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Pressemitteilungen

CRISPR + HiBiT: Neue Technologie sorgt fiir
weltweite Aufmerksamkeit

Zelleigene Proteine mit geringem Aufwand unter
physiologischen Bedingungen nachweisen

a— Mannheim, 17.10.17 — Mit dem HiBiT Protein Tagging-
System eréfinet die Promega Corporation, mit
Hauptsitz in Madison/USA, Wissenschaftlern neue
Méglichkeiten zelleigene Proteine mit minimalen
Aufwand unter physiologischen Bedingungen zu
untersuchen. Zusammen mit der
Geneditierungsmethode CRISPR/Cas9 ermaglicht
das HIiBIT - System die gezielte Markierung von
Proteinen zur Analyse der Zellregulation

Im Gegensatz zu herkdmmlichen Proteinmarkierungs- und Nachweisverfahren sind keine
zeitintensiven Klonierungs- und Waschschritte notwendig. Das Testsystem ist in wenigen
Tagen aufgebaut, der Nachweis HiBiT-markierter Proteine erfolgt innerhalb von 10 Minuten.

HiBiT verhilft CRISPR zu neuem Glanz

Eine aktuelle Publikation mit dem Titel .CRISPR-Mediated Tagoing of Endogenous Proteins
with a Luminescent Peptide” beschreibt die Kombination aus CRISPR/Cas9 und HiBiT. Darin
heben die Autoren die hohe Sensitivitat des HiBIiT - Systems hervor. Dies ermdgliche den
Nachweis von Proteinen, die mit Hilfe von CRISPR endogen markiert wurden. Demnach
verhilit HiBIT der CRISPR-Technologie zu neuen Applikation zur Messung der
Proteinregulation unter natlrlichen Expressionsbedingungen.

HiBiT sorgt flir weltweite Aufmerksamkeit

Schon kurz nach der offiziellen Markteinfihrung im August 2017, erhielt das HiBIiT -System
auf der MipTec, einer fihrenden europaischen Messe im Bereich moderner
Medikamentenentwicklung, den Product Innovation Award 2017. Zudem wird das System
bereits heute weltweit fir unterschiedliche Fragestellungen aus dem Bereich der Tumor-,
Rezeptor- und Infektionsfor-schung angewandt.

Macht HIiBiT hungrig?

Prof. Dr. Julien Sebag von der medizinischen Universitat lowa, USA forscht an den
molekularen Mechanismen des Appetitsgefiihls und analysiert insbesondere die
Signalkaskade bestimmier G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Sebag bezeichnet das
HiBiT-System als ,Durchbruch fir die Messung des Protein-Trafficking” und ist von HiBIT als
ideales Werkzeug zur Erforschung von GPCRSs Uberzeugt

Ist HIBIT infektids?

Nein. Allerdings sehen viele Virologen und Bakteriologen in dem HiBIT-System eine neue
Maglichkeit fur den Aufbau leicht quantifizierbarer Infektionsassays. Prof. Dr. Samuel Wagner
(Universitat Tdbingen) verwendet das HIBIT System zur Untersuchung bakterieller
Sekretions- und Infektions-Mechanismen. Er unterstreicht: HIiBIT ist eine bahnbrechende
Technologie, um geringe Mengen bakteriell sekretierter Proteine sowohl raumlich als auch
Zeitaufgelost zu analysieran.”
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Fachartikel

LABO I Life Sciences Zellkulturen II.JIID

Leben sie noch?

Viabilitatspriifung in 3D-Zellkulturen

Glauco R. Souza, Christian Walczuch

Biolumineszenz-Assays erlauben die End-
punkt- und Echtzeit-Untersuchung von
Sphiroiden und kénnen wur Bestimmung
der Viabilitat in

reidimensionale und hochorgani-
sierte Mikrogewebe spiegeln die
natlirliche Umgebung von Zell-
und Geweb den besser wider als tradi-

3D-Kulturen herangezogen werden,
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tionelle Monolayer-Zellkulturen; Stofwechsal
prozesse, Transpartvarginge
und das Zusammenspiel von
Signalnetrwerken  kiSnnen
erst i ihrer ogantypischen
Mikroumgebung realistisch
untersucht werden. Durch
die grofle Zelimenge sowie
die ausgeprigee extrazelluline
Matrix von 3D-Zellkulturer
verdndern sich auch die An-
forderungen an einen Viabi
lizstsassay

Ein Problem bei kias-
sischen Zellkulturen stelit die

Verwendung sweidimensia-
naler (20) Zefl- Manalayer auf
Glas- peler Kunststaffoberfia
chen dar, da diess eine natir-
liche Gewebeumgebung nur
unzureichend nachahmen, In
digsen Modellen fehlen die
Konsistenz eines natirlichen
Gewebes, die biochemischen
Konzentratlonsgradienten,
eine extrazeflulire Matrix
[ECM) sowie Zell-Zell- baw.
Zell- Extrazellularmatris-lnter-
aktionen, die ein natrfiches
Gewebe definieren. Um d
Limitaticnen zu uberwinden,
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Bild 1. Die Zellen werden iiber Hacht mit dem
N o= Kit magnetisiort, In Madium re-

und in siner Multiwell-Platte aus-
gesit, Durch Magnete unter der Mubtiweliplat-
te werden die Zellen nach unten ruseinander
pexogen und aggregleren dadurch Innerhalb
weni

sionalen (30} Zellkulturplatt-
formen, wie 2 B, dem 3D-
Bioprinting.

Dias Grundprinzip des ma-
grietischen  30-Biogrinting
ist die Magnetisierung von
Zellen, B, mit dem Manos
huttle™ Biaprinting Kit, siner
biokompatiblen Manoparti-

(Bilder: Promega)

ked-Mischung bestehend aus Gold-Manopar-
tikeln, Eisencwid und Poly-L-Lysin (PLL). Uber
das PLL werden die Bestandieile elektrosta-
tisch an dee Zellmembran gebunden, Dabe)
haben die Nanopartikel keinen Einfluss auf
die Telh
losen sich nach 7-8 Tagen von dieser. Darart

viabilitit oder Funktion der Zedle und
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Zellen hinzugegeben (1 ul/ 10000 Zellen) und
dber Macht inkubiert. Am nacheten Tag wur-
den die Zellen magnetisch von der Oberfliche.
getrennt, gezshit und in Medium resuspen-
diert. Zeitgleich wurde eine zellabweisende
384 -Well- Platie tber dem Magnetstander plat-
ziert und Zellen wurden in Kanzentrationen
wan 50, 200 und 2000 ZellenWiell {50 ul/Well)
ausgest, wo diese sich sofort zu Sphirciden
musammenschiieBen konnten. Die Spharosde
werblieben noch eine Stunde auf dem Ma
gneten, wm sich zu Testigen. Danach wurde die
Flatte in den Inkubator gestelit,

Fir den CellTiter-Glo® Assay folgte ein

dem CellTiter-Glo" Assay. Die GroBe der Sphiiroide war reproduzierbar, die Viabilitat korrefierte

linear mit der Zedizahl [n = 5).

magnetisierte Zellen konnen anschliefend
trypsiniert. in Medium resuspendient und neu
susgesat werden Durch Magnete unter der
Muitiweliplatte werden die Zellen nach untan
h

susinander gerogen und aggregieren da

2u einem Sphiroid. st die d:

einmal

die Zeltviabilitat nach Zugabe nur eines fea-
genzes, wadurch unnétige Pipettierschritte
mit den empfindlichen Sphiroig-Kulturen
vermicden werden.

hergestellt, beginnen die Zellen groliere Struk.
turen zu formen (Bild 1),

3D-Zellkulturen untersuchen

Die Untersuchung von Spharoid-Zeltkuliuren
stelit eine immenwihrende Herausforderung
dar. 30-Kulturen haben eine grofie Zellmasse
und extracellulare Matrizes, wodurch sich fluo
reszenzhasiente Assays ¢ suchung nur
eingescheinkt nutzen lassen. Daraber hinaus
konnen 30-Zellkulturen emplindlich auf das
Hinzuftgen oder Entfernen von Flissigieten
reagieren. Basierend auf diesen Erkennitnis-
san wurden rwei lumineszante Zellviabilities.
Hasays, dex Ce
Glo™ Assay getestat, um deren Leistungsfahig-
keit bed 30 Zellkulturen zv evalvieren,

Der CellTiter-Glo® Assay ist ein Endpunid-
Visbilititsassay, der den ATP-Gehalt metabo
Inch aktiver Zedlen quantifiziert. Dic Zellen
werden durch das Keagenz lysiert und die Lu
mineszenz im Medium wird gemessen. Der
RealTime-Glo™ Assay is hi-lytischer As
say, der gine Langreiimessung der Zellviabilitat
in Echtzeit ermégficht. Diafiir wird ein zellgin
giges Prosubstrat innerhalbs lebender Zellen
zum Naneluc® Luciferase-Substrat reduziest
Das Manoluc®-Substrat diffundiert aus der
Zelle ins Medium, wo €4 durch die Nano-
Luc* Luciferase in ein Lichtsignal umgewan-
dult wird. Die Zellen bieiben am Leben und
penerienen ein konstantes Lumineszenzsignal
for bis zu 72 Stunden. Beide Assays messen

iter-Glo® sowte der RealTime
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https://www.labo.de/epaper/LA070817/index.html#page_50

M g der Zellviabilitat

Fir die Zeflkuttur wurden hemane HepGi-

sowie PC3-Zellen verwendet. Bei 70-80% Kon-
fluenz wurden ManoShuttle™:Partikel ru den
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bl nach 72 Stunden mit eines
1:1-Mischung aus Medium und CellTier-Glo®-
Reagenz. Der Magnetstander wurde genutzt,
um die Sphiroide wikrend der Prozedur unten
zu halten und damit die Spharoid-Integritat zu
bewahren. Nach Zugabe des CellTiter-Glo®
lieagenzes wurde die 384-Well-Platie vom
Stander genommen und das Lumineszonz
signal wurde mit Hille gines Luminomelers
gemessen. Weiterhin wurde der Effekt von
Acetoaminophen auf die Viabilitét untersucht.
Unterschiedliche Mengen Acetoaminaphen
wurden zu den HepG2-Spharoiden hinzu-
gegeben (2000 Zeflen/Spharoid) und fir 72
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Sphisoide wurde mit Hille des CellTiter-Glo® Assay
bestinmt. Hohere Konzentrationen hatten sinen
P < 0,001). 1C50 = 12,76 uM

auf Die Viabilitat der
nach Zugabe von -
aussagebriiftigen Effekt auf die Zellen (n = %
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Interne Kommunikation

e Informationsportal

e Videos
e Aktuelle Meldungen
* Protokollierungen

Inside

 Ubermittlung von Botschaften
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Forderung von Wissenschaftskommunikation

Hauptsache Biologie Journalistenworkshop,
Preisverleihung, Koln Mannheim



...und noch viel mehr

* Journalistenanfragen

e Verbandsarbeit

e Sponsoring

e Unterstiitzung Marketing beim Texten
e Social Media
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Moglichkeiten fiir Wissenschaftler



Moglichkeiten

e Studiengang Wissenschaftsjournalismus
e Journalistenschule, Seminare, Volontariat
e Redaktionen schrumpfen
e Viele freie Journalisten: Honorare sinken

e PR-Berater in Agentur

e Praktikum, Volontariat
e Mitarbeiter in den Pressestellen der Universitaten

e Mitarbeiter in den PR-Stellen in der Industrie in LSR,
Biotech und Pharma
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Was sollte ich mitbringen?

e Biologisches Studium!
 Kommunikative Fahigkeiten
e Eventorganisation
e [T-Kenntnisse
e Zeigt Lebenslauf eine Tendenz?
e Spafd am
e Schreiben
* Kommunizieren
e Erklaren
e Interesse an neuen Themen und Aufgaben



Was erwartet mich?

» Taglich wechselnde Aufgaben und Themen
 Uberblick tiber die gesamte Forschungslandschaft
* Kreative Arbeit

* Networking

* Flexible Arbeitszeiten

* Flexibler Arbeitsplatz

e (Geschaftsreisen an unterschiedliche Orte
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Vielen Dank!
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