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1 Einleitung

Die vorliegende Dissertation beschiftigt sich mit induzierbaren Promotorsystemen, die ein
wichtiges Instrument in der medizinischen und biologischen Forschung darstellen (Shockett und
Schatz, 1996). Induzierbare Genexpressionssysteme finden in der Untersuchung von
Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen Anwendung (Jaenisch, 1988). Mit ihnen kann
sowohl die allgemeine Funktion von Zellen, die Wirkung toxischer und teratogener Proteine
(Pastorino et al., 1998; Wyborski et al.. 2001, Subba et al, 2003) als auch die Expression von
antisense Sequenzen oder siRNA Sequenzen zur Regulation endogener Genexpression untersucht
werden (Lu et al., 2005; Rosok et al., 2005; Aigner, 2006). Induzierbare Genexpressionssysteme
haben gegeniiber konstitutiven Genexpressionssystemen den Vorteil, dass eine gute zeitliche und
quantitative Regulation der Genexpression mdglich ist. Vor allem kann die Expression auf einen
Zeitpunkt nach dem Gentransfer gelegt werden, so dass eventuell toxische oder teratogene
Faktoren wéhrend des Gentransfers nicht selektiv wirken. Mit diesem Ansatz werden transgene
Zellen bzw. Organismen hergestellt, in denen bestimmte Proteine iiberexprimiert werden. Durch
die prazise Kontrolle der Fremdgenexpression kann die Steuerung biochemischer und
physiologischer Prozesse durch das Transgenprodukt analysiert werden (Shockett und Schatz,
1996). Es ist durchaus moglich, dass die sichere und kontrollierte Genexpression in Zukunft auch

in der Gentherapie eingesetzt werden wird (Harvey und Caskey, 1998).

1.1 Typen der Genexpressionssysteme

Fiir die Forschung stehen zwei Genexpressionssysteme zur Verfligung:

1. endogen induzierbare Genexpressionssysteme

2. exogen induzierbare Genexpressionssysteme
Bei dem Erstgenannten finden zelleigene Regulationsmechanismen Anwendung. Hierbei konnen
die verwendeten Promotorsequenzen durch natiirlich vorkommende Induktoren gesteuert werden
(Kerr und Stark, 1991), wobei neben dem zu induzierenden Gen auch weitere endogene Gene
beeinflusst werden (Gossen et al., 1993; Porter, 1998). Solche Promotorsequenzen stammen zum
Beispiel von Dexamethason- (Lee et al., 1984), Schwermetallionen- (McNeall et al., 1989) oder

aus Interferon-induzierten Genen (Kerr und Stark, 1991).
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Im zweiten Fall werden Regulationsmechanismen aus artfremden Organismen verwendet. Das
gewiinschte Gen wird gezielt reguliert, da die Induktoren gewohnlich keinen bekannten Effekt
auf die natiirliche Genexpression der Empfangerspezies besitzen (Porter, 1998; Meyer-Ficca et
al. 2004). Nach Porter miissen allerdings kodierende Gene fiir die notwendigen regulatorischen
Proteine, d.h. Rezeptoren fiir die Induktormolekiile, zusitzlich in die Zelle transfiziert werden
(Porter, 1998).

Als Vertreter der Gruppe exogener Genexpressionssysteme fiir Sdugerzellen sind erstens das Lac-
System zu nennen, das durch Isopropylthiogalaktosid (IPTG) reguliert wird (Hu und Davidson,
1987), zweitens das Tet-System, bei dem die Genexpression durch Tetrazyklin reguliert wird
(Shockett et al., 1995) und drittens das in dieser Arbeit verwendete Ecdyson-induzierbare
Genexpressionssystem (No et al., 1996; Liiers et al., 2000), welches vielfach erfolgreich in
tierischen Zellen genutzt worden ist, um Gene reguliert zu exprimieren (Johns et al., 1999, No et

al., 1996, Pastorino et al, 1998, Sawicki et al. 1998).

1.2 Ecdysteroide

Ecdysteroide regulieren diverse biologische Effekte wihrend des Lebenszyklus von Insekten
(Baehrecke, 1996). Eines dieser Hormone ist das Ecdyson [n. gr. ekdysis >das Herauskriechen<,
Hauten], das den Hautungsprozess bei Crustaceen und Insekten steuert (Spindler, 1997). Das mit
dem Cholesterin verwandte Steroidhormon Ecdyson wird in der Prothoraxdriise gebildet und in
die Héamolymphe abgegeben. Durch Umwelteinfliisse und endogene Faktoren werden
neurosekretorische Zellen stimuliert, worauthin das Gehirn PTTH (prothorakotropes Hormon)
produziert, das die Freisetzung von Ecdyson steuert. Nach diesem Prozess wird im peripheren
Gewebe Ecdyson durch hdmhaltige Oxidasen in das aktivere 20-Hydroxyecdyson umgewandelt.
Dieses wirkt im larvalen Stadium zusammen mit dem in den Corpora Allata gebildeten

Juvenilhormon (Spindler, 1997).
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1.3 Ecdysonrezeptor

Der Ecdysonrezeptor gehort zur Familie der Steroidhormonrezeptoren, die an der Regulation
verschiedener zelluldrer Prozesse, z.B. der Entwicklung, Differenzierung und Metamorphose
beteiligt sind. Diese Transkriptionsfaktoren lassen sich in der Evolution weit zuriickverfolgen,
denn sie sind bei Vertebraten, Insekten, Schistosoma (Parasiten) und anderen Spezies zu finden
(Thormeyer et al., 1998).

Alle Mitglieder dieser Rezeptorfamilie haben eine hoch kompakte DNA-Bindungsdomine (C-
Region), die aus einem variablen Amino-Terminus (A/B-Region), zwei Zinkfingern und einem
konservierten Carboxy-(C) terminalen Ende (Regionen D bis F) besteht (Thormeyer et al., 1998).
Fiir die Modulation der Transkriptionsrate ist die aminoterminale Region zustdndig.

Die DNA-bindende Doméne ist eine kompakte Struktur, die aus zwei rechtwinklig angeordneten
Alpha-Helices mit Zinkfingermotiven besteht (Yao et al., 1993; Perlmann et al., 1993). Als
nichstes folgen so genannte Konsensussequenzen. Das sind gegenldufig palindrome Sequenzen,
die bis zu drei Basenpaaren auseinander liegen konnen (Umesono und Evans, 1989). Der
carboxyterminale Abschnitt schlieBlich ist fiir die Bindung des Induktors verantwortlich.

Bei klassischen Steroidhormonrezeptoren wie zB. den Ostrogen-, Androgen- und
Progesteronrezeptoren ist eine Homodimerisierung der Rezeptoren moglich. Demgegeniiber
heterodimerisiert der Ecdysonrezeptor bei Insekten mit dem Ultraspiracle Protein (USP), bzw. bei
Vertebraten dem homologen Retinoid-X-Rezeptor (Yao et al., 1993; Perera et al., 1999; Meyer-
Ficca et al., 2004). Zusitzlich dazu hat die carboxyterminale Domine ohne Hormon eine
Repressorfunktion auf die Genexpression (Thormeyer et al., 1999).

Talbot u.a. erwdhnen die drei isoformen Ecdysonrezeptoren EcR-A, -B1, -B2 bei Drosophila
melanogaster, die gewebsspezifisch exprimiert werden. Diese drei Isoformen entstehen durch
unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte aus einem Gen, und somit unterscheiden sie sich

lediglich in der transaktivierenden, aminoterminalen Region (Talbot et al., 1993).
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1.4 Genexpressionssystem in Saugetierzellen

Das von Drosophila  melanogaster stammende endogene  Ecdyson-induzierbare
Genexpressionssystem kann nach einer Abwandlung fiir eine gezielte Genregulation in
Sdugerzellen verwendet werden (Christopherson et al., 1992). Zur Induktion dieses Systems
werden statt Ecdyson die um ein Vielfaches aktiveren, synthetischen Analoga Muristeron A oder
Ponasteron A verwendet (Nakanishi 1992). Diese Steroidhormone sind wegen ihrer guten
Penetration durch Gewebe, das Fehlen einer Inaktivierung durch Serumproteine, sowie das
Fehlen toxischer und teratogener —Wirkungen auf Séaugetierzellen fiir exogene
Genexpressionssysteme sehr gut geeignet (No et al., 1996).

Da der Ecdysonrezeptor nicht in Sdugetierzellen gebildet wird, muss ein Ecdyson-induzierbarer
Expressionsvektor zusammen mit dem Ecdysonrezeptorgen in die Zelle transfiziert werden.

An Stelle des natiirlichen heterodimeren Partners des Ecdysonrezeptors, dem Ultraspiracle
Proteine (USP), wird der homologe Retinoid-X-Rezeptor (RXR) aus Sdugerzellen verwendet
(Yao et al., 1993). Dieser Rezeptor wird in den Sdugerzellen von drei Genen kodiert, die eine
Vielzahl von Isoformen bilden und mit mehreren Transkriptionsfaktoren interagieren konnen
(Spindler, 1997; Li et al., 1997).

Bei der Anwendung des Ecdyson-induzierbaren Promotorsystems wird zunichst das
Rezeptorplasmid VgRxR, das den modifizierten Ecdysonrezeptor und einen Retinoid-X-Rezeptor
exprimiert, in die Zielzellen transfiziert. Die resultierenden Rezeptorzelllinien sollen beide
Rezeptoren unter der Kontrolle viraler Promotoren konstitutiv und stark exprimieren (No et al.,
1996). Somit koénnen sie zusammen in Anwesenheit von Ponasteron A @ als
Transkriptionsfaktorkomplex fungieren (Masuoka et al, 1970, No et al., 1996, Yao et al., 1993).
(Vektorkarte Abb.1) Das zu induzierende Gen, das unter der Kontrolle eines Ecdyson-
induzierbaren Promotors steht, wird nachfolgend auf einem weiteren Plasmid in die
Rezeptorzelllinie transfiziert.

Dabei wird die Genexpression von dem induzierbaren Promotor durch Anlagerung eines
Komplexes aus Ecdysonrezeptor, Retinoid-X-Rezeptor sowie Ecdysteroid an modifizierte
Ecdyson/Glucocorticoid-Response-Elemente reguliert (Umesono und Evans, 1989; No et al.,
1996).

Thormeyer u.a. beschreiben eine sehr niedrige basale Transkription des Ecdyson-induzierbaren

Promotors ohne Ponasteron A oder Muristeron A. Die Autoren vermuten als Ursache, dass die
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carboxyterminale Doméne des Ecdysonrezeptors auch in Vertebratenzellen eine
Repressorfunktion entfalten kann, zumindest solange der Induktor nicht gebunden hat
(Thormeyer et al., 1999). Durch Hinzufligen eines der beiden Steroidhormone wird die
induzierbare Genexpression innerhalb kurzer Zeit und selektiv um mehrere Grofenordnungen

gesteigert (No et al., 1996, Liiers et al., 2000).

1.5 GFP

Das aus der Qualle Aequorea victoria stammende griin fluoreszierende Protein (GFP) ist ein
hiufig verwendetes Reporterprotein bei der Darstellung der Genexpression und
Proteinlokalisation in lebenden Zellen (Chalfie et al., 1994). Es lésst sich laut Gubin u.a. in
Saugetierzellen iiber lange Zeit stabil exprimieren (Gubin et al., 1997). Das GFP absorbiert die
blaue Biolumineszenz von 395 nm und emittiert griines Licht von 509 nm mit einer Schulter bei
540 nm (Chalfie et al., 1994).

GFP ist als Reporter besonders gut geeignet, da die Fluoreszenz allein auf der Peptidstruktur
beruht und damit sein Nachweis keine Co-Faktoren oder beigefiigte Substrate bendtigt, und sich
in vielen Zellversuchen sowie transgenen Tieren kein toxischer Einfluss gezeigt hat (Chalfie et
al., 1994).

Eine Variante des Wildtyp GFP ist das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), das eine
hellere Fluoreszenz zeigt und in Sdugerzellen stabiler ist (Yang et al., 1996). Um eine hohere
Expressionsrate in Vertebratenzellen zu erreichen, ist das EGFP fiir das humane Kodon optimiert

worden (Haas et al., 1996). In dieser Arbeit wurde das EGFP verwendet.
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2 Zielsetzung

Diese Arbeit verfolgt das Ziel, das Ecdyson-induzierbare Genexpressionssystem, dessen
grundsitzliche Nutzbarkeit von Liers et al. (2000) in CHO-Zellen gezeigt worden war, auf
humane Tumorzellen anzuwenden, um nachfolgend Untersuchungen mit antisense oder siRNA
Vektoren zum Studium der Genfunktion zu ermdglichen.

Dazu werden Untersuchungen an den Zelllinien HCT116 (humanen Colon Carzinom Zellen),
HaCat (humanen Keratinozyten Zellen) und Hela (humane Cervix Carzinom Zellen)
durchgefiihrt. Zur Identifizierung geeigneter Klone dieser Zelllinien, in denen das Ecdyson-
induzierbare Promotorsystem funktioniert, soll die induzierbare Expression des Reporterproteins

GFP (griin fluoreszierendes Protein) dienen.



3 Material

3.1 Gerate

Begasungsbrutschrank

Blotkammer

Digitale Geldokumentation
Gelkammer

Gene Pulser®

Heizplatte
Hybridisierungsinkubator
Ionenaustauscheranlage
Klonierungszylinder (C4-Stahl)
Lichtmikroskop & Fluoreszenz

Magnetriihrer
Magnetriihrer
Mikrozentrifuge

Neubauer — Zahlkammer

Orbitalschiittler
Photodokumentation

Pipettierhilfe

Pipettierhilfe

Pumpe

Reinraumwerkbank
Saugapparatur
Spektralphotometer(UV/Visible)
Stickstofftank

Thermomixer compact
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Function Line, Heraeus Instruments GmbH (Hanau,
BRD)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, BRD)
INTAS (Goéttingen, BRD)

BioRad (Californien, USA)

BioRad (Californien, USA)

Unitek HB 130

GFL

SC, Labomedic (Bonn, BRD)

Universitit Bonn

LeicaDM IRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH
(Wetzlar, BRD)

CAT M15, m. Zipperer GmbH (Staufen, BRD)

RCT basic, Kika® Werke (Ankara, TK)

Biofuge fresco, Heraeus Instruments (Hanau, BRD)
Neubauer Improved, Hecht Assistent (Sondheim,
BRD)

Polymax 1040 Heidolph

P90 Mitsubishi (INTAS)

pipetus®akku, Hirschmann® Laborgerite (Eberstadt,
BRD)

Eppendorf Reference (Wesseling-Berzdorf, BRD)
BioRad (Californien, USA)

Hera safe, Heraeus Instruments (Hanau, BRD)
BioRad (Californien, USA)

Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech (Cambridge, GB)
C’AIP Liquide (F)

Eppendorf (Hamburg, BRD)



UV-Bestrahler (Crosslinker)
UVT-28S

Vakuumpumpe

Vortex

Zentrifuge

3.2 Losungen fur die Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) (10x konzentriert)

DMEM ohne Calcium

Fetales Kélberserum (FCS)

G418 disulfate salt

Gene Jammer®, Transfection Reagent
Glycerin

H,O (steril) (deionisertes Wasser)
Hygromycin B

L-Glutamin (200 mM)

McCoy’s SA Medium (Modified)12 g/l
Na'-Bicarbonat (7,5 w/v)
Na'-Pyruvate (100 mM)
Penicillin/Streptomycin (10000 U)
Ponasteron A

Puromycin

Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%)
Trypsin/EDTA (0,25% / 0,02%)

Zeocin™
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BioRad (Californien, USA)

Herolab GmbH (Wiesloch, BRD)

KNF Neuberger INC. Laboport (New Jersey, USA)
Genie 2, Scientify Industries (Bohemia, USA)
Laborfuge 400R, Heraeus
(Osterode, BRD)

Instruments GmbH

Biochrom KG (Berlin, BRD)/Gibco BRL
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Biochrom KG (Berlin, BRD)/Seromed

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)

Stratagene (Carlsbad, CA)

Merck KGaA (Darmstadt, BRD)

Biochrom AG (Berlin, BRD)

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)

Biochrom AG (Berlin, BRD)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, BRD)
Biochrom AG (Berlin, BRD)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, BRD)
Biochrom AG (Berlin, BRD) (100x Lésung)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Biochrom AG (Berlin, BRD) (10x Lsung)
Biochrom AG (Berlin, BRD)

Bleomycin, Invitrogen (San Diego, USA)
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3.3 Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Nahrlésungen

McCoy's + 10% FCS: McCoy'’s (Pulverform) 12 g/l
NaHCO; 30 ml
Penicillin/Streptomycin 10 ml
H,O (steril) ad 1000 ml
Fotales Kilberserum (FCS) 100 ml
DMEM + 10% FCS: DMEM (10x) 40 ml
L-Glutamine 11 ml
Na'-Pyruvate 4 ml
Penicillin/Streptomycin 4 ml
H,O (steril) ad 400 ml
Fotales Kélberserum 40 ml
DMEM ohne Ca"" + 10% FCS DMEM ohne Ca™ 500 ml
Penicillin/Streptomycin S5ml
Fotales Kélberserum 50 ml

3.4 Chemikalien

Agar Fluka Chemie GmbH (Buchs, CH)
Agarose BMA (Rockland, USA)
Ammoniumpersulfat Biotech (Uppsala, S)

Blocking Reagenz Roche (Mannheim, BRD)
Bromphenol Blau Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Bisacrylamid / Acrylamid 30% 19:1 BioRad (Californien, USA)
Calciumchlorid (CaCI2H,0) Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
CDP-Star™ Roche (Mannheim, BRD)
Cellophanpapier ALDI

Chlorséure Merck KGaA (Darmstadt, BRD)



complete mini Tablette
Coomasie-Blue

Diethylpyrocarbonat

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4)

DMSO (Dimethylsulfoxide)
ECL-Reagenz

EDTA

Eisessig (=100% Essigséure)
Enzyme

Ethanol

Essigsédure

Ethidiumbromid

Faltenfilter

Formaldehyd

Formaldehyd 37%
Formamid

Igepal CA-630

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy4)
Lachssperma
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Maleinsdure
2-Mercaptoethanol
Methanol
Molekulargewichtsmarker
Molekulargewichtsstandard-Marker
MOPS

Natriumacetat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
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Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, BRD)

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Fluka Chemie GmbH (Bruchs, CH)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Amersham (Little Chalfont, GB)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)

Fermentas Life Science (St. Leon-Rot , BRD)

Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Schleicher und Schuell (Dassel, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
AppliChem GmbH (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Roche (Mannheim, BRD)

frema (DE-VAU-GE, Liineburg)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
BioRad (Californien, USA)
Boehringer Mannheim (Mannheim, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
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Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
Natriumphosphat Merck KGaA (Darmstadt, BRD)
N-Laurosyl-Sarcosine Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, BRD)
PMSF (Phenylsulfonylfluorid) Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, BRD)
Ponceau S Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Protein-Standards BioRad (Californien, USA)

SDS Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)
Temed (Tetramethylethylendiamin) Amersham Bioscience (Uppsala, Sweden)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Merck KGaA (Darmstadt, BRD)

Tween 20 MP Biomedicals Inc. (Eschwege, BRD)
Wasserstoffperoxid (H,O;) Merck KGaA (Darmstadt, BRD)

3.5 Verbrauchsmaterialien

Cryo Tube™Vials 1,8ml SI Nunc (Roskilde, DK)

Einmalpipetten 10ml (gestopft) Greiner Labortechnik (Solingen, BRD)
Eppendorf-Spitzen (gestopft) Biozym (Oldendorf, BRD)

Eppendorf-Spitzen Sarstedt AG & Co (Niimbrecht, BRD)

Gene Pulser® Cuvette 0,4 cm electrode gap, pkg. of 50 Bio Rad

(Californien, USA)
Gewebekulturschalen 3,5¢cm (Nunclon™) Nunc (Roskilde, DK)
Gewebekulturschalen (steril) 60/15mm Greiner bio-one (Solingen, BRD)
Gewebekulturschalen (steril) 100/20mm  Greiner bio-one (Solingen, BRD)

Einmalspritzen 50ml Omnifix B/Braun (Melsungen, BRD)
Einmalspritzen 20 ml Amefa GmbH (Limburg, BRD)
Kaniilen (steril) Microlane3, Becton, Dickinson&Company

(Dublin, IRL)

Nitrozellulosemembran Pall Corporation (Ann Arbor, USA)
Nylonmembran (pos. geladen) Roche (Mannheim, BRD)
Parafilm American CAN Company (Greewich, USA)

PVDF-Membran (Hybond P) Amersham Biosciences (Amersham, GB)



Reaktionsgefafle

Rohrchen (Tube) 15ml (steril)
Rohrchen (Tube) (steril) 30ml
Rohrchen (Tube) (steril) 50ml
Rontgenfilm

Sterilfilter

24 Lochplatten (Nunclon™)
Whatman Papier

Zellkulturflaschen (T,s) (Nunclon™)
Zellkulturflaschen (T7s) (Nunclon™)

Zellschaber

3.6 Kits

RNeasy Mini Kit"”
RNeasy Midi Kit"®
BCA-Protein-Assay Kit
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Microtubes 1, 5Sml, Sarstedt (Niimbrecht, BRD)
Sarstedt (Niimbrecht, BRD)

Greiner bio-one (Solingen, BRD)

Greiner bio-one (Solingen, BRD)

Kodak (Cedex, F)

ETO steril, Schleicher und Schuell (Dassel, BRD)
Nunc (Roskilde, DK)

Whatman (Maidstone, GB)

Nunc (Roskilde, DK)

Nunc (Roskilde, DK)

Biochrom AG (Berlin, BRD)

Qiagen GmbH (Hilden, BRD)
Qiagen GmbH (Hilden, BRD)
Pierce (Rockford, USA)
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3.7 Plasmide

Folgende Plasmide wurden in dieser Arbeit verwendet:

pVgRxR:

Dieses von der Firma Invitrogen bezogene 8803 bp groBle Plasmid erlaubt die konstitutive
Expression der fiir die Ecdyson-induzierbare Genexpression notwendigen Rezeptoren.

Der urspriinglich aus Drosophila melanogaster stammende, modifizierte Ecdysonrezeptor wird
durch den Zytomegalievirus (CMV) enhancer Promotor, der humane Retinoid-X-Rezeptor durch
den Rous Sarkoma Virus (RSV) Promotor expremiert.

Daneben enthilt das Rezeptorplasmid eine Selektionskassette fiir Zeocin.

Zur besseren Integration ins Wirtsgenom wurde das Plasmid mit BstE II linearisiert.

SV40 EM7  Zeocin pA pUCori Pcmv VgEcR pA  Prsv RxR pA
i +—{—

Abb.1 Vektorkarte pVgRxR

pEF-EIR:

Dieses Plasmid wurde entwickelt, um zum einen die viralen Promotoren Pcyy und Prgy durch
einen starken endogenen Promotor, ndmlich den fiir das Gen des humanen Elongationsfaktor 1a
(huEF) zu ersetzen; zum anderen um die kodierenden Sequenzen von VgEcR und RXR {iber eine

interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) gekoppelt zu exprimieren.

SV40  neoR pA pUC ori PhuEF VgEcR IRES RxR pA
e/ H = T H H g

Abb.2 Vektordarstellung pEF-EIR
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pDN-E/GsH:

Dieser von Enrique Saez (Salk Institut, San Diego) bezogene 3,5 kb grofle Vektor enthilt einen
Ecdyson-induzierbaren Promotorkomplex mit fiinf Ecdyson/Glucocorticoid-Response-Elementen
(E/GREXS) und einen minimalen Hitzeschockpromotor. Dieser Promotorkomplex wurde in das

pEGFP-N1 (4,7 kb) Plasmid (Clontech) kloniert und ersetzt dort den CMV Promotor.

pDN-E/GsH (3.5 kb)

E/GREx5/HSP pBSII-KS

A

mcs

Abb.3 Vektordarstellung pDN-E/GsH

pDN-E/GsSH:

Das 3,5 kb groB3e, von David No (Salk Institut, San Diego) bezogene Plasmid ist mit dem pDN
E/GsH-Vektor bis auf die Tatsache identisch, dass zusédtzlich drei Sp1 Bindungsstellen vorhanden
sind. Durch die zusitzliche Bindung des Sp1 Transkriptionsfaktors wird eine fiinffach gesteigerte
induzierbare Genexpression ermoglicht (No et al., 1996).

In dieses Plasmid wurden die Selektionskassetten fiir Hygromycin bzw. Puromycin Resistenz

kloniert.

E/GREx5/Spl 3x//HSP pA pBSII-KS

JpZaY

mcs

pDN-E/GsSH-pA (3.7 kb)

Abb.4 Vektordarstellung pDN-E/GsSH

pEGFP-NI1:

Das 4,7 kb groBle Plasmid enthédlt neben einer Neomycin Resistenzgenkassette das Gen fiir das
EGFP (enhanced green fluorescent protein).

In das von der Firma Clontech bezogene Plasmid pEGFP-N1 wurde das den CMV Promotor
enthaltene Fragment herausgeschnitten und dafiir das 0,6 kb grole E/GREx5/HSP-Fragment des
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pDN E/GsH-Vektors eingebaut. Dabei entstand das hier verwendete pDN-E/GsH-EGFP-SVneo

(6,7 kb) Plasmid, das vor der Transfektion mit Sacl oder Spel linearisiert werden konnte.

pDN-E/GsH-EGFP-SVneo (6.7 kb)

E/GREXS/HSP  EGFP pA SV40 neoR PA pBSII-KS
— - — -

Abb.5 Vektordarstellung pEGFP-N1

pDN-E/GsSH-hygro:

Aus dem 7,04 kb groBBen Vektor pSN-M-hyg-SV-X wurde die Selektionkassette Hygromycin B
mit Hilfe von Smal herausgeschnitten und in das oben beschriebene Plasmid pDN-E/GsSH
eingefiigt.

E/GREx5/Spl 3x//HSP hygro pA pBSII-KS

—mn——
Abb.6 Vektorkarte pDN-E/GsSH-hygro

pDN-E/GsSH-puro:

Diesem 4,5 kb groBen Plasmid liegt das pDN-E/GsSH-Plasmid zugrunde, in das nach vorherigem

Herausschneiden aus pPur (4,3 kb) die Selektionskassette Puromycin ligiert wurde.

pDN-E/GsSH-Puro (4.5 kb)

E/GRE 5xSpl
3xHSP Puro pA

——  —{

Abb.7 Vektordarstellung pDN-E/GsSH-puro
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3.8 Verwendete Zelllinien

HCT 116:

Die HCT 116 Zellen entstammen einem humanen Adenokarzinom des Colons. Die Zellen sind
aus dem Colon eines ménnlichen Patienten isoliert worden und enthalten eine Mutation im
Kodon 13 des ras-Protoonkogens (Brattain et al., 1981). Die Zelllinie wird in der American Type

Culture Collection (ATCC) unter der Nummer CCL-247 gefiihrt.

HaCat Zellen:

Die HaCat Zellen entstammen spontan immortalisierten Keratinozyten (Boukamp et al., 1988).

Hela Zellen:
Die Zellen dieser epithelartigen Zelllinie sind aus dem Zervix Karzinom der Namen gebenden
Patientin Henrietta Lacks isoliert worden. Die Zelllinie wird in der American Type Culture

Collection (ATCC) unter der Nummer CRL-4010 gefiihrt.
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3.9 Verwendete Selektionsagenzien

G418:

G418 ist ein Aminoglykosid, das die Proteinsynthese inhibiert. Das dazugehorige Resistenzgen
ist jenes fiir Neomycin. Neomycin ist ein topisches Aminoglykosid aus der Gruppe der
Lokalantibiotika, das eine hohe Toxizitdt und hohe Allergierate in der lokalen Anwendung beim

Menschen aufweist.

Zeocinm;
Zeocin ist ein glykopeptidisches Antibiotikum aus der Bleomycin-Familie. Dieses Antibiotikum
wirkt durch die Interkalierung in die DNA, deren Fragmentierung und der Hemmung der DNA-

abhingigen Polymerase.

Hygromycin B:

Hygromycin B ist ein aminoglykosidisches Antibiotikum und wird von Streptomyces

hygroscopius produziert. Seine Wirkung entfaltet es durch die Inhibition der Proteinsynthese.

Puromycin:

Puromycin ist ein Aminonucleosid, das von Streptomyces alboniger produziert wird. Es inhibiert

den Peptidyl-Transfer an Ribosomen.
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3.10 Losungen fir Northern Blot

Denaturierungslosung: NaOH
NaCl

Neutralisierungslosung: Tris-Cl, pH 7
NaCl

10x SSC-Puffer, pH 7: NaCl
Natriumcitrat

High-SDS-Hybridisierungspuffer (fiir Northernblot mit DNA-Sonden):
SSC-Pufter
Formamid, deionisiert
N-Laurosyl-Sarcosine
SDS
Blocking-Reagenz
N-Lauroyl-Sarcosine

Natriumphosphat, pH 7,0

Waschlosung 1: SDS
SSC
Waschlosung 2: SDS
SSC

0,5M
1,5M

0,5M
I,5M

1,5M
0,15M

5x
50%(v/v)
0,1% (w/v)
7% (W/v)
2% (v/v)
0,1% (w/v)
50 mM

1% (W/v)
2x

1% (W/v)
0,2x
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3.11 Losungen fur RNA-Gelelektrophorese

10x Formaldehyd (FA)-Puffer: MOPS 200 mM
Na-Acetat 50 mM
EDTA 10 mM

In DEPC-Wasser; mit NaOH pH 7,0 einstellen

1x Formaldehyd (FA)-Gellaufpuffer: 10x FA-Puffer 30 ml
Formaldehyd, 37% 6 ml
DEPC-Wasser ad 300 ml
5x RNA-Probenpuffer: Bromphenol-Blau (gesittigt) 16 pl
EDTA, 500 mM, pH8 80 ul
Formaldehyd, 37% 720 pul
Glycerol, 100% 2 ml
Formamid 3ml
10x FA-Puffer 4 ml

DEPC-Wasser 100 pl
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3.12 Losungen fur die Detektion von DIG-markierten Sonden: (fur
Northern Blot)

Maleinsdurepuffer, pH 7: Maleinsdure 100 mM
NaCl 150 mM
In deionisiertem Wasser, mit NaOH den pH-Wert auf

7,5 einstellen.

Blocking-Solution: 10x Stammlosung: 10g Reagenz in 100 ml Maleinsdure
16sen, autoklavieren, bei 4°C lagern. Die Stammldsung
wird vor der Anwendung durch einen Faltenfilter

filtriert und 1:10 in Maleinséurepuffer verdiinnt.

Waschpuffer: 0,3% Tween 20 in Maleinsdurepuffer

Detektionspuffer, pH 9,5: Tris-Cl 100 mM
NaCl 100 mM
Mit NaOH pH 9,5 einstellen
MgCl, 50 mM

In deionisiertem Wasser
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3.13 Losungen zur Proteinextraktion

Ripa (Extraktionsldsung) Tris 2M pH 7,0 S ml
Natriumdesoxycholat 10% 5ml
Natriumchlorid SM 6 ml
EDTA 0,5M pH 8,0 0,4 ml
Igepal CA-630 10% 20 ml

ad. 200 ml mit A. dest

bei 4°C aufbewahren

Vor Gebrauch dazugeben: 1 Tablette complete mini Proteaseinhibitoren

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 1000ul

3.14 Losungen fir Western Blot (Protein Immunblot)

Alle Losungen wurden in Aqua dest. angesetzt:

Ammonium-Persulfat (10%):0,1 g in 1 ml Aqua dest. gelost, frisch angesetzt

Proben Puffer (2x) IM TRis-HCI, pH 6,8 1,25ml
Glycerol 1,0 ml
10% SDS (w/v) 3,0 ml
2-Mercaptoethanol 5% (v/v) 565 ul
Bromophenolblau 1% (w/v) 100 pl
12,5%-iges Trenngel A.dest 3,1 ml
Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml
Bisacrylamid / Acrylamid (30%) 4,2 ml
SDS, 10% 100 pl
Ammoniumpersulfat, 10% 100 pul

Temed 10 pl



4%-iges Sammelgel

Gel-Laufpuffer (10x) bei 4°C

Coomassie Blue-Férbelosung

Entfarbelosung

Transferpuffer

Ponceau-Losung

Blockierungslosung
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A. dest

Tris-HCI, pH 6,8

Bisacrylamid / Acrylamid (30%)
SDS, 10%
Ammoniumpersulfat, 10%

Temed

Tris-HCI
Glycine
SDS, 10%
A. dest

Coomassie Blue
Methanol

Eisessig

Methanol

Eisessig

Tris
Glycine
Methanol
pH 8,3

Ponceau S
Essigsdure
Methanol
in A. dest

5% Magermilchpulver in TTBS

5ml
1,25 ml
650 pul
50 ul
50 pul
10 pl

15,15 ¢
720 ¢g
50 ml
ad 500 ml

1% (W/v)
45,5% (v/v)
9% (v/v)

20% (v/v)
7% (v/V)

25 mM
192 mM
20% (v/v)

0,5% (w/v)
5% (v/Vv)
10% (v/v)
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Tris-buffered saline (TBS) Tris 20 mM
NaCl 500 mM
pH 7,5

Tween-Tris-buffered saline (TTBS) 0,3% Tween in TBS

primédre Antikorper Das polyklonale anti-GFP Antiserum aus der Ziege (Fa.
Abcam Limited, Cambridge, GB, Cat. No. ab6658) wurde
in einer Verdiinnung von 1: 10.000 eingesetzt.
Das polyklonale anti-Aktin-C11 Antiserum aus der Ziege
(Fa. Santa Cruz Biotechnologiy Inc., Californien, USA, Cat.
No. SC-1615) wurde in einer Verdiinnung von 1: 7000

eingesetzt.

sekundérer Antikorper Das Peroxidase konjugierte anti-Ziege Immunglobulin
Antiserum aus dem Kaninchen (Dianova, Hamburg, BRD,
Cat. No. 305-035-003) wurde in einer Verdiinnung von 1:
30.000 eingesetzt.
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3.15 Ldsungen fir Immunhistochemie

Waschlosung:

DPBS:

PBS:

PFA:

primérer Antikorper

sekundérer Anrikorper

PBS (10x)
BSA (Albumin Faktor V aus Rinderserum)
A. dest.

NaCl

KCI
Na,HPO4
KH,PO4
CaCl,2H,O
MgCl,6H,O
A. dest.

NaCl
KCl
Na,HPOy4
KH,POg4
A. dest.

50ml

lg
ad 500 ml

8g

0,2¢g

1,44 ¢
0,24 g
0,137 g
0,10 g

ad 1000 ml

8¢g

0,2¢g

1,44 ¢

0,24 g

ad 1000 ml

8g PFA in ca. 150 ml bei ca. 80°C 1 Std. riihren,

anschlieBend 2 Tropfen 10 N NaOH hinzugeben bis die

Losung klar ist, 20 ml PBS 10x hinzufiigen und mit
IN HCI (ca. 20 Tropfen) einen pH-Wert von 7,4
einstellen. Mit A. dest. auf 200 ml auffiillen und

anschlieBend filtrieren.

polyklonales anti-GFP Antiserum aus der Ziege (Fa. Abcam

Limited, Cambridge, GB, Cat. No. ab6658)

Cy3™ konjugierte Kaninchen Antiserum gegen Ig der Ziege
(Fa. Dianova, Hamburg, BRD, Cat. No. 305-165-006)
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kulturbedingungen

Die verwendeten adhirent wachsenden Zelllinien wurden in einem Begasungsbrutschrank bei
37°C in Luft-Atmosphére mit 5% CO; und hoher Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Ziichtung der
Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen und Gewebekulturschalen.

Dem fiir die humane Kolonkarzinomzelllinie HCT116 verwendeten Nahrmedium McCoy’s mit
10% FCS (fetales Rinderserum), wurden die Antibiotika Penicillin und Streptomycin in jeweils
1%iger Konzentration zugesetzt, um Bakterienwachstum in der Kultur zu verhindern.

Fiir die humane Keratinozytenzelllinie HaCat wurde als Nihrmedium DMEM ohne Ca'", fiir
Hela DMEM mit Ca”™ verwendet und auf gleiche Weise mit den beiden Antibiotika behandelt.

Die Ndhrmedien wurden alle drei bis vier Tage erneuert.
4.1.2 Trypsinisierung der Zellen

Die verwendeten Zellen sind an der Oberfliche der Zellkulturschalen durch bindende Proteine
verankert; man bezeichnet sie als adhdrend wachsende Zellen. Zum Passagieren der Zellen
miissen diese Adhdsionen geldst werden, was durch den Entzug von Kalzium- und Magnesium-
Ionen und durch das proteolytische Enzym Trypsin geleistet wird (Spector et al. 1998). Hierfiir
wurde die 10x Trypsin/EDTA Stammldsung (mit PBS und Ca™ und Mg"") in Ultrapur H,O 1:10
verdiinnt.

Nach Absaugen des in der Kulturschale befindlichen Ndahrmediums mit abgestorbenen Zellen
wurde die Schale mit 2 ml Trypsin/EDTA-Losung gewaschen, um die aus dem Ndhrmedium
zuriick gebliebenen Trypsininhibitoren zu entfernen. Nachfolgend wurden die Zellen fiir ca. 5
min. mit Trypsi/EDTA bei 37°C inkubiert, bis sich alle Zellen von dem Boden der
Kulturschalen geldst hatten.

Die Trypsinreaktion wurde durch Zugabe von 3 ml Néhrmedium mit FCS gestoppt. Nun konnten
die Zellen entweder direkt in neue Kulturschalen ausgesit, oder bei 4°C und 1000 rpm 4 min.

abzentrifugiert werden. Nach Absaugen des Uberstandes und Resuspendierung des Pellets in
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frischem Néhrmedium standen die Zellen zu weiteren Analysen zur Verfligung. Fiir die neue

Aussaat wurde die Zellsuspension zwischen 1:3 und 1:10 mit Nahrlosung verdiinnt.

4.1.3 Transfektion

Durch die Transfektion wird fremde DNA in Zellen eingebracht. Dies kann mittels
unterschiedlicher Methoden durchgefiihrt werden. Im vorliegenden Fall kommen die Lipofektion
mit Gene Jammer® von Stratagene sowie die Elektroporation zur Anwendung.

Bei der Lipofektion wird die zu transfizierende DNA in kiinstliche Lipidvesikel, den so
genannten Liposomen, eingeschlossen. Die Liposomen verschmelzen bei Zugabe zu den Zellen
mit der Zellmembran und geben dabei ihren Inhalt direkt in das Cytoplasma ab (Watson et al.,
1993).

Zur Transfektion wurden je nach Ansatz unterschiedlich grole Gewebekulturschalen verwendet,
in denen die Zellen am Tag der Transfektion zu 80% konfluent waren.

Das Lipofektionsmedium wurde entsprechend dem Schema der Firma Stratagene angesetzt:

Format der Durchmesser | Empfohlene Volumen des Endvolumen der DNA- | Mediumvolumen Volumen der
Zellkulturschalen der Anzahl Transfektionsreagenz | Transfektionsmixtur | Menge in jeder Schale Transfektionsmixtur
Schalen (mm) | adherenter (ul/ Schale) (ul/ Schale) (ng) plus Medium
Zellen
96 well 6,4 0,04-0,1 0,6 10 0,1 60pl 70 ul
48 well 10 0,1-0,3 1,2 50 0,2 75ul 125 ul
24 well 15 0,27-0,67 2.4 100 0,4 150 pl 250 pl
12 well 22 0,6-1,5 42 100 0,7 400 pl 500 pl
6 well 35 1,5-3,7 6,0 100 1,0 900 pl 1 ml
60 mm 60 4,0-11,0 12,0 250 2,0 2,25 ml 2,5 ml
100 mm 100 12,0-31,0 24,0 750 4,0 5,75 ml 6,5 ml
150 mm 150 27,0-69,0 48,0 1000 8,0 10 ml 11 ml

Tab.1 Lipofektionsansatz laut Stratagene

Dem reinen Nahrmedium ohne fetales Kélberserum (FCS) wurde Gene Jammer® zugesetzt.
Nach 5 min. wurde dieser Losung DNA beigefiigt. Dieser Ansatz wurde nach weiteren 5 Minuten
auf die Zellen gegeben, die zuvor mit frischem Ndhrmedium versorgt wurden.

Diesem Lipofektionsansatz wurde nach 3 Stunden das gleiche Volumen an Ndhrmedium mit FCS

hinzugefiigt und nach 24 Stunden durch frisches, FCS haltiges Medium ersetzt.
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Bei der Elektroporation werden die Zellen in DNA-haltiges Medium gegeben und dort einem
kurzen elektrischen Impuls ausgesetzt. Dadurch werden Poren in der Zellmembran kurzzeitig
gedffnet, so dass die DNA direkt ins Cytoplasma gelangen kann (Watson et al., 1993).

Das durch Trypsinisierung und Zentrifugation hergestellten Zellpellet wurde in 0,8 ml
Néhrmedium resuspendiert und mit Sul DNA (1pg/pl in HO) gemischt. Diese Losung wurde in
eine BioRad Gene Pulser® Cuvette zur Elektroporation bei 0,2kV und 950uF transferiert.

4.1.4 Selektion transfizierter Zellen

Bei der Selektion ist das auf der transfizierten DNA befindliche Resistenzgen von entscheidender
Bedeutung. Hierbei wird das Néhrmedium so lange mit dem entsprechenden Selektionsagenz
versetzt, bis nur noch diejenigen Zellen iiberleben konnen, die das Resistenzgen aufgenommen
haben und dieses exprimieren. Als Kontrolle werden nicht transfizierte Zellen verwendet, deren
vollstdndiges Absterben nach Zugabe des Selektionsagenz das Ende der Selektionsphase
markiert.

Fir die Selektion ist eine minimale Antibiotikumkonzentration notwendig, die durch eine

Versuchsreihe fur die bei dieser Arbeit verwendeten Zellen bestimmt wurde.
4.1.5 Klonieren von Zellen

Zum Erhalt einer Zellpopulation mit homogenen genetischen Merkmalen, so genannten
Zellklonen, stehen Techniken der Ablosung einzelner verschiedener Zellhaufen in einer
Gewebekulturschale zur Verfiigung.

Hierbei wurden die von einer Zelle abstammenden Zellhaufen lichtmikroskopisch identifiziert
und auf der Platte die entsprechende Stelle markiert. AnschlieBend wurden diese mit
autoklavierten Klonierungszylindern abgegrenzt. Die Klonierungszylinder aus Stahl hatten einen
Innendurchmesser von 4mm und eine Hohe von 3-4mm. Mit Hilfe von autoklaviertem Silikon-
Fett wurden diese Zylinder an der Zellkulturschale befestigt und abgedichtet. Die somit isolierten
Zellen wurden durch Gabe von Trypsinldsung in die Klonierungszylinder abgeldst und in eine

frische Zellkulturschale transferiert.
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4.1.6 Einfrieren von Zellen

Bei der Kryopreservation werden die Zellen in eine Medium-Losung, die 12,5% DMSO enthilt,
gegeben, die eine Eiskristallbildung beim Einfrieren mindern soll.

Die Zellen wurden durch Trypsinisierung von der Zellkulurschale geldst und in einem sterilen, 30
ml Roéhrchen 4 min. bei 4°C und 1000rpm abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
(Medium) und Resuspendierung des entstandenen Pellets in frischem Medium wurde gekiihltes
25% DMSO/Medium im Verhidltnis 1:1 tropfenweise hinzugegeben, so dass eine
Endkonzentration von 12,5% DMSO erreicht wurde.

Jeweils 1 ml dieses Ansatzes wurde in Cryotubes pippetiert und sofort auf Eis gestellt. Fiir 1-2
Tage wurden die Zellen in einem Styroporbehilter bei -80°C eingefroren, bevor sie in einen Tank

mit fliissigem Stickstoff umgesetzt wurden.
4.1.7 Auftauen der Zellen

Die aus einem Stickstofftank entnommenen Zellen wurden bei 37°C aufgetaut. Die Suspension
aus den Cryotubes wurde in sterile 30 ml Réhrchen transferiert und das DMSO/Medium mit 9 ml
Nihrmedium verdiinnt. Bei 4°C und 1000 rpm wurde 4 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und ausplattiert.
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Analyse von RNA

Bei Arbeiten mit RNA muss die Kontamination mit RNasen unbedingt vermieden werden.
Hierfiir wurde die Arbeitsfliche sorgfiltig mit 70% Ethanol gereinigt und fiir RNA-Arbeiten
reservierte Mikropipetten mit sterilen, gestopften Spitzen sowie hitzesterilisierte Glaswaren (6h,
180°C) verwendet.

Zur Isolierung der RNA aus Sdugetierzellen miissen die Zellen lysiert und homogenisiert werden.
AnschlieBend kann die RNA nach Zugabe von 70% Ethanol an Kieselgel-Membranen gebunden
werden. Vor der Elution der RNA in Wasser werden Verunreinigungen von der Matrix abgespiilt.
In dieser Versuchsreihe sind sowohl das RNeasy Mini Kit® als auch das RNeasy Midi Kit® von
Qiagen zur Anwendung gekommen, je nach Anreicherungsmenge.

Mit dem RNeasy Mini Kit® konnen bis zu 100 pg RNA mit einer Lénge von iiber 200 Basen
angereichert werden. Beim RNeasy Midi Kit® belduft sich die Anreicherungsmenge auf maximal
1 mg RNA bei gleicher Lange.

Zur Verwendung des RNeasy Kits® wurden etwa 6:10° Zellen durch Trypsinieren und
Zentrifugieren vorbereitet. Das so entstandene Zellpellet wurde mit 2 ml RLT-Puffer, welcher
zuvor mit 10ul/ml B-Mercaptoethanol versetzt worden war, resuspendiert. Dies geschah zur
Inhibition der RNasen sowie zur Lysierung der Zellen. Durch mehrmaliges Aufziehen auf
Einmalspritzen mit einer @ 0,9 mm Spitze wurden die Zellen homogenisiert, bevor 70% Ethanol
in gleichem Volumen hinzugegeben wurde.

Die Suspension wurde nach griindlichem Mixen mit Hilfe von Einmalpipetten auf eine RNeasy
Midi Sédule gegeben. Nun wurde zur Bindung der RNA an die Kieselgel-Membran 5 Minuten bei
22°C und 4500 rpm zentrifugiert.

Die nicht adhdrenten Verunreinigungen auf der Sdule wurden durch Zentrifugieren mit 4 ml
RWI1-Puffer und anschlieBend 2,5ml RPE-Puffer abgewaschen, bevor nochmals 2,5 ml RPE-
Puffer durch die Sdule zentrifugiert wurden. Dieses langere Zentrifugieren diente zur Trocknung
der Sdule mit RNA und zur Sicherstellung, dass kein Ethanol {ibertragen wurde.

Nach diesen Vorgingen konnten die RNeasy Sdulen vorsichtig in ein neues Eppendorfgefdl3
tiberfithrt werden. Durch zweimaliges Zentrifugieren mit je 200 pul RNase freiem Wasser wurde

die RNA von der Kieselgel-Membran eluiert.



40

Die Quantitidt der aufgereinigten RNA konnte nun mit Hilfe photometrischer Messungen
bestimmt werden.

Im Gegensatz zum RNeasy Mini Kit"®, variierte das Vorgehen beim RNeasy Midi Kit® in drei
Punkten. Hauptunterschied war die Vorbereitung von lediglich 2:10° Zellen. Daneben wurden
700 pl statt 4 ml RW1-Puffer, 500 pl statt 2,5 ml RPE-Puffer und 50 pl statt 200ul RNase freies
Wasser verwendet. Ein weiterer Unterschied lag im Zentrifugieren. Bei der Mini-Préparation
wurde bei 10.000 rpm zwischen 15 sec. und 2 min. zentrifugiert.

Genauer Vorgang s. Qiagen-Handbuch (2001).
4.2.2 Restriktionsverdau

Plasmid-DNA wird zur Synthese klonierbarer Fragmente durch Inkubation mit
Restriktionsendonukleasen an spezifischen Stellen geschnitten. Die Fragmente konnen nach
Elektrophorese in einem Agarosegel durch Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht
werden.

Standardisiert wurden etwa 0,5-1 pg Plasmid-DNA verdaut. Der Gesamtansatz hatte ein
Volumen von 20 pl und enthielt neben der DNA 2 ul eines entsprechenden Puffers (10x
konzentriert), 1 U Enzym und dest. H,O. Die Inkubationszeit fiir die verwendeten Enzyme betrug
eine Stunde bei 37°C. Danach wurden 3,5 ul Lade-Puffer (5x konzentriert) zupipettiert und die
Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen. In dieser Arbeit werden Plasmide vor der

Transfektion durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen linearisiert.
4.2.3 Agarose Gel - Elektrophorese

RNA-Fragmente unterschiedlicher Grole wandern aufgrund der durch ihre Phosphatgruppen
verursachten negativen Ladungen im elektrischen Feld in Richtung Anode. Deshalb konnen
RNA-Fragmente auf einem Agarosegel in einem elektrischen Feld aufgetrennt und mittels
Zugabe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden.

Dazu wurde ein 0,7 %iges Agarose-Gel hergestellt, wobei 0,7 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer
in der Mikrowelle bei 600 W zum Kochen gebracht wurde. Der verdampfte Puffer wurde durch
Wasser aufgefiillt. Nach Abkiihlen auf 60°C wurde Ethidium Bromid in einer Konzentration von
0,5 pg/ml hinzugegeben.

Die Elektrophorese erstreckte sich iiber den Zeitraum von einer Stunde in 1x TAE-Puffer bei

80Volt.
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Zum Vergleich wurde jeweils 1 pg eines Molekulargewichtsmarkers, der RNA-Fragmente
bekannter Lange enthélt, aufgetragen (1 kb Ladder, BioRad).
AnschlieBend erfolgte die Photodokumentation. Intakte Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben

zeigte iiberwiegend zwei Banden, die der ribosomalen RNA entsprachen.
4.2.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Nukleinsduren absorbieren ultraviolettes Licht aufgrund der n—Elektronenysteme der
konjugierten Doppelbindungen in den aromatischen Ringen der Basen. DNA und RNA zeigen
ein Absorptionsmaximum bei 257 nm. Daher kann die Konzentration einer Nukleinsdure-Losung
mit der UV-Spektroskopie ermittelt werden. Bereits bei der Wellenldnge von 260 nm absorbieren
auch Verunreinigungen wie Proteine oder andere aromatische Substanzen UV-Licht. Das
Absorptionsmaximum der Protein-Verunreinigungen liegt jedoch nicht bei 260 nm, sondern
durch die aromatischen Reste der Proteine bei 280 nm. Deshalb kann mit einer Referenzmessung
und einer Verhiltnisbildung der Absorptionswerte von 260 nm und 280 nm die Reinheit der
Losung bestimmt werden. Reine DNA ergibt einen Quotienten von 1,8, wihrend die
Verunreinigung durch Proteine und aromatische Verbindungen dieses Verhiltnis nach unten
verschiebt. Reine RNA ergibt einen Quotienten groBer oder gleich 2 (Jurk, 1998).

Grundlage fiir die Konzentrationsbestimmung bei 260 nm ist das Gesetz nach Lambert-Beer
(A=c‘l'e). Dieses Gesetzt besagt, dass die Konzentration (c) einer Substanz mit Hilfe der
gemessenen Absorption (A), der Kiivettenbreite (1) und dem Extinktionskoeffizienten (g) zu

errechnen ist.

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde 1ul der Nukleinsidure-Probe in 49 pl
Wasser verdiinnt und gegen Wasser als Leerwert bei 260 nm und 280 nm im Spektrometer

gemessen. Anschlieend wurde die Konzentration in ng/pl errechnet.
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4.2.5 Northern Blot Hybridisierung

Die Northern Blot Hybridisierung ist ein Verfahren zur quantitativen Erfassung spezifischer
RNA-Transkripte. Die Bezeichnung erfolgte in Analogie zu dem von E.M. Southern 1971
entwickelten Southern Blot, das der quantitativen Erfassung von DNA-Fragmenten dient.

Die isolierte RNA wurde im Experiment durch die Agarose-Gel-Elektrophorese aufgetrennt und
auf Nitrocellulose- bzw. Nylon-Membranen iibertragen. Bei der Elektrophorese wurde
Formaldehyd zugesetzt, das zur Auflosung intramolekularer Doppelstrangbereiche diente.

Eine geeignet markierte komplementidre RNA — eine so genannte Sonde - wurde zum Nachweis
einer speziellen mRNA durch Hybridisierung verwendet. Die Intensitdt der Autoradiographie-
Bande kann als MaB fiir die Menge der betreffenden mRNA genommen werden (Knippers, 1971,
2001).

4.2.5.1 RNA Elektrophorese in einem denaturierten Formaldehyd-Agarosegel

In einem elektrischen Feld wandert die RNA aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung
Anode und wird dabei ihrer GroBe entsprechend in der Gelmatrix aufgetrennt. Ein gleichmiBiges
Laufverhalten wird durch formaldehydhaltige Agarosegele gewihrleistet (Lehrach et al., 1977).
Bei dieser Versuchsreihe wurden als erstes Gelkammer, Geltriger und Kamm mit 0,5% SDS
vorgereinigt, in deionisiertem Wasser gespililt und mit 100%-igem Ethanol getrocknet.
AnschlieBend wurden die Gegenstinde zur Beseitigung verbliebener RNasen in 3%-iger H,O,-
Losung fiir 10 min. inkubiert und griindlich mit DEPC-Wasser ausgewaschen.

Zur Herstellung eines 1,2%igen Agarosegels wurden 0,6 g RNase freie Agarose in 45 ml DEPC
Wasser und 5 ml 10x Formaldehyd-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Diese
Agaroselosung wurde anschlieBend unter Riithren auf einer Heizriihrplatte langsam auf 60°C
abgekiihlt. Es wurden 900 pl 37%iges Formaldehyd sowie 1 pl Ethidiumbromid (5 mg/ml)
zugesetzt. AnschlieBend wurde das Gel in den vorgereinigten Geltriger gegossen. Nach
Aushérten des Gels wurde es in eine Gelkammer gelegt und mit 1x Formaldehyd-Gel-Laufpufter
iiberschichtet.

Es wurden sowohl 6-15 pl der isolierten RNA, als auch 5 pl des DIG-markierten RNA-
Molekiilgewichtsstandard-Markers 1 (Boehringer Mannheim, 10 ng/ul) mit 4 pl 5x RNA-
Probenpuffer gemischt und der Ansatz mit DEPC-Wasser auf 20 pl ergidnzt. Diese Proben

wurden fur 3 Minuten auf 65°C erhitzt und anschlieBend bis zum Einfillen in die Geltaschen auf



43

Eis gekiihlt. Nach erfolgter Elektrophorese, die iiber 2 Stunden bei einer konstanten Spannung
von 4 V/cm stattgefunden hat, konnte die relative Menge, die Auftrennung sowie die
Erhaltungsqualitit der RNA unter UV-Licht anhand der ribosomalen RNA-Banden beurteilt
werden.

AnschlieBend wurde das Gel dreimal fiir 10 min. in DEPC-Wasser gewaschen, um das
Formaldehyd, das den Transfer der RNA vom Gel auf eine Membran behindert, zu entfernen. Um
die Effizienz des Transfers lingerer RNA zu steigern, wurde das Gel in 0,05N NaOH {iber 30
min. inkubiert. Hierbei wurde die RNA teilweise hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Gel fiir
30 min. im 10x SSC-Puffer inkubiert.

4.2.5.2 Vakuum-Transfer der RNA

RNA-Fragmente konnen mittels Vakuum-Transfer aus dem Gel auf eine Nylon-Membran
iibertragen werden.

Hierfiir wurden eine Nylon-Membran und ein Whatman Papier so zurecht geschnitten, dass sie an
allen Seiten das Gel um 0,5 cm iiberragten. Sowohl die Membran als auch das Whatman Papier
wurden mit Wasser angefeuchtet und kurz in 10x SSC-Puffer inkubiert. Auf den Boden der
Blotting-Einheit wurden das Whatman Papier, die Membran und eine rahmende Plastikmaske
luftblasenfrei geschichtet und das Gel vorsichtig auf die Membran platziert. Anschlieend wurde
mit einer Pumpe ein Unterdruck von 60 mbar erzeugt. Das Gel wurde mit 11 10x SSC-Puffer
tiberschichtet und der Vakuum-Blot iiber 2 bis 4 Stunden durchgefiihrt.

Nach dem Blotten wurde die Lage der Geltaschen sowie die rechte untere Ecke auf der Membran
markiert. Durch kurzfristige UV-Bestrahlung (50 mJ, UV-Crosslinker) wurde die RNA kovalent

an die Nylon-Membran gebunden.
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4.2.5.3 Hybridisierung des Northern Blots mit einer DNA-Sonde

Die mRNA des Ecdysonrezeptors auf der Membran konnte durch die Hybridisierung mit einer
entsprechenden DIG-markierten DNA-Sonde nachgewiesen werden.

Hierfiir wurde die Membran in ein Hybridisierungsgefall (50 ml Rohrchen) gegeben und 5 ml
High-SDS-Hybridisierungslosung hinzugegeben. Auflerdem wurden 50 pl von der zuvor durch
Erhitzen auf 100°C iiber 5 Minuten denaturierten und anschliefend bis zu ihrer Verwendung auf
Eis gelagerten Lachssperma-DNA (geschert und denaturiert, 10 mg/ml) hinzu pipettiert. Die
Prahybridisierung fand im Hybridisierungsinkubator eine Stunde lang bei 50°C statt. Von der
DIG-markierten DNA-Sonde (60 ng/pl) wurden 2 pl mit 50 ul Lachssperma-DNA gemischt, fiir
5 Minuten bei 100°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Nach erfolgter Prahybridisierung
wurde die denaturierte Sonde in den vorbereiteten High-SDS-Hybridisierungspuffer gegeben und
die Membran mit diesem Gemisch iiber 16 Stunden bei 50°C hybridisiert.

Um die von der Membran unspezifisch gebundene Sonde und Hybridisierungslosung zu
entfernen, wurde zweimal mit Waschlosung 1 bei Raumtemperatur und anschlieBend mit

Waschlosung 2 tiber 3x10 Minuten bei 68°C stringent gewaschen.
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4.2.5.4 Detektion der hybridisierten Sonde

Bei der Detektion werden jene Fragmente, die mit der DIG-markierten Sonde ein Hybrid gebildet
haben, durch eine immuno-chemilumineszente Reaktion nachgewiesen.

Fiir diesen Versuch wurde die Membran fiir kurze Zeit in Waschpuffer gewaschen und in 20 ml
Blockierungslosung fiir 40 Minuten abgesittigt. Dadurch sollten unspezifische Bindungen des
Antikorpers an die Membran verhindert werden. Zu der Blockierungslosung wurde nach dieser
Zeit 1 pl des an alkalische Phosphatase gebundenen Anti-Dioxigenin Fab-Fragments gegeben.
Die Membran verblieb 40 Minuten in dieser Antikorperkonjugat-Losung. Durch dreimaliges
Waschen iiber zehn Minuten in Waschpuffer wurden nicht spezifisch gebundene Antikorper
entfernt. Daran anschlieBend wurde zur Herstellung eines alkalischen Milieus, das fiir die
Chemilumineszenz-Reaktion bendtigt wurde, die Membran kurz in 15 ml Detektionspuffer
inkubiert. Als Substrat fiir die Chemilumineszenz-Reaktion wurden 2 ml des Detektionspuffers
mit 20 pl CDP-Star'™ 25mM [Dinatrium-4-Chloro-3-(4-Methoxyspiro(1,2-Dioxetane-3,2"~(5 -
Chloro) Trizyklo(3.3.1.1>7)Decan)4-yl)Phenyl] gemischt. Durch stindiges Pipettieren wurde die
Membran mit der Substratldsung benetzt. Nach 5 Minuten konnte die Substratlosung abtropfen
und die Membran in eine durchsichtige Folie gelegt werden. Zusammen mit einem Rontgenfilm
wurde nun die Membran in eine Filmkassette gelegt. Nach einer einstiindigen Expositionsdauer
wurde der Film entwickelt. Jene Stellen, an denen die alkalische Phosphatase das Substrat
umgesetzt hatte, fand eine Lichtentwicklung statt, die auf dem Rontgenfilm als Schwéarzung zu
erkennen war. Die Linge der markierten Fragmente konnte anhand des DIG-markierten RNA-

Gewichtsstandards bestimmt werden.

4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Tatsache, dass gewisse Molekiile einen Teil des von ihnen absorbierten Lichts in Form einer
langwelligeren Strahlung wieder abgeben, ist die Grundlage fiir die Fluoreszenzmikroskopie
(Caly et al., 1978).

Fir Fluoreszenzanalysen werden verschiedene Filtersysteme verwendet. Bei der Untersuchung
des EGFP wurde das Filtersystem fiir Blauanregung (A = 450-490 nm) und ein
Detektionsfiltersystem fiir griines Licht (A = 515-560 nm) genutzt.
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4.4 Immunhistochemie

Immunhistochemie (Syn: Antikérperfarbung; Immunfarbung) bezeichnet in der Medizin und
Biologie eine Methode zur Darstellung von Antigenen mit Hilfe von Antikdrpern. Hierbei bindet
sich ein spezifischer Antikorper (Primdrantikorper) an das Antigen. Gegen diesen
Primérantikorper gerichtete Antikorper (Sekundérantikdrper) binden sich mit angekoppelten
Signalmolekiilen wiederum an den Primérantikorper. Dadurch wird eine Verstiarkung des Signals
erreicht (Beesley, 1993, Linke, 1998).

In dieser Versuchsanordnung wurde als primérer Antikorper Anti-GFP der Firma Abcam
(ab6658) und als sekundirer Antikorper Cy3™ konjugiertes Kaninchen Antiserum gegen
Immunglobulin der Ziege der Firma Dianova (Cat. No. 305-165-006) verwendet.
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4.5 Western Blot Analyse

Die Bezeichnung ,,Western Blot“ geht ebenso wie ,,Northern Blot* auf den Namen des Erfinders
der Blotting Technik, Edwin Southern, zuriick.

Beim Western Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteingemische aus der
Polyacrylamidmatrix {iber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eine
Membran aus Nitrocellulose transferiert. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen
Auftrennung erhalten. Die am Filter immobilisierten Proteine konnen von Antikdrpern erkannt
werden. Gebundener primirer Antikoérper wurde durch Bindung eines Peroxidase-konjugierten
sekundiren Antikorpers und Chemoluminescens-Reaktion autoradiographisch dargestellt (Linke,

1998).
45.1 Extraktion von Protein aus Zellen

Die in 10 cm Gewebekulturschalen adharend wachsenden Zellen wurden mit eiskaltem unsterilen
PBS zwei Mal gewaschen. AnschlieBend wurde 10 ml eiskalter RIPA-Puffer mit 1000 pl
Proteaseinhibitoren auf die Zellen gegeben, die Zellen mit einem Zellschaber von der
Gewebekulturschale abgekratzt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefd3 iiberfiihrt. Diese Suspension
wurde auf Eis gestellt, bevor sie in einem Horizontalschiittler 15 min. bei 4°C bewegt wurde.
Nach dieser Zeit wurde 15 min bei 4°C und 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand, der dem
Zelllysat entspricht, wurde in ein neues Eppendorfgefal tiberfiihrt und das Zellpellet verworfen.
Aus 10pl dieses Zelllysates konnte mit Hilfe eines Kits von Pierce eine Proteinbestimmung
durchgefiihrt werden.

Dem Proteingehalt der Proben entsprechend, konnten Proben, mit Probenpuffer und

Mercaptoethanol versetzt, fiir den Western Blot verwendet werden.

4.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erméglicht es, Proteine
in einem Acrylamidgel elektrophoretisch nach ihrer MolekiilgroBe aufzutrennen. Die
hydrophoben Wechselwirkungen werden durch Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) aufgehoben
wodurch die Tertidr- und Quartérstruktur zerstort wird, so dass sich die Proteine entfalten.

Zusitzlich  wird durch die Anlagerung der negativ geladenen SDS-Molekiile die
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Proteineigenladung maskiert. Dies fiihrt dazu, dass die Laufgeschwindigkeit allein von der Masse
der Proteine abhéngt und die Eigenladung und Molekiilstruktur keinerlei Einfluss darauf haben.
Bei der diskontinuierlichen SDS-Page nach Laemmli (1970) werden zwei unterschiedliche Gele
(groBporiges Sammelgel und engporiges Trenngel) sowie Puffer mit unterschiedlichen pH-
Werten verwendet (Probenpuffer und Sammelgel sind saurer als Trenngel und Reservoirpuffer).
Dies fiihrt dazu, dass wesentlich schirfere Banden als bei der normalen SDS-PAGE erzeugt
werden.

Fiir die Gelelektrophorese wurden 12,5% Trenngele verwendet, die nach dem Gieflen mit 100%
Isopropanol tiberschichtet und zur Polymerisation eine Stunde bei Raumtemperatur aufbewahrt
wurden. Das 4%-ige Sammelgel wurde anschlieBend gegossen und die Polymerisation erfolgte
bei Raumtemperatur innerhalb einer halben Stunde. Zur Denaturierung der Proteine in den mit 2x
Probenpuffer versetzten Proben wurden diese bei 95°C 5 min gekocht. Die Auftrennung der

Proben erfolgte in 60 min bei 200 V und 15 W.
4.5.3 Coomassie-Blue Farbung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Die Coomassie Blue Farbung ermdglicht eine dauerhafte Anfarbung der Proteinbanden in der
Gelmatrix.

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele 30 min. in einer Coomassie Blue Losung gefarbt und
anschlieBend in Entfarbelosung gewaschen bis kein Hintergrund mehr sichtbar war. Da die Gele
beim Trocknen leicht zerreilen, wurden sie 10 min. in einer Losung aus 20% Glycerol und 10%
Ethanol inkubiert. Nach Einspannen der Gele zwischen zwei Cellophanpapieren wurden sie 24
Stunden lang bei Raumtemperatur getrocknet.

Diese Farbemethode hat eine Sensitivitdt im pg-Bereich.

4.5.4 Western Blot der transferierten Proteine

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine werden von der Gelmatrix auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Hierzu wird das Wanderungsverhalten von Proteinen im
elektrischen Feld genutzt.

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden im Tank-Blot Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen. Das zu blottende Gel, zwei 3MM Whatmanpapiere, zwei

Faserpolster sowie eine Poly-Screen-PVDF Transfermembran in der GroB3e des Gels wurden fiir
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einige Minuten in Transferpuffer getrankt. AnschlieBend wurden nach ,,Sandwich-Methode*
Faserpolster - 3MM Whatmanpapier - Gel - Membran - 3MM Whatmanpapier - Faserpolster
aufeinander gelegt, in einer Blotkassette fixiert und zusammen mit einem Kiihlelement im
Blotmodul platziert. Das Blotmodul wurde mit Transferpuffer ausgefiillt. Die Transferdauer

betrug zwei Stunden bei 100 V und 350 mA.
4.5.5 Ponceau-Farbung der transferierten Proteine

Die reversible Ponceau-Farbung dient dazu, die Effizienz des Transfers der Proteine zu ermitteln.
Die Nitrocellulosemembran wurde 5 min. in der Ponceau-Féarbung inkubiert und durch
mehrmaliges Spiilen mit A. dest differenziert. Durch den anschlieBenden Waschschritt mit TTBS
wurde eine vollstindige Entfirbung der Membran erreicht. Diese Membran wurde dann zur

Immunmarkierung eingesetzt.
4.5.6 Immunmarkierung von Western Blots

Die Immunmarkierung des Western Blots wird durch die Fahigkeit von priméren Antikorpern,
sich an ein spezifisches Antigen zu binden, ermoglicht. Ein sekundirer, an Peroxidase
gekoppelter Antikorper bindet spezifisch an den primdren Antikdrper. Durch Zugabe eines
chemilumineszenz-Substrates der Peroxidase kann die Emission des Lichtes als Reaktionsprodukt
auf einem Rontgenfilm detektiert werden.

Folgende Versuchsschritte wurden durchgefiihrt:

10 min waschen mit TTBS, 60 min blockieren mit Blockierungslosung, primérer Antikdrper in
die Blockierungslosung pipettieren und liber Nacht bei 4°C inkubieren, 5 x 10 min. waschen mit
TTBS, 60 min. Inkubation der Membran mit dem sekundiren Antikorper in 1% Milch / TTBS
verdiinnt bei Raumtemperatur, 5 x 10 min. waschen mit TTBS, 5 min. Inkubation des ECL-

Reagenz.
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5 Ergebnisse

Da es nicht vorhersagbar war, ob das Ecdyson-induzierbare Promotorsystem in anderen Zelllinien
ebenso gut wie bei den CHO Zellen (Chinese hamster ovary) (Liiers et al., 2000) funktionierte
und unser Interesse den humanen Zelllinien galt, wurden zu Anfang drei hiufig verwendete
Zelllinien parallel getestet. Wie Tabelle 3 auf Seite 51 zeigt, sind die Experimente bei den drei
Zelllinien unterschiedlich weit gefiihrt worden. Nur bei der Zelllinie HCT116 ist das

Untersuchungsziel erreicht worden.

5.1 Bestimmung der Resistenz von HaCat, Hela und HCT116 Zellen
gegen Selektionsagenzien, Neomycin(G418), Zeocin, Hygromycin,

Puromycin

Um im Verlauf dieser Arbeit jene mit verschiedenen Vektoren transfizierte Zellen selektionieren
zu konnen, wurden ohne vorherige Transfektion jeweils 10° Zellen der Linien Hetl16, HaCat und
Hela in 24 Lochplatten in ihrem entsprechenden Ndhrmedium ausgesit. Diese Ndhrmedien waren
zuvor mit den Selektionsagenzien G418, Zeocin™, Puromycin bzw. Hygromycin B - in jeweils
sechs verschiedene Konzentrationen (von 0,001 mg/ml bis 1,0 mg/ml) - versetzt worden.

Uber einen Zeitraum von zwei Wochen wurden die Zellen regelmiBig mit neuem
agenzienhaltigen Ndahrmedium versorgt.

Bei dieser Testreihe konnte ermittelt werden, dass folgende minimale Konzentrationen
iberschritten werden miissen, um die Zellen, die das Resistenzgen exprimieren, selektionieren zu

konnen (Tabelle 2.).

HCT 116 HaCat Hela
Zeocin' ™ 0,001 mg/ml 0,2 mg/ml 0,008 mg/ml
G418 0,04 mg/ml 0,04 mg/ml 0,04 mg/ml
Puromycin <0,001 mg/ml <0,001 mg/ml <0,001 mg/ml
Hygromycin B 0,2 mg/ml 0,008 mg/ml 0,04 mg/ml

Tab. 2 Selektionsagenzienkonzentrationen



HCT 116

Resistenzbestimmung

pVegRxR  pEF-EIR

GRE-hygro GRE-hygro

GRE-GFP GRE-GFP

Northern Blot

Western Blot

Immunhistochemie

Tab. 3 Ubersicht / Versuchsablauf

HaCat

Resistenzbestimmung

pVgRxR  pEF-EIR

GRE-hygro GRE-hygro

GRE-GFP GRE-GFP

Hela

Resistenzbestimmung
pVgRxR - Isolation von Klonen, die die
| Rezeptoren EcR und RxR exprimieren
GRE-puro - funktionelle Testung der Klone durch

induzierte Expression eines Resistenzgens
- Anwendung induzierbarer Klone mit
Vektoren die GFP induzierbar exprimieren
- Nachweis der Induzierbarkeit des
Transkripts

- Nachweis der Induzierbarkeit des Proteins

- Nachweis der Lokalisation des Proteins in
den Zellen und der Verteilung der

Expression in der Zellpopulation

IS
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5.2 Transfektion der Zellen mit dem Rezeptorplasmid pVgRXxR,

Isolation von Klonen

Die humanen Colon Carzinom Zellen HCT 116, die humanen Cervix Carzinom Zellen Hela
sowie die humane Keratinozytenzelllinie HaCat wurden mit dem Rezeptorplasmid pVgRxR, das
zuvor mit der Restriktionsendonuklease BstEII linearisiert worden war, transfiziert.

Die Transfection der HCT 116 und HaCat Zellen geschah durch Lipofektion (mit Gene Jammer®
der Firma Stratagene). Bei Hela hingegen wurde die Elektroporation eingesetzt.

AnschlieBend wurden alle drei Zelllinien mit dem Antibiotikum Zeocin™ (0,2 mg/ml) iiber zwei
Wochen selektioniert. Die Selektion wurde als beendet angesehen, wenn in parallelen Kulturen,
die nicht transfiziert worden waren, keine lebenden Zellen mehr zu finden waren. Dieses
Antibiotikum aus der Bleomycin Familie kam zur Anwendung, weil auf dem Rezeptorplasmid
die Selektionskassette fiir Zeocin™™ liegt.

Nach abgeschlossener Selektion wurden 35 Klone von HCT 116 mit Hilfe von
Klonierungszylindern isoliert. Bei Hela- und HaCat-Zellen waren es jeweils 10 Klone, die auf
diese Weise gewonnen wurden. Die Klone wurden mit dem Namen der Zelllinien und dem

Zusatz ,,-pVgRxR* bezeichnet.

5.3 Transfektion der Zellen mit dem Rezeptorplasmid pEF-EIR,

Isolation von Klonen

Bei diesem Versuch wurden mittels Lipofektion Zellen der Zelllinien HCT 116 und HaCat mit
dem linearisierten Rezeptorplasmid pEF-EIR transfiziert.

Anschlieffend wurde mit dem Aminoglykosid G418 zwei Wochen lang selektioniert, da das
Plasmid das Resistenzgen fiir Neomycin/G418 exprimiert. Die Selektion wurde als beendet
angesehen, wenn in parallelen Kulturen, die nicht transfiziert worden waren, keine lebenden
Zellen mehr zu finden waren.

Von den so entstandenen Klonen wurden von beiden Zelllinien jeweils 10 durch
Klonierungszylinder isoliert. Diese Klone wurden mit dem Namen der Zelllinie und dem Zusatz

»-pEF-EIR* bezeichnet.



53

5.4 Selektion induzierbarer Klone durch Transfektion mit

induzierbaren Resistenzgenen, Puromycin und Hygromycin B

Die zuvor isolierten 35 Klone von HCT 116-pVgRxR wurden mit dem Plasmid pDN-E/GsSH-
hygro transfiziert. Das auf diesem Plasmid befindliche Resistenzgen fiir das Aminoglykosid
Hygromycin B ist einem Glucocorticoid Response Element (GRE) nachgeschaltet. Dieses sorgt
dafiir, dass das Resistenzgen lediglich dann ,,angeschaltet wird, wenn beide Rezeptoren des
Rezeptorplasmids pVgRxR als Heterodimere in Anwesenheit von Ponasteron A an den
Promotorbereich binden. Somit bildet das pPDN-E/GsSH-hygro Plasmid eine Art Kontrollinstanz
hinsichtlich der Funktionstiichtigkeit des zuvor in HCT 116 Zellen transfizierten und
selektionierten Rezeptorplasmids pVgRxR. Durch die Selektionskassette fiir Hygromycin B
kommt es, in Abhéngigkeit von Ponasteron A, zu einer Doppelresistenz der Zellen.

Dadurch konnten bei dem Experiment jene induzierbaren Zellen mit Hygromycin B innerhalb
von 14 Tagen selektioniert und anschlieend isoliert werden, die sowohl das Rezeptorplasmid
pVgRxR, als auch das Plasmid pDN-E/GsSH-hygro in Anwesenheit von Ponasteron A
exprimieren. Diese Klone wurden mit dem Zusatz ,,-pGRE-hygro* bezeichnet.

Bei den HeLa-pVgRxR Klonen Nummer 1, 2 und 5 kam statt des pDN-E/GsSH-hygro Plasmids
jenes mit der Selektionskassette Puromycin zum Einsatz. Der zugrunde liegende Mechanismus
war derselbe. Nach Transfektion mit pDN-E/GsSH-puro wurde iiber zwei Wochen mit
Puromycin selektioniert. Nach abgeschlossener Selektion wurden auch hier Klone isoliert. Diese

wurden mit dem Zusatz ,,-pGRE-puro* versehen.
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5.5 Selektion induzierbarer pVgRxR Klone durch transiente
Transfektion mit dem zuvor linearisierten induzierbaren

Reportergen EGFP

Das Rezeptorplasmid pDN-EG5H-GFP mit dem induzierbaren Reportergen EGFP wurde durch
einen Restriktionsverdau mit Spe I linearisiert. Nach der Linearisierung sollte das Plasmid eine

Lange von 6,7 kb haben. Die Elektrophorese belegte die erfolgreiche Linearisierung (Abb. Nr. 8).

Abb.8  Elektrophorese des linearisierten Rezeptorplasmids pDN-EG5H-GFP. Bahn 1: Rezeptorplasmid,
Bahn 2: Rezeptorplasmid, Bahn 3: Molekulargewichtsstandard (Vielfache von 1 Kb)

Auf dem Gel ist eine Leiter zu erkennen, mit der zwei Prédparationen des linearisierten
Rezeptorplasmide pDN-EG5SH-GFP verglichen werden kdnnen. Hierbei kann man sehen, dass die
Bande bei beiden Plasmiden zwischen den Banden 6 kb und 7 kb liegt.

Der zuvor linearisierte induzierbare Reportervektor pPDN-EG5SH-GFP wurde durch Lipofektion in
die Klone von HCT 116-pVgRxR-pGRE-hygro, sowie in Hela-pVgRxR-pGRE-puro transfiziert.
AnschlieBend wurde iiber 14 Tage mit dem Aminoglykosid G 418 selektioniert, da das
Neomycin-Resistenzgen auf dem Reportervektor liegt. Das griin fluoreszierende Protein (GFP)
ist in diesem Reportervektor genau wie das in V.5 beschriebene pGRE-hygro bzw. pGRE-puro an
ein Glucocorticoid Response Element gekoppelt. Nach Abschluss der Selektion wurden
Subpopulationen mit dem synthetischen Ecdyson Analogon Ponasteron A bei einer
Konzentration von 5uM induziert. Innerhalb von drei Tagen war eine griine Fluoreszenz in

einigen Zellklonen zu erkennen, welche sich im weiteren Verlauf steigern lieB. Das
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Steroidhormon Ponasteron A wurde wihrend der ganzen Zeit hinzugegeben. Sobald den Zellen
das Ponasteron A entzogen wurde, liel die Intensitdt der Fluoreszenz deutlich nach. Es wurden
allerdings nur Klone beobachtet, die lediglich bis zu 10-60% griin fluoreszierende Zellen
enthielten. Im Gegensatz dazu war bei den Kontrollpopulationen, denen kein Ponasteron A
zugegeben worden war, keinerlei Fluoreszenz zu erkennen. Die Heterogenitit der induzierten
GFP-Expression konnte auf einer instabilen Funktion des Promotorsystems oder darauf beruhen,
dass die Zellpopulationen nicht klonal waren.

Um die heterogenen, fluoreszierenden Zellpopulationen reklonieren zu kénnen, wurden die
induzierbaren Zellklone auf den Zellkulturschalen unter dem Fluoreszenzmikroskop markiert und
anschlieBend mit Hilfe von Klonierungszylindern isoliert.

Die isolierten Zellklone wurden in neue Kulturschalen ausgesit und unter weiterer Ponasteron A-
Gabe rekloniert, mit dem Ziel, Zellklone zu isolieren, in denen alle Zellen GFP induziert

exprimieren. Diese Klone wurden mit dem Zusatz ,,-GRE-GFP* bezeichnet.
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5.6 Selektion induzierbarer PpEF-EIR Klone durch transiente

Transfektion mit dem induzierbaren Reportergen EGFP

In den bisherigen Versuchen mit dem induzierbaren GFP als Reportergen konnte keine homogene
induzierte Expression in den Zellpopulationen erreicht werden. Daher wurde ein Rezeptorplasmid
getestet, das beide Rezeptorgene unter der Kontrolle eines einzigen, zudem endogenen Promotors
(Elongations Faktor Promotor) exprimiert. Beide Rezeptorgene waren iiber ein IRES auf der
mRNA verbunden.

Bei diesem Versuch wurde das zuvor durch Spel linearisierte Rezeptorplasmid pDN-EG5SH-GFP
durch Lipofektion in HCT 116 pEF-EIR und HaCat pEF-EIR Zellen transfiziert.

Eine Selektion fiir diese Transfektanten mit dem Aminoglykosid G 418 war nicht mdglich, da die
Zellen schon aufgrund des pEF-EIR Rezeptorplasmids gegen G 418 resistent waren. Somit war
eine Selektion nur mittels der induzierbaren Expression des griin fluoreszierenden Proteins GFP
moglich. Hierfiir wurden Ponasteron A in einer 5 uM Konzentration dem Nahrmedium zugesetzt.
Durch die Induktion iiber mehrere Tage konnten mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Analysen
GFP-positive Klone erkannt und isoliert werden. Auch in diesem Versuch waren die Zellklone
heterogen in Bezug auf GFP Fluoreszenz (Abb. 9). Da der pEF-EIR Vektor nach diesen
Experimenten dem pVgRxR Vektor nicht iiberlegen schien und zudem weitere Transfektionen

mit neoR tragenden Vektoren nicht zulie8, wurde der Vektor in der Folge nicht mehr verwendet.

Abb.9 HCT116 Zellen unter Ponasteron A-Gabe, vereinzelte fluoreszierende Zellen in einer Zellpopulation
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5.7 Untersuchung der Expression der Rezeptorgene im Northern Blot

Mittels der Fluoreszenzmikroskopie wurden jene Klone von den Zelllinien HCT 116 und HaCat
gewidhlt, die nach Transfektion mit den Plasmiden pVgRxR, GRE-hygro und pDN-E/GsH-GFP
die deutlichste Fluoreszenz zeigten. Von den HCT116-pVgRxR-pGRE-hygro-pGRE-GFP Zellen
wurden fiinf Klone ausgewihlt (Klon 12, 21, 26, 27, 31). Bei den HaCat Zellen war nur bei einem
Klon (Nr.4) eine griine Fluoreszenz detektierbar. Von diesen sechs Klonen wurde Gesamt-RNA
hergestellt. Die RNA wurde durch Elektrophorese aufgetrennt und anschlieBend in einem
Northern Blot mit genspezifischer Sonde fiir ECR und RxR untersucht.

Aufgrund eines Molekulargewichtsmarkers konnte festgestellt werden, dass sowohl die
Rezeptoren EcR, als auch RxR in den Klone 31und 26 exprimiert wurden. Bei den Zellklonen 4
und 21 wurde nur der Rezeptor EcR vollstindig exprimiert, der Rezeptor RxR hingegen gar nicht.

Bei den Klonen 13 und 27 waren beide Rezeptoren nicht nachweisbar.

EcR
RxR

Abb. 10 Northern Blot Analyse der Expression des Ecdyson und Retinoid-X-Rezeptors

Nur in Bahn 4 sind beide Rezeptoren des Rezeptorplasmids pVgRxR nachweisbar.
Bahn 1: HCT116-pVgRxR Klon 27; Bahn 2: HCT116-pVgRxR Klon 13,

Bahn 3: HCT116-pVgRxR Klon 21, Bahn 4: HCT116-pVgRxR Klon 31,

Bahn 5: HCT116-pVgRxR Klon 26, Bahn 6: HaCat-pVgRxR Klon 4,

Diese Untersuchung zeigte, dass die Induzierbarkeit von HCT 116 Zellklonen nicht mit der

quantitativen Expression der Rezeptorgene EcR und RXR korreliert.
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5.8 Immunhistochemie von HCT116 Klonen

Die mit den Vektoren pVgRxR, pDN-E/GsSH-hygro und pDN-E/GsH-GFP transfizierten und
ausselektionierten HCT116 Klone wurden im Hinblick auf das griine Fluoreszenz Protein (GFP)
unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dabei war der Klon 31 bzgl. der griinen
Fluoreszenz des GFP sowie der Expression der Rezeptorgene im Northern Blot am
vielversprechendsten. Dieser Klon 31 wurde im Folgenden unter kontinuierlicher Behandlung mit
Ponasteron A subkloniert. Die so entstandenen Subklone 10.4 und 12.1 wurden fiir weitere
Versuche wegen ihrer starken, wenn auch heterogenen Fluoreszenz ausgewihlt.

Von diesen beiden Klonen wurde eine immunhistologische Untersuchung durchgefiihrt, wobei
jeweils Zellen mit und ohne Ponasteron A - Zusatz in der Nahrlosung verglichen wurden. Hierbei
ergab sich, dass sich das Protein GFP immunhistochemisch in sehr viel mehr Zellen nachweisen
lie, als dies allein aufgrund ihrer eigenen Emission der Fall war. In den Zellen, denen das

Ponasteron A entzogen worden war, nahm die Fluoreszenz erst nach 14 Tagen deutlich ab.

b) c)
Abb.11 Immunhistochemischer Nachweis des GFP Proteins mit Cy3-gekoppeltem Antiserum. Positive
Immunmarlierung wird durch die orangegelbe Farbe angezeigt.
a), b) Zellkolonien von HCT 116-pVgRXR-pGRE-hygro-pGRE-GFP Klonen unter Ponasteron A-Gabe

¢) Kolonien derselben Zellklone wie in a und b nach Ponasterone A Entzug.
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5.9 Charakterisierung stabiler induzierbarer Klone von HCT116 auf
Induktion von EGFP im Western Blot

Von den zuvor mit den Plasmiden pVgRxR, GRE hygro und GRE EGFP transfizierten und
selektionierten HCT116 Zellen wurde das griin fluoreszierende Protein im Western Blot
analysiert. Hierbei erfolgte ein Vergleich zwischen jenen Zellen von Klonen, die mit Ponasteron
A behandelt wurden und jenen der gleichen Klone, denen Ponasteron A nach Induktion entzogen
worden war. Diese letztgenannten Zellen wurden nach Induktion ca. 6 Wochen ohne Ponasteron
A gefiittert, da die Fluoreszenz von EGFP zunéchst weiterhin in geringerem Mafle vorhanden
war. Zusétzlich zum EGFP wurde im gleichen Blot Aktin untersucht, um zu zeigen, dass eine

gleichmiBige Beladung der Taschen erfolgt war.

BT 5 e 7 &8 9

1 ————

Abb.12 Western Blot Analyse von HCT116-pVgRxR-pGRE-hygro-pGRE-GFP Klonen mit Antikdrpern gegen GFP
und Aktin mit und ohne Induktion durch Ponasteron A-Gabe.
Die Aktinbande (A) zeigt eine gleichméfBige Beladung der Taschen. Bahnen 2 und 4 zeigen eine weitere
Bande (m) fiir das griin Fluoreszierende Protein.
Bahn 1: Molekulargewichtsstandard, Bahn 2: Klon 31/10/4 +Pon; Bahn 3: Klon 31/10/4 — Pon;
Bahn 4: Klon 31/12/1 +Pon; Bahn 5: Klon 31/12/1 —Pon; Bahn 6: Klon 31/10/2 +Pon;
Bahn 7: Klon 31/10/2 —Pon, Bahn 8: Klon 31/10/3 +Pon; Bahn 9: Klon 31/10/3 —Pon

Der Western Blot zeigte fiir die Klone 10.4 und 12.1, dass die Induktion von EGFP mit
Ponasteron A erfolgreich war.

Bei den Klonen 10.2 und 10.3 war keine Bande fiir EGFP auf dem Western Blot zu sehen,
obwohl diese Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ebenfalls eine griine Fluoreszenz erkennen
lieBen. Vermutlich lag die Proteinkonzentration des EGFP hier unter der Nachweisgrenze der

Methodik.
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Neben dem Protein der induzierten Zellen wurde auch jenes auf dem Western Blot abgebildet, bei
dem das Ponasteron A den Zellen fiir ldngere Zeit entzogen worden war. Hierbei war keine
Bande in dem Bereich fiir EGFP zu erkennen.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dass der Klon HCT 116-pVgRxR-pGRE-hygro-pGRE-GFP

Nummer 13/12/1 zumindest fiir das GFP Gen eine Ecdyson-induzierbare Expression zeigte.
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6 Diskussion

Diese Untersuchung wurde durchgefiihrt, nachdem zuvor in Chinese hamster ovary (CHO) Zellen
die grundsétzliche Nutzbarkeit des Ecdyson-induzierbaren Promotorsystems gezeigt worden war
(Liers et al.,, 2000). Das Ziel der Arbeit war, dieses System auf humane Tumorzelllinien
anzuwenden, um nachfolgend Untersuchungen wu.a. mit induzierbaren antisense, oder siRNA
Vektoren zum Studium der Genfunktion durchfithren zu konnen, wie es zwischenzeitlich von
anderen berichtet worden ist (Coumoul et al., 2004; Hoffmann et al., 2005).

Allerdings macht diese Untersuchungsreihe deutlich, wie schwierig es ist, eine stabile Ecdyson-
induzierbare Zelllinie herzustellen, deren Expression anschlieBend detektiert werden kann.
Aufgrund mehrerer Parallelversuche ist es gelungen, einen Klon der humanen
Kolonkarzinomzelllinie HCT116 herzustellen, in dem das Reporter Protein GFP (griin
fluoreszierendes Protein) nach Induktion mit dem Steroidanalogon Ponasteron A sowohl in der

Fluoreszenzmikroskopie als auch im Western Blot induzierbar reguliert werden konnte.

Die Schwierigkeit des Ecdyson-induzierbaren Promotorsystems liegt u.a. darin, dass flir die
Induktion zwei Proteine als Rezeptorheterodimer exprimiert werden miissen (Wakita et al.,
2001), wobei zumindest RxR auch als endogenes Protein in humanen Zellen vorkommt und
damit unerwiinschte Effekte hervorrufen kann. Die Northern Blot Analyse verschiedener Klone,
die funktionell als induzierbar charakterisiert worden waren, ergab, dass teilweise eines der
beiden Rezeptorgene gar nicht oder nur schwach exprimiert wurde. Dies mag darauf
zuriickzufiihren sein, dass in dem Plasmid pVgRxR in nichster Ndhe gleich drei Promotoren
liegen, die sich moglicherweise gegenseitig behindern.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde der Vektor pEF-EIR eingesetzt, der beide Rezeptorgene
unter der Kontrolle eines einzigen und endogenen Promotors (elongation factor) exprimiert.
Beide Rezeptorgene sind iiber eine IRES verbunden und werden von einer mRNA translatiert. In
diesem Konstrukt ist der spezifische Rezeptor fiir Ponasteron A (EcR) am 5" Ende der IRES und
ist somit moglicherweise sogar in der Translation bevorzugt. Allerdings hat dieses Plasmid nach
den Erfahrungen dieser Untersuchung zu keiner hoheren oder innerhalb der Zellpopulation
homogeneren Expression gefiihrt.

Die auf dem Rezeptorplasmid pVgRxR liegenden Rezeptorgene fiir den Retinoid-X-Rezeptor und

den Ecdysonrezeptor kdnnen bei der Integration in das Wirtsgenom Verdnderungen erfahren
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haben, die durch die Selektion mit Zeocin nicht ausgeschlossen werden konnen. Dazu beschreibt
Trastoy im Jahre 2005, dass durch Zeocin ausgeloste DNA-Strangbriiche durch das
Reparatursystem der Zelle nicht ausgeglichen werden konnen. Er zieht daraus den Schluf3, dass
Zeocin nicht komplett entgiftet ist und daher bei der Interpretation von Daten mit dem
Selektionsagenz Zeocin sehr zuriickhaltend vorgegangen werden sollte (Trastoy et al., 2005).

Das Ecdyson-induzierbare Genexpressionssystem ist bereits mehrfach erfolgreich angewendet
worden, u.a. von Liiers 2000 in Chinese hamster ovary (CHO) Zellen (Liiers et al, 2000). Aber
Van Craenenbroeck beschreibt im Jahre 2001, dass sie selbst und andere mehrfach beobachten
konnten, dass nur in bestimmten Zelllinien eine induzierbare Genexpression mit dem pVgRxR
Rezeptorplasmid erfolgreich ist. Daher ist es durchaus denkbar, dass die Schwierigkeit mit dem
pVgRxR Rezeptorsystem in den ausgewéhlten Zelllinien begriindet ist.

Die vorliegende Arbeit hat aufgezeigt, wie wichtig eine Ko-induktion mit einem Reportergen bei
der induzierten Expression eines Fremdgens ist. Wahrend die Western Blot Analyse der
Expression in dem Klon HCT 116-pVgRxR-pGRE-hygro-pGRE-GFP Nummer 31/12/1 eine
starke Zunahme des GFP Proteins in Abhédngigkeit von Ponasteron A zeigte, veranschaulichte die
Fluoreszenzmikroskopie und der immunhistochemische Nachweis des GFP Proteins eine starke
Heterogenitéit in der Zellpopulation. Die Induktion eines zellletalen Proteins hitte in diesem
Versuchsaufbau mdoglicherweise nur zu einer geringen Reduktion der Zellzahl, aber nicht zur
Elimination der gesamten Zellpopulation und somit zu falschen Folgerungen gefiihrt.

In dieser Versuchsreihe konnte anhand der humanen Kolonkarzinomzelllinie HCT116 bewiesen
werden, dass es moglich ist, das Ecdyson-induzierbare Genexpressionssystem in humanen
Tumorzelllinien zu nutzen. Allerdings kann der Anspruch an das System, durch ein
Reporterprotein, hier das GFP, schnell und sicher induzierbare Zellklone zu isolieren, nicht
aufrechterhalten werden. Das Ecdyson-induzierbare Promotorsystem hat daher nach der
vorliegenden Untersuchung keine Vorziige gegeniiber z.B. dem Tet-induzierbaren
Promotorsystem, das in zahlreichen Publikationen der letzten Jahren erfolgreich verwendet wurde
(Lee et al., 2005; Weiler et al., 2005). Weitere Vorteile des Tet-induzierbaren Promotorsystems
bestehen in der Wasserloslichkeit des Induktors, der bereits erfolgreich in vivo angewendet
worden ist (Yang et al., 2005; Mikhailik et al., 2006). Nicht zu vernachldssigen ist der
Preisvorteil von Doxixyclin gegeniiber Ponasteron A. Vermutlich sind dies einige der Griinde
dafiir, dass das Ecdyson-induzierbare Promotorsystem kaum noch Verwendung findet und vom

Markt genommen wird.
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7 Zusammenfassung

Induzierbare Genexpressionssysteme ermoglichen die Untersuchung von Genfunktionen in
Zellen, besonders der dortigen Wirkung toxischer und teratogener Proteine, sowie der regulierten
Expression von antisense Sequenzen oder siRNA Sequenzen zur Regulation endogener
Genexpression. Durch die prédzise Kontrolle der Genexpression kdnnen biochemische und
physiologische Prozesse reversibel analysiert werden.

Das von Drosophila  melanogaster = stammende endogene  Ecdyson-induzierbare
Genexpressionssystem, dessen Effizienz bereits in CHO-Zellen (Chinese hamster ovary) gezeigt
worden war, sollte auf humane Tumorzelllinien [HCT116 (humanen Colon Carzinom Zellen),
Hela (humane Cervix Carzinom Zellen) und HaCat (humanen Keratinozyten Zellen)]
Anwendung finden, um nachfolgend Untersuchungen mit antisense oder siRNA Vektoren zum
Studium der Genfunktion zu ermdglichen.

Mittels Lipofektion bzw. Elektroporation wurde das Ecdyson-induzierbare Rezeptorsystem
(pVgRxR) in die Zellen integriert und mit Hilfe der Northern Blot Analyse seine Expression
nachgewiesen. Ebenso wurde ein alternativer Reportervektor (pEF-EIR) lipofiziert, bei dem beide
Reportergene von einer bizistronischen mRNA exprimiert werden. Zur Identifizierung
induzierbarer Zelllinien sollte das Reporterprotein GFP (griin fluoreszierendes Protein) dienen,
das mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie, der Western Blot Analyse wie auch der
Immunhistochemie nachgewiesen wurde.

Von den drei verwendeten Zelllinien war lediglich bei der HCT116 Zelllinie ein funktionierendes
Rezeptorsystem nachweisbar. Allerdings funktionierte das induzierbare Promotorsystem nur in
einem Teil der Zellen eines Klons. Als Ergebnis der Arbeit wurde ein Klon von HCT 116 Zellen
isoliert, bei dem das Ecdyson-induzierbare Genexpressionssystem mit den genannten

Einschrinkungen angewendet werden kann.
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