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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Zusammenspiel des Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA) und seinem
Rezeptor (uUPAR) ist fiir die Invasion und Metastasierung maligner Tumore von grof3er
Bedeutung. Eine Uberexpression von uPAR wird bei vielen Krebsarten mit schlechter
Prognose assoziiert. Ziel der Arbeit war es ein Ribozym zu entwickeln, das in der
Lage ist, die mRNA von uPAR in vitro und in vivo katalytisch zu spalten und so in
vivo die Expression des uPAR zu reduzieren oder ganz zu unterdriicken. Da viele
Ribozyme, die anhand von Computermodellen konstruiert wurden, zwar in vitro
sequenzspezifisch an die mRNA des Zielgenes binden und diese spalten, aber in
Zellkultur oder im Tiermodell dann nicht in der Lage sind, die Expression effektiv zu
reduzieren, sollte ein neues Verfahren entwickelt werden, um in Bakterien ecine
Library von Ribozymen zu screenen und so aus einem Pool von mehr als einer Million
Ribozyme die auszuwéhlen, die die mRNA von uPAR in vivo schneiden, und so
aufwendigere Verfahren in Zellkultur erspart. Hierfiir wurde ein Pool von Ribozymen
konstruiert, in eine Tripel-Ribozym-Kassette subkloniert und ein Weg gefunden, diese
auf bakteriellen Plasmiden effektiv per Elektroporation in die Test-Bakterien ein-
zubringen. Um die Effektivitdt der Ribozyme in Bakterien und in Zellkultur messen zu
konnen, wurde je ein Fusionsgen aus uPAR-Galaktosidase und aus uPAR-Luciferase
kloniert und verschiedene Bakterienstimme und eukaryotische Zelllinien mit diesen
Fusionsgenen stabil transfiziert. Es wurden mehrer Kontrollplasmide kloniert, um zu
iiberpriifen, dass ein im Screening positives Ribozym tatsdchlich die mRNA von
uPAR schneidet. Mit Hilfe der in dieser Arbeit verdnderten Zelllinien, wurde auch ein
Ribozym gegen uPAR getestet, das nach der SELEX-Methode (Selective Evolution of
Ligands by EXponential enrichment ) konstruiert wurde. Es konnte gezeigt werden,
dass dieses die Expression von uPAR in verschiedenen Zelllinien signifikant reduziert.
Es war jedoch ebenso wenig wie die im bakteriellen Screening selektionierten Ribo-
zyme in der Lage, die Expression des uPAR-Galaktosidase-Fusionsgens im bakteriel-
len Test reproduzierbar und messbar zu unterdriicken.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass das Ribozym RZ-957 in vitro und in vivo
die mRNA von uPAR sequenzspezifisch schneidet und zu einer signifikanten Re-
duktion der Expression des uPAR-Luciferase-Fusionsgenes flihrt. Es wurde ebenfalls

gezeigt, dass dieser Effekt in Bakterien nicht reproduzierbar ist.



Einleitung

2.1

2.2

Einleitung

Invasion und Metastasierung

Die wichtigste Eigenschaft, durch die sich maligne Zellen von gesunden Zellen und
den Zellen benigner Tumoren unterscheiden, ist ihre Fihigkeit Gewebegrenzen zu
iiberschreiten und Metastasen zu bilden. Sie sind in der Lage, vom Primértumor aus-
gehend in die umgebende extrazellulire Matrix (EZM), Blut- und Lymphgefaf3e ein-
zudringen. Die EZM besteht vor allem aus proteinhaltigen Komponenten, darunter die
Kollagene Typ I, 11, III, IV, VII und X, Proteoglykane, Vitronektin, Fibronektin und
Laminin. Das Kollagen Typ IV ist die Hauptkomponente der Basalmembran.

Einigen dieser Zellen gelingt es durch Adhdsion an und Invasion des Gefif3endothels
Absiedelungen in anderen Organen zu bilden und dort durch Neovaskularisation und
Abbau des umgebenden Gewebes Fernmetastasen zu bilden. Der Abbau der umgeben-
den EZM wird durch extrazelluldre proteolytische Enzyme (Peptidbindungs-hydro-
lasen) ermoglicht, die von den Tumorzellen und zum Teil auch von umgebenden
Bindegewebszellen (Fibroblasten) sezerniert werden. Dazu gehoren die Gruppe der
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Cystein-Proteasen (u.a. Cathepsin B und L) und
Serin-Proteasen wie Plasmin und der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA).
(Ubersicht in DeClerck et al., 1996; Andreasen et al., 1997; Dano et al., 1999; Reuning
et al., 1998; Schmitt et al,. 2000; Allgayer 2006).

Die Bedeutung des uPA/uPA-Rezeptor-Systems fiir Invasion
und Metastasierung

Das proteolytische Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator-System umfasst die Serin-
Protease Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA), deren Rezeptor uPAR (CD 87)
und deren Inhibitoren Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) und 2 (PAI-2) (Abb.
2.1). Zusammen mit anderen Mitgliedern der Familie der Serin-Proteasen (Plasmin,
Gewebe-Kallikrein, membranstéindige Serin-Proteasen), Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) und Cystein-Proteasen nimmt es Einfluss auf den Abbau der Basalmembran
und der EZM, Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung (Andreasen et al., 2000;

Del Rosso et al., 2002; Ragno, 2006).
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Durch die Anlagerung von pro-uPA an den uPA-Rezeptor auf der Krebszelloberfliche
wird pro-uPA durch Plasmin zu uPA aktiviert, wodurch wiederum Plasminogen zu
Plasmin aktiviert wird. Dadurch wird nicht nur die Aktivierung von Plasminogen in
die Nédhe der Tumorzelle focusiert, sondern auch eine Kaskade von Ereignissen
ausgelost, die zu Zellproliferation, Adhédsion, Migration, Chemotaxis und Angiogenese
fithrt (Rabbani und Mazar, 2001; Blasi und Carmeliet, 2002; Reuning et al,. 2003). Die
Aktivierung von Plasmin kann auch durch bestimmte bakterielle Proteine und durch
den Gewebe-Typ Plasminogen Aktivator (tPA) katalysiert werden (Andreasen et al.,
1997). tPA spielt eine wichtige Rolle bei der Auslosung von intravaskuldrer
Fibrinolyse. Die proteolytische Aktivitdt von uPA wird von seinen Inhibitoren PAI-1
und PAI-2 inhibiert (Blasi, 1997).

Die Expression des uPAR an der Zelloberfliche spielt auch eine Rolle bei der
Adhision von Tumorzellen, durch seine Fahigkeit die Zelle an das Vitronectin der
EZM mit hoher Affinitdt zu binden (Waltz and Chapman, 1994).

Aufgrund des Mangels einer transmembrandsen Domidne muss uPAR fiir intrazelluldre
Signaltransduktion mit anderen transmembrandsen Rezeptoren zusammenarbeiten. So
wurde iiber ein Zusammenspiel (cross talk) mit den Adhdsions- und Signaltrans-
duktions-Rezeptoren der Integrine berichtet (Chapman und Wei, 2001). Integrine sind
transmembrandse Rezeptoren der Zelloberfldche, die sobald sie an EZM gebunden
haben eine regulatorische Funktion vieler Prozesse wie z.B. Zelladhdsion, Migration
und Proliferation iibernehmen (Blasi und Carmeliet, 2002; Reuning et al., 2003). Es
wurde auch iiber eine Interaktion zwischen uPAR und dem fiir den Liganden fMet-
Leu-Phe-Peptid (fMLP) hoch-affinen Rezeptor FPR berichtet. Es handelt sich um
einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, der bei Chemotaxis eine Rolle spielt. fMLP ist
ein Peptid bakterieller Herkunft, das eine starke chemotaktische Wirkung auf
Leukozyten ausiibt. Eine fMLP-abhidngige Zellmigration setzt eine Expression von
uPAR voraus (Montuori et al., 2002; Le et al., 2002).

Nach Bindung an den Rezeptor ist das enzymatisch aktive uPA auf die Zelloberflidche
focusiert, wodurch sich ein Zustand hoherer uPA-Aktivitdt ergibt und eine mehrfach
hohere Konversionsrate von Plasminogen zu Plasmin (Ellis et al. 1999). Plasminogen
ist eine Serin-Protease, die im Plasma und in extrazelluldrer Fliissigkeit vorkommt und
eine hohe Aktivitdt gegen verschieden Bestandteile der EZM wie Fibrin, Fibronectin,
Laminin und Kollagen zeigt, und dadurch zu einem Abbau der EZM fiihrt (Abb. 2.1).

Tatsdchlich wurde bei unterschiedlichen Krebserkrankungen von Brust, Ovar, Oso-
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phagus, Magen, Kolorektum und Leber der wichtige klinische Stellenwert des
Plasminogen-Aktivierungs-Systems flir die Prddiktion von krankheitsfreiem und

Gesamtiiberleben gezeigt (Harbeck et al., 2002; Look et al., 2002).

Pro-MMP's,

Pro-Kollagenasen
Plasminogen

uPA
Plasmin Plasmin

( Z / MMPs, Kollagenasen
— \ R
uPA ¢ :

e

-~ ~N
Adhasion / \ Migration

Invasion Proliferation

Integrin

Tumorzelle

Abb. 2.1: Schematische Ubersicht iiber die Rolle des uPA/uPAR-System fiir Tumorinvasion
und —metastasierung. Die Bindung von uPA an uPAR konvertiert das einkettige Polypeptid
Plasminogen in seine zweikettige Form Plasmin, wodurch die EZM abgebaut wird und eine
Kaskade von weiteren biologischen Ereignissen wie Zelladhésion, Invasion, Migration und
Proliferation ausgelost wird. Die proteolytische Aktivitit von uPA wird von seinen Inhibitoren
PAI-1 und PAI-2 kontrolliert. Integrine als Co-Rezeptoren ermdglichen dem uPA/uPAR-
System intrazellulére Signaltransduktion.

2.2.1 Der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator-Rezeptor (uPAR, CD87)

uPAR, der zellulire Rezeptor fiir uPA, ist ein Cystein-reiches Glykoprotein, das {iber
einen Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker an die Lipiddoppelschicht der
Plasmamembran gekniipft ist (Ploug et al., 1991). Er besteht aus drei homologen,
strukturell verwandten Protein-Doménen von ungefihr 90 Aminoséuren mit vier bis
fiinf Disulfid-Bindungen (Behrendt et al., 1991; Llinas et al., 2005, Abb. 2.2). Doméne

I befindet sich am N-terminalen Ende des Rezeptors und ist fiir die Bindung von uPA
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wichtig, wobei in Bindungs-Studien gezeigt wurde, dass die Affinitdt der Doméne I
alleine fiir uPA mehrere hundert mal schwicher ist, als die des intakten uPAR
(Behrendt et al., 1991; Rettenberger et al., 1994; Ploug et al., 1998, 2002). Llinas et al.
(2005) ist es gelungen die Kristallstruktur des loslichen uPAR bei der Bindung an
einen Antagonisten darzustellen und dadurch zu zeigen, dass die drei Doménen des
Rezeptors fast eine Kugel bilden, die eine 19 Angstrom grofle Liicke zwischen
Domine I und III aufweilt in der der Ligand bindet. Die Bindung von uPA héngt im
Wesentlichen von Domédne I und II ab, widhrend Domine III eine wichtige sta-

bilisierende Rolle spielt.

Domain 11

.’-_ GPI-anchor

IIIF10-epitope

Abb. 2.2: Die Domain-Struktur des uPA-Rezeptor. uPAR besteht aus drei in ihrer Struktur
homologen Domiénen und ist iiber ein C-terminales Glycanlipid- (GPI-) Anker mit der Zell-
oberfliche verbunden (verdndert nach Ploug et al. 1994). Die Positionen der Glykosylierung
(Ploug et al. 1998) sind durch ein <> gekennzeichnet, Di-sulfidbriicken sind schwarz. Das
Epitop des mAb IIIF10 ist grau dargestellt (Luther et al. 1997).

Es gibt auch eine 16sliche (soluble) Form des uPAR die von der Zelle sezerniert wer-
den kann (suPAR). Diese 16sliche Form findet sich in biologischen Fliissigkeiten so-
wohl in vitro als auch in vivo. Diese Formen kdnnen durch differentielles Splicing oder
durch eine Abspaltung des GPI-Ankers durch Phospholipase C entstehen (Hoyer-
Hansen et al., 1992; Montuori et al., 2002, 2005; Jo el al., 2003).
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2.2.2 Der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA) und seine Inhibitoren

223

Es gibt zwei Arten von Plasminogen-Aktivatoren, den Urokinase-Typ und den
Gewebe-Typ Plasminogen-Aktivator (tPA). Beide sind in der Lage das inaktive
Zymogen Plasminogen zur aktiven Proteinase Plasmin zu aktivieren, welche
extrazellulire Matrix abbauen kann. tPA wird in Endothelzellen synthetisiert und
spielt eine wichtige Rolle bei der intravaskuldren Fibrinolyse.

uPA ist eine 55 kDa Serin-Protease welche von verschiedenen gesunden und
entarteten Zellen als inaktives einkettiges Protein hergestellt wird. Pro-uPA, das
Zymogen von uPA hat eine mehrere hundert Mal niedrigere Aktivitét als der aktivierte
zweikettige uPA (Andreasen et. al., 1997). Die beiden Ketten von uPA werden durch
zwei Disulfidbriicken verbunden. Die B-Kette enthdlt C-terminal die Doméne mit der
katalytisch wirksamen Serin-Protease, die A-Kette bindet mit ihrem aminoterminalen
Fragment (ATF) an den uPAR. Die Aktivitit von uPA auf Plasminogen wird von
seinen beiden Inhibitoren PAI-2 und dem effektiveren PAI-1 kontrolliert. PAI-1 ist
auflerdem in der Lage an uPAR-gebundenes uPA zu binden und so mit dem multi-
funktionellen transmembrandsen 0>-Makroglobulin/LDL-Rezeptor-related Protein
(LRP) einen Komplex zu bilden, der rasch durch Endozytose in die Zelle aufge-
nommen wird (Cubellis et al., 1990). Nach Aufnahme wird der Komplex abgebaut und
der uPAR in die Zelloberflache reintegriert (Nykjaer et al., 1997). PAI-1 ist neben der
Inhibition von uPA in der Lage Migration, Invasion und Angiogenese selbst zu

stimulieren (Bajou et al., 1998).

Klinische Relevanz von uPA und uPAR

Bereits 1988 wurde gezeigt, dass erhohte uPA-Werte in primidrem Brustkrebsgewebe
mit einem hoch invasiven Phinotyp und schlechter Prognose vergesellschaftet sind
(Dufty et al., 1988). Janicke et al. beschrieben als Erste die prognostische Bedeutung
von PAI-1 bei Brustkrebserkrankung (Janicke et al., 1991; 2001). Hierbei zeigte sich,
dass hohe Werte fiir PAI-1 im ELISA ein unabhingiger und signifikanter Pradiktor fiir
eine schlechte Prognose sind. In einer multivariaten prospektiven Analyse von 3424
primidren Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass uPA und PAI-1 nicht nur
eine klinisch relevanten prognostischen sondern auch préddiktiven Einfluss haben

(Harbeck et al., 2002). Diese Verdffentlichung ist ein zusitzlicher Beleg flir den
10
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2.3

2.3.1

Nutzen einer uPA/PAI-1-Bestimmung in der klinischen Routine, da sie den Effekt von
adjuvanter systemischer Therapie bei Patientinnen mit hohen Proteasenwerten belegt.
Gleichzeitig wird gezeigt, dass man nodal-negativen Brustkrebs-Patientinnen mit
unauffilligen uPA- und PAI-1-Werten ggf. sogar die Belastung einer Chemotherapie
ersparen kann. Zu dhnlichen Ergebnissen kam eine Analyse zur prognostischen
Bedeutung von uPA/PAI-1 von 8377 Brustkrebs-Patientinnen (Look et al., 2002).
Abgesehen vom Lymphknotenstatus waren erhohte Werte von uPA oder PAI-1 der
stirkste Pridiktor fiir kurzes krankheitsfreies Uberleben und niedriges Gesamt-
iberleben.

Auch eine hohe Menge an PAI-1 mRNA wurde als wichtiger und unabhéngiger
prognostischer Faktor flir die Entwicklung einer Fernmetastasierung und das brust-
krebsspezifische Uberleben bei nodal-positiven, hormonrezeptor-positiven Brustkrebs-
patientinnen publiziert (Leissner et al., 2006). Fiir die mRNA von uPA konnte dieser
Zusammenhang jedoch nicht gezeigt werden, wodurch suggeriert wird, dass PAI-1
eine grofere prognostische Bedeutung als uPA zukommt.

Erhohte Werte von uPA, PAI-1 und uPAR im Tumorgewebe sind mit schlechtem
Krankheitsverlauf und hohem Tumor-Grading assoziiert und fiihren zur Streuung von
Tumorzellen und Fernmetastasierung (Schmitt et al,, 1997; Reuning et al., 1998;
Dufty, 2002; Harbeck et al., 2002).

Aufgrund dieser Daten sind uPA, uPAR und PAI-1 wichtige Angriffspunkte fiir die
Entwicklung neuer, auf der Tumorbiologie aufbauender Therapeutika, welche das Ziel
haben die Expression der Komponenten des uPA/uPAR-Systems zu unterdriicken, die
Bindung von uPA an uPAR zu hemmen, oder die enzymatische Aktivitit von uPA zu
reduzieren (Schmitt et al., 2000; Sperl et al., 2001; Muehlenweg et al., 2001; Reuning
et al., 2003).

Therapieansidtze durch Unterdriickung der Expression oder

Funktion des uPA/uPAR-Systems

Hemmung der Funktion auf Protein-Ebene

In den letzten Jahren wurde bei der Entwicklung neuer Medikamente ein grofer
Fortschritt auf dem Gebiet der Tumortherapie auf Protein-Ebene gemacht. Antikorper,

Antikorperfragmente wie Fab-Fragmente oder scFvx und so genannte Small

11
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Molecules werden in klinischen Studien untersucht oder wurden bereits als
Medikamente zugelassen. So wurde z.B. Trastuzumab (Herceptin®) sowohl fiir die
Behandlung des priméren als auch des metastasierten Mammakarzinoms zugelassen
(Smith et al, 2007). Trastuzumab ist ein humanisierter Maus-Antikorper, der gegen die
extrazellulire Domidne von HER-2/neu (c-erbB-2) gerichtet ist, einem Rezeptor der
Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) Familie, der bei 25% der
Brustkrebspatientinnen iiberexprimiert wird. Ebenfalls flir metastasierten Brustkrebs,
Kolonkarzinom und Lungenkrebs (NSCLC) zugelassen wurde der Antikorper
Bevacizumab (Avastin®), der in mehreren Studien bei weiteren Krebsarten wie dem
metastasierten Ovarialkarzinom untersucht wird. Es handelt sich um einen
monoklonalen Antikorper, der gegen den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) gerichtet ist (Miller et al, 2007). Antikorper werden nicht nur in der
Onkologie, sondern auch zur Verhinderung von Transplantat-AbstoBungen, als
Antiallergikum, bei rheumatoider Arthritis, bei Virusinfektionen und zur passiven
Immunisierung eingesetzt. Therapie mit Antikdrpern hat oft betréchtliche
Nebenwirkungen (z.B. Kardiotoxizitit bei Trastuzumab) oder verursacht eine
Immunantwort gegen die verabreichten Antikdrper: HAMA (human anti-mouse
immunoglobulin antibody response) oder HACA (human anti-chimeric antibody
response). Diese Immunantwort des Korpers, die gegen die verabreichten
therapeutischen Antikorper gerichtet sind kann wohl in einigen Fillen Teil der
Wirkung darstellen. Sie bewirkt jedoch meist allergische Antikorper-Reaktionen und
filhrt zum vorzeitigen Abbau des therapeutischen Antikorpers und damit zur
Unwirksamkeit der Therapie, so dass die Entwicklung von HAMA/HACA in der
Regel einen Abbruch der Therapie bedeutet. Bei soliden Tumoren werden diese
Antikorper in 40-80% der Patienten gebildet (Mirick et al., 2004).

Bereits 1983 konnten Ossowski und Reich zeigen, dass ein Antikorper gegen uPA im
Hiithnerembryo die Metastasierung eines Karzinoms verringern oder verhindern kann
(Ossowski und Reich, 1983). Trotz erfolgreicher Ergebnisse im Tiermodell sind
jedoch noch keine klinischen Studien publiziert worden. Aus der EGF-dhnlichen
Doméne von murinem uPA und dem Fc-Teil eines Immunglobulin G wurde bereits
1996 ein Fusionsmolekiil konstruiert, das mit hoher Affinitdt an den uPAR bindet und
durch seine antagonistische Wirkung im Mausmodell die Neoangiogenese und
dadurch das Tumorwachstum behindert (Min et al., 1996). Auch gegen den uPAR

wurden AntikOrper hergestellt. So konnten Rabbani und Gladu mit einem Antikdrper
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gegen den uPAR von Ratten erreichen, dass orthotope Mammakarzinome bei Ratten
durch s.c. Injektion des Antikorpers an der Stelle der Tumorinocculation langsamer
wuchsen und die Tiere weniger Metastasen entwickelten (Rabbani und Gladu, 2002).
Auch hier laufen noch Versuche einen humanisierten Antikdrper zu entwickeln, der
beim Menschen eingesetzt werden kann, wobei noch keine klinischen Studien
publiziert wurden.

Einen neueren pharmakologischen Ansatz stellen die Small Molecules dar. So sind
Gefitinib (Iressa™) und Erlotinib (Tarceva®) synthetische Anilin-Quinazoline, die die
intrazelluldre Tyrosinkinase des EGFR kompetitiv hemmen, fiir die Behandlung des
NSCLC nach Chemotherapie zugelassen und werden bei weiteren Tumoren in
klinischen Studien untersucht (Blackhall et al., 2007).

Lapatinib (Tyverb®”) ist ein oral verabreichter Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI), der
gegen die Tyrosinkinasen des EGFR (c-erbB-1) und des Her2/neu-Rezeptors (c-erbB-
2) gerichtet ist. Es besteht die Hoffnung, dass durch den dualen Ansatz das Problem
einer Resistenz, z.B. gegen Trastuzumab iiberwunden werden kann. Dem entsprech-
end besteht eine Zulassung neben Lungenkarzinom auch fiir das metastasierte
Her2/neu-positive Mammakarzinom bei Patientinnen, die bereits mit Trastuzumab
behandelt wurden. Im Rahmen der Phase 11l TEACH-Studie wird Lapatinib derzeit in
der adjuvanten Therapie liberpriift (Moy und Goss, 2006). In der Phase III Studie
GeparQuinto wird Lapatinib beim Mammakarzinom in der neoadjuvanten Situation in
Kombination mit Chemotherapie mit einem Trastuzumab-Standardarm verglichen.
Hier wurden noch keine Daten publiziert. Sunitinib (Sutent”™), das ebenfalls zur Zeit
bei Brustkrebspatientinnen untersucht wird, hemmt mehrere Tyrosinkinase-
Rezeptoren, darunter alle PDGF-R (platelet-derived growth factor receptor) und
VEGF-R (vascular endothelial growth factor receptor) (Demetri et al., 2006).

Eine weitere Alternative zur Antikdrper-Therapie wird nicht nur in der Onkologie in
den relativ neu entdeckten Lipocalinen gesehen. Es handelt sich um 160-180
Aminosduren grofle, funktionell vielfdltige Proteine, die in vielen Lebewesen wie
Bakterien und Menschen durch spezifische Aufnahme von verschiedensten Stoffen
und spezifische Bindung an Rezeptoren Transport- und Speicheraufgaben ausfiihren.
Durch gezielte Verdnderung der hypervariablen Loops entstehen ,Anticaline’, die mit
hoher Affinitdt und Spezifitit z.B. Toxine binden, Medikamente transportieren oder

Rezeptoren blockieren kdnnen (Schlehuber und Skerra, 2005).
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2.3.2

Phase 1 Studien mit dem small molecule uPA-Inhibitor WX-UK1 und seiner oral

applizierbaren pro-drug WX-671 sind abgeschlossen.

Hemmung der Funktion auf RNA-Ebene

Ein weiterer Ansatz der zielgerichteten Therapie ist es, die Expression der fiir
bestimmte Krebsarten wichtigen Proteine bereits auf der posttranscriptionalen Ebene
zu hemmen oder ganz zu unterdriicken. In den letzten Jahren sind besonders durch die
Entwicklung der Gene Arrays viele neue Erkenntnisse liber die Amplifikation oder
vermehrte Transcription von Genen in Tumorgewebe gewonnen worden. Diese stellen
mogliche Ziele einer , targeted Therapy’ in der Onkologie dar.

Die meisten Strategien, die Expression auf mRNA-Ebene zu hemmen beruhen darauf,
dass ein zur Ziel-mRNA komplementérer (antisense) RNA- oder DNA-Strang in die
Krebszelle eingebracht wird und dort durch sequenzspezifische Bindung an die Ziel-
mRNA zu deren Abbau fiihrt oder zumindest deren Translation verhindert.

Bereits 1967 postulierten Carl Woese, Francis Crick, and Leslie Orgel, dass RNA
aufgrund seiner Sekundérstruktur katalytisch aktiv sein konnte. Cech entdeckte 1981
das erste Ribozym, und zeigte dass auch RNA katalytische Aktivitdt haben kann
(Cech, 1990). Ribozyme sind in der Lage mRNA zu schneiden und kénnen damit
zum einen die Translation definitiv unterbinden, und zum anderen mehrere mRNA-
Molekiile nacheinander schneiden. Dies verspricht eine hohere therapeutische
Effektivitit, da nur eine begrenzte Menge von antisense-RNA in eine Zielzelle einge-
bracht werden kann (Wang und Dolnick, 1993). Es wurden bisher 13 in der Natur
vorkommende Arten von Ribozymen beschrieben: Gruppe-I-Intron-Ribozyme
(Grabowski et al., 1981) und Ribonuklease P (Guerrier-Takada et al., 1983) wurden
zuerst entdeckt, woflir Cech und Altman den Nobelpreis flir Chemie erhielten. 1986
entdeckten Prody et al. das Hammerhead-Ribozym in pflanzlichen Viroiden, das
durch cis-Spaltung seiner eigenen pathogenen RNA mehrere Kopien seines Genoms
freisetzt. Nachdem bekannt wurde, dass dieses kleinste natiirlich vorkommende
Ribozym in der Lage ist durch trans-Spaltung ein anderes, teilweise komplementares
RNA-Molekiil zu spalten, bestand sofort grofles Interesse aufgrund der potentiellen
Bedeutung in Labor und Klinik fiir die Unterdriickung der Funktion einzelner Gene
(Uhlenbeck et al., 1987). Das am besten beschriebene Ribozym ist das Hammerhead-

Ribozym, das aufgrund seiner Sekundirstruktur diesen Namen erhalten hat. Es gibt
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verschiedene Varianten des Hammerhead-Ribozyms, die jedoch alle eine konservierte
Sequenz enthalten, die fiir die katalytische Aktivitdt verantwortlich ist und zusitzlich
bis zu drei variable stems, die unterschiedliche Sequenzen enthalten kdnnen. In der
Natur kommen Typ I und III vor, die respektive an stem 1 oder III das 3°- und 5’-Ende
des RNA-Stranges haben. Im Labor wird meist ein ,minimales’ Hammerhead-
Ribozym eingesetzt, das nur die Basen enthilt, die fiir die katalytische Aktivitét
unerldsslich sind. Hammerhead-Ribozyme verfiigen am 3’- und 5’-Ende der Cleavage
site liber flankierende Sequenzen, die die Ziel-mRNA sequenzspezifisch binden.
Voraussetzung hierfiir ist, dass die Ziel-mRNA dort eine NUH-Sequenz aufweist, wo
die Cleavage site sein soll. Hierbei steht N fiir eine beliebige der vier RNA-
Nucleotidbasen Cytosin (C), Guanin (G), Adenin (A) oder Uracil (U). H steht fiir A, C
oder T. (s. Abb. 4.2) Die flankierende ,Erkennungssequenz’ ist meist 6 bis 8
Nukleotide lang. Somit kann theoretisch gegen jedes beliebige Gen, dessen Sequenz
bekannt ist ein Ribozym hergestellt werden, das die Expression dieses Genes
unterdriickt. Vor allem in vivo aber auch in vitro gelingt es jedoch oft nicht, die
Expression zu unterdriicken. Dies liegt zunichst daran, dass die mRNA in der Zelle
zum Teil gefaltet ist und Proteine an die mRNA binden, so dass die target site ggf.
nicht zugénglich ist (Heidenreich et al, 1995). Das Ribozym muss in die Zelle
eingebracht oder dort transcribiert werden und dort in die Nédhe der mRNA in das
gleiche subzellulire Kompartment gelangen (Sullenger und Cech, 1993). Die
Ribozyme miissen in ausreichendem Uberschuss in der Zelle vorhanden sein.
Auflerdem sind Ribozyme als RNA empfindlich und werden in vivo und in vitro rasch
durch RNasen abgebaut. Um mehrmals katalytisch aktiv werden zu konnen, sollte sich
das Ribozym nach der Spaltung rasch von der gespaltenen RNA 16sen.

Das Hauptproblem ein effektiv wirksames Ribozym zu generieren liegt daher in der
Wahl der Cleavage site bzw. der Bindungssequenz. Hierfiir werden verschiedene
Computerprogramme verwendet, um ,in silico’ die Sekundérstruktur und damit die
Zuginglichkeit der Ziel-mRNA vorherzusagen (Citti und Rainaldi, 2005). Da sich
diese Vorhersagen in vivo oft nicht bestétigen, werden Strategien untersucht geeignete
Ribozyme in vitro (Tuerk et al., 1990) oder aus einem Pool von Ribozymen zu
selektionieren (Lieber und Strauss, 1995). Nachteile dieser Methoden sind, dass auch
in vitro selektionierte und katalytisch effektive Ribozyme in vivo oft keine
nachweisbare Aktivitdt zeigen, und dass Selektionsmethoden in vivo direkt in

Zellkultur technisch zu aufwendig, zeit- und kostenintensiv wéren. So wurde bereits
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1994 iiber ein Ribozym berichtet, dass zumindest in vitro in der Lage war, die mRNA
von uPAR zu spalten und das mit Hilfe von Lipofectamin® in Sarkomzellen
eingebracht werden konnte (Kariko et al., 1994). Es wurde jedoch auch in der Folge
keine effektive Spaltung der mRNA in Zellkultur berichtet, was zum einen daran
liegen kann, dass die Zielsequenz auf der mRNA unter in vivo-Bedingungen nicht
mehr fiir das Ribozym zugénglich war, oder dass das Ribozym, das selbst bei
zwanzigfachem molarem Uberschuss in vitro nur 3,9% der mRNA spalten konnte in
vivo zu wenig effektiv war um eine messbare Reduktion an mRNA zu erzielen.

Revolutioniert wurde das Gene Silencing auf posttranscriptionaler Ebene durch die
Entdeckung dass doppelstringige RNA die Expression eines Genes effektiv
unterdriicken kann (Fire et al., 1998). Fiir die Entdeckung der RNA interference
(RNA1) erhielten Fire und Mello 2006 den Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin.
RNAI ist ein fiir die Regulation der Genexpression wichtiger natiirlicher Prozess. So
werden aus Introns durch die RNA-Polymerase II primédre Transcripte hergestellt, die
durch die Ribonuklease Drosha (RNase III) unter Mithilfe des Doublestrand-RNA-
Binding-Complex (Pasha) zur aus ca. 70 Nukleotiden bestehenden pre-miRNA gekiirzt
wird. Diese ,pra-Mikro-RNA’ bildet durch ihre Hairpin-Form einen Doppelstrang und
wird ins Zytoplasma exportiert. Hier wird sie von dem Enzym Dicer zur aus 22
Nukleotiden langen Mikro-RNA (miRNA) gekiirzt. Hier wird die miRNA an den aus
mehreren Proteinen bestehenden RNA-induced silencing complex (RISC) gebunden,
der den sense-Strang abbaut und mit dem antisense-Strang sequenzspezifisch an die
Ziel-mRNA bindet und diese spaltet. Eine weitere Moglichkeit der RNAi besteht
darin, dass doppelstringige RNA (dsRNA) von auflerhalb, z.B. durch Viren in die
Zelle eingebracht wird. Diese exogene dsRNA kann ebenfalls durch den Dicer zu sog.
small interfering RNA (siRNA) von 21-23 Nukleotiden gekiirzt werden und
anschlieBend ebenfalls analog zur miRNA an den RISC binden (Gewirtz, 2007).
Somit besteht die Moglichkeit sowohl von auBen dsRNA in die Zellen einzubringen
als auch von der Zelle selbst transcribieren zu lassen, die dann unter Mithilfe des
RISC sequenzspezifisch die mRNA eines Gens schneidet und dadurch dessen

Expression unterdriickt.
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2.4

Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der Arbeit war es aufgrund der oben genannten Nachteile der Selektion
von Ribozymen in vitro zum einen ein bakterielles Screening-Verfahren zu ent-
wickeln. Dieses sollte es erlauben, aus einer Random Library, die einen Pool von
Ribozymen aller méglicher Bindungssequenzen darstellt, die Ribozyme zu selek-
tionieren, die die Expression eines gegebenen Genes durch Spaltung seiner mRNA
auch in vivo effektiv unterdriicken. Des Weiteren sollte in vitro und in Zellkultur die
Effektivitdt eines Ribozyms, das mit Hilfe der SELEX-Methode konstruiert wurde,
gegen die mRNA des uPAR getestet werden (Tuerk et al. 1990).

Fiir den Aufbau des bakteriellen Screenings sollte zundchst das Ziel-Gen uPAR mit
dem Gen der Galaktosidase als Reportergen fusioniert und nach Subklonierung in ein
Plasmid in Bakterien eingebracht werden. Zur Kontrolle sollte ein weiteres Plasmid
ohne das uPAR-Gen kloniert und ebenfalls auf einem Plasmid in Bakterien
eingebracht werden. Es sollten aus Oligonukleotiden, die durch ihre zufillige
Zusammensetzung alle mdglichen Variationen an Bindungssequenzen enthalten,
doppelstringige DNA hergestellt und diese in eine Expressionskassette auf
eukaryotischen und prokaryotischen Plasmiden subkloniert werden, so dass sie in
vitro, in Bakterien und in Zellkultur Hammerhead-Ribozyme mit allen erdenklichen
Bindungssequenzen transcribieren. Die so im bakteriellen Screening selektionierten
Ribozyme sollten in vitro und in der Kontrolle in Bakterien auf effektive Spaltung der
mRNA von uPAR iiberpriift werden. Im Anschluss sollten die so selektierten
Ribozyme auf ihre Effektivitdt in eukaryotischen Zellen getestet werden, um so die
Strategie der Effektivitit von in Prokaryoten selektionierten Ribozymen in Eukaryoten
zu belegen.

Das anhand der SELEX-Methode konstruierte Ribozym RZ-957 sollte nach
Uberpriifung der korrekten Freisetzung und Spaltung der mRNA von uPAR in vitro in
Zellkultur auf seine Effektivitdt bei der Unterdriickung der Expression von uPAR
getestet werden. Hierfiir sollte ein uPAR-Luciferase-Fusionsgen kloniert und stabil in
verschiedene Zelllinien transfiziert werden. Sowohl die im bakteriellen Screening
selektionierten Ribozyme als auch RZ-957 sollten transient in diese Zelllinien
transfiziert werden, um anhand der Luciferase-Aktivitdt die Expression des uPAR-
Luciferase-Fusionsgenes zu messen. Zur Validierung des bakteriellen Screenings

sollte ein in Zellkultur effektives Ribozym als positive Kontrolle in die Bakterien mit
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dem uPAR-Galaktosidase-Fusionsgen eingebracht werden, um das Funktionieren des

Systems durch Suppression der uPAR-Galaktosidase-Expression zu bestétigen.
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3.1

3.1.1

3.1.2

Materialien und Methoden

Zellbiologische Verfahren (Eukaryoten)

Zelllinien

In Zellkultur wurden mehrere Zelllinien verwendet, die seit langem in unserem Institut
etabliert sind. Fir die hier aufgefiihrten Versuche wurden embryonale
Mausfibroblasten der Zelllinie NIH 3T3 (Jainchill et al, 1969) und SV40-
transformierte Fibroblasten aus Affennieren der Zelllinie COS 7 (Gluzman et al, 1981)

verwendet.

Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator
(Forma Scientific CO, Water Jacketed Incubator, Thermo Life Sciences, Staufen,

Deutschland) kultiviert.

Die Zellen wurden auf Plastik in DMEM-Komplettmedium kultiviert und dreimal pro
Woche in der logarithmischen Wachstumsphase (70-80% Konfluenz) passagiert.
Hierflir wurde mit 5 ml PBS einmal gewaschen, die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA
abgelost und die Losung in 9 ml DMEM aufgenommen. Fiir eine 1:10 Verdiinnung

wurde 1 ml der Losung in 9 ml vorgelegtes, vorgewdrmtes DMEM gegeben.
Verwendete Reagenzien:

DMEM-Komplettmedium:
- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1x) 500ml (Biochrom KG, Berlin)
- Fotales Kidlberserum 50 ml (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe)
- Hepes Pufferlosung 1M 5 ml (Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe)
- Asparagin/Arginin 1 ml (Biochrom KG, Berlin, Germany)
- L-Glutamin 5 ml, (Biochrom KG, Berlin, Germany)
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3.13

Phosphate Buffered Saline (PBS) w/o Ca*", Mg*" (Biochrom KG, Berlin, Germany)
Trypsin/EDTA (Versene) (1:50 verdiinnt in PBS) (Seromed, Biochrom KG, Berlin)

Transiente Transfektion von Zellen

An Tag 1 wurde wie bei der normalen Passage der Zellen das DMEM abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und anschliefend mit 1 ml Trypsin abgeldst und in
zusétzliche 4 ml DMEM aufgenommen. Nachdem in einer Neugebauer-Zahlkammer
die Konzentration von Zellen/ml Medium bestimmt wurde, wurden diese in eine 6-
Well-Plate gegeben. Wir verwendeten nach einigen Versuchen filir optimale

Bedingungen stets 100.000 NIH-3T3-Zellen bzw. 200.000 COS7-Zellen pro Well.

An Tag 2 wurde 2 Stunden vor Transfektion das Medium aus allen Wells abgesaugt
und je 2 ml frisches auf Raumtemperatur erwdrmtes DMEM pro Well zugegeben.

In einer 96-Well-Plate wurden pro Transfektionsansatz 100 pl Optimem (OptiMEM
Reduced Serum Medium, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, Germany) mit
Lipofectamin® (Lipofectamine Reagent, 2 mg/ml; Gibco BRL, Life Technologies,
Karlsruhe, Germany) bzw. Fugene® (Fugene 6 Transfection Reagent, Roche
Molecular Biochemicals, Indianapolis, USA) gemischt. Der Mischung wurde die
errechnete Menge DNA zugegeben, um fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur zu
inkubieren. Inzwischen wurden 2 Stunden nach Wechsel des Mediums in den Wells
mit den Zellen, das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml PBS
gewaschen. Danach wurde die DNA-haltige Losung in die 6-Well-Plate zu den Zellen
gegeben. Die Platten wurden nach leichtem Schwenken fiir 5 Stunden in den Inkubator
gestellt, bevor das Optimem abgesaugt und durch 2,5 ml DMEM ersetzt wurde.

Wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben, war die transiente Transfektion optimal bei

Verwendung von 3 pl Fugene® und 2 pg DNA.

An Tag 4 wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen.
Danach wurden sie mit je 500 pl Lyse-Puffer (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS) 250 mM mit 0,1% Triton X-100, pH 7,8) fiir 10 Minuten bei RT inkubiert,
bevor die Zellen abgeschabt wurden. Die Zellen wurden in Eppendorf-Cups

aufgenommen und auf Eis gestellt.
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3.1.4 Stabile Transfektion mit peuTaruPAR und Selektion von Zellen

3.1.4.1 Transfektion der Zellen mit peuTaruPAR

An Tag 1 wurde wie bei der normalen Passage der Zellen das DMEM abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1 ml Trypsin abgeldst und in
zusétzliche 4 ml DMEM aufgenommen. Nachdem in einer Neugebauer-Zahlkammer
die Konzentration von Zellen/ml Medium bestimmt wurde, wurden diese in zwei 6¢cm-
Petrischalen gegeben und das Medium auf 5 ml ergédnzt. Wir verwendeten fiir stabile

Transfektionen 200.000 NIH-3T3-Zellen bzw. 400.000 COS7-Zellen pro Petrischale.

An Tag 2 wurde 2 Stunden vor Transfektion das Medium aus allen Wells abgesaugt
und je 2 ml frisches auf Raumtemperatur erwdrmtes DMEM pro Well zugegeben.

In einer 24-Well-Plate wurden pro Transfektionsansatz 300 pl Optimem mit 10 pl
Lipofectamin® gemischt. Der Mischung wurden 2 pg peuTarupar (s. Kap. 3.4.1) in
300 pl Optimem zugegeben, um flir 15 Minuten bei Raumtemperatur zu inkubieren.
Zur Kontrolle wurde eine zweite Losung aus 600 pl Optimem und 10 pl
Lipofectamin® ohne Zugabe von DNA hergestellt. Inzwischen wurden 2 Stunden
nach Wechsel des Mediums in den Wells mit den Zellen, das Medium abgesaugt und
die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml PBS gewaschen. Danach wurde die DNA-haltige
Ldsung in die eine 6cm-Petrischale zu den Zellen gegeben. Die Kontroll-Losung ohne
DNA auf die andere 6cm-Petrischale. Die Petrischalen wurden nach leichtem
Schwenken fiir 5 Stunden in den Inkubator gestellt, bevor das Optimem abgesaugt und
nach Waschen mit Medium durch 4 ml DMEM ersetzt wurde.

An Tag 4 wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen.
Danach wurden sie unter kurzer Einwirkung von 1 ml Trypsin geldst und in 3 ml
DMEM resuspendiert. Diese 3 ml wurden auf drei 10cm-Petrischalen verteilt und je 9

ml Selektionsmedium aufgefiillt.

3.1.4.2 Selektion der transfizierten Zellen

Auf den Petrischalen wird nun zweimal wochentlich das Selektionsmedium
gewechselt. Das Medium wird dabei abgesaugt und jeweils durch 8§ ml DMEM ersetzt,
das bei NIH 3T3-Zellen 187,5 pg/ml und bei COS 7-Zellen 200 pg/ml Hygromycin
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3.1.5

enthélt. Bei den NIH 3T3-Zellen waren nach 18 Tagen auf den Kontrollplatten keine
Zellen mehr zu sehen, bei den COS 7-Zellen nach 21 Tagen.

Auf den Transfektionsplatten wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Auf jede =zu pickende Kolonie wurde ein autoklavierter
Klonierungszylinder gesetzt und in jeden Zylinder 50 ul Trypsin/EDTA gegeben.
Nach 3 Minuten wurden die Zellen in ihren Zylindern mit weiteren 50 ul DMEM
vorsichtig resuspendiert und in 24-Well-Plates gegeben, in denen bereits 1 ml Medium
ohne Hygromycin vorgelegt worden war. Zwei Tage spiter waren die Klone dicht
gewachsen, wurden nach Absaugen des Mediums mit 1 ml PBS gewaschen, mit
einigen Tropfen Trypsin gelost, in 1 ml DMEM resuspendiert und in 6 cm-
Petrischalen gegeben, in denen 4 ml DMEM vorgelegt worden war. Nach weiteren 3
Tagen waren die Klone dicht gewachsen und wurden in vorbeschriebener Weise auf
10 cm-Petrischalen umgesetzt. Fiir die weitere Kultivierung wurden die Zellen wie in
Kap. 3.1.2 beschrieben dreimal wdchentlich passagiert und dem Medium kein

Hygromycin mehr beigegeben.

Luciferase-Assay

Es wurden 2 pl Luciferase (20 ng/ul von Roche, Mannheim, Deutschland) in 98 pl
Lyse-Puffer gelost. In einer schwarzen 96-Well-Plate wurde zur Erstellung des
Standards eine Verdiinnungsreihe dieser Luciferase-Losung in 15 Wells pipettiert.
Das erste Well enthielt 4 ng Luciferase, jedes folgende jeweils die Hilfte des
vorangehenden, so dass das 15. Well 4 x 27'* ng, also ca. 0,244 pg Luciferase enthielt.
Alle fiinfzehn Wells wurden ad 50 pl mit Lyse-Puffer gefiillt. Ein sechzehntes enthielt
50 ul Lyse-Puffer ohne Luciferase.

Von den bereits in Lyse-Puffer aufgenommenen (s. Kap. 3.1.3) zu messenden Zellen
wurden jeweils 50 pl in ein Well pipettiert. Es wurden den zu messenden Zellen, der
Verdiinnungsreihe und der Nullprobe jeweils 100 pl Luciferin-Puffer lichtgeschiitzt
zugegeben und unter Vermeidung von Blasenbildung vorsichtig gemischt.
AnschlieBend wurde die Biolumineszenz mit dem Messgerdt TopCount (Canberra
Packard, Groningen, Niederlande) mit dem Programm ,Luciferase 6 sec* bei
,,Counttime** 0,20 Minuten und ,,Count Delay* 1,00 Minuten gemessen. Anschlieend
wurden mit der Verdiinnungsreihe als Standard die Luciferase-Mengen in den Zellen

in pg bestimmt.
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3.1.6

Zur Proteinbestimmung aus denselben Zelllysaten wurde in einer durchsichtigen 96-
Well-Plate zur Erstellung eines Standards eine Verdiinnungsreihe aus BSA (1,45
mg/ml, Bovines Serumalbumin, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
erstellt. Das erste Well enthielt 9,66 ng Protein, jedes folgende jeweils zwei Drittel des
vorangehenden, so dass das 11. Well 9,66 x (*/3)'° pg, also 0,167 pg enthielt. Ein 12.
Well wurde mit Wasser ohne Zugabe von BSA gefiillt. Von den zu messenden Proben
wurden jeweils 10 pl in ein leeres Well pipettiert. Alle Wells der Proben und der
Verdiinnungsreihe wurden mit Wasser ad 160 pl gefiillt. AnschlieBend wurden allen
Wells 40 pl des BioRad-Reagenz fiir Proteinbestimmung nach Bradford (BioRad,
Miinchen, Deutschland) zugegeben und nach vorsichtigem Mischen die Absorption
mit dem Biolumin ELISA Reader (biolumin reader, Molecular Dynamics, Sunnyvale,
USA) gemessen und anhand des Standards die Proteinmenge in den Zelllysaten

bestimmt.

Luciferin-Puffer:
- 60 mM Dithothreitol (DTT)
- 10 mM Magnesiumsulfat (MgSO.)
- 1 mM Adenosintriphosphat (ATP)
- 30 M D(-)-Luciferin (Boehringer Mannheim, Deutschland)
In 25 mM Glycyl-Glycin bei pH 7,8

Blaufarbung von B-Galaktosidase exprimierenden Zellen

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben transient mit dem Plasmid pLZ12
(Kriiger et al, 2000) transfiziert. An Tag 4 wurden die Zellen jedoch nicht abgeldst,
sondern zweimal mit jeweils 2 ml PBS gewaschen und anschlieend fiir 5 Minuten in
2 ml Fixierpuffer (PBS, 0,2% Glutaraldehyd, 2% Formaldehyd) inkubiert. Es wurde
erneut dreimal mit 2 ml PBS gewaschen und die Zellen dann iiber Nacht mit 2 ml X-

Gal-Férbelosung (1 mg/ml) geférbt.

X-Gal-Férbelosung (1 mg/ml):
- 1 g 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal)
- 25 ml Dimethylformamid
- gelost in 0,975 1 X-Gal-Ausgangslosung
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3.2

3.2.1

3.2.2

X-Gal-Ausgangslosung:
-11PBS
- 1,62 g K3Fe(CN)g
- 2,10 g K4Fe(CN)sx 3 H,O
-2 ml IM MgCl,
- 1 ml 10% Natriumdesoxycholat
- 2 ml 10% NP40

Zellbiologische Verfahren (Bakterien)

Bakterien-Stimme

Grundlage fiir Versuche mit Bakterien waren Escherichia coli des Stammes S[] 3831
(Chen et al., 1997 und Jensen et al., 1988) deren Ribosomen aufgrund einer Mutation
langsamer als die des Wildtyps translatieren (s. Kap. 5.1).

Fiir die Erstellung der Ribozym-Library wurden die Plasmide pRZL in Elektromax
DH10B-Zellen (Glibco BRL, Life Technologies, Cat. No. 18290-015) verwendet.

Transformation von E. coli des Stammes SL] 3831 mit pTaruPAs und

pCtrl durch Hitzeschock

E. coli des Stammes S[] 3831 wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989)
fiir Transformation durch Hitzeschock kompetent gemacht und mit den Plasmiden
pTaruPAs bzw. pCtrl transformiert, so dass die Stdmme E.coli-Tar und E.coli-Ctrl
entstanden.

Hierfiir wurden die Bakterien in 100 ml LB-Medium gegeben und bei 37°C im
Schiittler (Controlled Environment Incubator Shaker; New Brunswick Scientific,
Edison, NJ, USA) bis zu einer optischen Dichte von ODg=0,5 (0,4-0,6) inkubiert.
Alle Schritte erfolgten aseptisch mit sterilen Gefilen. Es wurden 50 ml in ein 50 ml
Polypropylen-Tube (Falcon 2070) gefiillt und fir 10 Minuten auf Eis gekiihlt.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 2700g/ 4°C/10 Min. abzentrifugiert (Beckman J2
HS Zentrifuge; Beckman Instruments, Palo Alto, USA), der Uberstand abgegossen
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und das Pellet nach 1 Minute trocknen in 10 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert
und auf Eis gelagert. Die Zellen wurden erneut unter gleichen Bedingungen
abzentrifugiert und in 2 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und auf Eis gelagert.
Mit einer sterilen, gekiihlten Pipette wurden 200 pl in ein Eppendorf-Cup gegeben und
50 ng pTaruPARs bzw. 50 ng pCtrl hinzugefligt. Nach mischen durch vorsichtiges
Wirbeln wird das Gefdl 30 Minuten auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die
Eppendorf-Cups fiir 90 Sekunden in einen auf 42°C vorgewdrmten Hitzeblock
(Heatblock, Eppendorf, Deutschland) gesteckt und sofort danach fiir 2 Minuten in ein
Eisbad gestellt. Dann wurden die Zellen in 900 pul SOC-Medium aufgenommen und
fir 30 Minuten bei 37°C im Schiittler inkubiert, bevor 200 pl auf ein 90mm-
Agarplatte ausplattiert wurden. Die Agarplatten enthielten 40 pg/ml Chloramphenicol
als Selektionsmedium.

(Zur Konservierung wurden von unter Chloramphenicol in LB-Medium {iiber Nacht
gewachsene Kulturen je 1 ml zusammen mit 1 ml Glycerin 40% gemischt und bei

-70°C gelagert)

Verwendete Reagenzien:

LB-Medium (/ysogeny broth, ,Lucia-Bertani-Medium’)
- 10 g Trypton
- 5 g Hefeextrakt
- 10 g NaCl
- Dest. HO ad 1000 ml, anschlieBend wird mit NaOH auf pH 7,0 titriert

SOC-Medium (1000 ml)
- 20 g Trypton
- 5 g Hefeextrakt
- 0,5 g NaCl
-2,5ml IM KCl
- Dest. H,O ad 1000 ml, anschlieBend wird mit NaOH auf pH 7,0 titriert
- 10 ml IM MgCl; und 20 ml 1M sterile Glucose unmittelbar vor Benutzung

zugeben
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3.2.3 Transfektion von E.coli-Tar und E.coli-Ctr]l mit pRZL durch

Elektroporation

E.coli-Tar bzw. E.coli-Ctrl wurden nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989b)
fiir Transformation durch Elektroporation kompetent gemacht und mit den Plasmiden
pRZL transformiert.

Hierfiir wurde eine Kolonie E.coli-Tar bzw. E.coli-Ctrl iiber Nacht in 5 ml LB-
Medium im Schiittler bei 37°C inkubiert. Davon wurden 2,5 ml in 250 ml LB-Medium
in einem 2-Liter-Gefdfl im Schiittler bei 300 U/Min bis zu einer optischen Dichte von
ODg00=0,5-0,6 inkubiert. Die Lésungen wurden 15 Minuten in Eiswasser gekiihlt und
in vorgekiihlte 500 ml-Zentrifugengefile umgefiillt. Die Bakterien wurden fiir 20
Minuten bei 4200 U/Min und 2°C abzentrifugiert, der Uberstand abgegossen und die
Zellen in 5 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Es wurden 250 ml eiskaltes Wasser
hinzugefiigt und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefiihrt. Der
Uberstand wurde abgegossen und das Pellet im verbleibenden Wasser durch Wirbeln
gelost. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon-Tube aufgenommen, 40 ml
eiskaltes Glycerin 10% hinzugefligt und 10 Minuten bei 4200 U/Min und 2°C ab-
zentrifugiert. Das Volumen des Pellets wurde geschitzt und in derselben Menge
eiskaltem Glycerin 10% gelost. Die elektrokompetenten Bakterien wurden in Aliquots
a 20 pul bei -80°C gelagert.

Fiir die Elektroporation wurden je 20 pl der Bakterien auf Eis aufgetaut und 10,4 ng
pRZL in 1 pul Wasser gelost hinzugegeben. Die Losung wurde in eine 0,1 cm-Kiivette
(Gene Pulser Cuvette, 0,1 cm, Cat.No. 165-2089, Biorad, Miinchen, Deutschland)
gefiillt, blasenfrei geklopft und im Biorad Gene Pulser bei 1,8kV Spannung, 25 pF
Kapazitit und 200 Q Widerstand elektroporiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
800 pl SOC-Medium aufgewaschen und fiir 30 Minuten bei 37°C im Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurden je 100 pl der Bakteriensuspension mit 100 pl LB-
Medium auf die 15cm-Testplatten ausplattiert. Nachdem die Platten einige Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet waren, wurden sie umgedreht und fiir ca. 20 Stunden

bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Verwendete Reagenzien:
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3.3

3.3.1

Testplatten (alle Reagenzien von Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)

- 15 g Agaragar in 11 LB-Medium (s.0.), autoklavieren und abkiihlen auf 55°C

- Ampicillin 100 pg/ml

- Chloramphenicol 40 pg/ml

- IPTG 60 pg/ml (Isopropyl B-D-1-Thiogalactopyranosid)
- XGal 60 pg/ml (5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl-B-D-Galaktopyranosid)

Verfahren in vitro

Cis-Spaltung der Ribozyme in vitro

Das Plasmid pChop-957 wurde mit dem Restriktionsenzym Mlu I linearisiert. Je 1 pg
DNA des Plasmides und des Markers (RNA-Century-Marker Plus Template Set,

Ambion, Woodword, USA) dienten als Template zur Transcription. Durch Trans-

cription des Markers entstehen RNA-Fragmente definierter Léngen, die in der Gel-

elektrophorese parallel laufen und so eine Bestimmung der Grof3e der Fragmente von

pChop erlauben. Hierflir wurden zwei Ansétze pipettiert (s. Tab. 3.1)

pChop-957 Marker
1 ug DNA 4 ul I ul
DMPC-H,0O 6,875 ul 9,875 ul
5x Tx-Puffer Sul Sul
100 mM DTT 2,5l 2,5l
10 mM ATP 1,25 pl 1,25 pl
10 mM CTP 1,25 pl 1,25 pl
10 mM GTP 1,25 pl 1,25 pl
1 mM UTP 1,25 ul 1,25 ul
RNasin 0,625 ul 0,625 ul
P-aqUTP 2 ul 2 ul
Sp6-Polymerase I ul -
T7-Polymerase - 1 pl
Gesamtvolumen 25 ul 25 ul

Tab. 3.1: Ansitze in vitro Transcription fiir cis-Spaltung
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Beide Ansdtze wurden bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert, dann je 0,5 ul RNase-freie
DNase zugegeben, und bei 37°C fiir 15 Minuten inkubiert. Es wurden 2 Chroma Spin
Columns® unbeladen bei 4000 U/Min abzentrifugiert und anschlieBend mit den je
25,5 pl der Ansitze beladen. Es wurde erneut 2 Minuten bei 4000 U/Min zentrifugiert
und danach die Cromaspins mit einer mit Ethanol und DMPC-H,O gereinigten
Pinzette extrahiert und verworfen. Es wurde die Radioaktivitit der beiden Eluate
gemessen.

Fiir die eigentliche Cleavage-Reaktion wurden 13,5 ul H,O, 9 ul des Ribozym-Eluates

(£ 30.000 cpm) mit 2,5 ul ,Cleavage-Buffer 45° fiir 2 Minuten auf 70°C erwarmt und
dann in Eiswasser abgekiihlt. Es wurde 1 pl RNasin zugegeben, um einen Abbau der
RNA durch eine eventuelle Kontamination von RNasen zu hemmen, und der Ansatz
bei 37°C fiir 2 Stunden inkubiert, um dann die Reaktion durch Zugabe von 25 pl 1x
Loading-Buffer zu stoppen. Danach wurde die Probe fiir 2 Minuten auf 90°C erhitzt
und dann bis zum Start der Gelelektrophorese auf Eis gelegt.

Verwendete Reagenzien:

(alle Reagenzien von Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland)

Cleavage Buffer 45:
- 500 mM TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
- 0,1 mM EDTA
- 250 mM MgCl,
- dH,0 ad 100 ml
- pH-Wert wird auf 7,5 eingestellt
- 0,1% DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-phosphocholine)

- dann Autoklavieren der Losung

1x-Loading Buffer:
- 95% deionisiertes Formamid
-20 mM EDTA pH 7,5
- 0,01% Bromphenolblau

32p_qUTP (EasyTides, NEN Life Science Products, Boston, USA)
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3.3.2

0,1% DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-phosphocholine)

Sp6-Polymerase (Promega, Madison, USA)
T7-Polymerase (Promega, Madison, USA)

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, Madison, USA)
DNase (RNase-free) (Promega, Madison, USA)

Chroma Spin Columns® (Clonetech, Heidelberg, Deutschland)

Spaltung der mRNA von uPAR durch Ribozyme in vitro

Das Targetplasmid pcDNA3.1-uPAR wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI
linearisiert, die Ribozym-Plasmide pChop-957, pRZL-#168 und pRZL-#1355 mit dem

Restriktionsenzym Mlu 1. Es wurden die Transcriptionsansdtze nach Tab. 3.2 pipet-

tiert.

RZ-957 RZ-#168 | RZ-#1355 | uPAR Marker
1 ug DNA 5ul 5ul 5ul 5l 2 ul
DMPC-H,O 5,875 ul 5,875 ul | 5,875 ul 3,875 ul 6,875 ul
5x Tx-Puffer Sul Sul Sul Sul Sul
100 mM DTT 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
10 mM ATP 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl
10 mM CTP 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl
10 mM GTP 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl
10 mM UTP 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl - -
1 mM UTP - - - 1,25 pl 1,25 pl
RNasin 0,625 ul 0,625 ul | 0,625 pul 0,625 ul 0,625 ul
P-aqUTP - - - 2,0 ul 2,0 ul
Sp6-Polymerase | 1 pl 1 pul 1 ul - -
T7-Polymerase - - - 1 pl I ul
Gesamtvolumen | 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

Tab. 3.2: Ansitze in vitro Transcription zur Spaltung von uPAR

Anschlielend wurden von den Ansdtzen ,cold’ RZ-957, RZ-#168, RZ-#1355 und

Marker (s. 3.3.1) je 5 ul in ein neues Eppendorf-Cup aliquotiert und je 0,25 pl **P-
aUTP zugegeben. Alle 9 Ansitze wurden bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert, dann je 0,5
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pl RNase-freie DNase zugegeben und bei 37°C fiir 15 Minuten inkubiert. Fiir die 5
,hot” Ansitze, die **P-aUTP enthalten wurden je 2 Eppendorf-Cups mit je 10 pl
DMPC-H,;0 vorbereitet und ,vorher’ bzw. ,nachher’ beschriftet. Alle 9 Ansétze
wurden mit DMPC-H,O ad 50 pl verdiinnt und je 1 pl der ,hot’-Proben in das
,vorher’-Cup gegeben. Es wurden 9 Chroma Spin Columns® unbeladen bei 4000
U/Min abzentrifugiert und anschliefend mit den je 50 bzw. 49 pl der Ansétze beladen.
Es wurde erneut 2 Minuten bei 4000 U/Min zentrifugiert, wodurch die transkribierte
RNA die Rohrchen verldsst und die einzelnen Nucleotide in den Filtern hidngen
bleiben. Es wurden dann die Chroma Spin Columns® mit einer mit Ethanol und
DMPC-H,0 gereinigten Pinzette extrahiert und verworfen. Aus dem Eluat wurde je 1
ul in das ,nachher’-Cup gegeben.

Es wurde die Radioaktivitét aller ,vorher’- und ,nachher’-Cups gemessen und anhand
des Quotienten nachher/vorher die Einbaurate errechnet. Fiir den Ansatz ,uPAR’ lasst
sich anhand des Nucleotid-Gewichtes von 330 g/mol berechnen, dass er zu Beginn
insgesamt 1683 ng Nucleotide enthdlt (ohne Template-DNA), fir die Ribozym-
Ansitze waren es jeweils 3300 ng. Da das Targettranscript 1150 und das
Ribozymtranscript 240 Nukleotide enthalten, wiegt deren RNA fiir uPAR 379500
g/mol und fiir das Ribozym 79200 g/mol. Damit und mit der Einbaurate wurde
berechnet wie viel Target- bzw. Ribozym-RNA in fMol/ul in den Ansétzen war, und

diese auf'5 fMol/ul Target und 250 fMol/ul Ribozym verdiinnt.

Fiir die eigentliche Cleavage-Reaktion wurden 12,5 pl H,O, 5 pl Target (£ 25 fMol)

und 5 pl Ribozym (£ 1250 fMol) mit 2,5 pl ,Cleavage-Buffer 45° fiir 2 Minuten auf

70°C erwédrmt und dann in Eiswasser abgekiihlt. Es wurde je 1 nl RNasin zugegeben
und die Ansétze bei 37°C fiir die gewiinschte Cleavage-Zeit inkubiert, um dann die
Reaktion durch Zugabe von 25 ul 1x Loading-Buffer zu stoppen. Die Cleavage-Zeit
betrug fiir die Kontrollen 0 Stunden, fiir maximale Spaltung 6 Stunden, und fiir die
Kinetik zusétzlich je einen Ansatz mit 1, 2 und 4 Stunden. Nach Zugabe des Loading-
Buffers wurden die Proben fiir 2 Minuten auf 90°C erhitzt und dann bis zum Start der

Gelelektrophorese auf Eis gelegt.
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3.33

3.4

34.1

RNA-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Zur Auftrennung der Spaltprodukte nach der Cleavage-Reaktion wurden 5-prozentige,
denaturierende Polyacrylamidgele im Sequi-Gen GT Cell® (Biorad, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Als Laufpuffer diente RNase-freie 1x-TBE-Ldsung. Vor dem
Auftragen der Proben wurde das Gel durch Anlegen einer Spannung von 1000 Volt
auf ca. 45°C vorgewédrmt und die Taschen mit Laufpuffer gespiilt. Nach Einfiillen der
Proben wurden die Spaltprodukte iiber 1,5 Stunden bei 1000 Volt aufgetrennt.
AnschlieBend wurde das Gel auf Papier getrocknet und flir zunéchst 2 Stunden und
dann noch mal 23 Stunden auf je einen X-Omat® Autoradiographie-Film (Kodak,
Stuttgart, Deutschland) aufgelegt.

Verwendete Reagenzien:

Ultrapure Sequagel® (National Diagnostics, Atlanta, USA)

480 ul 10 % (w/v) APS (Amoniumpersulfat)

32 pl Temed (Tetramethylethylendiamin, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland)

Molekularbiologische Verfahren

Klonierung der Plasmide

Fir die Klonierung der Plasmide pACYC184-LacZ, pACYC184-uPAR-LacZ,
pTaruPARs, pCtrl-LacZ, pCtrl, pcDNA3.1-uPAR, pGL3-uPAR, pRZL, pChop-957,
peuTaruPAR und peuRZ-957 wurden die folgenden Ausgangsplasmide verwendet:

pACYC184 (NIH GenBank® accession Nr. X06403, New England Biolabs,
Beverly, USA)

pChop (Benedict et al., 1998; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. Jim Norris, Keck Medical School, University of Southern
California, USA)

pMAZ23 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Martina Anton,
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Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung,
Technische Universitdt Miinchen, Deutschland)
pBSM13-uPAR (Bluescript M13+ von Stratagene, La Jolla, USA, das uPAR-
Gen wurde subkloniert und das Plasmid freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Dr. Viktor Magdolen, Frauenklinik der
Technischen Universitdt Miinchen, Deutschland)
pUCI18 (NIH GenBank" accession Nr. L09136, Fermentas, Glen Burnie, USA)
pGL3 Control Vector (Promega, Cat.Nr. E1741, Mannheim, Deutschland)
pcDNA3.1(+) (Invitrogen, Cat. Nr. V790-20, Carlsbad, USA)
pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen, Cat. Nr. V860-20, Carlsbad, USA)
pcDNA3. 1/hygro(+) (Invitrogen, Cat. Nr. V870-20, Carlsbad, USA)

Es wurden je 5 ug des Vektor-Plasmids (Tab. 3.3, Spalte 2) und des Insert-Plasmids
(Tab. 3.3, Spalte 3) in getrennten Ansdtzen mit je 20 U des in der Tab 3.3 ange-
gebenen Restriktionsenzyms (Afl ITII, BamH I, Bgl II, EcoR I, EcoR V, Hind III, Nco
I, Notl, Sal I, Xho I; New England Biolabs, Beverly, USA) verdaut. Der Verdau lief
iiber 2 Stunden bei 37°C mit 10ul Restriktionspuffer B, H oder M (Sure/Cut Buffer for
restriction enzymes, Roche Applied Science, Indianapolis, USA) wie in Tab. 3.3
angegeben. Wenn bei zwei Restriktionsenzymen beide im selben Puffer arbeiten,
wurden sie demselben Ansatz zugegeben. Sonst wurde zunédchst ein Verdau durch-
gefiihrt, die DNA mit dem Wizard-Kit fiir DNA-Isolierung (Wizard PCR Preps DNA
Purification System, Katalog-Nr. A7170, Promega, Madison, USA) aufgereinigt und
der zweite Verdau in einem getrennten Ansatz durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das
unverdaute Plasmid und 2 pl des Verdaus auf 1%-High-melting-Point-agarose-TAE-
Gel aufgetragen und der gelungene Verdau per Gelelektrophorese iiberpriift (s. Kap.
3.4.2). Das Fragment fiir die Ligation wurde durch Elektrophorese auf einem 0,8%-
LMP-Agarose-TAE-Gel vom Rest des Plasmides getrennt und mit dem Wizard-Kit fiir
DNA-Isolierung (s.0.) die DNA aus dem Gel isoliert. Die DNA-Konzentration wurde
von einem Aliquot auf einem Elektrophorese-Gel durch Vergleich mit einer Verdiin-
nungsreihe von Ladder-Marker (1 kb DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, USA) ge-
schitzt. Wenn es kein flir Vektor und Insert geeignetes Restriktionsenzym gab, wurde
eines der Fragmente modifiziert (Modifikation 4 in Tab 3.3, s.u.) oder das Insert per
PCR aus dem Plasmid amplifiziert und so durch entsprechende Konstruktion der

Primer die entsprechende Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym an das Insert
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angefligt (Modifikation 1, 3, 5 und 6 in Tab 3.3, s.u.). Wurde ein Plasmid mit nur
einem Restriktionsenzym zur Aufnahme des Insert gedffnet, wurden die Enden de-
phosphoryliert, um eine Religation ohne Insert zu verhindern (Modifikation 2 in Tab
3.3, s.u).

Die gereinigten DNA-Fragmente von Vektor und Insert wurden in drei Ansdtzen
ligiert, wobei im ersten das Insert in ca. 5-fachem molarem Uberschuss vorlag, im
zweiten Ansatz in 10-fachem Uberschuss, und im dritten Ansatz als Kontrolle gar kein
Insert. (DNA-Mengen des besten Ansatzes in Tab 3.3) Die Ansdtze wurden
vollstdndig evaporisiert, mit einer Losung aus 11 pul ddH>O und 3 pl T4-DNA-Ligase-
Puffer (New England Biolabs, Beverly, USA) resuspendiert und mit je 1 ul T4-DNA-
Ligase (New England Biolabs, Beverly, USA) iiber 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Aus den Ansédtzen wurden je 5 pl entnommen, zur Inaktivierung der Ligase
fir 10 Minuten auf 65°C erhitzt und anschlieBend per Hitzeschock in DH108B-
Bakterien oder E. coli des Stammes SU] 3831 transformiert (s. Kap 3.2.2).
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neues Plasmid | Vektor Insert *Modifikation Vek.Grofle Ins.Grofle | Probeverdau
Verdau Verdau Lig.Menge Lig.Menge |Banden
pACYC184- |pACYC184 |pMA23 4,2 kbp 3,0 kbp Hind III:
LacZ BamHI(B) |BamHI (B) 25 ng 100 ng 7,0 kbp
Sal I (H) Xho I (B) EcoR I
2,1u.4,9 kbp
pACYC184- |pACYCI184- |pBSMI3- 1) PCR mit 7,0 kbp 1,0 kbp Nco I:
uPAR-LacZ |LacZ uPAR (1) uPARF1-HindIII 26,5 ng 210 ng 2,5 u. 5,5 kbp
Hind IIT (B)|Hind III (B) |uPARBI1005-BglIl
BamH I (B) |BglIl (M)
pTaruPARs |pACYCI184- |pUCIS (3) 2) dephosphoryliert 8,0 kbp 0,22 kbp PCR mit
uPAR-LacZ 3) PCR mit 80 ng 45 ng pUC18-B685
Hind III (B) |Hind III (B) |pUCI18-F470 uPARB1005-
(2) pUC18-B685 Bglll: 1235 bp
pCtrl-LacZ pACYC184- |pMA23 5,6 kbp 1,2 kbp EcoR V wu
Lacz 150 ng 30 ng Hind III:
Hind III | Hind III EcoR 1,2 u. 5,6 kbp
EcoR V \Y
pCtrl pCtrl-LacZ  |pUCI18 (3) 4) mit dem Klenow- | 6,8 kbp 0,22 kbp PCR mit
Xho I (B) Hind III (B) | Fragment aufgefiillt 60 ng 52,8 ng pUC18-B685
4), (2) 4) 2) s.0. pMA23-
3)s.o. B2290:
401 bp
pcDNA3.1- pcDNA3.1+ |pBSM13- 5) PCR mit 5,4 kbp 1,0 kbp Hind III u.
uPAR uPAR (5) uPARF1-HindIII 200 ng 200 ng BamH I:
Hind III (B) |Hind III (B) |uPARBI1005-Bglll 0,5 u. 5,9 kbp
BamH I (B) |BglIl (M)
pGL3-uPAR |pGL3 CV pBSM13- 6) PCR mit 5,2 kbp 1,0 kbp Sca I:
uPAR (6) uPARF1-HindIII 37,5 ng 80 ng 1462, 1083 u.
Hind IIT (B) |Hind I (B) |uPARB1005-AfIIII 3626 bp
Nco I (H) AflTIT (H)
pRZL pChop RzLibSense u. | RzLibSense u. 4,0 kbp 0,04 kbp Hind III u.
BamH I (B) |RzLibAnti- RzLibAntisense  vor | 500 ng I ng Xbal:
EcoR I (B) sense (7) Ligation annealed 242 bp
pChop-957 pChop RZ957Sense | RZ957Sense u. |4,0 kbp 0,04 kbp Hind I u.
BamH I (B) |u. RZ957Anti- | RZ957Anti-sense vor Xbal:
EcoR I (B) sense (7) Ligation annealed 263 bp
peuTaruPAR |pcDNA3.1/h |pGL3-uPAR 5,6 kbp 2,6 kbp XbaIu.
ygro(+) 600 ng 50 ng Hind III:
Xba I (H) Xba Il (H) 2,6 u. 5,6 kbp
Hind IIT (B) | Hind III (B)
peuRZ-957 pcDNA3.1/Z | pChop-957 5,0 kbp 0,24 kbp BamH I:
€0 60 ng 55 ng 5,0 linearisiert
Hind IIT (B) | Hind III (B)
Notl Notl

Tab. 3.3: Selbst klonierte Plasmide mit Vektor-Plasmid, Insert, Restriktionsenzyme und
Puffer, fiir die Subklonierung notwendige Modifikationen an Vektor oder Insert, Gro3e und

Menge

der

verwendeten DNA-Segmente,

sowie

Restriktionsenzyme und dadurch erhaltenen Fragmente

die zur

Kontrolle

verwendeten
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Modifikationen 1-6 (zu Tab. 3.3):

1y

2)

3)

4)

5)

Es wurden 100 ng Plasmid pBSM13-uPAR als Template fiir die PCR mit den
Primern uPARF1-HindIIl (Sequenz:TTTAAGCTTATGGGTCACCCGCCGCTG)
u. uPARB1005-BglIl (Sequenz: TTTAGATCCCGGTCCAGAGGAGAGTGCC)
zusammen mit 10 ul 10 x PFU buffer, 1,0 pul PFU-Turbo DNA-Polymerase und 2
pl 10 mM dNTP (alle Reagenzien von Stratagene, Heidelberg, Deutschland) in

einen Ansatz mit H,O ad 100 pl gegeben. Alle PCRs wurden im Thermozykler
durchgefiihrt, wobei die Temperatur zundchst fiir 3 Min. auf 94°C gebracht wurde.
AnschlieBend erfolgten 29 Zyklen mit je einer Minute bei 94°C, 55°C und 72°C.
Am Ende weitere 10 Min bei 72°C und langsame Abkiihlung auf 4°C. (Der
unterstrichene Teil der Primer-Sequenz entspricht dem Teil des Primers, der
komplementdr an das Plasmid bindet. Der restliche Teil enthélt die
Bindungssequenz fiir das jeweilige Restriktionsenzym, die so das jeweilige Ende
des PCR-Produktes bildet.)

Das mit HindIII gespaltene Plasmid pACYC184-uPAR-LacZ bzw. das mit Xhol
gespaltene und mit dem Klenow-Fragment der DNA Polymerase 1 (Boehringer,
Mannheim, Deutschland) aufgefiillte Plasmid pCtrl-LacZ wurde zur Dephosphory-
lierung mit 1 U alkalischer Phosphatase (Calf intestine Phosphatase, New England
Biolabs, Beverly, USA) iiber 15 Minuten bei 37°C inkubiert, die Phosphatase bei
65°C inaktiviert, und erneut mit 1 U CIP fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert.

Es wurden 5 Ansétze mit je 100 ng Plasmid pUC18 als Template fiir die PCR mit
den Primern pUC18-F470 (Sequenz: TTTTAAGCTTAGCTGTTTCCTGTGTGA
AATTG) und pUC18-B685 (Sequenz: TTTTAAGCTTAGCGCCCAATACGCA
AACCQG) verwendet und die PCR wie in Modifikation 1 (s.0.) durchgefiihrt.

Zur ,stumpfen’ Ligation wurden die nach Verdau isolierten und gereinigten Vek-
toren und Inserts mit 1 pl Klenow-Fragment {iber 30 Minuten bei 37°C in einem
Ansatz mit 1 pl 10 mM dNTP, 6 pl Buffer H und H,O ad 60 pl aufgefiillt. An-
schlieBend wurde die DNA erneut mit dem Wizard-Kit fiir DNA-Isolierung
(Wizard PCR Preps DNA Purification System, Katalog-Nr. A7170, Promega,
Madison, USA) aufgereinigt.

Es wurden 100 ng Plasmid pBSM13-uPAR als Template fiir die PCR mit den
Primern uPARF1-HindIII (Sequenz: TTTAAGCTTATGGGTCACCCGCCGCTG)
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342

und uPARB1005BglII (Sequenz: TTTAGATCCCGGTCCAGAGGAGAGTGCC)
verwendet und die PCR wie in Modifikation 1 (s.0.) durchgefiihrt.

6) Es wurden 100 ng Plasmid pBSM13-uPAR als Template fiir die PCR mit den
Primern uPARF1-HindIII (Sequenz: TTTAAGCTTATGGGTCACCCGCCGCTG)
und uPARB1005-AflIII (Sequenz:TTTACATGTCGGTCCAGAGGAGAGTGCC)
verwendet und die PCR wie in Modifikation 1 (s.0.) durchgefiihrt.

7) Je 5 ng der Oligonukleotide RzLibSense und RzLibAntisense bzw. RZ957Sense u.
RZ957 Anti-sense wurden mit 20 pl Ligationspuffer (T4-DNA-Ligase-Puffer, New
England Biolabs, Beverly, USA) in H,O ad 100 pl in einem Eppendorf-Cup fiir 1

Minute in kochendes Wasser gehalten und dann langsam auf Raumtemperatur

abgekiihlt.

Minipriparation von DNA zur Restrikitionsfragmentanalyse

Fiir Minipriparationen von DNA wurde das Wizard” Plus Miniprep-Kit verwendet
(Mini Wizard” Plus Minipreps; Promega, Madison, USA) entsprechend dem Protokoll
des Herstellers. In 5 ml LB-Medium mit Ampicillin 100 pg/ml bzw. Chloramphenicol
40 pg/ml wurde eine Einzelkolonie von Bakterien angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
im Schiittelinkubator inkubiert. 2 ml der Bakteriensuspension wurden 2 Minuten bei
14.000 U/Min (Hettich Tischzentrifuge EBA 12; Hettich, Tuttlingen, Germany)
abzentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das Pellet wurde in 200 pl
Zellresuspensionslosung resuspendiert, 200ul Zelllyse-Losung zugegeben und das
Gefill invertiert. 200ul Neutralisationslosung wurden zugegeben, das Gefdll ge-
schwenkt, und danach das Lysat bei 10.000g (14.000 U/Min) 10 Minuten abzentri-
fugiert.

Eine Minisdule (Aufreinigungssdule) wurde auf eine Spritze gesteckt und auf eine
Offnung des Vacuum Manifolds gesteckt. 1 ml der auf 37°C vorgewirmten re-
suspendierten Losung wurde in jede Spritze gefiillt und der Uberstand aus dem vorher-
gehenden Zentrifugationsschritt (s.0.) auf die Resin-Losung gegeben. Hatte das
Vakuum das Gemisch durch die Saule gezogen, wurde diese mit 2 ml Waschlosung
per Vakuum gereinigt und die Minisdule in ein 1,5 ml GefaB3 iiberfiihrt und 2 Minuten
bei 14.000 U/Min abzentrifugiert, um {iiberschiissige Waschlosung zu entfernen.

Danach wurde die Sdule auf ein neues, steriles Eppendorf-Tube iiberfiihrt, 50 pl
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ddH,0 zugegeben und 1 Minute inkubiert. Durch einen Zentrifugationsschritt fiir 20 s
bei 14.000 U/Min wurde die DNA eluiert.

Ein Aliquot der DNA wurde mit geeigneten Restriktionsenzymen und den
entsprechenden Puffern (s. Tab. 3.3) iiber 2 Stunden bei 37°C verdaut. Nach ent-
sprechender Inkubation wurde die DNA mit /oading buffer vermischt. Mit den
einzelnen Proben und einem geeigneten DNA-Marker (1 kbp- bzw. 100 bp-Ladder)
wurde ein 1 %-iges Agarose-Gel, das 2 pl Ethidiumbromid (Stammlésung 10 mg/ml)
enthielt, beladen und bei 70 V in einer Elektrophoresekammer aufgetrennt. Die
Auswertung erfolgte anhand des Vergleichs der Restriktionsfragmentgrossen der

Proben mit den definierten Bandengrossen des DNA-Markers.

Verwendete Reagenzien und Gerite:

Stammlosung Loading Buffer (6x)
- 60% v/v Glycerin
- 60 mM EDTA
- 0,05% w/v Bromphenolblau
pH=7.,4

TAE-Puffer
- 0,1% v/v Eisessig
- 40 mM Tris
- 1 mM EDTA
pH=283

1 kB-Ladder bzw. 100 bp-Ladder (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)
Agarose Genetic Technology Grade (ICN, Aurora, Ohio, USA)

Elektrophoresekammer Hoefer HE33 Mini Horizontal Submarine Unit

Power Supply Power Pac 200 (BioRad, Miinchen, Deutschland)
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3.4.3 Maxipréiparation von DNA aus transformierten Bakterien

3.5

250 ml LB-Medium mit 100pg/ml Ampicillin bzw. Chloramphenicol 40 pg/ml
wurden mit 20 pl der Bakteriensuspension, die zur Restriktionsfragmentanalyse
hergestellt wurde, angeimpft, und iiber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator inkubiert.
AnschlieBend wurde die DNA nach dem Qiagen-Kit-Protokoll unter Verwendung der
im Kit enthaltenen Losungen gewonnen (Qiagen Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Hilden,
Germany). Die Bakteriensuspension wurde bei 6000g/15min/4°C (Beckman J2 HS
Zentrifuge, Beckman Instruments, Palo Alto, USA) abzentrifugiert, in 10 ml Puffer P1
resuspendiert, Puffer P2 (Lysepuffer) wurde zugegeben, nach 5 Minuten Inkubation
Puffer P3 (Neutralisationspuffer) zugegeben und fiir 20 Minuten auf dem Eis
inkubiert. Danach wurde die Losung bei 20000g/30 min/4°C zentrifugiert (Beckman
J2 HS Zentrifuge, s.0.) und der Uberstand auf eine Qiagen-Siule (Qiagen-tip 500), die
zuvor mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert worden war, gegossen. Die Sdule wurde
zweimal mit Puffer QC gewaschen, danach wurde die DNA mit 15 ml Puffer QF aus
der Séule eluiert. Nach Zugabe von 10,5 ml Isopropanol wurde bei 15000g/30 min/
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig abgegossen.

Das Pellet wurde mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen, bei 15000g/10 min zentrifugiert,
und der Uberstand abgegossen. Die im luftgetrockneten Pellet enthaltene DNA wurde
in 300 pl ddH,O aufgenommen.

Statistische Analyse

Fir die statistische Analyse der gemessenen Luciferase-Werte wurde der Mann-
Withney-U-Test als Rangsummentest fiir die exakte zweiseitige Signifikanz zweier
unabhingiger Stichproben verwendet. Die Berechnung erfolgte mit SPSS 12.0 fiir
Windows (SPSS Inc., USA).
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4  Ergebnisse

4.1 In vivo-Screening fiir ein aktives Ribozym gegen uPAR in
Bakterien

4.1.1 Konstruktion der Target- und Kontroll-Plasmide

4.1.1.1 Konstruktion des Targetplasmids pTaruPARs fiir das bakterielle Screening

Um das Targetplasmid herzustellen wurde der Promotor des Lac-Operons (LacP), das
fiir den uPA-Rezeptor kodierende Gen und das fiir die B-Galaktosidase kodierende
LacZ-Gen in den prokaryotischen Expressionsvektor pACYC184 subkloniert, der
bereits ein Resistenzgen fiir Chloramphenicol enthielt. Das Plasmid pACYC184 wurde
als Targetplasmid gewdhlt, da es ein ,low copy’-Plasmid ist, und man damit einen
hohen molaren Uberschuss von Ribozymen gegeniiber dem Target erwarten kann.
Dabei wurde das LacZ als Fusionsgen so hinter das uPAR-Gen kloniert, dass das
Leseraster erhalten blieb (in frame) und LacZ hinter uPAR auf eine mRNA
transkribiert wurde. Diese mRNA kodiert fiir das Fusionsprotein uPAR-LacZ in dem
das LacZ-Enzym (B-Galaktosidase) aktiv ist.

Der korrekte Einbau in sense-Richtung wurde per PCR kontrolliert, wobei der
Forwardprimer an LacP und der Backwardprimer an uPAR band. Die PCR zeigte als
Produkt die erwartete Bande von 1235 bp.

Das vollstindige Targetplasmid pTaruPARs wurde mit demselben Forwardprimer
kommerziell sequenziert und wies die korrekte Sequenz auf (Sequiserv, Vaterstetten,

Deutschland).

4.1.1.2 Konstruktion des Kontrollplasmids pCtrl fiir das bakterielle Screening

Um ein Kontrollplasmid zu erhalten wurde das vollstindige LacZ-Gen (mit ATG-
Codon) und der Lac-Promotor in das Plasmid pACYC184 subkloniert, so dass es wie
das Targetplasmid 3-Galaktosidase exprimierte, aber kein uPAR enthielt.

Das neue Plasmid pCtrl wurde wie in Kap. 4.1.1.1 per PCR {iberpriift. Der korrekte

Einbau in sense-Richtung wurde per PCR kontrolliert, wobei der Forwardprimer an
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LacP und der Backwardprimer an LacZ band. Die PCR zeigte als Produkt die

erwartete Bande von 401 bp.

pACYC184

(ygpd) dal

Sall 21461

LacZ

Abb. 4.1a: Plasmid pTaruPARs Abb. 4.1b: Plasmid pCitrl

4.1.2 Bestitigung der Resistenz der transformierten Stimme und der Funktion
der konstruierten Plasmide

E. coli Bakterien des Stammes S[1 3831 (Chen et al., 1997) deren Ribosomen auf-
grund einer Mutation langsamer als die des Wildtyps translatieren (s. Kap. 5.1) wurden
mit dem Plasmid pTaruPARs bzw. pCtrl transformiert, so dass die Stamme E.coli-Tar
und E.coli-Ctrl entstanden. AuBBerdem als Kontrollbakterien die Plasmide pACYC184-
LacZ-uPAR und pCtrl-LacZ, die beide kein LacP enthalten. Die transformierten
Bakterien wurden auf Agarplatten mit Chloramphenicol ausplattiert und so die
Transformanden selektioniert.

Es wurden Agarplatten hergestellt, die alle Chloramphenicol, Streptomycin und X-Gal
enthiclten, und weitere Platten, die zusitzlich IPTG enthielten.

Die Bakterien wuchsen auf allen Platten. Das heif3t, dass sie alle das Plasmid mit der
Chloramphenicol-Resistenz enthielten, und dass es sich bei den Bakterien tatsidchlich
um den Stamm von Mutanten handelte, deren verdnderte Ribosomen sie resistent

gegen Streptomycin machen.
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Die Bakterien auf den Platten ohne IPTG (induziert den Lac-Promotor) waren weil3,
da keine B-Galaktosidase exprimiert wurde. Auf den Platten mit IPTG bildeten sich
blaue Kolonien, da die B-Galaktosidase das X-Gal umwandelte. Die Kolonien der

Bakterien mit dem Targetplasmid waren denen mit dem Kontrollplasmid identisch.

4.1.3 Uberpriifung der Subklonierung der Random-Ribozym-Library in pChop

4.1.3.1 Der Vektor der Ribozym-Library

Als Expressionsvektor fiir die Ribozym-Library wurde das Plasmid pChop gewéhlt,
das das Plasmid pCR II als Expressionsvektor flir eine Tripel-Ribozym-Kassette
nutzt. Aulerdem kodiert der Vektor ein Resistenzgen fiir Ampicillin, einen Sp6-
Promotor fiir in vitro-Transcription, und den Lac-Promotor. Dieser Promotor reguliert
die Expression einer Kassette, die im Zentrum Schnittstellen fiir BamH I und EcoR 1
enthilt, wo die randomisierten Ribozyme der Library eingesetzt werden sollten.
Dieses zentrale Ribozym wird von zwei weiteren Ribozymen flankiert, die nach
Transcription der Kassette durch cis-Spaltung das zentrale Ribozym aus der mRNA
freisetzen sollten (s. Abb. 4.2). Zusdtzlich wird dadurch sichergestellt, dass das
freigesetzte zentrale Ribozym immer die gleichen Endsequenzen hat, da bei der

Transcription so keine zusétzlichen Nukleotide angehdngt werden konnen.
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Abb. 4.2: Tripel-Ribozym-Kassette mit Restriktionsstellen (rot) und Insertionsstelle, die
durch Ribozyme der Library ersetzt wird (unterstrichen)

4.1.3.2 Konstruktion des Random-Ribozyme als Insert fiir die Klonierung der Library

Es wurden die Oligonucleotide RzLibSense (S) und RzLibAntisense (AS) kom-
merziell mit folgender Nucleotidsequenz hergestellt:

S: 5’-GATCC NNNNN CTGATGAGTCCGTGAGGACGAAA NNNNN G-3°
AS:  5-AATTC NNNNN TTTCGTCCTCACGGACTCATCAG NNNNN G-3’

Hierbei kodierte die unterstrichene Sequenz des sense-Oligonucleotids den katalytisch
aktiven Teil des Ribozyms (hammerhead-core). Die beiden unterstrichenen Sequenzen
waren komplementér (nach Watson und Criggs).

Die N-Nukleotide setzten sich nach dem Zufallsprinzip aus den Nukleotiden Adenin
(A), Cytosin (C), Guanin (G), und Tyrosin (T) zusammen und kodierten flir die
Sequenzen mit denen die Ribozyme spezifisch an komplementire Sequenzen von
mRNA banden. Die Losungen enthielten also Oligonucleotide unterschiedlicher Se-
quenzen, die fiir etwas mehr als eine Million (4'°) Ribozyme unterschiedlicher Bind-
ungssequenz kodieren, bzw. fiir den komplementéren Strang.

Die beiden 5’-Enden ergeben nach komplementirer Anlagerung Uberhiinge, die den

Enden eines mit BamH I bzw. EcoR I verdauten DNA-Doppelstranges entsprechen.
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Um den fiir die Subklonierung in die Ribozym-Kassette notwendigen DNA-Doppel-

strang zu erhalten, wurden die Losungen mit den Oligonucleotiden RzLibSense und

RzLibAntisense gemischt und angelagert (annealed). Die gelungene Anlagerung

wurde auf einem 20%-Polyacrylamidgel bestitigt (Abb. 4.3).

Abb. 4.3: Anlagerung der Ribozym-Library
Spur 1: RzLibSense

Spur 2: RzLibAntisense

; Spur 3: RzLibSense und RzLibAntisense annealed und einzeln

Spur 4: Marker

4.1.3.3 Subklonierung des Random-Ribozym-Insert

Von Vektor und Insert wurden mehrere Testligationen gemacht, um den effizientesten

Ansatz zu finden und so eine vollstindige Reprisentation aller Ribozymsequenzen zu

erreichen. Die Plasmide wurden per Elektroporation in DH1083-Bakterien eingebracht

und anhand der Kolonienzahl die Effizienz der Ansétze berechnet. Schlielich wurde

soviel Ligat hergestellt und transformiert, dass man mit 10° transformierten Klonen

und somit mit einer vollstindigen Reprédsentation aller Ribozymvarianten in der

pRZL
pChop
Marker

-4000

-1600

1000

-500

=220
-200

Library rechnen kann. Aus dem gereinigten
Plasmid pRZL wurde parallel zu pChop die
Sequenz der Ribozym-Kassette herausgeschnitten.
In der Gelelektrophorese konnte so durch die nun
30 bp lingere Bande die gelungene Subklonierung
des zentralen Ribozyms gezeigt werden (Abb. 4.4).
Diese ergibt sich aus Einsatz des zentralen Ribo-
zyms (42 bp) und herausschneiden des Spacers (12
bp) (Abb. 4.2).

Abb. 4.4: Kontrollverdau Plasmid pRZL mit Kontrolle
pChop

43



Ergebnisse

4.1.4 Das bakterielle Screening-Verfahren

Fiir das bakterielle Screening-Verfahren wurden die Plasmide der Ribozym-Library
per Elektroporation in Form eines sog. shotgun-cloning in die E.coli-Mutanten
transformiert, die bereits das Targetplasmid pTaruPARs (E.coli-Tar) tragen. Diese
Bakterien bildeten bei Anwesenheit von X-Gal und IPTG blaue Kolonien, da sie die f3-
Galaktosidase exprimieren. Weille Kolonien enthalten entweder ein aktives Ribozym
gegen die mRNA des uPAR-Abschnittes oder gegen die des LacZ-Abschnittes des
Fusionsgens. Diese weilen Kolonien wurden selektioniert und das Ribozym
kodierende Plasmid isoliert. Dieses wurde nun per Elektroporation in E.coli-Mutanten
eingebracht, die das Kontrollplasmid ohne die uPAR-Sequenz tragen. Entstanden auch
hier weile Kolonien, so war das gefundene Ribozym gegen die mRNA von LacZ
selbst gerichtet und konnte verworfen werden. Entstanden aber dieses Mal blaue
Kolonien, so kodierte das Plasmid fiir ein aktives Ribozym gegen das uPAR-Gen. Das
wurde zunichst dadurch tiberpriift, dass das Plasmid nochmals in Bakterien gebracht

wurde, die das Plasmid pTaruPARs mit dem Gen des uPA-Rezeptors enthielten.

4.1.4.1 Bestimmung der optimalen Bedingungen fiir das Screening der Library

Die bereits mit den Plasmiden pTaruPARs bzw. pCtrl transformierten E.coli wurden
kompetent fiir die Transformation per Elektroporation gemacht und in Glycerolstocks
a 20ul aliquotiert. Tests ergaben, dass man bei der Elektroporation von 20ul
bakterienhaltiger Losung mit 10,4 ng pRZL-DNA bei 1,8kV Spannung, 25 uF Kapa-
zitdt und 200 Q Widerstand eine optimale Dichte von ca. 15.000 Kolonien auf einer
Agarplatte von [J 15 cm erhielt.

Der Agar enthielt Chloramphenicol und Ampicillin, um die Bakterien auf das Vor-
handensein des Target- und des RZ-Plasmides zu selektionieren, [IPTG und X-Gal, um
Bakterien, die die 3-Galaktosidase exprimieren an ihrer Blaufarbung zu erkennen.

Es wurde festgestellt, dass die Agarplatten 48h bei 37° C im Dunkeln inkubieren

miissen, damit die Kolonien deutlich blau wurden.
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4.1.4.2 Durchfiihrung des Screenings

Es wurden insgesamt 960 pl Bakterienlosung elektroporiert und auf 48 Agarplatten
ausgebracht. Dabei wurden alle deutlich weilen und einige hellblaue Kolonien
gepickt. Diese wurden zunéchst {iber Nacht in einer Vorkultur unter Beigabe der
Antibiotika angeziichtet und davon je 2ul auf Testplatten aufgetropft, die ebenfalls
Chloramphenicol, Ampicillin, IPTG und X-Gal enthielten. So entstanden insgesamt
2206 groBere, isolierte Kolonien, die sich besser auf ihre Farbung untersuchen und mit
den ebenfalls aufgeimpften Blaukontrollen vergleichen lieBen. Hierbei wurden 23
Kolonien als weil} eingestuft, da sie deutlich heller als die blauen Negativkontrollen
waren (Beispiel s. Abb. 4.5).

Von den Bakterien dieser Kolonien wurden Glycerolstocks angelegt und das Plasmid

isoliert, das das Gen des Ribozyms trigt (z.B. pRZL-#1857 und pRZL-#1917).

Abb. 4.5: Beispiel einer Agar-Platte mit Tropfkolonien, hier mit
den weillen Kolonien #1857 und #1917

Die isolierten Ribozym-Plasmide wurden in gleicher Menge und unter gleichen

Bedingungen wie zuvor die Plasmide der Library in E.coli elektroporiert, die das
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Kontrollplasmid pCtrl ohne uPAR tragen. Diese Bakterien bildeten auf den Test-
platten deutlich blaue Kolonien, die dieselbe Intensitét hatten wie die blauen Negativ-
kontrollen. Dies sprach dafiir, dass die Ribozyme nicht gegen die mRNA der 8-

Galaktosidase gerichtet waren.

4.1.4.3 Kontrollen der gefundenen Ribozyme in vivo

Die Ribozym-Plasmide (pRZL) wurden unter denselben Bedingungen erneut in E.coli
elektroporiert, die das Targetplasmid trugen (E.coli-Tar). Dieses Mal wurden aber alle
Kolonien deutlich blau und waren nicht von den Blaukontrollen zu unterscheiden.

Da die urspriinglich gepickten Bakterien zwar jedes Mal weile Kolonien bildeten,
wenn sie auf die Testplatten aufgebracht wurden, sich der Effekt aber nicht mit
demselben Ribozymplasmid in anderen Bakterien, die auch das Targetplasmid
enthalten reproduzieren lieB, sollte in vitro gepriift werden, ob die isolierten Ribozyme

eine Aktivitdt gegen die mRNA von uPAR zeigen.

4.1.4.4 Uberpriifung der im Screening gefundenen Ribozyme in vitro

Um die mRNA des uPA-Rezeptors in vitro transkribieren zu kénnen, wurde das Gen
des uPAR in die Multicloningsite des Plasmids pcDNA3.1(+) subkloniert, das den
Promotor fiir die T7-Polymerase enthilt.

Das Target wurde durch die T7- Polymerase in vitro in Anwesenheit von **P-qUTP
transkribiert, so dass radioaktiv markierte RNA entstand. Ebenso wurde der RNA-
Century-Marker mit der T7-Polymerase transkribiert und die RNA mit **P markiert.
Die beiden Ribozymplasmide pRZL-#168 und pRZL-#1355, die im bakteriellen
Screening aus Kolonien isoliert wurden, die deutlich weill waren, wurden mit der Sp6-
Polymerase transkribiert, aber nicht radioaktiv markiert.

Die beiden Ribozym-RNA wurden jeweils fiir 0 und 6 Stunden in Cleavage-Buffer mit
der uPAR-RNA inkubiert. Die Spaltprodukte wurden anschlieBend mit dem trans-
kribierten Marker auf einem 5%-Polyakrylamidgel aufgetrennt. Der Autoradio-
graphiefilm zeigte nach Exposition nur die intakten Banden der uPAR-RNA. Die
Banden nach 6 Stunden Spaltung waren den Banden der 0-Stunden-Negativ-kontrolle

identisch. Es waren keine Banden von Spaltprodukten zu sehen (s. Abb. 4.6)
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4.2

4.2.1
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Abb. 4.6: Autoradiographiefilm zeigt keine
Spaltprodukte nach 6 Stunden.

Konstruktion eines Ribozyms gegen uPAR, dessen Bindungs-

stelle in vitro bestimmt wurde

Bestimmung der moglichen Bindungsstellen eines Ribozyms gegen

uPAR

Von Dr. Elena Rojo wurden nach der Selex-Methode (Selective Evolution of Ligands
by EXponential enrichment) (Tuerk et al, 1990) aus einer Random-Library von Oligo-
nucleotiden durch mehrere Zyklen von Hybridisierung mit der mRNA des uPA-
Rezeptors und Vervielfiltigung durch RT-PCR und Transcription die Oligonucleotide
herausgefiltert, die in der Lage sind an die unter in-vitro-Bedingungen gefaltete
mRNA zu binden. Durch Sequenzierung der vervielfiltigten Oligonucleotide wurde

die Sequenz und damit die Position dieser zuginglichen Abschnitte in der mRNA
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4.2.2

bestimmt. Davon kamen vier hotspots in Betracht. Sie lagen an den Positionen 367,
943, 957 and 1025 (gerechnet in Basen ab dem Startcodon).

Es wurden vier Ribozyme konstruiert, die alle den hammerhead als katalytisches
Zentrum beinhalten und als Bindungssequenzen die Sequenzen, die diese vier hotspots
flankieren. Das Bindungsverhalten und die intramolekulare Faltung der Ribozyme
wurden am Computer simuliert. Hierfir wurden die Programme Mfold
(http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) und RNAPIlotFold (Zuker und
Steigler, 1981)verwendet (Daten nicht gezeigt).

Priifung des Ribozyms RZ-957 gegen die mRNA von uPAR in vitro

Es wurde das Ribozym RZ-957 unter den vier Ribozymen ausgewihlt, da es nicht nur
alle Bedingungen fiir eine mogliche Spaltung der mRNA von uPAR erfiillt, sondern
das Nucleotid 957 auBerhalb des Bereiches liegt, der fiir den 16slichen uPA-Rezeptor
suPAR kodiert (Kriiger et al, 2000). Sollte es gelingen, mit Hilfe von RZ-957 die
Expression von uPAR in vivo zu reduzieren, konnte man das Ribozym eventuell in

Kombination mit dem 16slichen uPA-Rezeptor suPAR einsetzen.

4.2.2.1 Konstruktion des Plasmides pChop-957 fiir in vitro-Transcription

Das fiir das Ribozym 957 kodierende Insert wurde wie die Ribozym-Library in Kap.

4.1.3.3. in die Tripel-Ribozym-Kassette des Expressionsvektors pChop zwischen die

flankierenden cis-Ribozyme subkloniert. Fiir die Konstruktion des Inserts wurden die

Oligonukleotide RZ957Sense (S) und RZ957 Antisense (AS) verwendet:

S: GATCCCAGGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAATGGTGAGAACCG
GATGCCTGGCATCCGGTTG - 3’

AS: TTAAGTTGGCCTACGGTCCGTAGGCCAAGAGTGGTAAAGCAGGAGT
GCC TGAGTAGTCTGGGACC - 3’

Die unterstrichenen Sequenzen entsprechen den Enden nach einem Verdau mit BamHI

und EcoR 1.

Das neue Plasmid pChop-957 wurde per Probeverdau iiberpriift und die korrekte

Subklonierung des Ribozyms bestétigt.
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4.2.2.2 Test der cis-Spaltung (self-cleavage) durch die flankierenden Ribozyme in vitro

Das Plasmid pChop-957 wurde hinter der Tripel-Ribozym-
Kassette mit Mlu I linearisiert. Mit der Sp6-Polymerase wurde
das Ribozym-Triplett in vitro unter Anwesenheit von *P-
aUTP transkribiert, so dass radio-aktiv markierte mRNA ent-
stand. Ebenso wurde der RNA-Century-Marker mit der T7-
Polymerase transkribiert und die RNA mit **P markiert.

Die Ribozym-RNA wurde 2 Stunden in Cleavage-Buffer
inkubiert und die Spaltprodukte anschlieBend mit dem
transkribierten Marker auf einem 5%- Polyakrylamidgel
aufgetrennt. Der Autoradiographiefilm zeigte nach Exposition
die mRNA der gesamten Ribozym-Kassette ab
Transcriptionsbeginn (263 Basen) und die Banden der gréferen
Spaltprodukte (188 bzw. 159 Basen) bei einer cis-Spaltung.
Das sind Fragmente mit 188 Basen von Transcriptionsbeginn
bis zur 3’-cis-Schnittstelle und 159 Basen von der 5’-cis-
Schnittstelle bis zum Transcriptionsende an der Mlu I-
Schnittstelle. Auflerdem die Banden bei 104, 84 und 75 Basen,
die bei kompletter self-cleavage-Reaktion entstehen (Abb. 4.5).
Das heiflt, dass unter diesen Bedingungen durch beide cis-
Ribozyme Spaltung stattfand, und so das zentrale RZ-957 aus
der RNA freigesetzt werden kann (Abb. 4.7).

Abb. 4.7: Spaltprodukte der self-cleavage von RZ-957

4.2.2.3 Test des RZ-957 in vitro gegen die mRNA von uPAR

Das Ribozym RZ-957 wurde wie in Kap. 4.2.2.2 transkribiert, aber nicht radioaktiv
markiert. Das Plasmid pcDNA3.1-uPAR wurde hinter uPAR liniearisiert. Die mRNA

von uPAR wurde mit der T7-Polymerase unter Anwesenheit von >*P-aUTP

transkribiert. Das Ribozym und die Ziel-mRNA wurden gemeinsam fiir 2 Stunden
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inkubiert. Hierbei lag das Ribozym in einem molaren Uberschuss von 50:1 vor. Der
Ansatz wurde vollstindig auf ein 5%-Polyakrylamidgel aufgetragen. Der dem Gel
exponierte Autoradiographiefilm zeigte drei Banden, die der ungeschnittenen mRNA
von uPAR und den beiden Spaltprodukten entsprachen.

Um eine Kinetik der Spaltung zu zeigen wurde unter denselben Bedingungen das
Target mit dem Ribozym in mehreren Ansétzen fiir Oh, 1h, 2h, 4h, und 6h inkubiert.
Als Negativkontrolle wurde das Target ohne Ribozym fiir 0 und 6 Stunden inkubiert.
Um auszuschlieBen, dass die Spaltung eine Trans-Spaltung durch die flankierenden
Ribozyme der Tripel-Ribozym-Kassette sind, wurde das Target in zwei weiteren
Ansitzen mit zwei anderen Tripel-Ribozym-RNA iiber 0 und 6 Stunden inkubiert, die
ein anderes zentrales Ribozym enthalten, aber die gleichen flankierenden Ribozyme.
Der Autoradiographiefilm zeigte, dass in der Kinetik die Menge der Ziel-mRNA {iber
6 Stunden streng monoton abnahm, und die Menge der Spaltprodukte in gleichem
MaBe zunahm. Alle 6 Negativkontrollen zeigten keine Spaltprodukte (s. Abb. 4.8).
Das heifit, dass das Ribozym RZ-957 in vitro die mRNA von uPAR sequenzspezifisch

schnitt.
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Abb. 4.8: Kinetik der Spaltung von uPAR mit RZ-957, RZ-168 und RZ-1355
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4.3

4.3.1

Priifung der Aktivitit des Ribozyms RZ-957 in vivo in Zellkultur

Fiir alle hier gezeigten Experimente in vivo wurden NIH 3T3 und COS 7-Zellen
verwendet, da sie nach eigenen Daten im ELISA keine endogene Expression des uPA-
Rezeptors zeigen, die mit dem transfizierten uPAR-Konstrukt um das Ribozym
kompetitieren konnte. Ein weiterer Vorteil der COS 7 Zellen ist, dass transient
transfizierte Plasmide, die den SV40-origin-of-replication enthalten, in ihnen repliziert
werden konnen, weil sie das SV40 TAg stabil exprimieren und somit in hoherer Zahl

vorliegen.
Konstruktion der eukaryotischen Plasmide fiir die Zellkultur

Es wurde die Aktivitdt des Ribozyms nach einer Methode getestet, die das gleiche
Prinzip beinhaltet wie bereits das bakterielle Screeningverfahren. In einem Target-
plasmid wurden uPAR und ein Markergen so hintereinander kloniert, dass sie auf eine
mRNA transkribiert wurden. Eine Spaltung der mRNA durch das Ribozym fiihrt auch
zu einer Reduktion der Expression des Markergens Luciferase, was sich quantitativ

messen lasst.

4.3.1.1 Konstruktion des Targetplasmides peuTaruPAR

Das uPAR-Gen wurde per PCR aus dem Plasmid pBSM13-uPAR herauskopiert und
so in das Plasmid pGL3 control vector vor das Luciferasegen subkloniert, dass das
Leseraster erhalten blieb. Das uP AR-Luc-Konstrukt wurde in die Multicloningsite des
Plasmides pcDNA3.1/hygro(+) subkloniert. So wird die Transcription des Konstruktes
iiber den CMV-Promotor reguliert. Der Kontrollverdau zeigt die erwarteten Fragmente

von 2,6 und 5,6 kbp.

4.3.1.2 Konstruktion eines Plasmides, das in eukaryotischen Zellen das Ribozym RZ-957

transkribiert

Es wurde die vollstindige Tripel-Ribozym-Kassette aus dem Plasmid pChop-957

herausgeschnitten und in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(+)
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4.3.2

kloniert. Das neu konstruierte Plasmid peuRZ957 wurde linearisiert und zeigt dadurch

den Einbau der Ribozym-Kassette.

Bestimmung optimaler Bedingungen fiir die transiente Transfektion von

NIH 3T3- und von COS 7-Zellen

Die Zellreihen NIH 3T3 und Cos7 wurden transient mit den Plasmiden peuTaruPAR
bzw. pLZ12 transfiziert. Dabei erlaubte die Transfektion von peuTaruPAR {iber einen
Luciferase-Assay Aussagen iiber die Stirke der Expression und damit die Effektivitit
der Transfektion zu machen. Da das Plasmid pLZ12 fiir die 3-Galaktosidase kodiert,
konnte analog hier die Transfektion anhand ihrer Blaufarbung durch Zugabe von X-
Gal bewertet werden. Bei diesen Testtransfektionen wurde zundchst immer dieselbe
Zahl von Zellen ausgesdt. Es wurden die Transfektionsmediatoren Lipofectamin® und
Fugene® in mehreren Konzentrationen unter Zugabe unterschiedlicher DNA-Mengen
getestet. Dabei zeigte sich, dass fiir beide Zellrethen Fugene® in allen Ansédtzen
effizienter ist als Lipofectamin®. Fiir beide Zellreihen wurde bei Verwendung von 3
pl Fugene® und 2 pg DNA bei ansonsten gegebenen Transfektionsbedingungen die
hochste Luciferase-Aktivitit gemessen (s. Abb. 4.9). Die X-Gal-Farbung der mit
pLZ12 transfizierten Zellen bestétigte dies.

pg Luciferase/mg Protein

peuTarupar in NIH3T3 peuTarupar in Cos7
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Abb. 4.9: Expression von Luciferase nach Transfektion von peuTaruPAR
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4.3.3 Stabile Transfektion des uPAR-Luciferase-Fusionsgenes in NIH 3T3- und
COS 7-Zellen

Um in Eukaryoten die Aktivitit eines Ribozyms gegen die mRNA von uPAR
quantitativ bestimmen zu kdnnen, sollte das fiir das Fusionsprotein uPAR-Luciferase
kodierende Plasmid peuTaruPAR stabil in diese beiden Zelllinien transfiziert werden.
So kann die Menge des translatierten Fusionsgens bzw. dessen Reduktion anhand der

messbaren Luciferase-Aktivitit in diesen Zellen bestimmt werden.

4.3.3.1 Stabile Transfektion des uPAR-Luciferase-Fusionsgenes in NIH 3T3-Zellen

NIH 3T3-Zellen wurden mit Hilfe von Lipofectamin® mit dem Plasmid peuTaruPAR
transfiziert. Die Zellen wurden unter Hygromycin selektioniert und 22 Klone von
hygromycinresistenten Zellen gepickt. Es wurde die Expression des Zielgens aller
Klone im Luciferase-Assay gemessen. Der Klon Nr. 20 zeigte die starkste Expression,
der Klon Nr. 22 ist einer derer, die eine mittlere Expression zeigten. (Daten nicht
gezeigt.) Diese beiden Klone wurden als die neuen Zellreihen NIH-uPAR/Luc-C20
und NIH-uPAR/Luc-C22 etabliert.

4.3.3.2 Stabile Transfektion des uPAR-Luciferase-Fusionsgenes in COS 7-Zellen

Nach demselben Muster wurden Cos7-Zellen mit dem Plasmid peuTaruPAR
transfiziert und unter Hygromycin selektioniert. Es wurden 6 Klone gepickt und ihre
Expression im Luciferase-Assay gemessen. Die Klone Nr. 1, 3 und 6 exprimierten das
Konstrukt unterschiedlich stark (Daten nicht gezeigt.) und wurden als die neuen
Zellreihen Cos7-uPAR/Luc-C1, Cos7-uPAR/Luc-C3 und Cos7-uPAR/Luc-C6

etabliert.
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4.3.4 Transiente Transfektion des Ribozyms RZ-957 in stabil mit uPAR-Luc

transfizierte Zellreihen

4.3.4.1 Transiente Transfektion von RZ-957 in NIH-uPAR/Luc-C20 und —C22

Das Plasmid peuRZ957 wurde nach den erprobten Bedingungen (s. Kap. 4.3.2)
transient in die Zellrethen NIH-uPAR/Luc-C20 und —C22 transfiziert. Als Kontrolle
wurde das Plasmid pcDNA3.1/Zeo unter den gleichen Bedingungen transfiziert.
Dieses Plasmid bildet das Grundgeriist fiir das Plasmid peuRZ957, enthélt aber nicht
die Trippel- Ribozym-Kassette. Die vier Transfektionen wurden jeweils parallel in
sechs getrennten Ansdtzen durchgefiihrt. Zwei Tage nach Transfektion wurde die
Luciferase-Aktivitdt aller 24 Transfektionen gemessen.

Es zeigte sich, dass die Zellen der Reihe NIH-uPAR/Luc-C20, die mit dem Ribozym
transfiziert wurden, nur 59% der Luciferase-Aktivitdt der Kontrollzellen aufweisen. In
der Zellreihe NIH-uPAR/Luc-C22 betrug die Aktivitit der mit dem Ribozym
transfizierten Zellen nur 60% gegeniiber der Kontrolle (s. Abb. 4.10).

Die absolut gemessenen Werte fiir Luciferase zeigten einen signifikanten Unterschied
zwischen peuTaruPAR und dem Kontrollplasmid, bezogen auf die Gesamtmenge an
Protein zeigte sich fir den Klon C20 noch immer ein deutlich signifikanter
Unterschied, fiir Klon C22 war der Unterschied noch deutlich, jedoch nicht mehr
signifikant (s. Tab. 4.1a und b).
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Abb. 4.10: Expression von Luciferase nach Transfektion von peuRZ957 bzw.

Kontrollplasmids

pg Luciferase im gemessenen Zellextrakt

Klon NIH3T3-uPAR/Luc-c20  [NIH3T3-uPAR/Luc-c22

Transfektion [Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957

Ansatz 1 715,493976 1447,052548 |23,5490796 [13,9295774
Ansatz 2 753,794689 [470,678915 [24,2976999 (14,7652115
Ansatz 3 791,541091 1434,989069 |24,0805431 [14,0082339
Ansatz 4 771,282356 {484,026335 [24,017264 [14,3124093
Ansatz 5 851,447869 1480,699549 |25,1373876 [14,8743756
Ansatz 6 785,768316 1450,449467 |22,0549885 [14,5370327
[Mittelwert 778,221383 1461,31598 [23,8561604 [14,4044734
Standardabw. }41,1825816 [18,2290078 |0,93553204 |0,35579014
Signifikanz 0,002 0,002

Tab. 4.1a: Absolutwerte von Luciferase

pg Luciferase/mg Protein im gemessenen Zellextrakt

Klon NIH3T3-uPAR/Luc-c20  [NIH3T3-uPAR/Luc-c22

Transfektion |Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957

Ansatz 1 676,692015 1495,455909 |27,7159554 [22,7454259
Ansatz 2 744,77506 |504,530433 |33,9434789 [21,5564204
Ansatz 3 839,24925 1447,47015 |31,4168121 |33,5253591
Ansatz 4 764,284309 [723,36576 145,816628 [20,0499525
Ansatz 5 847,519707 [571,943691 [27,0549586 [27,181725
Ansatz 6 788,294402 1605,868099 |29,9638246 (31,9944122
[Mittelwert 776,802457 [558,105674 [32,6519429 [26,1755492
Standardabw. [58,0763219 90,2026928 [6,31689181 |5,15616611
Signifikanz 0,004 0,180

Tab. 4.1b: Werte von Luciferase bezogen auf Gesamtprotein

des
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4.3.4.2 Transiente Transfektion von RZ-957 in Cos7-uPAR/Luc-C1, -C3 und —C6

Das Plasmid peuRZ957 und das Kontrollplasmid wurden wie in Kap. 4.3.4.1 transient
in die Zellreihen Cos7-uPAR/Luc-C1, -C3 und —C6 transfiziert. Nach 2 Tagen wurde
die Luciferase-Aktivitédt aller 36 Transfektionsansitze gemessen, wobei bei Klon C1
vier der 12 Messungen technisch nicht ausgewertet wurden konnten.

Es zeigt sich, dass die unter Anwesenheit des Ribozyms gemessene Luciferase-
Aktivitit in Cos7-uPAR/Luc-C1 nur 49,1% der Kontrolle betrigt, in Cos7-uPAR/Luc-
C3 nur 15,8% und in Cos7-uPAR/Luc-C6 nur 34,9% der Kontrolle (s. Abb. 4.11).

In Klon C6 war der Unterschied trotz einer Reduktion der Expression 65,1% nicht
signifikant. (s. Tab. 4.2a und b). Dieser Klon zeigt die geringste Hintergrund-Expres-

sion des uPAR-Luciferase-Fusionsgens.

peuRZ957 (RZ) bzw. Kontrollplasmid transient in cos7-uPAR/Luc-C1,-3,-6
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Abb. 4.11: Expression von Luciferase nach Transfektion von peuRZ957 bzw. des
Kontrollplasmids
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pg Luciferase im gemessenen Zellextrakt

Klon Cos7-uPAR/Luc-c1 Cos7-uPAR/Luc-c3 Cos7-uPAR/Luc-c6

Transfektion [Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957
Ansatz 1 6,3000107 |1,96663043 |10,59034306 [2,25594716 |0,09023135 |0,08838311
Ansatz 2 5,49663966 [2,74534928 |12,31902056 |1,78297114 [0,19901482 |0,13647625
Ansatz 3 4,58058614 [2,60327107 |8,25302691 |1,17145863 [0,5077115 |0,1071774
Ansatz 4 3,82669635 10,38740812 [1,96930738 [0,72640791 |0,12769122
Ansatz 5 4,62994696 14,05375333 [2,20063188 [0,45976438 |0,18601225
Ansatz 6 14,36045459 [1,68825955 [0,58961693 (0,24840369
[Mittelwert 4,96677596 |2,43841693 [11,66066776 |1,84476262 [0,42879115 |0,14902399
Standardabw. [0,85095808 |0,33860836 [2,153599202 |0,36351908 [0,21948741 |0,05367408
Signifikanz 0,036 0,002 0,065

pg Luciferase/mg Protein im gemessenen Zellextrakt

Klon Cos7-uPAR/Luc-c1 Cos7-uPAR/Luc-c3 Cos7-uPAR/Luc-c6

Transfektion [Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957 |Kontrolle peuRZ957
Ansatz 1 6,54886803 [2,08694769 [15,68780164 (7,27965281 [0,74850535 [1,02404324
Ansatz 2 5,73296336 2,91207473 |17,48717141 |5,32363879 [1,68432789 |1,68088025
Ansatz 3 4,76651572 [2,8099428 [12,66549525 W4,77365119 |4,65776359 [1,19063022
Ansatz 4 3,9047264 14,97688324 [3,04954295 |5,57492366 [1,59029881
Ansatz 5 4,74994676 19,56693648 |[7,2141063 [3,84964896 [2,16230643
Ansatz 6 20,87098552 |6,55560138 |4,86846405 [2,64668493
[Mittelwert 5,14060406 2,6029884 |16,87587892 |5,69936557 [3,56393892 |1,71580731
Standardabw. [0,91148733 |0,36727034 |2,778530455 [1,50247377 |1,75516058 [0,55335573
Signifikanz 0,036 0,002 0,132

Tab. 4.2a und b: Expression von Luciferase nach Transfektion von peuRZ957 bzw.

des Kontrollplasmids absolut und bezogen auf die Proteinmenge

4.4 Test des bakteriellen Screenings mit RZ-957 als positiver

Kontrolle

Nachdem sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen wurde, dass das Ribozym

RZ-957 die mRNA von uPAR spaltet, bestand nun die Mdglichkeit dieses Ribozym

als Positivkontrolle fiir das bakterielle Screening zu verwenden.

Wie in Kap. 4.1.4.3 wurde als Positivkontrolle das Ribozymplasmid pChop-957 in

E.coli-Mutanten per Elektroporation transformiert, die bereits das Targetplasmid

pTaruPARs (E.coli-Tar) bzw. das Kontrollplasmid pCtrl (E.coli-Ctrl) enthalten. Zum

Vergleich wurden ebenso die falsch-positiven Plasmide pRZL-#168 (aus zwei

Ansdtzen) und pRZL-#1355 elektroporiert. Diese beiden Plasmide waren beim

Screenen der Ribozym-Library aus weilen (positiven Kolonien) extrahiert worden.
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Als Negativkontrolle diente das Plasmid pChop, das eine ,leere’ Tripel-Ribozym-
Kassette enthilt.

Zum weiteren Vergleich wurden neben den so transformierten Bakterien als weitere
Negativkontrollen Bakterien der Kolonien B14, B15 und 746 aufgetragen. Diese
waren im Rahmen des bakteriellen Screenings (s. Kap. 4.1.4.2) als Beispiele fiir blaue
Kolonien selektioniert worden.

Die Transformierten Bakterien wurden auf eine Testplatte aufgebracht, die Ampicillin,
Chloramphenicol, X-Gal, und IPTG enthélt. Alle acht Kolonien zeigten in zwei
Verdiinnungsstufen (1:1 und 1:100) iiber zwei Tage Inkubationszeit hinweg stets die
gleiche Blaufiarbung wie die Negativkontrollen (s. Abb. 4.12).

Das heiB3t, dass auch das Ribozym RZ-957, dessen Aktivitét in vivo und in vitro belegt
ist, in diesem System nicht in der Lage war, die Expression des uPAR-LacZ-Fusions-

gens sichtbar zu unterdriicken.

pChop-937

Ecoli-Tar (1:1)
E coli-Tar (1:100)

E coli-Ctrl (1:1)
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Abb. 4.12: Kolonien auf Testplatte nach 48h Inkubationszeit
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5.1

Diskussion

Screening einer Ribozym-Library in transfizierten Bakterien

Um ein moglichst sensitives bakterielles Screening filir die Funktion eines Ribozyms
zu generieren, sollte der mRNA des Fusionsgens uPAR-LacZ in vivo ein moglichst
grofer Uberschuss an Riboyzmen gegeniiberstehen. In der Literatur findet man z.T.
Angaben, die einen 100-1000 fachen Uberschuss empfehlen (Lieber und Strauss,
1995; Wang und Dolnick, 1993). Deshalb wurde als Vektor fiir das 7Target das Low-
copy-Plasmid pACYC184 und fiir die Ribozym-Library das High-copy-Plasmid pCR
IT gewidhlt. Um die Zuginglichkeit der Ziel-mRNA fiir das Ribozym weiter zu
erhohen, wurden E.coli Bakterien ausgewéhlt, deren Ribosomen aufgrund einer
Mutation die mRNA besonders langsam translatieren (Chen et al., 1997). Die
Rationale hierfiir war, die Erreichbarkeit der mRNA fiir die Ribozyme zu erhhen und
damit die Bedingungen des bakteriellen Models an die Situation in Eukaryoten
anzupassen. In Eukaryoten findet die Transcription im Zellkern und die Translation im
Zytoplasma statt. Durch diese rdumliche Trennung haben Ribozyme die Gelegenheit
an die mRNA zu binden und diese zu spalten bevor sie von den Ribosomen translatiert
wird. In Prokaryoten finden Transcription und Translation fast zeitgleich im
Zytoplasma statt. Noch wihrend die mRNA transcribiert wird, konnen bereits mehrere
Ribosomen an die mRNA binden und diese translatieren, so dass diese fiir das
Ribozym nicht, oder zu spét, zuginglich ist. Durch die Mutation haben die Ribosomen
eine geringere Translationsgeschwindigkeit als der Wildtyp. Sie bleiben dadurch
hinter der transcribierenden Polymerase zuriick, und dieser physikalisch grofere
Abstand zueinander auf dem mRNA-Strang erhoht die Wahrscheinlichkeit eines
Ribozyms vor Translation an die mRNA zu binden. Dadurch entspricht die Situation
in den gewdhlten Bakterienstimmen eher als bei E.coli des Wildtyps der Situation in
Eukaryoten.

Alle verwendeten Agar-Platten enthielten Ampicillin und Chloramphenicol. So wurde
sichergestellt, dass nur Bakterien wachsen kdnnen, die sowohl das Plasmid mit dem
Fusionsgen als auch das Plasmid mit dem Ribozym enthalten. Auflerdem enthielten
die Platten sowohl IPTG, das iiber den Lac-Promoter die Expression des Fusionsgens
uPAR-LacZ induziert, als auch XGal als Farbsubstrat fiir die Galaktosidase. So konnte
anhand der Blaufirbung der Bakterien mit Ziel- und Kontrollplasmiden gegeniiber der

weilen Farbe von Bakterien mit unvollstindigen Plasmiden das Funktionieren des
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Test-Systems gezeigt werden. Anhand von Kontrollverdauen und Gelelektrophoresen
wurde gezeigt, dass die Ribozym-Library korrekt konstruiert wurde (Abb. 4.3 und
4.4).

Es wurde eine grofle Zahl von transfizierten Kolonien gescreent und dabei aufgrund
ihrer deutlich weiflen Farbe mehr als 2000 ausgewahlt, die méglicherweise ein aktives
Ribozym enthalten. In einem ersten Kontrollschritt wurden diese erneut iiber Nacht
angeziichtet und auf identische Platten aufgebracht, wobei nur 23 erneut eine deutlich
weille Farbe zeigten (Abb. 4.5). Warum aufgrund dieser Kontrolle fast 99% als falsch
positiv eingestuft werden mussten ist unklar. Ein Verlust des Ribozym-Plasmids sollte
ausgeschlossen sein, da allen Kulturmedien immer Ampicillin beigemischt wurde.
Kolonien, die das Plasmid mit dem uPAR-LacZ Fusionsgen verloren haben und
dadurch weiB wurden, hiitten aufgrund des Chloramphenicols zumindest in der Uber-
Nacht-Kultur nicht mehr wachsen konnen. Eine einfachere Erkldrung wire, dass die
Kolonien aufgrund der geringen Grofle optisch falsch eingeschétzt wurden, was sich
dann bei den deutlich groBeren Kontrollen leicht bemerkbar machte. Des Weiteren
bestand die Uberlegung, dass ein aktives Ribozym die Translation des Fusionsgens
nicht vollstdndig unterdriickt, aber deutlich reduziert. So wire es moglich, dass auf der
Testplatte mit hoher Koloniendichte und begrenzter Inkubationszeit aufgrund der
reduzierten Expression von Galaktosidase eine weile Kolonie entsteht, wihrend
dieselben Bakterien unter gilinstigeren Wachstumsbedingungen aufgrund des
wirksamen Ribozyms auch eine reduzierte Expression von Galaktosidase haben, sich
aber genug von dem stabilen Protein akkumuliert, um die Bakterien so blau zu férben,
dass sie sich nicht mehr von der Blaukontrolle unterscheiden lassen. Um das zu
untersuchen wurden aufwendige Messungen durchgefiihrt, bei denen die zu unter-
suchenden Bakterien und ihre Kontrollen in fliissigem Medium, bei optimaler Wachs-
tumsphase und gleicher optischer Dichte gemessen wurden (Daten nicht gezeigt). Es
konnte jedoch auch hier kein Unterschied zwischen urspriinglich als wei3 selektion-
ierten Bakterien und den Blaukontrollen gemessen werden. Auflerdem miisste man so
jede einzelne Kolonie einzeln anziichten und messen, was aufgrund des Aufwandes
die Idee von einem einfachen Screening-Verfahren ad absurdum flihrt.

Aus den 23 auch in den Kontrollen positiven (wei3en) Bakterien wurden die Ribozym-
Plasmide extrahiert und sowohl in die Kontroll-Bakterien, die nur das LacZ-Gen
enthalten, als auch erneut in die Zielbakterien, die das uPAR-LacZ-Fusionsgen

enthalten, eingebracht, um auszuschlieBen, dass ein Ribozym isoliert wurde, das gegen
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das LacZ Gen gerichtet ist und dadurch die Translation des Fusionsgens unterdriickt.
Alle Kolonien, sowohl der Ziel- als auch der Kontrollbakterien, zeigten die gleiche
Blaufirbung, die Aktivitdt der selektionierten Ribozyme war damit in vivo nicht
reproduzierbar. Um unter optimalen Bedingungen eine eventuelle Aktivitdt nach-
weisen zu konnen, wurden einige der isolierten Ribozyme in vitro untersucht, wobei
auch hier keine Spaltprodukte von mRNA des uPAR nachgewiesen werden konnten
(Abb. 4.6).

Nachdem wir sowohl in vitro (Abb. 4.8) als auch in vivo (Kap. 4.3.4) nachweisen
konnten, dass RZ-957 die mRNA von uPAR katalytisch spaltet, wurde dieses als
positive Kontrolle fiir das Screening-Verfahren in die 7arget-Bakterien transfiziert.
Auch hier zeigten sich blaue Kolonien und es konnte keine Aktivitdt nachgewiesen
werden.

Es gibt mehrere Griinde, warum ein Ribozym, das in vitro Aktivitidt zeigt die
Translation der Ziel-mRNA in Bakterien nicht verhindern kann. Diese wurden bereits
in der Einleitung genannt, da sie eben die Motivation waren ein Screening-Verfahren
in vivo in Bakterien zu entwickeln.

Als Erklarung dafiir, warum ein Ribozym, das in Zellkultur eine nachgewiesene
Aktivitdt in vivo hat, diese in Bakterien verliert, kommen mehrere Griinde fiir sich
alleine oder in Kombination in Frage: So ist es moglich, dass sich das Ribozym in
Zellkultur im gleichen (Sub-) Kompartiment mit der mRNA befindet, was flir die
Funktion entscheidend ist (Sullenger und Cech, 1993), die beiden in Bakterien jedoch
nicht in unmittelbaren Kontakt treten konnen. Wie bereits in der Einleitung
angesprochen ist fiir die wirksame Suppression des Zielgens ein ausreichender molarer
Uberschuss des Ribozyms notwendig (Lieber und Strass, 1995; Wang und Dolnick,
1993), der moglicherweise trotz der Auswahl eines Low-copy-Plasmids fiir das Zielgen
nicht ausreichend gegeben war. Der wahrscheinlichste Grund ist eine mangelnde
Zuginglichkeit der Ziel-Sequenz um die Base 957 in der mRNA. Eine Ursache hierfiir
konnte eine andere Sekundérstruktur der mRNA von uPAR in Bakterien und in
eukaryotischen Zellen sein. Eine weitere mdgliche Ursache hierfiir konnte das
unterschiedliche Fusionsgen sein. Wihrend RZ-957 bei dem Fusionsgen uPAR-Luc in
Zellkultur effektiv war, wurde die Aktivitdt in Bakterien bei dem Fusionsgen uPAR-
LacZ getestet. Hinzu kommt, dass bei einer mRNA von 3 kb fiir 3-Galaktosidase und
1,6 kb flir Luciferase bereits aufgrund der groBeren Linge des Transcriptes von einer

geringeren Zuginglichkeit der Target-Site auszugehen ist (Heidenreich et al., 1995). In
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5.2

derselben Publikation wei3t Heidenreich nach, dass im Zellkern Proteine vorhanden
sind, die die Funktion von Ribozymen unterstiitzen kénnen, welche im Zytoplasma
von Bakterien so moglicherweise nicht vorhanden sind. Andere Proteine konnen durch
ihr Vorhandensein in Bakterien die Target-Site auch maskieren, so dass sie nicht flir
das Ribozym zugénglich ist (Lieber und Strauss, 1995).

Im Umkehrschluss besteht so gleichermallen die Mdglichkeit, dass ein Ribozym, das
im Rahmen des bakteriellen Screenings erfolgreich selektioniert wurde, ebenfalls
aufgrund der aufgefiihrten Unterschiede zwischen Prokaryoten und Eukaryoten, in
Zellkultur keine Aktivitdt gezeigt hétte. So kann man aus diesen Ergebnissen schlies-
sen, dass ein unter anderen Umstdnden erfolgreiches hypothetisches Selektions-
verfahren in Bakterien beziiglich zeitlichem Aufwand und Kosten Vorteile bringen
konnte, aber aufgrund der ungewissen Reproduzierbarkeit in Zellkultur oder gar im
Tiermodell auch einen Umweg darstellt, der dem Weg iiber Selektion in vitro und

direktem Transfer in Zellkultur nicht notwendigerweise iiberlegen ist.

Reduzierte Expression des uPAR-Luciferase-Fusionsgenes durch

Transfektion von RZ-957 in Zellkultur

Parallel zum Versuch der bakteriellen Selektion eines gegen die mRNA von uPAR
aktiven Ribozyms, wurde der alternative Weg der Selektion in vitro mit
anschlieBender Uberpriifung der Aktivitit in Zellkultur versucht. Von den vier anhand
der SELEX-Methode (Tuerk et al., 1990; Pan et al., 2001) als fiir ein Ribozym er-
reichbar ermittelte Bindungsstellen, wurde die therapeutisch interessanteste gewihlt
und nach der oben beschriebenen Methode ein Plasmid konstruiert, das das RZ-957 als
zentrales Ribozym der Tripel-Ribozym-Kassette transcribiert. Dieses Plasmid sollte,
wie zuvor beschrieben, in vivo und in vitro in der Lage sein, eine RNA zu kodieren,
die drei Ribozyme enthélt, wobei die beiden flankierenden Ribozyme das zentrale
Ribozym RZ-957 aus dem RNA-Strang herauslosen. Dieses Ribozym sollte aufgrund
seiner Bindungssequenzen spezifisch an die mRNA von uPAR binden und diese an
der Position 957 spalten. AnschlieBend wurde in vitro sowohl die Freisetzung des
zentralen Ribozyms durch cis-Spaltung der flankierenden Ribozyme nachgewiesen
(Abb. 4.7) als auch die trans-Spaltung der mRNA von uPAR durch RZ-957 (Abb.
4.8).
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Fir die Experimente in Zellkultur wurden NIH 3T3-Zellen (embryonale Maus-
fibroblasten) und COS 7-Zellen (SV40-transfizierte Nieren-Fibroblasten der Griinen
Meerkatze) verwendet, da diese keine endogene uPAR-Expression haben, die mit der
Ziel-mRNA um ein transfiziertes Ribozym kompetitieren konnte (Daten nicht ge-
zeigt). Analog zur Strategie, die fiir das bakterielle Screening verwendet wurde, haben
wir ein Targetplasmid konstruiert, in das ein uPAR-Luciferase Fusionsgen subkloniert
wurde, um so die Expression des Fusionsgens bzw. dessen Reduktion durch ein
aktives Ribozym anhand der Enzymaktivitdt der Luciferase messen zu konnen. Dieses
Plasmid wurde zusammen mit einem Plasmid, das die B-Galaktosidase kodiert zu-
nédchst dazu verwendet, die optimalen Bedingungen fiir die transiente Transfektion von
Plasmiden in NIH 3T3- und COS 7-Zellen zu bestimmen. Eine moglichst hohe
Effektivitit der Transfektion ist Voraussetzung flir einen ausreichenden molaren
Uberschuss des Ribozyms gegeniiber der Ziel-mRNA intrazellulir (Lieber und Strass,
1995; Wang und Dolnick, 1993). Um dies zu gewéhrleisten wurde die Tripel-
Ribozym-Kassette mit dem RZ-957 in den eukaryotischen Expressionsvektor
pcDNA3.1/Zeo(+) subkloniert, der ebenfalls den SV40ori (Origin of Replication)
enthilt, so dass nach transienter Transfektion in COS 7-Zellen durch Replikation des
Plasmids eine hohere Kopienzahl in der Zelle vorliegt. So zeigten die COS 7-Zellen
bei den Messungen fiir die Ermittlung optimaler Transfektionsbedingungen stets
deutlich hohere Luciferase-Aktivitdt als die NIH 3T3-Zellen, was eher auf die Re-
plikation des Targetplasmides peuTarupar aufgrund des SV40ori als auf eine hohere
Transfektionsrate zuriickzufiihren ist (Abb. 4.9).

Wir haben die Zelllinien COS 7 und NIH 3T3 stabil mit dem Targetplasmid
peuTarupar transfiziert und die Expression des uPAR-Luc Fusionsgens anhand der
Luciferase-Aktivitdt in ca. 30 Klonen gemessen. Davon wurden flinf ausgewdhlt, die
zum Teil eine sehr hohe und zum Teil eine mittlere Aktivitdit von Luciferase haben.
Wir wollten keine Klone mit zu niedriger Aktivitdt, da es hier schwierig sein kdnnte
eine Reduktion zu messen. Bei sehr stark exprimierenden Klonen bestand dagegen die
Gefahr, dass die Aktivitdt des Ribozyms nicht ausreicht, um eine messbare Reduktion
Zu erzeugen.

Das Plasmid mit dem RZ-957 wurde in mehreren Ansétzen transient in die fiinf
ausgewdhlten Zellklone transfiziert. Hierbei lies sich eine deutlich reduzierte
Luciferase-Aktivitdt in allen Zelllinien messen, die mit dem Ribozymplasmid trans-

fiziert wurden, im Vergleich zu den Zellen, die transient mit dem Kontrollplasmid
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ohne zentrales Ribozym transfiziert wurden. Dies spricht fiir eine effektive Spaltung
der mRNA des Fusionsgens in Zellkultur (Kap. 4.3.4).

Dabei waren die Unterschiede zwischen Ribozym und Kontrolle bei allen Klonen
auler bei Cos7-uPAR/Luc-c6 fiir die absolut gemessenen Luciferase-Aktivitdten
signifikant (p < 0,05). Selbst bei Klon c1, bei dem 4 der 12 Ansétze technisch nicht
messbar waren, zeigte sich trotz der wenigen Messungen eine signifikante Reduktion.
Der p-Wert von 0,065 bei Klon c6 ist der einzige groBer 0,05 fir die absoluten
Luciferase-Aktivitdten, wobei sich auch hier ein deutlicher Trend mit einer Reduktion
des Mittelwertes von 0,428 auf 0,149 pg zeigt. Auffillig ist ein Ausreier in,Ansatz 1’
wo die Kontrolle eine niedrigere Luciferase-Aktivitdt/Gesamtprotein zeigt als alle
Ribozym-Ansdtze und weniger als die Hilfte der Aktivitdt der nédchst niedrigeren
Kontrolle (44%). Hatten man damit diesen Wert vor Durchfiihrung der Statistik als
unplausibel eliminiert, wére natiirlich auch diese Reduktion absolut und auf Protein
bezogen signifikant (p = 0,018 auf Gesamtprotein bezogen). Dass die Zellen in
diesem Well nach Transfektion nicht gewachsen sein konnten, ist als Erklirung
unwahrscheinlich, da die Gesamtproteinmenge in diesem Well der der anderen
Kontrollansétze in der Messung absolut identisch ist (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt ist die relative Reduktion der Luciferase-Aktivitdt in allen Ansétzen aller
Klone deutlicher bei der Messung der absoluten Aktivitdt als bei der Berechnung
Luciferase (in pg) pro Gesamtprotein (in mg). So verliert der Klon NIH3T3-
uPAR/Luc-c22 bei dieser Berechnung die Signifikanz (p = 0,18). Tatséchlich zeigen
alle Ansitze fiir Ribozym und Kontrolle innerhalb ihrer Sechser-Gruppe fast
identische Werte flir das Gesamtprotein mit nur geringsten Abweichungen (Daten
nicht gezeigt). Die geringeren Unterschiede bei der Berechnung der Reduktion im
Bezug auf die Gesamtproteinmenge liegen daran, dass die Proteinmenge in allen
Messungen in der Ribozym-Gruppe geringer ist, als in der Kontroll-Gruppe. Dies ist
zumindest teilweise dadurch zu erkldren, dass das RZ-957 durch die katalytische
Spaltung der mRNA des Fusionsgens nicht nur die Luciferase-Aktivitit reduziert,
sondern diese Reduktion eben dadurch erreicht, dass dessen Translation verhindert
wird und somit weniger Protein in der Zelle produziert wird. Dadurch verschiebt sich
der Quotient in der sonst iiblichen Berechnung der Luciferase-Aktivitdt zu ungunsten
des Ribozyms, und es scheint in diesem Fall die absolute Menge an Luciferase

aussagekréftiger fiir die Funktion des Ribozyms.
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Insgesamt konnte gezeigt werde, dass das Ribozym RZ-957 in vitro und in vivo eine
signifikante katalytische Aktivitit gegen die mRNA des uPA-Rezeptors hat und

dessen Expression signifikant reduzieren kann.

Ribozyme und Antisense-Strategien in der Tumortherapie

Nachdem die Antisense-Strategie seit Jahrzehnten in vitro und im Tiermodell erforscht
wurde, und Wege gefunden wurden um Antisense-Oligonucleotide und speziell
Ribozyme vor Abbau durch RNasen zu schiitzen, sie besser im Bezug auf die
Erreichbarkeit der Target-site und ihre katalytische Aktivitdt zu selektionieren und
virale und nicht-virale Applikationswege zu entwickeln (Citti und Rainaldi, 2005),
werden nun bei verschiedensten malignen und nichtmalignen Erkrankungen antisense-
Oligonukleotide in der Klinik erprobt. Gleichzeitig werden im Labor neue Ribozyme
erforscht, die neue Moglichkeiten der Antisense-Therapie eréffnen (Kim und Liu.,
2007).

So gibt es derzeit laufende oder vor kurzem abgeschlossene Studien zur Behandlung
von muskuldrer Dystrophie Duchenne (van Deutekom et al., 2007), Restenose bei
Koronarer Herzerkrankung (Kipshidze et al., 2007), Hyperlipiddmie (Ito, 2007),
Colitis ulcerosa (van Deventer et al., 2004), malignem Gliom (Hau et al., 2007),
metastasiertem Nierenzellkarzinom (Margolin et al.,, 2007 und Levine et al., 2006),
fortgeschrittenen soliden Tumoren (Levine et al., 2006; Goel et al., 2006; Advani et
al., 2004 und Yuen et al., 1999), metastasiertem Colonkarzinom (Mita et al., 2006),
hormonrefraktdrem Prostatakarzinom (Tolcher et al., 2002) und Brustkrebs (Juhasz et
al., 2006; Marshall et al., 2004 und Adjei et al., 2003).

Hierbei handelt es sich jedoch fast ausschlieBlich um Phase I-Studien in denen nur in
Einzelfillen ein Therapieerfolg nachgewiesen werden konnte, oder Phase II-Studien
die keinen Vorteil gegeniiber der Kontrolle zeigen konnten. Das bisher einzige von der
US. Food and Drug Administration (FDA) und in Deutschland zugelassene
Medikament, das auf antisense-Technologie beruht ist Fomivirsen (Vitravene®), das

eine Zulassung fiir CMV-Retinitis bei AIDS-Patienten hat.

Der uPA-Rezeptor als Angriffspunkt in der Tumortherapie

Aufgrund der groBBen Bedeutung des uPA-Rezeptors fiir Invasion und Metastasierung

von Tumorzellen wurde von vielen Arbeitsgruppen der Versuch unternommen, die
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Expression dieses Rezeptors auf RNA-Ebene durch Antisense-Oligonucleotide, mit
und ohne katalytischer Wirkung, durch Ribozyme und durch RNA-Interference zu
unterdriicken.

Bereits 1994 konnte (Kook et al., 1994) mit Antisense-Sequenzen von 296 Basen
Linge gegen die mRNA des uPA-Rezeptors, die stabil in HEp3-Zellen transfiziert
wurden gezeigt werden, dass die transfizierten Zellen im Vergleich zu unbehandelten
Zellen nicht nur in vitro weniger invasiv waren, sondern auch im Hiihnerembryo
weniger Metastasen bildeten. Auch konnten Wang et al. (2001) mit der Expression
von Antisense-Sequenzen zum uPAR in Colonkarzinomzellen (HCT 116) die
Expression des uPAR reduzieren. Diese Zellen waren aufgrund der reduzierten
Expression von uPAR im Matrigel-Invasionsassay weniger invasiv und erzeugten in
vivo im Nacktmausmodell im Gegensatz zu normalen HCT 116-Zellen signifikant
weniger Lungenmetastasen.

Um den Abbau eines Antisense-Oligonukleotids, das gegen die mRNA des uPA-
Rezeptors gerichtet ist, durch RNasen zu verhindern, verwendeten z.B. Gyetko et al.
(1994) ein Molekiil aus 18 Nukleotiden mit Phosphothioronat-Bindungen, die statt
Sauerstoff Schwefel enthalten und daher von den RNasen nicht katalysiert werden
konnen. Mit diesen Antisense-Molekiilen wurden mononukledre Phagozyten iiber 24h
inkubiert und es konnte so effektiv deren Chemotaxis in vitro gechemmt werden. Dies
ist ein Beispiel wie Antisense-Molekiile gegen Abbau durch RNasen stabilisiert
werden konnen, um in vitro die Bedeutung des uPAR zu untersuchen. Antisense-
Oligodeoxyribonucleotide mit Phosphorothioat-Struktur (aODN) wurden auch von
D’Alessio et al. (2004) verwendet, um in vitro die Invasivitit verschiedener
Krebszelllinien zu reduzieren und in Nacktméiusen mit malignen Melanomen durch
1.v. Gaben den Primértumor zu verkleinern und die Zahl der Metastasen zu reduzieren.
Auch bei intraperitonealen Gaben entwickelten Nacktmiuse nach Injektion von
Prostatakarzinomzellen weniger Knochenmetastasen (Margheri et al.,2005).

Um eine effektive Therapie gegen bereits bestehende Tumore im Tiermodell und
spater auch im Menschen entwickeln zu konnen, verfolgen die meisten Gruppen den
Ansatz Expressionsvektoren — vor allem mit Hilfe von Adenoviren — in Tumorzellen
einzubringen, die dann in der Tumorzelle selbst das Antisense-Molekiil generiert. Die
grofiten Erfolge soweit hat die Arbeitsgruppe von Rao et al. publiziert, die durch
einfache Antisense-Oligonukleotide bzw. durch RNA-Interference gegen den uPA-

Rezeptor vor allem Glioblastome, aber auch das Mammakarzinom behandelt.
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Zunichst wurde gezeigt, dass aggressive Glioblastome ebenfalls erhohte Level an
uPAR exprimieren, die durch transiente Transfektion von Antisense-Molekiilen gegen
uPAR unterdriickt wurden und dass Zelllinien die diese stabil exprimieren nicht mehr
in der Lage sind in Nacktmiusen Tumore zu bilden (Go et al., 1997). Darauthin wurde
ein Adenovirus konstruiert, der nach Transfektion in Gliomzellen eben dieses aus 300
Basen bestehende Antisense-Oligonukleotid gegen uPAR generiert. Mit diesem Virus
konnten im Tiermodel durch intratumorale Injektion erfolgreich Nacktmiuse
behandelt werden, bei denen zuvor ein subkutanes Glioblastom erzeugt worden war
(Mohan et al., 1999), und dass mit ihm transfizierte NSCLC-Zelllinien im Tierversuch
weniger pulmonale Metastasen erzeugen (Lakka et al., 2001).

Um die therapeutische Effektivitit weiter zu erhéhen wurden auch Versuche
unternommen, neben der Unterdriickung des uPAR gleichzeitig entweder die
Expression weiterer Gene zu unterdriicken, die fiir Invasion und Proliferation der
Tumorzelle wichtig sind, oder die Translation von Proteinen zu fordern, die Invasion
und Proliferation der Tumorzelle hemmen, um so einen Synergismus zu erzeugen. So
waren Adenoviren die Antisense-Oligonukleotide gegen uPAR und MMP9 (Lakka et
al., 2003), uPAR und uPA (Gondi et al., 2003) bzw. uPAR und Cathepsin B (Gondi et
al., 2004) in der Tumorzelle generierten in vitro und im Tiermodell bei Glioblastomen
noch effektiver als das Virus, das nur gegen uPAR gerichtet war. Ebenso ein
Adenovirus fiir Antisense- gegen uPAR und Sense-Oligonukleotid flir das pl6
Tumorsuppressorgen (Adachi et al., 2002 und Nalabothula et al., 2007).

Trotz dieser Ergebnisse im Tiermodell mit der Kombination aus Adenoviren und
Antisense-Oligonukleotiden wird der Erfolg dadurch eingeschrinkt, dass der Effekt
transient ist und eine hohe intrazellulire Molaritit der Antisense-Oligonukleotiden
notwendig ist. (Lakka et al, 2005) Diese ist limitiert durch potenziell toxische
Virusmengen. Da dies die applizierte Menge an Vehikeln begrenzt muss fiir ein
besseres Ergebnis die Effektivitdt des eingeschleusten Therapeutikums erhoht werden.
Dies wire moglich durch eine katalytische Spaltung der Ziel-mRNA, so dass ein
Oligonukleotid in der Lage ist mehrere Kopien von mRNA zu spalten und dadurch
eine geringere molare Menge ausreicht. Dies wire moglich fiir ein Ribozym wie RZ-
957 oder durch RNA-interference. Aufgrund dieser Uberlegungen werden aktuell statt
einstriangiger Oligonukleotide verschiedene Formen doppelstringiger RNA eingesetzt.
Im Tiermodell wurde siRNA bzw. shRNA (small hairpin RNA) zum Teil mit Hilfe

von Adenoviren oder Plasmiden als Expressionsvektoren erfolgreich gegen uPAR und
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gegen Kombinationen aus uPAR mit Cathepsin B, MMP-9 bzw. uPA bei
Glioblastomen, NSCLC und malignem Meningeom eingesetzt (Gondi et al., 2004b
und 2007; Lakka et al., 2005).

Auch zur Therapie von Brustkrebs wurden siRNA gegen uPAR und uPA in Zelllinien
(Subramanian et al., 2006) verwendet. Mit siRNA gegen uPAR und MMP-9 gelang es
sogar bei orthotopen Mammakarzinomen in Nacktmdusen eine Komplettremission zu
erreichen (Kunigal et al., 2007).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das uPA/uPAR-System insbesondere in Kombination
mit MMPs ein wesentlicher Angriffspunkt fiir die Therapie unterschiedlicher solider
Tumore ist. Und dass das Wachstum und die Metastasierung von Tumorzellen auch
durch Antisense-Strategie wie z.B. RNAi oder ggf. auch Ribozyme verhindert werden
kann. Es wurde auch gezeigt, dass die gleichzeitige Suppression mehrerer Gene
effektiver ist, als die Suppression eines einzelnen iiberexprimierten Genes, da
Tumorzellen hier alternative Pathways oder Proteine nutzen konnen, um Proliferation
und Invasion fortzusetzen. Es geht bei der zielgerichteten oder ,tailored’
Tumortherapie also zunédchst darum, die fiir den Krankheitsverlauf wesentlichen Gene
zu identifizieren bzw. die verschiedenen Tumorentititen nach ihrem
Expressionsmuster in Untergruppen einzuteilen. Diese konnen so einer zielgerichteten
Therapie zugefiihrt werden, so wie z.B. das Mammakarzinom schon seit langem in
Hormonrezeptor positive und negative, in Her2/neu iiberexprimierende und nicht
iiberexprimierende Tumore eingeteilt wird, um dann antihormonell oder mit
Trastuzumab behandelt zu werden. Ebenso gilt es Wege zu finden die untersuchten
aODN, Ribozyme und siRNA auch in vivo in ausreichender Menge in einer flir den
menschlichen Organismus vertrdglichen Art und Weise in die Krebszellen

einzubringen.
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Schematische Ubersicht iiber die Rolle des uPA/uPAR-System fiir Tumorinvasion und
—metastasierung.

Die Domain-Struktur des uPA-Rezeptor
Plasmid pTaruPARs

Plasmid pCitrl

Tripel-Ribozym-Kassette mit Restriktionsstellen (rot) und Insertionsstelle, die durch
Ribozyme der Library ersetzt wird (unterstrichen)

Anlagerung der Ribozym-Library
Kontrollverdau Plasmid pRZL mit Kontrolle pChop

Beispiel einer Agar-Platte mit Tropfkolonien, hier mit den weillen Kolonien
#1857 und #1917

Autoradiographiefilm zeigt keine Spaltprodukte nach 6 Stunden.
Spaltprodukte der self-cleavage von RZ-957

Kinetik der Spaltung von uPAR mit RZ-957, RZ-168 und RZ-1355
Expression von Luciferase nach Transfektion von peuTaruPAR

Expression von Luciferase nach Transfektion von peuRZ957 bzw. des
Kontrollplasmids in NIH3T3-uPAR/Luc-c20 und -c22

Expression von Luciferase nach Transfektion von peuRZ957 bzw. des
Kontrollplasmids in COS 7-uPAR/Luc-c1, -¢3 und -c6

Kolonien auf Testplatte nach 48h Inkubationszeit

7.2 Tabellen

Tab. 3.1:

Tab. 3.2:

Ansitze in vitro Transcription flir cis-Spaltung

Ansitze in vitro Transcription zur Spaltung von uPAR
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Tab. 3.3:

Tab. 4.1:

Tab. 4.2:

Selbst klonierte Plasmide mit Vektorplasmid, Insert, Restriktionsenzyme und Puffer,
fiir die Subklonierung notwendige Modifikationen an Vektor oder Insert, GroB3e und
Menge der verwendeten DNA-Segmente, sowie die zur Kontrolle verwendeten
Restriktionsenzyme und dadurch erhaltenen Fragmente

Luciferase in NIH3T3-uPAR/Luc-c20 und — c22

a) Absolutwerte von Luciferase

b) Werte bezogen auf Gesamtprotein

Luciferase in COS 7-uPAR/Luc-cl1, -¢3 und —c6
a) Absolutwerte von Luciferase

b) Werte bezogen auf Gesamtprotein
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Abkiirzungsverzeichnis

miRNA Micro-RNA

MMP Matrix-Metalloproteinasen

mRNA messenger-RNA

NSCLC Nichtkleinzelliges (Bronchial-)Karzinom

Q Ohm

PAI-1u.-2  Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 und 2

PBS phophate buffered saline

PDGF-R platelet-derived growth factor receptor

RISC RNA-induced silencing complex

RNA Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)

RNAIi RNA interference

RNase Ribonuklease

SELEX Selective Evolution of Ligands by EXponential enrichment
shRNA short bzw. small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

suPAR 16slicher (soluble) Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator-Rezeptor
Tab. Tabelle

tPA Gewebe-Typ Plasminogen Aktivator (tissue-type plasminogen activator)
TP Triphosphat (z.B. in ATP, GTP, CTP, UTP)

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

U Uracil bzw. Einheiten (Units)

U/Min Umdrehungen pro Minute

uPA Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator

uPAR Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator-Rezeptor

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl--D-Galaktopyranosid
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