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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einflhrungin die Thematik

Multizelluldre Organismen verfligen Uber eine Vielzahl von Mechanismen, welche die
Zellvitditat gewéhrleisten und das Zellwachstum regulieren. So mufd die DNA einer Zelle vor
deren Teilung in einem Prozef3, der as Replikation bezeichnet wird, verdoppelt werden. Erst
wenn diese DNA-Synthese vollstandig abgeschlossen ist, kann der néchste Schritt bei der
Reproduktion der Zelle, die Mitose, eingeleitet werden. Ob und wann eine Zelle sich teilt,
wird durch einen komplizierten, als Zellzyklus bezeichneten Mechanismus reguliert. Dieser
wird in vier Phasen unterteilt: G1-, S-, G2- und M-Phase. Wahrend der M-Phase wird nicht
nur der Kern (Mitose), sondern auch das Zytoplasma einer Zelle geteilt (Zytokinese). Die G1-
, S und G2-Phase stellen die Zeitspanne zwischen zwel M-Phasen dar und werden as
Interphase bezeichnet. Nach Abschlul3 ihrer Differenzierung sind Zellen in der Regel nicht
mehr teilungsaktiv und treten in eine flnfte, einem Ruhezustand gleichende GO-Phase ein.
Aus diesem postmitotischen Zustand kdnnen sie jedoch in den Zellzyklus zurtickgefuhrt
werden, etwa wenn wachstumsstimulatorische Faktoren auf die Zelle einwirken. Fur die
Koordination der in den einzelnen Phasen ablaufenden Prozesse sorgt ein effizientes
Kontrollsystem, welches im Wesentlichen durch die dre G1-, G2/M- und Metaphase-

Kontrollpunkte représentiert wird.

M -Phase

(Mitose-Phase) 1 etanhase K ontrollpunkt

G2/M-Kontrollpunkt

’_l:J\\
G2- Phase\ G1-Phase
(gap 2) (9ap 1)
,r
Der eukaryon- '
' r tische Zellzyklus i I|
\ \ GO-Phase
> Zéellen, dieden

SPhase Zellzyklus verlassen

nthese-Phase =~«—~«~
Sy ) G1- Kontrollpunkt

Abb. 1: Der Zelzyklus und seine Kontrollpunkte

Grinténe = Abschnitte der | nterphase

Orange = M-Phase
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Die molekularen Vorgange an diesen Kontrollpunkten entscheiden Uber ein Fortschreiten oder
Anhalten des Zellzyklus. Am G1-Kontrollpunkt wird tGberprift, ob die Milieubedingungen fir
eine Zellteilung gunstig sind und ob die Zelle die hierfir erforderliche Grof3e erreicht hat
(Zetterberg et al., 1995; Bartek et al., 1996). Die G1-Phase kann in zwei Stadien unterteilt
werden. Der erste Abschnitt ist von mitogenen Signalen abhéngig. Nach dem Uberschreiten
des G1-Kontrollpunktes sind jedoch keine weiteren Wachstumsstimuli mehr nétig. Mitogene
Signale werden durch verschiedene Wachstumsfaktoren vermittelt, deren Bindung an
membransténdige Rezeptoren eine Kaskade von Phosphorylierungsschritten auslost, die
schliefdlich zum Eintritt in den Zellzyklus fuhren. Am Ende dieser Kaskade werden
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die weitere, fir das Fortschreiten des Zellzyklus essentielle
Gene induzieren. Die regulatorischen Vorgange am G2/M-Punkt stellen sicher, dal3 die
Replikation fehlerlos und vollstandig abgeschlossen wurde (Dunphy, 1994; King et al., 1994).
Der Metaphase-Kontrollpunkt garantiert schliefdlich, dal3 sich die Chromosomen an der
Kernspindel angeheftet und sich in der Metaphase-Platte angeordnet haben, bevor die
Anaphase beginnt (Rudner & Murray, 1996). Die Kontrollpunkte verhindern also das
Fortschreiten des Zellzyklus, wenn z.B. ein mutationsbedingt verandertes Genom vorliegt
oder die Replikation nicht vollstandig abgeschl ossen wurde (Sionov & Haupt, 1999). Sind die
DNA-Schéaden jedoch irreparabel, so verfugt die Zelle tGber Kontrollmechanismen, die einen
gezielten ,Selbstmord” der Zelle (Apoptose oder programmierten Zelltod) auslésen. Die
Apoptose spielt im Organismus eine ebenso wichtige Rolle, wie das Zellwachstum (Hale et
a., 1996). So werden im Verlauf der Embryogenese funktionslos gewordene Zellen genauso
abgetotet, wie im UberschulR produzierte Keimzellen oder fehlentwickelte Zellen, wie etwa
Tumorzellen. Ein besonders prominentes Beispiel ist die negative Selektion autoreaktiver T-

Lymphozyten im Thymus.

Esist leicht vorstellbar, dal3 dieses komplizierte Proliferationskontrollsystem sehr empfindlich
auf Storungen reagiert. Mutationen, die zellzyklusregulierende Gene betreffen, kénnen zu
ungehemmtem Zellwachstum und somit zur Entstehung von Tumoren fihren (Paulovich et
a., 1997; Evan & Littlewood, 1998). So ist das zellzyklusregulierende Tumorsuppressorgen
p53 in Uber 50 % aller bekannten Tumoren mutiert (Hollstein et al., 1991). P53 ist ein
wichtiger Regulator des Zellzyklus sowie ein entscheidender Vermittler der apoptotischen
Antwort in DNA-geschadigten Zellen. Durch die mannigfaltigen Wirkungsweisen seiner
Zielgene dient p53 dem Erhalt der genomischen Stabilitét einer Zelle (Baker et al., 1990;
Mercer et a., 1990).
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Aus diesem Grunde ist es von groffem medizinischen Interesse, die Zusammenhénge der
Zellzykluskontrolle zu verstehen und Gene zu identifizieren, deren Produkte in diesen
Kontext involviert sind. Von besonderer Bedeutung sind dabei Gene, deren Expression durch
zellzyklusregulierende Transkriptionsfaktoren gesteuert wird. Sie sind fur eine Anzahl
zellularer Antworten, z.B. Zelzyklusarrest, Aktivierung von DNA-Reparaturenzymen,
Apoptose, Differenzierung oder Wachstum, auf extrazelluldre Stimuli, wie etwa
Wachstumsfaktoren, Zytokine, UV-Licht und ionisierende Strahlung, verantwortlich
(Weichselbaum et a., 1991). Die Art und das Zusammenspiel dieser Antworten determinieren
das Uberleben, den programmierten Zelltod (Apoptose) und malignes Wachstum einer Zelle.
Gene, die durch zelluléren Stress oder mitogene Signale induziert werden, unterscheidet man
je nach der Geschwindigkeit ihrer Expression als , early-, intermediate-“ oder ,,|ate-response® -
Gene (Sukhatme et al., 1990; Ziff et al., 1990). Dabel sind verschiedene , early-response’-
Gene von grol3er Bedeutung, welche u.a. durch die Transkriptionsfaktoren NFKB und AP-1

induziert werden.

Durch NFkB induzierbare Gene sind in die Kontrolle des Zellzyklus und der Apoptose
involviert. Einige dieser Zielgene vermitteln eine Resistenz gegenliber rezeptorvermittelter
Apoptose (Dudley et a., 1999) oder DNA-schadigenden Einfllissen (Wang et a., 1999). Die
Blockierung der NFkB-Funktion fihrt zu einer verstarkten Sensibilitdt gegentiber
apoptotischen Stimuli, wie TNFa und CD95L (Liu et a., 1996; Van Antwerp et al., 1996),
wahrend eine Uberexpression von NFKB Apoptose verhindern kann (Barkett & Gilmore,
1999). Die Transkriptionsfaktoren der Ets-1-Familie vermitteln schliefdich im Zusammenspiel
mit den verschiedenen heterodimeren AP-1-Komplexen friihe Ereignisse des Zellwachstums.

Das von unserer Arbeitsgruppe erstmals in Rattenpankreaskarzinomzellen nachgewiesene,
durch den Wachstumsfaktor PACAP induzierbare ,, early-response”-Gen PRGL1 (Schéfer et al.,
1996a) verfugt Uber aktive Ets-1/AP-1-, p53- (Schéfer et a., 1998atb) und NFkB-
Bindungsstellen (Schéfer et al., 1998c; Schmidt et al., 1999) in seinem Promotor. Homologe
Gene wurden auch in der Maus (gly96 - Charles et a., 1993) und im Menschen (IEX-1 -
Kondratyev et a., 1996; Dif-2 - Pietzsch et a., 1997 & 1998) gefunden.



Einleitung

Zu Beginn dieser Arbeit gab es noch keine gesicherten Erkenntnisse tiber die |EX-1-Funktion.
Lediglich verschiedene Sequenzen und Expressionsstudien waren verdffentlicht. Obwonhl
wahrend der letzten Jahre eine Vielzahl von Daten Uber die Induzierbarkeit von IEX-1 ge-
sammelt werden konnte, ist die genaue Funktion dieses Proteins noch immer nicht aufgeklart.

1.2 IEX-1und seineHomologein Mausund Ratte

1.2.1 Entdeckung von |EX-1/Dif-2, gly96 und p22/PRG1

In den Jahren 1995 und 1996 fokussierten Schafer et al. ihre Forschungstétigkeiten auf die
Identifikation von Genen, die in Folge einer PACAP-Stimulation von Rattenpankreas-
karzinomzellinien exprimiert wurden. Frihere Untersuchungen von Buscail et al. (1992)
ergaben, dal3 PACAP einen wachstumsfordernden Effekt auf AR4-2J-Zellen der Ratte auslibt,
wobel jedoch der genaue Mechanismus ungeklart blieb. Durch die Arbeiten von Schéfer et a.
(1996b-d) konnte nachgewiesen werden, dal3 eine PACAP-Stimulation von AR4-2J-Zellen
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktorkomplexes Ets-1/AP-1 fuhrt. Offen war aber immer
noch die Frage, welche AP-1-abhangigen oder -unabhangigen Gene an dieser proliferativen
Antwort beteiligt sind. Um ein solches Gen zu identifizieren, wurde die , Differential RNA
Display“-Methode (Liang & Pardee, 1992) eingesetzt, durch welche es mdglich ist, ein unter
zwei  verschiedenen Milieubedingungen (z.B. PACAP-stimuliert und unstimuliert)
differentiell exprimiertes Gen ausfindig zu machen. Tatsachlich konnte ein solches Gen
kloniert werden. Dieses als ,,PACAP response gene 1 (PRG1) oder wegen des relativen
Molekulargewichtes des von ihm kodierten Proteins von 22 KDa als p22 bezeichnete Gen
(Schéfer et al. 1996a) wies eine Uber 80%ige Homologie zu einem bereits einige Jahre zuvor
beschriebenen, murinen Protein unbekannter Funktion auf, welches als gly96 bezeichnet
wurde (Charles et a., 1993). Auch gly96 wurde durch verschiedene Wachstumsfaktoren
hochreguliert. Ungeféhr zur gleichen Zeit identifizierten und charakterisierten Kondratyev et
al. (1996) in der Karzinomenzellinie SCC-35 ein durch g-Strahlung induzierbares humanes
»early-response” Gen, welches eine 68%ige Sequenzhomologie zu gly96 und eine 72%ige
Homologie zu p22/PRG1 aufwies. Im darauf folgenden Jahr konnten Pietzsch et al. (1997 &
1998) in humanen Monozyten ein Gen identifizieren, dessen Expression im Zusammenhang
mit der Differenzierung verschiedener Zellinien steht und mit dem zuvor beschriebenen |EX-
1 identischist.
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Wu et al. (1998) beschrieben eine IEX-1-Spleivariante, die sie als IEX-1L (IEX-1-Long)
bezeichneten und die in NFkB-vermittelte Resistenz gegen Apoptose involviert sein sollte.
Die Existenz dieses Genprodukts wird kontrovers diskutiert. So konnten Schéfer et a. (1999a)
zeigen, dal3 es sich bei IEX-1L um eine Mutante handelt, die in vivo nicht exprimiert wird.

1.2.2 Aufbau des |EX-1/Dif-2-Gens exklusive der Promotor sequenz und Vergleich mit
gly96 und p22/PRG1

P22/PRGL1 kodiert ein 160 AS langes Protein und ist somit sieben AS langer, as das murine
gly96. Diese 3'-Verlangerung basiert auf einem U->C-Basenaustausch an Position 477 der
cDNA, wodurch das in gly96 vorhandene Terminationskodon UAG in en fur Glutamin
kodierendes CAG-Triplet umgewandelt wird. Somit kommt die Proteinbiosynthese des p22/
PRG1 erst am UAA-Stopkodon an Position 498-500 zum Stillstand. Das |EX-1/Dif-2-Gen
kodiert ein 156 AS langes Protein. Alle drei Gene bestehen aus zwei Exons, die von einem
Intron getrennt werden. Dabei ist das Intron bel p22/PRGL1, gly96 und IEX-1/Dif-2 107, 109
bzw. 112 Bp lang. Alle Gene verfugen Uber ,A/T-rich elements’ in den 3'-untrangdlatierten
Regionen, welche fir ,, early response” -Gene charakteristisch sind und diese fir einen raschen
Abbau durch RNasen kennzeichnen (Fort et al., 1987; Shyu et al., 1991; Zubiaga et al., 1995).

Exonl Exon2

5-UT| kodierend | Intron | kodierend 3-UT
[ [ [ [
109 Bp Intron
ATG Exonl Exon2 TAG ARE's
oo [ LI a1
210Bp=70AS 249Bp =83AS
107 Bp Intron
ATG Exonl Exon2 TAA ARE's
oprs [ [ a1
210Bp=70AS 270Bp=90AS
112 Bp Intron
ATG Exonl Exon2 TAA ARE's
exuorz [ a1
210Bp=70AS 258 Bp =86 AS
Abb. 2:  Genstruktur von gly96, p22/PRG1 und | EX-1/Dif-2 exklusive der Promotoren

ATG = Startkodon; TAG bzw. TAA = Terminationskodon; 5-UT = 5'-untrandatierter Bereich;
3'-UT = 3'-untrandatierter Bereich; Il ARE's =, A/T rich elements*; M = kodierender Bereich;
= Intron
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1.2.3 Induzierbarkeit von |IEX-1, p22/PRG1 und gly96 durch Wachstumsfaktoren

IEX-1 verhdlt sich u.a gegeniber dem Proteinkinase-C-Aktivator 12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-Acetat (TPA), dem Proteinphosphatase-Inhibitor Okadainsdure und TNFa
responsiv. Diese Befunde sowie die in der Literatur beschriebene Induzierbarkeit von
p22/PRG1 durch PACAP (Schéfer et al., 1996a) und EGF (Kumar et al., 1998; Schéfer et al.,
1999b) deuteten darauf hin, dai3 die Induktion von IEX-1 im Zusammenhang mit mitogenen
Stimuli Uber den MAPK-Signalweg verlaufen konnte, der schliefdlich zu einer Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-1 fihrt.

Die Aktivierung von AP-1 stellt nach Schéfer et al. (19964) ein frihes Schitisselereignis der
wachstumsfaktorvermittelten Proliferation in AR4-2J-Zellen dar, weshab auch die AP-1-
gesteuerte Induktion von IEX-1 as Hinwels auf eine proliferative Wirkung von IEX-1
interpretiert werden kann. Dartiber hinaus lassen sich sowohl p22/PRGL1 als auch IEX-1 in
verschiedenen Geweben transient induzieren, wenn Wachstumsfaktoren, wie etwa EGF, HGF
oder Serum, zugegeben werden (Schéfer et al., 1998b & 1999b). Pietzsch et al. (1997 & 1998)
kamen zu Ergebnissen, die ebenfalls elne wachstumsassoziierte Funktion von |EX-1 vermuten
lassen. In ausdifferenzierten Monozyten und HepG2-Zellen wurde im Vergleich zu
proliferierenden Zellen ein verringerter Dif-2-Proteinspiegel detektiert. Zudem konnten
Kobayashi et al. (1998) in Keratinozyten durch Zugabe von 1a,25-Dihydroxyvitamin D3
einen Wachstumsarrest induzieren, der mit einer Ausdifferenzierung dieser Zellen und einer

Verringerung der |EX-1-Konzentration einherging.

1.2.4 1EX-1und seine Homologe sind p53- und NFkB-Zielgene

In den vergangenen zehn Jahren wurde das Tumorsuppressorgen p53 as ein essentieller
Mediator der Zellzyklusregulation sowie der Kontrolle der Apoptose und zellulédrer Vitalitéat
identifiziert. Der Verlust der p53-Aktivitét ist eine haufige Ursache fur malignes Wachstum
(Hollstein et al., 1991; Crook et al., 1994). Zudem konnte gezeigt werden, dal3 p53 in seiner
priméren Rolle als Transkriptionsfaktor verschiedene wichtige Funktionen vermittelt. So ist
der Zellzyklus-Inhibitor p21 (EI-Deiry et a., 1993) ebenso ein p53-Zielgen, wie der fir die
Regulation der Apoptose essentielle bcl-2-Antagonist bax (Miyashita & Reed, 1995). Auch
verschiedene DNA-Reparaturenzyme wie PCNA (Morris et a., 1996) und GADDA45 (Kastan
et a., 1992) sind p53-responsiv.
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Der Transkriptionsfaktor p53 selbst ist unter anderem durch zelluldren Stref3 und hierbel
insbesondere durch Ereignisse induzierbar, die zu DNA-Schadigungen fuhren (Di-Leonardo
et a., 1994; Siegd et al., 1995).

Wie Schafer und seine Mitarbeiter belegen konnten, enthalten sowohl der Promotor des
p22/PRG1 (1998at+b) as auch der IEX-1-Promotor (1998c) eine funktionele p53-
Bindungsstelle. Diese verflgt Uber eine signifikante strukturelle Identitdt (16/18) mit der im
p21-Promotor und in anderen p53-Zielsequenzen gefundenen, inklusive derer in bax, mdmz2,
PCNA und GADDA45 (Schéfer et al., 1998a). Dartiber hinaus konnte im p22/PRG1-Promotor
eine zweite potentielle p53-Bindungsstelle identifiziert werden, welche jedoch in nur
geringem MalRe der Konsensussequenz entspricht. Eine solche, degenerierte p53-
Bindungsstelle kénnte die p53-Rekrutierung an die aktive Erkennungssequenz verstérken
(Bourdon et al., 1997; Schafer et al., 1998b). Zudem wird die p53-Bindungsstelle im
p22/PRG1-Promotor durch eine proximale A-reiche Region flankiert, wie sie auch im bax-
Promotor vorzufinden ist. Dieser Bereich kann zumindest dort zu einer verstérkten
transkriptionellen Aktivitét fuhren (Friedlander et al., 1996).

Verschiedene Forschungsgruppen konnten eine IEX-1-Induktion auslésen, wenn sie die
jeweils untersuchten Kulturen zelluldrem Stref3 aussetzten. Schéfer et al. (1998b) gelang es,
durch g-Bestrahlung DNA-Schaden in Rattensplenozyten zu verursachen, in deren Folge ein
verzogerter, p53-abhéangiger Anstieg von p22/PRG1 zu beobachten war. Eine frihe,
wahrscheinlich NFkB-abhangige g-Strahlungsinduktion konnte von Kondratyev et al. (1996)
in Brustkrebszellen fir humanes IEX-1 nachgewiesen werden. Kumar et al. (1998) konnten
eine |EX-1-Expression schliefdlich durch UV-Bestrahlung von humanen Keratinozyten
induzieren. Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten Schéfer et al. (1998b) eine mogliche
Involvierung von p22/PRG1 in den p53-vermittelten Zellzyklusarrest und/oder in
apoptotische Signalwege.

Kurz nachdem p53-Erkennungssequenzen in den Promotoren von p22/PRG1 und IEX-1
nachgewiesen werden konnten, gelang es, in diesen auch funktionelle NFkB-Bindungsstellen
zu charakterisieren (Schéfer et al., 1998c; Schmidt et al., 1999). Hierdurch konnte auch der
dltere Befund, dal3 sich IEX-1 in HepG2- und 818-4-Zellen durch TNFa induzieren lief3,
erklart werden. TNFa vermittelt seine zelluléren Funktionen durch Bindung an den TNFR-1.

Infolge dieser Bindung kann auch der Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert werden.
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Schmidt und Schéfer (s.0.) nahmen daher an, dal3 IEX-1 eine Rolle bei den durch TNFa Uber
NFkB vermittelten Reaktionen in der Zelle spielt, zu denen unter anderem antiapoptotische
Uberlebenssignale gehoren. Gestitzt wurden diese Vermutungen dadurch, da auch ¢
(Kondratyev et al., 1996) und UV-Strahlung (Kumar et al., 1998), die ebenfalls eine NFkB-

Aktivierung verursachen, zu einer IEX-1-Induktion fihrten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die IEX-1-Expression gezielt zu unterbinden, das
Genprodukt dadurch funktionell auszuschalten und hierdurch Hinweise auf die Funktion des
|EX-1-Proteins zu erhalten. Fir die angestrebte Ausschaltung der IEX-1-mRNA eigneten sich
neben Antisense-Oligonukleotiden auch verschiedene Ribozyme und unter diesen aufgrund

ihrer geringen Grof3e insbesondere die Hammerhead-Ribozyme.

Antisense-Oligonukleotide sind spezifische und effektive Inhibitoren der Genexpression
(Simons & Kleckner, 1988; Kimelman & Kirschner, 1989; Hildebrandt & Nellen, 1992), die
aus ca. 20-40 nt langen DNA- oder RNA-Bausteinen bestehen und komplementér zu der
MRNA-Sequenz sind. Sie kdnnen in beliebiger Sequenz synthetisiert werden und durch
Watson-Crick-Basenpaarungen an jede gewlinschte mRNA binden. Die Genexpression wird
nach der Bindung der Antisense-Molekile auf verschiedene Weisen unterbunden. So kann ein
verfrihter Transkriptionsstop (Novick et al., 1989; Brantl & Wagner, 1994) ebenso die Folge
sein, wie ein vorzeitiger Trandationsstop (Ma & Simons, 1990) oder ein Abbau der durch die
Bindung entstehenden Doppelstrang-Moleklle durch doppelstrangspezifische RNasen oder
durch RNase H (Krinke & Wulff, 1987).

Ribozyme koénnen aufgrund ihrer substratbindenden Antisense-Arme ebenfalls diese indirek-
ten Effekte vermitteln, verflgen dartiber hinaus jedoch Uber eine katalytische Aktivitét und
sind folglich auch zur direkten Restriktion der Ziel-RNA in der Lage.
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1.3 Ribozyme - Effiziente Werkzeuge zur Unterbindung der Genexpression

Lange Zeit gingen Enzymologen davon aus, dafld ausschlief3lich Proteine in der Lage wéren,
biologische Reaktionen zu katalysieren. Die Entdeckung von Ribozymen durch Cech et al.
(1981) und Altman (Guerrier-Takada et a., 1983) hat die Sicht auf die Funktion von
Ribonukleinsaure-Molekulen in der Biologie grundlegend gedndert (Usman & Blatt, 2000).
Im Vorfeld dieser Entdeckung wurde RNA as rein passiver Tréger der genetischen
Information angesehen. Inzwischen weil3 man, dal? es auch katalytische RNA-Molekile gibt,
die Enzymcharakter haben und andere RNAs sequenzspezifisch spalten konnen. Wie Enzyme
beschleunigen auch Ribozyme biologische Reaktionen und zeigen eine aul3ergewohnliche
Substratspezifitat (James & Gibson, 1998). Diese Spezifitét erhalten sie durch Watson-Crick-
Basenpaarungen zwischen den Ribozym-Bindungsarmen und den die Spaltungsstelle auf der
Ziel-RNA flankierenden Bereichen. Nach erfolgter Bindung an das Substrat werden die
normalerweise nicht reaktiven Phosphodiesterbindungen im Rickgrat der Ziel-RNA

gespalten.

Diese substratspezifische Fahigkeit zur Restriktion bestimmter mRNAs sowie die geringe
GrofRe und damit einhergehend einfache Synthese einiger Ribozyme machen diese Gruppe
katalytischer RNA-Molekile zu einem effizienten Werkzeug der Geninaktivierung (Usman &
Blatt, 2000) und konnen folgerichtig zur Aufklarung der Genfunktion eingesetzt werden.

1.3.1 Dieverschiedenen Gruppen katalytisch aktiver RNASs

Katalytische RNAs lassen sich aufgrund ihrer Gréfee in zwel Gruppen unterteilen. Zu den
»groken“ Ribozymen gehtren die Gruppe-l- und -ll-Introns sowie die RNase P. Das
Hepatitis-Delta-Ribozym sowie die Hairpin- und Hammerhead-Ribozyme werden den
»Kleinen® katalytischen RNA-Molekilen zugerechnet.

Gruppe-I- und -ll-Introns werden auch as selbstspleifende RNAs bezeichnet, wahrend
Hammerhead-, Hairpin- und Hepatitis-Delta-Ribozyme zu den selbstspaltenden Ribozymen
gerechnet werden. Selbstspleil3ende RNAs vermitteln eine Abfolge komplexer Reaktionen, an
deren Ende eine reife mRNA und ein exzisiertes Intron mit einer 5°'-Phosphat- und einer 3'-
OH-Gruppe stehen.
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Fir diese katalytische Reaktion ist kein zusétzliches Protein nétig. Selbstspaltende Ribozyme
vermitteln hingegen eine Katalyse, an deren Ende Spaltprodukte mit 2*,3'-Zyklophosphat-
und 5'-OH-Ende stehen.

Gruppe-1-Introns wurden in einer nichtkodierenden Zwischensequenz der 26S-rRNA von
Tetrahymena thermophila entdeckt (Cech et al., 1981; Kruger et al., 1982). Gruppe-l1-Introns
sind ebenfalls zu einer intramolekularen Selbstexzision aus einem langeren Transkript in der
Lage. Sie unterscheiden sich jedoch in der Reaktionsabfolge und in der Art ihrer Produkte von
den Gruppe-1-Introns (James & Turner, 1997) und wurden inzwischen sowohl in den RNAs
verschiedener Organelle von PFilzen und Pflanzen as auch im Genom von Eu- und
Cyanaobakterien gefunden (Ferat & Michel, 1993 & 1994; Knoop & Brennicke, 1994).

RNase P ist fur die Entfernung der 5'-Sequenz in den Vorstufen von tRNAs verantwortlich.
Dieses Enyzm besteht aus einer hochstrukturierten RNA von 250-450 Nukleotiden Lange und
bei Bakterien aus einer zusétzlichen Proteinuntereinheit. In Hefen und hoheren Organismen
hingegen besteht die Proteinkomponente aus mehreren Untereinheiten (Brown & Pace, 1992;
Chamberlain et al., 1998). Dabei konnte in Eu- und Archebakterien gezeigt werden, dal3 die
Spaltung nicht von der Poteinkomponente, sondern von der RNA-Untereinheit katalysiert
wird (Guerrier-Takada et a., 1983 & 1984; Pannucci et al., 1999).

Das Interesse an katalytischen RNAs stieg sprunghaft mit der Entdeckung kleinerer
Ribozyme, wie dem Hepatitis-Delta-, den Hairpin- und vor alem den Hammerhead-

Ribozymen an, da diese vergleichsweise einfach zu synthetisieren sind.

Das Hepatitis-Delta-Virus (HDV) verursacht beim Menschen schwere Lebererkrankungen.
Eine HDV-Infektion kann nur in Gegenwart eines Hepatitis-B-Virus (HBV) erfolgen. HDV
tragt zwel Ribozyme (Branch & Robertson, 1991), die beide fur die Replikation essentiell
sind (Macnaughton et al., 1993). Eines liegt auf dem genomischen, infektidsen Strang,
wahrend das andere auf dem komplementéaren Strang des ins Genom integrierten Provirus
liegt. Wie die anderen Ribozyme bendtigt das HDV-Ribozym divalente Kationen zur
Spaltung von RNA (Wu et a., 1989). Dabel entsteht ein Produkt mit 2*,3'-Zyklophosphat-
und eines mit einem 5'-OH-Ende (Branch & Robertson, 1991).
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Das Hairpin-Ribozym wurde erstmals im Minusstrang der TRSV-RNA entdeckt (Haseloff &
Gerlach, 1989). Die Sekundarstruktur zwischen einem Hairpin-Ribozym und seiner Substrat-
RNA besteht aus zwei intermolekularen Helices (H1 + H2) und zwei intramolekularen
Ribozym-Helices (H3 + H4), welche jewells durch eine der zwei internen Schleifen (A + B)
voneinander getrennt werden. Die Spaltung erfolgt am 5'-Ende eines Guanosin-Restes in
Schleife A (Chowrira & Burke, 1991), wobel ein 5°-Hydroxyl- und ein 2',3'-Zyklophosphat-
Terminus entstehen. Durch Deletionsstudien konnte belegt werden, dal? ein katalytisches
Hairpin-Ribozym aus mindestens 50 Nukleotiden bestehen muf3 (Hampel & Tritz, 1989).

Aufgrund ihrer breiten Anwendung in der Biotechnologie wird nun auf die dritte Gruppe

kleiner Ribozyme (,, Hammerheads® ) ausfihrlicher eingegangen.

1.3.2 Hammerhead-Ribozyme

Hammerhead-Ribozyme wurden in verschiedenen Pflanzenpathogenen wie Viroiden (z.B.
Avocado-Sunblotch-Viroid - Hutchins et al., 1986) und hilfsvirusabhangigen Satelliten-RNAs
(Haseloff & Symons, 1982; Prody et al., 1986) entdeckt. Interessanterweise konnten sie spéter
von Epstein & Gall (1987a & b) auch in verschiedenen Wassermol ch-Spezies nachgewiesen
werden, wobel deren genaue Funktion hierbei noch ungeklért ist. Ein charakteristisches
Merkmal fir diese Ribozyme ist eine intramolekul are, autokatalytische Spaltung der RNA als
abschlieffender Schritt einer ,Rolling Cycle”“-Replikation. Diese urspriinglich intramolekular
oder cis-spaltenden katalytischen Doménen kénnen jedoch auch synthetisch hergestellt
werden und als trans-spaltende Ribozyme fungieren (Uhlenbeck, 1987; Haseloff & Gerlach,
1988). Fiur die katalytische Aktivitét dieser Ribozyme sind divalente Kationen essentiell
(Dahm & Uhlenbeck, 1991; Murray et a., 1998). Ferner muld die Substrat-RNA Uber
spezifische Nukleotid-Triplets der Konsensussequenz 5 -NUH-3' verfiigen, wobei N fir ale
vier Ribonukleoside und H fur Adenosin, Cytidin und Uridin steht (Ruffner et al., 1990;
Perriman et al., 1992; Shimayama et al., 1995; Zoumadakis & Tabler, 1995; Ludwig et a.,
1998). Zudem hat sich gezeigt, dal3 ein U am 3'-Ende dieses Motifs zu einer deutlich
gesteigerten Aktivitét des Ribozyms fuhrt (Clouet-d’ Orval & Uhlenbeck, 1997). Dabel wird
die Phosphodiesterbindung 3' des Triplets gespalten, wodurch ein 5°-Hydroxyl- und ein 2',3'-
Zyklophosphodiester-Terminus entstehen (Forster & Symons, 1987; Epstein & Gall, 1987a &
b). Das Ribozym bildet zusammen mit der Substrat-RNA die charakteristische Hammer head-
Sekundérstruktur aus (Abb.3).
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Schleifelll
Spaltungsstelle
Helix 11 M — N
15.3N — 16.3
14 16.1
13 TRl
1z A
A 11 N N M g3
_ 13 NN Y 6 Lo Schleifel
Schleifell Lol g1 N N N 23
03 Ny n R 104
A
Helix Il , © c Helix |
g U g U 3
b 4

Abb. 3: Zweidimensionale Struktur eines Hammerhead-Ribozym/Substratkomplexes nach

Birikh et al. (1997). Die Numerierung entspricht dem von Hertel et al. (1992) vor-
geschlagenen Modell.

Der einzelstréangige Bereich des katalytischen Kerns des Ribozyms ist violett unterlegt.
Konservierte Nukleotide sind dickgedruckt. N repréasentiert alle Nukleotide, wahrend H fir die
Nukleotide C, U oder A steht.

Die dreidimensionale Struktur des Ribozym/Substratkomplexes dhnelt jedoch eher einer
Wiinschelrute (= wishbone), wie Pley et al. (1994) zeigen konnten (vgl. Abb. 4).

A B
Schleife 2

Helix 11

konser -
vierter
Kern-
bereich

Helix 111

Abb. 4: Dreidimensionale Struktur eines Hammerhead-Ribozym/Substratkomplexes

A: Dreidimensionale Darstellung nach Menger et al. (2000). Die Numerierung entspricht dem von
Hertel et al. (1992) vorgeschlagenen System. Der im Vordergrund von Helix | bis Helix 1l in
3®5 verlaufende RNA-Abschnitt entspricht dem die NUH -Sequenz tragenden Bereich des
Substrats, wéahrend die Ubrigen Nukleotide Teil des Hammerhead-Ribozyms sind. B:
Dreidimensionale Darstellung eines Ribozym/Substratkomplexes mit gebundenen Magnesium-
ionen (grun). Das Ribozym ist in roter Farbe, die Substrat-RNA in violetter Farbe abgebildet. Abb.
aus ,, http://attila.stevens-tech.edu/chembio/rsamuel /index.html“.
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Hammer head-Ribozyme bestehen in der Regel aus weniger als 40 Nukleotiden und bilden mit
der Substrat-RNA einen Komplex aus drei Helices (I, Il und 11l) und zwei einzelstrangigen
Regionen, welche den konservierten Kernbereich des Ribozyms darstellen (Foster & Symons,
1987; Uhlenbeck, 1987). Dieser bestent aus 13 Nukleotiden, von denen fast dle
hochkonserviert sind. Die Helices | und 111 stellen dabei die Substratspezifitét des Ribozyms
sicher, da sie aus Watson-Crick-Basenpaaren bestehen, die sich aus der Substrat-RNA
einerseits und den Antisense-Bereichen der Ribozym-RNA andererseits zusammensetzen. Die
Lange dieser Helices ist fur die katalytische Aktivitét des Ribozyms von fundamentaler
Bedeutung und determiniert dessen GrofRe. Um diesen Zusammenhang zu verstehen, ist es
noétig, die einzelnen Schritte nachzuvollziehen, die sich nach der Bindung des Ribozyms an
die Substrat-RNA abspielen (vgl. Abb. 5).

RP,+ P
K 3‘// >+ Pp ‘\kj
k k, = s

R+S = RS — RP,P, R+P;+ Py

k. k Kk,
| k:\: RP,+ P, ’//k

Abb. 5: Schema einer Kinetik fir Hammerhead-Ribozyme nach Hendry et al. (1997)

R = Ribozym; S = Substrat-RNA; P; und P, = Produkt 1 und 2. In einem ersten Schritt bilden das
Ribozym und die Substrat-RNA einen Ribozym/Substratkomplex (RS). Infolge dessen wird das
Substrat gespalten (RP;P,), verbleibt jedoch vorerst im Komplex. Nun diffundiert ein Produkt vom
Komplex ab (RP; + P, bzw. RP, + P;) und schliefflich wird das Ribozym in einem letzten Schritt
wieder freigesetzt.

Die Lange der substratbindenden Antisense-Arme spielt vor allem fir die Kinetiken K33, Ka/.4,
ks.5 und kg6 €ine Rolle. Je 1anger ein Antisense-Bereich ist, desto fester bindet er sich an die
Substrat-RNA und desto langsamer verlaufen die angesprochenen Kinetiken. Folglich
verlangsamt sich auch die Gesamtkinetik. Auf der anderen Seite missen die Antisense-Arme
eine ausreichende Lange haben, um eine Substratspezifitdt zu gewéhrleisten. In der Regel
werden Ribozyme mit Antisense-Bereichen von sieben bis acht Nukleotiden beidseitig des
konservierten Kernbereichs gewahlt (Herschlag, 1991; Bertrand et al., 1994).
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1.4 Zid der Arbeit

Die Themenstellung dieser Arbeit basiert auf verschiedenen Beobachtungen, die allesamt eine
wachstumsfordernde Funktion von IEX-1 vermuten lassen. Diese These konnte jedoch
bislang nur durch 1EX-1-Stimulationsversuche mit verschiedenen Wachstumsfaktoren sowie
Promotorstudien gestiitzt werden. Zur weiteren Klarung der 1EX-1-Funktion wéare ein
Modellsystem wuinschenswert, in dem Zellinien verschiedene Mengen |EX-1-Protein
exprimieren. Dies |4} sich einerseits durch vektorvermittelte Uberexpression und andererseits
—wie in dieser Arbeit beschrieben — durch eine spezifische Inhibition der IEX-1-Expression

erreichen.

Zur Lésung der Aufgabenstellung wurde die Arbeit in drei methodische Abschnitte unterteilt:

1 Generierung und in vitro-Charakterisierung von Ribozymen, die gezielt IEX-1-RNA
Zu spalten vermogen.

2. Transfektion und Transduktion von T-REx™-293-Zellen mit verschiedenen
Ribozymkonstrukten und Nachweis einer in vivo-Aktivitat.

3. Durchfihrung verschiedener Tests zur Klarung der |EX-1-Funktion. Diese Tests soll-
ten insbesondere Aussagen dariber liefern, welchen Effekt 1EX-1 auf die Proli-
ferationsrate und den Zellzyklus auslbt bzw. wie sich eine Reduktion der IEX-1-

Expression auf das apoptotische Verhalten dieser Zellen auswirkt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Chemikalien, Reagenzien und Nukleinsiuren

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Sigma bezogen.

Name: Katalognummer: | Hersteller:
Borsaure 1.00165.1000 Merck
Coomassie-Brillantblau R250 8543304 Merck
[a-*P]-dCTP AA0075 Amersham Pharmacia
dNTP-Mix N 808-0007 Perkin Elmer
Essigsaure 1.00063.2500 Merck

Ethanol 1.00983.2500 Merck

Express Hyba Hybridisierungs-L 6sung 8015-2 Clontech

Glycin 04943 Biomol

Glycogen 901 393 Roche Diagnostics
LumiGlo® Reagent, 20 x Peroxide 7003 New England BioLabs® Inc.
Mager milchpulver Nestle

b-Mer captoethanol 50407 Biomol

Methanol 1.06009.2500 Merck
Natriumchlorid 1.06404.1000 Merck
Natriumhydroxid-Platzchen 6498.1000 Merck

Natronlauge (1 N) 1.09137.1000 Merck

2-Propanol 1.09634.2500 Merck

Salzsdure (37%iQ) 1.00317.1000 Merck

Sequagel® Complete EC-841 National diagnostics
Sequagel® XR EC-842 National diagnostics
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 04051 Biomol
Trisultrapure 08003 Biomol

2.1.2 Zellkultur

2.1.2.1 TOPI10F E. cali

Stamm, Medium oder M edienkomponente: Katalognummer: |Hersteller:
Ampicillin Natriumsalz 01503 Biomol
Bacto™-Agar 0140-01 DIFCO

Bacto Hefeextrakt 0127-17 DIFCO
Natriumchlorid 1.06404.1000 Merck

One Shot® TOP10F* chemically competent E. coli | C3030-03 Invitrogen®
Trypton Pepton 0123-17 DIFCO

2122 T-REx™-293-Zellen

Samtliche nicht aufgefihrten Medien und Medienkomponenten wurden von der Firma

Biochrom KG bezogen.
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Zéellinie, Medium oder M edienkomponente: Katalognummer: | Hersteller:
T-REx"-293-Zellen R710-07 Invitrogen®

Blasticidin SHCI R210-01 Invitrogen®

L-Glutamin 25030-024 Life Technologies
Penicillin/Streptomycin 15140-114 Life Technologies
Puromycin P7255 Sigma

Tetrazyklin Q100-19 Invitrogen®
Trypsin/EDTA-L 6sung (10x) 35400-027 Life Technologies

2.1.3 Antikorper

Antikorper: Katalognummer: |[Hersteller:

Anti-Mouse | gG, HRP-linked 7052-1 New England BioLabs® Inc.
Anti-Goat 1gG, HRP-linked F-160 Santa Cruz Biotechnology
|EX-1 (C-20), goat polyclonal 1gG SC-8454 Santa Cruz Biotechnology
Anti-a-Tubulin, mouse monoclonal 1gG T-5168 Sigma

2.1.4 Nukleinsaure- und Proteinstandards

Standard: Katalognummer: |Hersteller:
DNA-Leiter (100 Bp) 15628-019 Life Technologies
RNA-Leiter (160 - 1770 nt) 15623-010 Life Technologies
Prestained SDS-PAGE Standards, low range 161-0305 BioRad

215 Enzymeund Kits

Name: Kataloghummer: |Hersteller:
AmpliScribed T7 High Yield Transcription Kit AS 3107 Epicentre Technologies
ApoAlertd Annexin V-FITC 8133-1 Clontech

BamH | E1010Z Amersham Pharmacia
CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell | G5421 Promega
Proliferation Assay

EcoR V + 10 x One Phor All-Restriktionspuffer 27-0934-01 Amersham Pharmacia
Effectened Transfection Reagent 301427 QIAGEN

EndoFree Plasmid Maxi Kit 12362 QIAGEN
Eukaryotic TA Cloning?® Kit K 3000-01 Invitrogen®
MegaScripta in vitro Transcription Kit 1334 Ambion

M-MLV Reverse Transkriptase M1701 Promega

M-MLV Reverse Transkriptase Buffer Pack M5313 Promega

Nhel + 10 x One Phor All-Restriktionspuffer 27-0974 Amersham Pharmacia
Oligo(dT)ys Primer C1101 Promega

Original TA Cloning® Kit K 2000-01 Invitrogen®

Pmel + 10 x TA-Buffer + 10 x BSA 560S New England BioLabs® Inc.
QIAEX Il Gel Extraction Kit 20021 QIAGEN

QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Kit 13323 QIAGEN

QI Aprep Spin Miniprep Kit 27106 QIAGEN

QIAquick Gel Extraction Kit 28704 QIAGEN

QlAquick Nucleotide Removal Kit 28304 QIAGEN

Ql Ashredder 79656 QIAGEN

Ready To Goa DNA Labelling Beads 27-9240-01 Amersham Pharmacia
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Name: Katalognummer: | Hersteller:

RNase A 4030-1 Clontech

RNasin Ribonuklease I nhibitor N 211A Promega

RNeasy Mini Kit 74106 QIAGEN

Sal | + 10 x One Phor All-Restriktionspuffer E1080Y Amersham Pharmacia
SequiTheem  EXCEL&AIl Long-Read DNA |SE7701LC Epicentre Technologies
Sequencing Kit-LC

Silver Stain Plus 161-0449 BioRad

T4 Polynukleotid-Kinase 18004-010 Life Technologies

Taq DNA-Polymerase + 10 x PCR-Puffer + 18038-026 Life Technologies

50 mM MgCl,-L 6sung

HK& Thermolabile Phosphatase H 92025 Epicentre Technologies
Xbal + 10 x One Phor All-Restriktionspuffer 27-0948 Amersham Pharmacia

2.1.6 Primer und Oligonukleotide

Name: Sequenz:

Bamkon 5'-CGGATCCCAAGCTGGCTAGCAG-3

E1-FW 5-TAATACGACTCACTATAGGGACTTGGCCTTACACTCCGCT-3

E1-R 5'-CACTCGAGGGTAGAGAACCCT-3

|[EX-1-FW |5-TCTAGACTCGAGTGGTGAGTATCGC-3

I[EX-1I-R 5-GTTTAAACCGGACCTAAGGGGAGAC-3

I[EX-1-R 5'-GGCGATCTCGACAGTCGCTC-3

Kin-FW 5-TAATACGACTCACTATAGGGTCCGGCGCCAGCTGCCAGTC-3

Kin-R 5'-GTACGCCTGGTGTTTCTTTG-3

NBP-1 5-TAACTGGACTCCCCGCACTC-3

NBP-2 5-GACGCTCTCCTTCCCACC-3

pBabe2FW |5 -AGGTGAACTGATGAGTCCTT-3

pBabedFW | 5'-GCAGAACTGATGAGTCCTTC-3

pBabedR 5'-CACCATCGTTTCGTCCCGAA-3

pBabelOR 5-ATCGTCTTTTCGTCCCGAAG-3

pBabe-F* 5-TTTAACGTCGGATGGCCGCGA-3'

pBabe-R* 5'-GTCGACGCTGATCAGCGGGTTTAA-3

PCR3-R 5'-TGGCAACTAGAAGGCACAGTC-3

R1-RNA 5'-CGAGAGUCUGAUGAGUCCUUCGGGACGAAACACAUGGU-3

R2-FW 5'-CTAGCAGGTGAACTGATGAGTCCTTCGGGACGAAATCTCAGGCT-3'

R2-R 5'-CTAGAGCCTGAGATTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTTCACCTG-3

R8-FW 5 CTAGCAGAAGACCTGATGAGTCCTTCGGGACGAAATGGTGAGCT-3

R8-R 5-CTAGAGCTCACCATTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGGTCTTCTG-3

R9-FW 5-CTAGCGGCAGAACTGATGAGTCCTTCGGGACGAAACGATGGTGT-3

R9-R 5-CTAGACACCATCGTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTTCTGCCG-3

R10-FW 5-CTAGCTCTGGCACTGATGAGTCCTTCGGGACGAAAAGACGATCT-3

R10-R 5'-CTAGAGATCGTCTTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTGCCAGAG-3'

Ribo 1 5-ACCATGTGTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGACTCTCGCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 2 5-TCCTGAGATTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTTCACCTCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 3 5-CTTCACCTTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGGACCCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 4 5-TGTGTCACTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTCGCAGCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3'
Ribo 5 5-TTCGACCCTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTCCCGGACCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 6 5 -CCAGCGCCTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTCGCGGGCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 7 5-AAAAGGCTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTCTTTCTCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 8 5-GCTCACCATTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGGTCTTCTCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 9 5-CACCATCGTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTTCTGCCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 10 5-CATCGTCTTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTGCCAGACCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 11 5-ATCTGACTTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGGGAGCCCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Ribo 12 5-GGCCGCCTTTTCGTCCCGAAGGACTCATCAGTAACTGGCCTATAGTGAGTCGTATTA-3
Salkon 5-ACAGTCGACGCTGATCAGCGGG-3

T7P 5-TAATACGACTCACTATAGG-3
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Name: Sequenz:
TAG5* 5-ATACGACTCACTATAGGGAGACC-3
TAGR* 5-TAGAAGGCACAGTCCAGG-3

Die Primer wurden von der Firma Biometra synthetisiert, wobei die Stammldsung 0,1 nmol/pl
enthielt. Die mit * gekennzeichneten Primer waren IRD41-markiert und wurden von der

Firma MWG Biotech bezogen.

2.1.7 Reagenzien fur den Apoptose-Assay und die Zellzyklusanalyse

Reagenz: Katalognummer : Hersteller
anti-Fas 7C11 Monoclonal Antibody 2387 Immunotech
ApoAlertd Annexin V-FITC 8133-1 Clontech
Doxor ubicin HCI GR-318 Biomol
Etoposid GR-307 Biomol

M G-132 PI-102 Biomol
Propidiumjodid P-4170 Sigma
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) T-6674 Sigma
2.1.8 Gerateund sonstige Materialien

Name: Hersteller:
96-well-Platte Costar®

Agagel Mini (6,5x 9 cm) Biometra
BioDoc-Video-System Biometra

Biofuge fresco Heraeus

Biofuge 28 RS Heraeus

Brutschrank BBD 6220 Heraeus

Fastblot B 34 Biometra
FolienschweiRger at Folio Severin

Galaxy Flow Cytometry System Dako

GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer
GeneQuant || RNA/DNA-Calculator Amersham Pharmacia
GSGenelLinkera BioRad

Hera safe-Cleanbench Heraeus

Hybonda N* Nylon-Transfer membr anen Amersham Pharmacia
Hybridisierungsofen OV 3 Biometra

Scientific Imaging Film Biomaxa MR Kodak
Immabilon& -P Transfer-Membranen Millipore

75 cm?-K ulturflaschen Sarstedt
Laborautoklav GVA 570 Fritz Gossner GmbH & Co
Laborwaage PT 1200 Sartorius

L1-COR DNA-Sequencer Model 4000L MWG Biotech
Lichtmikroskop ID03 Zeiss

Megafuge 1.0 Heraeus

Multigel-L ong-Elektrophoresekammer (11 x 12 cm) Biometra

Nalgene® Cryowarea Cryogenic Vials Nalge Nunc International
Nalgene® Sterilfilter 0,2 pm Nalge Nunc International
Pipettenspitzen 10 pl, 200 ul und 1000 Sarstedt
Plattenphotometer M R5000 Dynatech

50 ml Réhrchen mit Schraubver schluf3 Sarstedt

Safe-Lock 1,5 ml Reaktionsgeféalie Eppendorf
Schiitteltisch WT 16 Biometra
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Name: Hersteller:
PCR-Reaktionsgefalie, 0,2 ml Roth
Petrischalen mit Nocken Sarstedt
Pipetman P10, P20, P100, P200 und P1000 Gilson
Sixwellplatten, Cell*, F-Boden Sarstedt

Sterile Acrodisc® 0,45 pm Filter Gelman Sciences
Thermomixer 5436 Eppendorf
UV-Schirm T 2202 Sigma

Video Copy Processor P66DE Mitsubishi
Vortexer VF 2 Janke & Kunkel
Wasserbad 1083 GFL

2.1.9 Puffer und Lésungen

2.1.9.1 Puffer und Losungen fir die Elektrophorese

2.19.1.1 6 x Agarose-Auftragspuffer (nach Sambrook et al., 1989)

Glycerin:
Bromphenolblau:
Xylencyanol FF:
destilliertes Wasser:

3ml (30% v/v)

25 mg (0,25 % w/v)
25 mg (0,25 % w/v)
ad 10 ml

2.1.9.1.2 6 x PAA-Auftragspuffer (nach Sambrook et al., 1989)

Bromphenolblau:
Xylencyanol FF:
0,5M EDTA (pH 8):
Formamid:

2.1.9.1.3 HF-Auftragspuffer (Harnstoff-Formamid)

Harnstoff:

Formamid:

Bromphenolblau:

Xylencyanol FF:

RNase-freies Wasser (siehe 2.1.9.2.1):

2.1.9.1.4 2 xLaemmli-Lysis- und Auftragspuffer

Tris Base:

SDS:

Glycerin:
Bromphenolblau:
destilliertes Wasser:
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10 mg (0,1 % w/v)
10 mg (0,1 % wiv)
200 pl (10 mM)
ad 10 ml

489 (8M)

5ml (50 % v/v)

3 mg (0,03 % wi/v)
3 mg (0,03 % w/v)
ad 10 ml

15,59 (128 mM)

46 g (4,6 % wiv)

100 ml (10 % v/v)
50 mg (0,005 % w/v)
ad 1000 mi

pH 7,6
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2.1.9.1.5 10x TrisBuffered EDTA (TBE - nach Sambrook et al., 1989)

TrisBase:

Borsaure:

0,5M EDTA (pH 8):
destilliertes Wasser:

21916 5xTBE,1xTBEund0,5x TBE

108 g (0,9 M)
559 (0,9 M)
40 ml (20 mM)
ad 1000 mi

Die Puffer wurden durch Verdinnung von 10 x TBE mit sterilem Wasser hergestelt.

2.1.9.1.7 5 x Formaldehyd-Laufpuffer (nach Sambrook et al., 1989)

MOPS:
Natriumazetat:
0,5M EDTA (pH 8):
destilliertes Wasser:

2.1.9.1.8 1 x Western-Laufpuffer

TrisBase:

Glycin:

SDS:

destilliertes Wasser:

2.1.9.1.9 Ethidiumbromid-Farbel6sung

Ethidiumbromid:
1x TBE:

2.1.9.1.10 native Polyacrylamid-Gele

20,6 g (0,1 M)
5,44 g (40 mM)
10 ml (5 mM)
ad 1000 ml

pH 7

15,45 g (25 mM)
72,05 g (192 mM)
59 (0,1 % w/v))
ad 5000 mli

0,5mg
1000 ml

achtprozentig

37:1 Acrylamid/bis-acrylamid-L 6sung (40%ig):
5 x TBE-Puffer:

destilliertes Wasser:

10%ige AMPS-L 6sung:

TEMED:

3ml
3ml
Iml
150 W
54
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2.1.9.1.11 denaturierende Polyacrylamid-Gele (7 M Har nstoff)

zwOlfprozentig

achtprozentig

funfprozentig

37:1 Acrylamid/bis-acrylamid-L 8sung (40%ig):
5 x TBE-Puffer:

Har nstoff:

RNase-freies Wasser:

10%ige AMPS-L 6sung:

TEMED:

45ml
3ml
6,39

ad. 15 ml
150 pl
54

3ml
3ml
6,39

ad. 15 ml
150 pl
54

1.9ml
3ml
6,39

ad. 15 ml
150 pl
54

2.1.9.2 Puffer und Losungen fir den Umgang mit RNA

2.1.9.2.1 RNase-freies Wasser

DEPC:
destilliertes Wasser:

2,5ml (0,1 % v/v)

ad 2,5 Liter

Das Wasser wurde Uber Nacht bei 37 °C auf einem Schiitteltisch bei 250 Upm. inkubiert und

am folgenden Tag autoklaviert.
2.1.9.2.2 PAA-Elutionspuffer

TrisBase:

EDTA:
Magnesiumchlorid-Losung (1 M):
RNase-freies Wasser:

Nach dem Autoklavieren wurden der Losung 10 mg SDS (0,1 % w/v) zugegeben.

2.1.9.2.3 10 x Ribozym-Reaktionspuffer

Tris Base:
RNase-freies Wasser:

0,619 (0,5 M)

0,37 mg (0,1 mM)

10 gl (1 mM)

ad 10 ml

48,6 g (0,4 M)

1000 ml
pH 7,5

2.1.9.2.4 20 x Sandard Saline Citrate (SSC — nach Sambrook et al., 1989)

Natriumchlorid:
Natriumzitrat;
RNase-freies Wasser:

21925 2xSSCund 0,1 x SSC

175,3 g (3 M)
88,2 g (0,3 M)

ad 1000 mi

Die Puffer wurden aus 20 x SSC durch Verdinnung mit RNase-freiem Wasser hergestellt.
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2.1.9.3 Puffer und Ldsungen fur den Western-Blot

2.1.9.3.1 Western-Trenngel-Puffer

Tris Base;
SDS:
destilliertes Wasser:

2.1.9.3.2 Western-Sammel gel-Puffer

Tris Base:
SDS:
destilliertesWasser:

2.1.9.3.3 12,5%iges Trenngel (15 ml)

30%ige PAA-L6sung:
Trenngel-Puffer:
destilliertes Wasser:
10%ige AMPS-L Gsung:
TEMED:

2.1.9.3.4 Sammelgel (5 ml)

destilliertes Wasser:
30%ige PAA-LGsung:
Sammel gel-Puffer:
10%ige AMPS-LOsung:
TEMED:

2.1.9.3.5 Coomassie-Farbel6sung (1 Liter)
Methanol:

Essigsdure:

Coomassie-Brillantblau R250:

destilliertes Wasser:

2.1.9.3.6 Coomassie-Entfarber

363,49 (1,5M)
89 (0,4 % wlv)
ad 2000 ml.

pH 8,8

121,19 (0,5 M)
89 (0,4 % wlv)
ad 2000 mi

pH 6,8

5ml
6,25 ml
5ml
50 pl
20

3ml
0,75 ml
1,25 ml
5
wou

200 ml (20 % viv)
125 ml (12,5 % viv)
29(0,2% wiv)

ad 1000 mi

Wie Coomassie-Féarbel 6sung, nur ohne Coomassie-Brillantblau R250.
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2.1.9.3.7 Transferpuffer

TrisBase:

Glycin:

Methanol:
destilliertes Wasser:

2.1.9.3.8 Ponceau-S-Férbel 6sung

Ponceau S.
Essigsaure:
Methanol:
destilliertes Wasser:

2.1.9.3.9 TrisBuffer Saline (TBS)

Tris Base;
Natriumchlorid:
destilliertes Wasser:

2.1.9.3.10 Wester n-Blockierungsl 6sung

TBS:
Tween-20:
Magermilchpulver:

2.1.9.4 LBA-Medium zur Anzucht von TOP10F -Zellen

Bacto Trypton:
Bacto Hefeextrakt:
Natriumchlorid:
destilliertes Wasser:

bei Festmedium:
Bacto Agar:

3 g (25 mM)

56,3 g (150 mM)
100 ml (10 % v/v)
ad 1000 mi

pH 8,3

2,59 (0,25 % w/v)
150 ml (15 % v/iv)
400 ml (40 % viv)
ad 1000 mi

2,42 g (20 mM)
8,18 g (140 mM)
ad 1000 mi

pH 7,6

1000 ml
0,5ml (0,05 % v/v)
50 g (5% wiv)

109 (1 % wiv)
59 (0,5 % w/v)
109 (0,17 M)
ad 1000 ml

pH 7

15¢

Nach dem Autoklavieren und dem Abkthlen des Mediums auf ca. 60 °C wurden 50 mg
Ampicillin in 10 ml Wasser gel6st und dem Medium sterilfiltriert zugegeben (Endkonzentra-

tion: 50 pg/ml).
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2.2 Molekularbiologische M ethoden

Fur viele der durchgefiihrten Methoden wurden kommerziell erhéltliche Kits verwendet (siehe
2.1.5). Sofern nicht anders erwéhnt, entsprach die Durchfihrung dieser Methoden den
Angaben in den Herstellerprotokollen.

2.2.1 Elektrophoresevon Nukleinsauren

2.2.1.1 Native und denaturierende Polyacrylamid(PAA)-Gelelektrophorese (PAGE)

DNA-Ansétze wurden mit /6 Volumen 6 x PAA-Auftragspuffer und RNA-Proben mit einem
Volumen HF-Auftragspuffer gemischt. Vor dem Auftrag mufdten RNA/HF-Auftragspuffer-
gemische finf Minuten bel 65 °C denaturiert werden. In der Regel fanden achtprozentige
PAA-Gele fir DNA-Proben und achtprozentige PAA-Gele, 7 M Harnstoff fir RNA-Proben
Verwendung. Als Laufpuffer diente 1 x TBE, wobei die Elektrophoresen bei 250 Volt liefen.
Der Nachweis von Nukleinsauren verlief in der Regel durch zwanzigminttige Inkubation der
PAA-Gelein Ethidiumbromidl6sung und anschlief3ende UV -Exposition (312 nm).

2.2.1.2 Native und denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen 6 x Agarose-Auftragspuffer gemischt und auf
einprozentigen Agarose-Gelen (0,5 g Agarose + 2,5 pg Ethidiumbromid in 50 ml 1 x TBE)
bei 100 Volt aufgetrennt. Da die Gele bereits Ethidiumbromid enthielten, konnte DNA direkt
auf einem UV-Schirm detektiert und mit einer Polaroid-Kamera photographiert werden.
RNA-Proben wurden mit einem Volumen HF-Puffer gemischt, funf Minuten bei 65 °C

denaturiert und auf einprozentigen Agarose-Gelen, 20 % Formalin (v/v) aufgetrennt.

2.2.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von Nukleinsaure-L 6sungen erfolgte photometrisch mit dem ,, GeneQuant
Il RNA/DNA-Caculator” der Firma Pharmacia. Hierzu wurden die Lésungen 1:50 mit

sterilem Wasser verdinnt.
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2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist seit Jahren die Standardmethode zur Amplifikation von
DNA-Molekilen. Da hierbei die unterschiedlichsten Protokolle Verwendung finden, werden
die fur diese Arbeit glltigen Zusammensetzungen der PCR-Ansétze sowie die Bedingungen
fur die Amplifikation der jeweiligen DNA exemplarisch erlautert. Alle hier durchgefiihrten
PCRs fanden im 30-pul-Mal3stab statt und folgten einem einheitlichen Schema.

2.2.3.1 Standard-DNA-Amplifikationen

2.2.3.1.1 Berechnung der Annealingtemperatur fir die PCR

In einem ersten Schritt wurde die Schmelztemperatur (Tm) fir die jeweils verwendeten
Primer berechnet (DNA Sequencing Manual, LI-CORé‘):

Tm = 69,3 °C + (0,41 x GC-Gehalt) - (650/Primerlange)

Die Anneadingtemperatur lag jeweils 3 °C unter dem Mittelwert der beiden primer-
spezifischen Tm-Werte.

2.2.3.1.2 Amplifikation der DNA

Zu Beginn der PCR wurden die Proben funf Minuten bel 95 °C denaturiert. Es folgten 25
Zyklen, bei denen die Proben jeweils 30 Sekunden bei 95 °C denaturiert, 30 Sekunden annealt
und eine Minute lang bel 72 °C elongiert wurden. Schliefdlich wurde der letzte Elongations-

schritt durch eine siebenminttige Inkubation der Proben bei 72 °C abgeschl ossen.

95°C 95°C
5Min. | 30 Sek.
72°C i 72°C
Tm-3°C/ 1Min. 7 Min.
30 Sek.
4°C
25 Zyklen ¥

Abb. 6: Standard-PCR-Programm zur spezifischen Amplifikation von DNA-Abschnitten
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2.2.3.1.3 Zusammensetzung eines einfachen PCR-Ansatzes

destilliertes Wasser: 12,4
10 x PCR-Puffer (Life Technologies): 3ul
50 mM MgCl,-L6sung (Life Technologies): o9u
dNTP-Mix (Perkin EImer: jedesdNTP = 2,5 mM): 24u
Vorwérts-Primer (Biometra: 5 pmol/pl): 3
Ruckwaérts-Primer (Biometra: 5 pmol/pl): 3ul
Plasmid-Template-DNA (1 ng/pl): 5u
Tag-DNA-Polymerase (Life Technologies: 5 U/J): o3u

2.2.3.2 Durchfuhrung der PCR unter Bedingungen, bei denen zusétzliche DNA-Abschnitte
in das PCR-Produkt eingefligt werden sollten

Zur Erlauterung wird die Berechnung der Annealingtemperatur am Beispiel des Primerpaares
E1-FW/E1-R durchgefuhrt. Um die IEX-1/Exonl-DNA am 5'-Ende mit einem T7-Promotor
zu versehen, wurde einem der PCR-Primer (E1-FW) die entsprechende Sequenz vorgeschaltet
und somit ins PCR-Produkt eingebaut (Mullis and Faloona, 1987; Stoflet et al., 1988). Der
T7-Promotorsequenz folgte die Transkriptions-Initiationssequenz GGG (Milligan et al., 1987)
und erst der dritte Abschnitt des Primers entsprach dem 5’ -Ende des |EX-1/Exonl.

Die Bedingungen fir die ersten drei Zyklen wurden so berechnet, dal3 nur die 20 Basenpaare
des Exonl-Anteils des Primers E1-FW mit dem Template hybridisieren konnten, da das
Template weder die T7-Promotor- noch die Initiationssequenz enthielt. Mit der unter 2.2.3.1.1
aufgeftihrten Formel wurde eine Annealingtemperatur von 58 °C errechnet. Bei der Berech-
nung der Bedingungen fir die folgenden Zyklen wurde davon ausgegangen, dal3 der gesamte
Primer E1-FW inklusive T7-Promotor und Initiationssequenz an das Template band, da durch
die ersten drei Durchgénge genug entsprechendes Template entstanden war (Tm = 68 °C).

95°C  95°C 95 °C
5Min. i 30 Sek. 72°C /i 30 Sek. 72°C. 72°C
sgoc /1 Min. 8°C /1 Min; 7 Min.
30 Sek.
30 Sek.
4°C
3Zyklen 22 Zyklen
¥

Abb. 7: E1-FW/E1-R-PCR zur Einfugung eines T 7-Promotor sins PCR-Produkt
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Die weitere Amplifikation der DNA sowie die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes
entsprachen den Abschnitten 2.2.3.1.2 und 2.2.3.1.3.

2.2.3.3 Generierung von IEX-1-DNA-Templates fur die in vitro-Transkription

Um die Aktivitdt von Ribozymen charakterisieren zu konnen, sind entsprechende RNA-
Substrat-Molekile notig. Diese mussen durch in vitro-Transkription aus DNA-Matrizen
generiert werden, die Uiber einen vorgeschalteten Promotor verfiigen. Uber diesen Promotor

wird die verwendete RNA-Polymerase an die Matrizen-DNA dirigiert.

2.2.3.3.1 Generierung eines |EX-1/Exonl-DNA-Templates mit 5 -vorgeschaltetem T7-
Promotor mittels PCR

Die Berechnung der Annealingtemperatur sowie die Durchfiihrung der PCR erfolgten wie
unter 2.2.3.2 erlautert. Die Proben wurden im Anschlul® auf einprozentige Agarose-Gele
aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt, die DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten
und mit dem,, QIAEX |1 Gel Extraction Kit“ (QIAGEN) eluiert.

2.2.3.3.2 Generierung eines |EX-1/Exon2-Fragments (Nukleotide 241-561) mit vorgeschal-

tetem T7-Promotor

Die DNA-Amplifikation erfolgte mit den Primern Kin-FW und Kin-R. Das resultierende
Fragment hatte inklusive T7-Promotor eine Lange von 340 Bp und enthielt neben dem
Promotor und der Initiationssequenz GGG auch die Sequenz der ersten 320 Bp aus dem Exon
2 des IEX-1. Die Versuchsdurchfiihrung entsprach der unter Abschnitt 2.2.3.3.1 beschrie-

benen.

2.2.3.3.3 Generierung eines |[EX-1-DNA-Templates mit vorgeschaltetem T7-Promotor

Neben E1-FW kam hier der Primer IEX-1-R zum Einsatz. Im Anschlul? an die Amplifikation
wurden die DNA-Fragmente wie unter Abschnitt 2.2.3.3.1 beschrieben aufgetrennt und

eluiert.
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2.2.4 RNA-Synthese und -Aufreinigung

Aus den unter 2.2.3 generierten und aufgereinigten T7-DNA-Templates wurden durch in
vitro-Transkripion RNA-Molekile synthetisiert, die unterschiedliche Abschnitte der 1EX-1-
RNA darstellten. Diese RNA-Fragmente dienten as Substrate fur die Untersuchung der
Aktivitét verschiedener Ribozyme.

2.2.4.1 Synthese der Ribozyme 1-12

2.2.4.1.1 Auswahl und Konstruktion der Ribozyme

Nach Zoumadakis & Tabler (1995) spalten Ribozyme innerhalb einer RNA sogenannte
NUH -Motive mit hoher Effektivitat, wobei N fur jedes der vier mdglichen Nukleoside und
H fur Adenosin, Cytidin oder Uridin steht. Zudem beschrieben Clouet-d’ Orval & Uhlenbeck
(1997), dal3 ein 3" der NUH -Sequenz liegendes Uridin einen positiven Effekt auf die
Riboyzmaktivitdt ausiiben wirde. Aus diesem Grunde wurde die IEX-1-Sequenz in einem
ersten Schritt gezielt nach NUH - und NUH U-Maotiven untersucht. Gegen diese Motive mit
ihren 5’- und 3’ -flankierenden Heptanukleotiden konnten Hammer head-Ribozyme konstruiert
werden, die stets den gleichen Kernbereich (Position 3-15.1 - vgl. Hertel et al., 1992; Tuerk et
al., 1988) enthielten. Die Sequenz der Antisense-Bereiche richtete sich nach der Sequenz der
Heptanukleotide, welche das NUH -Motiv beidseitig flankierten. Die Ribozymseguenzen
lieRen sich am Computer auf ihre Sekundérstruktur hin untersuchen (DNASIS v2.5;
RNAstructure v3.5). Zudem wurden die Ribozyme mit optimaler Sekundarstruktur in der
Computersimulation Uber einen oligo-dAs-Schwanz an ihre jewellige Substrat-RNA (IEX-
1/Exonl bzw. IEX-1/Exon2) angehéngt und die Faltung des Ribozym/Substratkomplexes
berechnet. Von den Ribozym/Substratkomplexen mit optimaler Sekundarstruktur wurden
zwolf ausgewahlt und die notwendigen Oligonukleotide zur Synthese der Ribozyme bel der
Firma Biometra synthetisiert (vgl. 2.1.6: Ribol-12, T7P).

2.2.4.1.2 Annealing der Oligonukleotide

Die einzelnen Ribozymoligonukleotide wurden funf Minuten bel 95 °C denaturiert, mit
equimolaren Mengen T7P gemischt und auf Raumtemperatur abgekuhlt. Infolge dieser
Abkihlung verbanden sich die T7P-Oligonukleotide mit den Ribozym-Templates im
Promotorbereich zu partiellen Doppel strang-M ol ekl en.
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2.2.4.1.3 Invitro-Transkription der Ribozyme

Folgende Ribozyme wurden im Verlaufe der Transkriptionen synthetisiert:

Ribozym | Sequenz Spaltet IEX-1-RNA an
Nr. Position
1 5'-ggg-cgagagu-cugaugaguccuucgggacgaa-acacauggu-3' 36

2 5'- ggg-aggugaa-cugaligaguccuucgggacgaa-alcucagga-3. | 134

3 5'- ggg-gaggguc-cugaugaguccuucgggacgaa-aaggugaag-3' | 143

4 5'- ggg-geugegacugaligaguccuucgggacgaa-agugacaca3. | 40

S 5'- ggg-uccggga-cugaugaguccuucgggacgaa-agggucgaa-3' | 150

6 5’ - ggg-Ccccgega-cugaligaguccuucgggacgaa-aggegeugg-3. | 193

! 5’- ggg-agaaaga-cugaligaguccuucgggacgaa-agccuuuu-3’ 288

8 5’ - ggg-agaagac-cugaugaguccuucgggacgaa-auggugage-3’ 308

9 5’- ggg-ggcagaa-cugalgaguccuucgggacgaa-acgauggug-3' 311

10 5'- ggg-ucuggca-cugaugaguccuucgggacgaa-aagacgaug-3' - | 314

1 5'- ggg-gggcucc-cugaugaguccuucgggacgaa-aagucagau-3' - | 436

12 5’- ggg-ccaguua-cugaugaguccuucgggacgaa-aaggceggec-3' 497

Tab.1l: Sequenz der in dieser Arbeit verwendeten Ribozyme sowie deren Spaltposition
innerhalb der [EX-1-mRNA (vgl. Abb. 8 und Abb. 11)

Die in Tabelle 1 aufgefuihrten Ribozyme verfligten Uber einen konstanten Kernbereich (vgl.
Abb. 8) und sollten zusammen mit ihrer Substrat-RNA im Idealfall folgende Sekundérstruktur

annehmen;

Antisense-Bereich
(variabel)

N >

Spaltungsstelle

H
o
>zZzzZzZzZ2Z2Z2Z2Z2W

czzzzzzzzO

G A H
C GGACGA NNNNNNN
L1101 RN
U CCUGAG NNNNNNN

-3 €—— Zid-RNA

-5 <€—— Ribozym-RNA

u U C —
A U
G | Antisense-Bereich (variabel) |
Dickgedruckt: konstanter Kern-Bereich

Dinn + unterstichen:  NUH™ -Sequenz

Abb. 8: Konsensus-Sequenz der in dieser Arbeit verwendeten Hammerhead-Ribozyme
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Die in vitro-Transkription der Ribozyme erfolgte mit dem ,,AmpliScribe™ T7 High Yield
Transcription Kit* (Epicentre Technologies). Fir die Transkription eines jeden Ribozyms
wurden vier gl der zuvor gepaarten Templates auf 40 Yl Gesamtansatz verwendet. In Bezug
auf Art und Menge der Ubrigen Komponenten entsprach der Ansatz dem Herstellerprotokoll.
Um eine spatere Zuordnung des Transkriptes im Polyacrylamid-Gel zu erleichtern, wurde das
DNA-Template im Anschlufl? an die Transkription durch Zugabe von 2 pl DNasel/Ansatz (1

U/ul - Epicentre Technologies) und zwanzigminitige Inkubation bei 37 °C eliminiert.

2.24.1.4 Fallung und Reinigung der Ansétze, Elektrophorese, Elution und Aufreinigung der

Eluate

Die Fallung und Aufreinigung der Transkripte verlief wie von Krupp (1997) beschrieben. Die
getrockneten Pellets wurden in jeweils 200 Wl HF-Auftragspuffer aufgenommen, 20 Minuten
bei 37 °C und 250 Upm. auf einem Thermomixer resuspendiert und finf Minuten bei 65 °C
denaturiert. FUr die elektrophoretische Auftrennung der Transkripte wurden zwdlfprozentige
PAA-Gele, 7 M Harnstoff verwendet. Als Langenstandard diente synthetisch hergestellte R1-
RNA (vgl. 2.1.6). Die aufgereinigte RNA wurde in je 30 pyl RNase-freiem Wasser

resuspendiert und photometrisch quantifiziert.

2.24.2 Synthese der IEX-1/Exonl-RNA

2.2.4.2.1 invitro-Transkription der |EX-1/Exon1l-RNA

Die Versuchsdurchfiihrung folgte dem ,, AmpliScribe™ T7 High Yield Transkription Kit*-
Handbuch (Epicentre Technologies). Dabel wurde ein 100 pl-Ansatz pipettiert (5 pg T7-
Exonl-DNA as Template) und zwel Stunden bei 37 °C inkubiert. Im Anschlufd wurde das
DNA-Template durch DNasel-Verdau aus dem Ansatz entfernt (vgl. 2.2.4.1.3).

2.2.4.2.2 Fallung und Reinigung des Ansatzes sowie PAA-Gel el ektrophorese

Die Transkripte wurden wie unter 2.2.4.1.4 beschrieben aufgereinigt, auf ein achtprozentiges
PAA-Gel, 7 M Harnstoff aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und eluiert. Als Langen-
standard diente ein ug RNA-Leiter (Life Technologies).
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2.2.4.3 Synthese eines |EX-1/Exon2-Fragments (Position 241-561)

Als Template diente hier das unter 2.2.3.3.2 generierte T7-Exon2-Fragment. Ansonsten
entsprach die Durchfiihrung dem unter 2.2.4.2 beschriebenen Transkriptionsprotokoll! Der
Einfachheit halber wird die |EX-1/Exon2-Fragment-RNA in der Folge grundsétzlich als 1EX-
1/Exon2-RNA bezeichnet.

2.24.4 Synthese der IEX-1-RNA

2.2.4.4.1 invitro-Transkription der IEX-1-RNA

Dem Herstellerprotokoll folgend (MEGASscript™ in vitro Transcription Kit) wurde ein 100-
pl-Ansatz mit finf pug Template-DNA (T7-IEX-1-DNA) pipettiert und drel Stunden bel 37 °C

inkubiert.

2.2.4.4.2 Fallung und Aufreinigung der Transkripte sowie PAA-Gelelektrophorese

Die RNA wurde durch Lithiumchlorid-Prézipitation ausgefdlt (,MegaScriptd in vitro
Transcription Kit“-Handbuch), die aufgereinigten Pellets in je 200 yl HF-Auftragspuffer
aufgenommen und zwanzig Minuten bel 37 °C und 250 Upm. auf einem Thermomixer
resuspendiert. Nach funfminttiger Denaturierung bei 65 °C erfolgte die elektrophoretische
Auftrennung der RNA auf einem flnfprozentigen PAA-Gel, 7 M Harnstoff. Die weltere
Behandlung der Proben entsprach dem unter 2.2.4.1.4 beschriebenen Protokoll.

2.2.5 Invitro-Spaltung der RNA-Molekile durch die Ribozyme 1-12

Um qualitative Hinwelse auf die mogliche Aktivitét der synthetisierten Ribozyme zu erhalten,
wurden in vitro-Spaltungsreaktionen durchgefiihrt. Dabel wurden die verschiedenen RNA-
Substratmolekiile mit jeweils einem der fur diesen Abschnitt spezifischen Ribozyme in
Gegenwart von Magnesiumchlorid inkubiert. Im Falle einer Spaltung der Substrat-RNA
konnten sich die Spaltprodukte dann durch Gelelektrophorese und anschlief3ende Farbung der

RNA-Banden nachweisen lassen.
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2.25.1 Spaltung der IEX-1/Exonl-RNA durch die Ribozyme 1-6

2.2.5.1.1 Durchflihrung der Spaltungsreaktion

In jedem der sechs Ansétze wurden zehn pmol 1EX-1/Exon1-RNA, 20 pmol des zu testenden
Ribozyms und zwel pl 10 x Ribozym-Reaktionspuffer mit RNase-freiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 19,5 ul aufgeflllt. Ein weiterer Ansatz ohne Ribozym-RNA diente als
Kontrolle. Die Komponenten wurden gemischt, finf Minuten bel 65 °C denaturiert, auf 37 °C
abgekuhlt und die Reaktion durch Zugabe von 0,5 pl 1 M Magnesiumchlorid-Lésung
(Endkonzentration: 25 mM) gestartet. Nach dreilZigminttiger Inkubation bei 37 °C lief3 sich
die Reaktion durch Zugabe von zwei pul 300 mM EDTA (Endkonzentration: 30 mM) wieder
stoppen.

2.2.5.1.2 Fallung und Aufreinigung der Ansétze sowie PAA-Gelelektrophorese

Die Falung und Aufreinigung der Ansétze verlief wie von Krupp (1997) beschrieben. Die
Pellets wurden in je 20 yl HF-Auftragspuffer aufgenommen und 20 Minuten bei 250 Upm.
und 37 °C im Thermomixer resuspendiert. Die Elektrophorese der Spaltprodukte sowie deren

Nachweis durch Ethidiumbromidférbung erfolgte wie unter 2.2.1.1 beschrieben.

2.2.5.2 Spaltung der IEX-1/Exon2-RNA durch die Ribozyme 7-12

Die Versuchsabfolge entsprach der der Exonl-Spaltung durch die Ribozyme 1-6, nur dal3 je
zehn pmol |EX-1/Exon2-RNA und 20 pmol RNA der Ribozyme 7-12 eingesetzt wurden.

2.2.5.3 Spaltung der IEX-1-RNA durch die Ribozyme 1-12

2.2.5.3.1 Durchfiihrung der Spaltungsreaktion und Slberfarbung

Da die IEX-1-RNA nur in geringem Umfang synthetisiert werden konnte, wurden fir die in
vitro-Spaltung ein pmol 1EX-1-RNA und zehn pmol Ribozym-RNA verwendet. Die Durch-
fuhrung der Restriktion entsprach der IEX-1/Exonl-RNA-Spaltung durch die Ribozyme 1-6.
Die Fdlung, Aufreinigung und Elektrophorese der Spaltprodukte erfolgte wie zuvor
beschrieben. Die Farbung des PAA/Harnstoffgels wurde mit dem , Silver Stain Plus-Kit*
(BioRad) durchgefiihrt.
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2.2.6 Erstellung von Ribozymkinetiken

Die Erstellung von Ribozymkinetiken diente dem quantitativen Nachweis der katalytischen
Aktivitét der Ribozyme. Sie wurde in Anlehnung an das von Hendry et al. (1997) publizierte
Protokoll durchgefuhrt. Um auf eine radioaktive Endmarkierung der Substrat-RNA verzichten
zu konnen, wurden Substratmengen verwendet, die sich auch durch Ethidiumbromidférbung

nachwei sen lief3en.

2.2.6.1 Erstellung von Kinetiken fur die Ribozyme 1-6

2.2.6.1.1 Durchfuhrung der Spaltungsreaktion und der Elekirophorese

Als Substrat fur die Ribozyme 1-6 diente IEX-1/Exon1-RNA (240 Bp). Die Erstellung der
Kinetiken verlief weitestgehend wie unter 2.2.5.1.1 beschrieben, nur dal3 pro Ansatz 30 pmol
Substrat und 60 pmol Ribozym eingesetzt wurden. Sofort nach der Zugabe von Magnesium-
chlorid wurden zwei pl des Ansatzes entnommen und die Reaktion in diesem Aliquot durch
Zugabe von zwei Y HF-Auftragspuffer gestoppt (Null-Minuten-Wert). Diese Prozedur
wiederholte sich nach 30 Sekunden sowie 2, 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Minuten, wobei die
Aliquots nach zweiminttiger Denaturierung bel 65 °C auf ein achtprozentiges PAA-Gel, 7 M
Harnstoff aufgetragen wurden. Im Anschlu an die Elektrophorese erfolgte die
Ethidiumbromidférbung der RNA-Banden.

2.2.6.1.2 Auswertung der Kinetiken

Die Gele lief3en sich mit dem BioDoc-Video-System von Biometra photographieren, als
Bitmap-Dateien abspeichern und am Computer auswerten (ScanPack Version 3.0 - Biometra).
Dabel wurden die Intensitéten der Bande mit dem Spaltprodukt und der Substratbande (1EX-
1/Exonl-RNA) ermittelt und die Intensitét der Spaltproduktbande aufgrund ihrer geringeren
Léange mit einem Korrekturfaktor multipliziert, so dal3 sie mit der Substratbandenintensitat
vergleichbar war. So wurde z.B. im Fale des Ribozyms 2 (Substratbande = 240 nt,
Spaltprodukt = 134 nt) ein Korrekturfaktor von 240/134 = 1,765 ermittelt. Mit den so
errechneten Werten konnte unter Zuhilfenahme des Programms ,Microsoft Excel fir

Windows 98* ein Kurvendiagramm erstellt werden.
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2.2.6.2 Erstellung von Kinetiken fur die Ribozyme 8-12

Fir die Kinetiken der Ribozyme 8-12 wurde IEX-1/Exon2-RNA (Position 241-561) als
Substrat verwendet. Die Durchfihrung der Spaltungsreaktion, die Elektrophorese und die
Auswertung der Kinetiken entsprachen dem Abschnitt 2.2.6.1.

2.2.7 Northern-Blot

In einem néchsten Schritt der in vitro-Charakterisierung sollte sichergestellt werden, dal? die
Ribozyme nicht nur synthetisch hergestellte Substrat-RNA schneiden, sondern auch in der
Lage sind, IEX-1-RNA in einem zelluldren Gesamt-RNA-Ansatz zu erkennen und zu spalten.
Hierfir wurde T-REx™-293-RNA isoliert, mit verschiedenen Ribozymen inkubiert, auf
einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und die
IEX-1-RNA sowie eventuelle Spaltprodukte mit einer spezifischen [a-3P]dCTP-markierten
DNA-Sonde detektiert.

2.2.7.1 Spezifische IEX-1-Spaltung aus T-REx™-293-Gesamt-RNA

2.2.7.1.1 Zellkultur und Isolierung von Gesamt-RNA aus T-REx™-293-Zellen

Die Zellkultur erfolgte wie im Handbuch (Invitrogen) beschrieben. Eine 75cm*Kulturflasche
mit T-REx™-293-Zellen wurde durch Zugabe von 300 ng TNFa zur Expression von 1EX-1
stimuliert, 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, das Medium abgesogen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem ,,RNeasy Mini Kit“ (QIAGEN), wobei
QIAshredder-Saulen (QIAGEN) zur Homogenisierung des Lysats Verwendung fanden.

2.2.7.1.2 Ribozymvermittelte IEX-1-Spaltung in T-REX™-293-Gesamt-RNA

In getrennten Ansétzen wurden jeweils 30 pmol der Ribozyme 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11 und 12 mit
20 pg T-REx™-293-Gesamt-RNA sowie zwei pl 10 x Ribozym-Reaktionspuffer gemischt
und die Ansétze mit RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 19,5 pl aufgefllt. Ein
Ansatz ohne Ribozym-RNA diente als Kontrolle. Die Spaltungsreaktion verlief wie unter
2.2.5.1.1 beschrieben. Die Aufarbeitung der Ansdtze entsprach einem von Krupp (1997)

beschriebenen Protokoll.
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2.2.7.1.3 Herstellung der Sonden-DNA

Zur Amplifikation des Sonden-DNA-Templates mittels PCR wurden pCR?2.1/IEX-1-DNA
as Matrize und die beiden Primer NBP-1 und NBP-2 verwendet. Die Ermittlung der
Annealingtemperatur, die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes sowie die Abfolge der
Zyklen entsprachen dem unter 2.2.3.1 beschriebenen Standardprotokoll. Die Ansétze wurden
durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Fragmente (235 Nukleotide) mit
dem ,QIAEX Il Ge Extraction Kit* (QIAGEN) eluiert. 50 ng dieses Eluates dienten als
Template zur Herstellung [a-**P]dCTP-markierter Sonden-DNA. Hierzu wurde das ,, Ready to
go DNA Labelling Kit“ (Amersham Pharmacia) verwendet. Die Aufreinigung der Sonden-
DNA erfolgte mit dem ,, QIAquick Nukleotide Removal Kit“ (QIAGEN).

2.2.7.1.4 Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese, Transfer der Proben auf eine Hybond-
N*-Nylonmembran (Kapillarblot) und Methylenblau-Farbung der Membran

Die Protokolle fur diese Versuche lassen sich in Sambrook et al. (1989, Seiten 7.37 — 7.50)
nachlesen. Fir die Fixierung der RNA auf der Nylonmembran wurde ein ,GS Gene
Linker™* (BioRad) benutzt (150 mJoule/cm?).

2.2.7.1.5 Prahybridisierung, Hybridisierung, Waschen der Membran und Detektion der
Sgnale

Die Hybridisierung erfolgte in , ExpressHyb™ Hybridization Solution® (Clontech). Die
Durchfiihrung der Versuche entsprach der mitgelieferten Herstellervorschrift. Im Anschlul® an
die verschiedenen Waschschritte wurden die Signale auf einem ,, Scientific Imaging Film
Biomax™ MR* der Firma Kodak detektiert.

2.2.8 Klonierung von Ribozym-Template-DNA (R2, R8, R9 und R10) in den transien-
ten Vektor pCR®3.1

Die Ribozyme 2, 8, 9 und 10 wurden aufgrund verschiedener Uberlegungen (vgl. 3.4) firr die
Durchfihrung der Folgeversuche ausgewahlt. Um die genannten Ribozyme auch in der
Zellkultur unter in vivo-Bedingungen einsetzen zu kdnnen, wurden sie in den Expressions-
vektor pCR®3.1 (Invitrogen®) kloniert.
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Dieser Vektor konnte dann durch eine as Transfektion bekannte Methodik transient in T-
REx™-293-Zellen geschleust werden und dort die gezielte Expression der in ihn ligierten

Ribozyme steuern.

2.2.8.1 Phosphorylierung und Annealing der Ribozym-Oligonukleotide

Verschiedene Ribozymoligonukleotide (R2-FW, R2-R, R8-FW, R8-R, R9-FW, R9-R, R10-
FW und R10-R) wurden so konstruiert, dal3 sie im Anschluf? an eine Paarung der jeweils zwel
zusammengehdrigen Einzelstrange Uber 5'-Nhe-1- und 3'-Xba-I-Uberhdnge verfiigten. Uber
diese Restriktionsschnittstellen war dann nach erfolgter Phosphorylierung der Ribozym-DNA
eine Ligation in den Vektor moglich. Die Phosphorylierung von je 50 pmol der
Oligonukleotide verlief der Herstellervorschrift folgend in getrennten Ansédtzen mit T4-
Polynukleotid-Kinase (Life Technologies). Die jeweils zusammengehorigen Oligonukleotid-
Ansdize wurden nach zehnmindltiger Hitzedenaturierung bei 65 °C vereinigt und auf

Raumtemperatur abgekiihlt, wobel sich die Einzelstrange zu Doppel strangen verbanden.

2.2.82 Nhe-l- und Xba-I-Restriktion des Plasmids pCR®3.1

Um die Ribozym-Templates in das Plasmid ligieren zu kénnen, mufdte dieses Nhe-1/Xba-I-
geschnitten werden. Zur Berechnung der fir die Spaltung von funf pg pCRO3.1-DNA

notwendigen Mengen Restriktionsendonuklease wurde folgende Formel benutzt:

Menge der Schnittstellen auf dem Plasmid « Grofe des Phagengenoms
Menge der Schnittstellen auf der Phagen-DNA Grof3e des Plasmids

X Units=

Nach Einsetzen der Werte in obige Formel ergaben sich folgende Mengen:

Nhel: 1/4 x 36/5,6 = 1,6 U/ug Plasmid b 8 U/5 g Plasmid
Xbal: 1/5 x 36/5,6 = 1,3 U/ug Plasmid b 6,5 U/5 pg Plasmid

Die Zusammensetzung des Ansatzes entsprach dem Herstellerprotokoll. Nach einstiindiger

Inkubation bei 37 °C wurde der Ansatz 15 Minuten bei 65 °C denaturiert, um die Enzyme zu
deaktivieren.
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2.2.8.3 Dephosphorylierung des Vektors, Elektrophorese und DNA-Elution

Da sich die Uberhédngenden Enden an der Nhe-l- und Xba-1-Schnittstelle aufgrund ihrer
Sequenzen miteinander paaren konnten (vgl. 2.2.8.7), muféte das Plasmid dephosphoryliert
werden, um eine Selbstligation zu verhindern. Hierzu wurden dem Restriktionsansatz funf pl
20 mM CaCl,-L6sung zugegeben und das Gemisch im Thermoblock auf 30 °C abgeklhlt.
Durch Zugabe von funf yl HK™-Thermolabiler Phosphatase (Epicentre Technologies) und
einstindige Inkubation bel 30 °C erfolgte die Dephosphorylierung der Plasmide. Im Anschluf3
an eine funfzehnminttige Hitzedeaktivierung des Reaktionsansatzes bel 65 °C wurde die
DNA auf ein Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt, das linearisierte Plasmid aus
dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit dem ,, QIAquick Gel Extraction Kit* (QIAGEN)
eluiert.

2.2.8.4 Ligation der phosphorylierten Inserts (vgl. 2.2.8.2) in den dephosphorylierten Vektor
(vgl. 2.2.8.3) und Transformation von TOP10F -Zellen

Ligation und Transformation folgten dem ,, Eukaryotic TA Cloni nga Kit Instruction Manual“
(Invitrogen). Je 50 pl der transformierten TOP10F -Zellen wurden auf LBA-Agar ausplattiert
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.8.5 Koloniescreening zur Insert-Detektion

Das Screening erfolgte mit den Primern T7P und PCR3R (vgl. 2.1.6), wobei die Kolonien
(TOP10F /pCR? 3.1/Ribozym2, TOP10F /pCR? 3.1/Ribozym8, TOP10F /pCR? 3.1/Ribozym9
und TOP10F /pCR? 3.1/Ribozym10) mit je einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und ein
Teil der daran haftenden Zellen in ein PCR-Cap Uberfihrt wurde. Die restlichen Zellen
konnten in ein Roéhrchen mit finf ml LBA-Medium abgeworfen und diese Vorkultur Gber
Nacht bel 37 °C bebritet werden. Jedem PCR-Cap wurden 30 gl eines Standard-PCR-
Ansatzes (vgl. 2.2.3.1.3) ohne Plasmid-Template zugefiigt. Die Errechnung der
Annedingtemperatur sowie die Amplifikation der DNA folgten dem unter 2.2.3.1
beschriebenen Standardprotokoll. Nach der Amplifikation wurden die Ansétze durch PAA-
Elektrophorese getrennt, die DNA-Banden ethidiumbromidgefarbt und photographiert.
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2.2.8.6 Plasmid-Préparation

Eine Plasmid-Préparation erfolgte nur bei denjenigen Kulturen, deren DNA in Versuch
2.2.8.5 zu einem PCR-Signal korrekter Lange gefuhrt hatten. Je ein ml der Vorkultur diente
als Impfgut fur eine spéter anzusetzende Hauptkultur. Zur Isolierung der Plasmide wurde das
» QIAprep Plasmid Purification Mini Kit* (QIAGEN) verwendet.

2.2.8.7 Nhe-l- und Xba-|-Restriktion der Plasmide zur Ermittlung der Insert-Orientierung

Obwonhl das Insert von zwel verschiedenen Restriktionsendonuklease-Erkennungssequenzen
flankiert wurde, war eine Ligation in falscher Orientierung moglich, da sich die
Erkennungssequenzen des Nhe | und des Xba | im Kern entsprachen.

! !

Nhel: GCTAGC Xbal: TCTAGA
CGATCG AGATCT

Im Falle einer Ligation in falscher Orientierung konnte das Plasmid mit keiner der beiden
Restriktionsendonukleasen geschnitten werden, da sich die Erkennungssequenz gedndert
hatte.

GCTAGA

CGATCT

Die Restriktion der Plasmide (pCR? 3.1/Ribozym2, pCR? 3.1/Ribozym8, pCR? 3.1/Ribozym9
und pCRé 3.1/Ribozym10) verlief wie unter 2.2.8.2 beschrieben. Im Anschluf® wurden die
Ansdtze durch PAA-Gelelektrophorese getrennt und ethidiumbromidgefarbt. Digjenigen Plas-

mide, aus denen sich ein Insert korrekter Lange ausschneiden lief3, wurden sequenziert.

2.2.8.8 Sequenzierung der Plasmide

Durch die Sequenzierung der Vektoren konnte sowohl die Orientierung as auch die korrekte
Sequenz der Ribozym-Inserts kontrolliert werden, was unter Verwendung des ,, Sequi Therm
EXCEL™ Il Long Read DNA Sequencing Kit-LC* der Firma Epicentre Technologies
geschah. Dabei wurde der Herstellervorschrift gefolgt. Die Annealingtemperaturen der
Sequenzierprimer TAG5* und TAGR* lief3en sich wie unter 2.2.3.1.1 beschrieben errechnen.
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Im Anschluf3 an die PCR wurden die Ansétze funf Minuten bei 85 °C denaturiert und je 1,5
W auf ein Sequenziergel (Sequagel® XR, National Diagnostics) aufgetragen. Die
Sequenzierung lief Uber Nacht (LI-COR DNA-Sequencer Model 4000L). Die Auswertung der
Banden erfolgte automatisch.

2.2.89 Ansetzen von Hauptkulturen und Pr8paration der Plasmide pCRO3.1/Ribozym2,
pCROS.JJRi bozyms8, pCROS.llRi bozym9 und pCROS.JJRi bozym10

Je 200 ml LBA-Medium wurden mit einem ml Vorkultur (siehe 2.2.8.6) beimpft und Uber
Nacht bei 37 °C und 200 Upm. auf einem Schtteltisch inkubiert. Das Zellmaterial lief? sich
durch zehnminutige Zentrifugation bel 4000 Upm. ernten und die Plasmide konnten mit dem
» EndoFree Plasmid Maxi Kit* (QIAGEN) isoliert werden.

2.2.9 Konstruktion von Plasmiden (pCROS.l) mit Ribozym-Inserts und nachgeschal-
tetem |EX-1-Intron

Um die Transkriptionseffizienz in der Zelle zu erhdhen, wurde das IEX-1-Intron an das 3'-
Ende der Ribozymkonstrukte ligiert (Lee et al., 1997; Zheng et a., 1997). Das |EX-1-Intron
konnte durch Verwendung von Primern (IEX-1I-FW und IEX-1I-R - siehe 2.1.6) mit 5 -Xba-
|- und 3'-Pme-I-Schnittstellen amplifiziert, in den TA-Vektor pCROZ.l kloniert und nach
Xba-I/Pme-I-Restriktion in die pCROS.llRi bozym-K onstrukte umkloniert werden.

2.29.1 PCR-Amplifikation des |EX-1-Introns mit 5’ -Xba-I- und 3'-Pme-1-Schnittstelle

Der Primer IEX-1I-FW bestand aus einer Xba-1-Erkennungssequenz (TCTAGA), einem fir
den Spleil3vorgang wichtigen Sequenzabschnitt auf dem Exonl (CTCGAGTG) und den ersten
elf Basen des Introns (GAGAGTATCGC). IEX-1I-R setzte sich entsprechend aus einer Pme-
|-Erkennungssequenz (GTTTAAAC), dem fir den Spleil3vorgang essentiellen Abschnitt des
Exon2 (CGGAC) und den letzten zwolf Basen des Introns (CTAAGGGGAGAC) zusammen.
Die PCR verlief unter Standardbedingungen (vgl. 2.2.3.1). Im Anschluf} an die Agarose-
Gelelektrophorese wurde die DNA ethidiumbromidgefarbt, aus dem Gel ausgeschnitten und
mit dem ,, QIAEX Il Gel Exraction Kit* (QIAGEN) eluiert.
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2.2.9.2 Klonierung des IEX-1-Introns in den Vektor pCROZ.l und anschlief3ende Transfor-
mation von TOP10F -Zellen

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit dem ,,Original TA Cloni nga Kit* (Invitrogen) in
den TA-Vektor pCR®2.1 kloniert und anschlieBend in TOP10F* -Zellen geschleust.

2.2.9.3 Plasmid-Préparation, Sequenzierung der isolierten Plasmide, Ansetzen einer Haupt-

kultur und erneute Plasmid-Isolierung (Maxiprep)

Die Durchfihrung dieser Versuche entsprach den unter 2.2.8.6 und 2.2.8.8-2.2.8.9
aufgefiihrten Methoden.

2.29.4 Xbal- und Pme-l-Restriktion des Plasmids pCROZ.l/IEX-l-Intron, PAA-Elektro-

phorese und Elution des | EX-1-Intron-Fragments

Die Berechnung der notwendigen Mengen Restriktionsendonuklease erfolgte wie unter
2.2.8.2 beschrieben:

Xbal: 2/5x 36/4 = 3,6 Units/pug Plasmid b 72 U/20 pg Plasmid
Pmel: 1/2 x 50/4 = 6,25 Unitg/ug Plasmid b 125 U/20 ug Plasmid

20 ug pCROZ.]./IEX-l-Intron mufdten im Anschlul® an die Restriktion fir 20 Minuten bei 65
°C inkubiert werden, um die Restriktionsendonukleasen zu deaktivieren. Die DNA wurde im
Anschlul? an die Elektrophorese ethidiumbromidgeféarbt. Die Elution der 1EX-1-Intron-
Fragmente verlief wie von Krupp (1997) beschrieben.

2295 Restriktion der Plasmide pCR®3.1/Ribozym2, pCR®3.1/Ribozym8, pCR°3.V/
Ribozym9 und pCROS.JJRi bozym10, Ligation des IEX-1-Intron-Fragments in die
geschnittenen Vektoren und Transformation von TOP10F -Zellen

Die Berechnung der zur Restriktion von funf pg Plasmid notwendigen Mengen Restriktions-
enzym orientierte sich an der unter 2.2.8.2 beschriebenen Formel (Xba I: 7,5 Unitg/5 pg
Plasmid; Pme |: 25 Unitg/5 pg Plasmid). Die Restriktion, die Elektrophorese, die Elution der
linearisierten Plasmide und die Transformation von TOP10F -Zellen wurden wie unter 2.2.8.2
und 2.2.8.4 erlautert durchgefihrt.
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2.2.9.6 Koloniescreening, Plamid-Prdparation und Sequenzierung der Plasmide

Die Durchfuhrung dieser Versuche entsprach den Abschnitten 2.2.8.5, 2.2.8.6 und 2.2.8.8.

2.2.10 Konstruktion von Plasmiden (pCRaS.l) mit verschiedenen Ribozym-Konkata-

mer-lnserts

Neben den Plasmid/Ribozym/IEX-1-Intron-Konstrukten wurden drei Konkatamere herge-
stellt, die mehrere hintereinander geschaltete Ribozyme und das |EX-1-Intron enthielten.
Diese Konstrukte basierten auf dem Vektor pCR? 3.1/Ribozym2/IEX-1-Intron und lieen sich
durch schrittweise Umklonierung aus anderen unter 2.2.9 generierten Plasmiden herstellen.
Dabel wurde die Tatsache genutzt, dal3 sich Nhe-I- und Xba-1-geschnittene DNA-Fragmente
miteinander ligieren lassen, wobei jedoch die Restriktionsschnittstelle verloren geht (vgl.
2.2.8.7). Der IEX-1-Intron-Bereich konnte durch Xba I/Pme |-Restriktion aus dem pCRé‘ 3.V
Ribozym2/IEX-1-Intron-Konstrukt entfernt und dann ein Nhe-I/Pme-1-geschnittenes Insert
aus einem anderen Vektor (z.B. pCRé‘S.llRibozymSIIEX-1-Intron) hinter den Ribozym2-
Bereich ligiert werden etc. (Abb. 9).

DCRE3.1/ R2 1EX-1-Intron R8 IEX-1-Intron N

R2-Intron > I I I I I I <4— RS8Intron
Nhel Xbal Pmel Nhel Xbal Pmel

Xbal/Pmel-Restriktion

Nhe|/Pme|-Restriktion

R2 R8 IEX-1-Intron
Vektor _|_| I_ ,,,,,,,,, |_|—| Insert
Nhel Xbal Pmel Nhel Xbal Pmel
l Ligation
R2 R8 IEX-1-Intron
[ 1 ] | pCR33.1/
[T 1 [ R2+8-Intron
Nhel ¢ Xbal Pmel
x(Xbal/Nhel)

Abb. 9: Konstruktion von Ribozym-K onkatameren mit nachgeschaltetem | EX-1-Intron
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Auf diese Weise wurden folgende Plasmide konstruiert: pCRé‘ 3.1/Ribozym2+8/IEX-1-Intron,
pCR? 3.1/Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und pCR?3.1/Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron. Die
hierfir notwendigen Methoden wie Restriktion, Agarose-Elektrophrorese, DNA-Elution,
Ligation, Transformation, Insert-Screening, Sequenzierung sowie Plasmid-Isolierung kénnen

aus den Kapiteln 2.2.8 und 2.2.9 ersehen werden.

2.2.11 Umklonierung der Ribozym/IEX-1-Intron-Fragmentein den retroviralen Vektor
pBabePuro

Um neben dem transienten Transfektionsmodell Uber eine Moglichkeit des stabilen
Gentransfers zu verfigen, wurde das retrovirde Expressionsmodell pBabePuro gewahit.
Durch Kotransfektion einer Verpackungszellinie mit pBabePuro und anderen Hilfsvektoren
konnte ein Kulturtiberstand gewonnen werden, der infektiose Retroviren enthielt, welche das
gewunschte Insert in sich trugen. Nach Transduktion und Selektion der T-REx™-293-Zellen
enthielten diese ein stabil ins Genom integriertes Provirus, das verschiedene Ribozym-
konstrukte exprimierte.

2.2.11.1 Amplifikation von Ribozym9/IEX-1-Intron-, Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron- und
Ribozym2+8+9+10/1EX-1-Intron-Fragmenten, Klonierung in das Plasmid pCRé‘ 21
und Umklonierung in den retroviralen Vektor pBabePuro

2.2.11.1.1 PCR-Amplifikation der Fragmente und Klonierung in den Vektor pCRé‘ 2.1

Da die in pCR®3.1 klonierten Ribozymkonstrukte tiber keine passenden Restriktionsendo-
nuklease-Erkennungssequenzen fir eine Umklonierung in pBabePuro verflgten, wurden
durch PCR mit den Primern Bamkon und Salkon (vgl. 2.1.6) Ribozym/IEX-1-Intron-
Fragmente generiert, die Uber eine 5'-BamH-I- und eine 3'-Sal-I-Schnittstelle verfugten.
Diese PCR-Produkte muften in den TA-Vektor pCR®2.1 kloniert, durch die entsprechenden
Restriktionsendonukleasen aus dem Vektor ausgeschnitten, aufgereinigt und in den BamH-I-
und Sal-1-geschnittenen Vektor pBabePuro kloniert werden. Als Template dienten die
Vektoren pCR?3.1/Ribozym9/IEX-1-Intron, pCR?3.1/Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und
pCR? 3.1/Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron. Die PCR wurde wie unter 2.2.3.2 beschrieben
durchgefiihrt und die PCR-Produkte in das Plasmid pCR? 2.1 ligiert (vgl. 2.2.9.2).
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2.2.11.1.2 Restriktion der zuvor generierten Vektoren sowie desretroviralen Vektors
pBabePuro mit BamH | und Sal |, PAA-Gelelektrophorese und Elution der
ausgeschnittenen Fragmente

Diese Versuche orientierten sich an der unter 2.2.8.2 beschriebenen Methodik, nur dal3
anstelle von Nhe | und Xba | die Restriktionsendonukleasen BamH | und Sal | Verwendung
fanden. Im Anschluf an die Elektrophorese wurden der linearisierte Vektor pBabePuro sowie
die Fragmente Ribozym9/IEX-1-Intron, Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und Ribozym2+8+9+
10/IEX-1-Intron mit dem ,, QIAEX-1I Gel Extraction Kit* (QIAGEN) aus den Gelen eluiert.

2.2.11.1.3 Ligation der Fragmente in pBabePuro, Transformation von TOP10F*-Zellen,
Plasmid-Isolierung, Kontrollrestriktion mit BamH | und Sal |, Sequenzierung der

Vektoren und erneute Plasmid-Pré&paration

Die Durchfuhrung dieser Versuche orientierte sich unter Verwendung der Sequenzierprimer
pBabe-F* und pBabe-R* (vgl. 2.1.6) an den Kapiteln 2.2.9.2-2.2.9.7.

2.2.12 PCR-Nachweisdes Provirusin genomischer DNA

Im Anschluf3 an die Transduktion (vgl. 2.3.3) wurde genomische DNA aus den transduzierten
T-REx™-293-Zéellen isoliert (, QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Kit*). Um zu testen, ob
der Provirus in die DNA integriert war, mufe eine PCR (vgl. 2.2.3.1) mit den
provirusspezifischen Primern Bamkon und Salkon (vgl. 2.1.6) durchgefuihrt werden. Die
Detektion der Amplifikate erfolgte durch PAA-Gelelektrophorese und anschlief3ende
Ethidiumbromidfarbung.

2.2.13 Nachweis von Ribozym-RNA in den transduzierten T-REx™-293-Zellen durch
Reverse Transkription und anschliefiende PCR-Amplifikation (RT-PCR)

Ribozym-RNA lief3 sich in den Zellen durch die Isolierung von Gesamt-RNA (RNeasy Mini
Kit - QIAGEN), einstindige DNase-I-Behandlung (AmpliScribea T7 High Yield Transkrip-
tion Kit - Epicentre Technologies), zweiminitige Denaturierung der RNA bel 95 °C und die

Synthese von cDNA (Reverse Transkription) nachweisen.
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Hierfir wurden je zwei ug RNA und zwei il Oligo(dT) 15-Primer mit sterilem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 13,4 ul aufgefdllt, mit funf ul 5 x M-MLV-Reaktionspuffer, funf pl
dNTP-Mix, 0,6 il RNasin (25 Units) und einem pl M-MLV Reverser Transkriptase gemischt
und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Je zwei Yl der cDNA- sowie der Gesamt-RNA-Ansétze

wurden per PCR spezifisch auf die Nachweisbarkeit von Ribozym-DNA untersucht:

Negativ-Kontrollen:

pBabePuro/R9-RNA: Nachweis R9: Primer pBabe9FW + pBabe9R
pBabePuro/R2+8+9-RNA.: Nachweis R2+8+9: Primer pBabe2FW + pBabedR
pBabePuro/R2+8+9+10-RNA: Nachweis R2+8+9+10:  Primer pBabe2FW + pBabelOR
pBabePuro-cDNA: Nachweis R9: Primer pBabe9FW + pBabe9R
Nachweis R2+8+9: Primer pBabe2FW + pBabedR

Nachweis R2+8+9+10:  Primer pBabe2FW + pBabelOR

Ribozym-Nachweise:

pBabePuro/R9-cDNA: Nachweis R9: Primer pBabe9FW + pBabedR
pBabePuro/R2+8+9-cDNA: Nachweis R2+8+9: Primer pBabe2FW + pBabe9R
pBabePuro/R2+8+9+10-cDNA:  Nachweis R2+8+9+10:  Primer pBabe2FW + pBabelOR

Die Durchftihrung der PCRs folgte dem Standardprotokoll (2.2.3.1). Die Amplifikate wurden
durch PAA-Gelelektrophorese getrennt und ethidiumbromidgeférbt.

2.2.14 Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA aus stabil transduzierten T-REx™-293-
Zellen und einer [a-*?P]dCTP-markierten 235-Bp-Sonde

Stabil transduzierte T-REx™-293-Zellen wurden 24 Stunden serumstarviert (DMEM, 0,5 %
FCS, 2 mM Glutamin, 5 pg/ml Puromycin) und im Anschlufd durch Zugabe von Serum
(DMEM, 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 5 pg/ml Puromycin) zur 1EX-1-Expression stimuliert.
Die Gesamt-RNA-Extraktion (,RNeasy Mini Kit* - QIAGEN) erfolgte nach zweistiindiger
Inkubation.
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Je 20 pg Gesamt-RNA der vier Zellinien (T-REx™-293/pBabe, T-REx™-293/pBabe/Ribo-
zym9, T-REx™-293/pBabe/Ribozym2+8+9 und T-REx™-293/pBabe/Ribozym2+8+9+10)
wurden fur den Northern-Blot verwendet. Ansonsten entsprach das Protokoll der unter 2.2.7
beschriebenen Methodik.

2.3 Zdlbiologische Verfahren

2.3.1 Zdlkultur

Die T-REX -293-Zellen wurden dem Invitrogen-Handbuch ,, Growth and Maintenance of T-
REx" Cell Lines' folgend in DMEM (10 % FCS, 2 mM Glutamin, 5 pg/ml Blasticidin)
kultiviert.

2.3.2 Transfektion von T-REx " -293-Zellen mit Effectene” -Reagent (QIAGEN)

Die Transfektion folgte dem , Effectene” Transfection Reagent Handbook* des Herstellers. Je
2 x 10° Zellen/well wurden tiber Nacht in Sixwell-Platten inkubiert und am néchsten Tag mit
den pCRé‘ 3.1/Ribozym/IEX-1-Intron-Konstrukten (vgl. 2.2.9 und 2.2.10), dem Kontrollvektor
pCR?3.1 und dem tetrazyklininduzierbaren Expressionsvektor pcDNA4/TO/IEX-1 (Arlt et
al., 2001) transfiziert. Die beiden Zellpopulationen, die mit pCR®3.1 und pcDNA4/TO/IEX-1
transfiziert wurden, dienten als Positiv- (stimuliert) bzw. Negativkontrollen (unstimuliert).

Kultur 1. 0,2 pg pCRé‘S.l + 0,2 pg pcDNA4/TO/IEX-1 +Tet
Kultur 2. 0,2 g pCRé‘S.l + 0,2 pg pcDNA4/TO/IEX-1 -Tet
Kultur 3: 0,2 g pCRé‘3.1/R2/I EX-1-Intron + 0,2 pug pcDNA4/TO/IEX-1 +Tet
Kultur 4: 0,2 ug pCR?3.1/R8/IEX-1-Intron + 0,2 ug pcDNA4/TO/IEX-1 +Tet
Kultur 5: 0,2 ug pCR?3.1/R9/IEX-1-Intron + 0,2 ug pcDNA4/TO/IEX-1 +Tet
Kultur 6: 0,2 ug pCR?3.1/R10/IEX-1-Intron + 0,2 pg pcDNA4/TO/I EX-1 +Tet
Kultur 7: 0,2 ug pCR?3.1/R2+8/IEX-1-Intron + 0,2 pg pcDNA4/TO/I EX-1 +Tet
Kultur 8: 0,2 ug pCR?3.1/R2+8+9/IEX-1-Intron + 0,2 ug pcDNA4/TO/IEX-1 +Tet

Kultur 9: 0,2 pg pCRé‘3.1/R2+8+9+10/I EX-1-Intron + 0,2 ug pcDNA4/TO/IEX-1  +Tet
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Die Zellen wurden zwolf Stunden bel 37 °C inkubiert, 24 Stunden serumstarviert, tetrazyklin-
gtimuliert und nach weiteren zwolf Stunden Inkubation fir die Western-Blot-Analyse
aufgearbeitet (siehe 2.4.1.1).

2.3.3 Transduktion von T-REx™-293-Zellen mit dem retroviralen Vektor pBabePuro

Um Uber ein Zellsystem zu verfiigen, dal3 die Ribozyme stabil exprimiert, wurden drel
verschiedene in T-REx™-293-Zellen aktive Ribozymkonstrukte (Ribozym9/IEX-1-Intron,
Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron) in den retroviralen
Vektor pBabePuro kloniert (vgl. 2.2.11). Mit diesen Vektoren und dem Kontrollvektor
pBabePuro (ohne Insert) wurde die Verpackungszellinie 293-T transfiziert, welche daraufhin
infektiose Viren in den Kulturlberstand sezernierte. Die viralen Uberstande dienten der
Transduktion von T-REx™-293-Zellen.

2.3.3.1 Generierung von Virusitiberstand und Transduktion von T-REx™-293-Zellen

Diese Arbeiten wurden von Frau Christiane Sandberg aus der Arbeitsgruppe fir Molekulare
Onkologie (Leiter Prof. Kalthoff) an der Klinik fir Allgemeine Chirurgie durchgefihrt und
erfolgten wie zuvor beschrieben (Hinz et al., 2000). Nach zehn selektiven Tellungsschritten
der transduzierten Zellen mit entsprechenden Medienwechseln (DMEM, 10 % FCS, 2 mM
Glutamin, 5 pg/ml Blasticidin, 1 pg/ml Puromycin) konnte davon ausgegangen werden, dafi3
die verbliebenen Zellen stabil transduziert und keine infektiosen Viruspartikel mehr

vorhanden waren.

2.3.4 Zélproliferations-Assay

In zwei 96-well-Platten wurden je 5000 Zellen/well (in 200 pl Medium) ausgesét, wobel jede
der vier zu testenden Zellinien in 4 x 8 Lochern wuchs. Die verbliebenen Locher wurden als
Negativkontrollen mit je 200 pl Medium befiillt. Nach zwolfstiindiger Inkubation wurde das
Medium abgesogen und durch 200 gl Medium mit verschiedenen FCS-Konzentrationen (0,5
%, 2,5 %, 5 % und 10 %) ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die Zugabe von 25
MTS-Substrat/well (,CellTiter 96° Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay“ -
Promega) und nach einstindiger Inkubation die photometrische Messung des Farbumschlags
(Plattenphotometer Dynatech MR5000).
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Die Absorption bel 490 nm war der Anzahl |ebender Zellen in der Kultur direkt proportional.
Der Versuch wurde mehrfach wiederholt, die Mefl3werte jeder Zellinie gemittelt und aus den
errechneten Werten mit Excel fir Windows 98 ein Balkendiagramm erstellt.

2.35 Zélzyklus-Analyse durch Propidiumjodid-Farbung

Je vier wells einer Sixwell-Platte der transduzierten Zellinien (T-REx™-293/pBabe, T-
REx™-293/pBabe/Ribozym9, T-REx™-293/pBabe/Ribozym2+8+9 und T-REx™-293/
pBabe/Ribozym 2+8+9+10) wurden mit 4 x 10° Zellen/well beimpft und diese iiber Nacht bei
37 °C in Vollmedium (DMEM, 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 5 pg/ml Blasticidin, 1 pg/u

Puromycin) inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen serumstarviert (DMEM, 0,5 %
FCS, 2 mM Glutamin, 5 pg/ml Blasticidin, 1 pg/ml Puromycin), zwei Tage unter
Serumentzug in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert und zwolf Stunden mit Vollmedium
inkubiert. Im Anschluf3 liefd sich das Medium in 15-ml-Sarstedt-Rohrchen tberfthren und die
Zellen konnten durch funfmindtige Inkubation mit je zwei ml PBS/10 % Trypsin/EDTA vom
Boden der Sixwell-Platte gel6st werden. Der Uberstand wurde mit den dazugehorigen Medien
vereinigt und die Zellen funf Minuten bei 1800 Upm. abzentrifugiert. Nach Resuspendierung
der Pelletsin jezwel ml PBS/5 mM EDTA, erneuter Zentrifugation und Resuspendierung der
Pellets in einem ml PBS/5S mM EDTA erfolgte die Fixierung der Zellen durch schrittweise
Zugabe von einem ml Ethanol (absolut). Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 4 °C gelagert, wie
zuvor zentrifugiert, die Zellenin je 500 W PBS/5 mM EDTA resuspendiert, 25 yl RNase A (1
mg/ml) zugegeben und die Ansétze 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluf
an die Zugabe von 500 ul Propidiumjodid (250 pg/ml) pro Ansatz und eine dreiBigmindtige
Inkubation der Proben wurde die relative DNA-Menge in den einzelnen Zellen im ,,Dako
Galaxy Flow Cytometry System” (Dako) durch FACS-Analyse ausgewertet. Dabei enthielten
Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus weniger DNA as solche in der S-Phase, und diese
wiederum weniger DNA als G2/M-Phase-Zellen.

2.3.6 Apoptose-Assay durch AnnexinV-FITC-Farbung

Die Zellen wurden wie unter 2.3.5 beschrieben ausgesét, inkubiert, serumstarviert und durch

Zugabe verschiedener Stimuli Apoptose induziert.
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Probe 1. keine apoptotischen Stimuli

Probe 2. Zugabe von 2 ul Fas-aktivierendem Antikorper (0,2 pg/ul) fur 18 Stunden

Probe 3: Zugabe von 2 pl Etoposid (35 mM ) fur 24 Stunden (Endkonzentration: 35 nM)
Probe 4. Zugabevon 5l TNFa (0,32 uM) fur 18 Stunden (Endkonzentration: 0,8 nM)
Probe 5: Zugabe von 2 pl MG-132 (10 mM) fur 24 Stunden (Endkonzentration: 10 nM)
Probe 6. Zugabe von 1 pl Doxorubicin (0,2 mM) fur 24 Stunden (Endkonzentration: 0,1 nM)

Nach den angegebenen Inkubationszeiten wurde die Zahl apoptotischer Zellen in Anlehnung
an das von Vermes et a. (1995) publizierte Protokoll mit dem ,,ApoAlerta Annexin V-
FITC"-Kit (Clontech) und anschlief3ende Durchfluf3zytometrie (Dako) bestimmt.

2.4 |Immunbiologische Verfahren

24.1 Western-Blot-Analyse der Proteinextrakte aus transient transfizierten T-REx™-
293-Z€llen

2.4.1.1 Tetrazyklin-Stimulation und Protein-Aufarbeitung

Im Anschluf an die Transfektion (vgl. 2.3.2) wurden die Zellen mit PBS gewaschen, zwolf
Stunden bei 37 °C in Kulturmedium inkubiert, 24 Stunden serumstarviert (0,5 % FCS) und
dann mit 25 ng Tetrazyklin/ml Medium zur 1EX-1-Expression stimuliert. Lediglich die als
Negativkontrolle gedachte Zellpopulation blieb unstimuliert. Nach zwdlfstiindiger Inkubation
bei 37 °C und einem einmaligen Waschschritt mit PBS erfolgte die Aufarbeitung der
Proteinextrakte. Pro Sixwell wurden 200 pl 2 x Laemmli-Lysis-Puffer auf die Zellen gegeben,
die Lysate in 1,5-ml-Reaktionsgefal3e Uberfihrt und finf Minuten bei 95 °C denaturiert.

24.1.2 Protein-Quantifizierung Uber analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Je zehn Yl der Proteinextrakte wurden auf ein 12,5%iges SDS-Gel aufgetragen und bei 100
Volt (Sammelgel) bzw. 150 Volt (Trenngel) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine im
Trenngel liel3en sich durch Coomassie-Farbung und anschlief3ende Entférbung nachweisen.
Anhand der Intensitét der geférbten Proteinbanden konnte eine Einschdtzung der Verhaltnisse

der Proteinmengen in den einzelnen Extrakten vorgenommen werden.
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2.4.1.3 SDS-PAGE und Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran

Jewells gleiche Proteinmengen aller Proben und 15 pl ,, Prestained SDS-PAGE Standards, low
range” (BioRad) wurden auf ein 12,5%iges SDS-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese lief wie
unter 2.4.1.2 beschrieben. Im Anschlul® wurde eine PV DF-Membran kurz in Methanol gelegt,
mit Wasser gewaschen und eine Minute in Transferpuffer inkubiert. Fir den Transfer der
Proteine (Semi-Dry-Blotting) wurden drel Stlicke Whatman-Filterpapier-3 mit Transferpuffer
getrankt, auf die Anode des Elektroblotgerates gelegt, die PVDF-Membran, das Trenngel, drei
Stiick Whatman-Papier (in Transferpuffer getrankt) sowie der Deckel des Elektroblot-Gerétes
(Kathode) aufgelegt und die Proteine acht Minuten bei finf mA/cm? transferiert
(kontinuierlicher Semi-Dry-Blot).

Deckel des Elektroblot-Gerétes (Kathode) -

3 Lagen Whatman-Papier, in Transferpuffer getrankt
Gel mit den Proteinbanden

PVDF-Membran

3 Lagen Whatman-Papier, in Transferpuffer getrankt
T —_ BOoden des Elektroblot-Gerétes (Anode) +

Abb. 10: Aufbau eines kontinuierlichen Semi-Dry-Blottes

2.4.1.4 Detektion von |IEX-1-Protein und a-Tubulin auf der Membran

Die Durchfuhrung samtlicher Arbeitsschritte verlief bei Raumtemperatur. Primérer
Antikorper wurde 1:200 in TBS/5 % BSA/0,05 % Tween-20 verdinnt und sekundérer
Antikorper 1:2000 in Blockierungslésung. Im Anschluf an den Proteintransfer wurde die
Membran kurz in TBS gewaschen, eine Stunde lang in Blockierungsldsung inkubiert, eine
Stunde lang mit primarem Antikdrper (anti-1lEX-1, C-20) inkubiert und drei mal 15 Minuten
in TBS0,05 % Tween-20 gewaschen. Es folgten eine dreifigmindtige Inkubation der
Membran in sekundéarer Antikorperlosung (anti-goat, HRP-linked), drei finfzehnminitige
Waschschritte in TBS/0,05 % Tween-20 und eine finfmindtige Inkubation in Substratl 6sung.
Die Membran wurde in Folie eingeschweil, in eine Photobox geklebt, ein Film (Biomax™
MR - Kodak) aufgelegt und entwickelt. Zusétzlich wurden die a-Tubulin-Proteinbanden

detektiert, um Uber einen internen Standard zu verfiigen (Antikorper siehe 2.1.3).
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24.2 Western-Blot-Analyse von T-REx™-293-Proteinextrakten nach stabiler pBabe-
Transduktion

Die Zellen wurden 24 Stunden lang serumstarviert (0,5 % FCS) und im Anschluf 24 Stunden
lang in Vollmedium (10 % FCS) inkubiert. Die Proteinextrakte wurden wie unter 2.4.1.1
beschrieben aufgearbeitet. Die analytische SDS-PAGE, der Transfer der Proteine auf eine
PVDF-Membran sowie die Detektion von IEX-1 und a-Tubulin erfolgten wie unter 2.4.1.2-
2.4.1.4 protokolliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfuhrung in den experimentellen Ablauf

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Expression von IEX-1-Protein in T-REx™-
293-Zellen durch gezielte ribozymvermittelte Restriktion der entsprechenden mRNA zu
unterbinden und somit Hinweise auf eine mdgliche zelluléare Funktion dieses Proteins zu
erhaten. Dabel mufdten anfanglich bestimmte Ribozymspaltungsstellen auf der mRNA
identifiziert und gegen diese Sequenzen gerichtete Ribozyme synthetisiert werden. Eine
computergestiitzte Berechnung der wahrscheinlichsten Sekundarstruktur der verschiedenen
|EX-1-mRNA/Ribozym-Komplexe diente der Selektion potentiell aktiver Ribozyme. Im
Anschlul3 wurden sowohl unterschiedliche Abschnitte der IEX-1-mRNA as auch die
Ribozyme in vitro transkribiert und durch qualitative (Spaltungsreaktionen) und quantitative
(Ribozym-Kinetiken) Nachweisverfahren aulerhalb des Zellsystems charakterisiert. Nun
folgte die Klonierung der potentesten Ribozyme in den eukaryontischen Expressionsvektor
pCR®3.1, wobei einige der katalytischen Einheiten durch mehrere Umklonierungsschritte zu
Konkatameren verknipft wurden. Schliefflich lieffen sich diese Vektoren nach transienter
Transfektion in einem zellularen System unter in vivo-Bedingungen testen. Die hierbel
aktivsten Konstrukte wurden in den retroviralen Vektor pBabePuro umkloniert und T-RExX™-
293-Zellen stabil transduziert. Dieses Testsystem diente schliefdlich der Klarung der IEX-1-
Funktion, wobel Wachstumsassays, Zellzyklusanalysen sowie ein Nachweis apoptotischer
Zellen durchgefihrt wurden.

3.2 ldentifizierung potentieller Ribozym-Spaltungstellen innerhalb der
|EX-1-mRNA-Sequenz

Die bereits bekannte IEX-1-Sequenz (Kondratyev et al., 1996; Pietzsch et al., 1997) wurde
beziiglich der Préasenz von NUH - und insbesondere von NUH U-Mativen untersucht und
verschiedene Ribozyme gegen diese Sequenzabschnitte konstruiert (vgl. Methoden:
2.2.4.1.1). Dabel erwiesen sich die in Abb. 11 grau unterlegten Spaltungsstellen nach
computergestitzter Berechnung der wahrscheinlichsten Sekundarstruktur des Ribozym/
Substratkomplexes al s potentiell zugénglich.

-51-



Ergebnisse

(+1)
(+61)

(+121)
(+181)
(+241)

(+301)
(+361)

(+421)

(+481)
(+541)
(+601)
(+661)
(+721)
(+781)
(+841)
(+901)
(+961)
(+1021)
(+1081)
(+1141)

R1 R4
acuuggccuuacacuccgcucggcucaccaugugucacucucgcagcugccacccgacca
ugaccauccugcaggccccgaccccggeccccuccaccaucccgggaccccggeggggeu

R3 R5
ccgguccugagaucuucaccuucgacccucucccggagcccgcagcggccccugecgggce
R6
gccccagegecucucgecgggecaccgaaagcgcagccgcaggguucucuacccucgagugg
R7

uccggcgccagcugccagucgaggaaccgaacccagccaaaaggcuucucuuucugcugce
R8 RO R10
ucaccaucgucuucugccagauccugauggcugaagagggugugccggcgccccugccuc
cagaggacgccccuaacgccgcaucccuggcgeccaccccugugucccccguccucgage
R11

ccuuuaaucugacuucggagcccucggacuacgcucuggaccucagcacuuuccuccage
R12
aacacccggccgccuucuaacuggacuccccgcacuccccaaaaagaauccgaaaaacca
caaagaaacaccaggcguaccugguugcgcgagagcguauccccaacugggacuuccgag
gcaacuugaacucagaacacuacagcggagacgccacccggugcuugagcgggaccgagg
cgcacagagaccgaggcgcauagagaccgagcacagcccagcugggecuaggcccgguggg
aaggagagcgucguuaauuuauuucuuauugcuccuaauuaauauuuauauguauuuaug
uacguccuccuaggugauggagauguguacguaauauuuauuuuaacuuaugcaagggug
ugagauguucccccugcuguaaaugcaggucucuugguauuuauugagcuuugugggucu
gguggaagcaggacaccuggaacugcggcaaaguaggagaagaaauggggaggacucggg
ugggggaggacgucccggcugggaugaagucugguggugggucguaaguuuaggagguga
cugcauccuccagcaucucaacuccgucugucuacugugugagacuucggcggaccauua
ggaaugagauccgugagauccuuccaucuucuugaagucgccuuuaggguggcugcgagg

uagaggguuggggguuggugggcugucacggagcgacugucgagaucgcc

Abb. 11: Sequenz der reifen 1EX-1-mRNA inklusive der zwdlf fur die Ribozymsynthese

ausgewahlten NUH ™ -Sequenzen

R = Ribozym
1-12 = Nummern der entsprechend den Spaltungsstellen synthetisierten Ribozyme
uaa = Trandlations-Terminationskodon

3.3 Syntheseund in vitro-Char akterisierung der Ribozyme

3.3.1 Syntheseder Templatesfir diein vitro-Transkription

Um eine in vitro-Transkription durchfihren zu kdnnen, muf3ten Templates generiert werden,

die Uber einen vorgeschalteten T7-Promotor verflgten, welcher als Erkennungssequenz fur

die T7-RNA-Polymerase fungiert. Die aus diesen Templates gewonnenen Transkripte dienten

als Ribozymsubstrate fir die in vitro-Spaltungsreaktionen sowie die Ribozym-Kinetiken. Die

T7-1EX-1/Exonl-DNA lieferte nach in vitro-Transkripion das Substrat fur die Ribozyme 1-6.
Zudem wurde ein T7-Template mit dem nachgeschalteten kodierenden Bereich des IEX-
1/Exon2- und T7-1EX-1-DNA generiert. In der Folge wird der kodierende Bereich der IEX-1/
Exon2-DNA vereinfachend als |EX-1/Exon2-DNA bezeichnet.

-52-



Ergebnisse

Die Synthese der Templates erfolgte durch eine PCR, wobei das Plasmid pCR®3.1/IEX-1
(Schéfer et al., 1999b) als Matrize fungierte. Abb. 12 zeigt die einzelnen auf Agarose- (A + B)
bzw. auf PAA-Gelen (C) aufgetrennten DNA-Templates.

——
——r

A el SR < T7-1 EX-1/Exon1l-DNA
260 Bp
B EEEEEEREE BRI Y<«T7-IEX-VExon2-DNA
B 340 Bp
(S
) S ——Teesy——y el T /-| EX-1-DNA
: 1210 Bp
C

Abb. 12: Generierung von DNA-Templates mit vorgeschaltetem T7-Promotor mittels
Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Drei verschiedene |EX-1-DNA-Fragmente mit vorgeschaltetem T7-Promotor wurden per PCR
generiert, wobei je 25 ng pCR®3.1/IEX-1-DNA pro Einzelansatz al's Template dienten. Die jeweils
erste Geltasche enthét einen pg 100-Bp-DNA-Leiter.

A: T7-IEX-1/Exonl-DNA (260 Bp), Agarosegel, ethidiumbromidgefarbt
B: T7-IEX-VExon2-DNA (340 Bp), Agarosegel, ethidiumbromidgefarbt
C: T7-IEX-1-DNA (1210 Bp), PAA-Gel, ethidiumbromidgefarbt

Bel den unspezifischen DNA-Banden in Abb. 12 C handelte es sich entweder um
Abbruchprodukte oder aber um unspezifische Nebenprodukte der PCR. Da die 1210-Bp-DNA
jedoch im Anschlul? an die Elektrophorese aus dem Gel eluiert wurde, storten diese DNA-
Fragmente die anschlief3ende Transkription nicht.

3.3.2 invitro-Transkription

Als Templates dienten die zuvor generierten T7-IEX-DNA-Fragmente sowie im Falle der
Ribozyme synthetische Oligonukleotide (Biometra). Die Durchfiihrung der in vitro-
Transkriptionen folgte den jeweiligen Herstellervorschriften. Im Anschlu® wurden die

Ribozyme auf zwolfprozentige PAA-Gele, 7 M Harnstoff aufgetragen.
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Als Standard diente hierbei synthetisch hergestellte Ribozym1-RNA (Biometra). Die Elution
der Transkripte aus den Gelen richtete sich nach einem von Krupp (1997) beschriebenen
Protokoll. Die Elektrophorese und Elution der dbrigen Transkripte erfolgte auf
funfprozentigen bzw. achtprozentigen PAA-Gelen, 7 M Harnstoff. Bel diesen Transkripten
diente eine RNA-Leiter (160, 280, 400, 530, 780, 1280, 1520 und 1770 nt) der Kontrolle der
Transkriptlangen (Abb. 13).

| — [
h--u-r-=5r<- gu;

C D
Abb. 13: in vitro-Transkription der Ribozyme, der |EX-1/Exonl-, der 1EX-1/Exon2- sowie
der IEX-1-RNA

A: Ribozym2-RNA. Die Transkription erfolgte mit dem ,Ampli Scribe™ T7 High Yield
Transcription Kit* (Epicentre Technologies), wobel synthetisch hergestellte DNA (Biometra) als
Template diente. Die Ansdtze wurden auf einem zwolfprozentigen PAA-Gel, 7 M Harnstoff
aufgetrennt und ethidiumbromidgeféarbt. Die mit einem Pfeil ( « ) gekennzeichnete Bande markiert
die Ribozym-RNA (41 nt).

B: IEX-1/Exonl-RNA. Das Transkriptionsprotokoll entsprach dem unter A beschriebenen, wobei
jedoch ein T7-1EX-1/Exonl-DNA-Template verwendet wurde. Die elektrophoretische Trennung
der Transkripte erfolgte auf einem achtprozentigen PAA-Gel, 7 M Harnstoff. Die mit einem Pfeil
(¢) gekennzeichnete Bande hat eine Lange von 240 nt und entspricht der Exon1-RNA.

C: IEX-1/Exon2-RNA. Hierfur wurde T7-IEX-1/Exon2-DNA als Template verwendet. Ansonsten
entsprach das Protokoll dem unter B beschriebenen. Die 320 nt lange Exon2-RNA ist durch einen
Pfeil ( « ) gekennzeichnet.

D: IEX-1-RNA. Die Transkription wurde mit dem ,MEGAscript™ in vitro Transcription Kit"
(Ambion) durchgeftihrt, wobei T7-IEX-1-DNA as Template diente. Die elektrophoretische
Trennung des Ansatzes erfolgte auf einem flnfprozentigen PAA-Gel, 7 M Harnstoff. Die |EX-1-
RNA (1190 nt) ist mit einem Pfeil (« ) markiert.

Bei den in Abb. 13 sichtbaren unspezifischen RNA-Fragmenten handelte es sich um
Abbruchprodukte der Transkription. Diese wurden durch gezielte Elution der korrekten

Transkripte von den Folgeversuchen ausgeschl ossen.
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3.3.3 invitro-Spaltung der RNA-Molektle durch die Ribozyme 1-12

3.3.3.1 Spaltung der IEX-1/Exonl-RNA durch die Ribozyme 1-6

Je zehn pmol 1EX-1/Exonl1-RNA wurden mit 20 pmol eines der Ribozyme 1-6 gemischt und
nach Zugabe von Magnesiumchlorid-Lésung und dreifigmindtiger Inkubation auf
achtprozentigen PAA-Gelen, 7 M Harnstoff aufgetrennt (siehe Abb. 14).

Std. K R1 R2 R3 R4 R5 RG6

400 nt p
280 nt p

1 1 T 1= 1 | «qExonlVIEX-1-
i RNA (240 nt)

200 150 193

—

106
97

Abb. 14: in vitro-Spaltung von | EX-1/Exon1-RNA durch die Ribozyme 1-6

Je zehn pmol 1EX-1/Exon1-RNA wurden mit 20 pmol Ribozym-RNA gemischt, 30 Minuten bei
37 °Cinkubiert, elektrophoretisch aufgetrennt und ethidiumbromidgefarbt.

Std. RNA-Leiter

K IEX-1/Exonl1-RNA ohne Ribozym (Negativkontrolle)

R1 IEX-1/Exonl-RNA + Ribozym 1 spaltet IEX-1/Exonl1-RNA an Position 36
R2 IEX-1/Exonl-RNA + Ribozym 2 spaltet IEX-1/Exon1-RNA an Position 134
R3 IEX-1/Exonl-RNA + Ribozym 3 spaltet IEX-1/Exonl1-RNA an Position 143
R4 IEX-1/Exon1-RNA + Ribozym 4 spaltet IEX-1/Exon1-RNA an Position 40
R5 IEX-1/Exonl-RNA + Ribozym 5 spaltet IEX-1/Exon1-RNA an Position 150
R6 IEX-1/Exon1-RNA + Ribozym 6 spaltet IEX-1/Exon1-RNA an Position 193

Die Abbildung zeigt deutlich, dal3 ale sechs getesteten Ribozyme in vitro in der Lage waren,
die IEX-1/Exonl1-RNA zu spaten. Die hohe Spezifitét dieser Reaktion zeigt sich anhand der
exakt vorherbestimmten Lange der Spaltprodukte sowie an der Abwesenheit unspezifischer
RNA-Banden sowohl in der Kontrolle (Reihe 2) a's auch in den Ribozymansétzen selbst.
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3.3.3.2 Spaltung der IEX-1/Exon2-RNA durch die Ribozyme 7-12

Die Durchfiihrung dieser Reaktion erfolgte analog zu 3.3.3.1, wobei jedoch 1EX-1/Exon2-
RNA (kodierender Bereich) als Substrat und die Ribozyme 7-12 Verwendung fanden. Im
Anschluf an die Spaltungsreaktion wurden die Ansétze auf einem achtprozentigen PAA-Gel,
7 M Harnstoff aufgetrennt und ethidiumbromidgefarbt (Abb. 15).

Std. K R7 R8 R9 R10 R11 R12

e e | g | EX-1-Exon2-RNA

e el (320 nt)
251 248 245 e
197

280 nt p

160 nt »

Abb. 15: in vitro-Spaltung von | EX-1/Exon2-RNA dur ch die Ribozyme 7-12

Je zehn pmol IEX-1/Exon2-RNA wurden mit 20 pmol verschiedener Ribozyme gemischt, 30
Minuten lang bel 37 °C inkubiert, elektrophoretisch aufgetrennt und ethidiumbromidgeférbt.

Std. RNA-Leiter

K IEX-1/Exon2-RNA ohne Ribozym  (Negativkontrolle)

R7  1EX-1/Exon2-RNA + Ribozym 7  keine Spaltung der IEX-1/Exon2-RNA an Position 49
R8 IEX-1/Exon2-RNA + Ribozym 8  spaltet IEX-1/Exon2-RNA an Position 69

R9  IEX-1/Exon2-RNA + Ribozym9  spaltet IEX-1/Exon2-RNA an Position 72

R10 [IEX-1/Exon2-RNA + Ribozym 10 spaltet IEX-1/Exon2-RNA an Position 75

R11 |EX-1/Exon2-RNA + Ribozym 11 spaltet |EX-1/Exon2-RNA an Position 197

R12 |EX-1/Exon2-RNA + Ribozym 12  spaltet |EX-1/Exon2-RNA an Position 258

Mit Ausnahme des Ribozyms 7 waren alle getesteten Ribozyme katalytisch aktiv. Auch hier
lie3 sich die hohe Substratspezifitédt der Ribozyme nachweisen, da ausschliefdich die

erwarteten Fragmentlangen und keinerlei Nebenprodukte detektiert werden konnten.
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3.3.3.3 Spatung der IEX-1-RNA durch die Ribozyme 1-12

Da sich die vollstandige IEX-1-RNA in vitro nur in geringen Mengen transkribieren lief3,
wurden je ein pmol Substrat-RNA und zehn pmol eines der zu testenden zwolf Ribozyme
gemischt, in Gegenwart von Magnesiumchlorid 30 Minuten bel 37 °C inkubiert und die
Proben auf einem achtprozentigen PAA-Gel, 7 M Harnstoff elektrophoretisch getrennt. Die
Detektion der Spaltprodukte erfolgte durch Silberfarbung. Abb. 16 zeigt nur digenigen
Ansdize, bei denen ein Spaltprodukt nachweisbar war (Ribozyme 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11 und 12).

Std. R2 R3 R5 R8 R9R10R11R12

780 nt p s = ¥ -
soont | 9
n (—
308 311 314
280 nt p |~ g
I

o i

160 nt p
143
134
RSN

Abb. 16: in vitro-Spaltung von | EX-1-RNA durch ver schiedene Ribozyme

Je ein pmol IEX-1-RNA wurde 30 Minuten lang zusammen mit zehn pmol verschiedener
Ribozyme bei 37 °C inkubiert und die Ansétze elektrophoretisch getrennt. Silberféarbung.

Std. RNA-Leiter

R2 IEX-1-RNA + Ribozym 2 spaltet IEX-1-RNA an Position 134
R3 IEX-1-RNA + Ribozym 3 spaltet IEX-1-RNA an Position 143
R5 IEX-1-RNA + Ribozym 5 spaltet IEX-1-RNA an Position 150
R8 IEX-1-RNA + Ribozym 8 spaltet IEX-1-RNA an Position 308
R9 IEX-1-RNA + Ribozym 9 spaltet IEX-1-RNA an Position 311
R10 IEX-1-RNA + Ribozym 10 spaltet IEX-1-RNA an Position 314
R11 IEX-1-RNA + Ribozym 11 spaltet IEX-1-RNA an Position 436
R12 IEX-1-RNA + Ribozym 12 spaltet IEX-1-RNA an Position 497

Nicht alle Ribozyme, die zu einer exonspezifischen Spaltung der IEX-1-RNA in der Lage
waren, waren auch zur Restriktion der vollstandigen IEX-1-RNA befahigt. So lief3 sich fur das
Ribozym 7 - wie bereits aus Abb. 15 ersichtlich - kein Spaltprodukt nachweisen. Zudem
erwiesen sich die Ribozyme 1, 4 und 6 als ineffektiv (nicht gezeigt). Offensichtlich nimmt die
IEX-1-RNA eine Sekundarstruktur an, die einige Abschnitte, die in den Fragmenten exponiert
vorliegen, ins Innere des Molekils verlegt und damit fur die genannten Ribozyme
unzuganglich macht. Die Ubrigen Ribozyme zeigten eine hohe Substratspezifitét.
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3.3.4 Erstellung von Ribozym-Kinetiken

3.34.1 Erstelung von Kinetiken fir die Ribozyme 1-6

Fur jedes zu testende Ribozym wurde ein Ansatz mit 30 pmol 1EX-1/Exon1-RNA und 60
pmol Ribozym-RNA pipettiert. Die weitere Durchfiihrung der Spaltungsreaktion entsprach
der unter 3.3.3 beschriebenen Methodik, nur dal3 von jedem Ansatz zu verschiedenen
Zeitpunkten Aliquots entnommen wurden. Diese wurden auf ein achtprozentiges PAA-Gdl, 7
M Harnstoff aufgetragen, elektrophoretisch getrennt, ethidiumbromidgefarbt und
computergestitzt mit der , ScanPack Version 3.0“-Software (Biometra) und Excel fir
Windows 98 in ein Kurven-diagramm umgesetzt. Die Kinetiken fir die Ribozyme 1-6 sind in
Abb. 17 dargestellt.

ZyeswinieIsgqns 9%

0 2 4,5 7 9,5 12 145 17 195 22 245 27 295
Inkubationszeiten (Minuten)
Abb. 17: Kinetiken der Ribozyme 1-6

Je 30 pmol 1EX-VExon1-RNA wurden 30 Minuten bei 37 °C mit 60 pmol der Ribozyme 1-6
inkubiert. Direkt nach dem Start der Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes entnommen (0-
Wert) und die Reaktion durch Zugabe von HF-Puffer und zweiminitige Denaturierung der RNA
bei 65 °C gestoppt. Die Entnahme weiterer acht Aliquots erfolgte nach 30 Sekunden sowie 2, 5,
10, 15, 20, 25 und 30 Minuten. Die Proben wurden elektrophoretisch getrennt,
ethidiumbromidgeférbt und die Intensitét der Substrat- sowie der Spaltproduktbanden am
Computer ausgewertet. Die jeweiligen prozentualen Subsratumsétze konnten mit Microsoft Excel
flr Windows 98 in obigem Kurvendiagramm dargestellt werden.

@ Ribozym 1 M Ribozym 2 ~ Ribozym 3 X Ribozym 4 % Ribozym 5 @ Ribozym 6

Die einzelnen Ribozyme spalteten die IEX-1/Exon1l-RNA mit signifikant unterschiedlicher
Effektivitét. So erreichte das Ribozym 2 nach dreiBigminttiger Inkubation einen Substrat-
umsatz von ca. 83 %, wahrend das Ribozym 3 75 % und Ribozym 1 69 % der RNA gespalten
hatten. Die Ribozyme 4, 5 und 6 waren dabei weniger effektiv, erreichten aber immerhin noch
einen Substratumsatz von 56, 25 bzw. 39 %.
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Zudem gab es auch in der Geschwindigkeit der RNA-Spaltung wesentliche Differenzen. Legt
man z.B. elnen Substratumsatz von 50 % zugrunde, so wurde dieser Wert von den Ribozymen
2 und 3 bereits nach ca. 30 Sekunden erreicht. Das Ribozym 1 erreichte diese Umsatzrate
nach ca. zweli Minuten, wahrend das Ribozym 4 erst nach 20 Minuten 50 % der RNA
gespalten hatte. Die beiden Ribozyme 5 und 6 waren katalytisch so schwach, dal? sie diesen
Substratumsatz tberhaupt nicht erreichten.

3.34.2 Erstelung von Kinetiken fir die Ribozyme 8-12

Je 30 pmol IEX-1/Exon2-RNA (kodierender Bereich) wurden mit 60 pmol eines Ribozyms
gemischt, die Reaktion gestartet und zu den unter 3.3.4.1 genannten Zeiten Aliquots ent-
nommen. Diese konnten auf achtprozentige PAA-Gele, 7 M Harnstoff aufgetragen, elektro-
phoretisch getrennt und ethidiumbromidgeférbt werden. Die Abb. 18 zeigt exemplarisch ein
solches Gel. Die Auswertung der Kinetiken erfolgte wie zuvor beschrieben (Abb. 19).

400 ntp
280 ntp- WP W |EX-1-Exon2-RNA
, (320 nH)
Spaltprodukt
(197 nh)

160 nt >

Abb. 18: Ribozym-11-Kinetik

30 pmoal 1EX-1/Exon2-RNA und 60 pmol Ribozym-11-RNA wurden zusammen bei 37 °C inku-
biert. Sofort nach dem Start der Reaktion wurden dem Ansatz zwei Mikroliter entnommen und die
Reaktion in diesem Aliquot gestoppt. Weitere Aliquots wurden zu den genannten Zeiten
entnommen, elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel ethidiumbromidgeférbt.

Wie aus Abb. 18 zu ersehen ist, verlief die Spaltung der IEX-1/Exon2-RNA spezifisch und
zeitabhangig. Dabel war eine deutliche Abnahme der Substratbandenintensitét (320 nt) und
damit einhergehend eine Zunahme in der Intensitét der Bande mit dem Spaltprodukt (197 nt)
Zu beobachten. In ganz adhnlicher Weise stellten sich auch die Kinetiken der Ubrigen

Ribozyme dar.
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Abb. 19: Kinetiken der Ribozyme 8-12

Je 30 pmol 1EX-1/Exon2-RNA wurden 30 Minuten bei 37 °C mit 60 pmol der Ribozyme 8-12
inkubiert. Direkt nach dem Start wurde ein Aliquot des Ansatzes entnommen und die Reaktion
durch Zugabe von HF-Puffer und zweiminitige Denaturierung der RNA bei 65 °C gestoppt.
Weitere acht Aliquots wurden zu verschiedenen Zeiten enthommen, elektrophoretisch aufgetrennt,
ethidiumbromidgeférbt und die Intensitét der Substrat- sowie der Spaltproduktbanden am
Computer ausgewertet. Die jeweiligen prozentualen Substratumsétze konnten mit Microsoft Excel
fur Windows 98 in obigem Kurvendiagramm dargestellt werden.

4 Ribozym 8 B Ribozym 9 A Ribozym 10 B Ribozym 11 M Ribozym 12

Auch die |EX-1/Exon2-spaltenden Ribozyme 8-12 verfiigten Uber unterschiedliche Kinetiken.
Hier zeigte besonders das Ribozym 11 eine hohe katalytische Aktivitét (71 % Substratumsatz
nach 30 Minuten), in der genannten Reihenfolge gefolgt von den Ribozymen 10 (63 %), 8 (58
%), 9 (49 %) und 12 (46 %). Auch hier unterschieden sich die Kinetiken bezilglich der
Katalysegeschwindigkeit signifikant voneinander. So spaltete das Ribozym 11 innerhalb von
viereinhalb Minuten 50 % der Substrat-RNA, wéhrend das Ribozym 10 hierfir ca. zwolf und
das Ribozym 8 sogar 15 Minuten benétigte. Die Ubrigen Ribozyme 9 und 12 erreichten diesen
Substratumsatz nicht innerhalb des gemessenen Zeitfensters. Auffalig ist jedoch, dal3 das
Ribozym 9 trotz seines insgesamt vergleichsweise schwachen Gesamtumsatzes innerhalb der

ersten Minute den groften Umsatz zu verzeichnen hatte.
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3.35 Spezifische |EX-1-Spaltung aus T-REx™-293-Gesamt-RNA

Durch diesen in vitro-Test sollte belegt werden, dal3 die genannten Ribozyme nicht nur in
vitro-synthetisierte IEX-1-RNA abbauen koénnen, sondern auch gezielt IEX-1-mRNA aus
einem Gesamt-RNA-Ansatz erkennen und spalten. Dieses Modell kommt den Verhaltnissen
im zelluldren System weitaus naher as die Verwendung in vitro transkribierter 1EX-1-
Substrat-RNA, da der Ansatz neben der Ziel-RNA auch eine Vielzahl anderer Moleklle
enthdlt, die mit den Ribozymen interagieren konnten.

3.35.1 Herstellung des Sonden-DNA-Templates mittels Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Um die IEX-1-RNA durch Northern-Hybridisierung nachweisen zu konnen, muf3te zuvor ein
geeignetes Sonden-DNA-Template generiert werden. Damit die Sonde sowohl an ungespal-
tene RNA als auch eventuelle Spaltprodukte binden konnte, wurde ein 235 Bp langer Bereich
im 3'-UT-Bereich des IEX-1-Gens amplifiziert und auf einem Agarosegel aufgetrennt (siehe
Abb. 20). Je 50 ng der aus diesem Gel eluierten und frisch denaturierten 235-Bp-DNA dienten
als Template fir die Synthese von [a-**P]dCTP-markierter Sonden-DNA (, Ready To Go™
DNA Labelling Kit* — Amersham Pharmacia).

e N NI I ¢ 235-Bp-DNA

Abb. 20: Synthese einer 235-Bp langen TemplateDNA zur Herstellung [a-*P]dCTP-
markierter Sonden-DNA fir den Northern-Blot mittels Polymerase-K etten-
reaktion (PCR)

Die Synthese des 235-Bp-Templates erfolgte unter Standardbedingungen, wobei je finf pmol der
Primer NBP-1 und NBP-2 sowie 25 ng pCR®3.1/IEX-1-DNA pro Ansatz Verwendung fanden. Im
Anschlufd wurde die DNA auf einprozentigen Agarosegelen aufgetrennt und ethidiumbromid-
geférbt.
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3.35.2 Invitro-lEX-1-Spaltung aus T-REx™-293-Gesamt-RNA

Je 20 pg T-REx™-293-Gesamt-RNA wurden in getrennten Ansédtzen 30 Minuten bei 37 °Cin
Gegenwart von 30 pmol der Ribozyme 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11 und 12 inkubiert, finf Minuten bei
65 °C denaturiert, auf einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und die IEX-1-RNA sowie Spaltprodukte mit einer [a-*?P]dCTP-
markierten Sonde detektiert. Zwei reprasentative Blots fir die Ribozyme 2, 3, 5 und 8 bzw. 9,
10, 11 und 12 wurden in Abb. 21 zusammengefalit.

K R2 R3 R5 RS8 K R9 R10 R11 R12

IEX-1-RNA W

’ : n’” «|EX-1-RNA

Abb. 21: IEX-1-RNA-Nachweis mittels Northern-Blot-Hybridisierung einer [a-*P]dCTP-
mar kierte Sonde mit ribozymbehandelter T-REx™-293-Gesamt-RNA

Je 20 pg T-REx™-293-Gesamt-RNA wurden mit 30 pmol verschiedener Ribozyme gemischt und
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschlul® wurden die RNA-Ansétze elektrophoretisch getrennt
und die IEX-1-RNA sowie eventuelle Spaltprodukte im Northern-Blot durch eine [a-*P]dCTP-
markierte Sonde detektiert. Spaltprodukte sind durch einen Pfeil kenntlich gemacht.

K Kontrolle (T-REx™-293-Gesamt-RNA ohne Ribozym)
R2 T-REXx™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 2
R3 T-REXx™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 3
R5 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 5
R8 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 8
R9 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 9

R10 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 10
R11 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 11
R12 T-REX™-293-Gesamt-RNA + Ribozym 12

Wie aus Abb. 21 ersichtlich ist, waren die Ribozyme 8 und 9 auch in Gegenwart von Gesamt-
RNA in der Lage, die IEX-1-mRNA spezifisch zu spalten. Bei den Ribozymen 2, 3 und 5 war
der Befund nicht so eindeutig. Diese drei Ribozyme schneiden die IEX-1-mRNA so dicht am
5-Ende, da sich das Restriktionsprodukt im Northern-Blot nur schwer von der
ungespaltenen Substrat-RNA unterscheiden 18/3t.

-62-



Ergebnisse

Dennoch scheint es, als wirden die Substratbanden nach Behandlung mit diesen drel
Ribozymen breiter als die Kontrollbande sein, was fur ein zweites, unwesentlich kleineres
Spaltprodukt spricht. Bei den Ribozymen 10, 11 und 12 lief3 sich jedoch kein Spaltprodukt
nachweisen. Hier spricht bestenfalls das schwéachere Signal der Substratbande fur eine
katalytische Aktivitét dieser Ribozyme.

3.4 Einflud von konstitutiv exprimierten Ribozymen auf die IEX-1-

Expression in transient transfizierten T-REx™-293-Zellen

Wie die in vitro-Charakterisierung der Ribozyme ergab, schienen besonders die Ribozyme 8
und 9 geeignet, die IEX-1-mRNA auch in vivo zu spaten. Zudem sollte das Ribozym 2 fir
weliterfuhrende Versuche Verwendung finden, da es Uber die aktivste Zeitkinetik verfiigte und
Uberdies auch im Northern-Blot (vgl. Abb. 21) aktiv zu sein schien. Zuletzt wurde das
Ribozym 10 fur den Einsatz in der Zellkultur ausgewéhlt. Zwar konnte im Northern-Blot
keine Aktivitat nachgewiesen werden, jedoch sprach die Tatsache, dal? die Zielsequenzen der
hochaktiven Ribozyme 8 und 9 nur wenige Nukleotide 5' der Ribozym-10-Spaltungsstelle
lagen, dafiir, dal3 der in Frage kommende Bereich der IEX-1-mRNA in vivo fur Ribozyme frei
zuganglich ist. Aus diesen Grinden wurden die Ribozyme 2, 8, 9 und 10 sowie drei
verschiedene Ribozym-Konkatamere, die sich aus Kombinationen dieser vier katalytischen
Einheiten zusammensetzten, in den Expressionsvektor pCR®3.1 kloniert. Zusétzlich wurde
das IEX-1-Intron an das 3'-Ende der verschiedenen Konstrukte angefigt, um die
Transkriptionsrate zu erhdhen (Lee et a., 1997; Zheng et a., 1997). Mit den auf diese Weise
konstruierten  Vektoren sowie dem tetrazyklininduzierbaren  Expressionsvektor
pcDNA4/TO/NEX-1 (Arlt et a., 2001) wurden T-REx™-293-Zellen transient transfiziert.
Zwei Kulturen wurden lediglich mit pcDNA4/TO/IEX-1 und dem Leervektor pCR®3.1
transfiziert und dienten as Positiv- (tetrazyklinstimuliert) bzw. Negativkontrolle
(unstimuliert). Im Anschluf3 an eine zwolfstiindige Inkubation bei 37 °C wurde die Ansétze 24
Stunden serumstarviert und dann mit Ausnahme der Negativkontrolle Tetrazyklin (1 pg/ml)
zugegeben. Tetrazyklin fuhrt in diesem Expressionssystem zu einer Induktion des in den
Vektor pcDNA4/TO ligierten Gens. Zwolf Stunden spéater wurde Gesamtprotein extrahiert
und im Western-Blot sowohl das IEX-1-Protein als auch a-Tubulin durch spezifische
Antikdrper nachgewiesen. Die a-Tubulinbande diente als Mengenkontrolle, da es als

strukturgebendes Protein in alen Zellen in etwa gleichbleibenden Mengen vorkommit.
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K+ K- R2 R8 R9 R10 R2+8 R2+8+9 R2+8+9+10
a-Tubulin p | S e 0 S s e —
IEX-1 P>
-— - e
I[EX-1» ——
-10AS ———— ——— ——
Tetracyclin: + - + + + + + + +

Abb. 22: Western-Blot mit Proteinextrakten aus IEX-1- und ribozymtransfizierten T-
REXxa -293-Z¢ellen

T-REx& -293-Zellen wurden transient mit pcDNA4/TO/IEX-1 und verschiedenen pCR®3.1/Ribo-
zym-Konstrukten transfiziert, nach zwolfstindiger Inkubation bei 37 °C (10 % FCS) fur 24
Stunden serumstarviert, durch Zugabe von einem pg Tetrazyklin/ml Medium zur [|EX-1-
Expression stimuliert und nach weiteren zwdlf Stunden aufgearbeitet. Die Proteine a-Tubulin
(interner Mengenstandard) und IEX-1 wurden durch Western-Blot-Analyse mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen.

K+ Positivkontrolle: pCR®3.1- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

K- Negativkontrolle: : pCR®3.1- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert, unstimuliert
R2 pCR®3.1/Ribozym2/IEX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

R8 pCR®3.1/Ribozym8&/IEX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

R9 pCR®3.1/Ribozym9/IEX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

R10 pCR®3.1/Ribozym10/I EX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

R2+8 pCR®3.1/Ribozym2+8/IEX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert

R2+8+9 PCR®3.1/Ribozym2+8+9/I EX-1-Intron- und pcDNA4/TO/IEX-1-transfiziert
R2+8+9+10 pCR®3.1/Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron- und pcDNA4/ TO/IEX-1-transfiziert.

Die IEX-1-Doppelbande in Abb. 22 erklart sich aus der Tatsache, dal3 das verwendete
Vektorkonstrukt 30 Nukleotide 3' des ATG ein zweites Startkodon fir die Tranglation trug, so
dafid ein weiteres, um 10 AS verkurztes Genprodukt entstehen konnte. In allen mit Ribozym
behandelten Zellen zeigte sich ein verminderter |EX-1-Proteinspiegel. Vor alem die
Ribozyme 9/IEX-1-Intron, 2+8+9/IEX-1-Intron und 2+8+9+10/IEX-1-Intron verfugten tber
eine hohe katalytische Aktivtédt, da in den mit diesen Ribozymen behandelten Zellen eine
deutliche Abnahme des |EX-1-Proteinspiegels zu verzeichnen war. Das schwéachere |EX-1-
Signal in den mit Ribozym 8 behandelten Zellen beruht auf einer geringeren Auftragsmenge,
wie aus der ebenfalls schwécheren a-Tubulin-Bande zu ersehen ist. Identische Befunde
wurden auch anhand von aus T-REx™-Hel a-Zellen gewonnenen Protel nextrakten gewonnen
(nicht gezeigt). Da die ribozymvermittelte Reduktion des |EX-1-Proteinspiegels jedoch bei T-
REx™-293-Z€llen effektiver war, wurde diese Zéllinie fir weiterfiihrende Versuche benutzt.
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3.5 Einfluld von endogen exprimierten Ribozymen auf stabil mit den
ver schiedenen Ribozymkonstrukten transduzierte T-REx™-293-Zellen

Daim transient transfizierten System vor alem das Ribozym9/IEX-1-Intron sowie die beiden
Konkatamere Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron zu einer
verringerten 1EX-1-Expession fuhrten, wurden diese Konstrukte in den retroviralen Vektor
pBabePuro umkloniert und zur stabilen Transduktion von T-REx™-293-Zellen eingesetzt.

3.5.1 NachweisdesProvirusin T-REx™-293-Zellen

Im Anschlul an die Umklonierung von Ribozym9/IEX-1-Intron, Ribozym2+8+9/1EX-1-
Intron und Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron in den retroviralen Vektor pBabePuro wurde
eine Verpackungszellinie mit diesen Vektoren und anderen Hilfsvektoren transfiziert. So
konnte infektitser Virustiberstand gewonnen werden, welcher sich fur die Transduktion von
T-REx™-203-Zellen eignete. Aus den stabil transduzierten Zellinien (T-REx™-293/
pBabePuro, T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9, T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9
und T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10) konnte genomische DNA isoliert und ins
Genom integrierte Ribozym-DNA durch spezifische Primer amplifiziert werden (Abb. 23).

Std. K R9 R2+8 R2+8
+9  +9+10

Abb. 23: Nachweisdes Provirusin den T-REx™-293-Zellen mittels PCR

Aus den transduzierten T-REx™-293-Zellen (pBabePuro, pBabePuro/Ribozym9, pBabePuro/
Ribozym2+8+9 und pBabePuro/Ribozym2+8+9+10) wurde genomische DNA isoliert. Diese diente als
Template fur eine primerspezifische Amplifikation der Ribozym-Insertsin der Provirus-DNA.

Std. DNA-Leiter
K Provirus-Amplifikation mit T-REx™-293/pBabePuro-DNA
R9 Provirus-Amplifikation mit T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9-DNA (104 Bp)

R2+8+9 Provirus-Amplifikation mit T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9-DNA (192 Bp)
R2+8+9+10 Provirus-Amplifikation mit T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10-DNA (236 Bp)
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Die generierten Fragmente (Abb. 23) waren ca. 100 Bp kuirzer, als ursprtinglich angenommen
wurde. Da es sich bei Retroviren um einzelstréngige RNA-Viren handelt, erscheint es jedoch
plausibel, dal3 der den Ribozymen nachgeschaltete 1EX-1-Intron-Bereich im Verlauf der
Infektion aus der viralen RNA herausgespleildt wurde, bevor diese in cDNA umgeschrieben
und ins Genom integriert werden konnte. Sollte dies der Fall sein, so mufdten die per PCR
generierten Fragmente folgende L angen aufweisen:

Primer Ribozym9 Intron- Primer

L | Rest |

Ribozym9-PCR: 104 Bp r ] |
3111  22Bp 44Bp 16

Fur jedes weitere Ribozym mul3ten 44 Bp zugezéhlt werden, so dal3 das zu erwartende PCR-
Produkt fur die Ribozym2+8+9-DNA eine Léange von 192 Bp und das fir Ribozym2+8+9+10
eine Lange von 236 Bp hatte. Aus der T-REx™-293/pBabe-Kontroll-DNA sollte sich kein
ribozymspezifisches PCR-Produkt generieren lassen. Da sich in den genomischen DNAs die
geforderten Fragmente nachweisen lief3en, konnte davon ausgegangen werden, dald die
Zellinien das gewtnschte Provirus stabil ins Genom aufgenommen hatten. Zudem wurden die
den Ribozymen nachgeschalteten IEX-1-Intron-RNASs aus den Konstrukten herausgespleift.
Dieswar jedoch fir die Versuchsanordnung nicht von Nachteil, wie spétere Ergebnisse zeigen

werden.

3.5.2 Nachweis von Ribozym-RNA in den transduzierten T-REx™-293-Zellen durch
Reverse Transkription und anschlief}ende PCR-Amplifikation (RT-PCR)

Nachdem die Uber den Provirus ins Genom eingebaute Ribozym-Template-DNA erfolgreich
in den transduzierten T-REx™-293-Zellen nachgewiesen werden konnte, war es von funda-
mentalem Interesse, auch die Ribozym-RNA selbst nachweisen zu kénnen. Zu diesem Zweck
wurde Gesamt-RNA aus den betreffenden Zellinien isoliert, mit DNase | behandelt und in
cDNA umgeschrieben. Durch spezifische Primerkombinationen wurde sowohl aus den
Gesamt-RNA-Ansétzen as auch den cDNAs der verschiedenen Zellinien Ribozym-DNA
amplifiziert, auf einem achtprozentigem PAA-Gel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-
farbung nachgewiesen. Da die Intronsequenzen aus den Konstrukten herausgeschnitten
wurden, waren aufgrund der verwendeten Primerkombinationen die in Abb. 24 dargestellten

Fragmentléngen zu erwarten.
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Ribozym9-cDNA-Amplifikation: 37Bp
Ribozym2+8+9-cDNA-Amplifikation: 126 Bp
Ribozym2+8+9+10-cDNA-Amplifikation: 169 Bp
A B
Std. K1 K2 K3 R9 R2+8R2+8 Std. R9 R2+8 R2+8 K4 K5 K6
+9 +9+10 +9 +9+10

200 Bp »

100 Bp p

Abb. 24: Nachweisvon Ribozym-RNA in T-REx& -293-Zellen durch RT-PCR

A: Gesamt-RNA aus stabil transduzierten T-REx™-293-Zellen wurde im Anschlul® an eine DNase |-
Behandlung durch reverse Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und aus dieser durch PCR die
verschiedenen Ribozym-DNAs amplifiziert. B: PCR-Amplifikation der Ribozymkonstrukte aus DNase-

behandelter

Gesamt-RNA  der Zellinien T-REx™-293/pBabe/Ribozym9, T-REx™-293/pBabe

/Ribozym2+8+9 und T-REx™-293/pBabe/Ribozym2+8+9+10 (K4-6) sowie aus cDNA, die durch
Reverse Transkripion aus diesen RNA-Ansdtzen gewonnen wurde.

Std.

K1

K2

K3

R9

R2+8+9
R2+8+9+10
K4

K5

K6

DNA-Leiter
Negativkontrolle 1:  Ribozym9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro-cDNA
Negativkontrolle 2:  Ribozym?2+8+9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro-cDNA
Negativkontrolle 3: Ribozym2+8+9+10-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro-cDNA
Ribozym9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9-cDNA
Ribozym2+8+9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9-cDNA
Ribozym2+8+9+10-Nachweis aus T-REx™-293/pBabe/Ribozym2+8+9+10-cDNA
Negativkontrolle 4: Ribozym9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro/R9-RNA
Negativkontrolle 5:  Ribozym2+8+9-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro/
R2+8+9-RNA
Negativkontrolle 6: Ribozym2+8+9+10-Nachweis aus T-REx™-293/pBabePuro/
R2+8+9+10-RNA

Durch die RT-PCR konnten die fur die einzelnen Zellinien charakteristischen Ribozym-
konstrukte nachgewiesen werden. Wie erwartet liefd sich aus der T-REx™-293/pBabePuro-
cDNA sowie den Gesamt-RNA-Ansétzen keinerlei Ribozym-DNA amplifizieren.
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3.5.3 Northern-Blot-Analyse von T-REx™-293-Gesamt-RNA nach stabiler Transduk-
tion mit pBabePur o und ver schiedenen pBabePur o/Ribozymkonstrukten

Die Zellen wurden 24 Stunden lang serumstarviert (0,5 % FCS), zwei Stunden in Vollmedium
inkubiert (10 % FCS) und aus je einer 75cm’-Kulturflasche der Zellinien T-REx™-293/
pBabePuro, T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9, T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9
und T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10 Gesamt-RNA isoliert. Die IEX-1-RNA aus
je 20 g dieser Gesamt-RNAs wurde durch Northern-Blot-Analyse mit einer [a-*2P]dCTP-
markierten Sonde nachgewiesen. Zudem wurde der Northern-Blot mit der ,, ScanPack Version
3.0“ (Biometra) as Bitmap-Datel abgespeichert, die Intensitdt der IEX-1-RNA-Banden am
Computer ausgewertet und mit Excel fur Windows 98 ein Balkendiagramm erstellt, welches

die prozentualen Relationen der einzelnen RNA-Banden zueinander darstellt.

A B C

K R9 R2+8R2+8 K R9 R2+8 R2+8 K R9 R2+8 R2+8
+9 +9+10 +9 +9+10 +9 +9+10

100 61 52 36

28 STRNA D M
| . <
18 Srrar- (RS ®

Abb. 25: IEX-1-RNA-Nachweis in Gesamt-RNA aus mit Ribozymkonstrukten transduzierten
T-REx™-293-Z¢ellen mittels Norther n-Blot-Hybridisierung

VNY-T-X31 %

A: Gesamt-RNA aus stabil transduzierten T-REx™-293-Zellen (pBabePuro, pBabePuro/Ribozym9,
pBabePuro/Ribozym2+8+9 und pBabePuro/Ribozym2+8+9+10) wurde elektrophoretisch getrennt,
und ethidiumbromidgeféarbt B: Die RNA wurde auf eine Nylonmembran transferiert und die IEX-1-
mRNA im Northern-Blot durch eine [a-*P] dCTP-markierte DNA-Sonde detektiert. Die IEX-1-
mRNA-Banden (1,3 kb) sind durch die Pfeile beidseitig der Abbildung kenntlich gemacht C:
Prozentuale Relation der Intensitét der einzelnen IEX-1-RNA-Banden zueinander.

K T-REX™-293/pBabePuro-Gesamt-RNA
R9 T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9-Gesamt-RNA
R2+8+9 T-REX™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9-Gesamt-RNA

R2+8+9+10 T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10-Gesamt-RNA
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Wie aus Abb. 25 A zu ersehen ist, wurden gleiche RNA-Mengen fir den Northern-Blot
eingesetzt. Im Vergleich zur Kontrolle war in alen ribozymtransduzierten Zellinien eine
Verringerung des |EX-1-mRNA-Levels nachweisbar. Vor allem in den Ribozym2+8+9+10-
exprimierenden Zellen konnte die Ziel-RNA effektiv gespalten und auf 36 % der Menge in
der Referenzzellinie reduziert werden, gefolgt von mit Ribozym2+8+9- (52 % ) und
Ribozym9-transduzierten Zellen (61 %).

354 Western-Blot-Analyse von T-REx™-293-Proteinextrakten nach stabiler Trans
duktion mit pBabePuro und ver schiedenen pBabePur o/Ribozymkonstrukten

Die vier transduzierten Zellinien wurden 24 Stunden lang serumstarviert (0,5 % FCS), weitere
24 Stunden in Vollmedium (10 % FCYS) inkubiert und im Anschlufd eine Proteinextraktion
durchgeftihrt. Sowohl das IEX-1-Protein as auch a-Tubulin wurden Uber spezifische
Antikérper im Western-Blot-Verfahren nachgewiesen (Abb. 26). Anschlief3end wurde der
Western-Blot mit der ,, ScanPack Version 3.0" von Biometra ausgewertet.

K R9 R2+8+9 R2+8+9+10

a-Tubulin

[EX-1p> s

100 44 26 22

% |EX-1-Protein —

=

Abb. 26: Western-Blot mit Proteinextrakten aus stabil ribozymtransduzierten T-REx™-293-
Zéellen

Aus stabil transduzierten T-REx™-293-Zellen (pBabePuro, pBabePuro/Ribozym9, pBabePuro/
Ribozym2+8+9 und pBabePuro/Ribozym2+8+9+10) wurden Proteinextrakte gewonnen und sowohl
a-Tubulin as auch IEX-1 durch Western-Blot-Analyse mit spezifischen Antikrpern nachgewiesen.
Das Balkendiagramm zeigt, auf welches Niveau der Proteinspiegel infolge der Ribozymexpression im
Vergleich zur Referenzzellinie (T-REx™-293/pBabePuro = 100 %) gesenkt werden konnte.

K T-REx™-293/pBabePuro
R9 T-REXx™-293/pBabePuro/Ribozym9
R2+8+9 T-REXx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9

R2+8+9+10 T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10
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Die ermittelten Intensitéten der einzelnen | EX-1-Proteinbanden wurden durch die Auswertung
der entsprechenden a-Tubulin-Mengen angeglichen. Die Menge des von den T-RExX™-
293/pBabePuro exprimierten IEX-1-Proteins wurde gleich 100 % gesetzt und die Mengen an
IEX-1 in den ribozymexprimierenden Zellen ermittelt (Microsoft Excel fir Windows 98). Im
Western-Blot war in alen ribozymexprimierenden Zellinien ein deutlich verringerter 1IEX-1-
Proteinspiegel gegenliber den Referenzzellen nachweisbar. Interessant war dabel, dai3 die
Effektivitdt, mit der die Ribozymkonstrukte die Genexpression unterdrtickten, der durch die
Northern-Blot-Analyse gefundenen Reihenfolge entsprach. So erwies sich das Ribozym
2+8+9+10 in T-REx™-293-Zellen a's potentester Inhibitor der 1EX-1-Expression (lediglich
22 % IEX-1-Protein im Vergleich zur Kontrolle), gefolgt von Ribozym 2+8+9 (26 %) und
Ribozym 9 (44 %).

3.55 Einflul3 der Ribozyme auf die Proliferationsrate von T-REx™-293-Zellen

3551 ,CelTiter 96° Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay“ (Promega)

|dentische T-REx™-293-Zellzahlen wurden auf 96-well-Platten kultiviert und am folgenden
Tag unterschiedliche FCS-Konzentrationen (0,5 %, 2,5 %, 5 % und 10 %) im Medium
eingestellt. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation konnte die Lebendzellzahl durch oben
genanntes Testsystem gemessen werden. Aus den dabei ermittelten Werten wurde mit Excel
fur Windows 98 ein Balkendiagramm erstellt (Abb. 27).
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Abb. 27: , CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay* (Promega)

Die vier verschiedenen T-REx™-293-Kulturen (5000 Zellen/well) wurden in 96-well-Platten mit
Medium vier verschiedener FCS-Konzentrationen inkubiert und die Anzahl lebender Zellen nach
vierundzwanzigstiindiger Inkubation bei 37 °C mit dem , CellTiter 96° Aqueous Non-Radioactive
Cdll Proliferation Assay“ durch Zugabe von je 25 pl MTS-Reagenz/well, einstiindiger Inkubation
der Kulturen sowie Messung des Farbumschlags im Medium bel 490 nm bestimmt. Der Versuch
wurde mehrfach wiederholt, die Ergebnisse gemittelt und ein Balkendiagramm erstellt.

H pBabePuro l pBabePuro/R9 M pBabePuro/R2+8+9 M pBabePuro/R2+8+9+10
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Da identische Zellmengen eingesetzt wurden, sprechen die Ergebnisse daflr, dal3 die Kulturen
mit pBabePuro-transduzierten Zellen nach vierundzwanzigstindiger Inkubation bei allen
getesteten FCS-Konzentrationen tber hdhere Lebendzellzahlen verflgten, als die mit Ribo-
zym transduzierten Zellinien. Zudem war bei allen FCS-K onzentrationen Uber 2,5 % die Ten-
denz zu beobachten, dal? der vermehrte Einsatz von katalytischen Zentren in den Ribozym-
Inserts zu einer Verringerung der Proliferationsrate fihrte. So reduzierte der Einsatz des Kon-
katamers Ribozym2+8+9+10 die Proliferationsrate in T-REx™-293-Zellen am deutlichsten,
wahrend das Ribozym9-Insert den geringsten Effekt auf das Wachstum der Zellen hatte. Setzt
man eine wachstumsférdernde Funktion von IEX-1 voraus, so decken sich auch diese Ergeb-
nisse in hohem Mal3 mit den durch den Northern- und Western-Blot ermittelten Befunden.

3.5.5.2 Zelzyklusanalyse der stabil transduzierten Zellinien durch Propidiumjodid-Farbung
und anschlief3ende Durchfluf3zytometrie

In je vier Locher einer Sixwellplatte wurden 4 x 10° Zellen jeder transduzierten Zellinie
Uberfihrt, diese Uber Nacht inkubiert, 48 Stunden serumstarviert (0,5 % FCS) und schliefflich
zwolf Stunden in Vollmedium (10 % FCS) inkubiert. Im Anschlu an die Zellernte,
verschiedene Waschschritte und die Fixierung der Zellen in Ethanol konnte die DNA-Menge

in den Zellen durch Propidiumjodidfarbung im Durchfluzytometer (Dako) gemessen werden.

80
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Zéellzyklusfraktionen (%)
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pBabePuro pBabePuro/ pBabePuro/ pBabePuro/
Ribozym9  Ribozym2+8+9 Ribozym2+8+9+10

Abb. 28: Zellzyklusanalyse der verschiedenen transduzierten Zellinien durch Propidium-
jodidfarbung und anschliel}ende FACS-Analyse

Gleiche Zellzahlen der vier stabil transduzierten Zellinien wurden in Sixwellplatten ausgesét, 48
Stunden lang serumstarviert (G1-Arrest) und zwélf Stunden in Vollmedium (10 % FCS) kultiviert.
Der DNA-Gehalt der Zellen gab daraufhin Aufschlul? Uber die Verteilung der Zellen auf die
einzelnen Stadien des Zellzyklus. Die Auswertung erfolgte im Anschlu@ an ene
Propidiumjodidfarbung mittels Durchfluzytometrie (Dako).

B G1-Phase M Synthese(S)-Phase B G2/M-Phase
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Da Propidiumjodid (PI) dhnlich wie Ethidiumbromid in DNA interkaliert und sich durch
Licht einer bestimmten Wellenldnge anregen 183, kann so die relative Menge der in den
einzelnen Zellen vorhandenen DNA nachgewiesen werden. Durch diese FACS-Analyse
lieffen sich verschiedene Zellfraktionen einer bestimmten Phase des Zellzyklus zuordnen
(Abb. 28), da Zellen in der G1-Phase einen einfachen Chromosomensatz besitzen, wéahrend
Zellen zu Beginn der M-Phase Uber die doppelte DNA-Menge verfigen. Zellen der S-Phase
liegen mit ihrem DNA-Gehalt zwischen G1 und G2/M. Abb. 28 zeigt, dal? die mit pBabePuro
transduzierten Zellen den Zellzyklus schneller durchliefen, als digenigen Zellen, die
Ribozymkonstrukte exprimierten. So befanden sich in den ribozymtransduzierten Zellinien
mehr Zellen in der S-Phase und weniger Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus, wéhrend
ein verhdtnismaldig groferer Teil der pBabePuro-transduzierten Zellen die DNA-Synthese
abgeschlossen hatte und sich bereits in der Mitose befand. Entsprechend war bei den
ribozymexprimierenden Kulturen ein grofRerer G1-Phase-Peak zu beobachten. Diese
Ergebnisse belegen, dal3 die geringeren Lebendzellzahlen bei den ribozymbehandelten
Zéellinien in Versuch 3.5.5.1 auf einer verringerten Zellzyklusprogression und nicht etwa auf

einer erhdhten Apoptoserate basieren.

3.5.6 Reaktion von stabil mit Ribozymkonstrukten transduzierten T-REx™-293-Zellen

auf ver schiedene apoptotische Stimuli

Die Kultivierung und Serumstarvation der Zellen erfolgte wie unter 3.5.5.2 beschrieben,
wobel jedoch in ale sechs Locher der Platte Zellmaterial ausgesét wurde. Im Anschiuf3
wurden die Zellen verschiedenen apoptotischen Stimuli ausgesetzt. Da Zellen im Zuge der
Apoptose frih damit beginnen, Phosphatidylserin von der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran nach auf3en zu verlagern, kdnnen apoptotische Zellen gezielt durch Annexin V
detektiert werden, da Annexin spezifisch an Phosphatidylserin bindet (Vermes et al., 1995).
Die DNA in den Zellen wurde zusétzlich mit Propidiumjodid angeférbt, um nekrotische
Zellen (starkes PI-Signal, starkes Annexin-V-Signal) von apoptotischen Zellen (schwaches
PI-Signal, starkes Annexin-V-Signal) unterscheiden zu kénnen. Die Verteilung apoptotischer
und gesunder Zellen konnte im Durchfluf3zytometer (Dako) ermittelt und mit Excel fir
Windows 98 in Form eines Bakendiagramnms dargestellt werden (Abb. 29). Die Fraktion

nekrotischer Zellen wurde in diesem Zusammenhang nicht beriicksichtigt.
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Abb. 29: Zusammenhang zwischen |EX-1-Restriktion und der Sensibilitat gegentber
apoptotischen Stimuli in T-REx™-293-Zellen

Je 2 x 10° Zellen jeder Zellinie wurden in die sechs Vertiefungen einer Sixwellplatte ausgesét, die
Zellen Uber Nacht inkubiert, 48 Stunden serumstarviert und mit verschiedenen apoptotischen
Stimuli beimpft. Das an der duReren Membran apoptotischer Zellen befindliche Phosphatidylserin
wurde mit dem ,ApoAlert™ Annexin V-FITC'-Kit der Firma Clontech detektiert und die
apoptotischen Zellen mittels Durchflulzytometrie von der Fraktion gesunder Zellen getrennt.
Schliefdlich wurde mit Excel fir Windows 98 ein Balkendiagramm erstellt.

Probe 1: keine apoptotischen Stimuli (Kontrolle)

Probe 2:  Zugabe von 2 pl anti-Fas (0,2 pg/W!) fur 18 Stunden
Probe 3:  Zugabe von 2 pl Etoposid (35 mM) fir 24 Stunden
Probe4: Zugabevon 5l TNFa (0,32 uM) fir 18 Stunden
Probe5: Zugabevon 2 gl MG-132 (10 mM) fur 24 Stunden
Probe 6: Zugabe von 1 pl Doxorubicin (0,2 mM) fur 24 Stunden

Il pBabePuro M pBabePuro/R9 M pBabePuro/R2+8+9 M pBabePuro/R2+8+9+10

Das Diagramm in Abb. 29 zeigt, dal3 die Zellinien mit unterschiedlicher Intensitét auf die
verschiedenen apoptotischen Stimuli reagierten. So fuhrte vor alem die Doxorubicin-
Behandlung zum programmierten Zelltod, gefolgt vom Fas-aktivierenden Antikorper,
Etoposid, MG-132 und TNFa. Der interessantere Aspekt dieses Versuches ist jedoch, daf3
signifikant weniger Zellen in die Apoptose Uberfuihrt werden konnten, wenn diese IEX-1-
spaltende Ribozyme exprimierten. Auch hier ist wieder die in den vorhergegangenen
Versuchen beobachtete Reihenfolge der katalytischen Effektivitét der Ribozymkonstrukte
nachweisbar. So schitzte das Konkatamer Ribozym2+8+9+10 die Zellen effektiver vor
Apoptose as Ribozym2+8+9 und Ribozym9. Offensichtlich hangt diese verminderte
Apoptoserate mit dem durch die Ribozyme vermittelt reduzierten |EX-1-Spiegel zusammen.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die IEX-1-Expression in T-REx™-293-Zellen durch den
Einsatz verschiedener Hammerhead-Ribozyme gezielt zu unterbinden, um hierdurch einen
Einblick in mdgliche zelluldre Funktionen des |EX-1-Proteins zu erhalten.

4.1 Auswahl der Ribozym-Zielsequenzen auf der IEX-1-mRNA, Ribozym-
Design, in vitro-Testung und Erstellung von Kinetiken

Hammer head-Ribozyme kdnnen eine beliebige RNA am 3'-Ende von Nukleosid-Triplets des
Typs 5-NUH -3' spalten, wobel N fir jedes der vier moglichen Nukleoside, U fur Uridin
und H fur Cytidin, Uridin und Adenosin steht. Diese Regel wurde von verschiedenen Autoren
formuliert (Ruffner et al., 1990; Perriman et a., 1992; Shimayamaet a., 1995; Zoumadakis &
Tabler, 1995; Ludwig et a., 1998). Vergleichende Studien ergaben, dal3 Substrate mit einem
Purin an der ersten Position des Triplets und einem Cytosin oder Adenin an der dritten
Position besonders effektiv gespalten werden (Koizumi et a., 1988; Ruffner et al., 1990;
Perriman et al., 1992; Zoumadakis & Tabler, 1995). Diesen Studien nach &% sich die
Effektivitéat, mit der 5-NUH -3'-Motive gespalten werden, in folgender Reihenfolge
ausdriicken: AUC, GUC > GUA, AUA, CUC > AUU, UUC, UUA > GUU, CUA > UUU,
CUU (Sun et a., 2000). Zoumadakis & Tabler (1995) fanden in ihren Beispielen, dal3 5'-
NUC -3'-Motive am effektivsten gespalten wirden. Clouet-d’Orval & Uhlenbeck (1997)
beschrieben eine deutliche Steigerung der Ribozymaktivitét, wenn das NUH -Motiv 3' von
einem U flankiert wurde. Aufgrund dieser vergleichenden Studien wurde die |EX-1-mRNA-
Sequenz in einem ersten Schritt auf samtliche mdgliche 5'-NUC -3'-Triplets und
insbesondere auf 5-NUC U-3'-Motive hin untersucht. In einem zweiten Schritt wurden
Hammerhead-Ribozyme gegen die ausgewdhlten Triplets konstruiert. Hammerhead-
Ribozyme haben gegeniiber Hairpin-Ribozymen den Vorteil, dal? sie besser untersucht und
aufgrund ihrer geringeren Grosse leichter und billiger zu synthetisieren sind (James und
Gibson, 1998). Die Effizienz von Ribozymen hangt neben der ausgewahlten Spaltungsstelle
entscheidend von der Substratbindung ab. Diese wird durch die Lange und Sequenz der
beiden Antisense-Arme des Ribozyms, die beidseitig der Spaltungsstelle binden, definiert.
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Dabei kdnnen Ribozyme mit kurzen Antisense-Armen nach erfolgter Spaltung leichter vom
Substrat abdiffundieren und haben folglich einen htheren Substratumsatz als entsprechende
Ribozyme mit léangeren Armen (Bertrand et al., 1994; Hertel et a., 1994), gleichzeitig ist die
Substratspezifitdt jedoch herabgesetzt. In der Regel erweisen sich Ribozyme mit einer
Antisense-Lange von sieben bis acht Nukleotiden beidseitig des NUH -Triplets als effektiv
(Bertrand et al., 1994; Herschlag, 1991). Dal3 solche Antisense-Arme eine hinreichende
Spezifitét garantieren, lal%t sich durch die jlingsten Ergebnisse des internationalen
Konsortiums fur die Sequenzierung des humanen Genoms belegen. Demnach besteht das
menschliche Genom nur aus ca. 30 000 — 40 000 proteinkodierenden Genen, wobel die
kodierende Sequenz eines humanen Gens im Schnitt 1 340 Bp lang ist (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001). Folglich besteht das fur Proteine kodierende Genom
des Menschen aus ca. 40 000 x 1 340 = 5,36 x 10" Basenpaaren. Aus einem Ribozym, da3
beidseitig von je sieben Antisensenukleotiden flankiert wird, lassen sich theoretisch 4** = 2,7
x 10° Varianten herstellen. Da dieser Wert iiber dem ermittelten Wert fiir die kodierende
Region des humanen Genoms liegt, sollte ein solches Ribozym neben seiner Ziel-RNA

statistisch gesehen keine zusétzliche unspezifische proteinkodierende Region spalten.

Zudem konnten Tabler et al. (1994) zeigen, dal3 die Substratbindung tber asymmetrische
Arme effektiver als die Uber symmetrische verlauft. Um den angesprochenen Anforderungen
an ein Ribozym mit hohem Substratumsatz und hoher Substratspezifitét zu geniigen, wurden
Ribozyme mit asymmetrischen Antisense-Armen (5'-Arm = 7 Nukleotide; 3'-Arm = 9
Nukleotide) gewahlt. Die Sequenz der Antisense-Bereiche ergab sich aus der komplementéren
Ziel-mRNA-Sequenz. Der Kernbereich der Ribozyme entsprach an den Positionen 3-10.4 und
11.4-15.1 (Numerierung nach Hertel et al., 1992) einem von Singh et al. (1996) beschriebenen
Ribozym (Rb124), wobei die Schleife-11-Sequenz nach Tuerk et a. (1988) modifiziert wurde,
um die Stabilitéat der Sekundéarstruktur zu stérken.

Erst kirzlich verglichen Amarzguioui et a. (2000) die zwei gangigsten Methoden zur
Identifizierung zuganglicher mMRNA-Zielsequenzen (computergestiitzte Vorhersage von
Sekundarstrukturen und in vitro Accessibility Assays). Diese Arbeiten verwiesen auf eine nur
schwache Korrelation zwischen der tatsachlichen Zuganglichkeit von RNA-Abschnitten und
den durch ,in vitro Accessbility Assays’ ermittelten Daten, wohingegen ene
computergestiitzte Vorhersage der wahrscheinlichen Sekundarstruktur zu einem zuverléssigen
Design von katalytisch aktiven Hammer head-Ribozymen fihrte.
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Aus diesem Grunde wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die Sekundérstruktur der
Ribozyme als auch die der Ziel-RNA mit den Programmen DNASIS v2.5 und RNAstructure
v3.5 (Mathews et a., 1999) ermittelt. Schliefflich lief3 sich mit den gleichen Programmen
untersuchen, ob die Ribozyme mit optimaler Sekundarstruktur auch in Gegenwart von
Substrat-RNA die katalytisch aktive Struktur annehmen. Hierzu wurden die kodierenden
Exonl- und Exon2-Sequenzen der IEX-1-RNA im Computer-Modell Uber einen oligo-dA s-
Schwanz mit den entsprechenden Ribozym-K onstrukten verbunden.

Zwolf verschiedene Ribozyme erflllten zusammen mit ihren Zielsequenzen in der Theorie
ale an sie gestellten Anforderungen. Von diesen sechs Exonl- und sechs Exon2-spezifischen
Ribozymen waren elf Ribozyme in vitro in der Lage, die jeweiligen Exon-RNA-Molekile zu
gpalten. Acht dieser Ribozyme spalteten dartiber hinaus auch die in vitro-transkribierte, 1190
nt lange IEX-1-RNA. Mindestens zwel dieser acht Ribozyme (Ribozym 8 + Ribozym 9)
gpalteten in vitro auch in Gegenwart von Gesamt-RNA aus T-REx™-293-Zellen spezifisch
IEX-1-mRNA, was durch Northern-Blot-Analysen nachgewiesen werden konnte. Bei den
Ribozymen 2, 3 und 5 war der Befund diesbeziiglich nicht eindeutig, da die Spaltprodukte
hier nur unwesentlich kleiner (1168, 1159 und 1152 nt) als die IEX-1-mRNA (1302 nt) und

deshalb im Northern-Blot schwer von der Substratbande zu unterscheiden waren.

Die Erstellung der Ribozym-Kinetiken orientierte sich an dem von Hendry et al. (1997)
beschriebenen Protokoll, wobei die Substrat-RNA jedoch nicht **P-5-endmarkiert wurde.

4.2 Art der Ribozym-Verabreichung und Vektorwahl

Ribozyme kénnen den Zielzellen als vorgefertigte Ribozyme (exogene Zugabe) oder als
vektorvermittelte Ribozym-Gene (endogene Expression) verabreicht werden. Fir die
erstgenannte Darreichungsform ist die Wahl der Transfektionsmethode wichtig, wahrend bei
der endogenen Expression die Wahl des Promotors und somit des Vektors von Bedeutung ist
(Bertrand et a., 1997). Die exogene Zugabe von synthetisch hergestellten Ribozymen
erfordert mannigfaltige Modifikationen der nukleasesensitiven RNA, deren Termini weder
durch ein 5-Cap noch durch einen 3'-poly-A-Schwanz geschiitzt sind. Um Ribozyme
resistent gegen eine Degradation durch Wirtsnukleasen zu machen, werden Modifikationen
Uberwiegend an der 2‘-OH-Position der Ribose verschiedener Nukleotide vorgenommen
(Beigelman et al., 1995; Usman & Blatt, 2000).
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Solche Modifikationen lassen sich an beinahe allen Nukleotiden vornehmen. Davon
ausgenommen sind lediglich sechs konservierte Positionen im Kernbereich des Ribozyms
(Paolellaet al., 1992), deren Modifikation zu einem starken, wenn nicht vollsténdigen Verlust
der katalytischen Aktivitét fuhrt. Gangige Nukleotidanaloga sind 2'-O-Allyl-, 2°-O-Alkyl-
und 2'-O-Methyl-Ribonukleotide. Auf diese Weise kbnnen Ribozyme hergestellt werden, die
eine hinreichende Aktivitét besitzen und dennoch nukleaseresistent sind. Neben der durch die
Modifikationen herabgesetzten Aktivitdt der Ribozyme hat diese Vorgehensweise den
Nachteil, dal3 die Synthese Uber die Festphasen-Phosphoramidit-Methode (Wincott et al.,
1995) erfolgt. Diese schrittweise Addition einzelner Nukleotide an die wachsende RNA-Kette

ist in kaum einem Labor etabliert und muf3 deshalb Uber kommerzielle Anbieter erfolgen.

Zur endogenen Expression von Ribozymen in Sdugerzellen eignen sich diverse Vektoren,
wobel viele gangige Plasmide Uber einen Cytomegal ovirus(CMV)-Promotor verfligen. In der
vorliegenden Arbeit wurde der CMV-gesteuerte Vektor pCRé‘S.l (Invitrogen) verwendet.
Dieser enthdlt keine Lokalisationssequenzen, so dal die hierliber exprimierten Ribozyme in
einer , MRNA-Kassette® mit 5°-Cap und 3'-poly-A-Schwanz zytoplasmatisch lokalisiert sind.
Neben diesen Vektorsystemen werden zunehmend retrovirale und adenovirale Vektoren
verwendet, welche die Ribozym-Expression Uber die viralen LTR-Promotoren steuern. Dabeli
sind retrovirale Vektoren effizient, sicher und dartiber hinaus in der Lage, stabil ins Genom zu
integrieren (James & Gibson, 1998). Verschiedene Autoren beobachteten bel unterschied-
lichen viralen Promotoren voneinander abweichende Ribozym-Expressionsraten. So beschrie-
ben Zhou et a. (1996) eine hohe Expresson von MMLV-LTR-Promotorgesteuerten
Ribozymen, wahrend Bertrand et al. (1997) RSV-LTR-Promotoren untersuchten und dabel
eine niedrige Ribozym-Expression feststellten.

Um Uber ein Zellsystem zu verfligen, welches stabil ins Genom integrierte Ribozym-Gene
enthdlt, wurde in der vorliegenden Arbeit das retrovirale Vektorsystem pBabePuro
(Morgenstern & Land, 1990) verwendet. Dieses Konstrukt exprimiert grof3e Mengen der
inserierten Gene Uber einen MMLV-LTR-Promotor.
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4.3 Klonierung der Ribozyme in ausgewahlte Vektorsysteme und Kon-

struktion von Ribozym-K onkatamer en

Die Ribozyme 2, 8, 9 und 10 wurden Uber 5'-Nhe-1- und 3'-Xba-l-Schnittstellen in den
V ektor pCRé 3.1 kloniert. Im Anschlufd wurde die IEX-1-Intron-DNA Uber 5'-Xba-1- und 3'-
Pme-I-Schnittstellen hinter die Ribozyme in die Vektoren ligiert. Diese nachgeschalteten
Intron-Sequenzen kdnnen zu einer erhdhten Transkriptionseffizienz fuhren (Lee et a., 1997,
Zheng et al., 1997).

Chen et a. (1992a & b) sowie Leopold et al. (1995 & 1996) verwendeten neben einzelnen
Ribozym-Konstrukten sogenannte Multiunit- oder Konkatamer-Ribozyme. Diese bestehen
aus mehreren hintereinander geschalteten Einzelribozymen. Dabei verwendeten Chen et al.
Konkatamere mit bis zu neun Ribozymen, wahrend Leopold und Mitarbeiter sich auf
Multiunit-Ribozyme aus drei katalytischen Doménen beschrénkten. Beide Gruppen konnten
dabel nachweisen, da3 die Konkatamere Uber eine hohere Substratspaltungsaktivitét
verfigten, als die einzelnen Ribozyme, aus denen sie bestanden. Aus diesem Grunde wurden
in der vorliegenden Arbeit Ribozym-Konkatamere aus zwei, drel und vier katalytischen
Einheiten konstruiert (pCR?3.1/R2+8/IEX-1-Intron, pCR?3.1/R2+8+9/IEX-1-Intron und
pCR?3.1/R2+8+9+10/IEX-1-Intron). Dabei konnten die zuvor generierten Vektoren fir die
verschiedenen Umklonierungen verwendet werden. Alle Konkatamere basierten auf dem
Vektor pCR?3.1/R2/IEX-1-Intron. Durch XbarI- und Pme-I-Restriktion konnte das Intron aus
diesem Konstrukt entfernt und im AnschliuR das aus dem Vektor pCR?3.1/R8/IEX-1-Intron
stammende 5'-Nhe-I-/R8/IEX-1-Intron/Pme-1-3'-Fragment in den Vektor kloniert werden.
Auf die gleiche Weise wurden dann die Ribozyme 9- + 10/IEX-1-Intron angefugt.

Wie durch Western-Blot-Analyse (vgl. Abb. 22) gezeigt werden konnte, fuhrte die
Transfektion von T-REx™-293-Zellen mit vektorgesteuertem Ribozym9/IEX-1-Intron,
Ribozym2+8+9/IEX-1-Intron und Ribozym2+8+9+10/IEX-1-Intron zu einem verringerten
|EX-1-Proteinspiegel. Aus diesem Grunde wurden die Konstrukte aus den pCRé‘ 3.1-Vektoren
in den retroviralen Vektor pBabePuro umkloniert und T-REx™-293-Zellen Uber retroviralen

Gentransfer stabil mit den Einzel- bzw. Multiunit-Ribozymen transduziert.
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4.4 Einfluf® von |EX-1 auf das Zellwachstum

In der vorliegenden Arbeit wurde ein kolorimetrischer MTS-Test (,, CellTiter 96° Aqueous
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay” - Promega) verwendet. Vitale Zellen setzen dabei
das Tetrazolium-Salz MTS in en UV-absorbierendes Formazan-Produkt um. Diese
Umsetzung basiert auf der Freisetzung von NADH und NADPH durch Dehydrogenasen in
metabolisch aktiven Zellen (Berridge et al., 1993) und ist direkt proportional zu der Zahl
lebender Zellen in der getesteten Kultur (Cory et al., 1991; Risset a., 1992).

Der Einflul? einer ribozymvermittelten Reduktion der |EX-1-Expression auf das Wachstum
von stabil mit Ribozymen transduzierten T-REx™-293-Zellen wurde durch Detektion und
Quantifizierung der Lebendzellzahl nachgewiesen. Darlber hinaus wurde durch

Propidiumjodid-Féarbung ein Zellzyklusprofil der jewelligen Kulturen erstellt.

Wie die Daten zeigen, fuhrt eine ribozymvermittelte Verminderung der IEX-1-Expression in
beiden Testsystemen zu einer Wachstumsinhibition von T-REx™-293-Zellen (vgl. Abb. 27
und 28). So konnte im Wachstumsassay gezeigt werden, dal3 die Gegenwart der Ribozyme
nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation zu einer verringerten Lebendzellzahl fuhrte. Dal3
dieser Befund nicht auf einer erhdhten Apoptoserate, sondern auf einer verlangsamten
Zellzyklusprogression beruht, konnte durch die Ermittlung der Zellzyklusprofile eindeutig
gezeigt werden. Alle ribozymexprimierenden Zellinien zeigten dabel gegeniber den
Kontrollzellen einen erhohten G1-Phase-Peak, der mit einer Verringerung der Zellzahlen in
der S- und G2/M-Phase einherging. Interessanterweise korrelierte die Effizienz der Ribozyme
beziiglich der Inaktivierung von IEX-1 im Northern- und Western-Blot (vgl. Abb. 25 und 26)
gut mit der verringerten Proliferationsrate der entsprechend transduzierten Zellinien, und zwar
in folgender Reihenfolge: R2+8+9+10 > R2+8+9 > R9.

Erst kirzlich wurde der Einflufd von in T-REx™-HelL a-Zellen Uberexprimiertem IEX-1 auf
den Zellzyklus beschrieben (Arlt et a. 2001). Dabei war eine deutliche Abnahme von G1-
arretierten Zellen nach achtstiindiger 1EX-1-Induktion zu beobachten, wahrend der Anteil der
Zellen in der G2/M-Phase zunahm. Durch paralele Zugabe des Mitosegiftes Vinblastin
wurden alle proliferierenden Zellen in der M-Phase arretiert (Kaltschmidt et al., 1999).
Hierbel kam es im Vergleich zu lacZ-transfizierten Zellen zu einem deutlichen Anstieg von

Zellen in der G2/M-Phase, wenn zuvor |EX-1 induziert wurde.
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Auch diese Daten sprechen daftr, dal3 IEX-1 die Zellzyklusprogression beschleunigt und

wahrscheinlich Bestandteil eines Wachstumssignalsist.

Dies steht im Einklang mit friiheren Befunden, die zeigten, dal3 die Expression des IEX-1-
Homol ogons p22/PRG1 nach Zugabe des proliferationsinduzierenden Peptidhormons PACAP
in der Rattenpankreaskarzinom-Zellinie AR4-2J erhéht war. PACAP wird von der Zelle Uber
drei verschiedene Rezeptoren aufgenommen, wobei der PACAP/VIP-Rezeptor 1 ausschlief3-
lich PACAP bindet (Pisegna & Wank, 1993; Spengler et a., 1993), wahrend die anderen
Rezeptoren (PACAP/VIP-2 + -3) auch VIP- und sekretinvermittelte Signale weiterleiten. Wie
Schéfer et a. (1996a) nachweisen konnten, findet die PACAP-induzierte |EX-1-Expression
Uber den PACAP/VIP-1-Rezeptor statt, da eine IEX-1-Expression nach Zugabe von VIP oder
Sekretin nicht beobachtet werden konnte. Dieses Ergebnis korreliert mit verschiedenen
Studien, die dem PACAP/VIP-1-Rezeptor eine Rolle bei der Regulation der Proliferation
zuordnen (Buscail et al., 1992).

Kumar et al. (1998) konnten durch Uberexpression von IEX-1 eine erhohte Proliferationsrate
in  Keratinozyten beobachten. Umgekehrt lie? sich durch Zugabe von 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 eine Wachstumsinhibition erzielen, wobei die IEX-1-mRNA-
Konzentration deutlich reduziert war (Kobayashi et al., 1998).

Schéfer et al. (1999b) gelang anhand verschiedener serumstarvierter Pakreaskarzinom-
zellinien (818-4 und PancTul) der Beleg, dal’ eine Zugabe von FCS oder verschiedenen
Wachstumsfaktoren (EGF, HGF) zu einem Anstieg von |IEX-1-mRNA und -Protein flhrte,
welcher offensichtlich von einer verstérkten Proliferation begleitet war. Ferner fihrte eine
Zugabe von TNFa in PT45-Zéellen, die auf dieses Zytokin mit Wachstum reagierten, zu einer
Induktion von IEX-1, wadhrend in von TNFa-wachstumsinhibierten 818-4-Zellen keine
Induktion von IEX-1 beobachtet werden konnte (Schafer et al., 1999b). Ein solch induktiver
Effekt von Wachstumsfaktoren (PDGF und FGF) auf die Expression von I|EX-1 wurde zuvor
auch fur das murine |EX-1-Homologon gly96 beschrieben (Charles et al., 1993).
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441 |EX-1alsETS1/AP-1-Zielgen

Nach Kondratyev et a. (1996) ist IEX-1 durch den Phorbolester TPA, den Protein-
phosphatase-Inhibitor Okadainsiure und TNFa induzierbar. TPA hat eine hohe Ahnlichkeit
mit Diacylglycerin, dem naturlichen Aktivator der Proteinkinase C (PKC). Im Gegensatz zu
Diacylglycerin ist TPA sehr langlebig, weshalb es zu einer dauerhaften Aktivierung der PKC
kommt. Diese Kinase hat verschiedene Substrate, deren Phosphorylierung sich auf das
Wachstum einer Zelle auswirken kann. Ein bedeutendes Substrat ist dabei die MAP3K RAF-
1, welche auch nach Bindung verschiedener Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF, TGFa, TNFa)
an deren Rezeptoren Uber RAS aktiviert wird. RAF-1 phosphoryliert nun die MAP2Ks
MEK1/2 (Daum et a., 1994; Avruch et al., 1994), wodurch wiederum die MAPKs ERK1/2
und INK/SAPK (Fanger et a., 1997) aktiviert werden. Diese phosphorylieren schliefdlich
verschiedene Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren, die daraufhin in den Zellkern
trandozieren und dort Gene induzieren, die u.a. zu Wachstum und Differenzierung der Zelle

fUhren.

Wichtige, durch die MAPK aktivierte Transkripionsfaktoren, sind ETS-1 (Wasylyk et 4.,
1998), ELK-1 (Hill & Treisman, 1995; Fanger et a., 1997) und c-Jun (Fanger et a., 1997).
ETS-1 bildet Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie etwa AP1. Wie Schifer et al.
(1998c) zeigen konnten, verfligt der 1EX-1-Promotor Uber benachbarte ETS-1- und API1-
Bindungsstellen. Aufgrund seiner deutlichen Induzierbarkeit durch TPA sowie verschiedene
Wachstumsfaktoren erscheint es wahrscheinlich, dal3 die IEX-1-Expression unter solchen
Stimulationsbedingungen Uber den MAPK-Weg reguliert wird. Hierfir spricht auch die
Tatsache, dal’3 1EX-1 durch den Proteinphosphatase-Inhibitor Okadainsaure induziert wird
(Kondratyev et a., 1996).

442 1EX-1alsp53-Zielgen

Sowohl das IEX-1- as auch das aus der Ratte stammende p22/PRG1-Gen verfiigen Uber
aktive p53-Bindungsstellen in ihren Promotoren (Schéfer et al., 1998a-c; Schmidt et a.,
1999). Die paindromische p53-Erkennungssequenz (CCACATGTCTCGACATGTGC) im
|EX-1-Promotor zeigt eine sehr hohe Ubereinstimmung mit der aus zwei 10 Bp langen
Elementen (RRRC(A/T)(A/T)GYYY) der p2l-Promotorsequenz (El-Deiry et a., 1992;
Zambetti et a., 1992).
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In seiner vorherrschenden Funktion als Transkriptionsfaktor (Unger et al., 1992) rekrutiert
p53 Gene, deren Produkte so wichtige Aufgaben wie den Zellzyklusarrest (p21L/WAF1 - El-
Deiry et al., 1992), die DNA-Reparatur (GADD45 - Kastan et al., 1992; PCNA - Morriset a.,
1996) oder Apoptose (bax - Miyashita& Reed, 1995) vermitteln.

Wie Schéfer et al. (1998a) zeigen konnten, fuhrt g-Bestrahlung in Rattensplenozyten neben
einer Induktion von p53 (nach ca. drei Stunden) zu einem biphasischen [EX-1-
Expressionsmuster, wobei nach ca. 30 Minuten eine vermutlich NFkB-abhéngige ,early
response” erfolgt. In der Folge wird IEX-1 rasch wieder abgebaut und erreicht nach ca. 12-16
Stunden ein erneutes Maximum. Dieser zweite Peak ist auf eine verzogerte, p53-vermittelte
Induktion von IEX-1 zurlckzufihren, da dieser Anstieg der IEX-1-Expression in p53-
defizienten Zellen (z.B. Splenozyten von p53-Knockoutméusen, SAOS-2- oder Hep3B-
Zellen) ausbleibt (Schéfer et al., 1998b). Eine solche verzgerte Expression eines potentiellen
Proliferationsgens wirde dann einen Sinn ergeben, wenn eine g-strahlungsbedingte DNA-
Schéadigung durch eine ebenfalls p53-vermittelte DNA-Reparatur (z.B. durch PCNA) beseitigt
worden wére. Solche Zellen konnten dann infolge einer IEX-1-Expression in den Zellzyklus
zurtckkehren. Durch die Aktivierung von Genen, die zu ener Umgehung des
Zellzyklusarrests fihren (z.B. MDM2 - Wu et al., 1993; Xiao et a., 1995) und die Wachstum
induzieren (TGFa und IEX-1), kénnte p53 also eine Signalkaskade auslésen, die nach
Wiederherstellung der zelluléren Integritét zum Wiedereintritt in den Zellzyklus fuhrt und das
Uberleben der Zellen sichert (Schifer et al., 1998a; Schmidt et al., 1999). Eine solche
Vermutung wird dadurch gestitzt, daf? fir das murine gly96 eine Induktion am GO/G1-
Ubergang nachgewiesen wurde (Charles et al., 1993).

Zusammenfassend spricht einiges dafir, dal3 eine p53-abhéngige Expression von IEX-1
verzogert, etwa nach abgeschlossener DNA-Reparatur, as Folge direkter oder indirekter p53-
Wirkung auftritt. IEX-1 tbt mdglicherweise eine proliferative Funktion aus, indem es Zellen
—wie fur gly96 nachgewiesen (Charles et al., 1993) — aus der GO-Phase zum Wiedereintritt in
den Zellzyklus veranlal3 oder aus dem G1-Arrest in die S-Phase des Zellzyklus Uberfihrt.
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Gestiitzt wird diese These auch durch Ergebnisse, welche die Gruppe um Pietzsch (1997)
sammelte. Demnach hangt die Expresson von IEX-1 in starkem Male vom
Differenzierungsgrad einer Zelle ab. In proliferierenden Monozyten waren grof3e Mengen
IEX-1-mRNA nachweisbar, wahrend die mRNA stark herabreguliert wurde, wenn diese
Zellen ausdifferenziert waren und sich somit in der GO-Phase befanden. Eine identische
Verteilung von IEX-1 lief3 sich auch in undifferenzierten und ausgereiften Hepatozyten
zeigen. In ruhenden Zellen ist also kaum noch IEX-1 detektierbar, wdhrend es in sich
teilenden Zellen in deutlich grofieren Mengen vorhanden ist.

Eine andere Arbeitsgruppe konnte spéter in humanen Keratinozyten einen identischen Effekt
von IEX-1 nachweisen. So beobachteten Kobayashi et al. (1998) nach Inkubation von
Keratinozyten mit 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (1a,25(0OH,)D3) eine Verringerung des |EX-
1-Proteinspiegels. In Gegenwart von Serum fuhrt 1a,25(OH3)D3 in Keratinozyten und
Brustkrebszellen zu einem Wachstumsarrest (Gross et al., 1986; Itin et al., 1994; Haugen et
a., 1996; Wu et a., 1997), wadhrend die Zellen einen ausdifferenzierteren Phanotyp
entwickeln (Hosomi et al., 1983; Gross et al., 1986; Itin et al., 1994; Wu et al., 1997).

Diese Befunde decken sich mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten und stiitzen eine
wachstumsassoziierte 1EX-1-Funktion, da in sich ausdifferenzierenden Keratinozyten
offensichtlich eine verringerte 1EX-1-Expression stattfindet. Eine Blockierung der IEX-1
Expression konnte in diesem Zellsystem mit dem Eintritt in die GO-Phase des Zellzyklus
verbunden sein. In T-REx™-293-Zellen fuhrt eine ribozymvermittelte Verminderung des
IEX-1-Proteinlevels zwar nicht zur Ausdifferenzierung von Zellen, wohl aber zu einer
Drosselung der Proliferationsrate.

Es gibt jedoch auch Befunde, die sich mit den durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnissen
nicht zur Deckung bringen lassen. Durch Zugabe von TPA lief3 sich in Monozyten ein Verlust
der Proliferation, der mit einer Ausdifferenzierung der Zellen einherging, induzieren
(Tsuchiya et al., 1982). Infolge einer TPA-Stimulation konnten Pietzsch et a. (1997) eine
Induktion der 1EX-1-Expression beobachten, die sie mit einer moglichen Involvierung von
IEX-1 in den Reifungsprozess von Monozyten in Verbindung brachten. Dieser Befund ist
jedoch kritisch zu betrachten, da Kondratyev et al. (1996) - wie schon unter 4.4.1 diskutiert -

e ne wachstumsassoziierte TPA-Induktion von |EX-1 beschrieben.
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4.5 1EX-1und Apoptose

451 Der proapoptotische Effekt von IEX-1

Segev et a. (2000) belegten, da3 MIS, ein Mitglied der TGFb-Superfamilie, selektiv zu einer
NFkB-vermittelten Uberexpression von IEX-1 fiihrt, in deren Folge ein dreifacher Anstieg
apoptotischer Zellen beobachtet wurde. Um den Einflul3 von IEX-1 auf das apoptotische
Verhalten von T-REx™-293-Zellen ndher zu untersuchen, wurden die stabil transduzierten
Zellinien T-REx™-293/pBabePuro, T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym9, T-REx™-293/
pBabePuro/Ribozym2+8+9 und T-REx™-293/pBabePuro/Ribozym2+8+9+10 mit verschie-
denen apoptotischen Stimuli behandelt. Zur Induktion rezeptorvermittelter Apoptose wurden
TNFa (TNFR-1-vermittelte Apoptose) und ein Fas-aktivierender Antikorper (CD95-
abhangige Apoptose) eingesetzt. Sowohl Doxorubicin (Lothstein et al., 2000) als auch
Etoposid (Fulda et al., 1998) sind potente Inhibitoren der Topoisomerase lla. Sie blockieren
dabei spezifisch die Ligase-Aktivitét dieses Enzyms, wodurch es zu Doppelstrangbriichen in
der DNA kommt. Dies kann u.a. eine p53-abhangige Apoptose nach sich ziehen. Zudem
interkaliert Doxorubicin in die DNA-Doppelhelix (Lin et a., 1995 & 1996), wodurch die
Neusynthese von DNA im Zuge der Replikation gestort wird. Schliefdlich wurde den Zellen
noch MG-132 (Z-Leu-Leu-Leu-CHO) zugegeben. MG-132 ist ein Inhibitor des Proteasoms.
Infolge der Zugabe wird die IkBa-Degradation im Proteasom verhindert, was zu einer
anhaltenden Inaktivierung von NFkB fuhrt (Grisham et al., 1999). Somit wird ein potenter
Regulator antiapoptotischer Signale deaktiviert.

All diese Stimuli induzierten Apoptose in den untersuchten Zellinien. Dabei war die
apoptotische Antwort in den ribozymtransduzierten Zellen durchweg geringer, as in T-
REXx™-293/pBabePuro-Zellen. Interessanterweise war dieser Schutz vor Apoptose abhangig
von der Effizienz der |IEX-1-Spaltung, da die Ribozymkonstrukte die Zellen entsprechend
ihrer Potenz, IEX-1 auszuschalten, vor programmiertem Zelltod schitzten. So war der
apoptoseinduzierende Effekt der Zytostatika in R2+8+9+10-exprimierenden Zellen am
geringsten, gefolgt von R2+8+9- und R9-synthetiserenden Zellen. Paralel dazu konnte
gezeigt werden, dal? eine vektorvermittelte, konditionierte Uberexpression von IEX-1 in
einem ahnlichen Versuchsaufbau zu einer erhdhten Anzahl apoptotischer T-REX™-HelLa
Zellen fuhrte (Arlt et al., 2001).
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Auch diese Daten spiegeln eine zellzyklusinduzierende Wirkung von IEX-1 wider, da eine
Uberexpression von IEX-1 in Gegenwart apoptotischer Stimuli offensichtlich zu einem
Signalkonflikt fdhrt, in dessen Folge die betroffenen Zellen mit der Induktion von Apoptose
reagieren. Solche Signakonflikte entstehen immer dann, wenn proliferationsférdernde Gene
exprimiert werden, wahrend ungunstige Wachstumsbedingungen vorherrschen. Dies ist z.B.
dann der Fall, wenn keine weiteren proliferativen Signale wie Wachstumsfaktoren vorhanden
sind, nutrigene Faktoren fehlen, die DNA irreparabel beschadigt ist oder proapoptotische
Stimuli vorliegen (Evan et al., 1992; Sakamuro et al., 1995; Jang et al., 1996; Evan &
Littlewood, 1998). Einige mogliche Zusammenhange zwischen Zellzyklus und Apoptose in
Verbindung mit einer IEX-Induktion sind in Abb. 30 dargestellt.

Apoptotische Stimuli: Fasl, > A pOptOSG
TNFa, MG-132, ? :

Doxor ubicin, Etoposid Slgnal konflikt T

lonisierende Strahlung: Ube_”ebens-

g-Strahlung, UVB signale

A

NFkB — MG-132

p53 (friih) == p21=]

Wachstumsfaktoren:

EGF, HGF, PACAP _>_ | EX-1—>

lonisierende Strahlung:
g-Strahlung, UVB

Transkriptionsfaktoren: p53 (Spat) ->_ —I EX-1 GO
p53, Ets-1/AP1, NFKB

Abb. 30: Zusammenhang zwischen Zellzyklus und Apoptose. Mdgliche Einbindung von
IEX-1 auf eine gesteigerte Sensitivitdt gegentiber apoptotischen Stimuli durch
Provokation eines Signalkonfliktes. - = Erhéhung des Proteinspiegels — = Ernied-
rigung des Proteinspiegels

Fruhere Arbeiten beschreiben diese Bifunktionalitét von Zellprogression und proapoptotischer
Wirkung auch fur andere Proteine. So ist das Onkogen c-myc in der Lage, Zellen sogar in
Abwesenheit mitogener Stimuli in die S-Phase zu Uberfihren (Evan und Littlewood, 1998).
Unter unginstigen Umstanden, z.B. nach Zugabe verschiedener apoptotischer Stimuli,
verstarkt c-myc jedoch die apoptotische Antwort (Evan et a., 1992; Shi et a., 1992;
Sakamuro et al., 1995). Auch fur das adenovirale Onkogen E1A (Raychaudhuri et al., 1991)
und die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie (Adams & Kaelin, 1996) wurde infolge einer
Uberexpression ein proliferatorischer Effekt beschrieben, der unter inadagquaten Wachstums-

bedingungen mit der Induktion von Apoptose einherging.
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452 |EX-1asNFkB-Zielgen

Der IEX-1-Promotor verfugt neben einer p53- auch Uber eine aktive NFkB-Bindungsstelle
(Schéfer et al., 1998c; Schmidt et al., 1999). Wie in diesen Verdffentlichungen gezeigt
werden konnte, wurde |EX-1 in Jurkat- oder Hel.a-Zellen durch Zugabe von TNFa innerhalb
von 30 Minuten stark induziert und erreichte nach einer Stunde ein Maximum. In der Folge
sank der IEX-1-mRNA-Spiegel innerhalb von zwel bis drel Stunden wieder auf den Basalwert
ab. In Gegenwart verschiedener NFkB-Inhibitoren (z.B. Gliotoxin, MG-132) war jedoch
keine signifikante IEX-1-Expression in diesem Zeitfenster mehr nachweisbar. Aus diesen
Daten kann geschlossen werden, dal3 die TNFa-vermittelte IEX-1-Expresson NFkB-
abhangig ist. Ferner darf angenommen werden, dal3 IEX-1 in die von TNFa tber NFkB
ausgelibten biologischen Funktionen involviert ist. Dabei konnte die Rekrutierung von IEX-1,
dhnlich wie die ebenfalls Uber NFkB induzierte Stressantwort (Wilson et a., 1993;
Kondratyev et a., 1996), Teil eines zelluldaren Uberlebens- und Regenerationssignals sein
(Schéfer et al., 1998c).

Erst kdrzlich wurde von Wu et a. (1998) eine IEX-1-Variante beschrieben, die an Position
211 Uber eine ,,in frame"*-Insertion von 111 Basenpaaren verfugte. Diese Variante kodierte ein
um 37 AS léngeres |EX-1-Protein, war durch TNFa induzierbar und wurde als IEX-1L (1EX-
1-Long) bezeichnet. Durch vektorvermittelte Uberexpression von IEX-1L wurde in verschie-
denen Zéellinien ein antiapoptotischer Effekt beobachtet, wenn diese mit TNFa behandelt
wurden, wahrend 1EX-1 in Gegenwart von TNFa Apoptose induzierte. Leider lieferten Wu
und Mitarbeiter keinerlei Daten, die einen Nachweis endogen exprimierten IEX-1L erbracht
hétten. Wie Schafer et al. (1999a) zeigen konnten, handelte es sich bei 1IEX-1L um eine
ungespleifdte Mutante von IEX-1, die in vivo nicht existiert. Ein Vergleich der Sequenz von
IEX-1L (Wu et al., 1998) mit den von verschiedenen Arbeitsgruppen (Kondratyev et dl.,
1996; Schafer et a., 1996a; Pietzsch et a., 1997 & 1998; Kobayashi et al., 1998)
vertffentlichten |EX-1-Sequenzen ergab eine identische Nukleotidabfolge in beiden Exons,
dem Intron und der Promotorregion mit Ausnahme von drei substantiellen Abweichungen
(Schéfer et d., 1999a). Dabel handelte es sich um eine folgenschwere Deletion eines Guanins
am Intron/Exon2-Ubergang, wodurch die 3'-Spleilstelle inaktiviert wurde. Folglich konnte
die IEX-1-pr&mRNA nicht reifen und war um 111 Bp (= 37 AS) langer, as die IEX-1-
MRNA (Intron = 112 Bp, abziiglich der Deletion).

-86-



Diskussion

Zudem finden sich in der IEX-1L-Sequenz eine weitere Deletion an Position 303 (Intron) und
eine Insertion im Exon 1 (Position 215), die dazu fihren, dal3 es bel einer Nettoinsertion von
111 Basenpaaren bleibt und das Exon 2 im urspriinglichen Leseraster (,,in frame"*) trandatiert
wird. In verschiedenen Zellinien konnten in vivo weder eine IEX-1L-RNA noch ein
entsprechendes Protein nachgewiesen werden (Schafer et al., 1999a, Segev et a., 2000; Arlt
et a., 2001). Zudem konnten Schéfer et a. (1999a) anhand eigener Transfektionen von CHO-
Zellen mit IEX-1L nachweisen, dald der antiapoptotische Effekt von IEX-1L auf
transdominant negativer Inhibition der Wildtyp-Variante beruht, was wiederum fir eine

proapoptotische Wirkung von |EX-1 infolge einer TNFa-Stimulation spricht.

4.6 IEX-1unddiezdlulare Stressantwort

Saugerzellen reagieren auf chemische und physikalische Reize wie z.B. ionisierende
Strahlung mit der sogenannten Stressantwort. Dabel werden auch ,early response” Gene
exprimiert, die einen Zellzyklusarrest oder Apoptose vermitteln konnen und zum Teil als
Transkriptionsfaktoren fungieren. Potentielle Zielgene fur diese Transkriptionsfaktoren sind
u.a. Zytokine, Wachstumsfaktoren und DNA-Reparaturenzyme (Weichselbaum et al., 1994).
Wie Baeuerle & Baltimore (1996) darstellen konnten, ist NFKB ein besonders bedeutsamer
strahlungsinduzierter Transkriptionsfaktor. Infolge der Strahlungseinwirkung transloziert der
aktive Komplex in den Zellkern und bindet an die Promotoren spezifischer Zielgene, zu denen
auch |EX-1 gehort (Schéfer et al., 1998c; Schmidt et al., 1999).

Verschiedene Arbeitsgruppen versuchten in der Vergangenheit, strahlungsinduzierbare Gene
zu identifizieren und zu charakterisieren. Boothman et al. (1989) haben dabei rontgen-
strahlaktivierte Proteine in humanen Melanomzellen identifiziert und vermuteten, dal? diese
eine Rolle bei der Reparatur von DNA-Schaden spielen kénnten. Papathanasiou et a. (1991)
identifizierten mit GADD45 ein Reparaturenzym, welches durch UV- und Rontgenstrahlung
und damit einhergehend durch Wachstumsarrest und DNA-Schédigungen induziert wurde. In
diesem Zusammenhang ist es interessant, da3 IEX-1 urspringlich von Kondratyev et al.
(1996) als g-strahlungsinduzierbares ,, early-response” -Gen beschrieben wurde. Diese Befunde
wurden von Pietzsch et al. (1997) bestétigt und Kumar et al. (1998) konnten die IEX-1-
Expression spéter auch durch UV-Bestrahlung in Keratinozyten ausl dsen.
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Diskussion

Neben diesem wichtigen Merkmal der Induzierbarkeit durch DNA-schadigende Strahlung hat
IEX-1 noch eine andere entscheidende Gemeinsamkeit mit einigen etablierten DNA-
Reparaturenzymen, ndmlich eine aktive p53-Bindungsstelle im Promotor. In seiner Rolle as
Transkriptionsfaktor induziert p53 die Expression sowohl wachstums- als auch apoptose-
regulierender Gene und erfillt dadurch die Funktion eines ,, Wéchters des Genoms* (Baker et
a., 1990; Mercer et a., 1990).

Schéfer et a. (1998a) konnten zeigen, dal3 IEX-1 in HeLa-Zellen durch Uberexprimiertes p53
in einer dosisabhangigen Weise induziert wird. Dabei war der induzierende Effekt von p53
auf die IEX-1-Expression bei einer Plasmidmenge von einem Mikrogramm maximal.
Plasmidmengen tber und unter diesem Wert fuhrten zu einer geringeren 1EX-1-Expression.
Ein solch biphasischer, dosisabhéngiger Effekt von p53 auf Zielgene wurde auch fir PCNA
beschrieben (Shivakumar et al., 1995). Aufgrund seiner biphasischen Aktivierung lief3e sich
dartber spekulieren, ob IEX-1 - dhnlich wie PCNA - sowohl als DNA-Reparaturenzym als
auch als Hilfsprotein fur Polymerasen fungiert. Dabei kdnnte die durch g- und UV-Strahlung
induzierte friihe, vermutlich NFkB-responsible Antwort der DNA-Reparatur dienen, wéahrend
die spatere, p53-vermittelte Antwort nach der Wiederherstellung der zelluléren Integritét Teil
eines proliferativen Signals ist. Gegen diese These spricht jedoch, dal3 1EX-1 in dieser
Funktion antiapoptotische Effekte vermitteln mifdte, was nachweislich nicht der Fall ist.
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5 Zusammenfassung

Wahrend der letzten flnf Jahre haben verschiedene Arbeitsgruppen ihre Forschungen auf das
»early response”-Gen |EX-1 fokussiert, da das von ihm kodierte Protein offensichtlich in die
Regulation des Zellzyklus involviert ist. So ist inzwischen gesichert, dal3 es sich bei IEX-1 um
ein Gen handelt, dessen Expression durch verschiedene Wachstums- und Stressfaktoren
induziert wird. Zudem konnte gezeigt werden, dal3 IEX-1 der Regulation durch enige
wichtige Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NFKB und p53 unterliegt. Um Hinweise auf die
genaue Funktion von IEX-1 zu erhalten, wurde die Expression des IEX-1-Gens im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auf mMRNA-Ebene durch verschiedene hochspezifische Hammer head-
Ribozyme unterbunden. Dabei konnte die IEX-1-RNA nicht nur in vitro, sondern
nachweislich auch bei in Kultur gehaltenen T-REx™-293-Zellen gespalten werden. Durch
diese gezielte Inhibition der Genexpression wurden Daten gewonnen, die zeigen, dal3 IEX-1
primér an der Initiation und Progression des Zellzyklus beteiligt ist. Unter glnstigen
Bedingungen geht dies mit einer gesteigerten Zellteilungsrate einher. Ribozymbehandelte
Zellen zeigen bel vermindertem IEX-1-Proteinspiegel ein deutlich verlangsamtes Wachstum
gegentber unbehandelten Zellen, was anhand von Wachstumsassays und Zellzyklusprofilen
nachgewiesen werden konnte. Erfolgt der Eintritt der Zellen in den Zellzyklus unter
inadaquaten Bedingungen, etwa in Gegenwart zytotoxischer Substanzen, so zeigen 1EX-1-
exprimierende Zellen eine gesteigerte Sensitivitdt gegentber apoptotischen Stimuli. Diese
gesteigerte Apoptoserate konnte durch einen Signalkonflikt ausgel 6st werden, der immer dann
auftritt, wenn unvorteilhafte Umwel tbedingungen vorherrschen, gleichzeitig aber proliferative
Signale wie eine IEX-1-Expression auf die Zelle einwirken. Entsprechend sind Zellen, die
|[EX-1-spaltende Ribozyme exprimieren, weniger apoptoseanfdlig. So konnte die Zahl
apoptotischer Zellen nach Behandlung mit TNFa, Fas-aktivierendem Antikorper, MG-132,
Etoposid und Doxorubicin durch den Einsatz verschiedener Ribozymkonstrukte gegeniber

unbehandelten Zellen deutlich verringert werden.
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Abb. Abbildung
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AP-1 Activator Protein 1
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AS Aminosaure(n)

bax bcl-2 associated X protein

bcl-2 B-cell lymphoma 2
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C Cytosin

ca circa

CD95 Cluster of Differentiation 95 (Mitglied der , Tumor Necrosis Factor Receptor* -Superfamilie)
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c-jun V-jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog
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ELK-1 Ein Mitglied der Ets-Transkriptionsfaktor-Superfamilie
ERK Extracellular signal Regulated Kinases

etal. und Mitarbeiter

Ets-1 Ein Mitglied der Ets-Transkriptionsfaktor-Superfamilie
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
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Hepatitis D Virus

Hepatocyte Growth Factor

Horseraddish Peroxidase

Immediate Early Gene on X-Radiation 1

Immediate Early Gene on X-Radiation 1 Long
Immunglobulin G

Inhibitor of NFkB

c-jun NH»-terminal Kinase

Luria-Bertani-Medium + Ampicillin

Long Terminal Repeats

Mitose-Phase — ,, Teilungsphase” des Zellzyklus
Mitogen Activated Protein Kinase

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase (MAP2K)

Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAP3K)

mouse double minute 2
MAPK/ERK-Kinase (eine MAPKK)
Mikrogramm
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messenger-RNA (Boten-RNA)
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transport-RNA
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TNFa
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Zz.B.

Tris Buffered EDTA
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Transforming Growth Factor b
Tumor Necrosis Factor a
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