Neue Einzelzell-RNA-Sequenzierung zur prazisen Charakterisierung
von zellspezifischer Arzneimittelwirkungen in Pankreas-Zellen

Forscherinnen der Gruppen um Stefan Kubicek und Christoph Bock am (eMM
Forschungszentrum fiir Molekulare Medizin der Osterreichischen Akademie der
Wissenschaften in Wien haben eine Methode entwickelt, mit der sich die Wirkung
von chemischen Substanzen in isoliertem Pankreasgewebe durch den Einsatz einer
verfeinerten Einzelzell-RNA-Sequenzierungsmethode prazise beurteilen lasst. lhre in
der Fachzeitschrift Genome Biology veroffentlichte Studie beschreibt das neue
Verfahren, welches RNA-Kontamination eliminiert und fir die dynamische
Arzneimittelantwort in Bauchspeicheldrusenzellen genaue Ergebnisse ermoglichte.
Diese Erkenntnisse werden die Entwicklung zielgerichteter Arzneimitteltherapien zur
Behandlung von Typ-1-Diabetes in der Zukunft unterstiitzen.

(Wien, 11.05.2020) Die Bauchspeicheldrise ist ein Organ, das sowohl Verdauungsenzyme als auch
Hormone, welche den Blutzuckerspiegel regeln, bildet. Die hormonbildende Funkfion ist in den
Langerhans'schen Inseln angesiedelt, welche aus Gruppen verschiedener endokriner Zelltypen bestehen.
Dazu gehoren Betazellen, welche das Hormon Insulin produzieren, das zur Senkung des
Blutzuckerspiegels bendtigt wird. Ein weiterer Zelltyp sind Alphazellen, welche das fir die Erhdhung des
Glukosespiegels verantwortliche Hormon Glukagon produzieren.

Beim Typ-1-Diabetes handelt es sich um eine chronische Erkrankung, bei der das korpereigene
Immunsystem die insulinproduzierenden Betazellen der Bauchspeicheldriise falschlicherweise angreift
und zerstort. Ansatze der regenerativen Medizin zielen darauf ab, die Betazellmasse wiederherzustellen
und die aktuellen Insulinersatztherapien damit letztendlich zu ersetzen. Veranderungen der Inselzellen,
wie eine unzureichende Funktion und Dedifferenzierung der Betazellen, tragen auch zur Entstehung von
Typ-2-Diabetes bei. Daher flihrt ein tieferes Verstandnis der Identitat und des Zusammenspiels zwischen
den verschiedenen Inselzelltypen zu einer besseren Charakterisierung beider Diabetesformen und kann
zur Entwicklung neuer therapeutischer Konzepte beitragen.

Die Einzelzell-RNA-Sequenzierung ist eine leistungsfahige Technik zur Charakterisierung der zelluldren
Identitat. CeMM-Forscher aus den Gruppen um Christoph Bock und Stefan Kubicek am CeMM hatten schon
2016 die ersten Einzelzell-RNA-Profile von primaren menschlichen Pankreasinselzellen veroffentlicht
(EMBO Rep. 2016 Feb 17;(2):178-87. DOI: 10.15252/embr.201540946). Fortschritte in dieser
Technologie haben seither ihre Anwendung bei der Erstellung globaler Einzelzell-RNA-Karten von Mensch
und Maus ermoglicht. Trotz dieser Fortschritte sind Einzelzellansatze nach wie vor technologisch
anspruchsvoll, da in jeder Zelle nur minimale RNA-Mengen vorhanden sind, die im Rahmen des
Experiments vollstandig aufgebraucht werden. Daher ist es unerlasslich, die Qualitat und Reinheit der
resultierenden Einzelzell-RNA-Profile sicherzustellen.

CeMM Forscher aus den beiden beitragenden Laboren haben sowohl in ihrem eigenen Datensatz als auch
in anderen verdffentlichten Einzelzellstudien eine unerwartet erhéhte Hormonexpression in nicht
endokrinen Zelltypen festgestellt. Sie machten sich daran, abzuklaren, ob diese auf die Kontamination
durch RNA-Molekile, beispielsweise aus sterbenden Zellen, zurlickzufiihren war und wie sie beseitigt
werden konnte, um einen verlasslicheren Datensatz zu erhalten. Eine solche Kontamination scheint in den

CeMM Forschungszentrum fiir Molekulare Medizin GmbH der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften
Lazarettgasse 14, AKH BT 25.3, 1090 Wien, Austria, Tel. +43-1/40160-70011, officc@cemm.oeaw.ac.at, www.cemm.at



2/4

Einzelzell-RNA-Segenzierungs-Daten aus den meisten Geweben prasent zu sein, war jedoch in den
Pankreasinselzellen besonders einfach zu erkennen. Endokrine Inselzellen widmen sich namlich
ausschlieflich der Produktion einzelner Hormone, und Insulin in den Betazellen sowie Glukagon in den
Alphazellen werden in hoheren Mengen exprimiert als klassische "Housekeeping"-Gene. Daher war die
Umverteilung dieser Transkripte auf andere Zelltypen besonders stark ausgepragt. Auf Grundlage dieser
Beobachtung war es das Ziel der Forscherlnnen, eine Methode zur experimentellen Bestimmung und
rechnerischen Beseitigung einer solchen Kontamination zu entwickeln, zu validieren und anzuwenden.

Im Zuge ihrer Forschungsarbeit fligten die CeMM-Forscherlnnen ihren Pankreasinselzellproben vollstandig
charakterisierte andere humane und Maus-Zellen hinzu, sogenannte ,Spike-in* Zellen. Damit war es
moglich, den Grad der RNA-Kontamination im Einzelzell-RNA-Seq intern und genau zu kontrollieren, da
die in den Maus-"Spike-in"-Zellen nachgewiesenen menschlichen Transkripte kontaminierende RNA
darstellen missen. Auf diese Weise stellten sie fest, dass die Proben einen Kontaminationsgrad von bis zu
20% aufwiesen und sie die Kontamination der einzelnen Proben bestimmen konnten. Dann entwickelten
sie einen neuartigen Bioinformatik-Ansatz zur Beseitigung kontaminierender Messwerte aus Einzelzell-
RNA-Profilen.

Nachdem sie nun gereinigte Einzelzell-RNA-Profile erstellt hatten, bestimmten sie die Reaktion der
zelluldren Identitat in den verschiedenen Zelltypen auf die Behandlung mit drei verschiedenen
Arzneimitteln. Sie stellten fest, dass ein molekularer Inhibitor des Transkriptionsfaktors FOX01 in sowohl
Alpha- als auch Betazellen eine Dedifferenzierung hervorruft. AuRerdem untersuchten sie Artemether,
fir das eine die Identitat von Alphazellen beeintrachtigt und das die Insulinproduktion sowohl in in-vivo-
als in in-vitro-Studien in Gang setzen konnte (Cell. 2017 Jan 12;168(1-2):86-100.e15. DOl
10.1016/j.cell.2016.11.010). Die Wirkung des Arzneistoffes Artemether war artspezifisch und
zelltypspezifisch. Sowohl in Maus- also auch Humanproben erhoht Artemether in einem Teil der
Alphazellen die Expression von Insulin und weiteren Betazellgenen. In Betazellen hingegen zeigte sich in
menschlichen Proben keine signifikante Veranderung der Insulinexpression, wahrend es in Mausinseln zu
einer Verminderung ihrer Betazellenidentitat insgesamt kommf.

Diese Studie ist das Ergebnis einer interdisziplinaren Zusammenarbeit der Labore von Stefan Kubicek und
Christoph Bock am CeMM mit Patrick Collombat am Institut de Biologie Valrose (Frankreich). Diese Studie
ist die erste, in der die Einzelzell-Sequenzierung zur Analyse der dynamischen Arzneimittelantwort in
intaktem, isoliertem Gewebe zum Einsatz kommt, dass von der hohen quantitativen Genauigkeit der
Dekontaminierungsmethode profitiert hat. Sie liefert daher nicht nur eine neue Methode der Einzelzell-
Dekontamination und der hoch quantitativen Einzelzellanalyse der Arzneimittelantworten in intakten
Geweben, sondern behandelt auch eine wichtige aktuelle Frage der Inselzellbiologie und der
Diabetesforschung. Diese Erkenntnisse konnten fiir die Behandlung von Typ-1-Diabetes in der Zukunft
neue therapeutische Wege eréffnen.

Bild im Anhang:

1. Workflow der Identifizierung und Beseitigung kontaminierender Messwerte in der Einzelzell-
Sequenzierung und die inselzelltyp-spezifische Arzneimittelreaktionen dekontaminierter Profile
(©Abbildung von Brenda Marquina-Sanchez und Nikolaus Fortelny / CeMM)
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Die Studie ,Single-cell RNA-seq with spike-in cells enables accurate quantification of cell-specific drug
effects in pancreatic islets" wurde am 6. Mai 2020 in der Fachzeitschrift Genome Biology veroffentlicht.
DOI: 10.1186/s13059-020-02006-2

Autoren:
Brenda Marquina-Sanchez*, Nikolaus Fortelny*, Matthias Farlik*, Andhira Vieira, Patrick Collombat,
Christoph Bock, Stefan Kubicek * geteilte Erstautorenschaften
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Stefan Kubicek ist seit August 2010 am CeMM tatig. Er erhielt einen MSc-Abschluss der Studienrichtung
synthetische organische Chemie an der TU Wien nach Anfertigung einer Diplomarbeit an der ETH ZUrich.
FUr seinen PhD-Abschluss im Labor von Thomas Jenuwein am IMP in Wien wechselte er zur
Molekularbiologie. AnschlieRend forschte er als Postdoktorand auf dem Gebiet der chemischen Biologie
bei Stuart Schreiber am Broad Institute of Harvard and MIT. Stefan Kubicek leitet die chemische Screening-
Plattform und PLACEBO (Platform Austria for Chemical Biology), eine Aufgabe, fiir die er aufgrund
friiherer Screening-Erfahrung bei Boehringer Ingelheim und am Broad Institute bestens geristet ist. Stefan
Kubicek leitete auRerdem das Christian Doppler Labor fiir chemische Epigenetik und Antiinfektiva, ein
Public Private Partnership zwischen CeMM, Boehringer Ingelheim und Haplogen. Das Kubicek-Labor
untersucht die Rolle von Chromatin in der Definition von Zelltypen und Zellzustanden, insbesondere
Chromatin-modifizierende Enzyme als synthetische letale Targets bei Krebs und der Transdifferenzierung
in insulinproduzierende Betazellen. In einem durch den ERC geforderten Projekt befasst sich das Labor mit
metabolischen Enzymen im Zellkern und prift die Hypothese, dass Metaboliten die Chromatinstruktur
beeinflussen und daher Genexpression und Zellidentitat steuern.

Christoph Bock ist seit 2012 am CeMM als Forschungsgruppeleiter tatig. Er betreibt interdisziplinare
Forschung, welche auf das Verstandnis der epigenetischen und genregulatorischen Grundlagen von Krebs
und die Forderung der Prazisionsmedizin mit Genomiktechnologie abzielt. Seine Forschungsgruppe
kombiniert experimentelle Biologie (Hochdurchsatz-Sequenzierung, Epigenetik, CRISPR-Screening,
synthetische Biologie) mit Informatik (Bioinformatik, maschinelles Lernen, kinstliche Intelligenz).
AuRerdem ist er Gastprofessor an der Medizinischen Universitat Wien, wissenschaftlicher Koordinator der
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Biomedical Sequencing Facility (BSF) am CeMM sowie Hauptforscher am Ludwig Boltzmann Institute for
Rare and Undiagnosed Diseases. Er koordiniert ein EU Horizon 2020 Projekt Uber die Einzelzellanalyse
menschlicher Organoide als Beitrag zum Atlas der menschlichen Zellen (Human Cell Atlas). Christoph Bock
ist gewahltes Mitglied der Jungen Akademie der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften und ist
Trager verschiedener wichtiger Forschungspreise, wie z.B. die Otto-Hahn-Medaille der Max-Planck-
Gesellschaft (2009), ein ERC Starting Grant (2016-2021) und der Overton-Preis der International Society
for Computational Biology (2017).

Das CeMM Forschungszentrum fiir Molekulare Medizin der Osterreichischen Akademie der
Wissenschaften ist eine internationale, unabhdngige und interdisziplinare Forschungseinrichtung fiir
molekulare Medizin unter der wissenschaftlichen Leitung von Giulio Superti-Furga. Das CeMM orientiert
sich an den medizinischen Erfordernissen und integriert Grundlagenforschung sowie klinische Expertise,
um innovative diagnostische und therapeutische Ansatze fiir eine Prazisionsmedizin zu entwickeln. Die
Forschungsschwerpunkte sind Krebs, Entziindungen, Stoffwechsel- und Immunstorungen sowie seltene
Erkrankungen. Das Forschungsgebaude des Instituts befindet sich am Campus der Medizinischen
Universitat und des Allgemeinen Krankenhauses Wien.
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