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Zusammenfassung
Stichworte: RNA-Interferenz, BCR-Abl, Chronische Myeloische Leukimie, Lentivirus

Das onkogene Fusionsprotein BCR-Abl entsteht durch Transkription und Translation einer
reziproken chromosomalen Translokation und verursacht die Chronische Myeloische
Leukdmie. Das Fusionsprotein ist eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase, durch die es in
hédmatopoetischen Stammzellen {iber verschiedene Signaltransduktionswege zur malignen
Transformation kommt. Der Tyrosinkinaseinhibitor STI571 wird erfolgreich in der
Behandlung von CML-Patienten eingesetzt. Nach klinischer Anwendung des Medikamentes,
entwickelte ein Teil der Patienten Resistenzen gegen STIS71, sodass nach weiteren
Behandlungsmdglichkeiten geforscht wird.

Zu Beginn der Forschungsarbeit wurde mit der Phage Display-Methode versucht, kleine
Peptide zu selektionieren, die spezifisch die b3a2-mRNA-Struktur erkennen, effektiv binden
und die Translation inhibieren. Da diese Methode fiir dieses Konstrukt zu keinen endgiiltigen
Ergebnissen fiihrte, wurden RNA-Molekiile zur Degradation der bcr-abl-b2a2-mRNA
eingesetzt. Der Schwerpunkt wurde nun auf die RNA-Interferenz als weitere, sehr
vielversprechende Moglichkeit zur sequenz-spezifischen Reduktion von Ziel-mRNAs
verlagert.

Entlang der Sequenz der b2a2-mRNA-Bruchpunktregion wurden verschiedene siRNAs
ausgewdhlt, chemisch synthetisiert oder von Plasmiden exprimiert und auf ihre Effizienz in
einem Reportersystem mit einem GFP-Fusionsprotein untersucht. Dabei konnte eine siRNA
identifiziert werden, die eine verkiirzte b2a2-mRNA-Variante des BCR-Abl-Proteins zu 70%
reduziert. Die transiente Degradation der gesamten b2a2-mRNA wurde mit der verzogerten
Proliferation verschiedener hématopoetischer Zelllinien gezeigt. Eine stabile siRNA-
Expression wurde durch lentiviralen Gentransfer eines fluoreszenz-markierten Vektors
erreicht und eine zur Fluoreszenzintensitit korrelierende BCR-Abl-Reduktion in murinen und
humanen Zelllinien detektiert. Nach derzeitigem Kenntnisstand scheint die b2a2-3-21nt-
Sequenz die einzige siRNA zu kodieren, die die b2a2-mRNA stark reduziert. Sie degradiert
jedoch weitere mRNA-Molekiile und ist somit nicht mehr mono-spezifisch. Sowohl in
murinen als auch humanen b2a2-negativen Zellen konnte unter dem Einfluss der siRNA eine
verminderte Zellproliferation beobachtet werden.

Vergleiche zwischen mRNA-Strukturanalysen und den ermittelten Effizienzen verschiedener
siRNAs gegen die b2a2-mRNA belegen, dass die 5°-Enden der Antisense-Stringe der siRNAs
entweder in gepaarten mRNA-Abschnitten binden und damit ineffizient sind, oder aber, wenn
sie in einzelstringigen mRNA-Bereichen binden und damit wirken koénnen, zu weit mit den
Wildtyp-Sequenzen des ber- bzw. abl-Gens iibereinstimmen.

Somit miissen fiir die b2a2-positive CML andere Methoden zur effektiven Inhibition der

Expression des BCR-Abl-Proteins angewendet werden.
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The oncogenic fusion protein BCR-AbI is translated from a reciprocal chromosomal
translocation and causes chronic myeloid leukemia. The fusion protein encodes a
constitutively active cytoplasmic tyrosine kinase that is necessary and sufficient to induce and
maintain leukemic transformation of hematopoietic cells. A major breakthrough in the
treatment of CML took place with the approval of the tyrosine kinase inhibitor STI571. After
several years of clinical use, a population of patients resistant to STI571 therapy has emerged,
thus demonstrating the importance of developing alternative therapies for the disease.

To address this issue, phage display was initially used to select small peptides which
specifically recognize the ber-abl-b3a2-mRNA structure and inhibit their translation. Since
this method failed to generate useful results, small interfering RNA (siRNA) molecules were
used to reduce levels of ber-abl-b2a2-mRNA.

Different sequences were chosen for siRNA design and the constructs were either chemically
synthesized or expressed from plasmids. The efficiency was analyzed by a GFP fusion protein
reporter system and one siRNA was found which efficiently reduced the b2a2 mRNA. The
transient degradation of mRNA could be demonstrated by decreased proliferation of different
hematopoietic cell lines. The stable siRNA expression was demonstrated by lentiviral vector-
mediated delivery and signal intensity of the co-expressed red fluorescence correlated with
BCR-ADI reduction in murine and human cell lines. The b2a2-3-21nt siRNA construct was
found to efficiently down-regulate the b2a2 variant of BCR-Abl. However, it also led to
reduced cell proliferation in murine and human b2a2 negative cells and therefore has to be

considered as non-specific.

Comparison of mRNA secondary structure and siRNA efficiencies revealed two types of
binding sites for the 5° terminus of the antisense strands of siRNAs. If binding is in a double-
stranded b2a2 mRNA region, an inefficient siRNA gene silencing results. In contrast, when
the siRNA localizes to a binding site, which is in a single-stranded b2a2 mRNA section,
efficient reduction in b2a2 BCR-Abl occurs. However, the single-stranded binding sites also
align well with wildtype sequences of the ber or abl transcript which cause undesirable side

effects. Thus, other methods to suppress the b2a2 mRNA have yet to be discovered.
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Verzeichnis der Abkirzungen

Abl humanes Homologon des v-abl-Onkogens des Abelson murinen Leukdmievirus
ALL Akute Lymphatische Leukdmie

AML Akute Myeloische Leukidmie

ag. dest. destilliertes Wasser

BCR Breakpoint Cluster Region

CFU Colonyforming units

CML Chronisch Myeloische Leukédmie

dsRNA doppelstrangige RNA

FCS Fetal Calf Serum

G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GDP Guanosindiphophat

GTP Guanosintriphophat

HIV Human Immunodeficiency Virus

HSC hamatopoetische Stammzellen

IFN-a Interferon a

IL-3 Interleukin 3

IR Ionisierende Strahlung

LTR Long Terminal Repeat

MCS Multiple Cloning Sites

miRNA mikro RNAs

MOI Multiplicity Of Infection, Zahl der eingesetzten Viruspartikel pro Zelle
MoMuLV Moloney Murine Leukemia Virus

mRNA messenger-RNA

MSCV muriner Stammzellvirus

NLS Kernlokalisationssignal

ODN Oligodesoxynukleotide

PAAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerasekettenreaktion

PE Phycoerythrin

Ph Philadelphia-Chromosom

Ph. D.-7/-12 Phage Display-Phagenbibliotheken 7-mer/12-mer
P13 Phosphoinositol 3

PTD Protein-Transfer-Doménen

PTGS post-transkriptionelles Gene silencing

RdRP RNA-abhidngigen RNA-Polymerase

RISC RNA Induced Silencing Complex

RNA Ribonukleinsédure

RNAIi RNA-Interferenz

RNasen Ribonukleasen

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
SCID Severe combined immunodeficiency

shRNA small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

snRNA small nuclear RNAs

tRNA transfer-RNA

u. N. uber Nacht
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1 Einleitung

1.1 Die Ribonukleinsdure (RNA)

RNA-Molekiile sind meist einzelstriangig vorliegende Makromolekiile. Ihre Nukleotidsequenz
ist durch die Transkription der DNA vorgegeben. Aufgrund ihrer Eigenschaft, sich selbst
zuriickfalten zu konnen, bilden RNA-Molekiile Doppelstrangbereiche aus. Dadurch kommt es
zur Bildung von verschiedenen Sekundirstrukturelementen wie Haarnadelschleifen
(Hairpins), Ausstiilpungen (Bulges), internen Haarnadelschleifen (/nternal loops) und
Verbindungsstellen (Junctions), die untereinander durch Einzelstrangbereiche verbunden sind
[1]. Die Vorhersage solcher Sekundérstrukturen ist mit verschiedenen Computerprogrammen
moglich [2] und kann experimentell chemisch, enzymatisch oder molekularbiologisch
untersucht werden [3]. Die enzymatische Strukturbestimmung verwendet Ribonukleasen
(RNasen), die RNA nach bestimmten strukturellen Elementen spalten. Bekannt sind die
RNasen: A, CL3, H, Phy I, Phy M, T1, T2, U2 und V1. Die Abkiirzungen stehen fiir die
unterschiedliche Herkunft der Enzyme. So werden z.B. die RNasen T1 und T2 aus
Aspergillus oryzae und A aus Rinderpankreas isoliert. T1, T2 und A spalten in RNA-
Molekiilen spezifisch hinter einem einzelstringigen Guanosin, Adenosin bzw. Cytosin und
Uracil [4-7].

Zellen enthalten verschiedene RNA-Molekiile. Durch ihre dreidimensionale Struktur besitzt
die RNA vielfiltige Eigenschaften und kann verschiedene Funktionen iibernehmen. So dient
z.B. die Messenger-RNA (mRNA) als Matrize fiir die Proteinbiosynthese, Transfer-RNAs
(tRNAs) transportieren Aminosduren in einer aktivierten Form zum Ribosom, oder die
ribosomale RNA (rRNA) ist strukturgebender und katalytischer Bestandteil der Ribosomen.
In einem spiteren Kapitel werden die Funktionen der mikro-RNAs (mi-RNAs) und der small
interfering RNAs (siRNAs) genauer beschrieben.

RNA-Molekiile konnen entweder durch die Abfolge ihrer Nukleotidsequenz oder durch ihre
Sekundérstruktur spezifische Interaktionen mit Liganden eingehen. Diese Moglichkeiten der
gezielten RNA-Bindung nutzen verschiedene Substanzen wie Proteine oder RNA-Molekiile

zur Inhibition der RNA-Expression.
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1.2 RNA-bindende Proteine

Aufgrund ihrer Féhigkeit, komplexe dreidimensionale Strukturen auszubilden, ist RNA in der
Lage, spezifisch Effektorproteine zu binden und damit gezielt regulatorische Funktionen in
der Zelle zu iibernehmen. RNA-bindende Proteine besitzen Schliisselrollen in einer Vielzahl
von wichtigen zelluldren Prozessen, wie bei der Transkription, beim Spleiflen, der
Polyadenylierung, dem nukledren Export, der Translation, der mRNA-Lokalisation, bei der
mRNA-Degradation oder auch beim Verpacken viraler RNA in Viruspartikel.

Viele bekannte RNA-bindende Proteine besitzen Module von 60-90 Aminosiuren, die fiir die
Erkennung der RNA verantwortlich sind, sowie weitere Doménen filir andere wichtige
Funktionen. Ein hiufiges RNA-Erkennungsmotiv (RRM, RNP oder RBD) beinhaltet eine
kurze Konsensussequenz (RNP1 und RNP2) mit geladenen und aromatischen Seitenketten fiir
den direkten RNA-Kontakt, wahrscheinlich gebildet durch Wasserstoffbriickenbindungen und
Stapelung von Ringstrukturen. Weiterhin zeigt eine aromatische Seitenkette in das Innere der
gefalteten Doméne und bildet zusammen mit anderen hoch konservierten hydrophoben
Aminoséduren den hydrophoben Kern der Doméne.

Weitere wichtige RNA-bindende Motive beinhalten Arginin-reiche Sequenzen (ARM), auch
basische Doménen genannt, die in viralen oder ribosomalen Proteinen die RNA-Bindung
initiieren. Das Arginin besitzt wichtige Funktionen fiir die RNA-Bindung. Erstens erhoht die
positive Ladung des Arginins die unspezifische Affinitdt zur RNA und erleichtert die Suche
nach hochaffinen Bindungsstellen. Zweitens werden spezifische Wasserstoffbriicken-
bindungen zu dem Zucker-Phosphatriickgrat und den Basen gekniipft, wobei es im Vergleich
zu Lysin viel mehr potenzielle Wasserstoffbriicken ausbildende Atome besitzt.

Die RGG-Box ist ein Motiv aus Wiederholungen von Arg-Gly-Gly-Sequenzen mit nur kurzen
Unterbrechungen durch andere, oft aromatische Aminosduren. Viele RNA-bindende Proteine
enthalten auBler der RGG-Box auch andere Formen von RNA-bindenden Doménen, da die
RGG-Box allein eher unspezifisch ist. Zum Beispiel bendtigt das Nukleolin vier RNP-Motive
zur Erkennung der RNA und eine RGG-Box, die die RNA-Bindungsaffinitit 10-fach erhoht.
Weitere bekannte Motive sind das KH-Motiv mit der Kernsequenz VIGXXGXXI oder das
Doppelstrang-RNA-bindende Motiv (DSRM) mit basischen (Arginin und Lysin) und

hydrophoben Aminosduren an den konservierten Positionen [8].
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1.3 Phage Display

Die spezifische Bindung von dreidimensionalen RNA-Molekiilstrukturen durch Proteine,
Peptide oder andere Molekiile er6ffnet Moglichkeiten fiir therapeutische Interventionen. Ein
bekanntes Beispiel fiir natiirlich vorkommende therapeutisch wirkende RNA-Liganden sind
Antibiotika [9]. Dabei inhibieren z.B. Aminoglykoside durch Bindung an die 16S-rRNA in
den Ribosomen die Translation bakterieller RNA. Eine genaue Strukturaufkldrung der fiir die
Bindung zustindigen RNA-Motive ermoglichte es, synthetisch oder in vitro hergestellte
RNA-Strukturen zum Durchsuchen von Substanzbibliotheken nach niedermolekularen
therapeutischen Liganden einzusetzen. Dass dieser Ansatz prinzipiell funktioniert, zeigte eine
Suche nach Peptidliganden fiir eine fiir die HIV-Replikation essenzielle RNA-Struktur TAR
[10].

Laird-Offringa und Belasco [11] versuchten ein genetisches System zu entwickeln, um das
Studium einer grofen Bandbreite von RNA-bindenden Proteinen zu ermdglichen. Sie
verwendeten ein System, in dem die Selektion in vitro durch Bindung des Proteins an eine an
magnetische Kiigelchen immobilisierte Ziel-RNA stattfindet. Um die gebundenen
Proteinmolekiile identifizieren zu koOnnen, ist es notwendig, jedes Protein mit seinem
korrespondierenden Gen zu verkniipfen. Diese Moglichkeit bietet die Phage Display-
Technologie, wobei das fremde Peptid oder Protein an das Hiillprotein eines filamentdsen
Bakteriophagen fusioniert ist. Somit erscheint das Fusionsprotein an der Oberfliche des
Phagen (Display), wihrend sich die dafiir kodierende DNA im Inneren befindet [12].

Im Phage Display-Verfahren wird eine an eine Platte oder in einer Suspension immobilisierte
Zielstruktur mit Phagen aus einer Phagenbibliothek inkubiert. Die ungebundenen Phagen
werden durch Waschschritte entfernt und die spezifisch gebundenen Phagen eluiert. Die
eluierten Phagen werden amplifiziert und koénnen durch weitere Selektions- und
Amplifikationsschritte zu einem Pool an Peptiden mit favorisierten Sequenzen angereichert
werden. Nach drei oder vier Runden kdnnen die einzelnen Klone durch DNA-Sequenzierung
charakterisiert werden. Die verwendeten Phagenbibliotheken Ph.D.-7 und Ph.D.-12 basieren
auf Peptiden mit einer 7- bzw. 12-Aminosduren-langen, zufillig ausgewihlten Sequenz,
welche an das Hiillprotein (pIll) des M13-Phagen fusioniert ist. Die Peptidstruktur wird am
N-Terminus von plIl exprimiert. Dem Peptid folgt eine kurze Uberbriickungssequenz (Gly-
Gly-Gly-Ser) und dann die Wildtyp-plll-Sequenz. Einige Gruppen haben bereits erfolgreich
Peptidliganden fiir RNA-Strukturen mit Phagenbibliotheken selektionieren konnen [13; 14].
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Abb. 1: Phage Display-Technologie als in vitro-Selektionsmethode von RNA-bindenden Peptiden.
(1) Eine Bibliothek aus mutagenisierten cDNA-Fragmenten, die fiir RNA-bindende Peptide kodieren,
werden in einen Phagenvektor kloniert. Es resultieren Fusionsproteine aus dem Peptiden und dem
Hiillprotein III des filamentdsen Bakteriophagen. Die Bibliothek wird in E.coli transformiert. (2) Die
Phagenbibliothek mit den Peptiden an der Oberfliche wird durch Infektion des Wirts mit dem
Helferphagen generiert. (3) Die Phagenbibliothek kann an die immobilisierte RNA binden. (4) Nach
dem Waschen werden die gebundenen Phagen eluiert und erneut zur Infektion von E.coli eingesetzt,
um die Phagen zu amplifizieren und eine neue Selektionsrunde zu starten [13].

Mit der Phage Display-Technologie kdnnen auch Peptidliganden gegen eine Vielzahl anderer
Zielstrukturen (Antikérper, Enzyme, Oberflichenrezeptoren etc.) durch einen in vitro-
Selektionsprozess (panning) gefunden werden. Zufillige Peptidbibliotheken, auf Phagen
exprimiert, wurden z.B. zur Charakterisierung von Epitopen [15] und Protein-Protein-
Kontakten eingesetzt [16]. Mit der gleichen Technik wurden auch biologisch aktive
Peptidliganden fiir aufgereinigte Rezeptoren [17] oder intakte Zellen identifiziert [18; 19]. In
einem SCID-Mausmodell konnte mit einem gegen VEGFR-1 gerichteten selektionierten
Peptid das Tumorwachstum, durch eine humane Brustkrebszelllinie induziert, sowie

Lungenmetastasen signifikant inhibiert werden [17].
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1.4 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine effektive Methode zur gezielten Inaktivierung von
Genen in vivo. Dieser Prozess des post-transkriptionellen Gene silencing (PTGS) wird durch
dsRNA-Molekiile induziert. Die Methode wurde mittlerweile von vielen Forschergruppen
angewandt, um spezifisch definierte mRNA-Molekiile in Zellen verschiedener Organismen zu
degradieren. Die siRNAs konnen chemisch synthetisiert eingeschleusst oder endogen von
Plasmiden in Zellen exprimiert werden. Diese Strategien erdffnen vielfaltige Moglichkeiten in
der Therapie verschiedener Erkrankungen sowie des gezielten Ausschaltens von Proteinen zu

Zwecken der Funktionsanalyse.

Funktion und Wirkungsmechanismus der RNAIi

Genome komplexer Organismen sind potenzielle Ziele fiir die Invasion von Viren und
Transposons. Das menschliche Genom besteht zu 45% aus Uberresten solcher Eindringlinge,
die noch aktiv sind. Daraus ergibt sich, dass komplexe Organismen Abwehrstrategien
bendtigen, um ihr Genom zu schiitzen. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden,
dass es dafiir einen Mechanismus auf RNA-Ebene gibt, der in verschiedenen Reichen von
Organismen konserviert ist (Pilze, Tiere, Pflanzen). RH Plasterk beschrieb diesen
Mechanismus als das ,,Immunsystem des Genoms* [20].

Viele Forschergruppen studierten unabhingig voneinander diesen Mechanismus des Gene
silencing in verschiedenen Organismen wie Pflanzen [20], Tieren wie C. elegans [21] oder
Drosophila [22; 23] sowie in Pilzen (,,quelling®) und Algen [20]. Alle basieren auf dem
gleichen, gegen die RNA-gerichteten, sequenz-spezifischen Mechanismus.

Aus Versuchen in C. elegans wusste man, dass die Verabreichung von artifizieller dsSRNA zur
sequenzspezifischen Degradation der komplementiren zelluliren mRNA fiihrt [21]. Einige
hohere Eukaryoten, z.B. Sdugetiere, reagieren auf lange dsRNA-Molekiile (>30 Bp) mit der
Produktion von Interferon, einer unspezifischen Abwehrreaktion. Der Signaltransduktionsweg
der Interferonantwort aktiviert die dsRNA-abhingige Kinase PKR und die 2°5°-
Oligoadenylat-Synthetase. Es kommt zur Phosphorylierung des eukaryotischen Translations-
Initiationsfaktors 2a (elF2a) und zur Aktivierung der RNase L. Das fiihrt zur unspezifischen
Inhibition der Proteinsynthese und zur Hydrolyse der mRNA und rRNA [24]. Organismen
wie Pflanzen, Insekten oder Nematoden verfiigen nicht iiber eine Interferonantwort und 16sen

deshalb den Mechanismus der RNAi aus [20].
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Im ersten Schritt des nativen RNAi-Mechanismus werden dsRNA-Molekiile in kleine
Fragmente von 21- bis 28nt Linge mit 2nt Uberhang am 3‘-Ende gespalten. Der Prozess wird
durch das RNaselll-dhnliche Enzym Dicer katalysiert und resultiert in den siRNAs. Diese
werden in einem zweiten Schritt von der RNAi-Maschinerie erkannt und durch das dsRNA-
bindende Protein R2D2 an den Enzymkomplex RISC (RNA-Induced Silencing Complex)
weitergegeben [25]. Nach Entwindung der siRNA fiihrt der Antisense-Strang den RISC-
Komplex zur komplementiren mRNA-Zielsequenz, um diese durch die im Komplex
enthaltene Endonuklease zu spalten. Die Ziel-mRNA wird an einer einzigen Position im
Zentrum der Duplexregion, 10nt vom 5°-Ende der siRNA entfernt, gespalten. Die mRNA ist

nun zugénglich fiir weitere Exonukleasen [25; 26].
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Abb. 2: Der RNAi-Mechanismus. Lange dsRNA wird durch die RNaselll (Dicer) in einer ATP-
abhingigen Reaktion in siRNAs gespalten. Die siRNAs werden in den RISC eingeschleust. Die
Aufnahme in den Komplex ist ATP-unabhéngig, aber die folgende Entwindung des siRNA-Duplex
bendtigt ATP. Der Antisense-Strang fithrt den RISC zur komplementéren mRNA. Der Vorgang endet
in der Spaltung der mRNA durch eine Endonuklease sowie der mRNA-Degradation [26].

Nicht-kodierende, siRNA-dhnliche RNA-Molekiile sind miRNAs, die nativ in Zellen die
Genexpression regulieren. Diese einzelstrangigen Molekiile sind 21nt bis 22nt lang und
entstehen durch Dicer-Spaltung aus ca. 70nt langen endogenen Transkripten mit imperfekter

Haarnadelstruktur. Die miRNAs gehen in einen Proteinkomplex (miRNP) ein, der die
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Translation der mRNA blockiert [25]. Bei kompletter Komplementaritdt der miRNA zu einer

mRNA-Sequenz kann auch deren Degradation induziert werden [27].

Anwendung der siRNA-Technologie in der Forschung

Fir die Synthese einer effektiven siRNA wurden in verschiedenen Verdffentlichungen
wichtige Kriterien zur Beurteilung der Effektivitit vorgestellt [28; 29]. Dykxhoorn et al.. [26]
fassten diese Kriterien in einem Ubersichtsartikel zusammen und diskutierten dabei sowohl
sequenzspezifische als auch strukturelle Merkmale der siRNA sowie der Ziel-mRNA. Es
wurden  verschiedene  Sequenzmotive  (AAN;oTT, NAN;oNN; NAPuN;,PyNN;
NANN/;,PyNN), ein GC-Gehalt von 30-70%, Vermeidung von repetitven und ldngeren
Sequenzen mit nur einer Base (v.a. G) bei der siRNA genannt. Ein 3‘-Uberhang aus zwei 2°-
Desoxythymidinen wurde von Elbashir et al. [29] als entscheidend betrachtet. Prinzipiell kann
jede Gensequenz als Ziel dienen, allerdings sollten Startcodons und Exon-Exon-Briicken
vermieden werden. Die Wahl einer siRNA ist aber durch die Sequenz des Gens festgelegt. Oft
muss eine siRNA gewihlt werden, die nicht alle Parameter fiir eine hohe Effizienz aufweist.
Die wirkliche Effektivitét einer siRNA muss individuell durch Experimente ermittelt werden.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass durch die Einflihrung einer Basenfehlpaarung am 3°-
Ende des Antisense-Stranges an diesem Ende die siRNA leichter vom RISC-Komplex
entwunden wird und der Antisense-Strang bevorzugt in den Enzymkomplex eingeht [30].
Khvorova et al. [27] konnten ebenfalls zeigen, dass auch bekannte miRNA-Sequenzen am 5°-
Ende des Antisense-Stranges eine verstéirkte Flexibilitat aufwiesen.

Um RNAI in Forschungsarbeiten anwenden zu konnen, gibt es verschiedene Moglichkeiten
siRNAs in eukaryotische Zellen einzuschleussen.

Exogen gelangen chemisch synthetisierte, durch in vitro-Transkription erzeugte [31-33] oder
aus Proteinextrakten isolierte [34] siRNAs durch physikalische Methoden wie die Lipofektion
[35-40] oder Elektroporation [41] in die Zellen. Auch die Mikroinjektion in Adipozyten
konnte erfolgreich durchgefiihrt werden [42]. Die Lipofektion wird fiir die Applikation in
adhdrente Sdugerzelllinien wie HelLa, NIH3T3, Cos-7 oder 293T verwendet. Bei
Suspensionszellen ist die Elektroporation effizienter und konnte erfolgreich in
hamatopoetischen Zelllinien [43], primiren Zellen [44] und zur Etablierung einer shRNA-
transgenen murinen embryonalen Stammzelllinie [45] angewendet werden.
siRNA-Applikationen in die Schwanzvene von Miusen wurden angewendet, um RNAi im
Gewebe zu erzeugen. So hemmte eine Injektion von siRNAs bis zu 90% die Expression

parallel injizierter Plasmide in verschiedenen Organen der Maus [46]. Neben der transienten
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Wirkung sind weitere Nachteile dieser Methode der hohe Druck und das massive Volumen
bei der murinen vaskuldren Applikation. Song ef al. [47] konnten mit der gleichen Methode
fiir zehn Tage das Fas-Protein in Hepatozyten mit effektiven Cy5-Fas-siRNAs reduzieren und
so Miuse mit Autoimmunhepatitiden vor Leberversagen und -fibrose bewahren.

Die zeitlich limitierte Aktivitdt von exogen applizierten siRNAs kann mit der Verwendung
von Plasmidvektoren mit RNA-Polymerase-11-[48] oder RNA-Polymerase-III-Promotoren,
wie dem U6-Promotor [49-51] oder dem HI1-Promotor [52] umgangen werden. Sie
ermoglichen eine intrazelluldre siRNA-Expression. Dabei konnen der Sense- und Antisense-
Strang von zwei separaten Promotoren oder aber als Haarnadelstruktur von einem einzelnen
Promotor exprimiert werden. Im letzteren Fall der small hairpin RNAs (shRNA) faltet das
Transkript sich selbst zu einer Doppelstrang-Struktur mit Loop zurilick. Diese
Haarnadelstruktur kann wie lange dsRNA-Molekiile von der RNase Dicer in siRNAs
prozessiert werden. Brummelkamp et al. [52] generierten einen pSuper-Vektor mit HI-
Promoter zur Expression von shRNAs. Ein Loop mit Int (5’-UUCAAGAGA-3’) forderte das
Gene silencing am stirksten. Nach Transfektion des Plasmids und Selektion der positiven
Zellen konnte p53 iiber zwei Monate stabil supprimiert werden.

Ein Vielzahl von Experimenten konzentrierte sich auf den viral vermittelten Gentransfer von
shRNAs, wodurch eine effektive Mdoglichkeit zur Transduktion einer grolen Bandbreite von
Zellen eroffnet wird. Verschiedene Studien zeigten erfolgreich den retroviral [53; 54],
adenoviral [55] oder lentiviral vermittelten Transfer von shRNAs in Zellen. Sie konnten die
Expression von Genen fiir EGFP [56; 57] oder auch den HIV-Korezeptor CCRS [58] tiber
langere Zeitrdume stabil inhibieren. Rubinson et al. [59] beschrieben den lentiviralen shRNA-
Transfer in proliferierende und nicht-proliferierende Sdugerzellen, in Stammzellen und
Einzelzell-Embryonen. Schomber et al. [60] konnten durch lentivirale shRNA-Expression
tiber mehrere Wochen die p53-mRNA in humanen HSC reduzieren. Hemann et al.
transduzierten verschiedene shRNAs gegen p53 in murine HSCs und transplantierten diese in
Ep-Myec-transgene Méuse. In Abhéngigkeit von der jeweiligen siRNA-Effizienz wurden
verschiedene Phdnotypen von der benignen lymphoiden Hyperplasie bis zum stark
disseminierten Lymphom beobachtet [61]. Scherr et al. [62] demonstrierten eine direkte
Korrelation zwischen der Anzahl lentiviraler Integrationen, der Stirke der shARNA-Expression

und dem AusmaR des Gene silencing in himatopoetischen Zellen.
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Anwendungen in himato-onkologischen und immunologischen Fragestellungen

Auf dem Gebiet der HIV-Forschung konnte mit transfizierten oder transduzierten siRNAs in
Zellen die Virusreplikation inhibiert oder aber die Expression von Oberflichenrezeptoren auf
T-Zellen blockiert werden [37; 51; 58]. Banerjea et al. [63] verwendete lentivirale Vektoren
zur Transduktion von anti-rev-siRNAs in CD34 -héimatopoetische Stamm- und Vorl4ufer-
zellen. Scherr et al. [64] nutzten die gleiche Methode, um RNAIi gegen die gemeinsame [3-
Kette der Rezeptoren fiir GM-CSF, IL-3 und IL-5 (B-GMR) in primédren CD34"-Zellen zu
induzieren. Nach Stimulation der Signaltransduktion mit GM-CSF und IL-3 konnte eine
Inhibition der Koloniebildung der transduzierten Zellen gezeigt werden. Im Vergleich dazu ist
die Stimulation mit G-CSF, SCF und TPO unabhingig von B-GMR, weshalb hier keine
Inhibition beobachtet werden konnte. Diese Studien zeigten, dass primédre humane
hidmatopoetische Vorlduferzellen durch lentiviralen Gentransfer mit Expressionskassetten fiir
shRNAs ohne Einfluss auf die Proliferation oder Differenzierung der Zellen genetisch
modifiziert werden kdnnen.

Weitere experimentelle RNAi-Studien zeigten die Suppression onkogener Translokations-
produkte. Heidenreich et al. [43] transfizierten Kasumi-Zellen mit anti-AML1/ETO-siRNAs
und beobachteten eine Reduktion der mRNA und des Proteins sowie Effekte auf die TGFf3-
und Vitamin-D3-induzierte zelluldre Differenzierung. Bruno et al. [65] schalteten ein weiteres
Translokationsprodukt, PML-RARa, aus, das als Ursache der Promyelocytenleukédmie
angesehen wird. shRNAs, exprimiert durch den humanen Promotor des Gens fiir die
tRNA(Val), inhibierten die Expression des Fusionsproteins.

Verschiedene Forschergruppen konnten durch Elektroporation von anti-ber-abl-(b3a2)-
siRNAs eine effektive Reduktion der mRNA und des BCR-Abl-Proteins in humanen K562,
primidren CML- und in transgenen Mauszelllinien zeigen [39; 44; 66]. Ebenfalls konnte eine
Inhibition der Zellproliferation humaner b3a2-positiver K562-Zellen nach Transduktion von
shRNAs mit lentiviralen Vektoren gezeigt werden [67; 68]. Eine effektive Reduktion der
b2a2-mRNA, des Proteins oder eine Inhibition des Zellwachstums b2a2-positiver Zellen
durch RNAI konnte bisher nicht gezeigt werden.

Um den BCR-AbI-Signaltransduktionsweg indirekt zu blockieren, kann die Expression
assoziierter Proteine inhibiert werden. Ray et al. [69] zeigten das siRNA-vermittelte
Ausschalten der Hsp70-Expression in K562-Zellen und konnten damit eine signifikant

erhohte Sensitivitit der Paclitaxel-induzierten Apoptose demonstrieren.
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Ausblick der RNAIi in der therapeutischen Anwendung

Mit den neuen RNAi-Technologien ergeben sich somit neue Therapiemdglichkeiten. Das
therapeutische Potienzial von siRNAs konnte bereits in Mausmodellen z.B. bei
Lebererkrankungen, viralen Infektionen, Sepsis und Tumorwachstum gezeigt werden [25].
Allerdings konnte noch keine geeignete Methode zum effektiven Einschleussen der siRNAs
in den menschlichen Organismus gefunden werden. Forschungsschwerpunkte stiitzen sich auf
chemische Modifikationen von siRNAs, damit die Molekiile besser von Zellen aufgenommen
werden konnen und eine hohe Affinitdt zu Trigermolekiilen im Blut besitzen [25]. Eine
Alternative ist der viral-vermittelte Gentransfer, bei dem shRNAs nach retro- oder lentiviraler
Transduktion in Zellen stabil exprimiert werden. Die Effizienz der Degradation ist dabei
abhingig von der Menge der Virusintegrationen. Probleme bestehen darin, dass zu hohe
Dosen toxisch auf den Organismus wirken und unklar bleibt, an welchen Orten virale
Integrationen stattfinden. Bei klinischer Anwendung des retroviralen Gentransfers
entwickelten zwei Kinder mit einer X-chromosomalen SCID-Erkrankung nach retroviraler
Transduktion des Knochenmarks Leukdmien. Bei beiden Kindern resultierte eine einzelne
retrovirale Integration im LMO2-Locus in einer verdnderten transkriptionellen Aktivierung
[70]. Demzufolge miissen verbesserte virale Vektoren entwickelt werden, um das Risiko
zelluldrer Transformation durch Insertionsmutagenesen zu verhindern.

Weiterhin therapeutisch sinnvoll ist auch die Kombination der Inhibition der Genexpression
mit Proteinantagonisten. Der additive Effekt von siRNAs gegen das ber-abl-Transkript und
den Tyrosinkinaseinhibitor STI571 konnte bereits gezeigt werden [66; 68]. Somit kann der
Angriff auf eine Zielstruktur auf unterschiedlichen Ebenen der Entwicklung von Resistenzen

vorbeugen [71].
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1.5 Retroviral vermittelter Gentransfer

In der vorliegenden Arbeit sollte mit retroviralem Gentransfer stabile siRNA-Expression in
hamatopoetischen Zellen erreicht werden. Die effektive Transfektion von siRNA-
exprimierenden Plasmiden ist in manchen Zelllinien unzureichend etabliert, oder aber die
Zellen konnen nicht solange in Zellkultur wachsen, wie es fiir die Selektion positiver Klone
und die Kultivierung einer homogenen Population nach Einzelzellklonbildung notwendig ist.
Aus diesen Griinden haben bereits verschiedene Forschergruppen retrovirale Vektoren
verwendet, um SiRNAs in Zellen einzuschleussen. Dabei wurden verschiedene retrovirale
Vektoren verwendet: onkoretrovirale Vektoren, unter anderem basierend auf dem Moloney
Murine Leukemia Virus (MoMuLV) oder dem murinen Stammzellvirus (MSCV), sowie

lentivirale Vektoren, basierend auf dem Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1).

Lentiviraler Gentransfer

Lentiviren gehdren zu den Retroviren, besitzen aber zwei entscheidende Charakteristiken,
durch die sie noch breiter anwendbar fiir den Gentransfer sind als Onkoretroviren. Da
Lentiviren auf dem HIV-1 basieren, konnen sie sowohl proliferierende als auch nicht-
proliferierende, post-mitotische Zellen, wie Neuronen, Makrophagen oder hdmatopoetische
Stammzellen (HSC) infizieren [72]. Der Préintegrationskomplex kann die intakte
Kernmembran passieren, wahrend Onkoretroviren die Auflosung der Kernmembran wihrend
der Mitose benétigen.

Infektiose Lentiviren bestehen aus einem diploiden Genom mit zwei einzelstrangigen Plus-
RNA-Molekiilen und einem Nukleokapsid mit den Proteinen gag, pro (Protease) und po!/
(RNase H, Reverse Transkriptase und Integrase). Die Virushiille bildet das env-Protein. Der
Replikationsszyklus des HIV ist in der Abbildung 3 dargestellt.

Im Provirus wird das lentivirale Genom an beiden Seiten durch Long Terminal Repeats (LTR)
flankiert, die die U5-, R- und U3-Region enthalten. Die 5°-LTR reguliert die virale
Transkription durch die zelluldre Polymerase II, wihrend die 3°-LTR Signale fiir die
Polyadenylierung enthélt. Verschiedene halb- oder ungespleifite virale RNA-Molekiile
werden ins Zytoplasma exportiert und in die viralen Proteine translatiert. Akzessorische
Proteine wie die viralen, transkriptionellen Transaktivatoren Tat und Rev aktivieren den 5°-
LTR-Promotor oder interagieren mit Regionen des RNA-Transkriptes, z.B. der RRE (Rev
Responsive Element). So kann Rev das RNA-Spleilen sowie den RNA-Export ins
Zytoplasma kontrollieren. Weitere akzessorische Proteine sind Vpr, Vif, Nef und Vpu [73].
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Abb. 3: Replikationszyklus des HIV [74]

Um lentivirale Vektoren experimentell verwenden zu konnen, musste das Risiko der
genetischen Rekombination des Virus gesenkt werden. Deshalb wurden die bendtigten
lentiviralen Sequenzen getrennt und die Sequenzen fiir Strukturproteine, Enzyme und die
LTR-Regionen auf unterschiedlichen Plasmiden kodiert [75].

Das in dieser Arbeit zur stabilen Expression von shRNAs verwendete Transgen-Plasmid wird
von den LTR-Regionen flankiert, die zusitzlich die Expressionskassette mit dem HI-
Promotor und der shRNA enthalten. Der 5’-LTR folgt das RRE-Element, sowie eine
Expressionskassette fiir das Rot Fluoreszierende Protein (RFP) unter Kontrolle des Spleen
Focus Forming Virus-(SFFV)-Promotors und einem vorgeschalteten zentralen Polypurintrakt
(cPPT). Dieses Transgen-Plasmid ist ein Derivat des pHR’SINcPPT-SEW-Vektors, mit einem
EGFP und folgender WPRE (regulatorisches Element des Woodchuck Hepatitis Virus) unter
Kontrolle des SFFV-Promotors. Das EGFP-WPRE-Element wurde dann gegen ein RFP
ausgetauscht. Das Plasmid gehort zu der Gruppe sich selbst inaktivierender Vektoren (SIN).
Diese besitzen eine Deletion in der U3-Region der 3°-LTR, die wihrend der reversen
Transkription auf die 5°-LTR iibertragen wird. Dadurch kann die Initiation der Transkription

nach Integration in das Wirtsgenom nicht mehr erfolgen [76].
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Mit dem Ausgangsvektor konnte mehrfach eine effektive Transduktion von himatopoetischen

CD34"-Zellen gezeigt werden [73; 77; 78].

SHIR AJ'LTR

-]Em =2 1
Il{J SAI

. N

dcH1-shRNA-SR H1-RNA promoter shRNA

Abb. 4: Schema des lentiviralen Transgens dcH1-shRNA-SR [62]

Das verwendete Packaging-Plasmid pCMVA8.9.1, das die Sequenzen fiir die Proteine Gag
und Pol kodiert, gehort zur ,,zweiten Generation von lentiviralen Vektoren, aus denen
zusitzlich zu verschiedenen Anderungen der ersten Generation die akzessorischen Proteine
Vif, Vpr und Nef entfernt wurden [79].

Das Envelope-Plasmid enthélt die Sequenzen fiir das Hiillprotein. Das verwendete pMD.G-
Plasmid exprimiert das Glykoprotein G des Vesikuldren Stomatitis-Virus (VSV.G) unter
Kontrolle eines CMV-Promoters. Dieses Hiillprotein ermdglicht die Infektion eines breiten
Spektrums an Zielzellen und stabilisiert die virale Hiille der infektidsen Partikel.

Alle drei Plasmide miissen zusammen in eine Zelle transfiziert werden, um infektiose

Viruspartikel zu erzeugen.

Onkoretroviraler Gentransfer

Onkoretroviren sind weniger komplex als Lentiviren. Thnen fehlen die Sequenzen fiir
regulatorische und akzessorische Proteine. Der Replikationszyklus und die grundlegenden
Strukturen fiir Enzyme und Verpackung gleichen denen der Lentiviren. Am hdufigsten wird
das MoMuLV fiir Vektor-Konstruktionen verwendet. Die viralen Gene sind wie beim
lentiviralen Gentransfer auf Plasmide fiir das Transgen, die Hiillstrukturen und die Enzyme
aufgeteilt.

Das als Transgen verwendete pBabepuro-Plasmid wurde von Morgenstern und Land [80] mit
dem Ziel konstruiert, ein allgemein applizierbares, auf dem MoMuLV basierendes,
retrovirales Vektorsystem zu erzeugen. Das pBabepuro-Plasmid tragt zwischen der 5°- und
3‘-LTR-Region den SV40-Promotor, unter dessen Kontrolle das Selektionsgen fiir die

Puromycinresistenz steht. Paddison und Hannon [28] verwendeten diesen Vektor fiir sShRNA-
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Expression und klonierten eine U6-Expressionskassette in den LTR des pBabepuro-Vektors.
Da durch die Aktivitit der Reversen Transkriptase die LTR verdoppelt wird, werden auch
zwei Kopien der U6-Expressionskassette angefertigt. Die Expression der shRNA durch den

U6-Promotor konnte stabil das Tumorsuppressorgen p53 inhibieren.

Babe-Puro-LTR-shRNA

U6 >€ R USQw SV40 PURO" Uus >€ R U5

shRNA/LTR shRNA/LTR

Abb. 5: Strukturvorhersage und Orientierung des Retrovirus, wie er integriert im Genom der
Wirtszelle vorliegt [28].

Zur Virusproduktion wurde in der vorliegenden Arbeit die ®NX-GP-Zelllinie, verwendet.
Dabei handelt es sich um 293T-Zellen, die stabil mit dem Moloney-GagPol-IRES-Lyt2-
Konstrukt transfiziert wurden. Fiir die Hiillproteinexpression konnen sowohl eco- als auch
amphotrope Verpackungsplasmide gewihlt werden. In Weiterentwicklungen der ®NX-GP-
Zelllinie wurden die Zellen stabil mit dem Moloney ecotropic envelope-Gen (ONX-Eco-
Zellen) bzw. mit dem Moloney amphotropic envelope-Gen (DNX-Ampho-Zellen) transfiziert.
Diese Verpackungszelllinien sind frei von Replikations-defizienten Viren, so genannten
Helferviren. Andere ,,Packaging Cells* enthalten Helferviren, die sie als Proviren im Genom
tragen [81]. Diese Proviren liefern alle notwendigen viralen Proteine, wie Reverse
Transkriptase, Integrase und Hiillproteine. Durch eine Deletion in 5’-LTR und den Austausch
des 3’-LTR durch ein Polyadenylierungs-Signal aus SV40 wird verhindert, dass Replikations-

kompetente Retroviren durch Rekombination entstehen kdnnen.
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1.6 Das onkogene Fusionsprotein BCR-Abl

1.6.1 Die Funktion des zellularen BCR- und Abl-Proteins
Das BCR-Protein

Das Gen der ,Breakpoint Cluster Region®“ befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 22 (22ql1), ist 130 kB lang und enthilt 23 Exons [82]. Zwei verschiedene
Transkripte mit 4,5 und 7 kB werden in Proteine mit vielen verschiedenen funktionellen
Doménen translatiert [83; 84]. Das Exon 1, das sich in allen bekannten ber-abl-Fusionsgenen
befindet, kodiert fiir eine Serin-Threoninkinase [85] und fiir SH2-bindende Doménen. Eine
dieser Doménen wird von der SH2-Domine des Abl-Proteins gebunden und ist somit
essenziell fiir die onkogene Aktivierung von BCR-AbI [86; 87]. Eine andere SH2-bindende
Domine interagiert mit dem Adapterprotein Grb2, ein fiir den Ras-Signaltransduktionsweg
essenzielles Protein [88]. Die dritte funktionelle Domédne im Exon 1 kann Homotetramere
bilden und ist an der Lokalisation des BCR-Abl-Proteins im Zytoplasma durch verstéirkte F-
Aktinbindung beteiligt [89]. Die zentralen und C-terminalen Doménen des BCR-Proteins
interagieren auf unterschiedliche Weise mit G-Proteinen. Diese Proteine sind essenziell in
intrazelluldren Signalwegen, bei der Organisation des Zytoskeletts, fiir Zellwachstum und -
entwicklung [90]. Dominen der Exons 3-10 des BCR-Gens enthalten Homologien zu den
Nukleotidaustauschfaktoren Cdc24, Dbl und Vav [91; 92]. Cdc24, ein Zellzyklusgen der
Hefe, und das humane Gegenstiick Dbl kodieren fiir ein Zellzykluskontrollprotein. Cdc24
spielt eine Rolle in der Organisation des Zytoskeletts und Zytoplasmas und agiert als GDP-
GTP-Austauschfaktor fiir Ras-dhnliche G-Proteine [93]. Ein GAP-Protein der Rho-GTPase-
Familie besitzt strukturelle Ahnlichkeit zum C-Terminus des BCR-Gens. Proteine der Rho-
Familie gehoren zu den Ras-Proteinen und sind fiir die Verkniipfung extrazelluldrer Signale

mit der Reorganisation des Zytoskeletts verbunden [94; 95].
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Abb. 6: Schematische Darstellung des BCR-Proteins. Funktionelle Angriffspunkte einschlieSlich
einer Serine-Threoninkinase-Domaéne in Exon 1, eine zentrale GDP-GTP-Austausch-Doméne und eine
C-terminale GAP-Domiéne. SH2-bindende Stellen befinden sich ebenfalls im Exon 1. Das 14-3-3-
Protein (Bap-1) interagiert ebenfalls mit einer dieser Phosphorylierungsstellen von Abl. Grb2 ist mit

einer weiteren proximalen SH2-bindenden Stelle assoziiert, die das Phosphotyrosin an Position 177
enthélt. Die GDP-GTP-Austausch-Doméne interagiert mit dem XPB-DNA-Reparaturprotein [95].

Das c-Abl-Protein

Das c-abl-Gen wurde zuerst als zelluldires Homologon des transformierenden Gens des
Abelson murinen Leukdmievirus auf dem langen Arm des Chromosoms 9 (9q34) identifiziert
[96]. Das c-abl-Gen wird in Sdugerzellen ubiquitir exprimiert und besitzt zwei alternative
Exons am 5°-Ende mit separaten Promotoren. Diese generieren mRNAs mit 5 bzw. 6,5 kB,
die wiederum zu Proteinen mit verschiedenen N-Termini fithren. Die einzelnen funktionellen

Domaénen des c-Abl-Proteins sind in der folgenden Abbildung dargestellt.

Myr

NH2—E- SHZE SH1 E % §& ‘B cranenid-cooH

Abb. 7: Struktur des c-Abl-Proteins. Nach dem N-Terminus mit einer Myristolierungsstelle folgen
die c-Src-homologen SH3, SH2 und SHI1-Doménen, wobei die SHI-Doméine die
Tyrosinkinasefunktion trigt. Die Mitte des Proteins bilden Prolin-reiche Regionen (PxxP),
Kernlokalisationssignale (NLS) und DNA-bindende Doménen (DNA-BD). Am C-Terminus des
Proteins befinden sich G- und F-Aktin-bindende Dominen sowie das Kernexportsignal (NES) [97].

Die meisten bekannten Tyrosinkinasen sind in der Ndhe der Plasmamembran oder im
Zytoplasma lokalisiert. Die c-Abl-Tyrosinkinase dagegen kann sowohl im Zellkern [98] als
auch im Zytoplasma nachgewiesen werden [99]. Die verschiedenen Lokalisationen des c-Abl-
Proteins werden durch drei Kernlokalisationssignale (NLS) und ein zusétzliches
Kernexportsignal (NES) reguliert. Im Zytoplasma ist die Lokalisation mit F-Aktin assoziiert,
das an eine mit NES {iberlappende Region bindet [96; 99]. Zusitzlich gewéhrleistet eine
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Mpyristoylgruppe am N-Terminus des Ib-Proteins die Lokalisation an der inneren Oberfldche
der Plasmamembran [100].

Durch die Beweglichkeit des Proteins innerhalb der Zelle ist es mdglich, verschiedene Signale
als Antwort auf unterschiedliche physiologische Stimuli zu iibertragen. Demnach hat auch c-
Abl in jeder Lokalisation eine andere Funktion. Im Zytoplasma wird die Kinaseaktivitdt durch
Integrin-vermittelte Zelladhdsion gesteuert [101] und die Interaktion mit dem F-Aktin-
Zytoskelett beschrieben. In vivo konnten aber nur geringe c-Abl-Konzentrationen im
Zytoplasma gemessen werden. Daher scheint es nicht essenziell modifizierend auf die Aktine
zu wirken. In Abl”-Fibroblasten wurde eine signifikant reduzierte c-Crk-Kinaseaktiviit,
beobachtet, wonach c-Abl Hauptregulator von Crk in vivo sein muss [102].

Das nukledre c-Abl ist involviert in die Regulation der Genexpression und des Zellzyklus. Ein
Teil des nukledren c-Abl ist in der G1-Phase des Zellzyklus mit dem Retinoblastoma-Protein
(Rb) komplexiert. Dabei bindet Rb an die ATP-bindende Region der Kinasedomédne und
inhibiert somit die Kinaseaktivitit. Die Phosphorylierung von Rb im Ubergang von der G1-
zur S-Phase gibt c-Abl wieder frei und fiihrt zur Aktivierung des c-Abl in der S-Phase. Das
Protein kann nun RNA-Polymerase II phosphorylieren und die Transkription von S-Phase-
Genen stimulieren. Andere Studien zeigten nach Uberexpression von c-Abl die Apoptose
durch Induktion eines Wachstumsstops in der G1-Phase [103; 104; 105].

c-Abl hat auBBerdem DNA-bindende Aktivitdt, vermittelt durch drei Tandemrepeats DNA-
bindender Doménen. Die funktionelle Signifikanz der DNA-bindenden Aktivitdt von c-Abl ist
nicht bekannt. Obwohl c-Abl keine intrinsische Transkriptionsaktivitét besitzt, konnen c-Abl
und v-Abl mit Transkriptionsfaktoren komplexieren und so Transkriptionsaktivititen
modulieren. Die DNA-bindende Aktivitit wird auch als Antwort auf DNA-Briiche diskutiert
[105].

Ionisierende Strahlung (IR) und alkylierende Chemotherapeutika wie Mitomycin C scheinen
die Kinaseaktivitdit von c-Abl 3- bis 5-fach zu erhohen [105]. Auch andere Studien
demonstrierten die Interaktion (und Phosphorylierung) von c-Abl mit anderen Proteinen wie
z.B. ATM als Antwort auf ionisierende Strahlung [105]. Die Aktivierung der Kinase fiihrt zur
Phosphorylierung verschiedener Substrate, wie Rad51 oder DNA-PK [106]. Allerdings
konnten in abl”-Zellen keine Fehler bei der Reparatur von DNA-Briichen festgestellt werden.
Das fiihrt zu der Uberlegung, dass c-Abl in bestimmten Zellen nur eine untergeordnete Rolle
in der DNA-Reparatur und im Zellzyklus {ibernimmt, die durch andere Proteine kompensiert

werden konnen.
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Abl-defiziente Miause besallen eine verkiirzte Lebenszeit und verschiedene Fehlbildungen,
u.a. Milz- und Thymusathrophien mit einer 10-30-fach erniedrigten Zahl von reifen B- und T-
Lymphozyten. Ergebnisse von Transplantationsversuchen mit diesen Méiusen lieen
vermuten, dass sowohl stromale als auch hdmatopoetische Defekte fiir die erniedrigte

Lymphozytenzahl verantwortlich sind [105].

1.6.2 Die Chronisch Myeloische Leukdamie (CML)

Die CML wird nach WHO-Richtlinien als Myeloproliferatives Syndrom klassifiziert und ist
cytogenetisch durch das Philadelphia-Chromosom (Ph) definiert. Dieses entsteht durch die
Translokation eines Bruchstiickes des Chromosom 9 auf das Chromosom 22. Das mediane
Alter der CML-Patienten liegt bei Erstdiagnose zwischen 45 und 55 Jahren. Die Halfte aller
CML-Fille sind Zufallsbefunde bei Routineuntersuchungen. Bei 80% der Patienten wird die
Diagnose in der chronischen Phase gestellt. Charakteristische klinische Symptome sind
Miidigkeitserscheinungen, Gewichtsverlust und Vdllegefiihl sowie palpable Splenomegalie.
Diese Patienten haben oft Leukozytosen, Thrombozytosen, Andmien, Eosino- und
Basophilien oder eine erniedrigte alkalische Leukozytenphosphatase (ALP). Thr
Knochenmark ist histologisch durch eine vermehrte Zellularitit gekennzeichnet.

Bei der CML werden drei Stadien unterschieden. Die erste ist die chronische Phase mit den
Leitsymptomen Leukozytose und Splenomegalie, gefolgt von der Akzelerationsphase
(Ubergangsphase) mit zunehmender Leukozytose und vermehrtem Auftreten unreifer
Vorlauferzellen im Knochenmark und peripheren Blut. In der dritten Phase, dem so genannten
Blastenschub, werden aus dem Knochenmark unreife Vorstufen von Blutzellen (Myeloblasten
und Promyelozyten) in groBler Zahl in das Blut abgegeben. Eine Blastenkrise liegt
definitionsgemil dann vor, wenn der Blastzellanteil im Blut iiber 30% bzw. im Knochenmark
iiber 50% betrdgt. Der Verlauf dieser dritten Phase gleicht einer akuten Leukdmie und es
kommt zur dramatischen Verschlechterung der Symptome. Die mittlere Uberlebensdauer
betrdgt dann nur noch zwei bis vier Monate.

Steht die Diagnose fest, wird in allen Stadien der Erkrankung sofort behandelt. Die Therapie
der ersten Wahl ist heute der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib'. Dieser wird allein oder
zusammen mit den Medikamenten Interferon-a (IFN-o) und Cytarabin (Ara-C) eingesetzt.
Bei der Imatinib-Therapie kommt es bei 95% der Patienten in der chronischen Phase zu einer

hidmatologischen, und bei 60% zu einer cytogenetischen Remission (<35% Ph+-Zellen).

" Imatinib entspricht auch den Bezeichnungen CGP-57148, STI571, Glivec und Gleevec.
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Befinden sich die Patienten bereits in der Phase des Blastenschubs, so zeigt sich nur bei 31%
der Patienten eine hdmatologische, und bei 15% eine cytogenetische Remission.

Eine Heilung der CML kann nach heutigen Erkenntnissen nur durch eine allogene Knochen-
markstransplantation erreicht werden. Diese ist nur moglich, wenn zuvor ein geeigneter
Knochenmarkspender gefunden wurde. Die Uberlebensraten sind von Patientenfaktoren wie
dem Alter, demKrankheitsstadium der CML, der verstrichenen Zeit seit Erstdiagnose, sowie
von Spenderfaktoren abhéngig, bei denen entscheidend ist, ob es sich um einen Familien-
oder Fremdspender handelt, und in welcher Geschlechterkombination Spender und

Empfanger zueinander stehen (Gratwohl-Score) [107; 108].

1.6.3 Biologie der Bcr-abl-Translokation

Die Translokation des Philadelphia-Chromosoms t(9;22)(q34;q11) ldsst verschiedene ber-abl-
Fusionsgene entstehen. Die Bruchpunkte im c-abl-Gen befinden sich in einer langen Region
zwischen Exon 1 und Exon 2. Nach post-transkriptionellem Spleiflen entstehen Fusionen zu
verschiedenen Regionen im BCR-Transkript. Die Transposition von c-abl auf die M-bcr-
Region (major ber) zwischen den Exons 12 und 16 resultiert in einer 8,5 kB groBen mRNA,
welche fiir ein Protein mit 210 kD kodiert. Durch alternatives Spleilen entstehen
Fusionstranskripte mit b2a2- oder b3a2-Verkniipfungen (jetzt auch el3a2 und el4a2). In den
meisten Patienten mit Ph'-ALL liegt der Bruchpunkt in der m-bcr-Region (minor ber). Die
Translation des ela2-Transkripts resultiert in einem Protein mit 190 kD. Ein dritter
Bruchpunkt zwischen den Exons 19 und 20 (u-ber) bringt eine e19a2-mRNA mit einem

BCR-Abl . . . .
0 -Proteins wird mit der chronischen

230kD-Protein hervor. Die Expression des p23
neutrophilen  Leukdmie  assoziiert. = Alle Proteine zeigen eine  Kkonstitutive

Tyrosinkinaseaktivitét [97].
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Abb. 8: abl- und bcr-Genstruktur [97]

Verschiedene Strukturmerkmale des Fusionsproteins sind entscheidend fiir die maligne
Transformation der BCR-Abl-positiven Zellen. Die Tyrosinkinase befindet sich in der Src-
homologen Domine 1 (SH1) der Abl-Komponente des BCR-Abl-Proteins. Weitere wichtige
Motive des Abl-Teils sind die SH2- und SH3-Doménen und die C-terminale Aktin-bindende
Doméne. Im BCR-Teil ist das coiled-coil-Motiv des Exon 1 des ber-Gens verantwortlich fiir
die Tetramerisierung des Onkoproteins, wodurch es zur gegenseitigen Phosphorylierung der
Tyrosinreste der angrenzenden BCR-Abl-Molekiile kommt. N-terminale Phosphoserin- und
Phosphothreoninreste sind fiir die Interaktion mit Proteinen mit SH2-Doménen wie auch Abl

notwendig [109].
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Abb. 9: Struktur des BCR-Abl-Proteins [109]

Durch die Tyrosinkinaseaktivitit kommt es zur Aktivierung verschiedener
Signaltransduktionswege, die in verschiedenen Publikationen ausfiihrlich dargestellt werden

[97]. Einige von ihnen sollen nachfolgend kurz skizziert werden:
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e Ras-MAP-Kinaseweg
Die Phosphorylierung der Aminosédure 177 des BCR-Proteinanteils ermoglicht die Bindung
des Adaptormolekiils Grb2 [88]. Dadurch wird Ras in seiner aktiven GTP-gebundenen Form
stabilisiert. Ras wiederum aktiviert die Serin-Threonin-Kinase Raf, gefolgt von der
Aktivierung von Mek1/2 und Erk. Dieser Signaltransduktionsweg wird auch durch Cytokine
wie IL-3 und GM-CSF positiv reguliert [110]. Neben dem Ras/Raf-Weg wird auch der MAP-
Kinaseweg durch BCR-ADbI aktiviert.

e Jak-STAT-Signaltransduktion
Die konstitutive Phosphorylierung von STAT-Transkriptionsfaktoren (STAT-1 und STAT-5)
wurde in BCR-Abl-exprimierenden Zelllinen und primidren CML-Zellen detektiert und zeigt
antiapoptotische Funktionen durch transkriptionelle Aktivierung von Bcel-X [97; 111].
Die Rolle der Janus-Kinase2 (JAK-2) bei der malignen Transformation BCR-Abl-positiver
Zellen ist weniger geklart, aber die Bindung von Cytokinen und Wachstumsfaktoren (IL-3,
GM-CSF) resultiert in Autophosphorylierung von JAK-2 und Aktivierung des JAK-2- und
STAT-5-Signaltransduktionsweges [112]. In K562-Zellen konnte ein verringerter onkogener
Effekt von BCR-AbI nach Transfektion einer JAK-2-Kinase-inaktiven Form gezeigt werden
[113].
Die Rolle der Ras- und JAK/STAT-Signaltransduktionswege als Antwort auf Cytokine kann
die Beobachtung erkldren, dass BCR-Abl eine Wachstumsfaktor-Unabhéngigkeit bei
urspriinglich Wachstumsfaktor-abhiangigen Zelllinien induziert. Experimentell konnte gezeigt
werden, dass BCR-Abl eine autokrine Sekretion von IL-3 und G-CSF in frithen
Vorlduferzellen induziert [114]. AuBerdem induziert die BCR-Abl-Tyrosinkinaseaktivitit die
Expression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie dem Onkostatin M-f3-Rezeptor [97].

e PI3-Kinase-Weg
BCR-AbI bildet Komplexe mit der PI3-Kinase, Cbl und den Adaptermolekiilen Crk und Crkl,
wodurch die PI3-Kinase aktiviert ist [115]. Die Phosphorylierung der Serin-Threoninkinase
Akt inaktiviert durch weitere Phosphorylierung das pro-apoptotische Protein Bad. Dieses
Protein wird von 14-3-3-Proteinen eingeschlossen und kann nicht an Bcl-X; binden [116;
117; 118].

e c-Myc-Uberexpression
Das Myc-Protein ist ebenfalls in vielen humanen malignen Erkrankungen {iberexprimiert. Die
Aktivierung von Myc durch BCR-ADbI ist von der SH2-Doméne abhédngig, aber der genaue
Signaltransduktionsweg ist noch ungeklart [119].
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e Apoptoseinhibition durch ICSBP-Reduktion
Frithere Untersuchungen zeigten eine Reduktion des Interferon Consensus Sequenz-
bindenden Proteins (ICSBP) in BCR-Abl-positiven Zellen. ICSBP ist in die
Apoptoseinduktion involviert. ICSBP-negative Miuse entwickeln ein myeloproliferatives
Syndrom &dhnlich zur CML [97].

e Verinderte Adhésionseigenschaften
Bei der Interaktion von Stromazellen und Vorlduferzellen spielen Integrine eine essenzielle
Rolle. CML-Zellen exprimieren eine Adhisions-inhibitorische Variante des 1-Integrins, die
in normalen Vorlauferzellen nicht vorkommt [120]. Weiterhin phosphoryliert BCR-Abl CrkL
[115], das mit anderen Adhésionsmolekiilen wie Paxillin, Fak und Hef1 assoziiert ist [97].
So besitzen BCR-Abl-positive Zellen eine erhohte Rate spontaner Motilitdt [121] und eine
verringerte Adhédsion zu Stromazellen des Knochenmarks und der extrazelluldren Matrix

[122].

MNucleus

1

Abb. 10: Aktivierte Signaltransduktionswege in BCR-Abl-positiven Zellen. Das Diagramm stellt
verschiedene Signaltransduktionswege nur vereinfacht dar. Viele weitere Assoziationen von BCR-Abl
und Signalproteinen wurden berichtet [109].
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Die aktivierten Signaltransduktionswege und das verdnderte Adhésionsverhalten BCR-Abl-
positiver Zellen fiihrt zur malignen Transformation himatopoetischer Zelllinien. So konnte in
verschiedenen Experimenten gezeigt werden, dass die Expression von BCR-ADbI in den
murinen Zelllinien Ba/F3 und 32D sowie der humanen Zelllinie Mo7 zur kompletten
Faktorunabhéngigkeit fiihrt [123; 124]. Die Transduktion von murinem Knochenmark mit
BCR-Abl und dessen Transplantation in syngene Empfanger fiihrte bei einem Drittel der
Miuse zu malignen hidmatologischen Erkrankungen. Dabei trat gehduft ein CML-@hnliches
myeloproliferatives Syndrom auf [125]. Klucher er al. [126] etablierten eine murine
TonB210.1-Zelllinie mit Tetrazyklin-induzierbarer BCR-Abl-Expression. Balb/c-Mause,
denen diese Zellen subkutan injiziert wurden, wiesen ein ebenfalls Tetrazyklin-abhéngiges
Tumorwachstum auf. Mit optimierten Transduktions- und Transplantationstechnologien
konnten zwei Forschergruppen eine myeloproliferative Erkrankung in 100% der Empfanger
erreichen [127; 128].

Im Rahmen der BCR-Abl-induzierten Signaltransduktionswege und der malignen
Transformation von Zellen wurde bereits das Faktor-unabhidngige Wachstum von BCR-Abl-
positiven Zellen genannt. Einerseits imitiert in den Zellen BCR-ADbI die Cytokin-vermittelte
Signaltransduktion, andererseits kommt es zusitzlich zur veridnderten Produktion von
hamatopoetischen Cytokinen wie IL-3, G-CSF und GM-CSF in diesen Zellen [114; 129]. Die
Untersuchung von Ph-positiven primitiven Vorlduferzellen zeigte die Expression von IL-3-
und G-CSF-Transkripten, die teilweise mit IL-3-Antikdrpern inhibiert werden konnte [114].
Li et al. untersuchten die autokrine und parakrine Produktion von IL-3 und GM-CSF in der
Pathogenese von BCR-Abl-induzierter CML-dhnlicher Leukdmie in Knochenmarks-
transplantations- und Transduktionsexperimenten. Mduse mit homozygoter Inaktivierung des
IL-3, des GM-CSF-Gens oder beider Gene wurden als Spender oder Empfinger verwendet.
Weder IL-3 noch GM-CSF waren fiir die Induktion einer CML-&hnlichen Erkrankung durch
BCR-ADbI notwendig. Trotzdem konnten erhohte IL-3-Werte bei den Empfangermiusen als
Reaktion auf die Erkrankung beobachtet werden [130]. Andere experimentelle Studien
zeigten, dass es bei primitiven CML-Vorlduferzellen zu einer Erhdhung der IL-3-Transkripte
beim Ubergang von der Ruhephase in den aktiven Zellzyklus kam [131].

Zusammenfassend kristallisieren sich drei wichtige Funktionen fiir die biologische Aktivitit
des BCR-Abl-Proteins heraus: Es verdndert die Adhésionseigenschaften der Zelle, es initiiert
Signaliibertragungswege in dhnlicher Weise wie verschiedene Wachstumsfaktoren und
stimuliert so die Zellproliferation, und es zeigt starke anti-apoptotische Eigenschaften und

vermindert so den apoptotischen Zelltod.



1 Einleitung 24 -

1.6.4 Therapie der CML auf molekularer Ebene

Verschiedene Angriffspunkte in molekularen Therapieansitzen filhren zur Inhibition der
BCR-AbI-Funktion. Der Vorteil gegeniiber der konventionellen Chemotherapie ist der
gezielte Angriff auf das durch die Translokation entstandene und damit fiir die malignen
Zellen spezifische BCR-Abl. Da gezeigt werden konnte [126], das BCR-Abl und die
Tyrosinkinaseaktivitit notwendig und hinreichend fiir die Myeloproliferation in der Zellkultur
und im Mausmodell sind, konnen durch BCR-Abl-Degradation oder Tyrosinkinaseinhibition
effektiv wirkende Therapeutika entwickelt werden.

Die Degradation der ber-abl-mRNA durch Antisense-Oligonukleotide (asODN) fiihrte in
einem Mausmodell in Kombination mit Cyclophosphamid zur Heilung von 50% BCR-Abl-
positiver Méuse [132]. Diese Therapieform hat bisher jedoch keine klinische Relevanz [133].
Weitere vielversprechende Therapieanséitze, wie die Verwendung von Adaphostinen,
Inhibitoren des fiir die Faltung von BCR-AbI erforderlichen Chaperons (HSP90), Src-Kinase-

und Farnesyltransferaseinhibitoren werden untersucht [109].

Inhibition der Tyrosinkinaseaktivitit

Die Inhibition der Tyrosinkinaseaktivitit zeigte bisher die groBten Erfolge in der Therapie.
Das Medikament STIS71 wird bereits klinisch angewendet. In experimentellen
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde es als Positivkontrolle und zur
Uberpriifung des BCR-Abl-abhiingigen Wachstums von Zelllinien verwendet.

Erste Versuche wurden mit Substanzen wie z.B. Herbimycin A durchgefiihrt, das aus
Streptomyces-Arten  isoliert wurde [134]. Danach wurde eine Klasse von
Tyrosinkinaseinhibitoren, die 2-Phenylaminopyrimidin-Derivate, synthetisiert und auf den
Grad der Inhibition hin selektiert [135]. Die Inhibition war um so groBer, je mehr die
Verbindung aufgrund ihrer Struktur in der Lage war, mit ATP zu konkurrieren. Die
Optimierung dieser Verbindungen fiihrte zur Detektion des CGP-57148 bzw. STIS71. Die
Verbindung inhibiert selektiv Abl, Platelet Derived Growth Factor (PDGF)-
Rezeptortyrosinkinasen und den Stammzellfaktor-Rezeptor c-Kit [136]. Die Inhibition der
BCR-AbI-Tyrosinkinasaktivitidt fiihrt in Ph-positiven Zellen zum apoptotischen Zelltod.
Druker et al. [137] untersuchten den Effekt auf p2102“***transfizierte Zellen im Vergleich
zu BCR-Abl-negativen Zellen der gleichen Zelllinie. Sie konnten eine spezifische Inhibition
der zelluldren Proliferation der p21OBCR'Abl-exprimierenden Zellen zeigen. Weiterhin fiihrte
die Verbindung zu einer 92-98%igen Verringerung koloniebildender Einheiten primaérer

Zellen von CML-Patienten. STI571 inhibierte das Zellwachstum von Zellen, die p185°%AY!
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und TEL/AbI exprimieren [138]. Die selektive Suppression des Wachstums von BCR-Abl-
positiven Zellen konnte auch in Méusen gezeigt werden [139]. Somit schien STI571 fiir eine
erfolgreiche Behandlung Ph-positiver Leukdmien geeignet zu sein und wurde in klinischen
Studien tUberpriift. Phase I-Studien wurden mit CML-Patienten in der chronischen Phase
durchgefiihrt, die nicht mehr auf IFN-a reagierten. STIS71 zeigte eine geringe Toxizitét, aber
eine hohe Effizienz. Alle Patienten, die mit 300mg/d oder mehr behandelt wurden, zeigten
eine komplette hamatopoetische Remission [140; 141]. Zusétzliche Phasell-Studien erzielten
bei einer Hilfte behandelter CML-Patienten in der Blastenkrise bzw. bei einem Dirittel
behandelter Ph-positiven ALL-Patienten eine himatologische Remission [142; 143]. Obwohl
in vielen Patienten die Remission nicht dauerhaft erhalten blieb, ist dennoch das Medikament,
welches oral appliziert werden kann und wenig toxisch ist, ein grofer Fortschritt fiir die
Behandlung dieser Risikogruppen. In einer internationalen randomisierten Studie (IRIS)
wurde bei neu diagnostizierten CML-Patienten der Therapieerfolg bei kombinierter Gabe von
IFN-o. und Ara-C im Vergleich zur Behandlung mit Imatinib untersucht. Bei 74% der
Imatinib-Therapien wurde eine komplette cytogenetische Remission erreicht, im Gegensatz
dazu nur bei 8,5% der Patientengruppe, die mit IFN-a und Ara-C therapiert wurden. Somit
stellt Imatinib derzeit die Therapie der 1. Wahl bei allen diagnostizierten CML-Erkrankungen
dar [144].

In weiteren klinischen Studien wird STI571 in Kombination mit anderen antileukdmischen
Medikamenten getestet [145]. Eine Kombinationstherapie erscheint sinnvoll, weil in einigen
Patienten bereits eine STI571-Resistenz mit Reaktivierung der BCR-AbI-Kinase beobachtet
wurde. Die Untersuchung molekularer Mechanismen zeigen Mutationen in der Kinasedoméne
von BCR-ADI oder zu hohe BCR-Abl-Expression als Resistenzverursacher [146; 147; 148].
Demzufolge ist es zweckméBig, weitere Therapieansitze zu entwickeln, die sowohl in
Kombination mit STI571 als auch allein eine signifikante Reduktion des BCR-Abl-Proteins

oder seiner Aktivitit zeigen.
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1.7 Zielsetzung und Aufgabenstellungen

Das Hauptziel der Arbeit besteht darin, einen effektiven Suppressor der ber-abl-mRNA zu

finden, um somit eine weitere Therapiemdglichkeit fiir CML-Patienten zu eréftnen.

Dieses Ziel soll zundchst durch Selektion von Peptiden, die spezifisch die RNA-Struktur
erkennen, mit der Phage Display-Methode erreicht werden. Folgende Teilziele kdnnen
formuliert werden:

e die in vitro-Transkription der b3a2-RNA sowie von RNAs als Negativkontrollen mit

anschlieender Biotinylierung

e Selektion von Phagen in mehreren Selektionsrunden

e die Uberpriifung der spezifischen Bindung der Phagen in einem ELISA-Verfahren

e die Identifizierung der selektionierten Peptide durch Sequenzierung

e Klonierung eines ber-abl-GFP-Fusionsgens zur spiteren Uberpriifung der Suppression

in vivo

Uberpriifung der Stabilitit der mRNA-Sekundérstruktur durch enzymatisches Probing

In einem zweiten Ansatz soll versucht werden, das Ziel der Arbeit durch den Einsatz von
sequenz-spezifischen siRNAs gegen die b2a2-Variante zu erreichen. Er kann in folgende
Teilziele unterteilt werden:
e das Konstruieren und Testen einer effektiven siRNA
e das effiziente Einschleussen der siRNA in verschiedene himatopoetische Zelllinien
e die Erzeugung von transienten und stabilen RNAi-Effekten
e die genaue Detektion der Reduktion der mRNA und des Proteins
e die Uberpriifung der Spezifitit der siRNA.
Um die Zuginglichkeit der mRNA beurteilen zu konnen, sollen theoretische RNA-Sekundir-
strukturanalysen durchgefiihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle im Folgenden aufgefiihrten Firmen haben, falls nicht anders angegeben, ihren Sitz in

Deutschland.

2.1.1 Gerite
ABI PRISM® 7000

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

Agarosegelelektrophoreseapparatur
Bilddokumentationssystem
Blockthermostat BT 100
Eppendorf Thermomixer comfort
Eppendorf Thermomixer 5436
Blotkammer, Semidry Blot
Brutschrénke
Durchflusszytofluorometer
Elektroporator

ELISA-Reader

Eppendorf Centrifuge 5417R
Eppendorf Centrifuge 5415D
Biofuge 13
Fluoreszenzmikroskop
Hybridisierungsofen
Kiihlzentrifuge

Lichtmikroskop Axiovert 25
Lichtmikroskop Olympus CK2
PAA-Gelelektrophoreseapparatur
PCR-Thermocycler, versch. Modelle

Pipetten, versch. Modelle

Schiittelinkubator
Spannungsgerite

Ultrazentrifuge
UV-Cross-linker

UV-Strahler

Vortexer

Wasserbad

Zellzahlgerat

Zentrifuge fiir Falconréhrchen

Applied Biosystems, Weiterstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt
Forschungswerkstitten, MHH

Polaroid MP4 Land Camera, Offenbach
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Multiphor II, Pharmacia, Uppsala, S

Heraeus Sepatech, Osterode

Becton Dickinson, FACSCalibur, Heidelberg
EPI12500, Elektroporations-Impulsgenerator,

Dr. L. Fischer, Heidelberg

Model 3550 Microplate reader, Japan

Eppendorf AG Hamburg

Eppendorf AG Hamburg

Heraeus Sepatech, Osterode

Nikon Eclipse TE 300, Diisseldorf

Bachhofer Laboratoriumsgeréte, Reutlingen
Beckman J2-MC, Glenrothes, UK

Carl Zeiss Jena

Optical Co. Japan

Mini-PROTEAN II cell, BioRad, Hercules, USA
Landgraf, Langenhagen

Biometra, Gottingen

Applied Biosystems, Weiterstadt

Pipetman abimed, Langenfeld

Eppendorf 4710, 0,5-10ul, Eppendorf AG, Hamburg
Gerhardt, Konigswinter

EPS 301, Amersham, Braunschweig

E815, 1200V-500mA, Consort, Turnhout, B

PS 3002, Life technologies

Optima LE-80K Ultrazentrifuge, Beckman, USA
Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, USA
Benda, Wiesloch

Vortex-genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA
BLB-Braunschweiger Laborbedarf, GFL, Burgwedel
Beckman Coulter AC.T 8, Krefeld

Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech, Osterode
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2.1.2 Software

FACSCalibur Becton Dickinson
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

ABI PRISM® 7000
Sequenzanalysen

Sekundérstrukturvorhersage
2.1.3 Verbrauchsmaterial

96-well Optical Reaction Plate
Deckglédschen

Einfrierr6hrchen

Einmalpipetten
Eppendorfreaktionsgefale
FACS-R6hrchen

Falconr6hrchen 50ml/15ml

Filme

G25-Saule

Gene Pulser E.coli Cuvette, 0,1cm

Glaszylinder mit Stopfen fiir Blot-Hybr.

Hybond-N, Hybond-N+-Membran
Kieselgel 60F, DC-Alufolie
Kodak BioMax cassette

Kivetten 0,4cm &

Magnetic Particle Concentrator for Microtubes, MPC-M
Microamp 96-well Tube/Tray/Retainer Assembly

Microamp Caps 12 Caps/Strip
Multipipettenaufsitze combitips
Petrischalen

Pipettenspitzen
Sephadex-G25-Saulen
Spritzen 10ml, 5ml, 2ml
Spritzen 50ml

Sterilfilter Millex-HV, 0,45um
Whatman-Papier 3mm, CHR
Zihlkammern
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

CellQuest 3.1f

GeneScan® Analysis Software

Sequencing Analysis Software

Data Collection Software

Sequence Detection Software

GeneRunner

Chromas

RNAfold <rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi>

Applied Biosystems, Weiterstadt
Menzel-Gléaschen

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

Kodak, Rochester, USA

Roche, Mannheim

Bio-Rad, Hercules, USA

Bachhofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen
Amersham, Braunschweig

Merck, Darmstadt

Kodak, Rochester, USA

Biozym, Hess. Oldendorf

DYNAL, Oslo, Norway
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt,
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Nimbrecht

Roche, Mannheim

Braun, Melsungen

Fresenius Kabi, Friedberg

Millipore, Carrigtwabhill, Ireland
Whatman, Maidstone, England

Neubauer, Marienfeld

Greiner, Frickenhausen

Nunc, Wiesbaden
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2.1.4 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 40%
Ammoniumpersulfat (APS)
Aqua dest. (Ampuwa)
Biotin

Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid
Chloroform

DAPI

Dextransulfat 500, Na-Salz
Dimethylformamid

EDTA

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

Glykogen (20mg/ml)
Harnstoff

Hepes

Herings-DNA
2-Mercaptoethanol
Morpholinopropansulfonsédure
Natriumchlorid
Natriumsulfat
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Polyvinylpyrrolidon
Propidiumiodid

SDS 10%

SeaKem ME Agarose
Sucrose

Trizol

Xylencyanol

Bio-Rad, Hercules, USA
Sigma Chemicals, Deisenhofen
Fresenius Kabi AG, Bod Homburg
MoBiTec, Géttingen

Serva, Heidelberg

Sigma Chemicals, Deisenhofen
Sigma Chemicals, Deisenhofen
J.T. Baker, Deventer, Holland
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

USB, Ohio, USA

Serva, Heidelberg

J.T. Baker, Deventer, Holland
J.T. Baker, Deventer, Holland
Sigma Chemicals, Deisenhofen,
Sigma Chemicals, Deisenhofen
USB, Bad Homburg

Roche, Mannheim

Sigma Chemicals, Deisenhofen
Sigma Chemicals, Deisenhofen
GibcoBRL, Eggenstein

Sigma Chemicals, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Calbiochem, Bad Soden

Sigma Chemicals, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Chemicals, Deisenhofen
Fluka, Taufkirchen

GibcoBRL, Eggenstein
Biozym, Hess. Oldendorf
Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Chemicals, Deisenhofen

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von Merck, Darmstadt, bezogen.
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2.1.5 Puffer und Stammlosungen

Zellkultur
Cell Dissociation Buffer Enzyme free / PBS-based Invitrogen, Karlsruhe
Dulbecco’s MEM with Glutamax (DMEM) GibcoBRL, Eggenstein
RPMI 1640 with L-Glutamin GibcoBRL, Eggenstein
Fetales Kélberserum (FCS) GibcoBRL, Eggenstein
STI571 100uM (100mg/1695ml aq.dest) Novartis, Basel, Schweiz
2x HBS 500ml mit 8g NaCl, 6,5g Hepes, 5,25g Na,HPO4, pH 7,05
Polybrene Hexadimethrinbromid Sigma Chemicals, Deisenhofen
2500x 100mg/10ml aq.dest.
100x 400pul Stammlsg./10ml
Chloroquine 100mM (0,51g/10ml aq.dest.) Sigma Chemicals, Deisenhofen
PBS GibcoBRL, Eggenstein
Trypanblau Stammlsg: 0,5g/100ml NaCl 0,9% Sigma Chemicals, Deisenhofen
1:10 verdiinnen mit 0,9% NaCl
Gelatine 2% 1:20 in aq. dest. verdiinnen GibcoBRL, Eggenstein
Natriumbutyrat 1M, upstate biotechnology, NY, USA
Penicillin/Streptomycin ~ 5.000U/ml, Gebrauch 1:100 GibcoBRL, Eggenstein
Trypsin 10x Stammlsg., Gebrauch 1x in aq.dest. Biochrom, Berlin

Losungen fiir Elektrophoresetechniken

20x SSC
10x MOPS

100x Denhardt
RNA-Ladepuffer

3M NaCl, 300mM Tri-Natriumcitrat-dihydrat, pH 7,0
0,2M Morpholinopropansulfonsdure, 0,05M Na-Acetat
0,0IM EDTA, pH 7,0, mit DEPC ansetzen

je 2g Ficoll/Polyvinylpyrolidon/BSA auf 100ml aq.dest.
Formamid, 10x MOPS, Formaldehyd 37%,

Glycerin 80%, Bromphenolblau

RNA-Ladepuffer fiir NB 2x 96% Formamid, 2ml EDTA (0,5M)

50mg Bromphenolblau, 50mg Xylencyanol

(Pra- )Hybridisierungslosung 30% Formamid, 10% Dextransulfat, 2x SSC,

2x Denhardts-Losung, 1% SDS, 200ug/ml Herings-DNA

5x Stopppuffer DNA 11g Sucrose, 0,1M EDTA, 25mg Bromphenolblau,

aq. dest ad 10ml
10x TBE 0,089M Tris, 0,089M Borséure, 0,002M EDTA pH 8,3
Losung fiir 16% PAA-Gel: 8M Harnstoff, 1x TBE, 16% Acrylamid/Bisacrylamid

Hybridisierungspuffer fiir siRNA-Duplizes
100mM Kaliumacetat, 30mM Hepes, 2mM Magnesiumacetat, pH 7,4
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Losungen fiir die Phage-Display-Technik

Losung A 0,1M NaOH, 0,05M NaCl

Losung B 0,IM NaCl

Biotin N-(biotinoyl)-N’-(iodoacetyl)ethylenediamin, SOmM in DMSO
BW-Puffer 2x 10mM Tris-HCI (pH 7,5), ImM EDTA, 2M NaCl
TE pH 6,8 10mM Tris-HCI (pH 6,8), ImM EDTA
Glycin/BSA 0,2M Glycin-HCI pH 2,2, BSA Img/ml

Tris-HCI pH 9,1 IM Tris-HCI pH 9,1

SuperBlock Blocking buffer Pierce, Perbio, Bonn
Streptavidin 1,5mg/ml, NEB, Frankfurt/M.

PEG/NaCl 20% (w/v) Polyethylenglykol-8000, 2,5M NaCl
Iodid-Puffer 10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA, 4M Nal
TBS-Puffer 50mM Tris-HCI (pH 7,5), 150mM NaCl

Kultivierung von Bakterien

LB Broth Base Invitrogen, Karlsruhe
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe
LB Agar Invitrogen, Karlsruhe
Top-Agar 1g MgCl,x6H,0 und 7g Agarose pro Liter LB-Medium

IPTG Stammlsg. 200mg/ml (1g/5ml aq.dest) Alexis, Griinberg
X-gal 50mg/ml DMF Sigma Chemicals
Antibiotika

Ampicillin ~ Stammlsg. 100mg/ml Sigma Chemicals, Deisenhofen

Gebrauchslsg. 1ul/ml LB-Medium

Ciprofloxacin Ciprobay 200mg in 100ml Bayer AG, Leverkusen,

Geneticin G-418-sulfat, 718ug/mg GibcoBRL, Eggenstein
Stammlosung: 50mg/ml (5g G418 / 71,8ml aq.dest.)
Gebrauchslosung: 1mg/ml

Kanamycin ~ Stammlsg. 30mg/ml Sigma Chemicals, Deisenhofen
Gebrauchslsg. 1,67ul/ml LB-Medium (50pg/ml)

Puromycin ~ Stammlsg. 100mg/ml Sigma Chemicals, Deisenhofen

Tetrazyklin ~ 20mg /ml in Ethanol Sigma Chemicals, Deisenhofen

Zeocin Stammlsg. 100mg/ml Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.6 Enzyme, Kits und Fertiglosungen

ABI Prism BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit v 1.1

Alkalische Phosphatase 1U/ ul

Brilliant QPCR Master Mix

DNase I, RNase-frei 10U/ul

dNTP Set, 100mM

DyeEx 2.0 Dye-Terminator Removal Kit

Dynabeads M-280 Streptavidin

ECL Westernblotting detection reagents

GMPS (Guanosin-5‘-monophosphorothioat)

Hi-Di-Formamid

Inorganic Pyrophosphatase (IPP)

Klenow-Enzym, DNA-Polymerase 1 2U/ul

Lipofectamine 2000-Reagent, Oligofectamine-Reagent

M-MLV H’ RT (Superscript)

NTPs 100mM

Peptide Library Kit, Ph.D.-12

Pfu DNA Polymerase, 2,5U/ul

OPD Peroxidase Substrat

QIAamp DNA Blood Minikit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraktion Kit

QIAquick Nucleotide Removal Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QuikChange XL site-directed Mutagenesis Kit

Rapid DNA Ligation Kit

Restriktionsenzyme, Puffer

Ribonuclease T2

Ribonuclease T1 1.000U/ul

Ribonuclease A aus bovinem Pankreas 0,83U/ul

RNasin RNase-Inhibitor 10U/pl

RNeasy Mini Kit

RT-Kit (RT-Puffer, 0,1M DTT, MMLV-RT)

Superscript II RNase H- RT

Tag-Polymerase 5U/ul, 10x Puffer, MgCl,

T3-RNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase, T4-DNA-Ligase-Puffer +10mM ATP

T4-DNA-Polymerase

T4-Polynukleotidkinase

T7-RNA-Polymerase

TOPO TA Cloning Kit

y-*P-ATP 10ul, 4MBq

Applied Biosystems, Weiterstadt

Roche, Mannheim
Stratagene, CA, USA
Roche, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
QIAGEN, Hilden

Dynal, Oslo, Norway
Amersham, Braunschweig
Dietmar Scherr, Oberursel
Applied Biosystems, Weiterstadt
USB, Cleveland, USA
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL, Eggenstein
Roche, Mannheim

NEB, Frankfurt/M.
Stratagene, La Jolla, USA
Sigma Chemicals, Deisenhofen
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Stratagene, La Jolla, USA
Roche, Mannheim

NEB, Frankfurt/M.
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Pharmacia, Uppsala, S
Promega, Mannheim
QIAGEN, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Applied Biosystems
Promega, Madison , USA
NEB, Frankfurt/M.

NEB, Frankfurt/M.

NEB, Frankfurt/M.
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
FP301, Hartmann, MHH
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2.1.7 DNA- und RNA-Oligonukleotide

Marker
DNA Molecular Weight Marker I-VIII Roche, Mannheim
RNA-Leiter, 0,16 - 1,77kB GibcoBRL, Eggenstein
0,24 - 9,5kB GibcoBRL, Eggenstein
M13mp18 single-stranded DNA NEB, Frankfurt/M.
Genescan 500 Rox Size Standard Applied Biosystems, Weiterstadt

Synthetische Oligonukleotide

Alle DNA-Oligonukleotide wurden von MWG, Ebersberg, alle RNA-Oligonukleotide von
Biospring, Frankfurt, bezogen.

Klonierungen in pSuper

b2a2-3-sense
5 'GATCCCCGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCTTCAAGAGAGGCCGCTGAAGGGCTTCTTCCTTTTTTGGAAAG-3"

b2a2-3-antisense
5'-TCGACTTTCCAAAAAAGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCTCTCTTGAAGGCCGCTTCTTCCGGG-31"
b2a2-1-sense

5 'GATCCCCCCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAAGAGAGGGCTTCTTCCTTATTGATGGTTTTTTGGAAAG-3"
b2a2-1-antisense

5 VTCGACTTTCCAAAAAACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTCTCTTGAAGGGCTTCTTCCTTATTGATGGGGG-3"
b2a2-2-sense

5 YGATCCCCCAATAAGGAAGAAGCCCTTCATTCAAGAGATGAAGGGCTTCTTCCTTATTGTTTTTTGGAAAG-3"
b2a2-2-antisense

5 VTCGACTTTCCAAAAAACAATAAGGAAGAAGCCCTTCATCTCTTGAATGAAGGGCTTCTTCCTTATTGGGG-3 1
GL4-S

5V-GTCGACTTTTTTGCCAGGGCACGGGCACGGGCAGCTTGCGGTGTTTCGTCCTTTCCTTTCCAC-31"
GL4-antisense
5'\-GTCGACTTTTTTGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCGGTGTTTCGTCCTTTCCTTTCCAC-31

PCR-Primer

4h GFP FP 5'-CGGCCGCTTGGTGGAGGTGGAATAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGG-3 1
4h GFP RP 5'-GCGGCCGCCTACACATTGATCCTAGCAGAAGCAC—-3'

4h GFP FP 5'-GCGGCCGCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-31

sb3a2 FP 5’ -GAATTCGCCGCGCAATGAGAAGCTTCTCCCTGACATCCGTGGAGCTG-3'

sb3a2 RP 5’ -GAATTCGCGGCCGCTGTTTCTCCAGACTGTTGACTGGCGTGATGTAGTTG-3"
Mycoplasmen-PCR-Primer (100uM)

S5outerl 5’ -CGCCTGAGTAGTACGTTCGC-3' bLouter?2 5’ -CGCCTGAGTAGTACGTACGC-3’
5outer3 5’ -TGCCTGGGTAGTACATTCGC—-3’ bouter4d 5’ -TGCCTGAGTAGTACATTCGC—-3'
S5outer5 5’ -CGCCTGAGTAGTATGCTCGC-3' bouter6 5’ -CGCCTGGGTAGTACATTCGC-3’

3outerl 5’ -GCGGTGTGTACAAGACCCGA-3’ 3outer? 5’ -GCGGTGTGTACAAAACCCGA-3'
3outer3 5’ -GCGGTGTGTACAAACCCCGA-3’
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Real Time-PCR-Primer

Gen FP Sequenz RP Sequenz

GAPDH |muFP | 5’ CAACAGGGTGGTGGACCTC3’ mu RP | 5/ GGGTGGTCCAGGGTTTCTTA3'
murin

GAPDH |huFP |5’ GAAGGTGAAGGTCGGAGT3' huRP |5’/ GAAGATGGTGATGGGTTTC3'
human

Ber FPber | 5’ TGCAGAGTGGAGGGAGAACA3' RPber | 5/ CTGCAGCTCCACGGATGTC3’
human

Abl FPabl |5’ ATGATTTTGTGGCCAGTGGA3’ RPabl | 5/ CACCATTCCCCATTGTGATT3’
human

b2a2 FP 5’ TGTGAAACTCCAGACTGTCCACA3’ |RP 5’ AAAGTCAGATGCTACTGGCCG3'
b3a2 For 5YTCCACTCAGCCACTGGATTTAAI Rev 5'YTGAGGCTCAAAGTCAGATGCTACT3

Konzentration der Primer

Primer fiir Reverse Transkriptionen

pd(Ne) Random Hexamer, 5’-phosphat, Na-salz, 100pmol

300uM, Gebrauchslsg. 30ul pro Primer +140ul aq. Dest.

Amersham, Braunschweig

Primer fiir GeneScan-Analyse (5°-6-FAM): b3a2100-RT 5°-CAGACCCTGAGGCTCAAAG-3*

Primer fiir Mutagenesereaktionen
B2a2-1 MK-C-F 5’ —-CATCAATAAGGAAGAAGCCATTGAAGAGAGGGCTTCTTCC-3’
B2a2-1 MK-C-R 5’ —-GGAAGAAGCCCTCTCTTCAATGGCTTCTITCCTTATTIGATG-3’

Fluoreszenz-markierte Sonden
(6nmol/ 400ul Verdiinnung, 1:10 Gebrauchslsg.)

B3a2
B2a?2

GAPDH murin
GAPDH human

Sonden fiir Northern-Blot-Analysen

U6

B2a2-3-sense-NB

RNA-Molekiile
Biotinylierte RNA

5 Y-TATGGAACGCTTCACGAATTGC—3
5 Y-GGAAGAAGCCCTTCAGCGGCC-31"

chemisch synthetisierte siRNAs

5’ ~CAGAGTTCAAAAGCCCTTCGCGGC—3' 5’"-FAM, 3’'-TAMRA

5’ —TGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAGC-3’ 5’"-FAM, 3’'-TAMRA
5’ —TGGCCTACATGGCCTCCAAGGA-3' 5"-VIC, 3’-TAMRA

5’ =CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC—3' 57-vIC, 3’'-TAMRA

-

24nt ber-abl 5’ ~AGCAGAGUUCAAAAGCCCUUCAGC-3’

5*-TAAGGAAGAAGCCCUUCAGATAT-3°

b2a2-0 sense
antisense 3°-dTdTAUUCCUUCUUCGGGAAGUC-5¢
b2a2-3-19nt sense 5‘-GGAAGAAGCCCUUCAGCGGATAT-3¢
antisense 3°-dTdTCCUUCUUCGGGAAGUCGCC-5°
GL2 siRNA: anti-GL2 siRNA Elbashir et al.. [149]
KO siRNA: invGL2 siRNA Elbashir et al.. [149]
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2.1.8 Vektoren

pTRI Kan 18*
pTRI Kan 18-bcr-abl-100
pTRI Kan 18-ber-100
pTRI Kan 18-abl-100

pd4EGFP-N1*

pBluescript II KS (+/-)*

pcDNA3.1/ Zeo*

pCR 2.1 Topo*

pcDNA3.1-sb2a2-EGFP

pGD210

pGD210-b2a2

LNSN (LNGFR-exprimierendes Plasmid)

pSuper*

pBabepuro*

ecoenv-IRES-puro*

gag-pol M57

dcHI1-shRNA-SR*

pMD.G*

pCMVARS.9.1*

* Die Vektorkarte befindet sich im Anhang.

2.1.9 Antikorper

PE-anti-human NGFR, monoklonal

Ambion, TX, USA
Michaela Scherr, MHH
Michaela Scherr, MHH
Michaela Scherr, MHH
BD, Palo Alto, USA
Stratagene, La Jolla, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Michaela Scherr, MHH
Daley et al. [125]
Michaela Scherr, MHH
Manuel Grez, Frankfurt
Brummelkamp et al. [52]
Morgenstern ef al. [80]
Thomas Winkler, MHH
Thomas Winkler, MHH
Scherr et al. [62]
Daniel Ory et al. [150]
Zufferey et al. [79]

BD PharMingen, CA, USA

M13-Biotin (Anti-fd Bacteriophage Biotin Conjugate) Accurate, Westbury, USA

HRP/Anti-M13 Monoclonal Conjugate

2.1.10 Bakterienstamme

Amersham, Braunschweig

Topl0 One Shot Top10 Invitrogen, Karlsruhe
DH5a MAX Efficiency Competent Cells GibcoBRL, Eggenstein
HB101 Library Efficiency Competent Cells GibcoBRL, Eggenstein

Stable2 MAX Efficiency Competent Cells Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.11 Zelllinien

Humane Zelllinien

293T

Humane embryonale Nierenzellen wurden mit dem Adenovirus Typ 5 transformiert Die
Zelllinie ist auch als HEK-293T bekannt. Die adhirenten fibroblastoiden Zellen wachsen als
Einzelzellschicht in 90% DMEM und 10% FCS. Sie werden mit ca. 2,5-3)(105/250m2
ausgesit. Die Verdopplungszeit betrdagt 20-24h.

Bezug: Manuel Grez, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/ Main

DONx-GP

Die Zellen sind 293T-Zellen, die mit dem Moloney-GagPol-IRES-Lyt2-Konstrukt stabil
transfiziert wurden. Das Konstrukt enthdlt einen RSV-Promotor und einen pPGK-Hygro-

Selektionsmarker.
Bezug: Gary Nolan, Stanford, USA
Hela

Die Zellen wurden aus einem epitheloiden Zervixkarzinom einer 31 Jahre alten Frau
kontinuierlich kultiviert. Die Diagnose wechselte spéter in ein Adenokarzinom.
Morphologisch sind die Zellen Epithelium-dhnliche Zellen und wachsen als Einzelzellschicht
in 90% DMEM und 10% FCS (mit 2mM L-Glutamin und nicht-essentiellen Aminoséduren).
Die Zellen werden ausgesit mit ca. 1-2x10° Zellen/80cm® und erreichen sehr schnell die
Konfluenz. Die Verdopplungszeit betrigt ca. 48h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig

U937

Die Zellen wurden aus dem Pleuraerguss eines 37-Jahre alten Mannes mit Histiocytdrem
Lymphom kultiviert. Es sind runde bis polygonale Einzelzellen in Suspension. Die Zellen
werden mit 0,1-1x10° Zellen/ml in 90% RPMI 1640 und 10% FCS Medium ausgesit.

Die Verdopplungszeit betragt 30 bis 40h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig

B2a2-Ph+-Zelllinien
BV173

Die Zellen sind humane leukédmische B-Zell-Vorldufer und stammen aus dem peripheren Blut

eines 45 Jahre alten Mannes mit CML in der Blastenkrise. Die Einzelzellen in Suspension
schwer zu kultivieren. Sie wachsen anscheinend in 24-Lochplatten besser als in Flaschen. Die
Zellen werden mit 0,5-1,0x10°/ml in Medium (90% RPMI 1640 und 10% FCS) ausgesit und
besitzen eine Verdopplungszeit von ca. 48h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig
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JK-1

Die Zellen stammen aus dem Biopsiematerial eines Schultertumores eines 62 Jahre alten
Mannes mit CML in erythroider Blastenkrise. Sie produzieren Hdmoglobin. Die runden
Suspensionseinzelzellen werden in 80% RPMI 1640 und 20% FCS mit 0,5 x 10%/m] ausgesiit.
Die Verdopplungszeit betrdgt ca. 50h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig

Meg01

Die humane Zelllinine stammt aus dem Knochenmark einer 55 Jahre alten Frau mit CML in
megakaryozytiarer Blastenkrise. Die Suspensionszellen wachsen nach zwei Tagen zu 50%
adhéarent auf der Oberfldache. Die Zellen werden mit ca. O,3XIO6 in 90% RPMI 1640, 10% FCS
ausgesit und verdoppeln sich ca. alle 35h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig

B3a2-Ph'-Zelllinien
K562

Die Zellen wurden aus dem Pleuraerguss einer 53-Jahre alten Frau mit CML in Blastenkrise
kultiviert. Die Suspensionszellen werden mit 0,1x10%ml ausgesit und in 90% RPMI 1640
und 10% FCS kultiviert. Die Verdopplungszeit betrdgt 30 - 40h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig

Murine Zellinien

Ba/F3

Die murine pro-B Zellinie sind runde Einzelzellen in Suspension und werden mit 0.1 x 10°/ml
in 90% RPMI 1640 + 10% FCS + 10% WEHI ausgesiit.

Die Verdopplungszeit betragt 12-24h.

Bezug: Matthias Eder

NIH-3T3

Die Fibroblastenzelllinie enstammt einem schweizer Mausembryo und wichst als
Einzelzellschicht in 90% DMEM und 10% FCS. Die Kultur wird mit ca. 1x10* Zellen/cm’
ausgesit sollte nie ganz konfluent sein. Die Verdopplungszeit betrdgt ca. 20h.

Bezug: DSMZ, Braunschweig
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden, die in der Arbeit angewendet wurden, waren in der
Arbeitsgruppe etabliert und folgten Protokollen aus ,,Molecular Cloning* und ,,Current
Protocols* [151; 152].

Aufreinigung, Synthese, Modifizierung und Detektion von RNA

2.2.1.1 Aufreinigung von RNA aus Zellmaterial (gesamt-RNA in Trizol)

Die Priparation von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien erfolgte unter Verwendung von
Trizol-Reagenz nach den Angaben des Herstellers. Trizol ist ein Gemisch aus Phenol und
Guanidiniumthiocyanat, welches die Zellen lysiert, dabei RNasen hemmt und die Integritét
der RNA nicht beeintrdchtigt. Die RNA wird aus dieser Losung durch Phenol-Chloroform-
Extraktion und anschlieBende Isopropanolprizipitation isoliert.

Zur Isolierung der gesamten RNA aus Zellen wurden 1x10’ Zellen in Iml Trizol
aufgenommen, Smin bei Raumtemperatur inkubiert und bei —70°C eingefroren oder direkt wie
folgt weiter verarbeitet. Nach Zugabe von 200ul Chloroform und gutem Mischen wurde die
Probe 10min bei RT inkubiert und anschlieBend 15min bei 14.000U/min und 4°C
zentrifugiert. Die obere klare wéBrige Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal3
pipettiert und mit 500ul Isopropanol gut geschiittelt. Danach erfolgte wiederum eine
Inkubation von 10min bei RT und eine Zentrifugation 10min bei 14.000U/min und 4°C. Das
Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und 5Smin bei 14.000U/min und 4°C zentrifugiert.
Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und fiir eine folgende DNase-Inkubation in 11,7ul

Wasser aufgenommen.

2.2.1.2 Abbau von DNA-Fragmenten

Zur Beseitigung von DNA-Fragmenten wurde die RNA mit DNase inkubiert.

Zu 11,7ul RNA wurden 10x M-MLV-RT-Puffer, 50mM DTT, 3,2U DNase und 24U RNasin
ad aq. dest. 20ul gegeben und 60min bei 37°C inkubiert. Die RNA wurde anschlieBend mit

einer Phenol-Chloroform-Ethanolfidllung aufgereinigt.
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2.2.1.3 Fillungen mit Phenol-Chloroform und Ethanol

Die zu féllende RNA-Losung wurde mit gleichem Volumen des Phenol-Chloroform verdiinnt,
gut gemischt und 5min bei 13.000U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal gegeben, mit gleichem Volumen an Chloroform iiberschichtet, gut gemischt
und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Der Uberstand wurde mit dem dreifachen Volumen
an Ethanol und 1pl Glykogen vermischt und mindestens 30min bei -70°C gelagert. Danach
erfolgte eine Zentrifugation von 20min bei 13.000U/min und 4°C. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und das Pellet mit 300-500ul 70% Ethanol gewaschen. Nach einer
erneuten Zentrifugation von 5Smin bei 7500U/min wurde das Pellet getrocknet und in sterilem
Wasser aufgenommen.

Eine zu fillende DNA-L6sung wurde mit einem Endvolumen von 100pl in sterilem Wasser
aufgenommen und mit 100ul Phenol-Chloroform versetzt. Nach Zentrifugation wurde das
dreifache Volumen an Ethanol und 10ul 3M Na-Acetat-Losung zugegeben. Alle weiteren
Schritte erfolgten wie bei der RNA-Fallung beschrieben.

2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-, Plasmid- und RNA-Proben
erfolgte im Photometer unter Bestimmung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 260nm.
Gleichzeitig wurde bei 280nm die Verunreinigung durch Proteine gemessen. Der Quotient aus
den Messungen bei 260 und 280nm sollte zwischen 1,5 und 1,9 betragen.

Die Proben wurden zur Konzentrationsbestimmung verdiinnt und in eine Quarzkiivette
pipettiert, der Messwert wurde gegen Wasser abgeglichen. Die Konzentration wurde dann wie
folgt berechnet:

Konzentration (DNA) ng/ul = Extinktion (OD)* Verdiinnungsfaktor* 50ng/ul dsDNA
Konzentration (RNA) ng/ul = Extinktion (OD)* Verdiinnungsfaktor* 40ng/ul RNA

2.2.1.5 Hybridisierung komplementirer siRNA-Stringe

Es wurden von jedem chemisch synthetisierten siRNA-Strang Stammldsungen von 2mM und
200uM Konzentration in Hybridisierungspuffer hergestellt. Zur Herstellung des siRNA-
Duplex wurden von der 200uM Lésung des Sense- und Antisense-Stranges je 10ul und 80ul
des Hybridisierungspuffers Imin bei 90°C erhitzt und iiber Nacht auf Raumtemperatur

abgekiihlt. Die Duplizes wurden in 20ul Aliquots bei -20°C gelagert.



2 Material und Methoden -40 -

2.2.1.6 In vitro-Transkription

RNA-Oligonukleotide koénnen durch in vitro-Transkription klonierter DNA-Fragmente
hergestellt werden. Geeignete Transkriptionsvektoren enthalten multiple Restriktionsschnitt-
stellen (MCS), die von Promotoren fiir die Bakteriophagen-RNA-Polymerasen SP6, T3 oder
T7 flankiert werden. Bei Verwendung der entsprechenden Polymerase wird das klonierte
DNA-Fragment in RNA umgeschrieben. Um zu vermeiden, dass die erzeugte RNA den
gesamten Vektor umlduft, mufl der Vektor stromabwirts der zu amplifizierenden Sequenz
linearisiert werden.

Zur Herstellung von RNA in vitro wurde das als Matrize fiir die Transkriptionsreaktion
dienende Plasmid durch eine Restriktionsspaltung linearisiert. Davon wurden 2ug in die
Reaktion eingesetzt. Der Reaktionspuffer, die Nukleotide, die entprechende RNA-Polymerase
sowie DTT und IPP wurden nach dem folgenden Schema zu einem Ansatz von 100ul
zusammenpipettiert und 2h bei 37°C inkubiert.

Fiir eine anschlieBende Biotinylierung der RNA wurde ein Teil des GTP durch GMPS ersetzt
und innerhalb der 2h Inkubation bei 37°C alle 20min 1pl 20mM GTP zum Ansatz gegeben,

zusitzlich nach 1h 5ul Polymerase.

Standard vor Biotinylierung

Polymerase —Puffer (ohne DTT)5x 20ul 20ul
GTP 100mM 2ul 0,2mM 1ul

ATP 100mM 2ul 2ul

CTP 100mM 2ul 2ul

UTP 100mM 2ul 2ul

DTT 100mM 10ul 10ul
RNA-Polymerase 80U/l 0,5ul S5ul
DNA-Matrize 0,5png/ul 4ul 4ul
GMPS 0,45mM 10ul
Wasser ad 100pl ad 100pl

Die Reaktion wurde mit 10ul 0,5M EDTA gestoppt und {iber eine Phenol-Chloroform- und
Ethanolfdllung mit Glykogen aufgereinigt.

2.2.1.7 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription 148t sich in Annealing- und Transkriptionsschritt unterteilen. Um
die gesamte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde ein randomisierter Ng-Primer verwendet.
Fiir die Reverse Transkription und spitere quantitative PCR wurde 1ug in 11ul Wasser gelost,
10min bei 70°C erhitzt und danach auf Eis gestellt.

Zu der RNA wurde in einem Ansatz von 20ul Endvolumen 5x RT-Puffer, 1ul 0,1M DTT, 2ul
10mM dNTP, 10pmol pd(Ne)-Primer und 1pl M-MLV-Rev.Transkiptase zusammenpipettiert.
Der Ansatz wurde 60min bei 37°C inkubiert.
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2.2.1.8 Quantitative Real Time-PCR

Prinzip

Die Quantifizierung einer  bestimmten  Nukleinsduremenge mittels einer
Polymerasekettenreaktion (PCR) ist im linearen Bereich der Amplifikationseffizienz mit Hilfe
der Real Time-PCR moglich. Zusétzlich zu den beiden Primern, die in jeder PCR vorhanden
sind, befindet sich in dieser Reaktion ein Oligonukleotid (Sonde), das an eine Gensequenz
zwischen den beiden Primern bindet und mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert ist. Wenn die beiden Fluoreszenzfarbstoffe durch die Sonde nahe zusammen sind,
wird nach Anregung durch einen Argon-Laser die Energie des Reporterfarbstoffes auf den
Quencherfarbstoff iibertragen und nur dieser emittiert Licht. Wahrend der PCR werden beide
Primer mittels der Taq-Polymerase so lange verldngert, bis sie auf die Sonde treffen. Dort
wird dann die Sonde von dem DNA-Strang geldst und mit Hilfe der 5' Nuklease-Aktivitit der
Taq-Polymerase abgebaut. Somit sind die beiden Fluoreszenzfarbstoffe nicht mehr nah
zusammen und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden. Es konnen nun beide
Fluoreszenzfarbstoffe Licht emittieren. Die Stirke der Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes ist
proportional zur gebildeten DNA-Menge. Diese Reporterfluoreszenz wird alle 7s gemessen,
somit kann relativ einfach der Verlauf der PCR-Reaktion verfolgt werden. Innerhalb der
PCR-Kurve wird dann ein geeigneter Punkt fiir die Quantifizierung gewihlt.

Durchfiihrung

Bei der quantitativen Real Time-PCR zur Bestimmung des mRNA-Gehaltes einer Zelle
wurden die Proben nach der Reversen Transkription auf 90ul mit aq. dest. verdiinnt und pro
Bestimmung 9ul (entspricht der cDNA von 0,1ug RNA) eingesetzt. Es wurden pro Probe drei
Messungen durchgefiihrt. In einem Mastermix wurden 12,5ul Brilliant QPCR 2x-Puffer,
3pmol der Sonde und 0,25pmol pro Primer zu einem Endvolumen von 16ul pro Messung
vorgelegt und zu der cDNA pipettiert. Diese 25ul wurden in eine Vertiefung der
Mikrotiterplatte gegeben. Die PCR-Reaktion und die anschlieBende Auswertung erfolgte im
ABI Prism 7700 Sequence Detector mit der Sequence Detecting Software.

Herstellung des cDNA-Gemisches zur Erstellung einer Standardkurve

Um die Proben quantitativ beurteilen zu konnen, erfolgte die Festlegung einer Standardkurve.
Dazu wurde aus 7x10° murinen (TonB210, Ba/F3-b2a2) bzw. humanen BCR-Abl-positiven
Zellen (K562, HL60, BV173) RNA nach der Trizol-Methode isoliert, die DNA-

Kontamination durch einen DNase-Verdau beseitigt und die RNA in cDNA umgeschrieben.
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Die cDNA wurde in 15ml Endvolumen aufgenommen. Demzufolge entsprachen 75ul 35.000
Zellen.

Zur Erstellung der Standardkurve wurden Ansitze mit der cDNA entsprechend 3600, 3000,
2500, 1500, 500 und 0 Zellen in 9ul pipettiertert, der Mastermix wie beschrieben hinzugefiigt
und die Standardkurve gemeinsam mit den zu bestimmenden Proben im ABI-Gerdt gemessen.

Auch hier wurde jede Bestimmung dreifach vorgenommen.

2.2.1.9 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAAGE) zur Auftrennung von RNA

Je nach GroBe der =zu detektierenden RNA  wurde die entsprechende
Acrylamid/Bisacrylamidkonzentration gewdhlt. Fiir ein 12%iges PAA-Gel wurde eine
Ausgangslosung  von 7ml  mit 4,2g Harnstoff, 1ml 10x TBE-Puffer, 3ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 40% und 2,5ml aq. dest hergestellt. Zu der Losung wurde 140pl
10% APS und 9ul TEMED gegeben und das Gel zwischen die vorbereiteten Glasplatten
gegossen. Nach Polymerisation des Geles wurde es in der Elektrophoresekammer befestigt
und 1x TBE-Puffer aufgefiillt. Der Kamm wurde entfernt und nach einem Vorlauf von ca.
30min bei 200V wurden die Proben aufgetragen. Das Gel lief unter Spannungen von 120 bis

200V bis der Blaumarkerfarbstoff des Auftragspuffers die gewiinschte Weite erreicht hatte.

2.2.1.10 Aufreinigung von RNA aus PAA-Gelen

Wenn die RNA nach der in vitro-Transkription biotinyliert wurde, wurde sie vor und nach
der Biotinylierung tiber ein PAA-Gel aufgereinigt.

Nach der in vitro—Transkription wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt und
die RNA mit Ethanol-Glykogen-Fillung prézipitiert. Die RNA von einem Transkriptions-
ansatz wurde in 5-10ul aq. dest. resuspendiert, mit dem dreifachen Volumen an 2x
Formamidlaufpuffer vermischt und auf ein 12% PAA-Gel (RNA = 100nt) aufgetragen. Nach
einer Laufzeit von ca. zwei Stunden bei 120 — 200V (der Blaumarker befand sich an der
unteren Gelkante) wurde das Gel aus der Kammer genommen und auf eine Kieselgelplatte
gelegt. Unter Bestrahlung mit UV-Licht konnten die Banden (100nt) mit einem Skalpell
herausgeschnitten und in ein Eppendorfreaktionsgefaf3 {iberfiihrt werden. Die Gelstiicke von
vier Banden wurden in 300ul Elutionspuffer und 10mM DTT {i. N. bei 16°C geschiittelt. Der
Uberstand mit der RNA wurde abgenommen und eine Ethanol-Glykogenfillung durchgefiihrt.
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2.2.1.11 Biotinylierung von RNA [153]

Nach Aufreinigung der RNA iiber ein PAA-Gel und anschlieBender Ethanolfdllung wurde das
Pellet in 2pul NaH,PO4 (pH 8.0) aufgenommen und mit 2pul Biotinldsung (50mM) zwei
Stunden bei Raumtemperatur und ohne Lichteinstrahlung inkubiert. Die Reaktion wurde mit
2ul Biotinlosung (50mM) und einer Stunde Inkubationszeit wiederholt.

Danach wurde eine Ethanolfdllung und eine Aufreinigung iiber ein PAA-Gel durchgefiihrt.

2.2.1.12 Silberfiarbung von PAA-Gelen

Um geringe Mengen an RNA zu detektieren, wurde eine Silberfirbung des PAA-Geles
durchgefiihrt. Nach Fixierung der Banden 10min in 20% Trichloressigsdure wurde das Gel
zweimal 5min mit aq. dest. gespiilt und anschlieBend 20min mit 0,1% (w/v) Silbernitratlosung
gefarbt. Danach erfolgte die Entwicklung der Banden mit einer Natriumcarbonatlosung
(30mg/ml) und 0,02% Formaldehyd. Die Reaktion wurde mit 1% Essigsdure gestoppt und das
Gel 10min fixiert.

2.2.1.13 Modifikation von RNA durch Spaltung mit RNasen
Fiir die Durchfiihrung von Sekundirstrukturanalysen wurde die 100nt lange RNA von dem
Transkriptionsvektor pTRI-Kan exprimiert. Die RNA wurde nach Ausbildung ihrer
Sekundérstruktur mit Enzymen inkubiert, die spezifisch hinter einzelstringigen Nukleotiden
die RNA spalteten. Damit das RNA-Molekiil in Sekundérstruktur vorliegt, wurde die RNA,
pro Ansatz 2ug, in 20ul TE-Puffer pH 6,8 gelost, 3min auf 75°C erhitzt und in ca. einer
Stunde auf RT abkiihlt. Anschlieend erfolgte die Spaltung mit den RNasen nach folgendem
Muster:

RNase T1: 1ul (100U), 0°C, 30min

RNase T2: 2ul (60U), 37°C, 15min

RNase A: 1-2ul (0,5-10), 37°C, 30min
Ein Ansatz ohne Enzym galt als Kontrolle. Nach der Spaltung wurde der Ansatz mit 80ul aq.

dest. verdiinnt und iiber eine Phenol-Chloroform-Ethanolfdllung aufgereinigt.

2.2.1.14 Reverse Transkription mit einem fluoreszenzmarkiertem Primer

Die durch RNase-Spaltung entstandenen Fragmente wurden {iber eine Reverse Transkription
(Primer extension assay) in fluoreszenzmarkierte cDNA-Molekiile umgeschrieben. Dafiir
wurde eine Superscript-Reverse Transkriptase verwendet, welche eine optimale Funktion bei

42°C besitzt. Damit der Primer binden kann, musste die RNA einzelstrangig vorliegen. Durch
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die hohere Temperatur bleibt die einzelstringige Struktur der RNA-Molekiile ldnger erhalten.
Die Reaktion erfolgte nach Anleitung des Enzymbherstellers und den beigefiigten Losungen.
Die modifizierte RNA wurde nach der Ethanolfillung in 10ul aq. dest. aufgenommen, 10min
bei 70°C erhitzt, und auf Eis abgekiihlt. Zu dem Ansatz wurden 2ul dNTPs (10uM) und 1pl
(10pmol) des 6-FAM-Primers gegeben, Smin bei 65°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Nach
Zugabe von 4pul First-Strand-Puffer, 2pl 0,0M DTT und Ipl RNasin wurde der
Reaktionsansatz 2min bei 42°C inkubiert und anschlieend mit 1pl Superscript-Enzym 50min
bei 42°C die cDNA erstellt. 3-5ul der cDNA wurden mit 0,5ul ROX-500 GroBenstandard und
20ul Hi-Di-Formamid vermischt und im ABI 310 analysiert.

2.2.1.15 Detektion von RNA im Northern Blot

Beim Northern Blot wird RNA nach elektrophoretischer Auftrennung aus der Gelmatrix auf
eine Nylonmembran iibertragen und immobilisiert, wobei das urspriingliche Trennmuster der
RNA-Molekiile erhalten bleibt. Nach Inkubation mit einem spezifischen radioaktiv
markierten Oligonukleotid (Sonde), kann das gewiinschte RNA-Molekiil detektiert werden.

Herstellung der radioaktiv markierten Sonde

Zu 2ul des Oligonukleotids (10pmol/ul) wurden 1ul des Kinasepuffers, Sul aq. dest., 10U der
T4-Polynukleotidkinase und 1pl des y-*P-ATP (0,4AMBq) gegeben und 45min bei 37°C
inkubiert. Die Sonde wurde anschlieBend iiber eine Sephadex-G25-Sdule aufgereinigt. Dazu
wurden die Sonden zundchst 2min bei 2200U/min in der Biofuge zentrifugiert, danach in ein
sauberes Gefdl gestellt, der Kinaseansatz (in 90ul aq. dest. verdiinnt) aufgetragen und durch
Zentrifugation 2min bei 2200U/min eluiert. Zur Kontrolle wurden 1ul der Sonde auf ein
PAA-Gel (6%) aufgetragen.

Auftrennung der RNA {iber ein Polyacrylamidgel (PAA-Gel)

Um die RNA aufzutrennen, wurde ein 16% PAA-Gel gegossen. 10pg der RNA aus Zellen

nach Trizol-Aufreinigung wurden in 10ul aq. dest. gelost, mit 10l des RNA-Ladungspuffers
3min bei 90°C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Nach Polymerisation des Geles und einem
Vorlauf von 30min bei 200V in 1x TBE-Puffer wurden die Proben aufgetragen und ca. eine
Stunde bei 200V laufen gelassen.

Ubertragung der RNA auf eine Membran (Blotting)

Ein Hybond-N-Papier und sechs Stiick Whatman-Papier wurden in Gelgrofe zugeschnitten
und in 0,5x TBE eingeweicht bzw. angefeuchtet. Zuerst wurden drei der Whatman-Papiere

luftblasenfrei in der Blot-Kammer iibereinandergelegt, danach das Gel, die Hybond N-
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Membran und drei weitere Whatmanpapiere. Die Ubertragung der RNA-Banden erfolgte nach
zwei Stunden bei 90mA im Blot-Gerit.

Die Hybond-N-Membran wurde 5Smin an der Luft getrocknet, die Banden wurden mit der
Membran im UV-Cross-Linker vernetzt und zwischen zwei trockenen Whatmanpapieren
gelagert.

Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde

Die Hybond-N-Membran wurde in 2x SSC-Puffer eingeweicht und anschliefend 4 bis 6h

Stunden in 8ml Hybridisierungslésung unter Rotation bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die
Hybridisierung mit der radioaktiven Sonde in 10ml Hybridiseirungslosung ii. N. bei 37°C
unter Rotation. Die Membran wurde dreimal 10min bei 37°C und einmal bei 25°C mit 2x
SSC-Puffer gewaschen und anschliefend getrocknet.

Exposition und Entwicklung des Filmes

Die getrocknete Membran wurde in einer Film-Kassette mit einem Kodak-Film

unterschiedlich lang exponiert und anschlieend entwickelt.

Allgemeine Klonierungsmethoden

2.2.1.16 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte in LB-Flissigmedium, dem gegebenenfalls
Antibiotika zugesetzt wurden. Zur Herstellung von Selektionsndhrboden wurde dem Medium
jeweils 1,5% (w/v) Bacto-Agar zugesetzt. Die Zugabe von Antibiotika fand nach Abkiihlung
des Mediums unter 50°C statt. Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterien wurden

Aliquots der jeweiligen Kulturen mit 15% Glycerin versetzt und bei -80°C gelagert.

2.2.1.17 Herstellung CaCl,-kompetenter Bakterien

Zellen des entsprechenden Bakterienstammes wurden in wenigen Millilitern LB-Medium
etwa 16h kultiviert und danach in 150ml LB-Medium iiberfiihrt. Diese Kultur wurde bei 37°C
geschiittelt, bis sie eine OD von 0,5 bei 578nm erreicht hatte. Die Zellen wurden fiir
mindestens 10min auf Eis gelagert und anschliefend bei 3.000U/min und 4°C in der
Megafuge 1.0R 10min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100ml
steriler, eiskalter 0,1M CaCl,-Losung gewaschen, 10min auf Eis inkubiert und erneut
abzentrifugiert. AbschlieBend wurden die Zellen in 3ml steriler 0,1M CaCl,-Losung
aufgenommen, mit 1ml 86%igem sterilem Glycerin vorsichtig vermischt, zu 100ul aliquotiert

und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bei —70°C gelagert.
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2.2.1.18 CaCl,-Transformation von E.coli-Zellen

Die zu transformierende DNA wurde in 50pl CaCl,-kompetente Bakterien pipettiert und
15min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock der Bakterien bei 42°C fiir Imin.
Die Zellen wurden 2min auf Eis abgeschreckt und anschlieBend 30 - 60min in 300ul LB-
Medium bei 37°C inkubiert. Das Zellpellet wurde abzentrifugiert, in wenig Volumen

resuspendiert und auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die

Platten wurden 10-16h bei 37°C inkubiert.

2.2.1.19 Blau-Weil}-Selektion

Der Bakterienstamm, in den das klonierte Plasmid transformiert wird, muss die M]15-
Mutation des lacZ-Gens enthalten. Der Vektor enthdlt zwischen dem Promotor und der
eigentlichen Sequenz der B-Galactosidase eine Multiklonierungsstelle, in die das Insert
eingefiigt wird. Das neue inserierte Fragment verhindert die IPTG-induzierte Synthese des
Enzyms und somit die Metabolisierung von Galactose (bzw. X-Gal). Somit erscheinen
positive Klone weil} und negative blau.

Auf einer LB-Agarplatte wurde vor der Transformation 40ul einer 40mg/ml X-Gal-
Stammlosung ausgestrichen und 15min getrocknet. Ebenso wurden 40ul einer 100mM IPTG-
Losung auf die Agarplatte ausgestrichen und 20-30min getrocknet. Danach erfolgte das

ausplattieren der transformierten Bakterienkultur.

2.2.1.20 Phosphorylierung und Hybridisierung komplementirer Oligonukleotide
Fir die Generierung der pSuper-shRNA-Plasmide wurden synthetisch hergestellte
Oligonukleotide eingesetzt, die nach ihrer Hybridisierung bereits das fertige Insert mit den
passenden Enden fiir die Ligation darstellten. Pro Konstrukt wurden jeweils vier
Oligonukleotide mit paarweiser komplementirer Sequenz konstruiert. Fiir den Einsatz bei der
Klonierung musste das jeweilige Oligonukleotid-Paar zundchst phosphoryliert und
hybridisiert werden. Dazu wurde in einem 20ul-Ansatz pro Oligo 0,10D, 10x T4-PNK-
Puffer, 2ul 10mM dATP und 10U T4-PNK verwendet und 30min bei 37°C inkubiert.

Danach wurde der Reaktionsansatz drei Minuten bei 100°C aufgekocht und anschlieBend die
Probe iiber Nacht ganz langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Dabei hybridisieren die
Oligonukleotide aufgrund ihrer komplementiren Sequenzen zum Doppelstrang. Von diesem
Inkubationsansatz wurde ein Teil direkt in die Ligation eingesetzt, ein Teil des Ansatzes

wurde bei -20°C aufbewahrt.
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2.2.1.21 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der selektiven in vitro—Amplifikation einer spezifischen DNA-Region Fiir eine
PCR-Reaktion wurden 20-100ng Plasmid-DNA eingestzt. Der Reaktionsmix bestand aus 10x-
Puffer mit 15mM MgCl,, 100pmol pro Primer, 80nmol dNTPs und Polymerase bei einem
Endvolumen von 100ul. StandardmifBig begann eine PCR mit Smin Denaturierung bei 94°C.
darauf folgten 35 Zyklen mit je 1min 94°C; 2min fiir die Anlagerung der Primer und 2min
Elongation (Verldngerung der Primer durch die Polymerase) bei 72°C. Den Abschluss bildete
ein 10-miniitiger Elongationsschritt bei 72°C. Fiir die unterschiedlichen Anwendungen
wurden die folgenden Annealingtemperaturen und Polymerasen gewahlt:
EGFP-Amplifikation mit spéterer Fusion an sb3a2: 50°C, 1ul Tag-Polymerase
EGFP-Amplifikation ohne weitere Fusion: 55°C, 1ul Pfu-Polymerase

sb3a2-500Bp Amplifikation: 66°C, 1ul Pfu/Turbo-Polymerase

2.2.1.22 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Mit Restriktionsspaltung wird das sequenzspezifische Auftrennen von doppelstringigen
DNA-Molekiilen mit Hilfe von Endonukleasen bezeichnet, die eine bestimmte palindrome
Sequenz erkennen. Je nach Restriktionsenzym entstehen dabei entweder 3'- bzw. 5'-
iiberhdangende (kohésive, "sticky") oder glatte ("blunt") Enden. Dieses Verfahren wird zur
Vorbereitung von PCR-Produkten und Vektoren fiir die Klonierung genutzt, dient aber auch
analytischen Zwecken z. B. der Uberpriifung einer Schnittstelle oder eines Inserts.

Die Spaltungen wurden unter den Puffer- und Temperaturbedingungen durchgefiihrt, die der
Hersteller fiir die Enzyme vorgab. Es wurden 10U Restriktionsendonuklease pro pug DNA
eingesetzt. In der Regel wurde ein Reaktionsvolumen von 10 bis 20ul gewéhlt und 1-2h bei
37°C inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte anschlieBend durch Hitzeinaktivierung

oder die Aufreinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktion.

2.2.1.23 Auffiillen von sticky ends mit dem Klenow-Enzym

Nach Spaltung von Plasmid-DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen entstehen
Fragmente mit {iberhdngenden Enden. Sollen diese Fragmente in Vektoren kloniert werden,
die blunt end linearisiert wurden, miissen die einzelstringigen sticky ends zum Doppelstrang
aufgefiillt werden. Diese Reaktion wurde mit dem Klenow-Enzym, einer DNA-Polymerase I,
durchgefiihrt.

Zu 30ul Restriktionsansatz wurden 2ul dNTPs (10mM), 8ul MgCl, (0,05M) und 1ul Klenow-
Enzym pipettiert und 30min bei 37°C inkubiert.
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2.2.1.24 Dephosphorylierung linearisierter Vekor-DNA

Durch Restriktionsendonukleasen linearisierte Vektormolekiile neigen zur Rezirkularisierung,
was eine Ligation mit dem Ziel der Einfligung zusétzlicher DNA-Abschnitte behindert.
Deshalb wurde der linearisierte Vektor mit einer alkalischen Phosphatase am 5'-Ende
dephosphoryliert.

Nach der Linearisierung des Vektors durch Restriktionsendonukleasen wird der Ansatz mit

1 ul Phosphatase (10U/ul) versetzt und 30min bei 37°C inkubiert.

2.2.1.25 Ligation

Das Einbringen von DNA (Insert) in einen vorbereiteten Vektor bzw. die Verkniipfung der
komplementidren DNA-Stringe wird durch die T4-DNA-Ligase in Gegenwart von ATP
katalysiert und als Ligation bezeichnet. Dabei werden Phosphodiesterbindungen zwischen
freien 3'-OH-Gruppen und 5'-Phosphatgruppen gebildet.

Die Reaktion wurde in Gegenwart von 40U T4-DNA-Ligase in dem vom Hersteller
empfohlenen Puffer in einem Gesamtvolumen von 20ul durchgefiihrt. Es wurden 600ng
Vektor pro Reaktion und eine dreifach molare Menge des jeweiligen Inserts eingesetzt. Die
Ligation erfolgte bei 16°C iiber Nacht oder bei RT fiir 2h. 10ul des Reaktionsansatzes wurde

direkt zur Transformation von E. coli eingesetzt.

2.2.1.26 Klonierung von PCR-Produkten in Topo-Vektoren

Die TOPO-TA-Klonierungstechnologie der Firma Invitrogen ist eine schnelle und hoch
effiziente Klonierungsstrategie fiir die direkte Insertion von 7ag-Polymerase-amplifizierten
PCR-Produkten in einen Plasmidvektor. Dieser Plasmidvektor ist linearisiert mit einzelnen 3°-
Thymidin-(T)-Uberhingen und einer kovalent gebundenen Topoisomerase I. Die verwendete
Tag-Polymerase besitzt eine Matrizen unabhingige terminale Transferaseaktivitdt, durch die
einzelne Desoxyadenosine (A) an das 3°-Ende des PCR-Produktes anhéngt werden. Da der
linearisierte Vektor T-Uberhiinge besitzt, kann so das PCR-Insert effizient in den Vektor
ligiert werden. Die Topoisomerase I des Vaccinia-Virus bindet doppelstringige DNA an
spezifischen Stellen und spaltet das Phosphodiester-Riickgrat nach der Folge von 5‘CCCTT
in einem Strang. Die freiwerdende Energie fiihrt zur Bildung einer kovalenten Bindung
zwischen dem 3°-Phophat des gespaltenen Stranges und einem Tyrosinrest (Tyr-274) der
Topoisomerase [. Diese Bindung kann durch den Angriff des 5°OH-Endes des

Originalstranges wieder gelost und somit das Enzym freigegeben werden (Abb. 11).
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Topolsomerase

CCCTT INAGGG
GGGAR PCR Product iI'TCCC

Topoisomerase

Abb. 11: Prinzip der Klonierungsstrategie von PCR-Produkten in TOPO-Vektoren [Invitrogen|

Nach Amplifikation einer bestimmten DNA-Sequenz und anschliefender Ethanolféllung
wurden 6,5ul (von 20ul) des PCR-Produktes mit 1,5ul des pPCR2.1-TOPO-Vektors mit dem
Rapid Ligation Kit nach Protokoll des Herstellers 2h bei RT ligiert. Der Ligationsansatz
wurde in OneShot-Topl0-Zellen transformiert, positive Klone wurden iiber Blau-Weil3-
Selektion detektiert. Nach Amplifikation der einzelnen Klone, Mini-Plasmid-Préparation und
Detektion der positiven Plasmide erfolgte aus dem TOPO-Vektor die Klonierung des PCR-

Produkt-Sequenz in den Zielvektor.

2.2.1.27 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarosekonzentration der Gele wurde jeweils in Abhédngigkeit von den zu erwartenden
Fragmentgrofen zwischen 0,8 und 2% [w/v] gewéhlt.

Dazu wurde Agarose in TBE-Puffer mit 1, 1,5 oder 2% (w/v) in TBE-Puffer gelost und
aufgekocht. Die Agarose wurde mit 0,5pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine Flachbett-
kammer gegossen. Die -elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer angelegten
Spannung von 100-130V in 1x TBE. AnschlieBend wurde die DNA auf einem
Transilluminator im UV-Licht bei einer Wellenldnge von 302nm sichtbar gemacht, und die

Banden mit Hilfe einer Polaroid-Kamera dokumentiert.

2.2.1.28 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen
Durch préiparative Agarose-Gelelektrophorese wurden Vektoren und DNA-Fragmente von
noch vorhandenen, unerwiinschten Restriktionsfragmenten getrennt. Nach Auftrennung der

DNA im Agarose-Gel wurden die bendtigten DNA-Banden im UV-Licht bei 302nm
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ausgeschnitten und anschliefend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach dem Protokoll
des Herstellers aus dem Gel eluiert. Das Eluat wurde durch eine Ethanolfdllung aufgereinigt

und der Erfolg der Isolierung im Agarose-Gel {iberpriift.

2.2.1.29 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Es wurden verschiedene Plasmid-DNA-Prédparationsmethoden durchgefiihrt, wobei sich die
Wahl der Methode nach der gewiinschten Reinheit und Menge der Plasmid-DNA richtete. Fiir
die DNA-Gewinnung zur Transformationsiiberpriifung von Bakterienklonen wurde die
Plasmid-Miniprédparation angewandt, fiir groBere DNA-Mengen wurde die Maxipriparation
durchgefiihrt. Beide Verfahren basieren auf einer alkalischen Lyse der plasmidhaltigen

Bakterien und anschlieender Isolierung der Plasmide.

Plasmid-Minipriparationen

Fiir eine Minipriparation wurden jeweils 2ml LB-Amp-Medium mit dem entsprechenden
Plasmid-tragenden Bakterienklon angeimpft und . N. bei 37°C im Schiittelinkubator
inkubiert. 1,5ml Ubernachtkultur wurden in ein 1,5ml ReaktionsgefB iiberfiihrt und fiir Smin
bei 13.000U/min zentrifugiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit nach Herstellerangaben. Die Plasmid-DNA wurde mit 50ul aq. dest. eluiert.

Plasmid-Maxipriaparationen

Zur Gewinnung groBerer Mengen Plasmid-DNA mit einem hohen Reinheitsgrad fiir
priaparative Zwecke (Klonierung, Transformation, Transfektion) wurden Plasmid-
Maxipraparationen mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit laut Herstellerprotokoll
durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine 200ml Ubernachtkultur eingesetzt, in die zuvor eine 2ml
Vorkultur (5h, 37°C) tberfiihrt wurde. Die préparierte Plasmid-DNA wurde in 200pul bis
500ul aq. dest aufgenommen. AnschlieBend wurde die Konzentration bestimmt und die
Reinheit der Priparation mit einem spezifischen Restriktionsverdau und Auftragen auf ein
Agarosegel tiberpriift.

Fiir die Préaparation des pMD.G-Plasmids wurde die Vorkultur in 1 Liter LB-Amp-Medium
tiberfiihrt und in einem 3-Liter-Kolben mit Schikane ii. N. bei 37°C geschiittelt. Die Kultur
wurde in drei Zentrifugenbecher aufgeteilt, jedesPellett einzeln aufgearbeitet und die Plasmid-

DNA zum Schluss vereinigt.
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2.2.1.30 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Prinzip

Die Sequenzierung nach der Didesoxymethode von Sanger, entwickelt 1977, erfolgte in
dieser Arbeit in einem automatisiertem Verfahren mit einem ABI PRISM™ 310 Genetic
Analyzer. Dazu muflte die Plasmid-DNA durch Ethanolfillung von storenden Agenzien
bereinigt werden. Die eigentliche Sequenzierungsreaktion ist eine kontrollierte Unterbrechung
der enzymatischen Replikation. Mit Hilfe einer DNA-Polymerase wird die gewiinschte
Sequenz so kopiert, dass durch den FEinsatz von Didesoxyribonukleotiden (ddNTPs)
unterschiedlich lange Abbruchfragmente entstehen. In dem hier verwendeten
Reaktionsgemisch war jedes der Nukleotide der vier verschiedenen Basen mit einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Zur Anlagerung des Primers wurde eine im Plasmid enthaltene
Promotorsequenz verwendet. Die Reaktion selbst verlief wie eine PCR, allerdings ohne
abschlieBende Elongation.

Durchfiihrung

Vor dem Einsatz in die Sequenzierungsreaktion wurde das aufgereinigte Plasmid auf ein 2%-
Agarosegel aufgetragen. Es wurden etwa 200ng Plasmid eingesetzt und 2ul der BigDye-
Losung, 2ul des Primers (Spmol) und HPLC-Wasser zu einem Endvolumen von 10ul
zupipettiert. Der Reaktionsansatz wurde in einem Thermocycler Smin bei 95°C denaturiert
und fiir 26 Zyklen mit jeweils 30s bei 95°C, 15s bei 50°C und 4min bei 60°C sequenziert.
Nach dieser Reaktion mufBiten wiederum storende Faktoren aus dem Reaktionsansatz
abgetrennt werden. Hierzu wurden die Nukleinsdurefragmente mit Ethanol gefdllt oder {iber
gefertigte Mikrosaulen zentrifugiert.

Der ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer ermoglichte durch Kapillarelektrophorese die
Trennung der einzelnen Fragmente, wobei die Detektion iiber Fluoreszenz erfolgte. Die Daten
wurden mit einer ,,Collection software* im Computer erfaflit und konnten iiber das Programm
»Sequence analysis® ausgewertet werden.

Die Aufreinigung des Sequenzieransatzes sowie die Analysierung im ABI PRISM™ 310
Genetic Analyzer erfolgten liberwiegend durch Dr. rer. nat. Andreas Czwalinna und der MTA

Mandy Hofmann der Abteilung Himostaseologie der MHH.
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2.2.2 Phage Display

Das Phage Display-Verfahren wurde nach Angaben des Herstellers der Phagenbibliotheken
(New England Biolabs) durchgefiihrt.

2.2.2.1 Peptidselektion

Um die RNA immobilisieren zu kdnnen, wurde Guanosin-5°‘-monophosphorothioat (GMPS)
an das 5°-Ende der RNA eingebaut und dieses Nukleotid biotinyliert. Zur Immobilisation
wurde die RNA iiber eine Biotin-Streptavidin-Verkniipfung an magnetische Kiigelchen
(beads) oder mit Streptavidin beschichtete Platten gebunden.

Vorbereitung

Zur Vorbereitung der Bindung der biotinylierten RNA an das Streptavidin wurden 40pmol der
RNA in 40ul TE-Puffer pH 6,8 resuspendiert, Smin auf 65°C erhitzt und und 2h auf Eis
inkubiert. Die Stammlosung der Streptavidin-Dynabeads wurde resuspendiert und 20ul
(200png) pro Ansatz abgenommen. Zur Bildung eines Pellets wurden die Kiigelchen im MPC-
M-Stinder ca. 2min belassen und der Uberstand abgenommen. Die Kiigelchen wurden auf
diese Weise zweimal mit 20ul der Losung A (0,1M NaOH, 0,05M NaCl) und einmal mit
Losung B (0,1M NaCl) gewaschen und in Lésung B im Ausgangsvolumen resuspendiert.

Immobilisation der RNA

Zur Immobilisation der RNA wurden die Kiigelchen einmal mit BW-Puffer gewaschen und
im doppelten Volumen mit einer Endkonzentration von Sug/ul resuspendiert. Die vorbereitete
RNA wird dazupipettiert und unter Rotation bei RT 15min inkubiert. Nach weiteren 15min im
MPC-M-Stinder wurde der Uberstand abgenommen und die Kiigelchen dreimal mit BW-
Puffer gewaschen.

Positive Selektion

Nach Vorbereitung der Kiigelchen und Immobilisation von bcr-abl-100nt-RNA wurden die
Kiigelchen eine Stunde bei 4°C unter Rotation mit 500ul Superblock inkubiert. Anschlieend
wurde zweimal mit 500ul PBS/0,05% Tween gewaschen und in die Kiigelchen in 20ul
PBS/0,05% Tween resuspendiert. Es wurden 10ul der Original-Phagenldsung, 50ul Super-
block und 440ul TE-Puffer dazugegeben und 1. N. bei 4°C unter Rotation inkubiert.

Der Uberstand wurde abgenommen, bei 4°C gelagert und die Kiigelchen siebenmal mit 500l
PBS/0,05% Tween gewaschen. Die Waschiiberstainde wurden aufgehoben und spéter getitert.
Die positiven Phagen wurden mit 100ul 0,2M Glycin-BSA-Puffer Smin bei RT unter
Schiitteln eluiert und zu 15ul Tris-HCI1 pH 9,1 in Eppendorfreaktionsgefia3e gegeben.
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Negative Selektion

Nach Vorbereitung neuer Kiigelchen und Immobilisation der bcr-100nt-RNA wurde der
Ansatz eine Stunde bei 4°C unter Rotation mit 500pul Superblock inkubiert und anschlieBend
zweimal mit 500ul PBS/0,05% Tween gewaschen und in 20ul PBS/0,05% Tween
resuspendiert. Nun wurden 100ul Eluat der positiven Selektion, 20ul Superblock und 80ul
TE-Puffer hinzugegeben und . N. bei 4°C unter Rotation inkubiert. Die positiven Phagen
befanden sich jetzt im Uberstand, der nach 16h abgenommen wurde.

Auf die negative Selektion mit ber-100nt-RNA folgte eine zweite negative Selektion mit abl-
100-nt-RNA. Es wurden wieder neue Kiigelchen vorbereitet und die abl-100nt-RNA daran
immobilisiert. Nach zwei Waschschritten mit 500ul PBS/0,05% Tween wurden die
Kiigelchen in 20ul resuspendiert und mit dem 180ul Uberstand der ber-100nt-Negativ-
Selektion ii. N. bei 4°C unter Rotation inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und

darin enthaltenen Phagen amplifiziert.

2.2.2.2 Amplifikation und Féllung der Phagen
Amplifikation der Phagen mit E.coli-Zellen ER2738 host strain

Auf LB-Platten wurden 100ul der Tetrazyklinlosung ausgestrichen. Darauf wurden 2ul der
E.coli-ER2738 host strain-Stammlésung (NEB) ausplattiert und ii. N. bei 37°C inkubiert.
Diese Platten wurden ca. sechs Wochen verwendet.

Zur Vorbereitung einer Amplifikation wurde 15ml LB-Medium mit einem Klon der Platte
inokuliert und 1.N. bei 37°C geschiittelt. Diese Bakterienlosung wurde 1:100 in 25ml LB-
Medium verdiinnt, 100ul Eluat bzw. Uberstand hinzufiigt und 4,5h bei 37°C geschiittelt.

Phagenprizipitation

Nach Amplifikation wurden die Phagen prézipitiert. Die Bakterien wurden bei 10.000U/min,
10min bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand erneut zentrifugiert und 80% des neuen
Uberstandes mit 1/6 des Volumens PEG-Losung vermischt. Die Phagen wurden ii. N. bei 4°C
gefdllt und 15min bei 4°C und 10.000U/min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1ml TBS
resuspendiert, Smin bei 4°C inkubiert und wiederum mit 1/6 des Volumens an PEG-Lsg.
vermischt. Nach einer Stunde Fillung bei 4°C wurden die Phagen 10min bei 13.000U/min
abzentrifugiert und das Pellet in 200ul TBS aufgenommen.

Bestimmung des Phagentiters und Bildung von einzelnen Phagenplaques

Von der positiven Selektion wurden die Phagentiter vom Uberstand, der Waschschritte und

des Eluates, von der negativen Selektion die Titer der Uberstéinde bestimmt. Diese einzelnen
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Losungen wurden 1:10 bis 1:1000 in PBS verdiinnt. Nach Amplifikation und Fillung von
Phagen wurden zur Titerbestimmung Verdiinnungen zwischen 1: 10* und 1:10"' angesetzt.
Zur Vorbereitung des Titern wurden 15ml LB-Medium mit einem Klon der E.coli-ER2738-
Platte inokuliert und 1.N. bei 37°C geschiittelt. Von den einzelnen Selektionen wurden vom
Eluat (1:10°-1:10"") und vom Uberstand (10-2-10"") Verdiinnungen in PBS angesetzt.

Der Top-Agar wurde aufgekocht, auf 45°C abgekiihlt, zu 3ml-Ansétzen pro Probe aliquotiert
und 400pg X-gal und 15ul 0,5M IPTG dazupipettiert.

Von der Ubernachtkultur wurden 200ul vorgelegt und 10ul der jeweiligen Verdiinnung
dazupipettiert, Smin bei RT inkubiert und zu dem Top-Agar gegeben. Der Ansatz wurde auf
vorgewarmte LB-Platten ohne Antibiotikum ausgegossen und {i. N. bei 37°C inkubiert. Die
blauen Plaques wurden gezéhlt und die Plaque forming units (Pfu) bestimmt.

Pfu/ul = Anzahl der Plaques * Verdiinnungsfaktor / 10ul

Zur langeren Aufbewahrung wurden die Phagenlosungen 1:1 mit Glycerol verdiinnt und bei

—20°C gelagert.

2.2.2.3 ELISA

Um die spezifische Bindung der Phagen an die RNA iiberpriifen zu konnen wurde ein ELISA-
Verfahren durchgefiihrt. Dazu wurden die Phagen der einzelnen Plaques amplifiziert, die
Phagen tiber eine PEG/Ethanolféllung prézipitiert und an die immobilisierte RNA gebunden.
Der Nachweis bindender Phagen erfolgte mit einer Farbreaktion durch eine Peroxidase,
gekoppelt an einen Anti-Phagen-Antikorper.

Amplifikation der Phagen

Eine Ubernachtkultur des E.coli-ER2738-Stammes wurde 1:100 in 2ml LB-Medium pro

Phage verdiinnt und mit einem einzelnen Phagenplaque beimpft. Der Ansatz wurde 4,5h bei
37°C geschiittelt und in EppendorfreaktionsgefaBBen 10min bei 10.000U/min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde in neuen GefdBen wiederholt zentrifugiert und 160ul des erneuten
Uberstéindes mit 27,5ul PEG/NaCl-Lésung gemischt und mindestens eine Stunde bei 4°C
inkubiert. Die Phagen wurden 15min bei 4°C und 10.000U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet erneut zentrifugiert und der Rest des neuen Uberstandes
abpipettiert. Das Pellet wurde in 500ul TBS-Puffer resuspendiert und Smin bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 85ul PEG/NaCl-Lésung vermischt und auf Eis 15-
60min inkubiert. Danach wurde 10min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das
Pellet erneut zentrifugiert und der Rest des neuen Uberstandes abpipettiert. Das Pellet wurde

in 50ul TBS resuspendiert.
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Titern
Das Phagenamplifikat wurde wie beschrieben (2.2.4.2) getitert. Dabei wurde der Titer von
Verdiinnungen von 1:10°-1:10"" bestimmt.

Immobilisation der RNA

An die Oberfldche von Vertiefungen einer Maxisorb-96-Lochplatte wurden 3ug Streptavidin,
geldst in 100ul PBS gegeben und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit
PBS gewaschen und mit 3% Magermilchpulver in PBS/ Tween zwei Stunden bei RT
geblockt. Es folgte dreimal Waschen der Platte mit TBS.

50ng der biotinylierten RNA/ Vertiefung wurden in100ul TE-Puffer (pH 6,8) 3min bei 85°C
denaturiert und 20min auf RT abgekiihlt. Pro Klon wurden 12 Vertiefungen der mit
Streptavidin beschichteten Platte mit der RNA, zwei Vertiefungen mit dem Phagen-AK M13-
Biotin (50ng/ 100ul 0,1M NaHCOs, pH 8,6) 90min bei RT inkubiert. Die Uberstinde wurden
verworfen, und sechsmal mit 1xXTBS/0,05%Tween gewaschen.

Bindung der Phagen an die immobilisierte RNA

In einer Extraplatte, die vorher geblockt wurde, wurden von 10'* Virionen ausgehend vierfach
Verdiinnungen der Phagenklone in 200ul TBS/Tween angesetzt. Es ergaben sich folgende 12
Verdiinnungen: 1x10", 2,5x10", 6,25x10', 1,6x10", 4x10°, 1x10°, 2,5x10%, 6,25x10’,
1,6x10, 4x106, 1x106, 2x10°Virionen. Die Verdiinnungen wurden auf die RNA {iibertragen
und ein bis zwei Stunden bei RT geschiittelt. Die Uberstinde wurden verworfen, und
sechsmal mit 1xXTBS/0,05%Tween gewaschen.

Detektion der gebundenen Phagen

Der HRP-anti-M13-AK wurde 1:5000 in Blockpuffer verdiinnt und davon 200ul auf jedem

Ansatz eine Stunde bei RT unter Schiitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden
100ul der OPD-Lésung dazugegeben, 7min inkubiert, die Reaktion mit 100ul 2N H,SO4
abgestoppt und die Platte im Photometer bei 492/620nm gemessen.

2.2.2.4 Sequenzierung

Um die DNA der Phagen sequenzieren zu konnen, wurden die Phagen amplifiziert, die DNA
iiber eine PEG/Ethanolfidllung prazipitiert und als Matrize in eine Sequenzierungsreaktion
eingesetzt.

Eine Ubernachtkultur des E.coli-ER2738-Stammes wurde 1:100 in 1ml LB-Medium pro
Phage verdiinnt und mit einem einzelnen Phagenplaque beimpft. Der Ansatz wurde 4,5h bei

37°C geschiittelt und in EppendorfreaktionsgefiBen 30s abzentrifugiert. 500ul des
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Uberstandes wurden mit 200ul PEG/ NaCl-Lésung gemischt und nach 10min Inkubation bei
RT 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet erneut zentrifugiert und
der Rest des neuen Uberstandes abpipettiert. Das Pellet wurde in 100ul Iodid-Puffer
resuspendiert und mit 250ul Ethanol 10min bei RT inkubiert. Nach 10min Zentrifugation
wurde das Prézipitat mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30ul TE-Puffer
aufgenommen. Zur Quantifizierung der Phagen-ssDNA (7250nt) wurden 2ul auf ein 1%
Agarosegel aufgetragen und mit 0,5ug des M13mp18-ssDNA-Markers verglichen.

In die anschlieBende Sequenzierungsreaktion wurden 10ul (0,51g) der Phagenldsung mit 4pl
BigDye und 6pmol des Sequenzierungsprimers —96 (NEB) eingesetzt. Die Sequenzierungs-
reaktion verlief nach den Bedingungen in 2.2.1.30, wurde anschlieBend mit einer Ethanol-

fallung aufgereinigt und in 25p1 HPLC-Wasser aufgenommen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden, die in der Arbeit angewendet wurden, waren in der
Arbeitsgruppe etabliert.

2.2.3.1 Allgemeine Zellkultur

Von jeder Zelllinie wurden nach Erwerb, Generierung oder Auftauen Aliquots in einer
Mischung aus 45% des entsprechenden Zellkulturmediums, 45% FCS und 10% DMSO im
Stickstofftank bei -196°C konserviert. Um fiir alle Versuche einen mdglichst identischen
Phinotyp zu garantieren, wurde eine aufgetaute Zellcharge nicht ldnger als zwei Monate in
Kultur gehalten. Zur Sicherung des Bestands wurde spdtestens nach der zweiten Passage
dieser aufgetauten Zellen ein neues Aliquot eingefroren.

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte wunter sterilen Bedingungen in
Standardzellkulturflaschen in einem Brutschrank bei 37°C in einer feuchten Atmosphére mit
5% CO;. Zum Schutz vor Kontaminationen wurden die Arbeiten grundsitzlich an einer
sterilen Werkbank durchgefiihrt. Zusétzlich wurden den Kulturmedien Antibiotika (Penicillin
und Streptomycin) zugesetzt. Alle verwendeten Losungen und Arbeitsgerdte wurden vor
Gebrauch sterilisiert.

Adhirente Zellen bilden eine Einzelzellschicht am Gefilboden aus. Nach drei bis vier
Passagen wurden die Zellkulturen zur Vermeidung von Kontaminationen in eine neue
Zellkulturflasche iiberfiihrt.

Die Erhaltungskulturen von adhérenten Zelllinien wurden alle drei bis vier Tage subkultiviert.
Dazu wurde das Medium entnommen, der Zellrasen mit 10ml PBS gewaschen, HeLa- und
Meg01-Zellen mit Cell Dissociation Buffer, NIH3T3-Zellen mit Trypsinlosung iiberschichtet
und Smin bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS von der Oberfliche abgespiilt, in
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ein Falconréhrchen tiberfiihrt und Smin bei 1.000U/min zentriugiert. Die 293T-Zellen wurden
durch manuelles, kriftiges Klopfen an der Zellkulturflasche von der Oberfliche abgelst.
Durch Zugabe von 10ml PBS in die Zellkulturflasche wurden die restlichen Zellen abgespiilt
und ebenfalls zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium resuspendiert, die Zellzahl mit
dem Zellzéhlgerdt bestimmt und die Zellen mit einer Dichte je nach Bedarf und
Notwendigkeit in eine Flasche mit neuem Medium mit FCS/Penicillin/Streptomycin ausgesat.
Die restliche Zellsuspension wurde entweder verworfen oder fiir die Anziichtung der Zellen in
weiteren Zellkulturflaschen (je nach Versuch) genutzt.

Fiir die Passage von Suspensionszellen (Ba/F3, K562, U937) wurden die Zellen in dem
vorhandenen Medium resuspendiert, 95% der Suspension entnommen und durch neues
Medium ersetzt. Zur Ernte fiir Versuche wurden die Zellen vorsichtig resuspendiert und

abzentrifugiert und die Zellzahl bestimmt.

Praparation von murinem IL-3 nach Sekretion durch WEHI-3B-Zellen

Ba/F3-Zellen bendtigen murines IL-3 fiir ein optimales Zellwachstum. Dieser
Wachstumsfaktor wird von WEHI-3B-Zellen sezerniert. Der Uberstand der WEHI-3B-Zellen
wird somit bei Kultivierung von Ba/F3-Zellen eingesetzt.

1x10"-WEHI-3B-Zellen wurden in 50ml RPMI/ 10% FCS drei Tage bei 37°C kultiviert.
Danach wurden die Zellen schonend sedimentiert und der Uberstand bei 4°C gelagert. Die
Zellen wurden erneut in 50ml Medium kultiviert und zwei Tage spdter abzentrifugiert. Die
IL-3-haltigen Uberstande wurden vereinigt, durch einen Sterilfilter 0,45um gegeben und in
Aliquots von 50ml und 15ml bei -20°C gelagert. Zum spéteren Gebrauch wurde
Zellkulturmedium mit 10% des WEHI-3B-Uberstandes hergestellt.

2.2.3.2 Aufreinigung von genomischer DNA aus Zellsuspensionen

Fiir die Gewinnung genomischer DNA wurden Zellen der entsprechenden Linie in einer
75cm*-Zellkulturflasche herangeziichtet, mit PBS gewaschen und anschlieBend in einem
Eppendorf-Reaktionsgefd 5min bei 1.000U/min pelletiert. Das Zellsediment (etwa 1x10°
Zellen) wurde in 200ul PBS aufgenommen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach den
Herstellerangaben des verwendeten QIAamp DNA Blood Minikits. Die genomische DNA
wurde mit 200ul aq. dest. eluiert.
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2.2.3.3 Detektion und Beseitigung von Mycoplasmenkontaminationen

Aus einer Zellsuspension wurde genomische DNA isoliert, die Konzentratiion bestimmt und
in eine PCR zur Amplifikation eines Mycoplasmen-spezifischen Gens eingesetzt. 100ng der
DNA wurden in 25ul aq. dest. aufgenommen und mit 25ul eines PCR-Mastermixes (4ul
dNTPs 10mM, 1ul pro Primer 100uM, 10x PCR-Puffer mit 15mM MgCl,, 0,5ul Tag-
Polymerase) vermischt. Die PCR verlief mit 5min Denaturierung, 35 Zyklen mit je Imin
95°C, 56°C und 72°C sowie 10min abschlieender Elongation. Die PCR-Produkte wurden auf
einem Agarosegel iiberpriift. Eine Mycoplasmen-positive Probe besall eine Bande bei 560Bp.
Die verunreinigte Zellkultur wurde iiber mindestens zwei Wochen mit Ciprofloxacin
behandelt. Dazu wurden die Zellen in geringer Zelldichte alle 2 bis 3 Tage mit 5Sul der
Ciprobay-200-Losung pro Milliliter Medium neu ausgesét. AnschlieBend wurde die Zellkultur

erneut auf Mycoplasmen untersucht.

2.2.3.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Die transiente Transfektion ist eine Methode zum Einbringen von Plasmid-DNA in eukaryote
Zellen, bei der die Plasmid-DNA nicht in das Genom integriert wird. In Abhédngigkeit von den
verwendeten Zelllinien und den durchzufiihrenden Versuchen wurde die Calciumchlorid-
Transfektion, die Elektroporation oder die Lipofektion durchgefiihrt. Die aufgenommene

DNA ist in der Zelle nur wenige Tage vorhanden, da sie Abbauvorgéngen unterliegt.

Elektroporation

Die effizienteste Technik zum Einschleusen von DNA ist die Elektroporation, bei der durch
ein starkes elektrisches Feld die Membran der eukaryontischen Zelle kurzfristig perforiert
wird, sodass die DNA durch die Poren in die Zelle diffundieren kann.

Die Zellen wurden 1x10’/ml Medium aufgenommen. Pro Elektroporationsansatz wurden
100ul Zellen (=1x10°) mit 5ul siRNA-Duplex (20uM) in Kiivetten (Biozym) mit dem
EPI2500 elektroporiert. Die Bedingungen variierten je nach Zelllinie. Die Ansédtze wurden in
den Kiivetten 15min bei RT inkubiert und anschlieBend mit 500ul Medium ausgespiilt und in
24-Lochplatten tiberfiihrt.

Lipofektion
Fiir Lipofektionsversuche wurden 1x10° HeLa- oder BHK21-Zellen in 500 bis 1000ul

Medium/FCS pro Vertiefung einer 24-Lochplatte ausgesit und mindestens vier Stunden bei
37°C inkubiert. Die Lipofektion wurde bei einer 90%igen Konfluenz der Zellen durchgefiihrt.
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Fiir eine Losung A wurden je 1ug der zu testenden Plasmide mit 50ul FCS-freiem Medium
vermischt. Zur Kontrolle der Lipofektionseffizienz wurde 0,1pg eines LNGFR-
exprimierendem Plasmids dazupipettiert. Fiir die Losung B wurden pro zu lipofizierendem
Mikrogramm an Plasmid 3pul des gut gemischten Lipofectamine 2000-Reagents ebenfalls zu
50ul FCS-freiem Medium gegeben und Smin bei RT und mehrmaligem Schiitteln inkubiert.
Nun wurden Lésung A und B zusammenpipettiert und 20min bei RT inkubiert. Das Medium
der Zellen wurde durch 400ul an frischem Medium/10% FCS ersetzt, die Losung AB
dazupipettiert und die Zellen 24 bzw. 48h bei 37°C bebriitet.

CaCl,-Transfektion

Die CaCl,-Transfektion wurde in 293T-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden Petrischalen
(& 10cm) 3ml 0,1% Gelatine beschichtet. Danach wurden auf den Schalenboden 1x10° 293T-
Zellen in 10ml DMEM-Medium gegeben und 3d bei 37°C bebriitet (oder 3x10° Zellen 1d). In

einem Reaktionsgefd3 wurden 20pug des zu transfizierenden Plasmids, 61ul CaCl, und Wasser
mit einem Endvolumen von 500ul pipettiert und zu 500ul 2x HBS tropfenweise unter
Blédschenbildung gegeben. Zu 3ml DMEM wurden 1,7ul 0,1M Chloroquine pipettiert und
nach Abnahme des Mediums auf die Zellen gegeben. Danach wurde 1ml Prizipitat auf die
Zellen gegeben und 8h (oder ii. N.) bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde entfernt, die

Zellen mit PBS gewaschen und mit 10ml neuem Medium iiberschichtet.

2.2.3.5 Markierung von Zellen mit Antikorper

Um Strukturen, die nicht fluoreszieren, im FACS-Gerit detektieren zu konnen, wurden diese
mit einem spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikérper gekoppelt. Nach der Lipofektion
des LNSN-Plasmids in HeLa-Zellen wurde die Expression des LNGF-Rezeptors mit einem
PE-NGFR-Antikérper iiberpriift. Dazu wurde von den Zellen das Medium im Uberstand
abgenommen und 200ul des Cell Dissociation Buffer auf die Zellen gegeben und ca. Smin bei
RT inkubiert. Die Zellen wurden mit 1ml PBS abgespiilt und in ein FACS-Rohrchen
pipettiert. Nun erfolgte eine Zentrifugation von 5min bei 1.000U/min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet mit Sul des PE-NGFR-Antikorpers in 50ul PBS nach Vortexen
20min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1ml PBS wurden die Zellen Smin bei 1.000U/min
zentrifugiert und das Pellet in 300ul PBS aufgenommen.

AnschlieBend erfolgte die Messung des Anteils fluoreszierender Zellen im FACS-Gerit.
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2.2.3.6 Propidiumiodid-(PI)-Firbung

Der Anteil toter Zellen 146t sich im FACSCAN mit Hilfe der Aufnahme von Propidiumiodid
(PI) messen. PI wird hierbei von toten Zellen aufgrund ihrer Membrandysfunktion
aufgenommen und interkaliert in der DNA. Somit fluoresziert es stark.

Das PI wurde mit Spg/ml in PBS gelost. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
nach Zentrifugation 5min bei 1.000U/min in 100pul PI aufgenommen. Nach ca. 10min wurden

die Zellen im FACS gemessen (FL2 oder FL3 versus FSC).

2.2.3.7 Priparation von rekombinanten retro- und lentiviralen Uberstinden

Die Virusproduktion erfolgte lentiviral in der Verpackungszelllinie 293 T, retroviral in ®Nx-
GP-Zellen. Um die notwendigen Plasmide in die Zellen einzubringen, wurde eine CaCl,-
Transfektion durchgefiihrt. Nach 24h wurde mit der Virusernte begonnen und der Virus iiber
zwei Tage gesammelt. Die Viruskonzentrierung erfolgte in zwei Runden durch
Ultrazentrifugation.

Um geniigend Virus produzieren zu kénnen wurden 175cm?-Zellkulturflaschen verwendet.
Der Boden wurde mit 5ml Polylysin beschichtet, Smin bei RT inkubiert und wieder
abgenommen. Nach einem Waschschritt mit 20ml PBS wurden die Flaschen 2h unter der
Sterilwerkbank getrocknet. Je nach Bedarf wurden pro Flasche 3x10° bis 1x10” Zellen in
25ml DMEM/10%FCS ausplattiert. Nach ein bis drei Tagen war der Boden konfluent
bewachsen und es erfolgte die Transfektion. Dazu wurden 1500ul in ein R6hrchen vorgelegt
und ein DNA/ CaCl,-Gemisch (siche Schema) unter Blasenbildung tropfenweise
hinzupipettiert.

DNA/ CaCl,-Gemisch pro Flasche

Plasmide zur Expression des Lentivirus Retrovirus
dcH1-shRNA-SR  80ug pBabepuro 60ug
pCMVARS.9.1 S2ug MS57 gag-pol 45ug
pMD.G 28ug enveco-IRES-puro  25ug
2M CaCl, 183ul 2M CaCl, 183ul
aq. dest. ad 1500ul aq. dest. ad 1500ul

Von den Zellen wurde das Medium abgenommen und durch 12ml DMEM/10%FCS mit 4pl
0,1M Chloroquine ersetzt. Das Prézipitat wurde hinzugefiigt und die transfizierte Zellkultur
bei 37°C inkubiert. Nach 8 bis 16h wurde das prazipitathaltige Medium entfernt und durch
25ml DMEM / 10% FCS mit 10mM Na-Butyrat ersetzt. Nach 8h erfolgte ein Mediumwechsel
mit 16ml FCS-freiem RPMI-Medium zum Beginn der Virusernte. Die Virusernte erfolgte

innerhalb der nichsten zwei Tage viermal. In Abstinden von 8 bis 16h wurde der
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Zelliiberstand mit den Viren entnommen und neues RPMI-Medium auf die Zellen gegeben.
Die Uberstinde wurden mit einem Sterilfilter (0,45um) filtriert und das Virus portionsweise
in der Ultrazentrifuge 14h bei 10.000U/min und 10°C pelletiert. Danach wurde der Uberstand
verworfen und das Virus mit 200ul RPMI-Medium durch Schiitteln (15 bis 20min)
resuspendiert. Das konzentrierte Virus wurde in Aliqouts bei —80°C eingefroren oder direkt

zur Transduktion von Zellen oder zur Titerbestimmung eingesetzt.

2.2.3.8 Transduktion von Zellen

Je nach Bedarf wurden 1x10° bis 1x10° Zellen in 200ul FCS-freiem RPMI-Medium in 96-
oder 48-Lochplatten ausgesit, Syl Protaminsulfat (100x) dazugegeben und mit 50 — 100ul
Virus transduziert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 2500U/min, 90min und 32°C. Danach
wurden 2501 RPMI/10% FCS zu den Ansétzen pipettiert. Nach 4h Inkubation der Zellen bei
37°C wurde zu jedem Ansatz erneut 50 — 100ul Virus gegeben und zentrifugiert. Nach
Inkubation bei 37°C ii. N. wurden die Zellen sedimentiert, mit PBS gewaschen und in 24-
(Iml) bzw. 6-Lochplatten (3ml), oder in 25cm?-Zellkulturflaschen mit 10ml Medium
tiberfiihrt.

2.2.3.9 Virustiterbestimmung

Nach einmaliger Transduktion von 1x10° K562-Zellen mit Iul bzw. 10pl Virus in 96-
Lochplatten und Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden die Zellen in 24-Lochplatten mit
Iml Medium iiberfiihrt. Nach 4d wurde der Anteil rotfluoreszierender Zellen im FACS (RFP
%) gemessen. Der Virustiter wurde nach der folgenden Formel berechnet:

Titer (cfu/ ml) = (RFP (%)/100) * (1x10° / Volumen (Virus in pl))

2.2.3.10 Zellproliferationsbestimmung

Zu 10ul Trypanblau wurden 10ul Zellen der Ausgangszellkultur gegeben und die Anzahl der
lebenden Zellen in der Zéahlkammer bestimmt. In einer neuen Vertiefung einer 24-Lochplatte
wurden 50.000 lebende Zellen in 1000ul Medium pipettiert. Zu bestimmten Zeitpunkten
wurden aus dem neuen Ansatz je 10ul Zellen nach gutem Mischen entnommen und wiederum
nach Zugabe von 10ul Trypanblau die Anzahl der lebenden Zellen in der Zéhlkammer
bestimmt. Die Zellzahl in zwei groBen Quadranten entspricht der Anzahl an Zellen in 0,1pl

Kultur.
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2.2.3.11 Durchflusszytometrische Analysen [154]

Fluoreszenzmarkierte Zellen wurden mit einem Zytofluorometer, dem ,Fluorescence-
activated cell sorter” (FACS) von der Firma Becton Dickinson ausgewertet.

Es handelt sich dabei um ein optisches Messsystem von Streulicht und Fluoreszenzsignalen
einzelner Partikel bis zu einer Groe von 100um. Es konnen Zellen verschiedenster Herkunft
untersucht werden, Vorraussetzung ist allerdings eine Einzelzellsuspension. Im FACS-Gerit
werden die zu untersuchenden Zellen in einer isotonischen Tragerfliissigkeit mit Druck in den
sogenannten Mantelstrahl injiziert. Auf diese Weise werden sie beschleunigt und gelangen
einzeln in eine Messkammer. Dort werden die Zellen von einem kohdrenten Laserstrahl
getroffen und das gestreute Licht bei 180° (FSC = forward light scatter) und bei 90° (SSC =
sideward light scatter) gemessen. Die entstehende Streuung ist abhingig vom Zelltyp mit
einer spezifischen Querschnittsfliche (FSC) sowie Granularitit, Membranfaltung und duB3erer
Zellform (SSC). Das gestreute Laserlicht wird gesammelt, gefiltert, in bestimmte
Wellenldngenbereiche eingeteilt und in elektronische Signale umgewandelt. So entstehen in
einer Dot Plot Grafik im Computer abgegrenzte Punktwolken, die sich dann bestimmten
Zellarten zuordnen lassen. Durch Einrichten von bestimmten Fenstern (gates) werden die
gewiinschten Zellen eingegrenzt und konnen von anderen Zellarten oder toten Zellen
abgegrenzt werden.

Besitzen die Zellen ein fluoreszierendes Protein oder sind mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikorper gekoppelt, werden sie mit einem Laserstrahl bestimmter Wellenldnge angeregt.
Sie geben dann ein fiir den Farbstoff charakteristisches Spektrum an Lichtstrahlen ab, das
durch elektronische Detektoren als Signal aufgefangen und im Vervielfaltiger verstarkt wird.
Je mehr fluoreszierende Proteine sich in oder auf der Zelle befinden, desto groBer ist die
Fluoreszenzintensitit der Zelle. Die Autofluoreszenz der Zellen wird durch nicht
fluoreszierende Kontrollen bestimmt und am Computer diskriminiert. Da sich die
Emmissionsspektren verschiedener Farbstoffe, z. B. GFP und RFP iiberlappen, und die
Trennung durch Lichtfilter nicht ausreichend ist, ist hier eine Korrektur notwendig. Ansonsten
erscheinen rotleuchtende Zellen auch im griinen Kanal und griinleuchtende Zellen im roten
Kanal. Zur Korrektur der spektralen Uberlappung ist eine Kompensationselektronik
installiert, die von jedem Signalimpuls den entsprechenden Fluoreszenzanteil subtrahiert. Die
Kompensation wird vor jeder Messung mit gleich gefdrbten Zellen eingestellt.

Auf diese Weise konnen fluoreszierende Zellen von nicht fluoreszierenden Zellen
unterschieden werden. Die prozentuale Verteilung negativer und positiver Zellen wird
ermittelt und die Expressionsdichte iiber die Hohe der Fluoreszenzintensitit (Y Mean)
bestimmt. Die Auswertung der FACS-Messung erfolgte mit dem Computerprogramm
CELLQuest. Die erfassten Ergebnisse wurden in Abhidngigkeit von der jeweiligen
Fluoreszenz, FL-1 fiir GFP, FL-2 fiir RFP und PI als Histogramm, in Quadranten unterteilt
oder als Dot Plots dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Phage Display — Selektion eines bcr/abl inhibierenden Peptidliganden

3.1.1 Praparation der biotinylierten RNA

Mit der Phage Display-Methode sollte ein spezifisch an die ber-abl-(b3a2-)mRNA bindendes
Peptid selektioniert werden. Als positives Target wurde eine 100nt lange RNA-Struktur
verwendet, die den Bruchpunkt im Philadelphia-Chromosom jeweils mit 50nt umspannt. Um
unspezifisch bindende Phagen auszusortieren, wurde das Eluat mit den entsprechenden
Wildtypsequenzen der jeweiligen ber- bzw. abl-RNA von 100nt Lénge inkubiert. Die RNAs
wurden tber in vitro-Transkription der pTRI-Kan-Vektoren pTRI-Kan-bcr-abl-100, pTRI-
Kan-bcr-100 und pTRI-Kan-abl-100 hergestellt. Die RNAs wurden von der T3-RNA-
Polymerase mit den verschiedenen pTRI-Kan-Konstrukten als Template in einer in vitro-
Transkription mit GMPS synthetisiert. Nach Elution der Banden mit 100nt Lénge aus einem
Harnstoff-Polyacrylamidgel erfolgte die Biotinylierungsreaktion iiber einen lodoacetamid-
anker [153]. Zur Uberpriifung der Reinheit der RNA wurden 4pg (=0,10D) auf ein PAA-Gel
aufgetragen und durch Silberfarbung detektiert. Die verschiedenen RNAs hatten immer einen
hohen Reinheitsgrad (Daten nicht gezeigt).

Es konnten in einer Préparation 2-6ug biotinylierte RNA gewonnen werden. Bei einem
Molekulargewicht von 32500g/mol entsprach die Ausbeute an RNA 60-180pmol. Fiir einen
Selektionschritt im Phage Display wurden 40pmol (=1,3ug) biotinylierte RNA bendtigt.

3.1.2 Biopanning und Sequenzierung der Phagen-DNA einzelner Plaques

Im ersten Phage Display-Ansatz wurde eine chemisch synthetisierte, biotinylierte bcr-abl-
RNA von 24nt Liange an Streptavidin-beads immobilisiert und drei positive Selektionen mit
beiden Phagenbibliotheken (Ph.D.-7 und -12) durchgefiihrt. AnschlieBend konnten fiir die
Bibliothek Ph.D.-7 eine, fiir Ph.D.-12 zwei Aminosédureabfolgen durch Sequenzierung der
Phagen identifiziert werden (Abb. 12).

Im zweiten Phage Display-Ansatz wurde eine biotinylierte RNA an Streptavidin-Kiigelchen
immobilisiert. Es erfolgten drei Selektionsrunden mit beiden Phagenbibliotheken (Ph.D.-7
und -12) nach folgendem Schema:

l.a)  Positiv-Selektion mit ber-abl-100nt-RNA
1.b)  Negativ-Selektion mit ber-100nt-RNA
l.c)  Negativ-Selektion mit abl-100nt-RNA
Amplifikation und Féllung der Phagen
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2. Positiv-Selektion mit ber/abl-100nt-RNA
Amplifikation und Féllung der Phagen

3.a)  Positiv-Selektion mit ber/abl-100nt-RNA
3.b)  Negativ-Selektion mit ber-100nt-RNA
3.c) Negativ-Selektion mit abl-100nt-RNA
Amplifikation und Féllung der Phagen

Nach der dritten Selektion und Amplifikation der Phagen wurde dreimal getitert und bei
entsprechend hohen Verdiinnungen einzelne Phagenplaques erzeugt. Nach Sequenzierung der
DNA konnten 14 verschiedene Peptidsequenzen aus der Bibliothek Ph.D.-7 und fiinf
Peptidsequenzen mit der Ph.D.-12-Bibliothek charakterisiert werden. Mit einer
sequenzvergleichenden Funktion der Gene Runner-Software wurden die am hiaufigsten
vorkommenden Aminosduren (Aln) ermittelt (Abb. 12.).

Es konnte kein sich wiederholendes Motiv identifiziert werden. Sehr hdufig kamen basische

Aminoséuren, v.a. Histidin, aber auch das neutrale Prolin vor.

Ph.D.-7 Ph.D.-12

Aln  GQHPLAR GHHPLAH XXXKHHHHPAXA XHXDHHHHPAXP

1 GSKPLAL GSKPLAL XTHVHHHHLAXT XTHVHHHHLAXT

2 KLALAQT KLALAQT HPHTHRHVERAL HPHTHRHVERAL

3 TVNSQRD TVNSQRD YSXKEFHTKPLPH YSXKFHTKPLPH

4 ALRTAPV ALRTAPV XHXXLXKHPRXA XHXXLXKHPRXA

5 YPTMHWT YPTMHWT XXPKHIHMHARP XXPKHIHMHARP

6 HTHSHKP HTHSHKP

7 HPFPAQP HPFPAQP

8 HHHLLHR HHHLLHR

9 GOKPRAQ GOKPRAQ

10 GOKPLAH GOKPLAH

11 XXEHMAH XXEHMAH

12 GSXALAR GSXALAR

13 SHPTLPX SHPTLPX

14 YRHHHGV YRHHHGV

bcr/abl 24nt KHHQHIH YHTDTKLLPLLP
DMPDELTDYWWS

Abb. 12: Sequenzierergebnisse nach Phage Display mit den Phagenbibliotheken Ph.D.-7 und —
12. Nach drei Selektionsrunden konnten mit der ber-abl-100nt-RNA 14 bzw. 5 Sequenzen

charakterisiert werden. Mit der ber-abl-24nt-RNA 1 bzw. 2 Sequenzen. Die Abbildung zeigt den
Sequenzvergleich und ermittelt die am héufigsten vorkommenden Aminoséuren der jeweiligen

Positionen. Die Aminoséuren, die nicht damit {ibereinstimmten, sind grau unterlegt. Nicht eindeutig
sequenzierbare Basen wurden als X-Aminosdure dargestellt.
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Bei einem weiteren Phage Display-Verfahren wurde die biotinylierte 100nt-lange RNA an
einer mit Streptavidin beschichteten Platte immobilisiert und je zwei Ansidtze pro
Phagenbibliothek durchgefiihrt. Positiv- und Negativ-Selektionen nach dem oben
angegebenen Schema folgten in drei Runden nacheinander. Die Phagen wurden nach
Amplifikation von einzelnen Plaques sequenziert. Bei der Ph.D.-7-Bibliothek konnte nach
Sequenzierung mehrerer Phagenklone in jedem Ansatz eine Peptidsequenz mit identischer
Nukleotidsequenz identifiziert werden. Bei der Selektion aus der Ph.D.-12- trat eine
Kontamination durch 7-mer-Phagen auf, die die gleiche Sequenz wie ein Ansatz der Ph.D.-7-

Selektion besal3. Sie wurde deshalb vorzeitig beendet.

3.1.3 Uberpriffung der Spezifitit der selektionierten Phagen im ELISA-
Verfahren

Um die nach mehreren Selektionschritten angereicherten Phagen erneut auf ihre spezifische
Bindung an die b3a2-100nt-mRNA zu iiberpriifen, wurde ein ELISA-Verfahren entwickelt.
Dabei wurde die Oberflidche einer maximal absorbierenden 96-Lochplatte mit Streptavidin
beschichtet und daran die biotinylierte RNA gebunden. Die Phagen einzelner Plaques wurden
auf die RNA gegeben und iiber einen Peroxidase-markierten Anti-M13-Antikérper mit Hilfe
einer Farbreaktion detektiert. Als Positivkontrolle wurde anstelle der RNA ein biotinylierter
Anti-M13-Antikorper verwendet.

Mit Hilfe der Positivkontrolle wurde der ELISA optimiert. Hier konnten positive Werte
detektiert werden. Wurde das Verfahren mit RNA durchgefiihrt, konnte bei keiner Probe ein
positives Signal gemessen werden.

Eine Optimierung des ELISA mit RNA war nicht mdglich, da kein positiver Phage oder
andere Proteine als Positiv-Kontrolle zur Verfligung standen. Zudem reichte eine Priparaion
von biotinylierter RNA nur fiir die Bestimmung von maximal fiinf Klonen aus, da jede
Bestimmung eines Phagen mit mehreren Phagenverdiinnungen im Doppelansatz erfolgen

sollte.
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3.2 Sekundaérstrukturanalyse der 100nt-langen bcr-abl-(b3a2)mRNA

S

RNaseA(71Bp) —> U

RNaseT1(67Bp)—, 4
RNaseT2(66Bp)

RNaseT2 (50Bp)—
Bruchpunkt «

Abb. 13: cDNA-Fragmentliinge nach Spaltung mit den RNasen TI1, T2 und A.
Die Sequenz der 100nt langen b3a2-mRNA wurde nach theoretischer Strukturvorhersage mit der
RNAfold-Software dargestellt und die im Experiment analysierten cDNA-Fragmente markiert.

In drei voneinander unabhingigen Versuchen wurden verschiedene, in der Abbildung
markierte Fragmente analysiert. Die RNase T1 spaltet RNA-Molekiile nach einem
einzelstringigen Guanosin, die RNase T2 nach ssAdenosin und die RNase A nach ssCytosin
und ssUracil. Dabei stimmte eine mit dem RNAfold-Programm theoretisch bestimmte
Struktur mit 5 von 6 experimentell analysierten RNA-Strukturen iiberein. Nur das Guanosin

an Position 67 war im Gegensatz zum Experiment in der Theorie doppelstrangig.
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b3a2-100nt 1 RNaseT2
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Abb. 14: ¢cDNA Fragmentlingen nach Inkubation
ohne Enzym und mit verschiedenen RNasen.

Die b3a2-100nt RNA wurde mit und ohne Enzym
inkubiert und die Fragmente nach reverser
Transkription mit einem FAM-markierten Primer im
Genescan-Programm des Sequenziergerites ABI310
analysiert. Die Basenpaarldnge der mit Pfeilen
markierten cDNA-Fragmente (blau) konnte durch
Zugabe von ROX-markierten Polynukleotiden (rot)
definierter GroBe (Genescan 500 Rox Size Standard)
bestimmt werden. Aufgrund der Klonierungs-
strategie der b3a2-DNA-Oligonukleotide und der
Position des Promotors ist die RNA einige
Nukleotide langer. Somit wird ohne RNase-Spaltung
mit dem verwendeten b3a2-100nt-FAM-Primer eine
cDNA von 104nt revers transkribiert.
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3.3 Suppression der ber-abl-(b2a2)mRNA mit RNA-Interferenz

3.3.1 Untersuchungen der Mauszelllinie Ba/F3-b2a2 mit STI571

Es wurde eine b2a2-positive Zelllinie verwendet, die erst bei Inhibition des stabil
eingebrachten BCR-Abl-Proteins (z.B. durch den Tyrosinkinaseinhibitor STI571) einen
Wachstumsfaktor braucht, um weiter proliferieren zu konnen.

Vier verschiedene Klone der bereits etablierten Zelllinie Ba/F3-b2a2 wurden auf BCR-AbI-
Wachstumsabhingigkeit mit STI571 iiberpriift. 5x10*-Zellen wurden mit 1uM inhibiert und
iiber fiinf Tage die Zellzahl mit Trypanblaufiarbung bestimmt. Dabei zeigte sich, das nur der
Klon 3 hoch sensibel auf STI571 reagiert. Die anderen Klone schienen nur teilweise abhéngig
von BCR-AbI zu proliferieren. Bei Zugabe von 1uM STI571 und IL-3-haltigem Medium zu
den Zellen des Klon 3 zeigten die Zellen eine ungehinderte Zellproliferation. Demzufolge war
das Zellsterben durch die Inhibition von BCR-AbIl ausgelost und konnte durch IL-3-Gabe

verhindert werden. Alle weiteren Experimente erfolgten mit Ba/F3-b2a2-Zellen des Klon 3.
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Abb. 15: Inkubation der Ba/F3-b2a2-Zellklone mit und ohne STI571. Es wurden 5x10* Zellen
ausgesit, mit (A) bzw. ohne (B) STI571 1uM inkubiert und die Zellzahl {iber fiinf Tage bestimmt. Es
wurden drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der b2a2-Expression wurde aus allen vier Klonen der Ba/F3-b2a2-Zellen
RNA isoliert und nach Reverser Transkription eine Real Time-PCR durchgefiihrt. Die
Amplifikation der b2a2-cDNA war erfolgreich. Es zeigte sich ein positiver Anstieg bei 15
oder 16 Zyklen.
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3.3.2 Klonierung der GFP-Fusionsproteins sb3a2-EGFP

Die Effektivitit der siRNAs sollte schnell und relativ einfach getestet werden konnen. Dazu
wurde ein 500Bp langes ber-abl-Fragment, das die Bruchpunktregion einschlief3t, an ein GFP-
Protein fusioniert. Fiir das 500Bp lange bcr-abl-Fragment wurde die Region so ausgewéhlt,
dass sie mit der PH-Doméne des BCR-Proteins begann und mit der SH3-Doméne des Abl-
Proteinanteiles endete. Es wurden zwei PCR-Primer konstruiert, die diese Sequenz
amplifizierten und EcoRI-Schnittstellen einfiihrten, die fiir die weiteren Klonierungen genutzt
wurden. Gleichzeitig fiihrte der reverse Primer eine NofI-Schnittstelle ein, {iber die das EGFP-
Protein fusioniert werden sollte. Das EGFP-Protein besitzt eine verdnderte Halbwertszeit von
nur vier Stunden. Dadurch kénnen Reduktionen auf mRNA-Ebene in kiirzerer Zeit detektiert
werden. Als Matrize fiir die PCR-Reaktion diente der pGD210-Vektor.

Aus dem pd4EGFP-NI1-Vektor wurde die GFP-Sequenz mit komplementiren
Oligonukleotiden amplifiziert, die jeweils am 5°-Ende durch Notl-Schnittstellen flankiert
werden. Auflerdem fiihrte der Vorwértsprimer einen Linker von einigen Glycinen ein, liber
den das bcr-abl-Fragment mit dem EGFP fusioniert werden sollte.

Die PCR-Produkte wurden einzeln in pCR®2.1-TOPO® kloniert. AnschlieBend wurden bei
einem pcDNA3.1/Zeo-Vektor, die in der multiplen Klonierungsstelle (MCS) vorhandene
Notl-Schnittstelle zerstort. Dies erfolgte durch Doppelverdau mit EcoRV und Xhol,
anschlieBendem Auffiillen der liberhdngenden Enden durch die Klenow-DNA-Polymerase |
und Religation des Vektors. Uber die verbliebene EcoRI-Schnittstelle wurde zuerst das sh3a2-
PCR-Produkt eingesetzt, das nun wiederum eine Notl-Schnittstelle einbrachte. Danach
erfolgte die Fusion an das 4hEGFP-PCR-Produkt iiber die drei NotI-Schnittstellen in den
pcDNA3.1-Vektor. Die folgende Abbildung veranschaulicht die Klonierungsstrategie.

Das sb2a2-gfp-Fusionsprotein wurde in gleicher Weise kloniert bereitgestellt.



3 Ergebnisse -71 -

EcoRI-Kozak -sb3a2 - Notl-EcoRI Notl-Gly-Gly-Gly-Gly - 4hEGFP - Notl
850bp

EcoRI
pd4EGFP-N1
4,9 kBp
EcoRI-Kozak -sb3a2 - Notl-EcoRI Notl-Gly-Gly-Gly-Gly - 4hEGFP - Nofl

pCR®2.1-TOPO®
-sb3a2
3,9 kBp

pCR®2.1-TOPO®
-EGFP
3,9 kBp

pcDNA3.1/Zeo
5,0 kBp
EcoRI-Kozak -sb3a2 - Notl-EcoRI

-

EcoRI-Kozak-sb3a2-Nofl-Gly-Gly-Gly-Gly-4hEGFP-NofI-EcoRI
pcDNA3.1/Zeo-
sb3a2
5,0kBp

pcDNA3.1/Zeo
sb3a2-EGFP
6,35 kBp

Abb. 16: Klonierungsstrategie des sb3a2-gfp-Fusionproteins
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3.3.3 Transiente BCR-AbIl-Suppression mit chemisch synthetisierten siRNAs

Zundchst wurde mit chemisch synthetisierten siRNAs versucht, die bcr-abl mRNA zu
inhibieren. Es wurden zwei Sequenzen ausgewidhlt und im Reportersystem mit dem sb2a2-
EGFP-Protein auf ihre Effektivitidt untersucht. Als Kontrollen wurden zwei siRNAs, invGL2
(KO) und anti-GL2 (GL2), nach Elbashir et al. [149] mitgefiihrt, die eine Inhibition des

Luciferase-Gens bewirken.

3.3.3.1 Selektion effizienter siRNAs
Um eine effiziente siRNA gegen das b2a2-Target zu selektionieren, wurden zwei
verschiedene siRNAs mit je 19 Nukleotiden und zentraler Bruchpunktregion chemisch
synthetisiert (Abb. 17).
ber-abl (b2a2-Variante)
5'CTGACCATCAATAAGGAAG | AAGCCCTTCAGCGGCCAGTA 3¢

b2a2-0 TT TT
Niog

TT

b2a2-3

TT

Abb. 17: Sequenzfolgen der chemisch synthetisierten siRNA-Molekiile

Zur Uberpriifung der siRNA-Effizienz wurden diese zusammen mit dem sb2a2-EGFP-
Konstrukt und dem LNSN-Plasmid zur Bestimmung der Transfektionsrate in HeLa-Zellen
kotransfiziert. Nach Expression des LNGF-Rezeptor wurde dieser mit einem PE-markierten
anti-LNGFR Antikdrper markiert und die resultierende Rotfluoreszenz im FACS gemessen.
Die Bestimmung der Transfektionsrate ist notwendig, um den Effekt der GFP-Reduktion
durch siRNAs auch bei verschiedenen Transfektionsansdtzen vergleichen zu kdnnen. Die
GFP-Reduktion dient als indirektes Mal} fiir die Wirksamkeit der siRNA, da sb2a2 an GFP
fusioniert ist und mit Zerstorung der b2a2-mRNA auch GFP nicht mehr translatiert werden
kann.

Die GFP-Fluoreszenzen verschiedener Transfektionsansitze mit den Kontroll-siRNAs wurde
gemittelt und als 100% GFP-Fluoreszenz angenommen. Die b2a2-3-siRNA zeigte eine gute
Effizienz. Der Anteil griinfluoreszierender Zellen lag bei 44%, was eine Reduktion um mehr
als die Halfte bedeutet. Im Vergleich dazu war die b2a2-0-siRNA deutlich weniger effizient;
es wurden noch 89% griinfluoreszierende Zellen detektiert (Abb. 18), also nur ein Riickgang

um 11%.
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Transfektion in HeLa-Zellen
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chemisch synthetisierte sikRNAs

Abb. 18: Reduktion der GFP-Fluoreszenz durch chemisch synthetisierte siRNAs nach
Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Reportergen in HeLa-Zellen. Die Transfektionseffizienz
wurde durch Expression des LNGF-Rezeptors bestimmt und die GFP-Fluoreszenzen entsprechend
verdndert. Aus diesen Werten wurde zwischen den Kontroll-siRNAs ein Mittelwert gebildet und als
100% GFP-Expression angenommen.

3.3.3.2 Effekte der siRNAs in Ba/F3-b2a2-Zellen

Anschlieend wurde die gemessene Reduktion durch Elektroporation der siRNAs in Ba/F3-
b2a2-Zellen und Bestimmung der Zellproliferation im biologischen Zellsystem mit dem
Wildtyp-BCR-AbI-Protein getestet. Durch Inhibition des BCR-Abl-Proteins wurde den Zellen
ein wichtiges Proliferationssignal entzogen. Zur Kontrolle wurde den Zellen nach
Elektroporation mit siRNAs in einem weiteren Ansatz IL-3 zugefiigt. Dies sollte dafiir sorgen,
dass eine Zellproliferation auch dann moglich ist, wenn BCR-Abl reduziert ist.

Dazu wurde 0,5ug siRNA-Duplex in 1x10°-Ba/F3-b2a2-Zellen elektroporiert und je 1x10°-
Zellen in verschiedenen Ansdtzen mit und ohne IL-3-Zusatz in neue Platten iiberfiihrt. Die
Zellen wurden iiber finf Tage jeweils mit Hilfe von Trypanblaufirbung gezahlt. Als
Kontrollen wurden die Zellen ohne siRNA, mit der GL2- und der b2a2-0-siRNA
elektroporiert und gezéhlt. Es wurden die Mittelwerte aus drei voneinander unabhingigen
Versuchen gebildet und in der Abbildung 19 dargestellt.

Die Zellen nach Elektroporation mit der b2a2-3-siRNA und ohne IL-3-Gabe zeigten eine
Verzogerung des Zellwachstums zwischen dem ersten und dritten Tag im Vergleich zu den
Kontrollzellen mit der GL2-siRNA. Am zweiten Tag war die Zellzahl auf 30% vermindert.
Dieser Wert ist vergleichbar mit der Reduktion im Reportersystem in HeLa-Zellen. Die
verringerte Anzahl lebender Zellen war nur ein transienter Effekt, dadurch wuchsen die Zellen

am Tag 4 nach Elektroporation wieder parallel zu den Kontrollzellen an. Nach der
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Elektroporation mit der b2a2-0-siRNA verlief das Zellwachstum vergleichbar mit GL2-
siRNA-Transfektion. Hier ist keine Verzogerung meBbar. Die Zellen, die ohne siRNA

elektroporiert wurden, zeigten ein schnelleres Wachstum als die Zellen mit siRNA-

Elektroporation.
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Abb. 19: Effekte der siRNAs auf die BCR-Abl-vermittelte Zellproliferation. Die Zellen wurden
mit GL2-, b2a2-0- und b2a2-3-siRNA-Duplizes elektroporiert, in Medium mit (B) und ohne (A) IL-3
inkubiert und fiinf Tage mit Trypanblaufarbung gezéhlt.

Um zu zeigen, dass der Effekt der Zellproliferationsverzogerung BCR-Abl-abhéngig ist,
bekam ein Teil der Zellen nach der Elektroporation IL-3-haltiges Medium. Demzufolge
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sollten auch die Zellen mit BCR-Abl-Reduktion iiberleben. Die Abbildung 19 zeigt, dass die
Wachstumskurven der verschieden elektroporierten Zellen sehr dicht beieinander liegen.
Auch die Kontrolle ohne siRNA ist nicht wesentlich verdndert im Vergleich zu den Zellen mit
siRNA. Allerdings lag bei den Zellen mit der b2a2-3-siRNA am zweiten Tag eine

Verzogerung des Zellwachstums auf 65 % vor.

3.3.3.3 Effekte der siRNAs in humanen b2a2-positiven Zellen

Mit weiteren Zelllinien wurde untersucht, ob durch die Elektroporation von chemisch
synthetisierten siRNAs auch in humanen b2a2-positiven Zellen eine Proliferations-
verzogerung erreichen. Zur Verfligung standen die leukdmische Zellinien BV173, JK-1 und
Meg0O1. MegO1 konnte fiir Elektroporationsversuche nicht verwendet werden, da diese
Zellkultur in Suspension und adhdrent wichst. Bei dieser Zelllinie sind tdgliche
Zellzahlbestimmungen nur mit parallelen Ansédtzen mdglich. Zudem miissten die Zellen vor
jeder Messung erst abgelost werden, wodurch die Zellzahlbestimmung fehleranfillig wird.
Um sicherzustellen, dass alle drei Zelllinien BCR-Abl-abhidngig wachsen, wurden sie mit
1uM STI571 inkubiert. BV173 und Meg0O1 zeigten nach drei Tagen ein komplettes
Zellsterben, wihrend die JK-1-Zellen unbeeinfluf3t blieben.

Zellproliferation von BV173-Zellen
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Abb. 20: Zellproliferation von BV173, Meg01 und JK-1-Zellen nach Inkubation mit STI5S71. Es
wurden 1x10° Zellen ausgesit, jeweils Ansdtze ohne Zusatz und mit 1uM STI571 pipettiert und iiber
mehrere Tage die Zellzahl mit Trypanblaufarbung bestimmt.
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Die Abbildung 20 zeigt deutlich, dass sich bei den Meg0Ol-Zellen auch ohne
Tyrosinkinaseinhibitor die meisten Zellen adhdrent auf der Oberfliche anlagerten. Um sich

die sonst notwendige und zudem fehlerbehaftete Abldseprozedur zu ersparen wurden die

Meg01-Zellen im nidchsten Experiment stattdessen unter dem Mikroskop beobachtet.

Abb. 21: Zellproliferation von Meg01-Zellen nach Inkubation mit STI571. Es wurden 1,5x10°
Zellen ausgesit, nach 48 Stunden der Uberstand abgenommen, gegen Medium ausgetauscht und nach
weiteren 24 Stunden Medium mit 0; 0,2; 0,5 und 1 uM STI571 zu den Zellen gegeben. Die Fotos
wurden sieben Tage nach STI-Gabe aufgenommen.

Bei den BV173-Zellen wurden drei voneinander unabhiingige Experimente zur Uberpriifung
der STI571-Sensibilitdt durchgefiihrt. In diesen Zellen sollte nun die Reduktion des b2a2-
Proteins durch chemisch synthetisierte siRNAs untersucht werden. Die siRNAs wurde durch
Elektroporation in die Zellen transfiziert und die Zellproliferation durch Zéhlen der Zellen
bestimmt. Es wurden 0,5ug siRNA-Duplex in 1x10°-BV173-Zellen bei 250V/ 10ms
elektroporiert und je 1x10°-Zellen in neue Platten iiberfiihrt und die Zellzahl tiber mehrere
Tage bestimmt. Die Zellen, die mit der b2a2-3-19nt siRNA elektroporiert wurden, zeigten
eine Wachstumsverzogerung von 50% gegeniiber den Kontrollzellen, die mit der GL2-siRNA
elektroporiert wurden. Die Proliferationskurve der Zellen ohne Elektroporation ist in der

Abbildung 20 mit der STI-Sensibilitéit dargestellt.
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Zellproliferation von BV173-Zellen
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Abb. 22: Zellproliferation von BV173-Zellen nach Elektroporation mit den chemisch
synthetisierten siRNAs GL2 als Kontroll-siRNA und b2a2-3-19nt. Es wurden 1x10° Zellen
elektroporiert und ausgesit, 1x10° Zellen in Vertiefungen einer 24-Lochplatte ausgesit und die
Zellzahl mit Trypanblaufirbung tiber mehrere Tage bestimmt. Es wurden drei voneinander
unabhéngige Versuche durchgefiihrt.

3.3.4 shRNA-Expression durch pSuper-Plasmide

Da mit chemisch synthetisierten siRNAs eine maximale Reduktion von 56% erreicht werden
konnte, sollten weitere siRNA-Sequenzen ausgewdhlt und untersucht werden. Um eine
spétere stabile siRNA-Expression vorzubereiten, wurden DNA-Oligonukleotide so konstruiert
und hinter einen H1-Promotor in das pSuper-Plasmid kloniert, dass siRNA-Sequenzen in
Form von short hairpin RNAs exprimiert wurden. Die Effizienz dieser shRNAs wurde im

Reportersystem mit sb2a2-EGFP und in Ba/F3-b2a2-Zellen untersucht.

3.3.4.1 Klonierung von Oligonukleotiden in pSuper
Die Abbildung 23 zeigt die ausgewihlten Sequenzbereiche fiir die Generierung weiterer
shRNAs.

5'CTGACCATCAATAAGGAAG |AAGCCCTTCAGCGGCCAGTA 31"

N21
b2a2-1
b2a2-2 Moy
b2a2-3 21nt Noy
NIO

b2a2-3 19nt

Abb. 23: Sequenzbereiche der neu ausgewihlten shRNAs

Diese siRNAs sollten von einem stabilen System produziert werden. Dazu wurde das pSuper-

Plasmid verwendet (s. Anhang), welches auf einem pBluescript-Vektor basiert und zusitzlich
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einen H1-RNA-Promotor enthélt. Fiir die shRNA-Klonierung wurden fiir jede siRNA zwei
Oligonukleotide (Sense- und Antisense-Strang) synthetisiert, hybridisiert und passend in den
Vektor ligiert. Die Oligonukleotide sind so konstruiert, dass nach der Transkription die
shRNA entsteht. Demzufolge besitzen der Sense- und der Antisense-Strang des Plasmides
jeweils die volle Sequenz des Duplex, wobei die beiden Duplex-Stringe durch eine Loop-
Sequenz verbunden werden (Abb.24). Am Ende der Sequenz stehen fiinf Thymidine, die als
Stoppsignal den Abbruch der Aktivitit der Polymerase III erzeugen.

Duplex '
sense ~ "~ antisense Stopsignal
5‘ABgllI-CCC —— ttcaagaga —— TTTTT GG Sall 3
H1-Promotor .
sense antisense
3‘ABglll-GGG — aagttctct AAAAACCSall 5°¢

Abb. 24: Oligonukleotidstruktur fiir die Klonierung in pSuper

Der Vektor pSuper wurde mit den Restriktionsenzymen Bg/Il und Sal/l geschnitten,
dephosphoryliert und mit den phosphorylierten und hybridisierten Oligonukleotiden ligiert.
Nach der Transformation und Selektion positiver Klone wurde die shRNA-Sequenz mit Hilfe

einer automatischen Sequenzierung tiberpriift.

3.3.4.2 Test der Effizienz der shRNAs in einem Reportersystem

Um die Effizienz der shRNAs in pSuper zu bestimmen, wurde erneut die Kotransfektion der
Plasmide mit dem sb2a2-EGFP-Reportergen durchgefiihrt und die Reduktion der
griinleuchtenden Zellen im FACS gemessen. Als Kontrollen wurde der pSuper-Vektor allein

und ein irrelevantes pSuper-shRNA-Konstrukt (GL4) verwendet.
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Transfektion in HeLa-Zellen
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Abb. 25: Reduktion der GFP-Fluoreszenz durch shRNA-Expression von pSuper-Plasmiden
nach  Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Reportergen in HeLa-Zellen. Die
Transfektionseffizienz wurde durch Expression des LNGF-Rezeptors bestimmt und die GFP-
Fluoreszenzen der Effizienz angepalit. Aus diesen Werten wurde zwischen dem Leer-Vektor und dem
pSuper-GL4-Plasmid ein Mittelwert gebildet und als 100% GFP-Expression angenommen.

Die Abbildung 25 zeigt, dass auch hier die b2a2-3-21nt-shRNA am effektivsten die GFP-
Fluoreszenz auf 28% reduzierte. Die anderen shRNAs erreichten Reduktionen zwischen 56

und 68%. Es wurden die Ergebnisse von drei unabhéngigen Versuchen zusammengefasst.

3.3.4.3 Effekte der shRNAs in einer himatopoetischen Zelllinien

Zusitzlich sollte untersucht werden, ob die von pSuper exprimierten shRNAs die ber-abl-
Wildtyp-mRNA reduzieren. Durch Expression der b2a2-3-21nt-shRNA sollte die BCR-Abl-
Expression der Ba/F3-b2a2-Zelllinie inhibiert und damit das Zellwachstum unterdriickt
werden.

Jeweils 1x10° Ba/F3-b2a2-Zellen wurden mit dem pSuper-b2a2-3-21nt-shRNA-Plasmid, dem
Kontrollplasmid pSuper-GL4 und ohne Plasmid elektroporiert, 5x10* Zellen pro
Elektroporationsansatz in 24-Lochplatten iiberfiihrt und sowohl mit als auch ohne IL-3

kultiviert. Fiinf Tage wurde die Zellzahl nach Trypanblaufarbung bestimmt (Abb.26).
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Abb. 26: Effekte der von pSuper exprimierten shRNAs auf die BCR-Abl-vermittelte
Zellproliferation. Die Ba/F3-b2a2-Zellen wurden ohne Plasmid, mit pSuper-GL4 und mit pSuper-
b2a2-3-21nt elektroporiert, in Medium (A) mit und (B) ohne IL-3 inkubiert und an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung gezéhlt. In der Abbildung sind die Mittelwerte
von drei unabhingigen Versuchen dargestellt.

Die Kontrollzellen mit Elektroporation ohne Plasmid zeigen im Vergleich zu den Zellen, die
mit Plasmid elektroporiert wurden, ein deutlich schnelleres Wachstum.

Bei Elektroporation von kurzen siRNAs (3.3.3.2) war kein Unterschied im Zellwachstum mit
und ohne siRNA-Transfektion zu erkennen. Im Vergleich zu den Zellen, die mit dem pSuper-

GL4-Plasmid elektroporiert wurden, zeigten die Ba/F3-b2a2-Zellen mit b2a2-3-21nt-shRNA-
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Expression eine deutliche Wachstumsverzogerung (50-60%) am Tag 3 und 4 in den Ansitzen
ohne IL-3. In parallel mit IL-3 durchgefiihrten Ansdtzen zeigte sich ebenfalls eine

Wachstumsverzogerung.

3.3.5 shRNA-Expression durch das retrovirale Plasmid pBabepuro

Bisher konnte mit den verschiedenen siRNAs nur eine transiente Reduktion der bcr-abl-
mRNA gezeigt werden. Um eine stabile ShRNA-Expression zu erreichen, wurden die Zellen

mit einem shRNA-exprimierenden Retrovirus transduziert.

3.3.5.1 Klonierung der shRNA-Expressionskassette in das retrovirale Plasmid

Fiir die Klonierung des transgenen pBabepuro-Plasmids wurde der Vektor mit dem Nhel-
Restriktionsenzym gespalten, um doppelte Kopien der shRNA-Expressionskassetten zu
bekommen. Die iiberhdngenden Nukleotide wurden mit dem Klenow-Enzym aufgefiillt und
dephosphoryliert. Die HI-Promotor-shRNA-Kassette des jeweiligen pSuper-Plasmids wurde
mit den blunt-end spaltenden Enzymen Smal und Hincll herausgeschnitten und in den
linearisierten Vektor ligiert. Nach Transformation und Anreicherung des Plasmids konnten
die positiven Klone mit einem EcoRI-Verdau identifiziert werden. Da die shRNA-Kassette zu
Beginn eine Schnittstelle aufweist und im Vektor primédr eine EcoRI-Schnittstelle vorhanden
ist, entstehen bei positiven Klonen mit der richtigen Orientierung zwei Fragmente mit 1100
und 4000 Bp. Mit dieser Methode wurden die siRNAs anti-GL4 und b2a2-3-21nt, sowie der
H1-Promotor allein in das pBabepuro-Plasmid kloniert.

Die Vektorkarten fiir das pBabepuro-Plasmid und das pSuper-Plasmid befinden sich im
Anhang.
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3.3.5.2 Effizienz der exprimierten shRNAs in einem Reportersystem

Die Effizienz der shRNA nach Expression durch das retrovirale Plasmid wurde im
Reportersystem durch Kotransfektion in HeLa-Zellen mit sb2a2-EGFP kontrolliert. Die b2a2-
3-21nt-shRNA reduzierte den Anteil griinfluoreszierender Zellen auf 35%, vergleichbar mit

der Reduktion durch das entsprechende pSuper-Plasmid (28%).

Transfektion in HeLa-Zellen
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Abb. 27: Reduktion der GFP-Fluoreszenz durch shRNA-Expression des pBabepuro-Plasmids
nach Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Reportergen in HeLa-Zellen. Die
Transfektionseffizienz wurde durch Expression des LNGF-Rezeptors bestimmt und die GFP-
Fluoreszenzen entsprechend verdndert. Aus diesen Werten wurde zwischen dem pBabepuro-H1 und
dem pBabepuro-GL4-Plasmid ein Mittelwert gebildet und als 100% an GFP-Expression angenommen.

3.3.5.3 Nachweis der siRNA im Northern Blot

Um zu zeigen, dass die b2a2-3-21nt-shRNA von den Plasmiden pBabepuro und pSuper
exprimiert wurde, wurde ein Northern Blot durchgefiihrt. Die shRNA-exprimierenden
Plasmide wurden mit Lipofektion in HeLa-Zellen transfiziert und nach 48 Stunden die RNA
mit der Trizol-Methode isoliert. Nach Auftrennung der RNA (je 10ug) auf einem PAA-Gel,
Ubertragung auf eine Nylon-Membran und Hybridisierung mit den spezifischen Sonden
konnten die Banden fiir die b2a2-3-21nt-siRNA in hairpin-Form (51nt) und den prozessierten
Antisense-Strang (21nt) detektiert werden (Abb.28). Als Ladungskontrolle wurde die
Membran zusdtzlich mit einer U6-Promotor-Sonde hybridisiert und die entsprechenden
Banden detektiert (106nt). Als Positiv-Kontrolle wurde der Antisense-Strang der chemisch
synthetisierten siRNA b2a2-3 (10pmol) aufgetragen und als Einzelmolekiil (19nt) sowie in
Duplexform (38nt) detektiert. Die radioaktiven Arbeiten wurden von Frau K. Battmer

durchgefiihrt.
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Abb. 28: Northern Blot der exprimierten shRNAs nach Transfektion der Plasmide pBabepuro
und pSuper in HeLa-Zellen. Nach Lipofektion der Plasmide in HeLa-Zellen wurde die RNA nach
48h isoliert und und mit spezifischen Sonden auf einer Membran hybridisert. Als Positivkontrollen
dienten der U6-Promotor (106nt) und der Antisense-Strang der chemisch synthetisierten b2a2-3-19nt
siRNA.

3.3.5.4 Virustransduktion in Ba/F3-b2a2-Zellen
Virusproduktion und Transduktion in Ba/F3-b2a2-Zellen

Der b2a2-3-21nt-shRNA-exprimierende Retrovirus wurde nach Transfektion der Plasmide
ecoenv-IRES-puro, M57 gag-pol und pBabepuro von der Verpackungszellinic ®Nx-GP
produziert. Nach Konzentrierung der Viruspartikel durch Ultrazentifugation wurden 1x10°-
Ba/F3-b2a2-Zellen in zwei verschiedenen Ansdtzen mit A: 5yl sowie B: 50ul
Virussuspension transduziert. Retroviren mit dem H1-Promotor allein (pBabepuro-H1) und
mit einer H1-anti-GL4-shRNA-Kassette (pBabepuro-GL4) im pBabepuro-Plasmid dienten als
Kontrollviren. Am Tag nach der Transduktion wurden die Ansédtze mit 3pg/ml Puromycin
versetzt und somit die infizierten Zellen selektioniert. Um ein Zellsterben durch den
inhibitorischen Effekt der b2a2-3-21nt-siRNA auf das BCR-Abl-Protein zu verhindern,
wurden die Zellen mit IL-3 inkubiert.

Sechs Tage nach der Transduktion bildeten die im Ansatz B infizierten Zellen aufgrund ihrer
Puromycinresistenz eine einheitliche Zellkulturpopulation, die Zellen des Ansatzes A nach 12
Tagen. Die Ba/F3-b2a2-Kontrollzellen ohne Virustransduktion waren unter der
Puromycingabe gestorben. Interessanterweise wuchsen die H1- und GL4-Kontrollzellen unter
Puromycin schneller an, als die b2a2-3-2 1nt-shRNA-exprimierenden Zellen.

Die Ba/F3-b2a2-Zellen wurden nochmals am Tag 20 (2 TD) und 23 (3 TD) nach der ersten
Transduktion mit 50 pl des b2a2-3-21nt-shRNA-exprimierenden Virus inkubiert.
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Zellproliferation der transduzierten Ba/F3-b2a2-Zelllinie
Um einen inhibitorischen Effekt der b2a2-3-21nt-shRNA auf die BCR-Abl-positiven Zellen

beobachten zu konnen, wurde den puromycinresistenten Zellen 10 bzw. 14 Tage nach
Transduktion 1 der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen und die Zellproliferation liber mehrere
Tage beobachtet (Abb. 29). Die Zellen mit dem b2a2-3-21nt-shRNA-Virus zeigten den
gleichen Wachstumsverlauf, wie die Kontrollzellen. Um sicherzustellen, dass die Zellen noch
Wachstumsfaktor-abhingig wuchsen, wurde STI571 (1 uM) in einem weiteren Ansatz zu den
Zellen mit dem b2a2-3-21nt-shRNA-Virus gegeben. Diese Zellen zeigten bereits am Tag 1

eine verringerte Zellzahl und waren am Tag 3 nicht mehr nachweisbar.

Zellproliferation ohne IL-3
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Abb. 29: Zellproliferation der Ba/F3-b2a2-Zellen nach Transduktion mit drei verschiedenen
Retroviren (pBabepuro-H1, pBabepuro-H1-GL4, pBabepuro-H1-b2a2-3-21nt). Am 10. Tag (bei
50ul Virus) bzw. 14. Tag (Sul Virus) nach Transduktion wurde den puromycinresistenten Zellen das
IL-3 entzogen, 5x10° Zellen pro Zelllinie vorgelegt und iiber mehrere Tage mit Trypanblaufirbung die
Zellzahl bestimmt.

Farbung mit Propidiumiodid (PI)

In einem weiteren Experiment wurde direkt das Zellsterben nach Entzug von IL-3 beobachtet.
Den Ba/F3-b2a2-Zellen wurde nach Transduktion mit den verschiedenen Retroviren
(pBabepuro-H1, GL4, b2a2-3-21nt) und Selektion mit Puromycin zwischen vier und elf
Tagen nach Transduktion der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen. Nach weiteren drei Tagen
wurde der Zellkultur ein Aliquot entnommen und mit dem PI-Reagenz angefirbt. Die Zellen
wurden mit dem FACS detektiert. Das Ergebnis dieser Untersuchungen war vergleichbar mit
der Zellproliferation. Der Anteil toter Zellen war in allen mit verschieden pBabepuro-
Konstrukten transduzierten Ba/F3-b2a2-Zellen gleich. Auch nach mehrfachen Virustrans-
duktionen waren gleiche Populationen abgestorbener Zellen bei den Kontroll- und den b2a2-

3-21nt-shRNA transduzierten Zellen sichtbar (Abb. 30). Zusitzliche Messungen zeigten auch
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hier eine Wachstumsfaktor-Abhéngigkeit der Zellen, da in allen Populationen 90% der Zellen
nach Zusatz von 1uM des Tyrosinkinaseinhibitors STIS71 abstarben.

Pl-Farbung
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Abb. 30: Anteil toter Zellen drei Tage nach IL-3-Entzug. Den mit den Virusarten pBabepuro-H1,
-H1-GL4 und -H1-b2a2-3-21nt transduzierten Ba/F3-b2a2-Zellen wurde zwischen vier und 11 Tagen
nach der letzten Transduktion der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen und nach weiteren drei Tagen der
Anteil toter Zellen mit dem FACS nach PI-Firbung gemessen. In parallelen Versuchen wurde zu
einem Aliquot jeder Zellpopulation 1uM STI571 gegeben und ebenfalls nach drei Tagen der Anteil
toter Zellen bestimmt. Der Datenpunkt im Diagramm entspricht dem Mittelwert aller Messungen.

Reduktion der b2a2-mRNA-Expression

In den vorangegangenen Experimenten war in den transduzierten Ba/F3-b2a2-Zellen nach
IL-3-Entzug kein Zellsterben zu beobachten. In einem weiteren Versuch wurde aus den Zellen
mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) zytosolische RNA aufgereinigt und nach DNase-Verdau
und reverser Transkription eine quantitative Real Time-PCR fiir b2a2 und GAPDH
durchgefiihrt. Fiir die Standardisierung der Werte beider Gene wurde eine Eichkurve aus
cDNA eines definierten Ba/F3-b2a2-/TonB-Zell-Mix aufgenommen. Um die b2a2-mRNA-
Werte der verschiedenen Proben vergleichen zu kdnnen, wurde die Anzahl der b2a2-mRNA-
Kopien auf die GAPDH-Werte bezogen berechnet. Die Abbildung 31 zeigt die b2a2-
GAPDH-Quotienten der Proben der Ba/F3-b2a2-Zellen, die mit den Viren der Transgene
pBabepuro-H1, -GL4 und -b2a2-3-21nt transduziert wurden. Die Transduktion mit dem b2a2-
3-21nt-shRNA-exprimierenden Virus wurde zweimal wiederholt (2 TD, 3 TD). Zellen zur
RNA-Isolierung wurden vier Tage nach der jeweils letzten Transduktion entnommen. Nach
drei Transduktionen konnte eine Reduktion der b2a2-mRNA auf 67 % im Vergleich zu den

Kontrollen gemessen werden.
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Reduktion der bcr-abl-mRNA
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Abb. 31: Reduktion der b2a2-mRNA in Ba/F3-b2a2-Zellen nach Virustransduktion. Nach
Transduktion mit den Retroviren pBabepuro-H1, -GL4 und -b2a2-3-21nt wurde aus den Zellen RNA-
isoliert und tiiber eine Real Time-RT-PCR quantifiziert. Der Quotient aus dem b2a2- und GAPDH-
Wert jeder Probe gibt den normierten b2a2-Gehalt der Zelle an.

3.3.6 shRNA-Expression durch das lentivirale Plasmid dcH1-shRNA-SR

3.3.6.1 Klonierung des HI1-Promotor-shRNA-Konstruktes aus pSuper in das
lentivirales Plasmid

Fiir die lentivirale Transduktion der Zellen wurde das Plasmid dcH1-shRNA-SR verwendet.
Dieses Plasmid wurde von Frau M. Scherr konstruiert, in dem nach Elimination der EGFP-
WPRE-Kassette das RFP aus dem pCMV-DsRed-Express-Plasmid [Clontech] in den
pHR’SINcPPT-SEW-Vektor eingesetzt wurde [62].

Die shRNA-Expressionskassette wird iiber die Restriktionsschnittstelle SnaBI in die LTR-
Region des transgenen Plasmids kloniert. Daraus erzeugt die Reverse Transkriptase beim
Umschreiben in die cDNA zwei Kopien. Der Vektor wurde dephosphoryliert, die H1-shRNA-
Kassette wurde mit Smal und Hincll aus dem pSuper-Vektor herausgeschnitten, die
iiberhdngenden Enden mit dem Klenow-Enzym aufgefiillt und so blunt end in den lentiviralen
Vektor ligiert. Die positiven Klone konnten nach einem EcoRI-Restriktionsverdau durch zwei
Fragmente mit 1330 Bp und 8460Bp identifiziert werden. Auf diese Weise wurden die
b2a2-3-shRNAs mit 19 und 21 Nukleotiden Linge, sowie die Kontroll-shRNA GL4 in den

lentiviralen Vektor kloniert.
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3.3.6.2 Effizienz der exprimierten shRNAs in einem Reportersystem

Die shRNA-Expression durch das lentivirale Plasmid wurde wieder mit dem bereits
beschriebenen Reportersystem durch Kotransfektion mit sb2a2-EGFP iiberpriift. Die
Abbildung 32 zeigt die Reduktion des GFP durch die lentiviralen Plasmide im Vergleich zu
den pSuper-Plasmiden. Die b2a2-3-21nt-shRNA zeigte auch im lentiviralen Plasmid eine
starke Reduktion des GFP auf 20-30%. Die b2a2-3-19nt-shRNA war, wie schon im pSuper-

Plasmid, weniger effizient.

Transfektion in HeLa-Zellen
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Abb. 32: Reduktion der GFP-Fluoreszenz durch Expression von shRNAs durch das lentivirale
Plasmid dcH1-shRNA-SR im Vergleich zu den entsprechenden pSuper-Plasmiden nach
Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Reportergen in HeLa-Zellen. Die Transfektionseffizienz
wurde durch Expression des LNGF-Rezeptors bestimmt und die GFP-Fluoreszenzen der Effizienz
angeglichen. Die GFP-Expression der Kontroll-GL4-shRNA entsprach 100%.
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3.3.6.3 Effekte der Plasmid-exprimierten shRNAs in Ba/F3-b2a2-Zellen

Wie effektiv die shRNA-Expression durch die lentiviralen Plasmide dcH1-b2a2-3-19nt-SR
und dcH1-b2a2-3-21nt-SR im b2a2-positiven Zellsystem ist, sollte durch Elektroporation der
Plasmide in die Ba/F3-b2a2-Zelllinie gezeigt werden. Die Zellen wurden mit den b2a2-3-
shRNA-Plasmiden, dem Kontrollplasmid dcH1-GL4-SR und ohne Plasmid unter
Standardbedingungen elektroporiert, zu je 5x10* Zellen in neue Platten umgesetzt und in den
folgenden  Tagen  mittels  Trypanblaufirbung  gezéhlt. Dabei  wurden  pro
Elektroporationsansatz Wachstumsbedingungen mit und ohne IL-3 gewihlt. Die Abbildung
33 zeigt keinen Unterschied in der Zellproliferation zwischen den dcH1-shRNA-Plasmiden
mit GL4 bzw. b2a2-3-19nt (Abb. 33: A/B), aber eine deutliche Wachstumsverzogerung der
Zellen mit dem b2a2-3-21nt-Plasmid (Abb. 33: C). Auch IL-3 im Medium der Zellen konnte
diese Wachstumsverzogerung nicht aufheben (Abb. 33: D). Dieses Ergebnis spiegelt die
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deutlich bessere Reduktionseffizienz der 21nt langen siRNA sowie einen unspezifischen,
nicht mit IL-3 regenerierbaren Effekt wieder. Auch hier hat sich gezeigt, das die

Elektroporation von Plasmid allein bereits zu einer Wachstumsverzogerung der Zellen fiihrt.

Zellproliferation ohne IL-3 Zellproliferation mit IL-3
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Abb. 33: Einfluss der Plasmid-exprimierten shRNAs auf die BCR-Abl-vermittelte
Zellproliferation. Die Ba/F3-b2a2-Zellen wurden ohne Plasmid, mit dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-
3-SR (19 bzw. 21nt) elektroporiert, in Medium mit und ohne IL-3 inkubiert und iiber einen Zeitraum
von fiinf Tagen mittels Trypanblaufdrbung gezéhlt. In der Abbildung sind die Mittelwerte von drei
unabhéngigen Versuchen dargestellt.

3.3.6.4 Virustransduktion in hiimatopoetische Zelllinien

Die Prdparation der Lentiviren erfolgte mit dem dcH1-shRNA-SR-Plasmid als Transgen,
pCMVARS.9.1 fiir die Produktion der Proteine und dem pMD.G-Plasmid zur Expression des
VSV.G-Hiillproteins in 293T-Zellen. Nach Titerbestimmungen in K562-Zellen wurden Titer
von 1*¥10° - 5*10” Viruspartikel/ml erreicht. Es wurden Transduktionen in verschiedene

murine und humane b2a2-positive Zellen sowie Kontrollzelllinien durchgefiihrt.

Transduktion des Lentivirus in murine Zelllinien

e Virustransduktion in Ba/F3-b2a2-Zellen
Messung der RFP-Expression
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Fiir diese Messungen wurde die 21nt-lange siRNA verwendet, die experimentell die hochste
Effizienz gezeigt hat. Ba/F3-b2a2-Zellen wurden mit GL4- und b2a2-3-21nt-shRNA-
exprimierenden Viren mit einer MOI von 15 transduziert und der Anteil an
rotfluoreszenzierenden Zellen iiber einen Zeitraum von 30 Tagen im FACS-Gerit gemessen.
Der Anteil RFP-exprimierender Zellen mit der b2a2-3-21nt-shRNA nahm im Gegensatz zu
der GL4-shRNA-Kontrolle innerhalb der ersten zehn bis zwolf Tage um etwa 50% ab. Dabei
war kein Unterschied zwischen den Zellen mit bzw. ohne IL-3-Inkubation nach Transduktion

zu sehen (Abb.34).
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Abb. 34: Messung des Anteils rotfluoreszenzierender Ba/F3-b2a2-Zellen im FACS nach
Transduktion mit dem Lentiviren dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR, Wachstum der
Zellen mit (A) und ohne (B) IL-3. Es wurden drei voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Rotfluoreszenzintensitit der transduzierten Zellen, ist

ebenfalls ein starker Verlust innerhalb der ersten Woche zu beobachten (Abb. 35). Die Zellen

zeigten in den verschiedenen Versuchen eine unterschiedlich starke Rotfluoreszenzintensitét

(durch hohe Fehlerindikatoren zu erkennen) zwei Tage nach der Transduktion im Vergleich

zu den Kontrollzellen. Nach einer Woche sank die Intensitét jeweils auf 10 bis 20% ab.
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Abb. 35: Durchschnittliche Rotfluoreszenzintensitit der Ba/F3-b2a2-Zellen nach Transduktion
mit dem Lentiviren dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR, Wachstum der Zellen mit (B) und
ohne (A) IL-3. Es wurde das Verhiltnis der Rotfluoreszenzintensititen von b2a2-3-21nt-shRNA-
transduzierten Zellen zu GL4-Kontrollzellen (%) aufgetragen. Es wurden drei voneinander
unabhéngige Versuche durchgefiihrt.
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Die Abnahme der Rotfluoreszenzintensitit der b2a2-3-2 Int-shRNA-transduzierten Zellen war

vor allem durch das Absterben der stark rotleuchtenden Zellen bedingt (Abb.36).

Tag 4 Tag 9

dcH1-GL4-SR
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Abb. 36 : FACS-Daten von Tag 4 und Tag 9 der Virustransduktion mit den Transgenen dcH1-
GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR, Wachstum unter IL-3.
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Die Abbildung 36 zeigt die FACS-Daten von zwei Tagen eines Versuches mit IL-3.

Hier wird deutlich erkennbar, dass bereits am Tag 9 keine Fraktion mit stark rotleuchtenden
Zellen, in denen die b2a2-3-21nt-shRNA exprimiert wird, mehr meB3bar war.

Eine Transduktion in Ba/F3-b2a2-Zellen wurde mit dem dcH1-b2a2-3-19nt-SR-Plasmid als
Transgen durchgefiihrt. Dabei sank der Anteil rotfluoreszierender Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen innerhalb einer Woche nur um 5%, nach 14 Tagen um 15% und nach 30 Tagen
um 30% (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis spiegelt die geringere Effizienz der b2a2-3-
19nt-shRNA wieder.

Zellproliferation nach Virustransduktion
Um festzustellen, wie sich die Zellproliferation nach der Virustransduktion verhélt, wurden

pro Viruskonstrukt 5x10* Zellen am Tag nach der Transduktion in neue Platten ausgesit und
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jeweils an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung gezihlt. Die Abbildung 37
zeigt, dass das Wachstum der Zellen mit der b2a2-3-21nt-shRNA im Vergleich zu den
Kontrollzellen in den ersten Tagen stark verzdgert ist. Dabei zeigt die Proliferation der Zellen
mit IL-3 keinen nennenswerten Unterschied zu den Zellen ohne IL-3-Gabe. Die

Wachstumsverzogerung verlduft zeitlich parallel zu der Abnahme der stark rotleuchtenden

Zellpopulation.
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Abb. 37: Wachstum der Ba/F3-b2a2-Zellen nach Transduktion mit dem shRNA gegen b2a2
exprimierenden Lentivirus ohne (A) und mit IL-3 (B). Am Tag nach der Transduktion wurden
5x10* Zellen pro Zelllinie vorgelegt und die Zellzahl iiber mehrere Tage mittels Trypanblaufirbung
bestimmt.
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Nachweis der b2a2-mRNA-Reduktion

Nach verschiedenen Transduktionen von Lentiviren mit b2a2-3-21nt-shRNA-Expression in
Ba/F3-b2a2-Zellen wurden am jeweils zweiten, dritten und vierten Tag nach Transduktion
Zellen zur Gesamt-mRNA-Aufreinigung nach der Trizolmethode entnommen. Die RNA der
Zellen mit der anti-b2a2- sowie GL4-shRNA wurde mit DNase gespalten und in ¢cDNA
umgeschrieben. Die cDNA der b2a2-mRNA wurde mit einer quantitativen PCR-Reaktion im
Tagman amplifiziert und durch fluoreszenzmarkierte Sonden detektiert. Um den Gehalt der
b2a2-mRNA der einzelnen Proben vergleichen zu konnen, wurde parallel eine PCR-Reaktion
zur Amplifikation von murinem GAPDH (ein zelleigenes Gen) durchgefiihrt. Der Quotient
aus dem Wert der b2a2-mRNA und der GAPDH-mRNA ergab den relativen b2a2-mRNA-
Anteil der Zellen. Die Abbildung 38 zeigt die ermittelten Quotienten.

Real-time PCR
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0 |
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Abb. 38: Quantitative Bestimmung der b2a2-mRNA-Reduktion mit Real Time-PCR.
Es wurde der RNA-Gehalt pro Zelle an b2a2 und GAPDH bestimmt. Der Quotient gab den genauen
Wert der b2a2-mRNA an. Es wurden drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt.

Die b2a2-mRNA der Zellen, die mit dem anti-b2a2-Lentivirus transduziert wurden, war zwei
Tage spéter im Vergleich zu den Zellen mit dem GL4-Virus um 48% reduziert. Im Vergleich
zu den Kontrollzellen ohne Virustransduktion betrug die Reduktion sogar 55%. Die Inhibition
der b2a2-mRNA nahm im Verlauf der folgenden zwei Tage ab. Am Tag 4 nach Transduktion
betrug die b2a2-mRNA-Reduktion nur noch 18% (im Vgl. zu GL4) bzw. 12% (im Vgl. zu

Kontrollzellen ohne Virustransduktion).
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e Virustransduktion in Ba/F3-Wildtyp-Zellen
Messung der RFP-Expression
In Kontrollexperimenten wurden Ba/F3-Zellen mit den b2a2-3-21nt-shRNA-exprimierenden
sowie mit den Kontrollviren (dcH1-GL4-SR) mit einer MOI von 20 transduziert. Wahrend der
Anteil rotfluoreszierender Zellen bei den Kontrollzellen mit der GL4-shRNA {iber 30 Tage
gleich blieb, sank er bei den Zellen mit der shRNA gegen b2a2 innerhalb von sieben Tagen
von 73% auf 45%, nach zwei Wochen auf 32% ab (Abb.39).

Virustransduktion
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o
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Abb. 39: Messung des Anteils rotfluoreszenzierender Ba/F3-Zellen im FACS nach Transduktion
mit den Lentiviren dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Dargestellt sind zwei von drei
unabhédngigen Versuchen.

Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Ba/F3-b2a2-Zellen nach Transduktion mit der
gleichen Virusart. Hier sank der Anteil rotfluoreszierender Zellen sowohl mit als auch ohne
IL-3-Gabe innerhalb der ersten Woche auf etwa 50 % nach zwei Wochen auf etwa 30%.

Bei Betrachtung der Rotfluoreszenzintensitit zeigte sich die gleiche Tendenz wie bei den
Ba/F3-b2a2-Zellen. Im Verhéltnis zur Intensitdt der Kontrollzellen (transduziert mit dcHI-
GL4-SR) sank die Fluoreszenzstirke bei den b2a2-3-21nt-shRNA-exprimierenden Zellen von
90% auf 40% innerhalb einer Woche.
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Intensitat der Rotfluoreszenz (RFI)
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Abb. 40: Durchschnittliche Rotfluoreszenzintensitit der Ba/F3-Zellen nach Transduktion mit
dem Lentiviren dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Es wurde das Verhiltnis der
Rotfluoreszenzintensitdten von b2a2-3-21nt-shRNA-transduzierten Zellen zu GL4-Kontrollzellen (%)
aufgetragen. Es wurden drei voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt.

Die Abnahme der Rotfluoreszenzintensitit der b2a2-3-2 1nt-shRNA-transduzierten Zellen war
auch bei diesen Zellen durch das Absterben der stark rotleuchtenden Zellen erklarbar, was

durch FACS-Messungen belegt werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Zellproliferation nach Virustransduktion

Parallel zur Messung der Rotfluoreszenz der Zellen im FACS wurde die Zellproliferation
beobachtet. Die Zellproliferation der Zellen mit dem anti-b2a2-Virus war im Vergleich zu den
GL4-Kontrollzellen nach drei und vier Tagen um 60% verzogert. Allerdings wuchsen die
Zellen mit dem irrelevanten GL4-Virus etwas langsamer als die Zellen ohne
Virustransduktion (Abb. 41). Das Ergebnis ist vergleichbar mit der Zellproliferation von
Ba/F3-b2a2-Zellen nach der Virustransduktion und wurde nach Beobachten der Abnahme der

Rotfluoreszenz auch bei Ba/F3-Zellen erwartet.
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Zellproliferation
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Abb. 41: Wachstum der Ba/F3-Zellen nach Transduktion mit den Lentiviren dcH1-GL4-SR und
dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Am Tag nach der Transduktion wurden 5x10* Zellen pro Zelllinie vorgelegt
und die Zellzahl an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung bestimmt. Es wurden drei
voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt.

e Virustransduktion in NIH3T3-Zellen

Es sollte iiberpriift werden, ob die siRNA b2a2-3-21nt generell in allen murinen Zellen eine
Reduktion eines fiir die Zellproliferation wichtigen Proteins bewirkt oder nur speziell in
Ba/F3-Zellen. Dazu wurde die Fibroblastenzelllinie NIH3T3 mit den Lentiviren gegen b2a2
und GL4 als Kontrolle transduziert.

Die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop zeigten drei Tage nach der Transduktion iiber 90%
stark rotleuchtende Zellen bei beiden verwendenten Transgenen. Am Tag 10 dagegen sah man
bei den Zellen, dic mit den dcH1-b2a2-3-21nt-SR-Viren transduziert wurden, nur noch
wenige schwach leuchtende Zellen. Die Durchlichtaufnahme zeigt eine konfluente
Zellpopulation, dass heisst, Zellen mit wenig oder gar keiner shRNA-Expression hatten einen
deutlichen Wachstumsvorteil. Bei den Kontrollzellen war die Rotfluoreszenzintensitit am Tag

10 wesentlich stirker als am dritten Tag.
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Tag 3 dcH1-GL4-SR Tag 10 Tag 3 dcH1-b2a2-3-21nt-SR Tag 10
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Abb. 42 NIH3T3 Zellen drel und zehn Tage nach Transduktlon mit den Lent1v1ren chl GL4-
SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Es wurden 1x10° Zellen in 24-Lochplatten ausgesit und nach
Erreichen von 90% Konfluenz mit 1x10° Viruspartikeln transduziert. Nach Mediumwechsel und
Waschen der Zellen wurden an mehreren darauffolgenden Tagen Aufnahmen am
Fluoreszenzmikroskop mit Fluoreszenzlicht und Durchlicht angefertigt.

Humane Zellinien

In murinen Zellen zeigte die Transduktion der b2a2-3-21nt-siRNA ein BCR-AbI

unabhédngiges Zellsterben aller Zelltypen. Es sollte nun untersucht werden, wie spezifisch die
siRNA in humanen Zellen eine Reduktion des b2a2-Proteins bewirkt. Dazu wurden b2a2-
positive Meg01-Zellen sowie die leukdmischen Kontrollzelllinien K562 mit der b3a2-
Translokation und die U937 ohne BCR-Abl-Expression verwendet.
e Virustransduktion in Meg01-Zellen
Die b2a2-positiven Meg0O1-Zellen wurden mit den shRNA-exprimierenden Lentiviren
transduziert, um ein Zellsterben durch Inhibition des BCR-Abl-Proteins zu zeigen.
Die Zellen wurden mit den Lentiviren dcH1-b2a2-3-21nt-SR und dcH1-GL4-SR als
Kontrolle transduziert und der Anteil rotfluoreszierender Zellen sowie die
Fluoreszenzintensitdt am Mikroskop und mit FACS-Messungen an mehreren Tagen
iberpriift. Die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop zeigten fiinf Tage nach der
Transduktion einen hohen Anteil stark fluoreszierender Zellen. Zwolf Tage nach der
Transduktion lebten noch 10% der Zellen mit der shRNA-Expression gegen b2a2. Bei den
Kontrollzellen waren noch 90% der Zellen vital. Diese Zellen zeigten eine noch intensivere

Rotfluoreszenz (Abb.43).
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Abb. 43: Meg01-Zellen fiinf und zwolf Tage nach Transduktion mit den Lentiviren dcH1-
GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Es wurden 5x10° Zellen in 24-Lochplatten ausgesit und nach
Erreichen von 90% Konfluenz mit 1x10° Viruspartikeln transduziert. Nach drei Tagen wurden die
Zellen von der Oberfliche abgelost und mit 3x10° Zellen pro Vertiefung einer 24-Lochplatte neu
ausgesdt. An mehreren darauffolgenden Tagen wurden Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop mit
Fluoreszenzlicht und Durchlicht angefertigt.

=3

Die FACS-Messung spiegelt diese Ergebnisse wieder. In der Abbildung 44 ist (A) der
Anteil rotfluoreszierender Zellen, (B) das Verhéltnis der Rotfluoreszenzintensitidten sowie
(C) der Anteil toter Zellen bis neun Tage nach der Transduktion dargestellt.

Der Anteil rotleuchtender Zellen lag bei allen Experimenten sowohl bei den b2a2-
reduzierten als auch bei den Kontrollzellen an allen Tagen zwischen 90 und 100%. Bei
Betrachtung der Rotfluoreszenzintensitét zeigte sich, dass das Verhéltnis der RFI b2a2-3-
21nt/GL4 von anfanglich >200% auf 40% neun Tage nach der Transduktion absank. Der
Anteil toter Zellen lag bei der ersten FACS-Messung drei Tage nach Transduktion bei allen
Zelllinien zwischen 40 und 60%. Neun Tage nach Transduktion lag der Anteil toter Zellen
den Zellen ohne Transduktion und mit dcH1-GL4-SR-Transduktion bei 30%, wohingegen
er bei den Zellen mit dem anti-b2a2-Virus bei 90% lag (Abb. 44).
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Abb. 44: FACS-Messung der Meg01-Zellen nach Transduktion mit den Lentiviren dcH1-GL4-
SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR. Es wurden 5x10° Zellen in 24-Lochplatten ausgesit und nach
Erreichen von 90% Konfluenz mit 1x10° Viruspartikeln transduziert. Nach drei Tagen wurden die
Zellen von der Oberfliche abgelost und mit 3x10° Zellen pro Vertiefung einer 24-Lochplatte neu
ausgesit. Nach sechs und neun Tagen wurden die Zellen im Uberstand im FACS-Gerit gemessen.
Es wurden drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt.
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RFP-Expression der Zellen

Die humanen Zelllinien K562 und U937 wurden mit den Lentiviren dcH1-b2a2-3-21nt-SR
und dcH1-GL4-SR transduziert und der Anteil rotfluoreszierender Zellen im FACS-Gerét
iber einen Zeitraum von 30 Tagen gemessen. Die K562-Zellen, die die b3a2-Variante des
BCR-ADbI-Proteins exprimieren, konnten in drei voneinander unabhédngigen Versuchen zu
99% sowohl mit dem GL4-Kontrollvirus, als auch mit dem anti-b2a2-shRNA-Virus mit MOI-
Werten zwischen 5 und 50 transduziert werden. Der Anteil rotfluoreszierender Zellen nahm

innerhalb mehrerer Wochen nicht ab (Abb.45A).
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Abb. 45: Anteil rotfluoreszenzierender A: K562- und B: U937-Zellen im FACS nach Transduktion mit
den Lentiviren dcH1-GL4-SR und dcH1-b2a2-3-21nt-SR
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U937-Zellen konnten in drei voneinander unabhéngigen Versuchen ebenfalls zu 99% mit den
verschiedenen Lentiviren transduziert werden. Hier sank der Anteil rotfluoreszierender Zellen
mit anti-b2a2-shRNA-Expression innerhalb von 30 Tagen auf 85% ab. Die Zellen, die mit
dem Kontrollvirus transduziert wurden, zeigten dagegen keine Verdnderung in der RFP-
Expression (Abb. 45B).

Betrachtete man bei beiden Zelllinien die Intensitét der Rotfluoreszenz (Y Mean), so konnte
man jeweils eine Abnahme des prozentualen Anteils der Rotfluoreszenzintensitit von Zellen
mit dem dcH1-b2a2-3-21nt-SR-Virus an den Kontrollzellen (dcH1-GL4-SR) beobachten
(Abb.46). Bei den K562-Zellen war diese Abnahme von 124% auf 70% in 18 Tagen gleich
stark wie bei den U937-Zellen (von 85% auf 30%). In den Abbildungen sind die einzelnen
Messungen (A-C) sowie der Mittelwert (MW) dargestellt. Die Intensitit der Rotfluoreszenz
der GL-4-Kontrollzellen entspricht 100%. In den einzelnen Transduktionsversuchen war,
prozentual gesehen, die Rotfluoreszenzintensitit der Zellen mit dem b2a2-3-21nt-shRNA-
Virus im Vergleich zu den Kontrollzellen sehr unterschiedlich. Die Werte schwankten

zwischen 60% und 180%.
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Abb. 46: Prozentualer Anteil der Intensitit der Rotfluoreszenz der A: K562- und B: U937-Zellen
mit dem dcH1-b2a2-3-21-SR-Virus an den Kontrollzellen, transduziert mit dcH1-GL4-SR-
Lentivirus. Es wurde in jedem der drei voneinander unabhingigen Experimente der prozentuale
Anteil der Intensitit der Rotfluoreszenz (YMean) der b2a2-3-21nt-transduzierten Zellen an der
Intensitdt der GL4-Kontrollzellen bestimmt und daraus ein Mittelwert gebildet.

Bei den K562-Zellen erreichte der Absolutwert der Rotfluoreszenzintensitit wenige Tage
nach der Transduktion der Zellen mit dem anti-b2a2-Virus, bei den verschiedenen
Experimenten sehr unterschiedliche Ausgangswerte. Diese schwankten zwischen 1000 (A, B)
und 4000 (C). Dementsprechend unterschiedlich war auch die Abnahme der Intensitdt im

Verhiltnis zu den Zellen mit dem GL4-Virus. Bei Versuch A nahm die Intensitdt von 80% auf
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60%, bei B von 180% auf 150% ab. Bei dem Versuch C dagegen nahm die Intensitit von
110% auf 60% ab. Die Rotfluoreszenzintensitdtsabnahme war bei dem Versuch mit einer
dreifach hoheren absoluten Ausgangsfluoreszenzintensitit nach 18 Tagen demzufolge doppelt

so hoch wie bei den niedrigeren Ausgangswerten.
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Abb. 47: Absolute Werte der Intensitit der Rotfluoreszenz der A: K562- und B: U937-Zellen
nach Transduktion mit dem dcH1-b2a2-3-21-SR-Virus. Es wurde in der drei voneinander
unabhingigen Experimenten der Absolutwert der Intensitét der Rotfluoreszenz (YMean) der b2a2-3-
2 Int-transduzierten Zellen gezeigt.

Entsprechend dhnlich verhielten sich die U937-Zellen. Auch hier war der Absolutwert der

Fluoreszenzintensitit nach Transduktion bei einem der Versuche sehr viel hoher (2600) als
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bei zwei anderen Versuchen (ca. 750). Allerdings war die Abnahme der Intensitéts-

verhéltnisse nach 30 Tagen bei allen Versuchen sehr dhnlich. Sie lag zwischen 55 und 65%.

Zellproliferation

Parallel zur Messung der RFP-exprimierenden Zellen im FACS wurde deren Proliferation
beobachtet und die Zellen an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung gezéhlt.
Die K562-Zellen mit der anti-b2a2-shRNA zeigten eine Verzégerung der Zellproliferation
nach ca. einer Woche (Abb. 48). Allerdings wuchsen die Zellen mit dem Kontrollvirus bereits
im Vergleich zu den nicht transduzierten Zellen langsamer. Demnach lag eine Proliferations-

verzogerung schon allein durch Transduktion mit dem Lentivirus vor.

Zellproliferation von K562-Zellen nach Virustransduktion
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Virustransduktion
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Abb. 48: Wachstum der K562-Zellen nach Transduktion mit dem anti-b2a2-shRNA-
exprimierenden Lentivirus. Am Tag nach der Transduktion wurden 5x10* Zellen pro Zelllinie
vorgelegt und die Zellzahl an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung bestimmt. In der
Abbildung wurden alle drei Experimente in Mittelwertkurven zusammengefasst.

Die U937-Zellen zeigten aufgrund der unterschiedlichen Ausgangsfluoreszenzintensititen
nach Transduktion mit dem anti-b2a2-Virus ein unterschiedliches Proliferationsverhalten in
den verschiedenen Versuchen. In dem Experiment mit hohen Intensititswerten (C) fiel die
Zellzahl nach einer Woche auf Null ab. In den beiden anderen Versuchen mit der durch-
schnittlichen Rotfluoreszenzintensitit von 750 konnte nur eine Verzogerung des Zell-
wachstums um 50% im Vergleich zu den GL4-Kontrollzellen beobachtet werden. Demnach
war es entscheidend, wie stark die U937-Zellen mit dem Lentivirus infiziert waren. Die
Darstellung zeigt deutlich eine Verzogerung des Zellwachstums mit dem b2a2-3-21nt-
shRNA-Virus im Vergleich zu den Kontrollzellen. Auch hier war die Zellproliferation der
GLA4-shRNA-transduzierten Zellen im Vergleich zu den Zellen ohne Virus leicht verzogert.
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Zellproliferation von U937-Zellen
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Abb. 49: Wachstum der U937-Zellen nach Transduktion mit dem anti-b2a2-shRNA-
exprimierenden Lentivirus. Am Tag nach der Transduktion wurden 5x10* Zellen pro Zelllinie
vorgelegt und an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Trypanblaufarbung die Zellzahl bestimmt.

Die humanen Zellen zeigten im Vergleich zum murinen Zellsystem eine Verzogerung in der
Zellproliferation und eine Abnahme der Rotfluoreszenintensitit der Zellen, aber kein Abfall

des Anteils rotfluoreszierender Zellen.

3.3.7 Einfuhrung einer Basenfehlpaarung in shRNA-Konstrukte

Da zwar eine effiziente aber auch unspezifische siRNA gegen b2a2 gefunden wurde, sollte in
weiteren Experimenten die Effizienz einer shRNA durch Einfiihren einer Basenfehlpaarung
am 3‘-Ende des Sense-Stranges erhoht werden.

Die im Absatz 3.2 beschriebene shRNA b2a2-1, durch pSuper exprimiert, zeigt im Gegensatz
zur shRNA b2a2-3 keine signifikanten Ubereinstimmungen mit der humanen c-abl-Sequenz
oder sonstigen Bereichen des humanen oder murinen Genoms. Im pSuper-Plasmid zeigte sie
allerdings nur eine Reduktion von 39% der griinfluoreszierenden Zellen nach der
Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Plasmid in HeLa-Zellen.

Um eine hohere Effizienz dieser b2a2-1-shRNA-Sequenz zu erreichen, wurden an das 3°-
Ende des Sense-Stranges des shRNA-Duplex eine Basenfehlpaarung durch Mutagenese
eingefligt [30]. Gleichzeitig wurde in der Loop-Sequenz die Base Cytosin gegen Guanin
ausgetauscht, um eine Xmnl-Schnittstelle zu zerstéren und dadurch einen Selektionsmarker

fiir eine erfolgreiche Mutagenesereaktion zu erhalten (Abb. 50).
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b2a2-1 shRNA sense loop antisense
5'CCATCAATAAGGAAG | AAGCCC-ttcaagaga-GGGCTT | CTTCC... 3"

IMKC-F CATCAATAAGGAAG | AAGCCA-ttgaagaga—-GGGCTT CTTCC

Abb. 50: Darstellung des Primers fiir die Mutagenesereaktion. Die Sequenz der b2a2-1-shRNA,
wie sie im pSuper Plasmid vorliegt, sollte mit einer Mutagenesereaktion dahingehend verdndert
werden, dass eine mismatch-Basenpaarung am 3°‘-Ende des Sense-Stranges vorliegt. Der Primer
IMKC-F sowie der komplementire reverse-Primer wurden fiir eine Mutagenesereaktion mit dem
QuikChange XL site-directed Mutagenesis Kit von Stratagene verwendet.

Mit einer gezielten Mutagenese mit dem QuickChange XL site-directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) wurde mit zwei Primern, die die entsprechenden Verdnderungen besitzen, die
Fehlbasenpaarung in das Amplifikat eingefiigt. Das neu gewonnene Plasmid pSuper-b2a2-1C
wurde durch Kotransfektion mit dem sb2a2-EGFP-Plasmid in HeLa-Zellen getestet und eine
um 50% verminderte Effizienz der shRNA beobachtet (Abb.51).

Transfektion in HeLa-Zellen
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Abb. 51: Effizienz der durch Mutagenese entstandenen shRNAs im Vergleich zu den anderen in
pSuper exprimierten shRNAs. Die durch Mutagenesereaktionen verdnderten pSuper-Plasmide
wurden mit pcDNA3.1-sb2a2-EGFP und LNSN in HeLa-Zellen kotransfiziert. Nach 48 Stunden
wurden die Zellen mit einem anti-LNGFR-Antikérper markiert und die Rot- und Griinfluoreszenz der
Zellen im FACS gemessen. Die Reduktion des GFP, mit der Transfektionseffizienz an LNGFR
normalisiert, entspricht der siRNA-Effektivitét.
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3.3.8 Vergleich der shRNAs mit anderen Sequenzen

Um siRNAs therapeutisch anwenden zu konnen, sollte die spezifische Wirkung auf die
entsprechende Zielstruktur, in diesem Fall die ber-abl-Variante b2a2, gewéhrleistet sein.

Die drei konstruierten siRNA-Sequenzen, welche als shRNAs vom pSuper-Plasmid in den
Zellen  exprimiert werden, wurden mit Sequenzen der  NCBI-Datenbank

(www.ncbi.nlm.nih.gov) verglichen. Die Tabelle 1 zeigt wichtige Ubereinstimmungen der

shRNAs mit Sequenzen des murinen und humanen Genoms.

Die Sequenz der siRNA b2a2-1 hat keine Ubereinstimmungen zu anderen murinen oder
humanen Sequenzen, die b2a2-2-siRNA nur zu einem murinen Proteinen mit 16 identischen
Nukleotiden. Die b2a2-3-21nt-siRNA dagegen zeigt eine Ubereinstimmung von 18
Basenpaaren zu einem Guanosin-bindenden Protein in murinen Zellen. Die Funktion dieses
Proteins ist noch nicht gekldrt. In humanen Zellen stimmt die siRNA-Sequenz zu 21
Nukleotiden mit dem abl-Gen {iberein. Demnach ist eine Wechselwirkungsreaktion mit der

siRNA b2a2-3 (21nt) hier sehr wahrscheinlich.

b2a2-Sequenz um den Bruchpunkt

bcr ! abl

CTGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTA
T [ T L A A N

Start Ende (19) (21)
Abb. 52: Anordnung der gewiihlten siRNAs gegen die b2a2-Variante des ber-abl-Gens



3 Ergebnisse

- 109 -

Tab. 1: Vergleich der siRNA-Sequenzen mit in Datenbanken verfiigharen Gensequenzen.

siRNA Gen im Vergleich Ubereinstimmungen | Datenbankname
siRNA b2a2-1
murin -/- -/-
human baculoviral IAP repeat- 17 NM 001167
containing (BIRC4) mRNA
(Apoptoseinhibitor)
c-abll 15 M14752
ber 17 X02596 M24603
siRNA b2a2-2
murin G-bindendes Protein Gna-rs1 16 Mm. 335754
human c-abll 17 M14752
ber 14 X02596 M24603
siRNA b2a2-3-19
murin G-bindendes Protein Gna-rs1 18 Mm. 335754
ribosomales Protein RPL6 17 Mm. 262021
human c-Abll 19 M14752
tel/abl 18 Z 35761
siRNA b2a2-3-21
murin G-bindendes Protein Gna-rs1 18 Mm. 335754
RIKEN cDNA gene 18 Mm. 40036
ribosomales Protein RPL6 17 Mm. 262021
v-abl-homolog 12 L 10656
human c-abll 21 M14752
tel/abl 18 Z 35761
ber 9 X02596 M24603
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4 Diskussion

4.1 Phage Display

Mit der Phage Display-Technologie sollte ein spezifisch an die b3a2-mRNA bindender
Peptidligand selektioniert werden. Es wurden drei Selektionsrunden mit zwei verschiedenen
Phagenbibliotheken durchgefiihrt, die Peptide mit einer Lénge von sieben bzw. zwolf
Aminosduren exprimierten. Entgegen Herstellerangaben konnte nach drei Selektionsrunden
kein sich wiederholendes spezifisch RNA-bindendes Motiv identifiziert werden. Stattdessen
enthielten die Konstrukte vermehrt basische Aminosduren (v.a. Histidin, aber auch Lysin)
sowie Glycin, Alanin und Prolin. Die Anreicherung von Histidin und Lysin ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass die positiv geladenen Aminosiuren bevorzugt an
die negativ geladenen Phosphatgruppen der RNA und damit weniger spezifisch binden.
Dieser Effekt wird in bekannten RNA-bindenden Motiven durch Arginin-reiche Sequenzen
zur Erleichterung der Suche nach hochaffinen Bindungsstellen genutzt. Prolin und Histidin
konnen aufgrund ihrer raumfordernden Ringstrukturen, Glycin und Alanin aufgrund ihrer
geringen GroBe in der Sekundirstruktur der RNA ebenfalls besser binden. Alle diese

Aminoséduren befinden sich hdufig an Wendepunkten wie z.B. zwischen zwei B-Faltbléttern.

Da kein deutliches Motiv selektioniert werden konnte, werden nachfolgend mdgliche
Ursachen diskutiert: Zum einen hétte eventuell mit zusdtzlichen Selektionsschritten ein
spezifisch bindendes Peptid isoliert werden konnen. Da aber bereits nach drei
Selektionsrunden nur Histidin- und Prolin-reiche Sequenzen analysiert wurden, lag die
Uberlegung nahe, dass filschlicherweise Streptavidin-bindende Phagen (HPQ-Motiv) isoliert
wurden.

Weiterhin  bestechen die verwendeten Phage Display-Bibliotheken nur aus 2x10°
elektroporierten Sequenzen. Damit sind die meisten der moglichen Peptidsequenzen mit
siecben Aminosduren (20’=1,28x10”) eingeschlossen, aber bei den Peptiden mit 12
Aminoséuren wird von 20'*=4,1x10"> Mdglichkeiten nur ein kleiner Teil abgedeckt. Selbst
bei Verwendung einer groBeren Bibliothek kann jedoch nicht mit Sicherheit davon
ausgegangen werden, dass ein spezifisch an die mRNA-Region bindender Phage selektioniert
wird.

AulBlerdem wird innerhalb der Phage Display-Technologie eine in vitro-Selektion und keine in
vitro-Evolution durchgefiihrt. Dementsprechend werden alle Phagen gleichermaflen nach

einem Selektionsschritt amplifiziert. So kann die Varietit der angebotenen Peptide nicht
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nachtriaglich erweitert werden und es ist moglich, dass Phagen, die in der ersten Runde an die
mRNA gebunden haben, beim zweiten Selektionsschritt verloren gingen.

Zum anderen ist nicht geklért, ob die immobilisierte RNA hinsichtlich der Struktur und der
Linge Instabilitdten unterlag. Der RNA-Abbau durch Verunreinigungen wie z.B. RNasen
oder die Verdnderung der Sekundérstruktur z.B. durch Temperaturschwankungen oder
Pufferwechsel muss hier in Betracht gezogen werden. Auch bei der experimentellen
Strukturanalyse der RNA konnten Instabilititen dadurch gezeigt werden, das bei mehrfacher
Durchfiihrung gleicher Restriktionsansétze mit dem gleichen Enzym und unter identischen
Bedingungen verschiedene Fragmente entstehen.

Insgesamt war die Menge der zur Immobilisation an magnetische Kiigelchen verwendeten
RNA ein limitierender Faktor, da zur Uberpriifung der spezifischen Bindung selektionierter
Phagen in einem ELISA-Verfahren sowie fiir weitere Selektionsrunden jeweils eine
bestimmte Menge erforderlich war, die aufwindig aufgereinigt werden musste. So wurden in
jedem Selektionsansatz 40pmol (1,3ug) RNA eingesetzt. Pustowka et al. [14] verwendeten
fiir die Immobilisation an Streptavidin-beschichteten Zellkulturplatten fiir jeden Ansatz nur
50ng RNA. Bei dem Versuch, diesen Ansatz zu verwenden, konnte jedoch nur eine
Phagensequenz detektiert werden. Sie war in allen verwendeten Vertiefungen der Platte
nachweisbar und muss deshalb als Artefakt gewertet werden. Jonas et al. [155] verwendeten
700ug Streptavidin-Kiigelchen und 25ng immobilisierte chemisch synthetisierte TAR-RNA
zur Selektion von Peptidliganden. Dieser Ansatz wurde ebenfalls in der vorliegenden Arbeit
getestet. Es wurde versucht, die gebundenen Phagen {iber Peroxidase-markierte Anti-M13-
Antikorper nachzuweisen. Dazu wurden zunichst 50, 100 und 600ng des biotinylierten Anti-
M13-Antikorpers statt der RNA immobilisiert, um einen Anhaltspunkt flir die einzusetzende
RNA-Menge zu erhalten. Bei 50ng Antikorper konnten keine gebundenen Phagen
nachgewiesen werden, wahrend bei 100 und 600ng stark positive Signale im Photometer
detektiert wurden. Mit 100ng RNA konnten keine positiven Signale gemessen werden (Daten
nicht gezeigt), was moglicherweise auf die ersten vier der bisher genannten Faktoren
zuriickzufiihren ist.

Weiterhin muss neben der absoluten RNA-Menge {iiberpriift werden, ob die eingesetzten
Konzentrationen fiir eine ausreichend Komplexbildung zwischen Phagen und RNA hoch
genug waren. Es wurden 1uM RNA und 7x10"°M Phagen eingesetzt, wobei sich diese
Konzentrationen durch die limitierte Ausbeute der Praparation bzw. durch die vom Hersteller
gelieferte Menge ergibt. Unter der Annahme, dass bestenfalls jeder 1000. Phage eine Bindung
mit der RNA eingeht, liegen erst bei einer sehr hohen Bindungsaffinitit (Kass=1x108) alle



4 Diskussion -112 -

Phagen im RNA-Peptid-Komplex gebunden vor. Bei niedrigeren Affinititen geht der Anteil
der im Komplex mit der RNA vorliegenden Phagen stark zuriick und betrigt bei Ky=1x10*
nur noch 1%. Da es nur wenige (wenn lberhaupt) stark bindende Peptide gibt und die
individuellen Bindungsstirken der meisten Peptide zur RNA eher gering sind, sind die
entsprechenden Phagen wahrscheinlich bei der Selektion verloren gegangen. Daher hitte nur
durch Konzentrationserhohung der Bindungspartner ein fest gebundenes und damit
spezifisches Peptid isoliert werden konnen. Fiir spdtere Anwendungen in Hinsicht der
therapeutischen Moglichkeiten ist eine hohe Bindungsstirke des Peptids aber unbedingt
erforderlich. Eine Selektion mit Evolution hétte somit die wenigen stark bindenden Phagen
weiter variieren und die Chance auf ihre Selektion vergréfern konnen. Eine Evolution war
mit dem verwendeten System nicht mdglich, da notwendige Herstellerangaben fehlten, z.B.
Sequenzen fiir eine Primeranlagerung in einer mutagenen Amplifikation. Bei Betrachtung
dieser verschiedenen Argumentationen war die Isolierung eines spezifisch bindenden Peptids
nicht wahrscheinlich.

Fiir die Etablierung des ELISA-Verfahrens sowie fiir den Nachweis der Bindung der
biotinylierten RNA an Streptavidin wére eine Positivkontrolle in Form eines spezifisch die
RNA-bindenden Phagen oder Proteins von Vorteil gewesen. Fiir die ber-abl-mRNA ist aber
bisher kein bindendes Protein bekannt, und es stand nur ein biotinylierter Anti-M13-
Antikorper als Kontrolle fiir die Phagenbindung zur Verfiigung.

Ein letzter Punkt, warum die Anwendung der Phage Display-Methode nicht erfolgreich war,
ist moglicherweise die RNA-Sekundérstruktur des verwendeten b3a2-Fusionsgens. Diese liegt
um den Bruchpunkt in einem breiten nicht basengepaarten Bereich, in dem es keinen
Angriffspunkt fiir eine spezifische Interaktion gibt. Die bekannten Interaktionen des Rev-
oder Tat-Peptids erfolgen iiber imperfekt basengepaarte Bereiche mit Basenfehlpaarungen
und einzelnen Nukleotiden in Doppelstrangbereichen, die an der Wechselwirkung mit dem
Peptid beteiligt sind. In Hinblick darauf wire die b2a2-mRNA, deren Bruchpunktregion
mehrere kleinere Loops und damit potenzielle spezifische Interaktionsregionen aufweist, fiir
die Phage Diplay-Methode besser geeignet gewesen.

Die verschiedenen genannten Punkte wie ein fehlendes spezifisches Motiv, die zu geringe
Peptidvarianz, die fehlende Evolution wihrend der Selektion, die unzureichenden
Konzentrationen an Phagen und RNA und die hohe Flexibilitit der RNA-Sekundarstruktur
fiihrten zu der Wahl einer zweiten Methode der mRNA-Inhibition.
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4.2 RNA-Sekundarstrukturanalyse

Um die Sekundérstruktur der 100nt langen b3a2-RNA experimentell zu bestimmen, wurde die
RNA enzymatisch gespalten und die Fragmente nach reverser Transkription mit Fluoreszenz-
markierten Primern nach Auftrennung durch eine Kapillarelektrophorese mit einem ABI 310-
Gerdt detektiert. Wie schon bei der Diskussion der Phage Display-Methode erwihnt,
entstanden bei mehrfacher Durchfilhrung gleicher Restriktionsansétze mit dem gleichen
Enzym und unter identischen Bedingungen verschiedene Fragmente. Bei Betrachtung der
Sekundarstrukturvorhersage waren diese Fragmente sowie eventuelle weitere in nur einem
Ansatz zu erwarten gewesen. Das nicht verschiedene Fragmente in einem Ansatz detektiert
wurden, ist eventuell mit dem speziell verwendeten Analysesystem zu begriinden.
Moglicherweise sind Fragmente, die bei der Kapillarelektrophorese in geringen
Konzentrationen vorlagen von der speziellen Auswertungssoftware des ABI-Gerites
ausgeschlossen und nur die Hauptprodukte ermittelt worden. Weiterhin sind verschiedene
RNA-Préparationen verwendet worden, die moglicherweise Sekundér- und Tertidrstrukturen
ausbilden, die unterschiedlich zugénglich fiir die jeweiligen RNasen waren.

In einer Messreihe traten Fragmente mit 112nt auf. Anzunehmen wére, dass durch
Riickfaltungen in der cDNA-Synthese solche {iberlangen Fragmente synthetisiert wurden.
Diese traten nur bei den Hauptprodukten im Bereich von 54-56 Nukleotiden auf, die eventuell

geeignet sind, entsprechende Riickfaltungen zu bilden.

4.3 bcr-abl-Suppression mit siRNAs

Im zweiten methodischen Ansatz wurde mit siRNAs spezifisch, sowohl transient als auch

stabil, die b2a2-Transkriptionsvariante der bcr-abl-mRNA inhibiert.

4.3.1 Transiente bcr-abl-Suppression mit siRNAs

Mit der Elektroporation der chemisch synthetisierten siRNA b2a2-3 und mit b2a2-3-21nt-
shRNA-exprimierenden Plasmiden konnte ein transienter siRNA-Effekt in Ba/F3-b2a2-Zellen
gezeigt werden. Wenige Tage nach der Transfektion kam es zu einer Verzégerung der
Zellproliferation. Danach zeigten die Zellen wieder ein mit den Kontrollzellen vergleichbares
Proliferationsverhalten. Dieser Wiederanstieg ldsst sich damit erkldren, dass die transfizierten
Zellen abstarben und die nicht transfizierten Zellen nach vier bis fiinf Tagen in der Population
tiberwogen. Dies lisst auf eine geringe Transfektionsrate schlieen.

Ein weiterer Grund fiir einen transienten siRNA-Effekt kann die Halbwertszeit eines Proteins

sein. Es erscheint sehr schwer, ein Gen fiir ein Protein mit einer sehr langen Halbwertszeit mit
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transienter Transfektion von siRNAs zu inhibieren [26]. Dieses Problem kann mit dem
Einsatz von Zellen mit Tetrazyklin-induzierter Genexpression umgangen werden, wie Scherr
et al. [68] mit ber-abl-induzierbaren TonB-Zellen zeigten.

Erneute Elektroporation kdnnte den siRNA-Effekt steigern, ist aber mit erhdhter Zelltoxizitét
verbunden und wurde daher nicht durchgefiihrt. Deutlich wurde diese Toxizitdt der
Elektroporation bei der Transfektion von BV173-Zellen, die eine geringere Teilungsrate als
Ba/F3-Zellen besitzen. Sie reagierten sehr sensibel auf die Elektroporation, obwohl bei diesen
Versuchen wesentlich mildere Bedingungen als bei den Ba/F3-b2a2-Zellen gewihlt wurden.
Die BV173-Zellen ohne Elektroporation zeigten im Vergleich zu den Zellen mit GL2-siRNA-
Elektroporation nach der Transfektion eine 5- bis 10-fach hohere Zellzahl. Bei der
Elektroporation von Plasmid-exprimierten shRNAs gegeniiber chemisch synthetisierten
siRNAs war die Transfektionseffizienz noch geringer und die Toxizitdt noch hoher. Dies 1dsst
sich an den Proliferationskurven von Ba/F3-b2a2-Zellen nach Elektroporation mit und ohne
Plasmid zeigen. Die Zellen ohne Plasmid proliferieren sehr viel schneller als die Zellen nach
Elektroporation mit Plasmiden. Fiir jede Zelllinie miissen deshalb die geeignete
Transfektionsmethode evaluiert und die jeweiligen Bedingungen optimiert werden.

Es wurde beobachtet, dass Plasmid-exprimierte sShRNAs gegeniiber chemisch synthetisierten
siRNAs eine verzogerte siRNA-Wirkung haben. Dies ldsst sich darauf zuriickfiihren, dass die
shRNA erst nach Integration des Plasmids von den Zellen selbst exprimiert werden muss.
Deshalb wurde bei den chemisch synthetisierten siRNAs nach 24h und bei den
plasmidexprimierten shRNAs erst nach 48h Stunden die GFP-Reduktion im HeLa-
Reportersystem gemessen.

Vorteile der plasmidexprimierten shRNAs sind die einfache Plasmidprdparation und die
Moglichkeit der stabilen shRNA-Expression. Letzteres ist durch Selektion der positiven,
shRNA-exprimierenden Zellen liber Antibiotikaresistenz-Marker moglich. Um eine Zelllinie
mit homogener shRNA-Expresssion zu etablieren, miissen Einzelzellklone kultiviert und
analysiert werden. Dazu miissen die Zellen sehr lange in Kultur bleiben, was ein limitierender
Faktor fiir z.B. primére Zellen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die stabile shRNA-Expression nicht iiber die Etablierung
von Zelllinien nach shRNA-Plasmid-Transfektion, sondern durch retroviralen Gentransfer

erreicht.
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4.3.2 Stabile bcr-abl-Suppression mit siRNAs

Lentiviraler Gentransfer

Der lentivirale Vektor dcH1-shRNA-SR mit VSV.G-Pseudotypisierung der Viren ist ein
geeignetes System zur Untersuchung von shRNA-Effekten. Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit in verschiedenen Zellarten und fiir verschiedene shRNA-Konstrukte {iber ein
korrelierendes Fluoreszenzproteinsignal erfolgreich gezeigt werden.

Die lentivirale Transduktion des b2a2-3-21nt-shRNA-Vektors in die Ba/F3-Zelllinien zeigte
einen deutlichen Verlust der Zellen mit hoher Rotfluoreszenzintensitdt innerhalb der ersten
Woche nach Transduktion. Scherr et al. [68] fithrten parallel lentivirale Transduktionen zur
shRNA-vermittelten Reduktion der b3a2-mRNA durch. In beiden Arbeiten zeigten die
transduzierten Zellen zu Beginn stark variierende Rotfluoreszenzintensititen, wahrend nach
drei Wochen nur noch Zellen mit geringer Rotfluoreszenzintensitit detektiert werden konnten.
Daraus lasst sich schlielen, dass das Absterben der Zellen erreicht wird, wenn ausreichend
Virus integriert wurde. Weiterfiihrende Experimente zeigten, dass zur Degradation von K562-
Zellen mit einer b3a2-shRNA drei oder mehr Virusintegrationen in das Wirtsgenom bendtigt
wurden [68]. Auch die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR zur Analyse der mRNA-
Reduktion spiegeln die Zellproliferation wieder. Bis Tag drei ist die Zellproliferation
verzogert. Fiinf Tage nach Transduktion zeigten die Zellen mit Lentiviren gegen b2a2 jedoch
wieder den gleichen Wachstumsverlauf wie die Kontrollzellen. Dies liegt daran dass vier
Tage nach der Transduktion die b2a2-mRNA-Reduktion nur noch 10-20 % betragt.

Die shRNA-Virustransduktion in humane Meg01, K562 und U937-Zellen fiihrte wie in den
Ba/F3-Zellen zu einem Verlust stark fluoreszierender Zellen, allerdings zeitlich verzdgert.
Auch in diesen Zellen kann ein stabiler shRNA-Effekt angenommen werden. In
Untersuchungen der Zellproliferation von K562- und U937-Zellen wurde eine Abhangigkeit
von der effektiven Transduktionsrate beobachtet. Bei den U937-Zellen kam es bei hohen
Transduktionsraten zu einem kompletten Absterben der Zellpopulation, wihrend bei
geringerer Virustransduktion die Zellproliferation nur um 50% gesenkt wurde. Die K562-
Zellen zeigten nach hoher Virustransduktion, normiert auf die GL4-Kontrollzellen, einen
starkeren Abfall der Rotfluoreszenzintensitit im Vergleich zu den weniger stark
transduzierten Zellen.

Die Ergebnisse zeigen somit eindeutig einen shRNA-Effekt, da fiir eine starke Reduktion der
mRNA mehrere shRNA-Sequenzen ins Genom integriert sein miissen und die Zellen durch

eine starke shRNA-Expression absterben. Dass dieser Effekt jedoch auch in b2a2-negativen
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Zellen auftrat ist nur durch die Reduktion einer oder mehrerer zusitzlicher mRNAs erklérbar.
Die b2a2-3-21nt-shRNA ist also nicht mono-spezifisch.

Bei den U937-Zellen konnte ein grosseres Ausmall der Zellproliferationsverzogerung und
eine signifikantere Intensititsabnahme der Rotfluoreszenz als bei den K562-Zellen beobachtet
werden. Da nicht gekldrt werden konnte, welche Proteinreduktion fiir diese Beobachtungen
verantwortlich ist, miissen entweder verschiedene Zielstrukturen in beiden Zelllinien
diskutiert werden, oder angenommen werden, dass die Funktion und Regulation der

Zielstruktur in den Zelllinien verschieden ist.

Onkoretroviraler Gentransfer

Experimente mit einem onkoretroviralen b2a2-3-21nt-shRNA-exprimierenden Vektor
konnten weniger effizient einen stabilen shRNA-Effekt zeigen. Es wurde eine ecotrope
Verpackung zur Transduktion von murinen Zellen und als Transgen pBabepuro gewéhlt, das
keinen Fluoreszenzmarker enthielt. DieVirusintegrationen in die Zelle konnten somit nur mit
einer aufwindigeren PCR-Reaktion iiberpriift werden. Bei den Experimenten mit lentiviralen
Vektoren wurde gezeigt, dass die shRNA-induzierte Verdnderung der Zellproliferation in
Ba/F3-b2a2-Zellen bis vier Tage nach Transduktion zu sehen und IL-3-unabhingig war.
Demzufolge hétte auch bei den onkoretroviralen Versuchen die Messung der Zellproliferation
gleich einen Tag nach Transduktion parallel zur Puromycinselektion begonnen werden
miissen. Unter Selektionsbedingungen kann jedoch nicht unterschieden werden, ob Zellen
durch Mangel an Resistenzgen bzw. Virusintegration oder an der Wirkung der ausreichend
integrierten Virus-shRNA sterben. Daher wurde der Zellkultur IL-3 zugefiihrt, das das
Absterben der effektiv transfizierten Zellen verhindern sollte [114]. Nach vollstindiger
Selektion (nach 10 bis 14 Tagen) und gleichzeitigem IL-3-Entzug wurde dann die Messung
durchgefiihrt mit dem zunichst {iberraschenden Ergebnis, dass keine Verminderung der
Zellproliferation beobachtet werden konnte. Dies lésst sich aber dadurch erklédren, dass die
IL-3-Gabe das Absterben nicht verhindern konnte, da die ShRNA noch weitere, nicht durch
IL-3 hemmbare, Effekte hatte.

In den Real Time-RT-PCR-Experimenten mit lentiviralem Gentransfer konnte zwei Tage nach
der Transduktion eine effektive Reduktion der b2a2-mRNA in Ba/F3-b2a2-Zellen gezeigt
werden. Bei den retroviralen Versuchen wurden Proben zur RNA-Quantifizierung vier Tage
nach der Transduktion entnommen. Erst nach nach Akkumulation des shRNA-Effektes durch
mehrere, in kurzen Zeitabstinden aufeinanderfolgende Virustransduktionen konnte eine

Reduktion der b2a2-mRNA detektiert werden.
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Andere Forschergruppen verwendeten ebenfalls retrovirale Vektoren mit Puromycinresistenz
zur stabilen shRNA-Expression. Devroe et al. [53] konnten erfolgreich die Reduktion einer
humanen Kinase im Western-Blot zeigen. Brummelkamp et al. [156] verwendeten den
pRETRO-Super-Vektor mit Puromycinresistenz und zeigten eine stabile Inhibition der
Expression des onkogenen K-RAS in humanen Tumorzellen.

Barton et al. [54] zeigten sowohl die p53-Reduktion im Western-Blot als auch den
funktionellen Verlust von p53 in der Zellantwort auf DNA-Briiche. Sie verwendeten einen
retroviralen Vektor mit dem humanem CD4-Gen als Marker und zeigten die direkte
Korrelation der p53-Reduktion und der CD4-Expression. So konnten sie bestitigen, dass der
shRNA-Effekt in Zellen dosisabhédngig ist.

Demzufolge sind retrovirale Vektoren mit verschiedenen Selektionsgenen generell geeignet,
um shRNAs in Zellen stabil zu exprimieren und mRNA-Inhibitionen zu untersuchen. Im Fall
der b2a2-mRNA-Reduktion durch die auch auf andere Transkripte wirkende b2a2-3-21nt-
shRNA hitte die Verwendung eines retroviralen Fluoreszenzprotein-exprimierenden Vektors

oder einer anderen b2a2-negativen Zelllinie zu aufschlussreicheren Ergebnissen gefiihrt.

4.3.3 Selektion effizienter siRNAs

Beurteilung von Kriterien fiir eine effiziente siRNA

Da mit der bcr-abl-mRNA ein Fusionstranskript inhibiert werden sollte, stand bei der
Auswahl der siRNA-Sequenzen die Gruppierung um den Bruchpunkt im Vordergrund.
Idealerweise sollte die siRNA-Sequenz zu gleichen Teilen ber und abl tangieren, um eine zu
grofle Sequenziibereinstimmung mit einer der Wildtypsequenzen allein zu vermeiden. Die

Abbildung 53 zeigt die Anordnung der gewidhlten siRNAs um den Bruchpunkt.
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b2a2-Sequenz um den Bruchpunkt

becr ,L abl

CTGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTA
T oo 7 L N N

Start Ende (19) (21)
Abb. 53: Anordnung der gewiihlten siRNAs gegen die b2a2-Variante des ber-abl-Gens

Reynolds ef al. [157] fithrten die nach derzeitigem Kenntnisstand umfangreichste Studie zur

Uberpriifung der Kriterien fiir effektive siRNAs durch. Sie untersuchten 180 verschiedene

siRNAs und zeigten acht verschiedene Kriterien, unter deren Beriicksichtigung mit hoher

Wabhrscheinlichkeit eine effektive siRNA entsteht. Dazu gehorte ein G/C-Gehalt von 30-52%,

die Vermeidung von Sequenzwiederholungen, ein instabiles 3‘-Ende des Sense-Stranges mit

moglichst fiinf A/U-Basenpaaren und bestimmte Nukleotide an verschiedenen Positionen der

siRNA. Diese Kriterien sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst. siRNAs mit

sechs oder mehr Punkten wiesen nach Reynolds et al. [157] zu 96% eine Effektivitit von iiber

50% auf. Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten siRNAs wurden auf die angegebenen

Parameter hin untersucht.

Tab. 2: Acht Kriterien zur Synthese einer effektiven siRNA nach Reynolds ef al. [157] und ihre

Anwendung auf die siRNAs gegen die Bruchpunktregion des b2a2-bcr-abl-Fusiongens

Position
Wieder . 19/
SRNA |Bp|GCee) | - | FPostionIS-194 5y | 3 19/21 | pke, | Reduk-
A/U Bp 21 tion um
holung.
ideal .
193052 | - 5A/UB A | AU | keinG | A | XM |19
nach p G/C Bp
[157]
Bewert. -1 bei
1 1 1 pro A/U Bp 1 1 -1beiG| 1
punkte G/C Bp
b2a2-0 | 19 47 4nt UUCAG A A C G G 5 11%
b2a2-1 | 21 48 - AGCCC A A A C C 4 40%
b2a2-1C | 21 43 - AGCCA A A A A A 7 20%
b2a2-2 |21 43 - CUUCA A A A U U 7 50%
b2a2-3 | 19 63 4nt AGCGG A C U G G 1 30%
b2a2-3 | 21 67 4nt CGGCC A C U C C 0 67%
b2a2-4 | 19 37 - AAGAA C U G A A 7 -
b3a2 1 |19 47 - CCCUU A A A U U 6 90%
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Eine weitere umfangreiche Studie mit der Untersuchung von 62 Zielstrukturen gab vier
dhnliche Kriterien fiir eine effektive siRNA an [158]. Werden die folgenden
Sequenzbedingungen in einer siRNA eingehalten, induziert man ein hoch effektives Gene-
silencing in Sdugerzellen: (i) ein A/U-Basenpaar am 5‘-Ende des Antisense-Stranges; (ii) ein
G/C-Basenpaar am 5°-Ende des Sense-Stranges; (iii) mindestens fiinf A/U-Basenpaare im
letzten Drittel des 5°-Endes des Antisense-Stranges; und (iv) die Abwesenheit einer G/C-
Abfolge von mehr als neun Nukleotiden Lénge. Die Studie zeigte, dass siRNAs mit all diesen
Eigenschaften eine Reduktion von 70-95% der Firefly-Luciferase-Aktivitét in Zelllinien von
vier verschiedenen Organismen (Mensch, Maus, Hamster, Insekten) erzielten. Nach diesen
Kriterien wurden die eigenen siRNAs erneut bewertet, wobei allerdings keine der genannten
siRNAs gegen die b2a2-Variante des bcr-abl-Gens alle diese vier Kriterien erfiillte. Zwar
beginnen die siRNAs b2a2-1, -2, -3 und -4 mit einem G/C-Basenpaar, aber nur zwei davon
(b2a2-2 und -4) enden auf ein A/U-Basenpaar. Davon besitzt die b2a2-4-siRNA vier der
erforderlichen A/U-Basenpaare innerhalb der ersten sieben Basenpaare am 5°-Ende des
Antisense-Stranges, die b2a2-2-siRNA nur drei von mindestens fiinf.

Nach Reynolds et al. [157] wird die effektivste anti-b2a2-siRNA, b2a2-3-21nt, mit null
Punkten bewertet. Nach den Kriterien zu urteilen, miisste diese siRNA mit sechs G/C-
Basenpaarungen am 3°‘-Ende des Sense-Stranges vollig ineffektiv sein. Die b2a2-2-siRNA
erhielt sieben Punkte. Hier wiren experimentell hohe Effizienzen zu erwarten. Jedoch erzielte
diese Struktur, von pSuper als shRNA exprimiert, im Reportersystem nur eine Reduktion des
GFP auf 56 %. Li et al. [67] konnten mit dieser siRNA ebenfalls keine Reduktion des ber-abl-
Proteins sowie keine verdnderten Wachstumskurven von b2a2-positiven Meg01-Zellen
messen. Als Ursache der fehlenden Effizienz diskutierten sie die Zugénglichkeit der mRNA
sowie die si/shRNA-Struktur.

Auch bei der b2a2-1C-shRNA, bei der durch Mutagenese am 3‘-Ende des Sense-Stranges
eine Basenfehlpaarung eingefiihrt wurde, nahm trotz hoherer Punktzahl die Effizienz im
Vergleich zu der urspriinglichen b2a2-1-shRNA ab.

In verschiedenen siRNA-Konstrukten konnte keine Ubereinstimmung zwischen den
theoretisch zu erwartenden und den experimentell bestimmten Effizienzen gefunden werden.
Die Kriterien nach Reynolds et al. [157] und Ui-Tei et al. [158] wurden mit chemisch
synthetisierten siRNAs erstellt und konnen moglicherweise nicht direkt auf die shRNA-
Expression iibertragen werden, da hier noch die Prozessierung durch das Dicer-Enzym und
die Vektorkonstruktion entscheidend ist. Weitere wichtige Kriterien fiir die Effektivitét einer

siRNA konnen die Bindung RNA-assoziierter Proteine an die mRNA, die subzelluldre
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Lokalisation, die Halbwertszeit oder aber die Sekundér- und Tertidrstruktur der mRNA sein

[26].

Der Einfluss von Strukturmerkmalen auf die Effizienz einer siRNA

Mit Computerprogrammen koénnen RNA-Sekundirstrukturvorhersagen mit wenig Aufwand
getroffen werden. Zusétzlich ist bereits bei asODN bekannt, dass die Zuginglichkeit der
mRNA-Strukturen entscheidend fiir die Effektivitit ist. Aus diesen Griinden wurde die
Effizienz der siRNAs in Abhingigkeit von der RNA-Sekundérstruktur untersucht.
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Abb. 54: Strukturvorhersage fiir die b2a2-mRNA (100nt). Die Pfeile markieren das 5°-
Ende des Antisense-Stranges der jeweiligen shRNA.
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Bereits in fritheren Studien wurde gezeigt, dass eine hohe siRNA-Effizienz von lokalen
Strukturmerkmalen der Ziel-mRNA beeinflusst wird [34; 159; 160]. Es wurden dhnliche
Reduktionen der Ziel-mRNA durch positionsabhingige asODN und siRNAs festgestellt
[160]. Die Zugénglichkeit von mRNA-Abschnitten fiir asODNs und die Aktivitit der siRNAs
kann mit theoretischen und experimentellen Untersuchungen beurteilt werden [51;161].

Um die mRNA-Strukturmerkmale mit den Effizienzen der in dieser Arbeit verwendeten
siRNAs vergleichen zu kdnnen, wurde eine theoretische Strukturvorhersage fiir einen 100nt
langen Ausschnitt der b2a2-mRNA um die Bruchpunktregion getroffen, siche Abb. 54.

Im folgenden Abschnitt werden die Punkte nach Reynolds et al. [157] der verschiedenen
shRNAs, die experimentell bestimmte Effizienz und die mRNA-Sekundirstruktur verglichen.

Die b2a2-2-shRNA war mit sieben Punkten nach Reynolds ef al. [157] mittelmaBig effizient.
Hier bindet das 5°-Ende des Antisense-Stranges in einer basengepaarten mRNA-Region.
Auch die wenig effektiven siRNAs b2a2-0 und b2a2-1 mit mittelméBiger Punktzahl lagerten
sich in doppelstrangigen RNA-Bereichen an.

Ein erheblicher Unterschied konnte bei den Effizienzen der b2a2-3-siRNAs beobachtet
werden, obwohl sie mit keinem bzw. einem Punkt bewertet wurden. Das 5°-Ende des
Antisense-Stranges der b2a2-3-19nt-siRNA bindet in einem doppelstrangigen RNA-Bereich
und fiihrt zu einer geringen Reduktionseffizienz (30%). Der Antisense-Strang der b2a2-3-
siRNA-21nt, die eine starke Reduktion der Zielstruktur verursacht (67%), bindet dagegen um
zwel Nukleotide versetzt in einem einzelstrdngigen Bereich.

Demzufolge liegt die Hypothese nahe, dass sich das 5°-Ende des Antisense-Stranges einer
siRNA nach Entwindung der siRNA durch den RISC-Komplex bevorzugt an einen
einzelstringigen mRNA-Bereich bindet. Tatséchlich zeigt auch eine Studie nach Kretschmer-
Kazemi Far et al. [161], dass sich das 5°-Ende einer hocheffizienten siRNA an einen grof3en
einzelstrangigen Bereich der ICAM-1-mRNA anlagerte. In Untersuchungen von Holen et al.
[34] wurden zwei siRNAs mit mittelmaBiger und geringer Effizienz beschrieben, die an eine
mRNA-Region des Gewebefaktors (TF) mit starker Doppelstrangauspriagung binden.

Diese Daten bestitigen, dass der Antisense-Strang einer siRNA bevorzugt an einzelstringig
vorliegende Ziel-RNA bindet. Bei Doppelstrangbereichen muss der Antisense-Strang mit der
bereits bestehenden Bindung konkurrieren.

Auch der Vergleich der b3a2-RNA-100nt-Sekundérstruktur mit den Sequenzen der b3a2-1-
und b3a2-4 siRNA korreliert mit der nach Scherr et al. [68] bestimmten hohen Effizienz. Die

siRNAs binden in einzelstringigen Bereichen der mRNA.
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Demnach konnte in allen Vergleichen von siRNA-Sequenzen mit der RNA-Sekundarstruktur
gezeigt werden, dass die 5°-Enden der Antisense-Stringe von effizienten siRNAs in
einzelstrdngigen RNA-Regionen binden, wihrend weniger effiziente siRNAs sich an

doppelstrangigen Bereichen anlagern.

Effektivitit von siRNAs mit unterschiedlicher Linge

In weiteren Untersuchungen wurde der Einfluss der Linge einer siRNA auf ihre Effektivitét
untersucht. Eine 19nt lange shRNA gegen die b3a2-mRNA (b3a2-4) zeigte eine hohe
Effizienz mit 90% Reduktion des EGFP nach Kotransfektion mit dem pcDNA3.1-sb3a2-
EGFP-Plasmid in HeLa-Zellen (Daten nicht gezeigt). Die gleiche shRNA-Sequenz, um ein
bzw. drei Nukleotide gekiirzt (18nt, 16nt), zeigte eine deutliche Verringerung der EGFP-
Reduktion. Fraglich ist, ob eine bestimmte siRNA-Nukleotidzahl fiir die effiziente mRNA-
Spaltung notwendig ist, oder ob die verringerte Effizienz an der verdnderten Sequenz festhilt.
Die 18nt-shRNA besitzt einen GC-Basengehalt von unter 30%, womit die um 50% geringere
Effektivitit erklarbar wére. Die N16-shRNA zeigte keine Reduktion der Ziel-mRNA mehr.
Eine Forschungsarbeit zur Reduktion des Fusionsproteins EWS/Fli-1 zeigte mit einer
effektiven siRNA eine Reduktion der mRNA um 88 %. Diese siRNA-Sequenz war in 17nt
komplementér zur Fli-1-Sequenz. Die Fli-1-mRNA wurde mit einer Restreduktionseffizienz
von 20 % inhibiert. Nach Einfiihren von zwei Mutationen in die siRNA-Sequenz konnte keine
mRNA-Reduktion mehr gezeigt werden [162]. Wilda et al. [39] zeigten noch mit einer
Ubereinstimmung einer anti-ber-abl-siRNA von 17nt mit der b3a2-mRNA eine effektive
mRNA- und Proteinreduktion in K562-Zellen.

Demnach sollte eine siRNA mit mindestens 17-19nt zur Zielsequenz komplementir sein, um
eine Reduktion erzielen zu kdnnen. Sicherlich ist es von verschiedenen Faktoren wie z.B.
Sequenzbeschaffenheit und mRNA-Sekundérstruktur abhiangig, ob 17, 19 oder auch 21nt fiir
eine effektive Reduktion benétigt werden. Die Verwendung von 19nt langen [149] bzw. 21nt
langen siRNAs [51] zur effektiven mRNA-Degradation beruht auf der Beobachtung der nach
Spaltung nativer dsSRNA durch das Dicer-Enzym entstehenden siRNA-Fragmentlédngen [163].

Erhohung der Effizienz einer shRNA durch Basenfehlpaarung

Eine weitere Moglichkeit, die Effizienz einer siRNA zu erhdhen, wurde in Experimenten von
Schwarz et. al. [30] untersucht. Nach den Erkenntnissen dieser Publikation wurde in der
vorliegenden Arbeit versucht, die Effizienz der b2a2-1-shRNA (in pSuper als

Haarnadelstruktur kloniert) durch Einfiihren einer Basenfehlpaarung am 3‘-Ende des Sense-
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Stranges zu erhdhen. Dabei wurde eine A/G- statt einer C/G-Paarung erzeugt. Die neue
shRNA b2a2-1C besal} allerdings eine noch geringere Effizienz als die Usprungs-shRNA
b2a2-1. Sicherlich kénnen die Ergebnisse mit siRNAs nicht direkt auf short hairpin-
Strukturen iibertragen werden. Der grof3e Unterschied in der Applikation von siRNAs als zwei
separate Stringe (Sense und Antisense) und der Expression von siRNAs aus hairpin-RNA ist
die Abhéngigkeit der shRNAs vom Vektor und von der Prozessierung durch die Dicer-RNase.
Eventuell wurde durch die Basenfehlpaarung der Ring (Loop) um ein oder zwei Nukleotide
verlangert und durch die Spaltung des Dicer-Enzyms die siRNA verkiirzt, wodurch die
geringere siRNA-Effizienz resultierte.

Das sowohl die Sequenz, als auch die Linge und die Struktur des Loops fiir die Effizienz

einer shRNA entscheidend ist, konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden [52; 164].

4.3.4 Selektion spezifischer siRNAs

Die Suche nach identischen Sequenzen mit Hilfe von Sequenzdatenbanken ist wichtig, um mit
einer siRNA gezielt nur ein Gen zu inhibieren. Bei dem b2a2-Fusionsgen sollte die siRNA
mittig die Bruchpunktregion umfassen, um spezifische Reduktionen zu erhalten. Es wurde ein
elektronischer Sequenzvergleich mit den experimentell untersuchten siRNAs durchgefiihrt,
bei dem fiir die effektive b2a2-3-siRNA groBe Ubereinstimmungen mit anderen murinen und
humanen Genen gefunden wurden.

Im murinen Zellsystem gibt es ein G-bindendes Protein Gna-rsl, das mit 18nt mit beiden
b2a2-3-siRNAs iibereinstimmt. Die genaue Funktion des G-bindenden Proteins ist nicht
bekannt. Jedoch sind G-Proteine essenziell in intrazelluldren Signalwegen, bei der
Organisation des Cytoskeletts sowie fiir Zellwachstum und -entwicklung [90]. Demzufolge ist
ein Zellsterben nach Inhibition eines G-bindenden Proteins nicht unwahrscheinlich. Alle
Versuche mit den shRNAs b2a2-3, sowohl die Elektroporation von Plasmiden als auch die
virale Transduktion in murine Zellen, zeigten ein Zellsterben unabhéngig von BCR-Abl oder
IL-3. Diese Beobachtung spricht fiir siRNA-Effekte auf weitere Zielstrukturen, da eine BCR-
Abl-abhingige Verringerung des Zellwachstums durch IL-3-Substitution aufgehoben wird.
Die unspezifische Wirkung konnte nach Virustransduktion mit der b2a2-3-21nt-shRNA in
Ba/F3-Wildtyp-Zellen und NIH3T3-Zellen bestdtigt werden. Obwohl diese kein BCR-Abl
exprimieren, wurde ein Absterben der stark fluoreszierenden und somit ausreichend shRNA-

exprimierenden Zellen beobachtet.
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Im humanen Zellsystem stimmte die b2a2-3-siRNA-Sequenz zu 100 % mit der Sequenz des
zelluldren abl-Gens iiberein. Da in b2a2-negativen Zellen ebenfalls ein siRNA-vermittelter
Zelltod beobachtet wurde, liegt die Vermutung der Inhibition von c-Abl nahe. Beobachtungen
von nukledrem c-Abl fiihrten zu der Annahme, dass dem Protein eine Wachstums-fordernde
Funktion wihrend der S-Phase zufillt [165]. Andererseits haben z.B. Fibroblasten von abl”-
Maiusen keine definierten Defekte in der S-Phase und es sind keine Beispiele fiir Gene
bekannt, deren Transkription von c-Abl abhidngig ist. Nukledres c-Abl vermittelt in normalen
Zellen die Apoptose durch Induktion eines Wachstumsstops in der G1-Phase [103; 104].
Auch die Behandlung von Zellen mit asODN gegen c-Abl [167] zeigt einen beschleunigten
Eintritt der Zellen in die S-Phase und eine verkiirzte G1-Phase. Daraus wurde die
physiologische Funktion von c-Abl als Inhibition des G1-S-Uberganges definiert.

Allerdings wurde in der Einleitung beschrieben, dass Abl-defiziente Mause einen defekten
hédmatopoetischen Phénotyp aufweisen und ihre Lebenszeit verkiirzt ist. Somit muss zum
einen das untersuchte System zum anderen die Vollstindigkeit der Abl-Degradation diskutiert
werden. Eventuell kommt es wie beschrieben in abl”"-Fibroblasten nicht zu S-Phase-Defekten,
dagegen aber in hdmatopoetischen Zellen. Da in der vorliegenden Arbeit nur ein Absterben
von Zellen mit hoher Rotfluoreszenzintensitdt (als Mal3 fiir die Virusintegration) beobachtet
wurde, liegt nahe, dass ein vollstindiges Ausschalten der abl-mRNA einen anderen Phianotyp
hervorruft als unvollstindige Degradationen. Auch die Sekundérstrukturvorhersage der 100nt-
langen abl-RNA weist auf eine hohe Effizienz der b2a2-3-siRNA hin, da hier das 5°-Ende des

Antisense-Stranges an einen einzelgepaarten Bereich bindet.
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Abb. 55: Sekundirstrukturanalyse der 100nt-abl-RNA. Die Pfeile markieren die Anlagerung des
5¢-Endes des Antisense-Stranges der b2a2-3-21nt-shRNA und den Bruchpunkt, an dem bcr fusioniert
wird.

Goldman und Melo [109] beschreiben die verdnderte physiologische Funktion des c-Abl im
Vergleich zu BCR-Abl mit einer unkontrollierten Aktivitit des c-Abl. c-Abl ist an
vielschichtigen Signaltransduktionswegen beteiligt und steuert in der Zelle sowohl
Proliferations- und Adhéasionsvorgédnge als auch Apoptose. Durch Fusion mit dem bcr-Gen
kommt es zu einem Verlust der Abl-Cap-Region und der Dimerisierungsdoméine und somit
zur Aktivierung der AbI-SH1-Domine. Diese Aktivierung resultiert in unkontrolliert
ablaufenden Signaltransduktionswegen und einem anormalen Phédnotyp, der andere
Funktionen in der Proliferation, Adhdsion und Apoptose von Zellen iibernimmt [109]. Die
Zelle folgt den iiberwiegenden Signalen. So kann auch durch den Verlust von c-Abl, eventuell
durch siRNA-Degradation, nach einem lédngeren Zeitraum durch bisher noch unbekannte

Mechanismen Apoptose ausgelost werden.
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Abb. 56: Physiologische Regulation des c-Abl-Proteins und Dysregulation von BCR-Abl durch
zellulidre Schliisselfunktionen wie Proliferation, Apoptose und Adhésion [109].

Es kann derzeit nicht endgiiltig geklart werden, ob die Inhibition des c-Abl mit anti-c-Abl-
siRNAs in b3a2-positiven oder BCR-Abl-negativen Zellen ca. eine Woche nach
Virustransduktion zum Zelltod fiihrt. Darum muss auch in Betracht gezogen werden, dass die
b2a2-3-siRNA-Sequenz mit weiteren humanen mRNA-Sequenzen {ibereinstimmt. Eventuell
fiihrt auch der Verlust eines anderen Proteins allein oder zusétzlich zu c-Abl die Zellen in die

Apoptose.

Eine unspezifische Reduktion der ber-mRNA wurde in Experimenten mit der b3a2-4-shRNA
gezeigt. Diese ist in allen Nukleotiden sowohl mit der b3a2-mRNA als auch mit der bcr-
mRNA komplementdr. Es konnte eine Reduktion der humanen bcr-mRNA beobachtet
werden. Murines BCR blieb dagegen unbeeinflusst [168].

Da das Genprodukt BCR viele funktionelle Doménen mit verschiedenen Homologien u.a. zu
G-Proteinen aufweist (siche 1.6.1), féllt ihm eine wichtige Position in der
Zellzyklusregulation zu. Nach Versuchsergebnissen mit BCR-,,knock out“~-Miusen wird BCR

mit der Regulation der Rac-vermittelten Produktion von Superoxid wéhrend der Reifung und
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Aktivierung von Neutrophilen in Verbindung gebracht [169]. Danach ist ein Zellsterben unter
BCR-Reduktion wahrscheinlich.

Allerdings war diese b3a2-4-shRNA, wie bereits in einem fritheren Abschnitt beschrieben,
sehr effektiv. Die Betrachtung der Sequenz-Kriterien fiir eine effektive siRNA (sieben Punkte
nach Reynolds et al. [157], alle Kriterien nach Ui-Tei et al. [158] erfiillt) und der RNA-
Sekundarstruktur (5°-Ende des Antisense-Stranges bindet an ssRNA) erklart diese hohe
Effizienz. Dennoch wurde eine mit der b3a2-4-shRNA vergleichbare shRNA fiir die b2a2-
Zielstruktur (b2a2-4) nicht untersucht, um nicht eine unspezifische Reduktion des BCR

hervorzurufen.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit einer siRNA effektiv RNAi gegen die ber-abl-Variante
b2a2 erzeugt werden. Dazu wurden verschiedene Zelllinien und Methoden verwendet und
sowohl transiente, als auch stabile shRNA-Expression gezeigt. Trotz vielseitiger
Forschungsarbeiten kann jedoch die Effektivitit und Spezifitit einer siRNA nicht theoretisch
exakt vorhergesagt werden, sodass beide Komponenten experimentell untersucht werden
miissen. Bei der ber-abl-Variante b2a2 konnte keine siRNA gefunden werden, die sowohl
hohe Effektivitit als auch hohe Spezifitit aufweist. Bei spezifischen siRNAs, die zu gleichen
Anteilen den bcr- und den abl-Abschnitt umspannen, bindet das 5°-Ende des Antisense-
Stranges an einen doppelstrangigen Bereich der mRNA. Somit sind diese siRNAs nur wenig
effektiv. Trifft die Wahl der siRNA-Sequenz einen angrenzenden einzelstringigen RNA-
Bereich mit hoher siRNA-Effizienz so sind die siRNAs auch gegen das Wildtyp-abl- oder das
Wildtyp-ber-Gen gerichtet. Demzufolge scheint es nicht moglich zu sein, gegen die ber-abl-
Variante b2a2 mit der RNAi-Technologie einen geeigneten Inhibitor zu finden. Stattdessen
miissen andere Methoden zur Untersuchung der effektiven Suppression dieser bcer-abl-
Variante eingesetzt werden. Bei Nicht-Fusionsgenen ist es sicherlich leichter eine effektive

siRNA zu finden, da mehr Auswahlmdglichkeiten in den Sequenzen bestehen.
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Ausblick

In weiterfiihrenden Untersuchungen sollte geklart werden, welche mRNA-Strukturmerkmale
fiir eine effektive siRNA-Bindung entscheidend sind und dies in einer umfangreichen Studie
belegt werden. Mit den daraus resultierenden Ergebnissen konnen sich mdglicherweise
effiziente siRNAs erfolgreich konstruieren lassen.

Hinsichtlich neuer Therapieansédtze der CML muf} weiter nach verschiedenen Mdglichkeiten
der BCR-AbI-Suppression gesucht werden. Es kann versucht werden, weitere effektive
siRNAs zu konstruieren, die nicht direkt das BCR-Abl-Protein angreifen, sondern eine
Myeloproliferation von Zellen durch Degradation von Interaktionspartnern wie z.B. STATS
oder Gab-2 verhindern [111; 171]. Auch mit Ribozymen kdnnte versucht werden, eine
mRNA-Reduktion zu erreichen. Mit anderen Methoden, wie z.B. der Phage Display-
Technologie konnen spezifisch an BCR-Abl-Proteindoméinen bindende Peptide selektioniert
werden, so z.B. gegen das Kernexportsignal des Abl-Proteins. Dieser Ansatz scheint
erfolgversprechend zu sein, da nach einer induzierten nukledren Translokalisation und

anschliefender Inhibierung des NES das BCR-Abl-Protein die Apoptose induziert [170].
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Anhang

Genetischer Code und Aminosiurecode

Drei- Ein-
Aminosaure |buchstaben- Jbuchstaben-

code code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle |
Leucin Leu L
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Z
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lacZo ATG
M1 Reverse Primer P'!.‘r"d mn Kpn | Sac | BarH| S,I‘J9|
[CAG GAR ACA GCT ATG ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA COS AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC T TAC TARA TGC GET TCG BAC CAT GCC TCOC AGC CTA Q2T GAT
BstX | EcoR| EcoR |

I
OTE ACC 0CC GCC ACT QT2 CTZ GAA TTC 000 CTIPRRRINIEIEAC 00C CAA TTC ToC
CAT TAC GG CGE TCA CAC GAC CTT AAG COO C7R) TTC CC4 CTT AAG ACC

EcoR B Nofl Xhal Nsi | Xbe | Apal
AGA TAT CCR TCA CAC TGE CGG CCG CTC GAG CAT GCR TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA COT AGT OTG ACC QOC GOC GAC CTC OTA COT AGA TCT CCC GGC TTA ACGC |0GC ATA
X

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT T. AART TCA(CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAAR ARC
TCA CTC AGC ATA A TTA AGT|GARC CGG CAG CRA RAT T @CA GCR CTG ACC CTT TIG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

|
S
Nhe |
Pme |
Apal
Xba |
Xho |
Not |
BstX |
EcoRV
Pstl
EcoR |
BstX |
BamH |
Kpn |
Hind
Aflll
Pme |

Comments for pcDNA3 1/ Zeo (+)
5015 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863
T7 promoter priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010
BGH reverse priming site: bases 1022-1039
BGH polyadenylation signal: bases 1021-1235
f1 origin: bases 1298-1711

SV40 promoter and origin: bases 1776-2101
EM7 promoter: bases 2117-2183

Zeocin™ resistance gene: base
SV40 polyadenylation: bases 268
pUC origin: bases 320
bl promoter: bases 488
Ampicillin (bfa) resistance gene: bases 4019-4879 (C)
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AGTGCTGCAACATTTTGCTGCEGGTCACEGTTCGAACGTACGEACGT CCAGC TEAGATCTCC TAGGBGCCCATGGETCOAGCTTAAGAEA
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f1 {+) origin 135-441
B-galactosidase c-fragment 460-816
multiple cloning site 653-760

lac promoter 817-938 ompicillin lacZ
pUC origin 1158-1825

ampicillin resistance (bla) ORF 1974-2833

pBluescript Il KS+ [-MCS
3.0kb Kpn |

pUC ori
pBluescript 1l KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
Haot |
ssH Il T7 Promoter e .%cu:l lf,si)( | .?cu: I I:D::g | )I<l:~u |
T L
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGC TCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA. . .
W13 -20 primer binding site” 17 primer binding site = 5K primer binding sife. ..
i Hine Il Apﬂd )
Spe | fom Slmcl T Rl FeoRy Hindll  opj0e! ?ﬁcll Hho | feoO109 1,
. .ACTAGTGGATCCCCCGGGCT’GCAGGAATTCGATATCAAGCTTATC‘GATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC e
...5K primer binding site - K5 primer binding site
- T3 Promoter IHssH Il i-gail o-fragment
I .GAGGTTTTGTTEGCTTTAGT’GAG‘GGTTMTTG‘GGGGCTTGG’GGTAALGATGGTCATAG‘GTGTTTGC
13 primer binding site T3 Reverse primer binding site
129 Esp I
pvu 1l 9131
Fsp I 8984
P 1079 Nae I
1344 PaeR7 I

1344 Xho 1
1559 EcoR I

Nde I 7693
Xca I 7642 ecoenv-IRES-puro 2302 BepM II
2330 BamH I
Sfi I 7323 +
9761 base pairs
Unique Sites
3279 Spe I
3538 Pwvu II
3570 Not I
3578 SnaB I

4233 Spl I
4285 Sal I
4292 Rsr II

4632 BssH II
4811 Eco47 III
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Stu! 10259
Sfil 10208 &

— 2524 Bcll

pCMVARS.91 — 2933 Sse8337 |
— 3022 Bst1107 1

12,060 base pairs 3173 Tth1111
Fsp | 8645
Pvu | 8498
~
3808 Swal
/
Ecod7 Il 7535 7 <
SgrAa | 7450
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Xbal 7149
BstE Il 6807 5198 EcoR |
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pXF3

pMD.G
6010 bp

VSV G

EcoRI 3710
polyA seq

EcoRI 2930

Plasmid name: pMD.G
Plasmid size: 6010 bp
Constructed by:

Construction date:
Comments/References:

Daniel Ory (map redrawn by Patrick SALMON)
August 25, 1994

pXF3 (poison seq minus pBR322, low copy plasm) and hu
CMV ie prom from pBC12/CMV/IL2 (B. Cullen, Cell 46, 1986) (pBC12 = pXF3 + SV40 ori).

Human beta globin seq (exons 2 and 3, IVS2, polyA) from pucMdBs(R)S (gift M. Sadelain).
VSV G from pSVGL.
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pBabe Puro

100 Ep

(5.1

I 2430
tha I 2500

[—Hot I 4010

Bold Print: unique restriction sites
Flne Prists miltiple resteiction altes

Key Sites
Balll: 928
Hindlll: 934
EcoRI: 707
Sall: 949
Xhol: 955

Vector Features
f1(+) crigin: 441-135
H1 promoter: 708 - 934
pUC origin: 1373-2040
Ampicillin resistance ORF: 3048-2191

T7 primer binding site (AATACGACTCACTATAG): 627-643

T3 primer binding site (CTTTAGTGAGGGTTAAT): 989-1005
M13(-20) primer binding site (GTAAAACGACGGCCAGT): 600-616
M13 reverse primer binding site (CATGGTCATAGCTGTT): 1023-1038

Dralll
BsaAl

MNael
NgoMIV

Xmnl
Tatl

Styl

Bbel KasI MNarl
Sfol BstAPI
Bglll
HindIII
Clal

Bpml
Ahdl

Accl
HincII
sall

¥hol
EcoO1091
Acco 5l

Kpnl

AlwNI

Sapl
AfIITI
Pcil

|

Ecli36ll
Sacl
BstXI
Alel
Bigl
Sacll
Mot
Eagl
¥bal
Spel
BamH1
Smal
¥Xmal
Pstl
EcoR1I
BstBI
Aatll
Zral
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Hine I (9786)
' Sal1(9784)
Cla1(9776)
Sac 11 (9686) .
WPRE \
Cla 1(9048) \
HindII (9041) j\ |
HindII (9029) '—.
Pst 1(9021) !n
Hine 11 (9013) \\
Sal 1(9011) b
Xba1(3005) i
¢GFP L
BaniHL(8254) s

Sma1(8034) |
FLTRSFFV |
Smal(7762)

Pst1(7756)

EcoRI (7746),

' Hind (7734}1\
ClaL(#i29) s

PPT 1\ A

3-gplice site :

HindII (7201)

RRE-Rev responsive element

MunT(6715)
HindII (6617)
gag (ORF-disrupted)
5'-splice site
HindII (6061)
Bgl I (6003)
LTR HIV-1
Hine T (5227)
Mun1(5214)

ein RFP ausgetauscht.

. Xho 1(1)
1_ / Kpn1(24)

| |/ BglT(56)

i
i

7 BglI(163)
' 7 LTR-HIVdelU3
HindII (221)
Xba1(328)

ampicillin resistance gene

rep ofi

SV40 promoter-enhancer
HindII (3455)
Bgl I (3575)
gpt (OFR-frame shift

Bei der Klonierung des dcH1-shRNA-SR-Plasmids wurde die EGFP-WPRE-Kassette gegen
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Sequenzen

Humane c-abl-Sequenz (5744Bp)

5'-GGCCTTCCCCCTGCGAGGATCGCCGTTGGCCCGGGTTGGCTTTGGAAAGCGGCGGTGGCTTTGGGCCGGGCTCGGCCTCGGGAACGCCAGG
GGCCCCTGGGTGCGGACGGGCGCGGCCAGGAGGGGGTTAAGGCGCAGGCGGCGGCGGGGCGGGGGCGEGGCCTGGCGGGCGCCCTCTCCGGGLLL
TTTGTTAACAGGCGCGTCCCGGCCAGCGGAGACGCGGCCGCCCTGGGCGGGCGELCGEGGLCGGLCGEGGCGGCGGTGAGGGCGGCCTGCGGGGLGGLGL
CCGGGGGCCGGGCCGAGCCGGGCCTGAGCCGGGCCCGGACCGAGCTGGGAGAGGGGCTCCGGCCCGATCGTTCGCTTGGCGCAAAATGTTGGAG
ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCTGCAAATCCAAGAAGGGGCTGTCCTCGTCCTCCAGCTGTTATCTGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCAT
CTGACTTTGAGCCTCAGGGTCTGAGTGAAGCCGCTCGTTGGAACTCCAAGGAAAACCTTCTCGCTGGACCCAGTGAAAATGACCCCAACCTTTT
CGTTGCACTGTATGATTTTGTGGCCAGTGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGTGAAAAGCTCCGGGTCTTAGGCTATAATCACAATGGG
GAATGGTGTGAAGCCCAAACCAAAAATGGCCAAGGCTGGGTCCCAAGCAACTACATCACGCCAGTCAACAGTCTGGAGAAACACTCCTGGTACC
ATGGGCCTGTGTCCCGCAATGCCGCTGAGTATCCGCTGAGCAGCGGGATCAATGGCAGCTTCTTGGTGCGTGAGAGTGAGAGCAGTCCTAGCCA
GAGGTCCATCTCGCTGAGATACGAAGGGAGGGTGTACCATTACAGGATCAACACTGCTTCTGATGGCAAGCTCTACGTCTCCTCCGAGAGCCGC
TTCAACACCCTGGCCGAGTTGGTTCATCATCATTCAACGGTGGCCGACGGGCTCATCACCACGCTCCATTATCCAGCCCCAAAGCGCAACAAGC
CCACTGTCTATGGTGTGTCCCCCAACTACGACAAGTGGGAGATGGAACGCACGGACATCACCATGAAGCACAAGCTGGGCGGGGGCCAGTACGG
GGAGGTGTACGAGGGCGTGTGGAAGAAATACAGCCTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAAGGAGGACACCATGGAGGTGGAAGAGTTCTTGAAA
GAAGCTGCAGTCATGAAAGAGATCAAACACCCTAACCTAGTGCAGCTCCTTGGGGTCTGCACCCGGGAGCCCCCGTTCTATATCATCACTGAGT
TCATGACCTACGGGAACCTCCTGGACTACCTGAGGGAGTGCAACCGGCAGGAGGTGAACGCCGTGGTGCTGCTGTACATGGCCACTCAGATCTC
GTCAGCCATGGAGTACCTAGAGAAGAAAAACTTCATCCACAGAGATCTTGCTGCCCGAAACTGCCTGGTAGGGGAGAACCACTTGGTGAAGGTA
GCTGATTTTGGCCTGAGCAGGTTGATGACAGGGGACACCTACACAGCCCATGCTGGAGCCAAGTTCCCCATCAAATGGACTGCACCCGAGAGCC
TGGCCTACAACAAGTTCTCCATCAAGTCCGACGTCTGGGCATTTGGAGTATTGCTTTGGGAAATTGCTACCTATGGCATGTCCCCTTACCCGGG
AATTGACCGTTCCCAGGTGTATGAGCTGCTAGAGAAGGACTACCGCATGAAGCGCCCAGAAGGCTGCCCAGAGAAGGTCTATGAACTCATGCGA
GCATGTTGGCAGTGGAATCCCTCTGACCGGCCCTCCTTTGCTGAAATCCACCAAGCCTTTGAAACAATGTTCCAGGAATCCAGTATCTCAGACG
AAGTGGAAAAGGAGCTGGGGAAACAAGGCGTCCGTGGGGCTGTGACTACCTTGCTGCAGGCCCCAGAGCTGCCCACCAAGACGAGGACCTCCAG
GAGAGCTGCAGAGCACAGAGACACCACTGACGTGCCTGAGATGCCTCACTCCAAGGGCCAGGGAGAGAGCGATCCTCTGGACCATGAGCCTGCC
GTGTCTCCATTGCTCCCTCGAAAAGAGCGAGGTCCCCCGGAGGGCGGCCTGAATGAAGATGAGCGCCTTCTCCCCAAAGACAAAAAGACCAACT
TGTTCAGCGCCTTGATCAAGAAGAAGAAGAAGACAGCCCCAACCCCTCCCAAACGCAGCAGCTCCTTCCGGGAGATGGACGGCCAGCCGGAGCG
CAGAGGGGCCGGCGAGGAAGAGGGCCGAGACATCAGCAACGGGGCACTGGCTTTCACCCCCTTGGACACAGCTGACCCAGCCAAGTCCCCARAAG
CCCAGCAATGGGGCTGGGGTCCCCAATGGAGCCCTCCGGGAGTCCGGGGGCTCAGGCTTCCGGTCTCCCCACCTGTGGAAGAAGTCCAGCACGC
TGACCAGCAGCCGCCTAGCCACCGGCGAGGAGGAGGGCGGTGGCAGCTCCAGCAAGCGCTTCCTGCGCTCTTGCTCCGTCTCCTGCGTTCCCCA
TGGGGCCAAGGACACGGAGTGGAGGTCAGTCACGCTGCCTCGGGACTTGCAGTCCACGGGAAGACAGTTTGACTCGTCCACATTTGGAGGGCALC
AAAAGTGAGAAGCCGGCTCTGCCTCGGAAGAGGGCAGGGGAGAACAGGTCTGACCAGGTGACCCGAGGCACAGTAACGCCTCCCCCCAGGCTGG
TGAAAAAGAATGAGGAAGCTGCTGATGAGGTCTTCAAAGACATCATGGAGTCCAGCCCGGGCTCCAGCCCGCCCAACCTGACTCCAAAACCCCT
CCGGCGGCAGGTCACCGTGGCCCCTGCCTCGGGCCTCCCCCACAAGGAAGAAGCCTGGAAAGGCAGTGCCTTAGGGACCCCTGCTGCAGCTGAG
CCAGTGACCCCCACCAGCAAAGCAGGCTCAGGTGCACCAAGGGGCACCAGCAAGGGCCCCGCCGAGGAGTCCAGAGTGAGGAGGCACAAGCACT
CCTCTGAGTCGCCAGGGAGGGACAAGGGGAAATTGTCCAAGCTCAAACCTGCCCCGCCGCCCCCACCAGCAGCCTCTGCAGGGAAGGCTGGAGG
AAAGCCCTCGCAGAGGCCCGGCCAGGAGGCTGCCGGGGAGGCAGTCTTGGGCGCAAAGACAAAAGCCACGAGTCTGGTTGATGCTGTGAACAGT
GACGCTGCCAAGCCCAGCCAGCCGGCAGAGGGCCTCAAAAAGCCCGTGCTCCCGGCCACTCCAAAGCCACACCCCGCCAAGCCGTCGGGGALCCC
CCATCAGCCCAGCCCCCGTTCCCCTTTCCACGTTGCCATCAGCATCCTCGGCCTTGGCAGGGGACCAGCCGTCTTCCACTGCCTTCATCCCTCT
CATATCAACCCGAGTGTCTCTTCGGAAAACCCGCCAGCCTCCAGAGCGGGCCAGCGGCGCCATCACCAAGGGCGTGGTCTTGGACAGCACCGAG
GCGCTGTGCCTCGCCATCTCTGGGAACTCCGAGCAGATGGCCAGCCACAGCGCAGTGCTGGAGGCCGGCAAAAACCTCTACACGTTCTGCGTGA
GCTATGTGGATTCCATCCAGCAAATGAGGAACAAGTTTGCCTTCCGAGAGGCCATCAACAAACTGGAGAATAATCTCCGGGAGCTTCAGATCTG
CCCGGCGTCAGCAGGCAGTGGTCCGGCGGCCACTCAGGACTTCAGCAAGCTCCTCAGTTCGGTGAAGGAAATCAGTGACATAGTGCAGAGGTAG
CAGCAGTCAGGGGTCAGGTGTCAGGCCCGTCGGAGCTGCCTGCAGCACATGCGGGCTCGCCCATACCCATGACAGTGGCTGAGAAGGGACTAGT
GAGTCAGCACCTTGGCCCAGGAGCTCTGCGCCAGGCAGAGCTGAGGGCCCTGTGGAGTCCAGCTCTACTACCTACGTTTGCACCGCCTGCCCTC
CCGCACCTTCCTCCTCCCCGCTCCGTCTCTGTCCTCGAATTTTATCTGTGGAGTTCCTGCTCCGTGGACTGCAGTCGGCATGCCAGGACCCGCC
AGCCCCGCTCCCACCTAGTGCCCCAGACTGAGCTCTCCAGGCCAGGTGGGAACGGCTGATGTGGACTGTCTTTTTCATTTTTTTCTCTCTGGAG
CCCCTCCTCCCCCGGCTGGGCCTCCTTCTTCCACTTCTCCAAGAATGGAAGCCTGAACTGAGGCCTTGTGTGTCAGGCCCTCTGCCTGCACTCC
CTGGCCTTGCCCGTCGTGTGCTGAAGACATGTTTCAAGAACCGCCATTTCGGGAAGGGCATGCACGGGCCATGCACACGGCTGGTCACTCTGCC
CTCTGCTGCTGCCCGGGGTGGGGTGCACTCGCCATTTCCTCACGTGCAGGACAGCTCTTGATTTGGGTGGAAAACAGGGTGCTAAAGCCAACCA
GCCTTTGGGTCCTGGGCAGGTGGGAGCTGAAAAGGATCGAGGCATGGGGCATGTCCTTTCCATCTGTCCACATCCCCAGAGCCCAGCTCTTGCT
CTCTTGTGACGTGCACTGTGAATCCTGGCAAGAAAGCTTGAGTCTCAAGGGTGGCAGGTCACTGTCACTGCCGACATCCCTCCCCCAGCAGAAT
GGAGGCAGGGGACAAGGGAGGCAGTGGCTAGTGGGGTGAACAGCTGGTGCCAAATAGCCCCAGACTGGGCCCAGGCAGGTCTGCAAGGGCCCAG
AGTGAACCGTCCTTTCACACATCTGGGTGCCCTGAAGGGCCCTTCCCCTCCCCCACTCCTCTAAGACAAAGTAGATTCTTACAAGGCCCTTTCC
TTTGGAACAAGACAGCCTTCACTTTTCTGAGTTCTTGAAGCATTTCAAAGCCCTGCCTCTGTGTAGCCGCCCTGAGAGAGAATAGAGCTGCCAC
TGGGCACCTCGCGACAGGTGGGAGGAAAGGGCCTGCGCAGTCCTGGTCCTGGCTGCACTCTTGAACTGGGCGAATGTCTTATTTAATTACCGTG
AGTGACATAGCCTCATGTTCTGTGGGGGTCATCAGGGAGGGTTAGGAAAACCACAAACGGAGCCCCTGAAAGCCTCACGTATTTCACAGAGCAC
GCCTGCCATCTTCTCCCCGAGGCTGCCCCAGGCCGGAGCCCAGATACCGGCGGGCTGTGACTCTGGGCAGGGACCCGGGGTCTCCTGGACCTTG
ACAGAGCAGCTAACTCCGAGAGCAGTGGGCAGGTGGCCGCCCCTGAGGCTTCACGCCGGAGAAGCCACCTTCCCGCCCCTTCATACCGCCTCGT
GCCAGCAGCCTCGCACAGGCCCTAGCTTTACGCTCATCACCTAAACTTGTACTTTATTTTTCTGATAGAAATGGTTTCCTCTGGATCGTTTTAT
GCGGTTCTTACAGCACATCACCTCTTTCCCCCCGACGGCTGTGACGCAGCGGAGAGGCACTAGTCACCGACAGCGGCCTTGAAGACAGAGCAAA
GCCCCCACCCAGGTCCCCCGACTGCCTGTCTCCATGAGGTACTGGTCCCTTCCTTTTGTTAACGTGATGTGCCACTATATTTTACACGTATCTC
TTGGTATGCATCTTTTATAGACGCTCTTTTCTAAGTGGCGTGTGCATAGCGTCCTGCCCTGCCCTCGGGGGCCTGTGGTGGCTCCCCCTCTGCT
TCTCGGGGTCCAGTGCATTTTGTTTCTGTATATGATTCTCTGTGGTTTTTTTTGAATCCAAATCTGTCCTCTGTAGTATTTTTTAAATAAATCA
GTGTTTACATTAG-3"
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Humane bcer-Sequenz (4739Bp)

5'-GGGGAGATAGGTAGGAGTAGCGTGGTAAGGGCGATGAGTGTGGGCCGGGCGGGAGTGCGGCGAGAGCCGGCTGGCTGAGCTTAGCGTCCGA
GGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGGGCTGTGGGGCGGTGCGGAAGCGAGAGGCGAGGAGCGCGCGGGCCGTGGCCAGAGT
CTGGCGGCGGCCTGGCGGAGCGGAGAGCAGCGCCCGCGCCTCGCCGTGCGGAGGAGCCCCGCACACAATAGCGGCGCGCGCAGCCCGCGCCCTT
CCCCCCGGCGLCGCCCLCGLCCCCGLCGCGCCGAGCGCCCCGCTCCGCCTCACCTGCCACCAGGGAGTGGGCGGGCATTGTTCGCCGCCGCCGCCGLL
GCGCGGGGCCATGGGGGCCGCCCGGCGCCCGGGGCCGGGCCTGGCGAGGCCGCCGCGCCGCCGCTGAGACGGGCCCCGCGCGCAGLCCLGGLGGL
GCAGGTAAGGCCGGCCGCGCCATGGTGGACCCGGTGGGCTTCGCGGAGGCGTGGAAGGCGCAGTTCCCGGACTCAGAGCCCCCGCGCATGGAGC
TGCGCTCAGTGGGCGACATCGAGCAGGAGCTGGAGCGCTGCAAGGCCTCCATTCGGCGCCTGGAGCAGGAGGTGAACCAGGAGCGCTTCCGCAT
GATCTACCTGCAGACGTTGCTGGCCAAGGAAAAGAAGAGCTATGACCGGCAGCGATGGGGCTTCCGGCGCGCGGCGCAGGCCCCCGACGGCGLL
TCCGAGCCCCGAGCGTCCGCGTCGCGCCCGCAGCCAGCGCCCGCCGACGGAGCCGACCCGCCGCCCGCCGAGGAGCCCGAGGCCCGGCCCGACG
GCGAGGGTTCTCCGGGTAAGGCCAGGCCCGGGACCGCCCGCAGGCCCGGGGCAGCCGCGTCGGGGGAACGGGACGACCGGGGACCCCCCGCCAG
CGTGGCGGCGCTCAGGTCCAACTTCGAGCGGATCCGCAAGGGCCATGGCCAGCCCGGGGCGGACGCCGAGAAGCCCTTCTACGTGAACGTCGAG
TTTCACCACGAGCGCGGCCTGGTGAAGGTCAACGACAAAGAGGTGTCGGACCGCATCAGCTCCCTGGGCAGCCAGGCCATGCAGATGGAGCGCA
AAAAGTCCCAGCACGGCGCGGGCTCGAGCGTGGGGGATGCATCCAGGCCCCCTTACCGGGGACGCTCCTCGGAGAGCAGCTGCGGCGTCGACGG
CGACTACGAGGACGCCGAGTTGAACCCCCGCTTCCTGAAGGACAACCTGATCGACGCCAATGGCGGTAGCAGGCCCCCTTGGCCGCCCCTGGAG
TACCAGCCCTACCAGAGCATCTACGTCGGGGGCATGATGGAAGGGGAGGGCAAGGGCCCGCTCCTGCGCAGCCAGAGCACCTCTGAGCAGGAGA
AGCGCCTTACCTGGCCCCGCAGGTCCTACTCCCCCCGGAGTTTTGAGGATTGCGGAGGCGGCTATACCCCGGACTGCAGCTCCAATGAGAACCT
CACCTCCAGCGAGGAGGACTTCTCCTCTGGCCAGTCCAGCCGCGTGTCCCCAAGCCCCACCACCTACCGCATGTTCCGGGACAAAAGCCGCTCT
CCCTCGCAGAACTCGCAACAGTCCTTCGACAGCAGCAGTCCCCCCACGCCGCAGTGCCATAAGCGGCACCGGCACTGCCCGGTTGTCGTGTCCG
AGGCCACCATCGTGGGCGTCCGCAAGACCGGGCAGATCTGGCCCAACGATGGCGAGGGCGCCTTCCATGGAGACGCAGATGGCTCGTTCGGAAC
ACCACCTGGATACGGCTGCGCTGCAGACCGGGCAGAGGAGCAGCGCCGGCACCAAGATGGGCTGCCCTACATTGATGACTCGCCCTCCTCATCG
CCCCACCTCAGCAGCAAGGGCAGGGGCAGCCGGGATGCGCTGGTCTCGGGAGCCCTGGAGTCCACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGGAAAAGG
GCTTGGAGATGAGAAAATGGGTCCTGTCGGGAATCCTGGCTAGCGAGGAGACTTACCTGAGCCACCTGGAGGCACTGCTGCTGCCCATGAAGCC
TTTGAAAGCCGCTGCCACCACCTCTCAGCCGGTGCTGACGAGTCAGCAGATCGAGACCATCTTCTTCAAAGTGCCTGAGCTCTACGAGATCCAC
AAGGAGTTCTATGATGGGCTCTTCCCCCGCGTGCAGCAGTGGAGCCACCAGCAGCGGGTGGGCGACCTCTTCCAGAAGCTGGCCAGCCAGCTGG
GTGTGTACCGGGCCTTCGTGGACAACTACGGAGTTGCCATGGAAATGGCTGAGAAGTGCTGTCAGGCCAATGCTCAGTTTGCAGAAATCTCCGA
GAACCTGAGAGCCAGAAGCAACAAAGATGCCAAGGATCCAACGACCAAGAACTCTCTGGAAACTCTGCTCTACAAGCCTGTGGACCGTGTGACG
AGGAGCACGCTGGTCCTCCATGACTTGCTGAAGCACACTCCTGCCAGCCACCCTGACCACCCCTTGCTGCAGGACGCCCTCCGCATCTCACAGA
ACTTCCTGTCCAGCATCAATGAGGAGATCACACCCCGACGGCAGTCCATGACGGTGAAGAAGGGAGAGCACCGGCAGCTGCTGAAGGACAGCTT
CATGGTGGAGCTGGTGGAGGGGGCCCGCAAGCTGCGCCACGTCTTCCTGTTCACCGAGCTGCTTCTCTGCACCAAGCTCAAGAAGCAGAGCGGA
GGCAAAACGCAGCAGTATGACTGCAAATGGTACATTCCGCTCACGGATCTCAGCTTCCAGATGGTGGATGAACTGGAGGCAGTGCCCAACATCC
CCCTGGTGCCCGATGAGGAGCTGGACGCTTTGAAGATCAAGATCTCCCAGATCAAGAGTGACATCCAGAGAGAGAAGAGGGCGAACAAGGGCAG
CAAGGCTACGGAGAGGCTGAAGAAGAAGCTGTCGGAGCAGGAGTCACTGCTGCTGCTTATGTCTCCCAGCATGGCCTTCAGGGTGCACAGCCGC
AACGGCAAGAGTTACACGTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACATCCGGGAGCAGCAGAAGAAGTGTTTCAGAA
GCTTCTCCCTGACATCCGTGGAGCTGCAGATGCTGACCAACTCGTGTGTGAAACTCCAGACTGTCCACAGCATTCCGCTGACCATCAATAAGGA
AGATGATGAGTCTCCGGGGCTCTATGGGTTTCTGAATGTCATCGTCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCAGAGTTCAAATCTGTACTGCACCCTG
GAGGTGGATTCCTTTGGGTATTTTGTGAATAAAGCAAAGACGCGCGTCTACAGGGACACAGCTGAGCCAAACTGGAACGAGGAATTTGAGATAG
AGCTGGAGGGCTCCCAGACCCTGAGGATACTGTGCTATGAAAAGTGTTACAACAAGACGAAGATCCCCAAGGAGGACGGCGAGAGCACGGACAG
ACTCATGGGGAAGGGCCAGGTCCAGCTGGACCCGCAGGCCCTGCAGGACAGAGACTGGCAGCGCACCGTCATCGCCATGAATGGGATCGAAGTA
AAGCTCTCGGTCAAGTTCAACAGCAGGGAGTTCAGCTTGAAGAGGATGCCGTCCCGAAAACAGACAGGGGTCTTCGGAGTCAAGATTGCTGTGG
TCACCAAGAGAGAGAGGTCCAAGGTGCCCTACATCGTGCGCCAGTGCGTGGAGGAGATCGAGCGCCGAGGCATGGAGGAGGTGGGCATCTACCG
CGTGTCCGGTGTGGCCACGGACATCCAGGCACTGAAGGCAGCCTTCGACGTCAATAACAAGGATGTGTCGGTGATGATGAGCGAGATGGACGTG
AACGCCATCGCAGGCACGCTGAAGCTGTACTTCCGTGAGCTGCCCGAGCCCCTCTTCACTGACGAGTTCTACCCCAACTTCGCAGAGGGCATCG
CTCTTTCAGACCCGGTTGCAAAGGAGAGCTGCATGCTCAACCTGCTGCTGTCCCTGCCGGAGGCCAACCTGCTCACCTTCCTTTTCCTTCTGGA
CCACCTGAAAAGGGTGGCAGAGAAGGAGGCAGTCAATAAGATGTCCCTGCACAACCTCGCCACGGTCTTTGGCCCCACGCTGCTCCGGCCCTCC
GAGAAGGAGAGCAAGCTCCCTGCCAACCCCAGCCAGCCTATCACCATGACTGACAGCTGGTCCTTGGAGGTCATGTCCCAGGTCCAGGTGCTGC
TGTACTTCCTGCAGCTGGAGGCCATCCCTGCCCCGGACAGCAAGAGACAGAGCATCCTGTTCTCCACCGAAGTCTAAAGGTCCCAGTCCATCTC
CTGGAGGCAGACAGATGGCCTGGAAACCTCTGGCTAATCGGGCCATCCGTAGAGCGGGAACCTTCCTGAGGTGTCCTTGGGCCACCCCCAAGTG
TTGGGCCATCTGCCAAGAGACAGCGACCCAAAGCCGAAGGACAGGTGGCCTGGGCAGATCTCGCCCAGGTCTGGGAGCCCCAGGCTGGCCTCAG
ACTGTGGTTTTTTATGTGGCCACCCGAGGGCGCCCCAAGCCAGTTCATCTCAGAGTCCAGGCCTGACCCTGGGAGACAGGGTGAAGGGAGTGAT
TTTTATGAACTTAACTTAGAGTCTAAAAGATTTCTACTGGATCACTTGTCAAGATGCGCCCTCTCTGGGGAGAAGGGAACGTGACCGGATTCCC
TCACTGTTGTATCTTGAATAAACGCTGCTGCTTCATCCTGTG-3"
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b3a2-Sequenz (6667Bp)

5'-GGGGAGATAGGTAGGAGTAGCGTGGTAAGGGCGATGAGTGTGGGCCGGGCGGGAGTGCGGCGAGAGCCGGCTGGCTGAGCTTAGCGTCCGA
GGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGGGCTGTGGGGCGGTGCGGAAGCGAGAGGCGAGGAGCGCGCGGGCCGTGGCCAGAGT
CTGGCGGCGGCCTGGCGGAGCGGAGAGCAGCGCCCGCGCCTCGCCGTGCGGAGGAGCCCCGCACACAATAGCGGCGCGCGCAGCCCGCGCCCTT
CCCCCCGGCGLCGCCCLCGLCCCCGLCGCGCCGAGCGCCCCGCTCCGCCTCACCTGCCACCAGGGAGTGGGCGGGCATTGTTCGCCGCCGCCGCCGLL
GCGCGGGGCCATGGGGGCCGCCLCGGLGCCLCGGEGGCCGGGECCTGGCGAGGCCGCCGCGCCGCCGCTGAGACGGGCCCCGCGCGCAGLCLCLGGLGGL
GCAGGTAAGGCCGGCCGCGCCATGGTGGACCCGGTGGGCTTCGCGGAGGCGTGGAAGGCGCAGTTCCCGGACTCAGAGCCCCCGCGCATGGAGC
TGCGCTCAGTGGGCGACATCGAGCAGGAGCTGGAGCGCTGCAAGGCCTCCATTCGGCGCCTGGAGCAGGAGGTGAACCAGGAGCGCTTCCGCAT
GATCTACCTGCAGACGTTGCTGGCCAAGGAAAAGAAGAGCTATGACCGGCAGCGATGGGGCTTCCGGCGCGCGGCGCAGGCCCCCGACGGCGLL
TCCGAGCCCCGAGCGTCCGCGTCGCGCCCGCAGCCAGCGCCCGCCGACGGAGCCGACCCGCCGCCCGCCGAGGAGCCCGAGGCCCGGCCCGACG
GCGAGGGTTCTCCGGGTAAGGCCAGGCCCGGGACCGCCCGCAGGCCCGGGGCAGCCGCGTCGGGGGAACGGGACGACCGGGGACCCCCCGCCAG
CGTGGCGGCGCTCAGGTCCAACTTCGAGCGGATCCGCAAGGGCCATGGCCAGCCCGGGGCGGACGCCGAGAAGCCCTTCTACGTGAACGTCGAG
TTTCACCACGAGCGCGGCCTGGTGAAGGTCAACGACAAAGAGGTGTCGGACCGCATCAGCTCCCTGGGCAGCCAGGCCATGCAGATGGAGCGCA
AAAAGTCCCAGCACGGCGCGGGCTCGAGCGTGGGGGATGCATCCAGGCCCCCTTACCGGGGACGCTCCTCGGAGAGCAGCTGCGGCGTCGACGG
CGACTACGAGGACGCCGAGTTGAACCCCCGCTTCCTGAAGGACAACCTGATCGACGCCAATGGCGGTAGCAGGCCCCCTTGGCCGCCCCTGGAG
TACCAGCCCTACCAGAGCATCTACGTCGGGGGCATGATGGAAGGGGAGGGCAAGGGCCCGCTCCTGCGCAGCCAGAGCACCTCTGAGCAGGAGA
AGCGCCTTACCTGGCCCCGCAGGTCCTACTCCCCCCGGAGTTTTGAGGATTGCGGAGGCGGCTATACCCCGGACTGCAGCTCCAATGAGAACCT
CACCTCCAGCGAGGAGGACTTCTCCTCTGGCCAGTCCAGCCGCGTGTCCCCAAGCCCCACCACCTACCGCATGTTCCGGGACAAAAGCCGCTCT
CCCTCGCAGAACTCGCAACAGTCCTTCGACAGCAGCAGTCCCCCCACGCCGCAGTGCCATAAGCGGCACCGGCACTGCCCGGTTGTCGTGTCCG
AGGCCACCATCGTGGGCGTCCGCAAGACCGGGCAGATCTGGCCCAACGATGGCGAGGGCGCCTTCCATGGAGACGCAGATGGCTCGTTCGGAAC
ACCACCTGGATACGGCTGCGCTGCAGACCGGGCAGAGGAGCAGCGCCGGCACCAAGATGGGCTGCCCTACATTGATGACTCGCCCTCCTCATCG
CCCCACCTCAGCAGCAAGGGCAGGGGCAGCCGGGATGCGCTGGTCTCGGGAGCCCTGGAGTCCACTAAAGCGAGTGAGCTGGACTTGGAAAAGG
GCTTGGAGATGAGAAAATGGGTCCTGTCGGGAATCCTGGCTAGCGAGGAGACTTACCTGAGCCACCTGGAGGCACTGCTGCTGCCCATGAAGCC
TTTGAAAGCCGCTGCCACCACCTCTCAGCCGGTGCTGACGAGTCAGCAGATCGAGACCATCTTCTTCAAAGTGCCTGAGCTCTACGAGATCCAC
AAGGAGTTCTATGATGGGCTCTTCCCCCGCGTGCAGCAGTGGAGCCACCAGCAGCGGGTGGGCGACCTCTTCCAGAAGCTGGCCAGCCAGCTGG
GTGTGTACCGGGCCTTCGTGGACAACTACGGAGTTGCCATGGAAATGGCTGAGAAGTGCTGTCAGGCCAATGCTCAGTTTGCAGAAATCTCCGA
GAACCTGAGAGCCAGAAGCAACAAAGATGCCAAGGATCCAACGACCAAGAACTCTCTGGAAACTCTGCTCTACAAGCCTGTGGACCGTGTGACG
AGGAGCACGCTGGTCCTCCATGACTTGCTGAAGCACACTCCTGCCAGCCACCCTGACCACCCCTTGCTGCAGGACGCCCTCCGCATCTCACAGA
ACTTCCTGTCCAGCATCAATGAGGAGATCACACCCCGACGGCAGTCCATGACGGTGAAGAAGGGAGAGCACCGGCAGCTGCTGAAGGACAGCTT
CATGGTGGAGCTGGTGGAGGGGGCCCGCAAGCTGCGCCACGTCTTCCTGTTCACCGAGCTGCTTCTCTGCACCAAGCTCAAGAAGCAGAGCGGA
GGCAAAACGCAGCAGTATGACTGCAAATGGTACATTCCGCTCACGGATCTCAGCTTCCAGATGGTGGATGAACTGGAGGCAGTGCCCAACATCC
CCCTGGTGCCCGATGAGGAGCTGGACGCTTTGAAGATCAAGATCTCCCAGATCAAGAGTGACATCCAGAGAGAGAAGAGGGCGAACAAGGGCAG
CAAGGCTACGGAGAGGCTGAAGAAGAAGCTGTCGGAGCAGGAGTCACTGCTGCTGCTTATGTCTCCCAGCATGGCCTTCAGGGTGCACAGCCGC
AACGGCAAGAGTTACACGTTCCTGATCTCCTCTGACTATGAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACATCCGGGAGCAGCAGAAGAAGTGTTTCAGAA
GCTTCTCCCTGACATCCGTGGAGCTGCAGATGCTGACCAACTCGTGTGTGAAACTCCAGACTGTCCACAGCATTCCGCTGACCATCAATAAGGA
AGATGATGAGTCTCCGGGGCTCTATGGGTTTCTGAATGTCATCGTCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGCGGCCA
GTAGCATCTGACTTTGAGCCTCAGGGTCTGAGTGAAGCCGCTCGTTGGAACTCCAAGGAAAACCTTCTCGCTGGACCCAGTGAAAATGACCCCA
ACCTTTTCGTTGCACTGTATGATTTTGTGGCCAGTGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGTGAAAAGCTCCGGGTCTTAGGCTATAATCA
CAATGGGGAATGGTGTGAAGCCCAAACCAAAAATGGCCAAGGCTGGGTCCCAAGCAACTACATCACGCCAGTCAACAGTCTGGAGAAACACTCC
TGGTACCATGGGCCTGTGTCCCGCAATGCCGCTGAGTATCCGCTGAGCAGCGGGATCAATGGCAGCTTCTTGGTGCGTGAGAGTGAGAGCAGTC
CTAGCCAGAGGTCCATCTCGCTGAGATACGAAGGGAGGGTGTACCATTACAGGATCAACACTGCTTCTGATGGCAAGCTCTACGTCTCCTCCGA
GAGCCGCTTCAACACCCTGGCCGAGTTGGTTCATCATCATTCAACGGTGGCCGACGGGCTCATCACCACGCTCCATTATCCAGCCCCAAAGCGC
AACAAGCCCACTGTCTATGGTGTGTCCCCCAACTACGACAAGTGGGAGATGGAACGCACGGACATCACCATGAAGCACAAGCTGGGCGGGGGLC
AGTACGGGGAGGTGTACGAGGGCGTGTGGAAGAAATACAGCCTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAAGGAGGACACCATGGAGGTGGAAGAGTT
CTTGAAAGAAGCTGCAGTCATGAAAGAGATCAAACACCCTAACCTAGTGCAGCTCCTTGGGGTCTGCACCCGGGAGCCCCCGTTCTATATCATC
ACTGAGTTCATGACCTACGGGAACCTCCTGGACTACCTGAGGGAGTGCAACCGGCAGGAGGTGAACGCCGTGGTGCTGCTGTACATGGCCACTC
AGATCTCGTCAGCCATGGAGTACCTAGAGAAGAAAAACTTCATCCACAGAGATCTTGCTGCCCGAAACTGCCTGGTAGGGGAGAACCACTTGGT
GAAGGTAGCTGATTTTGGCCTGAGCAGGTTGATGACAGGGGACACCTACACAGCCCATGCTGGAGCCAAGTTCCCCATCAAATGGACTGCACCC
GAGAGCCTGGCCTACAACAAGTTCTCCATCAAGTCCGACGTCTGGGCATTTGGAGTATTGCTTTGGGAAATTGCTACCTATGGCATGTCCCCTT
ACCCGGGAATTGACCGTTCCCAGGTGTATGAGCTGCTAGAGAAGGACTACCGCATGAAGCGCCCAGAAGGCTGCCCAGAGAAGGTCTATGAACT
CATGCGAGCATGTTGGCAGTGGAATCCCTCTGACCGGCCCTCCTTTGCTGAAATCCACCAAGCCTTTGAAACAATGTTCCAGGAATCCAGTATC
TCAGACGAAGTGGAAAAGGAGCTGGGGAAACAAGGCGTCCGTGGGGCTGTGACTACCTTGCTGCAGGCCCCAGAGCTGCCCACCAAGACGAGGA
CCTCCAGGAGAGCTGCAGAGCACAGAGACACCACTGACGTGCCTGAGATGCCTCACTCCAAGGGCCAGGGAGAGAGCGATCCTCTGGACCATGA
GCCTGCCGTGTCTCCATTGCTCCCTCGAAAAGAGCGAGGTCCCCCGGAGGGCGGCCTGAATGAAGATGAGCGCCTTCTCCCCAAAGACAAAAAG
ACCAACTTGTTCAGCGCCTTGATCAAGAAGAAGAAGAAGACAGCCCCAACCCCTCCCAAACGCAGCAGCTCCTTCCGGGAGATGGACGGCCAGC
CGGAGCGCAGAGGGGCCGGCGAGGAAGAGGGCCGAGACATCAGCAACGGGGCACTGGCTTTCACCCCCTTGGACACAGCTGACCCAGCCAAGTC
CCCAAAGCCCAGCAATGGGGCTGGGGTCCCCAATGGAGCCCTCCGGGAGTCCGGGGGCTCAGGCTTCCGGTCTCCCCACCTGTGGAAGAAGTCC
AGCACGCTGACCAGCAGCCGCCTAGCCACCGGCGAGGAGGAGGGCGGTGGCAGCTCCAGCAAGCGCTTCCTGCGCTCTTGCTCCGTCTCCTGCG
TTCCCCATGGGGCCAAGGACACGGAGTGGAGGTCAGTCACGCTGCCTCGGGACTTGCAGTCCACGGGAAGACAGTTTGACTCGTCCACATTTGG
AGGGCACAAAAGTGAGAAGCCGGCTCTGCCTCGGAAGAGGGCAGGGGAGAACAGGTCTGACCAGGTGACCCGAGGCACAGTAACGCCTCCCCCC
AGGCTGGTGAAAAAGAATGAGGAAGCTGCTGATGAGGTCTTCAAAGACATCATGGAGTCCAGCCCGGGCTCCAGCCCGCCCAACCTGACTCCAA
AACCCCTCCGGCGGCAGGTCACCGTGGCCCCTGCCTCGGGCCTCCCCCACAAGGAAGAAGCCTGGAAAGGCAGTGCCTTAGGGACCCCTGCTGC
AGCTGAGCCAGTGACCCCCACCAGCAAAGCAGGCTCAGGTGCACCAAGGGGCACCAGCAAGGGCCCCGCCGAGGAGTCCAGAGTGAGGAGGCAC
AAGCACTCCTCTGAGTCGCCAGGGAGGGACAAGGGGAAATTGTCCAAGCTCAAACCTGCCCCGCCGCCCCCACCAGCAGCCTCTGCAGGGAAGG
CTGGAGGAAAGCCCTCGCAGAGGCCCGGCCAGGAGGCTGCCGGGGAGGCAGTCTTGGGCGCAAAGACAAAAGCCACGAGTCTGGTTGATGCTGT
GAACAGTGACGCTGCCAAGCCCAGCCAGCCGGCAGAGGGCCTCAAAAAGCCCGTGCTCCCGGCCACTCCAAAGCCACACCCCGCCAAGCCGTCG
GGGACCCCCATCAGCCCAGCCCCCGTTCCCCTTTCCACGTTGCCATCAGCATCCTCGGCCTTGGCAGGGGACCAGCCGTCTTCCACTGCCTTCA
TCCCTCTCATATCAACCCGAGTGTCTCTTCGGAAAACCCGCCAGCCTCCAGAGCGGGCCAGCGGCGCCATCACCAAGGGCGTGGTCTTGGACAG
CACCGAGGCGCTGTGCCTCGCCATCTCTGGGAACTCCGAGCAGATGGCCAGCCACAGCGCAGTGCTGGAGGCCGGCAAAAACCTCTACACGTTC
TGCGTGAGCTATGTGGATTCCATCCAGCAAATGAGGAACAAGTTTGCCTTCCGAGAGGCCATCAACAAACTGGAGAATAATCTCCGGGAGCTTC
AGATCTGCCCGGCGTCAGCAGGCAGTGGTCCGGCGGCCACTCAGGACTTCAGCAAGCTCCTCAGTTCGGTGAAGGAAATCAGTGACATAGTGCA
GAGGTAGCAGCAGTCAGGGGTCAGGTGTCAGGCCCGTCGGAGCTGCCTGCAGCACATGCGGGCTCGCCCATACCCATGACAGTGGCTGAG-3"
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