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Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Charakterisierung von major satellite
repeat-Transkripten der Maus. Daflir wurden Nukleinsaurewirkstoffe entwickelt und auf
ihre biologische Wirksamkeit, im Sinne der Suppression von major satellite repeat-
Transkripten, hin Gberprift. Weiterhin wurden diese Nukleinsaurewirkstoffe eingesetzt um
die biologische Funktion von major satellite repeat-Transkripten zu untersuchen.

Im ersten Kapitel der Einleitung wird ein allgemeiner Uberblick tber repetitive DNA-
Elemente als Bestandteil des Mausgenoms gegeben und die major satellite repeat-DNA
und deren Transkripte nadher vorgestellt. Im zweiten Kapitel werden die Eigenschaften und
Wirkmechanismen der in diese Arbeit verwendeten Nukleinsaurewirkstoffe (Antisense-

Oligonukleotide & small interfering-RNAs) erlautert.

1.1 Repetitive DNA-Elemente als Bestandteile des Mausgenoms

Die Entdeckung der Desoxyribonukleinsdure (DNA) als Trager der genetischen
Information durch Avery et al. (1944) markierte den Anfang der Molekularbiologie. Durch
die ErschlieBung der dreidimensionalen Struktur der DNA durch Watson und Crick im
Jahr 1953 konnten beide unmittelbar darauf deren Replikationsmechanimus ableiten
(Watson & Crick, 1953 a,b) und so einen entscheidenden Schritt in der Weitergabe der
genetischen Information aufklaren. In eukaryotischen Organismen liegt die DNA als
lineares doppelhelikales Molekdl in Form von Chromosomen vor. Durch Assoziation mit
basischen Histonproteinen wird die DNA kompaktiert und ist als dichte Struktur in der
Mitose sichtbar. Renaturierungsexperimente durch Britten & Kohne (1968) zeigten
erstaunlicherweise, dass die eukaryotische DNA aus einer Vielzahl sich wiederholender
DNA-Sequenzen aufgebaut ist. Dies wurde durch die Sequenzanalyse verschiedener
eukaryotischer Genome, wie dem Mausgenom, bestatigt (Waterston et al., 2002).

Fir das Mausgenom, dass im haploiden Zustand aus 19 Autosomen und 2
Gonosomen besteht, wird eine Zahl von 3 x 10 proteinkodierenden Genen angenommen
(Waterston et al.,, 2002). Ein Groldteil der DNA besteht jedoch aus nicht
proteinkodierenden Sequenzen. Diese setzen sich vor allem aus repetitiven DNA-
Elementen, Pseudogenen und RNA-Genen zusammen, die fur ribosomale- (rRNA),
transfer-RNA (tRNA) und mikroRNAs (miRNAs) kodieren (Okazaki et al., 2002; Waterston
et al., 2002).
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Die Sequenzanalyse des murinen Genoms zeigte weiterhin, dass etwa 40 % der
gesamten DNA aus sogenannten repetitiven DNA-Elementen besteht (Waterston et al.,
2002). Diesen historisch meist als ,Mull“ oder parasitare DNA bezeichneten Elementen
kommt vor allem im Hinblick auf die Evolution des Genoms und dessen Stabilitat eine
wichtige Rolle zu (Tomilin, 2008; Richard et al., 2008). Man unterscheidet zwei Klassen
von repetitiven DNA-Elementen, einerseits mobile, aus Retrotransposons hervor-
gegangene Sequenzen und andererseits nicht kodierende, repetitive Sequenzen wie
Satelliten- und Telomer-DNA (Tomilin, 2008). Transposonelemente nehmen im
Mausgenom mit 39 % den Hauptanteil repetitiver Sequenzen ein und werden aufgrund
ihrer replikativen Strategien in zwei Gruppen untergliedert (Waterston et al., 2002;
Feschotte, 2008). Die Gruppe der Retrotransposons, zu denen die long interspersed
repeat elements (LINEs), short interspersed repeat elements (SINEs) und die long
terminal repeats (LTRs) gehoren, verbreiten sich durch ein RNA-Intermediat, wahrend die
DNA-Transposons durch Ausschneiden und Einfligen ihre Position im Genom verandern
(Ostertag & Kazazian, 2001; Feschotte, 2008). Interessanterweise findet man LINEs vor
allem in Gen-armen und AT-reichen Abschnitten des Genoms, wahrend SINEs meist in
GC-reichen und kodierenden Bereichen lokalisiert sind. Dagegen zeigen LTRs und DNA-
Transposons keine Praferenz bezlglich des GC-Gehalts und ihrer Lokalisation
(Waterston et al., 2002; Tomilin, 2008). Aktive Transposons aus der Gruppe der LINE-
und LTR-Elemente verdndern das murine Genom durch Insertion oder Mutation und
kénnen somit Krankheiten verursachen (Ostertag & Kazazian, 2001). Neben der aktiven
Veranderung des murinen Genoms durch Transposonelemente (Insertion und Mutation)
haben die Lokalisation, der epigenetische Status (Methylierung von CpG-Dinukleotiden,
Histonmodifikationen) und die Interaktion von Transposonelementen mit Proteinen einen
Einfluss auf die Struktur und die Regulation des murinen Genoms (Feschotte, 2008;
Tomilin, 2008).

Satelliten-DNAs gehéren zur Gruppe repetitiver Elemente, die aus sich
wiederholenden, nicht kodierenden DNA-Sequenzen aufgebaut sind (Jones, 1973). Im
Vergleich zu mobilen Transposonelementen nehmen Satelliten-DNAs, mit etwa 4 %,
einen geringeren Teil des Mausgenoms ein (Waterston et al., 2002). Satelliten-DNAs
konnen in verschiedene Gruppen unterteilt werden (Waterston et al., 2002; Plohl et al.,
2008). Dazu gehoren Minisatelliten und Mikrosatelliten, die eine Monomerldnge von
2bp—6bp bzw. 15 bp - 60 bp aufweisen und vorrangig in euchromatischen Bereichen
der Chromosomen eingebettet sind (Plohl et al., 2008). Satelliten-DNAs, mit einer

Monomerlange von 100-400 bp, sind vor allem im konstitutiven Heterochromatin, welches
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wahrend des gesamten Zellzyklus kompaktiert vorliegt, lokalisiert (Hennig, 1999;
Francastel et al., 2000). Zu dieser Gruppe von Satelliten-DNAs gehoren auch major und
minor satellite repeats, die eine Monomerlange von 234 bp bzw. 120 bp haben (Horz &
Altenburger, 1981; Wong & Rattner, 1988). Dabei sind Satelliten-DNAs als Bestandteil
von Zentromeren und Telomeren am Aufbau und der Segregation von Chromosomen
beteiligt (Ugarkovi¢, 2005; Plohl et al., 2008).

111 Major satellite repeat-DNA

Satelliten-DNAs bestehen aus sich wiederholenden Einheiten von nicht kodierenden
DNA-Sequenzen, die nach Dichtegradientenzentrifugation separiert von der geno-
mischen-DNA als ,Satelliten-Bande® nachweisbar sind (Jones, 1973). Der erste Nachweis
von Satelliten-DNA im Mausgewebe erfolgte durch Kit (1961). Aus Renaturierungs-
experimenten ging hervor, dass es sich um repetitive Sequenzen handelt, welche nach
Hybridisierung mit komplementarer DNA eine chromosomale Lokalisation im peri-
zentromeren Heterochromatin aufwiesen und aufler auf dem Y-Chromosom, auf allen
akrozentrischen Mauschromosomen gefunden wurden (Waring & Britten, 1966; Pardue &
Gall, 1970). Erste strukturelle Untersuchungen mit unterschiedlichen Restriktionsenzymen
zeigten zwei verschiedene Spaltungsmuster von repetitiven Sequenzen (Typ A und Typ
B), die zu einer Lange von ungefahr 245 bp pro repeat-Einheit fiihrten (Hérz & Zachau,
1977). In weiterfihrenden Experimenten konnten Horz & Altenburger (1981) eine
Konsensussequenz fir major (y) Satelliten-DNA aus genomischen Fragmenten herleiten.
Es handelt sich dabei um eine 234 bp lange Einheit, die auffallend AT-reich (62 %) ist. Die
Konsensussequenz ist aus 4 homologen Untereinheiten (I - IV, siehe Abbildung 1.1.1 B)
aufgebaut und kann nochmals in jeweils zwei alternierende Aquivalente (o; & By bis o4 &
B4; siehe Abbildung 1.1.1 B) unterteilt werden. Des Weiteren konnte eine starke
Methylierung der in der Sequenz enthaltenen CpG-Dinukleotide festgestellt werden (Hoérz
& Altenburger, 1981). Die major satellite repeat-Konsensussequenz wurde durch Analyse
30 genomischer Klone bestatigt (Vissel & Choo, 1989). Nach Restriktion und Southern
Blot-Analyse muriner genomischer DNA konnte der Hauptanteil der major satellite repeat-
DNA als ununterbrochene repetitiv angeordnete Sequenzeinheit mit einer GréRe von
240 kb bis > 2000 kb nachgewiesen werden (Vissel & Choo, 1989). Durch die Analyse
des Mausgenoms wurde ein genomischer Anteil an major satellite repeats von 3,6 %
bestimmt (Waterston et al., 2002). Minor satellite repeats, die eine Konsensussequenz

von 120 bp und eine chromosomale Lokalisation im Zentromer aufweisen, sind mit einem
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genomischen Anteil von < 0,1 % geringer im Mausgenom reprasentiert (Wong & Rattner,
1988; Waterston et al., 2002). In der folgenden Darstellung (Abbildung 1.1.1 A) ist die
Lokalisation der beiden Satelliten-DNAs und anderer repetitiver Elemente schematisch

dargestellt.

A) major satellite minor satellite
repeat-DNA repeat-DNA

Ny

Telomer /

Telomer
/ / Zentromer
Retrotransposons DNA-Transposons
G-Banden R-Banden
Gen-arm Gen-reich
AT-reich GC-reich
LINE-reich SINE-reich
B) major satellite repeat DNA
kodierende Region ==:=== 7 5 bl e Zentromer

yDDD
/N

>

Abbildung 1.1.1: Schematischer Aufbau der major satellite repeat-DNA. A) Dargestellt ist die Lokalisation
der major satellite repeat-DNA und anderer repetitiver DNA-Elemente auf einem Interphase Mauschromosom
(verandert nach Martens et al., 2005). B) Gezeigt wird die repetitive Struktur der major satellite repeat-DNA
nach Hérz & Altenburger (1981). (I - IV: Homologe Untereinheiten, oy-piv: alternierende Aquivalente)
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Neuere Studien konnten 2zwei weitere Satelliten-DNA-Elemente im murinen
Zentromer detektieren. Dabei handelt es sich um die major satellite 3 bzw. 4 (MS3 &
MS4), die beide GC-reich sind und Langen von 150 bp bzw. 300 bp haben (Kuznetsova et
al., 2005). Wahrend MS4 neben major satellite repeat-DNA im perizentromeren Bereich
lokalisiert ist, konnte man MS3 zusammen mit minor satellite repeat-DNA im zentromeren
Heterochromatin nachweisen (Kuznetsova et al., 2006). Neben einer chromosom-
assoziierten Lokalisation kénnen multimere major satellite repeat-Einheiten haufig als
extrachromosomale zirkulare DNA (eccDNA) vorliegen (Flores et al., 1988). Es wird
davon ausgegangen, dass major satellite repeat-eccDNAs wahrend der Replikation
gebildet werden (Cohen et al., 2006). Die Verdopplung von major satellite repeat-DNA
erfolgt in der mittleren Phase der Replikation (S-Phase), wahrend euchromatische
Bereiche in der frilhen und zentromere minor satellite repeat-DNA in der spaten S-Phase
repliziert werden (Quivy et al., 2004; Guenatri et al., 2004). Wahrend der Mitose bleiben
die sich separierenden Chromatiden Uber die major satellite repeat-DNA bis zur
Metaphase miteinander verbunden. Sie bilden damit die letzten vor der Zellteilung
assoziierten Chromatidbereiche (Guenatri et al., 2004; Kuznetsova et al., 2007).

Die major satellite repeat-DNA kann durch Proteine mit unterschiedlicher Funktion
assoziiert sein (Ugarkovi¢, 2005). Der ubiquitar exprimierte Transkriptionsfaktor Ying
Yang 1 (YY1), der sowohl als Transkriptionsaktivator als auch Transkriptionsrepressor
fungieren kann und zur Familie der Polycomb group Proteine gehdrt, erkennt eine
minimale Konsensussequenz von 3 nt in einem 12 nt langen Bindungsmotiv (Wilkinson et
al.,, 2006; Hyde-DeRuyscher et al., 1995). Die major satellite repeat-DNA enthalt
neun Sequenzelemente die dieser minimalen Konsensussequenz entsprechen und die in
proliferierenden Zellen, aber nicht in Zellen die sich in der GO-Phase des Zellzyklus
befinden, durch YY1 gebunden werden (Shestakova et al., 2004). Interessanterweise ist
YY1 auch in die Expression von LINE-1 Retrotransposons involviert (Kurose et al., 1995;
Athanikar et al., 2004). Des Weiteren konnte die 9 nt lange Bindungssequenz, der in der
Differenzierung von Adipozyten exprimierten Transkriptionsfaktoren CCAAT/enhancer-
binding protein o, f und & (C/EBP a, B und 3), achtmal in der major satellite repeat-DNA
identifiziert werden. Diese binden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Reifung von

Adipozyten an die perizentromeren Regionen (Tang & Lane, 1999; Liu et al., 2007).
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1.1.2 Major satellite repeat-Transkripte

Die major satellite repeat-DNA ist im perizentromeren Heterochromatin eingebettet.
Diese Form des konstitutiven Heterochromatins, das durch methylierte CpG-Dinukleotide
und transkriptionsreprimierende Histonmodifikationen (zur Ubersicht siehe Lachner et al.,
2003) gekennzeichnet ist, liegt wahrend des gesamten Zellzyklus stark kondensiert vor
und Ubernimmt eine strukturelle Funktion bei der Segregation der Chromosomen
(Richards & Elgin, 2002; Maison & Almouzni, 2004).

Im Hinblick auf die major satellite repeat-DNA wurde eine differentielle Methylierung
von CpG-Dinukleotiden beobachtet. Wahrend die major satellite repeat-DNA-Sequenzen
in somatischen Zellen der Maus (Leber, Niere, Hirn) hypermethyliert sind, ist in
Keimzellen (Spermatozyten und Oozyten) eine Hypomethylierung nachweisbar (Ponzetto-
Zimmerman & Wolgemuth, 1984; Sanford et al., 1984). Darlber hinaus kommt es zur
Anreicherung reprimierender Histonmodifikationen (Methylierung von Histon 3 am
Lysinrest 9 und 27 und von Histon 4 am Lysinrest 20) an major satellite repeat-DNA-
Sequenzen in embryonalen Stammzellen der Maus (Martens et al., 2005). Obwohl die
aufgeflhrten Punkte auf eine transkriptionsinerte Struktur hinweisen, konnte Harel et al.
bereits im Jahr 1968 major satellite repeat-RNA in verschiedenen Geweben und Zelllinien
der Maus nachweisen. Erweitert wurde das Wissen Uber major satellite repeat-Transkripte
durch die Arbeit von Gaubatz & Cutler (1990), die eine Expression in seneszenten
Herzmuskelzellen feststellen konnten, wobei die beobachteten Transkripte keine
einheitliche Lange aufwiesen und in einem GroRenbereich von 6 kb bis > 9,5 kb
nachzuweisen waren. Die Untersuchung anderer Gewebe durch die Arbeitsgruppe um
Dollé ergab sowohl eine Expression in fotalen Zellen als auch im adulten Leber- und
Hodengewebe der Maus (Rudert et al., 1995). Die Transkripte wiesen ebenfalls
unterschiedliche Langen auf und umfassten einen Groé3enbereich von 1,8 kb bis 3,5 kb.
Neben dieser Beobachtung wurde ein negativer Einfluss von Retinoinsaure auf die major
satellite repeat-Expression gemessen, wobei die Behandlung mit der Differenzierung der
untersuchten P19-Zellen einherging. Im Vergleich dazu wiesen Retinoinsdure-
differenzierte embryonale Stammzellen der Maus eine hdhere major satellite repeat-
Expression auf als undifferenzierte Stammzellen und embryonale Fibroblasten (Martens
et al., 2005). Durch in situ-Hybridisierung, unter Verwendung strangspezifischer Sonden,
wurde in Zellen des zentralen Nervensystems die differentielle Expression von major
satellite repeat-Transkripten mit sense- als auch antisense-Orientierung nachgewiesen

(Rudert et al., 1995). Untersuchungen embryonaler Stammzellen der Maus zeigten zudem
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eine Anreicherung von major satellite repeat-Transkripten in der polyadenylierten (Poly-A)
Fraktion der RNA (Lehnertz et al., 2003; Martens et al., 2005).

In murinen Zellen konnte unter Verwendung einer einzelstrangspezifischen RNase
(RNase A) eine RNA-Komponente beschrieben werden, die zur Aufrechterhaltung des
perizentromeren Heterochromatins notwendig ist (Maison et al., 2002; Muchardt et al.,
2002). Die Deletion von Dicer, einem in die RNA-Interferenz (RNAI) involvierten Enzym,
dass als Doppelstrang-RNA-spezifische Ribonuklease fungiert und langkettige Vorlaufer-
RNA-Molekile prozessiert, fuhrt sowohl in vivo als auch in vitro zu Differenzierungs-
stérungen, die einhergehen mit der Erh6hung von major satellite repeat-Transkripten
(Bernstein et al., 2003; Kanellopoulou et al., 2005; Murchinson et al., 2005). Es konnte
jedoch kein eindeutiger Einfluss auf perizentromere Heterochromatinmarker (DNA-
Methylierung, Histonmodifikationen) nachgewiesen werden. Die Deletion von Argonaute2
(Ago2), dass ebenfalls in den RNAi-Mechanismus involviert und als Doppelstrang-RNA-
spezifische Endonuklease fiir die Degradation der Ziel-RNA verantwortlich ist, hatte
keinen Einfluss auf die major satellite repeat-Expression (Morita et al., 2007). Aus
Untersuchungen in Schizosaccharomyzes pombe (S. pombe) ist bekannt, dass
doppelstrangige zentromere Satelliten-Transkripte als Vorlaufer fur small interfering RNAs
(siRNAs) dienen, die zur Bildung und Aufrechterhaltung des zentromeren Hetero-
chromatins beitragen (Volpe et al., 2002). Da jedoch bis heute keine major satellite
repeat-RNAs mit einer Grofe zwischen 20 nt und 30 nt nachgewiesen werden konnten,
ist die Rolle von major satellite repeat-Transkripten im Hinblick auf die RNA-vermittelte
Stilllegung des perizentromeren Heterochromatins nicht klar.

Ein weiteres Effektorprotein der major satellite repeat-Transkription ist die Lymphoid-
spezifische Helikase Lsh, die ein Mitglied der SNF2/Helikase-Familie von Chromatin-
Remodellierungsproteinen ist und wahrend der murinen Embryogenese ubiquitar
exprimiert wird (Jarvis et al., 1996; Huang et al., 2004). Lsh ist als Modulator der CpG-
Methylierung in murinen embryonalen Stammzellen notwendig fur die Aufrechterhaltung
reprimierender Histonmodifikationen (Yan et al., 2003; Zhu et al., 2006). Die Deletion von
Lsh flihrt sowohl in Mausembryos als auch in embryonalen Fibroblasten zur Detektion von
major satellite repeat-Transkripten, die eine Lange von 0,2 kb bis 4 kb aufweisen. Darlber
hinaus konnte ebenfalls eine Anreicherung von Lsh an der major satellite repeat-DNA,
LINE-1-DNA und anderen repetitiven DNA-Elementen gefunden werden (Huang et al.,
2004). Die major satellite repeat-Transkription wird weiterhin durch NP95 reguliert. Dieses
Protein ist Teil des Replikationskomplexes und wird spezifisch in der Synthesephase (S-

Phase) des Zellzyklus in verschiedenen Mausgeweben und murinen embryonalen
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Stammzellen exprimiert (Uemura et al., 2000; Muto et al., 2002; Bonapace et al., 2002).
Die Hemmung von NP95 flhrt zu einer Erhdhung der major satellite repeat-Expression in
NIH3T3-Zellen, die begleitet wird von der Hyperacetylierung verschiedener Lysinreste am
Histon 4 (Papait et al., 2007). Die dargestellten Befunde unterstitzen den Beitrag der
major satellite repeat-DNA im Hinblick auf die Stabilisierung des Genoms, die Funktion
der major satellite repeat-Transkripte bleibt jedoch offen.

Nahere Hinweise auf eine mdgliche Rolle von major satellite repeat-Transkripten
kommen aus dem humanen System. Sowohl in den zentromeren als auch
perizentromeren Bereichen akrozentrischer Chromosomen sind verschiedene Subfamilien
der satellite Il repeat-DNA (sat Ill) lokalisiert (Jarmuz et al., 2007). Nach Hitzeschock
konnte die Bindung des Hitzeschock-Transkriptionsfaktors HSF1 an die sat [lI-DNA des
Chromosoms 9 in primaren humanen Fibroblasten nachgewiesen werden (Jolly et al.,
2002). Dariber hinaus wurde eine Induktion von polyadenylierten sense satlll-
Transkripten (Transkription vom Zentromer zugewandten DNA-Strang) gemessen,
wohingegen unter normalen Zellkulturbedingungen nur eine geringe sat IlI-Expression
nachweisbar war (Rizzi et al., 2004; Valgardsdottir et al., 2005). Ahnlich dem murinen
System weisen die humanen sat lll-Transkripte keine einheitliche Lange auf (Jolly et al.,
2004; Rizzi et al., 2004). Nach Hitzeschockinduktion verbleiben die sat Ill-Transkripte am
Ort ihrer Transkription im perizentromeren Heterochromatin und liegen dort assoziiert mit
verschiedenen Proteinen (HSF1, RNA-Polymerase Il und Splei3faktoren) in distinkten
nukledren Subkompartimenten vor, die als nukleare Stresspartikel bezeichnet werden
(Jolly et al., 2002; Jolly et al., 2004; Denegri et al., 2002; Metz et al., 2004; Chiodi et al.,
2004). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nur in Anwesenheit von sat IlI-Transkripten
Spleildfaktoren in nuklearen Stresspartikeln akkumulieren (Metz et al., 2004; Chiodi et al.,
2004). Ausgehend davon wird angenommen, dass humane sat Ill-Transkripte an der

Regulation des Spleilkmechanismus unter Stressbedingungen beteiligt sind.

1.2 Nukleinsdurewirkstoffe

Zur Untersuchung von major satellite repeat-Transkripten wurden Nukleinsaure-
wirkstoffe entwickelt, die spezifisch gegen major satellite repeat-Transkripte gerichtet sind.
Es gibt verschiedene Gruppen von Nukleinsaurewirkstoffen (zur Ubersicht siehe: Bhindi et
al., 2007; Eckstein, 2007). Da major satellite repeat-Transkripte als nicht kodierende

RNAs vorliegen, wurden Nukleinsdurewirkstoffe entwickelt, die zur Degradation der RNA
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fuhren. Daflir wurden neben Antisense-Oligonukleotiden siRNAs gewahlt. Im Folgenden

werden diese Klassen naher vorgestellt.

1.2.1 Antisense-Oligonukleotide

Antisense-Oligonukleotide (AS-ON) sind einzelstrangige Oligonukleotide, die erstmals
1978 durch Zamecnik & Stephenson beschrieben wurden. Durch die Hybridisierung mit
ihrer komplementaren Ziel-RNA, kénnen die zirka 20 nt langen AS-ON die Genexpression
durch verschiedene Mechanismen inhibieren (Chan et al., 2006). In Abbildung 1.2.1 sind

diese Mechanismen schematisch dargestellt und werden im Folgenden naher erlautert.
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Abbildung 1.2.1: Wirkmechanismen von Antisense-Oligonukleotiden (verandert nach Chan et al., 2006).
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In Abwesenheit von AS-ON findet die normale Genexpression statt, die Uber die
transkribierte mRNA zu translatierten Polypeptiden fuhrt (1). Durch das Einbringen eines
AS-ON kommt es zunachst zur Bildung eines partiellen Doppelstrangs zwischen der Ziel-
RNA und dem AS-ON. Dem folgt die Induktion von RNase H, einer Nuklease die
spezifisch RNA-Molekule einer DNA-RNA-Heteroduplex sowohl im Nukleus (2) als auch
im Zytoplasma (3) hydrolysieren kann und so die Genexpression unterbindet. Darlber
hinaus kann die Hybridisierung zwischen AS-ON und mRNAs zur translationalen
Repression flhren, wobei durch Assoziation mit der 5°"CAP-Struktur (4) oder einer Exon-
Intron Grenze der pre-mRNA (5) die Reifung der mRNA beeintrachtigt wird. Des Weiteren
konnen AS-ON zur sterischen Behinderung der Ribosomenbindung (6) fiihren und somit
die Genexpression reduzieren.

Die Fahigkeit einen der genannten Prozesse zu vermitteln, wird unter anderem durch
die Modifikation des AS-ON bestimmt. Diese chemischen Veranderungen kénnen sowohl
das Rickgrat, die Riboseeinheit, als auch die Nukleobasen betreffen. Darliber hinaus ist
die Position auf der Ziel-RNA und deren Sekundarstruktur, die entweder experimentell
oder durch computergestiitzte Analyse auf geeignete Zielregionen hin untersucht werden
kann, ein wichtiges Kriterium fir die biologische Wirksamkeit (Patzel et al., 1999 ; Smith et
al., 2000).

Chemisch unmodifizierte AS-ON werden schnell durch Nukleasen degradiert. Die
EinfGhrung verschiedener chemischer Modifikationen fuhrten zu einer verbesserten
Stabilitat und sind ihrer zeitlichen Entwicklungsabfolge nach in Generationen in Abbildung

1.2.2 eingeordnet.
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Abbildung 1.2.2: Ausgewédhlte chemische Modifikationen von Antisense-Oligonukleotiden (Kurreck,
2003; Chan et al., 2006).

Phosphorothioat-modifizierte Oligonukleotide (PTO-ON) stellen die erste Generation
an chemisch veranderten Oligonukleotiden dar, deren Synthese erstmals durch Eckstein
und Kollegen beschrieben wurde (De Clercq et al., 1969; Eckstein, 2000). Bei dieser
Ruckgrat-Modifikation am Internukleotidphosphat wird eines der nicht briickenbildenden
Sauerstoffatome durch ein Schwefelatom ersetzt. Neben der erhéhten Nukleaseresistenz,
im Vergleich zu unmodifizierten AS-ON, weisen PTO-ON eine langenabhangige aber
sequenzunabhangige Affinitdt zu zahlreichen zelluldren Proteinen auf, die zu
unerwiunschten Nebeneffekten fuhren kann (Dias & Stein, 2002). PTO-ON vermitteln ihre
Wirkung durch Induktion von RNase H, wobei die Affinitat zur Ziel-RNA geringer ist als bei
unmodifizierten AS-ON, was sich in einer erniedrigten Schmelztemperatur der
Heteroduplex widerspiegelt (Furdon et al., 1989; Stein et al., 1988).

Die in der zweiten Generation entwickelten 2°-O-Alkyl-modifizierten Oligonukleotide
zeichnen sich ebenfalls durch eine verbesserte Nukleaseresistenz aus. Des Weiteren
haben sie eine erhdhte Affinitat fir ihre Ziel-RNA und sind im Vergleich zu PTO-ON
weniger toxisch (Monia et al., 1993; Crooke, 2004). Vollstandig modifizierte 2°-O-Alkyl-ON

vermitteln ihre biologische Aktivitat Uber einen RNase H-unabhangigen Mechanismus

11
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(Monia et al., 1993) der abhangig von der Lokalisation auf der Ziel-RNA, zur
translationalen Repression fuhrt (Baker et al., 1997; Sierakowska et al., 1996).

Aus der Kombination von AS-ON der ersten und zweiten Generation wurden
Gapmer-Oligonukleotide (Gap: Zwischenraum) entwickelt. Diese an den endstandigen
Bereichen 2°-O-Alkyl- und im Zentrum Phosphorothioat-modifizierten Oligonukleotide
vermitteln ihre biologische Aktivitat durch Induktion von RNase H, wobei ein minimaler
Zwischenraum von finf PTO-Nukleotiden ausreichend ist (Monia et al., 1993).

Die Optimierung der Affinitat zur Ziel-RNA und der Nukleaseresistenz, sowie die
Reduktion von zytotoxischen Nebeneffekten flihrte zu AS-ON der dritten Generation.
Neben modifizierten DNA- und RNA-Oligonukleotiden, wie zum Beispiel locked nucleic
acid (LNA), kam es durch Substitution der Riboseeinheit und des Phospho-
diestherriickgrats zur Entwicklung von peptid nucleic acid (PNA) und Morpholino
Phosphoroamidaten (MOP) (Kurreck, 2003). LNA-modifizierte Ribonukleotide sind
aufgrund ihrer zusatzlichen Methylenbriicke, die das 2’-Sauerstoffatom mit dem 4'-
Kohlenstoffatom der Riboseeinheit verbindet, konformationell eingeschrankt. Dies fuhrt
sowohl zu einer hdéheren Affinitdt zur Ziel-RNA als auch zu einer erhdhten
Schmelztemperatur einer LNA-RNA Heteroduplex. Dariber hinaus wird eine RNase H-
vermittelte RNA-Hydrolyse unterbunden (Vester & Wengel, 2004). Chimare DNA-LNA
Gapmer AS-ON mit einem Zwischenraum von 7-8 DNA-Nukleotiden induzieren jedoch
eine RNase H-katalysierte RNA-Hydrolyse (Kurreck et al., 2002). PNA-modifizierte AS-ON
sind Desoxyribonukleinsdureanaloga, bei denen das Phosphodiestherriickgrat durch ein
Pseudopeptidriickgrat ersetzt wurde. Neben einer starken Affinitat zur Zielsequenz weisen
sie eine hohe Nuklease- und Peptidaseresistenz auf und finden Einsatz in der Spleil3-
Korrektur und bei der Stranginvasion chromsomaler DNA (Nielsen, 2004). MOP sind
ebenfalls DNA-Analoga. Neben dem Austausch der Riboseeinheit ist das
Phosphodiesterriickgrat durch eine Phosphoroamidatbindung ersetzt. Somit sind sie stabil
gegeniber Nukleasen und Peptidasen. Sie finden Einsatz in der Splei3-Korrektur und der
translationalen Hemmung durch Beeintrachtigung der Ribosomenbindung (Amantana &
Iversen, 2005).

Im Hinblick auf die klinische Relevanz spielen vor allem PTO-ON eine grofRe Rolle.
Vitravene (Fomivirsen) der Firma ISIS Pharmaceuticals ist das erste zugelassene PTO-
ON zur Behandlung der Infektion mit Cytomegalievirus (Orr, 2001). Neben AS-ON der
ersten Generation befinden sich auch Oligonukleotide der zweiten und dritten Generation
in klinischen Studien (zur Ubersicht siehe Kurreck, 2003; Chan et al, 2006; Eckstein,
2007).

12
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1.2.2 SiRNAs

Kurze doppelstrangige-RNA Molekiile stellen neben AS-ON einen sehr potenten
Wirkstoff zur Regulation der Genexpression dar (Juliano et al., 2005; Rayburn & Zhang,
2008). Sie vermitteln ihre biologische Funktion sowohl posttranskriptionell, durch die
Spaltung komplementarer Ziel-RNA, als auch transkriptionell, durch Modulation
epigenetischer Faktoren (Zamore & Haley, 2005).

Aus Pflanzen und aus Caenorhabditis elegans (C. elegans) war bekannt, dass
sowohl kurze dsRNAs als auch sense- und antisense-RNAs zur Reduktion von
komplementaren mRNAs fahig sind (zur Ubersicht siehe: Wassenegger & Pélissier, 1998;
Guo & Kemphues, 1995). Wegweisende Experimente aus der Arbeitsgruppe um Mello
zeigten, dass im Vergleich zu Einzelstrang-RNAs (ssRNA), Doppelstrang-RNAs (dsRNA)
ein groReres Potential haben mit der Genexpression zu interferieren und begrindeten
somit den Begriff der RNA-Interferenz (RNAI) (Fire et al., 1998). In der nachfolgenden
Darstellung (Abbildung 1.2.3) ist der Mechanismus der RNAI, unter Berlcksichtigung
verschiedener dsRNA-Molekiile, dargestellt. Die mit Zahlen dargestellten Prozesse

werden im folgenden Teil naher erlautert.
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Abbildung 1.2.3: RNAi-Mechanismen (verandert nach Rana, 2007). RISC: RNA-induced silencing complex,
Multiproteinkomplex; Dicer: RNAse llI-dhnliche dsRNA spezifische Endonuklease; Ago2: nukleolytisch aktiver
Bestandteil von RISC, RNase H-ahnliche Endonuklease; in rot dargestellt der sense- (passenger) Strang der
siRNA oder die reife mRNA,; in blau dargestellt der antisense- (guide) Strang der siRNA, der komplementar
zur reifen mRNA ist.

(1) Lange dsRNA-Molekiile oder hairpin-RNA Konstrukte werden durch Dicer, einer
RNase lll-ahnlichen Ribonuklease, prozessiert. Sie weisen danach eine Lange von 19-
26 bp mit einem 2 nt-Uberhang am 3'-Ende auf und werden als small interfering RNA
(siRNAs) bezeichnet (Hamilton & Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al.,
2000; Bernstein et al., 2001 und Elbashir et al., 2001a). Da lange dsRNAs in
Saugerzelllinien kaum funktionell sind und die Induktion einer Interferon-vermittelten
Immunantwort hervorrufen, werden 21 nt lange siRNAs direkt in Zellen appliziert und
erzeugen eine starke Suppression der Ziel-RNA (Elbashir et al.,, 2001b). Nach der
Prozessierung durch Dicer (1) oder direkter Applikation (2) assoziieren die am 5-Ende
phosphorylierten siRNAs mit dem RNA-induced silencing complex (RISC), der aus
mehreren Proteinen aufgebaut ist (Hammond et al., 2000; Meister & Tuschel, 2004).
Dabei entscheidet die thermodynamische Stabilitdt des 5 -Endes der siRNA, welcher der

beiden Strange als guide-Strang geladen wird (3) (Schwarz et al., 2003). Der aktivierte
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RISC-Komplex (4) bindet im Anschluss die komplementare Ziel-RNA und leitet deren
Degradation durch einen endonukleolytischen Schnitt, definiert durch das 5-Ende des
guide-Stranges, ein (5) (Elbashir et al., 2001¢). Nach Dissoziation der gespaltenen Ziel-
RNA werden beide Fragmente durch Exonukleasen degradiert (Orban & Izaurralde, 2005)
und der weiterhin aktive RISC-Komplex (6) kann erneut komplementare Ziel-RNA spalten
(Hutvagner & Zamore, 2002; Haley & Zamore, 2004). Das Schlisselenzym des RNAI-
Prozesses ist Argonaute2 (Ago2), eine RNase H-ahnliche Endonuklease (Tabara et al.,
1999; Hammond et al., 2001; Meister et al., 2004; Liu et al., 2004). Die spezifische
Degradation der Ziel-RNA setzt eine vollstandige Komplementaritat mit dem guide-Strang
der siRNA voraus (Jackson et al., 2003; Haley & Zamore, 2004). Es kdénnen jedoch auch
mRNAs mit geringerer Komplementaritat in den RNAi-Mechanismus eintreten und so
unerwlnschte Effekte, abseits der eigentlichen Ziel-RNA, hervorrufen (off-target-Effekte)
(Lin et al., 2005; Fedorov et al., 2006). Im Weiteren hat die Sekundarstruktur der Ziel-RNA
einen grofRen Einfluss auf ihre Supprimierbarkeit durch siRNAs (Kretschmer-Kazemi Far &
Sczakiel, 2003; Overhoff et al., 2005; Schubert et al., 2005; Brown et al., 2005; Kurreck,
2006). Die chemische Modifikation von siRNAs, unter Berlcksichtigung der
Aufrechterhaltung der Funktionalitét, kann einerseits die Stabilitdt der siRNAs erhdhen
und andererseits unerwunschte Wechselwirkungen unterbinden (Jackson et al., 2006).

Neben AS-PTO sind siRNAs eine potente neue therapeutische Wirkstoffklasse
(Bumcrot et al., 2006; Grimm & Kay, 2007). Neben Therapieansatzen fur Stoffwechsel-,
Krebs- und Entzindungserkrankungen (Soutschek et al., 2004; Pulukuri et al., 2005;
Zhang et al., 2006) befinden sich sowohl antidegenerative als auch antivirale siRNA-
Wirkstoffe in klinischen Untersuchungen (zur Ubersicht siehe Novobrantseva et al., 2008;
Eckstein, 2007).
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Einleitung

1.3 Zielstellung

Die biologische Bedeutung von Maus major satellite repeat-Transkripten ist kaum
verstanden. Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, diese Transkripte strukturell und
funktionell ndher zu charakterisieren.

Dafiir mussten zuerst Nachweismethoden etabliert werden, die Aufschluss Uber die
strangspezifische Expression der Transkripte ermdglichten.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Nukleinsdurewirkstoffe entwickelt werden, die zur
Suppression von major satellite repeat-Transkripten flhren, um funktionelle Unter-

suchungen betreiben zu kénnen.
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2 Material

2.1 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese Sub-Cel*GT
AvantiJ-25 Zentrifuge

Axiovert 25, Mikroskop

CO, Water Jacketed Inkubator
Elektroporation Gene Pulser® Il
Elektroporation Pulse Controller plus
Elektroporation Capacitance Extender plus
FACSCalibur™ (Durchflusszytometer)
Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
(HBO 100)

Fluotest®, 254 nm und 366 nm UV Lampe
Function Line (Brutschrank)

GeneAmp® 5700

HERAsafe, Sterilwerkbank

Hettich Rotixa 120R Zentrifuge

Hettich Rotixa/RP Zentrifuge
Hybridisierungsofen
Hybridisierungsrohrchen

IKAMAG®RCT

Image Eraser

Lab 850 pH-Meter

Microfuge® R

Millipore Wasseraufbereitungsanlage
NanoDrop® ND-1000 Spektralphotometer
Neubauer Zahlkammer
PAA-Gelelektrophoresesystem
Peristaltik Pumpe Minipuls3
Phospholmager screen

Pipetman (2-1000 pl)

Powerpack 300

Thermomixer 5436

Typhoon 8600 Variable Mode Imager
UNO I, PCR-Block

UV-Tisch, 312 nm

VacuGene XL

VacuGene Pump

VarioCam, Geldokumentation

Vibrofix VF1 Electronic

Biorad, Mlinchen

Beckman, Fullerton, CA, USA
Zeiss, Gottingen

Forma Scientific, Marietta, OH, USA
Biorad, Minchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Minchen

BD Biosciences, Heidelberg
Sartorius, Goéttingen

Zeiss, Jena

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Applied Biosystems, Darmstadt
Heraeus Instruments, Hanau

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Heraeus Instruments, Hanau
Biometra, Gottingen

IKA Labortechnik, Staufen
GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Schott Gerate (Merck), Mainz
Beckman, Fullerton, CA, USA
Millipore Corp.,Billerica, MA, USA
PeQLab Biotechnologies, Erlangen
Brandt, Ludwigshafen
Whatman/Biometra, Géttingen

Gilson, Middleton, WI, USA
GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Gilson, Villiers Le Bel, Frankreich
Biorad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Biometra, Gottingen

Phase, Liibeck

GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Phase, Libeck

IKA Labortechnik, Staufen

17



Material

Wallac 1219 Liquid Scintillation Counter
Wasserbad W22

2.2 Chemikalien

Agarose

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (Fraktion V)
Chloroform

dNTPs

Dimethylsulfoxid (DMSO)
NazH(PO4) X 2 Hzo
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol (p.a.)

Ethidiumbromid

FACSFlow™

Ficoll 400

Formaldehyd

Formamid

[y*2-P]-ATP

Glycerin

Harnstoff

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat
Lachsspermien DNA (10g/1)
Lipofectamine 2000

Methylen Blau

Millipore Aqua

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd
Roti®Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1; pH 7,5-8)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(125:24:1; pH 4,5)
Propidiumiodid

PerkinElmer, Boston, MA, USA
Medingen (Preiss Daimler), Wilsdruf

Cambres, Rockland, ME, USA
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Sternheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen

Sigma, Sternheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Becton & Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Hartmann, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Millipore Corp., Billerica, MA, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck-Suchardt, Hohenbrunn

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Qiazol Lysis Reagent

Rotiphrese Gel 40 %

Rotiszint® eco plus ready to use
Salzsaure (HCI)

Stains All

TEMED

Trichloressigsaure (TCA)
Trihydroxymethylaminomethan (TRIS)
Triton®X-100

Xylencyanolblau

2.3 Verbrauchsmaterialien

ART® 10 Reach™ Pipet Tips
ART® 20P Pipet Tips

Biosphere® Filter Tips (100 pl)
Biosphere® Filter Tips (200 pl)
Cellstar® serologische Einwegpipetten
Cellstar® 15 und 50 ml PP-Test Tubes
Cellstar® 12 well Cell Culture Plate
Combitipps (1,25 ml— 12 ml)
Elektroporationskivette (2 mm gap)

Filter tip FT 1000 (G)

GF 50 Glasfaser Rundfilter
Hybond-N

Klebefolie, optisch klar
Kryo-Vials, steril
Mikro-Schraubréhre (1,5 ml, PP)
Nick "-Columns

Pipettenspitzen (200-1000 pl)
Pipettenspitzen (10 ul)

Reagiergefal® (1,5 ml)

Reaktionsgefale Multiply®-uStrip Pro 4er Kette

Roth-Messflaschen (20 ml, Typ “Vial”)
Safe-seal Reagiergefald (2 ml, PP)
96 well Multiply® PCR Platte

Tissue Culture Flask (25 und 75 cm?)
Tissue Culture Plate (6 well)

Qiagen, Hilden

Roth Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Molecular BioProducts, San Diego, CA,
USA

Molecular BioProducts, San Diego, CA,
USA

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Molecular BioProducts, San Diego, CA,
USA

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Schleicher & Schuell, Dassel
GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht

GE-Healthcare, Chalfont St Gilles, UK
Sarstedt, Niimbrecht

Molecular BioProducts, San Diego, CA,
USA

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Newton, NC, USA

Sarstedt, Newton, NC, USA
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2.4 Enzyme, Kits & GroRenmarker

Alkalische Phosphatase (1U/pl) Roche, Mannheim
Restriktionsenzyme Fermentas, Burlington, Canada
RNase A (Dnase & Proteasefrei) Fermentas, Burlington, Canada
RNase A/T1 Mix Fermentas, Burlington, Canada
T4 DNA Ligase Fermentas, Burlington, Canada
T4 Polynukleotide Kinase Fermentas, Burlington, Canada
Taq DNA Polymerase (mit Thermopol Puffer) NEB, Beverly, MA, USA
Turbo™ Dnase Ambion, Austin, TX, USA
Gene Elute™ Plasmid Miniprep Kit Sigma, Steinheim

pGEM®-T Easy Vector System Promega, Madison, WI, USA
Qiagen® Plasmid Maxi Kit (25) Qiagen, Hilden

gPCR"™ Core Kit for Sybr® Green | Eurogentec, Seraing, Belgien
RevertAid" First strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, Burlington, Canada
T7 Transcription Kit Fermentas, Burlington, Canada
VenorGEM Mycoplasmentest Minerva Biolabs, Berlin
Wizard® SV Gel and PCR Cleanup System Promega, Madison, WI, USA
GeneRuler” 50 bp DNA Ladder Fermentas, Burlington, Canada
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas, Burlington, Canada
RiboRuler” RNA High Range Ladder Fermentas, Burlington, Canada
10 bp DNA Leiter Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
2.5 Zelllinien & Zellkulturmaterialien

Die Zelllinie NIH3T3 (DSMZ No.: ACC59) wurde von Professor Johannes Gerdes,

Forschungszentrum Borstel, zur Verfugung gestellt.

DMEM mit GlutaMAX | und Natriumpyruvat PAA, Pasching, Ostereich

FKS Gold PAA, Pasching, Ostereich
Opti-MEM | Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Trypanblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Trypsin/EDTA Linaris, Bettingen am Main

2.6 Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli) JM109 Promega, Madison, WI, USA
E.coli TOP10 Invitrogen, Carlsbard, CA, USA
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2.7 L6ésungen und Puffer
PBS (pH 7.4)

NaCl 137 mM

KCI 2,7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH,PO, 1,8 mM

10 x TBE (pH 8.0)

Tris/HCI
Borsaure
EDTA (pH 8,3)

20 x SSC (pH 7.0)

NaCl
Tri Natriumcitrat
pH 7,0

890 mM
890 mM
20 mM

3M MOPS
0,5M

10 x RNase A/T1-Puffer (pH 7.4)

MgC|2
Tris/HCI

100 mM
100 mM

Neutralisationspuffer (pH 7.,4)

Tris/HCL

0,1M

50 x Denhardt Reagenz (Sterilfiltriert)

TIBS (pH 7.4)
NaCl

KCI
Tris base

50 x TAE (pH 8.5)

Tris/HCI
Eisessig
EDTA

137 mM
2,7 mM
25 mM

2M
1M
0,1M

10 x MOPS-Puffer (pH 7.0)

0,2M
Tri Natriumcitrat
EDTA (pH 8,0)

20 mM
10 mM

Carbonatpuffer (pH 10,5)

Na,CO; (1 OOmM)

NaHCO; (100 mM)

alkalische L6ésung

NaOH
NaCl

Préhybridisierungspuffer (Northern Blot)

70 % (v/v)
30 % (v/iv)

50 mM
10 mM

Ficoll 400
BSA Fraktion V

Polyvinylpyrrolidone

1 % (W/v)
1 % (wlv)
1 % (wlv)

Hybridisierungspuffer (Northern Blot)

SSC

Denhardt Reagenz

SDS

6 x
10 x
0,2 % (w/v)

Membran-Stripping-Losung

SSC

Denhardt Reagenz

SDS

2x RNA-Ladepuffer

EDTA
Formamid

SDS
Bromphenolblau
Xylencyanolblau
Ethidiumbromid

6 x
5x
0,2 % (w/v)

0,5mM

95 % (v/v)
0,025 % (w/v)
0,025 % (w/v)
0,025 % (w/v)
0,025 % (v/v)

SSC
SDS

6x DNA-Ladepuffer

TAE

Ficoll 400
Bromphenolblau
Xylencyanolblau

0,1 x
0,1 % (w/v)

1Xx

25 % (wiv)
0,0025 % (w/v)
0,0025 % (w/v)
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Stains-all Farbeldsung
Tris/HCI (pH 8,8) 15 mM

Stains-all 0,005% (w/v)
Formamid 10 % (v/v)
Isopropanol 25 % (vIv)
H.0 65 % (V/V)

Zellfixierungslosung in PBS (FACS)

siRNA-Hybridisierungspuffer

Tris/HCI (pH 7,4)

NaCl

20 mM
100 mM

Permeabilisierungslésung in PBS (FACS)

Paraformaldehyd 2 % (wlv)

DNA Féarbelésung in PBS (FACS)

RNase A 30 ug/ml
Propidiumiodid 50 ug/mi
in PBS

LB-Flussigmedium (pH 7.,4)

Triton X 100

0,25 % (V/V)

Methylenblaulésung

Methylenblau
Natriumacetat (pH 5,2)

0,03 % (w/v)
0,3M

LB-Plattenmedium (pH 7.4)

Hefeextrakt 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v)

Pepton Nr. 140 1 % (wlv) Pepton Nr. 140 1 % (w/v)

NaCl 1 % (w/v) NaCl 1 % (w/v)

pH7.,4 Agar 1,5 % (w/v)
pH 7,4

2.8 Oligonukleotide und siRNA

2.8.1 Oligonukleotide

Die aufgefuihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers (Ulm), Biozym scientific
(Hess. Oldendorf) und IBA (Goéttingen) bezogen und sind in Tabelle 2.7.1 dargestellt.

Tabelle 2.8.1: Verwendete Oligonukleotide

Primer Anwendung Sequenz (5 - 3))
gPCR
ms-forward (Lehnertz et al., 2003) - GACGACTTGAAAAATGACGAAATC
Kolonie PCR
Northern Blot
gPCR
ms-reverse (Lehnertz et al., 2003) - CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC
Kolonie-PCR
Northern Blot
mBeta-Actin 885F gPCR ATGGAATCCTGTGGCATCCAT
mBeta-Actin 1024R gPCR TTCTGCATCCTGTCAGCAATG
T7-Primer g‘é';”'e'PCR TAATACGACTCACTATA
7SK2-reverse Northern Blot AAAAGAAAGGCAGACTGCCACATG
PcDNA3.1/BGH reverse (Invitrogen, Carlsbad) | PCR TAGAAGGCACAGTCGAGG
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2.8.2 Modifizierte Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden sowohl modifizierte Desoxyribonukleotiode als auch
Ribonukleotide GroRRbuchstaben,

Ribonukleotide durch Kleinbuchstaben, Phosphorothioatestherbriicken durch ,s“ und 2’-O-

verwendet. Desoxyribonukleotide sind  durch
Methyl-modifizierte Ribonukleinsauren sind kursiv dargestellt. Die Oligonukleotide wurden

von der Firma Biomers (Ulm), Tibmol Biol (Berlin), IBA (Gottingen) bzw. Metabion

(Martinsried) bezogen und sind in Tabelle 2.8.2 dargestellit.

Tabelle 2.8.2: Verwendete modifizierte Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5°-3° Lange ec-
Gehalt [%)]
ms1-PTO AsTsTsTsTsCsAsGsTsTsTsTsCsTsCsGsCsCsAsT 20 35
ms2-PTO TsTsCsTsCsAsTsTsTsTsCsCsGsTsGsAsTsTsTsT 20 30
ms3-PTO AsTsGsGsCsGsAsGsAsAsAsAsSCsTsGsAsAsAsAST 20 35
ms1-mut-PTO AsTsTsTsTsAsCsGsTsTsTsTsCsTsGsCsCsCsAsT 20 35
ms1-inv-PTO TsAsCsCsGsCsTsCsTsTsTsTsGsAsCsTsTsTsTsA 20 35
TM6-4-PTO (TsCsGsTsGsT)s 24 50
1840B/20-PTO AsTsCsAsGsAsTsGsCsGsTsGsGsCsCsTsAsGsTsG 20 55
AUG-C/20-PTO GsAsGsCsCsAsTsAsGsCsGsAsGsGsCsTsGsAsGsG 20 65
Sc1570-PTO CsGsGsAsGsCsGsAsTsAsCsCsGsAsGsGsGsT 18 67
Sc1840/18-2-PTO GsGsTsCsAsGsAsCsCsAsGsTsGsAsGsTsTsC 18 56
Sc592e-PTO GsGsTsGsTsCsAsAsCsAsGsAsAsCsTsGsGsG 18 39
r-as360-PTO AsGsGsAsAsGsGsTsTsTsTsAsGsCsTsGsTsT 18 39
r-as1920-PTO AsTsCsAsGsGsCsTsAsGsAsCsTsTsTsAsAsC 18 39
r-as2400-PTO AsAsCsCsAsTsTsAsCsCsAsGsTsCsCsAsTsA 18 39
H-2280-3-PTO TsAsCsAsAsCsCsTsGsTsAsCsAsAsCsTsGsT 18 39
As1585i-PTO GsTsAsTsTsTsCsTsTsGsAsTsCsTsTsCsCsG 18 39
As1585a-PTO TsGsTsAsGsTsCsTsGsTsAsTsTsTsCsTsTsG 18 34
As1585b-PTO TsGsTsTsGsTsAsGsTsCsTsGsTsAsTsTsTsC 18 34
ON-705-Cy3 Cy3-cscsuscsususascscsuscsasgsususascsa 18 44
Ms1-GAPmer auuusTsCsAsGsTsTsTsTsCsTsCsGsccau 20 25
Ms2-GAPmer uucusCsAsTsTsTsTsCsCsGsTsGsAsuuuu 20 25
TM6-4 (2°OMe) (tcgtgt)s 24 50
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2.8.3 SiRNAs

Die verwendeten siRNAs wurden als Einzelstrange von der Firma Biomers (Ulm) oder IBA

(Géttingen) bezogen.

ms1-siRNA: as-msH1: 5’-auuuucaguuuucucgccau-3°
s-ms1: 5’-auggcgagaaaacugaaaau-3’
ms2-siRNA: as-ms2: 5’-uucucauuuuccgugauuuu-3’
S-ms2: 5’-aaaaucacggaaaaugagaa-3
si-scr3: s-scr3: 5’-cggacgcacuggucugaccggTT-3°
as-scr3: 5’-ccggucagaccagugcguccgTT-3°
Cy3-siLam: s-Lam : 5’-Cy3-cuggacuuccagaagaacaTT-3"
as-Lam: 5’-uguucuucuggaaguccagTT-3"
2.9 Plasmide
psPT19-Sat-s Vogelsang, Bachelorarbeit (2006)
pCRII-Sat-as Vogelsang, Bachelorarbeit (2006)
pCRII-R-Aktin-as Vogelsang, Bachelorarbeit (2006)
pcDNA3.1(+) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
ms-sense-pcDNA3.1(+) siehe Abschnitt 3.1.2.8
ms-as-pcDNA3.1(+) siehe Abschnitt 3.1.2.8
pEGFP-N1 BD Biosciences, San Jose, CA, USA
pGEM-Teasy Promega, Madison, WI, USA
pGEMT-74bp-ms siehe Abschnitt 3.1.2.9
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Nukleinsaure-Analytik

3111 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die spektroskopische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren basiert auf deren
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Die Messung der Absorption erfolgte am NanoDrop
(PegLab, ND-1000). Fir die Berechnung der Konzentration von doppelstrangiger DNA
(dsDNA) wurde die Relation 1 ODggsp nm = 50 pg/ml, fir einzelstrangige DNA (ssDNA)
1OD20 nm = 33 pg/ml bzw. flr einzelstrdngige RNA (ssRNA) 1 ODggonm= 40 pg/ml

zugrundegelegt.

3.1.1.2 Analytische native Agarose-Gelelektrophorese

Entsprechend der GroRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit
Agarosekonzentrationen von 0,7-3 % (w/v) hergestellt und mit jeweils 0,0004 % (v/v)
Ethidiumbromid zur optischen Darstellung der DNA versetzt. Als Laufpuffer diente
1 x TAE und als Probenauftragspuffer wurde ein 6x DNA-Probenpuffer verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte in horizontalen Gelkammern (Biorad) bei 80-120 V fur 30—-60 min.
Zur GréRenbestimmung wurde ein Molekulargewichtsmarker mitgefiihrt (GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder, Fermentas). Die DNA wurde uUber UV-Licht visualisiert.

3.1.1.3 Praparative native Agarose-Gelelektrophorese

Zur lIsolierung von DNA-Fragmenten einer spezifischen Grée wurde der PCR- oder
Restriktions-Ansatz auf ein 2-3 %iges (w/v) Agarosegel (siehe Abschnitt 3.1.1.2)
aufgetragen und bei 80—-100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Unter Verwendung von UV-
Licht wurde die DNA visualisiert, ausgeschnitten und anschlieBend mittels Wizard® SV
Gel and PCR Cleanup System laut Herstellerangaben isoliert. Im Anschluss wurde die
Konzentration und die Integritdt des Fragments durch analytische native Agarose-

Gelelektrophorese bestimmt.
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3.1.1.4 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Um RNA unabhangig von Sekundarstrukturen und somit entsprechend ihrer Grolie
aufzutrennen, wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet, die 0,2 M Formaldehyd enthielten.
Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer. Die Proben wurden mit Ethidiumbromid-haltigem
2x RNA-Probenpuffer vermischt und 10 min bei 70 °C denaturiert. AnschlieBend erfolgte
die Elektrophorese in horizontalen Gelkammern (Biorad) bei 4 — 5V pro cm Laufstrecke
des Gels. Als GroRenstandard wurde eine RiboRuler” RNA High Range Ladder
(Fermentas) verwendet. Durch UV-Licht wurde die RNA visualisiert und auf ihre Integritat

hin Gberpruft.

3.1.15 Northern Blot

Der Northern Blot (Alwine et al., 1977, 1979) dient der Analyse der Lange, Orientierung
und Abundanz der untersuchten RNA. Dafur wurde isolierte RNA (6-15 ug) in einem
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Nach Visualisierung der RNA-Integritat mittels
UV-Licht, erfolgte der Vakuumtransfer (VacuGene XL, VacuGene Pump; GE-Healthcare)
auf eine Nylon-Membran (Hybond N, GE Healthcare). Dafiir wurde das Gel zum
Entfernen des Uberschissigen Formaldehyds 10 min im Wasserbad &quilibriert. Die
Membran wurde durch 5 minitige Inkubation im Wasserbad aktiviert. Im Anschluss wurde
der Northern Blot aufgebaut und ein Vakuum von 85 mbar angelegt. Danach wurde das
Agarosegel fur jeweils 10 min mit alkalischer Lésung bzw. mit Neutralisationslésung
Uberschichtet, um dann fir 4 — 6 h mit 20 x SSC inkubiert zu werden. Nach dem Transfer
wurde die Membran flir 3 min bei 312 nm (UV-Tisch, Phase) und 2 min bei 254 nm (UV-
Tisch, Phase) quervernetzt. Zur Prahybridisierung wurde die Membran in
Hybridisierungsréhrchen (Biometra) Uberflihrt und mit vorgewarmter Prahybrdisierungs-
I6sung bei 42 °C fir 2 h unter Rotation inkubiert (Hybridisierungsofen, Heraeus). Als
Sonden dienten radioaktiv markierte Oligonukleotide (siehe Abschnitt 3.1.1.16), die mit
1,2x 10° CPM/ml in den auf 42 °C vorgewarmten Hybridisierungspuffer gegeben wurden.
Die Hybridisierung erfolgte durch Rotation bei 42 °C (ber Nacht. Nach entfernen der
Sonde wurde die Membran gewaschen. Das Waschprotokoll wurde der jeweiligen Sonde

spezifisch angepasst. Die Bedingungen sind in Tabelle 3.1.1 dargestellt.
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Tabelle 3.1.1: Waschbedingungen im Northern Blot

Sonde Waschbedingungen

1x 3 min, RT, 50 ml 4 x SSC+0,1 % SDS (w/v)

ms-forward 3 x 5 min, 42 °C, 50 ml 2 x SSC + 0,1 % SDS (wW/v)

1 x 3 min, RT, 50 ml 4 x SSC + 0,1 % SDS (w/v)

ms-reverse 3 x5 min, 42 °C, 50 ml 0,1 x SSC + 0,1 % SDS (wiv)

1 x 3 min, RT, 50 ml 4 x SSC + 0,1 % SDS (w/v)

7SK2-reverse 3 x 5 min, 42 °C, 50 ml 2 x SSC + 0,1 % SDS (W)

Nach dem Waschen wurde die Membran in Folie eingeschweil3t und auf einer
Phospholmager Platte (GE-Healthcare) exponiert. Die Analyse der Hybridisierungssignale
erfolgte mittels Autoradiografie am Phospholmager (GE-Healthcare). Im Anschluss wurde
die Starke der Hybridisierungssignale mittels des Programms ImageQuant 5.2 (GE-
Healthcare) ausgewertet. Zur Normalisierung wurde das Hybridisierungssignal der 7SK-

RNA der jeweiligen Probe herangezogen.

3.1.1.6 DotBlot-Analyse

Die Untersuchung der Spezifitdt und Sensitivitdt der im Northern Blot verwendeten
Sonden ms-forward und ms-reverse erfolgte mittels DotBlot-Analyse. Dafir wurden die
durch in vitro-Transkription erzeugten major satellite repeat-Transkripte (sense und
antisense) in unterschiedlichen Kopienzahlen (10"'-107) eingesetzt. Die in vitro
Transkripte wurden mit 2 x RNA Gelladepuffer versetzt, fir 10 min bei 70 °C denaturiert
und im Anschluss auf eine Nylon-Membran (Hybond N, GE Healthcare) aufgetragen,
getrocknet und 3 min bei 312 nm (UV-Tisch, Phase) quervernetzt. Die Prahybridisierung
und Hybridisierung erfolgte wie in Abschnitt 3.1.1.5 beschrieben. Zur Entfernung
Uberschissiger Sondenmolekiile wurden die Membranen wie in Tabelle 3.1.1 gezeigt,
gewaschen und im Anschluss flir 24 h auf einer Phospholmager Platte exponiert (GE-
Healtcare). Die Analyse erfolgte mittels Autoradiografie am Phospholmager (GE-
Healtcare). Die Auswertung wurde unter Verwendung des Programms ImageQuant 5.2
(GE-Healthcare) durchgeflhrt.

3.1.1.7 Analytische native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Darstellung doppelstrangiger siRNAs wurden 15 %-ige native Polyacrylamidgele mit
einer GrofRRe von 110 x 120 x 1 mm verwendet. Die PAA-L6sung wurde mit 1 x TBE-Puffer
angesetzt und durch Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED und 1 % (v/v) APS (10 %) zum
Polymerisieren gebracht. Die Elektrophorese erfolgte in einem vertikalen PAA-Gelsystem

(Whatman/Biometra) mit 1 x TBE als Laufpuffer. Nach einem 30-minttigen Gelvorlauf bei
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4 °C wurden die Proben, die im Verhaltnis 1 : 2 mit Ficoll-Auftragspuffer versetzt waren,
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei maximal 4 W und 4 °C. Anschlief’end wurden

die Nukleinsauren mit Stains-all-Farbel6sung visualisiert.

3.1.1.8 Analytische denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitat einzelstrangiger Oligonukleotide wie Phosphorothioate oder
DNA-Primer wurden 15 %-ige denaturierende Polyacrylamidgele (PAA) verwendet. Dazu
wurde die PAA-LOsung mit 8 M Harnstoff und 1 x TBE-Puffer angesetzt. Die Proben
wurden 1:2 mit Formamid gemischt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Sowohl der
Gelvorlauf als auch der Gellauf fanden bei 50 °C, mit 1 x TBE als Laufpuffer, in einem
vertikalen PAA-Gelelektrophoresesystem (Whatman/Biometra) statt. AnschlieRend

wurden die Nukleinsduren mit Stains-all-Farbelésung visualisiert.

3.1.1.9 RNA-Isolierung

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugerzellen erfolgte unter Verwendung von Qiazol-
Reagent (Qiagen) nach Herstellerangaben. Der RNA-enthaltende Uberstand wurde
zusatzlich zweimal mit Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1) extrahiert und im Anschluss,
wie im Herstellerprotokoll angegeben, gefallt. Die aufgereinigte RNA wurde in RNase-

freiem Wasser gel6st und bei —80 °C gelagert.

3.1.1.10 DNase Behandlung von RNA-Extrakten

Die isolierte Gesamt-RNA wurde unter Verwendung von Turbo™ DNase (Ambion) nach
Herstellerangaben inkubiert, durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und
anschlief3end mittels Ethanol (EtOH) prazipitiert (siehe Abschnitt 3.1.1.13 & 3.1.1.14).

3.1.1.11 RNase Behandlung von RNA-Extrakten

Der Abbau von RNA erfolgte durch Inkubation mit RNase A/T1-Mix (2 mg/ml RNase A;
5000 U/ml RNase T1; Fermentas) in 1 x RNase-Puffer flir 30 min bei 37 °C. Im Anschluss
wurden die Proben Phenol/Chloroform extrahiert und mittels EtOH gefallt (siehe Abschnitt
3.1.1.13 & 3.1.1.14).
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3.1.1.12 Alkalische RNA-Hydrolyse

Die Hydrolyse von RNA wurde in einem Carbonatpuffer (Na,CO3; /NaHCO;= 7:3; v/v;
pH 10,5) durchgefiihrt. Daflir wurden 3 pl der Nukleinsaurelésung mit 3 yl des Puffers
gemischt und 15 min bei 90 °C inkubiert.

3.1.1.13 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Nukleinsauren aus Lésungen zu isolieren oder nach einer enzymatischen Reaktion
weiter aufzureinigen, wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefihrt. Zur
Reinigung von DNA wurde eine gepufferte Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Ldsung
(25 : 24 : 1; vl/v; Roth) mit einem pH-Wert von 7,5 — 8,0 verwendet. Die Aufarbeitung der
RNA erfolgte mit einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Losung (125:24 : 1; vlv;
Fluka), die einen pH-Wert von 4,8 aufwies. Die zu extrahierende Losung wurde mit einem
Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, 5 min geschiittelt und anschlieend
20 min bei 4°C und 20.000 xg =zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde
abgenommen und mit einem Volumen eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches
(24 : 1; viv) versetzt. Nachdem die Proben erneut 5 min geschuttelt wurden, erfolgte die
Phasentrennung durch Zentrifugation bei 4 °C, 20.000 x g fur 15 min. Die obere wassrige
Phase wurde abgenommen und die darin enthaltenen Nukleinsduren wurden mittels EtOH
(siehe Abschnitt 3.1.1.14) prazipitiert.

3.1.1.14 Fallung von Nukleinsauren

Zur Konzentrierung und Reinigung von Nukleinsduren wurde eine Fallung durchgefihrt.
Dabei wurden DNA-Proben mit 1/10 Volumen an Natriumacetat (3 M; pH 5,2) versetzt und
nach Zugabe des 2,5-fachem Volumen an EtOH (absolut, reinst) gemischt. Die Fallung
von RNA erfolgte unter Verwendung von 3 M Natriumacetat (pH 4,8). Nach
Durchmischung der Proben wurden diese Ubernacht bei —20 °C inkubiert und durch
Zentrifugation (30 min, 4 °C und 20.000 x g) die Nukleinsduren pelletiert. Im Anschluss
daran wurden die Prazipitate mit 75 % EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in Wasser

gelost.
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3.1.1.15 Hybridisierung von siRNA

Die Hybridisierung von siRNA-Einzelstrangen fand unter aquimolaren Verhaltnissen in
siRNA-Hybridisierungspuffer statt. Daflir wurde der Ansatz 5 min bei 95 °C denaturiert
und 1h bei 37 °C inkubiert. Mittels nativer Polyacrylamid-Gelelktrophorese (siehe
Abschnitt 3.1.1.7) wurde die Vollstandigkeit der Hybridisierung tberpruft.

3.1.1.16 Radioaktive 5-Endmarkierung von Oligonukleotiden

Mittels T4-Polynukleotidkinase (Fermentas) konnten synthetische Oligonukleotide am
5" Ende phosphoryliert werden. Der Kinasierungsansatz wurde, wie in Tabelle 3.1.2

aufgefiihrt, in einem Volumen von 20 ul hergestellt.

Tabelle 3.1.2: Kinasierungsansatz

Komponente Eingesetzte Stoffmengen
Oligonukleotid 16 pmol

[y*PJATP (5000 Ci/mmol) 16 pmol

10 x PNK Puffer A 1Xx

T4 Polynukleotidkinase (10000 U/ul) 10U

Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlielend 10 min bei 70 °C
denaturiert. Uberschiissiges ATP wurde durch Gelfiltration (siehe Abschnitt 3.1.1.17)
abgetrennt. Die Gesamtaktivitdt eines Aliquots wurde anschlielend in 3 ml
Szintillationscocktail im Szintillationszahler bestimmt. Des Weiteren wurde die
Kinasierungseffizienz mittels Trichloressigsaure-Fallung (TCA-Fallung, siehe Abschnitt
3.1.1.18) analysiert.

3.1.1.17 Abtrennung freier Nukleotide mittels Gso-Gelfiltration

Um Uberschissige Nukleotide abzutrennen, wurden die Proben nach der
Kinasierungsreaktion auf eine mit 3 ml Millipore H,O aquilibrierte Gso-Gelfiltrationssaule
(GE Healthcare) vollstandig aufgetragen. Im Anschluss wurde die Probe einmal mit 400 pl

H,O gewaschen und daraufhin mit 400 ul H,O eluiert.
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3.1.1.18 Bestimmung der Kinasierungseffizienz mittels Trichloressigsaure-
Fallung (TCA-Fallung)

Ausgehend von der Tatsache, dass freie Nukelotide durch TCA-Fallung von kinasierten
Oligonukleotiden abgetrennt werden konnen, wurde die Kinasierungseffizienz der
radioaktiv markierten Oligonukleotide mittels TCA-Fallung bestimmt (Sambrook & Russel,
2001).

Nach Abschluss der Kinasierungsreaktion wurden 2 pl des Ansatzes abgenommen und
durch Zugabe von Wasser auf ein Volumen von 40 ul gebracht (entspricht der
Verdlinnung nach Gelfiltration). AnschlieRend wurden 11yl dieser Verdinnung
entnommen und mit 209 ul Lachsspermien DNA (1g/l) aufgeflllt. Aus diesem Ansatz
wurden jeweils 2 Aliquots (je 10 pl) direkt in 3 ml Szintillationscoktail Uberfuhrt und als
Gesamtaktivitat gemessen. Des Weiteren wurden 2 Aliquots (je 90 pl) mit jeweils 1,5 ml
eiskalter 10 %iger TCA aufgeflllt und 10 min auf Eis inkubiert. Wahrenddessen wurden
GF 50 Glasfaser Rundfilter (Schleicher & Schuell; & 25 mm) mit 1 ml, 10 %-iger TCA,
aquilibriert. Die gefallten Ansatze wurden vollstandig auf die Filter aufgebracht und mittels
Unterdruck, erzeugt durch eine Peristaltikpumpe, durchgesaugt. Die Filter wurden je
zweimal mit eiskalter 10 %-iger TCA und Ethanol (absolut, reinst) gewaschen, getrocknet,
mit 3 ml Szintillationslésung Uberschichtet und im Szintillationszahler gemessen. Parallel
wurde die Aktivitat eines leeren Filters als Hintergrund bestimmt und von den
gemessenen Werten abgezogen. Die Effizienz der Reaktion wurde durch die Formel 3.1.1

bestimmt.

Aktivitat der gefialiten Probe (CPM)
Kinasierungseffizienz (%) = x 100
Gesamtaktivitat (CPM) x 9

Formel 3.1.1: Bestimmung der Kinasierungseffizienz in Prozent.

Darlber hinaus wurde die spezifische Aktivitdt der markierten Oligonukleotide mittels der

Formel 3.1.2 berechnet.

Gesamtaktivitdt (CPM) x 9

% KE X X VF X RV

In Messung der Gesamtaktivitét

Spezifische Aktivitat eingesetztes Volumen (i)

(CPM/pg)

Hg Oligonukleotide im Ansatz

Formel 3.1.2: Bestimmung der spezifischen Aktivitat (CPM/ug). % KE: Anteil der eingebauten Aktivitat;
VF: Verdiinnungsfaktor; RV: Reaktionsvolumen
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3.1.1.19 In Vitro-Transkription

Die Herstellung von sense- bzw. antisense major satellite-in vitro-Transkripten erfolgte
unter Verwendung des T7 Transkriptions Kit der Firma Fermentas. Daflir wurde der
Vektor pCR-sat-as (erzeugt sense in vitro-Transkript) mittels Spe | (Fermentas) bzw.
psPT19-sat-s (erzeugt antisense in vitro-Transktipt) durch Eco RV linearisiert. Die in vitro-
Transkription erfolgte nach Herstellerangaben, wobei jeweils 1 ug des linearisierten
Plasmids eingesetzt wurden. Nach der Reaktion wurden die Integritat der erzeugten in
vitro-Transkripte sowohl direkt, als auch nach RNase A/T1- bzw. Turbo" Dnase-
Behandlung (siehe Abschnitt 3.1.1.11 bzw. 3.1.1.10) auf einem nativen Agarosegel
Uberpriift. Der Hauptanteil der in vitro-Transkripte wurde mit Turbo” DNase wie in
Abschnitt 3.1.1.10 beschrieben behandelt. AnschlieRend wurden die freien Nukleotide
durch Gelfiltration abgetrennt (siehe Abschnitt 3.1.1.17). Nach Phenol/Chloroform
Extraktion (siehe Abschnitt 3.1.1.13) wurden die in vitro-Transkripte mit EtOH prazipitiert
(siehe Abschnitt 3.1.1.14). Die Konzentration der in vitro-Transkripte wurde bestimmt und
abschlielend wurde deren Lange in einem 5 %-igen denaturierenden PAA-Gel Uberprift
(siehe Abschnitt 3.1.1.8).

3.1.1.20 cDNA-Synthese oder Reverse Transkription

Mittels RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) wurde isolierte Gesamt-
RNA (100-500 ng), unter Verwendung von random hexamer-Primern nach Hersteller-
angaben, in cDNA umgeschrieben (20 pl Ansatz) und anschlieRend mit dem 7,5-fachen

Volumen an Wasser verdiinnt und bei =80 °C gelagert.

3.1.1.21 Quantitative-PCR (qPCR)

Die Analyse der major satellite repeat-Transkripte wurde mittels gPCR im GeneAmp®5700
(Applied Biosystems) unter Verwendung des gPCR™ Core kit for SYBR®Green 1
(Eurogentec) durchgefihrt.

Die Reaktion wurde in 96-Loch-Platten in einem Gesamtvolumen von 25 pl angesetzt,
wobei 5yl cDNA (siehe Abschnitt 3.1.1.20) als Template eingesetzt wurden. In der
nachfolgenden Tabelle (Tabelle 3.1.3) ist die Zusammensetzung eines Reaktionsmixes
(20 i) fur das major satellite repeat- (74 bp) und B-Aktin-Amplikon (139 bp), welches zur
Normalisierung und Kontrolle des Einflusses verschiedener Behandlungen diente,

dargestellt.
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Tabelle 3.1.3: gPCR-Ansatz zur Untersuchung der major satellite repeat- und B-Aktin-Expression.

Komponente

Endkonzentration fir major
satellite repeat-Amplikon (ms-
forward, ms-reverse Primerpaar)

Endkonzentration fir B-Aktin-
Amplikon (mBeta-Actin 885F,
mBeta-Actin 1024R Primerpaar)

10 x Reaktionspuffer

1x

1 X

50 mM Mg,ClI 1,5 mM 3,5mM

5 mM dNTP-Mix 200 uM pro Nukleotid 200 uM pro Nukleotid
forward Primer 150 nM 300 nM

reverse Primer 150 nM 300 nM

HotGoldStar (5 U/ul) 0,025 U/l 0,025 U/l

SYBR® Green (1:200 in DMSO) |0,75 x 0,75 x

Die PCR-Reaktion erfolgte im oben angegebenen Gerat unter Verwendung folgender
Parameter:

o Aktivierung des Enzyms: 10 min bei 95 °C

e 40 Zyklen: 15 sec bei 95 °C; 1 min bei 60 °C
Im Anschluss folgte die Auswertung der Daten mittels SDS 2.1 Software (Applied
Biosystems). Die Bestimmung der relativen major satellite repeat-Expression erfolgte
anhand der Formel 3.1.3, wobei davon ausgegangen wurde, dass die Amplifikation der

exponentiellen Funktion 2" (n: Zyklenzahl) folgt.

240-Ct major satellite repeat

Rel. major satellite repeat Expression =
240.Ct p-Aktin

Formel 3.1.3: Bestimmung der relativen major satellite repeat-Expression. Ct:
(Zyklenzahl, bei dem sich das Fluoreszenzsignal deutlich vom Hintergrund abhebt).

Thresholdcycle

Die Effizienz der gPCR-Amplifikation von major satellite repeat-DNA und B-Aktin-DNA
wurde durch Einsetzen von 10? bis 107 Kopien der Plasmide pGEMT-74bp-ms (major
satellite repeat, siehe Abschnitt 3.1.2.9) und pCRII-B-Aktin-as (R-Aktin, siehe Abschnitt
2.9) in der gPCR ermittelt (siehe Tabelle 3.1.3). Nach der gPCR wurden die gemessenen
Ct-Werte Uber die logarithmisch transformierten Kopienzahlen aufgetragen und die
Geradengleichungen fur major satellite repeat mit y = -3,246x + 38,66 (n=2) und B-Aktin:
y=-3,13x + 38,04 (n=2) ermittelt. Ausgehend davon konnte die Effizienz der gPCR-
Amplifikation durch einsetzen in die Formel 3.1.4 mit 103 % fur die major satellite repeat-
DNA und 108 % fur die B-Aktin-DNA berechnet werden.
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Effizienz (%) = 10-1Steigung .q

Formel 3.1.4: Bestimmung der Amplifikationseffizienz. Steigung: gibt die Steigung der durch Amplifikation
einer Standardreihe erhaltenen linearen Ausgleichsgeraden an.

Durch Einsetzen der Ct-Werte, die fir die cDNA-Proben gemessen wurden, kann flr
major satellite repeat-Transkripte ebenfalls die Anzahl der Sequenzeinheiten bestimmt

werden.

3.1.1.22 Konventionelle PCR

Die konventionelle PCR wurde unter Verwendung der Tag-Polymerase und des
Thermopol-Puffers der Firma NEB durchgefiihrt. Es wurden 5 ul cDNA (3.1.1.20) oder
Plasmid-DNA als Template in einem 25 yl Gesamtansatz verwendet. Entsprechend der

Herstellerangaben setzt sich ein PCR-Ansatz wie in Tabelle 3.1.4 aufgefiihrt zusammen.

Tabelle 3.1.4: Ansatz einer konventionellen PCR

Komponente Endkonzentration in 25 pl
10 x Thermopol Puffer 1 X

dNTP Mix (10 mM) 200 nM

Primer (10 pM) 300 nM

Taq Polymerase (5 U/ul) |0,2 U/ul

Die PCR wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt.
e 2min 94 °C
e 30 Zyklen: 30 sec bei 94 °C; 30 sec bei 50 °C; 1 min bei 72 °C

3.1.2 Mikrobiologische Methoden

3.1.21 Herstellung elektrokompetenter E.coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurde 1 Liter LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstammes angeimpft und bis zu einer
ODeoo nm Von 0,6 bei 37 °C geschiittelt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 °C oder
auf Eis durchgeflhrt. Die Bakteriensuspension wurde pelletiert und zweimal mit Wasser
(500 ml) gewaschen. Im Anschluss wurde die pelletierten Bakterien in 40 ml 10 %-igem
Glyzerin aufgenommen und nochmals zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien wurde in
1ml 10 %-igen Glyzerin resuspendiert, in 100 pl Aliquots in flussigen Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert.
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3.1.2.2 Elektroporation von Bakterien

Zum Einbringen von Plasmiden in Bakterienzellen wurden 40 yl elektrokompetente
JM109-Zellen oder Top10-Zellen mit 10-100 ng Plasmid bei 4 °C gemischt und in
vorgekihlte  Elektroporationskiivetten mit 2 mm  Elekirodenabstand (Molecular
BioProducts) uberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 200 Ohm, 25 yFa und 2,5 kV flr
ca. 5ms am Gene Amp Il der Firma Biorad. Im Anschluss wurden die Zellen zugig mit
960 pl LB-Medium verdinnt und 30 min bei 37 °C geschuttelt. Danach wurden die Zellen
in unterschiedlichen Verdinnungen auf LB-Agarplatten, die mit dem entsprechenden
Selektions-Antibiotikum versetzt waren, ausgebracht. Die Platten wurden Uber Nacht bei

37 °C inkubiert und die Kolonienzahl am Folgetag bestimmt.

3.1.2.3 Glyzerinkulturen von Bakterien

Zur Lagerung von Bakterienstammen Uber einen langeren Zeitraum, wurden
Glyzerinkulturen angelegt. Daflir wurden 500 ul der Bakterienldsung (ODgog nm = 0,6) mit

500 pl einer 87 %-igen sterilen Glyzerinldsung gemischt und bei —80 °C gelagert.

3.1.24 Praparation von Plasmid-DNA
Abhangig von der bendtigten Quantitdt an Plasmid-DNA wurde diese entweder mittels
Gene Elute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma) oder Qiagen® Plasmid Maxi Kit (Qiagen) nach

Angaben des jeweiligen Herstellers isoliert.

3.1.2.5 Restriktionsanalyse von Plasmiden

Zur Restriktionsanalyse wurden 1 ug Plasmid-DNA mit dem geeigneten Restriktions-
enzym nach Herstellerangaben inkubiert und durch native Agarosegelelektrophorese
analysiert (siehe Abschnitt 3.1.1.2).

3.1.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung der T4-DNA-Ligase

(Fermentas) und wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die ligierten Fragmente
wurden nach Fallung mittels Elektroporation in E.coli transformiert (siehe Abschnitt
3.1.2.2).
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3.1.2.7 Kolonie-PCR

Mit Hilfe der Kolonie-PCR sollte die Insertion und die Orientierung von DNA-Fragmenten
in den jeweiligen Plasmid-Vektor tberprift werden. Daflir wurde ein Reaktionsansatz von
25 yl unter Verwendung der Tag DNA Polymerase und des Thermopol-Puffers der Firma

NEB wie in Tabelle 3.1.4 gezeigt angesetzt.

Tabelle 3.1.4: Reaktionsansatz fir eine Kolonie-PCR

Komponente Endkonzentration in 25 pl
10 x Reaktionspuffer 1x

10 mM dNTP-Mix 200 uM

ms-forward Primer 300 nM

ms-reverse Primer 300 nM

T7-Primer 300 nM

Taq DNA Polymerase (5U/ul) | 0,2 U/pl

In einem Ansatz wurde entweder die Primerkombination ms-forward Primer und T7-
Primer oder ms-reverse Primer und T7-Primer gewahlt. Nachdem der Reaktionsansatz
vorgelegt war, wurden einzelne Kolonien gepickt und in den Ansatz getaucht. Die PCR-
Reaktion wurde unter den nachstehenden Bedingungen durchgefiihrt:

e Aufschluss der Zellen: 5 min 95 °C

¢ 35 Zyklen: 40 sec bei 95 °C; 40 sec bei 60 °C; 1 min bei 72 °C
Die gewonnenen Fragmente wurden mittels nativer Agarose-Gelelektrophorese analysiert
(siehe Abschnitt 3.1.1.2).

3.1.2.8 Klonierung von ms-sense-pcDNA3.1(+) und ms-as-pcDNA3.1(+)

Zur Uberexpression von sense- bzw. antisense major satellite repeat-Transkripten wurde
die major satellite repeat-DNA Sequenz sowohl in sense- als auch in antisense-
Orientierung in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+) kloniert. Das major
satellite repeat-DNA Fragment wurde durch Restriktionsverdau mit BstX1 aus dem
psPT19-sat-s Plasmid prapariert und mittels Gelextraktion aufgereinigt (siehe Abschnitt
3.1.1.3). Der eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3.1(+) (Invitrogen) wurde durch
Restriktionsverdau mit BstX1 linearisiert, mittels alkalischer Phosphatase (Roche)
dephosphoryliert, durch Phenol/Chloroform Extraktion aufgereinigt und im Anschluss mit
EtOH prazipitiert (siehe Abschnitt 3.1.1.13, 3.1.1.14). Die Ligation (siehe Abschnitt
3.1.2.6) des major satellite repeat-DNA Fragments und des pcDNA3.1(+) Vektors erfolgte

in einem molaren Verhaltnis von 1:3. Das Ligationsprodukt wurde im Anschluss in

36



Methoden

elektrokompetente JM109-Zellen durch Elektroporation transformiert (siehe Abschnitt
3.1.2.2). Die Transformationsansatze wurden auf ampicillinhaltigen Selektionsplatten
ausgestrichen und Uber Nacht inkubiert. Mittels Kolonie-PCR (siehe Abschnitt 3.1.2.7)
wurde die Orientierung der inserierten major satellite repeat-DNA Fragmente Uberpruift.
Jeweils ein Klon pro Orientierung wurde in ampicillinhaltigem Flissigmedium angezogen
und deren Plasmide isoliert (siehe Abschnitte 3.1.2.4). Die Sequenz der Plasmide ms-
sense-pcDNA3.1(+) als auch ms-as-pcDNA3.1(+) wurde durch Sequenzierung (MWG,

Minchen) bestimmt.

3.1.2.9 Klonierung von pGEMT-74bp-ms

Das in der qPCR erzeugte 74 bp major satellite repeat-DNA Fragment (siehe Abschnitt
3.1.1.21) wurde mittels Wizard® SV Gel and PCR Cleanup System (Promega) aus einem
praparativen Agarosegel aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.1.1.3). Im Anschluss wurde das
74 bp major satellite repeat-DNA Fragment in den pGEM®-T Vektor, unter Verwendung
des pGEM®-T Vector Systems (Promega), kloniert (pGEMT-74bp-ms). Der Vektor
pGEMT-74bp-ms wurde durch Elektroporation in elektrokompetente JM109-Zellen
eingebracht (siehe Abschnitt 3.1.2.2). Die Transformationsansatze wurden auf
ampicillinhaltigen Selektionsplatten ausgestrichen und Uber Nacht inkubiert. Positive
Klone wurden in ampicillinhaltigem Flissigmedium angezogen und deren Plasmide
wurden isoliert (siehe Abschnitt 3.1.2.4). Nach Restriktionsanalyse (siehe Abschnitt
3.1.2.5) wurde die Sequenz von pGEMT-74bp-ms durch Sequenzierung (MWG,

Munchen) bestimmt.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.21 Kultivierung von Saugerzellen

Als Zellkulturmodell diente die Zelllinie NIH3T3 vom Typ swiss mouse embryo. Diese
adharent wachsenden Zellen wurden im Inkubator (Forma Scientific) bei konstant 37 °C
und 5 % CO; in wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert. Das Passagieren erfolgte
im subkonfluenten Zustand (60 — 80 % Konfluenz) der Kultur. Nach 20 Passagen wurde
ein neues Zellaliquot (Kryokultur) verwendet. Mit Hilfe eines PCR-basierten Nachweises
(VenorGEM, Minerva Biolabs) wurden die Zellen regelmaflig auf Mycoplasmen-

kontaminationen hin untersucht.
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3.2.2 Kryokonservierung

Zum Einlagern von Zellen wurden diese wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
geerntet und in einem Medium, bestehend aus 20 % FKS und 10 % DMSO in einer
Zelldichte von 1 x 10°Zellen/ml eingestellt. Jeweils 1 ml Aliquots wurden in spezielle
Kryoréhrchen (Greiner) Uberfihrt und in einem Isopropanol-Bad mit einer
Temperaturabnahme von ca. 1 °C/min auf —80 °C gekuhlt. Die dauerhafte Lagerung

erfolgte in flussigem Stickstoff.

3.2.3 Zellzahl- und Zellvitalitatsbestimmung

Mit Hilfe des Farbstoffs Trypanblau (Sigma-Aldrich) kann in einer Neubauer-Zahlkammer
die Zellzahl und Vitalitat der zu untersuchenden Zellen, wie vom Hersteller angegeben,
bestimmt werden. Der Farbstoff kann nur durch geschadigte Membranen permeieren und
farbt somit tote Zellen an, welche im Durchlichtmikroskop blau erscheinen. Die Vitalitat

der Zellen wurde unter Verwendung der angegebenen Formel (3.2.1) berechnet.

Vital-Zellzahl
Vitalitat (%) = x 100
Gesamtzellzahl (vitale + tote Zellen)

Formel 3.2.1: Zellzahl und Vitalitdtsbestimmung mittels Trypanblau.

3.24 Transfektion von NIH3T3-Zellen

NIH3T3-Zellen wurden am Vortag ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion eine
Konfluenz von 60 — 80 % aufwiesen. Die Transfektion mit Lipofectamin™2000 (Invitrogen)
erfolgte nach Herstellerangaben. Hierflir wurde das Transfektionsreagenz mit OptiMEM-
Medium (Invitrogen) gemischt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurde dieser Ansatz mit einem Volumen der ebenfalls in OptiMEM-Medium verdinnten
Nukleinsauren gemischt und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die
Transfektion von kurzen Oligonukleotiden und siRNA lag die Endkonzentration von
Lipofectamin™2000 bei 5 pg/ml, wobei der Transfektionsmix direkt zu den einmal mit
OptiMEM-Medium gewaschenen NIH3T3-Zellen gegeben wurde. Bei Transfektion von
Plasmiden lag die Endkonzentration des Transfektionsreagenz bei 10 yg/ml. Nach
einmaligem Waschen der NIH3T3-Zellen mit OptiMEM erfolgte die Zugabe des
Transfektionsgemisches, dass zuvor zu gleichen Teilen mit Vollmedium gemischt worden

war. Unabhéngig von der zu transfizierenden Nukleinsdure wurden NIH3T3-Zellen im
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Anschluss 4 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde der Transfektions-
ansatz durch Vollmedium ersetzt und die NIH3T3-Zellen wurden fir die in den Experi-

menten notwendigen Zeitrdume weiterkultiviert.

3.25 Hitzeschockbehandlung von NIH3T3-Zellen
Zur Induktion von Hitzeschock wurden NIH3T3-Zellen 1 h bei 42 °C, 5% CO, und

gesattigter Wasserdampfatmosphare im Inkubator (Forma Scientific) in Vollmedium
inkubiert.

3.2.6 Synchronisierung von NIH3T3-Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus

Um NIH3T3-Zellen in der G1/G0-Phase des Zellzyklus zu arretieren, wurden diese nach
Aussaat in Vollmedium und Ubernachtkultur unter Standardbedingungen am Folgetag
einmal mit PBS (37 °C) gewaschen und anschlief3end in DMEM + 0,4 % FKS fir 48 h bis
72 h inkubiert. Mittels Durchflusszytometrie (siehe Abschnitt 3.2.7.1) konnte der Anteil an

Zellen in der G1/G0-Phase bestimmt werden.

3.2.7 Durchflusszytometrie (FACS)

FACS steht fiur fluorescence activated cell sorting. Bei dieser Form der
Durchflusszytometrie wird die relative Fluoreszenz einzelner Zellen einer Zellsuspension
gemessen. Die Zellen werden dabei durch eine Durchflusskiivette gesogen und bewegen
sich einzeln durch einen fokussierten Laserstrahl. Die Homogenitat der zu messenden
Zellpopulation wird mittels der Intensitaten von Vorwarts- und Seitwartsstreulicht jeder
Zelle analysiert. Dabei weisen tote Zellen oder zellulare Bestandteile eine geringere
Streulichtintensitat auf, wahrend Zellaggregate hohe Intensitdten an Vorwarts- und
Seitenstreulicht zeigen. Mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur™ (BD Biosciences)
kdnnen die Fluoreszenzsignale mittels 4 verschiedener Bandpassfilter analysiert werden.
(siehe Tabelle 3.2.1).

Tabelle 3.2.1: Bandpassfilter im FACSCalibur™

Bandpassfilter | Wellenlangen detektiert
FL1 500-560 nm

FL2 543-627 nm

FL3 > 650 nm

FL4 645-676 nm
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3.2.7.1 FACS-gestitzte Zellzyklusanalyse

Zur Analyse des Zellzyklus wurden NIH3T3-Zellen trypsiniert und anschliefend in 10 %
(viv) FKS in PBS (4 °C) resuspendiert. Wenn nicht anders angegeben, erfolgten alle
weiteren Schritte bei 4 °C oder auf Eis. Nach dem Pelletieren der Zellen (4000 rpm; 1 min)
wurden diese einmal mit 1 ml PBS gewaschen und erneut bei 4000 rpm, 1 min
sedimentiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 500 pl PBS resuspendiert und mit
500 pl einer 2 % Paraformaldehydlésung (w/v) in PBS fur 10 min (alle 3 min geschuttelt)
gemischt. Die fixierten NIH3T3-Zellen wurden fir 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und in
500 pl Permeabilisierungslésung (siehe Abschnitt 2.7) aufgenommen und 5 min inkubiert.
Nach 5-mindtiger Sedimentation bei 1000 x g wurden die Zellen in 500 - 800 pl
Propidiumiodid-haltiger Farbelésung (siehe Abschnitt 2.7) aufgenommen und 30 min bei
37 °C inkubiert. Die Analyse des DNA-Gehalts erfolgte durch den Farbstoff
Propidiumiodid im FACSCalibur” (BD Biosciences) unter Verwendung der Software
CellQuest 'Pro (Version 4.0.2, BD Bioscience). Es wurden jeweils 15.000 Zellen pro
Probe vermessen. Die Zellpopulation wurde mit Hilfe des Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht auf ihre Integritat hin Gberprift. Im Anschluss wurde sowohl die Flache
als auch die Weite des Fluoreszenzsignals im Bandpassfilter FL2 gemessen. Die
Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung von WinMDI 2.8 (WinMDI Version 2.8;
Copyright® 1993-1998 Joseph Trotter). Zur Diskriminierung zusammenhaftender Zellen
(Dubletten) wurde die Fluoreszenzweite Uber die Fluoreszenzflache der Zellen in einem
Punkt-Diagramm (DotBlot) Diagram aufgetragen. Mittels eines Akquisitionsfensters (Gate)
wurden die Zellen ausgeschlossen, die eine hdohere Fluoreszenzweite aufwiesen. Dies
wurde fur alle untersuchten Proben durchgefuhrt. Die Verteilung der Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen wurde als Flache des Fluoreszenzsignals in einem
Histogramm dargestellt. Die Bestimmung der einzelnen Zellzyklusphasen erfolgte durch
Uberlagerung mehrerer Proben in diesem Modus und wurde im Anschluss fiir alle
untersuchten Proben des Experiments verwendet. Der Anteil der Zellen pro
Zellzyklusphase wurde als Prozentsatz der im Aquisitionsfenster detektierbaren Zellen

bestimmt.

3.2.8 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz von chemisch modifizierten Oligonukleotiden
wurde Cy3-ON-705, flr siRNA wurde Cy3-siLam, verwendet. Die Aussaat von NIH3T3-

Zellen erfolgte am Vortag in Vollmedium und die sich anschlieRende Transfektion wurde,
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wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, durchgeflhrt. Sofort nach der Transfektion wurden die
Zellen dreimal mit OptiMEM und einmal mit PBS gewaschen, trypsiniert und anschliefend
in 1ml 10 % FKS (v/v) resuspendiert. Nach dem Pelletieren (1 min, 1500 x g, 4 °C)
wurden die Zellen dreimal mit PBS (4 °C) gewaschen und in einer 1 %-igen
Paraformaldehydlésung flr 10 min auf Eis fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen fir
5min bei 1000xg und 4 °C sedimentiert, um daraufhin in 500 ul PBS (4 °C)
resuspendiert zu werden. Die Analyse erfolgte im FACSCalibur™ (BD Biosciences) mittels
CellQuest 'Pro (Version 4.0.2; BD Biosciences). Als Kontrolle wurden unbehandelte
Zellen gemessen. Die Fluoreszenzhéhe wurde mittels FL2 detektiert. Die Auswertung der
Daten erfolgte mittels WinMDI 2.8 (WinMDI Version 2.8; Copyright® 1993-1998 Joseph
Trotter). Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz von Plasmiden wurde der fiir das
enhanced green fluorescent protein kodierende Vektor pEGFP-N1 (BD Biosciences)
verwendet. Dafur wurden NIH3T3-Zellen ausgesat und am darauf folgenden Tag, wie in
Abschnitt 3.2.4 beschrieben, transfiziert. Nach Transfektionsende wurden die Zellen 24 h
regeneriert. Im Anschluss wurden die Zellen gewaschen, trypsiniert, in 10 % FKS (v/v) in
PBS resuspendiert und pelletiert (4000 rpm, 1 min, 4 °C). Dem einmaligen Waschen mit
PBS (4 °C) folgte die Aufnahme der Zellen in 500 yl PBS (4 °C). Die Anzahl der
fluoreszierenden NIH3T3-Zellen wurde mittels Neubauer-Zahlkammer am Fluoreszenz-
mikroskop Axiovert 200M (HBO 100) der Firma Zeiss in Bezug zur nicht fluoreszierenden

Gesamtzellzahl bestimmt.

3.29 Fluoreszenzmikroskopie

Die Bestimmung der Transfektionseffizenz von pEGFP-N1-transfizierten NIH3T3 erfolgte
am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (HBO 100) der Firma Zeiss. Die darin
enthaltenen Standardfiltersatze sind in Tabelle 3.2.2 zusammengefasst. Die Anzahl der
transfizierten Zellen wurde unter Verwendung des 38HE-Filters mittels Neubauer

Zahlkammer bestimmt.

Tabelle 3.2.2: Filtersatze des Axiovert 200M (HBO 100)

Filtername Anregungsfilter | Strahlenleiter [ Emissionsfilter
(nm) (nm) (nm)
49:DAPI/Hoechst (blau) | G 365 FT 395 BP 445/50
38HE: eGFP/FITC (grun) | BP 470/40 FT 495 BP 525/50
43HE: Cy3 (rot) BP 550/25 FT 570 BP 605/70

BP: Bandpassfilter; FT: Strahlenfilter
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, major satellite repeat-Transkripte unter Verwendung
spezifischer Nukleinsaurewirkstoffe strukturell und funktionell zu charakterisieren.

Dafir wurden im ersten Teil der Arbeit Nachweissysteme, basierend auf der Northern
Blot-Analyse und der RT-gPCR etabliert, die eine Expressionsanalyse von major satellite
repeat-Transkripten ermdglichten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Nukleinsaurewirkstoffe entwickelt, die spezifisch
gegen major satellite repeat-Transkripte gerichtet sind. Deren Wirksamkeit wurde mittels
der Northern Blot-Analyse und der RT-qPCR untersucht.

Basierend auf den entwickelten Nukleinsdurewirkstoffen wurden im dritten Teil dieser
Arbeit erste Analysen zur biologischen Funktion von major satellite repeat-Transkripten
durchgefiihrt. Dartiber hinaus wurde Uberprift, ob durch Uberexpression von major

satellite repeat-Transkripten eine biologische Funktion ableitbar ist.

4.1 Charakterisierung von major satellite repeat-Transkripten in
NIH3T3-Zellen

In der Literatur ist die Expression von major satellite repeat-Transkripten nur wenig
beschrieben (Gaubatz & Cutler, 1990; Rudert et al., 1995; Lu & Gilbert, 2007). Unter
Einbeziehung dieser Ergebnisse wurden Nachweissysteme aufgebaut, um major satellite
repeat-Transkripte strukturell und funktionell zu charakterisieren. In murinen embryonalen
Fibroblasten konnten major satellite repeat-Transkripte durch semiquantitative-PCR
nachgewiesen werden (Martens et al, 2005). Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die undifferenzierte embryonale Fibroblastenzelllinie NIH3T3 fur die

Untersuchungen verwendet.

41.1 Untersuchung von major satellite repeat-Transkripten mittels Northern

Blot-Analyse

Aus in situ-Hybridsierungsexperimenten ging hervor, dass major satellite repeat-
Transkripte nicht nur als sense- sondern auch als antisense-Transkripte vorliegen (Rudert
et al., 1995). Basierend auf der Northern Blot-Analyse erfolgte die Beschreibung von
major satellite repeat-Transkripten jedoch unabhangig von ihrer Orientierung (Gaubatz &
Cutler, 1990; Rudert et al., 1995). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit unter
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Verwendung der Northern Blot-Analyse ein strangspezifischer Nachweis von major
satellite repeat-Transkripten entwickelt. Aufgrund der geringen Starke der
Hybridisierungssignale (Vogelsang, Bachelorarbeit, 2006) und Hybridisierungssignalen
mit dem RNA-Grélenstandard und ribosomalen RNAs (Vogelsang, Bachelorarbeit, 2006;
Gaubatz & Cutler, 1990; Rudert et al., 1995) erwies sich die Verwendung von langeren
RNA- und cDNA-Sonden als unzureichend. Aufgrund dieses Wissens wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmals die radioaktiv markierten 24 nt langen Oligonukleotide ms-
forward und ms-reverse als Sonden in der Northern Blot-Analyse eingesetzt (siehe
Abschnitt 2.8.1). Dabei ist ms-forward komplementdr zum antisense- und ms-reverse

komplementar zum sense- Strang von major satellite repeat-Transkripten.

4111 Strangspezifische Hybridisierung von sense- und antisense major

satellite repeat-Transkripten

Der Nachweis von sense- und antisense major satellite repeat-Transkripten machte
es erforderlich, zuerst die Strangsspezifitdt der radioaktiv markierten Oligonukleotide ms-
forward und ms-reverse, die als Sonden in der Northern Blot-Analyse verwendet werden,
zu Uberpriifen. Die Analyse erfolgte unter Verwendung von jeweils 10" Kopien an sense-
bzw. antisense major satellite repeat-in vitro-Transkripten im DotBlot. Zur Hybridisierung
wurden die Sonden mit einer spezifischen Aktivitat von 1-4 x 108 CPM/ug Oligonukleotid

eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.1.1 dargestellt.

& e' Abbildung 4.1.1: Spezifischer Nachweis von sense- und
K & - ; ; i . .
N o antisense major satellite repeat Transkrlg)ten in der
) ,L\fae' DotBlot-Analyse. Es wurden jeweils 10" Kopien des
o AN sense- bzw. antisense-in vitro-Transkripts (ivT) auf die
Membran aufgetragen. Die Membranen wurden mit 1,2 x
ms-reverse- 10° CPM/mI.der jeyveiligen Sonde inkubiert, gewaschen qnd
. 24 h exponiert (siehe Abschnitt 3.1.1.6). Das sense-ivT
Sonde " . . ;
wurde mit der ms-reverse-Sonde, dass antisense-ivT mit der
ms-forward-Sonde nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte
mittels Autoradiografie. Die Spezifitit wurde anhand von
Image Quant 5.2 (Molecular Dynamics) bestimmt.

ms-forward-
Sonde

Die Auswertung der DotBlot-Analyse zeigte, dass sowohl ms-forward als auch ms-
reverse spezifisch an ihr komplementares major satellite repeat-in vitro-Transkript binden.
Die Spezifitdt der Sonden liegt nach quantitativer Auswertung der Hybridisierungssignale
bei 99 %. Somit war eine strangspezifische Analyse von major satellite repeat-

Transkripten mdglich.
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4.1.1.2 major satellite repeat-Transkripte in NIH3T3-Zellen

Aus der DotBlot-Analyse ging hervor, dass sense- und antisense major satellite
repeat-Transkripte unter Verwendung von ms-reverse bzw. ms-forward spezifisch
detektiert werden kdnnen. In Folge dessen sollte die major satellite repeat-Expression in
NIH3T3-Zellen mittels Northern Blot-Analyse untersucht werden. Daflir wurde die
Gesamt-RNA aus unbehandelten, exponentiell wachsenden NIH3T3-Zellen isoliert.
Untersuchungen von Cohen et al. zeigten, dass in NIH3T3-Zellen ein grol3er Anteil an
extrachromosomaler zirkularer major satellite repeat-DNA vorliegt (Cohen et al., 2006).
Aus diesem Grund wurde die isolierte Gesamt-RNA zusatzlich mit RNase A/T1 bzw.
Turbo™ DNase (Ambion) behandelt, um mégliche DNA-Kontaminationen auszuschlieRen
und ein reines RNA-Signal zu detektieren. Anschlielfend wurden sowohl die
unbehandelten als auch die RNase A/T1- und die Turbo” DNase-behandelten RNA-
Proben mittels Northern Blot-Analyse unter Verwendung der strangspezifischen Sonden
Uberprift. Durch die Methylenblau-Farbung der Northern Blot-Membran wurde einerseits
die Quantitat der eingesetzten RNA und andererseits die Effizienz des RNase A/T1-
Behandlung Uberpruft. Als Hybridisierungskontrolle wurde die abundant exprimierte 7SK-
RNA in der Northern Blot-Analyse nachgewiesen (Wassarman & Steitz, 1991; Chen et al.,
2004). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.1.2. dargestellt.
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major satellite repeat-
Transkript (Orientierung) eingesetzte
sense antisense Gesamt-RNA

Abb.4.1.2: Analyse von major satellite
repeat-Transkripten im Northern Blot.
Es wurde Gesamt-RNA aus exponentiell
wachsenden NIH3T3-Zellen prapariert
. (siehe Abschnitt 3.1.1.9). Aufgetragen
L sind: 15 yg unbehandelte Gesamt-RNA,
15ug Turbo” DNase-behandelte RNA
(sieche  Abschnitt 3.1.1.10) und ein

6000b — . ‘ — 28S rRNA Volumenequivalent (bezogen auf
4000b — . Turbo™ DNase-behandelte  RNA)  an
3000b — RNase A/T1-behandelter RNA (siehe
2000 b — . ' — 188 RNA  apschnitt 3.1.1.11). Die Proben wurden
1500 b =— : wie in Abschnitt 3.1.14 & 3.1.15
1000b —| = beschrieben, elektrophoretisch  aufge-

trennt, geblottet und mit 1,2 x 10° CPM/m
S00b —| der jeweiligen Sonde hybridisiert und nach
200 b =— 48 h Exposition mittels Autoradiografie
ausgewertet (siehe Abschnitt 3.1.1.5).
Parallel ist die mittels Methylenblau
gefarbte Hybond-N Membran dargestellt,
um die verschiedenen Behandlungen zu
Uberprifen. Als GréRBenmarker wurde eine
High Range RNA-Leiter (Fermentas)

mitgefihrt.
7SKRNA |4 W =
N L < A @ A 6@
F Vé A AR A
N & v o S
N AR 8-.0 & 2

Die eingesetzte Gesamt-RNA wurde mittels Methylenblau-Farbung der Northern Blot-
Membran auf ihre Integritdt und Quantitat hin Gberpruft. Wie in Abbildung 4.1.2 ersichtlich
hatte die Behandlung mit Turbo ‘DNase keinen Einfluss auf die Integritat der eingesetzten
RNA. Weiterhin wurde die mit Turbo "DNase behandelte RNA in gleicher Quantitat wie die
unbehandelte RNA eingesetzt. Die Behandlung der RNA mit RNase A/T1 flihrte zu deren
vollstandigen Abbau.

In der Northern Blot-Analyse konnen Hybridisierungssignale fir die sense- und
antisense-Orientierung von major satellite repeat-Transkripten in allen drei RNA-
Praparationen dargestellt werden. Es fallt auf, dass keine einheitlichen Langen, sondern
verschiedene Spezies an major satellite repeat-Transkripten vorliegen, die in einem
GroRenbereich von < 0,2 kb bis > 6 kb nachweisbar sind.

In der unbehandelten RNA-Probe koénnen die starksten Hybridisierungssignale
sowohl flr sense- als auch antisense major satelltite repeat-Transkripte detektiert werden.
Nach Behandlung der RNA-Proben mit RNase A/T1 bzw. Turbo”DNase ist das
Hybridisierungssignal, unabhangig von der Transkriptorientierung, schwacher. Im Hinblick
auf die Grolenverteilung kdnnen jedoch Unterschiede in den jeweiligen RNA-Proben

nachgewiesen werden. Die unbehandelte RNA-Probe weist, unabhangig von der
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Transkriptorientierung, Hybridisierungssignale in einem GrdéRenbereich von < 0,2 kb
bis > 6 kb auf. Im Vergleich dazu kénnen in der Turbo™ DNase-behandelten RNA-Probe
Transkriptlangen von 1 kb bis >6 kb in sense- bzw. 4 kb bis >6 kb in antisense-
Orientierung nachgewiesen werden. Die mittels RNase A/T1-behandelte RNA-Probe
weist, unabhangig von der Transkriptorientierung, Hybridisierungssignale in einem
GroRenbereich von <0,2kb bis 2kb auf. Dies ist auf DNA-Kontaminationen
zurtckzufihren. Unter Verwendung der alkalischen Hydrolyse, zum Abbau der RNA,
konnte diese DNA-Kontamination bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis
macht deutlich, dass eine DNase-Behandlung der NIH3T3-RNA notwendig ist, um ein
eindeutiges RNA-Signal fir major satellite repeat-Transkripte darzustellen.

Mittels der in Abbildung 4.1.2 dargestellte Northern Blot-Analyse, kdnnen sowohl
sense- als auch antisense major satellite repeat-Transkripte in NIH3T3-Zellen
nachgewiesen werden. Somit ist eine qualitative Aussage Uber die Grofe und die

Orientierung von major satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-Zellen mdglich.

4.1.2 Untersuchung von major satellite repeat-Transkripten mittels RT-qPCR

Die Northern Blot-Analyse zeigte, dass sense- und antisense major satellite repeat-
Transkripte in NIH3T3-Zellen exprimiert werden und somit eine qualitative Beurteilung der
major satellite repeat-Expression maoglich ist. Zur quantitativen Untersuchung der major
satellite repeat-Expression wurde die RT-qPCR angewendet. Daflir wurde das Primerpaar
ms-forward und ms-reverse benutzt (siehe Abschnitt 2.8.1), dass schon in der Northern
Blot-Analyse zum strangspezifischen Nachweis von major satellite repeat-Transkripten
angewendet wurde. Die Bindungsstellen des Primerpaares sind in Abbildung 4.1.3 A
schematisch dargestellt. Aufgrund der repetitiven Natur von major satellite repeat-
Sequenzen kénnen mittels dieses Primerpaares Fragmente verschiedener Lange in der
konventionellen PCR-Reaktion amplifiziert werden. Sie weisen eine Grdle auf, die sich
um jeweils 234 bp unterscheidet, wobei das kleinste Fragment eine Lange von 74 bp hat
(siehe Abbildung 4.1.3 B). Fur die quantitative Analyse der major satellite repeat-
Expression ist der Nachweis eines definierten Fragments notwendig. Deshalb sollten

zuerst die Reaktionsbedingungen der RT-gPCR optimiert werden.
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A) B)
major satellite repeat DNA (cDNA)
—
............ 1000 bp
= Cab = = 500 bp — 542 bp
P 300bp —™ | — 308 bp
308 bp —
542 bp 100bp — | _ 74 bp

Abbildung 4.1.3: PCR-Amplifikation der major satellite repeat-cDNA mittels ms-forward und ms-
reverse Primern. A) Schematische Darstellung der repetitiven major satellite repeat-Sequenz und der
Bindungsstellen der verwendeten Primer (ms-forward und ms-reverse). Die Lange der amplifizierten major
satellite repeat-Fragmente ist angegeben. B) Analyse von major satellite repeat-Fragmenten nach
konventioneller PCR (siehe Abschnitt 3.1.1.22), unter Verwendung des Primerpaars ms-forward und ms-
reverse, in einem 1 %-igen Agarosegel. Als GroRenstandard wurde eine 1 kb Leiter (Invitrogen) verwendet.

4121 Spezifischer Nachweis von major satellite repeat-Transkripten mittels
RT-gPCR

In Abbildung 4.1.3 B ist das Ergebnis einer RT-PCR Amplifikation von major satellite
repeat-Transkripten reprasentativ dargestellt. Als Hauptprodukte sind DNA-Fragmente mit
einer Lange von 74 bp, 308 bp und 542 bp nachzuweisen. Um eine gesicherte
quantitative Aussage Uber die major satellite repeat-Expression zu ermoglichen, mussten
die RT-gPCR Bedingungen so optimiert werden, dass ausschlieBlich ein Fragment mit
definierter Lange amplifiziert wurde. Dies gelang durch die Optimierung der
MgCl,-Konzentration, wie in Abbildung 4.1.4 A & B dargestellt.

47



Ergebnisse

A)

500 bp - 500 bp
300 bp 300 bp

100 bp— 100 bp

B)

100 bp—we o | " S— —100 bp

Abbildung 4.1.4 A & B: Optimierung der qPCR Bedingungen zum Nachweis von major satellite repeat -
Transkripten. RNA wurde aus unbehandelten NIH3T3-Zellen istoliert, mit Turbo"DNase behandelte und in
cDNA umgeschrieben. AnschlieRend wurde unter Verwendung verschiedener MgCl,-Konzentration und der
Primer ms-forward und ms-reverse die qPCR durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde eine Wasserprobe (NTC: Non
Template Control) mitgefiihrt. Die Analyse der major satellite repeat-qPCR-Produkte erfolgte in einem 2 %-
igen Agarosegel. Als GroRRenstandard wurde eine 1 kb Plus Leiter von Invitrogen verwendet.

Wie aus Abbildung 4.1.4 A & B hervorgeht, konnte in den cDNA-Proben unter
Verwendung von 1,5 mM MgCI2 ein 74 bp langes major satellite repeat-PCR-Fragment
amplifiziert werden. Die mitgefliihrte NTC-Kontrolle (Non Template Control; Wasser) wies
kein PCR-Fragment auf, ebenso wie die NonRT-Kontrolle (RNA-Probe, die nicht in cDNA
umgeschrieben wurde; Daten nicht gezeigt).

Die Sequenz, des mit 1,5 mM MgCl, amplifizierten 74 bp grolen major satellite
repeat-Fragments, wurden nach Klonierung in den pGEM®-T Vektor durch Sequenzierung
verifiziert. Der Vergleich der Sequenzen (pGEMT-74bp-ms, zwei Klone) mit der major
satellite repeat-Referenzsequenz von Hoérz & Altenburger ergab eine Komplementaritat
von 97 % (Hérz & Altenburger, 1981).

Durch die Optimierung der MgCl-Konzentration konnte das Ziel eines fragment- und
sequenzspezifischen Nachweises von major satellite repeat-Transkripten in der gPCR

ermdglicht werden.
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4.1.2.2 Sensitivitat des gPCR Nachweises von major satellite repeat-Transkripten

Durch die Optimierung der gPCR Bedingungen kénnen major satellite repeat-
Transkripte sequenzspezifisch nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 4.1.2.1). Im
Weiteren wurden die Sensitivitat und Effizienz des qPCR Nachweises Uberprift. Daflr
wurde eine Standardplasmidreihe des pGEMT-74bp-ms-Plasmids in einer Kopienzahl von
102 bis 10" in die optimierte gPCR eingesetzt. In Abbildung 4.1.5 ist der Zusammenhang
zwischen dem in der qPCR gemessenen Ct-Werten und der in die Reaktion eingesetzten

Kopienzahl des Standardplasmids pGEMT-74bp-ms dargestellt.

=-3,246x + 38,66 nachweisbaren major satellite repeat-Ampli-
30 A fikation. Halblogarithmische Darstellung der Ct-
E Werte in Bezug auf die eingesetzte Kopienzahl
_?I. 20 - des Standardplasmids pGEMT-74bp-ms (102 -
o 107 Kopien; siehe Abschnitt 2.9). Die lineare
Regression ergab eine Geradengleichung von:
maf von 0,99 (Dreifachbestimmung: MW, n=2).

100 102 104 108 108
Kopienzahl

Die halblogarithmische Darstellung (Abbildung 4.1.5) der in der gPCR ermittelten Ct-
Werte bezogen auf die Kopienzahl des eingesetzten Standardplasmids pGEMT-74bp-ms
ergab nach linearer Regression eine Geradengleichung von: y =-3,246 x + 38,66. Mit
Hilfe dieser Geradengleichung kann eine Effizienz der major satellite repeat-Amplifikation
von 100 % in der gPCR bestimmt werden (siehe Abschnitt 3.1.1.22). Dies entspricht einer
exponentiellen Anreicherung mit der Funktion 2" (n= Zyklenzahl der PCR). Als
Nachweisgrenze fur die gPCR errechnet sich ein Wert von 100 Kopien der 74 bp langen
major satellite repeat-Sequenzeinheit (diese werden im Folgenden als msrSE
bezeichnet). Da die major satellite repeat-Transkripte unterschiedliche Grofen aufweisen
(siehe Abschnitt: 4.1.2), spiegelt der so ermittelte Wert die Menge an msrSE wieder.

Neben der quantitativen Bestimmung der msrSE kann auch die relative major satellite
repeat-Expression, unabhangig von einer Standardplasmidreihe, bestimmt werden. Dazu
wurden die Ct-Werte fir major satellite repeat- und p-Aktin-Amplifikation in den cDNA-
Proben mittels gPCR gemessen. Im Anschluss wird die Amplifikatmenge beider, wie in
Abschnitt 3.1.1.21 beschrieben, bestimmt. Der Quotient aus major satellite repeat- und p-
Aktin-Amplifikatmenge gibt die relative Expression von major satellite repeat-Transkripten

an. Die Bestimmung der p-Aktin-Expression in den cDNA Proben erméglichte gleichzeitig
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die Uberprifung des Einflusses chemischer und physikalischer Behandlungen auf
NIH3T3-Zelle.

4.1.2.3 Bestimmung der msrSE in unbehandelten NIH3T3-Zellen

Durch Verwendung einer Standardplasmidreihe kann die Menge der msrSE in
NIH3T3-Zellen bestimmt werden. Zur Bestimmung der Anzahl der msrSE in
unbehandelten NIH3T3-Zellen wurden Zellen verwendet die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden. Die Zellzahl wurde bestimmt und die major satellite repeat-
Expression (sowohl sense als auch antisense major satellite repeat-Transkripte) wurde
mittels RT-qPCR gemessen. Bezogen auf die Zellzahl ergab sich fur unbehandelte
NIH3T3-Zellen ein Wert von 6 x 10% + 2,6 x 102 msrSE/Zelle. Im Hinblick auf die Quantitat
der RNA konnte ein Wert von 4,1 x 10* £ 7,7 x 10® msrSE/ng RNA fiir unbehandelte
NIH3T3-Zellen berechnet werden. Aus dem Quotient der major satellite repeat-und der §3-
Aktin-Expression errechnete sich ein Wert von 0,060 + 0,004 fur die relative major satellite
repeat-Expression in unbehandelten NIH3T3-Zellen. Die angegebenen Werten sind

angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (n=2).

4.1.3 Induktion von sense major satellite repeat-Transkripten nach

Hitzeschock

Aus dem humanen System ist bekannt, dass sat IlI-RNAs nach Hitzeschock
zeitabhangig induziert werden (Rizzi et al., 2004; Valgardsdottir et al., 2005). Deshalb
wurde Uberprift, ob die major satellite repeat-Expression ebenfalls durch Hitzeschock
stimulierbar ist. Dafir wurden NIH3T3-Zellen, wie in Abschnitt 3.2.5 ndher ausgeflhrt,
eine Stunde bei 42 °C inkubiert, anschlieffend bei 37 °C regeneriert und zu verschiedenen
Zeitpunkten aufgeschlossen. Die RNA wurde isoliert und anschlieRend mit Turbo™ DNase
behandelt. Neben der Northern Blot-Analyse erfolgte die Bestimmung der relativen major
satellite repeat-Expression in der RT-qPCR (sowohl sense- als auch antisense-Strang von

major satellite repeat-Transkripten). Die Daten sind in Abbildung 4.1.6 zusammengefasst.
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Abbildung 4.1.6: Zeitabhéngige Induktion von major satellite repeat-Transkripten durch Hitzeschock.
NIH3T3-Zellen wurden fiir 1 h bei 42 °C inkubiert und im Anschluss bei 37 °C regeneriert. Die Zellen wurden
zu den in den Darstellungen angegebenen Zeitpunkten aufgeschlossen. Die RNA wurde isoliert und mit
Turbo™DNase behandelt. A) Northern Blot-Analyse: Jeweils 6 ug Turbo™ DNase behandelte RNA wurde
elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit 1,2 x 10° CPM/ml der jeweiligen spezifischen Sonde (siehe
Abb.: 4.1.1) hybridisiert und nach 48 h Exposition mittels Autoradiografie ausgewertet. Als GréRenmarker
wurde eine High Range RNA Leiter (Fermentas) mitgefihrt. B) Dargestellt ist die relative major satellite
repeat-Expression, die sich als Quotient der in der RT-qPCR gemessene major satellite repeat- und B-Aktin-
Expression errechnet (Doppelbestimmung; MW + Stabw, n=1), K: entspricht der Kontrolle zum Zeitpunkt 0 h
bei 37 °C.

Anhand der Northern Blot-Analyse (Abbildung 4.1.6 A) wird deutlich, dass sense
major satellite repeat-Transkripte zeitabhangig induziert werden, wahrend der antisense
Strang keine ersichtliche Veranderung in der Abundanz aufweist. Der grofite

Signalunterschied ist 2-3 h nach Hitzeschock zu beobachten. Nach diesem Zeitpunkt fallt

das Signal wieder ab, um nach 24 h fiir beide Orientierungen wieder leicht anzusteigen.
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Dabei liegen, wie in unbehandelten Zellen, RNA-Spezies mit Langen von 1 kb bis > 6 kb
fur das sense Transkript und 24 h nach Hitzeschock fiir das antisense Transkript vor.
Diese Daten werden durch die Ergebnisse der RT-gPCR unterstitzt. Dort kénnen
ebenfalls nach 2-3 h die groBten Werte der relativen major satellite repeat-Expression
gemessen werden. Im Vergleich zur Kontrolle (37 °C) kommt es 2 h nach Hitzeschock-
behandlung zu einer vierfache Induktion der relativen major satellite repeat- Expression.
Somit ist die Expression von sense major satellite repeat-Transkripten durch

Hitzeschock transient induzierbar.

414 Zwischenfazit

In dieser Arbeit konnten erstmals sense- und antisense major satellite repeat-
Transkripte in der Northern Blot-Analyse nachgewiesen werden. Sense major satellite
repeat-Transkripte weisen eine GrélRe zwischen 1 kb und > 6 kb sowohl unter normalen
Zellkulturbedingungen als auch Hitzeschockbedingungen auf. Antisense major satellite
repeat-Transkripte sind unter normalen Zellkulturbedingugen mit einer Lange von 4 kb
bis > 6 kb detektierbar und kdnnen 24 h nach Hitzeschock mit einer GroRe von 1 kb
bis > 6 kb nachgewiesen werden.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass sense major satellite repeat-Transkripte
nach Hitzeschock transient induziert werden. Dies korreliert mit den Daten der RT-gPCR.

Die Northern Blot-Analyse ermdglicht eine qualitative Aussage Uber die Gréfle und
Orientierung von major satellite repeat-Transkripten. Unter Verwendung der RT-gPCR
kann die Gesamt-major satellite repeat-Expression quantitativ ermittelt werden. Dabei
werden sowohl sense- als auch antisense major satellite repeat-Transkripte
nachgewiesen. In den nachfolgenden Untersuchungen wurde die major satellite repeat-
Expression mit Hilfe der RT-gPCR bestimmt und die Ergebnisse mittels Northern Blot-

Analyse verifiziert.
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4.2 Entwicklung von oligomeren Nukleinsdurewirkstoffen zur

Suppression von major satellite repeat-Transkripten

Antisense-Oligonukleotide (AS-ON) und small interfering-RNAs (siRNAs) sind potente
Wirkstoffe zur Supression von mRNAs und anderen RNAs (Vickers et al.,, 2003;
Grinweller et al., 2003; Kretschmer-Kazemi Far & Sczakiel, 2003; Miyagishi et al., 2003;
Bilanges & Stokoe, 2005). Die Konzeption wirksamer Oligonukleotide ist nicht nur von der
Sequenz sondern vor allem von der Struktur der Ziel-RNA abhangig gegen welche diese
gerichtet sind (Kretschmer-Kazemi Far & Sczakiel, 2003; Overhoff et al., 2005; Schubert
et al., 2005; Brown et al., 2005; Kurreck, 2006). Neben experimentellen Verfahren gibt es
theoretische, computergestiitzte Ansatze zur Analyse von RNA-Sekundarstrukturen, auf
deren Basis biologisch aktive AS-ON und siRNAs entwickelt werden (Kretschmer-Kazemi
Far et al., 2001; Kretschmer-Kazemi Far & Sczakiel, 2003; Overhoff et al., 2005; Schubert
et al., 2005). Ausgehend davon sollte die Sekundarstruktur von major satellite repeat-
Transkripten analysiert, zugangliche Bereiche identifiziert und daraus oligomere
Sequenzen zur Suppression der Transkripte abgeleitet werden. Die sowohl als AS-ON
(Phosphorothioat und Gapmer) als auch siRNA synthetisierten Oligonukleotide sollten im
Anschluss auf ihre biologische Wirksamkeit gegenliber major satellite repeat-Transkripten

Uberprift werden.

4.2.1 Computergestutzte Strukturanalyse von major satellite repeat-

Transkripten

Durch die computergestitzte Analyse der Sekundarstruktur von RNAs koénnen
potente Oligonukleotide zur Suppression dieser RNAs entwickelt werden (Kretschmer-
Kazemi Far et al., 2005; Bo et al., 2006; Westerhout & Berkhout, 2007; Shao et al., 2007).
Mit Hilfe dieser Analyse wurde die Sekundarstruktur von major satellite repeat-
Transkripten untersucht. Die Strukturvorhersage flir sense und antisense major satellite
repeat-Transkripte wurde mittels des Computerprogramms mfold2.3 (Zuker, 1989;
Mathews, et al., 1999) durchgeflihrt. Dabei wurde eine exemplarische Sequenzlange von
4 Repeateinheiten angenommen. Die Struktur wurde in Fenstergrolen von 600 nt
bestimmt, wobei diese mit einer Schrittweite von 100 nt auf der RNA verschoben wurden.
Fur jede FenstergrofRe wurden die flinf energiearmsten RNA-Strukturen berechnet und die
Haufigkeit ungepaarter Sequenzbereiche mit einer Lange von > 10 nt in allen Strukturen

bestimmt. Sequenzen, die ungepaarte Bereiche dieser GroRe aufwiesen und in allen
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Strukturvorhersagen konserviert waren, wurden als zuganglich definiert (Patzel et al.,
1999). In Abbildung 4.2.1 A sind die zuganglichen Bereiche im Kontext von vier
konsekutiven major satellite repeat-Einheiten dargestellt. Anhand der zuganglichen
Bereiche wurden fir antisense major satellite repeat-Transkripte ein und sense major
satellite repeat-Transkripte zwei Zielsequenzen ausgewahlt. Aus den Zielsequenzen
wurden komplementare Oligonukleotide mit einer Lange von 20 nt abgeleitet. Dabei
wurden die gegen den sense Strang von major satellite repeat-Transkripten gerichteten
Oligonukleotide als ms1 und ms2 und das gegen den antisense Strang gerichtete
Oligonukleotid, als ms3 bezeichnet (ms: major satellite repeat). In Abbildung 4.2.1 B sind
die Sekundarstrukturen der Zielsequenzen und die dazu komplementaren Oligonukleotide

ms1, ms2 und ms3 dargestellt.
A) D W S RN A

' H ' H -
- - - - B - ;o e
repeat-Transkript

. <l <N <49 - e mor saeliite
repeat-Transkript
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sense major satellite repeat-Transkript antisense major satellite repeat-Transkript

Abbildung 4.2.1: Position und Struktur offener Bereiche in major satellite repeat-Transkripten. A)
Lokalisation der offenen Bereiche bezogen auf vier konsekutive sense bzw. antisense major satellite repeat-
Transkripteinheiten B) Bindungsstellen der komplementéren Oligonukleotide ms1, ms2 und ms3, dargestellt in
der energiedrmsten Struktur von sense bzw. antisense major satellite repeat-Transkripten, die mit mfold2.3
bestimmt wurde (ms: major satellite repeat).
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4.2.2 Biologische Aktivitat der gegen major satellite repeat-Transkripte

gerichteten Oligonukleotide

Aus der computergestlitzen Analyse der Sekundarstruktur von major satellite repeat-
Transkripten konnten fir das antisense-Transkript ein (ms3) und fir das sense-Transkript
zwei (ms1 und ms2) komplementare Oligonukleotide abgeleitet werden (siehe Abschnitt
4.2.1). Im Weiteren wurde Uberpruft, ob diese Oligonukleotide geeignet sind, major
satellite repeat-Transkripte zu supprimieren. Daflr wurden diese mit verschiedenen
chemischen Modifikationen synthetisiert. Einerseits wurden die Oligonukleotide als
chemisch modifizierte AS-ON dargestellt, die einen RNA Abbau durch RNase H
induzieren (Furdon et al., 1989; Monia et al., 1993). Andererseits wurden sie als siRNAs
synthetisiert, um eine RNAi-abhangige Degradation zu Uberprifen (Elbashir et al., 2001b).
Die AS-ON wurden als Phosphorothioat-modifizierte Desoxyribonukleinsduren (PTO) und
als Gapmer, bei denen die vier endstandigen Nukleotide als 2°-OMethyl-modifizierte
Ribonukleinsduren und die inneren Basen als Phosphorothioat-modifizierte Desoxy-
ribonukleinsauren vorlagen, dargestellt (siehe Abschnitt 2.8.2). Im Weiteren wurden die
siRNAs als komplementare RNA-Doppelstrange eingesetzt (siehe Abschnitt 2.8.3). In
Tabelle 4.2.1 sind die chemischen Modifikationen angegeben, in denen die

Oligonukleotide ms1, ms2 und ms3 dargestellt wurden.

Tabelle 4.2.1: Chemische Modifikation der Oligonukleotide und deren Zielsequenzen.

Ziel-RNA
Oligonukleotid | Chemische Modifikation sense major antisense major
satellite repeat- satellite repeat-
Transkript Transkript
AS-ON PTO ms1, ms2 ms3
Gapmer ms1, ms2
siRNA ms1, ms2

4.2.2.1 Biologische Aktivitat der PTO-modifizierten AS-ON

Ausgehend von den verschiedenen Modifikationen, in denen die Oligonukleotide
dargestellt waren, wurden zuerst die PTO-modifizierten Oligonukleotide auf ihre

Wirksamkeit gegentber major satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-Zellen Uberpruft.
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4.2.2.1.1 Konzentrationsabhéangige Suppression von major satellite repeat-

Transkripten durch ms1-und ms2-PTO

In ersten Experimenten wurde die biologische Aktivitat der beiden, gegen sense
major satellite repeat-Transkripte gerichteten, PTO-Oligonukleotide ms1-PTO und ms2-
PTO uberprift. Daflir wurden NIH3T3-Zellen mit 200 nM bzw. 500 nM ms1- bzw. ms2-
PTO, wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, transfiziert und nach 24 h Regeneration
aufgeschlossen. Als Kontrollen wurden NIH3T3-Zellen mitgefuhrt die nur mit
Lipofectamin 2000 (LK) behandelt wurden und Zellen die mit dem Kontroll-PTO TM6-4-
PTO, dessen Sequenz keine Homologie zum Mausgenom aufweist, transfiziert wurden.
Die RNA wurde extrahiert und nach Behandlung mit Turbo“DNase in cDNA
umgeschrieben. Mittels der gPCR wurde die major satellite repeat- und p-Aktin-
Expression bestimmt. Es wurden keine Unterschiede in der B-Aktin-Expression der
untersuchten Proben festgestellt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.2.2
zusammengefasst.

BLK OTMéE4-PTO Ems1-PTO BAms2-PTO ) . R
Abbildung 4.2.2: Konzentrationsabhangige

‘%' 0.3 Hemmung von major satellite repeat-
a Transkripten durch msl- und ms2-PTO.
e Dargestellt ist die relative major satellite
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ﬁg repeat- und [-Aktin-Expression errechnet
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€ 0 == | h-—'-l .
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Bei Betrachtung der relativen major satellite repeat-Expression zeigt sich, dass
sowohl die Behandlung mit ms1- als auch ms2-PTO eine Hemmung im Vergleich zur
TM6-4-PTO Kontrolle vermittelt. Dabei kann nach Transfektion von 200 nM fir ms1-PTO
eine Reduktion auf 40 % und von ms2-PTO auf 51 % gemessen werden. Die Erhéhung
der transfizierten Konzentration auf 500 nM an ms1-PTO fluhrt zu einer Erniedrigung auf
25 % bzw. durch ms2-PTO auf 24 % im Bezug zur Kontrolle. Die fiir die relative major
satellite repeat-Expression bestimmten Werten nach Transfektion von ms1- bzw. ms2-
PTO liegen tiber dem der in der Lipofectamin2000-Kontrolle bestimmt wurde. Das basale

Expressionsniveau von major satellite repeat-Transkripten, dass durch den Wert der
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Lipofectamin“2000-Kontrolle dargestellt ist, wird somit nach Transfektion von ms1- bzw.
ms2-PTO nicht unterschritten.

Neben der Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression durch ms1- bzw.
ms2-PTO im Vergleich zu TM6-4-PTO fiel auf, dass sich die relative major satellite repeat-
Expression durch Transfektion des Kontroll-PTOs (TM6-4-PTO, 200 nM) verglichen mit
der mitgefiihrten Lipofectamin”2000-Kontrolle um das 24-fache erhéhte. Die Erhéhung
der Konzentration von 200 nM auf 500 nM des transfizierten Kontrolloligonukleotids (TM6-
4-PTO) fluhrte darliber hinaus zu einer weiteren Erhdhung der rleativen major satellite
repeat-Expression. Bei dem eingesetzten Kontroll-PTO (TM6-4-PTO) handelt es sich um
ein 24 nt langes Oligonukleotid, wahrend ms1-PTO bzw. ms2-PTO ein Lange von 20 nt
aufweisen. Aufgrund dieser Daten wurde der Einfluss der Lange des verwendeten

Kontroll-PTO auf die relative major satellite repeat-Expression uberpruft.

4.2.2.1.2 Einfluss der PTO-ON Lange auf die major satellite repeat-Expression

Durch Transfektion des 24 nt langen TM6-4-PTO konnte eine konzentrations-
abhangige Erhdhung der relativen major satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen
beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.2.2.1.1). Um eine geeignete Kontrolle zur
Uberpriifung des in Abschnitt 4.2.2.1.1 gezeigten Hemmeffekts von ms1- und ms2-PTO
zu finden, wurden PTO-ON verschiedener Langen getestet. Neben der Untersuchung von
TM6-4-PTO (24-mer) wurden ebenso die Oligonukleotide 1840B/20-PTO als 20-mer
sowie ras2400-PTO als 18-mer verwendet. Im Weiteren wurden sowohl die mit ms1-PTO
als auch ms2-PTO transfizierten und die nur mit Lipofectamin 2000 inkubierten NIH3T3-
Zellen als Kontrolle mitgefihrt. Die NIH3T3-Zellen wurden mit jeweils 200 nM der
angegebenen PTO-ON transfiziert. Die RNA wurde 24 h nach Transfektion isoliert und
nach Behandlung mit Turbo™ DNase in cDNA umgeschrieben. Die Expression von major
satellite repeat-Transkripten und p-Aktin wurde mittels gPCR bestimmt. Das [B-Aktin-
Expressionsniveau zeigte in allen untersuchten Proben vergleichbare Werte. Die
Ergebnisse sind als relative major satellite repeat-Expression in Abbildung 4.2.3

dargestellt.
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Der Vergleich der relativen major satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen zeigt,
dass diese von der Lange der transfizierten PTO-ON Kontrolle abhangig ist. Dabei konnte
nach Transfektion des 24 nt langen TM6-4-PTO eine relative major satellite repeat-
Expression von 0,22 + 0,13 bestimmt werden, wahrend diese nach Behandlung mit dem
18 nt langen r-as2400-PTO bei 0,09 + 0,03 lag. Nach Transfektion weiterer 18 nt langer
PTO-ON (siehe Abschnitt 2.8.2) konnte eine, dem r-as2400-PTO vergleichbare, relative
major satellite repeat-Expression gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich
zu 24 nt und 18 nt langen PTO-ON konnte nach Transfektion von 1840B/20-PTO eine
relative major satellite repeat-Expression von 0,17 + 0,05 bestimmt werden, wobei auch
hier der Vergleich mit anderen 20 nt langen PTO-ON diese Daten bestatigte (Daten nicht
gezeigt).

Die Transfektion der 20 nt langen, gegen sense major satellite repeat-Transkripte
gerichteten, PTO-ON ms1-PTO bzw. ms2-PTO fihrte im Bezug auf alle verwendeten
Kontrollen zu den niedrigsten relativen major satellite repeat-Expressionen in NIH3T3-
Zellen.

Da ms1- und ms2-PTO, mit 35 % bzw. 30 % einen geringen GC-Gehalt aufweisen,
wurde ebenfalls dessen Einfluss auf die relative major satellite repeat-Expression
Uberprift. Ausgehend von den getesteten PTO-ON Kontrollen, die einen GC-Gehalt von
35-67 % aufweisen (siehe Abschnitt 2.8.2), konnte kein Einfluss auf die relative major
satellite repeat-Expression festgestellt werden. Wie schon in Abschnitt 4.2.2.1.1
beschrieben, wird das basale Expressionsniveau von major satellite repeat-Transkripten,
dass durch den Werte der Lipofectamin“2000-Kontrolle dargestellt ist, in dem hier
gezeigten Experiment, nach Transfektion von ms1- bzw. ms2-PTO nicht unterschritten.

Daruber hinaus konnte ebenfalls, wie in Abschnitt 4.2.2.1.1 gezeigt, eine Erhdhung
der relativen major satellite repeat-Expression nach Transfektion des Kontroll-

oligonukleotids TM6-4-PTO im Vergleich zur mitgefiihrten Lipofectamin™2000-Kontrolle
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nachgewiesen werden. Die Steigerung der relativen major satellite repeat-Expression war
auch nach Transfektion von 1840B/20-PTO bzw. r-as2400-PTO messbar, fiel aber im
Vergleich zu TM6-4-PTO (24-fach im Vergleich zur Lipofectamin"2000-Kontrolle) geringer
aus (1840B/20-PTO: 17-fach; r-as2400-PTO: 9-fach im Vergleich zur Lipofectamin™2000-
Kontrolle).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass PTO-modifizierte Kontrolloligonukleotide,
die keine Zielsequenz in NIH3T3-Zellen haben, die relative major satellite repeat-
Expression induzieren. Die Induktion ist abhangig von der Lange der transfizierten
Kontroll-PTOs. Der GC-Gehalt der Kontroll-PTOs hat keinen Einfluss auf die relative
major satellite repeat-Expression. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in den weiteren
Versuchen zu Charakterisierung der gegen major satellite repeat-Transkripte gerichteten
20-mer PTO-ON, dass 20 nt lange 1840B/20-PTO als Kontrolle verwendet.

4.2.2.1.3 Wirksamkeit von ms3-PTO in NIH3T3-Zellen

Aus der strangspezifischen Analyse von major satellite repeat-Transkripten ging
hervor, dass diese sowohl in sense- als auch antisense-Orientierung in NIH3T3-Zellen
exprimiert werden (siehe Abschnitt 4.1.1.2). Nach Uberpriifung der Sekundarstruktur des
antisense-Strangs mittels computergestitzter Analyse durch mfold2.3 (Zuker, 1989;
Mathews, et al., 1999) wurde der fur AS-ON zuganglicher Sequenzbereich ms3
identifiziert und dessen komplementare Sequenz als PTO-ON synthetisiert. Um die
Wirksamkeit von ms3-PTO zu Uberprifen, wurde es in einer Konzentration von 200 nM in
NIH3T3-Zellen transfiziert. Als Kontrolle wurde 1840B/20-PTO und im Weiteren ms1-PTO
verwendet. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion aufgeschlossen, die RNA wurde
isoliert und mit Turbo™ DNase behandelt. Nach der cDNA Synthese erfolgte die Analyse
der major satellite repeat- und der B-Aktin-Expression mittels gPCR. Die relative major
satellite repeat- Expression der untersuchten Proben ist in Abbildung 4.2.4 dargestellt. Flr
die B-Aktin Expression konnte in allen untersuchten Proben vergleichbare Werte

gemessen werden.
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Die Transfektion von ms3-PTO, dass gegen den antisense-Strang von major satellite
repeat-Transkripten gerichtet ist, fuhrt im Vergleich zur 1840B/20-PTO Kontrolle zu einer
Erhéhung der relativen major satellite repeat-Expression. Im Gegensatz dazu, kann nach
Behandlung mit ms1-PTO, dessen Zielsequenz auf dem sense major satellite repeat-
Transkript liegt, eine 91 % Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression im
Bezug auf die 1840B/20-PTO-Kontrolle gemessen werden. Anhand dieser Ergebnisse
kann die biologische Wirksamkeit von ms1-PTO bestatigt werden, wahrend ms3-PTO
keine biologische Wirksamkeit im Sinne einer Suppression der major satellite repeat-

Expression zeigt.

4.2.2.1.4 Sequenzspezifitdt der ms1-PTO vermittelten Reduktion der Expression

von major satellite repeat-Transkripten

Im Vergleich zur Kontrolle 1840B/20-PTO, bewirkte das gegen sense major satellite
repeat-Transkripte gerichtete ms1-PTO ein starke Suppression der major satellite repeat-
Expression in NIH3T3-Zellen (siehe Abschnitt 4.2.2.1.2). Um zu Uberprifen, ob diese
Suppression sequenzspezifisch ist, wurden zwei weitere PTO-modifizierte Oligonukleotide
eingesetzt. Bei diesen handelt es sich einerseits um ms1-inv-PTO und andererseits um
ms1-mut-PTO. Wie aus der Bezeichnung hervorgeht, sind beide an die komplementare
Zielsequenz ms1 angelehnt. Dabei stellt ms1-inv-PTO die inverse Sequenz von ms1-PTO
dar. ms1-mut-PTO unterscheidet sich von ms1-PTO in 4 nt, die so eingebracht sind, dass
sie die Bindungssequenz an sense major satellite repeat-Transkripte unterbrechen. Beide
sind in Abbildung 4.2.5 dargestellt. Um den Einfluss von ms1-inv- und ms1-mut-PTO auf
die major satellite repeat- Expression zu Uberprifen, wurden NIH3T3-Zellen mit jeweils
200 nM ms1-inv- bzw. ms1-mut-PTO transfiziert. Weiterhin wurden 1840B/20-PTO und
ms1-PTO in der Analyse mitgefuhrt. Die Extraktion der RNA erfolgte 24 h nach
Transfektion. Die Turbo” DNase behandelte RNA wurde mittels RT-gPCR analysiert. Die
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Ergebnisse sind als relative major satellite repeat-Expression in Abbildung 4.2.5
zusammengefasst. Das Expressionsniveau von B-Aktin zeigte in allen untersuchten

Proben vergleichbare Werte.

mel-PTO: 5 ATTTITCAGTTTTCTCGCCAT-3

msTamPTO: 5ATTTT . GTTTTCT . CCAT-37
AC GC

mel-iv-PTO: 5-TACCGCTCTTITGACTTTITA-3

13408 20-PTO: 5-ATCAGATGCGTGGLCCTAGTG-3”

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0.5 0.6
Rel. major satefite repaat Expression

Abbildung 4.2.5: Sequenzspezifische Reduktion von major satellite repeat-Transkripten. Dargestellt ist
die relative major satellite repeat-Expression, die sich als Quotient der in der RT-qPCR gemessenen major
satellite repeat- und B-Aktin-Expression errechnet (Doppelbestimmung: MW + Stabw, n=2). Jeweils 200 nM
der angegebenen PTO-ON wurden in die Transfektion eingesetzt.

Aus den in Abbildung 4.2.5 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass die
Transfektion von NIH3T3-Zellen mit ms1-inv-PTO bzw. ms1-mut-PTO 2zu einer
vergleichbaren relative major satellite repeat-Expression der Zellen fuhren, wie unter
Verwendung von 1840B/20-PTO. Die Behandlung mit ms1-PTO fuhrt zur Reduktion der
relativen major satellite repeat-Expression in Bezug auf alle verwendeten Kontrollen.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die beobachtete Reduktion der relativen major satellite
repeat-Expression durch ms1-PTO sequenzspezifisch ist und durch einen Antisense-
Mechanismus vermittelt wird. Dies lasst vermuten, dass es sich um eine RNase H-

vermittelte Reduktion der major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO handelt.

4.2.2.1.5 Strangspezifische Suppression von sense major satellite repeat-

Transkripten durch ms1-PTO

Die Behandlung von NIH3T3-Zellen mit ms1-PTO fuhrt zur sequenzspezifischen
Suppression der major satellite repeat-Expression. Die Reduktion der major satellite
repeat-Expression durch ms1-PTO wurde in der RT-qPCR, unabhangig von der
Transkriptorientierung, bestimmt. Um zu Uberprifen, ob ms1-PTO spezifisch den sense
Strang von major satellite repeat-Transkripten supprimiert, wurde eine Northern Blot-
Analyse durchgefiuhrt. Daflir wurden NIH3T3-Zellen mit 200 nM 1840B/20-, ms1-mut-

bzw. ms1-PTO transfiziert und nach 24 h Regenerationszeit die RNA isoliert und mit
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Turbo”DNase behandelt. Die Northern Blot-Analyse erfolgte unter Verwendung der
radioaktiv markierten Oligonukleotide ms-reverse und ms-forward, die spezifisch an den
sense- bzw. antisense-Strang von major satellite repeat-Transkripten binden (siehe
Abschnitt 4.1.1.1 & 4.1.1.2). Als Hpybridisierungskontrolle wurde die 7SK-RNA
nachgewiesen. Parallel wurde ein Teil der isolierten RNA in cDNA umgeschrieben und
mittels gqPCR untersucht. Dabei wies die p-Aktin Expression unabhangig vom
transfizierten PTO-ON vergleichbare Werte auf. Die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse
und der RT-gPCR sind in Abbildung 4.2.6 A & B dargestellt.

Aus der in Abbildung 4.2.6 A gezeigten Northern Blot-Analyse geht hervor, dass
sowohl sense- als auch antisense major satellite repeat-Transktipte nach Transfektion von
1840/20-PTO und ms1-mut-PTO nachweisbar sind. Die Transkripte weisen unabhangig
von der Orientierung eine GroRenverteilung von <0,2kb bis >6kb auf. Nach
Transfektion von ms1-PTO kann man eine deutliche Reduktion von sense major satellite
repeat-Transkripten beobachten.

Fir die antisense-Orientierung konnen nach Transfektion von ms1-PTO major
satellite repeat-Transkripte mit einer Grof3enverteilung von 1 kb bis > 6 kb nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu den verwendeten Kontrollen ist das Hybridisierungssignal
schwacher und weist eine geringere GroéRRenverteilung auf.

Die Auswertung der Northern Blot-Analyse mittels ImageQuant 5.2 (GE-Healthcare,
siehe Abschnitt 3.1.2.2) ergab flir die sense-Orientierung nach Transfektion von ms1-PTO
eine Reduktion der major satellite repeat-Expression auf 11 % im Vergleich zur ms1-mut-
PTO Kontrolle. Im Vergleich zur ms1-mut-PTO Kontrolle hatte das Hybridisierungssignal
fur die antisense-Orientierung von major satellite repeat-Transkripten nach Transfektion
von ms1-PTO eine Signalstarke von 41 %. Neben der stransgspezifischen Suppression
von sense major satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO kann ebenfalls eine

Reduktion von antisense major satellite repeat-Transkripten gemessen werden.
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Abbildung 4.2.6: Spezifitdt der ms1-PTO vermittelten major satellite repeat-Transkript Hemmung. Es
wurden jeweils 200 nM des jeweiligen PTO-ON in die Transfektion eingesetzt. A) Northern Blot: Jeweils 6 ug
Turbo™ DNase behandelte RNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit 1,2 x 10° CPM/m der
jeweiligen Sonde hybridisiert und nach 48 h Exposition mittels Autoradiografie ausgewertet. Als
Hybridisierungskontrolle wurde 7SK-RNA nachgewiesen B) Dargestellt ist die relative major satellite repeat-
Expression, die sich als Quotient der in der RT-gPCR gemessenen major satellite repeat- und p-Aktin-
Expression errechnet (Doppelbestimmung, MW + Stabw, n=1).

Mittels der RT-gPCR (Abbildung 4.2.6 B), bei der die Gesamtmenge an major satellite
repeat-Transkripten nachgewiesen wird, kann nach Transfektion von ms1-PTO eine
Reduktion der major satellite repeat-Expression auf 25 % im Vergleich zu ms1-mut-PTO
gemessen werden. Errechnet man den Mittelwert der Reduktion von sense- und
antisense major satellite repeat-Transkripten, die in der Northern Blot-Analyse ermittelt
wurden, betragt diese 28 %. Somit sind die Ergebnisse, welche Northern Blot-Analyse
und RT-gPCR =zur Expression von major satellite repeat-Transkripten ergeben,
vergleichbar.

Stellt man die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse von unbehandelten NIH3T3-
Zellen (siehe Abbildung: 4.1.2) denen nach Transfektion von NIH3T3-Zellen mit PTO-ON

gegenuber, fallt auf, dass durch Transfektion von Kontroll-PTOs die Hybridisierungs-
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signale flr sense- und antisense major satellite repeat-Transkripte starker werden. Die
Grolenverteilung der nachgewiesenen major satellite repeat-Transkripte unterscheidet
sich ebenfalls, wobei sich eine grélRere Vielfalt an major satellite repeat-Transkriptlangen
nach Transfektion der Kontroll-PTOs darstellt. Dies bestatigt die in Abschnitt 4.2.2.1.1 und
4.2.2.1.2 mittels RT-qPCR gemessene Ergebnisse, die zeigen, dass die Transfektion von
Kontroll-PTOs, die keine Zielsequenz in NIH3T3 aufweisen, zur Induktion der relativen

major satellite repeat-Expression im Vergleich zur Lipofectamin™2000-Kontrolle fihrten.

4.2.2.1.6 Bestimmung des ICsp von ms1-PTO

In Abschnitt 4.2.2.1 konnte eine konzentrationsabhangige Erniedrigung der major
satellite repeat-Expression durch ms1-PTO im Vergleich zu TM6-4-PTO gezeigt werden.
Da mit ms1-mut-PTO eine Kontrolle gleicher Lange zur Verfligung stand, wurde unter
Verwendung eines gréReren Konzentrationsbereiches diese Abhangigkeit naher
charakterisiert. Dafur wurden ms1-PTO und ms1-mut-PTO in Konzentrationen von
1-1000 nM in NIH3T3-Zellen transfiziert und die relative major satellite repeat-
Expression mittels RT-gPCR analysiert. Das p-Aktin-Expressionsniveau zeigte in allen
untersuchten Proben vergleichbare Werte. In Abbildung 4.2.7 A ist die konzentrations-
abhangige Veranderung der relativen major satellite repeat-Expression dargestellt. Die
auf ms1-mut-PTO bezogene prozentuale Suppression der relativen major satellite repeat-

Expression durch ms1-PTO ist in Abbildung 4.2.7 B gezeigt.
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Abbildung 4.2.7: Konzentrationsabhangige Hemmung von major satellite repeat-Transkripten durch
ms1-PTO. A) Dargestellt ist die relative major satellite repeat-Expression, die sich als Quotient der in der RT-
gPCR gemessenen major satellite repeat- und B-Aktin-Expression errechnet (Doppelbestimmung:
MW + Stabw, n=2). B) Halblogarithmische Darstellung der prozentualen Reduktion der major satellite repeat-
Expression durch ms1-PTO, bezogen auf die jeweilige ms1-mut-PTO Kontrolle der gleichen Konzentration.
Die Bestimmung des ICsp erfolgte mittels einer 4-Parameter-Gleichung in GraFit 5.0.6 (Erithacus Software).
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Ausgehend von der in Abbildung 4.2.7 A dargestellten relativen Expression von major
satellite repeat-Transkripten kann man bis zu einer transfizierten Konzentration von 10 nM
keinen Unterschied zwischen den verwendeten PTO-Oligonukleotiden beobachten.
Wahrend man eine leichte Hemmung (13 %) von major satellite repeat-Transkripten nach
Behandlung mit 30 nM ms1-PTO bezuglich der Kontrolle nachweisen kann, verstarkt sich
die Reduktion nach Transfektion von 100 nM und 300 nM (73 % bzw. 61 %) und erreicht
ihren grof3ten Wert bei 1 yM ms1-PTO mit 78 %. Des Weiteren ist festzustellen, dass die
Erhéhung der Konzentration, vor allem von ms1-mut-PTO, zu einer Erhéhung der major
satellite repeat-Expression flihrt. Die Analyse des Verlaufs der Hemmung flhrt zu einem
ICs0 von 48 + 8 nM und ist in Abbildung 4.2.7 B dargestellt.

4.2.2.1.7 msl1l-PTO vermittelt Suppression von hitzeschockinduzierten sense

major satellite repeat-Transkripten

Durch Hitzeschockbehandlung werden sense major satellite repeat-Transkripte
zeitabhangig in NIH3T3-Zellen induziert (siehe Abschnitt 4.1.3). Dabei kann die gréflte
Veranderung 2-3 h nach Hitzeschock gemessen werden. Da mit ms1-PTO ein potentes
AS-ON zur Suppression von sense major satellite repeat-Transkripten zur Verfigung
stand, wurde Uberprift, ob diese Induktion reprimiert werden kann. Dafir wurden die
NIH3T3-Zellen 24 h nach Transfektion von 200 nM 1840B/20-PTO, ms1-mut-PTO bzw.
ms1-PTO, 1h bei 42 °C inkubiert und nach zweistlindiger Regenerationszeit auf-
gearbeitet. Die RNA wurde isoliert und mit Turbo” DNase behandelt. Im Anschluss
erfolgte die Northern Blot-Analyse unter Verwendung der radioaktiv markierten,
strangspezifischen Sonden ms-forward und ms-reverse. Als Hybridisierungskontrolle
wurde 7SK-RNA verwendet. Parallel dazu wurde ein Anteil der RNA in cDNA
umgeschrieben und mittels gPCR analysiert. In Abbildung 4.2.8 A sind die Ergebnisse der
Northern Blot-Analyse und in Abbildung 4.2.8 B die der relativen major satellite repeat-
Expression dargestellt, die sich aus den Daten der gPCR errechnet. Das

Expressionsniveau von -Aktin war in allen untersuchten Proben vergleichbar.
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Abbildung 4.2.8: Hemmung von major satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO nach Hitzeschock-
behandlung. Es wurden 200 nM des jeweiligen PTO-ON in die Transfektion eingesetzt. Nach 24 h
Regeneration wurde die Zellen fur 1 h bei 42 °C inkubiert und im Anschluss 2 h bei bei 37 °C regeneriert und
dann aufgeschlossen. A) Northern Blot: Jeweils 6 ug Turbo™DNase behandelte RNA wurden elektro-
phoretisch aufgetrennt, geblottet und mit 1,2 x 10° CPM/ml der jeweiligen Sonde hybridisiert und nach 48 h
Exposition mittels Autoradiografie ausgewertet. B) Dargestellt ist die relative major satellite repeat-Expression,
die sich als Quotient der in der RT-gPCR gemessene major satellite repeat und B-Aktin Expression errechnet
(Doppelbestimmung: MW + Stabw, n=1).

In der Northern Blot-Analyse (siehe Abbildung: 4.2.8 A) sind sowohl sense- als auch
antisense major satellite repeat-Transkripte nach Transfektion von 1840B/20-PTO und
ms1-mut-PTO in Langenbereichen von < 0,2 kb bis > 6 kb nachweisbar. Nach Trans-
fektion von ms1-PTO kommt es zur deutlichen Reduktion des Hybridisierungssignals fir
sense major satellite repeat-Transkripte, wahrend man das antisense-Transkript, zwar mit
geringerer Intensitat als die Kontrollen, in einem GroRenbereich von 1 kb bis > 6 kb
nachweisen kann.

Die Auswertung der Northern Blot-Analyse mittels ImageQuant 5.2 (siehe Abschnitt
3.1.1.5) ergab, dass die Transfektion von ms1-PTO zu einer Reduktion der sense major
satellite repeat-Transkripte um 87 % im Vergleich zur ms1-mut-PTO Kontrolle fuhrte. Im

Vergleich dazu das Signal flr antisense major satellite repeat-Transkripte, bezogen auf
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die ms1-mut-PTO Kontrolle, eine Signalstarke von 40 %. Wie schon in Abschnitt 4.2.2.1.5
beobachtet, kann auch nach zusatzlicher Hitzeschockbehandlung ein Reduktion von
antisense major satellite repeat-Transkripten nach Transfektion von ms1-PTO gemessen
werden.

Mittels der RT-qPCR (siehe Abbildung: 4.2.8 B) wurde die relative major satellite
repeat-Expression bestimmt. Dabei konnte nach Transfektion von ms1-PTO eine
Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression um 80 %, bezogen auf die ms-1-
mut-PTO Kontrolle, gemessen werden. Bestimmt man den Mittelwert der Hemmung von
sense und antisense major satellite repeat-Transkripten, die mittels Northern Blot-Analyse
detektiert wurden, errechnet sich ein Wert von 73 %. Wie schon in Abschnitt 4.2.2.1.5
beschrieben, sind die Ergebnisse aus Northern Blot-Analyse und RT-gPCR vergleichbar
und liefern ahnliche Resultate.

Sense major satellite repeat-Transkripte werden transient durch Hitzeschock induziert
(siehe Abschnitt 4.1.3). Aus diesem Grund wurde im Weiteren Uberprift, ob diese
Induktion auch nach Transfektion von PTO-ON beobachtbar ist. Dafur wurde die relative
major satellite repeat-Expression der ms1-mut-PTO Kontrolle und der ms1-PTO Proben
unter normalen Transfektions- und Hitzeschockbedingungen verglichen. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 4.2.9 grafisch dargestellt.

Ums1-mut-PTO B ms1-PTO Abbildung 4.2.9: Einfluss der Hitzeschock-
27 behandlung auf die major satellite repeat-
Expression nach Transfektion von PTO-ON.
Dargestellt ist die relative major satellite
repeat-Expression, die sich als Quotient der in
der RT-gPCR gemessene major satellite
repeat- und B-Aktin-Expression errechnet
(Doppelbestimmung: MW + Stabw, n=1). Es
wurden jeweils 200 nM des jeweiligen PTO-ON
0.5 1 in die Transfektin eingesetzt. (37 °C: normale
Transfektionsbedingungen)

Rel. major satellite repeat
Expression

37°C Hitzeschock

Vergleicht man die mittels RT-qPCR ermittelten Werte der Kontrolle (ms1-mut-PTO)
unter normalen Transfektions- und Hitzeschockbedingungen ist eine Induktion der
relativen major satellite repeat-Expression um das 1,2-fache messbar. Die Hitzeschock-
behandlung hat kaum einen zusatzlichen Einfluss auf die relative major satellite repeat-
Expression, die wie in Abschnitt 4.2.2.1.5 gezeigt, vor allem durch die Transfektion von
Kontroll-PTOs (ms1-mut-PTO, 1840B/20-PTO) induziert wird. Sowohl unter normalen
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Zellkultur- als auch Hitzeschockbedingungen ist nach Transfektion von ms1-PTO eine
Suppression der relativen major satellite repeat-Expression um 75 % bzw. 80 % messbar,

was die biologische Wirksamkeit von ms1-PTO unterstreicht.

4.2.2.1.8 Transfektionseffizienz von AS-ON in NIH3T3-Zellen

Durch ms1- und ms2-PTO, die gegen sense major satellite repeat-Transkripte
gerichtet sind, wird die relative major satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen stark
supprimiert (siehe Abschnitt 4.2.2.1.1). Im Weiteren wurde Uberprift, mit welcher Effizienz
PTO-ON in NIH3T3-Zellen durch Transfektion eingebracht wurden. Als Reprasentant fur
PTO-modifizierte Oligonukleotide wurde das Cy3-markierte ON-705 (ON-705-Cy3)
verwendet (siehe Abschnitt 2.8.2). Das ON-705-Cy3 stellt eine 2"-OMe-modifizierte RNA
dar, die durch Phosphothioesther verknipft ist. NIH3T3-Zellen wurden wie in den
vorhergehenden Versuchen mit 200 nM ON-705-Cy3 transfiziert und direkt im Anschluss
an die Transfektion mittels Durchflusszytometrie analysiert (siehe Abschnitt 3.2.8). Neben
den ON-705-Cy3 ftransfizierten Zellen wurden unbehandelte Zellen als Kontrolle

mitgeflhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.2.10 zusammengefasst.

— Kontrolle ON-705-Cy3

512

Abbildung 4.2.10: Transfektionseffizienz von
ON-705-Cy3 in NIH3T3 Zellen. Exemplarische
Darstellung eines Histogramm-Plots bei dem die
Zellzahl Uber der Fluoreszenzhéhe (FL2)
aufgetragen ist (siehe Abschnitt 3.2.7.1). Neben
den mit 200nM ON-705-Cy3-transfizierten
Zellen ist die unbehandelte Kontrolle gezeigt.

Zellzahl

"~ 10 102 10° 10*
Fluoreszenzhohe (FL2-Height)

Im Vergleich zu der in schwarz dargestellten unbehandelten Kontrolle, welche die
Autofluoreszenz von NIH3T3-Zellen widerspiegelt, konnte nach Transfektion des
markierten Oligonukleotids ON-705-Cy3 eine deutliche Verschiebung des Fluoreszenz-
Peaks, welcher die mit ON-705-Cy3 transfizierten Zellen darstellt, beobachtet werden. Der
Anteil an transfizierten Zellen betrug 98,7 £ 0,3 % (MW + Stabw, n=2). Diese Ergebnisse
zeigen, dass PTO-modifizierte Oligonukleotide fast vollstandig durch Transfektion in

NIH3T3-Zellen eingebracht werden.
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4.2.2.2 Biologische Aktivitat von Gapmer modifizierten AS-ON

Eine aktuelle Verbesserung der ON-Chemie stellen Gapmer-modifizierte Oligo-
nukleotide dar (Monia et al., 1993; Lok et al., 2002; Grinweller et al., 2003; Yoo et al.,
2004). Sie vermitteln, wie PTO-ON, die Spaltung der komplementaren Ziel-RNA durch
Induktion von RNase H (Inoue et al.,, 1987; Shibahara et al., 1987; Monia et al., 1993;
Crooke et al., 1995). Aufgrund dessen wurden die Zielsequenzen ms1 und ms2, die
gegen sense major satellite repeat-Transkripte gerichtet sind, als Gapmer-modifierzte ON

verwendet und auf ihre biologische Aktivitat in NIH3T3-Zellen hin Gberpruft.

4.2.2.2.1 Konzentrationsabhéangiger Einfluss von ms1- Gapmer und ms2-Gapmer

Die Behandlung von NIH3T3-Zellen mit ms1- bzw. ms2-PTO, die gegen sense major
satellite repeat-Transkripte gerichtet sind, flihrte zur Suppression der relativen major
satellite repeat-Expression (siehe Abschnitt 4.2.2.1.1). Ausgehend davon wurde Uberprift,
ob die als Gapmer dargestellten Zielsequenzen ms1 und ms2, ebenfalls die major satellite
repeat-Expression reduzieren. Dafur wurden NIH3T3-Zellen mit 200 nM bzw. 500 nM
ms1-Gapmer bzw. ms2-Gapmer transfiziert. Als Kontrollen wurden NIH3T3-Zellen
verwendet die mit TM6-4(2°-OMe) transfiziert oder nur mit Lipofectamin“2000 inkubiert
wurden. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte 24 h nach Transfektion. Im Anschluss daran
wurde die RNA isoliert und mit Turbo™ DNase behandelt. Die major satellite repeat- und p-
Aktin-Expression wurde mittels RT-gPCR analysiert. In Abbildung 4.2.11 ist die relative
major satellite repeat-Expression dargestellt. Die B-Aktin-Expression zeigte in allen

untersuchten Proben vergleichbare Werte.
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Aus den Ergebnissen in Abbildung 4.2.11 geht hervor, dass die Transfektion von
NIH3T3-Zellen mit 200 nM ms1- bzw. ms2-Gapmer zu einer Reduktion der relativen major
satellite repeat-Expression auf 70 % bzw. 90 % im Vergleich zur Kontrolle TM6-4 (2°-
OMe) flhrte. Die Erhdéhung der transfizierten Konzentration auf 500 nM zeigte keine
Verstarkung der Suppression der relativen major satellite repeat-Expression, unabhangig
davon, ob ms1-Gapmer oder ms2-Gapmer verwendet wurde. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass die als Gapmer dargestellten komplementaren Zielsequenzen ms1 und
ms2 keine Suppression der major satellite repeat-Expression im Sinne der
konzentrationsabhangigen Hemmung durch AS-ON zeigen.

Die Transfektion von ON-705-Cy3, als Reprasentant einer 2°-OMe-modifizierten-
RNA, die durch Phosphothioesther verknipft ist, ergab eine Transfektionseffizienz von
99 % in NIH3T3-Zellen (siehe Abschnitt 4.2.2.1.8). Aufgrund der vergleichbaren
chemischen Modifikation von ms1-Gapmer bzw. ms2-Gapmer und ON-705-Cy3, ist davon
auszugehen, dass ms1- bzw. ms2-Gapmer ebenfalls mit dieser Effizienz transfiziert
wurden. Die schwache Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression durch
ms1 bzw. ms2-Gapmer ist somit unabhangig von deren Transfektionseffizienz.

Vergleicht man die Ergebnisse nach der Transfektion des 2'-OMe-modifizierten
Kontroll-Oligonukleotids mit denen der Kontroll-PTOs, zeigen sich deutliche Unterschiede
in der relativen major satellite repeat-Expression. Die relative major satellite repeat-
Expression ist nach Transfektion von TM6-4 (2'-OMe) im Vergleich zur mitgefihrten
Lipofectamin“2000-Kontrolle  dreifach héher, wahrend nach Transfektion von
ms1-mut-PTO eine 122-fachen Erhéhung des Expressionsniveaus von major satellite
repeat-Transkripten im Vergleich zur Lipofectamin”2000-Kontrolle messbar ist (Daten
nicht gezeigt).

Ausgehend vom Ziel dieser Arbeit biologisch wirksame Oligonukleotide zu entwickeln,
die major satellite repeat-Transkripten supprimieren, wurden die Gapmer-modifizierten
Oligonukleotide ms1-Gapmer und ms2-Gapmer, aufgrund ihrer ausbleibenden

biologischen Wirksamkeit, nicht weiter untersucht.
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4.2.2.3 Biologische Aktivitat der gegen major satellite repeat-Transkripte

gerichteten siRNAs

Neben AS-ON sind siRNAs potente Nukleinsaurewirkstoffe zur Degradation von
komplementaren Ziel-RNAs (Vickers et al., 2003; Grinweller et al., 2003; Kretschmer-
Kazemi Far & Sczakiel, 2003; Miyagishi et al., 2003; Bilanges & Stokoe, 2005). Dabei
vermitteln siRNAs ihre Aktivitat basierend auf dem Mechanismus der RNA-Interferenz, der
gekennzeichnet ist durch die RISC-assoziierte Spaltung ihrer Ziel-RNA (Zamore & Haley,
2005; Rana, 2007). Aufgrund der Potenz von siRNAs wurden die Zielsequenzen ms1 und
ms2, die gegen sense major satellite repeat-Transkripte gerichtet sind, als siRNAs

verwendet und auf ihre biologische Wirksamkeit in NIH3T3-Zellen hin Uberprift.

4.2.2.3.1 msl-siRNA vermittelt eine leichte Reduktion der major satellite repeat-

Expression

Die Transfektion von NIH3T3-Zellen mit ms1- bzw. ms2-PTO, die gegen sense major
sattelite repeat-Transkripte gerichtet sind, fuhrte zur Suppression der relativen major
satellite repeat-Expression (siehe Abschnitt 4.2.2.1.1). Davon ausgehend wurde Uberpruft,
ob die als siRNA dargestellten Zielsequenzen ms1 und ms2, ebenfalls eine biologische
Funktion im Sinne der Suppression von major satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-
Zellen vermitteln. Dafur wurden NIH3T3-Zellen mit 100 nM ms1- bzw. ms2-siRNA
transfiziert. Als Kontrolle wurde si-scr3 (siRNA) verwendet, deren Sequenz keine
Homologie zum Mausgenom aufweist. Weiterhin wurde NIH3T3-Zellen als Kontrolle
mitgefiihrt die nur mit Lipofectamin""2000-Kontrolle inkubiert wurden. Die Aufarbeitung der
NIH3T3-Zellen erfolgte 24 h nach Transfektion, indem die RNA isoliert und mit
Turbo” DNase behandelt wurde. Im Anschluss wurde die major satellite repeat- und p-
Aktin-Expression mittels RT-qgPCR analysiert. In Abbildung 4.2.12 sind die Ergebnisse als
relative major satellite repeat- Expression dargestellt. Das Expressionsniveau von p-Aktin

war in allen untersuchten Proben gleich.
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Die Ergebnisse in Abbildung 4.2.12 zeigen, dass die Transfektion von ms1-siRNA in
NIH3T3-Zellen zur Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression auf 55 %,
bezogen auf die mitgefuhrte Kontrolle si-scr3, fihrt. Im Gegensatz dazu vermittelte ms2-
siRNA keine Suppression der relativen major satellite repeat-Expression in NIH3T3-
Zellen.

Wie schon in Abschnitt 4.2.2.2.1 beschrieben, fiel auch im Fall der hier verwendeten
siRNA-Kontrolle si-scr3 auf, dass sich das relative major satellite repeat- Expressions-
niveau nach deren Transfektion in NIH3T3-Zellen von dem der verwendeten PTO-
Kontrolle (ms1-mut-PTO) unterscheidet. Im Vergleich zur Lipofectamin”2000-Kontrolle ist
das Expressionsniveau nach Transfektion von si-scr3 sechsfach hdéher. Nach Transfektion
von ms1-mut-PTO ist eine Erhdhung um das 122-fache im Vergleich zur Lipofect-
amin "2000-Kontrolle messbar (Daten nicht gezeigt).

Da ms1-siRNA eine biologische Wirksamkeit im Sinne der Reduktion der relativen
major satellite repeat-Expression nach Transfektion in NIH3T3-Zellen vermittelt, wurde im
Weiteren Uberprift, ob die transiente Induktion von sense major satellite repeat-
Transkripten durch Hitzeschockbehandlung, nach Transfektion von ms1-siRNA

supprimierbar ist.
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4.2.2.3.2 msl-siRNA und ms2-siRNA supprimieren die Hitzeschock-induzierte

major satellite repeat-Expression

Wie in Abschnitt 4.2.2.1.7 gezeigt, konnte die Induktion von sense major satellite
repeat-Transkripten nach Hitzeschock durch vorherige Transfektion von ms1-PTO
supprimiert werden. Dies wurde ebenfalls fir die, gegen die sense major satellite repeat-
Transkripte gerichteten, siRNAs (ms1-siRNA & ms2-siRNA) dberpruft. Daflr wurden
NIH3T3-Zellen 24 h nach Transfektion von 100 nM ms1-, ms2-siRNA bzw. si-scr3 fur eine
Stunde bei 42 °C inkubiert und nach 2 h Regeneration aufgeschlossen. Nach der
Turbo” DNase Behandlung der isolierten RNA erfolgte die Analyse der major satellite
repeat- und B-Aktin-Expression mittels RT-gPCR. In Abbildung 4.2.13 ist die relative major
satellite repeat-Expression dargestellt. Die Expression von f-Aktin zeigte in allen
untersuchten Proben vergleichbare Werte. Als weitere Kontrolle ist die relative major

satellite repeat-Expression nach Transfektion von si-scr3 ohne Hitzeschockbehandlung

aufgefihrt.
O 37°C M Hitzeschock
0,8 1
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Beim Vergleich der Ergebnisse nach Transfektion der Kontroll-siRNA si-scr3 in
NIH3T3-Zellen unter normalen Transfektionsbedingungen (37 °C) und nach Hitzeschock-
behandlung kann man eine 6,5-fache Induktion der relativen major satellite repeat-
Expression durch Hitzeschock nachweisen. Diese Induktion kann durch die
vorrangegangene Transfektion von ms1-siRNA bzw. ms2-siRNA supprimiert werden.
Dabei reduziert ms1-siRNA die relative Expression von major satellite repeat-Transkripten
auf 15 % und ms2-siRNA auf 40 % der si-scr3 Kontrolle nach Hitzeschockbehandlung.
Der Wert fir die relative major satellite repeat-Expression, der nach Transfektion von
ms1-siRNA und Hitzeschock gemessen wurde, liegt unter dem Kontroll-siRNA si-scr3
unter normalen Transfektionsbedingungen. Somit vermittelt ms1-siRNA die vollstandige

Suppression der hitzeschockinduzierten relativen major satellite repeat-Expression.
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4.2.2.3.3 Transfektionseffizienz von siRNAs in NIH3T3-Zellen

Aus den in Abschnitt 4.2.2.1.8 gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass die
Transfektionseffizienz, des als Reprasentant fir AS-ON eingesetzten ON-705-Cy3, 99 %
betrug. In gleicher Weise wurde die Effizienz der Transfektion von siRNAs in NIH3T3-
Zellen Uberprift. Als reprasentative siRNA wurde die Cy3-markierte siLam (siLam-Cy3;
siehe Abschnitt 2.8.3) verwendet. In Anlehnung an die Versuche zur siRNA-vermittelten
Suppression von major satellite repeat-Transkripten, wurden die NIH3T3-Zellen mit
100 nM siLam-Cy3 transfiziert und direkt danach mittels Durchflusszytometrie analysiert
(siehe Abschnitt 3.2.8). Als Kontrolle wurden unbehandelte NIH3T3-Zellen mitgefuhrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.2.14 dargestellt.

— Kontrolle siLam-Cy3

512

Abbildung 4.2.14: Transfektionseffizienz
von siLam-Cy3 in NIH3T3 Zellen.
Exemplarische Darstellung eines Histogramm-
Plots bei dem die Zellzahl uber der
Fluoreszenzhéhe (FL2) aufgetragen ist (siehe
Abschnitt 3.2.7.1). Neben den mit 100 nM
siLam-Cy3-transfizierten  Zellen ist die
unbehandelte Kontrolle gezeigt.
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Im Vergleich zu der in schwarz dargestellten unbehandelten Kontrolle, kann nach
Transfektion von siLam-Cy3 eine Verschiebung des Fluoreszenzpeaks, welcher die mit
siLam-Cy3 transfizierten Zellen darstellt, nachgewiesen werden. Der Anteil der
transfizierten Zellen betrug 94,2 + 1,3 % (Dreifachbestimmung: MW +. Stabw, n=1). Somit
ist davon auszugehen das siRNAs fasst vollstandig durch Transfektion in NIH3T3-Zellen

eingebracht werden.
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4.2.3 Zwischenfazit

Unter Anwendung der computergestiitzten Sekundarstrukturanalyse der major
satellite repeat-Transkriptsequenz konnten zwei strukturell zugangliche Bereiche auf dem
sense- sowie einer auf dem antisense-Strang identifiziert werden. Mit Hilfe dieser Daten
wurden Zielsequenzen definiert und die daraus resultierenden komplementaren
Sequenzen ms1, ms2 und ms3 abgeleitet. Dabei sind ms1 und ms2 gegen den sense-
und ms3 ist gegen den antisense-Strang von major satellite repeat-Transkripten gerichtet.
Die Oligonukleotide wurden als PTO-ON, Gapmer und siRNA zur Suppression von major
satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-Zellen eingesetzt.

Unter Verwendung von ms1- und ms2-PTO konnte eine konzentrationsabhangige
Repression der relativen major satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen gemessen
werden, die fir ms1-PTO einen IC5, von 48 nM ergab. Die Reduktion der relativen major
satellite repeat-Expression durch ms1-PTO ist sequenzspezifisch und wird durch einen
Antisense-Mechanismus vermittelt, der vermutlich auf einer RNase H-vermittelten
Spaltung des sense major satellite repeat-Transkripts beruht. Die transiente Induktion von
sense major satellite repeat-Transkripten nach Hitzeschockbehandlung von NIH3T3-
Zellen konnte unter Verwendung von ms1-PTO ebenfalls supprimiert werden.

Die Oligonukleotide ms1-Gapmer bzw. ms2-Gapmer zeigten keine biologischen
Wirksamkeit, im Sinne der konzentrationsabhdngigen Reduktion der relativen major
satellite repeat-Expression, in NIH3T3-Zellen.

Aus den Untersuchungen zur siRNA-vermittelten Suppression von major satellite
repeat-Transkripten ging hervor, dass sowohl ms1-siRNA als auch ms2-siRNA die
hitzeschockinduzierte Expression von sense major satellite repeat-Transkripten in
NIH3T3-Zellen reprimieren, wahrend unter normalen Transfktionsbedingungen nur ms1-
siRNA biologisch wirksam war.

Im Verlauf der Untersuchungen konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die
Transfektion von Kontroll-PTO-ON, die keine Homologie zum Mausgenom aufweisen, zu
einem Anstieg der relativen major satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen fuhrten.
Dabei kommt es sowohl zur Induktion des sense- als auch des antisense-Stranges der
Transkripte. Im Gegensatz hierzu hatte die Transfektion der 2°-OMe-modifizierten
Gapmer-Kontrolle bzw. die der siRNA-Kontrolle nur einen geringen Einfluss auf die major

satellite repeat-Expression.
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4.3 Biologische Funktion von major satellite repeat-Transkripten

Schon im Jahr 1968 konnte in der Arbeit von Harel et al. gezeigt werden, dass die
major satellite repeat-DNA, eingebettet im perizentromeren Heterochromatin, transkribiert
wird. Die biologische Funktion von major satellite repeat-Transkripten ist jedoch noch
unbekannt. Hinweise auf eine mdgliche biologische Bedeutung von major satellite repeat-
Transkripten stammen aus Analysen von minor satellite repeat-Transkripten, die aus der
Transkription der zentromeren minor satellite repeat-DNA hervorgehen (Bouzinba-Segard
et al., 2006). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Uberexpression von minor
satellite repeat-Transkripten mit der Reduktion der Proliferation der untersuchten murinen
Zelllinien einherging. Aufbauend auf diesen interessanten Daten wurde Uberpriift, ob die
Uberexpression von major satellite repeat-Transkripten einen Einfluss auf die Proliferation
von NIH3T3-Zellen hat.

Weiterhin stand mit ms1-PTO ein potentes AS-ON zur Suppression der major satellite
repeat-Expression zur Verfigung (siehe Abschnitt 4.2.2.1.5), welches eingesetzt werden
konnte, um die biologische Funktion von major satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-

Zellen naher zu untersuchen.

4.3.1 Funktionsanalyse durch Uberexpression von major satellite repeat-

Transkripten

In Anlehnung an die Arbeit von Bouzinba-Segard et al. (2006) wurde der Einfluss der
Uberexpression von major satellite repeat-Transkripten auf die Proliferation von NIH3T3-
Zellen untersucht. Hierfir wurde ein 326 bp langes major satellite repeat-Fragment in den
eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+), wie in Abschnitt 3.1.2.8 beschrieben,
kloniert. Dabei wurde das major satellite repeat-Fragment sowohl in sense als auch
antisense Orientierung in pcDNA3.1(+) inseriert. Die Sequenzanalyse von ms-sense-
pcDNA3.1(+) und ms-as-pcDNA3.1(+) (enthalt die major satellite repeat-Sequenz in
antisense Orientierung) ergab eine Komplementaritdt von 96 % zu der von Horz und
Altenburger beschriebenen Konsensussequenz (Daten nicht gezeigt; Horz & Altenburger,
1981). Im Folgenden wird das Plasmid pcDNA3.1(+), dass als Kontrolle mitgefihrt wurde,
als Kontrollvektor (KV) bezeichnet, wahrend ms-sense-pcDNA3.1(+) und ms-as-
pcDNA3.1(+) durch die Abkilrzungen ms-s-V bzw. ms-as-V dargestellt werden. Die
Effizienz der Transfektion von Plasmiden in NIH3T3-Zellen wurde mittels des

Kontrollplasmids pEGFP-N1 (1 ug/Ansatz), dass flr das enhanced green fluorescent
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proteine kodiert, bestimmt. Die Transfektionseffizienz betrug 50 % (Daten nicht gezeigt).
Im Weiteren wurde 24 h nach Transfektion Vektoren KV, ms-s-V und ms-as-v die
plasmidkodierte Expression der major satellite repeat-Transkripte mittels PCR Uberpruift.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3.1 dargestellt. Weiterhin wurde die Expression der
plasmidkodierten sense- und antisense major satellite repeat-Transkripte in der Northern
Blot-Analyse bestatigt (Daten nicht gezeigt).

KV ms-s-V ms-as-V NTC
RT- + - + - + - -

1000 bp _= S — 1000 bp
650 bp —— - — 650 bp
500 bp —H— - M — 500 bp
400 bp —— M 100 bp
300 bp —— M 300 bp
200bp —HIN W.— 200 bp
100 bp — W — 100 bp

Abbildung 4.3.1: Expression rekombinanter major satellite repeat-RNA in NIH3T3 Zellen. NIH3T3 Zellen
wurden mit jeweils 1 ug KV (pcDNA3.1(+), leerer Vektor) bzw. ms-s-V (ms-sense-pcDNA3.1(+)) bzw. ms-as-V
(ms-as-pcDNA3.1(+)) transfiziert. Nach 24 h wurden die RNA isoliert, mit Turbo" DNase behandelt und in
cDNA umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte die Analyse mittels PCR unter Verwendung von T7- und
pcDNA3.1/BGH reverse-Primer (siehe Abschnitt 2.8.1) Neben den cDNA Proben wurden auch NonRT-
Kontrollen (RNA, die nicht in cDNA umgeschrieben wurde) und eine NTC-Kontrolle (Non Template Control;
Wasser) in der PCR mitgefuhrt. Die Analyse der PCR-Fragmente erfolgte in einem 1,2 %-igen Agarosegel. Als
Grolenstandard diente eine 1 kb-Plus Leiter der Firma Invitrogen.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.3.1 stellen die Expression rekombinanter major
satellite repeat-RNA in NIH3T3-Zellen dar. Die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente
stimmen mit der anhand der Plasmidsequenz errechneten Amplifikatlange tberein. Dabei
kann mittels der Agarosegelelektrophorese flir den Kontrollvektor (KV) ein Fragmentlange
von 176 bp bestimmt werden. Flr ms-s-V und ms-as-V kann das um 326 bp langere, und
somit fir major satellite repeat-RNA kodierende, Amplifikat nachgewiesen werden. Wie
erwartet, war in den Kontrollansatzen kein Amplifikat nachweisbar.

Mit Hilfe dieser Plasmidkonstrukte wurde der Einfluss der Uberexpression von sense-

bzw. antisense major satellite repeat-Transkripten auf die Proliferation in NIH3T3-Zellen

Uberprift.
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4311 Einfluss der Uberexpression von sense- und antisense major satellite

repeat-Transkripten auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen

Unter Verwendung der Vektoren ms-s-V und ms-as-V wurde der Einfluss der
Uberexpression von sense bzw. antisense major satellite repeat-Transkripten auf die
Proliferation von NIH3T3-Zellen untersucht. Dafir wurden NIH3T3-Zellen mit jeweils
1 pg Plasmid/Ansatz an ms-s-V bzw. ms-as-V transfiziert. Als Kontrolle wurde der leere
Vektor KV verwendet. Nach der Transfektion wurden NIH3T3-Zellen Uber einen Zeitraum
von drei Tagen regeneriert. Alle 24 Stunden wurde die Zellzahl mittels Trypanblau (siehe
Abschnitt 3.2.3) bestimmt (siehe Abbildung 4.3.2 B). Daruber hinaus wurde die RNA
isoliert und nach Behandlung mit Turbo 'DNase in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss
erfolgte die Analyse der major satellite repeat- und pB-Aktin-Expression mittels g-PCR. Die
relative major satellite repeat-Expression ist in Abbildung 4.3.2 A dargestellt. Das
Expressionsniveau von B-Aktin wies unabhangig vom transfizierten Plasmidkonstrukt

vergleichbare Werte auf.
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In Abbildung 4.3.2 A ist die zeitliche Veranderung der relativen major satellite repeat-
Expression nach Transfektion der Plasmidkonstrukte dargestellt. Direkt nach Transfektion
von NIH3T3-Zellen mit ms-s-V bzw. ms-as-V kann eine Zunahme der relativen major
satellite repeat-Expression im Vergleich zum Kontrollvektor gemessen werden. Nach
einem Tag sind die gréRten Werte zu verzeichnen, die nach Transfektion von ms-s-V
18,5- und ms-as-V 23-fach tber dem des Kontrollvektors liegt. Daraufhin sinkt die relative
major satellite repeat-Expression ab und ist nach drei Tagen wieder auf dem
Ausgangsniveau.

Die zeitliche Veranderung der mittels Trypanblaufarbung bestimmten Zellzahl ist in
Abbildung 4.3.2 B gezeigt, wobei nur geringe Unterschiede zwischen sense- bzw.
antisense major satellite repeat-Transkript Uberexprimierenden und den mit dem
Kontrollvektor transfizierten Zellen messbar sind. Die Vitalitdt der Zellen betrug
unabhangig vom transfizierten Vektor 80-90 %.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Uberexpression von sense- bzw. antisense
major satellite repeat-Transkripten keinen messbaren Einfluss auf die Proliferation von
NIH3T3-Zellen hat.

4.3.2 Analyse der Proliferation von NIH3T3-Zellen nach Reduktion von major

satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO

Mit ms1-PTO wurde ein potentes AS-ON zur Suppression der major satellite repeat-
Expression in NIH3T3-Zellen entwickelt (siehe Abschnitt: 4.2.2.1.6). Neben der ms1-PTO-
vermittelten Reduktion konnte ebenfalls eine Induktion von major satellite repeat-
Transkripten nach Transfektion der Kontroll-PTO nachgewiesen werden (siehe Abschnitt
4.2.2.1.2). Bei diesen Untersuchungen fiel auf, dass NIH3T3-Zellen die mit ms1-PTO
transfiziert wurden eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zu den Zellen aufwiesen die
mit Kontroll-PTOs behandelt wurden. Aufgrund dieser Beobachtung sollte der Einfluss der
major satellite repeat-Expression auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen, unter

Verwendung von ms1-PTO und Kontroll-PTOs, naher untersucht werden.
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4321 ms1-PTO vermittelte Suppression der major satellite repeat-Expression

steigerte die Proliferation von NIH3T3-Zellen

Mit Hilfe dieses Experiments wurde der Einfluss der major satellite repeat-Expression
auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen quantitativ bestimmt. Dafiir wurden NIH3T3-Zellen
mit 200 nM ms1-PTO bzw. der Kontrolle 1840B/20-PTO transfiziert und im Anschluss
Uber drei Tage regeneriert. Alle 24 Stunden wurden die Zellzahl mittels
Trypanblaufarbung bestimmt (siehe Abbildung: 4.3.3 B). Parallel dazu wurde die RNA
isoliert und nach Behandlung mit Turbo "DNase in cDNA umgeschrieben. Die Analyse der
major satellite repeat- und B-Aktin-Expression erfolgte mittels g-PCR. Das Ergebnis dieser
Messung ist als relative major satellite repeat-Expression in Abbildung 4.3.3 A dargestellt.

Die Werte fur die B-Aktin Expression war in alle untersuchten Proben vergleichbar.
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In Abbildung 4.3.3 A ist die zeitliche Veranderung der relativen major satellite repeat-
Expression nach Transfektion von NIH3T3-Zellen mit ms1-PTO bzw. der Kontrolle
1840B/20-PTO dargestellt. Einen Tag nach der Transfektion kann der grof3te Unterschied
der relativen major satellite repeat-Expression gemessen werden. Dabei weisen die mit

ms1-PTO transfizierten NIH3T3-Zellen eine um 73 % verringerte major satellite repeat-
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Expression auf, als die mit 1840B/20-PTO behandelten Zellen. Zu diesem Zeitpunkt (24 h)
ist auch der grofdte Wert fiur die relative major satellite repeat-Expression nach
Transfektion von 1840B/20-PTO zu verzeichnen. Sie ist 24 h nach Transfektion von
1840B/20-PTO 9-fach hdher als zum Zeitpunkt 0 h. Zwei Tage nach Transfektion von
1840B/20-PTO fallt das major satellite repeat-Expressionsniveau wieder ab und erreicht
3 Tage nach Transfektion fast den Ausgangswert (0 h). Im Vergleich weisen die Werten
fur die relative major satellite repeat-Expression nach Transfektion von ms1-PTO nur
geringe Unterschiede auf, wobei auch hier 24 h nach Transfektionsende der groflite Wert
gemessen werden kann, der 3-fach héher ist als zum Zeitpunkt 0 h.

Die zeitliche Veranderung der mittels Trypanblaufarbung bestimmten Zellzahl nach
Transfektion von NIH3T3-Zellen mit ms1-PTO bzw. der Kontrolle 1840B/20-PTO st in
Abbildung 4.3.3 B gezeigt. Bis 24 h nach Transfektionsende ist kein Unterschied in der
ermittelten Zellzahl feststellbar. Dies andert sich nach 48 h. Wahrend sich die Zellzahl der
mit 1840B/20-PTO transfizierten NIH3T3-Zellen im Vergleich zum Vortag nicht verandert,
kann eine Erhohung der Zellzahl fur die ms1-PTO transfizierten Zellen zu diesem
Zeitpunkt bestimmt werden. Drei Tage nach Transfektionsende ist der Unterschied
zwischen 1840B/20-PTO und ms1-PTO behandelten NIH3T3-Zellen am deutlichsten
ausgepragt, obwohl unabhangig vom transfizierten PTO-ON ein Anstieg der Zellzahl
messbar ist. Die NIH3T3-Zellen wiesen unabhangig von der Behandlung und zu allen
untersuchten Zeitpunkten, ein Vitalitat von 85-95 % auf.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Transfektion von ms1-PTO im Vergleich zu
1840B/20-PTO zur Suppression der relativen major satellite repeat-Expression fuhrt und
eine gesteigerte Prolifertion der NIH3T3-Zellen zur Folge hat. Daraus ergab sich die
Fragestellung, inwiefern die gesteigerte Proliferation von NIH3T3-Zellen nach
Suppression der major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO, auf eine Veranderung
im Zellzyklus von NIH3T3-Zellen zuriickzufiihren war. Daflir wurde eine Zellzyklusanalyse
der ms1-PTO bzw. 1840B/20-PTO behandelten NIH3T3-Zellen mittels Durchfluss-
zytometrie durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.2.7.1). Der DNA-Gehalt von NIH3T3-Zellen
wurde anhand des interkalierenden Farbstoffs Propidiumiodid lber einen Zeitraum von
drei Tagen gemessen. Die Messung der Zellzyklusphasen beruht auf dem
unterschiedlichen DNA-Gehalt der Zellen. In der G1/G0-Phase weisen Zellen einen
haploiden Chromosomensatz (1n) auf. Dieser wird wahrend der Replikation (S-Phase)
verdoppelt und betrdgt in der G2/M-Phase 2n. Hiervon ausgehend erfolgte die
Bestimmung der Zellzyklusphasen wie in Abschnitt 3.2.7.1 beschrieben. In Abbildung
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4.3.4 ist die Zellzyklusverteilung von unbehandelten NIH3T3-Zellen ausgehend von deren

DNA-Gehalt nach Farbung mit Propidiumiodid exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 4.3.4: Zellzyklusverteilung in
NIH3T3-Zellen. Bestimmung des DNA Gehalts
von unbehandelten NIH3T3-Zellen als Funktion
der Fluoreszenzflache (integrierte Flache des
Fluoreszenzsignals). Aufgetragen ist die Anzahl
der Zellen Uber die Flache des
Fluoreszenzsignals aus FL2. Die Zellzyklus-
phasen wurden anhand des DNA-Gehalts der
Zellen zugeordnet. Die Anzahl der Zellen die
sich in der jeweiligen Zellzyklusphase befinden
ist als prozentualer Anteil der gemessenen
Gesamtzellzahl dargestellt.

Nach Festlegung der Zellzyklusphasen erfolgte die Bestimmung des prozentualen

Anteils an NIH3T3-Zellen die sich in der jeweiligen Zellzyklusphase befanden. In
Abbildung 4.3.5 ist die Zellzyklusverteilung von ms1-PTO bzw. 1840B/20-PTO

transfizierten Zellen in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.
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Abbildung 4.3.5: Zellzyklusverteilung von NIH3T3-Zellen nach Transfektion von ms1-PTO und
1840B/20-PTO. Die mit jeweils 200 nM des jeweiligen PTO-ON transfizierten NIH3T3-Zellen wurden mittels
FACS-Analyse (siehe Abschnitt 3.2.7.1) auf ihre Zellzyklusverteilung hin untersucht (Doppelbestimmung:
MW — Stabw., n=3). Dafiir wurden die Zellzyklusphasen, wie in Abbildung 4.3.4 gezeigt, festgelegt und der
prozentuale Anteil der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase im Bezug zur gemessenen Gesamtzellzahl

bestimmt.

82



Ergebnisse

Anhand der in Abbildung 4.3.5 gezeigten Ergebnissen, ist kein Einfluss der
Suppression der relativen major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO (siehe
Abbildung 4.3.3 A) auf die Zellzyklusverteilung von NIH3T3-Zellen im Vergleich zur
Behandlung mit 1840B/20-PTO festgestellbar. Der prozentuale Anteil der Zellen in der
G1/G0-Phase nahm Uber den gemessenen Zeitraum, unabhangig von der Reduktion der
major satellite repeat-Expression, zu.

Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die gesteigerte Proliferation von NIH3T3-
Zellen nach Suppression von major satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO, nicht

auf Veranderungen in der Zellzyklusverteilung der Zellen zuriickzufihren ist.

4.3.2.2 Einfluss der ms1-PTO-vermittelten Hemmung auf die Proliferation von
NIH3T3-Zellen nach Hitzeschock

Sense major satellite repeat-Transkripte werden nach Hitzeschock in NIH3T3-Zellen
transient induziert. Diese Induktion kann durch die vorherige Transfektion mit ms1-PTO
reprimiert werden (Siehe Abschnitt: 4.1.3 & 4.2.2.1.7). Aus den in Abschnitt 4.3.2.1
gezeigten Ergebnissen ging hervor, dass die Erhéhung der major satellite repeat-
Expression in NIH3T3 Zellen durch Transfektion von 1840B/20-PTO zu einer geringeren
Proliferation im Vergleich zu ms1-PTO behandelten Zellen flhrte. Aufgrund dessen wurde
untersucht, ob eine zusatzliche Hitzeschockbehandlung nach Transfektion von ms1-PTO
ebenfalls zu einer gesteigerten Proliferation von NIH3T3-Zellen, wie in Abschnitt 4.3.2.1
beschrieben, im Vergleich zu 1840B/20-PTO fihrt. Dafir wurden NIH3T3-Zellen mit
200 nM ms1-PTO bzw. 1840B/20-PTO ftransfiziert. Nach 24 h Regeneration wurden die
Zellen fur 1 h bei 42 °C inkubiert und im Anschluss fir 2 h oder weitere 24 h bzw. 48 h
regeneriert. Die Zellzahl wurde mittels Trypanblau bestimmt (siehe Abbildung 4.3.6 B). Im
Weiteren wurde parallel dazu die RNA isoliert und nach Behandlung mit Turbo 'DNase in
cDNA umgeschrieben. Die Analyse der major satellite repeat- und B-Aktin-Expression
erfolgte mittels g-PCR. Die daraus berechnete relative major satellite repeat-Expression
ist in Abbildung 4.3.6 A dargestellt. Das Expressionsniveau von B-Aktin war in allen

untersuchten Proben vergleichbar groi3.
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Die zeitliche Veranderung der relativen major satellite repeat-Expression nach
Transfektion von PTO-ON und zuséatzlichem Hitzeschock ist in Abbildung 4.3.6 A
dargestellt. NIH3T3-Zellen, die mit ms1-PTO transfiziert und mit Hitzeschock behandelt
wurden, weisen 27 h nach Transfektion eine um 65 % und 51 h nach Transfektion eine
um 77 % reduzierte relative major satellite repeat-Expression, im Vergleich zu 1840B/20-
PTO transfizierten Zellen, auf. Die Transfektion der Zellen mit 1840B/20-PTO und
Hitzeschock hat 27 h nach Transfektion eine Induktion der relativen major satellite repeat-
Expression um das 6-fache im Vergleich zum Zeitpunkt 0 h (kein Hitzeschock) zur Folge.
Im Weiteren Verlauf der Messung (51 h) nahm die relative major satellite repeat-
Expression der mit 1840B/20-PTO transfizierten Zellen wieder ab und lag 75 h nach
Transfektion auf dem Anfangsniveau. Im Vergleich dazu weisen die Werten der relativen
major satellite repeat-Expression nach Transfektion von ms1-PTO geringere Unterschiede
auf, wobei auch hier 27 h nach Transfektion der grote Wert gemessen wurde, wobei
dieser 3-fach héher war als zum Zeitpunkt O h.

Die zeitliche Veranderung der Zellzahl (siehe Abbildung 4.3.6 B) nach Behandlung
von NIH3T3-Zellen mit ms1-PTO bzw. 1840B/20-PTO und zusatzlichen Hitzeschock zeigt
einen ahnlichen Verlauf wie unter normalen Zellkulturbedingungen (siehe Abschnitt
4.3.2.1). Die mittels Trypanblaufarbung bestimmte Zellzahl der mit 1840B/20-PTO

84



Ergebnisse

transfizierten NIH3T3-Zellen verandert sich bis 51 h nach Transfektion (26 h nach
Hitzeschock) kaum. Im Gegensatz dazu kann nach Transfektion von ms1-PTO 51 h nach
Transfektionsende eine gréliere Zellzahl gemessen werde. Dieser Unterschied ist 74 h
nach Transfektion (50 h nach Hitzeschock) noch deutlicher ausgepragt. Die mittels
Trypanblaufarbung bestimmte Vitalitdt der Zellen betrug, unabhangig vom transfizierten
PTO-ON, zu allen angegebenen Zeitpunkten 85-95 %. Somit ist auch nach zusatzlicher
Hitzeschockbehandlung von NIH3T3-Zellen eine verbesserte Proliferation durch Suppres-
sion der major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO nachzuweisen.

Inwieweit die gezeigte verbesserte Proliferation, der mit ms1-PTO transfizierten und
hitzeschockbehandelten NIH3T3-Zellen (siehe Abbildung 4.3.5 B) auf Unterschieden in
der Zellzyklusverteilung beruht, wurde mittels der Zellzyklusanalyse verifiziert. In

Abbildung 4.3.7 ist die Zellzyklusverteilung der untersuchten NIH3T3-Zellen dargestellt.
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Abbildung 4.3.7: Zellzyklusverteilung von NIH3T3-Zellen nach Transfektion von ms1-PTO und
1840B/20-PTO und nach Hitzeschock. Die NIH3T3-Zellen wurden mit jeweils 200 nM des jeweiligen PTO-
ON transfiziert. Die Analyse der Zellen erfolgte nach 0 h (direkt nach Transfektion), nach 27 h (24 h nach
Transfektion, 1 h bei 42°C und 2 h Regeneration) 51 h (24 h nach Transfektion, 1 h bei 42°C, 26 h
Regeneration) und nach 75 h (24 h nach Transfektion, 1 h bei 42 °C, 50 h Regeneration). Daflr wurden
NIH3T3-Zellen mittels FACS-Analyse (Abschnitt 3.2.7.1) auf ihre Zellzyklusverteilung hin untersucht
(Doppelbestimmung: MW - Stabw, n=2). Die Zellzyklusphasen wurden, wie in Abbildung 4.3.4 gezeigt,
festgelegt und der prozentuale Anteil der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase im Bezug zur gemessenen
Gesamtzellzahl bestimmt.

Aufgrund der Ergebnisse, die in Abbildung 4.3.7 dargestellt sind, ist kein Unterschied
in der Zellzyklusverteilung von NIH3T3-Zellen nach Transfektion von m1-PTO bzw.
1840B/20-PTO und zusatzlicher Hitzeschockbehandlung nachweisbar. Die prozentuale
Zunahme an NIH3T3-Zellen in der G1/G0-Phase 75 h nach Transfektion (50 h nach

Hitzeschock) ist ebenfalls unabhangig vom eingesetzten PTO-ON. In Anbetracht dieser

Ergebnisse kann die verbesserte Proliferation von NIH3T3-Zellen, nach Suppression der
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hitzeschockinduzierten major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO, nicht auf

Veranderungen im Zellzyklus zurtickgeflhrt werden.

4.3.2.3 Einfluss der ms1-PTO-vermittelten Hemmung auf die Proliferation nach

Synchronisation von NIH3T3-Zellen

Die ms1-PTO vermittelte Suppression der major satellite repeat-Expression flhrte im
Vergleich zur Transfektion der Zellen mit 1840B/20-PTO zu einer verbesserten
Proliferation der NIH3T3-Zellen (Siehe Abschnitt 4.3.2.1). Es konnte jedoch kein
Unterschied in der Zellzyklusverteilung der mit ms1-PTO und 1840B/20-PTO transfizierten
NIH3T3-Zellen beobachtet werden. Da NIH3T3-Zellen zu Beginn der Versuche eine
heterogene Zellzyklusverteilung aufwiesen, bestand der Verdacht, dass mdgliche
Veranderungen des Zellzyklus dadurch Uberdeckt wurden. Aus diesem Grund wurde der
Einfluss der major satellite repeat-Expression auf die Proliferation und die Zellzyklus-
verteilung in synchronisierten NIH3T3-Zellen Gberprift. Daflr wurden die Zellen flir 48 h
unter serumdepletierten Bedingungen kultiviert und so in der GO-Phase des Zellzyklus
arretiert (Daten nicht gezeigt, siehe Abschnitt 3.2.6). Die Transfektion der PTO-ON
(200 nM) erfolgte 4 h vor Beendigung der Synchronisation. Neben ms1-PTO wurden die
Kontroll-PTOs 1840B/20-PTO und ms1-mut-PTO mitgefihrt. Nach Ende der Transfektion
wurden die Zellen mit Volimedium regeneriert und somit der Zellzyklus induziert. Aus
vorangegangenen Versuchen war bekannt, dass synchronisierte NIH3T3-Zellen 12 h
nach Zugabe von Vollmedium in die S-Phase lbergehen (Daten nicht gezeigt). Deshalb
erfolgte die Untersuchung der relativen major satellite repeat-Expression und der
Zellzyklusverteilung direkt und 24 h nach Induktion des Zellzyklus, somit nach Abschluss
der Transfektion (siehe Abbildung 4.3.8 A & 4.3.9). Fur die Analyse der relativen major
satelite repeat-Expression wurde die RNA der transfizierten Zellen isoliert und nach
Behandlung mit Turbo 'DNase in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss erfolgte die
Bestimmung der major satellite repeat- und B-Aktin-Expression mittels g-PCR. Die j-
Aktin-Expression wies dabei in allen untersuchten Proben vergleichbare Werte auf. Im
Weiteren wurde die Zellzahl mittels Trypanblaufarbung Uber einen Zeitraum von 3 Tagen
bestimmt. Diese ist in Abbildung 4.3.8 B dargestellt.
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In Abbildung 4.3.8 A sind die Ergebnisse der zeitlichen Veranderung der relativen
major satellite repeat-Expression in synchronisierten und PTO-ON transfizierten NIH3T3-
Zellen dargestellt. Zusatzlich zu dem in den vorherigen Abschnitten verwendeten
1840B/20-PTO wurde in diesen Experimenten ms1-mut-PTO mitgefihrt, welches als
spezifische Kontrolle der antisense-vermittelten Hemmung verwendet wurde. Direkt nach
der Transfektion (Induktion des Zellzyklus), kann eine Erhéhung der relativen major
satellite repeat-Expression nach Transfektion von ms1-mut-PTO im Vergleich zur
1840B/20-PTO um das 2-fache gemessen werden. Einen Tag nach Transfektion ist fir
die ms1-mut-PTO transfizierten NIH3T3-Zellen eine um dass 3,7-fach geringere relative
major satellite repeat-Expression nachweisbar, wahrend sich die Werte fir die mit
1840B/20-PTO transfizierten Zellen zu beiden gemessenen Zeitpunkten kaum
veranderten. Die Transfektion von ms1-PTO hat zum Zeitpunkt O h eine 62 %-ige und
nach einem Tag eine 73 %-ige Reduktion der relativen major satellite repeat-Expression
im Vergleich zur ms1-mut-PTO-Kontrolle zur Folge. Im Vergleich zur 1840B/20-PTO-
Kontrolle konnte eine ms1-PTO vermittelte Suppression der relativen major satellite
repeat-Expression um 20 % zum Zeitpunkt Oh und 88 % zum Zeitpunkt 24 h

nachgewiesen werden.
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Die zeitliche Veranderung der mittels Trypanblaufarbung bestimmten Zellzahl ist in
Abbildung 4.3.7 B zusammengefasst. Einen Tag nach Transfektion (Induktion des
Zellzyklus) ist die Zellzahl, unabhangig von transfizierten PTO-ON, geringer als direkt
nach Transfektion (Zeitpunkt O h). Die Zellzahl der mit ms1-PTO transfizierten NIH3T3-
Zellen stieg zwei Tage nach Transfektionsende wieder an. Fur die NIH3T3-Zellen die mit
ms1-mut-PTO bzw. 1840B/20-PTO transfiziert wurden, konnten sowohl nach 24 h als
auch nach 48 h vergleichbare Zellzahlen bestimmt werden, wobei deren Zellzahl 2 Tage
nach Transfektion geringer war als die der mit ms1-PTO transfizierten Zellen. Drei Tage
nach Transfektionsende konnte eine Erhéhung der Zellzahl fir ms1-mut-PTO behandelte
Zellen gemessen werden. Dem gegeniiber veranderte sich die Zellzahl der mit 1840B/20-
PTO transfizierten Zellen 72 h nach Transfektionsende kaum im Vergleich zum Zeitpunkt
48 h. Wie schon zwei Tage nach Transfektionsende konnte eine Zunahme der Zellzahl,
72 h nach Transfektionsende fir die mit ms1-PTO behandelten Zellen gemessen werden.
Die Vitalitait der Zellen lag unabhangig von den verwendeten PTO-ON, zu allen
untersuchten Zeitpunkten bei 85-95 %. Die gezeigten Daten machen deutlich, dass die
Suppression der major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO in synchronisierten
NIH3T3-Zellen zu einer verbesserten Proliferation der Zellen im Vergleich zu ms1-mut-
PTO und 1840B/20-PTO behandelten Zellen fuhrt.

Im Weiteren wurde die Zellzyklusverteilung der synchronisierten und mit PTO-ON
transfizierten NIH3T3-Zellen Uberprift. In Abbildung 4.3.9 ist Zellzyklusverteilung der
untersuchten NIH3T3-Zellen dargestellt.
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Abbildung 4.3.9: Zellzyklusverteilung von synchronisierten NIH3T3-Zellen nach Transfektion von ms1-
PTO, ms1-mut-PTO und 1840B/20-PTO. Die Zellen wurden 48 h unter serumdepletierten Bedingungen
Synchronisiert und 4 h vor Ende mit jeweils 200 nM des jeweiligen PTO-ON transfiziert. Die NIH3T3-Zellen
wurden mittels FACS-Analyse (Abschnitt 3.2.7.1) auf ihre Zellzyklusverteilung zu den in der Darstellung
angegebenen Zeitpunkten untersucht (Doppelbestimmung: MW - Stabw, n=2). Daflir wurden die
Zellzyklusphasen, wie in Abbildung 4.3.4 gezeigt, festgelegt und der prozentuale Anteil der Zellen in der
jeweiligen Zellzyklusphase im Bezug zur gemessenen Gesamtzellzahl bestimmt.

Aus den Ergebnissen in Abbildung 4.3.9 geht hervor, dass sich 85 % der
untersuchten NIH3T3-Zellen, unabhangig vom transfizierten PTO-ON, direkt nach der
Transfektion (Induktion des Zellzyklus) in der G1/G0-Phase befanden und somit
synchronisiert vorlagen. Einen Tag nach Transfektionsende nahm der prozentuale Anteil
an NIH3T3-Zellen in der S-Phase, unabhangig vom transfizierten PTO-ON, zu. Die Grofie
dieses Zuwachses war jedoch unterschiedlich. Nach Transfektion von ms1-PTO und ms1-
mut-PTO befanden sich anndhernd 33 % der Zellen in der S-Phase, wahrend es nach
Transfektion von 1840B/20-PTO nur 22 % waren. Dabei verringerte sich der prozentuale
Anteil der Zellen die sich in der G1/G0-Phase befanden nach Transfektion von ms1-PTO
bzw. ms1-mut-PTO auf 56 %. Im Vergleich dazu konnten 70 % der Zellen die mit
1840B/20-PTO transfiziert wurden in der G1/G0-Phase nachgewiesen werden. Somit war
der Anteil der proliferierenden NIH3T3-Zellen 24 h nach Transfektion von ms1-PTO und
ms1-mut-PTO gréRer als nach Transfektion von 1840B/20-PTO.

Die Unterschiede in der Zellzyklusverteilung nach Transfektion ms1-PTO bzw.
1840B/20-PTO erklaren die in Abbildung 4.3.8 B gezeigte Verringerung der
Zellproliferation nach Transfektion von 1840B/20-PTO. Dem gegenliber weisen die mit
ms1-PTO bzw. ms1-mut-PTO transfiziert NIH3T3-Zellen vergleichbare Zellzyklus-
verteilungen auf, obwohl sich deren Zellproliferation unterscheidet (siehe Abbildung
4.3.8 B). Somit kann kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Zellzyklusverteilung

und der Zellproliferation nach Transfektion von PTO-ON nachgewiesen werden.
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Nichtsdestotrotz besteht eine Korrellation zwischen der Zellproliferation und der major
satellite repeat-Expression, die zeigt, dass die ms1-PTO-vermittelte Suppression der
major satellite repeat-Expression mit einer verbesserten Proliferation der Zellen einher-
geht (siehe Abbildung 4.3.3 A & B und Abbildung 4.3.8 A & B).

4.3.3 Zwischenfazit

Auf der Suche nach der biologischen Funktionen von major satellite repeat-
Transkripten wurden zwei unterschiedlich experimentelle Ansatze verwendet. Einerseits
wurde der Einfluss der plasmidkodierten Uberexpression von sense bzw. antisense major
satellite repeat-Transkripten auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen untersucht.
Andererseits wurde Uberprift, ob die ms1-PTO vermittelte Suppression der major satellite
repeat-Expression die Proliferation von NIH3T3-Zellen beeinflusst.

Die plasmidkodierte Uberexpression von sense- bzw. antisense major satellite
repeat-Transkripten in NIH3T3-Zellen hatte keinen Einfluss auf deren Proliferation.

Die Hemmung von sense major satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO wurde
sowohl in synchronisierten als auch nicht synchronisierten NIH3T3-Zellen analysiert. Nach
Sppression von major satellite repeat-Transkripten durch ms1-PTO konnte unter nicht
synchronisierten Bedingungen eine verbesserte Proliferation von NIH3T3-Zellen im
Vergleich zu 1840B/20-PTO behandelten Zellen gemessen werden, wobei keine
Unterschiede in der Zellzyklusverteilung der Zellen messbar waren. Vergleichbare
Ergebnisse wurden auch nach einer zusatzlichen Hitzeschockbehandlung gemessen.

Wie unter nicht synchronisierten Bedingungen, konnte auch nach Arritierung der
Zellen in der GO-Phase des Zellzyklus und Transfektion von ms1-PTO eine Suppression
der major satellite repeat-Expression nachgewiesen werden, die mit einer verbesserten
Proliferation der Zellen im Vergleich zu den Kontroll-PTOs (1840B/20-PTO & ms1-mut-
PTO) einherging. Dabei konnte aus der Analyse der Zellzyklusverteilung kein eindeutiger

Zusammenhang zur Proliferation der Zellen abgeleitet werden.
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5 Diskussion

5.1 Nachweis und Charakterisierung von major satellite repeat-
Transkripten

In der vorliegenden Arbeit wurden major satellite repeat-Transkripte charakterisiert.
Dafiir wurde sowohl die Northern Blot-Analyse als auch die RT-gPCR zu deren Nachweis
etabliert. Wahrend major satellite repeat-Transkripte mittels RT-qPCR erstmals
quantitativ nachgewiesen wurden, konnte unter Verwendung der Northern Blot-Analyse
die Orientierung und GréfRRe der Transkripte aufgeklart werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden erstmals 24 nt lange Sonden zum strangspezifischen Nachweis von major
satellite repeat-Transkripten eingesetzt (zum Vergleich siehe Tabelle 5.1). Da diese
Sonden sowohl Uber eine hohe Strangspezifitat fir die jeweilige Orientierung der
Transkripte verfiigten, als auch eine strangspezifische Sensitivitdt aufwiesen, die es
ermdoglichte 10® Kopien an sense- bzw. antisense major satellite-Transkripten detektieren
zu konnen (Daten nicht gezeigt), erwiesen sie sich als am besten geeignet, um major
satellite repeat-Transkripte strangspezifisch nachzuweisen. Unter Verwendung dieser
Sonden konnte erstmals sense- und antisense major satellite repeat-Transkripte in
NIH3T3-Zellen nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass beide eine heterogene
GroRenverteilung aufwiesen. Wahrend der sense-Strang einen GréRenbereich von 1 kb
bis groRer als 6 kb umfasst, konnte der antisense-Strang mit einer GroRenverteilung von
4 kb bis groRer als 6 kb nachgewiesen werden. Um auszuschliefen das es sich bei den
nachgewiesenen major satellite repeat-Transkripten um sequenzhomologe DNA handelt,
wie schon in der Arbeit von Gaubatz & Cutler (1980) beschrieben, wurden die zu
untersuchenden RNA-Proben mit Turbo DNase behandelt (siehe Abbildung: 4.1.2). Mittels
einer RNase A/T1 Behandlung und der alkalischen Hydrolyse konnte sowohl der RNA-
Charakter der major satellite repeat-Signale, als auch das Vorhandensein von major
satellite repeat-DNA bestatigt werden (siehe Abbildung: 4.1.2). Neben chromosomaler
DNA handelt es sich moglicherweise auch um zirkulare major satellite repeat-DNA, wie
sie in der Arbeitsgruppe um Cohen beobachtet wurde (Cohen et al., 2006).

In dieser Arbeit wurden major satellite repeat-Transkripte unterschiedlicher Langen
nachgewiesen. Diese Ergebnisse sind mit denen aus der Literatur konsistent (siehe
Tabelle 5.1). Unterschiede sind jedoch in den nachgewiesenen GroéRenverteilungen zu
verzeichnen (siehe Tabelle 5.1). Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der

Bachelorarbeit von Vogelsang (2006) konnten sense- und antisense major satellite

91



Diskussion

repeat-Transkripte mit einer vergleichbaren GroRenverteilung, durch die 24 nt langen
Oligonukleotid-Sonden, in NIH3T3-Zellen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5.1). Dem
gegenlber waren die zur Untersuchung von major satellite repeat-Transkripten
verwendeten Sonden, die in den anderer Arbeiten genutzt wurden, langer und im Hinblick
auf die Orientierung der Transkripte nicht strangspezifisch (siehe Tabelle 5.1). Dartber
hinaus wurden in diesen Arbeiten andere Zellsysteme verwendet, was ebenfalls ein
Grund fir die Unterschiede in den nachweisbaren GrofRenverteilungen von major satellite
repeat-Transkripten sein kénnte.

Mittels der Northern Blot-Analyse konnten in dieser Arbeit sowohl sense- als auch
antisense major satellite repeat-Transkripte mit ein Lange von mehr als 6 kb
nachgewiesen werden, wobei Uber die maximale Grole der Transkripte nur eine
Vermutung angestellt werden kann. Ein genaueres Ergebnis ergab die Maustranskriptom-
analyse. Diese gibt eine Lange von rund 15 kb fir die Transkripte an (Okazaki et al.,
2002). Diese Lange ist nicht ungewdhnlich. Das Maustranskriptom weist mehrere nicht-
kodierende hochmolekulare RNAs (macro ncRNA) auf. Mit einer Lange von ungefahr 18
bzw. 108 kb sind die X inactive specific transkript RNA (Xist)- und die antisense Igf2r RNA
(Air) Beispiele fir macro ncRNAs (Furuno et al., 2006).

Die Vielzahl an unterschiedlichen Langen mit denen major satellite repeat-
Transkripte in der Northern Blot-Analyse nachweisbar sind, ist moglicherweise auf
unterschiedliche Transkriptionsinitiationsequenzen zuriickzufiihren. Experimente zur
Bestimmung dieser Transkriptionsinitiationssequenzen, die ebenfalls im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt wurden, ergaben keine aussagekraftigen Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt). In der Literatur sind verschiedene Sequenzmotive in der major satellite repeat-
DNA beschrieben, die von Proteinen wie YY1 (Transkriptionsaktivator/Repressor) und
C/EBP a,B, und & (Transkriptionsfaktoren) als Bindungssequenzen genutzt werden
kénnen (Shestakova et al., 2004, Tang & Lane, 1999; Liu et al., 2007). Darliber hinaus
konnte die Assoziation von sal like 1 (Sall1), einem Transkriptionsrepressor, an major
satellite repeat-DNA nachgewiesen werden (MclLeskey et al., 2002; Yamashita et al.,
2007). Im Weiteren konnten major satellite repeat-Transkripte in der polyadenylierten
RNA-Fraktion detektiert werden (Lehnertz et al., 2003, Martens et al., 2005, Lu & Gilbert,
2007). Chromatinimmunoprazipitationsstudien zeigten, dass eine direkte Interaktion
zwischen major satellite repeat-DNA und RNA Polymerase Il vorliegt (Schoeftner &
Blasco, 2008) und die transkribierten major satellite repeat-RNAs im perizentromeren
Heterochromatin lokalisiert sind (Lu & Gilbert, 2007). Somit kann von einer RNA

Polymerase |l-abhangigen Transkription ausgegangen werden, wobei die Transkriptions-
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initiationssequenzen nicht identifiziert werden konnten. Es besteht weiterhin die
Méglichkeit, dass die Initiation der Transkription auch von Sequenzen der MS4-Satelliten-
DNA ausgehen, die in der major satellite repeat-DNA eingebettet sind (Kuznetsova et al.,
2006). Ebenso kénnen auch in die major satellite repeat-DNA insertierten LINE1-
Retrotransposon Elemente die Transkription der major satellite repeat-DNA initiileren
(Huang et al., 2004). Diese verfligen sowohl Uber eine interne Initiationssequenz, als auch
einen im 5’untranslatierten Bereich (5°UTR) lokalisierten antisense Promotor (Speek,
2001) und wirden so die Transkription beider major satellite repeat-Transkriptstrange
erklaren.

Wahrend die Northern Blot-Analyse eine qualitative Charakterisierung (Lange und
Orientierung) von major satellite repeat-Transkripten ermdoglicht, ist der in dieser Arbeit
erstmals beschriebene RT-gPCR Ansatz fur deren quantitativen Nachweis geeignet. Die
hier beschriebene RT-gPCR hat eine Effizienz von 100 % und eine Nachweisgrenze von
100 Kopien des major satellite repeat-Amplikons. Unter Verwendung eines Plasmids als
Standard (siehe Abschnitt 4.1.2.2) konnte in der RT-qPCR durchschnittlich eine Anzahl
von 600 major satellte repeat-Kopien/Zelle (major satellite repeat-Sequenz-
einheiten/Zelle), in exponentiell wachsenden NIH3T3-Zellen, detektiert werden. Da major
satellite repeat-Transkripte als repetitive Sequenzen mit unterschiedlichen GréfRen
vorliegen, ist keine Aussage dariber moglich, ob die im Mittel bestimmten
600 Kopien/Zelle, von einem oder mehreren Transkripten stammen. Somit kann keine
absolute Anzahl an major satellite repeat-Transkripten/Zelle mit dieser Methode bestimmt
werden. Es ist jedoch moglich mit Hilfe der RT-qPCR Daten, die Kopienzahl/ng RNA zu
bestimmen. Dies erlaubt die Berechnung der einzusetzenden Mindestmenge an RNA, um
in der Northern Blot-Analayse ein Hybridisierungssignal fir major satellite repeat-
Transkripte zu detektieren. Die zusatzliche Detektion von B-Aktin (Amplifikationseffizienz:
100 %) in der RT-gPCR ermdéglicht die Berechnung der relative Expression von major
satellite repeat-Transkripten und gibt Aufschluss Uber den Einfluss verschiedener
Behandlungen, wie Transfektion und Hitzeschock, auf den Metabolismus der Zellen.
Somit liefert die RT-qPCR ein breites Spektrum an Daten zur Analyse von major satellite
repeat-Transkripten.

Aus dem humanen System ist bekannt, dass die sense-Transkripte der sat Il repeat-
DNA, die im perizentromeren Heterochromatin der akrozentrischen Chromosomen
lokalisiert ist, nach Hitzeschock induziert werden (Rizzi et al., 2004; Valgardsdottir et al.,
2005). Aufgrund dieser Beobachtung wurde in NIH3T3-Zellen Uberprift, welchen Einfluss

die Hitzeschockbehandlung auf die Expression von major satellite repeat-Transkripte hat.
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Dies wurde sowohl mittels Northern Blot-Analyse als auch RT-qPCR untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass sense major satellite repeat-Transkripte transient durch
Hitzeschock in NIH3T3-Zellen induziert werden. Zwei Stunden nach der Hitzeschock-
behandlung konnte eine vierfache Erhdéhung der major satellite repeat-Expression
gemessen werden. Die sense major satellite repeat-Transkripte waren mit Langen von
1 kb bis > 6 kb nachweisbar. Die antisense major satellite repeat-Transkripte konnten erst
nach 24 h Regeneration mit einer Grofienverteilung von 1 kb bis > 6 kb detektiert werden.
Wahrend die Konzentration an sense major satellite repeat-Transkripten nach
Hitzeschockbehandlung transient zunimmt, weisen diese Transkripte sowohl unter
normalen Zellkulturbedingungen (37 °C) als auch nach Hitzeschock eine Langen-
verteilung von 1 kb bis > 6 kb auf. Dies kénnte moéglicherweise bedeuten, dass unter
normalen Zellkulturbedingungen und nach Hitzeschock die gleichen Transkriptions-
initiationssequenzen in der sense major satellite repeat-DNA genutzt werden, diese
jedoch von unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren gebunden und somit in
unterschiedlicher Starke transkribiert werden. Vergleichbare Ergebnisse konnten im
humanen System nachgewiesen werden. Dort kommt es ebenfalls zur transienten
Induktion von sense sat lll-Transkripten durch Hitzeschock (Jolly et al., 2004,
Valgardsdottir et al., 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die sense sat IlI-
Transkripte nach Hitzeschock am perizentromeren Heterochromatin verbleiben und dort
kolokalisiert mit Hitzeschockfaktor HSF1, Spleissfaktoren und RNA Polymerase I
nachgewiesen werden kdnnen (Jolly et al., 2004; Metz et al., 2004). Die Analyse der
hitzeschockinduzierten sense sat IlI-RNAs ergab, dass diese alle polyadenyliert vorlagen
(Valgardsdottir et al., 2005). Neben der Induktion durch Hitzeschock wurden noch andere
Stressstimuli untersucht und es zeigte sich, dass die Induktion von sense satlll-
Trankskripten eine generelle Reaktion auf Stress darstellt, die durch unterschiedliche

Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Valgardsdottir et al., 2007).
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Tabelle 5.1: Nachweisverfahren fir major satellite repeat-Transkripte

Quelle Spezies/ Gewebe |Nachweis- Sonden Transkript- Transkriptlangen | DNase-Behandlung
Verfahren orientierung
Gaubatz & Cutler Maus/ DNA-Sonde: : ,
1990 ’ seneszentes Northern Blot-Analyse 235 bp major satellite repeat-Fragment | nicht spezifiziert | 6 bis >9,5 kb durchgefihrt
Herzgewebe in psat-Plasmid
cDNA- Sonden:
Maus/ - 433 nt
Rudert et al., 1995 Northern Blot-Analyse nicht spezifiziert | 1,8 kb nicht durchgefiihrt
P19-Zellen -~3,5kb
-~1,6 kb
Maus/ RNA-Sonden:
Rudert et al., 1995 P.1.9-Ze||en in situ-Hybridisierung 433 nt sense-Transkript antisense 1.8 bis 3,5 kb nicht durchgefiihrt
Fotales-, Leber-,
Hoden-Gewebe 433 nt antisense-Transkript
Maus/
Huang et al., 2004 embryonale Northern Blot-Analyse Keine Angabe nicht spezifiziert | 0,2 bis 4 kb durchgefuhrt
Fibroblasten
(Lsh -/-)
RNA-Sonden:
antisense sense 0,5 bis 6 kb
sense antisense 0,5 bis > 6 kb
cDNA-Sonden:
Vogelsang, 20086, Maus/ antisense sense 0,5 bis 6 kb .
Bachelorarbeit NIH3T3-Zellen Northern Blot-Analyse | sense antisense 0,5 bis 6 kb durchgefihrt
Oligonukleotid-Sonden:
Maj sat Rev: 24 nt sense 1 bis > 6 kb
Maj sat For: 24 nt antisense 1 bis > 6 kb
Maus/ DNA Sonde:
Lu & Gilbert, 2007 Northern Blot-Analyse 8 x 234 bp major satellite repeat- Frag- | nicht spezifiziert | 0,2 bis > 6 kb durchgefuhrt
C127-Zellen . .
ment in pySat-Plasmid
Vorliegende Arbeit Oligonukleotid-Sonden:
ll\\l/lﬁ-iu?:s'f's 2 Northern Blot-Analyse | Maj sat Rev: 24 nt sense 1 bis > 6 kb durchgefiihrt
-Zellen Maij sat For: 24 nt antisense 4 bis > 6 kb

Diskussion
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5.2 Einfluss der AS-ON Chemie auf die Expression von major
satellite repeat-Transkripten

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es Nukleinsaurewirkstoffe zu entwickeln, die zur
strangspezifischen Suppression von major satellite repeat-Transkripten fiihren. Mit ms1-
PTO wurde ein PTO-modifiziertes AS-ON entworfen, dass sense major satellite repeat-
Transkripte konzentrationsabhangig supprimiert. Es weist einen 1C5y Wert von 48 nM auf.
Die Hemmung von sense major satellite repeat-Transkripten wird in dieser Arbeit zum
ersten Mal beschrieben. Aus diesem Grund sind keine Vergleichswerte flir die spezifische
Wirksamkeit des entwickelten PTO-ON verfligbar. Anhand der Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen ist jedoch eine allgemeine Einordnung der Wirksamkeit von ms1-PTO
moglich. Von Boulmé und Mitarbeitern wurde ein gegen den TAR-Stemloop der HIV-RNA
gerichtetes PTO-ON beschrieben, dass einen ICsy von 7 nM aufwies (Boulmé et al.,
1998). Die Arbeitsgruppe um Kurreck entwickelte ein PTO-ON, dessen Zielsequenz in der
Vallinoid Rezeptor Subtyp 1 mRNA lag und einen ICso von 70 nM aufwies (Grinweller et
al., 2003). PTO-ON mit einem IC5, im zweistelligen nanomolaren Bereich (as2B: 47 nM,;
as3B: 22 nM), die gegen die mMRNA des ICAM-1 Rezeptors gerichtet sind, wurden in der
Arbeit von Kretschmer-Kazemi Far & Szcakiel (2003) beschrieben. Da die spezifische
Wirksamkeit von ms1-PTO (ICso = 48 nM) ebenfalls im nanomolaren Bereich liegt, kann
es als potentes PTO-ON eingestuft werden.

Die Strangspezifitit von ms1-PTO, das gegen sense major satellite repeat-
Transkripte gerichtet ist, wurde mittels der Northern Blot-Analyse untersucht. Dabei
konnte neben der fast vollstandigen strangspezifischen Suppression von sense major
satellite repeat-Transkripten ebenfalls eine Reduktion der antisense-Transkripte
nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 4.2.2.1.5). Diese Reduktion war sowohl unter
normalen Transfektionsbedingungen als auch nach zusatzlichem Hitzeschock
detektierbar (siehe Abschnitt 4.2.2.1.5 & 4.2.2.1.7). Der Vergleich der Sequenz von ms1-
PTO und von antisense major satellite repeat-Transkripten ergab eine Sequenzkomple-
mentaritdt von 3 Basenpaaren (Daten nicht gezeigt). Fir die Aktivierung der RNase H-
vermittelten Spaltung sind jedoch mindestens 5 komplementdre Basenpaare in einem
PTO-ON-mRNA-Hybrid notwendig (Monia et al., 1993). Somit kann eine RNase H-
vermittelte Spaltung der antisense major satellite repeat-Transkripte durch ms1-PTO
ausgeschlossen werden. Aus der Analyse zentromerer Satelliten-DNAs von S.pombe und
Vertebraten ging hervor, dass diese sowohl in sense als auch antisense-Orientierung

transkribiert werden und als RNA-Hybride nachweisbar sind (Volpe et al., 2002,
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Fukagawa et al., 2004). Mdglicherweise kommt es bei den in dieser Arbeit untersuchten
sense- und antisense major satellite repeat-Transkripten ebenfalls zur Bildung von RNA-
Hybriden und damit zur Stabilisierung der beiden RNAs. Insofern kdnnte eine
Suppression des sense-Stranges durch ms1-PTO auch zu einer Reduktion der RNA-
Hybride und somit zur Destabilisierung des antisense-Stranges flihren, was die
beobachtete Reduktion des antisense-Stranges erklaren wirde.

Weiterhin wurde mit dem ms3-PTO ein AS-ON gegen antisense major satellite
repeat-Transkripte entwickelt. Im Gegensatz zum ms1-PTO konnte bei den mit ms3-PTO
durchgefiihrten Experimenten keine AS-ON vermittelte Suppression nachgewiesen
werden (siehe Abschnitt 4.2.2.1.3), obwohl antisense major satellite repeat-Transkripte in
NIH3T3-Zellen exprimiert werden (siehe Abschnitt 4.1.1.2). Ein Grund hierflir konnte
moglicherweise in der gewahlten Zielsequenz fir ms3 und deren RNA-Sekundarstruktur
liegen. Der Vergleich der mittels mfold2.3 vorhergesagten RNA-Sekundarstrukturen zeigt,
dass die RNA-Zielsequenz von ms1 Uber 13 konsekutive ungepaarte Basen verfligt,
wahrend die von ms3 nur 8 ungepaarte Basen aufweist. Somit verfigt die RNA-
Zielsequenz von ms3 Uber eine geringere strukturelle Zuganglichkeit, was ein Grund fur
die fehlende biologische Wirksamkeit von ms3-PTO sein kdnnte. Diese Annahme wird
unterstitzt durch Ergebnisse aus der Arbeit von Kretschmer-Kazemi Far et al. (2005), die
zeigt, dass eine geringere strukturelle Zuganglichkeit der Ziel-RNA mit einer geringeren
biologischen Wirksamkeit der untersuchten AS-ON einhergeht.

In den Experimenten zur Charakterisierung der in dieser Arbeit entwickelten PTO-ON
wurde auch ein gegensatzlicher Einfluss auf die major satellite repeat-Expression
beobachtet. Die Transfektion von Kontroll-PTOs, die zur Kontrolle des Einflusses der
chemischen Modifikation eingesetzt wurden und keine Homologie zum Mausgenom
aufweisen, fuhrten zur konzentrations- und langenabhangigen Induktion der major satellite
repeat-Expression (siehe Abschnitt 4.2.2.1.1 & 4.2.2.1.2). Dabei wurden sowohl sense-
als auch antisense major satellite-Transkripte induziert (siehe Abschnitt 4.2.2.1.5). Fur
den besseren Vergleich der Einflisse verschiedener AS-ON und siRNAs auf die major
satellite repeat-Expression in NIH3T3-Zellen sind deren Werte in Tabelle 5.2 zusammen-

gefasst.
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Tabelle 5.2: Einfluss der in dieser Arbeit untersuchten Nukleinsdurewirkstoffe auf die relative major
satellite repeat-Expression. Die angegebenen Werte der relativen major satellite repeat-Expression wurden
bei normalen Transfektionsbedingungen 24 h nach Transfektion und bei zusatzlichem Hitzeschock 27 h nach
Transfektion mittels RT-gPCR bestimmt (MW * Stabw.) Die relative major satellite repeat-Expression stellt
den Quotient aus der in der RT-gPCR gemessenen major satellite repeat- und der B-Aktin-Expression dar. Es
wurden mindesten 2 unabhangige Versuche zur Bestimmung des MW + Stabw. herangezogen.

relative major satellite repeat-
Expression
Bezeichnung Eingesetzt als Normalle
Transfektions- Nach
bedingungen Hitzeschock
(37 °C)
OptiMEM-Kontrolle Kontrolle des 0,01 £ 0,00
Transfektionsmediums ’
Lipofectamin 2000- Kontr.olle des 0,01 £ 0,00
Kontrolle Transfektionsreagenz
1840B/20-PTO Kontrolle der PTO- 235+ 0,99 2,02+ 045
Chemie
ms1-mut-PTO Kontrolle der PTO- 1,22 + 0,54 1,22 +0,35
Chemie
ms1-inv-PTO Kontrolle der PTO- 2,08+ 0,21
Chemie
ms1-PTO AS-PTO 0,46 + 0,24 0,45+0,18
ms3-PTO AS-PTO 1,22+ 0,13 0,73+ 0,09
TM6-4 (2-OMe) Kontrolle der Qapmer- 0,03 £ 0,01
Chemie
ms1-Gapmer AS-Gapmer 0,02 + 0,01
ms2-Gapmer AS-Gapmer 0,03 +£0,00
si-scr3 siRNA-Kontrolle 0,06 £+ 0,01 0,40 £ 0,19
ms1-siRNA siRNA 0,03 + 0,01 0,06 + 0,03
ms2-siRNA siRNA 0,06 + 0,01 0,16 + 0,05

Die Transfektion von NIH3T3-Zellen mit den Kontroll-ON 1840B/20-PTO bzw. ms1-
mut-PTO, die keine Zielsequenz im Mausgenom haben, fihrte im Vergleich zur Kontrolle
mit OptiMEM (Transfektionsmedium) oder der Lipofectamin™2000-Kontrolle (Lipofec-
tamin"2000 in OptiMEM) zu einer 235- bzw. 130-fachen sequenzunspezifischen
Erhdhung der major satellite repeat-Expression. Aus den Ergebnissen anderer Arbeits-
gruppen geht ebenfalls hervor, dass PTO-modifizierte ON sequenzunabhangig
biologische Prozesse der untersuchten Zellen beeinflussen kénnen. Die Arbeit von Detzer
et al. (2010, eingereicht) zeigt zum Beispiel, dass die Transfektion von PTO-ON, die keine
Homologie zum humanen Genom aufweisen, einen Stresszustand in den untersuchten

Zellen hervorrufen, der mit der Bildung von Stressgranula einhergeht. Andere
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Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass G3139, ein biologisch aktives PTO-ON, neben
der Reduktion der Ziel-RNA auch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in den
untersuchten Zellen bewirkt (Lai et al., 2003; Raffo et al., 2004). WeiterfuUhrende Studien
zu G3139 zeigten, dass es nach Transfektion eine Vielzahl anderer Proteine in den
untersuchten Zellen beeinflusst (Stessl et al., 2009). Diese Proteine sind in zellulare
Prozesse, wie z.B. den Proteintransport, den Glukosemetabolismus und das
Redoxpotential der Zellen involviert. Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass sowohl
nach Transfektion von G3139 als auch einer unwirksamen PTO-Kontrolle die
Zellproliferation gehemmt wurde, was mit einer erhéhten Caspaseaktivitat und einer
gesteigerten Anzahl apoptotischer Zellen einherging (Winkler et al., 2010).

In dieser Arbeit wurde weiterhin die biologische Wirksamkeit von Gapmer
modifzierten AS-ON und siRNAs Uberpriift, die gegen sense major satellite repeat-
Transkripte gerichtet waren. Dabei konnte fir ms1-Gapmer und ms2-Gapmer keine
biologische Wirksamkeit, im Sinne der Reduktion der major satellite repeat-Expression
nachgewiesen werden. Nach Transfektion von ms1-siRNA konnte eine 45 %-ige
Reduktion der major satellite repeat-Expression im Vergleich zur siRNA-Kontrolle si-scr3
gemessen werden, wahrend ms2-siRNA keine biologische Wirksamkeit vermittelte. Die in
der Literatur beschriebenen Daten zur Wirksamkeit von 2°O-Methyl-modifizierten Gapmer
AS-ON sind kontrovers. In der Arbeitsgruppe um Freier wurde ein 2°O-Methyl-modifi-
ziertes Gapmer entwickelt, dessen Wirksamkeit mit einem ICsy von 20 nM deutlich héher
war als die des sequenzhomologen PTO-ON mit einem ICso von 150 nM (Monia et al.,
1993). Demgegenlber wies das in der Arbeitsgruppe um Kurreck entwickelte 2°O-Methyl-
modifizierte Gapmer mit einem ICsq von 220 nM eine niedrigere Wirksamkeit auf als das
sequenzhomologe PTO-ON, dass einen ICs, von 70 nM zeigte (Grinweller et al., 2003).
Obwohl aus der Literatur bekannt ist, dass 2°O-Methyl-modifizierte AS-ON eine hohere
Affinitat zu ihrer Ziel-RNA haben als PTO-ON, sind diese nicht zwingend besser geeignet
eine bestimmte Ziel-RNA zu supprimieren (Agrawal et al., 1997; Shen et al., 1998; Yoo et
al., 2004). Im Vergleich zu PTO- und Gapmer-ON, die meist einen ICs, im nanomolaren
Bereich aufweisen, konnten fir siRNAs I[Cs- Werte im picomolaren Bereich
nachgewiesen werden (Grinweller et al.,, 2003; Kretschmer-Kazemi Far & Sczakiel,
2003). Da 2'O-Methyl-modifizierte Gapmer-ON, PTO-ON und siRNAs fast vollstandig
durch Transfektion in NIH3T3-Zellen eingebracht werden (Siehe Abschnitt: 4.2.2.1.8,
42221 & 4.2.2.3.3), ist die geringe bzw. ausbleibende biologische Wirksamkeit von
ms1-siRNA bzw. der Gapmer-ON nicht auf Unterschiede in der Transfektionseffizienz

zurtckzufuhren. Ein moglicher Grund fir die geringe bzw. ausgebliebene biologische
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Wirksamkeit von ms1-siRNA bzw. der Gapmer ON koénnte im Expressionsniveau von
major satellite repeat-Transkripten in NIH3T3-Zellen liegen. Vergleicht man die Werte der
relativen major satellite repeat-Expression nach Transfektion der Gapmer-Kontrolle TM6-4
(2°-OMe) bzw. der siRNA-Kontrolle si-scr3 mit denen der Lipofectamin™2000-Kontrolle
oder OptiMEM-Kontrolle kann eine 3- bzw. 6-fache Erhoéhung detektiert werden. Im
Vergleich dazu konnte nach Transfektion der Kontroll-PTOs 1840B/20-PTO bzw. ms1-
mut-PTO, eine Erhdhung der relativen major satellite repeat-Expression um das 235- bzw.
130-fache, im Vergleich zur Lipofectamin”2000-Kontrolle bzw. OptiMEM-Kontrolle
gemessen werden. Im Gegensatz zu den Kontroll-PTOs (1840B/20-PTO, ms1-mut-PTO)
hat die Transfektion der Kontroll-siRNA (si-scr3) und der 2°0O-Methyl-modifizierten
Kontrolle TM6-4 (2°-OMe) kaum einen Einfluss auf die major satellite repeat-Expression.
Nach zusatzlicher Hitzeschockbehandlung verandern sich die Werte. Stellt man die Werte
der relativen major satellite repeat-Expression nach Transfektion der Kontroll-siRNA si-
scr3 unter normalen Transfektionsbedingungen (37 °C) und nach Hitzeschock gegenlber,
kann man eine Erhdhung um fast das 7-fache messen. Vergleicht man zusatzlich die
Werte der Lipofectamin2000-Kontrolle bzw. der OptiMEM-Kontrolle unter normalen
Transfektionsbedingungen (37 °C) mit dem der siRNA-Kontrolle si-scr3 nach Hitzeschock-
behandlung, kann eine Erhéhung der relativen major satellite repeat-Expression um das
40-fache berechnet werden (siehe Tabelle 5.2). Unter Hitzeschockbedingungen konnte
eine starke Suppression der major satellite repeat-Expression durch ms1-siRNA, im
Bezug auf die siRNA-Kontrolle si-scr3 von 85 % ermittelt werden. Nach Induktion der
major satellite repeat-Expression ist somit eine starke biologische Wirksamkeit von ms1-
siRNA nachweisbar. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die major satellite repeat-
Expression in unbehandelten NIH3T3-Zellen sehr gering ist, so dass unter normalen
Transfektionsbedingugen (37 °C) eine biologische Wirksamkeit von siRNAs und 2°0O-
Methyl-modifizierten AS-ON kaum nachweisbar ist. Unterstutzt wird diese Vermutung
durch Ergebnisse der Arbeitsgruppe Sczakiel, die zeigen, dass ICAM1 in unbehandelten
ECV304-Zellen nur sehr gering exprimiert wird (Kretschmer-Kazemi Far & Schakiel, 2003,
Kretschmer-Kazemi Far et al., 2005). Unter diesen Bedingungen war sowohl nach
Transfektion von AS-ON als auch siRNAs, die gegen die ICAM1-RNA gerichtet waren,
kaum eine Suppression dieser im Vergleich zu den eingesetzten Kontrollen messbar. Erst
nach Stimulation der ICAM1-Expression durch IL - 1B konnte sowohl nach Transfektion
der AS-ON als auch der siRNAs eine deutliche Reduktion der ICAM1-Expression
gemessen werden. Anhand dieser Daten und der Ergebnisse dieser Arbeit kann man

vermuten, dass die biologische Wirksamkeit der gegen major satellite repeat-Transkripte
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gerichteten Gapmer-modifizierten AS-ON (ms1-Gapmer, ms2-Gapmer) und der siRNAs
(ms1-siRNA, ms2-siRNA) nur nach Induktion der Expression, wie zum Beispiel durch
Hitzeschock, naher charakterisiert werden kann. Dies wird auch durch die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigt, die unter Verwendung der PTO-modifizierten AS-ON ms1-PTO
und ms2-PTO erzielt wurden. Durch die Transfektion der Kontroll-PTOs, die keine
Homologie zum Mausgenom aufwiesen, wurde die major satellite repeat-Expression
induziert (siehe Tabelle 5.2). Diese Induktion konnte durch Transfektion von ms1-PTO
supprimiert werden (siehe Abbildung 4.2.6).

Sowohl die Transfektion von sequenzunspezifischen PTO-Kontrollen als auch die
Hitzeschockbehandlung vermitteln einen Stresszustand in eukaryotischen Zellen, der sich
durch die Bildung von Stressgranula messen lasst (Detzer et al., 2010, eingereicht). In
dieser Arbeit konnte sowohl nach Hitzeschockbehandlung (siehe Abschnitt 4.1.3) als auch
nach Transfektion von NIH3T3-Zellen mit Kontroll-PTOs, wie 1840B/20-PTO und ms1-
mut-PTO (siehe Tabelle 5.2), die Induktion der relativen major satellite repeat-Expression
nachgewiesen werden. Dabei wurde nach Hitzeschockbehandlung transient der sense-
Strang von major satellite repeat-Transkripten induziert, wahrend nach Transfektion von
Kontroll-PTOs sowohl die Induktion des sense- als auch antisense-Stranges der
Transkripte in NIH3T3-Zellen messbar war. Da die durch Hitzeschock und andere
Stressstimuli induzierten sense-sat llI-Transkripte als Stressmarker verwendet werden,
kann man major satellite repeat-Transkripten ebenso eine mdgliche Funktion als

Stressmarker zuweisen (Rizzi et al., 2003; Valgardsdottir et al., 2005).

5.3 Biologische Funktion von major satellite repeat-Transkripten

Die Funktionsanalyse von Genen kann sowohl durch deren Uberexpression als auch
durch deren Suppression erfolgen. Dabei kdnnen anhand phanotypischer Unterschiede
im Vergleich zum Normalzustand Informationen zur Genfunktion abgeleitet werden.

Da aus der Arbeit von Bouzinba-Segard et al. (2006) bekannt war, dass die
plasmidkodierte Uberexpression des 120 nt minor satellite repeat-RNA Fragments zu
Segregationsdefekten und damit zur Abnahme der Prolifertion der untersuchten Zellen
fihrte, wurde in dieser Arbeit zuerst tberpriift, welchen Einfluss die Uberexpression der
plasmidkodierten major satellite repeat-RNAs (326 nt) auf die zeitliche Veranderung der
Zellzahl und somit Proliferation der untersuchten NIH3T3-Zellen hatte. Anhand der
Ergebnisse (siehe Abschnitt 4.3.1.1) konnte jedoch kein Einfluss der Uberexpression von

sense bzw. antisense major satellite repeat-RNAs auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen
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festgestellt werden. Die Bestimmung der Grofle von major satellite repeat-Transkripten
mittels Northern Blot-Analyse ergab flir beide Transkriptorientierungen eine heterogene
Langenverteilung in unbehandelten NIH3T3-Zellen (siehe Abschnitt 4.1.1.2), wobei der
Hauptanteil der nachgewiesenen RNAs, unabhangig von ihrer Orientierung, gréfRer als
6 kb war. Die Uberexprimierten major satellite repeat-RNA Fragmente hatten eine Lange
von 326 nt und waren somit deutlich kleiner als die naturlich vorkommenden Transkripte.
Aus der computergestitzten Analyse der RNA-Sekundarstruktur mittels mfold 2.3 ergeben
sich deutliche Unterschiede, hinsichtlich offener und gepaarte Strukturbereiche, zwischen
326 nt und groReren, z.B. 936 nt langen RNAs (936 nt entsprechen vier major satellite
repeat-RNA Wiederholungen; Daten nicht gezeigt). Somit kann die Lange und die damit
einhergehende Sekundarstruktur der tberexprimierten RNAs ein moglicher Grund fir die
ausgebliebene phanotypische Veranderungen der Zellen sein.

Weitere Untersuchungen zur Funktion von major satellite repeat-Transkripten wurden
unter Verwendung des in dieser Arbeit entwickelten biologisch wirksamen ms1-PTO
durchgefiihrt. Dabei wurde aufgrund von Beobachtungen bei der Charakterisierung der
ms1-PTO vermittelten Suppression, der Einfluss der major satellite repeat-Expression auf
die zeitliche Veranderung der Zellzahl untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine deutlich
gesteigerte Proliferation von NIH3T3-Zellen nach Suppression der major satellite repeat-
Expression durch ms1-PTO im Vergleich zur PTO-Kontrolle 1840B/20-PTO (siehe
Abschnitt 4.3.2.1). Dieser Effekt konnte ebenso nach einer zusatzlichen
Hitzeschockbehandlung beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.3.2.2). Darlber hinaus
kann man die 1840B/20-PTO vermittelte Induktion der relativen major satellite repeat-
Expression um das 235-fache im Vergleich zur Lipofectamin'2000- bzw. OptiMEM-
Kontrolle zum Zeitpunkt 24 h nachweisen (siehe Tabelle 5.2). Diese Induktion wird durch
Transfektion von ms1-PTO um 73 % reduziert (siehe Abschnitt 4.3.2.1). Stellt man die
Werte der relativen major satellite repeat-Expression der Lipofectamin™2000- bzw.
OptiMEM-Kontrolle dem Wert der mit ms1-PTO ermittelt wurde gegeniber, fallt auf, dass
dieser 46-fach hdher ist (siehe Tabelle 5.2). Das bedeutet, dass die relative major satellite
repeat-Expression auch nach Transfektion von ms1-PTO uber dem Expressionsniveau
liegt, dass in der Lipofectamin2000- bzw. OptiMEM-Kontrolle gemessen wurde.
Betrachtet man die zeitliche Veranderung der Zellzahl die parallel zum major satellite
repeat-Expressionsniveau bestimmt wurde, zeigt sich, dass die NIH3T3-Zellen mit einer
durch 1840B/20-PTO induzierten major satellite repeat-Expression eine geringere
Veranderung der Zellzahl und damit eine verminderte Proliferation aufweisen als die,

deren major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO supprimiert wurde. Aus der
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Analyse der zeitlichen Veranderung der Zellzahl ging ebenfalls hervor, dass NIH3T3-
Zellen die mit ms1-PTO transfiziert wurden eine verminderte Proliferation im Vergleich zu
den Zellen aufwiesen, die mit Lipofectamin™2000- bzw. OptiMEM inkubiert wurden (Daten
nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse bestand die Vermutung, dass die Verringerung
der Proliferation durch Veranderungen im Zellzyklus der untersuchten Zellen
hervorgerufen wird. Zur Aufklarung wurde parallel zur Bestimmung der zeitlichen
Veranderung der Zellzahl und der relativen major satellite repeat-Expression die
Zellzyklusverteilung der Zellen detektiert. Es konnte jedoch kein Unterschied in der
Zellzyklusverteilung in den mit Lipofectamin™2000- bzw. OptiMEM inkubierten und den mit
ms1-PTO bzw. 1840B/20-PTO transfizierten Zellen gemessen werden. Da die Zellen, die
in diesen Experimenten eingesetzt wurden, schon zu Beginn der Versuche eine
heterogene Zellzyklusverteilung aufwiesen (Daten nicht gezeigt), bestand die Vermutung,
dass mdgliche zellzyklusspezifische Unterschiede tberdeckt wurden. Aus diesem Grund
wurden die Zellen vor der Transfektion in der G1/G0-Phase synchronisiert. Dabei ging
auch in der synchronisierten Zellpopulation die Induktion des major satellite repeat-
Expressionsniveau mit einer verminderten Proliferation der Zellen einher. Die Analyse der
Zellzyklusverteilung zum Zeitpunkt 24 h ergab eine Veranderung der prozentualen Anteile
der Zellen in den Zellzyklusphasen nach Transfektion von ms1-PTO (G1/GO0: 57 %; S:
32 %; G2/M: 9 %) und ms1-mut-PTO (G1/G0: 55%; S: 34 %; G2/M: 9 %) im Vergleich zu
1840B/20-PTO (G1/G0O: 70 %; S: 22 %; G2/M: 6 %). Die Erhdhung des prozentualen
Anteils der Zellen die in der S-Phase vorliegen und die damit einhergehende Erniedrigung
des prozentualen Anteils der Zellen in der G1/G0-Phase erklaren die verbesserte
Proliferation der ms1-PTO transfizierten Zellen im Vergleich zu 1840B/20-PTO
transfizierten Zellen die in Abschnitt 4.3.2.1 und 4.3.2.3 nachgewiesen wurde. Dieses
Ergebnis wird durch Daten in der Literatur unterstitzt die zeigen, dass eine verbesserte
Zellproliferation mit einer Erhéhung des prozentualen Anteils der Zellen in der S-Phase
einhergeht (Shi et al., 2006; Jin et al., 2007; Feng et al., 2008). Obwohl die Transfektion
der Kontroll-PTOs ms1-mut-PTO bzw. 1840B/20-PTO in NIH3T3-Zellen zur Induktion der
major satellite repeat-Expression fuhrt (130- bzw. 235-fach im Vergleich zur
Lipofectamin“2000- bzw. OptiMEM-Kontrolle, siehe Tabelle 5.2) und die so behandelten
Zellen eine vergleichbare verringerte Proliferation im Vergleich zu ms1-PTO transfizierten
Zellen aufweisen, ist kein Unterschied in der Zellzyklusverteilung von ms1-mut-PTO bzw.
ms1-PTO transfizierten Zellen detektierbar (Zeitpunkt 24 h; siehe Abschnitt 4.3.2.3).
Dieses Ergebnis wird durch Daten aus der Literatur bestatigt, die zeigen, dass eine

Verringerung der Zellproliferation nicht zwingen auf einer Veranderung der Zellzyklus-
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verteilung beruht (Eichhorn et al.,1993; Tschaharganeh et al., 2007; O’Sullivan et al.,
2009). Aufgrund der eigenen Ergebnisse und der Daten aus der Literatur kann kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen der Zellproliferation und der Zellzyklusverteilung
der Zellen hergestellt werden. Nichtsdestotrotz besteht eine Korrelation zwischen der
major satellite repeat-Expression und Zellproliferation in NIH3T3-Zellen, die sich in der
verringerten Zellproliferation von NIH3T3-Zellen nach Induktion der major satellite repeat-
Expression durch Kontroll-PTOs (1840B/20-PTO, ms1-mut-PTO), im Vergleich zu ms1-
PTO, widerspiegelt. Der Einfluss der Transfektion von PTO-ON auf die Zellproliferation
wurde in der Arbeitsgruppe Noe naher untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Transfektion von PTO-ON sowohl zur Inhibition der Zellproliferation, als auch zur
Aktivierung der Caspaseaktivitat und damit zur Erhohung der Zahl apoptotischer Zellen
fuhrt (Winkler et al., 2010). Aufgrund dieser Daten konnte man vermuten, dass die in
dieser Arbeit gemessene Verringerung der Zellproliferation von NIH3T3-Zellen nach
Transfektion von ms1-mut-PTO bzw. 1840B/20-PTO moglicherweise auf Apoptose
beruht.

Da major satellite repeat-Transkripte sowohl unter normalen Zellkulturbedingungen
als auch nach Hitzeschock und Transfektion mit PTO-ON vorrangig als hochmolekulare
RNAs (> 6 kb) in dieser Arbeit nachgewiesen wurden, besteht weiterhin die Mdglichkeit,
dass sie eine biologische Funktion vermitteln die auf ihrer GroRe und der damit
verbundenen Sekundarstruktur beruht. Nach der Transkription verbleiben major satellite
repeat-RNAs im perizentromeren Heterochromatin und kdnnten mdglicherweise, ahnlich
wie die Xist RNA, die durch die Interaktion mit chromosomaler DNA die Stillegung des X-
Chomosoms bewirkt, zur Aufrechterhaltung und Stabilisierung des Perizentromers
beitragen (Lu & Gilbert, 2007; Brockdorff et al., 1992; Ng et al., 2007).

In dieser Arbeit konnten sowohl sense- als auch antisense major satellite repeat-
Transkripte nachgewiesen werden. Somit ist eine Hybridisierung beider Strange mdglich,
was indirekt auch durch Daten von Martens et al. (2005) belegt wird. Aus der Literatur
Uber S. pombe und Vertebraten geht hervor, dass zentromere satteliten-RNAs durch
Bildung von kurzen doppelstrangigen siRNAs an der Stillegung des Zentromers beteiligt
sind, wobei auch im murinen System ein ahnlicher Mechanismus vermutet wird (Volpe et
al.,, 2002, Fukagawa et al., 2004). Nach der Depletion von Dicer, dass flr die
Prozessierung langer dsRNAs im Mechanismus der RNA Interferenz verantwortlich ist,
konnte eine gesteigerte Expression von major satellite repeat-Transkripten beobachtet
werden (Bernstein et al., 2003; Kanellopoulou et al., 2005; Murchinson et al., 2005). In

Maus Oozyten konnte dariiber hinaus eine Vielzahl (mehr als 20.000) kleiner endogener
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RNAs (miRNA, siRNA, piRNA) nachgewiesen werden, die auf Retrotranspon- und
Satelliten-RNA Sequenzen zurtickzufiihren sind (Watanabe et al., 2008; Tam et al., 2008).
Da jedoch bis zum jetzigen Zeitpunkt keine major satellite repeat-spezifischen RNAs mit
einer GroRe von 20 nt bis 30 nt nachgewiesen werden konnten, bleibt unklar, ob diese als
endogene siRNAs, wie in S. pombe beschrieben, eine biologische Funktion bei der

Stilllegung des Zentromers vermitteln (Volpe et al., 2002).

54 Ausblick

Die Expression von major satellite repeat-Transkripten wird sowohl durch
Hitzeschock als auch durch die Transfektion von Kontroll-PTO-ON, die keine Homologie
zum Mausgenom aufweisen, induziert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, das man
major satellite repeat-Transkripten als Stressmarker einsetzen kann. Zur Verifizierung
dieser Annahme kann der Einfluss weitere chemischer oder physikalischer Stimuli, die
einen Stresszustand in eukarytischen Zellen vermitteln, auf die major satellite repeat-
Expression, unter Verwendung der in dieser Arbeit beschriebenen Methoden (Northern
Blot-Analyse, RT-gPCR), untersucht werden. Die Anwendung der Chromatinimmuno-
prazipitation konnte weiterhin Aufschluss Uber major satellite repeat-DNA-bindende
Proteine, wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, sowohl unter normalen als auch
stressinduzierenden Zellkulturbedingungen geben.

Da die hitzeschockinduzierte Expression von major satellite repeat-Transkripten
durch ms1-siRNA supprimiert werden kann, besteht somit die Mdglichkeit deren biolo-
gische Wirksamkeit naher zu charakterisieren. Weiterhin kann unter diesen Bedingungen

die biologische Aktivitdt von ms1-Gapmer nochmals naher untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Das murine Genom besteht zu nahezu 40 % aus repetitiven DNA-Elementen.
Satelliten-DNAs, zu denen auch die major satellite repeat-DNA gehort, stellen eine eigene
Gruppe solcher repetitiven DNA-Elemente dar, die zirka 4 % des Genoms einnehmen. Die
major satellite repeat-DNA die eine Monomerlange von 234 bp hat, kann als
ununterbrochene repetitive Sequenzeinheit eine Lange von mehr als 2400 kb aufweisen
und ist im perizentromeren Bereich der akrozentrischen Mauschromosomen lokalisiert.
Obwohl das Perizentromer als Teil des konstitutiven Heterochromatins wahrend des
gesamten Zellzyklus stark kondensiert vorliegt, kommt es dennoch zur Transkription der
major satellite repeat-DNA. Die Struktur und Funktion von major satellite repeat-
Transkripten sind jedoch noch weitgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurden major satellite repeat-Transkripte der Maus naher
charakterisiert. Daflir wurden Nukleinsaurewirkstoffe entwickelt, deren biologische
Wirksamkeit, im Sinne der Suppression von major satellite repeat-Transkripten, Gberpraft
wurde. Weiterhin wurden diese Nukleinsdurewirkstoffe eingesetzt um die biologische
Funktion von major satellite repeat-Transkripten zu untersuchen. Als Modell wurde die gut
charakterisierte murine Zelllinie NIH3T3 gewahlt.

Mit der Northern Blot-Analyse und der RT-qPCR wurden zwei Nachweisverfahren
etabliert, die eine detaillierte Analyse von major satellite repeat-Transkripten ermdglichte.
Die Northern Blot-Analyse erlaubte Rickschlisse zur Strangspezifitdt und Lange von
major satellite repeat-Transkripten. Die RT-qPCR diente der quantitativen Analyse der
major satellite repeat-Expression.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten in NIH3T3-Zellen erstmals sowohl sense- als auch
antisense major satellite repeat-Transkripte nachgewiesen werden, wobei deren
heterogene Langenverteilung auffiel. Wahrend sense major satellite repeat-Transkripte
mit Langen von 1 kb bis > 6 kb nachgewiesen wurden, wiesen antisense major satellite
repeat-Transkripte GroRen von 4 kb bis > 6 kb auf. In unbehandelten NIH3T3-Zellen
wurde eine Anzahl von ungefahr 600 major satellite repeat-Sequenzeinheiten pro Zelle
bestimmt. Nach Hitzeschockbehandlung von NIH3T3-Zellen konnte erstmals gezeigt
werden, dass sense major satellite repeat-Transkripte transient induziert wurden.

Fir funktionelle Analysen der major satellite repeat-Expression wurden Nukleinsaure-
wirkstoffe entwickelt, deren biologische Aktivitat, basierend auf der Suppression von major
satellite repeat-Transkripten, Uberprift wurde. Nach der computergestitzter Analyse der

major satellite repeat-RNA Sequenzen und ihrer vorhergesagten Sekundarstrukturen
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wurden zwei Zielbereiche in der sense- und ein Zielbereich in der antisense major satellite
repeat-Sequenz ausgewahlt. Gegen diese Sequenzen gerichtete Antisense-
Oligonukleotide wurde chemisch modifiziert und als Voll-Phosphorothioat oder als
Chimare 2°0O-Methyl-Phosphorothioat eingesetzt. Zusatzlich wurden sequenzhomologe
siRNAs auf ihre biologische Aktivitdt gegeniber major satellite repeat Transkripten
untersucht. Eines dieser Antisense-Oligonukleotide (ms1-PTO, ICs; = 48 nM) sowie die
sequenzhomologe siRNA (ms1-siRNA) waren sowohl unter normalen Zellkulturbe-
dingungen als auch nach Hitzeschockinduktion von sense major satellite repeat-
Transkripten aktiv und riefen eine starke Reduktion dieser Transkripte hervor.

Unabhangig davon war die Transfektion von Phosphorothioat-modifizierten
Oligonukleotiden mit einer Induktion von sense- und antisense major satellite repeat-
Transkripten verknilpft. Diese Induktion war abhangig von der Lange und der
Konzentration der Oligonukleotide, jedoch unabhangig von ihrem GC-Gehalt und der
Sequenz.

Bei der Analyse der Funktion von major satellite repeat-Transkripten konnte eine
Korrelation zwischen deren Expression und der Zellproliferation festgestellt werden. Dabei
wiesen NIH3T3-Zellen deren major satellite repeat-Expression durch ms1-PTO
supprimiert wurde eine verbesserte Proliferation auf. Aus der Analyse der Zellzyklus-
verteilung konnte kein eindeutiger Zusammenhang zur Zellproliferation abgeleitet werden.
Die plasmidkodierte transiente Uberexpression von major satellite repeat-Transkripten
hatte keinen Einfluss auf die Proliferation von NIH3T3-Zellen.

Die neue biologische Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass neben der Hitzeschock-
behandlung, auch die Lipofectamin2000-vermittelte Transfektion von Phosphorothioat-
modifizierten Oligonukleotiden einen Stresszustand in Saugerzellen hervorruft, der mit
einer Induktion der major satellite repeat-Transkription verbunden ist. Die Verwendung
dieser chemisch modifizierten Antisense-Wirkstoffe zur Untersuchung von major satellite

repeat-Transkripten wird daher kritisch diskutiert.
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