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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Phiinotypische Grundlagen der Krebsentstehung

In den westlichen Industrieldndern ist Krebs nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache. Statistisch betrachtet, erkranken in den USA knapp die Hilfte
aller Minner (ca. 46%) und mehr als ein Drittel der Frauen (ca. 38%) im Laufe ihres Lebens
an Krebs (American Cancer Society, 2006). Bei Minnern sind Prostatakrebs (33%),
Lungenkrebs (13%) und Darmkrebs (10%) die héaufigsten Krebsarten in bezug auf
Neuerkrankungen. Bei Frauen hingegen ist der Brustkrebs, welcher bei Neuerkrankungen
einen Anteil von 32% ausmacht, gefolgt von Lungenkrebs (12%) und Darmkrebs (11%), die
hiufigste Krebsart.

Krebs ist eine genetisch bedingte Krankheit, bei welcher das Gleichgewicht zwischen
Wachstum, Teilung und Absterben von Zellen gestort ist. Die Folge ist eine unkontrollierte
Proliferation betreffender Zellen. Dabei werden regulierende Mechanismen umgangen, da der
verantwortliche genetische Code Fehlfunktionen hervorruft, oder gar komplett ausgefallen ist.
Ursachen dafiir sind Mutationen in solchen Genen somatischer Zellen, welche fiir die
Kontrolle des Zellzyklus essentiell sind.

Eine in bezug auf ihre Teilungsrate auler Kontrolle geratene Zelle entwickelt sich im Zuge
der Krebsentstehung zunéchst zu einem benignen (gutartigen) Tumor oder einer Neoplasie
(Neubildung von Korpergewebe). Benigne Tumoren und Neoplasien zeichnen sich
phanotypisch durch eine erhohte Teilungsrate ihrer beteiligten Zellen aus. Diese erhohte
Teilungsrate resultiert aus einer gesteigerten Sezernierung von Wachstumsfaktoren
betreffender Zellen in ihre unmittelbare Umgebung. Neoplasien zeigen kein
Metastasierungspotential. Sie sind in der Regel von einer fibrillairen Kapsel umgeben und
stehen mit Strukturproteinen der extrazelluldren Matrix in Wechselwirkung. Durch die klare
Abgrenzung zu umliegenden Gewebsregionen konnen benigne Tumoren durch operative
Eingriffe relativ leicht entfernt werden.

Zellen, welche ein ungeregeltes Teilungswachstum zeigen, d. h. schneller als gesunde Zellen
proliferieren und immortalisiert sind, konnen jedoch unter Umstinden in umliegendes
Gewebe eindringen und bilden somit einen malignen (bosartigen) Primértumor. Im Zuge der
weiteren Krebsentstehung sondern sich aus solchen malignen Primértumoren Zellen ab,
welche invasiv sind und in umliegendes gesundes Gewebe einwandern. Nicht zuletzt konnen
betreffende Zellen auf diese Weise iiber den Blutweg oder die Lymphgefie grofere

Distanzen in relativ geringer Zeit zuriicklegen und in entfernte Korperregionen einwandern
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(Metastasierung), wodurch Sekundédrtumoren gebildet werden. Im Zuge der Krebsentstehung
konnen Zellen vollig neue Eigenschaften erwerben, z.B. die Fidhigkeit, unter
Sauerstoffmangel zu iiberleben. Nicht zuletzt kommt es zu einer Steigerung der Angiogenese,
durch deren vermehrte Neubildung von Blutgefilen die Versorgung der Tumoren mit
Nihrstoffen aus dem Blut gewihrleistet wird. Eine verstidrkte Angiogenese wird durch die
erhohte Produktion und Ausschiittung von Wachstumsfaktoren induziert. Schreiten
Wachstum von Tumoren und deren Metastasierungspotential sehr schnell voran, wird nach
und nach mehr gesundes Gewebe zerstort, wodurch es zu Funktionsausfillen der betroffenen

Organe kommen kann. Im Endstadium bedeutet dies den Tod des Patienten.

1.2 Zellzykluskontrolle und molekulare Grundlagen der

Krebsentstehung
1.2.1 Der Zellzyklus

Unter dem Begriff Zellzyklus versteht man den zeitlichen ProzeB3 des Entstehens zweier
erbgleicher somatischer Tochterzellen aus einer Mutterzelle bis zu ihrer erneuten Teilung. Der
Zellzyklus 146t sich grob in zwei Phasen gliedern, zum einen die Interphase (Arbeitsphase)
und zum anderen die M-Phase (Mitosephase). Die Interphase wiederum besteht aus drei
Unterphasen, der G;-Phase (Gap;-Phase), der S-Phase (Synthese-Phase) und der G;-Phase
(Gap,-Phase). In der G,-Phase erfolgt die Synthese von Proteinen, nicht-kodierender RNA
und anderen Zellbestandteilen, die darauffolgende S-Phase ist gekennzeichnet durch die
Replikation der gesamten genomischen DNA, wihrend sich die Zelle in der abschlielenden
G,-Phase einer ,,Selbst-Kontrolle* unterzieht. Dabei wird iiberpriift, ob die Replikation des
Genoms vollstdndig und korrekt abgelaufen ist und geniigend Zellmasse fiir eine erfolgende
Zellteilung vorhanden ist. Zellen, welche einem Mangel an Nihrstoffen und
Wachstumsfaktoren ausgesetzt sind, verlassen den Zellzyklus und gehen nach der G;-Phase in
die Go-Phase (Gapy-Phase) iiber. Sie verharren so lange in Gy, bis sie entweder absterben oder
durch Wachstumssignale zuriick in die Interphase iibergehen. Zellen, welche nach finaler
Teilung ausdifferenzieren und sich keiner weiteren Teilung unterziehen, befinden sich
ebenfalls in Gy. Nach der Interphase, bei Austritt aus der G,-Phase, geht die Zelle in die
M-Phase iiber, in welcher Mitose (Kernteilung) und Zytokinese (Teilung des Zytoplasmas)
stattfinden. Dabei muf} sichergestellt werden, daf beide entstehende Tochterzellen jeweils ein
komplettes Genom, ein Centrosom und eine ausreichende Menge an Zytoplasma mit
zugehorigen Zellorganellen erhalten. Die Ereignisse wihrend der Mitose werden
hauptsédchlich durch Prozesse wie Phosphorylierung und Dephosphorylierung essentieller

2
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Proteine ausgelost. Fiir die Phosphorylierung von Proteinen spielt die Aktivitdt von Kinasen
eine wichtige Rolle. Die Dephosphorylierung von Proteinen wird durch Phosphatasen
vermittelt. Des weiteren spielen Prozesse wie Methylierung, Acetylierung und die Proteolyse

von Strukturproteinen eine wichtige Rolle fiir die Regulation mitotischer Prozesse.

1.2.2 Die Mitose

Die Mitose ist der Prozel der Kernteilung, in welchem sichergestellt wird, daf beide
entstechende Tochterzellen jeweils einen kompletten Chromosomensatz aus dem zuvor
replizierten Genom erhalten. Sie wird in der Regel in fiinf Phasen unterteilt: Prophase,
Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase. Die fiir die einzelnen Phasen typischen
Ereignisse sind folgend beschrieben: In der Prophase findet die Kondensation des gesamten
Chromatins statt, die Nucleoli verschwinden, das Zytoskelett @ndert die Organisation seiner
Struktur und es kommt zur Ausbildung der Mitosespindel. In der Prometaphase kommt es zur
Auflosung der Kernhiille, dem Auswachsen der Mikrotubuli des Zellkerns und zur
Ausbildung der Kinetochoren. Wihrend der Metaphase ordnen sich die Chromosomen in
einer Aquatorialebene an und werden folgend iiber ihre Kinetochore an den Mikrotubuli der
Mitosespindel angeheftet. In der Anaphase kommt es zur Trennung der Chromosomen in
Richtung der Spindelpole. Die abschlieBende Telophase kennzeichnet sich durch Lokalisation
der Chromosomen an den jeweiligen Centrosomen, es kommt zur Auflésung der Kinetochor-
Mikrotubuli, zur Ausbildung einer neuen Kernmembran, zur Dekondensation der
Chromosomen zu Chromatin und zur Regeneration der Nukleoli. Die Zytokinese beschreibt
die Teilung des Zytoplasmas mit allen zugehorigen Organellen. Sie beginnt bereits in der

spiaten Anaphase und endet mit der Abschniirung der beiden Tochterzellen.

1.2.3 Kontrollpunkte des Zellzyklus

Der komplette Ablauf des Zellzyklus wird von mehreren Regulationsmechanismen
iiberwacht. Durch sogenannte Kontrollpunkte wird der korrekte Ablauf der einzelnen
Vorginge sichergestellt. So wird der Zellzyklus angehalten, falls es zu Schidigungen der
DNA oder des Spindelapparates kommt. Uber den DNA-Replikationspunkt wird der Eintritt
der Zelle in die Mitose (Gy/M-Ubergang) gesteuert, hingegen regelt der Spindel-
Kontrollpunkt die Transition von der Meta- in die Anaphase wihrend der Mitose (Molinari,
2000). Bei fehlerhafter Replikation der DNA in der S-Phase oder Schidigungen bei
Ausbildung der Mitosespindel in der M-Phase werden Signalwege aktiviert, welche bewirken,

daBl wichtige Mediatoren fiir das Voranschreiten des Zellzyklus, wie z. B. MPF (mitosis
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promoting factor) inhibiert werden. MPF ist ein zentraler Faktor, welcher durch
Phosphorylierung von Substraten den Eintritt der Zelle in die Mitose auslost und dariiber

hinaus Funktionen wihrend des Durchlaufens der Mitose hat.

1.2.4 Positive Zellzyklus-Regulatoren

Die meisten Ereignisse wihrend des Zellzyklus werden durch Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen reguliert. Die Phosphorylierungen werden dabei von Kinasen, in erster
Linie den Cyclin-abhidngigen Kinasen (Cdks = cyclin-dependent kinases), durchgefiihrt.
Diese Kinasen bilden mit ihren regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen, aktive
Enzymkomplexe. Cdks wurden zunichst in Hefen entdeckt und urspriinglich mit Cdc (cell
devision cycle) bezeichnet. Cdks sind ohne die Bindung von Cyclinen katalytisch inaktiv. Sie
liegen gegeniiber den Cyclinen im Uberschul vor. Die Aktivitit der Cdks wird somit durch
die vorliegende Konzentration ihrer aktivierenden Cycline bestimmt.

Im Gegensatz zu den Cdks, welche zeitlich konstant exprimiert werden, werden die Cycline
zu unterschiedlichen Zeiten wihrend des Zellzyklus exprimiert und abgebaut. Bis heute kennt
man fiinf unterschiedliche Typen von Cyclinen, A, B, D, E und H, welche zu verschiedenen
Zeitpunkten des Zellzyklus unterschiedliche Aufgaben erfiillen: Die Cycline D und E 16sen
G;-Phase-spezifische Prozesse aus, Cyclin A vermittelt den Eintritt der Zelle in die S-Phase,
wihrend das Cyclin B durch Bindung an Cdk1 (Cdc2) den MPF bildet und somit den Eintritt
der Zelle in die Mitose auslost. Cyclin H spielt eine Rolle bei der Aktivierung des MPF.
Neben den Cyclinen regulieren noch einige andere Faktoren die Aktivitidt der Cdks. In diesem
Zusammenhang spielen Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen, vermittelt durch
Kinasen und Phosphatasen eine wichtige Rolle. Eine weitere Kontrolle der Cdks wird durch

Inhibitor-Proteine, die sogenannten CKls (Cdk-inhibitors) ausgeiibt.

1.2.5 Tumorsuppressorgene

Unter Tumorsuppressorgenen versteht man Gene, welche als negative Regulatoren fiir die
Kontrolle des Zellzyklus verantwortlich sind. Sie wirken inhibierend auf die Proliferationsrate
betreffender Zellen und senken somit die Wahrscheinlichkeit, dal gesunde Zellen zu
Tumorzellen entarten. Fine Mutation oder Deletion dieser Gene erhoht die
Wahrscheinlichkeit, da Zellen, welche zuvor ein geregeltes Teilungswachstum zeigten,
entarten und Tumoren bilden konnen. In der Regel werden Tumorsuppressorgene in gesunden

Zellen kaum oder sehr schwach exprimiert.
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Ein prominentes Tumorsuppressorgen ist das RB-Gen (Retinoblastom-Gen), dessen Produkt,
das RB-Protein den Transkriptionsfaktor E2F1 bindet und funktionsunfdhig macht. Im
Zytoplasma frei vorliegender E2F1 ist ein Regulator fiir den Eintritt der Zelle in die S-Phase.
Ein weiteres Tumorsuppressorgen, welches einen negativen Regulator fiir den Zellzyklus
darstellt, ist pS3, das durch verschiedene zelluldre Ereignisse, z. B. DNA-Doppelstrangbriiche
infolge abiotischer Stre3faktoren wie Einwirkung von ultraviolettem Licht, aber auch durch
Hypoxie oder eine virale Infektion, aktiviert werden kann. Durch Aktivierung verschiedenster
Signalwege kann p53 einen Stillstand des Zellzyklus, sowohl in der G-, als auch in der
G;-Phase hervorrufen. Dabei spielt die gesteigerte Expression von p21, einem Inhibitor fiir
Cdks, eine wichtige Rolle (Vogelstein et al., 2000). Des weiteren kann p53 durch Aktivierung
von proapoptotischen Genen wie Bax oder Fas zur Auslosung der Apoptose beitragen. Des
weiteren wurden bereits einige andere Zielgene von p53 beschrieben (El Deiry, 1998).

Funktionsausfélle von Tumorsuppressorgenen infolge heterozygoter Mutationen auf nur
einem Allel sind in der Regel nicht ausreichend, um unkontrolliertes Teilungswachstum von
Zellen auszulosen. Dies bedeutet, dal beide Allele mutiert sein miissen, um einen

Funktionsverlust zu bewirken, welcher wiederum einen aberranten Phénotypen hervorruft.

1.2.6 Stabilitiitsgene und DNA-Reparatursysteme

Stabilititsgene  bezeichnen den  Oberbegriff von Genen, welche an DNA-
Reparaturmechanismen  beteiligt sind. So ist jede Zelle stindigen Mutationen
unterschiedlichster Art unterworfen, wie Punktmutationen, welche durch fehlerhafte DNA-
Replikation entstehen, DNA-Doppelstrangbriichen, Mutationen wéhrend der Rekombination
des Genoms, (z. B. Chromosomentranslokationen), oder Mutationen, die zu fehlerhafter
mitotischer Chromosomensegregation (Chromosomensatzmutation) fithren. Ursachen dafiir
konnen durch verschiedenste Streffaktoren wie Chemikalien, Sauerstoffradikale,
ultraviolettes Licht oder ionisierende Strahlung begriindet sein. Die Klasse der Stabilitdtsgene
umfalit zum einen Gene, welche bei fehlerhafter DNA-Replikation einschreiten, z. B.
mismatch-Reparatur (MMR), Basen-Exzisionsreparatur (BER), Nukleotid-Exzisionsreparatur
(NER), oder Doppelstrangbriiche mittels DNA-endjoining reparieren. Zum anderen werden
Gene, welche Zellen vor fehlerhafter Rekombination und Chromosomensegregation
bewahren, ebenfalls zu den Stabilititsgenen gezdhlt, z. B. BRCA1 (breast cancer
susceptibility gene 1), BLM (bloom syndrome mutated gene) und ATM (ataxia telangiectasia
mutated gene). Ein mutiertes BRCA1-Gen tritt vermehrt in Mamma- und Ovarialkarzinomen

auf (Lemoine, 1994; Welcsh und King, 2001; McCoy et al., 2003), Mutationen im BLM-Gen
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fiihren vermehrt zur Tumorprogression in Maiusen (Goss et al, 2002), und ein
Funktionsausfall des ATM-Gens trigt zur Bildung von Lymphomen bei (Stankovic et al.,
2002). In der Gesamtheit sorgen Stabilitdtsgene somit dafiir, da3 genetische Veridnderungen
nur ein minimales Ausmal} erreichen. Bei Funktionsausfillen solcher Gene aufgrund von
Mutationen, treten vermehrt weitere Mutationen in anderen Genen auf (Friedberg, 2003). Dies
kann im schlimmsten Fall dazu fithren, dafl betroffene Zellen durch weitere Mutationen in
Tumorsuppressor- oder Onkogenen ihre Zellzykluskontrolle umgehen, was wiederum
unkontrolliertes Wachstumsverhalten der Zellen bewirkt und Tumorwachstum auslésen kann.
So ist ein Funktionsausfall von Genen, welche fiir die DNA-Reparatur notwendig sind,
grundlegender Bestandteil aller Krebsarten (Kinzler und Vogelstein, 1998). Ahnlich wie bei
den Tumorsuppressorgenen fiihrt der Funktionsausfall nur eines Allels eines Stabilitdtsgens
nicht unmittelbar zu einem Verlust der Zellzykluskontrolle. Fiir einen physiologischen Effekt

miissen daher beide Allele eines betreffenden Gens inaktiviert sein.

1.2.7 Proto-Onkogene und Onkogene

Als Proto-Onkogene konnen alle Gene bezeichnet werden, deren Wirkungsweise in
irgendeiner Weise zum Voranschreiten des Zellzyklus beitrdgt. Dazu zidhlen alle direkten
Ausloser von Zellzyklus-spezifischen Ereignissen, wie mitotische Kinasen oder Cycline. Des
weiteren werden auch Faktoren, welche indirekt Wachstumssignale iiber Signalwege
weiterleiten, zu den Proto-Onkogenen gezihlt. Es kann sich dabei um membranstindige
Rezeptoren (Rezeptor-Tyrosinkinasen oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren), kleine
G-Proteine, frei im Zytoplasma vorliegende Tyrosinkinasen, Serin/Threonin-Kinasen,
Phosphatasen, Transkriptionsfaktoren oder Ko-Faktoren handeln. Aus einem Proto-Onkogen
kann ein Onkogen entstehen, indem das betreffende Gen durch Mutation konstitutiv
exprimiert wird. Die Folge ist eine Uberexpression des zugehdrigen Proteins. Beispiele fiir
iiberexprimierte Proteine in Tumoren sind die EGFRs (epidermal growth factor receptors).
So findet sich in vielen Brust-, Darm- und Gehirn-Tumoren eine Uberexpression meist eines
bestimmten Miglieds der EGFR-Familie (Yarden und Ullrich, 1988; Koretz et al., 1990;
Schlegel et al., 1994).

In einem anderen Fall kann eine Mutation ein Proto-Onkogen so verdndern, daf} es unter
Konditionen, bei welchen das zugehorige Wildtyp-Protein inaktiv ist, permanent im aktiven
Zustand vorliegt. So konnen z.B. Chromosomentranslokationen oder Punktmutationen
innerhalb eines Gens zu einer Aktivititssteigerung des Genprodukts aufgrund einer

Strukturverdanderung fithren. Ein Beispiel fiir solch eine strukturelle Verianderung, aus welcher
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Tumoren entstehen, ist eine Mutation von Codon 600 im humanen B-Raf-Gen, welches fiir
eine Serin/Threonin-Kinase kodiert. Diese Mutation bewirkt fiir die exprimierte Kinase den
Austausch der Aminosdure Valin durch Glutamat (Davies et al., 2002). Codon 600 befindet
sich in der ,,Aktivierungs-Schleife” der Kinase-Domine von B-Raf. Diese ,,Aktivierungs-
Schleife* wird normalerweise durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen an den
benachbarten Resten Thr-599 und Ser-602 reguliert. Die Substitution von Valin durch
Glutamat an Position 600 (Val599Glu) scheint nun eine Phosphorylierung zu imitieren,
welche die Kinasefunktion von B-Raf auch ohne Wachstumssignale konstitutiv aktiviert. Die
Folge ist eine Aktivierung von ERK (extracellular regulated kinase) und die damit
verbundene Aktivierung des zugehorigen ERK-Signalwegs, resultierend in veridndertem
Wachstumsverhalten betreffender Zellen (Wan et al., 2004). Ein weiteres prominentes Proto-
Onkogen ist das kleine G-Protein Ras, welches u. a. B-Raf aktiviert. Ras wechselt in der
gesunden Zelle zwischen inaktivem (GDP-gebundenem) und aktivem (GTP-gebundenem)
Zustand. In vielen humanen Tumoren, darunter Tumoren des Dickdarms, ist Ras jedoch durch
Mutation in ein Onkogen konstitutiv aktiv (Kinzler und Vogelstein, 1996), wodurch es
Signalkaskaden aktiviert, welche in wachstumsspezifische Prozesse involviert sind.

Neben den Signal-vermittelnden Molekiilen sind auch die Transkriptionsfaktoren zu nennen,
welche potentiell zu Onkogenen mutieren konnen. In diesem Zusammenhang sind die Gene
fiir c-jun, c-fos und auch c-myc zu nennen, welche in Tumoren hiufig iiberexprimiert werden
oder permanent aktiv sind (Prins et al., 1993; Vogt, 2001; Milde-Langosch, 2005).

Weitere Proto-Onkogene, die durch Mutationen zu Onkogenen werden konnen, sind die Cdks,
wie auch ihre regulatorischen Untereinheiten, die Cycline. So liegt mehreren humanen
Tumorarten eine Uberexpression von Cyclin D, verursacht durch eine gesteigerte Gen-
Amplifikation, zugrunde (Weinstat-Saslow et al., 1995; Steeg und Zhou, 1998). Ahnliches gilt
fiir Cyclin E, welches hiufig in Mamma-Karzinomen iiberexprimiert wird und den Ubergang
von der G;- in die S-Phase stimuliert (Schraml et al., 2003).

In letzter Zeit gewann ein weiterer Regulator des Zellzyklus in Zusammenhang mit
gesteigerter Zellproliferation erheblich an Bedeutung. Es handelt sich dabei um Polo-like
Kinase 1 (Plkl), ein Mitglied der Polo-Kinasen. Die Familie der Polo-Kinasen beinhaltet
mehrere Serin/Threonin-Kinasen mit hoch konservierten Strukturen. PIk1 ist in den meisten
Tumorgeweben iiberexprimiert und kann somit als Proliferationsmarker bezeichnet werden.
Die Uberexpression von Plkl ist nach bisherigen Erkenntnissen allerdings nicht auf
Mutationen innerhalb des Plk1-Gens zuriickzufiihren, sondern unterliegt Mechanismen,

welche bislang unbekannt sind.
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1.3 Polo-like Kinase 1 (Plk1)

1.3.1 Die Familie der Polo-like Kinasen

Die Familie der Polo-like Kinasen beinhaltet fiir Sdugerzellen neben Plkl drei weitere
Mitglieder: PIk2 (Snk), P1k3 (Fnk oder Prk) und Plk4 (Sak) (Simmons et al., 1992; Clay et al.,
1993; Lake und Jelinek, 1993; Holtrich et al., 1994; Hamanaka et al., 1994; Fode et al., 1994;
Ouyang et al., 1997; Karn et al., 1997; Holtrich et al., 2000). In anderen Organismen wurden
zudem weitere Familienmitglieder beschrieben: Plx1, PIx2 und Plx3 in Xenopus laevis
(Kumagai und Dunphy, 1996; Duncan et al., 2001), polo und Sak/Plk4 in Drosophila (Sunkel
und Glover, 1988; Fenton und Glover, 1993; Bettencourt-Dias et al., 2005), Plol in
Schizosaccharomyces pombe (Ohkura et al., 1995) und Cdc5 in Saccharomyces cerevisiae
(Kitada et al., 1993). Dabei sind PIx1, polo, Plol und Cdc5 in ihren jeweiligen Organismen
der Wirkungsweise von Plkl wihrend klassischen mitotischen Ereignissen homolog und

dariiber hinaus untereinander hoch konserviert.

1.3.2 Strukturelle Charakterisierung von Plk1

Polo-like Kinase 1 (Plkl1; accession no: NP 005021) ist eine humane Serin/Threonin-Kinase
mit einem molekularen Gewicht von 66 kD, bestehend aus 603 AS. Das humane Plk1-Gen
(GenelD: 5347) besteht aus einem ca. 4,4 kb groen genomischen DNA-Abschnitt, welcher
auf Chromosom 16 an Position 12 (16p12) lokalisiert ist (Golsteyn et al., 1994). Dabei weist
der Promotor mit seinen regulatorischen Elementen eine Linge von ca. 2,3 kb auf
(Brauninger et al., 1995), der ORF (open reading frame = offener Leseraster) (accession no:
NM_005030) besteht aus 1809 bp, gefolgt von einem ca. 0,3 kb langen nicht-kodierenden
Terminationssignal.

Das exprimierte Protein besteht aus zwei funktionellen Doménen, einer hoch konservierten
katalytischen Kinase-Domine am N-Terminus, bestehend aus 252 AS, und einer Polo-Box-
Domaine (PBD) in der C-terminalen Region, bestehend aus zwei Polo-Boxen, von denen jede
eine Ldnge von ca. 70 AS hat (Abb. 1.1).

Die N-terminal gelegene Kinase-Domine bringt ein fiir Serin/Threonin-Kinasen
charakteristisches Kennzeichen ein (Hanks et al., 1988; Hanks und Quinn, 1991). Es handelt
sich dabei um ein Konsensus-Motiv mit der Struktur Gly-X-Gly-X-X-Ala, welches in der
ATP-Bindedomine von Subdomine 1 lokalisiert ist. Es tritt hier anstelle der klassischen
Konsensus-Sequenz fiir Serin/Threonin-Kinasen (Gly-X-Gly-X-X-Gly) auf. Der rapide

Anstieg der Plkl-Konzentration wihrend der G,-Phase wird von einem noch groBeren

8
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Anstieg der Kinase-Aktivitit begleitet, was auf eine post-translationale Modifikation des
Enzyms hinweist (Golsteyn et al., 1995; Hamanaka et al., 1995; Lee und Erikson, 1997).
Zudem wurde gezeigt, daB3 die Phosphorylierung der T-Schleife innerhalb der Kinase-
Domine (Abb.1.1) einen fiir Kinasen typischen regulatorischen Mechanismus darstellt
(Marshall, 1994). Eine Mutation von Threonin 210 in Aspartat (Thr210Asp), welche somit
eine phosphorylierte Stelle imitiert, ist fiir eine Erhohung der Kinase-Aktivitit hinreichend
(Jang et al., 2002). Fir mogliche Effektor-Kinasen von Plkl gibt es zwei potentielle
Kandidaten, Slk (human STE20-like kinase) und Stk10 (serine/threonine kinase 10), welche
beide Thr-210 in vitro phosphorylieren konnen und so die Kinase-Aktivitit von Plk1l erh6hen
(Ellinger-Ziegelbauer et al., 2000; Walter et al., 2003). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dal3
plx1, das Analog von PIkl in xenopus laevis, aktiviert werden kann. Dies kann durch
Phosphorylierung von Thr-201, welche durch die PKA katalysiert wird, erreicht werden
(Kelm et al., 2002). Ob PKA, Slk und Stk10 die Kinasen sind, welche hauptséichlich fiir die
Aktivierung von Plkl wihrend der Mitose verantwortlich sind, oder ob es weitere direkte

Effektor-Kinasen von Plk1 gibt, bedarf weiterer Untersuchungen.

Kinase-Domane Polo-Box-Doméne (PBD)
NLS | PB1 PB2 |
1 53 | | 303 |345 409 I 480 515/ \ 584 603
Lys-82 Thr-210 Arg-337  Trp-414  His-538 Lys-540
|  T-schleife D-Box Phospho-Selektivitat

ATP-Bindedoméane

Abb. 1.1: Struktur der Polo-like Kinase 1 (Plk1). Die Serin/Threonin-Kinase hat eine Linge von
603 Aminosduren und kann in zwei funktionelle Abschnitte untergliedert werden. Die N-terminal
gelegene Kinase-Domédne (rot dargestellt) bildet an Thr-210 eine T-Schleife aus, deren
Phosphorylierung eine Voraussetzung fiir die Aktivitdt der Kinase-Domine ist. Die Bindedomine fiir
ATP ist an Lys-82 lokalisiert. Des weiteren befindet sich die Signalsequenz fiir den Kerntransport
(NLS = nuclear localization signal, griin dargestellt) innerhalb der Kinase-Doméne. Die C-terminal
gelegene Polo-Box-Domine (PBD) besteht aus zwei Polo-Boxen (PB1 und PB2, blau dargestellt),
welche mit Hilfe der Aminosiurereste Trp-414, His-538 und Lys-540 phosphorylierte Zielproteine als
Substrate erkennen und binden. Des weiteren ist die PBD fiir subzellulidre Lokalisation von Plkl
verantwortlich. Das D-Box-Motiv (Degron-Box, gelb dargestellt) dient der Ubiquitinierung an
Arg-337, welche von APC/C durchgefiihrt wird und zum Abbau von PIk1 fiihrt.

Die C-terminal gelegene Polo-Box-Doméne (PBD) von Plk1 besteht aus zwei Polo-Boxen
(PB1 und PB2), welche beide aus einem Bsa-Motiv bestehen und in bezug auf ihre Kristall-
Struktur nahezu iibereinstimmen, obwohl ihre Aminosduresequenzen nur zu ca. 12%
iibereinstimmen (Cheng et al., 2003; Elia et al., 2003b). Die PBD weist ein Motiv auf,
welches fiir die Erkennung und Bindung phosphorylierter Zielproteine verantwortlich ist

9
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(Yaffe und Cantley, 2000; Elia et al., 2003a). Es handelt sich hierbei um die AS-Reste
His-538 und Lys-540 in Polo-Box 2. Auch Trp-414 in Polo-Box 1, ein in allen Plks
phylogenetisch hoch konservierter Rest, trigt zur Erkennung und Bindung von
phosphorylierten Proteinen bei. In Einklang damit steht die Erkenntnis, daf} eine Mutation von
Tryptophan 414 in Phenylalanin (Trp414Phe) die Bindung von Plk1 am Centrosom verhindert
(Lee et al., 1998). Des weiteren konnte anhand der Kristallstruktur von Polo-Box 1 gezeigt
werden, daBl Trp-414 eine Wasserstoffbriickenbindung mit der Seitenkette eines
phosphorylierten Serins aus einem bestimmten Phosphopeptid eingeht (Elia et al., 2003b). Bei
diesem Phoshopeptid handelt es sich um ein zuvor beschriebenes Peptid, welches gegeniiber
der PBD von Plkl optimale Bindungseigenschaften aufwies (Elia et al., 2003a). Durch
weitere Interaktionsstudien beziiglich der Substrat-Bindung der PBD konnten Zielproteine
von Plk1 gefunden werden, welche Strukturelemente der Zelle darstellen. Es handelt sich
dabei um GRASP65, ein im Golgi-Apparat lokalisiertes Protein (Lin et al., 2000), und TCTP,
ein Mikrotubuli-stabilisierendes Protein (Yarm, 2002). Die Erkenntnis, da3 die PBD in der
Lage ist, strukturelle Elemente zu binden, legt nahe, daf} sie fiir die subzelluldre Verteilung
von PIlkl verantwortlich ist. Dazu zidhlt in erster Linie die Bindung an Multiprotein-
Komplexe, wie Centrosomen, Kinetochoren, Kern-Spindel und Golgi-Apparat (Lee et al.,
1998; Seong et al., 2002; Preisinger et al., 2005).

Uber den Mechanismus, mit welchem die PBD EinfluB auf die Kinase-Aktivitit von Plkl
ausiibt, besteht noch keine allgemein giiltige Einigkeit. Eine gegenwirtige Modellvorstellung
geht davon aus, daf sich die PBD in Abwesenheit von phosphorylierten Bindungspartnern um
die Kinase-Domaiine von Plk1 durch einen unbekannten Mechanismus herum windet, wodurch
eine Aktivierung der Kinasefunktion verhindert wird. Die Bindung eines angemessenen
phosphorylierten Proteins an die PBD konnte somit eine Art ,,molekularen Schalter*
betitigen, welcher eine zugingliche Konformation des Proteins bewirkt. Zusammen mit der
Phosphorylierung von Thr-210 in der T-Schleife der Kinase-Domine konnte dies die

katalytische Aktivitit von Plk1 erhohen.

1.3.3 Die Funktion von Plkl beim G,/M-Ubergang

In den einzelnen Phasen des Zellzyklus wird Plk1l verschieden stark exprimiert. So zeigen
Zellen in der Go-, G| und S-Phase einen sehr geringen Gehalt des Enzyms, hingegen steigt die
Expression in der G,-Phase deutlich an und erreicht wihrend der Mitose ihr hochstes Niveau

(Golsteyn et al., 1995; Lee et al., 1995). Die Anreicherung von PIk1 in der spiten G,-Phase

10
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erfolgt vermehrt an den Centrosomen, was Auswirkungen auf die Regulation des Eintritts in
die Mitose der Zelle hat.

Die initiale Aktivierung des Cdk1/Cyclin B-Komplexes, welcher den MPF bildet, erfolgt nach
neueren Erkenntnissen an den Centrosomen (Jackman et al., 2003). Diese Aktivierung ist
abhédngig von einer Phosphorylierung des Thr-161 innerhalb der Kinase-Domine von Cdkl,
welche durch Cak (Cdk-activating kinase = Cdk-aktivierende Kinase), einem Komplex aus
Cdk7, Cyclin H und Matl, vermittelt wird (Fisher und Morgan, 1994). Ist Cdk1 nun aktiviert,
phosphoryliert diese die beiden Kinasen Mytl und Weel, sowie die Phosphatase Cdc25C,
wodurch ein positiver Riickkopplungsmechanismus ausgelost wird: Die beiden Kinasen Myt1
und Weel werden durch ihre Phosphorylierung inaktiviert, wihrend Cdc25C durch seine
eigene Phosphorylierung aktiviert wird. Die aktive Phosphatase Cdc25C kann nun durch
Dephosphorylierungen der beiden Phosphatgruppen an Thr-14 und Tyr-15 von Cdkl den
abrupten Eintritt der Zelle in die Mitose einleiten (Draetta und Eckstein, 1997). Dagegen wird
durch Inaktivierung der beiden Kinasen Mytl und Weel, welche gegeniiber Cdc25C
antagonistisch wirken, eine Phosphorylierung von Thr-14 innerhalb Cdkl unterbunden,
wodurch eine Inhibition von MPF nicht erfolgen kann (Parker et al., 1992; Booher et al.,
1997; Liu et al., 1997). Diese Art positiver Riickkopplung dient dazu, aktiven MPF moglichst
schnell anzureichern. Die Weel- und Mytl-vermittelte Inaktivierung des MPF findet dagegen
bei fehlerhafter Replikation des Genoms statt. Sie hilt die Zelle in der G;-Phase fest und
verhindert somit einen Eintritt in die Mitose.

In letzter Zeit gab es zunehmend Hinweise, dal Plk1 in die Aktivierung des beschriebenen
Riickkopplungsmechanismus eingebunden ist. So wurde gezeigt, da Plkl die Phosphatase
Cdc25C durch Phosphorylierung aktiviert und somit bei Einleitung von Mitose-spezifischen
Ereignissen beteiligt ist (Roshak et al., 2000; Elia et al., 2003a). Des weiteren bewirkt die
Plk1-vermittelte Phoshorylierung zu Beginn der Prophase eine Rekrutierung von aktiviertem
Cdc25C in den Zellkern (Toyoshima-Morimoto et al., 2002).

Zum anderen konnte gezeigt werden, da3 Plkl durch Phosphorylierung von Resten in der
Kinase-Domine von Mytl diese inhibitorische Kinase inaktiviert (Nakajima et al., 2003).
Dies geschieht jedoch nur nach vorheriger DNA-Schéddigung. Zudem konnte ebenfalls geklart
werden, dafl Plk1 durch Phosphorylierung zweier Serin-Reste von Weel, ein entscheidendes
Signal fiir die Degradierung dieser zweiten inhibitorischen Kinase liefert, welche folgend iiber
den Ubiquitin-Signalweg abgebaut wird (Watanabe et al., 2004).

Die wichtige Bedeutung von PIk1 fiir den Eintritt in die Mitose wird nicht zuletzt durch den

Nachweis der direkten Interaktion mit dem MPF deutlich. So wurde zum einen gezeigt, daf3
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Plk1 Cyclin B, die regulatorische Untereinheit des MPF, durch Phosphorylierung aktiviert
und anschliefend aktivierten MPF wihrend der Prophase in den Zellkern leitet (Toyoshima-
Morimoto et al., 2001), zum anderen, daf} die entscheidende Phosphorylierung an Ser-133
geschieht und diese von vorherigen Phosphorylierungsereignissen an Cyclin B abhingig ist
(Yuan et al., 2002). Die Phosphorylierungsstelle Ser-133 liegt dabei innerhalb eines Substrat-
Erkennungsmotives, welches auch in Cdc25C zu finden ist (Elia et al., 2003a).

Ein ilterer Befund stiitzt die Modellvorstellung des positiven Riickkopplungsmechanismus
zusitzlich: Cdkl, die katalytische Untereinheit des MPF, welche aufgrund der beschriebenen
Dephosphorylierung durch Cdc25C aktiviert wurde, phosphoryliert plx1, das Plk1-Homolog
aus Xenopus laevis wihrend des GZ/M—Ubergangs (Abrieu et al., 1998).

+®
MPF inaktiv : MPF aktiv
\-®

= > :
Cdkl  \@® _G,/M-Ubergang cdk1 A

00® “io _ &

Abb. 1.2: EinfluB von PIk1 auf die Aktivierung von MPF beim GyM-Ubergang. Wihrend der
G,-Phase phosphorylieren die inhibitorischen Kinasen Mytl und Weel (griin dargestellt) Cdk1 (grau
dargestellt) an Thr-14, wodurch MPF, welcher durch Bindung von Cyclin B (rot dargestellt) an Cdk1
gebildet wird, inaktiv bleibt. Die Aktivierung von Cdk1 erfolgt u. a. durch Dephosphorylierungen an
Thr-14 und Tyr-15, welche durch die Phosphatase Cdc25C (blau dargestellt) vermittelt wird.
Aktivierte Cdkl 16st einen positiven Riickkopplungsmechanismus aus, da sie durch
Phosphorylierungen Cdc25C aktiviert und die inhibitorischen Kinasen Mytl und Weel hemmt (nicht
dargestellt). Plkl (orange dargestellt) greift in die Ereignisse beidseitig ein, da es beim G,/M-
Ubergang durch Phosphorylierungen Cdc25C aktiviert und die inhibitorischen Kinasen Mytl und
Weel deaktiviert. Die Rolle von Plk1 als Schliisselenzym fiir den Eintritt in die Mitose wird auBerdem
deutlich, da PIk1 die Zusammenlagerung von Cdkl und Cyclin B zu aktivem MPF fordert, indem es
durch Phosphorylierung von Cyclin B dessen Akkumulation im Zellkern bewirkt (nicht dargestellt). P
(gelb dargestellt) = Phosphatgruppe an phosphorylierten Proteinen; P (weif} dargestellt) = abgespaltene
(-) oder iibertragene (+) Phosphatgruppe
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Zusammenfassend stellt sich die Frage, welche der beiden Kinasen, Plkl oder Cdkl vor
einschreitender Mitose zuerst aktiviert wird, und ob PIk1 fiir den G,/M-Ubergang zwingend
erforderlich ist. So verursachen Eingriffe in die Funktion von Plkl in erster Linie
Aberrationen und Verspidtungen von Mitoseereignissen, weniger einen Gp-Arrest. Fiir frithe
mitotische Ereignisse, wie Auflosung der Kernmembran und korrekte Ausbildung der
bipolaren Kernspindel, ist sowohl die Anwesenheit von Cdkl als auch jene von Plkl
erforderlich (Lane und Nigg, 1996; Chase et al., 2000). Plk1 diirfte somit ein wichtiger
auslosender Faktor fiir die Wiederaufnahme des Zellzyklus nach einem G;-Arrest sein (van
Vugt et al., 2004a). Diese These wird unterstiitzt durch die Erkenntnis, da8 Uberexpression
von Plkl nach einem UV-induzierten Zellzyklusblock durch Aktivierung von Cdc25C die
Dephosphorylierung des Tumorsuppressorgens p53 bewirkt, wodurch die Wiederaufnahme
des Zellzyklus eingeleitet wird (Chen et al., 2006).

In einer sehr umfangreichen Studie wurde verdeutlicht, dal Plkl ein Substrat von CCT,
(chaperonin containing TCP1 complex), einem Multienzymkomplex, ist, welcher fiir die
Biogenese von Plk1 erforderlich ist. So fiihrt eine durch RNAi bewirkte Unterdriickung der
Expression des CCT zu einem G-Arrest trotz vorheriger kompletter Replikation der
Chromosomen (Liu et al., 2005). Dieser G-Arrest fiihrt schlieBlich zur Apoptose der Zellen.
Zellen, welche teilweise CCT-defizient sind, zeigen einen mitotischen Arrest, der aufgehoben
wird, sobald aktive Plk1 in die Zelle eingeschleust wird. Betreffende Zellen zeigen daraufthin

einen Wiedereintritt in den Zellzyklus (Liu et al., 2005).

1.3.4 PIk1 und die Segregation der Chromosomen

In mitotischen Zellen ist Plk1 nicht ausschlielich an den Centrosomen lokalisiert, sondern
befindet sich auch an den Kinetochoren (Arnaud et al., 1998). Diese stehen in direkter
Verbindung mit den Centromeren der replizierten Chromosomen und erfiillen zwei wichtige
Funktionen: Zum einen bilden sie die Strukturen fiir die Anheftung der Chromosomen an die
Mikrotubuli der Kernspindel, zum anderen sind sie entscheidend fiir die Uberwachung des
Spindel-Kontrollpunkts (Cleveland et al., 2003). Der Spindel-Kontrollpunkt stellt sicher, daf3
alle replizierten Chromosomen bipolar an die Mikrotubuli der Kernspindel angeheftet werden,
bevor die einzelnen Schwesterchromatiden in Richtung der beiden Pole separiert werden. Die
Teilung der Schwester-Chromatiden und der damit verbundene Austritt aus der Mitose kann
erst erfolgen, wenn die Kohisin-Komplexe, welche die Schwesterchromatiden
zusammenhalten, gespalten werden. Bereits in der Prophase und Prometaphase kommt es zur

Phosphorylierung der Kohédsin-Komplexe durch Plkl, wodurch die spitere Trennung der
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Chromatiden vorbereitet wird (Sumara et al., 2002). Ein weiterer entscheidender Schritt fiir
die Fahigkeit zur Teilung der Chromatiden ist der durch Ubiquitinierung eingeleitete
proteolytische Abbau der Schliisselproteine Securin und Cyclin B. Diese Ubiquitinierung
wird von der Ubiquitin-Ligase APC/C (anaphase promoting complex / cyclosome)
durchgefiihrt (Peters, 2002; Wasch und Engelbert, 2005). Nach Abbau von Securin durch das
Proteasom schneidet das aktivierte Enzym Separase eine Untereinheit der Kohisin-Komplexe,
so daB sich die beiden Schwester-Chromatiden der Chromosomen voneinander 16sen und an
die entgegegesetzten Spindelpole wandern konnen.

Bei der Regulation des APC/C spielt Plk1 eine wichtige Rolle. Es wurde bereits frith gezeigt,
daB sowohl Plk1, als auch plx1 (xenopus laevis) APC/C aktivieren, so dal3 Cyclin B vermehrt
ubiquitiniert wird und folglich durch das Proteasom abgebaut wird (Lee et al., 1998;
Descombes und Nigg, 1998; Golan et al., 2002). In neueren Studien wird ein weiterer,
allerdings indirekter Einflul von Plkl auf APC/C beschrieben (Eckerdt und Strebhardt,
2006). Um aktiv zu sein, mull APC/C den Ko-Faktor Cdc20 binden. Das inhibitorische
Protein Emil (early mitotic inhibitor 1) bindet jedoch freies Cdc20, so dafl nicht geniigend
Cdc20 zur Aktivierung des APC/C verfiigbar ist. Nach einer Studie von Moshe und Kollegen
wird Emil durch PIk1 phosphoryliert, wodurch der proteolytische Abbau von Emil infolge
Ubiquitinierung eingeleitet wird (Moshe et al., 2004). Durch Ergebnisse anderer Studien kann
PIk1 jedoch nicht als der hauptsichliche APC/C-Aktivator angesehen werden. In Plkl1-
defizienten Zellen konnte gezeigt werden, daf} eine Aktivierung des APC/C weiterhin moglich
ist (Sumara et al., 2004; van Vugt et al., 2004b).

Ein weiterer Interaktionspartner von Plkl, welcher die Bedeutung von Plkl bei der
Chromosomensegregation verdeutlicht, ist, wie in Kap. 1.3.2 angedeutet, TCTP, ein

Mikrotubuli-assoziiertes Protein (Yarm, 2002).

1.3.5 Die Funktion von Plk1 wihrend der Zellteilung

Fiir die Initiation der Zytokinese (Zellteilung) ist die Inaktivierung von MPF notwendig.
Diese Inaktivierung erfolgt durch die APC/C-vermittelte Degradierung von Cyclin B. In
diesen Signalprozel ist Plkl, wie in Kap. 1.3.4 beschrieben, als wichtiger Bestandteil
eingebunden.

Die Einleitung der Zellteilung ist durch mehrere phéanotypische Ereignisse charakterisiert. In
diesem Zusammenhang ist die Ausbildung eines dquatorialen kontraktilen Aktin-Rings fiir die
Bildung der Teilungsfurche mit verbleibender Mittelzone ein wichtiger initialer Schritt. Der

Nachweis der Lokalisation von Plk1 innerhalb der Mittelzone weist dabei auf eine Bedeutung
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von Plk1 am beschriebenen Vorgang hin (Lee et al., 1995). So fiihrte katalytisch inaktive Plk1
nicht nur zu Veridnderungen wihrend der Mitose, sondern letztendlich durch nicht erfolgte
Zellteilungen zur Bildung von vielkernigen Zellen (Mundt et al., 1997). Bereits zuvor wurde
entdeckt, dal in Drosophila polo-Allele mit leichten Funktionsverlusten Defekte bei der
Zellteilung verursachen (Carmena et al., 1998). Dabei entpuppte sich das mitotische Kinesin
Parvarotti, ein Motormolekiil, als wichtiger Interaktionspartner von polo. Zur Ausbildung des
kontraktilen Aktin-Rings ist die richtige Lokalisation der beiden Proteine an der
Mitosespindel eine notwendige Bedingung. Fiir diese Lokalisation ist jedes der beiden
Proteine auf den jeweiligen Interaktionspartner angewiesen, denn auch Mutationen im
Parvarotti-Gen fiihrten zu unvollstindiger Zellteilung (Adams et al., 1998). In Sdugerzellen
wurden analog zu Drosophila Interaktionen von Plkl mit Motorproteinen beschrieben. Bei
den Motorproteinen handelt es sich um die Kinesine MKLP1 (mitotic kinesin like protein 1)
und MKLP2, sowie NudC (nuclear distribution gene C), einer Komponente des Dynein-
Komplexes. Es konnte gezeigt werden, da MKLPI fiir die Lokalisation von PIkl in der
spaten Mitose und wihrend der frithen Zytokinese verantwortlich ist. So fiihrt eine RNAi-
vermittelte Unterdriickung der MKLP1-Expression zur Bildung von vielkernigen Zellen mit
mehreren Centrosomen (Liu et al., 2004). MKLP2, welches fiir die Bildung der
Teilungsfurche und damit ebenso fiir die Zytokinese notwendig ist, konnte in gleicher Weise
als Substrat von Plk1 identifiziert werden (Neef et al., 2003). Plk1 wirkt dabei als sich selbst
verstirkende Kinase, da MKLP2 zunichst von Plk1 vor-phosphoryliert wird, bevor Plk1 das
Substrat bindet und sich seine Kinasefunktion so entfaltet, dal MKLP2 durch abermalige
Phosphorylierung seitens Plk1 final aktiviert wird. Die Bindung von NudC, einem weiteren
Substrat von Plkl1, erfordert dagegen keine Vor-Phosphorylierung (Zhou et al., 2003).
Inaktivierung von NudC fiihrt zu Defekten, sowohl bei der Chromosomensegregation, als

auch bei der Zytokinese (Aumais et al., 2003).

1.3.6 PIk1 und Krebs

Die molekulare Charakterisierung von Plkl wurde von Untersuchungen beziiglich der
Expressionsstirke in verschiedenen Geweben begleitet (Holtrich et al., 1994; Golsteyn et al.,
1994). Wihrend der Plk1-Gehalt in den meisten adulten und ausdifferenzierten Geweben
unter der Nachweisgrenze liegt, wird Plk1 in Geweben wie Thymusdriise, Milz und Hoden,
deren Zellen stirker proliferieren, schwach, aber immerhin detektierbar exprimiert. Die ersten
Hinweise, die verdeutlichten, da3 Plk1 etwas mit neoplastischem Zellwachstum zu tun hat,

wurden durch Studien gewonnen, in denen gezeigt wurde, dall die Plkl-Expression in
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primédren Tumorgeweben im Vergleich zu gesunden Geweben deutlich erhoht ist (Holtrich et
al., 1994; Yuan et al., 1997). Eine frithe Studie beschrieb den Zusammenhang zwischen der
Hohe der Plk1-Expressionsrate und der Prognose bei Krebspatienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs (Wolf et al., 1997). Dieser Zusammenhang wurde daraufthin auch fiir
verschiedene andere Krebsarten bestitigt, wie z.B. fiir Karzinome der Miindhohle,
Melanome, Karzinome des Dickdarms, der Leber und der Brust (Knecht et al., 1999;
Strebhardt et al., 2000; Knecht et al., 2000; Takahashi et al., 2003; Weichert et al., 2005).
Ferner wurde eine Korrelation zwischen Plkl-Expression und Metastasierungspotential
gezeigt (Kneisel et al., 2002; Ahr et al., 2002). In einigen Tumorzellinien wurden Mutationen
im Plk1-Gen gefunden, die dazu fiihrten, da} die Interaktion des exprimierten Plk1-Proteins
mit Hsp90 (heat shock protein 90) inhibiert wurde, wodurch die Instabilidit von Plkl
hervorgerufen wurde (Simizu und Osada, 2000). Dies wiederum 14t vermuten, daf} sehr hohe
Konzentrationen von funktionsfihiger Plk1 fiir die Tumorentstehung vonnéten sind, was

allerdings noch bewiesen werden muB.

1.3.7 PIK1 als Zielgen fiir eine mogliche Krebstherapie

Schon die frithen Beobachtungen, daf defekte Allele des Gens polo in Drosophila bereits auf
Ebene der Zygote zu Lethalitdt fiihrten, verdeutlichten die Schliisselrolle von polo fiir
Zellteilung und Entwicklung (Sunkel et al., 1988; Llamazares et al., 1991). Infolgedessen gab
es zahlreiche Ansitze, die Funktion von Plkl in Sédugerzellen zu inhibieren. Ein friihes
Experiment, in welchem spezifische Antikorper gegen Plk1 in HeLa-Zellen injiziert wurden,
fiihrte zu phinotypischen Verdnderungen der Tumorzellen und der Inhibition ihres
Proliferationsverhaltens (Lane et al., 1996). Die Zellen zeigten Defekte bei Ausbildung der
Kernspindeln, ungetrennte Centrosomen, sowie kondensierte M-Phase-Chromosomen. Dies
verdeutlichte, da8 Sdugerzellen fiir die Centrosomenreifung und Ausbildung der bipolaren
Kernspindel Plk1 benétigten, ebenso wie in Drosophila funktionsfihiges polo-Protein fiir die
beschriebenen Prozesse vonndten war. Des weiteren verblieben nicht-immortalisierte Hs68-
Fibroblasten nach Injektion von Plkl1-spezifischen Antikorpern in der Interphase und gingen
nicht in die Mitose iiber. Dies lief darauf schlieBen, dafl die Kontrolle des
G,-Restriktionspunktes, welche Plk1-Konzentration, Centrosomenreifung und Ausbildung der
Kernspindel iiberwacht (Xie et al., 2005), in diesem Fall weiterhin intakt war. Dagegen war in
immortalen HeLa-Zellen die Kontrolle des G,-Restriktionspunkts gestort, sichtbar in ihrem
verdnderten Karyotyp. Dariiber hinaus fiihrte die viral vermittelte Expression dominant-

negativer Plkl in zwei von zehn Tumorzellinien zu einem Phénotyp, welcher als mitotische
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Katastrophe bezeichnet wurde und schlieBlich die Zellen in die Apoptose trieb (Cogswell et
al., 2000). Im Gegensatz dazu zeigten primire epitheliale Zellen wihrend Expression
dominant-negativer Plkl zwar eine verlangsamte Teilungsrate, insgesamt gesehen aber eine
normale Centrosomenreifung, welche von einer duBlerst geringen Apoptoserate begleitet
wurde. Diese Studie beschrieb somit als erste einen Mechanismus von tumorspezifischer
Apoptose infolge der Degradierung von Plkl. In einer neueren Studie wurde nachgewiesen,
daB} primére Zellen im Gegensatz zu Tumorzellen in bezug auf Plk1-Inhibition nicht sensitiv
sind (Liu et al., 2006).

Im einem ersten Versuch zur therapeutischen Inhibition von Plkl wurden antisense-
Oligonukleotide (ASOs) verwendet, um die Translation des Plk1-Transkripts zu blockieren
(Spankuch-Schmitt et al., 2002b). Dabei unterdriickten ausgewihlte ASOs die Plkl-
Expression und die damit verbundene Kinase-Aktivitdt in verschiedenen Tumorzellinien auf
konzentrationsabhédngige und sequenzspezifische Weise, sichtbar in einem anti-proliferativen
Effekt in vitro. Ein siRNA-basierter Ansatz zur Unterdriickung der Plk1-Expression war im
Hinblick auf eine zeitlich langer andauernde Wirkung erfolgreicher als die Applikation von
ASOs. So bewirkte die siRNA-vermittelte Unterdriickung von PIk1 in vielen Tumorzellinien
eine deutlich schwichere Proliferation und eine massive Steigerung der Apoptoserate
(Spankuch-Schmitt et al., 2002a; Reagan-Shaw und Ahmad, 2005). Dabei wurde eine
Aktivierung der Caspase-3, sowie des p53-Signalweges beobachtet (Liu und Erikson, 2003).
Die Steigerung der Apoptoserate korrelierte mit dem Grad der Unterdriickung der Plkl1-
Expression. In primédren Zellen konnte zwar eine verlangsamte Teilungsrate verzeichnet
werden, die Apoptoserate stieg aber nicht signifikant an. Dariliber hinaus zeigten in vivo-
Studien in einem orthotopen Mausmodell die siRNA-vermittelte Unterdriickung des
Wachstums von Blasentumoren (Nogawa et al., 2005), wodurch RNAi-vermittelte Ansitze
mehr und mehr in den Fokus der Krebstherapie gelangten. ASO- oder siRNA-vermittelte
Ansitze unterliegen aber auch Limitierungen. So konnen sie mogliche Metastasen nicht
angreifen und sind aufgrund der Nukleaseaktivitit innerhalb eines Organismus nur begrenzt
wirksam. Deshalb wurde ein alternativer Ansatz zur Vektor-vermittelten Expression von
shRNAs gegen Plk1 gewihlt, welcher eine potente und linger andauernde Unterdriickung des
Proteins zur Folge hatte (Spankuch et al., 2004). Dariiber hinaus wurde eine deutliche
Inhibierung des Tumor-Wachstums im Rahmen eines Xenograft-Modells bewirkt. Fiir die
Etablierung von RNAi-vermittelten Therapien sind jedoch noch massive Hiirden zu

iiberwinden. So ist bis jetzt zu wenig iiber mogliche unspezifische Effekte (off-target effects)
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bekannt, welche der RNAi-vermittelten spezifischen Unterdriickung von Plkl zugrunde

liegen.

1.4 RNA-Interferenz (RNAIi)
1.4.1 Entdeckung und allgemeine Grundlagen der RNA-Interferenz

Das Phidnomen der RNA-Interferenz (RNAi) wurde zuallererst durch Experimente im
Fadenwurm Caenorhabditis elegans entdeckt. Zunichst wurde die Erkenntnis gewonnen, dal}
die Applikation von einzelstringiger sense-, wie auch von antisense-RNA gleichermal3en eine
Unterdriickung der Expression eines kognitiven Gens bewirkte (Guo und Kemphues, 1995).
Die daraus abgeleitete Uberlegung, Synergieeffekte zu nutzen, fiihrte schlieBlich zu dem
Versuch, doppelstringige RNA (dsRNA) zur Unterdriickung der Genexpression einzusetzen.
Tatsdchlich wurde ein groBer Durchbruch erzielt, als man feststellte, dal3 Verabreichung
dieser dsRNA als Ausloser der Gen-Unterdriickung zu einer zehnfach potenteren Wirkung
fiihrte, als die Verabreichung der jeweiligen sense- oder antisense- Einzelstrange alleine (Fire
et al., 1998). Der Prozel3 der RNAi konnte sowohl durch direkte Injektion von dsRNA in die
Keimdriise von C. elegans, als auch durch Verfiitterung von dsRNA ausgelost werden
(Timmons und Fire, 1998) und blieb nicht nur im behandelten Tier, sondern auch in der
Folgegeneration bestehen. Diese Entdeckung fiihrte zu der Ansicht, da3 einige zuvor
beschriebene Mechanismen, welche Gen-Unterdriickung bewirkten, einen gemeinsamen
biologischen Ursprung haben miissen. So versuchten Jorgensen und Kollegen bereits einige
Jahre zuvor, die Pigmentierung der Bliitenblitter von Petunien durch Einschleusung von
Transgenen zu intensivieren. Das Einfiihren der Transgene fiihrte jedoch nicht zum erhofften
Ergebnis, sondern endete mit dem Resultat verschiedenster Farbausprigungen, von
gleichméBig unberiihrt, iiber panaschiert, bis farblos (Jorgensen, 1990). Dies lie3 darauf
schlieBen, dal die eingeschleusten Transgene nicht nur ihre eigene Expression negativ
beeinflulten, sondern auch die endogene Expression beteiligter Gene storten. Dieser ProzeB,
der auch Ko-Suppression genannt wird, kann durch Einwirkung eines einzelnen Transgens
mit hoher Expressionrate ausgelost werden (Jorgensen et al., 1996; Elmayan und Vaucheret,
1996), sowie durch Integration schwicher exprimierender Transgene mit mehreren Kopien
innerhalb eines Komplexes (Que et al., 1997). Das Phinomen der Ko-Suppression war nicht
nur auf Pflanzen beschrinkt, sondern fand sich auch in Einzellern (Romano und Macino,
1992) oder Metazoen wie C. elegans, oder Drosophila (Pal-Bhadra et al., 1997; Dernburg et
al.,, 2000). Parallel dazu wurde festgestellt, daB3 einige Pflanzen nach viraler Infektion
entsprechende Viren-RNA gezielt zerstoren konnten (Dougherty et al., 1994), andere aber,
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wie zuvor beschrieben, dem Effekt der Unterdriickung von Genen durch Verabreichung von
exogen eingebrachter DNA unterworfen waren (Jorgensen, 1990).

Genetische und biochemische Untersuchungen haben bis heute ergeben, dafl RNA],
Ko-Suppression und Virus-induzierte Gen-Unterdriickung in bezug auf ihre zugrunde
liegenden Mechanismen Gemeinsamkeiten aufweisen. Die beteiligten Signalwege existieren
ferner in den meisten Eukaryoten.

In C. elegans fiihrte die Verabreichnung von dsRNA zu einer Degradierung der
korrespondierenden mRNA, dagegen waren Introns oder Promotor-Sequenzen als Ausloser
der Gen-Suppression ineffektiv (Fire et al., 1998). Dies stimmte mit Beobachtungen aus
Pflanzen iiberein: Hier 16ste virale dSRNA ebenfalls die Zerstorung der korrespondierenden
mRNA aus, ohne daf} die Transkriptionsrate des Gens beeinflu3t wurde (Jones et al., 2001).
Dies fiihrte zu der Vermutung, dal es sich beim beschriebenen Prozel3 um einen post-
transkriptionalen Vorgang handelte, wodurch gezielt das Transkript degradiert wurde, das
Genom jedoch unberiihrt blieb. In einem Experiment von Sharp und Kollegen wurde gezeigt,
daB} die Inkubation von spezifischer dsSRNA in zellfreien Lysaten dazu fiihrte, dall keine
Luciferase-Expression nach Einbringung einer synthetischen Luciferase-mRNA stattfand
(Tuschl et al., 1999). Dieser Befund lieB sich durch die Degradierung der mRNA erkliren,
wodurch die Vorstellung wuchs, da dsRNA die Zusammenlagerung eines Multi-Nuklease-
Komplexes initiiert, welcher homologe mRNAs gezielt degradiert. Diese Effektor-Nuklease
RISC (RNA-induced silencing complex) wurde aus Zellextrakten von Drosophila isoliert. In
diesen Tieren wurde zuvor RNAi durch in vivo-Behandlung mit dsSRNA ausgelost (Hammond
et al., 2000). Es stellte sich nun die Frage, durch welchen Mechanismus dieser Multi-
Nuklease-Komplex RISC die korrespondierenden mRNAs als Ziele identifizierte und angriff.
Die Vorstellung der Existenz von RNA-Molekiilen, welche in vermittelnder Funktion RISC-
Komplexe zu ihrem kognitiven Ziel leiten, bewahrheitete sich nicht. Dagegen wurden kurze
25 nt lange antisense-RNA-Stringe in transgenen Pflanzen identifiziert, deren Sequenzen den
durch Ko-Suppression unterdriickten Transgenen homolog waren (Hamilton und Baulcombe,
1999). Ahnliche kurze RNA-Stringe mit einer Linge von 22nt wurden auch nach
Verabreichung von dsRNA in Embryo-Extrakten von Drosophila produziert (Zamore et al.,
2000) und korrellierten in ihrer Hiufigkeit mit der Nukleaseaktivitdt von RISC (Hammond et
al., 2000). Aufgrund der Beobachtungen schlof man auf eine Verbindung von Ko-
Suppression in Pflanzen und RNAI in Tieren, welche in einer Modellvorstellung resultierte:
Der initiale Schritt bei der Unterdriickung von Genen erfolgt durch Erkennung von dsRNA

durch ein Enzym, welches dsRNA in 21-25 nt lange Abschnitte schneidet. Diese kurzen
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entstehenden siRNAs (small interfering RNAs) wiederum leiten den Effektor-Komplex RISC
zu ihren homologen mRNA-Substraten, welche anschlieBend zerschnitten werden. Bei
genauerer Untersuchung der Struktur dieser kurzen siRNAs entpuppten sich diese als
doppelstringige RNAs mit 5’-phosphorylierten Enden und charakteristischem 3’-Uberhang
zweier Nukleotide (Elbashir et al., 2001b). Die Suche nach dem Enzym, welches diese
siRNAs herstellte, fiihrte zur Familie der RNaselll-Enzyme, da bekannt war, daf} diese
Familie von Enzymen dsRNA schneidet und 5’-phosphorylierte Enden zuriicklaBt.
SchlieBlich wurden Vertreter der Klasse III von RNaselll-Enzymen, welche eine dsRNA-
Bindungsdoméne und eine katalytische Domiéne aufwiesen, als verantwortliche Enzyme
identifiziert (Bernstein et al., 2001). Die Vertreter der Klasse III von RNaselll-Enzymen
werden Dicer genannt und prozessieren dsSRNA zu siRNA, wodurch RNAi ausgelost wird. Es
handelt sich um hochkonservierte Enzyme, welche in verschiedensten Organismen, darunter
Arabidopsis, Drosophila und C. elegans entdeckt wurden, und iiberall auf die gleiche Weise
dsRNA erkennen und diese zu siRNAs prozessieren (Bernstein et al., 2001; Ketting et al.,
2001; Knight und Bass, 2001; Grishok et al., 2001).

Bereits in frithen Experimenten konnte gezeigt werden, da3 RNAi-spezifische Ereignisse den
ganzen Organismus durchdringen konnen und in manchen Fillen sogar vererbbar sind
(Palauqui et al., 1997; Fire et al., 1998). Es muflte also ein Mechanismus existieren, welcher
einerseits Signale von Zelle zu Zelle weiterleitet, andererseits verstarkend wirkt. So fiihrte die
Verabreichnung von siRNAs in C. elegans nicht nur zur Degradierung der kognitiven mRNA,
sondern auch zur Produktion verschiedener neuer siRNAs (Sijen et al., 2001). In dieser
heterogenen Ansammlung von siRNAs fanden sich nicht nur Sequenzen, welche den
verabreichten siRNAs homolog waren, sondern auch Sequenzen, welche Abschnitten aus
anderen Bereichen der angegriffenen mRNA homolog waren. Durch weitere Untersuchungen
gelangte man zu der Erkenntnis, dafl fiir die Amplifikation der siRNAs eine Klasse von
Enzymen, die RARPs (RNA-directed RNA polymerases) verantwortlich ist, welche zuvor in
Tomaten entdeckt wurde (Schiebel et al., 1998). Auch in C. elegans und Drosophila wurden
anschliefend verwandte Enzyme entdeckt (Smardon et al., 2000; Lipardi et al., 2001). In einer
Modellvorstellung geht man davon aus, dal siRNA als Primer fiir die Amplifikation von
weiterer dSRNA fungiert. Dabei wird die Amplifikation durch RdRPs katalysiert. Obwohl die
Anwesenheit von RdRPs fiir die Auslosung von RNAI in Drosophila nicht erforderlich ist,
bleibt dennoch die Vorstellung, dal solche Enzyme die RNAi-Antwort durch Produktion
neuer dsRNA verstirken, so wie z. B. die Expressionsrate bei Vorhandensein zahlreicher

Kopien eines bestimmten Transgens steigt.
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1.4.2 RNA-Interferenz in Sidugerzellen

Bis vor einiger Zeit existierte die allgemeine Auffassung, dal die Verabreichung von dsRNA
in Sdugerzellen ausschlieBlich zu einer Immunantwort fiihrt. In erster Linie ging es dabei um
die Induktion eines Interferon-regulierten Signalweges, welcher zur Abwehr viraler
Infektionen dient. Dabei wird infolge der Bindung von dsRNA an PKR (dsRNA-dependent
protein kinase), diese Kinase aktiviert, wodurch ein unspezifischer Abbau von zellulidren
RNAs eingeleitet wird (Williams, 1997). Zusitzlich aktiviert PKR ELF2a (elongation
factor 2a). Die Folge ist eine Hemmung der zelluldren Proteinsynthese (Clemens und Elia,
1997). Im Hinblick auf die Strategie, durch Verabreichnung von dsRNA die Expression eines
bestimmten Sdugergens zu unterdriicken, schien die Aktivierung des Interferon-Signalweges
unumginglich zu sein. Auf der anderen Seite machte man die Beobachtung, daf3
Komponenten, welche an RNAi-spezifischen Mechanismen beteiligt waren, hoch konserviert
waren und auch in Sdugerzellen vorhanden waren (Bernstein et al., 2001). So fiihrte die
Einschleusung von dsRNA in embryonale Stammzellen der Maus, in welchen antivirale
Mechanismen in der Regel keine Interferonantwort auslésen, zu spezifischen Gen-Antworten
(Hannon, 2002). Wie konnte man also die RNAi-vermittelte Suppression eines Sdugergens
unter Umgehung der Interferonantwort auslosen? Die Antwort lieferten Tuschl und Kollegen,
welchen es durch Applikation kurzer 21 nt langer siRNAs zum ersten Mal gelang, ohne die
Aktivierung des Interferon-Signalwegs RNAI1 in Sédugerzellen auszuldsen (Elbashir et al.,
2001a).

siRNAs konnen auf vielfiltige Art und Weise in Sdugerzellen iiberfiihrt werden. Die Antwort
der Zellen ist dabei abhidngig von unterschiedlichen Faktoren wie Transfektionseffizienz,
intrazelluldrer siRNA-Konzentration und Potential der siRNA, RISC zur kognitiven
Zielsequenz zu leiten. Sogar eine weniger potente siRNA ist in der Lage, die Expression des
Zielgens zu unterbinden, vorausgesetzt sie liegt in ausreichender Konzentration vor. Auf der
anderen Seite bewirken sehr hohe siRNA-Konzentrationen nicht erwiinschte Nebeneffekte
(off-target effects), welche in der Hemmung der Translation von Transkripten bestehen. Diese
Hemmung wird hervorgerufen durch partielle Sequenzhomologien (Jackson und Linsley,
2004).

Die zeitlich stark limitierte Wirkung von siRNAs fiihrte zu der Uberlegung, RNAi in
Saugerzellen durch Einschleusung von siRNA-exprimierenden Genen auszulosen. Paddison
und Kollegen benutzten in einem Vektor-basierten Ansatz einen U6 snRNA-Promotor zur

Expression von shRNA (short hairpin RNA), welche eine Haarnadel-Struktur aufwies
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(Paddison et al., 2002). Dabei wurden RNA-Sequenzen unterschiedlicher Linge exprimiert,
welche so konzipiert waren, da3 sense- und antisense-Strang durch Bildung einer Schleife
intramolekular hybridisierten. Die vorliegende shRNA wurde durch Dicer zu wirksamer
siRNA prozessiert. In einer weiteren Studie wurde die Linge der Schleife kritisch betrachtet.
Es fiel dabei auf, daB shRNA mit einer intramolekularen Schleife von neun nicht-
hybridisierten Nukleotiden am besten durch Dicer in charakteristische siRNA prozessiert
wurde und somit die grofite Wirkung erzielte (Brummelkamp et al., 2002a). Alternativ zur
Expression von shRNA wurden in einem weiteren Ansatz sense- und antisense-RNA-Strang
getrennt exprimiert, welche anschlieend zu siRNA hybridisierten (Yu et al., 2002).

Transfektion von
Plasmid-Vektoren

Transfektion von siRNAs l

aus chemischer Synthese Retroviren
shRNA TIIIIIL )

Dicing — op
R SiRNA &
Jmmr e OHMOH P /
AT / Transposons

a;ktivierung von RISC T
\ Zellkern
\_&Mww

Degradierung von mRNA

Abb. 1.3: Modell des RNA-Interferenz (RNAi)-Mechanismus. Im Laufe der Evolution
entwickelten lebende Zellen Mechanismen, um sich vor viralem Befall zu schiitzen. Doppelstringige
RNA (dsRNA), welche von Retroviren im Zuge der Replikation ihres Genoms produziert wird, wird
vom Enzym Dicer (schwarz dargestellt), einem Vertreter der RNase III-Enzyme, zu kurzen 21 nt
langen siRNAs (small interfering RNAs) prozessiert. Diese kurzen siRNA-Doppelstringe werden
durch ihre charakteristische Struktur von einem Multienzymkomplex namens RISC (RNA-induced
silencing complex; braun dargestellt) erkannt und inkorporiert. Die Sequenz des antisense-Strangs der
siRNA ist dabei fiir die Erkennung von kognitiver mRNA (blau dargestellt) verantwortlich, welche
von RISC gebunden und durch die Endonuklease-Funktion des Komplexes zerschnitten wird. Dadurch
kommt es zur Degradierung von mRNA-Transkripten. Intrazelluldr exprimierte shRNAs infolge
Transfektion von Plasmid-Vektoren werden in gleicher Weise wie lange dsRNA von Dicer zu
wirksamer siRNA prozessiert. Mittels Applikation chemisch sythetisierter siRNAs kann RNAi
dagegen direkt ausgelost werden. Bei Sidugerzellen unterliegt der RNAi-Mechanismus
Einschriankungen. So bewirkt die Applikation langer dsSRNA unspezifische Immunantworten. Um
RNAIi im Sdugersystem auszulosen, miissen betreffende Sdugerzellen mit siRNAs aus chemischer
Synthese oder shRNA-exprimierenden Plasmiden transfiziert werden.
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Die entwickelten Systeme zur Expression von siRNA oder shRNA konnten auf
verschiedenste Weise in die Zielzelle iberfithrt werden, darunter mittels transienter
Transfektion oder durch viral-vermittelte Infektion (Brummelkamp et al., 2002b).

Beobachtungen beziiglich unterschiedlicher Wirksamkeit von siRNA bzw. shRNA
resultierten in einem Determinismus, welcher Regeln fiir das Entwerfen moglichst effektiver
siRNAs aufstellte. So mu3 die in RISC inkorporierte siRNA der Zielsequenz der mRNA
komplett homolog sein. Es reicht dabei schon eine einzige nicht komplementire Base
(mismatch) aus, um den RNAi-Effekt drastisch zu vermindern (Elbashir et al., 2001b). Des
weiteren zeigten siRNAs mit einer Sequenzhomologie von mindestens 11 Nukleotiden Kreuz-
Interferenzen mit anderen Genen (off-target effects) (Jackson et al., 2003). Daher ist es
unumginglich, da3 beim Entwerfen von siRNAs die verwendete Zielsequenz mit der Gen-
Bank abgeglichen wird, um Kreuz-Interferenzen auszuschlieBen, welche auf andere Gene

zielen. Dies wird in der Regel unter Verwendung eines BLAST-Algorithmus (Altschul et al.,

1990) erreicht.
dsRNA siRNA shRNA
100-500 nt 19-23 nt 19-23 nt

Abb. 1.4: Struktur doppelstringiger RNA. Doppelstringige RNA mit einer Linge von 100-500 nt
wird als dsRNA bezeichnet. siRNA (small interfering RNA), welche durch das Enzym Dicer
prozessiert wird oder durch chemische Synthese hergestellt werden kann, hat eine Linge von 19-23 nt
mit charakteristischen 3’-Uberhiéingen von jeweils zwei Uridin-Nukleotiden. Um RNAI iiber einen
ldngeren Zeitraum auslosen zu konnen, besteht die Moglichkeit, mittels Transfektion von Plasmid-
Vektoren intrazelluldr shRNA (short hairpin RNA) zu exprimieren. Dabei wird ein RNA-Einzelstrang
synthetisiert, welcher intramolekular hybridisiert und eine Haarnadelstruktur durch nicht-
hybridisierende Basen ausbildet. SiRNA wird intrazelluldr analog der dSRNA durch das Enzym Dicer
zu wirksamer siRNA prozessiert.

Aufgrund der Ergebnisse aus breit gefacherten Versuchen, in welchen eine gro3e Anzahl von
siRNAs getestet und in bezug auf ihre Wirksamkeit klassifiziert wurden, stellte man weitere
Regeln auf. Dabei wurde nach charakteristischen Merkmalen geschaut, welche wirksame
siRNAs von weniger wirksamen unterscheiden (Khvorova et al., 2003). So gilt, da3 siRNAs,
welche am 5’-Ende ihres antisense-Stranges bzw. am 3’-Ende des sense-Stranges eine
geringere Thermostabilitit ihrer Helix aufweisen, generell wirksamer sind, als siRNAs mit
umgekehrten Eigenschaften. Des weiteren sollte der G/C-Gehalt knapp unterhalb von 50%
liegen und es sollten moglichst keine internen Motive wiederholt auftreten. Weitere wichtige

Determinanten fiir die Einbringung der siRNAs in den RISC-Komplex sind das Auftreten
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bestimmter Nukleotide an vier verschiedenen Positionen des sense-Stranges. So sollte an den
Positionen 3 und 19 jeweils ein Adenosin und an Position 10 ein Uridin auftreten, hingegen
sollte sich an Position 13 auf keinen Fall ein Guanosin und an Position 19 auf keinen Fall ein
Guanosin oder Cytidin befinden (Reynolds et al., 2004). Durch Untersuchungen des RISC-
Komplexes in Drosophila-Embryonen wurde die thermodynamische Ausrichtung wirksamer
siRNAs bestimmt. Dabei stellte man fest, da} die beiden Stringe einer jeden siRNA fiir die
Einbringung in den RISC-Komplex unterschiedlich gut geeignet waren (Schwarz et al., 2003).
Selbst einzelstrangige RNAs, welche in der Lage waren, RISC-Komplexe zu formieren
(Meister et al., 2004), zeigten die gleiche thermodynamische Asymmetrie, welche auch
wirksame siRNAs aufwiesen (Silva et al., 2003). Durch all diese Untersuchungen wurde
deutlich, daB} der initiale Schritt, welcher letztendlich die Wirksamkeit von siRNA ausmacht,
durch Ausbildung des RISC-Komplexes determiniert wird. Dieser Prozel ist von der Struktur
der siRNA abhingig. Durch bevorzugte Bindung eines der beiden siRNA-Stringe wird die
Formierung von RISC beschleunigt. Voraussetzung dafiir ist neben den o. g. Eigenschaften in
erster Linie die Asymmetrie der siRNA in bezug auf ihre Thermostabilitdt. Hat sich der
RISC-Komplex formiert, so spielt dies fiir die Determinierung der Wirksamkeit von siRNA
keine Rolle mehr, da die Zielsequenz auf die folgenden RISC-vermittelten Reaktionskinetiken

wie Bindung und Zerschneiden der kognitiven mRNA keinen Einfluf hat.

1.4.3 RNA-Interferenz als Werkzeug zum Studium der Genfunktion

Eine der ersten Entscheidungen, welche bei RNAi-basierten Experimenten getroffen werden
mul}, ist die Frage der Verwendung von siRNA aus chemischer Synthese oder
shRNA/siRNA-exprimierenden Expressionsplasmiden. Die Vorteile von siRNA liegen in der
unaufwendigen Synthese und einer groen Transfektionseffizienz, gepaart mit der hochst
moglichen intrazelluldren Konzentration. Ein groBer Nachteil liegt jedoch in ihrer transienten
Wirkung, welche zeitlich duflerst begrenzt ist. Ein weiterer Nachteil ist die durch Zellteilung
deutlich verminderte Konzentration von siRNAs in Tochterzellen. So weisen Sdugerzellen
keinen Mechanismus auf, welcher RNAi durch Amplifikation verstdrkt oder verbreitet, wie
dies in C. elegans der Fall ist. Dazu kommen Faktoren wie physiologische Verdnderungen
durch Transfektionen.

Die Applikation von shRNA/siRNA-exprimierenden Plasmiden ist dagegen anfinglich durch
einen groBeren Aufwand gekennzeichnet. So miissen betreffende Konstrukte zunichst
kloniert und sequenziert werden, damit eine fehlerfreie Expression sichergestellt ist.

Zusitzlich miissen die Strukturen der shRNA-kodierenden Oligonukleotide so gewihlt
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werden, daB} die exprimierten shRNAs moglichst effektiv zu wirksamen siRNAs prozessiert
werden. Ein groBler Vorteil ist jedoch die nachhaltige Wirkung der Expressionsplasmide. Des
weiteren kann durch virale Infektion eine stabile genomische Integration erreicht werden,
wodurch die Expression von shRNA/siRNA auf unbestimmte Zeit erfolgen kann.

Sowohl siRNAs als auch shRNA/siRNA-exprimierende Vektoren wurden fiir genetische
in vivo-Studien, meist in Miusen, benutzt. Die erste effektive RNAi-vermittelte Repression
eines Gens im adulten Tier fiihrte unter Verwendung sowohl von siRNA als auch von
shRNA-exprimierenden Plasmiden zu einer Inhibierung der Expression eines Luciferase-
Reportergens in der Leber von Miusen (McCaffrey et al., 2002). In weiteren Experimenten
konnten siRNAs oder Plasmid-Vektoren mittels direkter Injektion in Méiuse eingebracht
werden (Lewis et al., 2002; Layzer et al., 2004). Langer andauernde in vivo-Effekte konnten
dagegen nur in stabiler Situation beobachtet werden.

So konnte das Wachstum einer Tumorzellinie, in welche zuvor eine Kassette zur konstitutiven
Expression von shRNA gegen das Onkogen Ras integriert wurde, in einem Xenograft-Modell
inhibiert werden (Brummelkamp et al., 2002b). Sogenannte Mosaik-Miuse wurden
geschaffen, indem man Stammzellen mit stabil integrierten RNAi-Systemen generierte und
diese zur Regeneration von Organen verabreichte (Rubinson et al., 2003; Hemann et al.,
2003). In anderen Ansdtzen wurden durch stabile Integration konstitutiv aktiver RNAi-
Kassetten in embryonale Stammzellen der Maus Tiere geschaffen, welche die Expression
eines bestimmten Zielgens inhibierten (Hasuwa et al., 2002; Carmell et al., 2003; Kunath et
al., 2003). Diese neu erworbenen Eigenschaften waren vererbbar und traten ebenso in den
Folgegenerationen der Tiere auf. Letzten Endes konnte stabile RNAi durch Entwicklung
transgener Tiere angewendet werden und in induzierbarer oder gewebsspezifischer
Unterdriickung eines oder mehrerer Gene resultieren. Durch die Erstellung Genom-
umfassender Bibliotheken von siRNAs konnte so die Funktion von Genen auf breiter Ebene
definiert werden. In kleinerem Umfang wurde dies bereits in verschiedenen Studien getan. So
wurden z. B. durch den Einsatz von 148 verschiedenen siRNAs Gene aus dem Signalweg der
PI 3-Kinase (phosphatidyl-inositol 3-OH kinase) gesucht, welche Akt, ein Substrat der
PI 3-Kinase phosphorylierten (Hsieh et al., 2004). In weiteren Experimenten wurde eine
Bibliothek shRNA-exprimierender Vektoren gegen de-ubiquitinierende Enzyme eingesetzt,
um die Relevanz solcher Enzyme bei der Krebsentstehung zu studieren. Dabei wurde das
Tumorsuppressorgen CYLD (cylindromatosis susceptibility gene) als Suppressor der Aktivitit
von NFxB, einem fiir Proliferation, Immunantwort und Apoptose sehr wichtigen

Transkriptionsfakor, identifiziert (Brummelkamp et al., 2004). shRNA-Bibliotheken konnten
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auch durch phénotypisches Screening von Zellen, wie z. B. dem Wachstumsverhalten,
untersucht werden. Auf diese Weise wurden fiinf neue Gene identifiziert, welche Einfluf} auf
den p53-Signalweg hatten (Berns et al., 2004). Durch diese und weitere Entwicklungen wird
es voraussichtlich méglich sein, die Signaltransduktion nicht nur von Zellinien, sondern auch

von gesamten Organismen zu beschreiben.

1.4.4 Potential von RNA-Interferenz als Therapieform gegen Krebs

Die Entdeckung und Erforschung der RNA-Interferenz fiihrte zu der Erkenntnis, diese nicht
nur als Werkzeug zur Erforschung von Genfunktionen anzusehen. Vielmehr steigerten sich im
Laufe der Zeit die Erwartungen, diese Methode fiir die Therapie zu nutzen. Obwohl die
Wirksamkeit von siRNA bereits in Tiermodellen bestétigt wurde, ist fiir die Anwendung von
siRNA im Rahmen mdglicher Therapien gegen Krebs die Bewertung ihrer Wirksamkeit in
Tumorzellen zwingend erforderlich. Zunéchst jedoch miissen geeignete Zielgene, welche
Einfluf} auf die Proliferation der Zellen haben, identifiziert und ausgewihlt werden. In der
Praxis sind dies hdufig mutierte oder translozierte Gene. So wurde bereits die Expression
prominenter Gene wie K-Ras (Brummelkamp et al., 2002b), mutiertem p53 (Martinez et al.,
2002) oder Her2/neu (Faltus et al., 2004; Choudhury et al., 2004) effizient unterdriickt. Nach
Auswahl relevanter Zielgene ist eine optimale Gestaltung der siRNA-Sequenzen nach den in
Kap. 1.4.2 beschriebenen Kriterien erforderlich. Des weiteren miissen funktionelle Analysen,
beispielsweise iiber Morphologie, Proliferation oder Apoptoserate der verwendeten
Tumorzellen durchgefiihrt werden, um die Anti-Tumor-Effekte verstehen und bewerten zu
konnen. In nachfolgenden in vivo-Studien miissen zugehorige Modelle abgeleitet werden,
durch welche siRNA-Effekte auf Tumoren beschrieben werden. Letzten Endes bleibt die
hauptsédchliche Herausforderung zur Entwicklung von RNAi-basierten Therapien bestehen.
Sie liegt in der geeigneten Zufiihrung der Konstrukte an ihren Zielort. So sollten siRNAs
idealerweise ins Zytoplasma der Zielzellen innerhalb des Zielgewebes eingeschleust werden.
Expressionsplasmide sollten dagegen vermehrt in die Kerne der Zellen gelangen. Einige
Experimente fiihrten bereits zur erfolgreichen Einschleusung von siRNA in vivo. So wurden
mittels direkter hydrodynamischer Applikation wirksame siRNAs in einem groen Volumen
physiologischer Kochsalzlosung in Mause injiziert (McCaffrey et al., 2002; Lewis et al.,
2002). Dies fiihrte zur erfolgreichen Unterdriickung der Expression von Luciferase- und GFP-
Reportergenen. In einer weiteren Studie wurde durch intranasale Injektion reiner siRNA die
Expression von HO-1 (Him-Oxygenase 1) der Maus unterdriickt (Zhang et al., 2004). Im

Falle der systemischen Applikation von siRNA sind Methoden zur gewebsspezifischen

26



EINLEITUNG

Einschleusung in bestimmte Organe von Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurden im
Rahmen einer Studie siRNAs durch Anlagerung von Cholesterol-Konjugaten modifiziert.
Diese Modifikationen fiihrten zu einer vermehrten Bindung der siRNAs an Serumalbumin-
Molekiile des Blutes, wodurch sie gegeniiber Nukleasen resistenter wurden. Die Folge war ein
deutlicher Anstieg modifizierter siRNAs in der Leber von Miusen (Soutschek et al., 2004).
Obwohl diese Methoden der direkten Applikation nackter siRNAs in Miusen zum Erfolg
fiihrten, ist es schwer vorstellbar, sie eines Tages unter den bisherigen Voraussetzungen beim
Menschen anzuwenden, da einige massive Hiirden iiberwunden werden mii3ten. Hier spielen
in erster Linie Hindernisse wie die Aktivitit von Nukleasen in den Blutgefden eine Rolle.
Um siRNAs dennoch gewinnbringend fiir die Krebstherapie einzusetzen, liegt das
Augenmerk bei einem der Forschungsansitze deshalb auf der Entwicklung geeigneter
Vehikel, welche einen Angriff durch Nukleasen massiv erschweren. So konnten siRNAs
zusammen mit Atelokollagen, einem neutralen, nicht toxischen Makromolekiil, komplexiert
werden und durch intravendse Verabreichung eine Inhibition der Luciferase-Expression in
Xenograft-Tumoren von Maéusen erreicht werden (Minakuchi et al., 2004). In einem
orthotopen Mausmodell wurden kationische Lipid-Vesikel mit siRNAs gegen Bcl-2 formiert
und Tumor-tragenden Maéusen intravends verabreicht. Die Folge war ein starker anti-
tumoraler Effekt auf die vorhandenen Leber-Metastasen (Yano et al., 2004). In einer weiteren
Studie wurde gezeigt, dal durch intravesikale Injektion von siRNA-beladenen Liposomen das
Wachstum von Blasenkrebs in einem orthotopen Mausmodell durch Unterdriickung der Plk1-
Expression erfolgreich inhibiert werden konnte (Nogawa et al., 2005).

Neueste Studien beschiftigen sich mit der Entwicklung von Tumor-spezifischem ,,targeting®,
der gezielten Einschleusung der Wirksubstanz in Tumorzellen. Dazu miissen spezifische
Determinanten beriicksichtigt werden, welche Tumorzellen angreifbar machen. In der Regel
sind dies iiberexprimierte Rezeptoren auf der Oberfliche betreffender Zellen. Durch Bindung
des Her2/neu-Rezeptors, welcher in einigen Brusttumoren iiberexprimiert ist, konnte iiber
Antikorper-vermittelte Endozytose die erfolgreiche Aufnahme von siRNAs in Xenograft-
Tumoren der Maus gezeigt werden (Song et al., 2005). Dazu wurden Konstrukte aus
Her2/neu-spezifischen Antikorper-Fragmenten und Protamin hergestellt, an welche siRNA
gebunden werden konnte. Durch ein Gemisch von siRNAs, welche gegen die Wachstumsgene
VEGF (vascular endothelial growth factor), c-myc und MDM-2 gerichtet waren, konnte eine
erfolgreiche Inhibition von Melanomen in Xenograft-Méausen erreicht werden.

Trotz all dieser Erfolge bleibt das Problem der vergleichsweise massenhaften Herstellung von

siRNAs fiir eine mogliche Therapieform beim Menschen ungeldst. Denn eine
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Verpackungsstrategie kann die bendétigten Mengen zwar reduzieren, bleibt aber auf die sehr
aufwendige und teure chemische Synthese von siRNAs angewiesen. Um wirkungsvolle
Effekte zu erzielen, geht man bei Méusen von einer tdglich zu applizierenden Dosis von
50 mg siRNA pro kg Korpergewicht aus (Soutschek et al., 2004). Dies wiirde umgerechnet
bedeuten, da} fiir einen Menschen mit einem Korpergewicht von 75 kg eine tdgliche Dosis
von 3,75 g siRNA notwendig wire, was bei einer massenhaften humanen Anwendung
denkbare Produktionskapazititen iibersteigen diirfte. Dagegen scheint fiir die Zukunft die
Applikation von Plasmiden zur Expression von shRNA mehr Erfolg zu versprechen als eine
siRNA-Therapie. Zum einen geniigt eine geringere Wirkdosis bei Méusen, um gleiche Effekte
auszulosen (McCaffrey et al., 2002). Zum anderen ist die Herstellung von Plasmiden

unaufwendig und steht somit in keinem Verhéltnis zur Synthese von siRNA.

1.5 Das Tet-System als induzierbares Genexpressionssystem

1.5.1 Das prokaryotische Tet-System

Die beteiligten Komponenten des prokaryotischen Tet-Systems (Tetrazyklin-Systems)
wurden in Zusammenhang mit der Resistenz mancher E. coli-Stimme gegen das
Antibiotikum Tetrazyklin entdeckt. Fiir diese Resistenz spielen Gene, welche in Tn.10
(Transposon 10) resistenter Bakterien lokalisiert sind, eine wichtige Rolle: Das TetA-Protein,
ein Protonen-[Tetrazyklin/Mg]"-Antiporter, welcher in der Bakterienmembran lokalisiert ist,
bewirkt unter Einschleusung von Protonen die gleichzeitige Ausschleusung von Tetrazyklin
(Yamaguchi et al., 1990; Yamaguchi et al., 1991). Die Expression des TetA-Proteins wird auf
transkriptioneller Ebene vom Tetrazyklin-abhingigen TetR (Tetrazyklin-Repressor) reguliert.
In Abwesenheit des Induktors Tetrazyklin bildet TetR ein Dimer und bindet an TetO; und
TetO, (Tetrazyklin-Operator 1 und 2), zwei Operatorsequenzen, welche innerhalb des
Promotors fiir das Resistenzgen TetA und des eigenen Promotors fiir TetR lokalisiert sind.
Dadurch wird die Genexpression von TetA und TetR blockiert. Betritt nun Tetrazyklin die
Zelle, so bindet es als [Tetrazyklin/Mg]"-Komplex an TetR (Takahashi et al., 1986).
Aufgrund der nun erfolgenden Konformationsinderung von TetR (Orth et al., 2000), wird die
weitere Bindung von TetR an die Operatorsequenzen TetO; und TetO, verhindert (Lederer et
al., 1996) (siehe auch Abb. 1.5). Die Folge ist ein massiver Anstieg der Expression von TetA
und TetR, die zu einer schnellen Reduzierung der intrazelluldren Tetrazyklin-Konzentration
fiihrt (McMurry et al., 1980), wodurch die Expression von TetA und TetR erneut unterdriickt
wird. Somit liegen der Expression beider Gene negative Riickkopplungsmechanismen

zugrunde.
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Abb. 1.5: Die Funktion des Tet-Repressors (TetR) innerhalb des prokaryotischen Tet-Systems.
In Abwesenheit von Doxyzyklin (Dox), einem synthetischen Tetrazyklin-Analogon besetzt der
prokaryotische TetR (rot dargestellt) seine zugehorige Operatorsequenz TetO (griin dargestellt)
innerhalb eines Promotors, wodurch die RNA-Polymerase blockiert wird und keine Expression eines
nachgeschalteten Gens stattfinden kann. Dagegen bewirkt die Anwesenheit von Doxyzyklin eine
Konformationsidnderung der Struktur von TetR, wodurch der Kontakt zu TetO verloren geht. Die
Folge ist eine Aufhebung der Blockade des beteiligten Promotors, worauf die RNA-Polymerase mit
der Transkription eines nachgeschalteten Gens beginnen kann. TATA = TATA-Box (gelb dargestellt).

Steigende Expressionsraten des TetA-Proteins sind schidlich fiir die Bakterienzelle, eine
Uberexpression aufgrund des steigenden Membranpotentials gar lethal (Berg et al., 1988;
Eckert und Beck, 1989). Deshalb muf3 die Expression von TetA in Abwesenheit von
Tetrazyklin strikt unterdriickt werden. Auf der anderen Seite mufl das Protein nach Diffusion
von Tetrazyklin in die Zelle so schnell exprimiert werden, da3 es noch vor einer Steigerung
der zytoplasmatischen Tetrazyklin-Konzentration, welche eine Translationshemmung
hervorruft, exprimiert werden kann. Dies erfordert zum einen eine hohe Affinitit von TetR fiir
TetO und zum anderen ein hohe Affinitidt von Tetrazyklin fiir TetR, damit auf der einen Seite
die Basalaktivitit des TetA-Promotors gering gehalten wird, gleichzeitig aber sichergestellt
wird, dall bei steigenden intrazelluldren Tetrazyklin-Konzentrationen die Expression von
TetA rechtzeitig anspringt, bevor die Translation inhibiert wird. Dazu gehort, dal TetA in
einer hohen Frequenz, aber nur kurzzeitig, exprimiert wird. Fiir eine sensitive Induktion der
TetA-Expression ist eine geringe TetR-Expression vonnéten, da E. coli-Stimme mit einer
hohen TetR-Expressionsrate fiir eine Induktion sehr hohe Tetrazyklin-Konzentrationen

benotigen (Bertrand et al., 1984).

1.5.2 Anwendungen des prokaryotischen Tet-Systems in eukaryotischen

Organismen
Die beschriebenen Eigenschaften der feinen Regulierbarkeit von TetR zusammen mit der
langjdhrigen Verwendung von Tetrazyklin in klinischen Versuchen machten sich einige
Forscher zunutze, indem sie TetR fiir die Regulation der Transkription in eukaryotischen

Systemen einsetzten (Gossen et al., 1993; Saez et al., 1997; Baron und Bujard, 2000). In der
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ersten Studie, welche Tetrazyklin-induzierbare Regulation der Genexpression in
eukaryotischen Organismen beschreibt, wurde der urspriingliche bakterielle TetR benutzt, um
die Transkription zu reprimieren (Gatz und Quail, 1988). Dabei wurde durch einfache
Bindung des TetR an seine Operatorsequenz, welche zuvor in direkte Nachbarschaft der
TATA-Box oder des Transkriptionsstartpunktes eingefiigt wurde, die Bindung der RNA-
Polymerase und weiterer Transkriptionsfaktoren blockiert (Gatz et al., 1991; Gossen et al.,
1993). Die Expression des TetR stand unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors mit
hoher Expressionsrate. In nachfolgenden Studien wurden regulierbare Genexpressionssyteme
auf Basis aller drei Typen von RNA-Polymerase-abhingigen Promotoren entwickelt. So
wurde ein RNA-Polymerase I-abhédngiger Promotor unter Tetrazyklin-regulierbare Kontrolle
gestellt, indem man eine  TetO-Sequenz  unmittelbar  stromaufwirts  des
Transkriptionsstartpunktes einfiigte (Yan et al., 2001). In einem weiteren Experiment wurden
alternativ ein oder zwei TetO-Sequenzen in unmittelbarer Nachbarschaft der TATA-Box
eines RNA-Polymerase IlI-abhingigen Promotors eingefiigt (Ohkawa und Taira, 2000).
Hierbei wurde fiir den Promotor-Typ mit zwei inserierten TetO-Sequenzen eine vollstindige
Inhibierung der Genexpression beobachtet. Des weiteren wurde eine TetR-vermittelte
Inhibition der RNA-Polymerase II-abhéngigen Expression in Pflanzen (Heins et al., 1992),
Pilzen (Faryar und Gatz, 1992) und Sédugerzellen (Yao et al., 1998) erreicht. Diese geschah
am besten durch Insertion mehrerer TetO-Sequenzen in unmittelbare Nachbarschaft der
TATA-Box betreffender Promotoren. Dagegen mufite die Insertion von ein bis vier TetO-
Sequenzen unmittelbar stromabwirts des Transkriptionsstartpunktes erfolgen, um die
Genexpression RNA-Polymerase II-abhédngiger Promotoren in Einzellern zu unterdriicken
(Hamann et al., 1997; Sun und Tai, 2000). Durch die Beobachtung verbliebener
Basalaktivititen nach Bindung von TetR an die zugehorige(n) TetO-Sequenz(en), welche in
einer nicht vollstindigen Repression der Genexpression sichtbar ist, wurde deutlich, daf} nicht
nur die Anzahl der eingefiigten TetO-Sequenzen, sondern auch deren Lokalisation

entscheidenden EinfluB auf die Restaktivitit des betreffenden Promotors hatten.

1.5.3 Das eukaryotische Tet-System durch Entwicklung von

Transaktivatoren und Transrepressoren

Wihrend der bakterielle TetR als transkriptioneller Repressor in Pflanzen und niederen
Eukaryoten fungieren kann, ist er in Sdugerzellen bislang weniger hiufig eingesetzt worden

(Yao et al., 1998). Zur Erlangung einer bestdndig funktionellen Form in Sdugerzellen wurde
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TetR deshalb mit verschiedenen regulatorischen Dominen fusioniert, wodurch
Hybridproteine entstanden.

Durch die Bindung einer RNA-Polymerase II-spezifischen Aktivierungsdoméne aus VP16
(virion protein 16), welche aus dem Herpes-Simplex-Virus stammt, wurde ein tTA
(transcriptional transactivator = transkriptioneller Transaktivator) geschaffen, welcher in
Abwesenheit von Tetrazyklin TetO-Sequenzen bindet (Gossen und Bujard, 1992). Als
korrespondierender Promotor wurde ein RNA-Polymerase II-abhéngiger Minimalpromotor
aus dem humanen Cytomegalovirus (CMV) verwendet. An diesen Promotor wurde ein
Element aus Transposon 10 von E. coli angehingt, welches sieben TetO-Sequenzen in
Tandem-Struktur enthielt. Nach der genomischen Integration des so entwickelten
induzierbaren Promotors in das Genom von tTA-exprimierenden Saugerzellen, bindet
exprimierter tTA an seine Kkorrespondierenden Operatorsequenzen innerhalb des
induzierbaren Promotors und initiiert durch Zusammenlagerung des Transkriptionskomplexes
die Expression nachgeschalteter Gene. Die Anwesenheit von Doxyzyklin, einem
synthetischen Tetrazyklin-Analogon, bewirkt dagegen eine Konformationsinderung der TetR-
Domaine, wodurch sich tTA von seinen Operatorsequenzen 16st und folglich eine Expression
nachgeschalteter Gene unterdriickt wird (siehe auch Abb. 1.6). Ein Problem der tTA-
vermittelten Genexpression bestand zunichst in der geringen Stabilitdt des tTA-Transkriptes.
Durch nachfolgende Studien, in welchen Schnittstellen fiir Endonukleasen, potentielle
Spleifistellen und Haarnadelstrukturen entfernt wurden, konnte eine deutliche Erhohung der
mRNA-Stabilitit und eine damit verbundene verstirkte Expression erreicht werden (Wells et
al.,, 1999; Urlinger et al., 2000a; Stebbins et al., 2001). Eine weitere Schwachstelle des
entwickelten Systems war die vorhandene Basalaktivitit des Promotors in Anwesenheit von
Doxyzyklin, welche von der Lokalisation der TetO-Sequenzen abhingig war. Hier konnte
durch Modifikationen ebenfalls Abhilfe geschaffen werden (Hoffmann et al., 1997). Im Laufe
der Zeit gab es immer wieder kritische Stimmen beziiglich der Anwendung des beschriebenen
Tet-Off-Systems in vivo, da die Aktivierungsdomine VP16 einen viralen Ursprung hat und
die Infektion von Herpes-Simplex-Viren eine zelluldre Immunantwort beim Menschen auslost
(Ashley et al., 1994; Mikloska und Cunningham, 1998). Nach diesen Argumenten konnten bei
Verwendung von VPl6-basierten Transaktivatoren Nebeneffekte nicht ausgeschlossen
werden. Dagegen spricht, daB in Maiusen, welche rtTA (reverse tTA =reverser
transkriptioneller Transaktivator, siehe Kapitel 1.5.4) exprimierten, keine storenden Effekte

beobachtet wurden (Bohl et al., 1997).
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Abb. 1.6: Das eukaryotische Tet-Off-System. Durch Schaffung eines Hybridproteins, bestehend aus
dem prokaryotischen TetR und der eukaryotischen Aktivierungsdomine VP16 wurde ein
transkriptioneller Transaktivator (tTA) (braun dargestellt) geschaffen. In Anwesenheit des Effektors
Doxyzyklin (Dox) kann tTA durch Konformationsidnderung der TetR-Doméne die zugehorige TetO-
Sequenz (griin dargestellt) nicht binden, wodurch die Aktivierung des Transkriptionsstarts unterdriickt
wird. Das Entfernen von Doxyzyklin aus der Umgebung versetzt die TetR-Domiéne in ihren
urspriinglichen Zustand, sodal tTA an TetO bindet und folgend die Transkription des
nachgeschalteten Gens startet. TATA = TATA-Box (gelb dargestellt).

Um mogliche Immunantworten unwahrscheinlicher zu machen, wurde der vorhandene tTA
auf zwei Weisen verindert. Im ersten Fall wurde die VP16-Domine komplett entfernt und
durch eine neu entwickelte Transaktivator-Domine ersetzt, woraufthin tTA2 entstand. Die
Aktivatordomidne von tTA2  wurde durch  Verkniipfung dreier = minimaler
Aktivierungsdominen, welche aus einem 12 AS umfassenden Motiv von VP16 abgeleitet
wurden, gebildet (Baron et al., 1997).

Zum anderen wurde in weiteren Experimenten zur Schaffung alternativer Transaktivatoren
eine Vielfalt humaner Aktivierungsdominen aus sauren, Glutamin-reichen, Serin/Threonin-
reichen und Prolin-reichen funktionellen Gruppen auf ihre Fihigkeit hin getestet, VP16 zu
ersetzen. Nach der Fusion mit TetR waren dabei ausschlieBlich saure Aktivierungsdoménen,
wie p65 aus NFkB (Urlinger et al., 2000b) oder eine Domine aus E2F4 (Akagi et al., 2001)
aktiv, und somit fiir die Substitution von VP16 geeignet.

Eine andere Strategie sah vor, den urspriinglichen aus Bakterien stammenden TetR nicht
durch Bindung einer Aktivierungsdoméne fiir das oben beschriebene Tet-Off-System zu
benutzen, sondern durch Bindung einer Repressordomine einen tTR (transkriptioneller
Transrepressor; engl. auch tTS = transcriptional trans-silencer) zu schaffen (siehe auch Abb.
1.7). Dabei wurde die KRAB (Kriippel associated box)-Doméne, eine aus dem humanen
Kox1-Gen (accession no: NM_015394) stammende Domine mit TetR fusioniert (Deuschle et
al., 1995). Die evolutiv hoch konservierte KRAB-Doméine ist eine Vertreterin der groflen
Unterklasse der C,H,-Kriippel-typischen Zinkfinger-Proteine (Bellefroid et al., 1991; Thiesen
et al.,, 1991; Mark et al., 1999). Sie ist in diesen Zinkfinger-Proteinen N-terminal lokalisiert
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und besteht aus den beiden KRAB-Boxen A und B. Nach Bindung an die DNA ist die
KRAB-Domine fiir die Bildung von Heterochromatin in einem weitrdumigen Bereich mit
einer beidseitigen Entfernung bis zu 3 kb verantwortlich (Margolin et al., 1994; Pengue et al.,
1994; Witzgall et al., 1994; Moosmann et al., 1997).

Die KRAB-Domine gilt bis heute als die potenteste Repressordomine fiir die Transkription
im Sdugersystem. Durch Verwendung des tTR konnte eine komplette Inhibition der
Transkription erreicht werden, wobei sogar CMV-Promotoren, deren Expressionsraten durch
Verstirkerelemente (enhancer) zusitzlich erhoht wurden, komplett ausgeschaltet werden
konnten (Ryu et al., 2001). Die Verwendung des tTR schien damit fiir eine stringentere
Unterdriickung der Genexpression geeigneter zu sein als die Verwendung des tTA.

tTR

TetRI KRAB

-y w tTR
Y |44

Transkription

Abb. 1.7: Die Funktion des transkriptionellen Transrepressors (tTR) TetR-KRAB. Durch Fusion
von TetR mit der aus dem humanen Kox1-Gen stammenden Repressor-Domidne KRAB wurde ein
transkriptioneller Transrepressor (tTR) (schwarz dargestellt) geschaffen. In Abwesenheit von
Doxyzyklin (Dox) bindet die TetR-Doméne des tTR an die zugehorige Operatorsequenz (TetO; griin
dargestellt). Die Repressor-Domédne KRAB verursacht dabei die Bildung von Heterochromatin in
einem beidseitigen Bereich von bis zu 3 kb Entfernung, wodurch benachbarte Promotoren, wie z. B.
der CMV-Promotor (rot dargestellt) oder der H1-Promotor (blau dargestellt) inhibiert werden. Die
Folge ist ein volliges Erliegen der Genexpression in betreffendem Bereich. Die Anwesenheit von
Doxyzyklin bewirkt eine durch Konformationsinderung hervorgerufene Bindungsunfihigkeit von tTR
an TetO, wodurch die Transkription benachbarter Gene stattfinden kann.

1.5.4 Das eukaryotische Tet-On-System

Die tTA-vermittelte Regulation der Genexpression hat einen dynamischen Bereich, in
welchem sie gut funktioniert. In der Praxis existieren jedoch einzelne Nachteile. So muf}
Tetrazyklin kontinuierlich anwesend sein, um die Genexpression zu unterdriicken. Obwohl
Tetrazyklin in den fiir die Genregulation benotigten Konzentrationen nicht toxisch ist, ist eine
lange Einwirkungszeit des Antibiotikums in transgenen Tieren nicht erstebenswert und
erscheint somit fiir eine Gentherapie ungeeignet. Des weiteren erfolgt die Induktion eines so
kontrollierten Gens sehr langsam, da das Antibiotikum komplett aus betreffendem
Organismus oder der Kultur entfernt werden muf3. Im Hinblick darauf, da Genregulation
innerhalb von Kulturen oder Organismen leichter durch Applikation einer Effektor-Substanz

ausgelost werden kann, als durch Verminderung einer Substanz (Kistner et al., 1996), wurde
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ein rtTA (reverse transcriptional transactivator = reverser transkriptioneller Transaktivator)
entwickelt, welcher die Operatorsequenz fiir TetR nur in Anwesenheit eines Induktors bindet
(Gossen et al., 1995) (siehe auch Abb. 1.8). Fiir die Entwicklung des rtTA wurde die
geldufige, aus tTA bekannte Transaktivator-Doméne VP16 belassen, die TetR-Doméne des
Hybridproteins, welche bisher in Abwesenheit von Tetrazyklin an die zugehorige
Operatorsequenz band, wurde jedoch durch Mutation verdndert (Gossen et al., 1995).

Diese Mutation der TetR-Doméne fiihrte zu einer Konformationsdnderung des DNA-
Bindemotivs, wodurch rtTA die Fihigkeit verlor, in Abwesenheit des Induktors an TetO-
Sequenzen zu binden. Hingegen bewirkte die Bindung des Induktors eine
Konformationsidnderung der mutierten TetR-Domine, wodurch die Fihigkeit erlangt wurde,
TetO-Sequenzen zu binden und folgend die Genexpression zu starten. Somit konnte unter
Verwendung des rtTA der Zeitpunkt der Induktion priziser kontrolliert werden, als unter
Verwendung des tTA.

rtTA

rTeiRl VP16
,, rtTA

V +Dox
Dox _ m
keine Transkription rtTA - Transkription
S o [FATA =~ Tet0— TATA

Abb. 1.8: Das eukaryotische Tet-On-System. Durch Schaffung eines reversen transkriptionellen
Transaktivators (rtTA) (blau dargestellt), bestehend aus einer reversen TetR-Doméne und der
Aktivierungsdomédne VP16, wurden die Eigenschaften des tTA aus dem Tet-Off-System umgekehrt.
Dazu waren Mutationen innerhalb der ursprunglichen TetR-Domiéne erforderlich, um die
Bindungsfahigkeit von rtTA an TetO (griin dargestellt) in Abwesenheit von Doxyzyklin (Dox) zu
unterdriicken. Erst durch die Doxyzyklin-vermittelte Konformationsinderung der reversen TetR-
Doméne erlangt rtTA die Fihigkeit an TetO zu binden, wodurch die Transkription aktiviert wird.

Die Anwendung des so geschaffenen Tet-On-Systems offenbarte trotz Abwesenheit von
Induktoren gelegentlich auftretende Basalaktivititen der beteiligten Promotoren, sowie
geringe Sensitivititen nach Induktion mit dem Antibiotikum. Um diese Nachteile zu
umgehen, wurden interne Modifikationen des rtTA vorgenommen, welche in der Entwicklung
zweier Derivate resultierten. Wihrend durch die Bindung des Derivates rtTA-S2 die
Basalaktivitit verwendeter Promotoren gesenkt wurde, zeigte rtTA-M?2 eine erhohte
Sensitivitit gegeniiber Tetrazyklin / Doxyzyklin (Urlinger et al., 2000a). Das eukaryotische
Tet-On-System unter Verwendung des rtTA-M?2 ist bislang das haufigste in transgenen Tieren

eingesetzte induzierbare Genregulationssystem (Ohno-Matsui et al., 2002; Grill et al., 2003).
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1.5.5 Induktionsbereiche der verschiedenen Komponenten von Tet-Off-

und Tet-On-System
Die Transaktivatoren tTA aus dem Tet-Off-System und rtTA aus dem Tet-On-System zeigten
in Studien {iiber induzierbare Genexpression unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber
verschiedenen Tetrazyklin-Derivaten. Wihrend tTA durch Tetrazyklin, Doxyzyklin und
Anhydrotetrazyklin angesprochen werden konnte (Baron et al., 1999), antwortete rtTA nur
auf Doxyzyklin und Anhydrotetrazyklin (Gossen et al., 1995). Des weiteren war tTR
gegeniiber Doxyzyklin ungefihr zweifach weniger sensitiv als rtTA (Rossi et al., 1998). Der
Induktionsbereich von tTA durch Doxyzyklin (0,1-10 ng/ml) lag deutlich unterhalb jenem
von rtTA (100-3000 ng/ml) (Baron et al., 1999), iiberlappte aber mit dem Induktionsbereich
des sensitiveren rtTA-M2 (2-200 ng/ml) (Urlinger et al., 2000a). Die der unterschiedlichen
Sensitivitidt zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang weitestgehend unbekannt. Die
Entdeckung des Tetrazyklin-Antagonisten GR33076X fiir die spezifische Bindung an TetR
(Chrast-Balz und Hooft, 1996) und die Beschreibung seiner Wirkungsweise in Pflanzen (Love

et al., 2002) lassen die Entdeckung weiterer TetR-Induktoren als wahrscheinlich erachten.

1.5.6 Vorteile des Tet-Systems gegeniiber alternativen induzierbaren

Systemen
In seinen vielen Variationen mit beteiligten Transaktivatoren, Transrepressoren und
induzierbaren Promotoren sind die Tet-Systeme die am meisten verbreiteten und am
hiufigsten angewandten induzierbaren Genregulationssysteme. Im Gegensatz zu anderen
induzierbaren Systemen fiir die konditionelle Expression von Genen, wie Steroidhormon-
regulierten Systemen (Graham, 2002), Schwermetallionen- (Skroch et al., 1993) oder
Hitzeschock-Protein-basierten Systemen (Leppa und Sistonen, 1997), deren beteiligte
Promotoren durch hohe Basalaktivititen im nicht-induzierten Zustand gekennzeichnet sind,
und LacR- (Lactose-Repressor) basierten Expressionssystemen (Deuschle et al., 1989;
Deuschle et al., 1990; Labow et al., 1990), welche schwer induzierbar sind und nur schwache
Expressionsraten aufweisen, kann das Tet-System hoheren Anspriichen geniigen. Solche
Anspriiche bestehen in der Forderung nach geringer Basalaktivitit der beteiligten Promotoren
und einer prizisen, variablen und reversiblen Regulierbarkeit. Diese Eigenschaften der feinen
Regulierbarkeit werden durch die in Kap. 1.5.5 beschriebenen sehr breit geficherten

Induktionsbereiche der verschiedenen Transaktivatoren und Transrepressoren deutlich. Diese
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Induktionsbereiche umfassen Effektor-Konzentrationen von iiber einer Zehnerpotenz (rtTA)

bis hin zu zwei Zehnerpotenzen (tTA und rtTA-M2).

1.6 RNA-Polymerase III (Pol III)-abhiangige Promotoren

Eukaryotische Expressionssysteme bedienen sich fiir die Transkription von Genen in der
Regel dreier Typen von RNA-Polymerasen. So sind Promotoren von Genen, welche zellulére
Proteine kodieren, RNA-Polymerase II-abhingig. Die RNA-Polymerase II ist somit fiir die
Produktion sdmtlicher mRNAs (messenger RNAs), welche folgend translatiert werden,
verantwortlich. RNA-Polymerase vom Typ I steuert dagegen die Expression groBer rRNAs
(ribosomaler RNAs), wihrend kleine strukturelle RNAs, wie tRNA (transfer RNA), 5S rRNA
und einige andere nicht kodierende RNAs von RNA-Polymerase [II-Enzymen exprimiert
werden (Paule und White, 2000).

Die Promotoren von RNA-Polymerase I- und II-spezifischen Genen sind sehr komplex
aufgebaut. Meistens befinden sich zusitzliche regulatorische Elemente innerhalb der zu
transkribierenden Regionen. Deshalb eignen sich solche Promotoren nur bedingt fiir die
Expression exogener Gene. Da funktionelle Studien oftmals mittels Uberexpression der
betreffenden Gene durchgefiihrt werden, setzten sich virale Promotoren fiir die Expression
exogen eingebrachter Gene durch, welche RNA-Polymerase II-abhédngig sind. Virale
Promotoren zeichnen sich nach Betreten der Zielzelle durch eine frith beginnende RNA-
Synthese und meist sehr hohe Expressionsraten aus. In diesem Zusammenhang sind die
Promotoren CMV (Cytomegalovirus) und SV40 (simian virus 40) zu nennen, welche bislang
sehr weite Anwendungsgebiete fanden. Des weiteren machte man sich fiir die Expression
exogener Gene auch andere regulatorische Motive zunutze, z. B. SV40-polyA oder HSV-TK-
polyA (Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-polyA), zwei Signale fiir die Termination der

Transkription.

1.6.1 RNA-Polymerase III-abhingige Promotoren zur Expression von

siRNAs oder shRNAs
Fiir die Expression von siRNAs oder shRNAs liegt es nahe, sich der RNA-Polymerase III-

abhédngigen Promotoren zu bedienen, welche in urspriinglicher Funktion die Expression
kleiner endogener RNAs steuern. Der hauptsidchliche Vorteil von RNA-Polymerase III-
basierten Systemen liegt in ihrer hohen Expressionsaktivitit von 4 x 10° Transkripten pro
Zelle und dem Fakt, daB3 keine zusédtzlichen Nukleotide an das Transkript angehéngt werden,

welche die funktionale Wirkungsweise und Spezifitit der exprimierten shRNAs negativ
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beeinflussen konnten. Vertreter aus der Familie der RNA-Polymerase IllI-spezifischen
Promotoren sind untereinander hoch konserviert. Thre in 5’-Richtung des Transkriptionsstarts
lokalisierte Struktur zeichnet sich durch das Vorhandensein von vier wichtigen Sequenz-
Elementen aus, welche fiir die Transkription wichtig sind: Die TATA-Box, ein in den meisten
Promotoren vorkommendes sehr typisches Motiv, befindet sich meist weniger als 50 bp
entfernt vom Transkriptionsstart. Stromaufwérts befindet sich das PSE (proximales Sequenz-
Element), gefolgt von einem stromaufwirts lokalisierten DSE (distales Sequenz-Element),
welches sich aus einem Oktamer-Motiv (3’-Bereich) und der staf binding site (5’-Bereich)
zusammensetzt. Das PSE ist neben der TATA-Box das wichtigste Motiv fiir die Anlagerung
des RNA-Polymerase III-Apparates und spielt somit fiir die Initiation der Transkription eine
wichtige Rolle (Paule et al., 2000). Trotz dieser Gemeinsamkeiten unterscheidet man
zwischen drei Typen von RNA-Polymerase Ill-spezifischen Promotoren. Eine besondere
Bedeutung im Hinblick auf ihre Verwendung zur Expression von siRNAs oder shRNAs
kommt den Promotoren des Typs III zu, da diese im Gegensatz zu RNA-Polymerase III-
Enzymen der Typen I und II keine regulatorischen Elemente in 3’-Richtung des
Transkriptionsstarts enthalten. So hatten Verdnderungen oder gar das Entfernen der
urspriinglich zu transkribierenden Sequenz keinerlei negative Auswirkungen auf die Aktivitét
des U6 snRNA-Promotors. Dieser Vertreter des Typs III der RNA-Polymerase III-
Promotoren ist in seiner urspriinglichen Funktion fiir die Expression von U6 snRNA, einem
Bestandteil des Spleilosoms, verantwortlich (Das et al., 1987; Kunkel und Pederson, 1989;
Lobo et al., 1990). Den gleichen Sachverhalt unverdnderter Promotor-Aktivitét, sichtbar in
unverdnderten Transkriptionsraten, zeigten Studien am 7SK-Promotor, einem weiteren
Typ II-Promotor, welcher die Expression einer kleinen nuklediren RNA steuert (Murphy et
al., 1987). Promotoren des Typs IIl zeichnen sich des weiteren durch einen definierten
Transkriptionsstart, welcher meist 25 bp stromabwirts der TATA-Box liegt, aus (Geiduschek
und Kassavetis, 1995). Das Terminationssignal ist ebenfalls genau definiert. So bricht die
RNA-Polymerase III bei einem Sequenzmotiv aus fiinf aufeinanderfolgenden Thymidinen die
Transkription ab, sobald das zweite komplementédre Uridin an das Transkript angehdngt wird
(Baer et al., 1990). Ein weiteres auffilliges Merkmal der Vertreter von Typ III-Promotoren ist
der nahezu konstante Abstand zwischen PSE und TATA-Box, welcher zwischen 15 und 20
Nukleotiden liegt (Lescure et al., 1991; Goomer und Kunkel, 1992). Hieraus wird die bereits
oben erwihnte tragende Rolle beider Elemente fiir die Zusammenlagerung des RNA-

Polymerase III-Komplexes deutlich.
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In einer Modellvorstellung bindet PTF (PSE-bindender Transkriptionsfaktor) an PSE (Yoon
et al., 1995) und tritt mit TBP (TATA-Box-bindendes Protein), welches gleichzeitig an die
TATA-Box bindet, sowie TFIIIB (Transkriptionsfaktor III B) in Wechselwirkung (Bai et al.,
1996). Aufgrund dieser Wechselwirkung kommt es zur Rekrutierung weiterer
Transkriptionsfaktoren, woraufhin die RNA-Polymerase IIl bindet und einen stabilen
Komplex bildet, wodurch der Transkriptionsstart ausgelost wird (Henry et al., 1995). Eine
wichtige Rolle bei der Bindung von PTF an PSE kommt dem Faktor Oct-1 zu, welcher an das
Oktamer-Motiv innerhalb des DSE bindet (Murphy et al., 1989). In Anwesenheit von Oct-1
kann PTF deutlich schneller an das PSE binden als in Abwesenheit von Oct-1 (Mittal et al.,
1996). Fiir den 7SK-Promotor verkiirzt sich so die Zeit bis zum Transkriptionsstart um das
Zehn- bis Zwanzigfache (Murphy et al., 1992). Des weiteren wurde durch Mutationsanalysen
festgestellt, da3 Oktamer-Motiv und staf binding site zusammen zu voller Promotor-Aktivitit

beitragen (Danzeiser et al., 1993).

1.6.2 Der U6 snRNA-Promotor

Der am besten charakterisierte RNA-Polymerase IlI-abhédngige Promotor des Typs-III ist der
U6 snRNA-Promotor, welcher die Expression des RNA-Teils der U6-Untereinheit des
SpleiBosoms steuert. Die Bereiche innerhalb des Promotors, welche fiir wirkungsvolle
Expression notwendig sind, sind die vier bekannten Sequenz-Motive, welche in der ca. 300 bp
umfassenden Region in 5’-Richtung des Transkriptionsstarts (Position +1) lokalisiert sind. Es
handelt sich dabei um die TATA-Box (Position -30 bis -25), das PSE (Position -66 bis -47)
und das DSE (Position -244 bis -214), welches sich in Oktamer-Motiv und staf binding site
untergliedert (Bark et al., 1987; Carbon et al., 1987; Kunkel und Pederson, 1988) (siehe
Abb. 1.9).

In einem der ersten Versuche zur Vektor-vermittelten RNA-Interferenz wurde ein U6 snRNA-
Promotor-basierter ~Ansatz  verfolgt. Durch Klonierung von shRNA-kodierenden
Oligonukleotiden inkl. Terminationssignal unmittelbar stromabwirts des definierten
Transkriptionsstarts, konnten Plasmide generiert werden, welche unter Kontrolle des
U6 snRNA-Promotors konstitutiv  shRNA exprimierten. So konnte in dieser Studie die
Sequenz-spezifische Inhibition der Genexpression mehrerer Gene in verschiedenen Zellinien
durch intrazelluldr generierte shRNAs gezeigt werden (Paddison et al., 2002). In zahlreichen
weiteren Studien wurde folgend mittels U6 snRNA-Promotor-basierten Ansdtzen die
erfolgreiche Expression wirksamer siRNAs/shRNAs bestitigt (Sui et al., 2002; Yu et al.,
2002; Lee et al.,, 2002; Paul et al., 2002). Somit war der U6 snRNA-Promotor nach
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Entdeckung der Moglichkeit, shRNA in Sdugerzellen zu exprimieren, der zunichst am

hiufigsten benutzte RNA-Polymerase [lI-abhingige Promotor.

1.6.3 Der H1-Promotor

Ein neben dem U6 snRNA-Promotor sehr gut charakterisierter Promotor des Typs Il von
RNA-Polymerase III-abhéngigen Promotoren ist der HI-Promotor. Das H1-Gen (accession
no: X16612) kodiert die RNA-Komponente der humanen nukledren RNaseP, welche bei der
5’-Prozessierung von tRNA-Molekiilen im Zellkern beteiligt ist (Baer et al., 1990). Durch
mutagene Studien wurde herausgefunden, dafl ausschlieBlich stromaufwirts des
Transkriptionsstarts lokalisierte Sequenzbereiche fiir die Expression der HI-RNA zustindig
sind. Hingegen spielen interne Sequenzbereiche in 3’-Richtung des Transkriptionsstarts fiir
die Expression keine Rolle (Hannon et al., 1991). Der H1-Promotor ist im Gegensatz zum
U6 snRNA-Promotor deutlich komprimierter aufgebaut. So ist seine Sequenzlinge von
100 bp gegeniiber jener des U6 snRNA-Promotors um iiber 200 bp verkiirzt (siche Abb.1.9).
Vom Transkriptionsstart ausgehend, hat die TATA-Box des HI-Promotors (Position -30 bis
-25) die gleiche relative Lage, wie jene des U6 snRNA-Promotors. Ein groBer Unterschied
zwischen HI-Promotor und U6 snRNA-Promotor, welcher den HI1-Promotor einzigartig
macht, besteht jedoch in der Lokalisation von PSE und DSE. Wihrend im U6 snRNA-
Promotor PSE und DSE 147 bp voneinander getrennt vorliegen, grenzen sie im H1-Promotor
unmittelbar aneinander (PSE: -68 bis -51; DSE: -100 bis -69) (Myslinski et al., 2001). Durch
seine Kompaktheit und den genau definierten Transkriptionsstart 25 bp stromabwirts der
TATA-Box, sowie einen genau festgelegten Transkriptionsstopp der RNA-Polymerase III bei
einem Motiv von fiinf direkt aufeinanderfolgenden Thymidinen (Baer et al., 1990), ist der
H1-Promotor fiir die Expression kleiner RNAs mit definierter Lange besonders geeignet. Ein
Vorteil des H1-Promotors gegeniiber dem U6 snRNA-Promotor mag darin begriindet sein,
da3 Mutationen nahe dem Transkriptionsstart keinen negativen Einfluf auf seine
Expressionsaktivitdit haben. Solche Mutationen sind durch den Einbau von
Restriktionsschnittstellen, welche fiir die Klonierung notwendig sind, unumgénglich.

Die erste Studie, in welcher H1-Promotor-vermittelte konstitutive Expression wirksamer
shRNA gezeigt werden konnte, erfolgte nur wenige Wochen nach Veroffentlichung des ersten
U6 snRNA-Promotor-vermittelten Systems (Brummelkamp et al., 2002a). Dabei konnte die
erfolgreiche Inhibition mehrerer Zellzyklus-relevanter Gene, wie CDHI, Plkl oder p53
gezeigt werden. In einer weiteren Studie wurden H1-Promotor-basierte Plasmid-Vektoren zur

Expression von shRNA mittels Retroviren in Sdugerzellen eingeschleust (Brummelkamp et
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al., 2002b). So konnte zum ersten Mal die Expression des K-Ras-Onkogens in Tumorzellen
unterdriickt werden. Dagegen blieb die Expression des Wildtyp-Allels unbeeinflufit. Die
Eignung des H1-Promotors wurde zusétzlich durch eine weitere Studie iiber Plasmid-Vektor-

vermittelte konstitutive Expression von shRNAs (McManus et al., 2002) verdeutlicht.
U6 snRNA-Promotor

DSE JPsE | TATA g

-244 -214 -66 -47 -30 -25 +1

H1-Promotor

DSE E TATA g
-100 -69 -51 -30 -25 +1

Abb. 1.9: Allgemeine Struktur von RNA-Polymerase III-abhiingigen Promotoren des Typs III.
Die Besonderheit der Typ III-Promotoren liegt in ihrer Struktur, in welcher die fiir die Transkription
essentiellen Motive ausschlieBlich in 5°-Richtung des Transkriptionsstarts (+1) liegen. Die zur
Expression von siRNA/shRNA am haufigsten verwendeten Vertreter, der U6 snRNA-Promotor und
der H1-Promotor, haben einen definierten Transkriptionsstart, welcher 25 bp in 3’-Richtung der
TATA-Box (gelb dargestellt) liegt. Ein groBer Unterschied zwischen den beiden Promotoren besteht
in der Linge ihrer Sequenz. Wihrend im U6 snRNA-Promotor das proximale Sequenzelement (PSE;
dunkelblau dargestellt) und das distale Sequenzelement (DSE; hellblau dargestellt) iiber 100 bp
voneinander entfernt liegen, grenzen sie im H1-Promotor direkt aneinander. TATA = TATA-Box

1.7 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen detaillierter Studien kristallisierte sich die essentielle Bedeutung der Polo-like
Kinase 1 (Plkl) fiir die Steuerung mitotischer Prozesse und die damit einhergehende
Proliferation von Zellen heraus. Aufgrund der Uberexpression in verschiedenen
Tumorgeweben wurde zundchst die Bedeutung von Plk1 als Proliferationsmarker deutlich.
Der Befund fiir Tumorzellen, wonach RNAi-vermittelte Unterdriickung der Plk1-Expression
eine rapide Inhibition der Zellproliferation und den Eintritt der Zellen in die Apoptose zur
Folge hatte, eroffnete die Moglichkeit, Plk1 als potentielles Zielgen fiir die Krebstherapie
anzusehen. Forderlich war in diesem Zusammenhang, da} primére Zellen, welche keinerlei
tumorspezifische Eigenschaften besitzen, auf die RNAi-vermittelte Unterdriickung der
Plk1-Expression nicht angesprochen wurden und unberiihrt blieben. Zur Charakterisierung
der Rolle von Plkl bei der Krebsentstehung sollen im Rahmen dieser Arbeit zunichst
genomische Mutationen des Plkl-Gens in verschiedenen humanen Tumorzellinien und

Primértumoren aufgespiirt werden und, wenn vorhanden, deren systematisches Auftreten

40



EINLEITUNG

erfalit werden. Somit konnte die Bedeutung von Plk1 als Zielgen fiir RNAi-basierte Therapien
genauer bewertet werden.

Fiir das Studium zelluldrer Funktionen und Zusammenhinge kann jedoch die Expression von
Zielgenen wie Plk1, welche fiir das Fortbestehen der Zelle essentiell sind, schlecht dauerhaft
unterdriickt werden. Deshalb sollte es moglich sein, durch Entwicklung und Etablierung eines
genetischen Werkzeuges die Expression von Plk1 prézise zu regulieren. Die Entdeckung der
RNA-Interferenz und ihre funktionale Anwendung in Sdugerzellen sind hierbei von grofler
Bedeutung. So konnten in den letzten Jahren mittels intrazelluldrer Expression von siRNAs
oder shRNAs unter Kontrolle konstitutiver RNA-Polymerase IlI-abhédngiger Promotoren
gro3e Erfolge bei der Unterdriickung von Genen erzielt werden. Auf der anderen Seite wurde
im Laufe der Jahre eine Vielfalt induzierbarer Genexpressionssysteme entwickelt und
etabliert. In diesem Zusammenhang spielen Tet-induzierbare Systeme eine herausragende
Rolle, welche aufgrund ihrer beschriebenen Vorteile gegeniiber anderen induzierbaren
Systemen in verschiedenen Variationen Anwendung fanden und die am hé&ufigsten
verbreiteten induzierbaren Systeme fiir die konditionelle Genexpression in Sdugerzellen
darstellen. Das eukaryotische Tet-System ist aufgrund seiner vohandenen Transaktivator-
Doménen RNA-Polymerase II-abhéngig. Promotoren hingegen, welche fiir die urspriingliche
Expression kleiner shRNAs zustdndig sind und bei der Expression von shRNA eindeutige
Vorteile besitzen, sind dagegen RNA-Polymerase IlI-abhidngig. So wurde zu Beginn dieser
Arbeit nur in einer einzigen Studie iiber RNA-Polymerase II-abhingige Expression von
siRNA mittels CMV-Promotor berichtet (Xia et al., 2002). Es sollte daher moglich sein,
induzierbare Expressionssysteme zur konditionellen Expression von shRNA zu entwickeln
und zu etablieren, welche auf Basis des RNA-Polymerase IlI-abhidngigen H1-Promotors und
des urspriinglichen prokaryotischen Tet-Systems angelegt sind. Durch ihre Anwendung sollte
das Ziel erreicht werden, die Plk1-Expression in Tumorzellen prézise zu regulieren.

In stabilem Zustand konnte so beispielsweise eine dauerhafte Modulation des Plk1-Niveaus
ohne artifizielle Nebenwirkungen, welche durch Transfektionen entstehen, erreicht werden.
Die RNAi-Technik sollte hier einen groflen Vorteil gegeniiber alternativen Strategien
besitzen. Im Gegensatz zur Verwendung von Inhibitoren der Plk1-Kinasefunktion (Peters et
al., 2006; Mclnnes et al., 2006), welchen bislang keine hohe Spezifitit nachgewiesen werden
konnte, sollten somit mogliche Nebeneffekte durch die hohe Spezifitit von RNAi
ausgeschlossen werden konnen. Kinase-Inhibitoren konnten dagegen Nebeneffekte,
beispielsweise durch Hemmung verwandter Kinasen, hervorrufen. Des weiteren konnte es mit

Hilfe eines solchen spezifisch gegen Plkl gerichteten induzierbaren RNAi-Werkzeuges
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moglich sein, mitotische Funktionen von Plk1 genauer und detaillierter zu untersuchen. So
konnten zukiinftig Prozesse wie beispielsweise Centrosomenreifung, Eintritt in die Mitose
oder die Aktivierung des APC/C prizise studiert werden. Des weiteren konnte der
Zusammenhang beleuchtet werden, nach welchem Tumorzellen infolge Plkl-Inhibition
Apoptose auslosen.

Neben der Moglichkeit, damit in Zukunft mitotische Funktionen studieren zu konnen, sollte
die Validierung von PIk1 fiir die Krebstherapie im Vordergrund stehen. Durch Regulation der
Plk1-Expression sollte die Moglichkeit bestehen, in das Teilungsverhalten von Tumorzellen
einzugreifen. So sollte durch Unterdriickung der Plkl-Expression die Zellproliferation
inhibiert werden. Des weiteren sollen die Auswirkungen einer konditionellen Inhibition der
Plk1-Expression auf das Tumorwachstum in vivo studiert werden. Dazu sollen betreffende
Systeme stabil in das Genom von humanen Tumorzellen integriert werden. Das
Wachstumsverhalten von Xenograft-Tumoren, welche aus diesen stabilen Tumorzellen in
einem Maus-Modell entstehen, sollte im nicht-induzierten, sowie im induzierten Zustand
durch Zugabe von Doxyzyklin untersucht werden.

Die Anwendung solcher induzierbarer RNA-Polymerase IlI-abhédngiger Systeme im Hinblick
auf die konditionelle Expression von shRNA und die dadurch hervorgerufene RNAi-
vermittelte Unterdriickung der Genexpression wurde indes zu Beginn dieser Arbeit noch nicht

gezeigt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen:
Amersham Biosciences (Miinchen), Applichem (Darmstadt), BD Biosciences (Heidelberg),
Fluka (Buchs, CH), ICN Biomedical (Eschwege), J.T.Baker (Deventer, NL), Merck
(Darmstadt), Millipore (Eschborn), Riedel de Haén (Seelze), Perkin Elmer (Ko6ln), Promega
(Mannheim), Roche (Mannheim), Pierce (Bonn), Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Stratagene (Amsterdam, NL) und VWR Prolabo
(Fontenay sous Bois, F) in der Qualitétsstufe p.a. bezogen. Radiochemikalien und Filme von
Amersham Biosciences (Miinchen) und Perbio (Bonn) wurden verwendet.

Folgende Molekulargewichtsmarker fiir Proteine wurden benutzt: Precision Plus von Biorad
(Miinchen) und Cruz Marker von Santa Cruz (Heidelberg).

DNA-GroBBenmarker (100 bp- und 1 kb-Leiter) wurden von Invitrogen (Karlsruhe), NEB
(New England Biolabs, Frankfurt) und Plasmidfactory (Bielefeld) bezogen.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford-Test) wurde BIO-Rad Protein Assay-
Losung von BIO-Rad (Miinchen) eingesetzt.

Als Protease-Inhibitor wurde der Protease-Inhibitor-Cocktail Complete™ von Roche
(Mannheim) verwendet.

Plastikmaterialien, Membranen, Filtersysteme, Filmmaterialien und weiterer Bedarf fiir Labor
und Zellkultur wurden von den Firmen Amersham Biosciences (Miinchen), BD Biosciences
(Heidelberg), Beiersdorf (Hamburg), Brand (Wertheim), Braun (Melsungen), Corning
(Corning, NY/USA), Dispomed (Gelnhausen), Eppendorf (Hamburg), Fisher Scientific
(Schwerte), Greiner (Frickenhausen), Kimberly-Clark (Roswell, NM/USA), Marienfeld
(Lauda-Konigshofen), Menzel (Braunschweig), Merck (Frankfurt), Millipore (Eschborn),
Molecular BioProducts (San Diego, CA/USA), Nalgene (Rochester, NY/USA), Nunc
(Wiesbaden), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Sarstedt (Niimbrecht), Schleicher &
Schiill (Dassel), Starlab (Ahrensburg) und Whatman (Maidstone, GB) bezogen.

2.1.2 Losungen und Puffer

Alle Losungen wurden mit deionisiertem H,O (Aqua bidest.) angesetzt. Losungen und Puffer
wurden 20 min lang bei 121 °C und 2,0 bar autoklaviert oder im Falle der Hitzeinstabilitét

mit Hilfe von Sterilfiltern (Porenweite 0,22 um, Fa. Millipore) filtriert.
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2.1.2.1 Zusiitze fiir die Herstellung kompetenter Bakterien

TFB I-Puffer
30 mM KAc pH 5,8 (mit 2 M Essigséure einstellen)
50 mM Ml’lClz
100 mM RbCl
10 mM CaCl,
15% Glycerin (v/v)
in H,O bidest.
steril filtrieren und bei 4 °C lagern

TFB 11-Puffer
10 mM MOPS pH 7.5
75 mM CaCl,
10 mM RbCl
15% Glycerin (v/v)
in H,O bidest.
steril filtrieren und bei 4 °C lagern

2.1.2.2 Klonierungen und Arbeiten mit DNA

Agaroselosungen fiir ein x %iges Gel zur Auftrennung von DNA (100 ml)
X g Agarose
ad 100 ml TAE (1 x)
aufkochen und anschlieend Gel gieflen

DNA-Probenpuffer (10 x)
100 mM EDTA
0,25% Bromphenolblau (w/v)
0,25% Xylencyanol (w/v)
50% Glycerin (v/v)

Ethidiumbromid-Stamml6sung
10 mg/ml EtBr in TAE (1 x)

Ethidiumbromid-Firbelosung (1 1)
100 ul Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml)
ad 1 1 TAE (1 x)

Na-Acetat 3 M pH 5,2
3 M NaAc
in H,O bidest. 16sen und mit Essigsidure (96%) auf pH 5,2 einstellen

TAE-Puffer (50 x)
2 M Tris
0,05 M EDTA (pH 8)
1 M Eisessig
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TE-Puffer
10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8,0

2.1.2.3 Southern-Blot

Denaturierungspuffer fiir DNA-Gele (Southern-Blot)
0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

Depurinierungspuffer fiir DNA-Gele (Southern-Blot)
0,25 M HCl

Neutralisationspuffer fiir DNA-Gele (Southern-Blot)
0,5 M Tris-HCI pH 7,0
1,5 M NaCl

SSC-Puffer (10 x)
1,5 M NaCl (w/v)
0,15 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat (w/v)
pH 7,0 mit NaOH einstellen

2.1.2.4 Arbeiten mit RNA und Northern-Blot

Agaroselosung fiir ein 1,5%iges Gel zur Auftrennung von RNA (100 ml)
1,5% Agarose (w/v)
10 ml MOPS-Puffer (20 x)
80 ml H,O bidest.
bei 100 °C aufkochen, anschlieSend
10 ml 36,5% PFA-Losung (v/v) zugeben, vor dem Erkalten unter dem Abzug das Gel

giel3en

MOPS-Puffer (20 x)
800 mM MOPS
100 mM NaAc
20 mM EDTA
pH 7,0 mit NaOH einstellen

RNA-Probenpuffer (2 x)
48% Formamid (v/v)
10% PFA-Losung (v/v)
10% MOPS-Puffer (20 x)
6,7% Glycerol (v/v)
1% EtBr (v/v)
0,25% Bromphenolblau (w/v)
0,25% Xylencyanol (w/v)
in H,O bidest.
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SSC-Puffer (20 x)
3 M NaCl (w/v)
0,3 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat (w/v)
pH 7,0 mit NaOH einstellen

Waschpuffer fiir Northern-Blots (hohe Salzkonzentration: 5 x SSC, 0,1% SDS)
250 ml SSC (20 x)
10 ml 10%ige SDS-Losung
ad 11 H,0 bidest.

Waschpuffer fiir Northern-Blots (hohe Salzkonzentration: 2 x SSC, 0,1% SDS)
100 ml SSC (20 x)
10 ml 10%ige SDS-Losung
ad 11H,0 bidest.

Waschpuffer fiir Northern-Blots (niedrige Salzkonzentration: 0,1 x SSC, 0,1% SDS)

5 ml SSC (20 x)
10 ml 10%ige SDS-Losung
ad 11 H,0 bidest.

2.1.2.5 Arbeiten mit Proteinen und Western-Blot

20% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
2 g APS
ad 10 ml H,O bidest.
in Aliquots zu 1 ml bei -20 °C lagern

Blocking-Puffer fiir Western-Blots
2% BSA (w/v)
in TBST (1 x)
oder
5% Magermilchpulver (w/v)
in PBS (1 x)

Blotpuffer fiir Western-Blots
1,4% Glycin (w/v)
0,3% Tris (W/v)
20% MeOH (v/v)
in H,O bidest.

Coomassie-Firbelosung
40% Methanol (v/v)
10% Essigséure (v/v)
0,125% Coomassie Brillantblau R 250 (w/v)
in H,O bidest.

DTT-Stammlosung (1M)
1 M DTT
in H,O bidest. 16sen und mit 10 mM NaAc auf pH 5,2 einstellen
in Aliquots zu 1 ml bei -20 °C lagern
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ECL-Losung fiir Western-Blots
Losung A:
200 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)
50 mg Luminol 16sen
Lagerung bei 4 °C
Losung B:
11 mg p-Hydroxycoumarinsdure in 10 ml DMSO
in Dunkelheit bei RT lagern
Losung C:
30-35% H,O0x—Lsg. (W/v)
fertige Gebrauchslosung:
2 ml Losung A mit 200 pl Losung B und 0,6 pul Losung C mischen und auf Membran
inkubieren

Laufpuffer fiir Bis/Tris-Gele
50 mM MOPS
50 mM Tris
0,1% SDS (w/v)
1 mM EDTA
in H,O bidest.
pH 7,7 einstellen

Laufpuffer fiir Tris/Glycin-Gele
1,4% Glycin (w/v)
0,3% Tris (wW/v)
0,2% SDS (w/v)
in H,O bidest.

Lysepuffer fiir Proteinlysate
250 mM NacCl
50 mM Hepes pH 7,0
0,1% NP-40 (v/v)
10% Glycerol (v/v)
I mM DTT aus DTT-Stammlosung (1 M) frisch zugeben
100 uM Na3VOyq aus Naz;VO,4-Stammlosung (100 mM) frisch zugeben
400 uM PMSF frisch zugeben
Protease-Inhibitor (1 x) aus Stammldsung (50 x) frisch zugeben
in H,O bidest.

Natriumacid-Stammlosung
10% NaN3 (w/v)
in H,O bidest.
zur Konservierung von Antikdrpern 10% NaN3 1:200 in Milchpuffer oder TBST
verdiinnen

Na3;VO,—Stammlosung 100 mM pH 9,5

100 mM Na3zVOy4 (W/v)
in H,O bidest. 16sen und mit 0,1 N NaOH auf pH 9,5 einstellen
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PBS (1 x)
137 mM NaCl
2,6 mM KClI
8,1 mM NazHPOz X 2H20
1,5 mM KH,PO,
in H,O bidest.
mit 1N HCI auf pH 7,4 einstellen; Lagerung bei RT

PBS-T
0,2% Tween-20
in PBS (1 x)

Bis/Tris-Gele fiir SDS-PAGE
x%iges Trenngel:
x% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) aus 40%iger Stammldsung (v/v)
4,7ml 1 M Tris-HCI pH 8,8
125 pl 10% SDS-Losung
ad 12,5 ml mit H,O bidest. auffiillen
zur Polymerisation:
75 ul 20% APS-Losung und
5 ul TEMED hinzugeben,
die Losung mischen und umgehend das Gel gielen
4%iges Sammelgel:
625 ul Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) aus 40%iger Stammldsung
2,1 ml 0,375 M Tris-HCI pH 6,8
62,5 ul 10% SDS
ad 6,25 ml mit H,O bidest. auffiillen
zur Polymerisation:
125 pl 20% APS-Losung und
2,5 ul TEMED hinzugeben,
die Losung mischen und umgehend das Gel gieflen

Tris-Glycin-Gele fiir SDS-PAGE
x%iges Trenngel:
X% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) aus 30%iger Stammlosung (v/v)
3,35 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8
90 ul 10% SDS-Losung
ad 9 ml mit H,O bidest. auffiillen
zur Polymerisation:
30 ul 20% APS-Losung und
6 ul TEMED hinzugeben,
die Losung mischen und umgehend das Gel gieflen
4%iges Sammelgel:
400 pl Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) aus 30%iger Stamml&sung
375 ul 1 M Tris-HCI pH 6,8
30 ul 10% SDS
ad 3 ml mit H,O bidest. auffiillen
zur Polymerisation:
30 ul 20% APS-Losung und
3 ul TEMED hinzugeben,
die Losung mischen und umgehend das Gel gielen
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Protease-Inhibitor (50 x)
1 Tablette Protease-Inhibitor-Cocktail Complete™ (Roche) in 1 ml H,O bidest. I6sen
Lagerung bei -20 °C

Proteinisolierungspuffer fiir Proteine aus Geweben und Tumoren
50 mM Hepes pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
2,5 mM EGTA
10% Glycerol (v/v)
0,1% Tween-20 (v/v)
10 mM B-Glycerol-Phosphat
1 mM NaF
I mM DTT aus DTT-Stammlosung (1 M) frisch zugeben
100 uM Na3zVOyq aus Naz;VOy4-Stammlosung (100 mM) frisch zugeben
400 uM PMSF frisch zugeben
Protease-Inhibitor (1 x) aus Stammlosung (50 x) frisch zugeben
in H,O bidest.

RB (10 x)
14% Glycin (w/v)
3% Tris (W/v)
in H,O bidest.

RIPA-Puffer
150 mM NaCl
20 mM Tris pH 7,4
0,25% Na-Desoxycholat (w/v)
1% NP-40 (v/v)
0,1% SDS (w/v)
1 mM EDTA
50 mM NaF
pH 7,4 einstellen
I mM DTT aus DTT-Stammlosung (1 M) frisch zugeben
100 uM Na3VOyq aus Naz;VO,4-Stammlosung (100 mM) frisch zugeben
400 uM PMSF frisch zugeben
Protease-Inhibitor (1 x) aus Stammlosung (50 x) frisch zugeben
in H,O bidest.

Schnellentfiirber (Coomassie)
40% EtOH (v/v)
20% Essigsaure (v/v)
40% H,0 bidest. (v/v)

10%ige SDS-Losung
10% SDS (w/v)
bei 68 °C in H,O bidest. 16sen
pH 7,2 einstellen
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SDS-Probenpuffer (5 x)
65 mM Tris-HCI pH 8,8
0,2% Bromphenolblau (w/v)
5% SDS (w/v)
5% B-Mercaptoethanol (v/v)
20% Glycerin (v/v)
in H,O bidest.

Strip-Losung fiir Western-Blots
65 mM Tris-HCI pH 6,7
2% SDS (v/v)
100 mM B-Mercaptoethanol
in H,O bidest.

TBST
10 mM Tris-HCI pH 7,6
150 mM NaCl
0,1% Tween-20
in H,O bidest.

Tris-HCI 1M
121,1 g Tris-HCl
in 700 ml H,O bidest. 16sen; erwiinschten pH mit konz. HCI einstellen;
mit H,O bidest. auf 1 1 auffiillen

2.1.3 Enzyme

2.1.3.1 Restriktionsendonukleasen

Es wurden Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt)
verwendet. In erster Linie handelte es sich dabei um BamHI, Hindlll, Nhel und Xhol. Die
Enzyme befanden sich in einem glycerinhaltigen Puffer und wurden bei -20 °C aufbewahrt.
Fiir die Enzymreaktionen wurden die vom gleichen Hersteller vorgesehenen Puffer zur

Einhaltung der Reaktionsbedingungen verwendet.

2.1.3.2 Nukleinsdure-modifizierende Enzyme

Enzym Charakterisierung  Bezugsquelle / Fa.

T4-DNA-Ligase DNA-Ligase NEB (Frankfurt)
Quick T4-DNA-Ligase DNA-Ligase NEB (Frankfurt)
Tag-DNA-Polymerase DNA-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)

Biotherm Tag-DNA-Polymerase | DNA-Polymerase NaTuTec (Frankfurt)
Platinum® Pfx-DNA-Polymerase | DNA-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)

Klenow-Enzym DNA-Polymerase NEB (Frankfurt)
Mung Bean-Nuklease Exonuklease NEB (Frankfurt)
CIAP Phosphatase NEB (Frankfurt)
CIP Phosphatase NEB (Frankfurt)
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2.1.3.3 Sonstige Enzyme

Enzym Charakterisierung Bezugsquelle / Fa.

Ribonuklease A | Ribonuklease

Roche (Mannheim)

Proteinase K Serinprotease

Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.4 Antikorper
2.1.4.1 Primiire Antikorper

spezifisches Antigen

Charakteristik Spezies

Hersteller

B-Aktin monoklonal Maus Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
B-Aktin polyklonal Kaninchen | Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Caspase-3 monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
B-Catenin monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
GFP/EGFP variants polyklonal Kaninchen | BD Clontech (Heidelberg)
GFP/EGFP variants monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
Kox1 (KRAB-Linker- |polyklonales Kaninchen | Arbeitsgruppe Prof. Dr. H.-J.
Domine) Serum Thiesen, Universitit Rostock
MBP-Kox1-KRAB- polyklonales Kaninchen | Arbeitsgruppe Prof. Dr. H.-J.
Linker Serum Thiesen, Universitit Rostock
Lamin A/C monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
p21 monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
Plk1 monoklonal, Maus Zytomed (Berlin)

Cocktail
Plk1 monoklonal Maus BD Transduction (Heidelberg)
Plk1 monoklonal Kaninchen | Cell Signaling (Danvers/USA)
Plk1 monoklonal Maus Santa Cruz (Heidelberg)
Plk1 polyklonal Kaninchen | Santa Cruz (Heidelberg)
Plk1 polyklonal Ziege Santa Cruz (Heidelberg)
Plk1 polyklonal Kaninchen | Upstate / Millipore (Schwalbach)
TetR monoklonal Maus MoBiTec (Gottingen)
TetR polyklonal Kaninchen | MoBiTec (Géttingen)

2.1.4.2 Sekundire Antikorper

Als sekundidre Antikorper wurden ausschlieBlich Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelte

Antikorper verwendet, die gegen primdre IgGs aus Maus, Kaninchen und Ziege gerichtet

waren.

spezifisches Antigen

Charakteristik Spezies

Hersteller

anti-Maus IgG polyklonal Ziege Santa-Cruz (Heidelberg)
anti-Kaninchen IgG | polyklonal Ziege Santa-Cruz (Heidelberg)
anti-Ziege IgG polyklonal Affe Santa-Cruz (Heidelberg)
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2.1.5 Oligonukleotide und Primer

Oligonukleotide und Primer wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und Operon

Biotechnologies (K6ln) bezogen.

2.1.5.1. Primer fiir die Amplifikation von Plk1-Exons aus genomischer DNA

Name Verwendungszweck Sequenz (5°—3’)

PIk1Ex1 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exonl CGCGCAGCTTTTGTA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |ACGTTCCC
von Tumormaterial

PIk1Ex1_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 1 |AACTGCCCCGCAGG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CAGTTCCAGT
von Tumormaterial

PIK1Ex2_s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 2 | TCAATCCACCTCCCC
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |ATCCCTCCT
von Tumormaterial

PIk1Ex2_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 2 |TTCCAGCCTCTTGTA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GTGATGTCA
von Tumormaterial

PIk1Ex3 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 3 | AACTAGCCTTCTGC
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |ATTGACAGATGTC
von Tumormaterial

PIk1Ex3_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 3 | GATGTCCCAAAGTT
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GCCCCTGCTG
von Tumormaterial

PIk1Ex4 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 4 | GTTCTGACCCTGAG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse | ATGATTTCTCTCA
von Tumormaterial

Plk1Ex4_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 4 |GTCCTAGGATATTG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CTGGGCTCCA
von Tumormaterial

PIk1Ex5 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 5 | CCTTTGAGGCCGTA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CTGTACTCCA
von Tumormaterial

PIk1Ex5_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 5 |AAGCTGCACACACC
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CCTACAACCT
von Tumormaterial

PIk1Ex6_s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 6 |AGTTTCAGCTGTGG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CAGGGGAGT
von Tumormaterial

PIk1Ex6_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 6 |TCCAGATGCCCCAA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GCAATCCTGC
von Tumormaterial

PIk1Ex7 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 7 | TGTGGAGCAGAGGG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GAAGAGGCT
von Tumormaterial
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Plk1-Gen fiir die Analyse von Tumormaterial

PIk1Ex7_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 7 | AAGGTCACCTGGCT
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GTGCCTGAGT
von Tumormaterial

PIk1Ex8 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 8 |AATCACAGGCATGT
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GCCACCACGC
von Tumormaterial

PIk1Ex8_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 8 |AGTCTGATCCTCCA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GCACAGGTCC
von Tumormaterial

PIk1Ex9 s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 9 | GCTGGAGGATCAGA
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |CTCTAATTCTGG
von Tumormaterial

PIk1Ex9_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 9 | ACTGCCAGGCATGC
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GGAGCCTA
von Tumormaterial

PIk1Ex10_s 5’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 10 | TACACTGGCCTCTG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GGATCGCCAA
von Tumormaterial

PIk1Ex10_as 3’-Primer fiir die Amplifikation von Exon 10 | AGAGATGTTCGCTG
aus dem humanen Plk1-Gen fiir die Analyse |GATCCCAGGC
von Tumormaterial

PIk1Ex10T_s |5’-Primer fiir die Amplifikation eines GGTTGAATGTGGAG
Abschnittes von Exon 10 aus dem humanen |TGAGCGGCTC
Plk1-Gen fiir die Analyse von Tumormaterial

PIk1Ex10T_as |3’-Primer fiir die Amplifikation eines GCTCCTTGCAGCAG
Abschnittes von Exon 10 aus dem humanen |CAGTACTCC

2.1.5.2 Primer fiir Klonierungen und zur Herstellung von Sonden

Name Verwendungszweck Sequenz (5°—3°)

H1 s 5’-Primer mit Xhol-Stelle fiir Amplifikation | GTGAGGGACACTCG
von humanem Wildtyp-H1-Promotor AGTGGCGCCCTGCA

ATATT

H1 as 3’-Primer mit BamHI-Stelle fiir TCCGCCCTATGGATC
Amplifikation von humanem Wildtyp- CGAGTGGTCTCATA
H1-Promotor CAGAA

H1 stab_s 5’-Primer zur Amplifikation von genomisch | CGCCCTGCAATATTT
integrierten HI-Promotor-RNAi-Kassetten | GCATG
und Herstellung einer Sonde fiir Southern-
Blot

H1 stab_as 3’-Primer zur Amplifikation von genomisch | GCCGATTTCGGCCT
integrierten H1-Promotor-RNAi-Kassetten | ATTGGT
und Herstellung einer Sonde fiir Southern-
Blot

H1_upstr_s 5’-Primer zur Amplifikation von genomisch | GCGGACAGGTATCC
integrierten HI1-Promotor-RNAi-Kassetten [GGTAAG
und Herstellung einer Sonde fiir Southern-
Blot
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H1shPIk_as 3’-Primer zur Amplifikation von genomisch | CCGTCGACTGCAGA
integrierten H1-Promotor-RNAi-Kassetten |ATTCGAAGC
und Herstellung einer Sonde fiir Southern-
Blot
PIkINB s 5’-Primer zur Herstellung einer Sonde zum | GCGGACAGGTATCC
Nachweis der Plk1-mRNA mittels GGTAAG
Northern-Blot
PIkINB_as 3’-Primer zur Herstellung einer Sonde zum |CCGTCGACTGCAGA
Nachweis der Plk1-mRNA mittels ATTCGAAGC
Northern-Blot
Tnl0_s 5’-Primer mit Nhel-Stelle fiir Amplifikation | GTCAACAAAAATTA
von TetR aus Transposon 10 von E. coli- GCTAGCAATGATGT
Stamm HT115 CTAGAT
Tn10Koz_s 5’-Primer mit Nhel-Stelle fiir Amplifikation | AGCGCTAGCGCCAC
von TetR aus Transposon 10 von E. coli- CATGTCTAGATTAG
Stamm HT115 inkl. Kozak-Sequenz ATAAAAG
Tnl0_as 3’-Primer mit Xhol-Stelle fiir Amplifikation | CGGAAAAAGGTTAT
von TetR aus Transposon 10 von E. coli- CTCGAGTTTAAGAC
Stamm HT115 CCACTT
TetRKRAB_s 5’-Primer mit Nhel-Stelle fiir Amplifikation | CCAGCCTCCGCGGC
des TetR-KRAB-Hybridproteins aus CCCGCTAGCAACCA
Plasmid-Vektor TGGCTAG
TetRKRAB_as | 3’-Primer mit Xhol-Stelle fiir Amplifikation | CTCATCAATGTATCT
des TetR-KRAB-Hybridproteins aus TATCATGTCTCGAGC
Plasmid-Vektor CTTAAACTGATG
H1tetUS_as 3’-Primer mit HindllI-Stelle und BamHI- AAGCTTGGATCCGA
Stelle zur Insertion einer Tet- GTGGTCTCATACAG
Operatorsequenz in den Wildtyp-H1- AACTTATAAACTCT
Promotor in 5’-Richtung der TATA-Box ATCAATGATAGAGT
ATTTCACGTTTATGG
TGA
H1tetDS_as 3’-Primer mit HindllI-Stelle und BamHI- CAGTGCCAAGCTTG
Stelle zur Insertion einer Tet- GATCCACTCTATCA
Operatorsequenz in den Wildtyp-H1- ATGATAGAGTTTAT
Promotor in 3’-Richtung der TATA-Box AAGATTCCCAAATC
H1tetUS/DS_as |3’-Primer mit BamHI-Stelle zur Insertion TTGGATCCACTCTAT
von zwei Tet-Operatorsequenzen in den CAATGATAGAGTTT
Wildtyp-H1-Promotor in 5°- und 3’- ATAAACTCTATCAA
Richtung der TATA-Box TGATAGAGTATTTC
ACG

2.1.5.3 DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung von shRNA-kodierenden Sequenzen

Verwendungszweck

Sequenz (5°—3’)

shEGFP_s

sense-Oligonukleotid mit BamHI-

GTCGGATCCGCTGACCCTG

und HindllI-Stelle als kodierende AAGTTCATCTTGAATTCGG
Sequenz fiir eine shRNA gegen ATGAACTTCAGGGTCAGCT
EGFP-Varianten TTTTAAGCTTAGT
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shEGFP_as antisense-Oligonukleotid mit ACTAAGCTTAAAAAGCTGA
BamHI- und Hindlll-Stelle als CCCTGAAGTTCATCCGAAT
kodierende Sequenz fiir eine ShARNA | TCAAGATGAACTTCAGGGT
gegen EGFP-Varianten CAGCGGATCCGAC
shEGFPMM_s | sense-Oligonukleotid mit BamHI- GCTGGATCCGCTGACCCAC
und HindllI-Stelle als kodierende TAGTTCATCTTCATATGGG
Sequenz fiir eine mismatch-shRNA | ATGAACTAGTGGGTCAGCT
TTTTAAGCTTATC
shEGFPMM _as |antisense-Oligonukleotid mit GATAAGCTTAAAAAGCTGA
BamHI- und Hindlll-Stelle als CCCACTAGTTCATCCCATA
kodierende Sequenz fiir eine TGAAGATGAACTAGTGGGT
mismatch-shRNA CAGCGGATCCAGC
shP1k5 s sense-Oligonukleotid mit BamHI- GTCGGATCCGTGCTTCGAG
und HindllI-Stelle als kodierende ATCTCGGACTTCATATGGG
Sequenz fiir eine shRNA gegen Plkl | TCCGAGATCTCGAAGCACT
TTTTAAGCTTAGT
shPlk5_as antisense-Oligonukleotid mit ACTAAGCTTAAAAAGTGCT
BamHI- und HindllI-Stelle als TCGAGATCTCGGACCCATA
kodierende Sequenz fiir eine ShARNA | TGAAGTCCGAGATCTCGAA
gegen Plk1 GCACGGATCCGAC
shPIkSMM_s sense-Oligonukleotid mit BamHI- | GTCGGATCCGTGCACTGAG
und HindlIlI-Stelle als kodierende ATCTCGGACTTCATATGGG
Sequenz fiir eine mismatch-shRNA | TCCGAGATCTCAGTGCACT
TTTTAAGCTTAGT
shPIkSMM_as | antisense-Oligonukleotid mit ACTAAGCTTAAAAAGTGCA
BamHI- und HindllI-Stelle als CTGAGATCTCGGACCCATA
kodierende Sequenz fiir eine TGAAGTCCGAGATCTCAGT
mismatch-shRNA GCACGGATCCGAC
2.1.6 Plasmide und Vektoren
2.1.6.1 Parentale Plasmid-Vektoren

pUC 19
pSilencer™ 2.0-U6
pSilencer™ 3.0-H1

Invitrogen (Karlsruhe)
Ambion (Huntingdon, GB)
Ambion (Huntingdon, GB)

pCMS-EGFP BD Clontech (Heidelberg)
pd2EGFP BD Clontech (Heidelberg)
pEGFP-C2 BD Clontech (Heidelberg)
pcDNA3.1Hygro" Invitrogen (Karlsruhe)

pPUR BD Clontech (Heidelberg)

pGL3-Control Luciferase |Promega (Mannheim)

2.1.6.2 Modifizierte und klonierte Plasmid-Vektoren

Ausgangsvektor
pCMS-EGFP

Verianderung im Rahmen dieser Arbeit
Substitution von EGFP (Halbwertszeit 18 h)
durch destabilisiertes A2EGFP (Halbwertszeit
2 h)

pCMS-d2EGFP
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pSilencer™2.0-
U6shRNA/EGFP

pSilencer™2.0

Insertion einer shRNA-kodierenden Sequenz
gegen EGFP-Varianten; Kontrolle der shRNA-
Expression durch konstitutiven Wildtyp-U6-
Promotor

pSilencer™3.0-
H1shRNA/EGFP

pSilencer™3.0

Insertion einer shRNA-kodierenden Sequenz
gegen EGFP-Varianten; Kontrolle der shRNA-
Expression durch konstitutiven Wildtyp-H1-
Promotor

pUS-CMVTetR

pEGFP-C2

Substitution von EGFP durch TetR inkl. polyA-
Signal; TetR somit unter Kontrolle eines CMV-
Promotors; Insertion einer Kassette fiir
induzierbare Expression (H1-Promotor vom US-
Typ) von shRNA gegen Plk1

pDS-CMVTetR

pEGFP-C2

Substitution von EGFP durch TetR inkl. polyA-
Signal; TetR somit unter Kontrolle eines CMV-
Promotors; Insertion einer Kassette fiir
induzierbare Expression (H1-Promotor vom DS-
Typ) von shRNA gegen Plk1

pUS/DS-
CMVTetR

pEGFP-C2

Substitution von EGFP durch TetR inkl. polyA-
Signal; TetR somit unter Kontrolle eines CMV-
Promotors; Insertion einer Kassette fiir
induzierbare Expression (H1-Promotor vom
US/DS-Typ) von shRNA gegen Plk1

pwtH1-H250

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette zur konstitutiven Expression (Wildtyp-

H1-Promotor) eines Abschnitts des humanen
H1-Gens (250bp)

pUS-H250

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom US-Typ) eines Abschnitts des
humanen H1-Gens (250bp)

pDS-H250

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom DS-Typ) eines Abschnitts des
humanen H1-Gens (250bp)

pUS/DS-H250

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom US/DS-Typ) eines Abschnitts
des humanen H1-Gens (250bp)

pwtH1shRNA/
EGFP

pEGFP-C2

Auschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir konstitutive Expression (Wildtyp-
H1-Promotor) von shRNA gegen EGFP-
Varianten

pwtH1shRNA/
EGFPMM

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGEFP; Insertion einer
Kassette fiir konstitutive Expression (Wildtyp-
H1-Promotor) von mismatch-shRNA

pwtHIShRNA/
Plk1

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir konstitutive Expression (Wildtyp-
H1-Promotor) von shRNA gegen Plk1
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pwtHISshRNA/
PIkIMM

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir konstitutive Expression (Wildtyp-
H1-Promotor) von mismatch-shRNA

pUS

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGEFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom US-Typ) von shRNA gegen Plk1

pUSMM

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom US-Typ) von mismatch-shRNA

pDS

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGEFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom DS-Typ) von shRNA gegen Plk1

pDSMM

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGEFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom DS-Typ) von mismatch-shRNA

pUS/DS

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-
Promotor vom US/DS-Typ) von shRNA gegen
Plk1

pUS/DSMM

pEGFP-C2

Ausschneiden von CMV-EGFP; Insertion einer
Kassette fiir induzierbare Expression (H1-

Promotor vom US/DS-Typ) von mismatch-
shRNA

pcDNA3.1Hygro
TetR

pcDNA3.1Hygro"

Insertion von TetR inkl. Kozak-Sequenz; TetR
somit unter Kontrolle eines konstitutiven CMV-
Promotors

pTetR-KRAB

pTetR-KRAB

Plasmid fiir die konstitutive Expression von
TetR-KRAB unter Kontrolle eines CMV-
Promotors; Bezugsquelle: Prof. Dr. H.-J.
Thiesen, Universitit Rostock

pcDNA3.1Hygro
TetR-KRAB

pcDNA3.1Hygro"

Insertion von TetR-KRAB inkl. Kozak-
Sequenz; TetR-KRAB somit unter Kontrolle
eines konstititiven CMV-Promotors

2.1.7.1 Bakterienstamme

E. coli-Stamm; Genotyp

DHS5a;

80dlaclgZD M15

HT115;

2.1.7 Bakterien und Bakterienmedien

endAl; hsdR17 (rk-, mk-) supE44, thi-, /-, recAl, gyrA96, relAl,

F, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrnE)1, lambda’, rncl4::Tnl0(DE3

lysogen:lacUV5 promotor-T7 polymerase

K12 JM109;

F* traD36 proA™B" lacl’ A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44 el4” gyrA96

recAl relAl endAl thi hsdR17
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2.1.7.2 Bakterienmedien und Zusitze
Medienbestandteile wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe) und Roth (Karlsruhe)
bezogen. Verwendete Antibiotika stammten von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

und Fluka (Buchs/CH).

Ampicillin-Stammlésung 100 mg/ml (10 ml)
1 g Ampicillin
ad 10 ml H,O bidest.
sterilfiltrieren und in Aliquots zu 1 ml bei -20 °C lagern
Anwendung im Verhiltnis 1:1000 fiir LB-Medium und LB-Agar

Kanamycin-Stammlosung 50 mg/ml (10 ml)
500 mg Kanamycin
ad 10 ml H,O bidest.
sterilfiltrieren und in Aliquots zu 1 ml bei -20 °C lagern
Anwendung im Verhiltnis 1:1000 fiir LB-Medium und 1:500 fiir LB-Agar

LB-Medium
1% Casein-Hydrolysat (Peptone) (w/v)
0,5% Bacto-Hefe-Extrakt (w/v)
1% NaCl (w/v)
pH 7 mit NaOH einstellen, autoklavieren
oder alternativ:
80 g Lennox LB-Medium (Fa. Roth)
ad 4 1 H,0 bidest., autoklavieren und in verschieden gro3en Aliquots bei RT
aufbewahren

LB-Agar
LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar
autoklavieren
oder alternativ:
35 g Lennox LB-Agar (Fa. Roth)
ad 11 H,0 bidest.
im Anschluf} autoklavieren und LB-Agar-Platten in vorgesehene Schalen gie3en, nach
Erkaltung Lagerung bei 4 °C.
Fiir LB-Agar-Platten mit Antibiotikum: 100 ug/ml Ampicillin oder 25 pg/ml
Kanamycin in die nach dem Autoklavieren auf 50 °C abgekiihlte LB-Agar-Losung
pipettieren und anschlieBend betreffende LB-Agar-Platten gieflen

SOB-Medium (11)
2% Casein-Hydrolysat (Peptone) (w/v)
0,5% Bacto-Hefe-Extrakt (w/v)
0,05% NaCl (w/v)
ad 950 ml H,O bidest.
pH auf 7.0 einstellen
2,5 mM KCI
ad 1 1 H,O bidest.
autoklavieren
5 ml 2 M MgCl, (steril, frisch zugeben)
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SOC-Medium (11)

2% Casein-Hydrolysat (Peptone) (w/v)
0,5% Bacto-Hefe-Extrakt (w/v)

0,05% NaCl (w/v)

ad 950 ml H,O bidest.

pH auf 7,0 einstellen

2,5 mM KClI

ad 11 H,0 bidest.

autoklavieren

5 ml 2 M MgCl, (steril, frisch zugeben)
10 ml 2 M Glucose (steril, frisch zugeben)

2.1.8 Zellinien und Zellkulturmedien

2.1.8.1 Zellinien
Zellinie Herkunft Bezugsquelle
BT-474 humanes duktales Mamma-Karzinom |DSMZ (Braunschweig)
HelLa humanes epitheliales Cervix-Karzinom | DSMZ (Braunschweig)
HeLa S3 humanes epitheliales Cervix-Karzinom | ATCC (Manassas, VA/USA)
MCEF-7 humanes epitheliales Mamma- DSMZ (Braunschweig)

Adenokarzinom

SK-BR-3 humanes Mamma-Adenokarzinom ATCC (Manassas,

VA/USA)

T-REx™-HeLa

TetR exprimierendes humanes
epitheliales Cervix-Karzinom

Invitrogen (Karlsruhe)

diverse T-REx™-
HeLa-Klone

TetR exprimierendes humanes
epitheliales Cervix-Karzinom mit
stabil integrierten induzierbaren
RNAi-Kassetten

Entwicklung und Etablierung
im Rahmen dieser Arbeit

2.1.8.2 Zellkulturmedien
Samtliche Zellkulturmedien, fotales Kélberserum, Antibiotika, PBS, Trypsin/EDTA-L&sung

und Zusitze fiir die Kultur von Sdugerzellen wurden von den Firmen ATCC (Manassas,

VA/USA), Biochrom (Berlin), Cambrex (Verviers/B), PAA-Laboratories (Pasching/A),

Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Invitrogen (Karlsruhe) geliefert.

Zellinie Kulturmedium Zusiitze
BT-474 RPMI 1640 Medium |20% FCS, 10 pg/ml bovines Insulin, 2 mM
L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin-Lsg.

Hela MEM (Minimum 10% FCS tetrazyklinfrei, 2 mM L-Glutamin, 1%
Essential Medium Penicillin-Streptomycin-Lsg.
Eagle)

HeLa S3 HAM’s NUTRIENT | 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin-
Medium F-12 Streptomycin-Lsg.

MCE-7 DMEM (Dulbecco’s | 10% FCS, 1 mM Natriumpyruvat, 10 pg/ml
Modified Eagle’s bovines Insulin, 1% Penicillin-Streptomycin-Lsg.
Medium)
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SK-BR-3 McCoy’s 5A 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin-
Modified Medium Streptomycin-Lsg.

T-REx™-HeLa | MEM (Minimum 10% FCS tetrazyklinfrei, 2 mM L-Glutamax™
Essential Medium (L-Alanyl-L-Glutamin), 1% Penicillin-

Eagle) Streptomycin-Lsg., 5 pg/ml Blasticidin S HCI
T-REx™- MEM (Minimum 10% FCS terazyklinfrei, 2 mM L-Glutamax™
HeLa-Klone |Essential Medium (L-Alanyl-L-Glutamin), 1% Penicillin-

Eagle) Streptomycin-Lsg., 5 pg/ml Blasticidin S HCl,

500 pug/ml Geneticin (G418)

Zum Einfrieren von Zellinien wurde spezielles Einfriermedium gemischt, welches aus 40%
des jeweiligen Kulturmediums, 50% FCS (ggf. tetrazyklinfrei) und 10% DMSO oder

Glycerin bestand.

2.1.8.3 Antibiotika fiir die Zellkultur

Penicillin-Streptomycin-Losung | Invitrogen (Karlsruhe)
Geneticin (G418) Invitrogen (Karlsruhe)
HygromycinB BD Biosciences (Heidelberg)
Blasticidin S HCI Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Puromycin BD Biosciences (Heidelberg)
Doxyzyklin Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

2.1.9 Tiermodelle mit Nacktmausen

Die in den humanen Xenograft-Experimenten eingesetzten Tiere waren 6 Wochen alte
athymische immunsupprimierte minnliche Nacktmiuse, welche von Harlan Winkelmann
(Borchen) bezogen wurden. Nach einer Ruhephase von einigen Tagen wurden sie mit
betreffenden humanen Tumorzellen inokuliert, und bildeten in der Folgezeit humane
Xenograft-Tumoren aus. Die Versuche wurden ausschlieflich in der Zentralen

Forschungseinrichtung des Klinikums der Johann Wolfgang Goethe-Universitit durchgefiihrt.

2.1.10 Laborgeriite

Bakterienschiittler (B.Braun, Melsungen)

Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau)

Brutschrank BB 6060 (Heraeus, Hanau)

Brutschrank 37 °C Kelvitron (Heraeus, Hanau)

Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Transfer Cell (BIO-Rad, Miinchen)
Blotting-Apparatur XCell II' (Invitrogen, Karlsruhe)

Digitalkamera DC290 (Kodak, Stuttgart)

Elektrophoreseapparatur Mini-Protean III (BIO-Rad, Miinchen)
Elektrophoreseapparatur Mini-Sub Cell GT (BIO-Rad, Miinchen)
Elektrophoreseapparatur XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen, Karlsruhe)
Entwicklermaschine Optimax Typ TR (MS Laborgerite, Wiesloch)
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FACScan-Durchfluzytometer (BD Biosciences, Heidelberg)

Filmkassette X-Omatic® (Kodak, Stuttgart)

Filmkassette Hypercassette™ (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Fluoreszenzmikroskop DM RB (Leica, Wetzlar)

Geltrockner Model 583 Gel Dryer (BIO-Rad, Miinchen)

Gefrierschrank -20 °C (Liebherr, Ochsenhausen)

Gefriertruhe -80 °C (Revco Scientific, Veenendal/Niederlande)

Heizplatte 60 °C DHP 37 (Fisher Scientific, Nidderau)

Hybridisierungsofen Model 310 (Dunn Labortechnik GmbH, Asbach)

Kiihlschrank 4 °C (Liebherr, Ochsenhausen)

Magnetriihrer Ikamak RTC (IKA Labortechnik, Staufen)

Mikro-Dismembranator II (B.Braun, Melsungen)

Mikroskop IDO3 (Zeiss, Jena)

Mikrowellengerit (Bosch, Stuttgart)

Mono-Mixer (Sarstedt, Niimbrecht)

Netzgerit Power PAC 300 (BIO-Rad, Miinchen)

pH-Meter Mikroprozessor pH-Meter HI 9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein)

Pipetten 0,5-10 pl; 2-20 ul; 10-100ul1; 50-200ul; 100-1000 ul (Eppendorf, Hamburg)

Pipettierhilfe Automatic Sarpette (Desaga, Wiesloch)

QIArack (Qiagen, Hilden)

QIAVac 24 Vacuum Manifold (Qiagen, Hilden)

Rontgenfilmbetrachtungsgerit Planilux® (Gerédtebau Felix Schulte GmbH, Warstein)

Rotator (Fisher-Scientific, Nidderau)

Schiittler (Fisher-Scientific, Nidderau)

Schiittler LS 20 (Gerhardt, Bonn)

Schiittler TCR 170 (Heidolph, Schwabach)

SpeedVac SVC100 (Fischer-Laborbedarf, Frankfurt/M.)

Spektrophotometer Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

Sterilbank HB2448 (Heraeus, Hanau)

Sterilbank Lamin Air® HA 2448 GS HA (Heraeus, Hanau)

Sterilbank HER Asafe (Heraeus, Hanau)

Stickstoffbehilter (AirLiquide, Diisseldorf)

Thermoblock DRI-Block BB-3A (TECHNE, Burkhardtsdorf)

Thermo-Cycler (Perkin Elmer Cetus, K&ln)

Thermo-Cycler (Eppendorf, Hamburg)

Thermomixer 5437 (Eppendorf, Hamburg)

Transilluminator (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee Cedex / Frankreich)

Trockenschrank 6200 (Heraeus, Hanau)

Ultratorrax Dispergiewerkzeug TH (OMNI international, Marietta, GA/USA)

Vakuumzentrifuge Refrigerated Condensation Trap RT100 (Fischer-Laborbedarf,
Frankfurt)

Vakuumpumpe Membranpumpe (Vacuumbrand GmbH + Co., Wertheim)

Vortex Janke & Kunkel (Ika Labortechnik, Staufen)

Vortex Reax 2000 (Heidolph, Schwabach)

Waage Mettler AE 240 (Mettler Instruments GmbH, Gie3en)

Waage Mettler PM 2000 (Mettler Instruments GmbH, Giel3en)

Wasserbad klein (Memmert, Schwalbach)

Wasserbad grof3 (Memmert, Schwalbach)

Zellzdahlkammer Neubauer (Renner, Darmstadt)

Zentrifuge Minifuge GL (Heraeus-Christ, Hanau)

Zentrifuge Rotanta/RPC (Hettich, Tuttlingen)
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Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg)
Zentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)
Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)

2.1.11 Software

Name Herkunft Beschreibung
BLAST- NCBI = National Center for Programm zum Vergleich von
Algorithmus Biotechnology Information; Internet: | DNA-Sequenzen mit
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ genomischen DNA-
(Altschul er al., 1990) Abschnitten
CELLQuest BD Biosciences (Heidelberg) Programm zur Steuerung eines
Durchflu8zytometers
(FACScanners) und fiir die
Auswertung
Chromas C. McCarthy; (School of Health Programm zur Visualisierung

Version 1.45

Sciences, Griffith University,
Southport/AUS)

von DNA-Sequenzierungen

Lalign Internet: www.chembnet.org Algorithmus zur
(Huang und Miller, 1991) Gegeniiberstellung von DNA-
Sequenzen
Macromedia Adobe (San Jose, CA/USA) Programm fiir die Erstellung
FreehandMX, komplexer Abbildungen
Version 11
MS Excel Microsoft Deutschland GmbH Programm fiir statistische

(UnterschleiBheim)

Auswertungen und zur
Erstellung von Diagrammen

NEBcutter V2.0

New England Biolabs (NEB,

Programm zur Analyse von

Frankfurt) DNA-Abschnitten
Kodak 1D 3.6 | Kodak (Stuttgart) Fotodokumentationssystem
zum Fotographieren von Gelen
und Southern- / Northern- /
Western-Blots
Reference Thomson ResearchSoft (Carlsbad, Programm zur Verwaltung von
Manager, CA/USA) Textreferenzen und Erstellung
Version 10 von Bibliographien
Reverse Internet: Programm zur Berechnung von
Complement bioinformatics.org/sms/rev_comp.html | reversen komplementédren
(Stothard, 2000) DNA-Sequenzen
SimVector 2.0 | Premier Biosoft International Programm zum Erstellen von

(Palo Alto, CA/USA)

Vektor-Karten

SIRNA target
finder

Internet: www.molecularstation.com
(Ambion, Huntingdon/GB)

Programm fiir die Suche nach
Zielsequenzen und das Design
von siRNAs bzw. shRNA-

kodierenden Oligonukleotiden
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2.2 Methoden

2.2.1 Klonierungen und allgemeine Arbeiten mit Nukleinsiuren
2.2.1.1 Praparation kompetenter Bakterien

Die Priparation chemokompetenter Bakterien der E. coli-Stimme Dh5a, HT115 und K12
JM109 erfolgte nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983).

2.2.1.2 Transformation von Bakterien

100 pl einer Suspension chemokompetenter Bakterien, welche sich in einem Reaktionsgefal3
befand, wurden auf Eis aufgetaut. Die zu transformierende Plasmid-DNA wurde in die
Bakteriensuspension pipettiert. Durch Invertieren des Gefdes wurde der Ansatz
durchgemischt, anschlieBend wurde er fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Inkubation wurden
die Bakterien fiir 60 s einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Im Anschlufl folgte eine
erneute Inkubation auf Eis fiir 2 min. Danach wurden die Bakterien mit 900 pul LB-Medium
versetzt und 30-45 min bei 37 °C in einem Bakterienschrank unter Schiitteleinflul von
250 rpm inkubiert. Anschliefend wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die sich am Grunde des GefiBles abgesetzten Bakterien in frischem
LB-Medium resuspendiert. Letztendlich wurde die Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten

mit betreffendem Selektions-Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmiden fiir die Analyse

Die Préparation der Plasmide wurde nach der Boiling-Methode (Holmes und Quigley, 1981)
durchgefiihrt. Aus dem so gewonnenen Bakterienlysat wurde anschlieend die Plasmid-DNA
ausgefillt: Das neutralisierte Bakterien-Lysat wurde mit 1:10 Volumen 3 M NaAc pH 5,2 und
2,5-fachem Volumen Ethanol abs. versetzt und gemischt. Die bei RT nach etwa 10 min
ausgefillte DNA wurde mit Hilfe einer Zentrifuge sedimentiert (16.000 x g, 10 min bei 4 °C)
und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde die DNA mit 70%igem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in 50-100 pl H,O resuspendiert.

Alternativ wurde die Isolierung von Plasmiden aus Ubernachtkulturen mit Hilfe des
Qiaprep® Spin Miniprep Kit nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt.
Die Ausbeute lag bei low-copy-Plasmiden zwischen 100 und 300 pg/ul, bei high-copy-
Plasmiden hingegen zwischen 450 und 750 pg/ul.

2.2.1.4 Isolierung von Plasmiden fiir Transfektionen in Sidugerzellkulturen

Die Kultur der Bakterien und die Aufreinigung der Plasmide aus der Ubernachtkultur erfolgte
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mit dem Qiafilter™ Plasmid Maxi Kit nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden). Die
Konzentration der DNA wurde photometrisch iiber den ODgys-Wert bestimmt
(1 OD26p=50 pg/ml DNA). Die Ausbeute lag bei low-copy-Plasmiden zwischen 100 und
300 pg/ul, bei high-copy-Plasmiden hingegen zwischen 500 und 800 pug/ul. Die Reinheit der
Plasmid-DNA in bezug auf proteinidre Verunreinigungen schwankte bei einem ODy60/OD3g0-
Wert zwischen 1,75 und 1,9. Die Lagerung der DNA erfolgte in Aliquots bei -20 °C.

Fiir geringere DNA-Mengen wurde das Qiafilter™ Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden),
alternativ das GenElute™ HP Plasmid Midiprep Kit (Sigma, Taufkirchen) nach Angaben der
Hersteller verwendet. Die DNA-Ausbeuten lagen hier bei 200-300 pg/ul fiir low-copy-
Plasmide und bei 500-700 pg/ul bei high-copy-Plasmiden.

2.2.1.5 Praparation genomischer DNA aus Bakterien

2 ml Bakteriensuspension einer Ubernachtkultur wurden in einem Reaktionsgefil durch
Zentrifugation sedimentiert (16.000 x g, 15 min bei 37 °C) und der Uberstand verworfen. Die
sedimentierten Bakterien wurden mit Hilfe von 250 pl Resuspensionspuffer geldst. Nach
Zugabe von 250 ul Lysepuffer wurde das Reaktionsgefil mehrmals invertiert und die
Suspension 15 min lang bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 350 ul Neutralisationspuffer
wurde die Lyse beendet. Die zur Resuspension, Lyse und Neutralisation verwendeten Puffer
stammten aus dem Qiaprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden). Das Lysat wurde
anschlieBend zentrifugiert (16.000 x g, 3 min bei RT), der Uberstand wurde in ein frisches
Reaktionsgefil} iiberfiihrt und mit demselben Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(Verhéltnis 25:24:1) versetzt, gemischt und durch Zentrifugation (16.000 x g, 5 min bei RT)
in drei Phasen getrennt. Die oberste wissrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefal3

tiberfiihrt. AnschlieBend wurde die DNA ausgefillt (sieche Kap. 2.2.1.3).

2.2.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Ringformige oder lineare DNA wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen unter den
vom Hersteller empfohlenen Bedingungen verdaut. Hierbei waren Puffergehalt,
Enzymaktivitdt (x U Enzym / x ug DNA), Temperatur und Reaktionszeit von hinreichender
Bedeutung. Restriktionsendonukleasen schneiden DNA durch Hydrolyse, indem sie kurze,
definierte Nukleotidsequenzen erkennen. Es wurden ausschlieBlich
Restriktionsendonukleasen der Klasse II verwendet. Solche Restriktionsenzyme schneiden die
DNA spezifisch innerhalb der Erkennungssequenzen und bendtigen fiir die Hydrolyse kein

ATP. Im Gegensatz dazu sind Enzyme der Klassen I und III ATP-abhingig. AuBlerdem

64



MATERIAL UND METHODEN

schneiden Klasse III-Enzyme ca. 20-25 Basenpaare von der Erkennungssequenz entfernt,
wihrend Klasse I-Enzyme an einer zufélligen Stelle, weit entfernt von ihrer

Erkennungssequenz schneiden.

2.2.1.7 Ligation von linearen DNA-Fragmenten

Mit Hilfe von Ligase-Enzymen konnen 5°- oder 3’- {iiberhdngende DNA-Enden, wenn
komplementir, sowie stumpfe DNA-Enden mit anderen stumpfen DNA-Enden durch
kovalente Bindung verkniipft werden. Die Ligase katalysiert dabei unter ATP-Verbrauch die
Bildung einer Phosphodiester-Briicke zwischen einer 5’-Phosphatgruppe eines
Nukleotidtriphosphates und einer frei vorliegenden 3’-OH-Gruppe innerhalb doppelstringiger
DNA. Die in dieser Arbeit angesetzten Reaktionen wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
oder der Quick-T4-DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers (NEB, Frankfurt)
durchgefiihrt.

2.2.1.8 Dephosphorylierung von linearen DNA-Fragmenten

Die 5’-Enden von linearisierten Plasmiden wurden mit alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert, um deren Re-Ligation zu verhindern. Dazu wurden nach dem
Restriktionsverdau 5 U alkalische Phosphatase pro ug DNA dem Reaktionsansatz zugegeben
und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich CIAP (calf intestinal
alcaline phosphatase) und CIP (calf intestinal phosphatase) (NEB, Frankfurt) benutzt.

2.2.1.9 Auffiillen von 3’-iiberhiingenden DNA-Enden

Klenow-Enzym (das groBe Fragment der DNA-Polymerase I von E. coli) agiert als DNA-
abhédngige 5°-3’-Polymerase mit 3’-5’-Exonuclease-Aktivitit. Diese Funktion wurde fiir das
Auffiillen von 3’-iiberhdingenden DNA-Enden angewendet, um sie dann als stumpfe Enden zu
ligieren. Die Reaktion wurde mit Klenow-Enzym (NEB, Frankfurt) nach Angaben des

Herstellers durchgefiihrt.

2.2.1.10 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen Aussagen iiber die Grofe von linearen
DNA-Fragmenten gemacht werden. Des weiteren kann die vorliegende Struktur von
Plasmiden analysiert werden. Fiir lineare DNA-Fragmente kleiner als 1 kb wurden 1,5-2%ige
Agarose-Gele, fiir Fragmente bis 8 kb 1%ige Agarose-Gele und fiir Fragmente groB3er als 8 kb
0,8%ige Agarose-Gele verwendet, welche jeweils mit 1 x TAE-Puffer angesetzt wurden. Die
zu analysierenden DNA-Proben wurden mit 10 x DNA-Probenpuffer versetzt und in die

Taschen der Gele geladen. Die Elektrophorese selbst wurde in einer speziellen
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Gelelektrophoresekammer (BIO-Rad, Miinchen) bei 50-100 V im Milliamperebereich
durchgefiihrt. Anhand der Bromphenolblau- und Xylencyanol-Firbungen im Gel konnte unter
Beriicksichtigung des Agarosegehalts der Gele mit Hilfe einer Normtabelle eine Aussage iiber
den Grad der DNA-Auftrennung getroffen werden. Nach gewiinschtem Auftrennungsgrad
wurden die Gelldufe gestoppt, die Gele in einem Ethidiumbromidbad gefirbt und auf einem
Transilluminator (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee Cedex/F) unter UV-Licht fotographiert.
Als Vergleichsgrolen dienten 1 kb-DNA-Leiter und 100 bp-DNA-Leiter (Invitrogen,
Karlsruhe; NEB, Frankfurt; PlasmidFactory, Bielefeld).

2.2.1.11 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die fiir Ligationen verwendeten linearen DNA-Fragmente wurden nach Auschneiden aus dem
Agarose-Gel mit Hilfe eines Gel Extraction Kits (Millipore, Eschborn; Qiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben isoliert. Alternativ dazu wurden DNA-Fragmente mit Hilfe der
Freeze "N Squeeze DNA Gel Extraction Spin Columns (BIO-Rad, Miinchen) aufgereinigt. In
einigen Fillen wurden lineare DNA-Fragmente durch einfache Ausfillung (siehe Kap.

2.2.1.3) aufgereinigt und fiir die anschlieBende Ligation eingesetzt.

2.2.1.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion werden definierte DNA-Abschnitte zwischen zwei
bekannten Regionen spezifisch amplifiziert (Mullis et al., 1986). Dies geschieht mit einem
sequenzspezifischen Oligonukleotid-Primerpaar und einer hitzestabilen DNA-Polymerase,
meist der Tag-Polymerase (aus Thermus aquaticus) (Saiki et al., 1988). Wurde ein
amplifiziertes PCR-Produkt fiir eine anschlieBende Ligation im Rahmen einer Klonierung
eingesetzt, so wurde die Platinum® Pfx-Polymerase (aus Thermococcus sp.) verwendet. Diese
DNA-Polymerase besitzt eine zusitzliche 3’-5’-Exonuklease-Aktivitdt und weist durch diese
Korrekturaktivitit (proofreading) eine um ein Vielfaches geringere Fehlerquote als die Tag-
Polymerase auf. Benutzte DNA-Polymerasen und Zubehor fiir die PCR-Ansédtze wurden von
den Firmen Invitrogen (Karlsruhe) NaTuTec (Frankfurt), und Amersham (Miinchen) bezogen.
Samtliche PCR-Ansitze wurden nach Empfehlung der jeweiligen Hersteller durchgefiihrt.

In einigen PCR-Reaktionen wurden bestimmte Sequenzabschnitte der Matrizen-DNA im
spateren Amplifikat durch alternative Sequenzen substituiert. Die so hergestellten Mutationen
wurden mit Hilfe der gewiéhlten Primer hervorgerufen, welche der Matrizen-DNA nicht zu
100% komplementdr waren und sogenannte Fehlpaarungen (mismatches) bildeten. Je linger
ein solcher mismatch-Bereich war, desto linger muflte die Gesamtlinge des betreffenden

Primer gewihlt werden, damit dieser eine spezifische Bindung mit dem komplementéren
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Restbereich der Matrizen-DNA eingehen konnte. Bei der Gestaltung eines solchen Primer
wurde ebenso auf seine Schmelztemperatur (T,,) geachtet, welche jener des gegenldufigen
Primer moglichst dhnlich sein sollte. Die Schmelztempertur (T,,) wurde nach folgender

Formel berechnet (Baldino, Jr. et al., 1989):

Tn=81,5+ 16,6 x (Iogio [J]) + 0,41 x (% G+C) - (675/n) - 1,0 X (% mismatches) - 0,63 x (% FA)

(J = Konzentration monovalenter Kationen in Mol/l, % G+C = Anteil der Nukleotide Guanosin und
Cytidin in %, n = Anzahl der Basen im Oligonukleotid-Primer, % mismatch = Anteil der fehlgepaarten

Basen in %, % FA = Anteil des Formamids im benutzten Puffer in %)

Als annealing-Temperatur zum Anheften der Primer wurde eine Temperatur gewihlt, welche
in der Regel 5°C unter der Schmelztemperatur lag. Ein typisches verwendetes PCR-

Programm lief wie folgt ab:

initiale Denaturierung: Smin 94 °C
Denaturierung: 30s 94 °C
annealing der Primer: 45s 55-60 °C
Elongation: 90s 72°C/68°C

abschlieBende Elongation 5 min 72 °C/ 68 °C

Die mittleren drei Schritte der PCR: Denaturierung, annealing der Primer und Elongation
wurden als Zyklus definiert und in den meisten Fillen 30 bis 50 mal wiederholt. Durch die
einmalige initiale Denaturierung wurde sichergestellt, da8 zu Beginn des ersten Zyklus die
Matrizen-DNA  komplett in ihre FEinzelstringe geschmolzen wurde, wihrend die
abschliefende einmalige Elongationsphase der Beendigung der Polymerisation der
synthetisierten Striange diente. Die Elongationszeiten wurden entsprechend der Syntheserate
der verwendeten DNA-Polymerasen gewihlt. Dazu waren die Angaben der Hersteller (sieche
oben) maBigeblich. Die Elongationstemperaturen wurden spezifisch an die Erfordernisse der
verwendeten DNA-Polymerasen angepalit: Wihrend die Tag-Polymerase bei 72 °C arbeitete,
erlangte die Pfx-Polymerase bei 68 °C volle Aktivitit.

Ein typischer PCR-Ansatz wurde wie folgt pipettiert:

1 ul Matrizen-DNA (10 ng/ml)
1,5 pl sense-Primer (10 uM)
1,5 pl antisense-Primer (10 uM)
5 ul 10 x Tag-Polymerase-Puffer inkl. 15 mM MgCl,
2 ul dNTP-Mix (40 mM)
1 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
39 ul H,O
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2.2.1.13 Design von shRNA-kodierenden Oligonukleotiden

Das Design von shRNA-kodierenden Oligonukleotiden erfolgte unter Beriicksichtigung
mehrerer Kriterien. So wurde eine generelle Linge von 21 bp inkl. 2 nt-3’-Uberhiinge fiir den
fertig prozessierten siRNA-Doppelstrang gewihlt. Die Linge des hybridisierten Bereichs,
welcher den Doppelstrang ausmachte, betrug damit 19 bp. Die Zielsequenz innerhalb der
cDNAs von EGFP und Plkl begann an ihrem 5’-Ende mit zwei Adenosin-Nukleotiden,
gefolgt von einer 19 bp langen Sequenz. Uber die relative Lage der Zielsequenz innerhalb der
mRNA, an welcher mRNA und antisense-Strang der siRNA komplementir sind, gibt es keine
allgemeingiiltige Regel. Die Praxis zeigte jedoch, daBl siRNAs, welche 5’-gelegenen
Bereichen der betreffenden mRNA komplementédr waren, eine sehr potente Wirkung zeigten
(Tuschl et al., 1999; Elbashir et al., 2001b). Die Zielsequenzen fiir EGFP und Plk1 wurden
aufgrund dieses Befundes so gewdhlt, dal sie innerhalb der ersten 300 Nukleotide der cDNA
lagen. Der G/C-Gehalt der Zielsequenz wurde nach dem Kriterium gesucht, wonach er in
einem Bereich von 40-60% liegen sollte (Elbashir et al., 2001b). Um eine vorzeitige,
vektorbasierte Termination der Transkription der shRNA-kodierenden DNA-Sequenz zu
vermeiden, wurde darauf geachtet, dafl innerhalb der Zielsequenz keine Aneinanderreihung
von mehr als drei Thymidinen auftrat. Die Bedingung des 3’-Uberhangs von zwei Uridinen
am antisense-Strang der siRNA konnte durch das definierte Ende der Transkription erreicht
werden. Der Einbau von fiinf aufeinanderfolgenden Thymidinen an das 3’-Ende der shRNA-
kodierenden Sequenz sollte hierbei den Kettenabbruch des von der RNA-Polymerase III
synthetisierten RNA-Strangs, welcher folgend zu shRNA hybridisierte, bewirken. Die zwei
Uridine, welche den 3’-Uberhang des sense-Strangs der prozessierten siRNA bilden sollten,
wurden durch die Wahl der Schleifensequenz der shRNA-kodierenden Oligonukleotide
kodiert. Die Schleife, welche sense-Strang und antisense-Strang verbindet, wurde analog der
besten Wirksamkeit auf eine Linge von 9 bp festgelegt (Brummelkamp et al., 2002a). Der fiir
die Schleife kodierende Bereich begann an 5’-Position mit zwei Thymidinen. Bei
Prozessierung der exprimierten ShRNA zu siRNA, konnte das Enzym Dicer durch Entfernen
der restlichen sieben Nukleotide der Schleife den 3’-Uberhang des sense-Strangs, bestehend
aus zwei Uridinen, herstellen. Zur Klonierung der hybridisierten shRNA-kodierenden
Oligonukleotide in 3’-Position des Promotors muften beide Oligonukleotide sowohl an ihrem
5’- als auch an ihrem 3’-Ende mit Restriktionsschnittstellen versehen werden. Hierbei
handelte es sich um Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen BamHI (5’-Position) und
HindIIl (3’-Position). Fiir das Design von siRNA-Sequenzen wurde das Programm siRNA
target finder (Ambion, Huntingdon/GB) verwendet.

68



MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.14 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Die beiden komplementédren Oligonukleotide wurden in H,O oder TE-Puffer so verdiinnt, daf3
beide Losungen die gleichen Molaritdten aufwiesen. Jeweils gleiche Volumen von sense- und
antisense-Oligonukleotid wurden in ein Reaktionsgefdl} tiberfiihrt, 1 min bei 95 °C inkubiert
und anschlieBend 30 min bei RT aufbewahrt. Das hybridisierte DNA-Fragment wurde, wie in
Kap. 2.2.1.6 beschrieben, mit Restriktionsenzymen verdaut und zur Kontrolle einige Zeit im
Agarose-Gel durch Anlegen einer Spannung einlaufen gelassen, im Ethidiumbromidbad

geféarbt und, wie in Kap. 2.2.1.11 beschrieben, aus dem Agarose-Gel aufgereinigt.

2.2.1.15 Aufreinigung genomischer DNA aus Sdugerzellen

Fiir die Aufreinigung genomischer DNA aus Sédugerzellen wurden betreffende Zellen mit PBS
gewaschen, trypsiniert, in Kulturmedium aufgenommen und zentrifugiert (sieche Kap. 2.2.2.2).
Die sedimentierten Zellen wurden in PBS resuspendiert. Mit Hilfe des QIAamp® DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden) wurde die genomische DNA der Zellen nach Angaben des
Herstellers isoliert. Nach Lyse von 2x 10° Zellen betrug die Ausbeute 100-200 pg
genomische DNA bei einem OD,5/ODsgo-Wert (siehe Kap. 2.2.1.4) von 1,7-1,9. Die
praparierte DNA wurde bei 4 °C gelagert.

2.2.1.16 Aufreinigung genomischer DNA aus Tumoren

Zur Priparation genomischer DNA aus Tumoren wurden 30-50 mm® groBe Gewebsstiicke aus
gefrorenen Tumoren geschnitten, welche zuvor in fliissigem Stickstoff gelagert waren. Mit
Hilfe des QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) wurde nach Anleitung des Herstellers
die genomische DNA isoliert. Die Ausbeute an genomischer DNA betrug 200-400 ug bei
einem OD,60/OD,go-Wert (sieche Kap. 2.2.1.4) von 1,7-1,85. Die préaparierte DNA wurde bei
4 °C aufbewabhrt.

2.2.1.17 Southern-Blot

10 ug genomische DNA einer jeden Probe wurden mit Hilfe der Restriktionsendonuklease
Hindlll (NEB, Frankfurt) nach Angaben des Herstellers 2 h lang bei 37 °C verdaut, um DNA-
Fragmente mit einer durchschnittlichen Lénge von 4 kb (Normalverteilung) zu erhalten.
Verdaute DNA wurde nach Mischen mit DNA-Probenpuffer auf einem 0,8%igen Agarose-
Gel bei 60 V iiber eine Strecke von ca. 10 cm elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde
nachfolgend fiir ca. 30 min in Depurinierungspuffer (0,25 M HCI-Losung) gelegt. Dabei

schwamm das Gel im Puffer, wodurch eine beidseitige Diffusion erreicht werden konnte. Die

69



MATERIAL UND METHODEN

Reaktion wurde 10 min, nachdem Xylencyanol einen griinen und Bromphenolblau einen
gelben Farbumschlag zeigten, gestoppt. Diese beiden Farbmarker waren im DNA-
Probenpuffer enthalten. Durch die Depurinierung zerbrach die DNA in kleinere Fragmente,
deren Denaturierung durch Einlegen des Gels in Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH / 1,5 M
NaCl) fiir 30 min leichter vonstatten gehen konnte. AnschlieBend wurde das Gel in
Neutralisationspuffer (0,5 M Tris-HCI pH 7,0 / 1,5 M NaCl) abermals fiir 30 min inkubiert.
Die DNA wurde nun unter Ausnutzung von Kapillarkriften in 10-fachem SSC-Puffer (1,5 M
NaCl / 0,15 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat, pH 7,0) auf eine positiv geladene Nylon-Membran
(Amersham Biosciences, Miinchen / Roche, Mannheim) iiber Nacht geblottet (Miilhardt,
2003b). Am nidchsten Tag wurde die Apparatur abgebaut und die mit genomischer DNA
behaftete Membran 2 h lang bei 80 °C in einem Trockenschrank inkubiert, wodurch die DNA

fixiert wurde. Es folgte die Hybridisierung mittels radioaktiver Sonde.

2.2.1.18 Aufreinigung von RNA aus Siugerzellen

Zur Isolierung von RNA aus Sédugerzellen wurden betreffende Zellen mit PBS gewaschen,
trypsiniert, in Kulturmedium aufgenommen und zentrifugiert (siche Kap. 2.2.2.2). Das
sedimentierte Pellet wurde anschlieBend in PBS gewaschen. Unter Verwendung des
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden) wurde nach Protokoll des Herstellers die gesamte RNA
der Zellen pripariert. Nach Lyse von 2 x 10° Zellen betrug die Ausbeute der RNA 20-80 pg
bei einem OD,40/OD,go-Wert (siehe Kap. 2.2.1.4) von 1,88-2,0.

2.2.1.19 Aufreinigung von RNA aus Tumoren

Zur Isolierung von RNA aus Tumoren wurde den 20-30 mm’ groBen gefrorenen
Gewebsstiicken das fiinffache Volumen RLT-Puffer inkl. 1% B-Mercaptoethanol (Protokoll
nach RNeasy® Mini Kit; Qiagen, Hilden) zugegeben. Die Proben wurden anschlieBend mit
einem Ultratorrax Dispergiewerkzeug TH (OMNI international, Marietta, GA/USA) 30 s
homogenisiert und auf Eis abgekiihlt. Die Suspension wurde zur Aufreinigung auf Sdulen
(Qiashredder®; Qiagen, Hilden) pipettiert und zentrifugiert. So konnten nicht homogenisierte
Fragmente extrahiert werden. Aus dem Durchflul wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers die gesamte RNA isoliert. Die Ausbeute der
RNA betrug 50-100 pg bei einem OD,0/OD,go-Wert (siehe Kap. 2.2.1.4) von 1,8-2,0.

2.2.1.20 Northern-Blot
3 ug der Gesamt-RNA einer jeden Probe wurden mit 2-fachem RNA-Probenpuffer gemischt

und unter einem Abzug auf einem 1,5%igen denaturierenden Agarose-Gel bei 100 V iiber
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eine Strecke von 6 cm elektrophoretisch aufgtrennt. Die RNA wurde nun unter Ausnutzung
von Kapillarkriften in 20-fachem SSC-Puffer (3 M NaCl / 0,3 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat,
pH 7,0) {iiber Nacht aus dem Gel auf eine positiv geladene Nylon-Membran (Amersham
Biosciences, Miinchen) iibertragen (Miilhardt, 2003a). Am nichsten Tag wurde die mit RNA
behaftete Membran entnommen und fiir 2 h bei 80 °C in einem Trockenschrank inkubiert,

wodurch die RNA fixiert wurde. Es folgte die Hybridisierung mittels radioaktiver Sonde.

2.2.1.21 Herstellung von radioaktiv markierten Sonden

Zur Herstellung von radioaktiv markierten Sonden wurden PCR-Ansitze nach folgendem
Muster pipettiert: 1 pl Matrizen-DNA (10 ng/ml)
1 ul sense-Primer (10 uM)
1 ul antisense-Primer (10 uM)
2,5 ul 10 x Tag-Polymerase-Puffer inkl. 15 mM MgCl,
2,5 ul ANTP-Mix (40 mM)
4 ul 5°-[0-*P]-dATP (6000 Ci/mM)
1 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
12 ul H,O
Die PCR-Bedingungen wurden individuell gewihlt. Dabei waren Liange und G/C-Gehalt der

Primer fiir die gewihlte Anheftungstemperatur verantwortlich. Die Zeit der
Kettenverldngerung (Elongation) richtete sich nach Lénge des zu amplifizierenden
Abschnittes und der Syntheserate der benutzten DNA-Polymerase. SchlieBlich muflte die
richtige Arbeitstemperatur fiir die DNA-Polymerase gewiéhlt werden. Nach Beendigung der
PCR-Reaktionen wurden die 25 pl-Ansdtze mit 400 ul nukleinsaurefreiem H,O gemischt und
in Sephadex™@G-50-Séaulen (NICK™ Columns; Amersham Biosciences, Miinchen) pipettiert,
wodurch ungebundene Nukleotide zuriickgehalten wurden. Der Durchsatz mit der

aufgereinigten Sonde wurde fiir die nun folgenden Hybridisierungen verwendet.

2.2.1.22 Hybridisierungen von DNA und RNA mittels radioaktiver Sonden

Fixierte Northern- oder Southern-Membranen wurden zunidchst zur Absittigung von
unspezifischen  Bindungsstellen in  Hybridisierungspuffer QuikHyb®  (Stratagene,
Amsterdam/NL) 30 min lang unter sanftem Schaukeln prédhybridisiert. Die eigentliche
Hybridisierung durch Bindung einer radioaktiven Sonde folgte darauthin unter spezifischen
Bedingungen in Hybridisierungsrohren. Die radioaktive Sonde, welche zuvor unter
Verwendung von 5’—[0(—32P]—dATP (Perkin-Elmer, Koln; Amersham Biosciences, Miinchen)
durch PCR amplifiziert wurde, wurde nun in oben genanntem Puffer, welcher zusitzlich
100 pg/ml einzelstringige Heringssperma-DNA enthielt, auf die Membranen appliziert. Eine
wichtige Rolle spielte in diesem Zusammenhang die Hybridisierungstemperatur von 65 °C,

die innerhalb eines Drehofens (Dunn Labortechnik, Asbach) konstant gehalten wurde. In
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diesem speziellen Ofen wurden die Membranen durch langsames Drehen der Rdohren
gleichméBig mit der Sonde inkubiert. Fiir die Hybridisierungstemperatur, unter welcher eine
Sonde spezifisch bindet, sind im wesentlichen Lange und G/C-Gehalt der Sequenz, die
Salzkonzentration und der Formamidanteil des Puffers verantwortlich. Insgesamt dauerte der
Hybridisierungsvorgang 1 h. Nach Hybridisierung wurden die Membranen gewaschen, um
unspezifische Bindungen der Sonde zu 16sen. Dazu wurden die Membranen fiir 1h mit einer
geringen Stringenz in 5 x SSC / 0,1% SDS (w/v) bei 60 °C gewaschen. Nach Messen der
Emissionsstrahlung der Membranen mit Hilfe eines Geigerzihlers, wurde je nach Bedarf die
Stringenz erhoht, indem die Salzkonzentration des Waschpuffers gesenkt wurde. Dies
geschah durch Inkubation der Membranen fiir 1 h in 0,1 x SSC / 0,1% SDS (w/v) bei 60 °C.
Nach dem Waschvorgang wurden die Membranen in Plastikfolie eingeschweil3t. Es folgte die

Autoradiographie.

2.2.1.23 Autoradiographie

Radioaktiv markierte Membranen wurden fiir den Nachweis der Autoradiographie in
Filmkassetten (Kodak, Stuttgart; Amersham Biosciences, Miinchen) iiberfiihrt und mit
Klebeband fixiert. Im Dunkeln folgte das Auflegen jeweils eines Rontgenfilms (Hyperfilm
MP, Amersham Biosciences, Miinchen) pro Kassette, dessen Exposition je nach Bedarf
wenige Stunden bis einige Tage dauerte. Es wurden ausschlieBlich Filmkassetten benutzt,
welche integrierte Verstirkerfolien besaen. Die Verstirkerfolie absorbierte Sonden-
Strahlung, welche in Form von Licht reflektiert wurde und erneut auf den Film traf. Um die
Funktionalitdt der Verstirkerfolien zu wahren, und auch schwache Signale abbilden zu
konnen, wurden die Filmkassetten wéhrend der Exposition bei -80 °C in einer Kiihltruhe
aufbewahrt. Nach Exposition wurden betreffende Rontgenfilme in einer Dunkelkammer mit

Hilfe einer Entwicklermaschine (Optimax Typ TR; MS Laborgerite, Wiesloch) entwickelt.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Allgemeine Arbeiten mit Zellkulturen

Die Zellkulturarbeiten fanden ausschlielich an sterilen Werkbidnken (Sterilbank HER Asafe
und Sterilbank Lamin Air, Heraeus, Hanau) statt. Die Kultivierung von Siuger-Zellen erfolgte
in einem Inkubator bei 37 °C und 5% CO, in feuchter Atmosphire. Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen verschiedener Grofle gezogen. In zeitlich regelmidBigen Abstinden wurden
die kultivierten Zellen Mycoplasmentests unterzogen. Die Inkubatoren wurden in bestimmten

zeitlichen Abstinden durch Erhitzen auf 300 °C sterilisiert.
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2.2.2.2 Passagieren von Zellen

Vor dem Passagieren wurden adhidrente Sdugerzellen zundchst mit PBS gewaschen und
danach fiir ca. 3 min mit Trypsin/EDTA-haltiger Losung (Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert.
Die nun von der extrazelluliren Matrix und untereinander gelosten Zellen wurden in
serumhaltigem Medium resuspendiert, so da3 das zuvor applizierte Trypsin seine Wirkung
verlor. Die Zellsuspension wurde mit 250 x g fiir 5 min bei RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die sedimentierten Zellen wurde in frischem Kulturmedium

resuspendiert und in der gewiinschten Verdiinnung neu ausgesit.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zentrifugierte Zellen einer konfluenten Flasche wurden in Einfriermedium, welches 40% des
betreffenden Kulturmediums, 50% FCS und 10% DMSO enthielt (siehe Kapitel 2.1.8.2),
resuspendiert. Die entstandene Zellsuspension wurde zu je einem Milliliter in Kryo-Rhrchen
(Greiner, Frickenhausen) iiberfithrt und zunéchst bei -20 °C iiber Nacht eingefroren. Am
darauf folgenden Tag wurden die Zellen in eine Umgebungstemperatur von -80 °C {iiberfiihrt,
ehe die langfristige Lagerung ab dem dritten Tag in fliissigem Stickstoff bei -196 °C erfolgte.
Fiir die Uberfiihrung in Kultur wurden gefrorene Zellen in einem Wasserbad bei 37 °C schnell
aufgetaut, in 10 ml vorgewiarmtes Kulturmedium {iiberfiihrt und zentrifugiert (250 x g, 5 min,
RT). Der Uberstand wurde verworfen, die sedimentierten Zellen wurden in frischem

Kulturmedium resuspendiert und in eine Kulturflasche ausgesit.

2.2.2.4 Transfektion von Zellen

Fiir die Transfektion adhirenter Sdugerzellen mit Expressionsplasmiden wurden folgende
Transfektionsreagenzien verwendet: FuGENE6 (Roche, Mannheim), Lipofectamin
(Invitrogen, Karlsruhe) und JetPEI® (Biomol, Hamburg). Die einzelnen Transfektionen
wurden nach Protokoll des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt, wobei zum Zeitpunkt der
Transfektion bei Anwendung mancher Transfektionsreagenzien serumfreies Kulturmedium
vonndten war, wihrend andere Reagenzien sowohl in serumfreien, als auch in serumhaltigem
Medium Anwendung fanden. Insgesamt erwies sich FuGENEG6 (Roche, Mannheim) als
besonders geeignet, da mit Hilfe dieses Reagenzes sowohl unter Serumentzug als auch in
serumhaltigem Kulturmedium gute Transfektionseffizienzen bei den verwendeten Zellinien
erreicht wurden. Als serumfreies Medium fiir die einzelnen Transfektionsansitze diente Opti-
MEM® (Invitrogen, Karlsruhe).

Ko-Transfektionen von Plasmiden fiir konstitutive Expression von d2EGFP (enhanced green

fluorescent protein mit Halbwertszeit von 2h) und shRNA-exprimierenden Plasmiden
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wurden im Verhéltnis 1:1 durchgefiihrt. Ko-Transfektionen von Plasmiden fiir konstitutve
Expression von TetR und shRNA-exprimierenden Plasmiden wurden in einem Verhiltnis von
3:2 durchgefiihrt. Fiir das Kulturmedium wurde ausschlieBlich tetrazyklinfreies FCS

verwendet.

2.2.2.5 Selektion von transfizierten Zellen

Nach transienter Transfektion wurden Plasmid-tragende Zellen selektiert, um stérende
Einfliisse durch untransfizierte Zellen weitestgehend auszuschlieBen. Die transfizierten
Expressionsplasmide trugen zusitzlich zu den gewiinschten genetischen Elementen
Selektionsmarkergene, durch deren Expression transfizierte Zellen gegen ein bestimmtes
Antibiotikum resistent wurden. 24 h nach den Ko-Transfektionen von Plasmid-Vektoren fiir
TetR und shRNA-exprimierende Einheiten wurde betreffenden Zellen 100 pg/ml
Hygromycin B (BD Clontech, Heidelberg) und 600 pg/ml Geneticin (G418; Invitrogen,
Karlsruhe) verabreicht. Das Selektionsmedium wurde an jedem Tag gewechselt. Nicht-
transfizierte Zellen hatten keine Resistenzeigenschaften und starben unter Einflu3 der

Antibiotika.

2.2.2.6 Herstellung von stabilen Zellklonen

Fiir die stabile Integration von RNAi-Kassetten in das Genom von TetR-exprimierenden
Tumorzellen wurden T-REx™-HeLa-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) mit betreffenden Plasmid-
Vektoren mittels Lipofektion transfiziert (sieche Kap. 2.2.2.4). 24 h nach Lipofektion wurde
mit der Selektion von Plasmid-tragenden Zellen begonnen (siehe Kap. 2.2.2.5). Dazu wurde
Geneticin (G418) in einer Konzentration von 1,5 mg/ml in das Kulturmedium gegeben. 3-4
Wochen wurden die Zellen selektiert, wobei das Kulturmedium inkl. frischem Antibiotikum
alle drei Tage erneuert wurde. Restliche Zellen, welche sich ab ca. 2-3 Wochen durch Teilung
neu ausbreiteten und stabile Antibiotikaresistenzen aufwiesen, wurden vereinzelt, um
homogene genetische Eigenschaften zu gewihrleisten. Zur Vereinzelung wurden verbliebene
Zellen trypsiniert und in serumhaltigem, antibiotikafreiem Medium aufgenommen. Mit Hilfe
einer Neubauer-Zihlkammer (Renner, Darmstadt) wurde die Zahl der Zellen pro
Volumeneinheit bestimmt. Die Zellsuspension wurde in mehreren Schritten verdiinnt, bis
sich, statistisch gesehen, in 300 ul Medium eine Zelle aufhielt. Jeweils 300 ul der finalen
Suspension wurden in die Wells einer 96er-Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen)
pipettiert. Am folgenden Tag wurde das bisherige Medium durch konditioniertes Medium,
welches durch Mischen von frischem Kulturmedium mit Kulturmedium von konfluenten

Zellen im Verhiltnis 1:1 hergestellt wurde und insgesamt mehr Wachstumsfaktoren enthielt,
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ersetzt. In den folgenden Tagen und Wochen wurde das Wachstum der einzelnen Zellklone
mit Hilfe eines inversen Mikroskopes IDO3 (Zeiss, Jena) verfolgt. Wells mit keinem oder
mehr als einem Zellklon wurden aufler Acht gelassen. Wells mit einem einzigen Zellklon
wurden markiert und unterlagen fortan gesonderter Beobachtung. Klone, welche sich schnell
ausbreiteten und vermehrtem Platzmangel ausgesetzt waren, wurden trypsiniert und in die
Wells von Mikrotiterplatten mit groBerer Grundfliche ausgesit. Als die Zellmenge nach
exponentiellem Wachstum eine Aussaat in Zellkulturgefile mit einer Grundfliche von
mindestens 25 cm? erlaubten, wurde mit erneuter Selektion durch Applikation von 500 pg/ml
Geneticin (G418) begonnen. Klone, welche fortan starben, hatten im zeitlichen Verlauf des
Wachtums in antibiotikafreiem Medium ihr Resistenzgen verloren. Wihrend Vereinzelung
und folgender Teilung der Klone gab es keine Alternative zur Applikation von
antibiotikafreiem und konditioniertem Medium. So zeigte die Praxis, dal sich Einzelzellen in
Anwesenheit von Antibiotikakonzentrationen, welche fiir die Selektion notwendig sind, nicht
oder kaum teilen konnen. Der Nachweis der korrekten Integration von funktionellen
Elementen der Plasmid-DNA wurde mittels PCR (siehe Kap. 2.2.1.12) und anschlie3ender
Sequenzierung geleistet. Mit Hilfe der Southern-Blot-Technik wurde die genaue Anzahl von

integrierten funktionellen Einheiten (siehe Kap. 2.2.1.17) ermittelt.

2.2.2.7 Induktion von Promotoren durch Applikation von Doxyzyklin

Die Expression von shRNA durch induzierbare Derivate des HI-Promotors wurde durch die
Applikation verschiedener Doxyzyklin-Konzentrationen von 1-10 pg/ml in das Kulturmedium
erreicht. In transienten Versuchen startete die Applikation 24 h nach Transfektion und dauerte
insgesamt 72 h lang, wobei das Kulturmedium jeden Tag erneuert wurde. Bei Induktion stabil
integrierter Promotoren begann die Applikation von Doxyzyklin in Konzentrationen von

1-10 pg/ml mit der Aussaat betreffender Zellklone und dauerte insgeamt 120 h.

2.2.2.8 DurchfluBzytometrie mittels FACScan-Analyse (fluorescence activated cell
scanning) zur Bestimmung der EGFP-Fluoreszenz und der Apoptose

Fiir die Ermittlung von Transfektionseffizienzen und RNAi-Effekten gegen EGFP wurde sich
der Durchflulcytometrie mittels FACScan-Analyse bedient. 48 h nach Ko-Transfektion von
konstitutiv EGFP-exprimierenden und konstitutiv shRNA-exprimierenden Plasmiden wurden
betreffende Zellen trypsiniert, in Kulturmedium aufgenommen, und zentrifugiert (250 x g,
5 min, RT). Die sedimentierten Zellen wurden mit PBS resuspendiert und die Suspension
erneut zentrifugiert (250 x g, 5 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen

abermals in PBS aufgenommen und in spezielle FACScan-Rohrchen (BD Biosciences,
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Heidelberg) iberfiihrt. Die Fluoreszenzaktivitit der Zellen wurde nun mit Hilfe eines
FACScan-Gerites  (fluorescence  activated cell scanner =  Durchflulzytometer;
BD Biosciences, Heidelberg) ermittelt. Quantitative und qualitative Analyse der
fluoreszierenden Zellen erfolgte dabei mit Hilfe der Software CellQuest (BD Biosciences,
Heidelberg).

Um den Grad der Apoptose von Zellen zu bestimmen, wurden die Zellen nach obigem Muster
abgelost, gewaschen und nach Anleitung des Vybrant® Apoptosis Assay Kit #2 (Molecular
Probes, Eugene, CA/USA) gefiarbt. Bei dieser Prozedur wurde der Fluoreszenz-Farbstoff
Propidiumiodid sowie der Marker Annexin V appliziert, wodurch bereits tote Zellen von
apoptotischen Zellen unterschieden werden konnten. Quantitative und qualitative Analyse

erfolgten wie oben beschrieben mittels DurchfluBzytometrie .

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Sidugerzellen

Den in Kulturschalen wachsenden Zellen wurde das Medium entzogen und durch kaltes PBS
(4 °C) ersetzt. Der Zellrasen wurde anschlieBend mit einem Kunststoffspatel (Greiner,
Frickenhausen) vom Untergrund der Kulturschalen gekratzt. Die daraufhin in PBS
vorliegenden Zellfragmente wurden in Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und zentrifugiert
(500 x g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, die sedimentierten Zellfragmente
wurden erneut in kaltem PBS gewaschen und ein zweites Mal zentrifugiert (500 x g, 5 min,
4 °C). Der Uberstand wurde erneut verworfen, wobei kleine PBS-Reste mit einer Pipette
abgesaugt wurden. Die trockenen Pellets wurden anschliefend mit der dreifachen Menge —
bezogen auf ihr eigenes Volumen — fertigem RIPA-Puffer resuspendiert. Nach einer
Inkubation von 1h auf einem Rotator bei 4 °C wurden die Lysate durch Zentrifugation
(16.000 x g, 10 min, 4 °C) geklirt. Die Uberstinde, in welchen die Proteine im gelosten
Zustand als Suspension vorliegen, wurden in frische 1,5 ml-ReaktionsgefdBe iberfiihrt.
Anschlieend wurde ein Bradford-Test zur Bestimmung des Proteingehalts durchgefiihrt

(siehe Kap. 2.2.3.3). Alternativ wurden die fertigen Proteinlysate bei -20 °C gelagert.

2.2.3.2 Herstellung von Proteinlysaten aus Tumoren

Die zuvor bei -80 °C oder in fliissigem Stickstoff bei -196 °C aufbewahrten Tumoren wurden
zunichst in ca. 30-50 mm® groBe Stiicke zerschnitten und in 2 ml-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt.
Jeder Tumorprobe wurde das Fiinffache ihres Volumens an Proteinisolierungspuffer fiir
Tumoren (siehe Kap. 2.1.2.5) zugegeben. Mit Hilfe eines Ultratorrax Dispergiewerkzeuges

(OMNI international, Marietta, GA/USA) wurden die Proben 2 x 30 s homogenisiert und
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dazwischen auf Eis abgekiihlt. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C auf einem Rotator wurden
die Proben fiir 20 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in frische
Reaktionsgefille iiberfiihrt, erneut 10 min auf einem Rotator bei 4 °C inkubiert und 20 min
bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde bildeten nun fertige Lysate, welche fiir
Nachweise mittels Western-Blot eingesetzt oder alternativ bei -20 °C gelagert wurden. Fiir
den ersten Fall wurde eine Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Test

durchgefiihrt (siehe Kap. 2.2.3.3).

2.2.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die durch Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine hervorgerufene
Veridnderung ihres Absorptionsverhaltens kann bei einer ODsgs aufgespiirt und mit Hilfe eines
Photometers gemessen werden (Bradford, 1976). Fiir die modifizierte Variante (Zor und
Selinger, 1996) wurden fiir jeweils eine zu messende Probe 800 ul H,O bidest. mit 200 ul
Protein Assay-Losung (BIO-Rad, Miinchen) oder 200 ul Roti-Nanoquant-Lésung (Roth,
Karlsruhe) in einer Einmal-Kiivette (Sarstedt; Niimbrecht) gemischt. Nach Zugabe von 1 ul
Proteinlysat wurde erneut gemischt und die Absorption bei 595 nm gegen den Leerwert (ohne
Protein) gemessen. Entsprechend der Eichgeraden, welche mit verschiedenen BSA-
Konzentrationen erstellt wurde, entsprach eine Absorption von ODsgs =0,1 einer
Proteinkonzentration von 1,79 ug/ul Protein. Hierbei mufite beriicksichtigt werden, daf3 der
lineare Bereich der Eichkurve zwischen den Werten ODsgs =0,1 und ODsos = 0,8 lag.
Proteinlysate, deren Werte auBlerhalb dieses Bereiches lagen, wurden verdiinnt (ODsgs > 0,8)

oder eingeengt (ODsgs < 0,1). Letzteres geschah durch Zentrifugation in einem Vakuum mit

Hilfe einer Vakuumzentrifuge SpeedVac SVC100 (Fischer-Laborbedarf, Frankfurt).

2.2.3.4 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Mit Hilfe der denaturierenden SDS-Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli (Laemmli, 1970) konnen geloste Polypeptide und Proteine aus heterogenen
Suspensionen nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Fiir dieses Prinzip spielt
SDS, ein sogenanntes Detergens, eine wichtige Rolle. Das amphiphatische SDS tritt durch
seinen ungeladenen aliphatischen Rest mit Proteinen und gleichzeitig durch seine polare,
negativ geladene Kopfregion mit wissriger Losung in Wechselwirkung und bringt somit
Proteine in Losung. Dabei werden die Proteine in ihre Primérstruktur iiberfiihrt, was bedeutet,
daf} eine lingere Polypeptidkette mit mehr SDS-Molekiilen in Wechselwirkung tritt, als eine
kiirzere Polypeptidkette. Es handelt sich dabei um einen proportionalen Zusammenhang. Die

Nettoladung der Proteine (Ladung pro Gewichtseinheit) ist somit gleich, wodurch eine
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elektrophoretische Auftrennung nach dem GroBenprinzip stattfinden kann. Fiir die
Gelelektrophorese wurde das Mini-Protean III-System (BIO-Rad, Miinchen) oder das XCell
SureLock™ Mini-Cell-System (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Die Zusammensetzung von
Tris/Glycin-Gelen wurde dem Protokoll von Sambrook (Sambrook et al., 1989), jene von
Bis/Tris-Gelen der Anleitung von Invitrogen (Karlsruhe) entnommen (siehe auch Kap.
2.1.2.5). Jeweils zwei Gele wurden in den oben beschriebenen Systemen senkrecht fixiert und
komplett mit Laufpuffer tiberschichtet. Gleiche Proteinmengen der aufzutrennenden Proben
wurden in Reaktionsgefidfe pipettiert, mit denaturierendem SDS-Probenpuffer versetzt, 3 min
bei 95 °C auf einem Heizblock aufgekocht, und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Proben in die Taschen des Sammelgels geladen. Die Elektrophorese selbst wurde durch
Anlegen einer Spannung von 150V (Tris/Glycin-Gele) oder 180 V (Bis/Tris-Gele) im
Milliamperebereich durchgefiihrt.

2.2.3.5 Nachweis von Proteinen im Polyacrylamid-Gel mittels Coomassie-Firbung

Betreffende Polyacrylamid-Gele wurden mit Coomassie-Firbelosung (sieche 2.1.2.5)
tiberschichtet und je nach ihrer Dicke 0,5-2 h auf einem Schiittler inkubiert. Bei tiefblauer
Farbung wurde die Coomassie-Losung entfernt und die Gele in Schnellentfirber (siehe
2.1.2.5) ubertiihrt. Je nach Dicke der Gele dauerte das Entfiarben der proteinfreien Bereiche
0,5-1 h. Bereiche mit Proteinen blieben dagegen gefarbt. SchlieBlich wurden die durch
Entfarbung geschrumpften Gele in H,O bis zu ihrer Ausgangsgrofle aufquellen gelassen und

auf Whatman-Papieren in einem Geltrockner Model 583 (BIO-Rad, Miinchen) getrocknet.

2.2.3.6 Western-Blot und Immundetektion

Der Western-Blot dient dem Transfer von Proteinen aus Polyacrylamid-Gelen auf
Nitrocellulose- oder PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membranen (Towbin et al., 1979). Durch
Inkubation spezifischer Antikorper konnen auf solchen Membranen Proteine von Interesse
markiert und detektiert werden. Zur Durchfithrung von Western-Blots wurde das Blot-System
Mini Trans-Blot Transfer Cell (BIO-Rad, Miinchen) und alternativ das XCell II'™ Blot-Modul
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Der Transfer der Proteine erfolgte je nach
Zusammensetzung der Gele in speziell zugehorigem Blotpuffer (siehe 2.1.2.5). Am Blot-
System Mini Trans-Blot Transfer Cell (BIO-Rad, Miinchen) wurde eine Spannung von 70 V
fiir 2 h angelegt. Mit Hilfe des XCell II'™ Blot-Moduls (Invitrogen, Karlsruhe) wurden die
Proteine durch Anlegen einer Spannung von 35V 1 h lang geblottet. Die in dieser Arbeit
verwendeten PVDF-Membranen wurden von Millipore (Eschborn), das Whatman-Papier von

Schleicher und Schiill (Dassel) bezogen. Zum Aktivieren wurde die PVDF-Membran
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zunéchst fiir 1 min in MeOH inkubiert, anschlieBend fiir 3 min in H,O gelegt, bevor sie
zusammen mit Whatman-Papieren in Blotpuffer dquilibriert wurde. Der Aufbau des Blots in
einer Blot-Apparatur erfolgte nach folgendem Schema: Kathode / 2 Schwdmmchen /
2 Whatman-Papiere / Gel / PVDF-Membran / 2 Whatman-Papiere / 2 Schwdmmchen /
Anode. Nach dem Transfer wurde die Membran fiir 30 min in Blockingpuffer (2% BSA in
TBST) inkubiert, um freie Proteinbindestellen abzusittigen. So konnten unspezifische
Bindungen von primédren Antikorpern weitestgehend verhindert werden. Zur spezifischen
Markierung von Proteinen folgte die Inkubation von primiren Antikorpern in Blockingpuffer
fir 1 h. Zum Nachweis von Plkl wurde monoklonaler anti-Plk1-Antikorper aus der Maus
(Santa Cruz, Heidelberg) in einer Verdiinnung von 1:500 eingesetzt. Als Kontrolle wurde
B-Aktin mittels eines monoklonalen anti-B-Aktin-Antikorpers aus der Maus (Sigma,
Taufkirchen) markiert. Dieser Antikdrper wurde in einer Verdiinnung von 1:200.000
inkubiert. Nichtgebundener Antikorper wurde durch Waschen der Membranen fiir 20 min in
TBST entfernt. Der gebundene Primdrantikérper wurde mit Meerettichperoxidase-
gekoppeltem Sekundirantikorper markiert, welcher spezifisch gegen Antigene der Maus
gerichtet war. Insgesamt konnten sich mehrere Zweitantikdrper, deren gekoppelte
Meerrettichperoxidase-Enzyme die spitere Chemi-Lumineszenz-Reaktion hervorriefen, an
einen einzelnen Primérantikorper heften. Die Inkubation erfolgte in einer Verdiinnung von
1:2000 in Blockingpuffer fiir 30 min. AbschlieBend folgte das Entfernen von ungebundenem
Zweitantikorper durch erneutes Waschen in TBST fiir 20 min. Das Sichtbarmachen der
markierten Proteine erfolgte durch eine Chemi-Lumineszenz-Reaktion. Dazu wurden
betreffende Membranen mit ECL (enhanced chemiluminescent)- Losung (Pierce, Bonn /
alternativ selbst hergestellt (sieche Kap. 2.1.2.5)) iiberschichtet. ECL wurde als Substrat der
Meerrettichperoxidase umgesetzt, wodurch Lichtsignale emittiert wurden, welche mittels
Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Miinchen; Kodak InSight IDS/RA,
Kodak, Stuttgart) detektiert werden konnten. Die Exposition der Rontgenfilme fand in
lichtundurchléssigen Filmkassetten (Hypercassette™; Amersham Biosciences, Miinchen oder
X-Omatice; Kodak, Stuttgart) statt, wobei das Auflegen der Filme unter Einflu3 schwachen
Rotlichts in einer Dunkelkammer erfolgte. Die Exposition der Rontgenfilme dauerte zwischen
5 und 20 min. Nach Exposition wurden betreffende Rontgenfilme in einer Dunkelkammer mit

Hilfe einer Entwicklermaschine (Optimax Typ TR; MS Laborgerite, Wiesloch) entwickelt.
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2.2.4 Quantitative Auswertung von Gelen und Autoradiogrammen

Mit Ethidiumbromid gefarbte DNA und RNA in Agarose-Gelen wurden auf einem
UV-Transilluminator (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee Cedex / Frankreich) sichtbar
gemacht. Mit Hilfe des Kodak-Fotodokumentationssystems 1D 3.6 (Kodak, Stuttgart) wurden
die Gele abfotografiert und die Intensitidt der Banden als Ladekontrolle mit gleichnamiger
Software quantifiziert.

Autoradiogramme von Southern-, Northern- oder Western-Blots wurden auf einem
Rontgenfilmbetrachtungsgerit Planilux® (Geritebau Felix Schulte GmbH, Warstein) gelegt,
mit dem gleichen System abfotografiert und quantifiziert.

Zur quantitativen Analyse von Plk1-Transkript aus Northern-Blots wurden betreffende Werte
mit ihren jeweiligen Ladekontrollen durch Bildung der Quotienten standardisiert. Als
Ladekontrolle diente hier die aus den Agarose-Gelen abfotographierte 28S rRNA.

Zur quantitativen Analyse von Plkl-Protein aus Western-Blots wurden betreffende Werte
nach gleichem Muster mit den zugehorigen Ladekontrollen in Beziehung gesetzt, wobei in
diesem Falle B-Aktin zur Standardisierung herangezogen wurde.

Alle Durchschnittswerte aus Northern- und Western-Blots wurden an Werten orientiert,
welche Plkl-Transkriptmenge bzw. Plkl-Proteinmenge mismatch-shRNA-exprimierender

Zellen beschrieb.

2.2.5 Bestimmung von Zellzahlen

Die Wachstumsraten von transient transfizierten Zellen wurden in An- und Abwesenheit von
Doxyzyklin ermittelt. Dazu wurden 6 x 10° Zellen ausgesit und am folgenden Tag mit
Plasmiden fiir die Expression von TetR und shRNA transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden betreffende Zellen durch Zugabe von 100 pg/ml Hygromycin B und 600 pg/ml
Geneticin (G418) selektiert. 48 h nach Beginn der Selektion und 72 h nach Transfektion
wurden die Zellen durch Zugabe von 5 pug/ml Doxyzyklin induziert. Folgend wurden die
Zellen 0, 24, 48, 72, 96 und 120 h nach Beginn der Induktion mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer (Renner, Darmstadt) ausgezéhlt. 192 h nach Transfektion wurde die Zahl von
Kontrollzellen, welche konstitutiv mismatch-shRNA exprimierten, als Referenzwert (100%)
bestimmt. Die Werte von proliferierenden Zellen unter den anderen Bedingungen wurden
prozentual an diesem Referenzwert orientiert.

Die Proliferationsraten von stabilen Zellklonen wurden in An- und Abwesenheit von
Doxyzyklin bestimmt. Dazu wurden 1,5 x 10° Zellen ausgesit und gleichzeitig durch Zugabe

von 5 pg/ml Doxyzyklin induziert. 24, 48, 72, 96 und 120 h nach Beginn der Induktion
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wurden die Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer (Renner, Darmstadt) ausgezihlt.
Wildtyp-HeLa-Zellen wurden mit 5 pug/ml Doxyzyklin induziert, um den Effekt von
Doxyzyklin auf die Proliferation der Zellen zu testen. Als Referenzwert (100%) wurde die
Zahl von Wildtyp-HeLa-Zellen, welche nicht durch Doxyzyklin induziert wurden, 120 h nach
Versuchsbeginn herangezogen. Die Zahlen fiir die verschiedenen Zellklone in An- und

Abwesenheit von Doxyzyklin wurden daran prozentual orientiert.

2.2.6 Experimente mit Xenograft-Méusen

Fiir die Experimente mit Xenograft-Médusen wurden acht Wochen alte athymische minnliche
Nacktmiuse mit den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten stabilen HeLLa-Klonen inokuliert.
Jeder Maus wurden pro Flanke 1 x 107 Zellen in 500 pl Kochsalzlésung subkutan verabreicht.
Insgesamt 24 Tieren wurden USMM-Klone (siehe Kap. 3.5.1) in die linke Flanke, den selben
24 Tieren wurden US-Klone (sieche Kap. 3.5.1) in die rechte Flanke injiziert. Somit konnte
sichergestellt ~ werden, da3 beide entstehende  Tumortypen den  gleichen
Wachstumsbedingungen in ein und demselben Organismus ausgesetzt waren. Die Mdéuse
wurden nach dem Zufallsprinzip in Gruppen zu jeweils 12 Tieren aufgeteilt. Ab zwei Tagen
nach Inokulierung wurde einer der beiden Tiergruppen Trinkwasser mit 0,2% Doxyzyklin und
3% Sucrose gegeben. Die Kontrollgruppe dagegen bekam nur 3%ige Sucrose-Losung ohne
Doxyzyklin verabreicht. Das Trinkwasser wurde dreimal pro Woche frisch angesetzt und
gewechselt. Zusitzlich wurde durch das Abschirmen der Trinkflaschen mit Alufolie
sichergestellt, dal Doxyzyklin-enthaltendes Trinkwasser keiner stidrkeren Lichtstrahlung
ausgesetzt war. Ab Tag 23 nach Inokulierung wurden die nun auf beiden Flanken der Miuse
vorhandenen Tumoren in zwei Dimensionen, welche orthogonal zueinander angeordnet
waren, gemessen. Dazu wurde eine Schieblehre benutzt, welche eine Auflésung bis 100 pm
aufwies. Die Messungen erfolgten zweimal pro Woche und endeten an Tag 51 nach
Inokulierung der Zellen. Unmittelbar nach der letzten Messung wurden samtliche Miuse
durch cervikale Dislokation getotet. Die Tumoren wurden fiir spédtere Analysen pripariert,
entnommen und umgehend in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Aus den beiden gemessenen Werten, welche die Ausmalle des Tumors beschrieben, wurde
mit Hilfe der Formel 7/6 ab* das Volumen des Tumors errechnet, wobei a als der groBBere der
beiden Werte und b als der kleinere der Werte definiert war. Die Formel beschreibt das
Volumen eines ellipsenformigen Korpers. Somit konnten Nidherungswerte der tatsdchlichen
Tumorvolumen errechnet werden. Jedes Volumen eines Tumors zu einem bestimmten

Zeitpunkt wurde mit dem zugehorigen anfianglichen Ausgangsvolumen in Beziehung gesetzt.
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So konnten relative Tumorvolumen im Rahmen der Gesamtentwicklung ermittelt werden. Die
Volumenwerte der zwolf Tumoren eines jeden Tumortyps innerhalb einer Kontrollgruppe
wurden fiir jeden Zeitpunkt gemittelt. Fiir jeden der vier vorliegenden Parameter
(USMM-Tumoren -Doxyzyklin; US-Tumoren -Doxyzyklin; USMM-Tumoren +Doxyzyklin;
US-Tumoren +Doxyzyklin) wurden die Durchschnittswerte und Standardabweichungen in

einem GroBen-Diagramm gegen die Zeit aufgetragen.

2.2.7 Statistische Auswertung

Alle Durchschnittswerte, welche Northern- und Western- Blots zugrunde liegen, wurden aus
mindestens fiinf Einzelwerten generiert. Jedes zugehorige Zellkultur-Experiment wurde dazu
mindestens dreimal durchgefiihrt. Durchschnittswerte aus Wachstumsexperimenten von
Zellkulturen wurden aus mindestens drei Einzelwerten ermittelt. Zur Ermittlung von
Signifikanzen (P) wurden gepaarte T7T-Tests (zweiseitig) durchgefiihrt. Signifikante
Abweichungen (P<0,05) wurden in den Diagrammen der Kap. 3.5 und 3.6 mit Sternchen

gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Aufklirung von Mutationen im humanen Plk1-Gen

Aufgrund von Hinweisen {iber einzelne Punktmutationen im humanen Plk1-Gen
verschiedener Tumorzellinien, welche in einer Destabilisierung des Plk1-Proteins resultierten
(Simizu et al., 2000), wurde das Plk1-Gen weiterer Tumorzellinien und Primértumoren im
Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die Daten aus obiger Studie zeigen, dafl hauptsichlich
Zellinien aus soliden Tumoren im Gegensatz zu tumordsen Suspensionszellen Mutationen des
Plk1-Gens aufwiesen. Um diesem Befund nachzugehen und eine mogliche Variabilitit der
Plk1-Gene zu iiberpriifen, wurden weitere Zellinien aus soliden Tumoren getestet. Dies
geschah im Hinblick auf mogliche Auswirkungen von Mutationen auf Struktur und Funktion
von Plkl und die damit verbundene Validierung von Plkl fiir mogliche RNAi-basierte

Therapieansitze.

3.1.1 Analyse des Plk1-Gens in humanen Tumorzellinien

Aufgrund der Léange und lokaler Bereiche mit extrem groBem G/C-Anteil ist die Sequenz-
Analyse der mRNA von Plkl mittels PCR (polymerase chain reaction = Polymerase-
Kettenreaktion) technisch sehr schwierig durchzufiithren. Auf genomischer Ebene dagegen
besteht das humane Plk1-Gen aus 10 Exons, welche die spitere Aminosduresequenz des
funktionsfihigen Proteins kodieren (Holtrich et al., 1994). Jene 10 kodierenden Exons weisen

unterschiedliche Langen auf, welche zwischen 78 und 408 bp liegen (Tab 3.1).

Plk1 Exon Nr. Léange Exon-Sequenz in bp Linge PCR-Fragment in bp

1 408 558
2 169 266
3 145 275
4 94 252
5 220 361
6 156 271
7 78 191
8 155 305
9 183 294
10 201 609 /232
gesamt 1809 = 603 AS 3382/ 3005

Tab. 3.1: Ubersicht der Exons von Plkl: Linge der zehn fiir PIk1 kodierenden Exons und gewihlte
Linge ihrer zugehorigen DNA-Fragmente fiir die Amplifikation mittels PCR. bp = Basenpaare
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Durch den Entwurf von sense- und antisense-Primern, welche sowohl in 5’-Richtung, als
auch in 3’-Richtung mindestens 45 bp in die benachbarten Intronbereiche iiberlappten,
konnten alle kodierenden Bereiche erfat werden (Tab.3.1). Gleichzeitig wurde
sichergestellt, dal auch die in den Introns lokalisierten Splei3stellen beriicksichtigt wurden.
Des weiteren wurden sowohl sense- als auch antisense-Primer aller zehn zu amplifizierenden
Fragmente so gewdhlt, da3 alle Fragmente gleichzeitig wihrend eines PCR-Programms
amplifiziert werden konnten. Dazu waren einheitliche Schmelztemperaturen (Ty,) der Primer
erforderlich. Extrem grofle Unterschiede in der Lange der einzelnen Exon-Fragmente lagen
nicht vor, so da3 auch in diesem Zusammenhang ein einheitliches PCR-Programm kein
Hindernis darstellte. Fiir die Amplifikation mittels PCR diente die genomische DNA
folgender Zellinien als Matrizen-DNA: BT-474, ein humanes epitheliales Mamma-Karzinom;
HeLaS3, ein humanes Cervix-Karzinom; MCF-7, ein humanes epitheliales Mamma-

Adenokarzinom und SK-BR-3, ein humanes Mamma-Adenokarzinom.

A

Ex1 Ex 2 Ex 3 Ex4 Ex 5

Ex7 Ex8Ex9 Ex10

bp

600
500
400

300
200

100

Abb. 3.1: Verteilung der Exons von Plkl. (A) Lage der kodierenden Exon-Bereiche in der pri-
mRNA von Plk1 (rot dargestellt). Nicht-kodierende Introns sind grau dargestellt. (B) Amplifizierte
PCR-Fragmente der zehn fiir Plk1 kodierenden Exons nach elektrophoretischer Auftrennung in einem
1,5%igen Agarose-Gel und Firbung der DNA in Ethidiumbromid. bp = Basenpaare, Ex = Exon,
F = Exon-iiberspannendes DNA-Fragment, M = DNA-Groflenmarker

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt,
in Ethidiumbromid gefédrbt (Abb. 3.1B), aus dem Gel aufgereinigt und nachfolgend mit Hilfe
der Kettenabbruchreaktion nach Sanger (Sanger et al., 1977) durch Verwendung sowohl von
sense- als auch von antisense-Primern beidseitig sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mit Hilfe des Software-Programms Lalign, eines Algorithmus zum Vergleich von
DNA-Sequenzen (Huang et al., 1991) (siehe Kap.2.1.11), den Wildtyp-Sequenzen der
zugehorigen Plk1-Exons  (GenelD: 5347) durch ein alignment zum Vergleich
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gegeniibergestellt (Abb. 3.2B). Die antisense-Sequenzen wurden zuvor unter Verwendung des
Software-Programms Reverse Complement (Stothard, 2000) (siehe Kap.2.1.11) in ihre
reversen komplementidren Basenabfolgen umformatiert.

Durch die Gegeniiberstellung beider DNA-Stringe mit der Wildtyp-Sequenz konnte ein
groferes Mal an Sicherheit fiir die Aufkldrung von Mutationen gewonnen werden. Zusitzlich
wurden die Absorptionsspektren der einzelnen Basen, sowohl von sense-, als auch von
antisense-Sequenzen durch Verwendung des Programms Chromas Version 1.45 (McCarthy,
2001) (siehe Kap.2.1.11) visualisiert, um mogliche Uberlagerungen einzelner Basen
feststellen zu konnen (Abb 3.2A). Solche Uberlagerungen der Absorptionsmaxima zweier
verschiedener Basen an derselben Position konnten durch eine heterozygote Mutation nur
eines Allels bedingt sein.

Amplifikation und Sequenzierung des Exon 10-umfassenden DNA-Fragments verliefen
zunichst nicht in allen PCR-Reaktionen erfolgreich. Dieses Phanomen war auf die spezifische
DNA-Struktur zuriickzufithren, welche einen lokal begrenzten hohen G/C-Gehalt aufwies.
Dieser hohe G/C-Gehalt bewirkte speziell bei Amplifikation des antisense-Stranges einen
oftmaligen Kettenabbruch der DNA-Polymerase. Um dieses Problem zu umgehen, wurde ein
alternatives Fragment zur Amplifikation von Exon 10 definiert, welches in seiner
urspriinglichen Lange von 609 bp auf 232 bp verkiirzt wurde (Tab. 3.1). Die Folge war eine
problemlose Amplifikation und Sequenzierung des betreffenden Fragments ohne Abbruch der
PCR.

Nach Auswertung aller zehn kodierender Exonstrukturen inkl. der zugehorigen Splei3stellen
gab es im Hinblick auf genomische Mutationen des Plk1-Gens in der Cervix-Karzinom-
Zellinie HelLaS3 sowie in den Mamma-Karzinom-Zellinien BT-474, MCF-7 und SK-BR-3
keinerlei Hinweise. Dies konnte durch die 100%ige Ubereinstimmung von sense- und
antisense-Sequenzen mit den  zugehorigen  Wildtyp-Sequenzen in  einzelnen
Gegeniiberstellungen  festgestellt werden. Insgesamt betrachtet, konnten sowohl
Punktmutationen, als auch Verschiebungen des Leserasters ausgeschlossen werden. Des
weiteren gab es keine Anzeichen fiir die Uberlagerung zweier verschiedener Basen, wodurch

heterozygote Mutationen nur eines Allels ausgeschlossen werden konnten.

3.1.2 Analyse des Plk1-Gens in humanen Mamma- und Ovarialkarzinomen

Nach Sequenzanalyse des Plk1-Gens der einzelnen Tumorzellinien, entschlossen wir uns,
primédres humanes Tumormaterial in bezug auf mogliche Mutationen zu analysieren. Im

Gegensatz zu Tumorzellinien, welche in vitro eine genetische Einheit darstellen und keiner

85



ERGEBNISSE

Konkurrenzsituation ausgesetzt sind, unterliegen Zellen eines Primidrtumors einem in vivo-
Selektionsdruck. Wihrend des Prozesses der Tumorprogression in vivo sind entartende
Gewebszellen auf Mutationsereignisse angewiesen, um sich langfristig gegeniiber gesunden
Zellen in bezug auf ihr Wachstumsverhalten durchsetzen zu konnen. Nach unseren
Uberlegungen bestand somit eine Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Mutationen in
Primértumoren. Zu diesem Zwecke wurde die genomische DNA aus insgesamt 15 Mamma-
Karzinomen und 11 Ovarial-Karzinomen préipraiert. Jede Tumor-DNA-Probe wurde als

Matrize fiir die Amplifikation aller Plk1-Exons in jeweils zehn PCR-Reaktionen eingesetzt.

A

TTCGAGAGACAGGTGAGGTGG

=]
(9]
@
aQ

|
@
a
a
0

" CTCAGTGACATGCTGC

WTEx6 TTCGAGAGACAGGTGAGGTGGTCGACTGCCACCTCASTGACATGCTGCAGCAGCTG

Exe 2 TTCGAGAGACAGGTGAGGTGGTCGACTGCCACCTCAGTGACATGCTGCAGCAGCTG

(]

GCTG

(7]

Abb. 3.2: Sequenzierung und alignment von Exonsequenzen. (A) Ausschnitt aus dem
Chromatogramm eines sequenzierten DNA-Abschnitts aus Exon 6 von Plk1, welches mit dem sense-
Primer sequenziert wurde (Kettenabbruchmethode nach Sanger). Die farbig dargestellten Amplituden
beschreiben die Lage der einzelnen Nukleotide: A = Adenosin (griin), C = Cytidin (blau),
G = Guanosin (schwarz), T = Thymidin (rot). (B) alignment des sequenzierten DNA-Abschnitts aus
(A) mit der zugehorigen Wildtyp-Sequenz. Beide Sequenzen stimmen zu 100% iiberein.
Ex6_s = Bereich des sequenzierten PCR-Produktes aus Exon6 von Plkl (sense-Primer),
WTEx6 = Bereich der zugehorigen Wildtyp-Sequenz aus Exon 6 von PIk1.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden in gleicher Weise wie die Fragmente aus den
Tumorzellinien aufgereinigt, sequenziert und ausgewertet. Analog der Ergebnisse aus den
Tumorzellinien konnten sowohl fiir Mamma-, als auch fiir Ovarial-Karzinome keine
genomischen Mutationen innerhalb der kodierenden Bereiche und innerhalb der in Introns
hineinragenden Spleifstellen der untersuchten Plk1-Gene festgestellt werden. Ebenso konnten
heterozygote Mutationen, welche nur ein Allel der beiden Kopien des Plk1-Gens betreffen
wiirden, ausgeschlossen werden.

Fafit man die Ergebnisse zusammen, so wurde deutlich, dal die Plk1-Gene in den
untersuchten Zellinien und soliden Primértumoren keiner Variabilitit unterlagen. Aufgrund

dieser kontinuierlichen genetischen Voraussetzungen erschien die Anwendung der RNA-
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Interferenz als eine sehr geeignete Methode zur Unterdriickung der Genexpression von Plkl1.
Zum einen, um mittels Grundlagenforschung mitotische Zusammenhénge zu studieren, zum

anderen fiir mogliche Ansitze fiir die Krebstherapie.

3.2 Herstellung von Plasmid-Vektoren zur Expression von

shRNA
3.2.1 Klonierung des parentalen Wildtyp-H1-Promotors

Zum Zwecke einer zeitlich linger andauernden und wirkungsvollen Unterdriickung von
Genen durch RNA-Interferenz (RNAi) wurde — als Alternativstrategie zur Applikation von
siRNA aus chemischer Synthese — ein Vektor-basiertes System zur konstitutiven Expression
von shRNA entwickelt. Als konstitutiver Promotor wurde der parentale Promotor des
H1-Gens, welches die RNA-Komponente der humanen nukledren RNase P kodiert, benutzt.
Der Hl1-Promotor wurde beziiglich seiner Eigenschaften bereits genauer untersucht und
beschrieben (Hannon et al., 1991; Myslinski et al., 2001). Das H1-Gen besitzt einen genau
definierten Transkriptionsstart, sowie einen definierten Transkriptionsstopp. Die Termination
der Transkription erfolgt an fiinf aufeinanderfolgenden Thymidin-Basen (Abb. 3.3A). Daher
ist der H1-Promotor fiir die Expression nicht-kodierender kurzer RNA-Stringe hervorragend
geeignet. In einer ersten Studie zur Vektor-vermittelten konstitutiven Expression von shRNA
wurde der parentale H1-Promotor bereits in Sdugerzellen erfolgreich eingesetzt. Dabei wurde
die beabsichtigte Unterdriickung von Zielgenen mittels RNAi erreicht (Brummelkamp et al.,
2002a). Aus diesen und den in Kap. 1.6.3 aufgefiihrten Griinden wurde der H1-Promotor
gewihlt, denn er schien fiir die Ziele dieser Arbeit, mittels Etablierung von induzierbaren
Derivaten potente konditionelle RNAi-Effekte zu erreichen, besser geeignet zu sein, als der
U6 snRNA-Promotor. Fiir die spitere Klonierung wurde der parentale HI-Promotor zunichst
mittels PCR aus genomischer DNA humaner Zellen amplifiziert. Dabei wurde in den
iberlappenden Bereich des 5’-Primers eine Xhol-Schnittstelle eingebaut. In den 3’-Primer
wurde eine BamHI-Schnittstelle inseriert, welche die letzten sechs Nukleotide des
H1-Promotors substituierte. Zusitzlich wurde in den 3’-Primer eine stromabwirts der BamHI-
Schnittstelle gelegene HindlIll-Schnittstelle eingebaut. Die in 3’-Richtung des Promotors
liegenden BamHI- und Hindlll-Schnittstellen dienten der spiteren Insertion von shRNA-
kodierenden Oligonukleotiden. Das Amplifikat wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und

Hindll verdaut.
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3.2.2 Klonierung von shRNA-kodierenden Oligonukleotiden
Fiir die Vektor-vermittelte Expression von shRNA wurden kodierende Sequenzen entworfen,
welche gegen Zielsequenzen in EGFP (enhanced green fluorescent protein = verstarktes griin
fluoreszierendes Protein, einer modifizierten Version des iirspriinglich aus Aequorea victoria
stammenden GFP) und Plkl gerichtet waren (Tab. 3.2, Abb. 3.3). Die Implementierung
erfolgte unter Beriicksichtigung der in Kapitel 2.2.1.13 beschriebenen Kriterien mit Hilfe des
Programms siRNA target finder (Ambion, Huntingdon/GB). Fiir Referenzversuche wurden
zwel zusitzliche Sequenzen entworfen, welche fiir die Expression von Kontroll-shRNAs
vorgesehen waren. Es handelte sich hierbei um zwei mismatch-Sequenzen, welche von den
EGFP- und Plkl1-spezifischen Sequenzen abgeleitet waren. Sie unterschieden sich von ihren
zugehorigen spezifischen Sequenzen durch den willkiirlichen Austausch von drei
Basenpaaren in einem Bereich nahe der geometrischen Mitte der Zielsequenz, wie von Tuschl
und Kollegen gefordert (Elbashir et al., 2001b) (Abb. 3.3). Die den shRNAs zugehorigen
Zielsequenzen sind in Tabelle 3.2 zusammengestellt. Zur Vermeidung von unspezifischen
Nebeneffekten wurden alle vier Sequenzen mittels BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990)
(siehe Kap. 2.1.11), eines heuristischen Suchalgorithmus, gegen die Gendatenbank
abgeglichen. Dabei konnten keine signifikanten Ubereinstimmungen mit kodierenden Exons
im humanen Genom gefunden werden.

shRNA/EGFP AAGCTGACCCTGAAGTTCATC
shRNA/EGFPMM | AAGCTGACCCACTAGTTCATC
shRNA/Plk1 AAGTGCTTCGAGATCTCGGAC
shRNA/PIkIMM | AAGTGCACTGAGATCTCGGAC

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die Zielsequenzen der verwendeten shRNAs. shRNA/EGFP = spezifische
gegen EGFP gerichtete Sequenz; shRNA/EGFPMM =von shRNA/EGFP abgeleitete mismatch-
Sequenz; shRNA/PIk1 = spezifische gegen Plkl gerichtete Sequenz; shRNA/PIkIMM = von
shRNA/PIk1 abgeleitete mismatch-Sequenz. mismatches sind rot dargestellt.

Die shRNA-kodierenden sense- und antisense-Oligonukleotide wurden mit Schnittstellen fiir
die Restriktionsenzyme BamHI (5’-Bereich) und Hindlll (3’-Bereich) versehen. Die BamHI-
Schnittstelle grenzte dabei direkt an die shRNA-kodierende Region. Zusitzlich wurde sowohl
stromaufwirts der spdteren 5’-Schnittstelle, als auch stromabwirts der spiteren
3’-Schnittstelle jeweils ein 3 nt langer Nukleotidblock angeheftet, wodurch eine
intramolekulare Hybridisierung der jeweiligen Einzelstringe ausgeschlossen werden konnte.
Die entworfenen Oligonukleotide wurden hybridisiert, mit den betreffenden Enzymen verdaut

und aufgereinigt.
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A
BamH| Hindll
5-f sense-Strang 19 nt ‘ileife 9 ntl antisense-Strang 19 nt T Terminator‘a‘
B C
siRNA/EGFP siRNA/PIk1

5 GCUGACCCUGMGUUCAUCUU -3 5 (;:‘LH?(E[HUCGAGAUCUCGGHCUU -3
3- UUCGACUGGGHCUUCAAGUAG ) 3- UUCACGAAGCUCUAGAGCCUG  -¥

siRNA/EGFPMM siRNA/PIk1MM
5 GCUGACCCACUAGUUCAUCUU -3 5" (ﬁl{(ﬁ(}%{?[ﬁ(ﬁﬁ\(ﬁﬁ\[ﬁ%?@ﬁ\(}UU -3
3- UUCGACUGGGUGAUCAQGUAG -5 3- UUCACGUGACUCUAGAGCCUG  -§

Abb. 3.3: shRNA-kodierende Oligonukleotide und prozessierte siRNAs. (A) Schematische
Darstellung klonierter shRNA-kodierender Oligonukleotide. sense- und antisense-Strang (griin
dargestellt), haben jeweils eine Linge von 19 Nukleotiden und bilden den spiteren siRNA-
Doppelstrang. Die ersten beiden Thymidine, welche an 5’-Position der Schleifensequenz (blau
dargestellt) und an 5’-Position der Terminator-Sequenz (gelb dargestellt) lokalisiert sind, kodieren fiir
die an den 3’-Positionen iiberlappenden Uridine der prozessierten siRNAs. (B) spezifische siRNA
gegen EGFP (siRNA/EGFP) und ihre mismatch-Variante (siRNA/EGFPMM) nach Prozessierung
durch Dicer (C) spezifische siRNA gegen Plkl (siRNA/Plkl) und ihre mismatch-Variante
(siRNA/PIkIMM). Die mismatch-Varianten wurden durch willkiirlichen Austausch von jeweils drei
Basenpaaren (rot dargestellt) entworfen.

3.2.3 Klonierung von Plasmiden zur konstitutiven Expression von shRNA

Fiir die Herstellung von konstitutiv shRNA-exprimierenden Plasmiden wurde ein geeigneter
Plasmid-Vektor (pEGFP-C2; BD Clontech, Heidelberg), welcher ein eukaryotisches
Resistenzgen gegen Neomycin / Geneticin trug, verwendet. Zuvor wurde das EGFP-Gen samt
Promotor aus dem Plasmid ausgeschnitten und die in der MCS (multiple cloning site)
befindliche BamHI-Restriktionsschnittstelle deletiert. Das re-ligierte Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll geschnitten, elektrophoretisch getrennt und
aufgereinigt. Es folgte die Ligationsreaktion von Plasmid-Vektor und H1-Promotor-Fragment.
Plasmide, welche den H1-Promotor trugen, wurden nun mit den Restriktionsenzymen BamHI
und Hindlll geschnitten, worauf die verschiedenen BamHI/HindlIll-geschnittenen shRNA-
kodierenden Oligonukleotide in einzelnen Ligationsreaktionen inseriert wurden. Die jeweilige
shRNA-kodierende Sequenz lag nun unmittelbar stromabwdrts (3’) des H1-Promotors. Durch
eine Sequenzanalyse wurde die korrekte Klonierung sichergestellt. Die hergestellten Plasmid-

Vektoren wurden folgendermal3en benannt:
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Plasmid Beschreibung

pwtHIshRNA/EGFP Plasmid-Vektor fiir die konstitutive Expression von shRNA gegen
EGFP unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors

pwtH1shRNA/EGFPMM  Plasmid-Vektor fiir die konstitutive Expression von mismatch-
shRNA unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors

pwtHIshRNA/PIk1 Plasmid-Vektor fiir die konstitutive Expression von shRNA gegen
Plk1 unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors

pwtH1shRNA/PIkIMM  Plasmid-Vektor fiir die konstitutive Expression von mismatch-
shRNA unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors

Eine schematische Darstellung des kompletten Aufbaus betreffender Plasmid-Vektoren

befindet sich in Abbildung 3.5.

3.2.4 Klonierung von Tetrazyklin-induzierbaren Derivaten des

H1-Promotors
Zur Schaffung von Tetrazyklin-induzierbaren Varianten des HI-Promotors wurden drei
verschiedene Derivate des parentalen Wildtyp-H1-Promotors entworfen. Dabei wurde(n) eine
oder zwei palindromische Tet-Operatorsequenz(en) aus der Kontrollregion des Tet-Operons
(Hillen et al., 1984) in benachbarte Regionen der TATA-Box inseriert. Diese sogenannte
TetO-Sequenz wird aufgrund ihrer Struktur in Abwesenheit des Antibiotikums Tetrazyklin
von TetR (Tetrazyklin-Repressor) besetzt (Abb. 3.8A), wodurch die Transkription des
nachfolgend kodierten Genabschnitts unterdriickt werden soll. Die TetO-Sequenz ist
19 Nukleotide lang und lautet: ACT CTA TCA TTG ATA GAG T (Abb. 3.4). Im ersten
induzierbaren Promotor-Derivat, dem US-Typ, wurde eine TetO-Sequenz in 5’-Richtung der
TATA-Box inseriert und substituierte die urspriinglich im Wildtyp-H1-Promotor vorliegende
Sequenz, welche PSE- und TATA-Box verbindet, komplett (Abb. 3.4). Im DS-Typ, dem
zweiten entwickelten Derivat, wurde die TetO-Sequenz in 3’-Richtung der TATA-Box
inseriert und substituierte einen Teil der Wildtyp-Sequenz zwischen TATA-Box und
Transkriptionsstart des urspriinglich stromabwirts liegenden H1-Gens (Abb. 3.4). In einer
dritten induzierbaren Variante des H1-Promotors wurden zwei TetO-Sequenzen, welche die
TATA-Box flankieren, in den Wildtyp-Promotor inseriert (Abb.3.4). In allen drei
induzierbaren Derivaten wurden somit Original-Linge des Wildtyp-Promotors und relative

Lage seiner einzelnen fiir die Transkription wichtigen Elemente konstant gehalten.
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5-TGAAATGTCTTTGGATTTGGGAATC GTTCTGTATGAGACCACTCGGATCC-3'
-100 | :+1
DSE PSE TATA
5-TGAAATACTCTATCATTGATAGAGT GTTCTGTATGAGACCACTCGGATCC-3'
100
DSE PSE TetO TATA
5-TGAAATGTCTTTGGATTTGGGAATC ACTCTATCATTGATAGAGTGGATCC-3'
-100
DSE PSE TATA TetO
5-TGAAATACTCTATCATTGATAGAGT ACTCTATCATTGATAGAGTGGATCC-3'
-100 +1

DSE PSE TetO TATA TetO

Abb. 3.4: Induzierbare Derivate des H1-Promotors. Durch Insertion von einer oder zwei TetO-
Sequenz(en) an verschiedene Positionen des Wildtyp-H1-Promotors wurden Bindungsstellen fiir den
bakteriellen Tet-Repressor (TetR) geschaffen. H1-WT: Wildtyp-H1-Promotor; US-Typ: induzierbarer
H1-Promotor mit TetO-Sequenz in 5’-Position der TATA-Box; DS-Typ: induzierbarer H1-Promotor
mit TetO-Sequenz in 3’-Position der TATA-Box; US/DS-Typ: induzierbarer HI-Promotor mit zwei
die TATA-Box flankierenden TetO-Sequenzen; DSE: distales Sequenz-Element (hellblau dargestellt),
bestehend aus Oktamer-Motiv und staf binding site; PSE: proximales Sequenz-Element (dunkelblau
dargestellt); TATA: TATA-Box (gelb dargestellt); TetO: Tetrazyklin-Operatorsequenz (griin
dargestellt); +1 gibt die Position des Transkriptionsstartpunktes an.

Die Herstellung der einzelnen induzierbaren Derivate des HI1-Promotors erfolgte durch
Amplifikation mittels PCR. Als Matrizen-DNA wurde die cDNA des Wildtyp-H1-Promotors
eingesetzt. Die Substitution der urspriinglichen Elemente durch die beschriebenen
TetO-Sequenzen wurde durch die Beschaffenheit der jeweiligen antisense-Primer erreicht,
welche die einzelnen TetO-Sequenzen aufwiesen und somit gegeniiber der DNA-Sequenz des
Wildtyp-Promotors Basen-Fehlpaarungen bildeten. Der sense-Primer hingegen wurde in allen
drei PCR-Reaktionen konstant gehalten. Alle Promotorkonstrukte wurden mit den
Restriktionsenzymen Xhol und Hindlll geschnitten. Zur Uberpriifung wurden die
hergestellten Fragmente einer Sequenzanalyse unterzogen. Die Promotoren wurden wie folgt

benannt:
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Promotor Promotorstruktur Namensherkunft

US-Typ tetO-T-H1 TetO-Sequenz in 5’-Richtung (upstream) der
TATA-Box

DS-Typ tetT-O-H1 TetO-Sequenz in 3’-Richtung (downstream) der
TATA-Box

US/DS-Typ tetO-T-O-H1 TetO-Sequenzen in 5’-Richtung (upstream) und

in 3’-Richtung (downstream) der TATA-Box

3.2.5 Klonierung von Plasmiden zur konditionellen Expression von shRNA
Alle drei induzierbaren Promotor-Derivate (US-, DS- und US/DS-Typ) wurden in
Xhol/Hindlll-geschnittene Plasmide, welche auch fiir die Insertion des parentalen
H1-Promotors benutzt wurden (siehe Kap. 3.2.3), ligiert. Die shRNA-kodierenden
Oligonukleotide wurden darauthin BamHI/Hindlll kloniert. Insgesamt wurden Plasmid-
Vektoren mit HI1-Promotor-Derivaten und shRNA-kodierenden Oligonukleotiden in

folgenden Kombinationen kloniert, durch Sequenzanalyse iiberpriift und benannt:

Plasmid Plasmidstruktur

pUS ptetO-T-HI1shRNA/PIk1
pUSMM ptetO-T-HIshRNA/PIkIMM
pDS ptetT-O-HI1shRNA/PIk1
pDSMM ptetT-O-HIshRNA/PlIkIMM
pUS/DS ptetO-T-O-H1shRNA/PIk1
pUS/DSMM ptetO-T-O-H1shRNA/Plk1MM

Eine schematische Darstellung des kompletten Aufbaus betreffender Plasmid-Vektoren

befindet sich in Abbildung 3.5.
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ol

Wildtyp-H1- / US-/ DS- / US/DS-Promotor (69-168 bp)
BamHI

shRNA-kodierende Sequenz (169-218 bp)

i1l
pUC origin (2871-3514 bp) "

pwtH1shRNA/EGFP, pwtH 1shRNA/EGFPMM
pwtH1ShRNA/PIk1, pwtH 1ShRNA/PIk1MM
pUS, pUSMM
pDS, pDSMM
pUS/DS, pUS/DSMM

3596 bp

SV40-Promotor (1141-1441 bp)

SV 40 origin (1308-1444 bp)

Kan R/ Neo R (1492-2286 bp)

Abb. 3.5: Schematische Darstellung von Aufbau und Struktur der verwendeten Plasmid-
Vektoren fiir konstitutive / induzierbare Expression von shRNA. Wildtyp-HI1-Promotor oder
induzierbare H1-Promotor-Derivate (rot dargestellt) wurden mit den Restriktionsschnittstellen Xhol
und BamHI kloniert, shRNA-kodierende Oligonukleotide (griin dargestellt) wurden unmittelbar
stromabwérts BamHI/HindIll inseriert. Alle Plasmide fiir die Expression von shRNA trugen ein
eukaryotisches Resistenzgen gegen Neomycin / Geneticin (G418) bzw. ein prokaryotisches
Resistenzgen gegen Kanamycin (dunkelblau dargestellt) unter Kontrolle eines SV40-Promotors (gelb
und grau dargestellt). Die verschiedenen Plasmid-Vektoren besitzen jeweils einen Sequenzabschnitt
fiir ihre eigene Replikation in E. coli (pUC origin) (grau dargestellt). Die in Klammern aufgefiihrten
Zahlen beschreiben Lidnge (in bp) und relative Lage betreffender Sequenzabschnitte innerhalb der
Plasmid-Vektoren.

3.2.6 Klonierung der cDNA von Tet-Repressor und TetR-KRAB-

Fusionsprotein
Die fiir den Tet-Repressor (TetR) kodierende DNA-Sequenz wurde aus Transposon 10
(Tn.10) des E. coli-Stamms HT115 mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden
mit den Restriktionsschnittstellen fiir Nhel (sense-Primer) und Xhol (antisense-Primer)
versehen. Nach Verdau mit entsprechenden Enzymen wurde das Fragment in den
Nhel/Xhol-geschnittenen pcDNA3.1Hygro*-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) ligiert, so daB der
offene Leseraster (accession no: X00694) unter Kontrolle eines CMV-Promotors stand. Der
Plasmid-Vektor trug ein eukaryotisches Resistenzgen gegen Hygromycin B, so daf} bei Ko-
Transfektion eines induzierbaren shRNA-exprimierenden Plasmids eine gleichzeitige

Doppelselektion gegen Geneticin (G418) und Hygromycin B durchgefiihrt werden konnte.
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Amp R (5148-6008 bp) CMV-Promotor (209-863 bp)

Nhel

TetR (907-1531 bp)

pUC origin (4333-5003 bp) pcDNA3.1HygroTetR

6144 bp

BGH-polyA (15681782 bp)

SV40-palyA (3701-4073 bp)

SV40-Promotor (2323-2647 bp)

Hyg R (2665-3688 bp)

Abb. 3.6: Schematische Darstellung von Aufbau und Struktur des verwendeten Plasmid-Vektors
fiir die konstitutive Expression von TetR. TetR (dunkelblau dargestellt) wurde unmittelbar
stromabwidrts eines CMV-Promotors (griin dargestellt) mit den Restriktionsschnittstellen Nhel und
Xhol kloniert. Der Plasmid-Vektor besitzt ein eukaryotisches Resistenzgen fiir Hygromycin B (gelb
dargestellt) unter Kontrolle eines SV40-Promotors (hellblau dargestellt) und ein prokaryotisches
Resistenzgen gegen Ampicillin (hellrot dargestellt), sowie einen Sequenzabschnitt fiir die eigene
Replikation in E. coli (pUC origin) (grau dargestellt). Die beiden polyA-Motive, welche stromabwirts
der TetR-kodierenden Region (BGH-polyA) und stromabwirts des Resistenzgens gegen
Hygromycin B (SV40-polyA) lokalisiert sind (beide rot dargestellt), terminieren die Transkription der
jeweiligen stromaufwirts liegenden Gene. Die in Klammern aufgefiihrten Zahlen beschreiben Linge
(in bp) und relative Lage betreffender Sequenzabschnitte innerhalb des Plasmid-Vektors.

In einer zweiten Klonierung wurde in den auf die gleiche Weise gedffneten
pcDNA3.1Hygro"-Vektor die c¢DNA fiir das Fusionsprotein TetR-KRAB mit den
Restriktionsschnittstellen Nhel und Xhol ligiert. Jenes DNA-Fragment wurde zuvor mittels
PCR von einem bezogenen Plasmid (Prof. Dr. H.-J. Thiesen, Universitit Rostock)
amplifiziert, wobei die gleichen Restriktionsschnittstellen (Nhel mittels sense-Primer und
Xhol mittels antisense-Primer) eingebaut wurden. Das TetR-KRAB-Fusionsprotein ist ein
chimires Protein, bestehend aus dem Tet-Repressor (aus Tn.10 von E. coli) und der aus dem
humanen Kox1-Gen (accession no: NM_015394) abgeleiteten KRAB-Doméne (Deuschle et
al., 1995). Bei Zusammenkunft mit genomischer DNA bildet die KRAB-Domine in der
Umgebung von bis zu 3 kb Heterochromatin (Margolin et al., 1994; Pengue et al., 1994,
Witzgall et al.,, 1994; Moosmann et al., 1997), wodurch die Anlagerung von
Transkriptionsfaktoren in benachbarten Regionen unterdriickt wird (siehe auch Kap. 1.5.3).
Die klonierten Plasmide wurden einer Sequenzanalyse unterzogen und wie folgt benannt:

pcDNA3.1HygroTetR und pcDNA3.1HygroTetR-KRAB
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3.3 Inhibition der Genexpression durch Vektor-basierte RNAIi
3.3.1 Suppression der EGFP-Expression durch Transfektion von Plasmid-

Vektoren zur konstitutiven Expression von shRNA
Um die RNAi-vermittelte Suppression der Genexpression zu testen, wihlten wir zunédchst das
verstirkte griin fluoreszierende Protein (EGFP) als Zielgen aus. EGFP, eine Modifikation des
GFP, hatte den Vorteil, nicht nur iiber Western-Blot-Analyse, sondern auch aufgrund seiner
Eigenfluoreszenz infolge spezifischer Anregung durch monochromatisches Licht von 488 nm
Wellenldnge mittels Durchfluzytometrie quantitativ detektiert werden zu konnen. Fiir die
Untersuchungen wurden Ko-Transfektionen von Hela-Zellen durchgefiihrt. Mittels
Lipofektion wurden zum einen konstitutiv EGFP-exprimierende Plasmid-Vektoren
(pCMS-d2EGFP), und zum anderen konstitutiv shRNA/EGFP-exprimierende Plasmide
(pwtH1shRNA/EGFP), welche unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors standen, in einem
Verhiltnis von 1:1 transfiziert. Um den besten Zeitpunkt fiir eine potente RNAi-vermittelte
Inhibition von EGFP zu finden, wurde d2EGFP benutzt, eine Variante des verstdarkten griin
fluoreszierenden Proteins, welche gegeniiber dem herkommlichen Protein EGFP
(Halbwertszeit von 18 h) destabilisiert ist und eine Halbwertszeit von 2 h aufweist. Um die
Spezifitit von RNAi zu zeigen, wurde als Negativkontrolle das Plasmid
pwtH1shRNA/EGFPMM, welches die konstitutive Expression von mismatch-shRNA
vermittelt, zusammen mit pCMS-d2EGFP ko-transfiziert. Als weitere Kontrolle wurden
HeLa-Zellen mit Transfektionsreagenz ohne DNA behandelt. 48 h nach Transtektion wurden
die Zellen geerntet und einer FACScan-Analyse (fluorescence activated cell scanning)
unterzogen. Die Transfektionskontrolle, deren Reaktionsansatz keine DNA enthielt, zeigte
keine griine Fluoreszenz (Abb. 3.7A). 57% der HeLa-Zellen, welche mit pCMS-d2EGFP- und
pwtHIsShRNA/EGFPMM-Plasmiden ko-transfiziert wurden, zeigten EGFP-Fluoreszenz
(Abb. 3.7B). Dieser Wert konnte durch Erfahrungswerte mit der vorliegenden
Transfektionseffizienz gleichgesetzt werden. Dagegen wiesen nur 13% der Hela-Zellen,
welche mit pCMS-d2EGFP- und pwtH1shRNA/EGFP-Plasmiden ko-transfiziert wurden,
Fluoreszenzeigenschaften auf (Abb. 3.7C). Vernachldssigt man nicht-transfizierte Zellen,
indem man den Wert von 57% transfizierten Zellen mit 100% gleichsetzt und stellt den Wert
der mit Wirkplasmiden behandelten HelLa-Zellen (13%) in Beziehung, so kann die durch
RNAI hervorgerufene Unterdriickung von EGFP auf ca. 77% angegeben werden (Abb. 3.7D).

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit Ergebnissen aus vorherigen Studien, in welchen die
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Genexpression mittels konstitutiver H1-Promotor-vermittelter shRNA-Expression um ca.

80% unterdriickt werden konnte (McManus et al., 2002; Brummelkamp et al., 2002a).
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Abb. 3.7: Nachweis der EGFP-Fluoreszenz mittels Durchflufzytometrie (FACScan-Analyse). In
den Histogrammen A-C beschreibt die x-Achse die Fluoreszenzintensitit der gemessenen Zellen in
logarithmischer Auftragung. Zur Trennung von nicht-transfizierten und EGFP-exprimierenden Zellen
wurde der Bereich der x-Achse in zwei Intervalle gegliedert (M1 und M2). M1 = Fluoreszenz-negativ,
M2 = Fluoreszenz-positiv. Die y-Achse der Histogramme A-C beschreibt die Haufigkeit der einzelnen
Ereignisse. Insgesamt wurden 48 h nach Transfektion 20.000 Zellen pro Experiment gemessen.
(A) Transfektionskontrolle ohne Plasmid-DNA. (B) Ko-Transfektion von pCMS-d2EGFP und
pwtH1shRNA/EGFPMM. (C) Ko-Transfektion von pCMS-d2EGFP und pwtH1shRNA/EGFP.
(D) Statistischer Vergleich der gemessenen EGFP-Fluoreszenzen aus A-C. Dabei wurden die Werte
prozentual an pwtH1shRNA/EGFPMM-transfizierten Kontrollzellen (100%) aus Versuch B orientiert.

3.4 Funktionelle Studien induzierbarer RNAi-Systeme im

transienten Zustand

3.4.1 Konditionelle Inhibition der Plk1-Expression durch Vektor-basierte,
Doxyzyklin-induzierbare RNAi

Um die RNAi-vermittelte Unterdriickung der Plkl-Expression konditionell auslésen zu

konnen, wurden drei induzierbare Derivate des H1-Promotors auf Basis des prokaryotischen
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Tet-Systems entwickelt (sieche Abb. 3.4). Zum Studium der unterschiedlichen Eigenschaften
dieser drei Konstrukte in bezug auf die Auslosung einer wirksamen RNAi-Antwort wurde
darauf die Inhibition der Plk1-Expression in HelLa-Zellen als Antwort auf die Zugabe des
Effektors Doxyzyklin (Dox) untersucht. Es wurde bereits gezeigt, dal Doxyzyklin, ein
synthetisches Derivat des Tetrazyklins, den Tetrazyklin-Repressor (TetR) mit hoher Affinitét
bindet und somit einen potenten Effektor der Genexpressison darstellt (Gossen et al., 1995)
(Abb. 3.8B). Dagegen bindet in Abwesenheit des Antibiotikums TetR an die zugehorige
Operatorsequenz (TetO) und blockiert die RNA-Polymerase IlI-vermittelte Expression von

shRNA (Abb. 3.8A).
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Abb. 3.8: Wirkungsweise eines Tetrazyklin-induzierbaren Promotors in Abwesenheit und
Anwesenheit von Doxyzyklin. (A) In Abwesenheit des synthetischen Tetrazyklin-Derivates
Doyzyklin (Dox) bindet der Tet-Repressor (TetR) an die Tetrazyklin-Operatorsequenz (TetO),
wodurch eine RNA-Polymerase III (Pol II)- vermittelte Expression von shRNA reprimiert wird.
(B) Unter EinfluB von Dox erfihrt der Tet-Repressor eine Anderung seiner Konformation, wodurch
eine Bindung an seine Operatorsequenz verhindert wird. Somit kann die Pol IlI-abhéngige Expression
von shRNA stattfinden. DSE: distales Sequenzelement; PSE: proximales Sequenzelement; TATA:
TATA-Box

Um die Doxyzyklin-vermittelte Antwort der induzierbaren Derivate des H1-Promotors zu
quantifizieren, wurden Ko-Transfektionen durchgefiihrt. Dazu wurden Plasmid-Vektoren,
welche den offenen Leseraster des TetR unter Kontrolle eines CMV-Promotors kodierten, und
Plasmid-Vektoren, welche einen bestimmten Typen des HI1-Promotors zur Expression von

shRNA gegen Plkl enthielten, in einem Verhiltnis von 3:2 transfiziert. Aus mindestens fiinf
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unabhingigen Experimenten pro Versuchsansatz wurde mittels Northern- und Western-Blot-
Nachweisen die Expression von PlkI-mRNA und -Protein bewertet. 96 h nach Transfektion
der Plasmid-DNA mit dem Wildtyp-H1-Promotor, welcher die Expression von shRNA/Plk1
steuerte, nahm die Menge endogener Plkl-mRNA signifikant auf einen Wert von 25% ab
(P<0,001) (Abb. 3.9A, Spalte 2). Als Referenz diente dabei der Wildtyp-HI-Promotor,
welcher die konstitutive Expression von shRNA/PIkIMM (mismatch-shRNA) steuerte
(PIk1-mRNA = 100%) (Abb. 3.9A, Spalte 1). Dabei zeigten unbehandelte Tumorzellen mit
exponentiellem Wachstumsverhalten die gleiche Menge an Plkl1-mRNA wie Zellen, welche
konstitutiv shRNA/PIkIMM exprimierten (Daten nicht gezeigt). Dies weist darauf hin, daf
das Vorhandensein von drei veridnderten Nukleotiden innerhalb der Zielsequenz (mismatches)
die Spezifitdt von wirksamer gegen Plk1 gerichteter sShRNA aufhebt.

Zur Analyse der einzelnen HI-Promotor-Varianten (US-Typ, DS-Typ und US/DS-Typ)
wurden HeLa-Zellen ko-transfiziert und ab 24 h nach Transfektion fiir insgesamt 72 h mit
Hygromycin B und Geneticin (G418) selektiert. Zeitgleich mit Beginn der Selektion wurde
Doxyzyklin in einer Konzentration von 5 pug/ml ins Kulturmedium appliziert, wobei das
Kulturmedium jeden Tag erneuert wurde. Fiir Referenzwerte wurden jeweils die gleichen
Transfektionsansitze durchgefiihrt, diese jedoch in Abwesenheit von Doxyzyklin belassen.
Als Kontrolle dienten HelLa-Zellen welche mit konstitutiv shRNA/Plk1MM-exprimierenden
Plasmiden transfiziert wurden. 72 h nach Induktion durch Doxyzyklin, was einem Zeitpunkt
von 96 h nach Transfektion entsprach, zeigten pUS-, pDS- und pUS/DS-transfizierte Zellen
einen jeweils unterschiedlichen, reduzierten Plk1-mRNA-Gehalt, welcher zwischen 27% und
54% lag, verglichen mit konstitutiv shRNA/PlkIMM-exprimierenden Zellen (P<0,001 in
allen drei Fillen) (Abb. 3.9A, Spalten 1, 4, 6 und 8). In Abwesenheit von Doxyzyklin zeigten
pUS-, pDS- und pUS/DS-transfizierte Zellen dagegen einen jeweils hoheren Gehalt an
Plk1-Transkript (Abb. 3.9A, Spalten 3, 5 und 7). Dies deutet darauf hin, dal die Zugabe von
Doxyzyklin die Expression spezifischer shRNA gegen Plkl, welche im nicht-induzierten
Zustand durch Bindung von TetR an die jeweilige(n) Operatorsequenz(en) der Promotoren
behindert wurde, induzierte (Abb. 3.8B). Insgesamt betrachtet, zeigte die Promotor-Variante
des DS-Typs die groBBte Basalaktivitit (leakiness) in Abwesenheit von Doxyzyklin, sichtbar in
einem gegeniiber shRNA/PlklMM-exprimierenden Zellen deutlich verminderten Plkl-
Transkriptgehalt (Abb. 3.9A, Spalte 5). Wihrend der Unterschied im Gehalt an Plkl1-
Transkript fiir den Promotor des US/DS-Typs zwischen nicht-induziertem und induziertem
Zustand weniger deutlich ausfiel (P =0,08), zeigten die beiden anderen HI1-Promotor-

Derivate des US- und DS-Typs jeweils einen statistisch signifikanten Unterschied in bezug
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auf die Menge ihrer Plkl-Transkripte zwischen nicht-induziertem und induziertem Zustand
(P<0,01) (Abb. 3.9A, Spalten 3-6).

Als nichstes gingen wir der Frage nach, ob die durch shRNA gegen Plk1 hervorgerufene
Senkung des Plk1-mRNA-Gehalts 72 h nach Induktion mit einer zu erwartenden Abnahme
des zugehorigen Plkl1-Proteins korrelierte. Tatsdchlich wurde analog zur Abnahme des Plk1
Transkripts infolge Induktion spezifischer shRNA-Expression — im Vergleich zu
shRNA/PIkIMM exprimierenden Zellen — eine signifikante Abnahme der Expression des
66 kD-Proteins PIk1 festgestellt (Abb. 3.9B, Spalte 2). Nach Induktion durch Doxyzyklin
wurde die Expression des Plkl-Proteins durch den Promotor des US-Typs auf 62%
(P<0,001), durch den DS-Typ auf 22% (P<0,001) und durch den US/DS-Typ auf 50%
(P<0,01) gesenkt, jeweils verglichen mit der Menge des Plk1-Proteins von shRNA/Plk1MM

exprimierenden Zellen (100%) (Abb. 3.9B, Spalten 1, 4, 6 und 8).
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Abb. 3.9: Konditionelle Unterdriickung von Plk1-mRNA und Protein als Antwort auf die
Doxyzyklin (Dox)-abhiingige Expression von shRNA/PIkl, vermittelt von verschiedenen
induzierbaren Derivaten des HI1-Promotors. (A) Northern-Blot-Analyse der Plkl-mRNA-
Expression 96 h nach Transfektion. Zur Standardisierung wurde die Ethidiumbromid-Fiarbung der
28S rRNA gewihlt. Die resultierenden Plk1-mRNA-Mengen wurden prozentual an der Plk1-mRNA-
Menge von Kontrollzellen orientiert, welche konstitutiv mismatch-shRNA (shRNA/Plk1MM)
exprimierten. (B) Western-Blot-Analyse der Plkl-Proteinexpression 96 h nach Transfektion. Zur
Standardisierung wurde die Expression von [-Aktin gewihlt. Resultierende Plkl1-Proteinmengen
wurden prozentual an der Proteinmenge von Kontrollzellen orientiert, welche konstitutiv mismatch-
shRNA (shRNA/PIkIMM) exprimierten.

Das Ziel dieser Experimente war die Identifizierung eines induzierbaren Promotor-Typs,
welcher wenig Basalaktivitdt im nicht-induzierten Zustand aufwies, gleichzeitig aber unter
induzierten Bedingungen infolge der Applikation von Doxyzyklin eine Expressionsrate von

shRNA zeigte, welche zu einer deutlichen Reduktion von Plkl Transkript und Protein
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geniigte. Sowohl Northern- als auch Western-Blot Studien bekriftigten, da3 der Promotor des
DS-Typs, dessen einzige TetO-Sequenz stromabwirts (3’) der TATA-Box lokalisiert war,
eine sehr grofle Basalaktivitdt aufwies. Die Expression des Plkl-Proteins wurde unter
Kontrolle des DS-Promotors im nicht-induzierten Zustand auf 45% gesenkt (Abb. 3.9B,
Spalte 5). Dieser Wert bezog sich auf den Vergleichswert von 100% Plkl-Protein in
shRNA/PIkIMM exprimierenden Zellen. Das Hauptziel der Studien im transienten Zustand
war die Identifikation eines induzierbaren Promotors, welcher eine geringe Basalaktivitit
unter nicht-induzierten Bedingungen zeigte, dennoch eine beachtliche Inhibition der
Plk1-Expression nach Induktion durch Doxyzyklin bewirkte. Aufgrund seiner hohen
Basalaktivitit erfiillte der Promotor des DS-Typs das fiir die Ziele dieser Arbeit erforderliche

Hauptkriterium nicht und schied dadurch fiir weitere Studien im transienten Zustand aus.

3.4.2 Analyse der konzentrationsabhéngigen Aktivitiat Doxyzyklin-

induzierbarer Derivate des H1-Promotors
Die induzierbaren Varianten des HI1-Promotors vom US- und US/DS-Typ, welche im
Gegensatz zum DS-Typ eine geringere Abnahme der Plk1-Expression im nicht-induzierten
Zustand zeigten und somit eine geringe Basalaktivitit hatten, wurden durch weitere
Experimente im Detail genauer untersucht. Mit Hilfe der Northern-Blot-Technik wurden
Doxyzyklin-abhingige Konzentrations-Kinetiken erstellt. Dazu wurden HeLa-Zellen mit den
Plasmid-Vektoren pUS und pUS/DS transfiziert und folglich mit unterschiedlichen
Doxyzyklin-Konzentrationen behandelt. Die Studie begann mit der Analyse des
Plk1-Transkriptgehalts von Zellen, deren Expression von shRNA/PIkl unter Kontrolle des
Promotors vom US/DS-Typ stand. Der US/DS-Typ zeigte in den vorherigen Versuchen eine
Basalaktivitdt, welche zwischen jener der Promotoren vom DS-Typ und US-Typ lag. In
Doxyzyklin-freiem Medium konnte eine Reduktion der Plkl-mRNA auf 60% beobachtet
werden — im Vergleich zu shRNA/PIkIMM erprimierenden Zellen (Abb. 3.10A, Spalten 1
und 3). Mit zunehmenden Konzentrationen des Antibiotikums nahm der Gehalt an
PIk1-mRNA ab. Die Applikation von 10 pg/ml Doxyzyklin fiihrte dabei zu einer Abnahme
des Plk1-Transkripts auf 8% (P =0,001) (Abb. 3.10A, Spalte 7), bezogen auf das Transkript
aus shRNA/PIkIMM exprimierenden Zellen. Die Feststellung, da3 eine Konzentration von
10 ug/ml Doxyzyklin zu einer effizienten Unterdriickung des Transkriptes von Plkl
notwendig war, kann durch die starke Expression von TetR erkldrt werden, welche von einem
CMV-Promotor gesteuert wird und hohe Konzentrationen des Antibiotikums erforderlich

macht. Um herauszufinden, ob eine Unterdriickung des Transkripts eine in gleichem Malle
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verminderte Proteinexpression hervorruft, wurden Western-Blot-Nachweise durchgefiihrt. In
pUS/DS-transfizierten Zellen unter Dox-Entzug nahm die Menge an endogenem Plk1-Protein
auf 56% ab (P=0,01) (Abb.3.10B, Spalte3), verglichen mit shRNA/PIkIMM
exprimierenden Zellen. Nach Induktion durch Zugabe von 10 pg/ml Dox nahm die Menge des
Plk1-Proteins signifikant auf einen Wert von 2% ab (P =0,001) (Abb. 3.10B, Spalte 7),
verglichen mit Plk1-Protein aus shRNA/PIkIMM exprimierenden Zellen.

Folglich wurde der H1-Promotor des US-Typs, welcher unter nicht-induzierten Bedingungen
die geringste Basalaktivitdt aller induzierbaren Derivate zeigte, fiir weitere funktionelle
Analysen herangezogen. Durch Induktion des US-Promotors zur Expression von shRNA/Plk1
wurde die Menge des Plkl-Transkripts deutlich reduziert. Unter steigenden
Dox-Konzentrationen (1-10 pug/ml) wurde eine stufenweise Abnahme des Plk1-Transkripts
festgestellt. Im nicht-induzierten Zustand betrug der Plkl1-mRNA-Gehalt 80%, wihrend das
Plk1-Transkript unter Einwirkung von 10pug/ml Dox auf 14% abnahm (P<0,001)
(Abb. 3.11A, Spalten 3-7), verglichen mit der Transkriptmenge von shRNA/Plkl1MM-
exprimierenden Zellen. Ob diese potente Repression auf Ebene des Transkripts, welche durch
Expression von shRNA/PlIk1 unter Kontrolle des US-Typ-Promotors induziert wurde, mit

einer Repression des Plk1-Proteins korrelierte, wurde im nédchsten Schritt getestet.
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Abb. 3.10: Konditionelle Unterdriickung von Plk1-mRNA und Protein als Antwort auf die
Doxyzyklin (Dox)-abhiingige Expression von shRNA/PIk1, vermittelt durch den induzierbaren
Promotor vom US/DS-Typ. (A) Northern-Blot-Analyse der Plkl-mRNA-Expression 96 h nach
Transfektion in Abhéngigkeit unterschiedlicher —Doxyzyklin-Konzentrationen (0-10 pg/ml,
Spalten 3-7). Zur Standardisierung wurde die Ethidiumbromid-Firbung der 28S rRNA gewihlt.
(B) Western-Blot-Analyse der Plkl-Proteinexpression 96 h nach Transfektion. Zur Standardisierung
wurde die Proteinexpression von [3-Aktin gewihlt.

Dazu wurden Hela-Zellen mit pUS oder pwtH1/shRNAPIkIMM transfiziert. 96 h nach

Transfektion wurden die Mengen von Plkl-Protein mittels Western-Blot quantifiziert. In
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dhnlichem Malle wie bei HelLa-Zellen, welche mit pUS transfiziert wurden und infolge der
Induktion durch 10 pg/ml Doxyzyklin eine starke Suppression ihres Plk1-mRNA-Gehalts
zeigten, konnte eine statistisch signifikante Abnahme des Plkl-Proteingehalts auf 22%
(P<0,001) festgestellt werden (Abb. 3.11B, Spalte 7), verglichen mit pwtH1/shRNAPIk1MM-
transfizierten Zellen. Im nicht-induzierten Zustand ohne Doxyzyklin zeigten pUS-transfizierte
Zellen  dagegen einen  Plkl-Proteingehalt von  93%,  welcher  gegeniiber

pwtH1/shRNAPIk1MM-transfizierten Zellen nur unwesentlich abnahm (Abb. 3.11B,

Spalte 3).
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Abb. 3.11: Konditionelle Unterdriickung von Plk1-mRNA und Protein als Antwort auf die
Doxyzyklin (Dox)-abhiingige Expression von shRNA/PIk1, vermittelt durch den induzierbaren
Promotor vom US-Typ. (A) Northern-Blot-Analyse der Plkl-mRNA-Expression 96 h nach
Transfektion in Abhéngigkeit unterschiedlicher —Doxyzyklin-Konzentrationen (0-10 pg/ml,
Spalten 3-7). Zur Standardisierung wurde die Ethidiumbromid-Firbung der 28S rRNA gewihlt.
(B) Western-Blot-Analyse der Plkl-Proteinexpression 96 h nach Transfektion. Zur Standardisierung
wurde die Proteinexpression von [3-Aktin gewihlt.

3.4.3 Inhibition der Proliferation von Tumorzellen durch konditionelle

Suppression von Plk1
In fritheren Studien wurde gezeigt, dall eine antisense- oder RNAi-basierte Suppression der
Plk1-Expression die Proliferation von Krebszellen inhibiert (Liu und Erikson, 2002;
Spankuch-Schmitt et al., 2002a; Spankuch-Schmitt et al., 2002b; Liu et al., 2003; Spankuch et
al., 2004). Dabei stellte sich heraus, da3 hohe intrazelluldre Konzentrationen von antisense-
Oligonukleotiden oder siRNA per se einen toxischen Effekt auf Zellen ausiiben konnen. Des
weiteren unterliegt die Wirkungsweise konstitutiver shARNA-exprimierender Plasmide einem
»Alles-oder-nichts-Gesetz*“. Dies bedeutet, da3 Expressions-Plasmide bei Betreten des
Intrazelluldrraums umgehend mit der shRNA-Expression beginnen, welche fortan nicht
beeinfluBbar ist. Ein regulierbarer Eingriff ist dagegen fiir das Studium zelluldrer
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Zusammenhinge unabdingbar. Somit bestand die Frage, ob das entwickelte induzierbare,
gegen Plkl gerichtete RNAi-System geeignet ist, die Proliferation von Krebszellen zu
kontrollieren. Die Promotor-Variante vom US-Typ, welche die gewiinschten Eigenschaften
einer geringen Basalaktivitit (leakiness) und einer starken Suppression der Plk1-Expression
nach Induktion durch Doxyzyklin aufwies, wurde dazu folgend im Detail untersucht. Als
Positivkontrolle fiir die Inhibition der Zellproliferation wurde der Plasmid-Vektor
pwtH1/shRNAPIk1 zur Transfektion benutzt. Die Expression von shRNA gegen Plk1 unter
Kontrolle des konstitutiven H1-Promotors inhibierte die Proliferation von HeLa-Zellen 192 h
nach Transfektion auf 16,3% (P<0,05), verglichen mit pwtH1/shRNAPlk1MM-transfizierten
HeLa-Zellen, welche der konstitutiven Expression von mismatch-shRNA ausgesetzt waren
(Abb. 3.12). Zellen, welche mit mismatch-Plasmiden transfiziert wurden, wurden als Referenz
benutzt, da ihr Proliferationsverhalten jenem von nicht-transfizierten Zellen glich. Die
Verabreichung von 5 ug/ml Doxyzyklin auf nicht-transfizierte Zellen (Daten nicht gezeigt)
oder zu shRNA/Plk1MM-exprimierenden Zellen hatte keinen signifikanten Einfluf3 auf die
Zellproliferation (Abb. 3.12). HeLa-Zellen, welche mit pUS transfiziert wurden, zeigten keine
statistisch signifikante Inhibition der Zellproliferation in Abwesenheit von Doxyzyklin
(P =0,1). Die Zugabe von Doxyzyklin zu pUS-transfizierten HeLa-Zellen fiihrte dagegen zu
einer signifikanten Inhibition der Zellproliferation auf 32,8%, verglichen mit der Proliferation
von pwtHIshRNA/PlIk1MM-transfizierten Zellen (100%, P<0,05) (Abb. 3.12). Dieses
Ergebnis steht in Einklang mit der Doxyzyklin-induzierten Suppression der Plk1-Expression,

die einen starken antiproliferativen Effekt in HeLLa-Zellen hervorruft.
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3.5 Funktionelle Studien induzierbarer RNAi-Systeme im stabilen

Zustand

3.5.1 Etablierung stabiler Zellklone durch Integration induzierbarer

RNAi-Kassetten in das Genom von Tumorzellen
Infolge der transienten Charakterisierung der induzierbaren Varianten des HI-Promotors mit
einer erfolgreichen konditionellen Unterdriickung der Plkl-Expression, welche eine
Inhibierung der Zellproliferation bewirkte, entschlossen wir uns, die entwickelten
induzierbaren Systeme in stabilem Zustand zu testen. Dies geschah im Hinblick auf die
Etablierung phénotypisch unverinderter Tumorzellen durch genomische Integration von
zunichst ,stillen RNAi-Kassetten. Mit Hilfe der hergestellten stabilen Klone sollte das
Potential der einzelnen RNAi-Kassetten unter nicht-induzierten und induzierten Bedingungen
priazise bestimmt werden. Im Gegensatz zur transienten Situation, in welcher betreffende
Konstrukte in unbekannter intrazellulidrer Anzahl vorliegen und meist innerhalb einiger Tage
durch Nuklease-Abbau degradiert werden, ist es in der stabilen Situation moglich, die genaue
Anzahl von Integrationen zu bestimmen. Des weiteren sollten unspezifische Nebeneffekte,
welche teilweise durch Transfektionen hervorgerufen werden, ausgeschlossen werden.
Zunichst wurden die verschiedenen Promotor-Derivate in Kombination mit den beiden
Einheiten, welche fiir ssIRNA/Plk1 und shRNA/Plk1MM kodierten, als RNAi-Kassetten stabil
in das Genom von TetR-exprimierenden HeLa-Zellen integriert. Dazu wurden T-REx™-
HeLa-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) welche den bakteriellen Tet-Repressor bereits stabil
unter Kontrolle eines konstitutiven CMV-Promotors exprimierten, mit den einzelnen

Plasmiden pUS, pUSMM, pDS, pDSMM, pUS/DS und pUS/DSMM transfiziert.

generierte T-REx™-HeLa-Klone transfizierte Plasmide

MM-Klon pwtHIshRNA/Plk1MM

US-Klon ptet O-T-HIshRNA/Plk1 (pUS)
USMM-Klon ptet O-T-HIshRNA/PIkIMM  (pUSMM)
DS-Klon ptet T-O-HI1shRNA/PIk1 (pDS)
DSMM-Klon ptet T-O-HIshRNA/PIkIMM  (pDSMM)
US/DS-Klon ptet O-T-O-H1shRNA/Plk1 (pUS/DS)
US/DSMM-Klon ptet O-T-O-H1shRNA/PIkIMM (pUS/DSMM)

Tab. 3.3: Bezeichnungen der generierten HelLa-Zellklone mit stabil ins Genom integrierten
RNAIi-Kassetten in einer Gegeniiberstellung mit ihren zuvor transfizierten Plasmid-Vektoren.

104



ERGEBNISSE

Zusitzlich wurde das Plasmid pwtH1shRNA/Plk1MM, welches die mismatch-Sequenz unter
Kontrolle des Wildtyp-HI-Promotors konstitutiv exprimiert, in T-REx™-HelLa-Zellen
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von 1,5 mg/ml Geneticin
(G418) in das Kulturmedium selektiert. Insgesamt dauerte die Selektionsphase 25 Tage,
wobei das Kulturmedium samt Geneticin (G418) alle drei Tage erneuert wurde. Folgend
wurden die Geneticin-resistenten Klone vereinzelt und iibereinstimmend mit ihren zuvor
transfizierten RNAi-Kassetten benannt (Tab. 3.3).
A
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Abb. 3.13: Genomisch integrierte RNAi-Kassetten fiir die konstitutive oder Tetrazyklin (Tet)-
induzierbare Expression von shRNA. (A) Schematische Darstellung der Promotor-Funktion in
Abwesenheit und Anwesenheit von Doxyzyklin (Dox). (B) Detektion der genomisch integrierten
RNAi-Kassetten im Genom von HeLa-Zellen. Mittels PCR wurden 185 bp lange Fragmente
amplifiziert, welche den Bereich des jeweiligen Promotors und ihrer zugehorigen shRNA-kodierenden
Sequenz umfafiten. Mittels Sequenzanalyse wurde die korrekte Integration der verschiedenen RNAi-
Kassetten bestitigt. Genomische DNA aus Wildtyp-HeLa-Zellen wurde als Negativkontrolle benutzt
(Spalte 7), rekombinante Plasmid-DNA diente als Positivkontrolle (Spalte 6). (C) Mittels Southern-
Blot-Analyse wurde die Anzahl der integrierten RNAi-Kassetten ermittelt (Pfeile). Dafiir wurde eine
spezifische radioaktive Sonde, welche gegen die RNAi-Kassetten gerichtet war, verwendet.
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Es folgte die Analyse der genomischen Integration der beschriebenen RNAi-Kassetten.
Zunichst wurde mittels PCR-Technik die Integration der RNAi-Kassetten in das Genom eines
jeden Zellklons untersucht (Abb. 3.13B). Eine folgende Sequenzanalyse der PCR-Produkte
ergab die korrekte und vollstindige Anwesenheit der jeweiligen RNAi-Kassetten, bestehend
aus Promotor und shRNA-kodierender Sequenz. Des weiteren wurde die Zahl der
Integrationen von Elementen fiir die einzelnen Klone bestimmt. Eine Analyse mittels
Southern-Blot offenbarte dabei zwei Integrationen von RNAi-Kassetten fiir den US-Klon
(Abb. 3.13C, Spalte 2), hingegen wurden fiir den DS- und den US/DS-Klon die Integration
von jeweils einer Kopie der RNAi-Kassetten festgestellt (Abb. 3.13C, Spalten 3-4).

3.5.2 Doxyzyklin-abhingige Inhibition der zelluliren Plk1-Expression

mittels genomisch integrierter, induzierbarer RNAi-Kassetten
Um die Antwort der einzelnen generierten Zellklone, welche die verschiedenen induzierbaren
RNAi-Kassetten in genomisch integriertem Zustand trugen, auf die Zugabe von Doxyzyklin
zu testen, wurde zunichst der Plk1-mRNA-Gehalt betreffender Zellklone (US-Klon, DS-Klon
und US/DS-Klon) mittels Northern-Blot-Nachweis analysiert. Fiir die effiziente Induktion der
Expression von shRNA wihlten wir aufsteigende Konzentrationen von 1 pg/ml bis 10 pg/ml
Doxyzyklin, die im gleichen Bereich wie jene der transienten Versuche lagen. Hintergrund
war erneut die hohe Expressionsrate des Tet-Repressors, welcher unter Kontrolle des
konstitutiven CMV-Promotors stand. Dabei machte der Hersteller (Invitrogen, Karlsruhe)
keine Angabe iiber die Anzahl von integrierten Kopien. 120 h nach Induktion durch 10 pg/ml
Doxyzyklin wurde der Gehalt an Plk1-mRNA infolge der shRNA/Plk1-Expression durch den
US-Klon auf 3% (P<1 x 10'4), durch den DS-Klon auf 3% (P=3x 10'4) und durch den
US/DS-Klon auf 9% (P =0,002) reguliert, jeweils verglichen mit dem Plk1-mRNA-Gehalt
des Klons, welcher konstitutiv die mismatch-Sequenz exprimierte (Abb. 3.14A, Spalten 1, 5,
9 und 13). Um sicherzustellen, dal die Reduktion der Plk1-mRNA durch die Spezifitit der
exprimierten shRNA-Sequenz begriindet ist, testeten wir jene Klone, welche
mismatch-shRNA unter Kontrolle aller drei induzierbaren Promotoren exprimierten. Dazu
wiederholten wir die Expressions-Analyse unter den gleichen Bedingungen wie oben
beschrieben. Eine signifikante Abweichung des endogenen Plkl1-mRNA-Gehalts durch
Induktion der mismatch-shRNA-Expression wurde bei allen drei Promotor-Varianten nicht
beobachtet (Abb. 3.14A, Spalten 14-22). Somit scheint die Unterdriickung des endogenen

Plk1-Transkripts auch in stabiler Situation durch den RNAi-vermittelten Mechanismus,
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welcher gezielt gegen das Plk1-Transkript gerichtet ist, hervorgerufen zu werden. Wéhrend
die Promotoren des US- und US/DS-Typs in Abwesenheit von Doxyzyklin keine
Basalaktivitit (leakiness) zeigten, wurde der Plk1-mRNA-Gehalt vom Promotor des DS-Typs
im nicht-induzierten Zustand auf 65% reduziert (Abb.3.14A, Spalte 6). Unter
Beriicksichtigung des Zusammenhangs, daf3 alle drei Zellklone mit ihren jeweiligen
integrierten Promotor-Typen zur induzierbaren Expression von shRNA gegen PIkl eine
signifikante Reduktion des Plk1-Transkriptes als Antwort auf steigende Konzentrationen von
Doxyzyklin zeigten, wurde die Frage aufgeworfen, ob durch shRNA/Plkl-vermittelte
Unterdriickung des endogenen Transkriptes auch in stabiler Situation eine Reduktion des
zugehorigen Plk1-Proteins hervorgerufen wird.

Der US-Klon zeigte 120 h nach Zugabe von 10 ug/ml Doxyzyklin einen sehr niedrigen
Plk1-Proteingehalt von 14% (P<1 x 10'4) (Abb. 3.14B, Spalte 5), verglichen mit dem
Plk1-Gehalt des Klones, welcher konstitutiv mismatch-shRNA exprimiert (MM-Klon)
(Abb. 3.14B, Spalte 1). Der MM-Klon zeigte einen Plkl-Proteingehalt, welcher jenem von
Wildtyp-HeLa-Zellen glich (Daten nicht gezeigt), wodurch wiederum die hohe Spezifitit des
RNAIi-Systems gezeigt wurde. In Abwesenheit von Doxyzyklin zeigte der US-Klon einen
Proteingehalt von 92% gegeniiber jenem Klon, welcher konstitutiv mismatch-shRNA
exprimiert (Abb. 3.14B, Spalten 1 und 2).

Die Expression von mismatch-shRNA unter Kontrolle aller drei induzierbarer Promotoren
beeinfluBlte den endogenen Plk1-Proteingehalt nicht signifikant (Abb. 3.14B, Spalten 14-22).
Die Analyse zeigte somit fiir den US-Klon ein breites Spektrum zur Regulation von Plkl
unter Einfluf} verschiedener Doxyzyklin-Konzentrationen.

Unter Einflul von 10 pg/ml Doxyzyklin zeigte der US/DS-Klon im Vergleich mit dem US-
Klon dhnliche Eigenschaften. Obwohl der Plkl-Proteingehalt im nicht-induzierten Zustand
bei 95% lag, verglichen mit Kontroll-Zellen des MM-Klons (Abb. 3.14B, Spalte 10), wurde
im induzierten Zustand unter Einflul von 10 pg/ml Doxyzyklin eine signifikante Inhibierung
der Expression festgestellt, welche zu einer Reduktion des Plkl-Proteins auf 15% fiihrte
(P=1x10" (Abb. 3.14B, Spalte 13). Bei einer Konzentration von 1 pug/ml Doxyzyklin
verhielten sich US- und US/DS-Klon dagegen unterschiedlich. Wihrend der US/DS-Klon
keine signifikante Reduktion des Plk1-Proteins im Vergleich zum nicht-induzierten Zustand
aufwies (90%, P>0,5) (Abb. 3.14B, Spalte 11), zeigte der US-Klon eine signifikante
Reduktion seines Plk1-Proteins auf 67% (P<0,05) (Abb. 3.14B, Spalte 3).
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Abb. 3.14: Unterdriickung von Plk1-mRNA und Protein durch Tetrazyklin (Tet)-induzierbare
Expression von shRNA/PIk1, vermittelt durch Derivate des H1-Promotors, welche stabil ins
Genom von HeLa-Zellen integriert wurden. (A) Northern-Blot-Analyse der Plkl-mRNA. Ein
HeLa-Zellklon, welcher die konstitutive Expression von mismatch-shRNA (MM) unter Kontrolle des
Wildtyp-H1-Promotors steuert, wurde als Kontrolle benutzt (Spalte 1); Plkl-mRNA-Expression in
einem Tet-induzierbaren Klon, welcher shRNA gegen Plkl unter Kontrolle des Promotors vom
US-Typ exprimiert (Spalten 2-5); Plk1-mRNA-Expression in einem Tet-induzierbaren Klon, welcher
shRNA gegen Plkl unter Kontrolle des Promotors vom DS-Typ exprimiert (Spalten 6-9);
Plk1-mRNA-Expression in einem Tet-induzierbaren Klon, welcher shRNA gegen Plkl unter
Kontrolle des Promotors vom US/DS-Typ exprimiert (Spalten 10-13); Plk1-mRNA-Expression in
Tet-induzierbaren Klonen, welche mismatch-shRNA unter Kontrolle der Promotoren vom US-, DS-
und US/DS-Typ (Spalten 14-22) exprimieren. Induktion durch die einzelnen Doxyzyklin (Dox)-
Konzentrationen dauerte insgesamt 120 h. Zur Standardisierung wurde die Ethidiumbromidfirbung
der 28S rRNA gewihlt. Der jeweilige Gehalt an Plkl1-mRNA wurde prozentual am Plkl1-mRNA-
Gehalt des Klons, welcher konstitutiv mismatch-shRNA exprimiert, orientiert. (B) Western-Blot-
Analyse der Plk1-Proteinexpression. Es liegt die gleiche graphische Einteilung wie in (A) vor. Zur
Standardisierung wurde die Expression von B-Aktin gewihlt. Der jeweilige Gehalt an Plk1-Protein
wurde prozentual am Plk1-Proteingehalt des Klons, welcher konstitutiv mismatch-shRNA exprimiert,
orientiert. Signifikante Reduktionen (P<0,05) sind durch einen Stern gekennzeichnet.

Plk1-Protein (% der Kontrolle)

Der DS-Klon zeigte ebenfalls eine signifikante Reduktion des Plk1-Proteins auf 15% in
Anwesenheit von 10 pg/ml Doxyzyklin (P =1 x 10™*) (Abb. 3.14B, Spalte 9). Ein begrenztes
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Mal} an Basalaktivitdt (leakiness) konnte im nicht-induzierten Zustand festgestellt werden
(81% PIk1-Protein) (Abb. 3.14B, Spalte 6). Insgesamt gesehen, stellte sich heraus, dall durch
Benutzen von US- oder US/DS-Klon fiir die Expression von shRNA gegen Plkl, die
Expression sowohl des Plk1-Transkripts als auch jene des Plkl-Proteins in einem breiteren

Spektrum gesteuert werden konnte, als unter Verwendung des DS-Klons.

3.5.3 Inhibition der Proliferation von Tumorzellen durch konditionelle

Unterdriickung der Plk1-Expression mittels stabil integrierter

RNAi-Kassetten

Durch zahlreiche Studien wurde die begrenzte Dauer der RNAi-vermittelten Unterdriickung
der Genexpression infolge Applikation von siRNA oder transienter Transfektion von shRNA-
exprimierenden Plasmid-Vektoren verdeutlicht. Dies ist der hauptsidchliche Nachteil von
exogen zu verabreichenden RNAi-auslosenden Substanzen. Aus diesem Grund fiihrten diese
Techniken nur zu einer transienten Inhibition der Proliferation von Tumorzellen infolge der
Unterdriickung von Plk1 (Liu et al., 2002; Spankuch-Schmitt et al., 2002a; Liu et al., 2003;
Spankuch et al., 2004). Um die RNAi-vermittelten Effekte gegen Plk1 zeitlich auszudehnen
und zu verstiarken, wurden die beschriebenen induzierbaren RNAi-Kassetten ins Genom von
TetR-exprimierenden Hela-Zellen integriert (sieche auch Kap. 3.5.1) und auf ihre Fihigkeit
hin getestet, im stabilen Zustand die Proliferation von Tumorzellen zu steuern. Zu diesem
Zwecke wurden alle sieben etablierten Zellklone in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin
kultiviert.

Zellen des US-Klons zeigten unter nicht-induzierten Bedingungen 120 h nach Aussaat die
hochste Proliferationsrate von 78%, verglichen mit Wildtyp-HeLa-Zellen (Abb. 3.15A).
Zellen des DS-Klons und jene des US/DS-Klons zeigten dazu im Vergleich eine jeweils
reduzierte Proliferationsrate von 54% (DS-Klon) bzw. 68% (US/DS-Klon) in Abwesenheit
von Doxyzyklin, verglichen mit Wildtyp-HeLa-Zellen (Abb. 3.15B und C).

Im Gegensatz dazu wurden die Proliferationsraten aller drei Zellklone nach Zugabe von
Doxyzyklin gegeniiber dem nicht-induzierten Zustand signifikant inhibiert: jene des
US-Klons auf 33% (P=3x10"), jene des DS-Klons auf 20% (P=2x 10™), jene des
US/DS-Klons auf 17% (P=6x 10'4) (Abb. 3.15A-C). Um herauszufinden, ob der Effekt der
inhibierten Proliferation nicht durch die alleinige Wirkung von Doxyzyklin begriindet war,

wurden Wildtyp-HeLa-Zellen 120 h lang in Anwesenheit von 5 pug/ml Doxyzyklin kultiviert.
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Abb. 3.15: Proliferationsraten von SshRNA/PIKIMM (mismatch-shRNA)- und shRNA/PIk1-
exprimierenden induzierbaren HeLa-Klonen. HelLa-Klone mit stabil integrierten Derivaten des
H1-Promotors wurden fiir die Expression von shRNA/PlIk1MM oder shRNA/Plk1 durch Zugabe von
5 pg/ml Doxyzyklin (Dox) ins Kulturmedium induziert. (A) Proliferationsraten von Klonen deren
induzierbares System zur Expression von shRNA/PIkIMM (USMM-Klon) oder shRNA/Plkl
(US-Klon) unter Kontrolle des Promotors vom US-Typ steht. (B) Proliferationsraten von Klonen
deren induzierbares System zur Expression von shRNA/PIkIMM (DSMM-Klon) oder shRNA/Plk1
(DS-Klon) unter Kontrolle des Promotors vom DS-Typ steht. (C) Proliferationsraten von Klonen
deren induzierbares System zur Expression von shRNA/PIkIMM (US/DSMM-Klon) oder
shRNA/Plk1 (US/DS-Klon) unter Kontrolle des Promotors vom US/DS-Typ steht. Die Werte wurden
prozentual an den Werten von Wildtyp-HeLa-Zellen orientiert. Signifikante Inhibitionen des
Wachstums (P<0,05) sind durch Sternchen gekennzeichnet.

Die Wildtyp-HeLa-Zellen zeigten dabei keine signifikanten Abweichungen in bezug auf ihr
Teilungswachstum, verglichen mit HeLa-Zellen, welche in Abwesenheit von Doxyzyklin
kultiviert wurden (P>0,5) (Abb. 3.15A-C). Die durch alle drei induzierbaren Promotor-Typen

gesteuerte Expression von mismatch-shRNA beeinflulite die Zellproliferation ihrer
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zugehorigen Klone weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von Doxyzyklin signifikant,

verglichen mit der Wachstumsrate von Kontrollzellen (Abb. 3.15A-C).

3.6 In vivo-Studien eines induzierbaren RNAi-Systems anhand

eines Xenograft-Modells

3.6.1 Etablierung von immunsupprimierten Nacktmausen mit humanen

Tumoren

Tetrazyklin-induzierbare Expressionssysteme wurden bereits weit verbreitet fiir das Studium
der Funktion von Genen in Mausmodellen benutzt (Gossen und Bujard, 2002). Nach der
gewonnenen Erkenntnis der mdoglichen EinfluBnahme auf die Proliferation von Zellen in
Kultur, testeten wir in den folgenden Versuchen, ob die Unterdriickung der Genexpression
durch Induktion stabil ins Genom integrierter RNAi-Elemente das Potential besitzt,
neoplastisches Wachstum von Tumoren in Xenograft-Modellen zu inhibieren. Des weiteren
sollten durch die Testung der entwickelten Systeme in vivo erste Eindriicke iiber deren
Eignung im Hinblick auf die Etablierung transgener Tiere gewonnen werden. Zunichst
wurden acht Wochen alte athymische Nacktméuse mit den etablierten HelLa-Klonen der
Typen US und USMM inokuliert. Die Injektion der beiden Klon-Typen in jeweils dieselben
Miuse erlaubte einen direkten Vergleich der beiden sich gegeniiberliegend entwickelnden
Tumoren unter gleichen Wachstumsbedingungen, entweder in Abwesenheit, oder in
Anwesenheit von Doxyzyklin.

Insgesamt wurden jeweils 1 x 10’ Klone des USMM-Typs in die linke und jeweils 1 x 10’
Klone des US-Typs in die rechte Flanke von insgesamt 24 Nacktmiusen subkutan gespritzt.
Darauf wurden zwei Tiergruppen, bestehend aus jeweils 12 Individuen, willkiirlich
zusammengestellt. Die eine Gruppe der Mause bekam Trinkwasser mit 3% Sucrose und 0,2%
Doxyzyklin verabreicht. Die Kontrollgruppe dagegen bekam auschlieBlich 3% Sucrose ohne

Doxyzyklin ins Trinkwasser gemischt.

3.6.2 Konditionelle Inhibition des Tumorwachstums durch Doxyzyklin-

abhéngige Induktion stabil integrierter RNAi-Kassetten
In einer Zeitspanne von 28 Tagen, beginnend an Tag 23 und endend an Tag 51 nach
Inokulierung der Zellklone, wurden zweimal pro Woche Niherungswerte der Volumina von
sich entwickelnden Tumoren ermittelt. Die einzelnen Durchschnittswerte von zwolf

Xenograft-RNAi-Tumoren pro Kontrollgruppe sind als relative Wachstumsraten in

111



ERGEBNISSE

Abb. 3.16A gegen die Zeit aufgetragen. Mause, welche durch ihr Trinkwasser Doxyzyklin
verabreicht bekamen, zeigten ein differentielles Wachstum ihrer beiden Tumoren, welche
zum einen aus Klonen des USMM-Typs und zum andern aus Klonen des US-Typs
hervorgingen: Tumoren, welche aus Zellen des US-Klons hervorgingen, wiesen gegeniiber
mismatch-shRNA-exprimierenden Tumoren, welche aus Zellen des USMM-Klons
hervorgingen, in Anwesenheit von 0,2% Doxyzyklin eine um 53% auf 47% gesunkene
Wachstumsrate an Tag 51 nach Iokulierung der Zellen auf (P =0,006) (Abb. 3.16A). Die
Wachstumsraten, sowohl der beiden nicht-induzierten Tumoren (USMM-Klon und US-Klon)
als auch der durch Doxyzyklin induzierten USMM-Tumoren, zeigten untereinander keinerlei

signifikante Abweichungen (P>0,5) (Abb. 3.16A).

3.6.3 Konditionelle Inhibition der Plk1-Expression durch Doxyzyklin-
abhiingige Induktion stabil integrierter RNAi-Kassetten

Um zu iiberpriifen, ob die festgestellte Inhibition des Tumorwachstums ursidchlich in der
RNAi-vermittelten Unterdriickung von Plk1 begriindet war, wurde die gesamte RNA von
USMM- und US-abgeleiteten Tumoren, welche auf Miusen sowohl mit als auch ohne
Doxyzyklin-Behandlung wuchsen, mittels Northern-Blot analysiert. Ubereinstimmend mit der
Erkenntnis der Wachstumsinhibition von US-abgeleiteten Tumoren in Anwesenheit von
Doxyzyklin wurde der durchschnittliche Plk1-mRNA-Gehalt betreffender Tumoren auf 73%
reduziert (P = 0,034) (Abb. 3.16B), verglichen mit dem mRNA-Gehalt aus mismatch-shRNA
exprimierenden Tumoren der gleichen Miuse, welche der Wirkung von Doxyzyklin

ausgesetzt wurden (Abb. 3.16B).
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Abb. 3.16: Tumorwachstum in Nacktméusen
nach Doxyzyklin-induzierter Expression von
shRNA/PIkIMM oder shRNA/PIkl. Die
Miuse bekamen 1x 10’ HeLa-Klone pro
Flanke inokuliert. HeLa-Klone zur
induzierbaren Expression von shRNA/Plk1MM
wurden in die linke Flanke inokuliert, Klone
zur induzierbaren Expression von shRNA/Plk1
wurden in die rechte Flanke inokuliert.
(A) Relative Tumorvolumina von Xenograft-
HeLa-Tumoren aus US-Klonen, welche
induzierbar sShRNA/PIk1MM oder shRNA/PIk1
unter Kontrolle des Promotors vom US-Typ
exprimierten, sowohl nach Induktion durch
Doxyzyklin (Dox), als auch in Abwesenheit des
Antibiotikums, beginnend an Tag?23 nach
Inokulierung.  Signifikante Inhibition des
Tumorwachstums  ist  durch  Sternchen
gekennzeichnet. (B) Northern-Blot-Analyse der
Plk1-mRNA  unter dem  EinfluB  von
shRNA/Plk1MM- oder shRNA/PIk1-
Expression. Plk1-mRNA-Expression in
US-Typ-Promotor-abgeleiteten HeLa-Tumoren
in Abwesenheit von Doxyzyklin (Spalten 1
und3) im Vergleich zur Plkl-mRNA-
Expression in US-Typ-Promotor abgeleiteten
Hela-Tumoren unter Doxyzyklineinflufl
(Spalten 2 und 4). Zur Standardisierung wurde
die Ethidiumbromidfiarbung der 28S rRNA
gewdhlt. Signifikante Reduktion (P<0,05) ist
durch ein Sternchen gekennzeichnet.

3.7 Versuche zur Etablierung induzierbarer RNAi-Systeme in

transgenen Miusen

3.7.1 Allgemeine Strategien zur genomischen Integration von DNA-

Elementen in embryonale Stammzellen (ES-Zellen) transgener

EGFP-exprimierender Miuse

Im Hinblick auf das Studium der in vivo-Funktion von Plk1 in Geweben adulter Organismen

sollten als

Fernziel transgene Tiere etabliert werden, welche die bereits in vitro

charakterisierten induzierbaren RNAi-Systeme gegen Plk1 als integrale genomische Elemente

aufweisen. Unter Beriicksichtigung der EinfluBnahme seitens Plk1 auf essentielle mitotische

Prozesse, welche Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Embryogenese sind, schien die
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Entwicklung von transgenen Tieren mit integrierten RNAi-Kassetten, welche auf Plk1 zielten,
ein Wagnis zu sein. Vielmehr sollte zunichst ein Modellsystem geschaffen werden, mit
dessen Hilfe es moglich sein sollte, induzierbare RNAi-Antworten in gesamten Organismen
auszuldsen. Zur Uberpriifung der Tragfihigkeit dieses Modellsystems (proof of principle),
eine gezielte und regulierte Unterdriickung der Gen-Expression mit Hilfe der entwickelten
induzierbaren RNAi-Systeme zu erreichen, eignete sich ein exogen eingebrachtes Zielgen. In
diesem Zusammenhang erwies es sich als giinstig, da} vor einigen Jahren durch genomische
Integration des EGFP-Gens in Maus-ES-Zellen Tiere generiert wurden, welche nach
Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenldnge griin fluoreszierten (Hadjantonakis et
al., 1998). Gezielte konditionelle Unterdriickung des EGFP-Reportergens stellte in unseren
Augen eine elegante Moglichkeit dar, die Eignung der induzierbaren RNAi-Systeme fiir eine
spater erfolgende, mogliche in vivo-Anwendung gegen Plk1 zu bewerten. In Kooperation mit
der Firma Murinus GmbH (Hamburg) wurde eine Strategie entworfen, mit deren Hilfe die
notwendigen DNA-Elemente in das Genom embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) der Maus
integriert werden sollten. Fiir die zunichst erfolgende stabile Integration des TetR-KRAB-
Fusionsproteins und die anschlieende Integration eines bestimmten Typs der entwickelten
induzierbaren RNAi-Kassetten war jeweils ein individuelles Resistenzgen pro transfiziertem
Plasmid-Vektor fiir die spitere Selektion von ES-Zellklonen notwendig. Die bereits EGFP-
exprimierenden ES-Zellklone wurden unter Einfluf von 3 pg/ml Puromycin selektiert und
kultiviert. Somit konnte das bereits klonierte Plasmid pcDNA3.1HygroTetR-KRAB, welches
ein Resistenzgen gegen Hygromycin B besal}, und die Plasmide fiir induzierbare Expression
von shRNA, welche eukaryotische Resistenzgene gegen Geneticin (G418) besallen, fiir

Transfektionen der EGFP-exprimierenden Maus-ES-Zellen verwendet werden.

3.7.2 Integration von Plasmid-DNA in das Genom von ES-Zellen
transgener EGFP-exprimierender Miuse zur konstitutiven

Expression von TetR-KRAB / Analyse von Klonen
Fiir die stabile Integration von Plasmid-DNA, welche das TetR-KRAB-Fusionsprotein
kodierte, wurden EGFP-exprimierende ES-Zellen der Maus mit betreffendem, zuvor
linearisiertem Plasmid mittels Lipofektion transfiziert. Nach Selektion durch Zugabe von
100 pg/ml Hygromycin ins Kulturmedium wurden die Zellen selektiert und resistente Klone
schlieBlich vereinzelt. AnschlieBend wurden insgesamt 80 ES-Zellklone in bezug auf die
Expression des TetR-KRAB-Fusionsproteins mittels Western-Blot-Analyse untersucht. HeLa-

Zellen, welche TetR-KRAB transient exprimierten, wurden zum Nachweis des

114



ERGEBNISSE

38 kD-Proteins als Positivkontrolle benutzt. Dabei konnte unter Verwendung sowohl eines
monoklonalen, als auch eines polyklonalen Antikorpers gegen TetR in keinem der
80 resistenten Klone die Expression des Fusionsproteins nachgewiesen werden (Abb. 3.17A).
Durch Markierung mittels polyklonaler Seren gegen Kox-Linker-Dominen konnte ebenso fiir
keinen der 80 Klone ein Nachweis der Genexpression von TetR-KRAB erbracht werden.
Mittels PCR-Analyse konnte dagegen in 19 von 22 Klonen die genomische Integration der fiir
TetR-KRAB kodierenden cDNA inkl. CMV-Promotor nachgewiesen werden (Abb. 3.17B).
Vorherige Versuche zur stabilen Expression des bakteriellen TetR in ES-Zellen der Maus

scheiterten ebenfalls (Daten nicht gezeigt).

A
EGFP-ES- _ _
Mutterklon HelLa nach TetR-KRAB selektierte und vereinzelte EGFP-exprimierende ES-Klone
1 2 3 4 5 6 7
TetR-KRAB-
Transfektion - + + + + + + + +
B-Aktin — W W Sy e S SEm— o
TetR-KRAB ~ -
1 2 3 4 5 6 7 8 9
B 5
f=2
£ 2
g &
23 5
% % 1o, nach TetR-KRAB selektierte und vereinzelte EGFP-exprimierende ES-Klone
ar = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

=

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Abb. 3.17: Stabile Integration von Plasmid-DNA in das Genom von EGFP-exprimierenden
ES-Zellen der Maus zur konstitutiven Expression von TetR-KRAB. EGFP-exprimierende Maus-
ES-Zellen wurden mit linearisiertem Plasmid pcDNA3.1HygroTetR-KRAB transfiziert und selektiert.
Nach Isolierung von 80 resistenten Einzelklonen wurden diese in bezug auf die Expression von TetR-
KRAB analysiert. (A) Western-Blot-Analyse der Expression des TetR-KRAB-Fusionsproteins in
resistenten EGFP-exprimierenden ES-Zellklonen der Maus (Spalten 3-9). Ein nicht-transfizierter
EGFP-ES-Mutterklon wurde als Negativkontrolle verwendet (Spalte 1), als Positivkontrolle dienten
transient TetR-KRAB- exprimierende HeLa-Zellen (Spalte 2). Zur Standardisierung wurde die
Expression von [-Aktin gewihlt. Insgesamt wurden 80 Klone getestet. (B) PCR-Analyse der
genomischen Integration der fiir TetR-KRAB kodierenden cDNA inkl. CMV-Promotor nach
Auftrennung im 1,5%igen Agarose-Gel. Insgesamt wurden 22 Klone analysiert (Spalten 4-25). Als
Positivkontrolle wurde eine PCR mit dem in ES-Zellen transfizierten Plasmid als Matrizen-DNA
durchgefiihrt (Spalte 1). Fiir die Negativkontrolle wurde der gleiche PCR-Ansatz mit genomischer
DNA von Wildtyp-HeLa-Zellen als Matrizen-DNA durchgefiihrt (Spalte 2). M = DNA-GroBenmarker
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3.7.3 Genomische Integration eines konstitutiven RNAi-Systems in

ES-Zellen transgener EGFP-exprimierender Miuse
Aufgrund der fehlenden stabilen Expression von TetR oder TetR-KRAB in EGFP-
exprimierenden ES-Zellen der Maus, stellte sich die Frage, ob grundsitzlich mit Hilfe von
konstitutiven shRNA-exprimierenden Kassetten die Auslosung einer RNAi-Antwort in
ES-Zellen und damit auch in der adulten Maus moglich sei. So wurde der Versuch
unternommen, betreffende RNAi-Kassetten zur konstitutiven shRNA-Expression gegen
EGFP, welche unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors standen, in das Genom von
ES-Zellen der Maus zu integrieren. Der Plasmid-Vektor pwtHIshRNA/EGFP wurde nach
Linearisierung mittels Lipofektion in EGFP-exprimierende ES-Zellen transfiziert. Die Zellen
wurden durch Zugabe von 1,5 mg/ml Geneticin (G418) in das Kulturmedium selektiert.
Resistente Klone wurden nachfolgend vereinzelt und im Hinblick auf ihre EGFP-Expression
mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abb. 3.18, Spalten 1-8). Als Negativkontrolle
dienten nicht transfizierte EGFP-exprimierende Stammzellen (Abb. 3.18, Spalte 9). Insgesamt
betrachtet, zeigten sechs von acht getesteten Klonen eine Reduktion ihrer EGFP-Expression.
Dabei befand sich in einigen Fillen die EGFP-Expression knapp iiber der Nachweisgrenze
(Abb. 3.18, Spalten 4, 7 und 8).
EGFP-exprimierende ES-Zellklone der Maus

Transfektion von
pwtH1shRNA/EGFP + + + + + + + + -

B-Aktin e S ol ot o Wl s S
EGFP - E - . A&

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 3.18: Stabile genomische Integration von RNAi-Kassetten zur konstitutiven Expression von
SshRNA/EGFP durch den Wildtyp-H1-Promotor. EGFP-exprimierende ES-Zellen der Maus wurden
durch Lipofektion mit Plasmid-Vektoren transfiziert, welche RNAi-Kassetten zur konstitutiven
Expression von shRNA gegen EGFP unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors aufwiesen. Nach
Selektion wurden einige resistente Klone isoliert und im Hinblick auf ihre EGFP-Expression
untersucht (Spalten 1-8). Der nicht-transfizierte Mutterklon diente als Kontrolle (Spalte 9). Zur
Standardisierung wurde die Expression von 3-Aktin gewihlt.
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4 DISKUSSION

4.1 Analyse des Plk1-Gens im Hinblick auf die Eignung einer
RNAIi-basierten Strategie zur Unterdriickung der

Genexpression

Die genomische Sequenzanalyse des Plk1-Gens fiihrte bereits vor einiger Zeit zur Aufspiirung
und Entdeckung einzelner Punktmutationen in humanen Tumorzellinien (Simizu et al., 2000).
Dabei fiel auf, da Punktmutationen der DNA, welche einzelne Aminosiduren des Proteins
austauschten, ausschlieflich im Bereich, welcher den C-Terminus kodiert, auftraten. Eine
weitere Auffilligkeit bestand darin, dal die beschriebenen Mutationen in Zellinien solider
Tumoren auftraten, welche gegeniiber tumordsen Suspensionszellen einen moderaten Gehalt
an Plk1-Protein aufwiesen. Dies lie8 darauf schlieBen, daf} C-terminale Mutationen in einer
Instabilitit ~des  Plkl-Proteins  resultierten.  Tatsdchlich  wurde  durch  Ko-
Immunoprizipitationen eine Interaktion zwischen Plkl und Hsp90 (heat shock protein 90)
gefunden, welche PIk1 stabilisiert und vor Abbau schiitzt (Simizu et al., 2000). Durch
Inhibition von Hsp90 mittels Geldanamycin konnte eine Destabilisierung des Wildtyp-Plk1-
Proteins erreicht werden, mutiertes Plk1-Protein jedoch hatte eine konstante Stabilitit.

Aufgrund dieser Befunde analysierten wir zunichst die genomische DNA aus vier soliden
Tumorzellinien im Hinblick auf die Aufspiirung moglicher Mutationen des Plk1-Gens und
deren Auswirkungen auf das Plk1-Protein. Die Analyse der kodierenden Exonbereiche und
deren zugehoriger Spleilstellen im Plk1-Gen deckte jedoch in keiner der insgesamt vier
getesteten Cervix-Karzinom- oder Mamma-Karzinom-Zellinien Mutationen im offenen
Leseraster auf, was insofern verwundert, dal nahezu alle zuvor in der Literatur getesteten
adhidrenten Tumorzellinien Mutationen im Plk1-Gen aufwiesen, welche den Austausch
mindestens einer Aminosdure im C-Terminus des Proteins bewirkten (Simizu et al., 2000). In
unseren weiteren Uberlegungen spielte deshalb die Analyse primiren Tumormaterials eine
wichtige Rolle. So sind in vitro-wachsende Zellinien im Gegensatz zu Tumoren, genetisch
gleich und miissen keine Wachstumskonkurrenz fiirchten. Tumoren hingegen unterliegen
dynamischen Mutationsprozessen und miissen sich gegeniiber anderen Zelltypen durchsetzen,
was durch das Erwerben und die Ausnutzung eines Wachstumsvorteils geschieht. Die
Heterogenitit der in einem wachsenden Tumor befindlichen Zellen machte das Auftreten von
Mutationen zusitzlich wahrscheinlich. In den genetischen Analysen der humanen
Priméartumoren — es wurden insgesamt 15 Mamma- und 11 Ovarial-Karzinome getestet —

wurden jedoch iibereinstimmend mit der Analyse des Plk1-Gens in adhdrenten Zellinien
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keinerlei Mutationen in kodierenden Exons, auch nicht in den fiir Spleifstellen kodierenden
Bereichen der Introns gefunden. Dieses Phédnomen war aufgrund des Auftretens von
Mutationen in den bisher untersuchten adhirenten Zellinien nicht unbedingt erwartet worden.
So hitte das Vorhandensein von systematisch auftretenden Mutationen eine Charakteristik
von Plk1-spezifischen Verhaltensweisen wihrend der Tumorprogression ermoglichen konnen.
Durch die Zelltyp- und Organismus-iibergreifenden Befunde wird dagegen eine gewisse
Stabilitdt von Plkl auf genomischer Ebene deutlich. Im Gegensatz zu Onkogenen wie z. B.
Ras (Kinzler et al., 1996) oder diverser mitotischer Kinasen, deren Uberaktivitit oftmals
durch Mutationen auf genomischer Ebene begriindet ist, wurde durch unsere Experimente
deutlich, da die Sequenz des Plk1-Gens in Tumorzellen sowie in Primirtumoren hoch
konserviert ist. Strategien, welche auf sequenzspezifischer Inhibition der Genexpression
beruhen, z. B. die Hemmung der Translation mittels Oligonukleotiden oder die Degradierung
von mMRNA-Transkripten mittels RNA-Interferenz vorsehen, erlangen somit eine grofle
Bedeutung als geeignete Techniken fiir Forschungsexperimente. Zudem wird im Hinblick auf
eine voranschreitende Tumorprogression, in welcher betreffende Zellen zahlreichen
Mutationsereignissen Zellzyklus-relevanter Gene unterworfen sind (Vogelstein und Kinzler,
2004), die therapeutische Relevanz von Plk1 als Zielgen deutlich. So konnten zukiinftige
medikamentdse Therapien auf RNAi-basierten, gegen Plk1 gerichteten Strategien beruhen.
Zellzyklus-relevante Gene, welche hiufig auftretenden Mutationsereignissen unterworfen

sind, wiirden dagegen als Angriffspunkte fiir Gentherapien schwer greifbar sein.

4.2 Transiente Vektor-basierte RNA-Interferenz
4.2.1 Wirkung konstitutiver Expression von shRNA

Die Entdeckung der RNA-Interferenz zur post-translationalen Inhibition der Genexpression
eroffnete im Hinblick auf eine Unterdriickung der Expression von Genen ungeahnte
Moglichkeiten. Die Auslosung der RNAi-vermittelten Degradierung von Gen-Transkripten
aufgrund intrazelluldrer Synthese von shRNA infolge der Applikation von Plasmid-Vektoren
stellte bislang einen groBen Fortschritt fiir eine ldngerfristige Auslosung von RNAi dar. So
konnte die Wirkungsdauer einer einfachen Applikation chemisch synthetisierter siRNA,
welche in der Regel nach einigen Tagen verflogen ist, durch Transfektion von RNAi-
auslosenden Plasmid-Vektoren und folgender genomischer Integration deutlich iibertroffen
werden (Brummelkamp et al., 2002b).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunéchst Plasmid-Vektoren fiir die konstitutive Expression

von shRNAs gegen EGFP unter Kontrolle des Wildtyp-H1-Promotors, einem Vertreter der
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RNA-Polymerase IlI-abhdngigen Promotoren, konstruiert. Zur Veranschaulichung diente
zunichst das exogen in Zellen eingebrachte Gen EGFP (enhanced green fluorescent protein =
verstirktes griin fluoreszierendes Protein) als Zielgen. Im Vergleich zu HelLa-Zellen, welche
mit Kontrollplasmiden (konstitutiv. shRNA/EGFPMM-exprimierend) transfiziert wurden
(100%), zeigten nur 23% der HelLa-Zellen, die mit Wirkplasmiden (konstitutiv shRNA gegen
EGFP exprimierend) transfiziert wurden, EGFP-Fluoreszenz (Abb 3.7D). Die Reduktionsrate
des EGFP-Proteins in der Gesamtheit der untersuchten Zellen konnte damit im Mittel auf 77%
beziffert werden. Dieser Befund steht in Einklang mit Ergebnissen anderer Studien, bei
welchen durch Verwendung eines HI-Promotors zur konstitutiven Expression von
spezifischer shRNA die Expression von Genen in Sdugerzellen um ca. 80% reduziert werden
konnte (McManus et al., 2002; Brummelkamp et al., 2002a). Die verbliebene Restaktivitit ist
darauf zuriickzufithren, daB3 nicht alle Zellen, deren EGFP-Gehalt in das Ergebnis mit
einflieft, unter transienten Bedingungen mit einer ausreichenden Anzahl von shRNA/EGFP-
exprimierenden Plasmiden transfiziert wurden. So ist bei Ko-Transfektion von EGFP-
exprimierendem Plasmid und shRNA-exprimierendem Plasmid davon auszugehen, daf3 der
tiberwiegende Teil transfizierter Zellen mit beiden Plasmiden in einem #dhnlichen Verhéltnis
transfiziert wird. Der restliche Teil erhilt ein ungleiches Verhiltnis der beiden Plasmide. Dies
bedeutet im Fall des Uberschusses von EGFP-exprimierendem Plasmid, daB shRNA-
exprimierendes Plasmid mit der Produktion von geniigend shRNA, welche fiir die Transkript-
Degradierung ausreicht, nicht nachkommt. Nach Transfektion konstitutiv shRNA/Plk1-
exprimierender Plasmide konnte in den einzelnen Versuchen ein Plk1-Proteingehalt von 15%-
25% festgestellt werden (Abb. 3.10 und 3.11), was im Vergleich zu Zellen, welchen
mismatch-Kontrollplasmide transfiziert wurden, Reduktionsraten von 75%-85% entspricht.
Diese Werte stehen in Einklang mit jenen, welche die Unterdriickung der EGFP-Expression
beschreiben. Hohere Reduktionsraten konnten aufgrund mangelnder Transfektionseffizienzen
und einer suboptimalen Selektionsrate auch hier nicht erreicht werden. So mufite ein sehr
begrenztes Zeitfenster gefunden werden, in welchem transiente RNAi-Effekte ein hohes
Ausmal erlangten, gleichzeitig aber die Selektion so weit vorangeschritten war, daf} storende
Einfliisse durch nicht-transfizierte Zellen ausgeschlossen wurden. Durch Experimente, in
welchen viral-vermittelte stabile Integrationen konstitutiv siRNA/shRNA-exprimierender
Konstrukte erreicht wurden, konnten dagegen sehr potente RNAi-Effekte gezeigt werden
(Brummelkamp et al., 2002b; Tiscornia et al., 2003). In diesen Fillen konnten die Nachteile
transienter Transfektionen, wie etwa schlechte Transfektionseffizienz und heterogene

Verteilung der Konstrukte, weitestgehend umgangen werden.
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4.2.2 Bessere Eignung des H1-Promotors gegeniiber dem U6 snRNA -

Promotor fiir die konstitutive Expression von shRNA
In zahlreichen Studien wurde mittels konstitutiver Expression wirksamer shRNAs die
spezifische Degradierung von mRNA gezeigt (Paddison et al., 2002; Yu et al., 2002;
Brummelkamp et al., 2002a). Hierbei wurde in den meisten Fillen der U6 snRNA-Promotor
benutzt, dessen funktionelle Eigenschaften bereits frith charakterisiert wurden (Lobo et al.,
1990). Eigenschaften wie ein genau definierter Beginn und ein definiertes Ende der
Transkription, zusammen mit der Erkenntnis, da alle fiir die Transkription wichtigen
regulatorischen Elemente in 5’-Richtung des Transkriptionsstarts liegen, lieBen den
U6 snRNA-Promotor als den am meisten geeigneten Promotor erscheinen. Eine negative
Eigenschaft des U6 snRNA-Promotors wurde jedoch durch den Befund deutlich, wonach
erhohte Aktivitait von U6 snRNA-Promotoren, welche durch vermehrte Einschleusung von
Plasmidkonstrukten in Zellen bewirkt wurde, keine Erhohung des Gehalts an U6-Transkript
bewirkte, sondern vielmehr eine Degradierung des U6-Transkriptes zur Folge hatte
(Noonberg et al., 1996). Unter Verwendung des U6 snRNA-Promotors fiir die Vermittlung
von RNA-Interferenz konnte dieses als Promotor-Interferenz bezeichnete Phinomen einen
grofen Nachteil darstellen, da fiir eine potente Degradierung von Transkripten dafiir
notwendige intrazelluldre Konzentrationen an siRNA/shRNA exprimiert werden miissen. In
einer weiteren Studie wurde gezeigt, daf} leere Plasmid-Vektoren mit kodierten U6 snRNA-
Promotoren ohne eine definierte zu exprimierende Sequenz die endogene Genexpression
durch unspezifische Effekte negativ beeinfluflt (invivogen.com, 2002). Des weiteren stimmt
die Sequenz des humanen U6 snRNA-Promotors mit jener des murinen U6 snRNA-
Promotors nur zu 56,2% iiberein. Daraus konnte ein Nachteil fiir Spezies-iibergreifende
Experimente entstehen, da voraussichtlich nur der jeweilige Promotor in Zellen des
betreffenden Organismus erfolgreich angewendet werden kann. Der direkte Vergleich
zwischen U6 snRNA-Promotor und HI1-Promotor zeigte eine geringere Effektivitit bei
Verwendung des U6 snRNA-Promotors zur Auslosung der RNAi-Antwort, wodurch die
bessere Eignung des H1-Promotors zur Expression von shRNA verdeutlicht wurde (Zhang et
al., 2003). Tatsdchlich wurde auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit anfinglich der
U6 snRNA-Promotor zur konstitutiven Expression von shRNA unter transienten
Bedingungen getestet. Der Vergleich mit dem HI-Promotor in bezug auf Auslosung der
RNAi-Antwort fiel fiir den U6 snRNA-Promotor negativ aus. So konnte bei Verwendung des
U6 snRNA-Promotors zur konstitutiven Expression von shRNA/EGFP im Vergleich zum
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H1-Promotor ein schwicherer Effekt bei der Gen-Unterdriickung beobachtet werden (Daten
nicht gezeigt). Der H1-Promotor mufite nun auf die Art und Weise kloniert werden, daf3
shRNA-kodierende Oligonukleotide unmittelbar an die Position des Transkriptionsstarts
angefiigt werden konnten. Dies liel sich nur iiber den Einbau einer Restriktionsschnittstelle
innerhalb des 3’-Endes des Promotors realisieren, wodurch der definierte Transkriptionsstart,
welcher urspriinglich in 25 bp Entfernung der TATA-Box liegt, gewahrt wurde. Des weiteren
konnte die Linge des zu exprimierenden FEinzelstrangs, welcher zu shRNA mit einer
intramolekularen Schleife hybridisiert, auf 49 nt festgelegt werden. Zuvor wurde in
Mutationsstudien  festgestellt, daB sich Verdnderungen kurz vor Beginn des
Transkriptionsstarts nicht negativ auf die Expressionsaktivitit des Hl1-Promotors auswirkten
(Myslinski et al., 2001). Wie auch in einigen anderen Studien berichtet wurde, beeinflufte die
Integration von Restriktionsschnittstellen kurz vor Transkriptionsstart die Expressionsaktivitit
des H1-Promotors nicht negativ (Hasuwa et al., 2002; Kunath et al., 2003; Tiscornia et al.,
2003; Hasuwa und Okabe, 2004). Somit war davon auszugehen, da3 die Wirkungsweise des
parentalen H1-Promotors durch Insertion von nur einer Restriktionsschnittstelle konstant

blieb.

4.2.3 Verschiedene Parameter beeinflussen die Wirksamkeit von shRNA

Die wirkungsvolle Degradierung der Transkripte von EGFP und Plkl konnte durch
Expression von 49 nt langen RNA-Einzelstringen ausgelost werden. Nach einer gingigen
Modellvorstellung hybridisieren diese RNA-Einzelstrainge durch Ausbildung einer
intramolekularen Schleife zu shRNAs und werden folgend durch das Enzym Dicer zu
wirkungsvollen siRNAs prozessiert. Da die willkiirliche Verinderung dreier Basen des
shRNA-Doppelstranges (6 bp der exprimierten Einzelstrang-RNA) keinerlei Effekte
gegeniiber unbehandelten Zellen bewirkte, mufite die RNAi-vermittelte Degradierung von
EGFP und PIk1 auf die Sequenz-spezifische Struktur der wirksamen shRNAs zuriickzufiihren
sein. Vor Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, da3 die Applikation von 21 nt langen
Nukleotiden Sequenz-spezifische Degradierung von Transkripten in Sdugerzellen auslésen
kann (Elbashir et al., 2001a). Im Laufe nachfolgender Studien, welche eine Anwendung mit
potenter Transkript-Degradierung zum Ziel hatten, wurde deutlich, dal nicht nur siRNAs,
sondern auch durch Plasmid-Vektoren exprimierte shRNAs einige Eigenschaften erfiillen
muBten, um eine potente RNAi-Antwort auszulésen (Paddison et al., 2002; Paul et al., 2002).
Die Liénge des sense-Strangs der Vektor-generierten shRNA, wurde analog der Linge

wirksamer siRNAs auf 21 nt festgelegt. Dies kam durch einen 19 nt langen Sequenzbereich
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zustande, welcher in der spiter hybridisierten und prozessierten siRNA Basenpaarungen
einging, und zusitzlich durch einen 2 nt langen 3’-Uberhang, bestehend aus zwei Uridinen.
Die intramolekulare Schleife, welche sense-Strang und antisense-Strang innerhalb der sShRNA
verbinden sollte und den erwihnten, aus zwei Uridinen bestehenden Uberhang am 3’-Ende
des sense-Stranges der prozessierten siRNA gewihrleisten sollte, wurde auf eine Linge von
9nt festgelegt. Dies wurde bereits zuvor als optimale Voraussetzung fiir eine gute
Wirksamkeit von shRNA beschrieben (Brummelkamp et al., 2002a). Da der antisense-Strang
auf eine Linge von 21 nt festgelegt werden sollte, mufite er auler den 19 Nukleotiden, welche
dem sense-Strang revers komplementdr waren, noch zwei Uridine umfassen, die den
3’-Uberhang bildeten. Die mismatch-Sequenzen wurden von den Wirksequenzen abgeleitet,
indem drei Basenpaare pro Einzelstrang willkiirlich ausgetauscht wurden. Bereits zuvor
konnte gezeigt werden, da3 der Austausch von nur einem Basenpaar die spezifische RNAi-
Antwort verhindern kann (Brummelkamp et al., 2002b). Der Verlust der Spezifitit von siRNA
ist dabei um so groBer, je zentraler eine der Zielsequenz nicht komplementire Base
(mismatch) innerhalb des antisense-Strangs der siRNA vorliegt (Elbashir et al., 2001b;
Jackson et al., 2003). Die hier prisentierten Daten bestédtigen somit die hohe Spezifitit des
RNAi-Mechanismus. So ist es wahrscheinlich, da3 prozessierte mismatch-siRNAs auf die
gleiche Weise wie spezifische siRNAs in den RISC-Komplex inkorporiert werden, schlieBlich
aber aufgrund der nicht 100%igen Komplementaritdt zu mRNAs keine Wirkung erzielen und
schlieBlich auf noch unbekannte Weise degradiert werden. siRNAs, deren Sequenz der
Zielsequenz von mRNAs zu 100% komplementir ist, I16sen dagegen den RNAi-Mechanismus
aus, sichtbar in Degradierung kognitiver mRNA-Sequenzen. Unterstiitzt wird die These der
hohen Spezifitit von RNAi durch die groBe Ubereinstimmung der in dieser Arbeit
verwendeten siRNA-Sequenzen mit den allgemein beobachteten Eigenschaften von hoch
wirksamen siRNA-Sequenzen (Elbashir et al., 2001b; Naito et al., 2004; Wang und Mu,
2004). Der G/C-Gehalt der verwendeten siRNA-Sequenzen gegen EGFP (47,6%) und Plk1
(52,4%) befand sich in beiden Féllen nahe 50%. Diese Eigenschaft wurde fiir eine gute
Wirksamkeit von siRNAs zundchst gefordert (Tuschl et al., 1999; Elbashir et al., 2001b).
Aufgrund neuer Algorithmen bei der Suche nach geeigneten Zielsequenzen hitten beide
siRNAs jedoch weitere wichtige Eigenschaften erfiillen miissen, um eine potentere Wirkung
zu erzielen (Reynolds et al., 2004). Die als giinstig beschriebene Eigenschaft, da3 siRNA-
Doppelstringe im 5’-Bereich ihres antisense-Strangs eine geringere Thermostabilitit
aufweisen sollten, als im 3’-Bereich, wurde durch die siRNA-Sequenz gegen EGFP erfiillt.

Die verwendete siRNA-Sequenz gegen Plkl zeigte dagegen eine relativ ausgeglichene
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Thermostabilitidt. Aufgrund der begrenzten Linge der kognitiven mRNAs von EGFP und Plk1
war die Auswahl geeigneter Zielsequenzen jedoch limitiert.

Ein weiterer Grund, welcher eine potentere Hemmung der Expression verhinderte, bestand
wohl darin, daB} nicht alle Zellen, welche in das Ergebnis mit einflossen, transfiziert wurden,
da erfahrungsgemall nach 72 h nicht von einer vollstindigen Selektion auszugehen war.
Erschwerend kam im Fall der Regulation von Plk1 hinzu, dal Zellen, welche aufgrund von
Plk1-Degradierung moglicherweise in die Apoptose iibergingen (Liu et al., 2003) und
nachfolgend im Kulturmedium schwammen, nicht in das Ergebnis einflossen. Die transiente
Wirkungsweise von Vektor-vermittelter RNAi kann somit nur einen der Realitdt angenédherten
Zustand in einem bestimmten zeitlichen Abschnitt beschreiben. Die stabile Integration einer
RNAi-Kassette zur konstitutiven Expression von shRNA, welche eine potentere Degradierung
von Plk1 hitte bewirken konnen, scheiterte, weil vereinzelte Zellen mit dem beschriebenen
System nicht proliferierten. In diesem Zusammenhang ist zu bedenken, daf ein Plk1-negativer
Phénotyp Apoptose auslost (Spankuch-Schmitt et al., 2002a) und somit nicht iiberlebensfihig
wire. Die Entwicklung und Etablierung der induzierbaren RNAi-Systeme schuf in diesem
Falle Abhilfe. Bevor es jedoch zu einer stabilen Integration kam, wurden die verschiedenen

Promotor-Varianten unter transienten Bedingungen getestet und charakterisiert.

4.2.4 Bewertungen der induzierbaren RNAi-Systeme im transienten

Zustand

Zu Beginn dieser Arbeit war eine durch induzierbare Promotoren vermittelte konditionelle
Expression von shRNA noch nicht gezeigt worden. Durch Verwendung von Tetrazyklin-
Operatorsequenzen aus Transposon 10 von E. coli, konnten drei induzierbare Derivate des
humanen HI-Promotors entwickelt werden, welche die Expression von shRNA gegen Plk1
steuerten. So konnte nicht nur der intrazellulidre Plk1-Gehalt, sondern auch die Proliferation
von Tumorzellen negativ beeinflu3t werden. Jedes der drei induzierbaren Promotor-Derivate
hatte dabei spezielle Eigenschaften in bezug auf Basalaktivitit im nicht-induzierten Zustand
und die Expressionsrate im induzierten Zustand. Diese Eigenschaften konnten nachfolgend

charakterisiert werden.

Bisherige Entwickungen von Tet-induzierbaren RNA-Polymerase III-abhéingigen

Promotoren fiir die konditionelle Genexpression

Um RNA-Polymerase IlI-abhiingige Promotoren induzierbar zu machen und dadurch ihre

Expressionsraten kontrollieren zu kdnnen, wurden schon in der Vergangenheit verschiedene
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Repressor-Operator-Systeme benutzt. So wurde das prokaryotische TetO-TetR-System bereits
in einer frilhen Studie verwendet, um die Expressionsaktivitit eines tRNA-exprimierenden
RNA-Polymerase IlI-Promotors in Saccharomyces cerevisiae zu induzieren (Dingermann et
al., 1992a; Dingermann et al., 1992b). In einer alternativen Studie wurde gezeigt, dal ein Lac
(Lactose)-Repressor-Operator-System  fiir die Expressionskontrolle eines U6 snRNA-
Promotors verwendet werden kann (Luukkonen und Seraphin, 1998). In jiingerer
Vergangenheit setzte sich jedoch das bakterielle TetO-TetR-System fiir die Kontrolle speziell
von RNA-Polymerase IlI-Promotoren durch. Eine Studie, welche die ersten induzierbaren
RNA-Polymerase IlI-abhidngigen Promotoren fiir Expressionsstudien in Séaugerzellen

anwendete, wurde im Jahr 2000 veroffentlicht (Ohkawa et al., 2000).

Derivate des U6 snRNA-Promotors als erste Tet-induzierbare Varianten eines Pol I1I-

abhingigen Promotors zur konditionellen Expression von antisense-RNA

Es handelte sich dabei um Tetrazyklin-induzierbare Derivate des U6 snRNA-Promotors,
welcher fiir die konditionelle Expression von antisense-RNA-Oligonukleotiden gegen ein
GFP-EGFR-Hybridprotein eingesetzt wurde. Unterschiede der drei Promotor-Derivate
bestanden in der Lokalisation ihrer TetO-Sequenz(en). Der erste induzierbare Promotor-Typ
hatte eine integrierte TetO-Sequenz, welche in 5’-Richtung der TATA-Box lokalisiert war. Im
zweiten induzierbaren Promotortyp befand sich die TetO-Sequenz in 3’-Richtung der TATA-
Box und substituierte die Wildtyp-Sequenz zwischen TATA-Box und Transkriptionsstart. Das
dritte induzierbare Konstrukt beiheimatete schlieBlich zwei TetO-Sequenzen, jeweils eine in
5’- und eine in 3’-Richtung der TATA-Box. Der Promotortyp mit 5’-gelegener TetO-Sequenz
zeigte eine extrem geringe Basalaktivitit, nach Induktion aber trotzdem die grofite
Expressionsrate der induzierbaren Derivate. Der Promotortyp mit 3’-gelegener TetO-Sequenz
hatte im nicht-induzierten Zustand eine gering hohere Basalaktivitit als der Promotor mit
5’-gelegener TetO-Sequenz, im induzierten Zustand jedoch eine geringere Expressionsrate.
So war die Bandbreite des Induktionsbereiches fiir den Promotor mit 5’-gelegener TetO-
Sequenz etwas grofer als jene des Promotors mit 3’-gelegener TetO-Sequenz. Der
induzierbare Promotortyp mit zwei TetO-Sequenzen, welche die TATA-Box flankierten,
zeigte im Gegensatz zu den beiden anderen Typen keine Basalaktivitit. Er war aber auch
nicht induzierbar, was durch eine nicht vorhandene Expression nach Zugabe von Doxyzyklin
sichtbar wurde. Die Ergebnisse dieser Charakteristik lieBen den Schluf3 zu, daB3 die relative
Lage der TetO-Sequenz innerhalb des U6 snRNA-Promotors einen kritischen Einfluf auf die
Basalaktivitdit und Induzierbarkeit des Promotors hat. Zwei TetO-Sequenzen dagegen

verhinderten eine Induzierbarkeit durch eine stringente Blockade des Promotors.
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Entwickelte Tet-induzierbare Derivate des HI1-Promotors im Vergleich zu Tet-

induzierbaren Derivaten des U6 snRNA-Promotors

Vergleicht man die charakteristischen Eigenschaften der Derivate des U6 snRNA-Promotors
mit den Eigenschaften der induzierbaren H1-Promotor-Derivate, welche dieser Arbeit
zugrunde liegen, so lassen sich einige Gemeinsamkeiten feststellen. Der HI-Promotor des
US-Typs aus dieser Arbeit, dessen TetO-Lokalisation jener des U6 snRNA-Promotors vom
5’-Typ (Ohkawa et al., 2000) entsprach, zeigte eine sehr geringe Basalaktivitit. Im Gegensatz
dazu zeigte der HI-Promotor vom DS-Typ analog dem Promotor des U6 snRNA-3’-Typ
(Ohkawa et al., 2000) eine hohere Basalaktivitit (leakiness), welche durch den niedrigeren
Plk1-Gehalt betreffender Zellen im nicht-induzierten Zustand deutlich wurde. Die
unterschiedlichen Basalaktivititen konnen durch den Befund erklirt werden, da3 Mutationen
im Wildtyp-HI1-Promotor, welche den stromaufwirts (5°) der TATA-Box gelegenen Bereich
betreffen, in einer deutlich geringeren Promotoraktivitidt resultierten. Hingegen hatten
Sequenzveridnderungen stromabwiérts (3’) der TATA-Box keinen negativen Einflu3 auf die
Expressionsaktivitdat (Myslinski et al., 2001). Die geringe Basalaktivitit des Promotors vom
US-Typ kann damit nicht nur auf die Bindung des Tet-Repressors an seine kognitive Sequenz
zuriickgefiihrt werden, sondern auch auf eine im gedffneten, induzierten Zustand geringere
Expressionsaktivitdt im Vergleich zum Wildtyp-Promotor. Die Insertion der TetO-Sequenz in
den 5° der TATA-Box liegenden Bereich scheint somit die Promotorfunktion per se zu
beeinflussen, vielleicht durch Schaffung einer speziellen DNA-Konformation. Es ist des
weiteren nicht davon auszugehen, daf} alle Promotoren im nicht-induzierten Zustand von
Tet-Repressoren besetzt sind. Die leakiness des prokaryotischen Tet-Systems wird daher
besser durch den induzierbaren H1-Promotor des DS-Typs beschrieben, da dieser Promotor-
Typ in Abwesenheit von TetR der Expressionsaktivitit des Wildtyp-HI-Promotors am
nichsten ist (Myslinski et al., 2001). Ein groer Unterschied zwischen den Eigenschaften der
induzierbaren U6 snRNA-Promotoren und den in dieser Arbeit geschaffenen induzierbaren
H1-Promotorkonstrukten besteht jedoch in der Bewertung des jeweiligen Promotortyps mit
zwei die TATA-Box flankierenden TetO-Sequenzen. Wihrend der U6 snRNA-Promotor mit
TATA-Box-flankierenden TetO-Sequenzen keine Basalaktivitit zeigte und auch nicht
induzierbar war (Ohkawa et al., 2000), zeigte der HI-Promotor des US/DS-Typs eine
Basalaktivitdt, welche zwischen jener der HI1-Promotoren vom US-Typ und DS-Typ lag.
Diese Unterschiede zwischen den Basalaktivititen mogen darin begriindet sein, daf} die
beiden TATA-Box-flankierenden palindromischen TetO-Regionen im U6 snRNA-Promotor

eine Entfernung von sieben dazwischen liegenden Basenpaaren aufwiesen, in welchen die
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TATA-Box lokalisiert war. Im HI1-Promotor des US/DS-Typs waren die beiden TetO-
Sequenzen hingegen nur um sechs Basenpaare voneinander getrennt. Dies mag eine
Erklédrung fiir die nicht mogliche Induzierbarkeit des U6 snRNA-Promotorkonstruktes sein, da
hier vermutlich zwei gleichzeitig bindende Tet-Repressoren die Expressionsaktivitit
unterdriickten. Aufgrund des um ein Nukleotid geringeren Abstand der TetO-Sequenzen im
HI1-Promotor vom US/DS-Typ, mag ein sterischer Konflikt entstanden sein, welcher die
gleichzeitige Bindung zweier Tet-Repressoren an die jeweiligen TetO-Sequenzen verhindert.
So scheinen die molekularen Ausmalie der dimerisierten TetR-Proteine hierfiir zu grof3 zu
sein. Als Indiz dafiir kann die Beobachtung angefiihrt werden, dal die Basalaktivitit des
HI1-Promotors vom US/DS-Typ im nicht-induzierten Zustand zwischen jenen der beiden
HI1-Promotoren vom US- und DS-Typ lag. Im ersten Fall scheint der H1-Promotor des
US/DS-Typs im nicht-induzierten Zustand an seiner 5’-TetO-Sequenz von einem Tet-
Repressor gebunden zu werden, wodurch er die charakteristische Basalaktivitit des Promotors
vom US-Typ aufweist. Im zweiten Fall scheint der Hl-Promotor des US/DS-Typs im nicht-
induzierten Zustand an seiner 3’-TetO-Sequenz von einem Tet-Repressor gebunden zu
werden, wodurch er die charakteristische Basalaktivitit des Promotors vom DS-Typ erlangt.
Durch diese vorhandene Konkurrenzsituation liegt die Basalaktivitidt des H1-Promotors vom
US/DS-Typ zwischen denjenigen des US-Typs und des DS-Typs. Die Hypothese, dal eine
Insertion zweier TetO-Sequenzen zur kompletten Unterdriickung der Basalaktivitit des
US/DS-Promotors im nicht-induzierten Zustand fiihrt, konnte somit nicht bestétigt werden.
Auf der anderen Seite liel die Anordnung der fiir die Transkription funktionell wichtigen
Strukturen innerhalb des Wildtyp-HI1-Promotors keine weitere Moglichkeit einer alternativen
Insertion von zwei TetO-Sequenzen zu, welche weiter als sechs Basenpaare voneinander
entfernt lagen. So substituierte die 19 bp lange TetO-Sequenz die 19 Basenpaare der
urspriinglichen Sequenz, welche im Wildtyp-H1-Promotor zwischen PSE und TATA-Box lag,
komplett. Die zweite TetO-Sequenz, welche 19 Basenpaare zwischen TATA-Box und
Transkriptionsstart substituierte, wurde unmittelbar an die TATA-Box angrenzend inseriert.
Dies war zwingend erforderlich, da im Wildtyp-H1-Promotor zwischen TATA-Box und
definiertem Transkriptionsstart 25 Basenpaare liegen und davon sechs Basenpaare fiir eine
Restriktionsschnittstelle innerhalb des 3’-Endes des Promotors dienen mufBten. Diese
Restriktionsschnittstelle war fiir die Insertion von shRNA-kodierenden Oligonukleotiden
notwendig. Fiir die Entwicklung eines H1-Promotors mit zwei TetO-Sequenzen, welche die
TATA-Box flankieren und einen grofleren Abstand als 6 bp aufweisen, hitte es nur eine

Moglichkeit gegeben, ohne die fiir die Transkription wichtigen Sequenzabschnitte zu
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verdndern. Diese Moglichkeit hitte in einer Verldngerung der Promotorsequenz zwischen
PSE und TATA-Box bestanden, wodurch die relative Lage der fiir die Transkription
wichtigen Elemente innerhalb des HI-Promotors veridndert worden wire. Eine solche
Veridnderung der relativen Lage wichtiger Elemente innerhalb des HI-Promotors hitte ein
nicht kalkulierbares Risiko im Hinblick auf einen moglichen Verlust der Aktivitdt des

Promotors bedeutet. Ein solches Risiko sollte moglichst umgangen werden.
Parallel entwickelte Tet-induzierbare Pol III-Promotoren fiir shRNA/siRNA-Expression

Im Zuge der Entdeckung von RNAi im Saugersystem (Elbashir et al., 2001a) und der
Entwicklung konstitutiv shRNA-exprimierender Plasmide (Paddison et al., 2002;
Brummelkamp et al., 2002a), wurde nicht nur bei der strategischen Konzeption dieser Arbeit
das Ziel verfolgt, RNAi induzierbar auszulosen. Parallel zu dieser Arbeit wurden einige
Studien {iiber induzierbare Expression von shRNA veroffentlicht. Dabei wurden fast
ausschlieBlich induzierbare RNA-Polymerase IlI-abhéngige Promotoren, in erster Linie der
U6 snRNA-Promotor und der HI-Promotor, auf Basis des prokaryotischen Tet-Systems
entwickelt. Die erste publizierte Studie zur konditionellen Auslosung von RNAi bediente sich
eines Tet-induzierbaren HI1-Promotors zur Expression von shRNA gegen [B-Catenin in
kolorektalen Tumorzellen (van de Wetering et al., 2003). Es handelte sich dabei um einen
induzierbaren HI1-Promotor, welcher eine TetO-Sequenz zwischen TATA-Box und
Transkriptionsstart aufwies. Eine hohe Basalaktivitit, die diesem Promotor nach den
bisherigen Erkenntnissen zugrunde liegen miiflte, konnte nicht beobachtet werden, was
hochstwahrscheinlich daran lag, da betreffender Promotor im stabilen Zustand getestet
wurde. So wurden auch im Rahmen dieser Promotionsarbeit im stabilen Zustand geringere
Basalaktivitiaten der beteiligten Promotoren festgestellt als im transienten Zustand. Dieser
Zusammenhang ist Gegenstand der Diskussion in Kapitel 4.3.1.

In einer weiteren Studie, welche kurze Zeit spiter verdffentlicht wurde, wurde zum ersten Mal
ein induzierbarer U6 snRNA-Promotor fiir die konditionelle Auslosung von RNAi
angewendet (Matsukura et al., 2003). Es handelte sich dabei um den zuvor von Ohkawa und
Kollegen fiir die Expression von antisense-Oligonukleotiden entwickelten induzierbaren
U6 snRNA-Promotor, welcher eine TetO-Sequenz in 5’-Richtung der TATA-Box aufwies
und im Vergleich zu anderen Derivaten die grofite Induktionsspanne zeigte (Ohkawa et al.,
2000). Der Promotor selbst wurde fiir die induzierbare Expression von shRNA gegen DNMT 1
(DNA-Methyltransferase 1) in Tumorzellen verwendet. Durch Applikation von Doxyzyklin
konnte eine Inhibition des Zellwachstums bewirkt werden. Zusitzlich wurde zum ersten Mal

die Reversibilitit der Tet-induzierbaren Gen-Unterdriickung gezeigt. 120 h nach Entfernen
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von Doxyzyklin aus dem Kulturmedium wurde die Expression von DNMT1 nicht langer
unterdriickt, die Expression des Proteins stieg auf das gleiche Niveau wie vor Induktion der

shRNA-Expression.

Strategien zur Verringerung der Basalaktivitiiten von Tet-induzierbaren Pol III-

Promotoren

Um eine hohe Basalaktivitit im nicht-induzierten Zustand, wie sie beispielsweise vom
H1-Promotor des DS-Typs innerhalb dieser Arbeit offenbart wurde, zu umgehen, wurden
indes verschiedene Strategien fiir die Entwicklung induzierbarer Promotoren verfolgt.

Ein Ansatz bestand in der Uberlegung, mehrere TetO-Sequenzen an verschiedene Positionen
innerhalb betreffender Promotoren zu inserieren. So sollte durch Bindung mehrerer
Repressoren die RNA-Polymerase IlI-abhéngige Transkription unterdriickt werden.
Entsprechendes Vorhaben wurde durch Entwicklung eines induzierbaren U6 snRNA-
Promotors fiir die konditionelle RNAi-vermittelte Unterdriickung von CXCR4 (chemokine
(C-X-C-motif) receptor 4) umgesetzt, wodurch die Migration und Invasion von
Brusttumorzellen in vitro inhibiert werden konnte (Chen et al., 2003). Durch Insertion von
einer, zweier oder mehrerer TetO-Sequenzen, zum Teil in Tandem-Struktur, wurden
verschiedene induzierbare Promotorkonstrukte geschaffen, welche in bezug auf ihre
Basalaktivitit und Induzierbarkeit gestestet wurden. Dabei war die Insertion von neun
TetO-Sequenzen notwendig, um die Basalaktivitit des betreffenden Promotors im nicht-
induzierten Zustand fast vollstindig zu unterdriicken. Bei diesem Promotorkonstrukt wurde
jeweils eine TetO-Sequenz sowohl zwischen PSE und TATA-Box als auch zwischen DSE
und PSE inseriert. Die restlichen sieben TetO-Sequenzen wurden als Tandem-Struktur
unmittelbar stromaufwirts des DSE eingefiigt. Trotz dieser insgesamt neun vorliegenden
TetO-Sequenzen und der minimierten Basalaktivitit zeichnete sich dieser Promotor durch
eine gute Induzierbarkeit aus. Diese gute Induzierbarkeit wurde durch den Befund deutlich,
nach welchem der beschriebene induzierbare Promotor im angeschalteten Zustand die gleiche
Expressionsaktivitit zeigte, wie der Wildtyp-U6 snRNA-Promotor.

Die Lidnge des U6 snRNA-Promotors von iiber 300bp und die relative Lage der
charakteristischen Sequenzmotive TATA-Box, PSE und DSE bieten somit viele
Moglichkeiten fiir alternative Insertionen von TetO-Sequenzen. Im Gegensatz dazu unterliegt
der Hl-Promotor im Vergleich zum U6 snRNA-Promotor deutlichen Einschrinkungen in
bezug auf die Entwicklung induzierbarer Promotor-Derivate. Durch die kompakte Struktur

von nur 100 bp und das direkte Angrenzen von PSE und DSE war es durch die vorliegenden
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Rahmenbedingungen nicht moglich, induzierbare Promotor-Derivate zu entwickeln, welche
TetO-Sequenzen an alternativen Positionen innerhalb der Promotorsequenz aufweisen.

In einem weiteren Ansatz wurde dennoch eine alternative Moglichkeit zur Entwicklung eines
Tet-induzierbaren H1-Promotors gefunden und umgesetzt. Diese zusitzliche Moglichkeit
bestand in der Insertion einer TetO-Sequenz in eine dem Promotor benachbarte 5’-Region.
Entsprechender Promotor zur induzierbaren Expression von shRNA wurde durch Infektion
mittels Lentiviren in die Zielzellen integriert. (Wiznerowicz und Trono, 2003). Durch
Verwendung des TetR-KRAB-Fusionsproteins (siehe Kapitel 1.5.3), welches im nicht-
induzierten Zustand an die in 5’-Richtung des Promotors lokalisierte TetO-Sequenz band und
bis zu einer Entfernung von 3 kb durch Bildung von Heterochromatin die Transkription
inhibierte, konnte die Expression des Promotors komplett unterdriickt werden. Die
Verwendung des TetR-KRAB-Fusionsproteins zur Minimierung der Basalaktivitit birgt
jedoch Risiken. So konnte bei ungerichteter genomischer Integration von TetO-beinhaltenden
Promotorkonstrukten die Expression benachbarter Gene mit essentiellen Funktionen

unterdriickt werden, was nicht kalkulierbare Folgen fiir betreffende Zellen haben konnte.

Beurteilung der zur Induktion der H1-Promotor-Derivate verwendeten Doxyzyklin-

Konzentrationen

Die Doxyzyklin-Konzentrationen, welche zur Induktion der im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten HI1-Promotor-Derivate verwendet wurden, liegen im gleichen Bereich wie
diejenigen zahlreicher anderer Studien zur Induktion @hnlicher Tet-induzierbarer Promotoren.
Wihrend Matsukura und Kollegen fiir ihren induzierbaren U6 snRNA-Promotor
Konzentrationen bis zu 10 pg/ml Doxyzyklin benutzten, um eine signifikante RNAi-Antwort
auslosen zu konnen (Matsukura et al., 2003), beobachteten van de Wetering und Kollegen
eine potente Induktion ihres entwickelten induzierbaren H1-Promotors bereits bei einer
Konzentration von 1 pg/ml Doxyzyklin, dies allerdings in stabiler Situation (van de Wetering
et al., 2003).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Doxyzyklin-Konzentration von 5 pg/ml, welche
notwendig war, um eine potente RNAi-Antwort auszulGsen, erscheint relativ hoch, 146t sich
jedoch einfach erkldaren. Der Tet-Repressor, welcher zusammen mit den induzierbaren
H1-Promotorkonstrukten im Verhiltnis 3:2 ko-transfiziert wurde, befand sich unter Kontrolle
eines CMV-Promotors. Dieser CMV-Promotor ist fiir seine hohe Expressionsrate bekannt,
welche um ein Vielfaches hoher liegt als die Expressionsrate eines gewdhnlichen
konstitutiven Promotors, der die Expression eines Haushaltsgens steuert. So war eine erhohte

Antibiotikakonzentration erforderlich, um die in hoher intrazellulirer Konzentration
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vorliegenden freien TetR-Molekiile anzusprechen, damit sie von TetO-Sequenzen
ferngehalten wurden und damit eine erfolgreiche Induktion der RNA-Polymerase III-
abhingigen Reaktion erfolgen konnte. Das Transfektionsverhiltnis von 3:2 zugunsten der
Plasmid-DNA, welche TetR kodiert, wurde gewdhlt, um geoffnete aktive Zustinde der
Promotoren in Abwesenheit von Doxyzyklin zu verhindern. Es mufite hierbei bedacht werden,
daf} unmittelbar nach Einschleusung der Plasmid-DNA beider bendétigter Komponenten eines
jeden Tet-induzierbaren Systems, shRNA-Expressionskassetten sofort wirksam waren und mit
der Expression beginnen konnten. Hingegen mufiten die zur Besetzung der TetO-Sequenzen
erforderlichen Tet-Repressoren erst exprimiert werden, was einige Stunden in Anspruch
nahm. Insofern darf die durch die Versuchsergebnisse analysierte leakiness aller drei

induzierbarer Promotorkonstrukte unter den gegebenen Umsténden kritisch betrachtet werden.

Indirekter Nachweis der Promotor-Aktivitit nach Induktion durch Heranziehen des

Plk1-Gehalts nach RNAi-Antwort

Schliefllich mufl bedacht werden, dal3 es sich bei den in dieser Arbeit erstellten Promotor-
Kinetiken um indirekte Nachweise handelt. Diese geben nicht Auskunft iiber die
Expressionsaktivititen der jeweiligen Promotoren in verschiedenen Zustinden, sondern
liefern ein inverses Abbild, welches die Auswirkungen der exprimierten shRNA auf die
Expression von Plkl beschreibt. Um die tatsdchliche Expressionsaktivitit der einzelnen
Konstrukte zu verschiedenen Zeitpunkten qualitativ beschreiben zu kénnen, miilite man in
zukiinftigen Studien die Menge der shRNA bestimmen, welche durch die Promotoren
exprimiert wird. Einen kritischen Einfluf8 auf die erstellten indirekten Nachweise hat die
spezifische Wirkung der exprimierten shRNA-Sequenz. So konnte durch Verwendung einer
wirkungsvolleren Ziel-Sequenz gegen Plkl1, sowohl Plk1-Transkript, als auch Plkl-Protein
hochstwahrscheinlich bei geringeren Induktionsraten unterdriickt werden, wofiir geringere
Doxyzyklin-Konzentrationen ausreichend sind. Fiir das Finden geeigneter Zielsequenzen
spielen stindig optimierte Algorithmen eine wichtige Rolle. Des weiteren wurde bislang der
Zusammenhang zwischen shRNA-Expression und Transkript-Degradierung nur unzureichend
beschrieben. Es ist daher nicht sichergestellt, ob es sich hierbei um eine linear proportionale

Korrelation handelt.
Entwicklungen alternativer induzierbarer Systeme fiir konditionelle RNAi

Im Laufe der letzten Jahre wurde die Entwicklung und Anwendung induzierbarer Systeme zur
konditionellen Auslosung von RNAI1 permanent vorangetrieben. So entstanden alleine seit der

ersten Veroffentlichung eines Tetrazyklin-induzierbaren Systems im Jahr 2003 iiber 20
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Publikationen, in welchen Tetrazyklin-induzierbare = RNA-Polymerase IlI-abhéngige
Promotoren zur konditionellen Expression von shRNA benutzt wurden. Einige von diesen
induzierbaren Promotoren, welche eine &hnliche Struktur wie die in dieser Arbeit
entwickelten H1-Promotor-Derivate besitzen, sind mittlerweile kommerziell erhiltlich.

Im Gegensatz zur hdufigen Anwendung des Tetrazyklin-induzierbaren RNA-Polymerase III-
Systems wurden nur wenige alternative Strategien verfolgt. Dazu gehorte die Verwendung
eines Steroidhormon-induzierbaren Sytems. Gupta und Kollegen zeigten unter Verwendung
eines Ecdyson-induzierbaren U6 snRNA-Promotors die konditionelle RNAi-vermittelte
Inhibition von p53, welche in stabiler Situation reversibel war (Gupta et al., 2004). Unter
Verwendung des Lac-Repressors konnte ein veridnderter HI-Promotor fiir die Expression von
shRNA gegen SHP-2, einer Tyrosinphosphatase, induziert werden (Higuchi et al., 2004). Ein
weiterer alternativer Ansatz bestand in der Verwendung eines Hitzeschock-Promotors, mit
welchem konditionelle RNA-Interferenz, allerdings nur in Pflanzen, gezeigt werden konnte
(Masclaux et al., 2004). Einschrinkungen bei der Anwendung solcher Systeme sind meistens
durch ein hohes Mal} an Basalaktivitit beteiligter Promotoren im nicht-induzierten Zustand
begriindet. Des weiteren werden die Induktionsmechanismen solcher Systeme oftmals von
pleiotropen Effekten begleitet. In einer weiteren Studie konnte durch Verwendung des
CRE-loxP-Systems ein muriner U6 snRNA-Promotor entwickelt werden (Tiscornia et al.,
2004). Dazu wurde eine durch zwei modifizierte loxP-Regionen flankierte Sequenz zwischen
PSE und Transkriptionstart des Promotors eingefiigt, wodurch der Promotor zunichst inaktiv
war. Durch Transfektion der CRE-Rekombinase wurde die eingefiigte Sequenz so
herausgeschnitten, dall eine modifizierte loxP-Region im Promotor verblieb, welche eine
TATA-Box imitierte. Folgend konnte die shRNA-Expression starten. In einem parallelen
Ansatz wurde ein sehr dhnlicher CRE-lox-regulierter humaner U6 snRNA-Promotor etwickelt
(Ventura et al., 2004). Ein grofler Nachteil von CRE-lox-regulierter RNAi liegt in ihrer
Irreversibilitit. Ist der umgestaltete Promotor durch die CRE-vermittelte Umstrukturierung
erst aktiviert, kann die Expression von shRNA nicht nachtréglich unterdriickt werden.

Insgesamt gesehen wird jedoch durch die Haiufigkeit der Anwendung von RNA-
Polymerase Ill-abhidngigen Promotoren in Kombination mit dem urspriinglichen
prokaryotischen Tet-System fiir die konditionelle Auslosung der RNAi-Antwort der grof3e

strategische Erfolg dieser Systeme deutlich.
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4.2.5 Bewertung der transienten konditionellen Plk1-Inhibition in bezug

auf das Proliferationsverhalten von Tumorzellen
In Abwesenheit des Induktors Doxyzyklin zeigten die drei im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten induzierbaren Promotorkonstrukte, wie bereits ausfiihrlich beschrieben,
unterschiedliche Eigenschaften beziiglich ihrer Basalaktivititen und der Induzierbarkeiten.
Verglichen mit dem HI-Promotor vom US-Typ, fiihrte die shRNA/Plkl-Expression der
H1-Promotor-Typen DS und US/DS zu erheblicher Reduktion sowohl des Transkriptes, als
auch des Proteins von Plkl im nicht-induzierten Zustand. Im Hinblick auf das Vorhaben
dieser Artbeit, der funktionellen Analyse eines Gens, welches fiir Mitose und das Uberleben
von Zellen essentiell wichtig ist, bestand somit ein groBer Nachteil fiir die Promotoren vom

DS- und vom US/DS-Typ.

Induzierbarer H1-Promotor vom US-Typ hat aufgrund seiner geringen Basalaktivitit

die besten Voraussetzungen, die Zellproliferation in einem breiten Spektrum zu steuern

Daher wurde das grofte Augenmerk auf die Analyse des HI-Promotors vom US-Typ gelegt.
Die Auswertungen fiir dieses Konstrukt ergaben, dafl transfizierte Zellen unter nicht-
induzierten Bedingungen eine Plk1-Expression zeigten, die nahezu jener von Kontrollzellen
entsprach, welche mismatch-shRNA unter Kontrolle des konstitutiven Wildtyp-H1-Promotors
exprimierten. Das zweite Hauptargument fiir die Verwendung dieses Promotor-Typs bestand
in seiner guten Induzierbarkeit trotz minimaler Basalaktivitdt. So konnte bei voller Induktion
der Gehalt an Plk1-Transkript und -Protein auf ein geringes Niveau gesenkt werden. Dieses
Niveau entsprach ungefihr jenem, welches unter Einwirkung des konstitutiv shRNA/Plk1-
exprimierenden Wildtyp-H1-Promotors erreicht wurde. Fiir das Eingreifen in das
Proliferationsverhalten von Tumorzellen hatte der Hl1-Promotor vom US-Typ somit die
besten Voraussetzungen. Die geringe Basalaktivitit des betreffenden Promotors im nicht-
induzierten Zustand, welche auf Transkript- und Proteinebene beobachtet wurde, wirkte sich
nicht negativ auf das Proliferationsverhalten der Tumorzellen aus. So zeigten nicht-induzierte
Tumorzellen, welche das induzierbare System unter Kontrolle des HI1-Promotors vom
US-Typ trugen, die gleiche Wachstumsrate wie Kontrollzellen, welche mismatch-shRNA
exprimierten. Um dagegen die Proliferation von Tumorzellen aufzuhalten, mufte die
Inhibition der Plkl-Expression hochstwahrscheinlich so weit voranschreiten, dal} ein
angenommener endogener Plk1-Gehalt unterschritten wurde. Dies war nach Applikation von
5 ug/ml Doxyzyklin der Fall. Die Zahl induzierter Zellen befand sich ab dem Zeitpunkt der
Induktion geringfiigig tiber der Zahl von Zellen mit konstitutiver shRNA/Plk1-Expression.
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Die Zellproliferation nahm im Vergleich zu Kontrollzellen, welche mit Plasmiden zur
konstitutiven Expression von shRNA/PIkIMM transfiziert wurden, 120 h nach Induktion um
ca. zwel Drittel ab. Im gleichen Sinne, wie es eine obere Grenze des intrazellulidren
Plk1-Gehalts zu geben scheint, welche zum Auftreten von phinotypischen Effekten
unterschritten werden muf, scheint es auch eine untere Grenze der Plk1-Konzentration zu
geben, welche nach Unterschreiten weitreichende Konsequenzen fiir die Zelle hat. Hierbei ist

die Auslosung der Apoptose gemeint.

Keine Beobachtung der signifikanten Auslosung von Apoptose infolge der durch

Promotor-Induktion hervorgerufenen Inhibition der Plk1-Expression

Es wurde bereits gezeigt, dal die Inhibition der PlkI-Expression auf sehr niedrige
intrazelluldre Konzentrationen bzw. die komplette Unterdriickung der Plk1-Expression die
Apoptose beteiligter Zellen auslost (Spankuch-Schmitt et al., 2002a; Liu et al., 2003). Dieses
Phénomen trat im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht signifikant auf, da ein vermutlich
existierender Schwellenwert anscheinend nicht unterschritten wurde. Ein solcher
hypothetischer Schwellenwert konnte iiber einen duflerst niedrigen endogenen Plk1-Gehalt
der Zellen, welcher nahe null liegen diirfte, definiert sein. AuBBerdem konnte eine sehr kurze
Zeitspanne, in welcher der intrazellulidre Plk1-Gehalt unter einen vermuteten Schwellenwert
sinken mufB, fiir die Auslosung der Apoptose verantwortlich sein. Im Gegensatz zur
Applikation chemisch synthetisierter siRNA gegen Plkl, welche nach Betreten der Zelle
sofort wirksam ist und Apoptose der Zellen auslosen konnte (Spankuch-Schmitt et al., 2002a),
benotigt die Expression von shRNA nach Induktion des Promotors durch Doxyzyklin einige
Zeit. Zusitzlich mufl bedacht werden, da3 exprimierte ShRNA durch das Enzym Dicer zu
wirksamer siRNA prozessiert werden mul}, was ebenfalls Zeit in Anspruch nimmt. Durch all
diese zeitlichen Verzogerungen bei Auslosung des RNAi-Effektes konnten sich betreffende
Zellen an einen langsam sinkenden endogenen Plk1-Gehalt adaptieren und so den Eintritt in
die Apoptose umgehen.

Die klare Erkenntnis, daB mit Hilfe des entwickelten induzierbaren Systems eine
konditionelle Auslosung der RNAi-Antwort hervorgerufen werden konnte und somit im Falle
der Unterdriickung von Plk1 der Eingriff in das Proliferationsverhalten von Tumorzellen
moglich war, lieBen die Uberlegungen reifen, betreffende Systeme stabil in das Genom von
Tumorzellen zu integrieren. Durch Etablierung von Zellklonen sollte unter Umgehung
transienter Bedingungen, welche unterschiedliche Voraussetzungen fiir beteiligte Zellen zur
Folge hatten, die Wirkungsweise der Systeme préziser ermittelt werden. Vorliegende stabile

Klone sollten den Vorteil besitzen, genetisch gleiche Voraussetzungen zu tragen, was fiir die
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Charakterisierung und Bewertung der entwickelten Systeme einen groBen Vorteil bieten

sollte.

4.3 Stabile induzierbare RNA-Interferenz durch Etablierung von

Zellklonen

4.3.1 Bewertungen der induzierbaren RNAi-Systeme im stabilen Zustand

Durch Integration der im transienten Zustand ausfiihrlich charakterisierten induzierbaren
RNA-Polymerase IlI-abhdngigen Systeme zur konditionellen Expression von shRNA gegen
Plk1 konnten die individuellen Eigenschaften der einzelnen Konstrukte im stabilen Zustand
genauer bestimmt werden als in der transienten Situation. Fiir das Vorhaben, stabile Klone zu
schaffen, wurden TetR-exprimierende Tumorzellen mit den drei aus den transienten
Versuchen bekannten induzierbaren Expressionssystemen transfiziert und danach durch

Vereinzelung Klone isoliert, welche stabile, integrale RNAi-Kassetten trugen.

Priazise Bestimmung der individuellen Eigenschaften der induzierbaren Derivate des

H1-Promotors unter Umgehung von transienten Nebeneffekten

In der stabilen Situation konnten Begleiteffekte, wie sie transienten Transfektionen zugrunde
liegen, umgangen werden. Dazu gehorte das Vorhandensein nicht-transfizierter Zellen und
eine ungleiche Verteilung transfizierter Plasmid-Vektoren. Aufgrund der klonalen Selektion
haben beteiligte Zellen dieselben genetischen Voraussetzungen. Ein weiterer Vorteil der
stabilen Integration beider System-immanenter Komponenten — zum einen die genetische
Information fiir konstitutive Expression von TetR, zum anderen die DNA eines Promotors zur
induzierbaren Expression von shRNA gegen Plkl — bestand darin, da3 der konstitutiv
exprimierte Tet-Repressor permanent in einer hohen intrazelluliren Konzentration vorlag. Im
Gegensatz zur transienten Situation, bei der geniigend TetR-Molekiile exprimiert werden
mubten, bevor die zunidchst im gedffneten Zustand vorliegenden induzierbaren Promotor-
Systeme durch Bindung der TetO-Sequenz(en) geschlossen werden konnten, hatten die
induzierbaren Derivate des H1-Promotors in der stabilen Situation keinen Vorlauf.

Die Verschiedenheit der drei verwendeten Promotortypen in bezug auf die Lokalisation ihrer
TetO-Sequenz(en) machte sich dhnlich wie im transienten Zustand auch in der stabilen
Situation bemerkbar. Als integrale Elemente des Genoms zeigten die Promotoren des US- und
des US/DS-Typs im nicht-induzierten Zustand eine minimale bis nicht vorhandene
Basalaktivitdt, messbar in der Quantitdt der Transkripte (93-104%) und Proteine (92-95%)

von Plkl, welche mit Kontrollzellen (100%) verglichen wurden. Der induzierbare
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H1-Promotor vom DS-Typ zeigte dagegen im nicht-induzierten Zustand eine ungleich hohere
Basalaktivitidt, was durch niedrigere intrazelluldre Konzentrationen der Transkripte (65%) und
der Proteine (81%) von PIk1 reflektiert wurde. Die Applikation von Doxyzyklin fiithrte zu
einer sehr wirkungsvollen Reduzierung der Plkl1-Transkripte (3-9%) und des Plk1-Proteins
(14-15%), unabhidngig vom benutzten Promotor-Derivat. Die in der transienten Situation
gemachten Beobachtungen wurden somit im Trend bestétigt. Mutationen in 5’-Richtung der
TATA-Box schwichten die Expressionsaktivitit des Wildtyp-H1-Promotors deutlich ab,
hingegen beeinflullte eine Verdnderung in der stromabwirts der TATA-Box liegenden

3’-Sequenz den Wildtyp-H1-Promotor kaum (Myslinski et al., 2001).

Geringere Basalaktivititen der induzierbaren Derivate des H1-Promotors im stabilen

Zustand gegeniiber der transienten Situation

Ein groler Unterschied gegeniiber den in den transienten Experimenten gemachten
Beobachtungen bestand dennoch. In der stabilen Situation trat die Basalaktivitit aller
induzierbarer Promotor-Derivate wesentlich schwicher zutage als in der transienten Situation.
Dieser Unterschied konnte mit der erhohten Kopienzahl von Plasmiden in der transienten
Situation zusammenhingen. Verglichen mit dieser groen Anzahl von Plasmiden wurden fiir
die stabilen Klone nur eine (DS-Typ und US/DS-Typ) oder zwei Kopien (US-Typ) der
jeweiligen RNAi-Kassette pro Genom gefunden. Einzelne RNAi-Kassetten waren trotzdem in
der Lage, durch Induktion mittels 10 pg/ml Doxyzyklin die Konzentration von Plkl-
Transkripten auf 3-9% zu reprimieren. Es scheint so, als ob eine Vielzahl von Kopien
gegeniiber der Anwesenheit einer oder zweier Kopien den Effekt der Transkript-Degradierung
unter induzierten Bedingungen nicht verstirken kann, dagegen aber eine unerwiinschte

leakiness im nicht-induzierten Zustand hervorruft.

Vergleich der Reduzierung von Plk1-Transkript gegeniiber dem Reduzierungseffekt des
Plk1-Proteins nach Induktion der Promotoren: hypothetische Wirkung von shRNA als
miRNA

Die in stabiler Situation beobachteten Effekte verdeutlichen eine Gemeinsamkeit der
Ergebnisse bei Verwendung aller drei Promotor-Typen. Diese bestand in einem
Zusammenhang, wonach die unterdriickte Genexpression in Induktionsbereichen von
1-5 ug/ml Doxyzyklin stirkere Reduzierungen auf Ebene des Plkl-Proteins zur Folge hatte
als auf der Ebene des zugehorigen Transkriptes. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit
den Ergebnissen einer in unserer Arbeitsgruppe durchgefithrten Studie, wonach die Plasmid-

Vektor-vermittelte konstitutive Expression von shRNA eine wirkungsvollere Unterdriickung
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auf Plk1-Proteinebene bewirkte als auf Transkriptebene (Spankuch et al., 2004). Dagegen
verhielten sich Plkl-Transkript und -Protein nach Applikation synthetischer siRNAs
proportional zueinander (Spankuch-Schmitt et al., 2002a), obwohl die applizierte siRNA
gegen dieselbe Zielsequenz innerhalb des Plk1-Transkripts gerichtet war wie die durch
Plasmid-Vektoren exprimierte ShARNA (Spankuch et al., 2004). Aus diesem Zusammenhang
konnte die Vermutung abgeleitet werden, da3 exprimierte ShARNAs durch das Enzym Dicer
nicht vollstindig zu siRNAs prozessiert wurden, welche wiederum in der Lage waren, die
Degradierung der Plk1-Transkripte einzuleiten. So fungierten einige unprozessierte shRNAs
vermutlich als miRNAs (micro RNAs), wodurch eine Hemmung der Translation gegeniiber
einer Transkript-Degradierung bevorzugt wurde.

miRNAs sind im Gegensatz zu siRNAs kleine einzelstringige RNA-Molekiile mit einer
Linge von 21-23 nt, die durch Prozessierung aus Vorldaufer-Molekiilen, welche endogen
kodiert sind, hergestellt werden (He und Hannon, 2004). Diese Vorldufermolekiile sind in
3’-gelegenen Introns von RNA-Polymerase II-abhdngigen Genen kodiert und weisen nicht
selten nach Transkription eine Linge von mehreren hundert Basenpaaren auf. In der Regel
bilden sie durch partielle Basenpaarungen mehrere Schleifenstrukturen in unregelméfigen
Abstdnden aus. Aus diesen ausschlieBlich im Zellkern auftretenden Vorldufer-Molekiilen
werden nun vom RNase III-Enzym Drosha kurze pria-miRNA-Sequenzen prozessiert. Nach
threm Export aus dem Zellkern in das Zytoplasma iiber Exportin-5 werden pri-miRNAs nicht
zu Proteinen umgeschrieben, sondern durch das aus dem RNAi-Signalweg bekannte
RNase IlI-Protein Dicer zu funktioneller miRNA prozessiert. Nach allgemeinen
Erkenntnissen stellen miRNAs einen der jeweiligen Zelle eigenen Mechanismus der
Genregulation dar. So sind sie auf vielfiltige Weise in die Regulation endogener Gene
eingebunden. Dies hidngt damit zusammen, dal miRNAs nicht nur die Degradierung
kognitiver mRNAs durch Aktivierung des RISC-Komplexes auslosen konnen, sondern
vielmehr einen Translationsarrest der kognitiven mRNAs bewirken. Dies wurde zuerst
aufgrund der Beobachtung vermutet, wonach die miRNA von lin-4 die Expression des
zugehorigen lin-14-Proteins in C. elegans inhibierte, wihrend die Konzentration des lin-14-
Transkriptes konstant blieb (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Diese Vermutungen
wurden im folgenden durch Beobachtungen in Sidugerzellen verstirkt, wonach trotz
konstanter Transkript-Konzentrationen Reduzierungen der zugehorigen Proteine festgestellt
wurden (Poy et al., 2004; Cimmino et al., 2005). Des weiteren wurde durch Verwendung von
mRNA-Reporter-Systemen die Translationshemmung in Sidugerzellen veranschaulicht,

welche sowohl durch endogene als auch durch exogen eingebrachte miRNA hervorgerufen
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wurde (Doench et al., 2003; Saxena et al., 2003). miRNAs konnen somit verschiedene
Signalwege auslosen. Der durch RISC-vermittelte RNAi-Signalweg auf der einen Seite und
die Hemmung der Translation auf der anderen Seite befinden sich somit in einer Konkurrenz-
Situation. MaBigeblich fiir die Einleitung eines dieser beiden alternativen Signalwege sind die
strukturellen Eigenschaften der miRNAs. Weisen sie eine Linge von 21 nt auf und sind der
kognitiven mRNA zu 100% komplementir, iiben sie die Funktion von siRNA aus, indem sie
den RNAIi-Signalweg einleiten. Sind sie der kognitiven mRNA durch inhomologe
Sequenzbereiche nicht zu 100% komplementidr und weisen nicht die fiir siRNA typische
Struktur auf, so kommt es zu einer Hemmung der Translation.

Interessanterweise wurde nach Induktion der stabil integrierten RNAi-Kassetten durch die
Zugabe von 10 ug/ml Doxyzyklin eine sehr potente Degradierung der PlkI-Transkripte
beobachtet (3-9%), die noch wirkungsvoller erschien als die Protein-Degradierung (14—15%).
Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dal hohere shRNA-Konzentrationen vermutlich fiir die
vermehrte Prozessierung zu siRNAs verantwortlich sind. Ein anderer Grund konnte eine nicht
linear proportionale Aktivitit des RNase IlI-Enzyms Dicer sein. So konnte eine geringe
intrazelluldre shRNA-Konzentration eine schwache Aktivitit von Dicer bewirken. Nimmt die
intrazellulare Konzentration von shRNA infolge gesteigerter Expression zu, so konnte es zu
einer exponentiellen Steigerung der Aktivitit von Dicer kommen, woraus eine vermehrte

Prozessierung zu wirksamen siRNAs resultiert.

4.3.2 Bewertung der stabilen konditionellen Plk1-Inhibition in bezug auf

das Proliferationsverhalten von Tumorzellen
Die Moglichkeit, durch Induktion der integralen RN Ai-Kassetten eine Degradierung des Plk1-
Proteins auszulGsen, konnte zur Inhibition der Proliferation betreffender Zellen ausgenutzt
werden. So wurde, dhnlich wie in der transienten Situation, nach Zugabe von Doxyzyklin eine
signifikante Abnahme der Zellteilungsrate beobachtet. In transienter Situation wurde fiir die
Steuerung der Proliferation ausschlieBlich der Promotor des US-Typs verwendet, da die
beiden alternativen Promotoren im nicht-induzierten Zustand jeweils eine sehr grofle
Basalaktivitidt zeigten, welche zu einer immensen Reduzierung des Plk1-Proteins fiihrte. Da
die hohen Basalaktivititen der Promotoren vom US/DS- und DS-Typ in stabiler Situation
ungleich schwiécher waren, bzw. gar nicht zutage traten, konnte fiir den nicht-induzierten
Zustand der entsprechenden Klone ein gegeniiber Kontrollzellen wenig veridndertes
Proliferationsverhalten erwartet werden. Tatsdchlich zeigten US- und US/DS-Klon analog

ihrer Plk1-Expression (92-95%) kein signifikant verlangsamtes Teilungsverhalten gegeniiber
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Kontrollzellen (100% Plk1-Protein). Dagegen wies der DS-Klon gegeniiber Kontrollzellen
eine etwas verlangsamte Teilungsrate auf, was ebenso durch seinen reduzierten Plk1-Gehalt
(81% PIk1-Protein) unter nicht-induzierten Bedingungen erklirt werden konnte. Insgesamt
gesehen, konnte das Teilungswachstum aller drei spezifischer Klone durch Zugabe von
Doxyzyklin deutlich verringert werden. Die Induktion der Expression von mismatch-shRNA
unter Kontrolle derselben Promotoren hatte dagegen keinen EinfluB auf das
Wachstumsverhalten betreffender Zellen. Durch diesen Befund wurde einmal mehr die
Spezifitit von RNAi verdeutlicht. Eine Auslosung der Apoptose infolge der inhibierten
Plk1-Expression, wie es unter transienten Bedingungen der Fall war, wurde in stabiler
Situation ebenfalls nicht beobachtet. An dieser Stelle kann erneut die Hypothese angefiihrt
werden, daB3 beteiligte Zellen durch die langsame Reduzierung des Plkl-Proteins sich
adaptierten und so den Apoptose-Signalweg umgingen (siehe Kap. 4.2.5).

Die stabilen Zellklone, welche durch genomische Integration der induzierbaren RNAi-
Kassetten etabliert wurden, wurden im Rahmen einer Interaktionsstudie von Plk1 und Pinl
bereits erfolgreich eingesetzt (Eckerdt et al., 2005a). Pinl, eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerase, welche durch Affektion mitotischer Zielproteine in die Regulation des Zellzyklus
eingebunden ist, konnte so als Zielprotein von Plkl ermittelt werden. Reduzierte
Phosphorylierung von Pinl aufgrund der induzierten Inhibition der Plk1-Expression fiihrte zu

vermehrter Ubiquitinierung von Pinl, gefolgt von dessen Abbau.

4.3.3 Bewertung eines der induzierbaren Systeme in vivo durch

Etablierung eines Xenograft-Modells
Zusitzlich zur funktionellen Charakterisierung der stabilen genomischen RNAi-Kassetten,
durch welche die Moglichkeit gegeben wurde, die Plk1-Expression zu kontrollieren, bestand
die Frage, ob dieser Ansatz fiir eine effiziente Unterdriickung der Genexpression in vivo
geeignet sei. Dazu wurde ein Xenograft-Modell entwickelt, im Rahmen dessen
immunsupprimierte Nacktméduse mit Tumorzellen, welche stabil integrierte induzierbare
RNAi-Kassetten trugen, inokuliert wurden. Bislang wurden nur wenige solcher konditionellen
RNAi-Systeme in vivo angewendet. In einer ersten Studie konnte die PI 3-Kinase, welche
wichtige Funktionen im zelluliren Energiestoffwechsel {ibernimmt, in einem orthotopen
Mausmodell konditionell inhibiert werden (Czauderna et al., 2003). Dazu wurden stabil
TetR-exprimierende Tumorzellen der Prostata mit RNAi-Kassetten unter Kontrolle von
induzierbaren 7SK- und U6 snRNA-Promotoren stabil transfiziert und in die Prostata von

Nacktmiusen injiziert. Obwohl nach Induktion der Systeme durch Doxyzyklin, welches die
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Mause iiber das Trinkwasser aufnahmen, keine Inhibierung des Tumorwachstums erreicht
werden konnte, wurde eine reduzierte Invasivitit der Tumoren festgestellt, welche zu
geringerer Metastasenbildung fiihrte. In einer weiteren in vivo-Studie konnte durch Induktion
die Expression von KILLER/DRS, einem potentiellen Tumorsuppressorgen, unterdriickt
werden. KILLER/DRS wird als ,,Todes-Rezeptor* bezeichnet, dessen Expression infolge
DNA-Schéddigungen durch den p53-regulierten Signalweg induziert wird. Er wird durch
Bindung des Liganden TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
besetzt, welcher einen vielversprechenden Ansatzpunkt in der Krebstherapie darstellt. Bislang
ist seine Rolle bei der Inhibition des Tumorwachstums und der Chemosensitivitit jedoch
weitestgehend unbekannt. Induzierbare durch Doxyzyklin ausgeldste Inhibition der
Expression von KILLER/DRS fiihrte zu verstirktem Wachstum von biolumineszierenden
Xenograft-Tumoren und verlieh diesen Resistenz gegeniiber dem Chemotherapeutikum
5-Fluorouracil (Wang und EI Deiry, 2004). Im Gegensatz zu dieser Studie, in welcher
Tumorwachstum durch Induktion ausgeldst wurde, konnte in neueren Studien durch
Verwendung Tet-induzierbarer RNAi-Systeme das Wachstum von Xenograft-Tumoren
erfolgreich inhibiert werden. Als Zielgene dienten dabei Onkogene, wie HIF-1oa (hypoxia
inducible factor-1c), B-Raf, oder der Met-Rezeptor (Li et al., 2005; Taulli et al., 2006;
Hoeflich et al., 2006). Durch all diese Befunde wurde verdeutlicht, daf3 induzierbare RNAI-
Systeme ein niitzliches Werkzeug fiir das Studium und die Bewertung potentieller Zielgene
in vivo darstellen. Sowohl in der Studie von Wang und Kollegen als auch in den Arbeiten von
Hoeflich et al. und Taulli et al. wurden fiir die Umsetzung des Vorhabens, RNA1 in Tumoren
zu induzieren, ausschlieBlich Tet-induzierbare H1-Promotoren verwendet, wodurch die sehr
gute Eignung dieses Promotors fiir die Expression von shRNA nachhaltig bestétigt wurde.
Insgesamt gesehen gibt es jedoch bislang keine Studie, in welcher Vor- und Nachteile des H1-
Promotors durch einen direkten in vivo-Vergleich mit dem induzierbaren U6 snRNA-
Promotor dargestellt wurden.

Um einen direkten Vergleich der Auswirkungen induzierbarer Expression von gegen Plkl
gerichteter shRNA und mismatch-shRNA unter Kontrolle des gleichen Promotortyps
(US-Typ) zu gewinnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit denselben Miusen beide
betreffenden Zellklone in die jeweils gegeniiberliegenden Flanken inokuliert. So spielten
individuelle Unterschiede der Tiere, wie Stoffwechselaktivitit, Homoostase und Aufnahme
von Nahrung und Doxyzyklin keine Rolle. Tatsdchlich konnte bei Méusen, welchen
Doxyzyklin durch das Trinkwasser verabreicht wurde, eine deutliche Inhibition des

Wachstums von Tumoren beobachtet werden, welche spezifische shRNA gegen Plkl
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exprimierten. Dagegen wuchsen Tumoren der jeweils selben Mause, in welchen Expression
von mismatch-shRNA induziert wurde, ungebremst. IThr Wachstum glich jenem der Tumoren
von Madusen, welchen kein Doxyzyklin verabreicht wurde. Durch quantitative Analyse der
Plk1-Transkripte wurde in induzierten Tumoren, welche RNAi-Kassetten fiir die Expression
Plk1-spezifischer shRNA aufwiesen, im Gegensatz zu Kontroll-Tumoren reduzierte
Transkript-Konzentrationen gefunden (71% gegeniiber 100%). Dieser Effekt fiel im
Vergleich zum in Zellkultur beobachteten Effekt, welcher durch Induktion von 10 pg/ml
Doxyzyklin hervorgerufen wurde (3% Transkript), deutlich schwicher aus. Dies kann durch
die in den Tierexperimenten nicht vorhandene Selektion von stabilen Zellen begriindet
werden. So konnte nicht ausgeschlossen werden, daf} inokulierte Zellen wihrend der langen
Zeit der Tumorprogression von 51 Tagen teilweise ihre integralen RNAi-Elemente verloren.
Um die beobachteten inhibitorischen Effekte zu verstirken, konnten in zukiinftigen
Experimenten Zellklone verwendet werden, welche mehrere integrale genomische Kopien der
RNAi-Kassetten beheimaten, die potentiell zu einer wirkungsvolleren Unterdriickung von
PIk1 fithren. Ebenso konnte durch eine gezielte Integration der RNAi-Kassetten an einen
Genlokus mit hoher Expressionsrate, z. B. dem rosa26-Lokus, der Versuch unternommen
werden, groflere shRNA-Expressionsraten zu erreichen, welche einen wirkungsvolleren
Effekt herbeifiihren. So konnten fiir diesen Fall eventuell geringere als die verwendeten
Konzentrationen des Induktors Doxyzyklin ausreichen, um Effekte mit gleicher Potenz

hervorzurufen.

4.4 Ausblicke

Plk1, welches ein Schliisselenzym fiir essentielle mitotische Funktionen darstellt, ist in nahezu
allen Tumorarten iiberexprimiert und besitzt prognostisches Potential fiir den Patienten.
Dariiber hinaus verdichten zahlreiche Hinweise die Eignung von Plkl als therapeutisches
Zielgen (Strebhardt und Ullrich, 2006). In vielen Studien wurde die Inhibition von Plk1 durch
Verwendung von spezifischen Antikorpern (Lane et al., 1996), dominant-negativen Plk1-
Konstrukten (Cogswell et al., 2000), antisense-Oligonukleotiden (Spankuch-Schmitt et al.,
2002b), chemisch synthetisierten siRNAs (Spankuch-Schmitt et al., 2002a) und Plasmid-
Vektor-exprimierten shRNAs (Spankuch et al., 2004) analysiert. Da diese Techniken zur
Regulierung von Plkl ausnahmslos transiente Wirkung erzielten, konnten einige
Zusammenhidnge, fiir deren Aufkédrung eine prizise Regulation der Plkl-Expression
Voraussetzung ist, nicht geklirt werden. So wire es interessant, Effekte, welche durch

langerfristige Unterdriickung von Plk1 bewirkt werden, zwischen Tumorzellen und primiren
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Zellen zu vergleichen. Des weiteren sind die Mechanismen, welche von Plk1 ausgehend die
Signaltransduktion im Hinblick auf die Auslosung der Apoptose beeinflussen, weitestgehend
unbekannt. Als weiterer Punkt bleibt die Frage, auf welche Weise der verspitete Eintritt in die
Mitose, welcher durch die Unterdriickung der Plk1-Expression hervorgerufen wird, mit der
Auslosung von Apoptose korreliert. All diese Fragen konnen nur schwerlich durch
Experimente im transienten Zustand beantwortet werden, in welchem die Zellen oftmals unter
unerwiinschten Nebeneffekten leiden, die durch Transfektionen hervorgerufen werden. Ein
stabiles System, welches die Regulation der Plk1-Aktivitét erlaubt, stellt somit ein niitzliches
Werkzeug dar, wodurch die Rolle von Plkl wihrend des Zellzyklus préziser charakterisiert
werden kann. Durch eine Inhibition der Expression von Plkl mit Hilfe der entwickelten
Systeme konnten auch hinreichende Erfahrungen beziiglich léngerfristiger zelluldrer
Antworten gewonnen werden. Diese konnten im Hinblick auf die Verwendung von RNAi-
basierten Strategien fiir klinische Anwendungen von gro3er Relevanz sein. Zusammenfassend
weisen die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Ergebnisse darauf hin, daf mittels
induzierbarer RNAi-Systeme, welche spezifisch gegen essentielle Zielgene gerichtet sind,
defiziente Phdnotypen mit Funktionsverlust in vitro und in vivo hergestellt werden konnen.
Dies wiederum ist die Bedingung fiir das Studium der Gene wihrend der Tumorgenese.

Um die Auswirkungen lidnger andauernder Plkl-Degradierung in Zellen eines gesamten
Organismus zu beobachten, wurde der Versuch unternommen, transgene Miuse zu etablieren,
welche die entwickelten Systeme genomisch beheimateten. In einem Modellsystem, mit
dessen Hilfe die Funktionalitit der induzierbaren RNAi-Kassetten in transgenen Tieren
tiberpriift werden sollte, wurde versucht, die Expression von EGFP transgener Miuse zu
inhibieren. Das Projekt scheiterte jedoch beim Versuch, funktionalen TetR in embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) der Maus zu exprimieren. So gelang zwar nachweislich die
genomische Integration betreffender Plasmid-DNA, eine erfolgreiche Expression des Proteins
konnte aber nicht erreicht werden. Diese Erkenntnis steht in Einklang mit neueren
Beobachtungen, wonach eine Expression des urspriinglich aus Bakterien stammenden TetR in
ES-Zellen nur unzureichend moglich war (Bujard, 2004). Der Befund, nach welchem bislang
in der Literatur keine transgenen Maiuse beschrieben wurden, welche auf Basis des
prokaryotischen Tet-Systems shRNA-Expression induzieren konnten, weist auf Probleme hin,
welche der TetR-Expression in ES-Zellen zugrunde liegen. Dagegen konnte im Rahmen
dieser Arbeit mittels konstitutiver Expression von shRNA gegen EGFP eine erfolgreiche

RNAi-Antwort in ES-Zellen ausgelst werden.
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Zur induzierbaren Inhibition von Genen in transgenen Maiusen Kkristallisierte sich das
CRE/loxP-System als interessantes alternatives System heraus. So wurde zunichst in
ES-Zellen der Maus ein CRE-induzierbarer U6 snRNA-Promotor fiir die Expression von
shRNA eingesetzt (Coumoul et al., 2004). So konnte die Expression sowohl von exogenen
Genen wie EGFP, als auch von endogenen Genen wie Fgfr2 (fibroblast growth factor
receptor 2) und Survivin unterdriickt werden. Die Expression der CRE-Rekombinase stand
dabei unter Kontrolle eines Tamoxifen-induzierbaren RNA-Polymerase II-Promotors. In einer
nachfolgenden Studie konnten Miuse generiert werden, welche oben beschriebene inaktive
RNAi-Kassetten trugen. Durch Kreuzung dieser Maiuse mit Maéusen, welche
CRE-Rekombinase unter Kontrolle von gewebsspezifischen Promotoren exprimierten,
entstanden in der Folgegeneration Mdéuse, deren Extremitdten aufgrund der unterdriickten
Fgfr2-Expression unterentwickelt waren (Coumoul et al., 2005). In einer aktuellen Studie
konnte durch gewebsspezifische Expression von CRE wirkungsvolle RNAi in entsprechenden
Geweben ausgeldst werden (Yu und McMahon, 2006). Eine alternative Studie befallte sich
mit dem Sonderfall einer Kombination von CRE/loxP und eukaryotischem Tet-On-System
(Chang et al., 2004). So stand die shRNA-Expression unter Kontrolle eines CRE-regulierten
U6 snRNA-Promotors, wihrend die CRE-Expression durch Bindung des Transaktivators
rtTA infolge der Zugabe von Doxyzyklin induziert wurde. Ein groBBer Nachteil des CRE/loxP-
Systems liegt, wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, in seiner Irreversibilitit und in der nicht
vorhandenen Moglichkeit, die Expression von shRNA prizise zu regulieren. Aktiviert die
CRE-Rekombinase den fiir shRNA-Expression zustindigen Promotor, so verhilt sich
letztgenannter wie ein konstitutiver Promotor. Dennoch wird durch Verwendung des
CRE/loxP-Systems die herausragende Rolle von induzierbaren RNAi-Systemen als
Werkzeuge fiir das in vivo-Studium der Funktionalitit von Genen verdeutlicht.

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten in vivo-Effekte einer Inhibition des
Tumorwachstums als Folge der gezielten Unterdriickung der Plk1-Expression unterstiitzen die
Anwendung von RNAIi-basierten Strategien gegen PIk1 fiir eine potentielle Anwendung in der
Krebstherapie (Nogawa et al., 2005) und stellen abermals die Bedeutung von PIk1 als Zielgen
bei der Krebsbekdampfung in den Vordergrund (Dai und Cogswell, 2003; Eckerdt et al.,
2005b). Im Hinblick auf die Entwicklung von Therapien fiir den Menschen wurden
mittlerweile einige Inhibitoren von PIk1 auf Proteinebene getestet. Dabei wurde ein kleines
Molekiil als potenter Inhibitor gefunden, welches die Kinasefunktion von Plk1 inhibierte und
neoplastisches Zellwachstum erfolgreich eindimmen konnte (Gumireddy et al., 2005). Im

Gegensatz zu solchen auf Proteinebene wirkenden Inhibitoren, welche die Kinasefunktion von
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Plk1 hemmen oder die Substratbindung durch Blockade von Teilbereichen der Polo-Box-
Domine verhindern, hat die gegen das Plkl-Transkript gerichtete RNAi-basierte Strategie
bereits ihre hohe Spezifitit bewiesen und eine potente Wirkung gezeigt. Plk1-Inhibitoren auf
Proteinebene konnten dagegen moglicherweise durch Bindung an weitere Vertreter der
Plk-Familie oder an strukturell verwandte Kinasen mit #hnlicher Kristallstruktur deren
Wirkungsweise beeinflussen und somit unerwiinschte Nebeneffekte herbeifiihren. Diese
Nebeneffekte wiirden das Erfassen und Bewerten von molekularbiologischen
Zusammenhingen innerhalb der Signaltransduktion erschweren. Die induzierbaren RNAi-
Systeme gegen Plk1, welche im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurden, stellen dagegen
gute genetische Werkzeuge dar, mit deren Hilfe grundlegende mitotische Zusammenhinge
wesentlich leichter studiert und verstanden werden konnen. Nicht zuletzt kann so die Eignung
von PIk1 als Zielgen fiir Therapien bewertet werden.

Eine groBBe Herausforderung bei der Etablierung von Therapien besteht in der gezielten
Uberbringung von Wirkstoffen. So sollten wirksame Substanzen moglichst spezifisch in
Tumorzellen eingeschleust werden, ohne gesunde Zellen zu beeinflussen. Im Hinblick auf
diese Thematik konnte in einer aktuellen Studie eine gerichtete tumorspezifische Aufnahme
von siRNA gegen Plk1 erreicht werden (McNamara et al., 2006). Man bediente sich dazu
spezieller Aptamere, welche aus reinen RNA-Strukturen bestanden. Diese chiméren
Vorldufer-RNAs bestanden aus jeweils einer Rezeptor-Bindedomine und einem kurzen
RNA-Doppelstrang mit Zielsequenz gegen Plkl. Die extrazellulire Bindung an PSMA
(prostate-specific membrane antigen)-Rezeptoren, welche in der Membran von Tumorzellen
der Prostata iiberexprimiert wurden, bewirkte eine differentielle Internalisierung betreffender
Aptamer-Konstrukte durch Rezeptor-vermittelte Endozytose. Durch intrazelluldre Abspaltung
des RNA-Doppelstrangs und Prozessierung zu wirksamer siRNA konnte eine erfolgreiche
RNAi-Antwort gegen Plk1 ausgeldst werden. Im Gegensatz dazu wurde in Zellen, welche
keine PSMA-Rezeptoren exprimierten, keine Aufnahme der Aptamere festgestellt. Die
Degradierung von Plk1-Transkript verursachte in jenem Ansatz eine Auslosung der Apoptose
in vitro und eine Inhibition des Tumorwachstums eines in vivo-Xenograft-Modells.

Die Applikation von siRNAs gegen Plk1 in Maus-Experimenten wurde bereits getestet (Guan
et al., 2005). Dariiber hinaus liefern die im Rahmen dieser Promotionsarbeit gewonnenen
Ergebnisse wesentliche zusitzliche Einblicke in die Wirkungsweise von RNAi-basierten
integralen genomischen Elementen fiir die Induktion der Expression von shRNA gegen Plk1.
Damit wurde eine wichtige Voraussetzuung fiir die Entwicklung von RNAi-basierten

transgenen Mausmodellen geschaffen.
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RNA-Interferenz (RNAi) erlangte eine herausragende Bedeutung zum Studium der
Genfunktion, nachdem auch in Sdugersystemen gezeigt wurde, dal durch Applikation von
21 nt langen siRNAs (small interfering RNAs) eine Sequenz-spezifische Degradierung der
mRNA-Transkripte kognitiver Gene erreicht werden konnte. Im Gegensatz zur antisense-
Technologie erwies sich die Wirkung von siRNA im Hinblick auf die Hemmung der
Genexpression um ein Vielfaches potenter und hoch spezifisch. Fiir eine ldngerfristige
Unterdriickung von Genen kristallisierte sich die Methode der Plasmid-Vektor-vermittelten
intrazellularen Expression von shRNA (short hairpin RNA) heraus, welche transient oder
stabil angewendet werden kann. Diese exprimierte ShARNA wird intrazelluldr enzymatisch zu
wirksamer siRNA prozessiert, welche den eigentlichen Enzym-vermittelten RNAI-
Mechanismus der Degradierung von mRNA-Transkripten kognitiver Gene auslost.

Die Anwendung von RNA-Polymerase IlI-abhéngigen Promotoren fiir die stabile konstitutive
Expression von shRNA stellte ein groBes Problem fiir behandelte Zellen dar, wenn es sich bei
dem zu unterdriickenden Zielgen um ein Gen mit essentiellen Funktionen fiir die Zelle
handelte. Im Falle der Polo-like Kinase 1 (Plkl), einer in vielen Spezies hoch konservierten
Serin/Threonin-Kinase mit essentiellen mitotischen Funktionen, bedeutete eine dauerhafte
und stringente Unterdriickung einen veridnderten Phinotyp beteiligter Zellen, welcher sich
durch Defekte bei mitotischen Ereignissen bemerkbar machte. Plkl ist in zahlreiche
mitotische Prozesse, wie den Eintritt der Zellen in die Mitose, die Segregation der
Chromosomen und die Aktivierung des APC/C (anaphase promoting complex / cyclosome),
eingebunden. Dariiber hinaus ist bekannt, da Plkl in nahezu allen Tumorarten
tiberexprimiert vorliegt und die Prognose von Tumorwachstum und Metastasierungspotential
tiber den Plk1-Gehalt definiert werden kann. Des weiteren bewirkte eine RNAi-vermittelte
Unterdriickung der Plk1-Expression bei Tumorzellen eine Hemmung der Zellproliferation mit
Auslosung der Apoptose. Hingegen konnte bei gesunden primédren Zellen weder eine
signifikante Hemmung der Proliferation noch die Auslosung der Apoptose beobachtet
werden, was die groe Bedeutung von Plkl als Ansatzpunkt fiir eine Krebstherapie
hervorhebt. Um die Funktion von Plkl im Hinblick auf molekularbiologische
Zusammenhinge besser studieren zu konnen, war es notwendig, den intrazelluldren PlkI-
Gehalt zu variieren.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden dazu induzierbare RNAi-Elemente entwickelt,
mit deren Hilfe die intrazelluldre Plk1-Expression konditionell inhibiert werden konnte. Unter

Verwendung des prokaryotischen Tet-Systems wurden auf Basis des RNA-Polymerase III-
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abhéngigen H1-Promotors durch Insertion von einer oder zwei Operatorsequenzen (TetO) fiir
den Tetrazyklin-Repressor (TetR) an verschiedene Orte innerhalb der Sequenz des
H1-Promotors drei induzierbare Promotor-Derivate geschaffen. Die drei entwickelten
H1-Promotor-Derivate wurden zur Expression von shRNA gegen Plkl eingesetzt und in
bezug auf die Auslosung der RNAi-Antwort getestet und untereinander verglichen. Zu diesem
Zwecke wurde der endogene Plk1-Gehalt von HeLa-Tumorzellen auf Transkript- und auf
Proteinebene bestimmt. Die Zellen wurden zuvor mit Plasmid-Vektoren fiir konstitutive
TetR-Expression und jeweils einer der verschiedenen shRNA-Expressions-Kassetten
ko-transfiziert. Als Kontrollen dienten dabei Wildtyp-HI-Promotoren, welche zur
konstitutiven Expression von shRNA gegen Plkl und einer unwirksamen Kontroll-shRNA
eingesetzt wurden. Mit Hilfe des synthetischen Tetrazyklin-Analogons Doxyzyklin, welches
einen potenten Aktivator fiir TetR darstellt, konnten die hergestellten Promotor-Derivate
induziert werden, was durch einen reduzierten intrazelluldren Plk1-Gehalt sichtbar wurde.
Dabei fiel auf, dal alle drei Promotor-Typen unterschiedliche Eigenschaften im nicht-
induzierten Zustand wie auch im induzierten Zustand unter Anwesenheit von Doxyzyklin
aufwiesen. Fiir die Basalaktivitdt in Abwesenheit von Doxyzyklin (leakiness) war die relative
Lage der TetO-Sequenz(en) innerhalb des Promotors verantwortlich. So verdnderte die
Insertion einer TetO-Sequenz in 3’-Richtung der TATA-Box die Eigenschaften des Wildtyp-
H1-Promotors weniger als die Insertion einer TetO-Sequenz in 5°-Richtung der TATA-Box.
Zum Studium von PIk1 als Zielgen in der Krebstherapie wurde das Proliferationsverhalten
von HelLa-Tumorzellen als Antwort auf die Doxyzyklin-vermittelte Induktion der shRNA-
Expression unter Kontrolle eines der induzierbaren Promotoren ermittelt. Dabei konnte die
Proliferation von Tumorzellen durch einen reduzierten Plk1-Gehalt, welcher durch die
Doxyzyklin-induzierte Auslosung der RNAi-Antwort vermittelt wurde, erfolgreich inhibiert
werden. Zur Uberpriifung der Eignung entwickelter Systeme, Tumorwachstum in vivo
inhibieren zu konnen, wurden die entwickelten RNAi-Kassetten in das Genom von TetR-
exprimierenden Hela-Zellen integriert und so stabile Klone geschaffen. Stabile HeLLa-Klone
zur induzierbaren Expression von Plkl-spezifischer shRNA, wie auch zur induzierbaren
Expression von einer Kontroll-shRNA, wurden in die gegeniiberliegenden Flanken von
immunsupprimierten Nacktmdusen inokuliert, um anhand von Xenograft-Modellen einen
direkten Vergleich des Tumorwachstums unter gleichen &duBleren Bedingungen zu
ermoglichen. Einem Teil der Miuse wurde Doxyzyklin ins Trinkwasser gegeben, wihrend
Kontrollméuse kein Doxyzyklin verabreicht bekamen. Das Tumorwachstum von Xenograft-

Tumoren, welche aus Klonen zur Expression von shRNA gegen Plk1 hervorgingen, konnte in
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Doxyzyklin-behandelten Midusen um 53% auf 47% an Tag 51 nach Inokulierung der Zellen
inhibiert werden. Tumoren nicht-induzierter Miuse, sowie Tumoren aus induzierten Mausen,
welche Kontroll-shRNA exprimierten, wuchsen dagegen unverédndert in gleichem Mal3e.

Anhand der in dieser Arbeit entwickelten induzierbaren H1-Promotor-Derivate zur
konditionellen Auslosung von RNAi wurden wertvolle genetische Werkzeuge geschaffen,
welche fiir das Studium der Genfunktion eingesetzt werden konnen. Im Falle der
Unterdriickung von Plk1 kénnen mit ihrer Hilfe sowohl grundlegende molekularbiologische
Zusammenhinge studiert als auch die Bewertung von Plkl1 als Zielgen in der Krebstherapie
bewertet werden. Im Gegensatz zu kiirzlich entwickelten Kinase-Inhibitoren, welche auf
Proteinebene gegen Plk1 gerichtet sind und aufgrund ihrer bislang nicht nachgewiesenen
Spezifitit verwandte Kinasen in ihrer Wirkungsweise beeinflussen konnten, ist eine RNAi-
basierte Strategie hoch spezifisch und verspricht eine grole Relevanz fiir zukiinftige
therapeutische Ansitze. Vorraussetzung fiir erfolgversprechende RNAi-basierte Strategien ist
eine hohe Konservierung der Sequenz beteiligter Zielgene. Im Falle von Plkl konnte eine
hohe Konservierung durch Sequenzanalyse der Plk1-Gene von 15 Mamma-Karzinomen,

11 Ovarial-Karzinomen und mehrerer Tumorzellinien bestitigt werden.
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6 _ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Aminosduren:

Ala  Alanin (A)

Arg  Arginin (R)

Asp  Aspartat (D)

Gln  Glutamin Q)

Glu  Glutamat (E)

Gly  Glycin (G)

His  Histidin (H)

Lys Lysin (K)

Phe  Phenylalanin F

Pro  Prolin P

Ser  Serin S)

Thr  Threonin (T)

Trp  Tryptophan (W)

Tyr  Tyrosin (Y)

Val Valin V)

X beliebige Aminosaure

Nukleotide:

A Adenosin

ATP Adenosin-Triphosphat

C Cytidin

dNTP-Mix Desoxynukleotid-Triphosphat-Mix, bestehend aus desoxyribonukleédren
Adenosin-, Cytidin-, Guanosin- und Thymidin-Triphosphaten

G Guanosin

GDP Guanosin-Diphosphat

GTP Guanosin-Triphosphat

T Thymidin

U Uridin

Sonstige Abkiirzungen und Bezeichnungen:

a
A

Abb.
abs.

Ac

ad
Amp
AmpR
APC/C
APS
AS

_as
ASO
ATM

grofBere der beiden gemessenen Dimensionen eines Xenograft-Tumors
Ampere

Abbildung(en)

absolut

Acetat

auf

Ampicillin

Resistenzgen gegen Ampicillin

anaphase promoting complex / cyclosome

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosédure(n)

antisense (innerhalb einer Oligonukleotid- oder Primer-Bezeichnung)
antisense-Oligonukleotid

Ataxia Telangiectasia-mutiertes Gen (ataxia telangiectasia-mutated gene)
kleinere der beiden gemessenen Dimensionen eines Xenograft-Tumors
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Bcel-2

BER
BGH-polyA
bidest.
Bis
BLM
bp
B-Raf
BRCA1
BSA
BT-474
°C

C-

Cak
CCT
Cdc
CDH1
Cdk
cDNA
Ci
CIAP

CIP
cm
sz
CMS

CMV
CRE
CXCR4
CYLD
Da
D-Box
d2EGFP
DMEM
DMSO
DNA
DNAse
DNMT1
Dox

DS
DSE
dsRNA
DTT
ECL

E. coli
EDTA
E2F1
E2F4

anti-apoptotisches Gen, welches als zweites seiner Familie urspriinglich
im B-Zell-Lymphom identifiziert wurde (B-cell lymphoma-2)

Basen-Exzisionsreparatur (base excision repair)

polyadenyliertes Signal des BGH-Gens (bovine growth hormone gene)

bidestillata (zweimal destilliert)

N,N’-Methylenbisacrylamid

bloom syndrome mutated gene

Basenpaar(e)

Proto-Onkogen, welches B-Isoform der Serin/Threonin-Kinase Raf kodiert

breast cancer susceptibility gene 1

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

humane Zellinie aus duktalem Mamma-Karzinom der Brustdriise

Grad Celsius

Carboxy-

Cdk-aktivierende Kinase (Cdk-activating kinase)

chaperonin containing TCP1 (t-complex polypeptide-1)-complex

cell devision cycle

cell devision homology 1

Cyclin-abhingige Kinase (cyclin-dependent kinase)

komplementidre DNA (complementary DNA)

Curie

Alkalische Phosphatase aus dem Darmepithel des Kalbes (calf intestinal
alcaline phosphatase)

Phosphatase aus dem Darmepithel des Kalbes (calf intestinal phosphatase)

Zentimeter

Quadratzentimeter

Bezeichnung eines Plasmides, auf welchem ein CMV- und ein SV40-
Promotor lokalisiert sind

Cytomegalovirus

CRE-Rekombinase (causes recombination)

Chemokin-Rezeptor 4 (chemokine (C-X-C-motif) receptor 4)

cylindromatosis susceptibility gene

Dalton

Degron-Box

destabilisiertes EGFP mit einer Halbwertszeit von 2h

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic acid)

Desoxyribonuklease (Deoxyribonuclease)

DNA-Methyltransferase 1

Doxyzyklin

downstream

distales Sequenzelement

doppelstriangige RNA (double-stranded RNA)

Dithiothreitol

Verstirkte Chemilumineszenz-Losung (Enhanced Chemiluminescent
Solution)

Escherichia coli-Bakterien, benannt nach dem Entdecker Theodor Escherich

Ethylendiamintetraessigsdure

Bezeichnung eines aktivierenden Transkriptionsfaktors der E2F-Familie

Bezeichnung eines reprimierenden Transkriptionsfaktors der E2F-Familie
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EGFP

EGFR
EGTA
ELF2a
ERK
ES-Zellen
et al.
EtBr
EtOH

Ex

F

FA

Fa.
FACScan

FCS

Fgfr2

Fnk

g

Go-Phase
G;-Phase
G,-Phase
G/C-Gehalt
GenelD
GFP

GRASP65

h

HI
HAM’s-F12

HeLa
HeLaS3
Hepes
Her2/neu
HIF-1o
HO-1
HRP
Hs68

Hsp90

verstirktes griin fluoreszierendes Protein (enhanced green fluorescent
protein)

epidermal growth factor receptor

Ethylenglykol-Bis(2-Aminoethylether)-N,N,N "N -Tetraessigsdure

Elongationsfaktor 2a (elongation factor 2a)

extracellular regulated kinase

embryonale Stammzellen (embryonic stem cells)

und andere (et alii)

Ethidiumbromid

Ethanol

Exon

DNA-Fragment (Abb. 3.2)

Anteil des Formamids im benutzten Puffer in %

Firma

fluorescence activated cell scanning (Durchflulzytometrie) oder
fluorescence activated cell scanner (Durchflulzytometer)

fotales Kilberserum (fetal calf serum)

fibroblast growth factor receptor 2

fibroblast growth factor inducible kinase, Synonym fiir P1k3

Gramm oder Erdbeschleunigung (9,81 m/s%)

Gapy-Phase

Gap;-Phase

Gap,-Phase

Guanosin/Cytidin-Gehalt

Identifikationsnummer eines Gens innerhalb des Genoms

griin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein), isoliert aus
Aequorea victoria

Golgi reassembly stacking protein 65

Stunde(n)

Gen, welches die RNA-Komponente der humanen nukleidren RNaseP kodiert

Bezeichnung eines Kulturmediums, verwendet fiir HeLaS3-Zellen,
urspriinglich entwickelt fiir chinese hamster ovary cells

Cervix-Karzinom-Zellinie, entnommen von Henrietta Lacks

Subklon 3 der HeLa-Zellinie

N-2-hydroxyethyl-1-piperazin-N’-2-ethanschwefelsdure

human epidermal growth factor receptor 2 / neuroglioblastoma

Hypoxia inducible factor-1a

Ham-Oxygenase 1

Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)

Fibroblasten aus dem Priputium von Homo sapiens, entnommen im
Jahr 1968

Hitzeschock-induziertes Protein, 90 kD (heat shock protein, 90 kD),

HSV-TK-polyA polyadenyliertes Signal der Thymidinkinase aus Herpes-Simplex-Virus

Hyg R

Hygro

Ig

IgG

in vitro
in vivo
J

k

Resistenzgen gegen Hygromycin B

Hygromycin B

Immunglobulin

Immunglobulin G

im Reagenzglas, Experimente auf3erhalb des lebenden Organismus
Experimente im lebenden Organismus

Konzentration monovalenter Kationen in Mol/l

Kilo
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Kana

Kan R

Kap.

kb

kD

kg
KILLER/DR5
konz.

KRAB

K-Ras

1
LacR
LB
lin-4
lin-14
loxP
Lsg.
m

M
M1
M2
M-Phase
Matl

MCEF-7

MCS

MEM

MeOH
Met-Rezeptor

mg

U

ug

ul

um
uM
min
miRNA
MKLP
ml
mm

mM
MM
MMR
MOPS
MPF
mRNA
min
miRNA

Kanamycin

Resistenzgen gegen Kanamycin

Kapitel

Kilobasen

Kilodalton

Kilogramm

KILLER/death receptor 5

konzentriert

Kriippel-associated box

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog, Mitglied der Ras-Familie der
humanen Proto-Onkogene

Liter

Lactose-Repressor

luria bertani

Bezeichnung einer miRNA aus C. elegans

Protein aus C. elegans

locus of crossingover, aus dem Phagen P1

Losung

Meter oder Milli

molar / DNA-Marker (Abb. 3.1)

Bereich Fluoreszenz-negativer Zellen bei der FACScan-Analyse (Abb. 3.7)

Bereich EGFP-fluoreszierender Zellen bei der FACScan-Analyse (Abb. 3.7)

Mitose-Phase

menage a trois 1, (dritte Komponente bei der Zusammenlagerung von Cdk7
und Cyclin H zu Cak)

Zellinie aus humanem, epithelialem Mamma-Adenokarzinom der Brustdriise

Multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site)

Minimum Essential Medium Eagle

Methanol

Synonym fiir HGFR (hepatocyte growth factor receptor), eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, welche in einigen Tumoren iiberexprimiert ist

Milligramm

Mikro

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

mikromolar

Minute(n)

micro RNA

mitotisches Kinesin-dhnliches Protein (mitotic kinesin like protein)

Milliliter

Millimeter

Kubikmillimeter

millimolar

Fehlpaarung (mismatch)

mismatch-Reparatur (mismatch repair)

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsédure

mitosis / M-Phase / maturation promoting factor

messenger RNA

Minute(n)

micro RNA
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Mytl Bezeichnung einer inhibitorischen Kinase des Zellzyklus

N normal

N- Amino-

n Nano / Anzahl

Neo R Resistenzgen gegen Neomycin / Geneticin (G418)

NER Nukleotid-Exzisionsreparatur (nucleotide excision repair)

NFxB nuclear factor kappa B

ng Nanogramm

nm Nanometer

NLS Kern-Lokalisierungs-Signal (nuclear localization signal)

nM nanomolar

no Nummer (number)

NP-40 Nonidet® P-40 (Nonylphenyl-Polyethylenglycol, Fa. Sigma)

nt Nukleotid(e)

NudC nuclear distribution gene C

O Kiirzel fiir eine TetO-Sequenz innerhalb einer Plasmidbezeichnung

OD Optische Dichte

ORF offener Leseraster (open reading frame)

p Pico / Plasmid

P Phosphatrest (Abb. 1.2)

P Irrtumswahrscheinlichkeit

pS3 Bezeichnung eines Tumorsuppressorgens (Molekulargewicht von 53 kD)

p.a. pro analysis

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese (polyacrylamide gel electrophoresis)

PB Polo-Box

PBD Polo-Box-Doméne (polo box domain)

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

PBS-T Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline) inkl. Tween-20

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PFA Paraformaldehyd

PEI Polyethylenimin

pH pH-Wert (negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration der
H*-Ionen)

PI 3-Kinase Phosphatidyl-inositol 3-OH Kinase

Pinl Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase 1

PKA Proteinkinase A (cAMP-dependent protein kinase)

PKR Proteinkinase R (dsRNA-dependent protein kinase)

Plks Polo-like Kinasen (polo-like kinases)

Plk1 Polo-like Kinase 1 (polo-like kinase 1)

Plk2 Polo-like Kinase 2, bekannt auch unter Snk

PIk3 Polo-like Kinase 3, bekannt auch unter Fnk oder Prk

Plk4 Polo-like Kinase 4, bekannt auch unter Sak

Plol Plk1-Homolog aus Schizosaccharomyces pombe

Pix1 Plk1-Homolog aus xenopus laevis

Pix2 Plk2-Homolog aus xenopus laevis

PIx3 Plk3-Homolog aus xenopus laevis

PMSF Phenylmethansulfonylsdure

Pol 11T RNA-Polymerase I1I

polo Plk1-Homolog aus Drosophila, erster entdeckter Vertreter der Polo-Familie

polyA PolyA-Signal (polyadenyliertes 3’-Ende einer mRNA)

pra-miRNA Vorldufermolekiil der miRNA (micro RNA)
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pri-mRNA
Prk

PSE
PSMA
PTF
PVDF

®

Ras

RB
RB-Gen
RB-Protein
RdRP
RIPA
RISC

RNA
RNAI
RNase
RNaseP
rpm

RPMI 1640
rRNA

RT

tTA

rtTA-M2
rtTA-S2

S
_S

Sak
SDS
SHP-2
shRNA
siRNA
7SK

SK-BR-3
Sk

Snk
S-Phase
SSC
Stk10
SV-40
SV-40-polyA
T

Tab.
TAE

Taq

Vorldufermolekiil der mRNA (messenger RNA)

Synonym fiir P1k3

proximales Sequenz-Element

Prostata-spezifisches Membran-Antigen (prostate-specific membrane antigen)

PSE-bindender Transkriptionsfaktor

Polyvinyliden-Difluorid

eingetragenes, geschiitztes Produkt (registered)

Familie von humanen Proto-Onkogenen, benannt nach viralem Onkogen aus
Rasheed-Retrovirus

Laufpuffer (running buffer)

Retinoblastom-Gen

Retinoblastom-Protein

RNA-directed RNA-Polymerase

Radioimmunopréazipitation (radioimmunoprecipitation)

RNA-induced silencing complex

Ribonukleinsiure (ribonucleic acid)

RNA-Interferenz (RNA interference)

Ribonuklease

Ribunuklease P

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

Roswell Park Memorial Institute 1640

ribosomale RNA

Raum-Temperatur (20-25 °C)

reverser transkriptioneller Transaktivator (reverse transcriptional
transactivator)

reverser transkriptioneller Transaktivator M2 (reverse transcriptional
transactivator M2)

reverser transkriptioneller Transaktivator S2 (reverse transcriptional
transactivator S2)

Sekunde(n)

sense (innerhalb einer Oligonukleotid- oder Primer-Bezeichnung)

Synonym fiir P1k4

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

SH2 (src-Homologie)-Doméne enthaltende Protein-Tyrosinphosphatase

short hairpin RNA

small interfering RNA

Bezeichnung eines RNA-kodierenden Gens mit Polymerase IlI-abhingigem
Promotor vom Typ III

humane Zellinie aus Mamma-Adenokarzinom der Brustdriise

human STE20-like kinase

serum inducible kinase, Synonym fiir P1k2

Synthese-Phase

Natriumchlorid/Natriumcitrat (sodium chloride/sodium citrate)

serine/threonine kinase 10

simian virus-40

polyadenyliertes Signal aus simian virus 40

Temperatur / Kiirzel fiir TATA-Box innerhalb einer Plasmidbezeichnung

Tabelle

Tris/Acetat/EDTA

Thermus aquaticus
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TATA-Box

TBP
TBST
TCTP

TE
TEMED
Tet
TetA
TetO
Tet-Off
Tet-On
TetR
TetR-KRAB
TFIIIB
TFB

™

Tn.
TRAIL

T-REx™-HeLa

Tris (Base)
Tris-HC1
tRNA
T-Schleife
tTA

tTA2

tTR

tTS

U

U6 snRNA
ucC

US

US/DS
Uuv

\%

VEGF

\7A%
VP16
Weel
wt
WT
w/v
w/w
X

Motiv aus Thymidinen und Adenosinen, welches innerhalb eines Promotors
fiir die Initiation der Transkription wichtig ist

TATA-Box-bindendes Protein (TATA-box binding protein)

Tris-gepufferte Salzlosung (Tris buffered saline) inkl. Tween-20

translationell kontrolliertes Tumorprotein (translational controlled tumor
protein)

Tris/EDTA

N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethan

Tetrazyklin

Tetrazyklin-Antiporter

Tetrazyklin-Operatorsequenz

Tetrazyklin-Off; Expressionssystem, aktiv in Abwesenheit von Tetrazyklin

Tetrazyklin-On; Expressionssystem, aktiv in Anwesenheit von Tetrazyklin

Tetrazyklin-Repressor

Tetrazyklin-Repressor-Kriippel-associated box

Transkriptionsfaktor III B

Puffer zur Herstellung chemokompetenter Bakterien (transformation buffer)

Geschiitztes Warenzeichen (trade mark)

Transposon

tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

TetR-exprimierende HelLa-Zellinie, geschiitztes Warenzeichen

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan-Hydrochlorid

transfer RNA

Threonin-Motiv innerhalb einer Proteinstruktur

transkriptioneller Transaktivator (transcriptional transactivator)

transkriptioneller Transaktivator 2 (transcriptional transactivator 2)

transkriptioneller Transrepressor; engl.: tTS = transcriptional trans-silencer

transcriptional trans-silencer

Unit(s)

Gen, welches die RNA der Untereinheit 6 des Spleilosoms kodiert

University of California

upstream

upstream / downstream

ultraviolett

Volt

vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth

factor)

Volumen pro Volumen (volume per volume)

virion protein 16 aus Herpes-Simplex-Virus

Bezeichnung einer inhibitorischen Kinase des Zellzyklus

Kiirzel fiir Wildtyp-Promotor innerhalb einer Plasmidbezeichnung

Wildtyp

Gewicht pro Volumen (weight per volume)

Gewicht pro Gewicht (weight per weight)

-fach (z. B. 10 x = 10-fach)
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