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1 Einleitung

1.1 Lymphome

Die Einteilung der Lymphomerkrankungen erfolgt in Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL). Bei letzteren handelt es sich um eine heterogene Gruppe von malignen
Erkrankungen der Lymphozyten. Zur weiteren Einteilung in die unterschiedlichen
Subgruppen dient die 1995 eingefiihrte REAL (Revised European American Lymphoma)
und die neuere, hierauf beruhende WHO-Klassifikation der NHL. Es wird zunéchst nach
B- oder T- Zell Neoplasien unterschieden. Zusétzlich beeinflussen immunologische sowie
genetische Eigenschaften der Tumorzellen deren Einteilung. Des weiteren kommen
unterschiedliche Malignitdtsgrade (Grading) sowie eine modifizierte Ann-Arbor-
Stadieneinteilung hinzu [60, 90, 116].

Epidemiologisch zeigt sich eine im Verlauf steigende Inzidenz von aktuell ca. 5-10 /
100000 Einwohner sowie eine steigende Mortalitit. Therapeutisch sind vor allem Strahlen-
und Chemotherapie - angepasst an das jeweilige Erkrankungsstadium - von Bedeutung.
Niedriggradige (haufig auch indolente Lymphome genannt) NHL haben einen prinzipiell
giinstigeren Verlauf, sind aber paradoxerweise seltener kurativ behandelbar (ca. 80% 5-
Jahres-Uberlebensrate) [66]. Gerade bei jiingeren Patienten sind deshalb neuere
Behandlungskonzepte gefragt. Zusitzlich zu Weiterentwicklungen der vorhandenen
Chemotherapieprotokolle, oder dem FEinsatz von Interferon-o¢ und der Stammzell-
transplantation, ist der Einsatz von monoklonalen Antikorpern ein viel versprechender
Ansatz, der zurzeit in klinischen Studien erprobt wird. Bei den NHL insbesondere
Rituximab, einem selektiven Antikorper gegen das Oberfldchenantigen CD-20, welches
auf einem Grofteil der Lymphome vom B-Zell-Typ exprimiert wird [91, 102]. Eine
Weiterentwicklung des Rituximab stellt der mit einer Strahlenquelle versehene Antikdrper
dar - Zevalin (90Y— Ibritumomab Tiuxetan) beziehungsweise Bexxar (1311— Tositumomab).
Beide werden derzeit in klinischen Studien zur Rezidiv- bzw. auch in der Primirtherapie
tiberpriift [47, 63, 71, 125, 178]. Eine weitere neuartige Strategie zur gezielten
Tumortherapie sind die so genannten Antisense bzw. Triplexbildende — Oligonukleotide.
Diese konnen sequenzspezifisch an die mRNA bzw. DNA binden und somit gezielt die
Proteinbiosynthese bestimmter Zielgene inhibieren. Am Beispiel des Bcl-2 Proteins,
welches zum Beispiel in follikuldren Lymphomen iiberexprimiert wird, soll gezeigt

werden, wie dessen Synthese gezielt gechemmt werden kann. Durch die Inhibierung der



antiapoptotischen, zytoprotektiven Wirkung des Bcl-2 sollen die Tumorzellen nun besser

auf die bisherige Therapie ansprechen.

1.2 Triplexbildende Oligodeoxynukleotide

Neue Entwicklungen in der Oligonukleotidtechnologie brachten mehrere Werkzeuge fiir
die in vivo Genmanipulation hervor. Oligonukleotide wurden dazu entwickelt um Sequenz-
spezifisch an DNA (triplexbildende Oligonukleotide), RNA (Antisense oder Ribozyme)
oder an Proteine (Aptamer) zu binden [168]. Antisense und Ribozym- Oligonukleotide
werden eingesetzt, um mRNA spezifisch zu schidigen bzw. ihre Translation zu verhindern.
Der Antisense-Ansatz ist der weitestentwickelte genetisch-therapeutische Ansatz, bei dem
inzwischen mehrere Substanzen in der klinischen Erprobung sind [120, 153]. Aptamere
werden eingesetzt, um mit Proteinen zu interferieren oder selektiv die Funktion einzelner
Proteine zu stimulieren. Oligonukleotide besitzen mehrere Vorziige um als potentielle
Wirkstoffe eingesetzt zu werden: Sie konnen in groer Menge automatisch synthetisiert
werden und es konnen zahlreiche chemische Modifikationen, wie die Verdnderung des
Zuckers, der Basen oder des Phosphodiester-Riickgrates, zur in vivo Stabilititserhohung
oder zur Verbesserung Bindungseigenschaften durchgefiihrt werden.

Triplex bildende Oligonukleotide (TBO) besitzen die Eigenschaft mit doppelstringiger
DNA eine Tripelhelix auszubilden. Dies mochte man sich v. a. in der Gentherapie zunutze
machen, denn es eroffnet sich die Moglichkeit, gezielt Gene in ihrer Expression zu
beeinflussen. Ein weiterer Vorzug der TBO ist im Vergleich zu Antisense bzw. Ribozyme,
dass prinzipiell nur 2 Zielstrukturen, ndmlich die entsprechenden DNA-Abschnitte auf den
beiden Chromatiden, und nicht tausende von mRNA Transkripte vorliegen. Die TBO sind
nicht nur in der Lage, die Transkription eines Gens zu hemmen, sondern auch Mutationen
oder eine Sensibilisierung beziiglich homologer Rekombination auszulsen [82, 165, 166,
168].

Tripel-helikale Nukleinsduren wurden erstmals 1957 durch Felsenfeld und Mitarbeiter
entdeckt [42]. Sie konnten eine stabile und spezifische Bindung eines Einzelstrang
Polyuridin Oligonukleotids an eine Doppelstrang Polyuridin / Polyadenosin DNA
nachweisen. Die Tripelhelix (Triplex)-Bildung entsteht, wenn ein RNA oder DNA-
Oligonukleotid an einen DNA-Abschnitt bindet, der aus Homopurinen besteht. Die
Bindung erfolgt spezifisch in der ,,Major Groove* (Hauptfurche) der DNA, wobei so

genannte Hoogsteen- (parallel, d.h. in 5’-3’-Richtung) oder reverse Hoogsteen-



(antiparallel, d.h. in 3’-5’-Richtung) Bindungen zwischen den Basen des purinreichen
DNA-Stranges und des TBO ausgebildet werden [16].

Seit dem ersten Strukturmodell 1957 mittels Rontgenstrukturanalyse [42] wurden
zahlreiche weitere Analysen, wie Elektrophorese, Affinititsstudien, enzymatische
Aufschliisselung, Infrarot-Spektroskopie, Rontgen-Strukturanalysen und Magnetresonanz-
Untersuchungen der Triplex-Struktur durchgefiihrt [44]. Hierbei hat sich gezeigt, dass die

Bindung an zwei ,,Motiven* erfolgt, dem Purin — Motiv und dem Pyrimidin — Motiv.
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Abb. 1 Darstellung der Triplexbildung (mit ,,x“ symbolisiert) iiber Hoogsteen-Bindungen and die Basen der
Doppelstrang DNA. TBO-Strukturmodelle modifiziert nach Frank-Kamenetskii und Mirkin 1995, Chan und
Glazer 1997, Knauert und Glazer 2001, Vasquez und Wilson 1998. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T:
Thymin

Beim Pyrimidin-Motiv bindet ein Cytosin (C) oder ein Thymin (T) iiber eine Hoogsteen-
Bindung parallel an den purinreichen DNA-Strang. Das Thymin des dritten Stranges bindet
an ein Adenin (A), also T * A — T , protoniertes Cytosin (C*) bindet an Guanin (G),
entsprechend C* * G — C [43, 92, 113]. Die Protonierung an N3 ist notwendig, um eine
regelrechte Hoogsteen- Bindung am N’ des Guanins des Doppelstrangs zu bilden. Dies
geschieht aber nur unter sauren Bedingungen. Wegen dieser Einschrinkung binden
Pyrimidin-Oligonukleotide normalerweise nicht an die DNA bei physiologischem pH-
Wert. Um dies zu umgehen, miissen spezielle Modifikationen am Cytosin vorgenommen

werden [145].



Beim Purin-Motiv bindet das TFO, bestehend aus Adenin (A), Guanin (G) und Thymin
(T), antiparallel iiber reverse Hoogsteen-Bindung an den purinreichen DNA-Strang.
Folgende Triplex-Bildungen kommen hierbei vor: A * A-T, G*G-Cund T*A-T
[9].

Die Purin-basierten Triplexe bendtigen keine Basenprotonierungen und sind daher in der
Lage weitgehend pH - unabhingig Triplexe auszubilden, miissen allerdings einen hohen
Guaninanteil (> 65%) enthalten, um stabile Bindungen auszubilden [21]. Sowohl Purin- als
auch Pyrimidin-Motive werden durch das Vorhandensein von zweiwertigen Kationen
(Mg2+, Ca®*, Mn?*) und natiirlich vorkommenden Polyaminen wie Spermin, Spermidin und
Putrescin in ihrer Triplex-Bindung stabilisiert [42, 58, 155]. Eine weitere Moglichkeit die
Triplexe zu stabilisieren, ist das Anbringen von unspezifischen DNA-bindenden
Substanzen an die TBOs. Die hierdurch vorliegende freie Bindungsenergie erlaubt die
Bindung an kurzen Polypurin-Sequenzen oder an Abschnitte mit mehreren fehlerhaften
DNA-Bindungen. Zusitzlich konnten diese Substanzen die Resistenz gegeniiber Nukleasen
erhohen, die zellulire Aufnahme verbessern und die intrazellulire Lokalisation
begiinstigen [16]. An TBOs gekoppelte interkalierende Substanzen, wie Acridin oder
Oxazolopyridocarbazol [114] verbessern die Bindung an kurzen oder sogar fehlerhaften
Oligonukleotiden, indem sie sich an Purin/Pyrimidin und an Triplex/Duplex Ubergingen
einlagern. Oligonukleotide, die mit Polyaminen endkonjugiert sind, bilden ebenfalls stabile
Triplexe, selbst bei Abwesenheit von freien Polyaminen oder Kationen aus, wahrscheinlich
durch die hohe lokale Polyaminkonzentration [162]. Psoralen, eine photoreaktive,
interkalierende kreuz - vernetzende Substanz, erhoht die Triplex-Bildung, wenn es an TBO
gebunden ist und lagert sich zwischen einem Adenin und Thymin ( TpA® bzw. > ApT® )
ein. Wird es nun langwelligem UV-Licht ausgesetzt, kommt es zu einer kovalenten

Quervernetzung der Tripelhelix [46].

1.2.1 Anwendungen der TBO

Da die TBOs sequenzspezifisch an die DNA binden, versucht man gezielt an bestimmten
Sequenzen Mutationen und Spaltungen zu induzieren, die Transkription zu inhibieren oder
Rekombinationen auszulosen. An TBO gebundenes EDTA-Fe kann sequenzspezifisch das

Schneiden an der entsprechenden DNA induzieren [113].

Zahlreiche Forschergruppen befassen sich mit der Inhibition der Transkription von klinisch

relevanten Genen durch TBOs, die an die Promotorregion binden. Die in vitro
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Transkriptionsinhibierung wurde erstmals 1988 bei c-myc von Cooney et al. gezeigt und
wurde seither auch bei anderen Genen wiederholt [25, 85, 99, 182]. Zur Erkldrung dieses
,»Antigen“-Effekts wurden mehrere Modelle vorgeschlagen. Einige Experimente konnten
durch die Ausbildung einer Triplex-Struktur an einem regulierenden Genabschnitt die
Transkriptionsinitiation blockieren, indem sie beispielsweise das Binden des
Transkriptionsfaktors SP1 [100, 104, 105], der Bakteriophagen T7-Polymerase [146], von
NF«B [147], des Progesteronrezeptors [69] verhindern oder indem sie mit der Formation
des Initiationskomplexes interagieren [39]. Alternativ kann die Triplexbildung innerhalb
der zu transkribierenden DNA die Elongation behindern [182]. Eine weitere Moglichkeit
konnte in einer Konformationsidnderung der DNA liegen, was eine normale Transkription
behindern wiirde [61].

Der Triplex — vermittelte Ansatz wurde bei zahlreichen Genen, die in einem klinisch
relevanten Zusammenhang stehen, angewandt. Um die Auswirkungen der TBOs auf die
Gen-Expression in Zellen zu untersuchen, wurden diese an vorgefertigte Konstrukte (z.B.
Plasmide), vor oder nach deren Transfektion in die Zielzellen, gebunden [39, 85]. Oder sie
waren gegen chromosomale Ziele, wie integriertes HIV [108], c-myc [128, 156],
HER2/neu [127], Interleukin 2 - Rezeptor [124], EGF - Rezeptor [122],
Aldehyddehydrogenase [161], TNF [6] und ,,multi drug resistence, mdr* [142]. Im Mittel
zeigten diese Studien eine 50 — 90%ige Reduktion der mRNA bzw. der Proteinmenge des
Zielgenes.

Die Kinetik der Transkriptionshemmung variiert in Abhéingigkeit von der Bindungsstirke,
dem Einsatz von nukleasefesten Oligonukleotiden, dem Bindungsmotiv, dem Einsatz von
stabilitdtsverbessernden Substanzen und weiteren Faktoren.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass eine effektive Gen — Inhibierung erreichbar
ist und dass sie eine signifikante Verbesserung gegeniiber der klassischen Antisense-

Strategie, aufgrund der geringeren Anzahl der Angriffspunkte, bedeutet.

1.3 Apoptose

Unter Apoptose (griech.: ,Herabfallen der Blitter im Herbst) versteht man den
programmierten Zelltod. Bei mehrzelligen Organismen spielt er eine wichtige Rolle
wihrend der Entwicklung und dient zur Aufrechterhaltung der Gewebe — Homdoostase.
Aber auch bei einer Vielzahl von Krankheiten kommt es sowohl zu einer abnormen Zu- als
auch Abnahme der Apoptoserate, was in einem vermehrten Absterben bzw. in einem

verlingerten Uberleben der Zellen resultiert. Vor allem bei malignen Erkrankungen wurde



in vielen verschiedenen Krebszellen eine reduzierte Apoptoserate festgestellt [77]. Das
Gegenteil, das vorzeitige Absterben von Zellen tritt v. a. bei degenerativen, viralen oder
chron. entziindlichen Erkrankungen auf [136].

1972 wurde von Kerr et al. Apoptose als ein Vorgang, der ein bestimmtes morphologisches
Verlaufsmuster aufweist, beschrieben und grenzten ithn vom bisher bekannten Zelltod
aufgrund unspezifischer Schidigungen, der Nekrose, ab. Wihrend der Apoptose
beobachtet man Zytoplasmakondensation, Chromatinaggregation, eine Segmentation des
Zellkerns sowie das Auftreten von Membranausstiilpungen, sog. Membranblebs. Zuletzt
kommt es zur Bildung von Membran umgebenen, kondensiertes Chromatin enthaltenden
»apoptotic bodies*, die der Apoptose ihren Namen verliechen. Diese werden dann von
Zellen phagozytiert, ohne dass hierbei eine Entziindungsreaktion ausgelost wird [77].
Durch dieses Vorgehen ist der Organismus in der Lage, einzelne Zellen spezifisch zu

eliminieren.

1.3.1 Caspasen

Caspasen sind die Hauptakteure der Apoptose. Sie gehoren einer Familie von genetisch
konservierten Cysteinproteasen an, die in unterschiedlichen Organismen mehrere
homologe Doménen aufweisen [13, 20, 37]. Bisher hat man bei Menschen und Méausen 14
dieser Caspasen identifiziert. Sie liegen als inaktive Proteine im Zytoplasma vor und
konnen, z.B. rezeptorvermittelt (APO 1 / Fas / CD 95), durch Proteolyse aktiviert werden
und initiieren ihrerseits mittels bestimmter Mechanismen eine Kaskade von weiteren
Caspasen [7, 140].

Funktionell kann man die Caspasen in Initiator- und Effektorcaspasen einteilen [141]. In
ihrem aktiven Zentrum findet sich die Aminosidure Cystein und die proteolytische Spaltung
erfolgt nach der Aminosédure Asparagin (Asp — X ). Die spezifische Substraterkennung
wird durch 4 charakteristische Abschnitte am amino-terminalen Ende des zu spaltenden
Proteins erreicht [158].

Durch diese Aktivierung der nachfolgenden Caspase entstehen zwei Untereinheiten, eine
grofere ca. 20 kD, und eine kleinere ca. 10 kD schwere Untereinheit. Zur Bildung eines
funktionierenden Enzyms ist eine Heterodimerisierung von zwei groflen und zwei kleinen
Untereinheiten, die jeweils zwei aktive Zentren pro Untereinheit aufweisen, notwendig
[28, 157].

Ca. 100 Substrate fiir Caspasen wurden mittlerweile entdeckt und es werden sicherlich

noch weitere folgen [37, 119]. 1980 wurde von Wyllie [179] diejenige Nuklease entdeckt,



die fir die Entstehung der DNA-Leiter verantwortlich ist. Er hat herausgefunden, dass
diese Nuklease die DNA zwischen den Nukloesomen schneidet und so die bekannten
Fragmente der Linge von 180 — 200 Basenpaaren erzeugt. Wang und Nagata konnten
schlieBlich nachweisen, dass besagte Nuklease (CAD, Caspase aktivierte DNase) in einer
inaktiven Form, gebunden an eine inhibierende Einheit (ICAD), bereits im Zellkern
vorliegt. Indem Caspase 3 die inhibierende Untereinheit ICAD abspaltet, wird das
katalytische Zentrum von CAD freigelegt und somit aktiviert [40, 97, 118, 139].

Ebenfalls tragen Caspasen zu den oben beschriebenen morphologischen Verdnderungen
bei. So wird z.B. durch Spalten von Kern-Laminen das Schrumpfen des Zellkerns und der
Verlust der Zellform wahrscheinlich durch Zerstérung von Strukturproteinen wie Fodrin
und Gelsolin bewirkt [14, 131]. Das Blebbing wird vermutlich durch die Spaltung von
PAK?2, einem Mitglied der von p21 aktivierten Kinase — Familie, vermittelt [84].

1.3.2 Der Apoptoseweg

Molekularbiologisch gesehen gibt es zwei Hauptwege der Apoptose, einen extrinsischen
(rezeptorvermittelten) und einen intrinsischen (mitochondrialen) Weg [62]. Diese sind
jedoch durch gegenseitige Wechselwirkungen eng miteinander verbunden. Beide haben
eine gemeinsame Endstrecke und miinden iiber Caspase-3 in zuvor beschriebenem
Zelluntergang. Zu Beginn des extrinsischen Weges steht die rezeptorvermittelte
Aktivierung von Caspase 8, beim intrinsischen Weg Caspase 9 [57, 73, 88, 164].
Abbildung 2 zeigt eine vereinfachte graphische Ubersicht iiber den Ablauf der Apoptose.
Mittels eines transmembranidren Rezeptors, auch ,,Todesrezeptor* genannt, aus der Familie
der TNF-Rezeptoren, z.B. CD 95/Fas, wird iiber Signal vermittelnde Proteine wie FADD
(Fas — associated death domain) Caspase 8 aktiviert [19, 117]. Die Aktivierung von Caspase
9 wurde bereits oben beschrieben.

Beide Wege konvergieren auf Hohe von Caspase 3 und miinden in eine gemeinsame
Endstrecke, die ebenfalls nach fest vorgeschriebenem Muster zum Untergang der Zelle
fithrt. Die einzelnen Schritte der Apoptose konnen durch unterschiedliche Mechanismen
direkt oder indirekt reguliert werden. So konnen z.B. Caspase 3 und 9 durch Mitglieder der
IAP-Familie (Inhibitor of Apoptosis Protein) blockiert werden [36, 89]. Andererseits kann
die Wirkung der IAPs wiederum durch Smac/DIABLO, welches zeitgleich zu Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien ausgeschleust wird, gghemmt werden [15, 35].

Wechselwirkung zwischen dem ex- und intrinsischen Weg ist z.B. durch Bid méglich.

Caspase 8 vermittelte Spaltung von Bid steigert dessen proapoptotische Eigenschaften und



bewirkt die Translokation an die Mitochondrienmembran. Hier sorgt es fiir die Freisetzung
von Cytochrom c, was die Aktivierung von Caspase 9 zur Folge hat [55, 181].

Proteine, die unmittelbar die Aktivierung der in- und extrinsischen Caspasen beeinflussen,
kommen in Form von Familien vor, die anhand gemeinsamer AS-Sequenzen bzw.
struktureller Ahnlichkeit identifiziert werden konnen. Interaktionen zwischen diesen
Proteinen werden hiufig tiber Doménen vermittelt, die direkt die Apoptose beeinflussen.
Diese sind: CARD (caspase-associated recruitment domain), DD (death domain), DED
(death effector domain), BH (bcl-2 homolgy domain der Bcl-2 Familie), IAP (baculovirus
inhibitor of apoptosis proteins), BIR (repeat domains der IAP Familie) und NB-ARC
Doméne, der Nukleotid-bindenden Oligomerisationsdoméne der CED-4/Apaf-1
Proteinfamilie [136].

FasL

Extrinsisch Intrinsisch

Mitochondrium

Apoptosom
QAP
Z (O Cytochrom ¢

Pro-Caspase 9

Smac / Diablo

Zellkern

v
T~ Zelltod

Abb. 2 Dargestellt sind die verschiedenen exemplarisch aufgefiihrten Akteure des intrinsischen und

extrinsischen Apoptoseweges. FasL: Fas — Ligand, FADD: Fas Associated Death Domain, DISC: Death
Inducing Signalling Complex, t-Bid: truncated Bid, IAP: Inhibitor of Apoptosis Proteins, CAD: Caspase
Activated DNAse, ICAD: Inhibitor of CAD, Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor-1. Pfeile: —|
hemmende, — stimulierende Wirkung. Modifiziert nach Hengartner 2000 und D’ Amelio 2007 [29, 62].



1.3.3 Bcl-2 Proteinfamilie

Der mitochondriale Apoptoseweg wird hauptsidchlich durch Mitglieder der Bcl-2 Familie
kontrolliert, an deren Spitze das Bcl-2 Protein steht. Bei Menschen umfasst die Genfamilie
ca. 20 Mitglieder, die sowohl anti-apoptotische (Bcl-2, Bcl-X;, Mcl-1, Bfl-1/A1, Bcl-W
und Boo/Diva) als auch pro-apoptotische (Bax, Bak, Bok/Mtd, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk,
Bcl-Xs, APR/Noxa, p193, Bcl-G, Nip 3 und Nix/BNIP) Eigenschaften besitzen. Einige
dieser Gene besitzen zwei oder mehrere Genprodukte (alternatives Spleiflen), die zum Teil
entgegengesetzte Wirkungen aufweisen. Des weiteren konnen die selben Proteine
proapoptotische oder anti-apoptotische Wirkung besitzen, je nach dem, welche dufleren
Bedingungen vorliegen [18, 70, 109, 148]. Das relative Verhiltnis unter den pro- und
antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen entscheidet iiber die Empfinglichkeit bzw. Resistenz der
Zellen gegeniiber apoptotischen Stimuli, wie Mangel an Wachstumsfaktoren /
Neurotrophinen, Hypoxie, Strahlung, Chemotherapeutika, oxidativen Stress oder Ca®'-
Uberschuss.

Die Proteine der Bcl-2 Familie haben sich wihrend der Evolution nur gering veridndert. Sie
sind in Sidugetieren, Fischen, Vogel, Amphibien und Invertebraten wie C. elegans,
Drosophila oder in marinen Schwdmmen zu finden. Die meisten Proteine sind aneinander
gebunden und bilden Homo- oder Heterodimere. Sie haben bis zu vier homologe Dominen
innerhalb ihrer AS-Sequenz, die mit BH 1 — 4 bezeichnet wurden und entsprechen o -
Helices [1, 54, 75, 132, 133, 135]. Viele der antiapoptotischen Mitglieder weisen
konservierte Sequenzen in allen vier Doménen auf, wo hingegen proapoptotische Proteine
hidufig nur geringe Gemeinsamkeiten in der ersten o-Helix (BH4) besitzen. Die
entscheidende Todes-Doméne der pro-apoptotischen Mitglieder ist die BH3 Domiine. Dies
wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass es proapoptotische Proteine gibt, die nur in der
BH3 Domine iibereinstimmen.

Die meisten pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Proteine liegen in unterschiedlichen
Zellkompartimenten vor so lange keine apoptotischen Reize vorliegen. Anti-apoptotische
Mitglieder sind zundchst in Membranen von Mitochondrien, endoplasmatischem
Retikulum oder in der Kernmembran integriert [30, 65, 86, 186]. Im Gegensatz hierzu
finden sich pro-apoptotische Proteine im Cytosol und am Zytoskelett [53, 67, 130].

Wird nun die Apoptose eingeleitet, kommt es zu einer Konformationsinderung, die es den
pro-apoptotischen Proteinen ermoglicht, sich Membranen, v. a. an die &dullere
Mitochondrienmembran, anzulagern. Ein wichtiger Schliisselpunkt dieses Apoptoseweges

stellt das Verhéltnis von Bax (pro-apoptotisch) zu Bcl-2 (anti-apoptotisch) dar, welches bei



Uberwiegen der pro-apoptotischen Seite folgende Konsequenzen nach sich zieht:
Mitochondriale Dysfunktion mit anschlieBender Aktivierung von Caspase 9.
Mitochondriale Dysfunktion beinhaltet eine Anderung des Membranpotentials, Entstehen
von ,reaktiven Sauerstoff-Spezies* (ROS), Offnen der ,,Permeabilitits Transitions Pore*
(PTP) und die Freisetzung von Cytochrom c, einem intermembrandren Protein.
Freiliegendes Cytochrom c¢ bewirkt, wie bereits zuvor beschrieben, das Binden und
Aktivieren von Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1), welches nun die
Aktivierung von Caspase 9 bewirkt und folglich die Apoptose fortleitet [54].

Bcl-2 stellt den Prototyp der Apoptoseinhibierung dar und spielt eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung von Resistenzen wihrend einer Radio- bzw. Chemotherapie [134, 149].
Das Genprodukt ist ein ca. 25 kDa schweres Protein, welches an der &duBleren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist und bei unterschiedlichen Tumorentititen
iiberexprimiert wird.

Das Bcl-2 Proto-onkogen besitzt 3 Exons mit einem nicht-translatierten Exonl. Der
Hauptpromotor P1 befindet sich 1386-1423 bp vor dem eigentlichen Translationsstart.
Transkripte, die ab dem untergeordneten Promotor P2 (1,3 kbp nach P1) starten, wurden
nur in einigen Geweben gefunden [143, 160]. Die bcl-2 Expression wird sowohl auf Hohe
der Transkription als auch posttranskriptionell reguliert [59, 106, 180]. Die unkontrollierte
Expression resultiert aus der Translokation t(14;18) des bcl-2 Gens in den Immunglobulin
Schwerketten-Genlokus (IgH) von Chromosom 18, welches die Transkriptionsaktivitdt und
die posttranskriptionelle Regulation der bcl-2 mRNA im Sinne einer Uberexpression
verdandert [22, 183].

Im transgenen Bcl-2 iiberexprimierenden Mausmodell konnte ein verlingerte Lebensdauer
von B- und T-Zellen gezeigt werden, was zu Lymphomen dieser beiden Zelltypen fiihrte
[74].

Bei bcl-2 -/- , Knockout® — Miusen wurde eine starke Involution der B- und T-Zellen
bereits kurz nach Geburt festgestellt [169]. Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten die
Auswirkungen einer Blockade der bcl-2 Expression in Tumorzellen, vorwiegend durch den
Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden. Diese konnen spezifisch an die bcl-2 mRNA
binden und so die Translation der mRNA verhindern. Durch die Antisense — Strategie
konnte eine Reduktion von Bcl-2 Protein und eine Proliferationshemmung der
Tumorzellen nachgewiesen werden [126, 185, 187]. Diese Daten zeigen, dass das
oligonukleotidvermittelte Blockieren der bcl-2 Expression einen interessanten Ansatz

darstellt, der zu weiteren Untersuchungen ermutigt.
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1.3.4 TAP Proteinfamilie

Unter ,,Apoptose-inhibierendes Protein“ (IAP) versteht man eine Apoptose — blockierende
Proteinfamilie, die wie Bcl-2, genetisch konserviert bei Siugetieren, Insekten und
bestimmten Viren vorliegt [33, 89, 110]. Sie enthalten eine charakteristische, ca. 70 AS
umfassende Domiéne BIR (Baculovirus IAP Repeat). Der Name leitet sich von ihrer
Entdeckung durch Miller et al. aus dem Baculovirusgenom ab [11, 27]. Sidmtliche
Mitglieder dieser Familie enthalten mindestens eine Kopie der BIR-Sequenz, einer Zink-
bindenden Einheit, die fiir die anti-apoptotische Wirkung verantwortlich ist [64, 150, 171].
Viele Mitglieder der IAP Familie weisen aber noch zusitzliche Doménen auf, wie RING
Zinkfinger, CARD, Ubiqutin-konjugierendes Enzym (E2) und moglicherweise eine
Nukleotid-bindende Domine. Es konnte gezeigt werden, dass IAPs an aktivierte Caspasen
binden und diese effektiv hemmen konnen. Die Caspasen 3, 7 und 9 werden z.B. durch
XIAP, cIAP1 und cIAP2 gehemmt [34, 138]. Die ersten beiden BIR-Dominen, BIR1 und
BIR2, sind fiir die Suppression von Effektorcaspasen verantwortlich, BIR3 wird zur
Hemmung von Caspase 9 benétigt [32, 152].

IAPs sind selektive Inhibitoren und hemmen vor allem Effektorcaspasen und blockieren
die Apoptose auf Hohe der gemeinsamen Endstrecke, d.h. sowohl des intrinsischen als
auch des extrinsischen Weges.

Survivin ist ein Protein aus der IAP — Familie und wird im Fetus und in héufig
vorkommenden Tumoren iiberexprimiert. Es kommt jedoch in gesunden ruhenden Zellen
nicht vor, was es zu einem interessanten neuen Tumormarker macht [2, 8]. In genomischen
Analysen konnte gezeigt werden, dass Survivin eines der wohl tumorspezifischsten Gene
darstellt [170]. Survivin ist wihrend des Zellzyklus in der spdten G2/M-Phase aktiv und ist
an die in Mitose befindlichen Chromosome und an den mitotischen Spindelapparat
gebunden. Hier spielt es eine zentrale Rolle in der Vermittlung der regelrechten
Chromosomentrennung wihrend der Anaphase und in der abschliefenden Zelltrennung
[96].

Jedoch exprimieren nicht alle Tumorentititen Survivin. Niedriggradige Non-Hodgkin-
Lymphome weisen kaum Survivin auf [8]. Die Suppression von survivin mittels Antisense
oder durch dominant-negative Mutation resultiert in Polyploidie, Aneuploidie und
Apoptose [94]. Der Inhibitor der menschlichen IAPs, Smac/DIABLO, kann an viele
Mitglieder der IAP-Familie binden und ermdglicht so, einen ungestorten Ablauf der
Apoptose [35, 172]. Die entsprechenden Inhibitoren bei Insekten, Reaper, Grim und Hid
binden ebenfalls direkt an IAPs und verstirken die Apoptose [52, 173, 175]. Bei Xenopus
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laevis kann das nukledre Protein Scythe, Reaper binden und somit die Apoptose
modulieren [159]. Wirkstoffe, die die Apoptose beeinflussen, befinden sich mittlerweile in
der klinischen Erprobung nachdem Ihre Wirksamkeit im Zell- und Tierversuch
nachgewiesen werden konnte. Antisense Oligonukleotide (z.B. Bcl-2, FLIP, Survivin),
rekombinantes TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) und klassische gegen
Caspasen gerichtete Pharmaka sind drei Beispiele fiir fortgeschrittene und viel

versprechende Therapieansitze [29, 68, 120, 153].
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1.4 Zielsetzung

Am Beispiel des follikuldren Non-Hodgkin-Lymphoms soll ein neuartiger Therapieansatz
etabliert werden. Da die bekannte Uberexpression des antiapoptotischen Bcl-2 Proteins zur
Tumorprogression beitrdgt, ist ein Ziel der Arbeit, die Expression mittels der
beschriebenen Oligonukleotide zu blockieren. Zusitzlich wurde ein zweites Protein,
Survivin, welches ebenfalls antiapoptotische Eigenschaften besitzt, in seiner Biosynthese
blockiert, um die Wirksamkeit der spezifischen Inhibierung der Oligonukleotide zu
belegen. Zunidchst miissen geeignete Zielsequenzen innerhalb der beiden Zielgene
identifiziert und dazu passende TBO entwickelt werden. In einem zweiten Schritt soll die
spezifische Bindung der TBO nachgewiesen werden und schlieBlich auch auf Proteinebene

die Expressionsrate der beiden Gene untersucht werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, die zellulire Aufnahme der Oligonukleotide zu
verbessern. Hierzu werden verschiedene liposomale Transfektionsverfahren etabliert und
fluoreszenzmikroskopisch sowie mittels Durchflu3zytometrie miteinander verglichen.

Da eine Bcl-2 Uberexpression nicht nur in der DOHH, Lymphom-Zellinie vorkommt, wird
die Wirksamkeit der TBO sowie der unterschiedlichen Transfektionsmittel an weiteren

etablierten Zellinien aus soliden Tumoren untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Triplexbildende Oligodeoxynukleotide
2.1.1 bel-2

Innerhalb des humanen bcl-2 Gens findet sich am untranslatierten 3’ Ende eine 18 bp lange
purin- / pyrimidinreiche Sequenz von +1946 bis +1963. Diese enthilt jedoch eine einzelne
C — G Unterbrechung. Die TBO, die an der 3’ UTR binden wurden mit TFO 1 — 4
bezeichnet. Der Unterschied zwischen den einzelnen TFO liegt zum einen in der Base, die
an die C — G Unterbrechung binden soll (TFO 1: T*C — G, TFO 4: C*C — G) und zum
anderen an den Endmodifizierungen der TFO, die eine schnelle Degradierung verhindern
sollen (TFO 1 und 2: Phosphorthioat- und Amino- Modifizierungen; TFO 4: nur
Aminogruppe am 3’ Ende, siehe Tabelle 1). Die Kontrolloligonukleotide (INV, SCR,
PUR?2) wurden kommerziell erworben (Thermo Hybaid, Ulm, Deutschland). Thre Sequenz
wurde so ausgewihlt, dass sie keine Triplexbindung mit der Ziel-DNA eingehen konnen,
bei vergleichbarer Nukleotidzahl und den gleichen Endmodifizierungen. Zur
Fluoreszenzmikroskopie und zum FACS wurden die Oligonukleotide mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert (FITC). Alle TBO wurden mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und HPLC aufgereinigt. Die Zielsequenz innerhalb des bcl-2 Gens und
die Sequenzen der einzelnen Oligonukleotide sind in Tabelle 1 dargestellt.

Weitere purin- / pyrimidinreiche Sequenzen befinden sich in der Promotorregion von bcl-
2: Target B (-666 bis —647, 20 bp), Target C (-934 bis -916, 19 bp) und Target D (-113 bis
-1094, 20 bp). Auch hier findet sich jeweils eine Pyrimidin-Unterbrechung in der
Homopurinsequenz. Die TBO, die mit GA bezeichnet wurden, enthalten ein Guanin um an
G - C und ein Adenin um an T — A zu binden sowie Thymidin oder Cytosin fiir die T — A
Unterbrechung. Die GT —TBO enthalten Guanin fiir die G — C Bindung, Thymin fiir A - T
und schlieBlich Thymin oder Cytosin fiir die Pyrimidinunterbrechung. Das Kontroll-
oligonukleotid SCR20 enthdlt die gleichen Basen wie B-GAT20-PO, wobei die
Reihenfolge von 4 Nukleotiden ausgetauscht wurde &
A*AAAATGGGAGGGAGGGAGG*- amino 3’). Alle TBO haben entweder ein
durchgéngiges Phosphorthioatgeriist (PS) oder weisen dies nur am 5 und 3’ — Ende auf,
waren dann aber am 3’-Ende mit einer Aminogruppe versehen (PO). Die TBO wurden so
konstruiert, dass sie beziiglich dem Purinstrang in antiparalleler Ausrichtung, das heif3t sie
verlaufen entgegen der 5° — 3 Richtung, binden. Sowohl die TBO als auch die
Kontrolloligonukleotide wurden von Thermo Hybaid gekauft und mittels HPLC
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aufgereinigt. Die TBO-Sequenzen und die Promotor — Zielsequenz werden in Tabelle 2

gezeigt.

Tabellel: Sequenzen der TBO und der Ziel -DNA in der 3’ UTR von bcl-2

*, Phosphorthioatverbindungen am 5’ und 3’ Ende des TBO; -amino, Aminogruppe am 3’ Ende des TBO

Target DNA

TFOLI:
TFO2:
TFO3:
TFO4:
INV
SCR

PUR2

CAGGGCCTCTGTTCCTTCCCTCTACAGTG

GTCCCGGAGACAAGGAAGGGAGATGTCAC
*GGTGTTTTGGTTGGGTGT*—amino
*GGAGATAAGGAAGGGAGA*—amino

GGTGTTTTGGTTGGGTGT
GGTGTCTTGGTTGGGTGT-amino
*TACCGTGTGCGACCCTCTTG*—amino
*GTTATCTCCCGCCACGTGCG*-amino

*GTGGTGTTGTTTGTGT*—-amino

Tabelle 2: Sequenzen der TBO und der Ziel -DNA innerhalb des Promotors von bcl-2

*, Phosphorthioatverbindungen am 5’ und 3’ Ende des TBO; -amino, Aminogruppe am 3’ Ende des TBO

Target B

B-GAT20-PO
B-GAT20-PS
B-GAC20-PO
B-GAC20-PS
B-GTT20-PO
B-GTT20-PS
B-GTC20-PO
B-GTC20-PS
B-GA14-PO

CCTAATTTTTACTCCCTCTCCCCCCGACTC
GGATTAAAAATGAGGGAGAGGGGGGCTGAG

*AAARAATGAGGGAGAGGGGGG*—amino
AAAAATGAGGGAGAGGGGGG
*AAAAACGAGGGAGAGGGGGG*—amino
AAAAACGAGGGAGAGGGGGG 3”7
*TTTTTTGTGGGTGTGGGGGG*—amino
TTTTTTGTGGGTGTGGGGGG
*TTTTTCGTGGGTGTGGGGGG*—amino
TTTTTCGTGGGTGTGGGGGG

*GAGGGAGAGGGGGG*—amino

3

w

w w w w w
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5° TCCCATCTCCCCTGTCTCTCTCCTGGGGA 37
Target C 3" AGGGTAGAGGGGACAGAGAGAGGACCCCT 57
C-GATI9-PO 5~ *AGAGGGGATAGAGAGAGGA*—amino 37
C-GACI19-PO 5° *AGAGGGGACAGAGAGAGGA*—amino 37
C-GACI19-PS 57 AGAGGGGACAGAGAGAGGA 37
C-GTT19-PO 57 *TGTGGGGTTTGTGTGTGGT *—amino 37
C-GTC19-PO 5~ *TGTGGGGTCTGTGTGTGGT *—amino 37

5° CACCACCTCCTTCTCCCCACCCCTCGCCGC 37
Target D ) )

3 GTGGTGGAGGAAGAGGGGTGGGGAGCGGCG 5
D-GAT20-PO 5~ *GGAGGAAGAGGGGTGGGGAG*~amino 3
D-GAT20-PS 57 GGAGGAAGAGGGGTGGGGAG 37
D-GAC20-PS 5° GGAGGAAGAGGGGCGGGGAG 37
D-GTT20-PS 5° GGTGGTTGTGGGGTGGGGTG 37
D-GTC20-PS  5° GGTGGTTGTGGGGCGGGGTG 37

2.1.2 survivin

Das survivin Gen enthilt zwei geeignete Purin- / Pyrimidinabschnitte innerhalb von Intron
IT (3013 bis 3036, 24 bp und 3077 bis 3099, 23 bp) und zwei weitere Abschnitte im 3’UTR
(12263 bis 12286, 24 bp und 12329 bis 12350, 22 bp). Eine Ubersicht hierzu findet sich in
Tab. 3 bzw. in Abbildung 43. Die entsprechenden TBO, sur4 ,5 und 7, enthalten jeweils 2
(sur4, sur5) bzw. eine (sur7) Pyrimidinbase um an die jeweilige Pyrimidinbase der
Doppelstrang - DNA Zu binden. Die Kontrolle SCR 24-PS
(5’ GAGAGAGGAAGGGTGGGATAGAGG 3’) besitzt die gleiche Anzahl von Basen,
jedoch in vertauschter Reihenfolge wie das TBO sur4-GAT24-PS. Alle TBO weisen ganz
oder nur teilweise ein Phosphorthioatgeriist auf. Die Orientierung verlduft wie auch bei den
bcl-2 TBO antiparallel zur bindenden DNA — Sequenz. Die Oligonukleotide wurden von
Thermo Hybaid hergestellt und mit HPLC aufgereinigt.
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Tabelle 3: Sequenzen der TBO und der Ziel —-DNA innerhalb von survivin
*, Phosphorthioatverbindungen am 5° und 3’ Ende des TBO

Target surd 5°  GCCGCCCTCCCCTCCCCGTCCTGTCCCCAGCG 3

3°  CGGCGGGAGGGGAGGGGCAGGACAGGGGTCGC 5°
Sur4-GAT24-PO 5~ *GGGAGGGGAGGGGTAGGATAGGGG* 3
Sur4-GAT24-PS 5~ GGGAGGGGAGGGGTAGGATAGGGG 3
Sur4-GTT24-PS 5~ GGGTGGGGTGGGGTTGGTTTGGGG 3
Target sur5 5’  CCGGCCTCCCCTCCCTGCTTTGTCCCCATCG 3

3°  GGCCGGAGGGGAGGGACGAAACAGGGGTAGC 57
Sur5-GAT23-PO  5° *GGAGGGGAGGGATGAAATAGGGG* 3
Sur5-GAT23-PS  5° GGAGGGGAGGGATGAAATAGGGG 3
Sur5-GTT23-PS  5° GGTGGGGTGGGTTGTTTTTGGGG 37

Target sur6 5° GGCTGCTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTTGGGGG 37
37 CCGACGAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAACCCCC 5°
Sur6-GA24-PO 57 *GAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAA™* 37
Sur6-GA24-PS 57 GAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAA 37
Sur6-GT24-PO 57 GTTIGTGTGTGTGTGTGTIGTTITTTIT 37
Target sur7 37 GTCCACTCTTCACTCCCTCCTTCTTCCGTCAC 5°
5° CAGGTGAGAAGTGAGGGAGGAAGAAGGCAGTG 37
Sur7-GAC22-PO 3~ *GAGAAGCGAGGGAGGAAGAAGG* 57
Sur7-GAC22-PS 3~ GAGAAGCGAGGGAGGAAGAAGG 57
Sur7-GTC22-PO 3~ GTGTTGCGTGGGTGGTTGTTIGG 5°

2.2 Plasmide

2.2.1 pSPT18-bcl2

Das Plasmid pUC19-bcl2, (zur Verfiigung gestellt von: Dr. Carlo Croce, Jefferson Cancer
Institute, USA) welches das open reading frame (ORF) des bcl2-Gens enthilt, wird mit
EcoR I verdaut und das gewiinschte 0,91 kb lange Fragment isoliert. Der Vektor pSPT18

wird ebenfalls mit EcoR I verdaut und das Fragment mit dem bcl-2 ORF wird eingefiigt
um das Plasmid pSPT18-bcl2 zu erhalten.
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2.2.2 pTRE-bcl2-tri

Die Gesamt-RNA aus DOHH,-Zellen wurde mittels High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Basel, Schweiz) isoliert. Das 3’UTR des bcl-2 Gens, das die TBO-Zielsequenz (+1760 bis
+2328, 569 bp) enthilt wird mittels reverser Transcriptase Polymerasen Ketten Reaktion
(RT-PCR) unter Verwendung von AMV und Tag DNA Polymerase (Gibco BRL) und
GeneAmp® PCR System 2400 (PerkinElmer, MA, USA) vervielfiltigt. Nach Aufreinigen
der PCR Produkte und schneiden mit EcoR 1 werden sie in das mit EocR I und Xba I
geschnittene Plasmid pSPT18 ligiert und kloniert. Das neue Plasmid hei3t nun pSPT-tri.
Die Sequenz dieses klonierten 3’UTR wurde mittels Sequenzieren bestitigt. Nun wird das
Plasmid pSPT18-bcl2, das den ORF des bcl-2 Proto-onkogens beinhaltet, mit EcoR I
linearisiert und mit dem 3’UTR Fragment, das man durch schneiden mit EcoR I und Xba
aus pSPT-tri erhilt, ligiert. Jetzt wird das ganze 4500 bp lange Fragment nochmals mit Xba
verdaut und es kommt durch Selbstligation zum Plasmid pSPT-bcl2-tri. Das insgesamt
1500 bp lange DNA-Stiick, welches das bcl-2 ORF und 3’UTR enthélt, wird aus pSPT-
bcl2-tri herausgeschnitten und in den Vektor pTRE (ClonTech) einkloniert. Das erhaltene
Plasmid wird als pTRE-bcl2-tri bezeichnet, und ist schematisch in Abbildung 5 dargestellt.

2.2.3 pGEM-T/bcl-2 B

Das Plasmid LB 322 enthilt das Luciferase Gen, das unter der Kontrolle des vollstindigen
bcl-2 Promotors (P1 und P2, 3,9 kb) steht, wurde freundlicherweise von L. M. Boxer
(Stanford Universitét, Medizinische Fakultit) zur Verfiigung gestellt. Als Kontrollplasmid
dient der Luciferase-Vektor pGL2 (6047 bp, Promega, WI, USA) ohne den bcl-2
Promotor. Ein 203 bp Fragment, das als TBO Zielsequenz dient (Target B, -758 bis - 567)
wird in Plasmid LB 322 ligiert, mit PCR amplifiziert und dann in das Plasmid pGEM-T
easy vector (Promega) kloniert und mittels Sequenzierung bestitigt. Das neue Plasmid

wird mit pGEM-T/bcl-2 B benannt.

2.2.4 pGEM-T/bcl-2 C

Das Plasmid pGEM-T/bcl-2 C wurde analog zu pGEM-T/bcl-2 B hergestellt. Der
Unterschied liegt in dem einklonierten DNA-Fragment (enthélt Target C), namlich —1034

bis — 870, 165 bp lang, aus einer anderen Region des bcl-2 Promotors.
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2.3 Transfektionsreagenzien / Liposome

Unter einem Liposom kann man sich ein Fettkiigelchen vorstellen, das eine spezielle
zweischichtige Lipidmembran aufweist und somit der menschlichen Plasmamembran
dhnelt. Da die Liposome eine Kugelform ausbilden, kann man gezielt ins Innere der Kugel
Substanzen einbringen und es somit als Transportmittel einsetzen. Werden die Liposome
nun auf Zelloberflichen gebracht, verschmelzen die Membranen der Zellen und der
Liposome miteinander und der Inhalt der Zellen gelangt somit ins Zellinnere.

Unterschiede in der einzelnen Zusammensetzung der Liposomenmembran sowie der
Polaritit des Liposoms kennzeichnen die von verschiedenen Firmen synthetisch
hergestellten Produkte. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfithrung einer
Vergleichsstudie nur eine geringe Auswahl unterschiedlicher Liposome eingesetzt und das
Liposom mit den besten Transfektionseigenschaften fiir die weiteren Experimente

herausgesucht.

2.3.1 Dosper

Dosper (Roche) ist ein mehrfach kationisches Lipid, das dadurch besonders gut an die
duBere Zellmembran — die ja nach auflen hin negativ geladen ist — binden soll und im
Inneren vorzugsweise negativ geladene Molekiile (z.B. DNA) beherbergen kann. Die
chemische Bezeichnung lautet: 1,3-Di-Oleoyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid mit
der Molekiilformel: Csg Hi13 O3 Ns.

2.3.2 Effectene

Effectene (Qiagen) ist im Gegensatz zu Dosper ein nicht liposomales Reagenz, das aber
aus Lipiden zusammengesetzt ist. Zunidchst wird der zu transfizierenden DNA der
sogenannte ,.,Enhancer®, dieser kondensiert die TBO auf ein kleines Volumen, hinzugefiigt
und dann wird Effectene zugegeben. Jetzt kommt es zur Ausbildung von Micellen, die sich
um den Komplex aus Enhancer und TBO formieren und die in Gr68e und Form konstant
bleiben. Hierdurch soll eine gesteigerte Transfektionsrate gegeniiber den herkémmlichen

Liposomen erreicht werden.

2.3.3 FuGene 6

Bei FuGene 6 (Roche) handelt es sich ebenfalls um ein nicht liposomales

Transfektionsreagenz, bestehend aus einem Lipidgemisch und weiteren Zusitzen, die vom
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Hersteller nicht niher bezeichnet werden. FuGene6 wurde speziell dazu entwickelt,
besonders schwer zu transfizierende eukaryote Zellinien bzw. primére Zellkulturen mit
DNA zu transfizieren, da es laut Hersteller auch in serumhaltigen Medien und bei geringer
Zelldichte eingesetzt werden kann. Zusétzlich ist das Protokoll vereinfacht worden, so dass

nur noch wenige Schritte erforderlich sind um effiziente Transfektionsraten zu erzielen.

Allen oben genannten Transfektionsmitteln wurde von den Herstellern eine ausgesprochen

geringe Zytotoxizitdt nachgewiesen.

2.4 Zellkulturen
2.4.1 Hel.a

Die humane Zervixkarzinom Zellinie HelLa wurde von ClonTech (CA, USA) erworben.
Hierbei handelt es sich um eine ,,Tet-on Zellinie, die stabil mit dem Plasmid pTET-ON
transfiziert wurde [180]. Sie wird in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
kultiviert. An Zusdtzen kommen noch 10% fetales Kilberserum (FCS), 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 50 pg/ml G418 hinzu. Die Zellen werden bei
37°C, 85% Luftfeuchtigkeit und bei 5% CO,-Gehalt kultiviert.

2.4.2 SK-Mel 28

Zellinie eines malignen Melanoms. Diese wurde von der American Type Culture
Collection (Wesel, Deutschland) kommerziell erworben. Ahnlich wie die HeLa Zellinie
wird auch die Melanomzellen gehalten: Als Medium dient DMEM plus 10% FCS, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die Zellen werden bei 37°C, 85%
Luftfeuchtigkeit und bei 5% CO,-Gehalt kultiviert.

2.4.3 DOHH,

DOHH; Zellen entstammen einer humanen B-Zell-Lymphomlinie, die die Translokation
t(14; 18) aufweisen und Bcl-2 iiberexprimieren. Sie wurden 1990 aus einem Patienten mit
zentrozytisch / zentroblastischem follikulirem Lymphom entnommen. Die Zelllinie wurde
vom DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutschland) erworben. Folgende Kulturbedingungen sind hierfiir
erforderlich: RPMI 1640 als Medium und zusétzlich 10% FCS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin. Inkubatorbedingungen: 37°C, 85% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,-Gehalt. Als einzige Zelllinie handelt es sich bei DOHH,; um Suspensionszellen.
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244 A 549

Diese Zelllinie wurde 1972 aus einem Patienten mit Bronchialkarzinom etabliert und
ebenfalls vom DMSZ erworben. Die Kulturbedingungen sind die gleichen, wie bei 2.4.2

SK-Mel 28 beschrieben.

2.5 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
2.5.1 DNA Fragmente (30-200 bp)

Die einzelstrangigen Oligonukleotide wurden von Thermo Hybaid (Ulm, Deutschland)
synthetisiert und in ddH,O zu einer Konzentration von 1 pmol/ul aufgelost.
Komplementire Oligonukleotide werden zu gleichen Teilen in einem Reagenzgefidll auf 75
°C fiir 10 min erhitzt und dann langsam auf RT abgekiihlt. Der so entstandene
Doppelstrang wird nun mittels T4 Polynukleotidkinase (Ready-To-Go™ T4 PNK,
Amersham Pharmacia Biotech. Inc., NJ, USA) mit dATP (32P) endmarkiert und schlieSlich
durch eine Sephadex G50 Sidule (Micro Spin™ G50 Columns, Amersham Pharmacia
Biotech. Inc., NJ, USA) gereinigt. Ungefdhr 1 pmol der Duplex-Oligonukleotide werden
mit unterschiedlichen Konzentrationen von spezifischen TBO oder Kontrollen in 10ul
TBO-Bindungspuffer (TBO-BB) gemischt und iiber Nacht oder fiir mindestens 4 Stunden
bei RT inkubiert. Der TBO-BB besteht aus 50 mM MOPS: 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1
mM Spermin, pH 7,2. Danach erfolgt die Analyse durch ein nicht denaturierendes 4-20%
oder 20%iges Polyacrylamidgel (TBE Gel, Invitrogen, Holland). Um die Triplexe zu
stabilisieren wird zusitzlich als Laufpuffer 0,5 x TBM (45mM Tris-Borsidure, 5SmM
MgCl,, pH 7,2) eingesetzt. Zum darstellen der Banden werden die Gele an einem
Phosphor-Image-Screen (Amersham Pharmacia Biotech) fiir 20 Minuten bei RT exponiert

und dann gescannt (STORM, Molecular Dynamics Inc.).

2.5.2 Plasmid pTRE-bcl-2-tri

Das TBO wird mit dATP (°**P) mittels T4 Polynukleotidkinase wie oben beschrieben
markiert. 1,2 pmol von 2P markiertem TFO2 wird mit unterschiedlichen Konzentrationen
des Plasmids vermischt und 6 Stunden bei RT inkubiert. Als Puffer kommt 50 mM MOPS,
pH 7,2, 50 mM NaAc, 10 mM MgAc; zum Einsatz. Die Triplexausbildung wird dann auf
einem 2%igen Agarose-Gel ausgewertet; Laufzeit: 20 min bei 80 V. Laufpuffer: TAE-
Puffer (0,04 M Tris-Acetat, 0,001 M EDTA, pH 8,0), das zusitzlich 3 mM MgAc, enthilt.
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2.5.3 Plasmid pGEM-T/bcl-2B

0,6 pmol des radioaktiv (**P) markierten TBO GA20 werden mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Plasmids in 10 pl TBO-BB vermischt und bei RT iiber Nacht
inkubiert. Die Proben werden auf einem 4-20%igen nicht denaturierenden Gradienten-
Polyacrylamidgel (Invitrogen, Holland) ausgewertet; Laufbedingungen: 2h bei 200V,
0,5xTBM-Puffer (45 mM Tris-Borat, 5 mM MgCl,). Danach Exponieren des Gels an

einem Phosphor image screen fiir 20 min bei RT und anschlieBend Scannen des Screens.

2.6 Transfektion
2.6.1 Transfektion mit Dosper

Adhérente Zellen werden am Tag vor der Transfektion in einer 6-well-Platte zu je 1 — 3 x
10° pro well ausgesiit. Etwa 3,0 bis 6,0 ug Einzel- oder Doppelstrang DNA werden mit 500
ul Serum freien Medium DMEM verdiinnt. Gleichzeitig wird 6 — 12 ul Dosper (ROCHE)
ebenfalls in 500 pl Serum freies Medium verdiinnt. Nun werden Liposom und DNA
zusammengegeben, vorsichtig geschiittelt und fiir 30 min bei RT oder 37°C inkubiert.
Direkt vor der Transfektion werden die Zellen 2malig mit sterilem, Ca®* und Mg”* freiem
PBS gewaschen. Anschliefend wird 1 ml der DNA / Liposom-Komplexe auf die Zellen
pipettiert.

Nach einer Inkubationszeit von 4-6 h bei 37°C wird den einzelnen Platten 1ml
serumhaltiges DMEM (20% FCS) hinzugefiigt, so dass jedes well ein Gesamtvolumen von
2 ml aufweist. Es folgt eine weitere Inkubationsphase von 24 —96 h bei 37°C.

Die Suspensionszellen (DOHH,) werden analog zu den adhédrenten Zellen transfiziert. Vor
der Transfektion werden die Zellen 1malig mit PBS gewaschen und hoch konzentriert
(1x10”*). Das fertige DNA/Liposom-Gemisch wird dann vorsichtig mit ca. 1x10° Zellen
vermischt und auf eine 6 well-Platte verteilt. Es folgt wiederum eine Inkubationszeit von 4-

6 h mit anschlieBender Zugabe von 1 ml serumhaltigem Medium (DMEM, 20% FCS).

2.6.2 Transfektion mit Effectene

Am Vortag werden ca. 1-3 x 10° Zellen pro well einer 6 well Platte ausgesit. Direkt vor
der Transfektion erfolgt das Absaugen des Mediums, einmaliges Waschen der Zellen mit
PBS und Auffiillen des wells mit serumfreien Medium auf 1,6 ml. Nun folgt das Herstellen

der Liposom / TBO-Komplexe indem man 0,4 ug TBO in 100 pl mitgelieferten Puffer
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,EC* gibt. Hinzu kommt nun der unter 2.3.2 erwéhnte ,,Enhancer®, wobei darauf zu achten
ist, dass das Verhiltnis zwischen TBO und Enhancer bei 1:8 liegen muf3. Das Gemisch
wird kurz geschiittelt 2-5 min bei RT inkubiert und kurz abzentrifugiert. Jetzt wird noch 10
ul Effectene zugegeben, fiir 10 Sekunden geschiittelt (Vortexer) und fiir 5-10 min bei RT
inkubiert. Danach wird 0,6 ml serumfreies Medium hinzugegeben, gut vermischt und das
ganze tropfchenweise auf die Zellen verteilt. Nach einer Inkubationszeit von 4-6 h gibt

man serumhaltiges Medium hinzu, so dass im Gesamtvolumen 10% FCS enthalten sind.

2.6.3 Transfektion mit FuGene 6

Es werden ca. 1-3 x 10’ Zellen pro well einer 6 well Platte am Vortag ausgesit. FuGene6
wird fiir ca. 10 min bei RT aufgetaut. Man gibt 100 pl serumfreies Medium in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefdl und pipettiert diesem 3-6 pl FuGene6 hinzu ohne jedoch dabei die
GefiBwand zu treffen. Nach leichtem Schiitteln gibt man 1-2 pg TBO zu
(Maximalvolumen 50 ul), erneutes vorsichtiges schiitteln und 15-45 min bei RT
inkubieren. Nun wird das Gemisch wieder tropfchenweise auf die Zellen gegeben und die

6 well Platte leicht geschwenkt.

2.6.4 Stabile Ko-Transfektion der Plasmide pTRE-bcl-tri und pTK-Hyg

5 x 10° Tet-on (ClonTech) HeLa Zellen, die das Expressionssystem Tet-on enthalten
(dieses ist ein von Tet kontrollierter Transkriptionsaktivator (tTA), bestehend aus der
Fusion des Wildtyp Tet-Repressor mit der VP16 Aktivierungsdoméne (AD) aus Herpes-
Simplex Virus), werden am Vortag pro well einer 6 well Platte aufgetragen. Nach der
Kotransfektion der beiden Plasmide (1,3 ug pTRE-bcl-tri, 82 ng pTK-Hyg (ClonTech) und
3 ug Liposom Dosper) und einer Inkubationszeit von 6 h wird das Medium durch
serumhaltiges (10% FBS) ersetzt. Nach 24 h werden die Zellen auf 10 cm Schalen
transferiert. Nach 72 h wird komplettes Medium mit 300 pg/ml Hygromycin eingesetzt
und nach einer Woche werden einzelne Zellkolonien herausgenommen und auf 24 well
Platten iibertragen, wobei die Hygromycinkonzentration nun 50 pg/ml betrdgt. Das
Plasmid pTK-Hyg enthilt namlich ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Hygromycin.
Die iiberlebenden Zellklone werden mit ELISA wuntersucht und das Ergebnis

mittelsWestern-Blot bestitigt.
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2.6.5 Transfektion von priformierten Triplexen

Drei Mikrogramm des Plasmids pTRE-bcl2-tri, welches das 3’UTR enthilt, wird mit 4,6
png Phosphorthioat-Oligonukleotid in TBO-BB bei RT fiir 2 h inkubiert und anschlieend
in 500 pl serumfreien Medium DMEM verdiinnt. In der Zwischenzeit wird 12 pg des
Liposoms (Dosper) ebenfalls in 500 ul serumfreies DMEM zugefiigt und dann werden
beiden Losungen miteinander vermischt und 30 min bei RT belassen. Am Vortag wurden
bereits 1 x 10° Zellen pro well einer 6 well Platte ausgesit und werden direkt vor
Transfektion zwei mal mit Ca®* und Mg** freiem PBS gewaschen. Nun werden die
DNA/Liposom Komplexe auf die einzelnen wells pipettiert —jeweils 1ml pro well. Es folgt
eine 6 stiindige Inkubation bei 37 °C dann wird 1 ml DMEM (20% FCS, 10 pg/ml
Doxycyclin (Dox)) hinzugegeben. Zu bestimmten Zeitpunkten (24, 48 und 72 h) werden
die Zellen trypsiniert, mit PBS gewaschen und in 200 pl Zell-Lysepuffer (150 mM NacCl,
50mM Tris-HCl, 2 mM EDTA und 1% NP-40) aufgelost. Um die Proteine vor
Degradation durch Proteasen zu schiitzen, wird noch eine Tablette eines Proteasen —
Inhibitors (Boehringer Mannheim) in 10 ml Lysepuffer aufgelost und hinzugegeben. Die
Proteinkonzentration wird dann mittels Bradford Methode (BioRad, Miinchen) bestimmt.
Fiir den Luciferase-Assay benotigt man 0,1 pmol Plasmid (LB 322 oder pGL2) das mit 200
pmol TBO in TBO-BB iiber Nacht bei RT inkubiert wird. Als Kontrollprobe wird ein
gleiches Volumen H,O statt den 200 pmol TBO eingesetzt. Die iiberschiissigen TBO, die
nicht an das Plasmid binden konnten, werden mittels Chroma-Spin 100 (ClonTech)
verworfen. Die so aufgereinigte DNA mit gebundenen TBO wird in 500 pl serumfreies
Medium gegeben und mit parallel hierzu angefertigtem Liposom (in 500 ul serumfreies
DMEM) vermischt. Nach 30 miniitiger Inkubation bei RT werden die DNA/Liposom-
Komplexe auf Zellen, die bereits am Vortag - in analoger Weise wie oben beschrieben -
vorbereitet wurden , aufgebracht. Die Zellen werden zunichst 6 h lang bei 37 °C inkubiert
und danach mit jeweils 1 ml serumhaltigen Medium (20% FCS) versehen. Nun folgt eine
Inkubationszeit von 48 h bei 37 °C. Die Triplexausbildung wird dann an einem
Luminometer (Analytical Luminescence Laboratory, CA, USA) ausgewertet. Jede

Versuchsreihe wurde doppelt angesetzt und dreifach wiederholt.

2.7 ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Am Vortag werden ungefihr 1000 Zellen pro well auf eine 96 well Platte aufgetragen.
Nach den entsprechenden Versuchen werden die Zellen fiir 30 min fixiert (20 ml

Methanol, 300 ul 30% H,0,) und 6 mal mit PBS gewaschen. Nun werden sie mit PBS, das
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2% Kaninchenserum und 3% BSA enthilt, fiir 1 h geblockt. Der erste Antikorper wird in
PBS (3% BSA) aufgelost, fiir 1 h bei 37 °C mit den Zellen inkubiert und anschliefend wird
6-mal gewaschen. Der zweite Antikorper wird auf die gleiche Weise wie der erste
Antikorper vorbereitet, auf die einzelnen wells gebracht und nach der Inkubationszeit von
einer Stunde wird nochmals mehrfach gewaschen. Jetzt wird OPD (o-Phenylendiamin) fiir
15 min hinzugefiigt und die Reaktion mit 50 pul 0,5 M H,SO, gestoppt. Die OD — Werte
(optical density) werden bei einer Wellenldange von 492 nm und 650 nm von einem

ELISA-Reader bestimmt.

2.8 Western Blot

2.8.1 Proteinextraktion

Die Zellen, die zuvor in Kulturflaschen kultiviert wurden, werden einmal mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit Trypsin vom Flaschenboden abgeldst. Danach wird 6-
10ml (je nach Probenanzahl) Medium — inaktiviert das Trypsin — dazugegeben und auf
eine entsprechende Anzahl von Eppendorf-Gefile (1,5 ml) aufgeteilt. Es folgt das
Zentrifugieren bei 13000 Upm fiir 2min. Der Uberstand wird verworfen und mit PBS
gewaschen. Danach wird der Uberstand erneut verworfen und 50 pl Cell Lysis Buffer
zugegeben (1 ml aqua dest., 1 Tbl. Proteininhibitor, 9 ml cell lysis buffer), 10 min auf Eis
gestellt und zentrifugiert (13 000 rpm, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wird auf Eppendorf-
Tubes (1,5ml) verteilt und im Gefrierfach (-80°C) gelagert.

2.8.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wird mit der Bradford - Methode am Photometer bestimmit.
Zuerst wird eine Standardreihe zur Ermittlung der Eichgeraden erstellt. Hierzu fertigt man
eine Proteinverdiinnungsreihe (z.B. 1, 2, 4, 6, 8, 10 ug BSA), dem man nur noch 200 pl
Protein Assay Losung (Bio Rad) zugibt und ins Photometer stellt. Die eigenen Proben ldsst
man auftauen und entnimmt ihnen etwa 1 bis 2 ul und iiberfiihrt es in ein neues Eppendorf
-Rohrchen. Nun gibt man 800 pl H,O und 200 pl von der Protein Assay Losung hinzu,
vortext das Gemisch vorher kurz nochmal und bestimmt photometrisch die Konzentration
in ug / ul. Jetzt muBl noch Probenpuffer (SDS -haltig, zum Denaturieren der Proteine)
zugegeben werden. Auf 50ul Protein kommt etwa 18ul Probenpuffer. Mischen und dann 5
min auf 100° C (Heizblock) stellen und anschlieBend kurz abzentrifugieren. Die Proben

konnen nun auch bei RT gelagert werden.
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Fiir die anschliefende Gel-Elektrophorese bendtigt man ca. 25 — 50 pg Protein pro Linie

bei einem Gesamtvolumen von ca. 20 pl. Das Volumen ist so zu wihlen, dass iiberall die

gleiche Menge an Protein enthalten ist, damit die einzelnen Banden auch vergleichbar sind.

2.8.3 SDS-PAGE

Das SDS - Polyacrylamidgel besteht aus zwei Anteilen, dem oberen Sammelgel und

unteren Trenngel (sieche Tabelle 4), die jeweils unterschiedlich zusammengesetzt sind. Die

Proben werden nun bei 180 V fiir 1h auf dem Gel aufgetrennt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels und der einzelnen Puffer.

Sammelgel, 5% Trenngel, 9% Probenpuffer pH 6,8
Puffer 1.3 ml | Puffer 3.1ml |Tris 1 M 6.25 ml
30% Acrylamid 0.75 ml |30% Acrylamid 3.6 ml | Glycerol 10g
ddH,O 2.9 ml |ddH,0O 5.3 ml |SDS 2.3¢g
10% APS S50 ul{ 10% APS 100 pl | B-Mercaptoethanol Sml
TEMED 5 ul | TEMED 6 ul

Puffer fiir Sammelgel Puffer fiir Trenngel Laufpuffer

pH 6.8 pH 8.8 pH 8.3

Tris base 6.06 g | Tris base 8.17 g | Tris 038 ¢
SDS 0.4 g SDS 0.4 g | Glyzin 144.00 g
mit ddH20 mit ddH20 SDS 10.00 g
auf 100 ml auffiillen auf 100 ml auffiillen

26




2.8.4 Immunoblotting
Zuniachst bereitet man 3 Schalen, mit folgenden Inhalten vor:
1. Transferpuffer: TBS 38 g, Glycerin 14.4 g, 20% Methanol, 0.02% SDS, pH 8,5,
Auffiillen auf 1000 ml mit H,O,
2. Aquadest.
3. 20% Methanol

Als nichstes nimmt man 3 zugeschnittene Blotting Papier Stiicke legt sie in die erste
Schale und dann auf das Transfergerdt. Dann nimmt man eine Nylonmembran
(Amersham), legt sie schrittweise in die 3 Schalen (von 3. nach 1.) und dann auf das
Blotting Papier. Nach durchgefiihrter Gelelektrophorese nimmt man das Gel aus der
Apparatur heraus und legt es auf die Membran. Als letztes legt man drei weitere Blotting
Papiere oben auf das Gel und schlieft den Deckel des Gerits. Es folgt eine Transferzeit

von 30 min bei 100 mA.

Danach blockt man die Membran mit 1% BSA (100 ml TBS) fiir 30 min, verwirft die
Losung und gibt den 1. Antikorper hinzu. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht bei 4 °C auf
einem Schiittler. Am ndchsten Morgen folgt 3maliges Waschen der Membran mit
Waschpuffer, der TBS und 500 ul Tween 20 enthilt. AnschlieBend gibt man den 2.
Antikorper hinzu inkubiert diesen fiir 1 h und wischt die Membran erneut wie oben
beschrieben.

Die Visualisierung der spezifischen Banden auf der Nylonmembran erfolgt mittels dem
Enhanced Chemiluminescence System (ECL, Pierce, Rockford, IL, USA). Danach legt
man die Membran in Frischhaltefolie, bringt sie in eine Filmkassette ein und schiebt sie

nach ca. 10 — 20 sek Belichtungszeit in die Entwicklermaschine.

2.8.5 Antikorper

2.8.5.1 B-Actin

B-Actin ist ein Protein des Zytoskeletts der Zelle und dient hier als so genanntes
,Housekeeping-Protein* als eine Positivkontrolle, da es von allen untersuchten Zellen
exprimiert wird. Zum Einsatz kommt ein 1:5000 verdiinnter monoklonaler Mausantikrper
gegen Actin (Sigma). Der sekundire Antikorper ist ein HRP-gekoppelter anti Maus IgG

Antikorper in einer Verdiinnung von 1:10 000 (Jackson Immuno Research Laboratories,

Newmarket, Suffolk, UK).
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2.8.5.2 Bcl-2
Analog zum B-Actin Antikorper, nur dass es sich um einen monoklonalen Mausantikorper

gegen Bcl-2 handelt. Es wird derselbe sekundédre Antikorper eingesetzt.

2.8.5.3 Survivin

Der primédre Antikorper ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen Survivin (500
pg/ml, Alexis, Schweiz) in einer Konzentration von 2 ug/ml. Nach zweistiindiger
Inkubation bei RT wird ein peroxidasekonjugierter sekundirer Ziege anti Kaninchen
Antikorper (Sigma Aldrich) in einer Verdiinnung von 1:5000 hinzu gegeben und 1 h

inkubiert.

2.9 Luciferase Assay

Nach einer Inkubationszeit von 48 h der mit priaformierten Triplexe (LB322, s. 2.6.5)
transfizierten Zellen, werden diese mit Trypsin von der Kulturschale abgelost und zweimal
mit PBS gewaschen. Zum Lysieren der Zellen wird 50 ul cell lysis Puffer (Luciferase
Assay System, Promega) in jedes 1,5 ml Eppendorf Rohrchen gegeben und 5 min bei RT
inkubiert. Danach wird fiir 5 min bei 12000 g zentrifugiert und jeweils 20 ul des
Uberstandes in ein GefiB mit 50 ul Luciferase Assay Reagenz (Promega) pipettiert. Dann
wird es unverziiglich in ein Luminometer (Analytical Luminescence Laboratory) fiir 10
Sekunden eingebracht. Um eine vergleichbare Proteinmenge zu verwenden, bestimmt man

die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben mit der Bradford Methode (Bio-Rad).

2.10 Apoptosefarbung
Annexin V

Eine Methode um Apoptose darzustellen, bedient sich der Eigenschaft, Translokationen,
die nur bei der Apoptose stattfinden, nachzuweisen. Phosphatidylserin (PS), das in
normalen Zellen an der inneren Plasmamembran lokalisiert ist, wird kurz nach Einleiten
der Apoptose an der #duBeren Plasmamembran exprimiert und steht nun mit der
extrazelluliren Umgebung in Kontakt. Da dies ein Vorgang ist, der schon fast zu Beginn
der Apoptose stattfindet, kann man mit dieser Methode friithzeitig apoptotische Zellen
nachweisen. An der Zelloberfliche befindliches PS kann man mit Annexin V, einem 35.8
kDa groB3en Protein, das eine hohe Affinitiit gegeniiber PS besitzt, darstellen.

Zunichst werden die Zellen mit gepuffertem Formaldehyld (4%) fixiert, dann mit Tris-
gepuffertem NaCl und 0,5% Albumin (TNB-Puffer) geblockt und anschlieend wird
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biotiniertes Annexin V, 1:30 in TBS aufgelost, auf die Zellen gegeben. Nach einstiindiger
Inkubation und 3 Waschschritten wird Streptavidin-PE fiir eine Stunde hinzugegeben. Die
Zellen werden wiederum 3 mal gewaschen und die Zellkerne mit Bisbenzimid gefirbt. Zur
FACS - Analyse wird statt Annenxin V Annexin V-EGFP verwandt. Die Zellen werden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion mit TBO trypsiniert und einmal mit PBS
gewaschen. Nun fiigt man Annexin V-EGFP (ClonTech) hinzu (2 pg/ml), wartet 15 min,
wischt die Zellen nochmals mit PBS, resuspendiert die Zellen mit 500 ul PBS und wertet
mittels FACS das Ergebnis aus.

2.11 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)
Die FACS Analyse erfolgt am FacsCalibur Gerdt (Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland) unter der Verwendung der CellQuest Software an einem Apple Mackintosh
Rechner. Adhirente Zellen werden nach der entsprechenden Inkubationszeit mit
fluoreszierenden Farbstoffen (z.B. FITC, PI, EGFP) von der Kulturschale mit Trypsin
abgelost, gewaschen und in PBS resuspendiert.

Bei den Suspensionszellen entfillt entsprechend das Trypsinieren. Die Zellen werden
direkt mit PBS gewaschen, resuspendiert und in speziellen FACS - Rohrchen ins Gerit
gestellt. Fiir eine Messung werden ca. 100 000 Zellen benotigt.

FacsCalibur verfiigt iiber 2 Laser mit steuerbaren Wellenldngen — je nach verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffen. Zunichst werden Kontrollzellen eingebracht, die fiir jede Zellart
geeigneten Systemparameter eingestellt und in den entsprechenden Kanilen ausgewertet.
Im Sidescatter werden die Zellen nach Gehalt der Zellgranula, im Frontscatter nach Grof3e
und im Fluoreszenzkanal nach Intensitédt des Fluoreszenzsignals aufgetrennt. Pro Messung
wurden jeweils 10 000 Zellen ausgewertet. Die Graphische Darstellung der FACS-

Ergebnisse erfolgte mittels der Microsoft Excel Software.

2.12 Fluoreszenzmikroskopie

Um die transfizierten Zellen am Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse TE 300,
Diisseldorf) auszuwerten, miissen sie in den Kulturschalen auf entsprechenden
Deckglasern kultiviert werden (ca. 5 x 10* Zellen / well). Da die Fluoreszenz bei normalem
Licht schnell an Intensitiit verliert, muss man darauf achten, ziigig und bei abgedunkelten
Verhiltnissen zu arbeiten. Die Auswertung erfolgt bei 40facher VergroBerung. Mittels
angeschlossener monochromer Digitalkamera konnen Bilder aufgezeichnet und mit der

mitgelieferten Lucia Software nachbearbeitet und archiviert werden.
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2.13 Rasterelektronenmikroskopie

Am Vortag wird eine vergleichbare Anzahl von Zellen, wie unter 2.11, auf Deckgldsern
kultiviert nach beschriebenem Vorgehen mit TBO/Liposom transfiziert und nach 24 h mit
PBS gewaschen und fixiert. Danach wurden die Zellen an die Sektion
Elektronenmikroskopie der Universitidt Ulm weitergegeben. Hier wurden sie mit einer nur
wenige Nanometer messenden Schicht aus Platin bedampft. Anschlieend legt man die so
praparierten Zellen in eine spezielle Halterung in das Rasterelektronenmikroskop. Nach
Aufbau eines Vakuums kann man anschlieBend die Zelloberfldchen bildlich darstellen. Zur
Dokumentation konnen die Proben in verschiedenen VergroBerungen digital fotografiert

und elektronisch gespeichert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Down-Regulation der bcl-2 Expression durch triplexbildende
Oligonukleotide an der 3’ UTR

3.1.1 Triplex — Bildung mit einer Duplex DNA

Die Ausbildung einer Tripelhelix konnte durch den electrophoretic mobility shift assay
(EMSA), wie in Abb. 4 dargestellt, nachgewiesen werden. Aufgrund der nun geringeren
Ladungsdichte wandern die Triplexe langsamer als die doppelstringige DNA in der
Elektrophorese. In der Abbildung ist beispielhaft der EMSA von TBO2 gezeigt. Man
erkennt deutlich, dass bei gleichbleibender DNA-Konzentration die Ausbildung der
Triplexstruktur kontinuierlich mit der Konzentrationszunahme der TBO ansteigt. Nach
Zugabe eines Kontroll-Oligonukleotides (INV, SCR oder PUR?2) lasst sich wie erwartet
keine unspezifische Anlagerung an die target DNA nachweisen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Oligonukleotid TFO2 eine besonders stabile
Triplexbindung ausbildet. Die kd (Dissoziationskonstante, TBO-Konzentration, bei der
50% der target DNA eine Triplexbindung aufweist) liegt hier bei ca. 60 uM bei einem
physiologischen pH-Wert. TFO1, 3 und 4 bildeten ebenfalls stabile Triplexe mit dhnlichen
kd-Werten aus (Ergebnisse nicht dargestellt).

P1 P2 l
l Exon III

H H N EE— p— _//_ P  EE
Exon I Exon II

+1946 +1963
Triplex 5 "CAGGGCCTCTGTTCCTTCCCTCTACAGTG 3~
target sequence 3 "GTCCCGGAGACAAGGAAGGGAGATGTCAC 5°
TFO1 5 *GGTGTTTTGGTTGGGTGT*~amino 3°
TFO2 5 " *GGAGATAAGGAAGGGAGA*—amino 3~
TFO3 5 GGTGTTTTGGTTGGGTGT 3~
TFO4 5 GGTGTCTTIGGTTGGGTGT-amino 3°
INV 5 *TACCGTGTGCGACCCTCTTG*—amino 3°
SCR 5 *GTTATCTCCCGCCACGTGCG*—amino 3°
PUR2 5 *GTGGTGTTGTITTGTGT*—amino 3~

Abb. 3 Schematische Darstellung des humanen bcl-2 Gens (GenBank M13994) und der Sequenzen der Ziel-
DNA (18 bp) innerhalb des 3’UTR sowie der entsprechenden TBOs einschlieBlich Kontrollen.
*, Phosphorthioatmodifizierungen am 5’ und 3’ Ende des TBO; -amino, Aminogruppe am 3’ Ende des TBO;

P1, 2, Promotorregion 1 und 2
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Abb. 4 EMSA zum Nachweis der Tripelhelixbildung eines phosphorthioatmodifizierten TBO (TFO2),
welches an der 3’UTR Duplex (29 bp) bindet. Triplexbildung erfolgte wie oben beschrieben in einem TBO-
BB. Duplex-DNA Konzentration lag bei 1 pM. Die Zahlen unter den einzelnen Banden entsprechen den

jeweiligen TFO 2 Konzentrationen. K, Kontrolle = unspezifische Oligonukleotid-Sequenz.

3.1.2 Tet-on Expressions — System

Im Response-Plasmid pTRE-bcl2-tri befindet sich eine 569 bp lange Sequenz aus der
3’UTR, die die gewiinschte Zielsequenz beinhaltet. Das 3’UTR Fragment befindet sich
zwischen dem bcl-2 ORF (Transkriptionsstart) und dem SV 40 poly A tail
(Transkriptionsende). Kontrolliert wird dieses Konstrukt durch einen vorgeschalteten
Promotor (Pyemv-1), der ein Tetracyclin-Response-Element (TRE) und Ppin cmv (Weiterer
Promotor) enthédlt. HelLa Zellen, die stabil mit dem Regulations-Plasmid pTet-on
transfiziert wurden, exprimieren einen Tet-kontrollierten Transkriptionsaktivator (rtTA),
der ein Fusionsprotein aus dem Wildtyp Tet-Repressor (Tet R) und der VP 16
Aktivierungsdomine (AD) des Herpes simplex Virus ist. In HelLa Zellen, die zusétzlich
mit pTRE-bcl2-tri transfiziert wurden, bindet rtTA nun an das TRE und aktiviert hierdurch

die Expression des gewiinschten Gens, allerdings nur nach Zugabe von Doxycyclin.

— (o E— ——
P

Fusionsprotein
pTet-on Plasmid
- Dox.
TA + Dox.
r
— Transkription

rtetR
TRE  Puincmv bcl-2 0RF> 3’ UTR | SV 40 Poly A%

Abb. 5 Darstellung des Tet-on Expressionssystems. Das regulatorische Plasmid pTet-on, das stabil
chromosomal integriert wurde, exprimiert Tet-kontrolliert den Transkriptionsaktivator rtTA. Dieser bindet
dann in Anwesenheit von Doxycyclin (Dox) an TRE des Response Plasmid pTRE-bcl-2-tri und die
eigentliche Transkription kann starten.
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3.1.3 Konstruktion des Response Plasmid pTRE-bcl2-tri

Das 569 bp lange nicht translatierte Ende (3° UTR), welches die TBO Bindungsstelle
(+1760 bis +2328) enthilt, wurde mit RT-PCR amplifiziert. Zuvor wurde die gesamte
RNA aus DOHH, Lymphomzellen isoliert und anschlieBend die RT-PCR mit folgendem
Primer-Paar durchgefiihrt: forward 5 TCCAGGGA TGATCAACAGGGTAGT 3’ und
reverse 5’ CAGATCTCTTTATAGTTCCCCACCATTG ATT 3’. Das PCR Produkt wurde
dann in die EcoR I und Xba I Schnittstellen des Vektors pSPT18 einkloniert. Dieses
Plasmid wurde als pSPT-tri bezeichnet. Die Sequenz des klonierten 3° UTR wurde durch
eine Sequenzierung bestitigt. Das Plasmid pSPT-bcl2, das den ORF des bcl-2 Proto-
Onkogens enthélt wurde durch partiellen Enzymverdau mit EcoR I linearisiert und mit dem
3> UTR Fragment aus pSPT-tri ligiert. Nachdem es mit Xba I geschnitten wurde, wurde
das nun entstandene 4500 bp lange Fragment mit sich selbst ligiert und wurde als pSPT-
bcl2-tri bezeichnet. Das hierin enthaltene 1500 bp lange Fragment mit dem bcl-2 ORF und
dem 3° UTR wurde aus pSPT-bcl2-tri herausgeschnitten und in den neuen Vektor pTRE

(Clontech) einkloniert. Dieses wurde nun als pTRE-bcl2-tri bezeichnet.

Abb. 6 Amplifikation des 569 bp langen DNA-Fragments des bcl-2
Gens durch RT-PCR. Hier Darstellung der gewiinschten Bande in der

Gelelektrophorese

3.1.4 Transiente Expression des Plasmids pTRE-bcl2-tri

Es wurden 4,6 mg des Plasmids pTRE-bcl2-tri mit ca. 0,5 x 10° HeLa Zellen / well unter
Verwendung von 6 ug Dosper (Liposom) transfiziert. Im Zellmedium war jeweils 0,2 ug /
ml Doxycyclin enthalten. Die entsprechenden Kontrollen enthielten kein Doxycyclin. Nach
48 Stunden wurde eine Western-Blot Analyse zur Darstellung des Bcl-2 Proteinlevels
durchgefiihrt. Das Ergebnis bestitigte, dass die Proben mit Doxycyclin eine hohe Bcl-2
Expression und die ohne Doxycyclin nur eine geringe Expression aufwiesen (s. Abb. 7).
Somit konnte gezeigt werden, dass das Konstrukt pTRE-bcl2-tri mit Doxycylin regulierbar

ist und eine Uberexpression von Bcl-2 erreicht werden kann.
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Abb. 7 Transiente Transfektion von pTRE-bcl2-tri in HeLa Zellen (Tet-on). Je nach Zugabe oder Weglassen

von Doxycylin stellt sich eine kréftige bzw. schwache Bande des Bcl-2 Proteins im Western-Blot dar.

3.1.5 Entwicklung einer bcl-2 iiberexprimierenden Zellinie

Um die Effekte der gegen bcl-2 gerichteten TBO auf zelluldrer Ebene beurteilen zu
konnen, etablierten wir eine Zelllinie, die Bcl-2 iiberexprimiert indem wir die HeLLa Tet-on
Zellen stabil mit dem Plasmid pTRE-bcl2-tri transfizierten. Nach der Ko-Transfektion der
Plasmide pTRE-bcl2-tri und pTK-Hyg (1,3 pg pTRE-bcl2-tri, 82 ng pTK-Hyg, 3ug
Liposom) und doppelter Selektion mit G418 und Hygromycin wurden mittels ELISA und
Western-Blot die positiven Zellklone ausgewéhlt. Zunéchst selektierten wir durch ELISA 8
positive Zellklone von insgesamt 30, die sowohl Doxycyclin sensitiv waren als auch Bcl-2
tiberexprimierten. In einem zweiten Schritt wurden diese acht Zellklone im Western-Blot
analysiert und 2 Klone mit der stiarksten Bcl-2 Expression ausgewdihlt. Dann erstellten wir
eine Doxycyclin Titrationsreihe und werteten diese nach 48h Inkubation im Western-Blot
aus. Hier zeigte sich dass die Zellklone bei einer Konzentration von 1 pg /ml Doxycyclin

kraftig Bcl-2 exprimierten.

Selektion der Doxycyclin induzierbaren Zellklone

0,8

0,7 —
c
2 0,6 1
7] —
205 ]
E 0,4 1 1 ] ODOX+
L
o 0,3 B DOX-
© 0,2
0

0,1

0
B2 B5 Cc2 D5 E2 E3 E4 E5
Zellklone

Abb. 8 ELISA Auswertung der Zellklone. Darstellung der Doxycyclin (2ug/ml) induzierbaren Bcl-2

Expression. Verwendung eines monoklonalen Bcl-2 Antikorpers.
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Abb. 9 Selektion der Doxycyclin induzierbaren Bcl-2 tiberexprimierenden Zellklone im Western-Blot.

Die einzelnen Klone wurden jeweils mit unterschiedlichen Doxycyclinkonzentrationen behandelt.

_—— ———— B-Actin

 —c— Bcl-2

0 10* 10° 102 10" 10° 10'

Abb. 10 Western-Blot Wiederholung der Doxycyclin abhéngigen Bcl-2 Expression in den transfizierten
HeLa Zellklonen. Zusitzlich Darstellung eines zweiten Proteins, f-Actin, zur Kontrolle der verwendeten

Proteinmengen.

3.1.6 Transfektion FITC-markierter TBO

Da Phosphorothioat modifizierte TBO resistenter gegen die Degradation durch zellulidre
Nukleasen sind, haben sie gegeniiber den Phosphodiester TBO deutliche Vorteile bei in
vivo Anwendungen. Bei unseren Versuchen verwendeten wir Phosphorothioat
Modifizierungen am 5’ und 3’ Ende der Oligonukleotide und zusitzlich eine Aminogruppe
am 3’ Ende. Wie in Abb. 3 dargestellt, sind diese nur partiell modifizierten TBO
mindestens fiir 48h nach Transfektion in den Zellen stabil. Die zelluldre Aufnahme der
TBO stellt ein Haupthindernis fiir Oligonukleotid-basierte Therapien dar. Wir testeten
deshalb die Aufnahme FITC-konjugierter TBO in die Zellen unter Verwendung eines
Liposoms aus. Etwa 95% der HeLa Zellen wiesen auf diese Weise ein Fluoreszenzsignal in

der FACS — Untersuchung auf.
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Abb. 11 Zelluldre Aufnahme der FITC-markierten TBO in HeLa Zellen 24h nach Transfektion. Hier
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von HeLa Zellen, die mit TFO2 und dem Liposom Dosper behandelt

wurden.

Unter dem Fluoreszenzmikroskop stellte sich ein deutliches Signal innerhalb des Zellkerns
48 Stunden nach Transfektion dar. Bei den Lymphomzellen DOHH, war der Hauptanteil
des Fluoreszenzsignals nur oberflichlich auf den Zellen nachzuweisen. Nur ein sehr

schwaches Signal war im Zellkern zu sehen.

3.1.7 Triplexbildung mit dem Plasmid pTRE-bcl2-tri

Die Triplexbildung mit einem nicht linearisierten Plasmid konnte ebenfalls nachgewiesen

werden. Hierzu inkubierten wir TFO2 mit dem Plasmid pTRE-bcl2-tri.

TBO —»

500 50 5 05 005 0005 0 pM
Abb. 12 EMSA von TFO2 mit Plasmid pTRE-bcl2-tri. Einsatz von 1,2 pmol von **P-markiertem TFO2 und

sinkenden Konzentrationen von nicht radioaktiv markiertem Plasmid. 6h Inkubation bei RT mit

anschlieBender elektrophoretischer Auftrennung.
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Zusitzlich untersuchten wir die spezifische Bindung des TBO an seiner Zielsequenz mit
einem Luciferase-Assay. Hier bestitigte sich, dass die TBO (TFO 1-4) keine

unspezifischen Bindungen auf der Ziel DNA eingingen.

Luciferase reporter gene assay

1200000+

1000000+

800000+

600000+

400000+

200000+

0+

TFO1 TFO2 TFO3 TFO4 N Mock

Abb. 13 Luciferase Assay zum Nachweis, dass alle TFO eine spezifische Bindung an ihrer Zielsequenz
eingehen. Plasmid pGL2 wurde mit den TBO inkubiert und anschlieend in HeLa Zellen transfiziert. Nach

48h wurden die Zellen geerntet und die Luciferase Aktivitit gemessen. Mock: Negativ-Kontrolle.

3.1.8 Einfluss der TBO auf die bcl-2 Expression in vitro

Die transienten Transfektionsversuche dienten zur Evaluierung des Einflusses der
Phosphorothioat TBO auf die Expression des bcl-2 Gens in der HelLa Zellinie. Wie bereits
unter 3.1.2 geschildert, verwandten wir das Tet-on Expressionssystem. Wenn nun die TBO
an die Zielsequenz in der 3° UTR binden, blockieren sie hierdurch die Transkriptions-
maschinerie, indem die Elongation der mRNA nicht fortgefiihrt werden kann. Somit kann
auch die nachgeschaltete Poly-A Sequenz nicht mehr angefiigt werden und die RNA wird
sehr schnell abgebaut. Als wir Plasmid und TBO inkubierten, achteten wir darauf, die
Menge an Plasmid bei jeder Reaktion konstant zu halten um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu erhalten. In Abb. 14 wird gezeigt, dass bei gleichen Plasmidmengen nach
Inkubation mit verschiedenen TBOs, nur TBO2 (Purin-Motiv) und nicht die
Kontrolloligonukleotide in der Lage sind, die Bcl-2 Expression signifikant zu hemmen.
TBO1 (Pyrimidin-Motiv) war nur teilweise in der Lage, die bcl-2 Expression zu inhibieren.
Abb. 15 zeigt, dass auch geringe Verhiltnisse zwischen TFO2 und Plasmid (z.B. 12,5 : 1)
und sogar ein Verhiltnis von 1,25 : 1 in der Lage sind, die Expression zumindest teilweise

zu hemmen.
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TFO4, das an das C-G Basenpaar der Zielsequenz mit einer Cytosin-Base bindet, hemmt

ebenfalls signifikant die bcl-2 Expression. TFO3 weist fast keine hemmende Wirkung auf.

24 h
S— — | — — +— B—ACtiIl
-— A <«—RBcl-2
72 h
s ——— — s =  <«—[B-Actin

—— ———— R . 4——TP ]

TFO1 TFO2 PUR2 INV SCR N DOX+ DOX-

Abb. 14 Western-Blot mit Nachweis der Bcl-2 Hemmung durch TBO 24 (oben) und 72 Stunden (unten)

nach Inkubation verschiedener TBO (TFO1 und 2) sowie unterschiedlicher unspezifischer Oligonukleotid-

Kontrollen (PUR2, INV, SCR). N: nur Plasmid pTRE-bcl2-tri ohne TBO; DOX+, DOX-: mit oder ohne

Zugabe von Doxycyclin; K: nicht transfizierte Zellen.

N — — —— Y —

TBO in pmol 800 400 100 10 1 SCR
Molare Ratio
ODN : DNA 1000 500 125 12.5 1.25 1000

B-Actin

Bcl-2

Abb. 15 Western-Blot zur Darstellung der Bcl-2 Hemmung in unterschiedlichen Konzentrationen (in pmol)

des TBO und somit in verschiedenen Verhiltnissen der TBO zur Plasmid-DNA. SCR, scrambled (=zufillige

Nukleotidsequenz des Oligonukleotids), Kontrolle.

In Abb. 16 wird schlieflich gezeigt, dass der inhibierende Effekt {iber die Zeit bis zu 72

Stunden nach Transfektion andauern kann. Somit konnten wir nachweisen, dass eine

Blockierung der Transkription des bcl-2 Gens im Bereich der 3° UTR in vitro moglich ist

und dass diese Region wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Genregulierung spielt.
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Abb. 16 Wirkung der TBO auf die BCL-2 Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten: A 24 Stunden, B 48
Stunden und C 72 Stunden. Western-Blot Auswertung nach Inkubation von TFOI — 4 sowie der Kontrollen

INV und SCR in den HeLa Zellen, die mit dem pTet-on Expressionssystem transfiziert waren.

3.1.9 Einfluss der TBO auf die bcl-2 Expression in vivo

3.1.9.1 bcl-2 tiberexprimierende (Tet-on) HeLa Zellen

Tet-on HeLa Zellen, bei denen das bcl-2 iliberexprimierende Plasmid pTRE-bcl2-tri stabil
in die DNA integriert wurde, wurden mit TBO in einer Konzentration von 400 nM mit
Hilfe von Liposom transfiziert. Nach bestimmten Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet
und mit Western-Blot ausgewertet. Hier zeigte sich, dass in den transfizierten Zellen die
TBO keinen wesentlichen Einfluss auf die bcl-2 Expression hatten.

S G —— —— —— i w—  P-Actin

D S — — —— — —— ———— Bcel-2

TFO1 TFO2 TFO3 TFO4 INV SEN SCR N Dox+

Abb. 17 Wirkung der TFO1 — 4 auf die bcl-2 Expression in stabil transfizierten HeLa Zellen. Western-Blot
48h nach Transfektion mit TBO und Kontrollen (INV, SEN, SCR, N und Doxycyclin).

3.1.9.2 DOHH; Lymphomzellen

Die DOHH, Zellen wurden ebenfalls mit unterschiedlichen TBO und anderen
Oligonukleotiden bei einer Konzentration von 500 nM mit Hilfe von Liposom inkubiert.
Die Auswertung erfolgte nach 24, 48 und 72 Stunden mittels Western-Blot. Wie in Abb.
18 dargestellt, ldsst sich nur nach 24 Stunden eine minimale Hemmung von Bcl-2
erkennen, die mit TFOI, TFO2 und einem Antisense Oligonukleotid
(5" *GTTCTCCCAGCGTGCGCCAT*-amino 37), das an die ersten 18 Nukleotide ab dem
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Startkodon der mRNA von bcl-2 bindet. Zu den spéteren Zeitpunkten war keine Bcl-2

Hemmung mehr nachzuweisen.

24h 48h 72h

T T v e e e | Cm— = D — — — — —— s — — B-Actin

- ot wor G @ G| opn D Ear ah ab G5 a» D aEb e & &P B2
AS TFO1 TFO2 SEN Dos K | AS TFO1 TFO2 SEN Dos K AS TFO1 TFO2 SEN Dos K

Abb. 18 Western-Blot nach Transfektion der Oligonukleotide (AS, Antisense; TFO1,2, TBO; SEN, sense;
Dos, Liposom allein, K, negativ Kontrolle) bei einer Konzentration von 500 pmol (3ug). Zellzahl lag bei ca.

6x 10° DOHH, Zellen je well.
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3.2. Down-Regulation der bcl-2 Expression durch triplexbildende
Oligonukleotide in der Promotorregion

Die Promotorregion des humanen bcl-2 Proto-Onkogens enthilt zwei jeweils 20 bp lange
Purin-reiche Abschnitte, die, bezogen auf den Translationstartpunkt, bei —666 bis —647 und
bei —1113 bis —1094 liegen (Target B und D).

Promotor P1 Promotor P2 bel-2 ORF 3’ UTR

| |
Exon I = Exenn -— / / -. Exon III e

-3934 +1 ATG TGA

A
A
N

Plasmid LB 322

bcl-2 Promoterregion 3934 bp Luciferasegen SV 40 Poly A
\ TARGET B 666 647
Triplex 5 CCTAATTTTTACTCCCTCTCCCCCCGACTC 3°
Target sequence 3 "GGATTAAAAATGAGGGAGAGGGGGGCTGAG 5°
B-GAT20-PO 5'*AAAAAEGAGGGAGAGGGGGG*7amino 3
B-GAT20-PS 5'AAAAAEGAGGGAGAGGGGGG 3
B-GAC20-PO 5'*AAAAAEGAGGGAGAGGGGGG*—amino 37
B-GAC20-PS 5’AAAAA§GAGGGAGAGGGGGG 37
B-GTT20-PO 5'*TTTTTEGTGGGTGTGGGGGG*7amino 3
B-GTT20-PS 5'TTTTTEGTGGGTGTGGGGGG 3
B-GTC20-PO 5'*TTTTTEGTGGGTGTGGGGGG*—amino 37
B-GTC20-PS 5’TTTTT§GTGGGTGTGGGGGG 37
B-GA14-PO 5 " *GAGGGAGAGGGGGG*—-amino 3°
TARGET C 934 916
Triplex 5 TCCCATCTCCCCTGTCTCTCTCCTGGGGA 3~
Target sequence 3 "AGGGTAGAGGGGACAGAGAGAGGACCCCT 5°
C-GAT19-PO 5'*AGAGGGGAEAGAGAGAGGA*7amino 3
C-GAC19-PO 5'*AGAGGGGAEAGAGAGAGGA*7amino 3
C-GAC19-PS 5'AGAGGGGA9AGAGAGAGGA 3
C-GTT19-PO 5'*TGTGGGGTETGTGTGTGGT*—amino 37
C-GTC19-PO 5'*TGTGGGGTETGTGTGTGGT*—amino 37
Target D -1113 -1094
Triplex 5 CACCACCTCCTTCTCCCCACCCCTCGCCGC 3~
Target sequence 3 "GTGGTGGAGGAAGAGGGGTGGGGAGCGGCG 5°
D-GAT20-PO 5'*GGAGGAAGAGGGGEGGGGAG*7amino 3
D-GAT20-PS 5/GGAGGAAGAGGGGEGGGGAG 37
D-GAC20-PS 5/GGAGGAAGAGGGG§GGGGAG 37
D-GTT20-PS 5'GGTGGTTGTGGGGEGGGGTG 3
D-GTC20-PS 5'GGTGGTTGTGGGGEGGGGTG 3

Abb. 19 Schematische Darstellung des bcl-2 Gens (GenBank: M13994) mit den entsprechenden TBO
Bindungsstellen (Target B, C und D) und den Sequenzen der einzelnen TBO. Die Promotorregion wurde in

das Plasmid LB322 mit dem Luciferase Reportersystem einkloniert
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Zusitzlich gibt es noch einen dritten purinreichen Abschnitt von 19 bp Linge (-934 bis -
916). Die Basenpaarsequenz aller drei Abschnitte sind nicht zu 100% purin- bzw.
pyrimidinhaltig. Sie weisen je eine Pyrimidinunterbrechung (Thymin bzw. Cytosin) im
Homopurinstrang auf. Aus diesem Grund testeten wir unterschiedliche TBO-
Modifizierungen, jeweils in antiparalleler Orientierung aus, um die TBO mit den besten

Bindungseigenschaften zu finden.

3.2.1 Ausbilden einer stabilen Tripelhelix in der Promotorregion

Der Promotor P1 stellt im bcl-2 Gen den Hauptpromotor dar. Transkripte ab dem Promotor
P2 sind nur in wenigen Geweben nachzuweisen (Tsujimoto und Croce 1986; Seto et al.
1988). Falls die TBO nach dem Promotor P1 binden, so konnte die Elongation der
Transkription blockiert werden. Die spezifische Bindung von TBO an den bcl-2 Promotor
wurde bereits von Olivas und Maher, 1996 nachgewiesen. Bei unseren aktuellen
Untersuchungen verwendeten wir Zielsequenzen, die vom Promotor P1 weiter entfernt (in
Richtung Exon 1) liegen. Die TBO hatten hauptsichlich ein Purin-Motiv, um an den bcl-2
Promotor zu binden. Sowohl GA und GT — Motive konnen spezifisch stabile antiparallele
Triplexbindungen mit dem Purinstrang der DNA bei physiologischem pH-Wert eingehen
(Abb. 20-23).

B-GAT20-PO B-GTT20-PO
20 202 002 20020 2 02 O

Triplex

Duplex

B-GAT20-PS B-GTT20-PS
200 20 2 0,2 50 20 2 02 O

Triplex

Duplex

Abb. 20 EMSA der TBO mit einer Thymin-Base gegeniiber der Thymin-Base des Ziel DNA-Stranges im
Target B. Unterschiedliche TBO Mengen in pmol.
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Bei diesen Experimenten lieBen wir die Konzentration der duplex-DNA konstant bei 0,1
uM (1 pmol in 10ul Reaktionsvolumen). Um die Triplexbildung zu stabilisieren, fiigten
wir zusdtzlich ImM Spermin hinzu und inkubierten das Gemisch iiber Nacht. Abb. 21
zeigt eine sehr hohe Bindungsaffinitit des GA-Motiv B-GAT20-PO, da ca. die Hilfte des
TBO eine Tripelhelix bei einer Konzentration von 0,2 uM ausbildet. Auch das GT-Motiv
B-GTT20-PO geht eine stabile Bindung bei einer etwa 10-fach hoheren Konzentration ein.

B-GAC20-PO B-GTC20-PO
50 2 0.2 0 50 2 0.2

B-GAC20-PS
50 20 2 02 O

Abb. 21 EMSA der TBO mit einer
Cytosin-Base gegeniiber der Thymin-
Base des Ziel DNA-Stranges im Target
B. Unterschiedliche TBO Mengen in
pmol.

D-GAT20-PO D-GAC20-PS D-GTT20-PS
50 2 0.2 0 50 2 0.2 0 50 20 2 02 O

D-GAT20-PS D-GTC20-PS
50 20 2 02 0 50 20 2 02 0
: R -

Abb. 22 EMSA der TBO, die
am Target D binden. Hier
sowohl Cytosin als auch
Thymin gegeniiber der Thymin-
Base des Ziel DNA-Stranges im
Target D. Unterschiedliche
TBO Mengen in pmol.

Innerhalb Target B gibt es eine weitere kiirzere Homopurin, -pyrimidin Sequenz (14bp).
Deshalb wurde ein entsprechendes 14 bp langes GA-Motiv TBO ausgetestet. Im EMSA
zeigten sich dhnliche Bindungseigenschaften wie bei dem ldngeren B-GAT20-PO.

43



20 2 02 0,02 0 pmol

Abb. 23 EMSA des TBO B-GA14-PO, das an Target B bindet. Eine Pyrimidinunterbrechung ist nicht
vorhanden. Unterschiedliche TBO Mengen in pmol.

An der Inversionsstelle, an der eine Pyrimidinbase die Homopurinkette in der DNA-
Bindungsstelle unterbricht und somit die Bindungsaffinitit der TBO vermindert, wird
empfohlen, fiir eine parallele Ausrichtung der TBO vorzugsweise G * T - A, T *C -G
oder C * C — G zu verwenden. Fiir eine antiparallele Ausrichtung werden folgende
Kombinationen empfohlen: C * T— A und T * C — G (Vasquez und Wilson, 1998). Wie in
Abb. 21, 23 und 24 zu sehen ist, wirkt sich die T * T — A Verbindung nicht negativ auf die
Triplexbindung bei Target B (B-GAT20-PO, B-GAT20-PS, B-GTT20-PO und B-GTT20-
PS) oder D (D-GAT20-PO, D-GAT20-PS und D-GTT20-PS) aus.

Die Stabilitidt der TBO in den Zellen, im Serum oder aber im Blutkreislauf ist wichtiger
Gesichtspunkt fiir den Erfolg Oligonukleotid-basierter Therapieansitze. Die zuvor
dargestellten Ergebnisse zeigten, dass die 5’ und 3’ Phosphorthioat modifizierten Enden als
auch das Amino-modifizierte 3’ Ende die TBO in den Zellen fiir mindestens 48 Stunden
stabil hielten und die Bindungseigenschaften nicht wesentlich einschrinkten. McGuffie et
al. wiesen nach, dass TBO mit einem kompletten Phosphorthioat Grundgeriist ebenfalls
Triplexe in vitro ausbilden und von Leukdmiezellen aufgenommen werden konnen, in
denen sie bis zu 72 Stunden stabil sind. Funktionell blockierten diese TBO die endogene c-
myc Expression, was zu einer Reduktion der Proliferation, Stérung des Zellzyklus und
Apoptoseinduktion fiihrte. Entsprechende Modifikationen hatten wir an TBO, die gegen
Target B (B-GAT20-PS, B-GAC20-PS, B-GTT20-PS, B-GTC20-PS) und D (D-GAT20-
PS;  D-GAC20-PS, D-GTT20-PS, D-GTC20-PS)  durchgefiihrt und ihre
Bindungseigenschaften im EMSA getestet.

In den Abbildungen 21, 22 und 24 weisen diese TBO ebenfalls stabile Triplexbindungen
auf, wobei im Gegensatz zu den nur teilweise Phosphorthioat modifizierten TBO hierfiir

eine hohere Konzentration an TBO erforderlich war.
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Um die spezifische Bindung der TBO nochmals nachzuweisen, untersuchten wir die
Bindung von B-GAT20-PO an einem 203 Basenpaar langen DNA Fragment B und einem
Plasmid (pGEM-T/bcl-2B), die beide die Ziel DNA (Target B) enthielten. Das DNA
Fragment wurde dem Plasmid LB 322, welches ja die Promotorregion von bcl-2 enthilt,
entnommen, indem wir mittels PCR und geeigneten Primern, die eine EcoR I Schnittstelle
besitzen, das gewiinschte Teilstiick amplifizierten. Zusitzlich erstellten wir analog ein

zweites 178 bp langes Fragment C, welches das Target C beinhaltet.

800

500

300

200

100

Abb. 24 PCR Produlte der TBO Targets B und C der bcl-2
Promotorregion nach Auftrennen in der Gelelektrophorese. Rechts
stehen die bp Lingen der DNA Leiter.

Bei der Durchfiihrung der EMSA verwendeten wir jeweils 0,06 uM [*°P] dATP markiertes
B-GAT20-PO. In Abb. 25 ist zu sehen, dass das TBO an das 203 bp lange Fragment und
an das Plasmid bindet. Wie zu erwarten, finden sich keine unspezifischen Bindungen des
TBO mit dem Kontrollfragment bzw. dem Kontrollplasmid pGEM-T/bcl-2C selbst bei
hoheren Konzentrationen. Allerdings zeigt sich eine zunichst nicht erwartete Bande die
zwischen ungebundenem TBO und der Triplex verlduft. Cogoi und Mitarbeitern ist bei
ihren Untersuchungen dieselbe Bande aufgefallen (Cogoi et al., 2001). Ursache hierfiir
konnte z.B. eine verdnderte Ladung der TBO, die radioaktive Markierung oder eine Di-
bzw. Polymerisierung sein. Zusammenfassend kann man sagen, dass die TBO stabile und

spezifische Triplexbindungen mit ihrer Zielsequenz im bcl-2 Promotor eingehen.
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Fig 25 Triplexbildung von B-GAT20-PO mit dem (A) 203 bp DNA Fragment und dem (B) Plasmid pGEM-
T/bcl-2B. Jede Probe enthielt 0,6 pmol [y-*P] dATP markietes B-GAT20-PO. Die Konzentrationen der
Target DNA sind jeweils unterhalb dargestellt. FB steht fiir das 203 bp Fragment B und FC fiir das 178 bp
Kontroll DNA Fragment C; PB and PC stehen fiir das Plasmid pGEM-T/bcl-2B und das Kontrollplasmid
pGEM-T/bcl-2C.

3.2.2 Hemmung der bcl-2 Transkription in HeLLa Zellen

In diesem Versuch konnten wir den Abbruch der Transkription durch eine reduzierte
Luciferaseaktivitit nachweisen. Das Kontroll-TBO wies keine unspezifischen Bindungen
am bcl-2 Promotor auf (Abb. 26). Wir untersuchten verschiedene TBO, die im EMSA
unterschiedliche  Bindungsaffinititen hatten, auf ihre transkriptionshemmenden
Eigenschaften in HelLa Zellen. In einem in vitro Versuch benutzen wir das Luciferase
Reporter Gen System um Transkriptionshemmung zu quantifizieren. Das Plasmid LB 322
enthilt die cDNA des Luciferasengens, die unter der Kontrolle des bcl-2 Promotors steht.
In Abb. 27 konnten wir eine iiber 80%ige Reduktion der Luciferaseaktivitit nach
Inkubation mit dem TBO B-GAT20-PO nachweisen. Interessanterweise zeigte auch B-
GAT20-PS, welches eine ca. 10-mal niedrigere Bindungsaffinitit im EMSA aufwies, eine
dhnlich starke Hemmung der Transkriptionselongation. B-GA14-PO wies auch bei seiner
eher kurzen Linge erstaunlicherweise gute Ergebnisse auf. SCR20, ein Kontroll-TBO

konnte die Transkription in nur geringem Umfang unspezifisch hemmen.
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Abb. 26 Hemmung der Luciferase Reportergen Expression durch TBO gegen den humanen bcl-2 Promotor.
Das Plasmid LB 322 mit dem Reportergen wurde mit TBO (GA20 = B-GAT20-PO, GA20-PS = B-GAT20-
PS, GT20 = GTT20-PO, GA14 = B-GA14-PO), unspezifischem Oligonukleotid (SCR20) oder mit keinem
Oligonukleotid (N) priinkubiert und anschlieBend in HeLa Zellen transfiziert. Die relativen Werte beziehen

sich auf die Kontrolle N, die auf 100% gesetzt wurde.

3.2.3 Hemmung der bcl-2 Transkription in DOHH, Zellen

Um nachzuweisen, ob die TBO auch in vivo die bcl-2 Expression down-regulieren konnen,
inkubierten wir die DOHH, Lymphomzellen mit TBO bei einer Konzentration von 400 nM
und unter Verwendung von Liposom. Nach 48 und 72 Stunden wurden die Zellen lysiert
und eine Western-Blot Untersuchung durchgefiihrt. Zu beiden Zeitpunkten war keine

signifikante Abnahme der Bcl-2 Mengen zu sehen.

A B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 45 6 7 8 9 10
— — ——— — —— B-ACHD e e o e s e e e s

N — ——— ——— - BCL-2 . — —————— -

Abb. 27 Western-Blot nach 48 (A) und 72 (B) Stunden Inkubation von TBO (1-10) gegen die bcl-2
Promotorregion in DOHH, Zellen. 1, D-GAT20-PO; 2, D-GAC20-PS; 3, B-GAT20-PO; 4, B-GAC20-PO; 5,
B-GTT20-PO; 6, B-GTC20-PO; 7, C-GAC19-PO; 8, C-GAT19-PO; 9, C-GTT19-PO; 10, C-GTC19-PO

3.2.4 Hemmung der bcl-2 Transkription in SK-MEL-28 Zellen

Auch in dieser adherenten bcl-2 iiberexprimierenden Zellinie wollten wir untersuchen, ob
die TBO die endogene Transkription von bcl-2 blockieren konnen. Die Inkubation erfolgte

analog wie in 3.2.3 bei den DOHH,; Zellen. Wieder nach 48 und 72 Stunden fiihrten wir
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eine Western-Blot Auswertung durch. Leider ist auch in diesem Versuch keine sichtbare

Bcl-2 Reduktion eingetreten.

A B
s ——— . R T 8 [j- Actin R T ————— g

G w—— Bcl-2 — — —

-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 1234 5 6 7 8 9 101112

Abb. 28 Western-Blot nach 48 (A) und 72 (B) Stunden Inkubation von TBO (1-13) gegen die bcl-2
Promotorregion in DOHH, Zellen. 1, D-GAT20-PO; 2, D-GAC20-PS; 3, B-GAT20-PO; 4, B-GAC20-PO; 5,
B-GTT20-PO; 6, B-GTC20-PO; 7, C-GAC19-PO; 8, C-GAT19-PO; 9, C-GTT19-PO; 10, C-GTC19-PO; 11,
3’UTR GAT18-PO; 12, 3’UTR GTC18-PO; 13, 3’°UTR GAC18-PO.

3.2.5 Vergleich unterschiedlicher Transfektionsreagenzien

3.2.5.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

3.2.5.1 A HeLa Zellen, DOSPER
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D 48h

Abb. 29 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten (A — D) inkubierten
HeLa Zellen. Verhiltnis Dosper : B-GAT20-PO = 6 ul : 4 pg. Links: Phasenkontrast-mikroskopische
Aufnahme; Mitte: Reines Fluoreszenzsignal; rechts: Uberlagerung beider Signale. Erst nach 24 und 48

Stunden erkennt man auch ein Signal aus den Zellkernen.

3.2.5.1 B Hel.a Zellen, Effectene

A 24h B 48h C 72h

Abb. 30 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten (A — C) inkubierten

HeLa Zellen. Verhiltnis Effectene: B-GAT20-PO = 10 ul : 0,4 pg. Nach 24 bis 72 Stunden erkennt man ein

zunehmendes Signal in den Zellkernen.
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3.2.5.1 C Hel.a Zellen, FuGene 6

B 24h C 48h

Abb. 31 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Unterschiedliche Verhiltnisse von FuGene 6 : B-GAT20-

PO (3 : 1 bis 6 : 3). Insgesamt zeigt sich ein schwicheres Signal im Vergleich zu Dosper oder Effectene.

3.2.5.2 A SK MEL-28 Zellen, DOSPER

A 4h B 24h C 52h

Abb. 32 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten (A — C) inkubierten
Melanomzellen. Nur geringes nukledres Signal nach Transfektion mit Dosper. Ein Grofteil der Fluoreszenz

zeigt sich randstindig im Zytoplasma bzw. an der Zelloberfldche
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3.2.5.2 B SK MEL-28 Zellen, Effectene

A 24h B 48h C 72h

Abb. 33 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten (A — C) inkubierten

Melanomzellen. Etwas bessere nukledre Aufnahme als nach Transfektion mit Dosper.

3.2.5.2 C SK MEL-28 Zellen, FuGene 6

A 6h B 24h C 72h

Abb. 34 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten (A — C) inkubierten

Melanomzellen. Nur gelegentliche nukledre Aufnahme der TBO.
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3.2.5.3 DOHH, Zellen, Dosper

A 1h B6h _ C 24h

Abb. 35 Darstellung der DOHH, Zellen nach Transfektion mit Dosper nach 1, 6 und 24 Stunden. Kein
Nachweis intrazelluldrer FITC-markierter TBO.

Die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse der iibrigen Transfektionen der DOHH,
Zellen mit Effectene und FuGene 6 sind nicht dargestellt, da diese kaum ein zelluldres

Signal aufwiesen.
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3.2.6 FACS — Analyse
Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der FACS-Analyse dargestellt. Untersucht

wurden die einzelnen Zellinien, die jeweils mit einem Gemisch aus den verschiedenen
Liposomen und FITC-markierten TBO inkubiert wurden. Im Vergleich zu einer
Kontrolluntersuchung, ldsst sich im entsprechenden Fluoreszenzkanal eine mehr oder
weniger ausgepriagte Verschiebung der beiden Kurven nachweisen. Hierbei lassen sich
zwel Werte ablesen. Zum einen, wie viele Zellen transfiziert wurden und zum anderen, wie
stark das Fluoreszenzsignal (Intensitédtsverteilung) ist, das hei3t, ob wenige oder viele TBO
in die Zellen gelangt sind. Beispielhaft ist dies in Abbildung 36 dargestellt. Die hieraus

abgeleiteten Ergebnisse sind im Weiteren in Form von Diagrammen dargestellt.

100

M1

Events

Kontrolle Dosper + TBO

10° 10! 102 102 10*

Abb. 36 FACS Darstellung. Uberlagerung beider Kurven (Kontrolle: nur TBO ohne Liposom und nach
Zugabe von TBO + Dosper). Auswertung nach 48 Stunden. X-Achse: Fluoreszenkanal; Y-Achse: Zellzahl.

M1: Markerregion. Man erkennt eine deutliche Verschiebung der Kurve nach rechts nach TBO-Zugabe.

Es wurden bei jeder Messung 10 000 Zellen ausgewertet. AnschlieBend wurde eine
Markerregion (M1) ab einem Wert von ca. 100 gesetzt (s. Abb.36), um die relative

Zellzahl der fluoreszierenden Zellen zu bestimmen.
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3.2.6.a HeLa, Dosper
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Abb. 37 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe
von TBO; nur TBO: TBO ohne Zugabe von Liposom.

3.2.6.b Hel.a, Effectene
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Abb. 38 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; Verhiltnisse der TBO zu Effectene: 0,5 ug TBO zu 5 pl Effectene bzw. 1 pg zu Sul.
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3.2.6.c HelLa, FuGene 6
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Abb. 39 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; Verhiltnisse der TBO in ug zu FuGene 6 in pl

3.2.6.d SK-Mel-28, Dosper
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Abb. 40 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; Verhiltnisse der TBO zu Dosper konstant 4 ug : 6 ul
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3.2.6.e SK-Mel-28, Effectene
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Abb. 41 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; Verhiltnisse der TBO in ug zu Effectene in pl.

3.2.6.f SK-Mel-28, FuGene 6
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Abb. 42 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; Verhiltnisse der TBO in ug zu FuGene 6 in pl.
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3.3. TBO vermittelte Inhibition der survivin Expression und
Apoptoseinduktion in humanen Bronchialkarzinom Zellen

Das vollstindige survivin Gen besteht aus 14 796 Basenpaaren (GenBank: U75285), das
Transkript 426 Nukleotide (ATG 2811, TGA 12042) und das Survivin Peptid 142
Aminosduren (16,5 kDa). Es gibt allerdings verschiedene Splice-Varianten, die in der Zelle
unterschiedliche Funktionen haben. Eine Isoform ist z.B. das survivin-§ / 2B, eine
dominant negative Isoform. Das menschliche survivin Gen enthdlt 2 purin- bzw.
pyrimidinreiche Sequenzen in Intron II (3013 bis 3036 und 3077 bis 3099) und zwei in der
3> UTR (12 263 bis 12 286 und 12 329 bis 12350).

sur5 sur7
2762 13185 14796
B
sur4 sur6
3013 3036
5 GCCGCCCTCCCCTCCCCGTCCTGTCCCCAGCG 37 Triplex
3 "CGGCGGGAGGGGAGGGGCAGGACAGGGGTCGC 57 target sequence
5/*GGGAGGGGAGGGGEAGGAEAGGGG* 37 Sur4-GAT24-PO 24 nt
5'GGGAGGGGAGGGGEAGGAEAGGGG 3 Sur4-GAT24-PS 24 nt
5'GGGTGGGGTGGGGETGGTETGGGG 3 sur4-GTT24-PS 24 nt
3077 3099
5 CCGGCCTCCCCTCCCTGCTTTGTCCCCATCG 37 Triplex
3 "GGCCGGAGGGGAGGGACGAAACAGGGGTAGC 57 target sequence
5/*GGAGGGGAGGGAEGAAAEAGGGG* 37 Sur5—GAT23-PO 23 nt
5/GGAGGGGAGGGAIGAAAIAGGGG 37 Sur5-GAT23-PS 23 nt
5'GGTGGGGTGGGTEGTTTETGGGG 3 sur5-GTT23-PS 23 nt
12263 12286
5 GGCTGCTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTITITGGGGG 3~ Triplex
3 "CCGACGAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAACCCCC 5" target sequence
5 "*GAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAA* 3~ Sur6-GA24-PO 24 nt
5 “GAAGAGAGAGAGAGAGAGAAAAAA 37 Sur6-GA24-PS 24 nt
5 GTTGTGTGTGTGTGTGTGTTTTTT 3~ sur6-GT24-PS 24 nt
12329 12350
3 "GTCCACTCTTCACTCCCTCCTTCTTCCGTCAC 5° Triplex
5 "CAGGTGAGAAGTGAGGGAGGAAGAAGGCAGTG 3° target sequence
3/*GAGAAGEGAGGGAGGAAGAAGG* 5° Sur7-GAC22-PO 22 nt
3'GAGAAG§GAGGGAGGAAGAAGG 57 Sur7-GAC22-PS 22 nt
3'GTGTTG£GTGGGTGGTTGTTGG 57 sur7-GTC22-PS 22 nt

Abb. 43 Schematische Darstellung des survivin Gens mit seinen 4 Exons und den TBO Zielsequenzen. In
Intron IT und in der 3’ UTR befinden sich jeweils zwei potentielle Bindungsstellen. Die einzelnen Sequenzen
der Target — DNA und der TBO sind unterhalb abgebildet. Eine Amino-Modifikation wurde bei diesen TBO

nicht angewendet.
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3.3.1 Ausbilden einer stabilen Tripelhelix innerhalb des survivin Gens

In den Abbildungen 44 und 45 wird dargestellt, dass die TBO Sur4-GAT24-PO und Sur4-
GAT24-PS eine stabile Bindung mit der Duplex DNA bei hoher Affinitit eingehen
konnen. Wie aus den Voruntersuchungen erwartet, ist die Bindungsaffinitit von Sur4-
GAT24-PO etwa 10 mal so hoch als die von Surd-GAT24-PS. Die Eigenschaften von
Sur5-GAT23-PO und Sur5-GAT23-PS sind den eben genannten TBO &dhnlich. Allerdings
binden die TBO Sur6-GA24-PO, Sur6-GA24-PS, Sur7-GAC22-PO und sur7-GAC22-PS
deutlich schlechter als die TBO der Sur4 Reihe. Im Sur4 DNA Target sind dret GGGG und
eine GGG Sequenz enthalten, im Sur5 Target zwei GGGG und eine GGG Sequenz. Diese
kurzen Guanin Abschnitte tragen wohl entscheidend zur Bindungsaffinitit der TBO bei. In
den Sur6 und Sur7 Targets sind ndmlich keine lingeren zusammenhédngenden Guanin
Abschnitte enthalten, entsprechend werden hohere TBO Konzentrationen bendtigt. Also
kann man festhalten, dass der Guaningehalt in dem Purinstrang der Duplex-DNA einen
Einfluss auf die Bindungsaffinitit der TBO hat. Der Guanin Anteil der genannten TBO
Surd4, Sur5, Sur6 und Sur7 betragt 71%, 61%, 37,5% beziehungsweise 54,5%.
Entsprechend schlecht binden Sur6-GA24-PS und Sur6-GA24-PO obwohl sie keine
Pyrimidin Unterbrechung in ihrer Sequenz aufweisen.

Sur4-GAT24-PO

Sur5-GAT23-PO Sur6-GA24-PO

Triplex

Duplex

20 2 02 0 20 2 02 0 20 2 0,

Sur4-GAT24-PS Sur5-GAT23-PS Sur6-GA24-PS

Triplex

Duplex

50 20 2 0,2 0 50 20 2 0,2 0 20

0,2 0

Abb. 44 EMSA Darstellung der Triplexbildung der TBO Sur4 bis Sur6 in verschiedenen Konzentrationen
(TBO in pmol).
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Sur7-GAC22-PO Sur7-GAC22-PS

Triplex

Duplex

20 202 0

20 2 0,2

Abb. 45 EMSA Darstellung der Triplexbildung der TBO Sur7-GAC22-PO und PS in verschiedenen

0

Konzentrationen (TBO in pmol).

3.3.2 Einfluss verschiedener Transfektionsmittel auf die
Transfektionseffizienz

Analog zu den Versuchen unter 3.2.5 wurden auch bei den Asy9 Zellen die beschriebenen

Liposome untersucht, um bestmdégliche Transfektionsraten zu erzielen.

3.3.2.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

3.3.2.1 a Dosper

6 h

24 h

Abb. 46 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Asy Zellen nach Transfektion mit Dosper zu

verschiedenen Zeitpunkten. V.1.n.r.: Phasenkontrast-, Fluoreszenzaufnahme und Uberlagerung beider Bilder.
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48 h

Abb. 47 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Asy9 Zellen nach Transfektion mit TBO / Dosper nach

48 Stunden. V.1.n.r.: Phasenkontrast-, Fluoreszenzaufnahme und Uberlagerung beider Bilder.

3.3.2.1 b Effectene
24 h

Abb. 48 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der As4y Zellen nach Transfektion mit TBO / Effectene

nach 24 und 48 Stunden. V.l.n.r.: Phasenkontrast-, Fluoreszenzaufnahme und Uberlagerung beider Bilder.
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3.3.2.1 ¢ FuGene 6

6:4 6:3 5:2

Abb. 49 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Asyy Zellen nach Transfektion mit TBO : FuGene 6 in
[ug] : [u1] nach 24 Stunden.

3.3.2.2 FACS gestiitzte Analyse

Auch hier wurden wie in 3.6.2.1 die Zellen jeweils in einem zweiten Ansatz nach
Inkubation mit dem Gemisch aus FITC-TBO und Liposom fiir die FACS Analyse
aufbereitet. Pro Ansatz wurden 10 000 Zellen ausgewertet und die Anzahl der
fluoreszierenden Zellen im Vergleich zu einer Kontrolle bestimmt. Die einzelnen Werte
sind graphisch in Diagrammen dargestellt. Beispielhafte Darstellung der

Intensititsverteilung der mit FITC-TBO transfizierten Zellen.

128
128

Events
Events

) 1 I ES 53 o+ R r T J
10 10 10 10 10 10° 101 102 ERE 10+

mur Dosper nur TBO

128
128

nur TBO
TBO + Dosper

b

Everts
Events

(0o 1 E 3 + g
10 10 10 10 10 1009 1ot 102 103 10+

AS49 Dosper surt Ermpaty

Abb. 50 Darstellung der FACS Analyse. Ordinate: Intensitétsverteilung, Abszisse: Zellzahl. Rechts unten
Uberlagerung der Abbildungen oben rechts mit unten links. Nur Dosper: Gabe des Liposoms ohne TBO,
A549 Dosper sur6: Inkubation von Liposom + TBO (Sur6-GA24-PO).
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3.3.2.2 a Dosper
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Abb. 51 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von
TBO; TBO allein: ohne Zugabe von Liposom; Verhiltnisse der TBO (survivin6 und survivin7) zu Dosper:
jeweils 4 ug zu 6 pl.

3.3.2.2 b Effectene
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Abb. 52 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von

TBO; Verhiltnisse der TBO (survivin6 und survivin7) in pg zu Effectene in pl.
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3.3.2.2 ¢ FuGene 6
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Abb. 53 Relative Anzahl fluoreszierender Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten. Kontrolle: ohne Zugabe von

TBO; Verhiéltnisse der TBO (survivin 6) in ug zu FuGene 6 in pl.

3.3.3 Hemmung der Proteinexpression

Die beschriebenen A549 Zellen wurden mit TBO / Liposom fiir 5 Stunden inkubiert. Eine
weitere Transfektion bei den gleichen Zellen erfolgte erneut nach 24 und 48 Stunden.
AnschlieBend fithrten wir eine Proteinextraktion nach 48, 72 und 96 Stunden nach
Inkubation durch. Die Survivin Proteinmengen wurden mit Western-Blot ermittelt.
Abbildung 54 zeigt, dass die TBO sur6-GA24-PS, sur6-GA24-PO und sur7-GAC22-PO
die survivin Expression reduzieren konnen, die Kontrollen die Proteinbildung nicht

beeinflussen.

Liposom sur4 sur5 sur6  sur7 scr24
-_— -_— — — —— -y Survivin 48 h
W G e = e @ Soivin 0 L

——— B-Actin

Abb. 54 Western-Blot nach Inkubation von A549 Zellen mit TBO (sur4 bis sur7) plus Liposom und den

beiden Kontrollen (Liposom allein und scr24, einem unspezifischen 24 Basen langen Oligonukleotid).

63



3.3.4 Antiproliferative Effekte

Wie unter 3.3.3 wurden die Assq9 Zellen wiederholt mit den spezifischen TBO und
Kontrollen inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde die Zellzahl dann ermittelt. In
jedem well einer 6 well Platte befand sich die gleiche Zellzahl (2x10°). Die Zellen wurden
trypsiniert, immer im selben Volumen aufgeldst und schlieBlich ausgezihlt. Abbildung 55
zeigt, dass sur6-GA22-PS und sur7-GAC24-PO gute antiproliferative Eigenschaften
besitzen. Zusitzlich zeigen auch komplett oder teilweise Phosphorothioat-modifizierte

Oligonukleotide (PS) ihre biologische Wirksamkeit.
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Abb. 55 Nach Inkubation von A549 Zellen mit den jeweiligen TBO bzw. Kontrollen wurde die Zellzahl zu

verschiedenen Zeitpunkten bestimmt.

3.3.5 Apoptoseinduktion durch TBO in AsyyZellen

Erneut wurden die Zellen wie oben beschrieben mit TBO inkubiert. Zu den einzelnen
Zeitpunkten wurden die Zellen gesammelt, gewaschen und mit Annexin V — EGFP bei
Raumtemperatur fiir 15 min. behandelt, nochmals gewaschen und in 500 pl
Bindungspuffer resuspendiert. Die Zellen wurden dann im FACS — Gerit untersucht. Die
Ergebnisse, in Abbildung 56 dargestellt, weisen sur6-GA24-PS als effektivsten Vertreter
zur Apoptose-induktion aus. Allerdings tritt Apoptose zu einem gewissen Grad auch bei

den Kontrollen auf.
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Abb. 56 Apoptoseinduktion in A549 Zellen mit den jeweiligen TBO bzw. Kontrollen zu verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Die Werte wurden aus der FACS - Analyse nach Inkubation mit fluoreszierendem

Annexin V — EGFP gewonnen.

3.3.6 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen

In den Abbildungen 57 - 59 sind die einzelnen behandelten Zellen dargestellt.

»* 1000 Z0 pm
[ 3= Hel Z0

Abb. 57 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Melanomzellen nach Inkubation mit TBO /

Liposom.
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Abb. 58 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von A549 Zellen nach Inkubation mit TBO / Liposom.
Rechts oben AusschnittsvergroBerung mit Darstellung der kugelférmigen Liposomkomplexe.

cOrp ————— Qi

Abb. 59 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von HeLa Zellen nach Inkubation mit TBO / Liposom.
Im rechten Bild konnte es sich bei den kugelformigen Zellen um apoptotische Zellen handeln.
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4 Diskussion

Generelles Ziel der Arbeit war die Gen-Inhibierung klinisch relevanter Proteine. Dies sollte
mit geeigneten triplexbildenden Oligonukleotiden (TBO) erreicht werden. Bei einigen
Tumorentititen liegt ein Ungleichgewicht von pro- und antiapoptotischen Signalwegen
zugunsten der letztgenannten vor. Die Down-Regulation der beiden von uns ausgewdihlten
antiapoptotischen Gene bcl-2 und survivin wurde bereits mit Antisense Oligonukleotiden
erreicht. Hierdurch konnte der programmierte Zelltod wieder in Gang gesetzt werden.
Dadurch, dass nur zwei Zielgene statt vieler mRNA Transkripte pro Zelle vorliegen, sollen
die TBO die Inhibierung der Proteinexpression im Vergleich zur Antisense Strategie weiter
verbessern. Im Folgenden werden die einzelnen Ergebnisse der Arbeit diskutiert und mit

dem Stand der aktuellen Literatur verglichen.

4.1 Oligonukleotide in der Tumortherapie

4.1.1 Inhibition der 3’ untranslatierten Region (UTR) des bcl-2 Gens

Mit den TBO konnte die in vitro Hemmung der Transkription sowie die Expression von
weiteren Zielgenen im Zellkulturmodell durch Bindung an deren Promotoren
nachgewiesen werden [10, 38, 48, 56, 72, 79, 83, 123, 137, 151, 174]. Die 3’'UTR wurde
bisher noch nicht als Bindungsstelle verwendet. Es mehren sich Hinweise, dass die 3’
untranslatierte Region eine regulatorische Funktion zur Genexpression besitzt, wobei es
schwierig ist dies nachzuweisen, da diese Region strukturell nicht so streng aufgebaut ist
wie die Promotorregion, an die die Transkriptionsmaschinerie bindet [24, 93, 103]. Der
Triplex-Ansatz konnte eine interessante Moglichkeit zur weiteren Untersuchung der
3’UTR sein.

Der 3’UTR-Abschnitt von bcl-2 wurde in dieser Arbeit zum einen wegen der Moglichkeit
ausgewihlt, eine wichtige Rolle in der Genregulierung zu spielen und zum anderen, dass
durch die unterbrochene Elongation und das hierdurch verkiirzte mRNA Transkript ohne
den fehlenden poly-A tail instabil wird und einer raschen Degradierung unterworfen ist.
Ein weiterer Grund zur Wahl der 3’UTR war, dass wir den moglichen Einsatz der TBO
innerhalb eines Gens weiter auf die codierenden und nicht kodierenden Bereiche

ausdehnen wollten.
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Wir identifizierten einen 18bp langen purinreichen Abschnitt auf dem 3’UTR von bcl-2.
Unsere Daten konnten nachweisen, dass es moglich ist, eine stabile Tripelhelix mit dem
Polypurinstrang der target DNA in antiparalleler Ausrichtung auszubilden (Abb. 3). Die
Fahigkeit des TBO die bcl-2 Expression zu blockieren, ist gleichzeitig auch ein Nachweis
sowohl fiir die Aufnahme des transfizierten Plasmids in den Zellkern als auch die Stabilitéit
der formierten Tripelhelix innerhalb der Zelle. Unseres Wissens nach ist dies der erste
Versuch TBOs gegen die 3’UTR eines Gens einzusetzen.

Zur Untersuchung der Bindungsaffinitit verwendeten wir den ,.electrophoretic mobility
shift assay* mit dem Ergebnis, dass stabile Triplexe bei physiologischen pH-Werten
gebildet werden konnten. Als nichstes wurde getestet, ob die TBO auch an Plasmide
binden konnen. Radioaktiv markierte TBO wurden hierzu mit dem Plasmid pTRE-bcl2-tri
in steigender Konzentration inkubiert. Abbildung 12 stellt die konzentrationsabhéngige
Triplexbildung mit dem Plasmid dar. Die spezifische Triplexbildung konnte ebenfalls im
Luciferase-Assay nachgewiesen werden. Zusitzlich konnten grofere unspezifische
Bindungen am Reporterplasmid pGL-2 ausgeschlossen werden (Abb. 13). Um die
inhibitorischen Eigenschaften der TBO in vitro zu zeigen, wurde ein Tetra- bzw.
Doxycyclin induzierbares Tet-on Expressionssystem etabliert. Hierbei wurden HeLa-
Zellen zunidchst stabil mit einem regulatorischen Plasmid transfiziert, welches fiir ein
Tetracyclin-kontrollierten Transaktivator (rtTA) kodiert. Unter Vorliegen von Doxycyclin
fungiert dieser als Transkriptionsfaktor auf einem zweiten, dem Response Plasmid, das den
gewiinschten DNA-Abschnitt enthélt. Abbildung 7 zeigt die Expression von Bcl-2 bei
Doxycylinkonzentrationen von 200 ng/ml. Nach Inkubation TBO mit dem Plasmid in vitro
wurden die praformierte Triplexstruktur komplett in die HeLa-Zellen transfiziert. Wie
erwartet, zeigten im Western-blot nur TFO 1 und TFO 2 eine Reduktion von Bcl-2 auf, die
Kontrollen jedoch nicht. TFO 1, das eine Pyrimidinunterbrechung in seiner Sequenz
aufweist, konnte nur teilweise die Transkription hemmen, was im Einklang zu den
Untersuchungen von Svinarchuk et al. steht, dass besonders nur aus Purinbasen bestehende
TBO ausgesprochen starke Triplexe formieren konnen. Einer anderen Arbeitsgruppe war
eine unspezifische Inhibierung eines Plasmids durch Kontroll-Oligonukleotide aufgefallen,
als diese im Uberschuss vorlagen [80]. In der aktuellen Arbeit wurden keine signifikanten
unspezifischen Wirkungen der Kontroll-TBO beobachtet, auch ohne zusitzliches
Aufreinigen nach der Inkubation. Beal und Dervan konnten zeigen, dass G * G- C, A * A
— Tund T * A — T Triplexe die Tripelhelix stidrker stabilisieren als die {ibrigen

Verbindungen und dass eine Thyminbase besser als A, C oder G an die Cytosinbase des
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DNA-Strangs bindet [9]. Bei unseren Versuchen wies allerdings das TBO mit der
Cytosinbase (TBO4), statt die mit der Thyminbase (TBOI1, 2), eine bessere bcl-2
Inhibierung auf (Abb. 16).

Unsere Ergebnisse zeigen auch, dass die bcl-2 Expression bereits bei einem molaren
Verhiltnis von 12,5 : 1 zwischen TBO und Plasmid-DNA und teilweise sogar bei
Verhiltnissen von 1,25 : 1, blockiert werden kann (Abb. 15). Dariiber hinaus unterstiitzen
die Ergebnisse die Annahme, dass stabile Triplexbindungen auch ohne kovalente
Verbindung speziell modifizierter Oligonukleotide mit der DNA, die Elongation des
Transkriptionsvorganges hemmen konnen [41].

Mehrere Arbeiten konnten nachweisen, dass TBO, die an DNA Stellen binden, an die sonst
positive Regulationsfaktoren binden, die Transkription wirksam inhibieren konnen.
McShan et al. konnten die Transkription eines viralen Gens von HIV blockieren, indem sie
TBOs einsetzten, die sich an die Sp1 Bindungsstelle innerhalb von ,,long terminal repeats*
(LTR) anlagern [108]. Durch Binden von TBO an den humanen Ki-ras oder Her-2 / Neu
Promotor gelang es hierdurch bei Kernextrakten von Hela-Zellen, das Anlagern von
Proteinen an diese Region zu verhindern [39, 105]. In einem anderen Modell konnte die
Transkription von c-myc, einem Proto-Onkogen, in einem zellfreien Transkriptionssystem
blockiert werden. Die TBO konnten hier das Binden eines Transkriptionsfaktors, MAZ, an
den P2 Promoter des c-myc Gens hemmen [78]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
rekombinantes Spl durch eine Tripelhelix an seiner Bindung am Cyclin D1 Promotor
gehindert werden konnte und hierdurch es nicht zur Expression des Proteins kam [79]. Die
TBO vermittelte Transkriptionshemmung mag aber auch darin begriindet sein, dass
hierdurch das Ausbilden des Initiationskomplexes verhindert werden kann. Maher et al.
konnten dies in vitro an TBO, die an die Promotorregion gebunden waren, nachweisen.
Diese verhinderten nadmlich eher das Zusammenlagern des Initiationskomplexes als das
Anlagern des positiven Regulationsfaktor [100].

Kodierende Sequenzen, wie z. B. die 3’UTR bleiben eine potenzielle Zielregion der
Triplexformierung und konnten hiermit die Anzahl der méglichen Zielsequenzen fiir die
TBO innerhalb des gewiinschten Gens erhohen. Ein weiterer Vorteil an kodierenden
Abschnitten der DNA zu binden, ist dass die TBO hier nicht mit eventuell gebundenen
Transkriptionsfaktoren konkurrieren miissen [38].

Mit einer Phosphorthioat-Modifikation oder terminalen 3° Aminogruppe versehene TBO
war es immer noch moglich, Tripelhelices zu bilden und die Aktivitit des c-pim-1

Promotors zu hemmen [151]. Dies konnte auch durch die vorliegende Arbeit bestitigt
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werden, wie es Abbildung 14 zeigt. Am Beispiel von TFO4 zeigt sich, dass eine 3’amino
Markierung die bcl-2 Expression bis zu 72 Stunden nach Transfektion zu hemmen vermag
(Abbildung 16).

Um die in vivo Wirksamkeit der TBO zu testen, wurden HelLa mit dem beschriebenen Tet-
on Expressionssystem stabil transfiziert, um eine konstante Bcl-2 Expression zu
gewihrleisten. Die Zellen wurden dann mit Hilfe des Liposoms Dosper mit den jeweiligen
TBO und mit Kontrollen transfiziert. Abbildung 17 zeigt allerdings keine nennenswerte
Down-Regulierung des Proteins im Western-Blot. In einem zweiten Versuch wurde die
Transfektion jeweils nach 24 Stunden wiederholt, falls die intrazelluldre Konzentration im
vorherigen Versuch zu gering ausgefallen sein sollte. Aber auch hier zeigte sich kein
inhibitorischer Effekt der TBO nach 24 bis 72 Stunden. Obwohl es in vitro moglich war,
die Transkription des Proteins auf Hohe der 3> UTR zu hemmen, waren die TBO nicht
fahig, dieses auch in vivo in den Zellen zu vollbringen. Auch in der Lymphom-Zellinie
DOHH, konnte der Nachweis der Protein-inhibierung nicht erbracht werden (Abb.18).

Mogliche Ursachen hierfiir konnen folgende sein:

¢ Unzureichende zelluldre Konzentration der TBO um an die Ziel DNA zu binden

e Schneller intrazelluldrer Abbau der TBO

e Verbleiben der TBO in verschiedenen Zellkompartimenten

e Die Ziel-DNA ist fiir das TBO nicht erreichbar

¢ Das gebundene TBO kann die Transkriptions-Initiation, das Binden von
Transkriptionsfaktoren, die Elongation oder die Chromatin Konfiguration nicht

beeinflussen.

Diese Faktoren miissen zunichst gekliart werden, um eine effektive Triplex vermittelte

Therapie durchfiihrbar zu machen.

4.1.2 Bcl-2 Triplexbildende Oligonukleotide, Promotorregion

Zwar konnte in vitro die Bcl-2 Proteinexpression inhibiert werden, jedoch war dies in vivo
sowohl in den transfizierten Hela- als auch in den DOHH2-Zellen nicht moglich.
Potentielle Ursachen hierfiir sind bereits oben genannt. Um auszuschlieBen, dass der
Zielbereich in der 3’UTR an sich ungeeignet war, wurde eine weitere purinreiche

Zielsequenz in der Promotorregion des bcl-2 Gens identifiziert. Das bcl-2 Proto-Onkogen
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besitzt 3 Exons, von denen Exon I nicht translatiert wird. Der Hauptpromotor P1 ist 1,4 kb
oberhalb der Translationsstarts lokalisiert. Ein weiterer, weniger starker Promotor P2
befindet sich 1,3 kb unterhalb von P1. Transkripte, die von diesem Promotor P2 ausgehen,
wurden in einigen Geweben beschrieben [143, 160]. Eine spezifische Triplexbildung am
P1 Promotor wurde in der Literatur bereits nachgewiesen [123]. In der aktuellen Arbeit
wurden Zielsequenzen (Target B — D) etwas unterhalb des Promotors P1 ausgewihlt, wie
unter Abschnitt 3.2 dargestellt. Sollten die TBO hier binden, so konnten sie die
Transkription ab P1 oder die Effektivitit von P2 negativ beeinflussen. Da leider in jeder
Zielsequenz eine Pyrimidinunterbrechung in dem Polypurinstrang vorkommt, wurden
unterschiedliche Modifikationen an den TBO vorgenommen. In Abbildung 20 sind die
jeweiligen TBO Sequenzen dargestellt. Uber den ,,Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)*“ wurden dann die TBO mit den besten Bindungseigenschaften ausgesucht. Hier
zeigte sich, dass es bei Target C zu keiner ausreichenden Triplexbildung kam (Ergebnisse
nicht abgebildet). Sowohl bei den Targets B und D waren bei den GA-Motiv TBO
geringere Konzentrationen erforderlich, d.h. sie weisen eine hohere Bindungsaffinitit auf,
als bei den GT-Motiv TBO. Diese Ergebnisse passen zu fritheren Daten, die ebenfalls
besagen, dass die GA-Motiv TBO eine deutlich stirkere Bindung eingehen [151]. Generell
sollten die TBO eine Linge von mindestens 13 Nukleotiden aufweisen. Innerhalb von
Target B ist eine 14 bp lange Purinsequenz ohne eine Pyrimidinbase. Die hohen Affinititen
der TBO an Target B konnten hieraus resultieren (78.6% Guaninanteil). Wir untersuchten
entsprechend ein nur 14 Basen langes Nukleotid Analog zu B-GAT20-PO, welches im
EMSA fast die gleichen Affinititen zeigte. Sollten die guten Bindungsaffinititen der
Target B TBO also auf diesen 14 Purinbasen beruhen, wiren diese prinzipiell weniger fiir
einen spezifischen TBO-Ansatz geeignet, da diese Sequenz nicht spezifisch fiir den bcl-2
Promotor sind.

Wie in der Einleitung erldutert, sind die bevorzugten Triplexe bei einer Pyrimidin-
unterbrechung im Polypurinstrang G*T-A, T*C-G und C*C-G bei paralleler und
C*T-A and T*C-G bei antiparalleler Ausrichtung [168]. Die bei uns statt Adenin
eingesetzte Thyminbase im Triplexstrang (T*T-A) zeigte allerdings keine zusitzlichen
negativen Eigenschaften (s. Abb. 21 und 23). Dass bei Target C kein passendes TBO
gefunden werden konnte, mag wohl an der zentral gelegenen Cytosinbase der Ziel-DNA
liegen. Clarenc und Kollegen konnten zeigen, dass Purin-Motiv. TBO reich an
Guaninbasen sein miissen (>65%) [21]. In unserem Fall betrdgt der Guaninanteil der

Target B TBO lediglich etwa 55%. Dass hier trotzdem Triplexbindungen zustande
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kommen, kann an den sechs Guaninbasen am 3’Ende des TBO liegen. Bei Target D, wo
sehr stabile Triplexe ausgebildet werden, liegt der Anteil bei 70%, bei Target C nur bei
50%.

Die Stabilitit von Oligonukleotiden in Zellen, Serum oder im gesamten Organismus ist
von essentieller Bedeutung, sollen diese erfolgreich im klinischen Kontext eingesetzt
werden. In eigenen Untersuchungen konnten wir die intrazelluldre Stabilitdt von TBO mit
endstindigen Phosphorthioat- und Aminomodifikationen fiir mindestens 48 Stunden
nachweisen, ohne dass sie ihre Bindungseigenschaften verlieren [144]. Eine andere
Arbeitsgruppe konnte ebenfalls die Wirksamkeit von komplett phosphorthioat-
modifizierten TBO gegen c-myc in einer Leukdmiezellinie nachweisen [107]. Analog
hierzu wurden auch in unserer Arbeitsgruppe TBOs mit vollstindigem
Phosphorthioatgeriist eingesetzt. Thre Triplexbildung konnte im EMSA, im Vergleich
allerdings nur bei hoheren Konzentrationen, nachgewiesen werden, was aufgrund der
hoheren zelluldren und Serumstabilitit jedoch gerne in Kauf genommen wird. Um eine
spezifische Bindung der TBO nachzuweisen, inkubierten B-GAT20-PO mit einem 203 bp
langen DNA-Fragment und dem Plasmid pGEM-T/bcl-2B, welche beide Target B
beinhalten. Bei gleich bleibender Konzentration von radioaktiv markiertem TBO konnte
eine spezifische Triplexbildung nachgewiesen werden. Auch bei hohen Konzentrationen
der Kontrolltargets war keine unspezifische Triplexbindung nachweisbar. Allerdings zeigt
sich eine zusitzliche nicht erwartete Bande, die zwischen ungebundenem TBO und der
Triplex verlduft. Cogoi und Mitarbeitern ist bei ihren Untersuchungen dieselbe Bande
aufgefallen [23]. Ursache hierfiir konnte z.B. eine verdnderte Ladung der TBO, eine
instabile radioaktive Markierung oder eine Di- bzw. Polymerisierung sein.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die TBO stabile und spezifische
Triplexbindungen mit ihrer Zielsequenz innerhalb der bcl-2 Promotorregion eingehen.

In einem weiteren Schritt konnten wir die eigentliche Wirkung der TBO, némlich die
Transkriptionshemmung in einem speziellen Luciferase Assay darstellen (Abbildung 27).
Hierbei war das Plasmid LB322 mit Target B und dem Luciferase Gen bereits in vitro mit
der TBO inkubiert und erst anschlieBend in die HeLa - Zellinie transfiziert worden. Nach
48h wurde dann die Luciferaseaktivitit gemessen. Interessanterweise hatte B-GAT20-PS,
welches im EMSA eine etwa 10-fach niedrigere Bindung als B-GAT20-PO besitzt, eine
vergleichbare hemmende Wirkung. Uberraschend war, dass B-GTT20-PO, welches
eigentlich eine stiarkere Affinitdit zu Target B aufweist, nur eine sehr geringe

Transkriptionshemmung aufzeigte. Eventuell lag hierfiir eine schnellere intrazellulire
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Dissoziation vom Target aufgrund des hoheren Pyrimidinanteils vor. In der aktuellen
Arbeit sind wir dieser Fragestellung nicht weiter nachgegangen. Zum weiteren
Spezifitatsnachweis hatten wir die TBO auch mit einem Kontrollplasmid mit dem
Luciferase Gen aber ohne die Zielsequenz B inkubiert. FEine unspezifische
Aktivitdtsminderung konnte hier nicht nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
Zum Nachweis der in vivo Wirksamkeit hatten wir die Lymphomzellinie DOHH, mit den
TBO inkubiert. In der entsprechenden Western-blot Auswertung konnte jedoch keine
Reduktion von Bcl-2 Protein nachgewiesen werden. Eine mogliche Ursache kann die
schlechtere zellulire Aufnahme der TBO speziell in den DOHH,-Zellen, wie in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, sein. Deshalb haben wir in einer weiteren Zellinie,
Melanomzellen SK-Mel-28, den Versuch in analoger Weise wiederholt. Aber auch bei
diesem Ansatz konnte keine signifikante Bcl-2 Reduktion nachgewiesen werden. Griinde

hierfiir konnten in erster Linie wie die zuvor unter 4.1.1 genannten sein.

4.1.3 Survivin Triplexbildende Oligonukleotide

Wie eingangs beschrieben, ist Survivin ein Mitglied der IAP-Proteinfamilie, welche die
Apoptose inhibieren konnen. Es ist bei vielen Tumoren jedoch nicht in adultem Normal-
gewebe iiberexprimiert, was es zu einem interessanten und tumorspezifischen Zielmolekiil
macht [3, 8]. Vor allem beim Bronchial- und Mammakarzinom findet sich eine hohe
Survivinexpression wieder [8, 154]. Eine erhohte Survivinexpression wird als ein
prognostisch relevanter Faktor bei Patienten mit soliden und himatologischen Malignomen

diskuttiert [2, 4, 5, 31, 87, 98, 112, 163].

Die Promotorregion des humanen Survivin-Gens enthélt keine TATA-Box sondern weist
vielmehr zahlreiche CpG Inseln auf. Des Weiteren finden sich Bindungsdoménen fiir
Zellzyklus abhéngige Proteine, eine Zellzyklus Homologie-Region und viele Spl Regionen
(spezielle Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor Spl). Es gibt zwei Hauptbereiche
fiir den Transkriptionsstart, bei -72 und bei -61 bzw. -57 relativ zum Startcodon ATG. Die
Promotorregion enthilt zusitzlich Verstiarker- und Repressorsequenzen. Eine zweite
weniger starke Promotorregion befindet sich etwa 230 Nukleotide proximal des
Startcodons [95].

Es konnten 4 Zielsequenzen innerhalb des Survivin Gens fiir eine mogliche Triplexbildung
identifiziert werden. In Intron II befindet sich eine 24 Nukleotid lange purin- /

pyrimidinreiche Sequenz mit 2 C — G Unterbrechungen von Position 3016 bis 3036 sowie
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eine weitere 23 nt lange Sequenz von 3077 bis 3099. Bei der erstgenannten liegt der
Guaninanteil bei etwa 71% und beinhaltet drei vierer und zwei dreier Guaninabschnitte,
GGGG bzw. GGG, was eine sehr gute Triplexbildung trotz der einzelnen
Pyrimidinunterbrechung erméglichen miisste. Bei der zweiten Sequenz liegt der
Guaninanteil bei etwa 61% und enthidlt zwei GGGG- und einen GGG-Abschnitt.
Entsprechend wurden TBO-Sequenzen, die in antiparalleler Ausrichtung an den
Purinstrang binden sollen, ausgewihlt. Fiir die Cytosin-Unterbrechung im Purinstrang der
Target-DNA wurde jeweils eine Thyminbase ausgesucht. Falls die TBOs spezifisch an
diesen DNA-Abschnitt in Intron II binden, wiirde das die Transkriptionselongation
hemmen und somit kein funktionstiichtiges Survivin entstehen.

Zwei weitere Polypurinabschnitte finden sich in der 3’UTR des survivin-Gens. Der erste
24 nt lange Abschnitt hat einen zur Triplexbildung geringen Guaninanteil mit nur 37,5%,
allerdings ohne Pyrimidinunterbrechung. Der zweite 22 nt lange Abschnitt weist eine
Pyrimidinbase und einen Guaninanteil von 54.5% auf. Hier wurde bei den entsprechenden
TBOs eine Cytosinbase zum Binden an die Pyrimidinunterbrechung ausgewéhlt.

In den nachfolgenden shift assays konnten zum Teil deutlich unterschiedliche
Bindungsaffinititen fiir die einzelnen TBOs aufgezeigt werden. Vor allem die TBO, die an
die Ziel-DNA mit dem geringeren Guaninanteil (sur6 und sur7) binden sollten, hatten
schlechtere Bindungseigenschaften. Des Weiteren beeinflusste auch der Anteil der
zusammenhéngenden Guaninbasen (GGGG und GGG) die Bindungsstirke.

Um die Effektivitdt der TBO in vitro zu testen, wurde ein geeignetes Reportergensystem
erstellt. Hierzu verwendeten wir ein fluoreszenzbasiertes System (EGFP) welches
anschliefend in einer FACS-Analyse ausgewertet wurde. Zunichst wurden die TBOs mit
den Reporterplasmiden inkubiert und anschlieBend in die AS549-Zellen liposomal
transfiziert. Da die Arbeitsgruppe um Kim et al. bei einem #Zhnlichen Experiment eine
unspezifische Inhibierung durch iiberschiissige, d.h. ungebundene TBO bemerkte, wurde
bei unserem Versuch das Inkubationsgemisch aus TBO und Plasmid vor der Transfektion
nochmals iiber eine sog. ,,Chroma-spin‘ Sdule (Clontech) aufgereinigt.

Im néchsten Schritt inkubierten wir die Lungenkarzinom - Zellinie Ass9 mit den TBO sur4-
7. Mittels Western-Blot konnten wir eine spezifische Reduktion der Survivin Proteinlevel
um fast 70% in vivo fiir die TBO sur6-GA24-PO, sur6-GA24-PS und sur7-GAC22-PS
nachweisen. Uberraschenderweise konnten die beiden TBO sur4-GAT24-PS und sur5-
GAT23-PS, die eine sehr kriftige Bindung in vitro aufwiesen, fast keine

Proteininhibierung bewirken. Ob eine alleinige Hemmung der Survivin Transkription in
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eine Proliferationshemmung miindet, wollten wir mittels einfacher Zellzdhlung tiberpriifen.
Auch hier konnten die sur6 und sur7 TBO im Vergleich zu Kontroll-ODN eine deutliche
Reduktion in der Zellzahl aufweisen. So konnten wir gezielt nachweisen, dass eine
Hemmung der Survivin Expression einen antiproliferativen Effekt nach sich zog. Dies ldsst
sich vielleicht in der zusitzlich zur antiapoptotischen Bedeutung des Survivin durch seine
Rolle bei der Zellteilung erkléren.

Durch das Abregulieren des Survivin Proteins konnte nun ein Uberwiegen von pro-
apoptotischen  Signalen in den Zellen vorliegen, so dass zusitzlich zur
Proliferationshemmung die Zellen vermehrt absterben. Hierzu bedienten wir uns einer
speziellen Apoptosefarbung mittels Annexin V, welches in der FACS — Auswertung
positiv nachzuweisen war. Die TBO sur6-GA24-PS und sur7-GAC22-PO wiesen einen
deutlich hoheren Anteil an apoptotischen Zellen als die verwendeten Kontrollen auf.
Wobei sich auch eine geringe unspezifische Apoptoseinduktion durch alleinige Zugabe
von Liposom oder Kontroll-ODN zeigte.

Ahnliche Ergebnisse konnten durch andere Arbeitsgruppen nachgewiesen werden.
Beispielsweise konnten Marchand et al. ebenfalls die Elongationshemmung mit N3’-N5’
phosphoramid-modifizierten TBO in Zellen nachweisen, die mit einer Polypurinsequenz
von HIV 1 transfiziert waren [101]. Ortsabhingige Mutationen konnten auch durch
unmodifizierte TBO induziert werden [167]. Die gleiche Gruppe konnte diesen Effekt in
somatischen Zellen erstmals im Mausmodell erfolgreich darstellen [166]. Das bedeutet,
dass auch chromosomale DNA im Tiermodell als Zielstruktur fiir Nukleinsduren angreifbar
ist [49]. Es konnte sogar ein spezifischer Gen- Knockout mittels 2’-O-aminoethyl TBOs
erreicht werden [129].

Im Gegensatz zum bcl-2 Modell konnten wir bei survivin durch TBO, die ebenfalls am
3’UTR binden eine effektive Protein Downregulierung in vivo nachweisen, was in erstem
Fall nur in vitro gelang.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass durch synthetische Oligonukleotide stabile
Triplexe mit der DNA des humanen survivin-Gens ausgebildet werden koénnen und
hierdurch die Transkription in vitro blockiert wird. Dariiber hinaus konnte die Hemmung
Proteinexpression in vivo nachgewiesen werden, was mit einem verminderten
Zellwachstum und einer gesteigerten Apoptoserate einherging. Zusitzlich ist festzuhalten,
dass die in vitro gezeigten Effekte nicht einfach in die deutlich kompliziertere in vivo Welt

zu iibersetzen ist.
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4.1.4 Antisense Oligonukleotide

Der Antisense (AS) — Ansatz wird bereits seit einigen Jahren zur spezifischen Hemmung
einzelner Gene eingesetzt. Zamecnik et al konnten erstmals 1978 die virale Replikation des
Rous sarcoma Virus mittels AS — ODN inhibieren [184]. Seither wurden zahlreiche AS
ODN entwickelt um die unterschiedlichsten Zielgene - meist die Tumorentstehung bzw. —
progression betreffend — zu blockieren.

Antisense Oligonukleotide bestehen aus kurzen DNA Einzelstringen, die komplementire
Nukleinsduresequenzen zum entsprechenden Abschnitt der zu blockierenden mRNA
aufweisen. AS ODN der ersten Generation weisen chemische Modifikationen vor allem
des Zucker — Phosphatgeriistes (Phosphorthioat) auf. Neuere Generationen beinhalten zum
Beispiel Verdnderungen am Zuckermolekiil in Form einer Methyl- bzw. einer
Methoxyethylgruppe am C2’ der Ribose auf. Dies verbessert zum einen die Stabilitit und
zum anderen die Bindungseigenschaften an ihrer Zielsequenz auf dem mRNA - Strang.
Allerdings kann hierdurch das Erkennen und der Abbau des Doppelstrangs durch die
RNase H eingeschriankt werden. Deshalb versucht man zumindest nur die Enden der AS-
DNA entsprechend zu modifizieren und zentral nur eine Phosphorthioat-Modifikation zu
belassen um weiterhin das Binden von Rnase H zu ermoglichen. Ublicherweise sind die
AS — ODN 17 — 23 Nukleotide lang, da man annimmt, dass eine bestimmte Sequenz dieser
Linge nur einmal im Genom auftritt und so unspezifisches Binden der AS — ODN
verhindert werden kann. Der Wirkmechanismus beruht hauptsichlich auf der Degradierung
doppelstringiger DNA/RNA durch die RNase H. Zusitzlich wird eine
Translationshemmung auf Hohe der Ribosomen oder das Behindern von
posttranskriptionalen Modifikationen (Blockieren des Splicings, des Anbringens der 5’
Cap-Struktur oder des 3’ Poly-A Schwanzes) diskutiert.

Prinzipiell unterliegen die AS — Oligonukleotide dhnlichen Problemen wie sie fiir die TBO
gelten. Auch sie miissen in einer ausreichend hohen Konzentration in die Tumorzellen
gelangen um stabil an die Ziel mRNA binden zu konnen. Bisher konnte bei zahlreichen
Genen eine effektive Down-Regulierung erreicht werden. Auch in unserer Arbeitsgruppe
wurde der Antisense Ansatz beim bcl-2 Gen verfolgt [12]. Am besten untersucht ist dies
am Beispiel des Bcl-2 Gens. Erstmals konnten Webb et al. 1997 in einer Phase I/II Studie
die Wirksamkeit eines Bcl-2 Antisense ODN nachweisen [177]. In nachfolgenden Phase
III Studien mit dem 18 bp langen ODN Oblimersen (alternativ auch G 3139) der Firma
Genta® konnte ein durchdringender Erfolg trotz teilweise sehr ermutigender Ergebnisse

bisher nicht nachgewiesen werden. Gemeinsam ist den Studien, dass wohl die alleinige
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Applikation der AS — ODN nicht ausreichend ist. Vielmehr entfalten sie eine
chemosensibilisierende synergistische Wirkung. Aktuelle Ubersichtsarbeiten iiber die
bisherigen Studien zur Therapie mit Antisense Oligonukleotiden wurden von Tamm [153]

und Gleave [50] veroffentlicht.

4.2 Liposomale Transfektion

Zunichst gibt es bei der Transfektion zwei methodisch unterschiedliche Vorgehensweisen.
Die viralen und non — viralen Transfektionen. In der vorliegenden Arbeit wurde nur die
non — virale Strategie der liposomalen Transfektion untersucht [45, 111]. Diese hat den
Vorteil, dass sie im Gegensatz zur Elektroporation nicht invasiv im lebenden Organismus
eingesetzt werden kann und die Liposome eine relativ geringe Toxizitédt aufweisen. Es gibt
bereits Medikamente, die von einem Liposom umhiillt sind um ihre zelluldre
Konzentration und somit ihre Wirksamkeit zu steigern bzw. Nebenwirkungen zu
minimieren. Genannt sei hier liposomales Doxorubicin (Caelyx®), welches fiir die
Therapie beim fortgeschrittenen Mammakarzinom oder beim Ovarialkarzinom als second-
line Therapie zugelassen ist [17, 51, 76, 115, 121].

Damit die TBO {iiberhaupt ihre Wirkung entfalten konnen miissen sie in ausreichender
Konzentration in die Zelle und weiter bis in den Zellkern gelangen. Um die zellulire
Aufnahme der TBO zu verbessern, hatten wir bisher das Liposom Dosper verwendet.
Durch seine mehrfach kationische Ladung kann es mit den negativ geladenen TBO stabile
Komplexe ausbilden und sich gut an die oberfldachlich negativ geladene Plasmamembran
der Tumorzellen anlagern und seinen Inhalt iiber Endozytose ins Zellinnere einschleusen.
Da es eine ganze Reihe an liposomalen und anderen transfektionsverbessernden
Substanzen gibt, haben wir nur eine kleine Auswahl bei unseren Versuchen ausgetestet.
Zum einen wollten wir wissen, wie sich die TBO in der Zelle verteilen und ob sie
tiberhaupt bis in den Zellkern vordringen um ihre spezifischen Eigenschaften auszuiiben.
Wie bereits in den obigen Versuchen dargestellt, war nicht immer eine Inhibierung der
Bcl-2 Produktion zu erkennen. Um festzustellen, ob hier die Transfektion der limitierende
Schritt war, wollten wir Messen, wie viel Prozent der Zellen erfolgreich transfiziert
wurden. Hierfiir entschieden wir uns fiir die Durchflufzytometrie mittels Fluoreszenz-
Markierter TBO. Die Ergebnisse der FACS-Analyse zeigen aber nur eine zellassoziierte
Fluoreszenz auf. Uber die Verteilung der TBO innerhalb der Zellen kann sie in dieser

Versuchsanordnung keine Auskunft geben. Deshalb wurden die Zellen in einem zweiten
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Ansatz ebenfalls mit fluoreszierenden TBO transfiziert und anschlieBend qualitativ
fluoreszenzmikroskopisch beurteilt.

Es zeigten sich zum Teil deutliche Unterschiede der Transfektionsraten zwischen den
einzelnen Liposomen innerhalb der gleichen Zellreihe. Auch das Mischungsverhiltnis aus
Liposom und TBO hatte einen entscheidenden Einfluss. Zunichst waren wir streng nach
den Vorgaben der Hersteller vorgegangen und haben dann auch unterschiedliche
Konzentrationen getestet. Generell konnte gezeigt werden dass die Liposome keine
wesentliche Eigenfluoreszenz aufwiesen und dass die TBO ohne den Zusatz von Liposom
nur in geringem Umfang in die Zellen aufgenommen wurden. Bei den HeLa-Zellen war in
der FACS-Auswertung bereits nach 3h eine iiber 70%ige Transfektion bei den Liposomen
zu sehen. Diese steigerte sich bei Dosper und Effectene im zeitlichen Verlauf noch weiter,
nur bei FuGene 6 sank die Transfektionsrate nach anfangs raschem Signalanstieg wieder.
Im Mikroskop zeigte sich allerdings, trotz des sehr raschen und kriftigen Signalanstiegs im
FACS, dass die Fluoreszenz bei Dosper zum Teil nur im Zytoplasma der Zellen
nachzuweisen war. Eine deutlich bessere nukleidre Aufnahme konnte bei den HelLa-Zellen,
die mit Effectene transfiziert wurden, nachgewiesen werden.

Mit den gleichen Versuchsbedingungen wurde nun die Melanomzelllinie SK-Mel-28
transfiziert. Hier zeigten sich in der DurchfluBzytometrie fiir DOSPER die hochsten
Transfektionsraten mit ca. 90% nach 48 Stunden. Bei Effectene und FuGene 6 lagen die
Werte mit etwas iiber 50% deutlich niedriger. Analog zu den HelLa Zellen konnte man bei
den mit Effectene transfizierten Melanom Zellen hiufiger ein Signal innerhalb der
Zellkerne beobachten. Das schwichste Signal war wiederum bei den Versuchen mit
FuGene 6 zu sehen.

Nur die DOHH, Zellen waren im Vergleich mit den anderen Zellinien am schlechtesten
mit allen getesteten Liposomen zu transfizieren. Dies zeigte sich sowohl in der FACS -
Messung als auch in der mikroskopischen Beurteilung. Es lief sich nur eine randstéindige,
wahrscheinlich oberfldchliches Fluoreszenzsignal beobachten. Im Einklang hierzu konnte
keine Inhibierung der Genexpression von Bcl-2 im Western — Blot nachgewiesen werden.
Das hei3t, dass die TBO vermutlich erst gar nicht ins Zellinnere eindringen konnten.
Eigentlich ein iiberraschendes Ergebnis, da bereits dieselbe Zellinie erfolgreich mit
entsprechenden Antisense Oligonukleotiden in vitro und in vivo im Mausmodell
transfiziert werden konnte [12, 26, 81]. Auch in klinischen Studien — hier allerdings ohne
liposomale Formulierung — wurde Oblimersen, ein Bcl-2 Antisense ODN, bei Non

Hodgkin Lymphomen mit nachweislicher Bcl-2 Reduktion eingesetzt [176, 177].
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Bei dem zweiten Zielgen, Survivin, verglichen wir die Transfektion analog zu den Bcl-2
TBO mit den gleichen Liposomen in entsprechenden Mischungsverhéltnissen nun mit
TBOs gegen survivin. Es zeigte sich durchweg bessere Transfektionsraten zwischen 80%
(FuGene6) und bis fast 100% (Dosper) nach 24 Stunden in der FACS-Auswertung. Im
Unterschied zu den Transfektionen mit den Bcl-2 TBO wurden hier zwei verschiedene
survivin TBO getestet. Es zeigten sich geringfiigige Unterschiede in den ersten 24 Stunden
nach Transfektion zugunsten von survivin 6. Im Fluoreszenzmikroskop konnte man in
etwa gleich starke Signale aus den Zellkernen bei Dosper und Effectene sehen. Bei FuGene
6 war ein insgesamt schwicheres und weniger hiufiges nukledres Signal zu erkennen.
Griinde fiir die unterschiedlichen Transfektionsraten und fiir die intrazelluldre Verteilung
der FITC-markierten @TBO konnten zum einen in den  verschiedenen
Mischungsverhiltnissen der Liposom — DNA Komplexe und den hieraus folgenden
unterschiedlichen GréBenverhiltnissen liegen. Dies machte sich vor allem bei FuGene 6
bemerkbar. Zum anderen sind bestimmte Zelllinien nur schwer zu transfizieren und eher
nicht liposomale Strategien vorzuziehen. Eventuell konnte auch die FITC-Markierung der
Transfektion bzw. der Inkubation mit den Liposomen hinderlich sein. Bei den meisten
Transfektionsversuchen wird DNA in Form von Plasmiden mit geeigneten Reportergenen
in die Zellen geschleust. Das (sichtbare) Signal wird dann erst in einem zweiten Schritt
erkennbar indem die zelleigene Transkription das Reportergen abgelesen hat. In unserem
Ansatz handelt es sich um einen direkten Nachweis des zu transfizierenden Agens, da wir
wissen wollten bei welchem Schritt die TBO einen moglichen Wirkungsverlust erfahren.
Wenn man sich die mikroskopischen Aufnahmen genauer betrachtet, erkennt man, dass die
Liposomen-DNA Komplexe eher punktférmig verteilt in bzw. an den Zellen liegen.
Eventuell wire das ein Zeichen fiir eine Akkumulation in Endosomen in den Zellen bzw.
fir ein Haften an der Zelloberfliche und der Vorgang der Endozytose nicht
ordnungsgemill von statten lduft. Denn eigentlich besitzen gerade die kationischen
Liposome die Eigenschaft, dass wenn sie erst in Endosomen eingeschleust sind sie dann
eine membrandestabilisierende Wirkung entfalten, indem sie mit anionischen Lipiden in
der Endosomenmembran wechselwirken und in den Membranen Liicken entstehen bzw.
beide miteinander verschmelzen. Der Inhalt, in unserem Fall die TBO gelangen ins freie,
das heiB3t ins Cytoplasma [111]. Was wir bei unseren Zellen aber nicht beobachten konnten
war eine diffuse Verteilung des Fluoreszenzsignals im Zellplasma. Entweder war das
Signal relativ homogen im Nukleus oder aber punktformig in den Zellen verteilt. Das

bedeutet, dass die hier eingesetzten TBO im Cytoplasma stabil bleiben, denn ansonsten
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diirfte kein kriftiges Signal aus dem Zellkern zu sehen sein. Zum anderen kann man
schlieBen, das die Verbindung zwischen dem Fluoreszein (FITC) und dem TBO nicht
degradiert wird. Man wiirde fiir diesen Fall keine selektiv nukledre Anreicherung erwarten.
Man geht davon aus, dass kleinere Molekiile frei ins Innere des Zellkerns diffundieren
konnen, ohne dass eine spezielle Kernlokalisationssequenz erforderlich ist. Dies ist vor
allem bei groBeren Proteinen notwendig, die in den Zellkern Translozieren. Was aber
genau auf dem Weg der ODN nach Freisetzen aus den Endosomen ins Zytoplasma passiert

und wie sie dann in die Zellkerne gelangen ist im Detail nicht bekannt.

In einem zusitzlichen Versuch wurden die verschiedenen Zellen erneut mit Liposom-TBO
Komplexen inkubiert und anschlieBend rasterelektronenmikroskopisch beurteilt. Hier
erhdlt man einen dreidimensionalen Eindruck des Oberflidchenreliefs der Tumorzellen. Ob
es sich bei den kugelig deformierten Zellen in den Abbildungen 56 und 57 tatsédchlich um
die so genannten Apoptosebldschen (cytoplasmatic blebbing) handelt ist rein spekulativ.

Diese Zellformen waren allerdings nur bei den transfizierten Zellen zu beobachten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass geeignete DNA-Abschnitte auf den
beiden Zielgenen bcl-2 und survivin zur Triplexbildung identifiziert werden konnten.
Ferner war es zum Teil in vitro als auch in vivo im Zellkulturmodell gelungen, diese in
threr Expression zu inhibieren. Die Transfektion der Tumorzellen konnte mittels
Liposomen unterschiedlich stark verbessert werden. Somit war es moglich, die anti-
apoptotische Funktion von Bcl-2 und Survivin zu minimieren und die Tumore fiir eine

eventuell begleitende Chemo- oder Strahlentherapie zu sensibilisieren.
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5 Zusammenfassung

Triplexbildende Oligonukleotide (TBO) konnten bisher erfolgreich dazu eingesetzt werden
das Binden von Proteinen an die DNA (Desoxyribonukleinsidure) zu blockieren oder die
Genexpression spezifisch zu modifizieren. Zusitzlich kann man mit den TBO
sequenzspezifische DNA Schidden oder Mutationen induzieren. Das Gleichgewicht
zwischen anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-2 und pro-apoptotischen Proteinen wie zum
Beispiel Bax spielt eine entscheidende Rolle im Ablauf des intrinsischen Apoptoseweges.
Survivin ein Mitglied der ,,inhibitor of apoptosis proteins® (IAP) Familie spielt eine
wichtige Rolle sowohl bei der Hemmung der Apoptose als auch bei der Regulation des
Zellzyklus. Zugleich wird es in den meisten Tumoren tiberexprimiert. Mit der Triplex —
Strategie kann man eine effiziente Gen-Inhibition erreichen, die im Vergleich zum
Antisense Ansatz aufgrund der geringeren Zielstrukturen in den Zellen deutlich im Vorteil
ist.

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit mehrere potentielle TBO Bindungsstellen im Bcl-2
und Survivin Gen identifizieren und hierzu passende Oligonukleotide synthetisieren. Diese
waren partiell am 5° und 3’ Ende oder komplett Phosphorthioat-modifiziert um eine
bessere Nukleasestabilitidt zu erreichen. Im ,,electrophoretic mobility shift assay* (EMSA)
konnten wir die spezifische Bindung der TBO an die Ziel-DNA aufzeigen. Die spezifische
Hemmung der Proteinexpression konnten wir in vitro mit einem speziellen Tet-on
Expressionssystem sowie mit Luciferase- und EGFP-Reportergenen nachweisen. Um die
Wirkung der TBO in vivo auf die Expression von bcl-2 und survivin zu untersuchen,
wurden diese mit Hilfe von Aufnahme verstirkenden Liposomen transfiziert. Die
entsprechende Verdnderung der Proteinmengen wurde mit dem Western-blot Verfahren
bestimmt. Eine Induktion der Apoptose durch die TBO wurde mit der DurchfluBzytometrie
,fluorescence activated cell sorter* (FACS) mit fluoreszierendem Annexin V untersucht.
Die gegen die Promotorregion und die 3’ untranslatierte Region (3’UTR) gerichteten TBO
konnen stabile Triplexe in vitro ausbilden. Im Tet-on Expressionssystem konnten diese
TBO die Expression des bcl-2 Proto-onkogens in transient transfizierten HelLa Zellen
unterdriicken. Im Luciferase Reporter System konnten TBO die an die Promotorregion des
bcl-2 Gens binden, ebenfalls die Proteinexpression in vitro hemmen. Die Experimente, die
wir analog am survivin Gen durchfiihrten, konnten mit entsprechend ausgewihlten TBO
erfolgreich durchgefithrt werden. Auch hier konnten die TBO in vitro stabile

Triplexbindungen in der Promotorregion und in der 3’UTR eingehen und die
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Genexpression unterdriicken. Dariiber hinaus zeigten die letztgenannten TBO nicht nur
einen in vitro Effekt sondern konnten auch in vivo die Proteinsynthese und die
Zellproliferation hemmen sowie Apoptose induzieren. Allerdings muss festgehalten
werden, dass zum Teil Erfolg versprechende in vitro Ergebnisse nicht immer in vivo
nachvollzogen werden konnen. Auch mit dem Einsatz transfektionsverbessernder
Liposome war es beispielsweise nicht gelungen, die Bcl-2 Produktion in den Zellen der
Lymphomzelllinie (DoHH,) effektiv zu blockieren.

Insgesamt implizieren unsere Ergebnisse eine Ausweitung der moglichen TBO
Zielsequenzen von der Promotorregion auf die 3’ untranslatierte Region eines beliebigen
Zielgens. Es bedarf in Zukunft allerdings noch weiterer Studien um die hier verwendeten

Oligonukleotide fiir klinische Anwendungen einzusetzen.
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