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RNA-Interferenz

» RNA-Interferenz (RNAI) ist ein vor eini-
gen Jahren entdeckter Mechanismus!!, der
die Moglichkeit bietet, die Expression eines
jeden einzelnen Gens gezielt still zu le-
gen!? 31, Durch sequenzspezifischen Abbau
einer ausgewihlten mRNA-Population in
der Zelle wird die Synthese eines Proteins
verhindert. Bei dem Fadenwurm Caenor-
habditis elegans oder Zelllinien aus der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist das
recht einfach: Die mehrere hundert Basen-
paare lange, doppelstringige RNA, sequenz-
homolog zu dem Gen, welches ausgeschal-
tet werden soll, wird in das Nihrmedium ge-
geben und spontan aufgenommen. In den
Zellen wird diese doppelstringige RNA
durch das Enzym Dicer in tiberlappende et-
wa 21 Nukleotide lange Effektormolekiile,
so genannte ,small interfering RNAs“
(siRNAs), zerlegt. Diese werden vom RISC
Proteinkomplex aufgenommen und zu Ein-
zelstringen entwunden. Nun werden die se-
quenzmiBig passenden mRNA-Molekiile in
den Zellen gesucht und spezifisch geschnit-
ten, was sie weiterem Abbau preisgibt. So-
mit kann ganz gezielt, vom Experimentator
im Voraus bestimmt, nur eine Sorte an
mRNA in der Zelle bzw. systemisch im
ganzen Wurm schnell und effizient abgebaut
werden, um eine Genfunktion zu untersu-
chen. Der Stilllegungseffekt dauert mehre-
re Tage an und wird an die Tochterzellen
bzw. weitere Generationen weitergegeben,
erlischt aber letztendlich im Regelfall; man
spricht von einem transienten Effekt, es han-
delt sich nicht um eine gentechnische Ver-
inderung.

Bei kultivierten Sidugerzellen ist die Me-
thode schwieriger: Lange doppelstringige
RNA aktiviert die natiirliche Virenabwehr
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Abb. 1: Produktion der Endoribonuklease-hergestellten siRNA (esiRNA) Bibliothek.

der Zelle. Erst 2001 wurde entdeckt, dass
mit direkter Einschleusung von chemisch
synthetisierten kurzen siRNAs in die Zelle
dieser Abwehrmechanismus unterlaufen
wird™, Seither wird die RNA-Interferenz-
methode auch in Sidugerzellen erfolgreich
angewendet. Leider sind nicht alle mog-
lichen siRNAs wirkungsvoll, und obwohl es
bereits gute Algorithmen gibt, die mit einer
vertretbaren Wahrscheinlichkeit (50-85 %)
gut funktionierende Sequenzen voraussa-
gen, kann nur das Experiment zeigen, ob die
ausgewiihlte siRNA tatsichlich die mRNA
in der Zelle effizient abbaut.

Die Genom-weite Anwendung in
Modellorganismen

Die RNA-Interferenz ist mittlerweile auch
im genomweiten Malstab bei Modellorga-
nismen durchgefiihrt worden (C. elegans, gan-
zer WurmU7!, Drosophila-Zellinien®11) um

den Einfluss aller Gene auf einen bestimm-
ten biologischen Prozess zu untersuchen.
Fiir die akademische Anwendung miissen
RNAi-Bibliotheken zur Verfiigung stehen,
die alle derzeit annotierten Gene des Orga-
nismus abdecken und preisgiinstig zu er-
werben sind, oder unter standardisierbaren
Bedingungen in entsprechend ausgestatte-
ten Laboratorien herzustellen sind. Weiter-
hin bedarf es fiir die Anwendung in kulti-
vierten Sdugerzellen robuster und automa-
tisierbarer Transfektionsmethoden, um die
siRNA-Molekiile zu gleich bleibenden Be-
dingungen effizient in die Zelle einschleu-
sen zu konnen.

Produktion einer humanen genom-weiten
RNAi-Bibliothek

Um der Unwigbarkeit der richtigen Voraus-
sage effizienter siRNAs und den immensen

Kosten der chemischen Synthese solcher PP
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Abb. 2: Automatisierter Arbeitsablauf.
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Molekiile aus dem Weg zu gehen, haben wir
eine genom-weite Bibliothek Endoribonu-
klease-verdauter so genannter esiRNA her-
gestellt (Methodel'% 131 Erster Screen!').
Bei dieser Methode werden lange doppel-
stringige RNA-Molekiile mit Dicer oder bak-
terieller RNaselll 7z vitro zu iberlappenden
siRNA-Molekiilen zerlegt, die dann spiter
unter Umgehung des viralen Abwehrme-
chanismus in die Sdugerzelle eingebracht
werden kénnen, um spezifisch die ge-
wiinschte mRNA abzubauen. Ausgangsma-
terial ist eine Sammlung von 15.500 E. co/i-
Bakterienklonen, die eine genom-weite
cDNA-Bibliothek enthalten, die weitestge-
hend alle bekannten und vorausgesagten
menschlichen Gene abdeckt (A4. 7). Fiir je-
des einzelne Gen werden im 96er Mikroti-
terplattenmafstab die cDNA-Insertions-
fragmente aus den Plasmiden mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion amplifiziert und
mit T7-Polymerasepromotoren an beiden
Seiten versehen. Von diesen Promotoren
liest die 'T'7-Polymerase im nichsten Schritt
beidseitig mRNA ab, die anschlieBend zum
RNA-Doppelstrang hybridisiert werden
kann. Nach der Zugabe von RNaselll aus
E. coli wird die doppelstringige RNA in kur-
ze iiberlappende siRNA-Fragmente zerlegt,
die neben den weniger oder gar nicht akti-
ven auch die hochaktiven Effektormolekiile
im ,,pool“ enthilt. Dieses Effektormolekiil-
gemisch wird {iber Sdulen aufgereinigt. Im
letzten Schritt wurde fiir alle Molekiilgemi-
sche die esiRNA-Konzentration gemessen
und in neuen Mikrotiterplatten auf gleiche
Konzentrationen eingestellt (Normalisie-
rung). Zu allen wichtigen Schritten wurden
Gel-gestiitzte Qualititskontrollschritte ein-
gelegt, um die Lingen der Fragmente, ihre
Reinheit und Konzentration zu iiberpriifen.
Alle gewonnen Daten wurden in eine Da-
tenbank eingespeist, alle Arbeitsschritte
durch ein LIMS (Laboratory Information
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Management System) iiberwacht. Letzt-
endlich wurde eine Bibliothek mit iiber
14.000 Molekiilgemischen gewonnen, die in
gleichen Konzentrationen in 384er-Mikroti-
terplatten zur Verfiigung stehen, um eine
entsprechende Anzahl an menschlichen Ge-
nen in kultivierten Zellen abzuschalten und
den Einfluss auf biologische Prozesse zu un-
tersuchen.

Besondere Beachtung findet hier der letz-
te Schritt, die Normalisierung der Biblio-
thek: Grundvoraussetzung fiir eine gut ein-
gestellte und anwendbare Bibliothek ist die
hohe Prizision bei der Aliquotierung und an-
schlieBender Hard- und Software-seitig voll
integrierter Messung. Als Robotereinheit
wurde eine Freedom EVO Workstation mit
8-Kanal LIHA-Nadeln verwendet (Tecan
AG, Minnedorf, CH). Zur schnellen Prizi-
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sionsaliquotierung fiir die UV-Messung der
esiRNA-Konzentration wurde ein integrier-
tes 96er 'Te-MO-Pipettiersystem wahlweise
mit Einwegpipettenspitzen oder 96er-
Teflonnadelkopf verwendet. Diese mit
"Teflon beschichteten Stahlnadeln haben den
Vorteil, dass eine verstirkte Riickhaltung
von negativ geladener siRNA wie an statisch
meist unterschiedlich stark aufgeladenen
Kunststofftlichen herkommlicher Wechsel-
spitzen, nahezu nicht vorkommt. Ebenso ist
werkstoffbedingt die Oberflichenrauheit
von Plastikwechselspitzen wesentlich hoher.
Nicht zuletzt sind hierbei auch die Kosten
fiir Beschaffung, Lagerung und Entsorgung
der Verbrauchsmaterialien zu beriicksichti-
gen. Entsprechende Wasch- und Sterilisie-
rungsprotokolle wurden erarbeitet, um ei-
ne Verschleppung von Substanzen in die
nichste Platte oder Kontaminationen durch
Bakterien oder Pilzen zu vermeiden.

In der Einheit befindet sich ebenso ein
voll integriertes Tecan GENios Plus Photo-
meter um die Messungen bei 260 und
280 nm durchzufiihren, um anschlieBend
nicht nur die Konzentration sondern auch
die Reinheit durch den Quotienten aus bei-
den Messungen bestimmen zu kénnen. Fiir
den Hochdurchsatz werden die Proben in
speziell fiir diesen Anwendungsbereich ge-
fertigte 384er-Mikrotiterplatten (Corning
UV-Star) aliquotiert. Diese Platten haben im
UV Bereich nahezu keine Absorption und
sind weit weniger zerbrechlich als Quarz-
kiivetten. Die besten Messergebnisse erzielt
man, wenn eine gute Durchmischung der
Proben im Verdiinnungsmedium erfolgt.
Dies wird sowohl durch eine so genannte
‘Sandwich’-Pipettierung (14 pnL. Verdiin-
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Abb. 3: Automatisierte Transfektion.
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nungsmedium, 2 pL. Probe, 14 pLL Verdiin-
nungsmedium) als auch durch einen separa-
ten Mischpipettierschritt erreicht.

Fiir die Bestimmung der Konzentration
und Reinheit wurden die Messwerte als Da-
tei im XML Format (Extensible Markup
Language (XML), www.w3.org/XML/) auto-
matisiert direkt in das LIMS-System des
T'DS exportiert. Die einzelne XML Reader-
datei ist immer einer Platte zugeordnet. Mit
Hilfe dieser TDS-LIMS Software wird ei-
ne vollstindige, statistische Auswertung
durchgefiihrt. Parallel zu den Photometer-
daten wurden auch Gelbilder in das TDS-
LIMS importiert. Mit Hilfe des ,,siRNA-
Normalisierungs-Algorithmus®, der im
TDS-LIMS implementiert ist, wird dann ei-
ne komplette Normalisierungsliste fiir den
Roboter zur Reformatierung und Einstel-
lung zu gleichen Konzentrationen in einer
neu zu pipettierenden Bibliothek erstellt.
Dabei werden Proben mit unzureichender
Qualitit (keine PCR-Bande, PCR-Doppel-
banden, unvollstindiger RNaselll-Verdau,
efc.) oder zu geringer Konzentration aussor-
tiert.

Fiir die Zusammenstellung der normali-
sierten Bibliothek wurde das 8-nadelige
LIHA-Pipettiersystem angewendet. Alle
acht Nadeln kénnen unabhingig voneinan-
der gemil der LIMS-Vorgabe erst das Ver-
diinnungsmedium vorlegen und dann
als Summand entsprechende Mengen des
esiRNA-Gemisches zugeben. In der Sum-
me ergibtsich ein gleiches Endvolumen der
verschiedenen esiRNA zu gleichen Kon-
zentrationen. Von dieser neu zusammenge-
stellten Bibliothek im 384er-MaBstab wer-
den nun wieder Proben genommen und so-
wohl auf einem Gel kontrolliert als auch
nochmals im UV-Spektrophotometer ge-
messen. Die Standardabweichungen nach
erfolgter Normalisierung liegen bei effekti-
ver Verwendung der Probenmengen (2 plL.)
im Bereich von weniger als 20 %.

Transfektion im Hochdurchsatz

Als nichster wichtiger Schritt fiir die weite-
re Anwendung dieser neu geschaffenen Bi-
bliothek wurde die automatisierte ITrans-
fektion in menschliche Krebszellen aufge-
setzt und optimiert. Um Nukleotide jeg-
licher Art in die Zellen einzubringen, wer-
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Abb. 4: Transfektionsoptimierung.

den liposomale Formulierungen verwendet.
Die positiv geladenen Liposomen kompri-
mieren und ,verpacken* die Nukleotid-
stringe und helfen, die Membran von Zel-
len zu durchdringen, sowie die endosoma-
len Strukturen, in denen die Zelle diese
Komplexe aufgenommen hat, in Richtung
Zytosol zu verlassen. Der gesamte Trans-
fektionsprozess ist soweit als moglich stan-
dardisiert (Abb. 2). Das Zellzihlgerit CASY
(Schirfe System GmbH, Reutlingen) sorgt
fuir gleich bleibende Zihlweise, variable Ver-
teilungsmuster durch Pipettenwinkel und
andere schwankende Parameter manueller
Handhabung werden mit automatisierter
Zellaussaat (WellMate Dispenser, MATRIX
Corp., Hudson, USA) vermieden. Die Zel-
len werden am Tag vor der Transfektion in
Mikrotiterplatten ausgesiit und iiber Nacht
im Brutschrank am Transfektionsroboter
(Tecan Freedom EVO System) inkubiert.
Mit dem komplexen 'Iransfektionspro-
gramm wird ein Durchsatz von 40 Transfek-
tionen in Triplikaten, d. h. 120 Empfinger-
platten mit den Zellen, pro Tag erzielt. Das
Protokoll ist in Abbildung 3 schematisch dar-
gestellt. Zuerst wird das Transfektionsrea-
genz in Zellkulturmedium vorverdiinnt und
mit dem 8-Nadler LIHA in eine 96er-Mikro-
titerplatte vorgelegt. AnschlieBend wird ei-
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ne Platte der esiRNA-Bibliothek in Medium
verdiinnt und mit dem 96er-Kopf TEMO
auf das Transfektionsreagenz repliziert und
gemischt. Wihrend sich der Transfektions-
komplex bildet, werden die Zellen vorbe-
reitet. Drei Mikrotiterplatten werden aus
dem Brutschrank genommen, gewaschen
und serum-freies Zellkulturmedium vorge-
legt. AnschlieBend werden die fertigen
Itansfektionskomplexe in Iriplikaten auf
die Zellen gegeben, wobei die Replikate
jeweils in eine weitere Zellplatte abgegeben
werden. Die drei transfizierten Mikrotiter-
platten werden wieder in den Brutschrank
iberfiihre. Parallel zu den weiteren Trans-
fektionsrunden werden nach 3 Stunden In-
kubationszeit die transfizierten Zellen wie-
der herausgenommen, und Serum fiir opti-
males Wachstum zugegeben. Die Zellen
werden anschlieBend bis zur Analyse zwi-
schen zwei und vier Tagen inkubiert. Zur
"Iransfektionsoptimierung wurde die huma-
ne Zervixkarzinomzelllinie HelL.a mit RNAI-
Molekiilen gegen das Kinesin-verwandte
mitotische Motorprotein Eg5['3 transfiziert,
welches eine wichtige Rolle bei der Spin-
delformation spielt, und dessen Ausschal-
tung zuerst zu einem Arrest in der Mitose
des Zellzyklus, spiter dann zu Apoptose
fithrt. Die abgerundeten, mitotischen Zel-
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len konnen nach 2448 Stunden einfach un-
ter dem Mikroskop geziihlt werden, oder im
hier dargestellten Falle (Adb. 4) nach
72 Stunden mit Hilfe eines ATP-Assays die
Abnahme der Zellzahl/-masse gegeniiber der
kontroll-transfizierten Platte in einer Licht-
reaktion gemessen werden. Die Transfek-
tionseffizienz liegt typischerweise bei iiber
90 % der Zellen, was nach 72 Stunden zu
einem massiven Zellverlust fithrt. Anderer-
seits teilen sich die nicht-transfizierten Zel-
len rasant weiter, da ihnen alle Nihrstoffe
zufallen, und verfilschen das Bild mit zu-
nehmender Zeit.

Ausblick

Mit dieser genomweiten RNA-Interferenz-
bibliothek steht der Forschung ein auler-
gewohnliches Werkzeug zur Verfiigung, um
systematisch die ecinzelnen Gene des
menschlichen Genoms auf ihre Funktion bei
allen elementaren biologischen Prozessen in
der Zelle zu untersuchen. Au3erdem haben
wir Transfektionsmethoden entwickelt, die
es unserer Screeningabteilung T'DS erlaubt,
solche Gencharakterisierungsprojekte im
Hochdurchsatz durchzufithren. Multipara-
metrische, zelluldre Assays aus den Berei-
chen Onkologie und Infektionsbiologie wer-
den zur Zeitam T'DS fiir die Anwendung auf
dem automatisierten Screening-Mikroskop
OPERA (Evotec Technologies GmbH,
Hamburg) entwickelt und fiir die genom-
weiten Screens validiert. Die Auswertung
der bei einem Screen anfallenden zehn- oder
hunderttausenden von Bildern wird von
Bildverarbeitungsprogrammen, wie der
Cellenger™-Software (Definiens AG, Miin-
chen), durchgefiihrt.

Automatisierte Fluoreszenzmikroskopie
bietet auBergewohnliche Moglichkeiten um
den physiologischen Status einzelner Zellen
im Hochdurchsatz und mit hohem Informa-
tionsgehalt zu analysieren. Dabei werden
moglichst mit mehreren fluoreszenten Mar-
kierungen Menge und Ort einzelner Bio-
molekiile in mehreren Farben sichtbar, und
konnen nicht nur quantitativ und qualitativ
ausgewertet werden, sondern die verschie-
denen Parameter kénnen auch noch gegen-
einander in Beziehung gesetzt werden. So-
mit entsteht ein komplexes Geflecht an
Informationen, das zum besseren Verstind-
nis von zelluliren Vorgingen, aber auch
von in die Zellen eingebrachten Substanzen
in erheblichem Mafe beisteuert. In der
Arzneistoffforschung kann zum Beispiel
frithzeitig das Verhalten von chemischen
Substanzen in Zellen getestet werden und
mogliche unerwiinschte Nebenwirkungen
schon sehr frithzeitig im Pharmaentwick-
lungsprozess erkannt (und verbessert/elimi-
niert) werden.
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