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» Inden Laboratorien des ,,High-"Through-
put Technology Development Studio®
(TDS) werden in enger Zusammenarbeit
mit internen und externen Forschungs-
gruppen phinotypische Assays (qualitati-
ve/quantitative Untersuchungen) entwickelt
und mikroskopiegestiitzte Durchmusterun-
gen, so genanntes ,,High-Content Scree-
ning“, sowohl in kultivierten Zellen als auch
in Modellorganismen durchgefiihrt. Dabei
werden automatisierte Pipettierstationen,
Mikroskope und Bildverarbeitungspro-
gramme zu Hilfe genommen, um neue Gen-
funktionen oder Wirkungsweisen chemi-
scher Substanzen zu entdecken.

RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein Mecha-
nismus, der die Moglichkeit bietet, die Ex-
pression eines jeden einzelnen Genes gezielt
still zu legen!' und findet mittlerweile brei-
te Anwendung um Genfunktionen zu iden-
tifizieren und zu charakterisieren. Durch se-
quenzspezifischen Abbau einer ausgewihl-
ten mRNA-Population in der Zelle wird die
Synthese eines Proteins verhindert. Mittler-
weile stehen grélere Sammlungen von
RNAi-Molekiilen, so genannte Bibliothe-
ken, zur Verfiigung, um systematisch ein
Gen nach dem anderen auf seine Funktion
bei biologischen Prozessen in der Zelle zu
untersuchen. Wir haben automatisierte
Transfektionsmethoden entwickelt, die es
erlauben, siRNA-Molekiile in Liposomen zu
verpacken und in die Zelle einzubringen,
um genomweite Gencharakterisierungspro-
jekte im Hochdurchsatz durchzufiihren!?.

~High-Content Screening”

Mit der automatisierten Fluoreszenzmi-
kroskopie steht eine iiberlegene Technolo-
gie gegeniiber klassischen Screeningverfah-
ren zur Verfiigung, um die Wirkweise von
Substanzen im physiologischen Kontext le-
bender Zellen sowohl mit hohem Durchsatz
als auch gleichzeitig mit hohem Informa-
tionsgehalt zu untersuchen. Dabei werden
mit verschiedenen, fluoreszierenden Farb-
stoffen Menge und Ort einzelner Biomole-
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kiile in der Zelle sichtbar gemacht. Neben
einer solchen qualitativen als auch quantita-
tiven Erfassung konnen die verschiedenen
Parameter zusiitzlich in Relation zueinander
gesetzt werden. Damit entsteht ein kom-
plexes Geflecht an Informationen, das zum
besseren Verstindnis von zelluldren Vorgiin-
gen, aber auch von in die Zellen einge-
brachten chemischen Substanzen, in reali-
titsnahem Maf3e beisteuert. In der Arznei-
stoffforschung kann zum Beispiel schon
beim primiren Screening das Verhalten von
chemischen Substanzen direkt in lebenden
Zellen getestet werden, wodurch uner-
wiinschte Nebenwirkungen bereits frithzei-
tig im pharmazeutischen Entwicklungspro-
zess erkannt werden. Multiparametrische,
zellulire Assays aus den Bereichen Onkolo-
gie und Infektionsbiologie werden zurzeit
am 'T'DS fiir die Anwendung auf dem auto-
matisierten Screeningmikroskop OPERA™
(Evotec Technologies GmbH, Hamburg)
entwickelt und fiir gréfere Screens validiert.
Die Auswertung der bei einem Screen an-
fallenden auBerordentlichen Menge an Bil-
dern wird von Muster-erkennenden Bild-
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> Konfokales Fluoreszenzmikroskop (Nipkow-Scheibe)

e Automatisierte Hochdurchsatz-Mikroskopie:
Das OPERA™ TEHS System o

verarbeitungsprogrammen, wie der Cellen-
ger™._Software (Definiens AG, Miinchen),
durchgefiihrt.

Das Screeningmikroskop OPERA™
TEHS ist ein konfokales, inverses Fluores-
zenzmikroskop (Abb. 1), das automatisch
Bilder von Zellen in Mikrotiterplatten neh-
men kann. Die Bildpositionen innerhalb der
Plattenvertiefungen werden einheitlich vor-
gegeben, das Gerit stellt vor jeder Aufnah-
me automatisch scharf. Der Vorgang dauert
etwa 0,1 Sekunde. Das System ist mit drei
Laserlichtquellen ausgestattet, wobei zwei
Kameras die gleichzeitige Aufnahme in zwei
Farben erlauben. Die Stirke des Gerites
liegt vor allem in der hervorragenden Bild-
qualitit, die durch die generelle Optik, ein
auf dem Markt einmaliger Wasserkragen, der
den Einsatz von Immersionsobjektiven er-
laubt, und durch eine Nipkow-Scheibe ge-
nerierte Konfokalitdt erreicht wird. Die Kon-
fokalitdt bewirkt ein Scharfstellen genau auf
eine Ebene und erlaubt scheibchenweise die
dreidimensionale Analyse der Zelle. Damit
werden riumliche Anordnungen sichtbar,
aber auch die Hintergrundfluoreszenz durch
aulerhalb der Ebene liegende zellulire
Strukturen oder schlicht des fliissigen Uber-
standes eliminiert.

Kinasen: Regulatoren zelluldrer Prozesse

Kinasen sind nicht nur wichtige Regulato-
ren vieler zellulidrer Prozesse sondern auch
eine bedeutende Klasse von Zielproteinen
fiir pharmazeutische Wirkstoffe. Leider wis-
sen wir iiber die mehr als 700 im mensch-
lichen Genom kodierten Kinasen nur von ei-
ner Minderheit, welche Rolle sie in der Zel-

evotec
technologies

> Automatische Fokussierung (0,1 sec)

Kamera 2: Zellidentifizierung

Kamera 1: Spezifisches Signal

> 2 CCD-Kameras

> Hohe Auflosung bis auf sub-zelluldrer Ebene (10x - 60x VergréBerung)

> 3 Farben (Anregung bei 488nm, 532nm, 633nm durch Laserquellen)

> Geschwindigkeit: bis zu 100.000 Aufnahmen in 24 Stunden

Abb. 1: Das Hochdurchsatzmikroskop OPERA™ TEHS (Schema mit freundlicher Genehmigung der

Evotec Technologies GmbH iibernommen).
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Abb. 2: Viren kapern Endozytosewege um in die Zelle zu gelangen.

le spielen. Noch kleiner ist die Zahl derer,
die mit Krankheiten in Verbindung gebracht
werden und damit fiir die Arzneistoffent-
wicklung interessant sind. Nun bietet die
RNA-Interferenz eine Methode Gene still-
zulegen und funktionelle Erkenntnisse iiber
jede Kinase zu gewinnen. Wir haben eine
siRNA-Bibliothek (Ambion, USA) ange-
wendet, die 600 humane Kinasen mit jeweils
drei chemisch synthetisierten siRNA-Se-
quenzen pro Gen abdeckt. Erwihnenswert
ist, dass fiir mehr als 300 Kinasen Daten zur
Effizienz des mRNA-Abbaus durch die ein-
zelnen siRNA-Molekiile in transfizierten
Zellen vorliegen, die durch quantitative R'1=
PCR gemessen wurden. Die Effizienz liegt
fiir die groBe Mehrheit (> 90 %) der unter-
suchten Molekiile bei mindestens 70 %. Der
Datensatz wird beim Erwerb der siRNA-Bi-
bliothek mitgeliefert.

Regulation von Endozytosewegen

Diese siRNA-Bibliothek wurde in einem
Screeningprojekt zur Untersuchung der Re-
gulation von Endozytosewegen durch Kina-
sen eingesetzt. Endozytose ist der Prozess
bei dem Zellen Membrankomponenten zu-
sammen mit Loslichem von der Oberfliche
in das Zellinnere aufnehmen. Von den be-
schriebenen Endozytosewegen!3 wurden fiir
die Clathrin-abhiingige und die Caveolae-
und Raft-abhiingige Endozytose eine Anzahl
an primiren und sekundiren Assays entwi-
ckelt. Die primiren Assays sollten einfach
und robust sein sowie vornehmlich eine Ja-
/Nein-Antwort geben. Dabei wurde in un-
serer Strategie ausgenutzt, dass zwei be-
kannte Viren jewelils einen speziellen End-
ozytoseweg ausnutzen um in die Zelle zu ge-
langen: Das Vesikulare Stomatitisvirus (VSV)
den Clathrin-abhingigen und Simian Vi-

rus 40 (SV40) den Caveolae-abhingigen
(Abb. 2). Beide sorgen dafiir, dass bei erfolg-
reicher Infektion die Zellen markiert wer-
den. Da bei VSV in das virale Genom eine
Expressionskassette fiir ein griin fluores-
zierendes Protein (GFP) eingebaut wurde,
lasst sich die Anreicherung des Proteins im
Zytosol verfolgen. Bei SV40 agiert das vi-
ruseigene groB3e "[-Antigen (,, Tag®) im Kern
als Transkriptionsfaktor und kann mittels ei-
nes Antikorpers angefirbt werden. Die se-
kundiren Assays sollen zur niheren Cha-
rakterisierung der Treffer (,,hits“) aus den
primiren Screens verwendet werden. Sie
sind deutlich aufwendiger und erlauben ei-
ne Zerlegung der Aufnahmewege in einzel-

Sekundare Endozytoseassays
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ne Schritte. In den komplexen phinotypi-
schen Analysen sollen Klassen von Mustern
unterschieden werden. Dafiir wurden an-
stelle der Viren entweder andere Triger wie
Transferrin verwendet, deren Aufnahme
wihrend des gesamten Transportes beob-
achtet werden kann, oder morphologische
Markierungsproteine ausgewihlt, die cha-
rakteristisch in bestimmten Vesikeltypen
vorkommen. Die Proteine wurden entweder
mit GFP fusioniert oder mittels spezifischer
Antikorper angefiirbt.

Durchmusterung nach Regulatoren

Wihrend der primiren Screens wurden die
Hel.a-Zellen in 96er-Mikrotiterplatten mit
Klarsichtboden ausgesit, und nach 16—
24 Stunden die siRNA-Molekiile in Tripli-
katen transfiziert. 72 Stunden nach der
‘Iransfektion wurden getrennt entweder
SV40 oder VSV dazugegeben. Fiir VSV wur-
de bereits drei Stunden spiter nach griin flu-
oreszierenden Zellen geschaut, wihrend fiir
SV40 erst 36 Stunden nach der Infektion mit
Antikorpern gegen ,,’Tag* angefirbt wurde.
Beide Male wurde als zweite Markierung der
Kern angefirbt. Um eine moglichst spezifi-
sche Virusaufnahme zu gewiihrleisten, wur-
de ein recht geringer Virustiter mit etwa ei-
nem Virus pro 10 Zellen gewihlt, d. h. nur
ein kleiner Teil der Zellen wurde infiziert.
Somit konnte sowohl eine Minderung als
auch eine Verstirkung der Infektionen er-
kannt werden. Als Treffer (,,hit*) wurde ei-
ne Minderung oder Steigerung um mehr als
das Dreifache definiert. Erstaunlicherweise
wurden 208 Kinasen identifiziert*!, von de-

Morphologie von
a) friihen Endosomen (anti-EEAT)

b) spaten Endosomen (anti-LAMP1)

¢) Caveolae & Caveosomen (Cav1-GFP)

Aufnahme fluoreszenzmarkierter Substanzen liber
d) den Endocytose-Recycling-Weg (AF488-Transferrin)

e) den degradativen Weg (Dil-LDL)
f) Caveolae/Raft-vermittelte Endozytose (AF488- Choleratoxin B)

d) Aufnahme von Transferrin (10min)
siRNA gg. RPS6KL1 siRNA gg. AAK1

Akkumulation in
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an der Zellperipherie
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Negativkontrolle
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Abb. 3: Die sechs sekunddren Endozytoseassays und beispielhaft drei verschiedene Phdnotypen
(Klassen), die 10 min nach der Zugabe von griin-fluoreszentem Transferrin und 72 Stunden nach der

siRNA-Transfektion beobachtet wurden.
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nen 92 ausschlieflich mit dem VSV-Auf-
nahmeweg interferierten, 80 die ausschliel3-
lich mit dem SV40-Aufnahmeweg in Ver-
bindung standen. Nur 36 waren in beide We-
ge involviert, wobei die Mehrheit von 23 ei-
nen inversen Phinotyp zeigt, d. h. Minde-
rung der SV40-Infektion bei gleichzeitiger
Erhohung der VSV-Infektion oder umge-
kehrt. Nur 13 behinderten oder forderten
beide Wege in dieselbe Richtung. Damit
sind mehr als 80 % der Treffer spezifisch fiir
einen der Wege. Die Wiederholung der
Screens mit unabhingigen siRNA-Sequen-
zen gegen dieselben mRNA-Molekiile und
mit kleinerer Bibliotheksgroe erbrachte ei-
ne Verifizierung von 50 von 50 Treffern fiir
VSV und 48 von 50 Treffern fiir SV40.

Sechs von acht aus der Literatur bekann-
ten Kinasen wurden auch in unseren Screens
in ihrer Funktion bestitigt. Weiterhin wur-
den siRNAs gegen 50 beliebig gewihlte Ge-
ne zusammengestellt und mit einem Assay
getestet: Die Entdeckung nur eines Treffers
zeigt, dass der Assay durchaus nicht stéran-
fillig ist, also eventuell massenweise falsch-
positive Treffer aufzeigen wiirde, sondern
vielmehr, dass die Kinasen selektiv ange-
reichert sind, was bei ihrer Funktion als Re-
gulatoren zellulirer Prozesse folgerichtig er-
scheint.

Sekundére Assays

Der Screen fiir den Clathrin-abhingigen
Endozytoseweg wurde mit einem Fluores-
zenzfarbstoff-markiertem Transferrin an-
stelle des VSV-Virus als erstem sekundiren
Assay mit der vollstindigen siRNA-Biblio-
thek wiederholt. Danach wurden 50 ausge-
wihlte Kinasen in den fiinf weiteren sekun-
diren Assays (Abb. 3) charakterisiert, um zu
ermitteln, an welcher Stelle der Endozyto-
sewege sie interagieren. Die gewonnenen
Bilder wurden auf das Auftreten von Mus-
tern analysiert und in Klassen eingeteilt. Fiir
den Transferrin-Screen konnte 72 % Uber-
einstimmung (92/128) mit dem VSV-Screen
gezeigt werden. Fiir den Caveolae-/Raft-ab-
hingigen Endozytoseweg wurden 87 %
Ubereinstimmung (34/39) nachgewiesen. Ei-
ne aufwendige Auswertung auch mit Clus-
teranalysen legte ein komplexes regulatori-
sches Netzwerk zur Kontrolle von Endozy-
tosewegen offenl, Einige interessante Kan-
didaten wurden herausgenommen und einer
erheblich verfeinerten experimentellen Ana-
lyse in dem kooperierenden Forschungsla-
bor unterzogenll.

Ausblick

Zurzeit laufen die Arbeiten fiir einen ge-
nomweiten Screen mit siRNA-Molekiilen
gegen mehr als 21.000 menschliche Gene. In
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der nahen Zukunft werden wir im Rahmen
des ,,Chemical Genomics Center* innerhalb
der Max-Planck-Gesellschaft und in enger
Zusammenarbeit mit Prof. Waldmann am
MPI Dortmund chemische Substanzsamm-
lungen durchmustern. Die Idee ist, funktio-
nelle mit chemischer Genomik zu verbinden
um neue Genfunktionen zu entdecken und
gleichzeitig nach chemischen Modulatoren
der zugehorigen Proteinaktivititen zu su-
chen. Damit soll gezeigt werden, in welchem
Mafe multi-parametrische, zellbasierende
Analysetechnologien dazu beitragen kon-
nen, Fortschritte nicht nur in der Grundla-
genforschung zu erzielen, sondern auch neu-
artige Moglichkeiten fiir therapeutische An-
wendungen zu schaffen.
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