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Lichterfest in lebenden Zellen 
 
 
Neue Methode erlaubt gleichzeitige fluoreszente 
Markierung vieler Proteine 
 
Proteine in Zellen präzise zu beobachten ist für viele Forschungszweige 
extrem wichtig, war bisher jedoch eine große technische Hürde – vor allem 
in lebenden Zellen, denn die dafür nötige fluoreszente Markierung musste 
an jedes Protein einzeln angebracht werden. Der Forschungsgruppe um 
Stefan Kubicek am CeMM ist es nun gelungen, diese Hürde aus dem Weg zu 
räumen: Mit einem Verfahren, dass sie „vpCells“ getauft haben, lassen sich 
viele Proteine gleichzeitig markieren, wobei fünf verschiedene 
Fluoreszenzfarben genutzt werden. Das automatisierte 
Hochdurchsatzverfahren eröffnet so mit Hilfe von KI-gestützter 
Bilderkennung völlig neue Anwendungen in verschiedensten Disziplinen, 
von fundamentaler Zellbiologie bis hin zur Wirkstoffsuche. Die Studie 
wurde im Fachjournal Nature Cell Biology (DOI: 10.1038/s41556-024-01407-
w) veröfffentlicht, und die Bilder sind öffentlich zugänglich auf 
vpcells.cemm.at. 
 

Ohne Proteine wäre das Leben, wie wir es kennen, nicht vorstellbar. 
Sie geben als Baugerüst den Zellen ihre Form, kontrollieren als 
Enzyme die chemischen Reaktionen des Stoffwechsels und erlauben 
als Membranrezeptoren, Transporter oder Signalstoffe die 
Kommunikation der Zellen mit ihrer Umwelt. All diese Funktionen 
können Proteine nur ausfüllen, wenn sie sich am richtigen Ort 
innerhalb der Zelle befinden. Oft verändert sich sogar die 
Beschaffenheit eines Proteins, wenn es den Ort wechselt – Kontrolle 
über seine Lokalisation in der Zelle bedeutet daher auch Kontrolle 
über seine Funktion. 

Will man die Funktion von Proteinen verstehen und erforschen, ist es 
daher essentiell, ihren Aufenthaltsort exakt zu bestimmen und den 
Weg, den sie in der Zelle zurücklegen, verfolgen zu können. Denn 
Proteine wechseln oft zwischen verschiedenen Organellen und 
Kompartimenten der Zelle dynamisch hin und her. Um sie im 
Mikroskop sichtbar zu machen, verknüpft man sie mit einem 
fluoreszierenden, hell leuchtenden Proteinanteil. Doch bisher hatte 
diese Methode mit technischen Schwierigkeiten zu kämpfen: 
Normalerweise ließ sich der fluoreszierende Teil nur an jeweils ein 
einzelnes Protein gleichzeitig anbringen, um mehrere Proteine damit 
zu markieren musste man die Zellen meist abtöten und fixieren. 
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Die von Stefan Kubiceks Gruppe vorgestellte neue Methode „visual 
proteomics Cells“ (abgekürzt vpCells) erlaubt es dagegen, Proteine so 
mit Fluoreszenz zu markieren, dass ihre endogenen 
Regulationsmechanismen unverändert bleiben. Anstatt ein Protein 
nach dem anderen zu markieren, können damit viele Proteine 
gleichzeitig in einem sogenannten Multiplex-Ansatz mit einem 
Fluoreszenzprotein fusionieren. Ein Vorläufer dieser Methode wurde 
von Kubiceks Team bereits 2020 beschrieben, um metabolische 
Enzyme zu studieren (Reicher et al. Genome Res. 2020, DOI: 
10.1101/gr.261503.120). Nun wurde sie auf drei Arten erweitert und 
verbessert: 

Erstens können mit vpCells alle theoretisch möglichen Proteine 
markiert werden. Dazu wird die Genschere CRISPR/Cas9 eingesetzt, 
um die Fluoreszenzproteine genetisch an die zu untersuchenden 
Proteine anzuhängen. Kubiceks Gruppe hat dazu eine genomweite 
„Bibliothek“ erstellt, mit der sämtliche Proteine menschlicher Zellen 
fluoreszent markiert werden können und mit der man nun 
systematisch an deren Erforschung gehen kann. 

Zweitens benutzt vpCells nicht nur eine Fluoreszenzfarbe, sondern 
insgesamt fünf komplementäre Farben. In jeder Zelle werden zwei 
unterschiedliche Proteine, die verfolgen werden sollen, markiert. 
Zusätzlich wird eine weitere Farbmarkierung eingesetzt, um die 
einzelnen Klone besser unterscheiden zu können. Und mit zwei 
weiteren Farben werden Zellkern und Zellmembran markiert, um 
einzelne Zellen besser abgrenzen zu können. 

Drittens können mit diesem Farbspiel nicht nur großartig 
anzusehende Bilder generiert werden, sondern die unterschiedlichen 
Proteine auch in einer riesigen Zahl an lebenden Zellen rein optisch 
erkannt werden. Normalerweise erfordert dies im Anschluss an die 
Bildgebung eine komplexe DNA-Sequenzierung, um herauszufinden, 
welches Protein markiert ist. VpCells ermöglicht es dagegen, eine KI-
unterstützter Bilderkennung darauf zu trainieren, dass sie allein 
aufgrund der Fluoreszenzmikroskopiebilder erkennen kann, welches 
Protein in welcher Zelle markiert ist. 

Die Methode hat in zwei Anwendungen bereits ihr Potential unter 
Beweis gestellt: Einerseits wurden damit mehr als 4,500 Zelllinien als 
Reporter für mehr als 1,100 Proteine hergestellt. Diese Zelllinien 
wurden dazu benutzt, um die KI-Modelle zu trainieren und Aussagen 
über die Lokalisation der Proteine im Grundzustand zu treffen. Alle 
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Bilder der einzelnen markierten Proteine finden sich auf der öffentlich 
zugänglichen Web-Datenbank vpcells.cemm.at. 

Andererseits konnten die lebenden Reporterzellen für eine konkrete 
Forschungsfrage eingesetzt werden: Kubiceks Team untersuchte den 
Effekt von mehr als 1000 niedermolekularen Substanzen auf 61 
Proteine, die für Krebszellen relevant sind. Dabei fanden die 
Forschenden heraus, dass 44 der getesteten Substanzen innerhalb 
von 6 Stunden die Menge oder die Lokalisation einzelner Proteine 
veränderten. Eine der Substanzen stellte sich als Inhibitor für den 
Transport von Proteinen aus dem Zellkern heraus, der eine ähnliche 
Wirkung aufweist wie ein klinisch zugelassenes Medikament gegen 
multiples Myelom, eine Krebserkrankung des blutbildenden Systems.  

„Diese Ergebnisse geben einen ersten Einblick in die Versatilität der 
vpCells Methode“. So Kubicek. „Wir erwarten viele weitere zukünftige 
Anwendungsmöglichkeiten der damit erzeugten Zellinien, von 
fundamentaler Zellbiologie bis zur anwendungsnahen 
Wirkstoffsuche.“ 

 
 
Bilder im Anhang 
Foto: Fluoreszenzmikroskopiebilder von vpCell Pools © Andreas Reicher 
Video: Wachstum eines vpCell Pools @ Andreas Reicher/Jiri Reinis 
Die Studie „Pooled multicolor tagging for visualizing subcellular protein dynamics“ 
erschien in der Zeitschrift Nature Cell Biology am 19. April 2029. DOI: 10.1038/s41556-
024-01407-w 
AutorInnen: Andreas Reicher, Jiří Reiniš, Maria Ciobanu, Pavel Růžička, Monika Malik, Marton 
Siklos, Viktoriia Kartysh, Tatjana Tomek, Anna Koren, André F. Rendeiro, Stefan Kubicek 
Förderung: Andreas Reicher wurde von einem Boehringer Ingelheim Fonds PhD 
fellowship, André Rendeiro von Angelini Ventures gefördert. Die Forschung des 
Kubicek Labors wird von der Osterreichischen Akademie der Wissenschaften (ÖAW), 
dem Europäischem Forschungsrat (ERC) im Rahmen des Horizon 2020-Programms, 
dem Wissenschaftsfonds FWF und dem Wiener Wissenschafts- und Technologiefonds 
(WWTF) gefördert. 
Stefan Kubicek forscht seit 2010 am CeMM. Seinen MSc in Synthetischer Organischer 
Chemie erhielt er an der Technischen Universität Wien, nachdem er seine 
Diplomarbeit an der ETH Zürich verfasst hatte. Für seine Promotion in Thomas 
Jenuweins Labor am IMP in Wien wechselte er in das Gebiet der Molekularbiologie 
und entwickelte die ersten selektiven Inhibitoren für Histon-Methyltransferasen. 
Anschließend führte er postdoktorale Forschungen im Bereich der chemischen 
Biologie unter der Leitung von Stuart Schreiber am Broad Institute der Harvard 
University und MIT durch. Am CeMM leitete Stefan Kubicek das Christian Doppler 
Labor für Chemische Epigenetik und Antiinfektiva, eine öffentlich-private 
Partnerschaft zwischen CeMM, Boehringer Ingelheim und Haplogen, und ist nun Leiter 
der CeMM Molecular Discovery Platform. Das Kubicek-Labor erforscht die Rolle der 
Chromatinstruktur bei der Definition von Zelltypen und Zellzuständen, insbesondere 
chromatinmodifizierende Enzyme als synthetisch letale Ziele bei Krebs und die 
chemische Transdifferenzierung zu insulinproduzierenden Betazellen. In einem durch 
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den ERC finanzierten Projekt untersucht das Labor metabolische Enzyme im Zellkern, 
um die Hypothese zu testen, dass kleine Molekülmetaboliten die Chromatinstruktur 
formen und somit die Genexpression und Zellidentität kontrollieren. 

 
 
Das CeMM Forschungszentrum für Molekulare Medizin der Österreichischen 
Akademie der Wissenschaften ist eine internationale, unabhängige und 
interdisziplinäre Forschungseinrichtung für molekulare Medizin unter 
wissenschaftlicher Leitung von Giulio Superti-Furga. Das CeMM orientiert sich an den 
medizinischen Erfordernissen und integriert Grundlagenforschung sowie klinische 
Expertise, um innovative diagnostische und therapeutische Ansätze für eine 
Präzisionsmedizin zu entwickeln. Die Forschungsschwerpunkte sind Krebs, 
Entzündungen, Stoffwechsel- und Immunstörungen, sowie seltene Erkrankungen.  
Das Forschungsgebäude des Institutes befindet sich am Campus der Medizinischen 
Universität und des Allgemeinen Krankenhauses Wien. 
www.cemm.at 
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