
automated analysis, our research unveils substantial heterogeneity in
the cellular response to TGF[3 and sheds light on the intricate link
between the dynamics of SMAD signaling, the state of individual cells

and their fate decisions.
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Bl Leben bedeutet, immer wieder Entschei-
dungen zu treffen. Wir Menschen stiitzen
unsere Entscheidungen nicht nur auf auBere
Einfliisse, sondern beriicksichtigen auch
innere Faktoren - wie vorherige Erfah-
rungen, gegenwartige Stimmungen oder
unsere grundlegende Motivation. Ahnlich
der makroskopischen Skala treffen auch
Zellen in unserem Korper standig Entschei-

dungen. Wahrend wir menschliche Handlun-
gen oft nachempfinden kdnnen, wissen wir
wenig dariiber, wie individuelle Zellen exter-
ne Signale mit ihrem Zustand verkniipfen,
um Entscheidungen zu treffen. In diesem
Artikel diskutieren wir Entscheidungspro-
zesse auf Einzelzellebene und fokussieren
uns dabei auf die Analyse des TGFB-
Signalwegs.
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A Abb. 1: Der SMAD-Signalweg und seine Liganden. A, TGF[3 interagiert mit Rezeptorkinasen und
induziert die Phosphorylierung von SMAD2, welches daraufhin einen Komplex mit SMAD4 bildet
und in den Zellkern transportiert wird. Dort reguliert der Komplex die Transkription von Zielgenen.
Im Zellkern wird SMAD2 dephosphoryliert und anschlieBend wieder exportiert. B, Liganden der
TGFp-Familie binden an unterschiedliche Rezeptoren. Neben TGFJ sind dies z. B. der Wachstums-
differenzierungsfaktor 11 (GDF11) und Aktivin A. C, Schema der etablierten MCF 10A-Reporter-

zelllinie.
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Signalweiterleitung am Beispiel des
TGF[B-Signalwegs

Zellen nehmen externe Informationen durch
Oberflichenrezeptoren wahr und leiten diese
iber Signalwege an den Zellkern weiter, um
die Expression wichtiger Gene und somit das
zellulare Verhalten anzupassen.

Fiir fast alle menschlichen Zellen ist das
extrazelluldare Molekiil transforming growth
factor beta (TGFP) eine wichtige Quelle exter-
ner Informationen (Abb. 1A). TGFf spielt
wahrend der Embryogenese eine wichtige
Rolle und reguliert zudem die Balance von
Zellteilung und Zelltod in erwachsenem
Gewebe. TGFP ist primar wachstumshem-
mend und 16st Zellzyklusarrest und Apop-
tose aus, kann aber auch die Zellmigration
anstoBen und langfristig epitheliale in
mesenchymale Zellen umwandeln (EMT:
epithelial-to-mesenchymal transition). Wie
genau TGFPdiese unterschiedlichen Zellant-
worten steuert, ist derzeit nicht bekannt;
man weiB aber, dass Fehlfunktionen des
Signalwegs zu Krankheiten wie Fibrosen
oder Krebs fiihren konnen [1].

Auf molekularer Ebene wird das TGF[-
Signal in wenigen Schritten in den Zellkern
weitergeleitet (Abb. 1A): Der Ligand TGFf3
bindet Rezeptorkinasen (TGFBRI und
TGFBRII) und initiiert so die Signaltransduk-
tion. Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung
des Signaliibertrdgers SMAD2, welcher mit
SMAD4 einen Komplex bildet und in den
Zellkern verlagert wird. Dort reguliert der
Komplex die Transkription seiner Zielgene.
Im Zellkern wird SMAD2 dephosphoryliert
und daraufhin wieder exportiert [1].

Dynamik und Heterogenitat des
TGF[B-Signalwegs

Der TGFB/SMAD-Signalweg steuert die Akti-
vitat zahlreicher Gene und wird seit vielen
Jahren intensiv untersucht. Bisher wurde
hauptsachlich das Verhalten von Zellpopu-
lationen charakterisiert, nicht jedoch das
von einzelnen Zellen. Um TGFB-vermittelte
Zellentscheidungen zu verstehen, haben wir
mittels Lebendzellmikroskopie die Translo-
kation von SMAD2 vom Zytoplasma in den
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A Abb. 2: Quantifizierung von SMAD2-Dynamiken in Einzelzellen. A, Lebendzellmikroskopie von MCF 10A-Reporterzellen nach TGFB-Stimulation. WeiBe
Kreise zeigen segmentierte Zellkerne, rote Ringe fassen den quantifizierten zytoplasmatischen Bereich ein. Zu Beginn kann das Fluoreszenz-markierte
SMAD2 zu einem GroBteil im Zytoplasma beobachtet werden (0 min), nach Stimulation akkumuliert es im Zellkern (siehe z. B. 100 min und 480 min).

B, Zeitaufgelste Analyse des Verhaltnisses der nukledren und zytoplasmatischen SMAD2-Menge (Nuk/zyt SMAD2 Ratio) in Einzelzellen (diinne Linien)
im Vergleich zum mittleren Verhéltnis in der Gesamtpopulation (dicke Linie), nach Stimulation mit 100 pM TGFB1 (aus [2]).

Zellkern quantifiziert und Auswirkungen
auf das zelluldre Verhalten bestimmt. Dazu
haben wir in der nicht transformierten
Brustepithelzelllinie MCF10A eine Fusion
von SMAD2 mit einem gelb fluoreszierenden
Protein sowie eine Fusion von Histon H2B
mit einem cyan fluoreszierenden Protein als
Kernmarker exprimiert (Abb. 1C, [2]).

Mit diesem Reporter konnten wir das dyna-
mische Verhalten von SMAD? in einzelnen
lebenden Zellen mit hoher zeitlicher Auflo-
sung tiber einen Zeitraum von 24 h beobach-
ten. In Abwesenheit von TGFf} detektierten
wir SMAD2 erwartungsgemaB hauptsachlich
im Zytoplasma (Abb. 2A). Kurze Zeit nach
Stimulation mit TGF akkumulierte SMAD2
im Zellkern und verlagerte sich anschlieBend
wieder teilweise ins Zytoplasma, es blieben
aber bis zum Versuchsende erhohte nukleare
SMAD2-Level nachweisbar.

Ist dieses Verhalten reprasentativ fiir alle
Zellen oder gibt es individuelle Unterschie-
de? Um die Dynamiken mehrerer hundert
Zellen gleichzeitig zu quantifizieren,
bestimmten wir das Verhdltnis der nuklea-
ren und zytoplasmatischen Konzentrationen
(Nuk/zyt Ratio). Die Resultate zeigten eine
starke Heterogenitdt in der Reaktion auf
TGFB. In den meisten Zellen akkumulierte
SMAD?2 kurz nach Stimulation im Zellkern.
Langerfristig zeigten sich Unterschiede: Eini-
ge Zellen wiesen eine erneute nukleare
Translokation von SMAD2 auf, wahrend
andere adaptierten und keine weitere Signal-
aktivitdt zeigten (Abb. 2B). Wie erwartet
verhielt sich der Mittelwert aller Einzelzell-
messungen dhnlich zu eigenen und zuvor
publizierten Zellpopulationsmessungen
(Abb. 2B, [2]).

Friihere Studien zeigten, dass Heterogenitat
im Zellverhalten auf Unterschiede im Zellzyk-
lus, der lokalen Zelldichte sowie auf Schwan-
kungen im Proteingehalt der beteiligten Netz-
werkkomponenten zuriickzufiihren sein kann
[3, 4]. Signifikante Beitrdge der ersten beiden
Faktoren konnten wir durch direkte Messun-

gen der Zelldichte und der Zellteilung weitge-
hend ausschlieBen. Da der Einfluss variieren-
der Proteinkonzentrationen im SMAD-Signal-
weg experimentell auf Einzelzellebene nicht
einfach Uberpriifbar war, nutzten wir mathe-
matische Modellierung zur Analyse der dritten
Moglichkeit. Mit einem Differenzialglei-
chungsmodell konnten wir die beobachtete
Heterogenitit im SMAD-Signal nachbilden und
so virtuelle Zellpopulationen untersuchen. Das
Modell fiihrte zu der Vorhersage, dass Schwan-
kungen in der Expression weniger Proteine,
insbesondere der Rezeptoren und Feedback-
Regulatoren wie SMAD7 (Abb. 1A), fiir die
Heterogenitat der Zellentscheidungen verant-
wortlich sind. Durch gezielte Pertubationen
konnte diese Vorhersage experimentell vali-
diert werden [2].

Zellzustand bedingt Zellschicksal

Der bedeutende Einfluss einzelner Signal-
molekiile fiihrte uns zu der Frage, wie Signal-
dynamiken und Zellentscheidungen von ver-
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schiedenen Zellzustanden beeinflusst werden.
Ein wesentlicher Unterschied im Zellzustand
besteht zwischen ruhenden (quieszenten) und
sich aktiv teilenden (proliferierenden) Zellen
[1]. Um zu untersuchen, wie der Zellzustand
die SMAD-Signaliibertragung beeinflusst, wur-
den proliferierende und ruhende Zellen mit
verschiedenen Liganden der TGFB-Familie
stimuliert, die spezifische Oberflichenrezepto-
ren ansteuern, jedoch in der Zelle ahnliche
Mechanismen der intrazelluldiren Signal-
weiterleitung nutzen (Abb. 1B). Die Starke der
anfinglichen SMAD2-Reaktion variierte
interessanterweise je nach Liganden und war
stark vom Zellzustand beeinflusst (Abb. 3):
Die Antwort auf TGFP war in ruhenden Zellen
abgeschwacht, gleichzeitig reagierten diese
Zellen aber verstdarkt auf andere Liganden
wie GDF11. Die Antwort auf den Liganden
Activin A war dagegen unbeeinflusst vom
Zellzustand [5].

Welche Auswirkung haben diese zustands-
spezifischen Signalantworten auf die zellula-
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A Abb. 3: Zellschicksale hdngen vom Zellzustand und der Aktivitdt des Signalwegs ab, jedoch
nicht von der Art des Liganden. Signalaktivitat fihrt bei quieszenten Zellen zur Apoptose und bei

proliferierenden Zellen zu Zellmigration und EMT.
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re Entscheidungsfindung? Um diese Frage zu
beantworten, haben wir das Verhalten leben-
der Zellen iiber einen Zeitraum von finf
Tagen verfolgt. In proliferierenden Zellen
beobachteten wir einen konzentrationsbe-
dingten Anstieg der zellularen Migration,
was auf EMT hinweist. Anstelle einer erhoh-
ten Zellmigration fiihrten ansteigende Kon-
zentrationen von TGFP oder GDF11 in quies-
zenten Zellen zu einem proportionalen
Anstieg des Zelltods (Abb. 3, [7]). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass der gegenwarti-
ge Zustand das zelluldre Verhalten bestimmt:
Ruhende Zellen zeigen Apoptose, wahrend
proliferierende Zellen EMT mit einhergehen-
der Zytostase aufweisen. In beiden Fillen
bewirkt eine erhohte SMAD-Translokation
eine Verstarkung der zellularen Antwort,
sowohl im Vergleich zwischen den TGFf-
Liganden als auch auf Einzelzellebene.

Wie lassen sich diese liganden- und
zustandsspezifischen Zellentscheidungen
erklaren? Grundlage fiir Zellentscheidungen
sind Genexpressionsveranderungen. Interes-
santerweise zeigten unsere RNA-Sequenzie-
rungsanalysen dhnliche Expressionsmuster
zwischen Liganden und Zellzustanden, wobei
das AusmaB der Anderungen von der Stirke
der SMAD-Translokation abhing. Dies betrifft
Gene, die EMT ausldsen, genauso wie Gene, die
den Zellzyklus oder Apoptose regulieren. Akti-
vierung des TGFp-Signalwegs fiihrt also zu
gleichformigen Anderungen der Genexpressi-
on, wobei der Zellzustand entscheidet, welche
Gene das Zellschicksal dominieren [5].

Ahnlich wie wir Menschen interpretieren
auch Zellen externe Informationen unter-
schiedlich, abhdngig von ihrem internen
Zustand, und treffen individuelle Entschei-
dungen mit weitreichenden Konsequenzen
fir ihr Schicksal. Ein besseres Verstandnis
dieser Vorginge hilft, die Folgen veranderter
Signaliibertragungen wahrend der Entste-
hung menschlicher Krankheiten gezielter zu
beeinflussen und neue Therapiemoglichkei-
ten zu entwickeln. |
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