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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden Methoden zur Generierung lentiviraler si/shRNA
Bibliotheken beschrieben. Durch die Inhibition der Expression jedes beliebigen Gens durch
den RNA-Interferenz-Mechanismus kann die Bibliothek vielseitige Anwendung finden.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Bibliothek zu generieren, die in der Lage ist, die Funktionen von

Genen fiir biologische Phanotypen zu identifizieren.

Es wurde von einer Methode ausgegangen, die anhand von enzymatischen Verdauen
zelluldrer cDNA lentivirale si/shRNA exprimierende Konstrukte generiert. Dieses Verfahren
wurde durch randomisierte, synthetische DNA optimiert, mit dem Ziel einer vereinfachten

und kostengiinstigeren Herstellung.

Der funktionelle Nachweis der verschiedenen hergestellten Bibliotheken, erfolgte anhand
einer bekannten si/shRNA Sequenz, die gegen die mRNA des Griin- Fluoreszierenden-
Proteins (GFP) gerichtet ist. Nach der Klonierung in lentivirale Expressionsplasmide wurden
virale Uberstinde zur stabilen Transduktion von Zielzellen hergestellt. Mittels
durchflusszytometrischer Methoden (FACS-Analysen) und Western-Blot Analyse konnte die

effektive Reduktion des Zielgens GFP nachgewiesen werden.

Um eine bibliotheksbedingte Interferonantwort auszuschlieBen, wurden transduzierte Zellen
auf die verstirkte Expression von 2°-5" Oligo-Adenylat-Synthetase (OAS) hin untersucht.
Dieses Protein spielt in der Signalkaskade der Interferonantwort eine Schliisselrolle und kann
somit als Marker verwendet werden.

Da es zu keiner Aktivierung der 2°-5" OAS kommt, sind bei funktionellen Analysen keine

storenden Effekte durch eine bibliotheksbedingte Interferonantwort zu erwarten.

Die Komplexitit der generierten si/shRNA Bibliothek muss noch erhdht werden, um sie zu

einem relevanten Werkzeug fiir funktionelle Genanalysen werden zu lassen.

Schlagworte:

small interfering RNAs, randomisierte si/shRNA-Bibliotheken, Genexpressionshemmung
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Zusammenfassung

Abstract

This work describes different ways to generate lentiviral si/shRNA libraries. These libraries
should be able to silence every gene in eukaryotic organisms through RNA interference. The

aim was to identify genes that produce a particular biological phenotype.

Initially a library of lentiviral si/shRNA constructs was produced by enzymatic digestion of
cDNA.
The library production was improved by using randomized synthetic DNA, which is less time

and cost intensive. These methods were optimized step by step.

The randomized sequence was replaced by a specific si/shRNA against the mRNA of the
green fluorescent protein (GFP) to test functionality of the library construct. This construct
was cloned into a lentiviral expression plasmid, viral supernatant was generated and used to
stably transduce cells. FACS and Western-Blot analyses were used to quantify the reduction

of target gene (GFP) expression.

The library was also screened for enhanced expression of the 2°-5" oligo-adenylate-synthetase
(OAS). Since no enhanced expression of OAS was observed, the library is not expected to

induce undesired effects such as interferon response.

The complexity of the generated library must be further increased in order to make the library

a more useful tool for functional gene analysis.

Keywords:
small interfering RNAs, randomized si/shRNA-library, gene silencing
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1. Einleitung

1.1 RNA interference

RNA Interferenz (RNAIi) beschreibt ein in Eukaryoten hochkonservierten Mechanismus der
sequenzspezifischen posttranskriptionellen Inhibition der Genexpression. Durch RNAi wird
nicht nur die zelleigene Genexpression reguliert, sondern der Mechanismus schiitzt die Zelle
auch vor Viren und Transponsons und hilft bei der Beseitigung nicht funktioneller mRNA
(Tijsterman et al. 2002). Aktiviert wird der Mechanismus durch unterschiedlich lange
doppelstringige RNA-Molekiile, Einzelstrang-RNAs, die intramolekular Haarnadelstrukturen
ausbilden oder endogen exprimierte ,,micro“ RNAs (miRNAs). DsRNAs oder shRNAs
werden intrazelluldr durch Dicer, eine dSRNA spezifische Ribonuclease Typ III in sogenannte
»small interfering® (siRNAs) prozessiert, die in der Regel zwei Nukleotid lange 3" Hydroxyl-
Uberhiinge besitzen, ca. 21-23 Nukleotide lang und 5 phosphoryliert sind. Die Prozessierung
durch Dicer findet ausschlieBlich im Cytoplasma statt (Zeng und Cullen 2002). Die dsRNAs,

die von Dicer zu siRNAs gespalten

7
//d}’/ SRy wurden, werden von einem aus mehreren
siRNA-Protein-Komplex (SiRNP) l Proteinen = zusammengesetzten =~ RNA-
//@? y RISC induced  silencing  complex (RISC)
ATP eingebunden. Es ist notwendig, dass die
J' RISC aktivierung . . B .
ADP + P siRNA phosphorylierte 5° Enden besitzt,

/f © um in den RISC Komplex aufgenommen

lsiRNAvermiﬂeﬁeZiel mRNA  zu werden. Die siRNAs, denen das

mRNA Erkennung

ULV OV AV AW /\"/ ﬁfﬁ\f\\ (Al

l mRNA Spaltung

Phosphat fehlt, werden rasch durch eine
endogene Kinase phosphoryliert (Schwarz
et al. 2002). Die doppelstringige siRNA

wird durch einen ATP verbrauchenden

m7G ¢ \\,f?\x

Mechanismus zu einzelstringiger RNA
entwunden, wobei der Strang der am 5’-Ende die geringere thermodynamische Affinitdt zum
Gegenstrang hat am Komplex gebunden bleibt, und den gesamten RISC-Komplex zur
homologen Ziel-mRNA fiihrt (Khvorova et al. 2003 und Schwarz et al. 2003). Diese wird an
einer Stelle, in der Mitte des Duplexbereichs, 10 Nukleotide vom 5" Ende der siRNA entfernt,
gespalten (Elbashir et al. 2001). Gespaltene mRNA werden rasch von Nukleasen abgebaut.
Die Proteinsynthese kann dadurch nicht mehr stattfinden, was zu einer verminderten bis hin

zur nahezu totalen Abwesenheit des betreffenden Proteins in den Zielzellen fiihren kann.



Einleitung

1.1.1 Entdeckung der RNA-Interferenz

Um 1990 wollte man in Petunien eine Uberexpression der Chalcon Synthetase (CHS)
erzielen, um die Farbintensitt o
der Bliitenblétter zu erhdhen.
Dazu wurde das chimere CHS-
Gen zusitzlich in die
Bliitenblétter eingefiigt. Das

Gegenteil wurde erreicht. Es

kam zu einer so genannten Normale Petunie Transgene Petunie
. . . (mit zusétzlichem
»coordinate suppression®, die | Von Jan Kooter Epigenome NoE «Violettgen™)

nicht nur die Expression des eingefiigten Gens, sondern auch die des endogenen Gens
herabsetzte. Das hatte zur Folge, dass viele der normalerweise dunkelvioletten Bliiten auf
einmal verstirkt entfiarbte Regionen bis hin zu komplett weillen Bliitenblittern zeigten
(Napoli et al. 1990). Diese sogenannte Co-Suppression wurde anhand eines anderen Gens, der
Dihydroflavonol-4-reductase (DFR), von einer anderen Arbeitsgruppe bestétigt. Sie kamen zu
dem Schluss, dass es sich hierbei um ein bislang unbekanntes Phanomen handelt, in dem die
Interferenz von RNA Stringen eine Rolle spielen kann (van der Krol et al. 1990). In spéteren
Arbeiten wurde vermehrt das ,,repeat induced gene silencing™ (RIGS) der Methylierung der
DNA zugeschrieben oder aber der Konfigurationsinderung des Chromatins (Assaad et al.
1993 ; Ye and Signer 1996).

In der Pflanzenwelt konnte man bei der Neurospora crassa eine dhnliche Entdeckung
verzeichnen (Pandit and Russo 1992), wobei dieses Phidnomen als ,,quelling” bezeichnet
wurde (Romano and Macino 1992). In einer spiteren Untersuchung konnte gezeigt werden,
dass das ,,transgene silencing® in Neurospora crassa weder von einer DNA-DNA Interaktion
noch von einer DNA-Methylierung verursacht wird. Vielmehr wurde ein Modell
vorgeschlagen, in dem RNA mit DNA oder RNA mit RNA interagiert (Cogni et al. 1996).
Schon 1988 wurde, um eine gezielte Reduktion der Genexpression zu erreichen, antisense
RNA in die Zelle injiziert (Bevilacqua et al. 1988). Jedoch erst zehn Jahre spéter gelang der
Durchbruch durch die Arbeit von Andrew Fire und Craig Mello. Sie konnten an Nematoden
Caenorabditis elegans zeigen, dass die Einfiilhrung von doppelstringiger RNA in die Zielzelle
sehr viel effizienter zu einer Inhibition der Genexpression fiihrt als der anti-sense Strang
alleine (Fire et al. 1998). Fiir diese Entdeckung und anschliefenden Untersuchungen wurde

thnen 2006 der Nobelpreis in Medizin zuerkannt.
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1.1.2 Ausloser der RNA1

1.1.2.1 Lange dsRNA

In den ersten Experimenten wurden mittels PCR aus cDNA lange RNA-Stringe hergestellt
(ca. 200 — 1000 bp). Anschliefend wurde die cDNA durch DNAse-Verdau entfernt und die
aufgereinigten und neu zu Doppelstringen hybridisierten RNAs mittels Mikroinjektion in die
Zielzelle injiziert. Auf diese Weise wurde eine Reduktion der entsprechenden mRNA erreicht,
was zur Folge hatte, dass auch das von dieser mRNA kodierte Protein weniger exprimiert
wurde, was zu charakteristischen Phénotypen fiihrte (Montgomery et al. 1998). Man
generierte auch dsRNA gegen die Sequenzen von Promotoren und Introns. Da dies jedoch
keinen Effekt zeigte, wurde RNAi als ein posttranskriptioneller und im Cytoplasma
stattfindender Prozess erkannt (Montgomery et al. 1998). Noch im selben Jahr konnte durch
die Transfektion eines Plasmidvektors in Trypanosomazellen auch die effektive Reduktion
eines Genes durch die Expression von dsRNA in vivo gezeigt werden (Ngo et al. 1998). Der
mRNA Abbau durch lange dsSRNA Fragmente wurde in einem zellfreien System wiederholt,
wobei das Lysate von Fruchtfliegenembryos verwendet wurde (Tuschl et al. 1999). Neben
den schon genannten Organismen wie Nematoden (Fire et al. 1998 ; Montgomery et al. 1998),
und Trypanosomas (Ngo et al. 1998) wurden nun in vielen anderen Organismen das
Phianomen der RNAi entdeckt: z.B. in Fruchtfliegen (Kennerdell and Carthew 1998;
Misquitta and Paterson 1999), Planarien (Sanchez-Alvarado and Newmark 1999), Hydren
(Lohmann et al. 1999), Zebrafischen (Wargelius et al. 1999), Méusen (Bahramian and Zarbl
1999) und in Pflanzen (Waterhouse et al. 1998). (Patkaniowska 2005)

Eine weitere interessante Entdeckung war, dass selbst kleinste Mengen an dsRNA effektiv die
Expression von Genen hemmen kann. Die Arbeitsgruppe von Fire konnte 1998 zeigen, dass
etwa zwei dsRNA-Molekiile pro Zelle ausreichend sind, um sehr viele unc-22RNAs zu
zerstoren, woraus sie den Schluss gezogen haben, dass eine Amplifikation moglich wiére. Im
Jahr 2001 konnten sie dieses Phianomen in Caenorhabditis elegans nachweisen (Sijen et al.
2001). Der Mechanismus der Bildung dieser sekundiren siRNAs wird als ,, Transitive RNAi“
bezeichnet. Dies kommt zustande, wenn denaturierte sSiRNAs an komplementire Sequenzen
binden und eine RNA-dependent RNA polymerase (RARP) eine neue doppelstringige RNA
herstellt, die wiederum den RNAi-Mechanismus aktiviert. Die transitive RNAi kann sogar
zwischen den Zellen iibertragen werden (Alder et al. 2003). Allerdings konnte sie bislang nur

in wenigen Organismen nachgewiesen werden.
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Ein groBer Nachteil der Anwendung der RNAi in Séugerzellen durch lange dsRNAs ist die
Aktivierung der Proteinkinase PKR und der 2’,5'-Oligoadenylatsynthetase (2°,5'-OAS).
Beide Proteine triggern die Interferonantwort der Zelle (Stark et al. 1998). Die Expression des
Interferons (INF) aktiviert die Transkription von hunderten von IFN-stimulierten Genen
(ISGs) durch die JAK-STAT Signalkaskade (Sledz et al. 2003). Viele der ISGs kodieren fiir
Proteine mit antiviralen Eigenschaften, wie zum Beispiel dem Resistenzprotein gegen das
Myxovirus (Influenza Virus) (Goodbourn et al. 2000; Haller et al. 2006). Die

Interferonantwort spielt eine wichtige Rolle bei der antiviralen Abwehr bei Vertebraten.

1.1.2.2 siRNAs

Hamilton konnte 1999 eine Akkumulierung von RNA-Molekiile mit einer Lédnge von etwa 25
nt feststellen. Diese waren ausreichend lang um den ,,posttranscriptional gene silencing®
(PTGS) Mechanismus zu aktivieren (Hamilton and Boulcombe 1999). Interessanterweise
aktivierten sie nicht die unspezifische Interferonantwort, weil sie zu kurz fiir die Bindung und
anschlieenden Aktivierung der PKR waren (Elbashir et al. 2002). Ein Jahr spéter konnte
gezeigt werden, dass transfizierte Zellextrakte von Drosophilas spezifische Nucleaseaktivitit
besitzen und exogene RNA-Molekiile, die homolog zu der transduzierten Sequenz sind,
spalten (Hammond et al. 2000). Die kurzen RNA-Fragmente mit einer Lénge von 21-23
Nukleotiden sind Spaltprodukte von langen dsRNA (Zamore et al. 2000). Diese ATP
verbrauchende Spaltung der doppelstringigen RNA bendtigt nicht die Ziel mRNA und wird
durch eine RNase III durchgefiihrt (Bass 2000). Diese hinterldsst siRNAs mit einem 2
Nukleotid 3" Uberhang mit einem 5° Phosphat- und 3" Hydroxyl- Ende (Elbashir et al. 2001).
Die siRNA wurde sehr schnell zu einer wichtigen Methode wegen der von ihr ausgeldsten
signifikanten Reduktion der Proteinexpression (Dorsett and Tuschl 2004). Schon kurz nach
ithrer Entdeckung wurde sie in Zellkulturen verschiedenster Herkunft angewendet (Caplen et
al. 2001; Elbashir et al. 2001) und seit dem ist sie nicht mehr aus der modernen Forschung

wegzudenken. (Patkaniowska 2005)

1.1.2.3 miRNAs
Eine weitere Gruppe regulatorischer RNAs sind die micoRNAs (miRNAs), die als endogen

exprimierte Ausloser von RNAIi agieren. Schon 1993 wurde eine der ersten miRNAs, lin-4, in
C. elegans von der Arbeitsgruppe von Ambros beschrieben. Lin-4 kodiert nicht fiir ein
Protein, sondern besitzt regulatorische Funktionen. Es wurde angenommen, dass diese

Regulation durch eine antisense RNA-RNA Interaktion vonstatten geht (Lee et al. 1993).
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Diese findet auch tatsdchlich statt, wie spiter herausgefunden wurde. Lin4 bindet zum
Beispiel unvollstindig an sieben Regionen der 3" untranslated regions (UTRs) der lin-14
mRNA, wodurch es zu einer Expressionshemmung des lin-14 kommt. Etwa ein Drittel der
miRNAs in C.elegans werden wirend der Entwicklungsphase exprimiert. miRNAs sind aber
nicht nur bei der Entwicklung wichtig, sondern sie spielen auch filir Stoffwechsel,
Proliferation und Zelltod eine wichtige Rolle (Vella and Slack 2005). Nachdem die Methode
der Isolation und Charakterisierung der miRNAs verbessert wurde, fand man kleine endogen
regulierende RNAs auch noch in vielen anderen Organismen, was eine regelrechte Lawine an
neu entdeckten miRNAs ausloste. (Lau et al. 2001; Lagos-Quintana et al. 2001; Lee and
Ambros 2001). Heute kann man hunderte von miRNAs von den unterschiedlichsten
Organismen in recht groen und stidndig ergéinzten Datenbanken im Internet finden, wie zum

Beispiel: miRBase http://microrna.sanger.ac.uk/
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1.1.3 Zusammensetzung des silencing Komplexes und Mechanismus der RNAi

1.1.3.1 siRNAs

siRNAs gelangen in den RISC-Komplex durch den so genannten RISC loading complex
(RLC). Dieser RLC enthilt im Lysat von Drosophilafliegen ein Heterodimer bestehend aus

SiRNA R2D2/Dcr-2 (Pham et al. 2004;
Tomari et al. 2004a; Tomari and

Bindung des R2D2/Dor-2 Zamore 2005). In humanen

Heterodimers an die siRNA

Zellextrakten besteht der Hetero-

dimer aus den Untereinheiten
TRBP/Dicer (Chendrimada et al.
2005; Gregory et al. 2005; Haase
et al. 2005). R2D2 bindet an dem

Holo-RISC Komplex

R
Die Entwindung der siRNA

beginnt an dem Dcr-2 Ende !

Der passanger-Strang dynamischen  Assymetrie be-
wird abgebaut

Ende der dopellstringigen siRNA,

das  thermodynamisch stabilere
Basenpaarbindungen aufweist.

Durch die Erkennung der thermo-

kommt die siRNA eine Orien-

Der 80S holo-RISC-Komplex mit tierung, bei der festgelegt wird,

geladener siRNA sucht die

komplementdre mRNA Sequenz welcher Strang spéter abgebaut
RISC wird und welcher Strang in den

RISC-Komplex gelangt (Tomari
Die Zusgmmepsetzung des .RISC—Ko.mpexes. n | et al. 2004b). In Siugerzellen
Drosophlla Fllegen (nach Review: Pespective: machines for RNAi
(YTornarl and P.D. Zamore, 2005)) Splelt der TRBP/cher Komplex

auch eine Rolle bei der Assoziation der ribonucleoprotein particles (RNPs). Generell wird ein
siRNA-enthaltender Effektor-Komplex als RISC und ein miRNA-enthaltender Effektor-
Komplex von einigen Autoren als miRNP bezeichnet (Mourelatos et al. 2002).

An die RNase III Doméne von Dicer kann nun das Ago2 Protein mit seiner Piwi Doméne
binden (Doi et al. 2003; Tahbaz et al. 2004). Ago2 gehort zur Argonautenfamilie, die
Sequenz- und Strukturdhnlichkeiten bei vielen Organismen aufweist. Urspriinglich wurden
die Argonauten als Proteine definiert, die jeweils zwei PAZ (Piwi Argonaute Zwille) und Piwi
Dominen enthalten (Cerutti et al. 2000). Deshalb findet man in der Literatur auch die

Bezeichnung PAZ and Piwi domain (PPD) proteins. Kristallstrukturanalysen haben gezeigt,
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dass die Piwi-Doméne eine RNase H dhnliche Struktur enthélt, die bei der spéter erlduterten
Spaltung der einzelstrangiger mRNA mitwirkt (Parker et al. 2004; Song et al. 2004).

Die Elimination des passanger-Stranges und Aktivierung des RISC-Komplexes kann auf zwei
Weisen erfolgen. Der passanger-Strang kann durch das Ago2 Protein gespalten werden
(Matranga et al. 2005; Rand et al. 2005) oder aber der siRNA duplex wird unter ATP-
Verbrauch durch eine Helikase entwunden z.B. Armitage (Tomari et al. 2004a). Der aktive
RISC-Komplex, auch , Holo-RISC* genannt (Pham et al. 2004) benétigt Mg**-Ionen, um als
Endonuklease katalytisch aktiv zu sein (Martinez and Tuschl 2004; Schwarz et al. 2004).
Wenn der aktive RISC-Komplex anhand des geladenen guide RNA-Stranges die dazu
komplementére mRNA Sequenz
gefunden hat, schneidet sie diese
(Elbashir et al. 2001), wobei sie fiir
diese von ihr katalysierte Reaktion kein
zusitzliches ATP bendtigt (Nykédnen et
al. 2001; Haley and Zamore 2004;
Martinez and Tuschl 2004; Rivas et al.
2005). Durch chemische Veranderungen

wurde die Funktionsweise der Spaltung

analysiert (Chiu and Rana 2003; Haley

and  Zamore  2004).  Nach einer Dicer Prozessierung einer dSRNA. Die blaue

Sch]aufenbﬂdung der siRNA mit der Ziel- und rote Farbe zeigt die alkalische bzw. saure Ladungen
des Giardia Dicer Proteins an. Die weiflen Pfeile deuten auf

mRNA, kommt die mRNA an das dem die scissile Phosphate hin, die in unmittelbarer Néhe der
katlytisch wichtigen Metallionen sind, die hier griin

zehnten Phosphodiesterbindung des guide- dargestellt sind. Der Stern zeigt die Bindungsstelle des
3’Uberhangs in der PAZ Doméne.((Aus: Structural basis

Stranges der siRNA ge genﬁberlie gende for double-stranded RNA processing by Dicer. (MacRae et

al. (2006).)
aktive Zentrum (Elbashir et al. 2001b).

Dieses aktive Zentrum enthdlt zwei als ,scissile phosphates* bezeichnete aktive
Phosphatgruppen, die aber nur eine Phosphodiesterbriicke spalten konnen (MacRae et al.
2006). Die Spaltung mit RISC hinterldsst ein 5'Phosphat- und ein 3'Hydroxyl- Ende
(Martinez and Tuschl 2004). Die derart gespaltene mRNA wird anschlieBend vollstindig
abgebaut. Das 5" mRNA-Fragment wird rasch von ihrem 3" Ende her durch das Exosom und
das 3" mRNA-Fragment von ihrem 5" Ende durch XRN1 abgedaut (Orban and Izaurralde
2005). RISC ist ein ,multiple-turnover RNAi enzyme complex* (Hutvagner and Zamore
2002). Das bedeutet, dass die geladene siRNA im RISC-Komplex nach dem Schneiden einer
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mRNA intakt bleibt und der Komplex weiterhin aktiv ist, um die ndchste komplementire

Ziel-mRNA zu suchen und zu prozessieren.

1.1.3.2 miRNAs

Die meisten Eukaryoten verfiigen in ihrem Genom Sequenzen, die miRNAs codieren. Diese
werden von der RNA-Polymerase Il in die sogenannten primiren miRNAs (pri-miRNAs)
transkribiert. Diese Transkripte werden durch die im Zellkern vorkommende RNase III
Drosha und dem DiGeorge syndrome critical region 8 (DGCR8) Protein innerhalb eines als
,Microprozessor bezeichneten Komplex in Haarnadeln von 60 bis 70 nt Léinge, den
precursor oder Vorldufer-miRNAs (pre-miRNA), gespalten.

Nach dem Export der pre-miRNA aus dem Zellkern in das Cytoplasma durch den Ran-GTP
abhingigen Exportin-5 Transporter, wird sie durch die RNase III Dicer in einen nicht perfekt
komplementdren Duplex von 21-24 nt gespalten. Das Dicerenzym braucht das
Htransactivating response RNA-binding protein (TRBP) im sogenannten pre-miRNA
prozessierenden Komplex. Nach Strangselektion und Separation werden die etwa 22 nt langen
reifen miRNAs durch den Ribonucleoprotein (miRNP)-Komplex, das auch Argonaute 2
(Ago2) enthélt, zur spezifischen mRNA dirigiert. Je nachdem, ob die miRNA-mRNA
Basenpaarung nur teilweise oder vollstindig passt, wird die Translation der mRNA

unterdriickt oder die mRNA gespalten und gleich darauf abgebaut.

1.2 s1/sh RNA Bibliotheken

Die Entwicklung von Methoden zur Induktion von RNAi ermoglicht funktionelle
Genanalysen in einer Vielzahl von Organismen.

RNAi wird zur systematischen Analyse in Form von high-throughput screens (HTS)
verwendet. Hierzu gebraucht man RNAi-Bibliotheken, die in der Lage sind, effizient Gene
auszuschalten, um biologische Abldufe zu untersuchen und besser zu verstehen (Miyagishi
and Taira 2003). Die erste groBe systematische Untersuchung an C. elegans mittels einer
RNAI Bibliothek erfolgte im Jahr 2000. Dabei wurden Nematoden mit Bakterien gefiittert, die
zuvor mit einem Vektor transformiert wurden, in denen Fragmente des Nematodengenoms
kloniert sind. Durch zwei entgegengesetzte Promotoren wurde intrazelluldr doppelstringige
RNA erzeugt, die bei der Aufnahme durch C. elegans RNA1 induzierten. Dadurch konnte man
funktionelle Analysen durchfiihren und viele Genfunktionen identifizieren und zuordnen

(Fraser et al. 2000, Kamath et al. 2001/2003).
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,»Gene silencing“-Studien in Sdugerzellen bendtigen die dauernde Anwesenheit des RNAi-
Triggers in der Zelle, was durch eine Pol III-Promotor-vermittelte Transkription von
si/shRNAs erreicht werden kann. Die meisten Expressionssysteme lassen sich in zwei
Gruppen einteilen: eine, in der der Sense und Antisense-Strang getrennt transkribiert wird
(Tandem-Struktur) und eine in dem der Sense mit dem Antisense-Strang durch eine

Loopsequenz verbunden ist (Hairpin oder Haarnadel-Struktur).

4 -Wmnnnnnn—

Transkript (RNA): q|||||||||||||||||| qIIIIIIIIIIIIIIIIII

T
.M SRNA

it (RNA): qIIIIIIIIIIIIIIIIII 7e SiRNA
e ' qIIIIIIIIIIIIIIIIII > 'M

C
Loop-Sequenz
4 — I—

Loop

) qIIIIIIIIIIIIIIIIII FETTETETTITTITTTr T —
Transkript (RNA): f shRNA
/4

Expression des RNAi Triggers: A. + B. Sense und Antisense warden getrennt transkribiert
C. Sense und Antisense sind mit einer Loopstruktur verbunden

Vergleiche der Effektivitit beider Formen werden in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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1.2.1 Chemisch und enzymatisch hergestellte siRNAs

Die ersten Bibliotheken waren lange dsRNAs mit einer Grofle von etwa 1-2 kb. Diese
konnten allerdings nur sehr begrenzt eingesetzt werden, da in hoheren Organismen die langen
dsRNAs einen unspezifischen Abbau der RNAs einleiten (Interferonantwort) (Elbashir et al.
2001). Nachdem aber gezeigt wurde, das 2Int lange doppelstringige RNAs die einen 2nt
langen 3" Uberhang haben (siRNA), diesen Mechanismus zum Schutz gegen virale
Infektionen nicht auslosen, jedoch noch aktiv die Genexpression hemmen kdnnen, begannen
viele Arbeitsgruppen mit der Verwendung chemisch synthetisierter siRNAs (Caplen et al.
2001).

Der Sense und Antisense-Strang wird dabei getrennt synthetisiert, hybridisiert und mittels
chemischen oder physikalischen Methoden wie Transfektionsreagenzien, Elektroporation
oder Microinjektion, in die Zielzellen gebracht.

Man konnte dadurch ,,hohe Durchsatz Untersuchungen® durchfithren und die funktionellen
siRNAs charakterisieren. Da die chemische Synthese von siRNAs sehr kostenintensiv ist,
versuchte man mittels Algorithmen die Wahrscheinlichkeit, wirksame siRNAs herzustellen,
zu erhohen (Scherer and Rossi 2003, Khvorova et al. 2003, Reynolds et al. 2004, Schwarz et
al. 2003). Durch Computeranalysen werden Gen-codierende Sequenzen im Genom gesucht,
gegen die man siRNAs generieren kann, aber trotz der gewaltigen Fortschritte, die man auf
diesem Gebiet aufweisen kann, werden immer noch nicht alle gefunden oder es treten
unerwartete und nicht vorhersehbare Splicemoglichkeiten auf (Rinn et al. 2003). Bei der
Isolierung von cDNAs konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass etwa neun Prozent der
identifizierten Gene nicht durch Computeranalysen des bekannten Genoms von C. elegans
vorausgesagt wurden (Reboul et al. 2003).

Viele Bibliotheken verwenden mehrere siRNAs gegen ein Gen, um gleiche Phénotypen durch
verschiedene siRNAs zu erhalten und um die Effizienz zu erhdhen. Obwohl das mit
Mehrkosten und mit mehr Arbeitsaufwand verbunden ist, hat es doch den Vorteil, dass durch
mehrere gleiche Effekte die von der Expressionshemmung eines Gens hervorgehen, ein ,,off-
target“-Effekt nahezu ausgeschlossen werden kann. Solche Effekte treten dann auf, wenn eine
siRNA auf mehrere mRNAs passt (Downward et al. 2004/5).

Synthetische siRNA Bibliotheken sind teuer, nicht amplifizierbar und wenig robust.

Eine Alternative hierzu bilden siRNA Bibliotheken, die durch die Spaltung der mRNA durch
Dicer oder RNase III aus E coli hergestellt werden (Calegari et al. 2002). Obwohl Dicer im
endogenen RNAi System die langen doppelstringigen RNAs in 21-23 bp lange siRNAs
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schneidet (Hannon 2002), hat sich die Verwendung von RNase III aus E coli in im vitro-
System als effizienter zur Generierung von siRNAs erwiesen (Yang and Erickson 2000). Die
als esiRNA (endoribonuclease-prepared siRNA) bekannt gewordene Methode wurde
erfolgreich in Sdugerzellen getestet und angewandt (Yuang et al. 2002; Kittler et al. 2004).

1.2.2 RNAi-Expressionssysteme

2001 wurde in C. elegans ein Mechanismus beschrieben, mit dessen Hilfe die sogenannten
sekundédren siRNAs entstehen. Diese sind siRNAs, die durch einen Amplifikationsschritt
mittels der RNA-directed RNA Polymerase (RARP) entstechen. Die primédren siRNAs
fungieren dabei als Primer der RARP so das die Ziel m-RNA gleichzeitig als Matrize zur
Bildung von langen doppelstringigen RNAs dient, die wiederum in den RNAi1 Mechanismus
eintreten konnen (Sijen et al. 2001). Ein weiteres interessantes Phdnomen ist die systemische
RNAIi, wobei dsRNA interzelluldr durch das Transmembranprotein SID-1 weitergegeben
werden konnen, so dass man RNAI in Zellen beobachten kann, die urspriinglich nicht durch
siRNAs transfiziert wurden (Winston et al. 2002).

Da Saugerzellen weder die endogene Amplifikation von siRNAs noch die systemische
Weiterreichung der RNAi Ausloser besitzen, sind die durch siRNAs erzielten Effekte zeitlich
begrenzt. Diese transitive Eigenschaft wird durch Zellteilung und zusétzlichen Abbau der
RNAI Induktoren noch verstérkt. Fiir viele Experimente reicht eine kurzzeitige Inhibierung
der Genexpression nicht aus. Eine intrazelluldre stabile Expression von siRNAs, shRNAs
sowie miRNAs wurde durch das Einbringen von Expressionsplasmiden in Zielzellen erreicht.
Fiir die Generierung von siRNAs und shRNAs werden meist die RNA Polymerasen III (Pol
IIT) U6 und H1 verwendet. (Paule et al. 2000; Myslinski et al. 2001)

Man kann die RNA die von Pol III —Promotoren im Vektorsystem fiir die RNAi synthetisiert
werden in zwei groBe Gruppen einteilen (Review J. Clark and S. Ding 2006):

Zum einen die Tandem-Expression und zum anderen die Haarnadel (oder Hairpin)-
Expression.

Im Jahr 2002 verdffentlichte die Arbeitsgruppe von John Rossi eine Methode zur Herstellung
von Tandemtranskripten, wobei auf einem Plasmid zwei U6 Promotoren Sense und Antisense-
Strang der siRNA transkribierten. Sie konnten zeigen, dass mit dieser Methode der RNAI1 die
Expression des EGFP-Reportergens von transfizierten 293 Zellen um etwa 90 % gehemmt

werden kann (Lee et al. 2002).
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Eine Optimierung dieser Transkription erfolgte durch die Gegeniiberstellung zweier Pol III-
Promotoren, die dann dieselbe Sequenz einmal von der Sense-Seite und einmal von der
Antisense-Seite transkribierten. Dieser duale siRNA Expressionsvektor (pDual) der von
Zheng et al. entwickelt wurde, verwendet zur Vermeidung von ungewollten
Wechselwirkungen zwischen den Promotoren zwei unterschiedliche Pol III Promotoren (H1
und U6). Dieser Vektor wurde auch in dieser hier vorliegenden Arbeit verwendet, getestet
und mit anderen Methoden verglichen. Zheng zeigte mit diesem Vektorsystem pDual eine
Reduktion von Luciferase um 70-90 % (Zheng et al. 2004). Hiermit schien nun der Weg zur
einfachen Generierung einer beliebigen Bibliothek geebnet, die noch von etlichen
Arbeitsgruppen aufgegriffen und verbessert wurde (Rui et al. 2005), pHippy (Kaykas et al.
2004). Ein Jahr spiter wurde von Chen et al. eine auf dasselbe Prinzip beruhende, vollig
randomisierte Bibliothek verdffentlicht. Die erreichte Komplexitit wurde auf etwa 5 x 10°
geschétzt, wobei sie 50 ug Ausgangsplasmid verwendeten (Chen et al. 2005).
Bei der Haarnadel oder Hairpin Expression wird der Sense und der Antisense-Strang, die
durch eine Loopsequenz voneinander getrennt sind, von einem Promotor transkribiert. Das
hat den grofen Vorteil, dass sich die Strange nicht erst in der Zelle finden miissen, bevor sie
hybridisieren kdnnen.
Einen wichtigen Beitrag zur Etablierung dieser Art von RNAi Ausloser ist von der
Arbeitsgruppe von David Engelke geleistet worden, in dem sie zeigen, dass eine als siRNA
funktionelle Sequenz gegen Lamin A/C auch als ein einziges Transkript eines Pol III
Promotors bei dem der Sense und Antisense-Strang durch vier Basen voneinander getrennt
sind, eine vergleichbare Funktionalitit aufweist (Paul et al. 2002). Diese Loopstruktur der
transkribierten so genannten short hairpin RNA (shRNA) wird von Dicer gespalten. Die so
gebildete funktionelle siRNA ist dann fiir die Beladung des RISC-Komplexes verfiigbar.
Viele Arbeitsgruppen haben sich seitdem mit der Generierung von shRNA Bibliotheken
befasst. Die meisten gehen von cDNA aus, um diese in mehreren Schritten in die gewiinschte
Form von Sense- Loop- Antisense zu bringen, damit bei der Transkription dieser Vektoren,
funktionelle shRNAs gebildet werden konnen.
Einige dieser Techniken sind: REGS (Sen et al. 2004), EPRIL (Shirane et al. 2004), SPEED
(Luo et al. 2004). Das Herstellungsprinzip ist aber bei allen stets dhnlich:

A) Zundchst wird die cDNA mittels Restriktionsenzyme oder DNase I in

Fragmente geschnitten, die einen Uberhang haben, an die man einen Loop

ligieren kann.
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B) Der Loop, der an die cDNA ligiert wird, ist so aufgebaut, dass er durch einen
Verdau verkiirzt werden kann, so dass die Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms spédter den Loop bildet. Zusitzlich enthélt der Loop auch
die Erkennungssequenz fiir das Enzym Mme L.

C) Mittels dem Restriktionsenzym Mme [ wird die cDNA geschnitten. Dieses
Enzym schneidet die an den Loop ligierte cDNA in die gewiinschte Linge von
21 Nukleotiden und hinterlisst einen zwei Nukleotid langen Uberhang.

D) An dem vom Mme I produzierten Uberhang wird ein Adapter ligiert.

E) Ausgehend von diesem ,,Adapter* wird der komplementire Strang mittels einer
DNA Polymerase synthetisiert.

F) Das erhaltene Produkt wird geschnitten und in einen Expressionsvektor hinter

einem Pol III Promotor kloniert.

(Review J. Clark and S. Ding 2006)

A) BamHI
Mmel
——
p
[
B) Lan | +
®
/\ Mmel
©) m m
| |
—
Mmel\/
Mogliche Adapter:
D)
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E)
I I — I e,
I [ — [ [TTTT]
L My
[ [ — I [ %
F)

Loop-Sequenz

Loop

) qIIIIIIIIIIIIIIIIII CTTEETTETTITTTT T —
Transkript (RNA): / shRNA
4

Die neuste Entwicklung der RN Ai-Bibliotheken bilden die ,,second generation shRNA
libraries* (Chang et al. 2006). Hier werden microRNA &dhnliche Strukturen verwendet,
indem die shRNA Sequenz sowohl am 5°- als auch am 3" Ende von einer miR30
Sequenz eingerahmt wird. Auch die Loopstruktur entspricht der natiirlich
vorkommenden miR30 Sequenz. Als Ergebnis wurde eine Erh6hung der Expression
von reifen synthetischen miRNAs um das 12-fache nachgewiesen (Silva et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wird im Ausblick noch auf die moégliche vereinfachte

Herstellung dieser Methode eingegangen.
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1.3.1 Lentivirale Vektoren

1.3.1 Charakterisierung

Lentiviren [lentus (lat.) = langsam] gehoren zur Familie der Retroviridae. Charakteristisch fiir
Retroviridae ist die Fahigkeit, ihr RNA-Genom in DNA umzuschreiben und es dann in das
Wirtsgenom als Provirus zu integrieren. Die Besonderheit der Lentiviren besteht in ihrer
Féhigkeit, mit ihrem Preintegrationskomplex die intakte Kernmembran von sich nicht
teilenden Zellen zu passieren. Diese Eigenschaft ermoglicht es Lentiviren, ein weites
Spektrum an Zellen zu infizieren, die in der GO oder G1 Phase sind. Wichtige Zielzellen
konnen dabei Nervenzellen, Muskelzellen, Makrophagen sowie hidmatopoetische

Stammzellen bilden.

Lentiviren besitzen eine GroBe von 80-100 nm. Ihr diploides Genom, das zwischen 7 und 10
kb lang ist, besteht aus zwei Kopien einzelstringiger RNA. Wichtig fiir die Vermehrung des
Virus sind die Strukturenzyme Gag (group-specific antigen) sowie die Replikationsenzyme:
Protease (pro) RNase H, reverse Transkriptase und Integrase (pol). Das Virion wird durch die
Wirtszellcytoplasmamembran, die aus zwei Untereinheiten bestehende viralen Proteine Env
enthdlt, verpackt. Im Wirtsgenom wird das Provirus durch die sogenannten long terminal
repeats (LTR) flankiert. Diese sind notwendig flir die Regulation der viralen Genexpression.
Die 5'LTR reguliert die Transkription durch die zelluldre Polymerase II, wirend die 3'LTR
fiir die Polyadenylierung verantwortlich ist. Ungespleifite, einfach und vielfach gespleifite
virale RNAs gelangen ins Cytoplasma der Wirtszelle und werden dort in virale Proteine
translatiert. Wichtige Proteine sind dabei die Transaktivatoren Tat und Rev. Der virale
Transkriptionstransaktivator (Tat) aktiviert den 5'LTR Promotor, wiahrend Rev mit einer
Region die als Rev responsive element (RRE) bezeichnet wird, interagiert. Rev ist
verantwortlich fiir die Menge der fiir das Spleiflen sowie fiir den Export ins Cytoplasma (gag,
pol, env) zur Verfligung stehenden RNA.

1.3.2 Gentransfer durch lentivirale Vektoren

Die Entwicklung von lentiviralen-Vektor-Systemen basiert hauptsdchlich auf der
Modifikation des HIV-Genoms. Dabei ist man darauf bedacht, die biologische Sicherheit zu
gewdhrleisten.

Aus diesem Grund wird die Expressionskassette, die fiir cis-aktive Sequenzen, die fiir die

Verkapselung der reversen Transkription, die Integration in das Wirtsgenom und die RNA
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Prozessierung (z.B. RRE), auf ein sogenanntes Transgenplasmid kodiert. Die transaktiven
Sequenzen fiir pro, pol, tat und rev sowie env werden auf ein zweites bzw. drittes Plasmid
gebracht (Miller et al. 1993).

Um virale Vektorpartikel zu generieren, werden alle drei Konstrukte in dieselbe Zelle
transduziert (Naldini et al. 1996). Da nur das RNA-Transkript des Transgenplasmids in die
entstehenden Viruspartikel verpackt wird, kann das entstechende Virus nur ein einziges
Infektionsereignis tatigen.

Das verwendete Transgen-Plasmid dcHI1-SR besitzt ein 5° LTR, gefolgt von einer
unvollstindigen gag-Sequenz, die das Verpacken verstdrken soll. Ein anschlieBender SFFV-
Promotor (spleen focus forming virus immediate early promoter) verstirkt die Expression
eines red fluorescence protein (RFPs). Die Deletion sowie eine Klonierungsposition in der
U3-Region der 3'LTR bewirkt die Inaktivierung des 5'LTRs sowie die Verdopplung der
klonierten Sequenz (hier eine RNA-Pol III-shRNA-Kassette) nach Integration des Transgen-
Plasmids in das Wirtsgenom. Ein Verpackungssignal (W) ermdglicht die Enkapsidation des
Transgen-Plasmids (Scherr et al. 2003).

Das Verpackungs-Plasmid pCMVAS8.9.1 kodiert virale Strukturelemente sowie die pro- und
pol-Gene. Das Verpackungssignal ist deletiert, und die LTRs wurden 5" durch einen starken
humanen CMV-Promotor und 3’durch einen Polyadenylierungsignal ersetzt (Naldini et al.
1996).

Durch eine transiente Transfektion der drei Plasmide in 293T-Zellen koénnen virale
Zellkulturiiberstinde produziert werden. Die viralen Partikel beinhalten das Transgen-

Plasmid.

Kotransfektion Transgenplasmid
dcH1shRNA-SR
Hillplasmid
pMD.G
cMmv poly A
SD SA H1-RNA promoter shRNA
Verpackungsplasmid
pCMVARS.9.1
RRE
S PRO POL T — TW-
N+— ReEV—>
SD SA
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Die Spezifitit des Virus fiir bestimmte Zelltypen ist durch die Interaktion seiner Hiillproteine
mit Rezeptoren der Zellmembran festgelegt. Die Modifikation der Hiille viraler Partikel durch
Einbau verschiedener Glycoproteine wird auch Pseudotypisierung genannt. Ein drittes
Plasmid, das fiir das Vesikulédre-Stomatitis-Virus-Glykoprotein (VSV-G) kodiert, erhoht die
Infektiositit der viralen Partikel fiir eine breite Palette von Zelltypen. Das VSV-G bindet an
ein Phospholipid der Zellmembran und initiiert die Fusion mit der Virushiille (Burns et al.
1993). Durch VSV.G pseudotypisierte virale Partikel konnen durch Ultrazentrifugation
aufkonzentriert werden. Die Hiillproteine verleihen dem Virion somit nicht nur mechanische
Stabilitdt, sondern erweitern auch das Infektionsspektrum.

Durch eine transiente Transfektion dreier Plasmide in 293T-Zellen, kOnnen virale
Zellkulturiiberstinde produziert werden. Die viralen Partikel beinhalten das Transgen-

Plasmid.

1.4 Interleukin 3 (IL-3) abhingige Signalkaskaden in 32D Zellen
32D Zellen sind IL-3 abhéngig und stammen urspriinglich aus dem Knochenmark von C3He/J

Mausen die intravends mit dem Friend murine leukemia Virus infiziert wurden (Greenberger
et al 1980; Greenberger et al. 1983). Sie werden als immortalisierte ,,normale®
hidmatopoetische Progenitorzellen fiir viele Versuche verwendet. 32D Zellen konnen durch
das Absetzen von IL-3 und Zugabe von physiologischen Faktoren wie Erytropoietin (Epo),
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), zu reifen Zellen ausdifferenzieren. (Migliaccio et al. 1989)

Zur Positivselektion der si/shRNA Bibliothek wurden 32D Zellen verwendet, denen man den
Faktor entzogen hat. Dabei war es von Interesse, Gene zu finden, die ein faktorunabhéngiges

Wachstum ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamid (19:1)

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

ATP

BES(N,N-bis (2-Hydroxyethyl)-2 aminoethansulfonsiure)
BigDye

Bio Rad Protein Assay

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serumalbumin)
Calciumchlorid

Chloroquine C18H26C1N3

Dithiothreitol (DTT)

DMEM with Glutamax-1

Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA (N,N,N,N-Ethylendiamintetraacetat)
Essigséure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (fotales Kalbsserum)

Ficoll 400

Glycerol

Glycin

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Hepes (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsiure)
Lipofectamine 2000 Reagent (1mg/ml)
Luciferin-Natriumsalz

Lysozym

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Magermilchpulver

Methanol

Natriumacetat

Natrium Butyrate

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Nonidet-P-40

ONPG (o-Nitrophenyl-f-D-Galactopyranosid)
PBS (phosphate buffered saline)

Pefabloc

Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

BioRAD
Gel Seakem ME
Merck
Sigma
Invitrogen
Sigma
Applied Biosystems
Bio Rad
Serva

NEB / Bio Labs
Merck
Sigma
Sigma
Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Gibco
Fluka
Serva
AppliChem
J.T.Baker
Merck
Merck

ICN
Invitrogen
AppliChem
Sigma
Merck
Merck
Serva
J.T.Baker

Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Gibco
Boehringer
Merck
Invitrogen
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Poly-L-Lysin (0,01 %)
Protease-Inhibitor-Tabletten
Rnasin Rnase-Inhibitor (40 U/ul)
RPMI 1640 mit L-Glutamin
Saccharose

Salzsdure

SDS (Sodium Dodecyl Sulfat)
STI 571

Stopppuffer (5x) DNA fiir EV 10 ml, 11g Sucrose, 0,1 M EDTA

25 mg Bromphenolblau

TBE (10x) 0,089 M Tris, 0,089 M Borséure, 0,002 M EDTA pH 8,3

TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin)
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton-X-100

Trizol UltraPure 100 ml

Trypanblau (Stammlsg. 0,5g/100ml NaCl 0,9%)

Gebrauchslésung: 1:10 verdiinnt mit 0,9% NacCl, + 3% Essigsédure

Trypsin
Tween 20

Western Lightning Chemilumineszenz Reagent Plus

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Galactosid)
Xylencyanol

2.1.2  Molekulargewichtsstandards

10 bp DNA-Leiter

DNA Molecular Weight Marker I-VIII
Prestained SDS-PAGE low range protein marker
Stoppuffer (5x) DNA fiir EV 10 ml, 11g Sucrose,
0,1M EDTA, 25mg Bromphenolblau

2.1.3 Kits

Brilliant QPCR Master Mix

ECL (enhanced chemiluminescence Kkit)
QIAamp DNA Blood Minikit

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen Plasmid Mini und Maxi Kit
Qiagen-spin PCR Purification Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
SequenzeirPCRAufreinigungs Kit
Rapid Ligation Kit, T4 DNA Ligase
Quick Ligation Kit

Sigma

Roche
Promega

Gibco

Merck
Riedel-de-Haen
Merck

Novartis

Sigma
AppliChem
Sigma
Invitrogen
Sigma

Biochrom
Serva
PerkinElmer
Sigma
Merck

Invitrogen
Roche
Biorad

Stratagene
Amersham
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Roche
BioLabs
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2.1.4 Verwendete Enzyme

Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma NEB bezogen.

Name: Accl Schnittmuster (5'=2 3°): GT-MKAC
Puffer: NEB 4 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Acil Schnittmuster (5°2 3%): C-CGC
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: BamHI Schnittmuster (5°= 3°): G-GATCC
Puffer: BamHI-Puffer Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Bg/ll Schnittmuster (5'> 3'): AGATCT
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: BsaHI Schnittmuster (5°= 3°): GR-CGYC
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: BsmBI Schnittmuster (5°2 3"): CGTCTC(N),-
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 55 °C

Name: BstXI Schnittmuster (5°= 37): CCANNNNN-NTGG
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 55 °C

Name: Clal Schnittmuster (5= 3°):AT-CGAT

Puffer: NEB 4 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: EcoRI Schnittmuster (5'= 3°): G-AATTC
Puffer: NEB 3 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Eco01091 Schnittmuster (5°=2 3%): RG-GNCCY
Puffer: NEB 4 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Hindlll Schnittmuster (5'= 3%): A-AGCTT
Puffer: NEB 2 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Hincll Schnittmuster (5= 3): GTY-RAC
Puffer: NEB 3 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: HinPI1 Schnittmuster (5°= 3%): G-CGC
Puffer: NEB 2 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Hpall Schnittmuster (5'2 3°): C-CGG
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: HpyCH4IV ~ Schnittmuster (5" 3): A-CGT
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Kpnl Schnittmuster (5'> 3"): GGTACC
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C
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Name: Myl Schnittmuster (5'=2 3"): GAGTC(N)s-
Puffer: NEB 4 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Mmel Schnittmuster (5°2 3"): TCCRAC(N)yo-
Puffer: NEB 4 + SAM Temperaturoptimum: 37°C
Name: Narl Schnittmuster (5°=2 3°): GG-CGCC
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Ncol Schnittmuster (52 3): C-CATGG
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Nhel Schnittmuster (5'= 3"): GCTAGC
Puffer: NEB 4 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Notl Schnittmuster (5'2 3"): GC-GGCC-GC
Puffer: NEB 3 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Pmel Schnittmuster (5°=2 37): GTTT-AAAC
Puffer: NEB 4 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Pstl Schnittmuster (5'=2 3%): CTGCA-G
Puffer: NEB 3 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Sacl Schnittmuster (5°= 3°): GAGCT-C
Puffer: NEB 1 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Sacll Schnittmuster (5'> 3"): CCGC-GG
Puffer: NEB 4 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Sal/l Schnittmuster (5°= 3°): G-TCGAC
Puffer: eig. Puffer =~ Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Sfol Schnittmuster (5'2 3'): GGC-GCC
Puffer: NEB 2 Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Smal Schnittmuster (5'> 3°): CCC-GGG
Puffer: NEB 4 Temperaturoptimum: 25 °C

Name: SnaBl Schnittmuster (5°= 3°): TAC-GTA
Puffer: NEB 4 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Spel Schnittmuster (5= 3%): A-CTAGT
Puffer: NEB 2 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Stul Schnittmuster (5'= 3%): AGG-CCT
Puffer: NEB Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Tagal Schnittmuster (5'=2 3): T-CGA

Puffer: NEB 3 +BSA Temperaturoptimum: 65 °C
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Name: Xbal Schnittmuster (5°= 3°): T-CTAGA
Puffer: NEB 2 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

Name: Xhol Schnittmuster (5'> 3°): C-TCGAG
Puffer: NEB 2 + BSA Temperaturoptimum: 37 °C

SAP (shrimp alkaline phosphatase)
T4-DNA-Ligase

Mung Bean Nuclease,

Klenow,

dNTPs (Desoxy-Nukleotid-Triphosphate)
DNase I (10 U/ul)
T4-Polynukleotid-Kinase (PNK)

2.1.5 Sonstige Materialien und Geréte

ABI PRISM 310 System

Autoklav

Bacillol

Bakterienschiittler

Biofuge 13

BioRad Protein Assay

Blockthermostate

Blotkammer

Brutschrank fiir die Zellkultur

Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (steril)
Elektrophorese-Apparaturen

Eppendorf Thermomixer comfort

FACS

Falcon Tubes (50/15ml)

Filmentwickler

Fluoreszenzmikroskop TE300

Gelkamera MP4 Land Camera

Heizblock

Immobilon-P-Membran

Kleenex/Kimtech
Kryoréhrchen
Kiihlzentrifuge
Lichtmikroskope: Axiovert 25
Olympus CK2
Lumat

Megafuge 1. OR
Mikrotiterplatten-Spektralphotometer
Nitrocellulose Membran

PAA-Gele

PCR Gerite

Penicillin/Steptomycin

Amersham
NEB

NEB

Roche
Invitrogen/AB
Roche
BioLabs

Applied Biosystems
Getinge

Bode

Gerhardt

Heraeus Sepatech
Biorad

Kleinfeld Lab.Technik
Multiphor IT
Heraeus

Sarstedt

Biorad
Eppendorf
Becton Dickinson
Greiner

Protec

Nikon Eclipse
Polaroid
Eppendorf
Millipore
Kimberly-Clark
Nunc

Beckman J2-MC
Carl Zeiss Jena
Optical

Berthold

Heracus

MWG
Amersham Biosciences
Biorad

Biometra
Seromed
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pH-Meter Basic Meter PB-20
Realtime Quantitative PCR ABI Prism 7700
Roti-Blue

Rotoren (JA 10, JA 20)
Rontgenfilme
Semi-Dry-Blot-Kammer
Sequenziergeridte ABIPrism
S.0.C.

Spektralphotometer

Spritzen (50ml)

Sterilbénke

Sterilfilter Millex-HV 0,45 pm
Thermocycler

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge Optima LE-80K
UV Transilluminator

Vortexer: Vortex-genie 2

Heidolph
Eppendorf Thermomixer comfort
Eppendorf Thermomixer 5436

Wasserbad
Whatman Papier
96-well Optical Reaction Plate
Zellkulturschalen, Zellkulturflaschen
Zellzéhlgeridt Beckman Coulter AC.T8
Zellzahlkammer 0,1mm Tiefe 0,0025 mm? Neubauer
Zentrifugen: 5417R
Eppendorf Centrifuge 5415D
Biofuge 13
Megafuge 1.0R
BeckmanUltrazentrifuge
Optima LE-80K Ultrazentrifuge,
Kiihlzentrifuge

2.1.6 Nahrmedien fur Bakterien

LB-Medium:

10 g Bactotrypton, 5 g Hefeextrakt und 10 g NaCl wurden auf 1000 ml mit dest. Wasser
aufgefiillt und autoklaviert. Die Zugabe von Antibiotika zur plasmidspezifischen Selektion

erfolgte unmittelbar vor Inkulturnahme.

LB-Agarplatten:

1 1 LB-Medium wurde mit 15 g Agar versetzt und autoklaviert. Zur Selektion
plasmidpositiver Klone wurde das erforderliche Antibiotikum nach Abkiihlung auf unter 60
°C zugefiigt und der Ansatz in Petrischalen ausgegossen. Nach dem Aushirten wurden die

Platten bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Sartorius

Applied Biosystems
Roth

Beckman
Amersham
BioMetra

Applied Biosystems
Invitrogen

MWG

Fresenius

BDK

Millipore

Biometra
Eppendorf
Beckman

UVP inc.

Scientific Industries

REAX top
Eppendorf AG
Eppendorf AG

BLB

Applied Biosystems
Greiner
Beckman

Eppendorf
Eppendorf
Heraeus
Heraeus

Beckman, USA
Beckman J2-MC
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Ampicillin D[-]a-Aminobenzylpenicillin Sigma
(MW: 371,4g/mol)
LB Broth LENNOX L Broth Base Invitrogen/Cambrex

Bio Science Rockland Inc., Rockland, Me USA
S.0.C Invitrogen

2.1.7 Oligonukleotide:

Mut.H1-1FP:

5'-GGG AAT CTT ATA AGT TCT GTA TGA GAC TTA AGA TCT AAG CTT ATC GAT ACC GTC GAC CTC-3’
Mut.H1-1RP:

5"-CGA GGT CGA CGG TAT CGA TAA GCT TAG ATC TTA AGT CTC ATA CAG AAC TTA TAA GAT TCC C-3°
Mut.H1-2FP:

5"-GGG AAT CTT ATA AGT TCT GTA TGA GAC TTA ATT AAT AAG CTT ATC GAT ACC GTC GAC CTC G-3’
Mut.H1-2RP:

5"-CGA GGT CGA CGG TAT CGA TAA GCT TAT TAA TTA AGT CTC ATA CAG AAC TTA TAA GAT TCC C-3
Mut.U6-1FP:

5"-CGA TTT CTT GGC TTT ATA TAT CTT GTG GAA GTT TCG AAA CAC CGT CGA CGG GTC TAG AGC GG-3’
Mut.U6-1RP:

5"-CCG CTC TAG ACC CGT CGA CGG TGT TTC GAA ACT TCC ACA AGA TAT ATA AAG CCA AGA AAT CG-3’
Mut. U6-2FP:

5"-CGA TTT CTT GGC TTT ATA TAT CTT GTG GAA GTT TAA ACA CAC CGT CGA CGG GTC TAG AGC GG-3’
Mut.U6-2RP:

5"-CCG CTC TAG ACC CGT CGA CGG TGT GTT TAA ACT TCC ACA AGA TAT ATA AAG CCA AGA AAT CG-3’
H1-GFP-Bam-FP:

5"-TAA AAA GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTT GGA TCC AAA CTT CAG GGT CAG CTT GCC TTT TT-3
HI1-GFP-Bam-RP:

5"-AAA AAG GCA TGA CCC TGA AGT TTG GAT CCA AAC TTC AGG GTC AGC TTG CCT TTT TAA T-3°
HI1-GFP-WT-FP:

5"-TAA AAA GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTT CAA GAG AAC TTC AGG GTC AGC TTG CCT TTT T-3°
HI1-GFP-WT-RP:

5"-AAA AAG GCA AGC TGA CCC TGA AGT TCT CTT GAA ACT TCA GGG TCA GCT TGC CTT TTT AAT-3"
U6-GFP-FP:

5"-AAA CAA AAA GGC AAG CTG ACC CTG AAG TTT GGA TCC AAA CTT CAG GGT CAG CTT GCC TTTTTA
ATT AA-3

H1-GFP-Bam-FP:

5"-TTA ATT AAA AAG GCA AGC TGA CCC TGA AGT TTG GAT CCA AAC TTC AGG GTC AGC TTG CCT TTT
TGT TT-3

Linker(F):
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5’-TAA GTA TAC CCG GGC AGT ACG TAG TTT AAA CGT T-3'

Linker(R):

5-AAC GTT TAA ACT ACG TAC TGC CCG GGT ATA CTT AAT-3’

shRNA:

5’-CCC CAG GAG GCC TTA ATT AAA AAN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NGT TGG ATC CTG CTG GGC GCA
TGG-3’

PCRshRNAFP:

5’-CCC CAG GAG GCC TTA ATT AA-3°

PCRshRNARP:

5’-CCA TGC GCC GAG CAG GAT CCA-3’

siRNA:

5-CCC CAG GAG GCC TTA ATT AAA AAN NNN NNN NNN NNN NNN NNC TTT TTG TTT AAA CCG GCC GCC
G-3’

PCRsiRNARP:

5-CGG CGG CCG GTT TAA ACA AAA AG-3’

3"-Loop:

5’-GAT CCT GGG ACT GTT CAA AGA GAC AGT CCC AG-3’

5"-Loop:

5-TTT TTA AAT AAT CAC TGG CCG TCG TAT TAC CAG TGA TTA ATT AAA AAN N-3’

2.1.8 TagMan-Sonden (Applied Biosystems):
muGAPDH: 6FAM-TGGCCTACATGGCCTCCAAGGA-TAMRA
muOASI: 6FAM-CAAGGGCAAAGGCACCGCG-TAMRA

2.1.9 Primer fiir TagMan-Sonden
FP-GAPDH: 5'-CAACAGGGTGGTGGACCTC-3’
RP-GAPDH: 5'-GGGTGGTCCAGGGTTTCTTA-3"
FP-muOAS1: 5'-GCCGAATGAGGGCCTCTAA-3’
RP-muOASI: 5'-AGCGTCTGACCTGCCCTTG-3’

2.1.10 Sequenzierprimer
T3-Primer fiir den pSuper-Vektor
T3-Primer-Bindungsstelle (CTTTAGTGAGGGTTAAT): 989-1005

HI-Primer: GCATGTCGCTATGTGTTCTGGGA
Rev Seq SR/SEW-H1: AGCTCATTGAGGGTTGCTTCTG
HI1 Seq 154bp: AAATATTGCAGGGCGCCACTCCCCTG
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Seq H1 pos: GCCCTGCAATATTTGCATGT

Seq SR/SEW-H1: GTCTTCGTTGGGAGTTACTCG

Seq SR Rev Kor: CAGATCTGGTCTAACCAGAGAGACCC
Seq Oligo SR-Rev: CTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGG
Seq SR-Rev libr: GAATACACGGAATTAATTCTAGATGC
Seq H1 dan: CCCTGGCAGGAAGATGGCTCTGA

2.1.11 Plasmid-Vektoren

pSuper Brummelkamp et al.
MSCV-huPU.1-IRES-EGFP M. Scherr
pHR'SINcPPT-SEW/SR M. Scherr
dcH1-SR M. Scherr

PMD.G Daniel Ory, 1994
PCMV A8.9.1 Zufferey, 1997

(Plasmidkarten sieche Anhang)

2.1.12 Antikorper

GFP (FL): sc-8334 rabbit polyclonal IgG, 200 pg/ml Santa Cruz

2.1.13 Bakterienstimme

One Shot Top10® DH10p™ Invitrogen
StbI2® JIM109 Invitrogen
Stb13® fiir chem.Transf. Invitrogen
Stbl4® ElectroMAX Invitrogen
HB101 Library Efficiency Comp. Cells

XL1-Blue
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2.1.14 Zelllinien

BHK-21

Zelltyp:
Ursprung:
Morphologie:
Medium:
Subkultur:

Verdopplungszeit:

293T

Zelltyp:
Ursprung:

Morphologie:
Medium:
Subkultur:

Verdopplungszeit:

Hela

Zelltyp:
Ursprung:

Morphologie:
Medium:
Subkultur:

Verdopplungszeit:
Bezug:

K562

Zelltyp:
Original:

Niere von Syrischen Hamstern

Subklon (cl 13) von Nierenzellen von fiinf 1Tag alte Hamster (1961).

adhirente fibroblastoide Zellen wachsen als monolayer

90% Dulbecco's MEM + 10% FBS

Zellen werden durch Trypsin/EDTA von der Flasche abgeldst. Konfluente Kultur 1:2
bis 1:3 alle 2-4 Tage gesplittet; aussden mit ca. 0,2 x 10° Zellen/ cm?

32-50 Stunden

humane embryonale Nierenzellen

von einer humanen embryonalen Niere, transformiert mit Adenovirus Typ 5;
klassifiziert als Risikogruppe 1 von der Deutschen Zentralen Kommission fiir
Biologische Sicherheit (ZKBS); Zelllinie auch als HEK-293 bekannt

adhirente fibroblastoide Zellen wachsen als monolayer

90% Dulbecco's MEM + 10% FBS

Zellen werden durch Schlagen gegen die Flasche abgeldst und die

konfluente Kultur 1:5 bis 1:6 alle 2-3 Tage gesplittet; aussiden mit ca. 2.5-3.0 x 10
Zellen/25 cm®

20-24 Stunden

humanes Cervixkarzinom

von einem epitheloiden Cervixkarzinom einer 31 Jahre alten Frau,
kontinuierlich kultivierte Zelllinie

Epithelium-dhnliche Zellen wachsen in Monolayer-Form

DMEM + 10% FCS

konfluente Kultur alle 3-5 Tage. Ablosung der adherent wachsenden Zellen mit
Trypsin

ca. 48 Stunden

Gottingen

Humane chronisch myeloische Leukdmie (im Blastenschub)
Aus der Pleurapunktion einer 53 Jahre alten Frau mit ,,chronic myeloid leukemia‘

(CML)
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Morphologie:
Medium:
Subkultur:

Verdopplungszeit:

32D

Zelltyp:
Herkunft:
Morphologie:
Medium:
Subkultur:

Verdopplungszeit:

2.1.15 Software

FACS
ABIPRISM

EXCEL2007

Sonstige

langlich-runde Zellen. Einzellig in Suspension

90% RPMI 1640 + 10% FBS

bei 0,1 — 0,5 Mio Zellen pro ml halten. Jeden 3. Tag 1:3 bis 1:5 ,,splitten*
etwa jede 30 bis 40 Stunden

Mausknochenmark

Aus einer Mausknochenmarkkultur einer C3H/HeJ Maus.

runde Zellen. Einzellig oder in Clustern. Suspensionszellen.

90% RPMI 1640 + 10% FBS + 10-20% vol WEHI-Medium der Zelllinie WEHI-3B
bei 0,02 — 1,5 Mio Zellen pro ml halten. Jeden 2-3. Tag 1:10 bis 1:50 ,,splitten*
etwa jede 15 Stunden

CellQuest 3.1f

Sequence Detection Systems (SDS) Vers. 1.9.1

Primer Express Software Vers. 1.5
Tabellenkalkulationsprogramm

(Freeware)

GeneRunner http://www.generunner.com

Vector NTI (Freeware bei Invitrogen)
Chromas http://www.technelysium.com.au (Shareware)

pDraw32 http.www.acaclone.com (Freeware)
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2.2.1 Erste Methode:
20 ul shRNA Bibl. (1:20) = 10pg
50 pl Puffer (10 x)
20 ul ANTP (10 mM)
10 ul RP (200 uM)
5 ul Hot Star

DNA Fiéllung in 88,5 pl H,O aufnehmen

|

88,5 ul DNA

395 ul H,O 12 ul BamHI1-Puffer
500 pl EtOH Féllung 12 ul BSA (10x)
l (mit Zusatz von Glykogen) 7.5 ul BamHI
120 pl
1 Schritt “PCR”> —> Nucleotide Removal Kit l
3 Sdulen um mit 100 pl EB eluiren 4 h,37°C
12% PAA-Gel
20 ul sh DNA <— EtOH Féllung «— (Prod. 49 bp)
4 ul NEB 4 Eluation in 20 pl
4 ul ATP
5 ul Kin. + Hybr. 3"'Loop 12% PAA-Gel
1 ul T4 DNA Ligase h.c. (Prod. 41 bp)
40 ul  on. 16°C v
l Hitzeinaktivierung 65°C,15 Min 14 ul DNA

40 pl DNA mit 3'Loop
3,6 ul Mmel

6 ul SAM (1:60) =50 uM
8,2 ul H,O
_2ulNEB4
60 ul 4h, 37°C

Ligation in

SRsh-empf 100 ul DNA  EtOH Féllung
1 I5uINEB4
PAA-Gel 12% 15 ul BSA 16 h, 30°C
T 5 ul Pacl Hitzeinaktivierung
16 h; 37°C 5 ul Dral 65°C; 10 Min

| 10 Ml H,O

3 ul Kin. + Hybr. 5"Loop
2 ul 10x Ligase Puffer
_ 1 ul T4 DNA Ligase h.c.
20 ul  o0.n. 16°C —> 12% Gel
(Prod. 65 bp)
EtOH Fillung
Eluation 14 pl
14 ul DNA
35 ul RCA 1 (100 uM)
35 ul RCA 2 (100 uM)
3 Min. 95°C; abkiihlen lassen
+ 70 ul Reaktions Puffer
2,5 ul Enzym Mix
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2.2.2 Zweite Methode:

40 pl siRNA Bibl. (1:5)

50 pl Puffer (10 x) DNA Fillung in 326 pl H,O aufnehmen
40 ul dNTP (10 mM) l
30 pl siRP (200 uM)
5 pl Hot Star 326 ul DNA
335 ul H,O 15 pl Pmel
500 pul EtOH Fillung 15 ul Pacl
l (mit Zusatz von Glykogen) 4 ul BSA (100 x)
40 ul NEB 4
1 Schritt “PCR” —> 500 ul DNA 400 pl
500 pl Phenol / Chloroform 16 h, 37 °C
(Phenol / Chloroform Extraktion) 20 min, 65 °C

12 % PAA-Gel
Eluation on. < (Prod. 35 bp)
PA-Elution Puffer
l + EtOH Fillung

Ligation in pS HI si-empf U6
bzw. in SR H1 si-empf U6
(geschnitten mit Pacl und Pmel)
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2.2.3 Dritte Methode:

8 ul Daniel shRNA (100 uM) Bibl. |
15 ul NEB Bam (10 x)
50 ul ANTP (10 mM)

5 ul RP (200 uM)

f

67 ul H,O T
145 pl 10 min RT

l |

80 °C,4min —> RT abkiihlen —> + 5 pl Klenow

+ anschl. Kiihlblock

20,5 ul 40 bp DNA

10 ul 3"Loop kin.

3,5 ul 10 x Puffer

1 wlh.c. Ligase
35 pul

L>2h RT — 12%PAA-Gel —

<«—— Eluation o.n.
PA-Elution Puffer
+ EtOH Féllung

75 °C, 20 min

37 °C, 35 min

«—

|

150 ul DNA

15 ul H,O

20 ul BSA (10 x)

5 ul NEB Bam
5 ul BamHI

_ 5 ul Neol

200 pl

3h,37°C

12 % PAA-Gel
(Prod. 40 bp)

25 ul 112 bp DNA

16 h, 16 °C (Prod. 112 bp) + 5 ul RP Daniel
3 min, 95 °C
\ 4
2x) 15 upul
Hitzeinaktivierung <= 16h,30°C <— 10 pl Reakt. Puffer
65 °C, 20 min 0,4 pul Enzym Mix

|

auf 82 pl mit H,O bringen

1 ul BSA (100 x) Eluation o.n.

10 ul NEB 4 PA-Elution Puffer
7 ul Pacl + EtOH Fillung
100 pl T

16 h,37°C _—5 12 % PAA-Gel

(Prod. 98 bp)

Klonierung in SR sh-empf (geschn. mit EcoRI / Xhol)

|

Ligation in pS sh-empf
Verdau mit BamH]1
(Agarose Gel)
Religation
Verdau mit EcoR1 / Xhol

— |
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2.2.4 Vierte Methode:

20 pul Random Library (200 pM) (2x) 40 ul DNA (R)
60 ul H,O 10 pl NEB 2
80 pul (=50 uM) 8 ul ANTP (100 uM)
| 36 ul HyO
95 °C, 4 min —> sofort auf Eis 6 ul Kleonow
100 pl
l 1,5h,37°C
+ 74 ul H,O
o.n.37°C <«— 10 pul NEB 2 <— Hitzeinakt. 75 °C, 30 min
l 16 ul Bbsl
+ 5 ul BAP
40 min, 37 °C 20 ul R
l 10 ul H1 (Bbsl / Xbal)
Poly Nucleotide Removal Kit 4 pul 10 x Puffer 2h,25°C
(in 100 pl aufgenommen) 4 ul H,O 16 h, 16 °C
2 ul h.c. Ligase l
40 pl — 40 pl Ligationsansatz
4 ul dNTP (100 uM)
4 ul MgCl,
42 ul DNA «— ,»1Schritt PCR* «— 8 ulHO
6 ul Ligase Puffer 1,5 % Agarose Gel 1,5 pl Pfu Ultra
2 ul EcoRI ( bp Fragment) 60 ul

|

2h,37°C —  +3 uldATP (10 mM) —> 30 min, 37 °C

3 ul PNK
Hitzeinakt. 65 °C, 20 min
Ligation in pS sh-empf (EcoR1 / Pmel)
Klonierung in SR sh-empf Religation = <«—  Verdau mit BamHI
(geschn. mit EcoR1 / Xhol) Verdau mit EcoR1 / Xhol (Agarose Gel)
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2.2 Angewandte Methoden

2.2.1 Erste Methode:
2.2.1.1 Synthese des komplementiren DNA-Stranges mittels 1Schritt ,,PCR*
10 pg der shRNA Bibliothek (Ausgangsoligonukleotid) wurden mit 10 pl des 200 uM RP-
Primers, Polymerasepuffer sowie 20 pl der 10mM dNTP-Losung versehen. Da eine Hot-Star
Polymerase zur Synthese des Gegenstranges verwendet wurde, wurde folgendes Programm

gewdhlt:
PCR-Programm (1Schritt)

95 °C 15 min
94 °C 1 min
50°C 1 min
72 °C 10 min
10 °C Pause

2.2.1.2 Aufreinigung der neu synthetisierten doppelstrangigen DNA

Die 66 bp groBe doppelstringige DNA wurde mittels dem Nukleotide Removal Kit von
Qiagen von den iiberschiissigen Salzen wie auch der nicht durch Hitze inaktivierbaren
Polymerase befreit. Um die effektivitit der Enzyme bei dem nun folgenden Verdau zu
erhohen, wurde eine Ethanolfdllung angeschlossen, indem das 100 pl Eluat mit 1 pl
Glykogen, 10 uM NaOAc pH 5,5 und 340 pl EtOH 100% versehen wurde. Nach 30 Minuten
bei -78 °C wurde die DNA durch eine 20 Min. Zentrifugation bei 13.000 rpm prezipitiert und

noch einmal mit 70% EtOH gewaschen. Die Féllung wurde in 88,5 ul Wasser aufgenommen.

2.2.1.3 Verdau mit dem Restriktionsenzym BamHI
Die aufgereinigte DNA wurde mit NEB-BamH]I-Puffer, BSA sowie 7,5 pl BamHI (10 U/ul)
versehen. Der Verdau wurde bei 37 °C 4 Stunden lang inkubiert. Der Verdau wurde

anschlielend zur Auftrennung der Fragmente auf ein PAA-Gel geladen.

2.2.1.4 Isolierung des 49 bp groflen Produkts durch ein PAA-Gel
Das von der randomisierten Sequenz abgeschnittene 17 bp lange Fragment wurde durch eine

Gelelektrophorese mit einem 12 % Polyakrylamidgel von dem 49 bp langen erwiinschtem
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Produkt getrennt, isoliert und eluiert. Durch eine Ethanol-Féllung wurden die iiberschiissigen

Salze entfernt und die DNA in 20 ul H,O aufgenommen.

2.2.1.5 Ligation der randomisierten Sequenz mit dem kinasierten und hybridisierten 3 'Loop
Der kinasierte und hybridisierte 3'Loop, der die passende Sequenz fiir die Ligation mit der
durch BamHI geschnittenen randomisierten Sequenz hat, wird wie in der Schemazeichnung
beschrieben ligiert. Die Ligation wurde bei 16°C, 16 Stunden lang inkubiert und anschlie3end
15 Minuten bei 65°C Hitzeinaktiviert.

2.2.1.6 Verdau mit Mmel und anschlieender PAA-Gelaufreinigung

Das hitzeinaktivierte Ligationsprodukt wurde mit 3,6 pl Mmel in Puffer 4 und dem Zusatz
von SAM (50 puM) fiir 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Durch die anschlieBende PAA-
Gelaufreinigung wurde das 41 bp grof3e Produkt isoliert.

2.2.1.7 Ligation des 41 bp groen Produktes mit dem kinasierten und hybridisierten 5'Loop
Das aus dem PAA-Gel isolierte Produkt wurde in 14 pl H,O aufgenommen und mit 3 pl
kinasierter und hybridisierter 5'Loop (100 uM) ligiert. Nach der PAA-Gelaufreinigung und
anschlieender EtOH-Fallung, wurde das 65 bp grof3e Produkt in 14 ul H,O aufgenommen.

2.2.1.8 RCA

Der 65 bp gro3e Dumbbell wurde mit 35 ul RCA-Primer 1 und 35 pl RCA-Primer 2 versehen
und fiir 3 min bei 95 °C erhitzt. Nach der anschlieBenden Abkiihlung auf RT wurde
Reaktionspuffer und Enzym Mix dazugegeben und die Reaktionsgefdl bei 30 °C, 16 h lang
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Phi 29 Polymerase durch Erhitzung (10 min bei 65 °C)

inaktiviert.

2.2.1.9 Verdau des Konatamers mit den Restriktionsenzymen Pacl und Dral
Das RCA-Produkt wurde mit 5 pl Pacl und 5 pl Dral 16 Stunden lang bei 37°C verdaut.
Anschliefend erfolgte eine 12% PAA-Gelaufreinigung wobei das 118 bp grofle Produkt

isoliert und aufgereinigt wurde.

2.2.1.10 Ligation in den Vektor und Transformation
Das mit Pacl und Dral geschnittene Konstrukt wurde mit dem Vektor pS sh-empf
(geschnitten mit Pacl/Dral) ligiert (2 h, 25 °C danach 16 h 16 °C). Stbl 4 Bakterien wurden
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nach Herstellerangaben mit dem Ligationsprodukt Elektroporiert (1 pl Ligationsprodukt in 20
ul Bakterien). Eine definierte Menge wurde fiir die Abschétzung der Klonzahl auf eine LB-
Amp Platte ausplattiert. Mit dem restlichen Ansatz wurde ein Midi/Maxi Plasmidpréparation

durchgefiihrt.

2.2.1.11 Modifikation des Inserts und umklonierung in lentiviralen Vektor

Die erhaltene DNA der Midi Plasmidpréparation wurde mit BamHI (10 U/ul) verdaut um die
iiberschiissige Loopsequenz herauszuschneiden. AnschlieBend wurde der Vektor wieder
intramolekular ligiert und dann mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol verdaut. Das
320 bp groBe Fragment wurde in den Lentiviralen Vektor SRsh-empf das mit denselben
Enzymen geschnitten wurde kloniert. Mit dem so erhaltenen lentiviralen Plasmid wurden

Virustiberstinde hergestellt.

2.2.2 Zweite Methode:

2.2.2.1 Synthese des komplementidren DNA-Stranges

4 ng des 64 Nukleotid lange Oligos (200 uM) wurden mit 30 pl Primer (RP-si, 200 uM),
Polymerasepuffer sowie mit 10 mM dNTP versehen. Da eine Hot-Star Polymerase zur
Synthese des Gegenstranges verwendet wurde, wurde folgendes Programm gewdhlt (wegen

der vorhandenen DNA Menge wurde auf eine Vervielfiltigung durch die PCR verzichtet):

PCR-Programm (1Schritt)
95°C 15 min
53 °C 1 min
72 °C 10 min
10 °C Pause

2.2.2.2 Aufreinigung der doppelstrangigen DNA

Die 64 bp groBle nun doppelstringige DNA wurde mittels dem Nukleotide Removal Kit von
Qiagen von den iiberschiissigen Salzen wie auch der nicht durch Hitze inaktivierbaren
Polymerase befreit. Um die Effektivitit der Enzyme bei dem nun folgenden Verdau zu

erh6hen, wurde eine Ethanolfillung angeschlossen.
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2.2.2.3 Verdau mit 2 Restriktionsenzymen
Die aufgereinigte DNA wurde mit NEB-Puffer 4, BSA sowie 15 pl DNA Pacl und Pmel (10
U/ul) versehen. Der Verdau wurde bei 37 °C 16 h lang inkubiert, bevor die Enzyme bei 65 °C

wahrend 20 min inaktiviert wurden.

2.2.2.4 Isolierung des 35 bp groBBen Produkts durch ein PAA-Gel

Das rechts und links von der randomisierten Sequenz geschnittene 35 bp lange Fragment
wurde durch eine Gelelektrophorese mit einem 12 % Polyakrylamidgel von den 16 und 13 bp
langen Uberhiingen getrennt, isoliert und eluiert. Durch eine Ethanol-Fillung wurden die

tiberschiissigen Salze entfernt.

2.2.2.5 Klonierung in den lentiviralen Vektor

Anders als bei der ersten Methode wurde hier das Fragment direkt in den lentiviralen Vektor
SR siRNA empf kloniert. Mit dem so fertig gestellten Vektor wurden Viruspartikel
hergestellt.

2.2.3 Dritte Methode:

2.2.3.1 Hybridisierung und Klenow mit anschlieender Hitzeinaktivierung

uM des 45 Nukleotid langen Oligonukleotids wurden mit 6,6 uM Primer (Daniel RP), 3,3
mM dNTP und 10 x NEB Bam Puffer versehen. Eine Erhitzung auf 80 °C fiir 4 min folgt
eine langsame Abkiihlung auf RT. Nach einer kurzen Kiihlung des Reaktionsgefilles im
Eisbad wurde 5 pl Klenow hinzugefiigt (1 U/ul), 10 min bei RT stehen gelassen, und dann bei
37°C fiir 35 min inkubiert. Um Klenow wieder zu inaktivieren, wurde der Reaktionsansatz

anschlieBend bei 75 °C, 20 min lang erhitzt.

2.2.3.2 Verdau mit zwei Restriktionsenzymen und anschlieBender Gelelektrophorese

Die doppelstriangige 56 bp lange DNA wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Ncol
fiir 3 h bei 37 °C verdaut. Das 40 bp lange Fragment wurde anschlieBend durch eine
Gelelektrophorese mit einem 12 % Polyakrylamidgel von den 5 und 11 bp langen
Uberhiingen getrennt, isoliert und eluiert. Durch eine Ethanol-Fillung wurden die

tiberschiissigen Salze entfernt.
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2.2.3.3 Ligation an den Loop und isolierung des Ligationsproduktes.

Das aufgereinigte DNA Fragment wurde mit 14,3 uM Loop (Bam 3" Loop) sowie 1 ul (2000
U/ul) high concentration Ligase versehen und fiir 3 h bei RT inkubiert. Durch ein 12 % PAA-
Gel wird das 112 bp groBe Dumbbell-Produkt isoliert und aus dem Gel Eluiert. Wie im Schritt
2.2.3.2 wurde auch jetzt eine Ethanol-Fallung durchgefiihrt.

2234RCA

Der 112 bp grofle Dumbbell wird mit 22,3 uM Primer (RCA-T) versehen und fiir 3 min bei
95 °C erhitzt. Nach der anschlieBenden Abkiihlung auf RT wurde Reaktionspuffer und Enzym
Mix dazugegeben und bei 30 °C, 16 h lang inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Phi 29
Polymerase durch Erhitzung (20 min bei 65 °C) inaktiviert.

2.2.3.5 Verdau des DNA-Konkatemers mit Pacl und Aufreinigung des Produkts

Das mit der RCA erhaltene hochmolekulare DNA-Konkatemer wurde mit 7 ul (10 U/ul) Pacl
verdaut. Der Restriktionsverdau wurde bei 37 °C iiber 16 h durchgefiihrt. Danach wurde
durch ein 12 % PAA Gel das erwiinschte Produkt isoliert und eluiert. Nach einer

Ethanolféllung wurde das Fragment in den pS Vektor kloniert.

2.2.3.6 Ligation in Vektor und Transformation in Bakterien

Das mit Pacl geschnittene Konstrukt wurde mit dem Vektor pS sh-empf (geschnitten mit
Pacl) ligiert (2 h, 25 °C danach 16 h 16 °C). Stbl 4 Bakterien wurden nach Herstellerangaben
mit dem Ligationsprodukt Elektroporiert (1 pl Ligationsprodukt in 20 pl Bakterien). Eine
definierte Menge wurde flir die Abschitzung der Klonzahl auf eine LB-Amp Platte
ausplattiert. Mit dem restlichen Ansatz wurde ein Midi/Maxi Plasmidpriparation

durchgefiihrt.

2.2.3.7 Modifikation des Inserts und umklonierung in lentiviralen Vektor

Die erhaltene DNA der Midi Plasmidpréparation wurde mit 8 pl (10 U/ul) BamHI verdaut um
die tiberschiissige Loopsequenz herauszuschneiden. AnschlieBend wurde der Vektor wieder
intramolekular ligiert und dann mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol verdaut. Das
ca. 320 bp groBe Fragment wurde in den lentiviralen Vektor SRsh-empf das mit denselben
Enzymen geschnitten wurde kloniert. Mit dem so erhaltenen lentiviralen Plasmid wurden

Virustiberstinde hergestellt.
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2.2.4 Vierte Methode:

2.2.4.1 Hybridisierung

Die von der Fa. Biospring bezogenen Oligonukleotide wurden in Wasser aufgenommen, so
dass die Endkonzentration 50 uM betrug. Durch eine Erhitzung von 4 min bei 95 °C und dem
anschlieBenden sofortigen Abkiihlen des Reaktionsgefdlles mittels eines Eisbades wurde das

Oligonukleotid intramolekular hybridisiert.

2.2.4.2 Klenow und Hitzeinaktivierung
Der Hybridisierungsansatz (40 pl) wurde mit Wasser (36 pl), NEB Puffer 2 (10 pl), 80 uM
dNTP (8 ul von 100 uM dNTP Mischung) sowie 0,25 U / pg DNA Klenow (6 pl) versehen.

Nach 1,5 h Inkubationszeit wurde die Klenowpolymerase durch 30 min bei 75 °C inaktiviert.

2.2.4.3 Verdau und anschlieender Dephosphorylierung

Zu der hitzeinaktivierten Klenowreaktion wurde Wasser (74 pl), NEB Puffer 2 (10 pl) und
1,66 U / ng DNA Restriktionsenzym Bbsl (16 pl) hinzugefiigt. Der Verdau verlief tiber 16 h
bei 37 °C. Danach wurden 0,1 U / pg DNA (5 pl) alkaline Phosphatase hinzugefiigt und bei
37 °C fiir 45 min inkubiert.

2.2.4.4 Aufreinigung und Ligation mit dem H1 Promotor

Um die Salze, die alkaline Phosphatase sowie das Restriktionsenzym von der DNA zu trennen
wurde die DNA mittels des Nucleotide Removal Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Die von der Séule eluirte, aufgereinigte DNA wurde mit dem H1 Promotor (geschnitten mit
Bbsl und Xbal) 2 h bei 25 °C und danach tiber Nacht (16 h) bei 16 °C durch Verwendung der
high concentration Ligase ligiert (2 x 40 ul Ligationsansatz).

2.2.4.5 Ein Schritt PCR mit anschlieBender Isolierung des Produkts

Der Ligationsansatz (40 pl) wurde mit 6,6 uM dNTP (4 pul von 100 uM dNTP Mischung), 1,6
mM MgCl, (4 ul einer 25 mM Losung), fiir 4/6 des Reaktionsansatzes Pfu Ultra 10 x Puffer
sowie die Polymerase Pfu Ultra (1,5 pl) versehen. Die ein Schritt PCR (ohne Zyklen) erfolgte

nach der in der Tabelle angegebenen Temperaturen und Zeiten.
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PCR-Programm (1Schritt)
95 °C I min 30's
85°C 1 min
82 °C 1 min
80 °C 1 min
77 °C 1 min
75 °C 4 min
72 °C 4 min
70 °C 4 min
68 °C 4 min
65 °C 4 min
60 °C 1 min
55°C 1 min
50°C 1 min
45 °C 1 min
10 °C Pause

Durch eine Elektrophorese mit einem 1,5 % Agarosegel wurde das Produkt (345 bp) isoliert.
Die DNA Extraktion aus dem Gel erfolgte nach dem Protokoll des Gel Extraktions Kits von

Qiagen.

2.2.4.6 Restriktionsverdau und Kinasierung

Das Eluat der Gelextraktion wurde mit 2 ul EcoRI (10 U/ul) fiir 3 h bei 37 °C verdaut, bevor
man dATP (3 ul) und 3 pul (1 U/ul) DNA Polynukleotidekinase dazugab und weitere 30 min
bei 37 °C inkubierte. Durch die darauf folgende Hitzeinktivierung (20 min, 65 °C) verhinderte

man die Kinasierung des Vektors bei der anschlieBenden Ligation.

2.2.4.7 Ligation in Vektor und Transformation in Bakterien

Das an einem Ende mit EcoRI geschnittene und am anderen Ende mit PNK Kinasierte 345 bp
groBe Konstrukt wurde mit dem Vektor pS sh-empf (geschnitten mit EcoRI und Pmel) ligiert
(2 h 25 °C danach 16 h 16 °C). Stbl 4 Bakterien wurden nach Herstellerangaben mit dem
Ligationsprodukt Elektroporiert (1 pl Ligationsprodukt in 20 pl Bakterien). Eine definierte
Menge wurde fiir die Abschétzung der Klonzahl auf eine LB-Amp Platte ausplattiert. Mit dem
restlichen Ansatz wurde ein Midi/Maxi Plasmidpriparation durchgefiihrt.
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2.2.4.8 Modifikation des Inserts und Umklonierung in lentiviralen Vektor

Die erhaltene DNA der Midi/Maxi Plasmidpridparation wurde mit U / ug DNA BamHI
verdaut um die lberschiissige Loopsequenz herauszuschneiden. AnschlieBend wurde der
Vektor wieder intramolekular ligiert und dann mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol
verdaut. Das ca. 320 bp groBBe Fragment wurde in den lentiviralen Vektor, das mit den selben
Enzymen geschnitten wurde, kloniert. Mit dem so erhaltenen lentiviralen Plasmid konnte nun

Virustiberstinde hergestellt werden.

2.3 Allgemeine Methoden
2.3.1 Klonierung (Verdau, Klenow und BAP)
Der Verdau wurde je nach Zielsetzung anders gewihlt. Allgemeine Kontrollverdaue aus

Minipreparationen wurden wie folgt angesetzt:

8 ul DNA (von 50 pl Mini-Saulen Eluat entspr. ca. 0,9 ug)
3 ul NEB Puffer (je nach verwendeten Enzyme)
0,8 ul Enzym I
0,8 pl Enzym 11
3 ul BSA 10x
Restliches Volumen Wasser
30 pl Gesamtvolumen

Fiir Préparative Gele mit nachfolgender DNA Extraktion wurde nachfolgendes Protokoll

verwendet:

X ul DNA (ca. 10 pg)
4 ul NEB Puffer (je nach verwendeten Enzyme)
1,5 pl Enzym I
1,5 pl Enzym 11
4 pl BSA 10x
Restliches Volumen Wasser
40 ul Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wurde fiir 2 bis 3 h bei 37 °C inkubiert.

Bei Priparationen, bei denen fiir die anschlieBende Ligation die entstandenen Uberhiinge
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nicht aufeinander passten, wurden die sticky ends mittels Klenow-Polymerase aufgefiillt:

X pl Restriktionsansatz
5 pl MgCl,
4 ul dNTPs (10 mM)
1 ul Klenow
Restliches Volumen Wasser
50 pl Gesamtvolumen

Die Klenow-Polymerase wurde durch eine inkubation bei 75 °C fiir 25 min Hitzeinaktiviert.
Plasmidvektoren (nicht aber die Inserts) wurden durch Zugabe von BAP (1 U/ul)
dephosphoryliert (30 min bei 37 °C). Dadurch wurden Religierer (Vektoren ohne Insert)
vermieden.

Der Reaktionsansatz wurde mit 5 x Stoppuffer versehen und auf ein Agarose- oder ein

Polyakrylamid-Gel aufgetragen.

232 Agarosegelelektrophorese

Zur Reinigung, Auftrennung und Identifikation von DNA-Fragmenten ist die
Agarosegelelektrophorese eine nicht wegzudenkende Methode geworden.

Da sich die Nukleinsdurefragmente aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld
gerichtet bewegen, lassen sie sich mit Hilfe einer Agarose-Gelmatrix ihrer Grofe
entsprechend auftrennen. Die Wanderungsgeschwindigkeit von linearen doppelstringigen
DNA-Fragmenten ist umgekehrt proportional der Agarosekonzentration des Gels wie auch
thres Molekulargewichtes.

Durch Ethidiumbromidfarbung konnen Nukleinsdurefragmente sichtbar gemacht werden, da
Ethidiumbromid in doppelstringige DNA interkaliert und mit den planaren Heterocyclen der
Basen wechselwirkt. Bei Betrachtung unter UV-Licht (254 nm oder 366 nm) fluoresziert das
Ethidiumbromid intensiv orange.

Sowohl fiir analytische als auch fiir praparative Agarosegelelektrophoresen wurden 08 %-ige
bis 2 %-ige Gele in TBE Puffer mit Ethidiumbromidlésung (1 ng/ml) eingesetzt. Die DNA-
Proben wurden vor der Auftragung mit 5 x Lade- bzw Stoppuffer versetzt. Die Auftrennung
erfolgte bei einer konstanten Spannung von ca. 8§ V/cm (bei unseren Gelformaten 130 V) mit

TBE als Laufpuffer.
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2.3.3 Gelextraktion mit anschlieBender Ethanolféllung
Die mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemachten, auf der richtigen Hohe laufenden Banden
wurden herausgeschnitten und mit dem Gelextraktions-Kit von Qiagen nach Anleitung

aufgereinigt:

—_

DNA Fragment aus dem Agarosegel mit einem sauberen Skalpell ausschneiden.
2. Gelstiickchen im Eppi wiegen. Das 3 x Volumen vom QG Buffer zu 1 Volumen Gel geben (100 pg = 100

ul)

3. Bei 50 °C fiir 10 min unter Schiitteln inkubieren.

4. Bei DNA Fragmente die < 500 bp und > 4 kb sind, ist es sinnvoll, 1 Gelvolumen Isopropanol zuzusetzen
(ca.300 pl).

5. Um die DNA an die Siule zu binden, die Losung auf die Sdule geben und fiir 30 — 60 s bei 13.000 rpm
zentrifugieren.

6. Unteren Auffangbehilter leeren und die Séule wieder darauf stecken.
7. Um restliche evtl. vorhandene Gelriickstdnde zu entfernen, wird 0,5 ml QG Buffer dazugegeben und 1 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert.
8.  Zum Waschen 0,75 ml PE Buffer auf die Séule geben und 30 — 60 s zentrifugieren.
9. Inhalt des Auffangtubes verwerfen und eine weitere Minute bei derselben Geschwindigkeit zentrifugieren
(zum Trocknen).
10. Auffangtube verwerfen und die Saule in ein frisches 1,5 ml Eppi geben.
11. Um die DNA zu eluieren gibt man 100 pl Wasser direkt auf die Membran, lisst fiir I min stehen und
zentrifugiert die im Wasser geloste DNA in das neue Eppi.
Die in 100 pl eluierte DNA wurde mit 10 pul 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 250 pl Ethanol
gemischt und zur besseren Fillung der DNA 15 bis 30 Min bei - 80°C aufbewahrt. Nach der
Zentrifugation ( 13000 rpm, 30 min, bei 10 °C ) wurde der Uberstand vorsichtig mit der
Pipette abgenommen und das Pellet zum Waschen in 500 ul 70 %igem Ethanol aufgenommen
und fiir 15 weitere min wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Pellet wurde in 20 pl Wasser
gelost. Zur Abschidtzung der DNA-Konzentration wurden 2 pl der DNA auf ein 1 bzw 1,5

prozentiges Agarosegel aufgetragen.

2.3.4 Ligationen

Die Ligation von DNA wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

1,2 ul geschnittener Vektor [ca.400 ng] +BAP (+ evtl. Klenow)
6 ul Insert (+ evtl. Klenow) [4-6 x so viel wie eingesetzter Vektor]
2 ul 10 x T4 DNA Ligase-Puffer
1 pl T4-DNA-Ligase (je nachdem: high conc. oder norm conc.)
Restliches Volumen H,O
-> 20 ul Gesamtvolumen

Reaktionsansatz entweder fiir 2 h bei RT oder fur 16 h bei 16°C inkubieren.
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2.3.5 Transformation (chemisch)

Der Ligationsansatz wurde in TOP-10 (Invitrogen), Stbl 3 (Invitrogen) oder XL1 Blue
transformiert. Die nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Ein alliquot Bakterien
(100 pl) wurde auf Eis aufgetaut (5-10 min) und mit 10 puLL des Ligationsansatzes gemischt.
Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde das Rohrchen fiir 45 s bei 42°C inkubiert
(Hitzeschock) und anschlieBend wieder fiir 2 min auf Eis gestellt. Alternativ wurde statt des
Hitzeschocks die zu transformierenden Bakterien bei 37 °C fiir 5 min inkubiert, bevor der
Ansatz wie davor fiir 2 min auf Eis kam. Der Bakteriensuspension wurden 300 pL S.0.C.-
Medium hinzu pipettiert und fiir eine Stunde unter schiitteln bei 37° inkubiert. Dieser Schritt
fiihrt zu einer Regeneration der Bakterien und zur Expression des Resistenzgens. Die
transformierten Bakterien wurden nach einer Zentrifugation (3 min, 8000 rpm) auf eine LB-
Agarplatte mit 0,1 mg/ml Ampicillin ausgestrichen und fiir 16 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

2.3.6 Transformation (elektrisch)

Fiir die elektrische Transformation wurden Stbl4 Zellen verwendet, die sich durch eine hohen
Klonzahl pro pg eingesetzter DNA ( x 10° Klone / pg pUC19 Plasmid) und wegen ihrer
geringen Rekombinationsrate auszeichnen.

Zellen wurden auf Eis aufgetaut und in 20 pl Alliquots aufgeteilt. Zu diesen Alliquots wurde
je 1 ul des Ligationsansatzes pipettiert und der Ansatz nach einer Inkubation von 5 Minuten
auf Eis in eine im Eisbad vorgekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Die Einstellungen
fiir den Biorad Pulser II waren: 1,2 kV, 25 puF, 200 Q. Der elektrische Puls verlief je nach
Salzgehalt und Volumen der Bakteriensuspension normalerweise mit einer Zeitkonstante von
etwas unter 5 ms. Gleich nach dem Puls wurde 1 ml SOC-Medium hinzugefiigt und die Zellen
fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Bakterien bei 6000 x g fiir 3 Minuten
zentrifugiert, 900 ul Uberstand abgenommen und das Bakterienpellet in dem verbliebenen
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden dann auf einer LB-Agarplatte mit 0,1 mg/ml

Ampicillin ausgestrichen und fiir 16 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.3.7 Minipréparation

In einer entsprechenden Anzahl von (17 ml) Plastikréhrchen wurden 2 ml LB-Ampicillin
(0,1mg/ml) vorgelegt und jedes Rohrchen mit einer von der LB-Agarplatte ,,gepickten®
Kolonie angeimpft (ca. 6 — 8 Klone pro Konstrukt). Die Rohrchen wurden bei 37 °C im

Schiittler fiir 12 bis 16 Stunden inkubiert. Die Bakterien-Suspension wurde in ein 1,5 ml
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Eppendorfgefa3 iiberfiihrt und bei 13000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Es wurden sowohl
Miniprep Sdulen von der Fa. Qiagen wie auch von der Fa. PeqlLab verwendet. Im
Allgemeinen aber sind die Protokolle gleich: Der Uberstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in 250 pl Resuspendierlosung (Puffer 1 mit zugesetzter RNAse)
homogenisiert. Gleich im Anschluss wurden mit 250 pl Lysispuffer die Zellen
aufgeschlossen. Danach wurden 350 pl Neutralisationspuffer dazugemischt und 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Die nachfolgenden Zentrifugationen wurden bei 8000 rpm fiir je 30 s
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde in eine Qiagenséule iiberfiihrt und zentrifugiert. Die Siule
wurde mit 500 ul PB (Binding Buffer) versehen und zentrifugiert. Nach dem Waschschritt mit
PE-Puffer (750 pl) wurde die Séule trocken-zentrifugiert. Um die DNA von der Séule zu
16sen, wird diese in ein neues Mikroreaktionsgefal3 gestellt, mit 50 pl Wasser versehen, ein
paar Minuten stehen gelassen und zentrifugiert. Die DNA wurde flir kiirzere Zeit im

Kiihlschrank (5 °C), ansonsten bei —20 °C aufbewabhrt.

2.3.8 Sequenzier-PCR
Zur Uberpriifung der Klonierergebnisse und zur AusschlieBung von Mutationen wurden die

im Restriktionsverdau als positiv erachteten Klone meistens noch sequenziert.

2ul Miniprép.- DNA
1l HI-FPrimer (50 pmol/ul)
4 ul Big Dye

3ul Wasser
PCR-Programm (2 Step)
96 °C 1 min Denaturierung
96 °C 30 s Denaturierung
25 Zyklen
60 °C 4 min Elongation
10 °C Pause

Die PCR-Produkte wurden auf einer Sepharose-Saule (Dye-Ex, Qiagen) gereinigt, um die
restlichen fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotid-triphosphate (ddNTPs) sowie
Polymerase und Salze zu entfernen, die ein Hintergrundrauschen bei der Sequenzierung

erzeugen wiirden.
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2.3.9  Maxipréparation

Eine mit dem entsprechenden Plasmid transformierte Bakterien-Kolonie wurde mit einer
sterilen Pipettenspitze gepickt und eine 2-ml-LB-Amp.-Vorkultur angeimpft. Nach 6 h
Inkubation wurden die 2 ml in 250 ml LB-Amp. {iberfiihrt. Nach einer Inkubation bis zu
maximal 16 Stunden im Schiittler bei 37 °C wurde aus der Bakteriensuspension die Plasmid-

DNA nach Herstellerangaben der Aufreinigungssiulen (Qiagen) isoliert und aufgereinigt.

—_—

Die Bakterien der Ubernachtkultur werden bei 6.000 x g fiir 15 Minuten bei 10 °C abzentrifiigiert

2. Durch 10 ml P1 Buffer (50 mM Tris-HCI1 pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNaseA) wird das
Bakterienpellet resuspendiert

3. Vom Buffer P2 (1% SDS, 0,2 M NaOH) werden 10 ml dazugegeben und durch 6 maliges
Umschwenken vorsichtig gemischt. = 5 min Inkubationszeit bei RT

4, Vom Buffer P3 (3,0 M Kaliumacetat, pH 5,5) werden 10 ml dazugegeben und schnell durch 4-6
maliges Umschwenken vermischt. 2 20 min Inkubationszeit auf Eis.

5. Bei 16.000 rpm fiir 30 min bei 4 °C zentrifugieren. Uberstand auf eine equilibrierte Siule geben.

6. Die QIAgen tip 500 wird mit 7 ml QBT Buffer (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15%
Ethanol, 0,15% (v/v) Triton X-100) equilibriert.

7. Die DNA Losung aus Schritt 5 auf die Sdule geben und durchlaufen lassen.

8. Das QIAGEN Séule wird 2 x mit je 30 ml QC Buffer (1,0 MNaCl, 50 mM MOPS pH 7,0, 15%
Ethanol) gewaschen.

9. Durch die Zugabe von 15 ml QF (1,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 15% Ethanol) Buffer

wird die DNA in ein 50 ml Falkontube eluirt.

10. Durch Zugabe von 12 ml Isopropanol wird die DNA gefillt. Mischen und bei > 15.000 x g fiir 30
min bei 4°C zentrifugieren. Anschliefend vorsichtig dekantieren.

11. Das DNA-Pellet wird mit 2 ml 70 % EtOH gewaschen und erneut bei > 15.000 g fiir 10 min
zentrifugiert und anschlieend erneut dekantiert.

12. Das gewaschene Pellet wird flir etwa 10 min bei RT getrocknet und dann mit 300 pul Wasser
versehen.

13. Die Bestimmung der Plasmidkonzentration erfolgte im Spektralphotometer .
Die Ausbeute an Plasmid-DNA liegt bei dieser Aufarbeitungsmethode im Allgemeinen zwischen
300-600 pg.

2.3.10 Photometrische Messung der DNA-Konzentration

Zur photochemischen Konzentrationsbestimmung von DNA wurde die Extinktion der DNA-
Losung bei 260 nm gemessen. Fiir die Absorption sind dabei die aromatischen Ringe der
Basen verantwortlich. Hierbei entspricht eine optische Dichte (OD) von 1,0 ca. 50 pg/ml
doppelstringiger DNA. Nicht basengepaarte Nukleinséuren besitzen eine héhere Absorption,
ein Effekt, der als Hyperchromie bezeichnet wird. Es gelten daher fir RNA sowie
einzelstringige DNA andere Werte. 1 ODy entspricht 40 pg/ml einzelstrangiger DNA oder
33 pg/ml RNA. Aussagen iiber die Reinheit der DNA-Losung konnte bei zusétzlicher
Messung der Extinktion bei 280 nm getroffen werden. Der Quotient E,q0/Eg0 liegt bei
geringen Proteinverunreinigungen der DNA bei 1,7 — 1,9 und fiir RNA zwischen 1,9 — 2,1.
Sehr geringe DNA-Konzentrationen wurden im Agarosegel durch Vergleich mit der

bekannten Menge der Markerbande abgeschitzt.
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Die Messung der DNA Konzentration erfolgte mit einem Spektrometer. Fiir die Messung
wurde 1 pl DNA in 99 pl aqua dest. aufgenommen und in eine Quarzkiivette tiberfiihrt. Vor
der Messung wurden folgende Einstellungen gewihlt: Verdiinnungsfaktor 100; OD = 50 fiir
dsDNA.

2.3.11 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Eine Vorkultur mit 20 ml SOB (komplett) (ohne Antibiotika) wurde mit einer Kolonie
(HB101, XL1-Blue) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1-2 ml der Vorkultur
wurde fiir das Animpfen von 250 ml SOB mit 1,25 ml MgCl, und 1,25 ml MgSQO,4 verwendet.
Diese Hauptkultur wurde bei 37°C bis zu einer optischen Dichte (bei 600 nm Wellenlénge)
von 0,5 (gegen SOB) geschiittelt. Die Féhigkeit der Bakterien DNA aufzunehmen
(Kompetenz) ist in diesem OD-Bereich optimal, da sich die Bakterien in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Diese Kultur wurde auf 50 ml Falcon-Rdéhrchen aufgeteilt, 10
Min auf Eis gestellt und 10 Min bei 2500 x g (4°C) abzentrifugiert. Alle nachfolgenden
Schritte wurden auf Eis ausgefiihrt und Zentrifugationen bei 2500 x g bei 4 °C getitigt. Der
Uberstand wurde verworfen, die Bakterienpellets vereinigt und in TP resuspendiert (steril).
Nach einer 10-miniitigen Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit
TP-DMSO resuspendiert. Es wurden 100-pl-Aliquots in Eppendorfgefd3e angelegt und diese

gleich in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei -80°C

aufbewahrt.

TP mit 7 % DMSO (17,4 ml + 2,8 ml) Erst warm anmischen, dann auf Eis stellen.

SOB (1000 ml) (Kiihlraum) Transformationspuffer (TP) (1000 ml) (Kiihlraum)
20,0 g Trypton 2,4 g Hepes 10 mM

5,0 g Hefe Extrakt 2,2 g CaCl, x 2 H,O 15 mM

0,5 g NaCl 18,6 g KCI 250 mM

2,5ml IM KCl mit 1 N KOH auf pH 6,7 einstellen

Mit 200 pl 5N NaOH auf pH 7 einstellen 10,9 g MnCl, x 4 H,0O 55 mM

Autoklavieren ad 1000 ml, sterilfiltrieren

Vor Gebrauch 5 ml 2 M MgCl,

und 5 ml 2M MgSO, zufiigen 2 M MgCl, 102 g MgCl, x 6 H,0 (nicht das Wasserfreie!)

Ad 250 ml mit H,O = autoklavieren
2 M MgSO0, 123,24 g MgSO, x 7 H,0
Ad 250 ml mit H,O - autoklavieren
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2.3.12 Transfektion mit Lipofectamine 2000 Invitrogen (bzw. Fugene von Roche)
In einer 24-well-Platte werden pro well, einen Tag oder 16 Stunden vor der Transfektion,

2x10° HeLa-Zellen pro well in DMEM + 10% FCS ausgesiit.

Pipettierschema:
Mock | LNSN | MSCV | LNSN | pSuper-
+ shRNA
MSCV | Konstrukte
MSCVhuPU.1- / / jmi Tpl Tul
IRES-EGFP
LNSN / Il / Il 1l
pSupershRNA / / / / 1l
Lipofectamine 3ud 3ul 3ud 6ul

Die DNA-Konzentration der MSCV und pSuper-shRNA-Vektoren betrug jeweils 1pg/ul.
Die DNA Konzentration von LNSN betrug 0,1pg/pl

Die jeweilige DNA-Kombination wurde in 50 pl DMEM ohne FCS in einem
Eppendorfreaktionsgefdl zusammenpipettiert. Die benétigte Menge Lipofectamine wurde mit
DMEM ohne FCS auf ein Endvolumen von 50 pl gebracht und 5 Min bei RT stehengelassen.
Fir 1 pg DNA wurden 3 pl Lipofectamine benétigt. Beide Ansdtze wurden
zusammenpipettiert und zur Bildung der DNA-Lipidkomplexe fiir 20 Min. bei RT
stehengelassen. Das alte Medium wurde von den Zellen abgenommen, 400 pl neues Medium
(DMEM mit FCS) wurden je well vorgelegt und 100 pl des DNAmix in das richtige well
vorsichtig verteilt. In die Kontrolle (mock) kamen nur 500 pl Medium hinein. Die Platte
wurde 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zwei Stunden vor der FACS-Messung
wurden die Zellen, die mit dem LNSN-Plasmid transfiziert wurden, mit dem humanem anti-
nerve-growth-factor-receptor-Antikorper markiert. Dazu wurde das Medium von den Zellen
abgenommen, 150 pl cell dissociation buffer in jedes well pipettiert und fiir 5 bis 10 Min. bei
RT inkubiert, um die Zellen abzulésen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen, in ein
FACS-Rohrchen iiberfiihrt und fiir 5 Min. bei 1500 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die richtigen Rohrchen wurden mit dem LNGFR-Antikorper inkubiert. Der
Antikorper wurde 1:20 verdiinnt (5 pl AK + 45ul PBS pro Rohrchen), dabei wurde der
ungefihr 50 pl zuriickflieBende Uberstand bei der Verdiinnung mit beriicksichtigt. Nach einer

Inkubation von 20 Min. wurde zum Auswaschen des nicht gebundenen Antikorpersdie
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Rohrchen mit PBS aufgefiillt und 5 Min bei 1000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet fiir die FACS-Messung in 300 pl PBS aufgenommen.

2.3.13 Kryokonservierung von Zellen

Fiir Langzeitkonservierung von Zellen :

5-10x 10° Zellen in Medium
800ul z.B. DMEM

800ul FCS oder FBS (100%)
150pl DMSO (99,7%)

Die Zellsuspension mischen und einen Tag unter Verwendung der Einfrierboxen bei -70 bis -

80°C stellen, erst danach in fliissigem Stickstoff lagern.

2.3.16 Calcium-Phosphat-Transfektion

Fiir die Virusproduktion wurden sechs 175cm*-Zellkulturflaschen mit 0,01% Poly-L-Lysin
(PLL) beschichtet und 5 Min stehengelassen, das PLL wurde abgenommen und die
Kulturflasche mit ca. 10 ml PBS gewaschen. Die Flaschen wurden zwei Stunden unter der
Sterilwerkbank zum Trocknen stehengelassen. In jede Flasche wurden 5 x 10° 293T-Zellen

in 25 ml DMEM + 10% FCS ausgesit.*

*293T-Zellen wurden durch stindiges Schwenken von der Kulturflasche geldst und bei 900
UpM fiir 3 Min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zuerst in 1 ml Medium aufgenommen und
mit einer Iml Pipette resuspendiert. AnschlieBend wurden 24 ml Medium hinzugefiigt und

nochmals mit einer 10 ml Pipette resuspendieren.

Nach drei Tagen erfolgte die Transfektion, wenn die Konfluenz ca. 80-90 % betrug.

SR-SnaBI-SUPER-Konstrukt zur Bildung der shRNA z.B. gl4 (2x)

a) 160 pg oben genannte DNA
120 pg pCMV 8.9.1
80 ug pMD.G
488 ul 2M CaCl,
x ul Wasser

4000 pl Gesamtvolumen
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b) 6 x 2000 pl 2x HBS wurden auf 14-ml-Rdhrchen verteilt und 2 ml der obigen DNA/CaCl,-
Mischung tropfenweise unter stdndiger Lufteinfuhr mit einer zweiten Pipette dazugeben und
anschlieBend zum Prézipitieren fiir 20 Min stehengelassen.

¢) 100 ml DMEM mit 10% FCS wurden mit 28,6 ul 0,1 M Chloroquine versehen und in einer
kleineren Kulturflasche zusammengemischt.

Das alte Medium wurde von den Zellen abgenommen und 12 ml von ¢) und 4ml von b) hinzu
pipettiert und die Flasche leicht geschwenkt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C, und 5% CO,
fiir ca. 16 h iiber Nacht. Am néchsten Tag wurde das alte Medium von den Zellen entfernt,
die Zellen einmal mit PBS gewaschen (nicht direkt auf die Zellen pipettieren, da sich die
Zellen leicht ablosen) und 16 ml DMEM + 10% FCS mit 0,01 M Natriumbutyrat auf die
Zellen gegeben (160 ml + 1600 pl 1M Butyrate). Nach 8 Stunden wurde der Uberstand
entfernt und pro Flasche 16 ml RPMI ohne FCS auf die Zellen gegeben und iiber Nacht weiter
inkubiert. Am nichsten Tag wurde der Zellkulturiiberstand gesammelt und bei 4°C
aufbewahrt und wieder 16 ml RPMI ohne FCS dazu gegeben. Nach 8 Stunden Inkubation
wurde der zweite Zellkulturiiberstand entnommen und mit neuem Medium ersetzt. Die
gesammelten Uberstande (64ml) wurden in 50-ml-Falconréhrchen bei 1000 UpM fiir 5 Min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen 0,45-pm-Filter (Millipore) mit einer 50-ml-
Injektionsspritze in eine Zellkulturflasche gedriickt, um restliche Zellen und grofere Partikel

zu entfernen.

2.3.15 Konzentrierung des Virus
64 ml Virusiiberstand wurden auf 2 Beckman-Plastikzentifugenrdhrchen verteilt und diese in

Ultrazentrifugen-R6hrchen gesteckt. Die Zentrifugation lief bei 10.000 UpM, bei 10°C iiber
Nacht (16h). Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das
Zentrifugenrohrchen iiber Kopf auf ein steriles Tuch gestellt, um das restliche Medium zu
entfernen. Das Viruspellet, das mit bloBem Auge nicht zu sehen ist, wurde in 150 pl PBS pro
Rohrchen aufgenommen und einige Minuten geschwenkt. In 50-pl-Aliquots wurde das Virus

bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.3.16 Titerbestimmung

Zur Feststellung der Transduktionseffizienz des Viruskonzentrats wurden 1 x 10° K562- oder
U937-Zellen in einem Volumen von 200 pul RPMI + 10% FCS pro Well einer 96-well-
Flachboden-Mikrotiterplatte ausgesit. Pro well wurden 2 ul Protaminsulfat (100x)

hinzupipettiert und mit je 1 pl bzw. 10 pl des Virus transduziert. Einen Tag spéter wurden die
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Zellen in eine 24-well-Platte mit 1 ml Medium {berfiihrt und fiir weitere drei Tage bei 37°C
und 5%iger CO,-Atmosphire inkubiert. Am vierten Tag wurde der prozentuale Anteil der
transduzierten Zellen durch eine FACS-Messung ermittelt und der Titer als die Anzahl der

transduzierten Zellen pro ml Viruskonzentrat angegeben.

Berechnung:

(A (0-1)x 10° Zellen x 1000 pl) / ( B ) = Transfizierte Zellen pro ml Virus

A = Relativer Anteil transduzierter rot-fluoreszierender Zellen

B =1 (1ul Virus) oder 10 (10ul Virus).
Der Titer wurde als Mittelwert der Transduktion mit 1 pl und 10 pl Virus angegeben.

2.3.17 Transduktion der BaF 4h gfp-Zellen mit anti-EGFP -shRNA-Virus bzw. 32D Zellen
mit der Bibliotheks-shRNA-Virus

Durch die stabile Transduktion von BaF 4h gfp-Zellen, mit den anti-EGFP-shRNA-
kodierendem Virus wurde die Effizienz der Bibliothek nachgewiesen. Fiir die Transduktion
wurden 1x10° Zellen (in RPMI ohne FCS) pro well in einer 96-well-Platte ausgesit und mit 3
ul Protaminsulfat (100x) gemischt. 50 pl Virus wurden hinzugefiigt und der Ansatz mit RPMI
ohne FCS auf 250 pl gebracht. Fiir bessere Transduktionsergebnisse wurde die 48-well-Platte
nun 90 Minuten bei 32 °C und 2500 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wird die Platte 4
Stunden im Inkubator bei 37 °C inkubiert. Die zweite Transduktion erfolgte am Abend mit
weiteren 50 pl Virus je Ansatz. Wieder wurde bei 37 °C und 2500 U/min fiir 90 Minunten
zentrifugiert. Vor der Inkubation iiber Nacht im 37 °C Brutschrank (mit 5% CO,) wurden
noch 300 pul RPMI (mit FCS) zu den Zellen gegeben.

Am néchsten Tag (Tag 1) werden die Zellen in eine kleine Zellkulturflasche tiberfiihrt und mit
RPMI (mit FCS) auf insgesammt 11 ml gebracht. 1 ml der gut resuspendierten Zelllosung
wurde wieder entnommen und in eine 48-wel/-Platte gegeben, um davon die Zellzahl an den
Tagen 4, 6, 8 11 und 13 zu emitteln.

Vier Tage nach der Transduktion wurde die Transduktionseffizienz mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Am Tag 5 und 6 wurden die Proteine aus 0,5 - 1 x 107 Zellen
isoliert, um die Reduktion der Proteinexpression auf einem Western Blot nachzuweisen. Ab

Tag 12 wurden die Zellen noch einmal mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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2.3.18 RNA-Isolierung aus transduzierten 32D-Zellen

Die Total-RNA wurde am vierten Tag nach Transduktion der 32D-Zellen isoliert. Dafiir
wurden 0,1 - 1 x10” Zellen pelettiert, mit PBS gewaschen und in Iml Trizol resuspendiert.
Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde kurz gevortext und 10 Min. bei RT
stehengelassen. AnschlieBend wurde bei 14000 UpM bei 10°C 15 Minuten lang zentrifugiert.
In der oberen Phase befand sich die RNA, die in ein neues Eppi tiberfiihrt wurde und mit 500
pl Isopropanol vermischt und fiir 10 Min bei RT prézipitiert wurde. Danach folgte eine 10-
miniitige Zentrifugation bei 14000 UpM bei 10°C. Das DNA/RNA-Pellet wurde mit 200 pl
70%igem Alkohol gewaschen und der Uberstand nach der Zentrifugation (5 Min.; 14.000
U/min) verworfen. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 11 pl Wasser geldst und bei -

70°C gelagert oder gleich mit DNAsel verdaut.

2.3.19 DNasel-Verdau
Zum entfernen der restlichen genomischen DNA musste die RNA mit DNAsel behandelt

werden.

11,0 ul  Total RNA
4,3 Wl First strand buffer (5x)
0,9 ul  0,1M Dithiothreitol (DTT)
32ul  DNAsel
0,6 uI  RNasin (RNase-Inhibitor)

Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurde die RNA gereinigt. Dazu wurden 30 pl Wasser
und 50 pl Phenol/Chloroform beigemischt und 5 Min. bei 13000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppi iiberfiihrt, mit 150 ul Ethanol und 1 pl Glykogen gemischt
und fiir eine Stunde oder iiber Nacht bei -70°C aufbewahrt. Nach einer 20-miniitigen
Zentrifugation bei 13000 UpM und 10°C wurde das RNA-Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen, d.h. bei 7500 UpM, bei 10°C zentrifugiert. Das Pellet wurde nach kurzem

trocknen in 12 pl Wasser resuspendiert und die RNA-Konzentration bestimmt.
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2.3.20 cDNA Synthese
RNA 10 Minuten bei 70 °C inkubieren und danach schnell auf Eis abkiihlen.

4l First strand buffer (5x)

2 ul 0,IM DTT

2 ul ANTP(10mM)

1wl Primer pd(N)g (random primer 100pmol/pl)

1wl M-MLV Reverse Transkriptase (200U)
11l RNA (1 pg)

Der Reaktionsansatz wurde fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieend auf 100 pl
mit reinem (Rnase-freiem) Wasser aufgefiillt. (Zur Inaktivierung der M-MLV-RT wurde der
Reaktionsansatz bei 70°C fiir 10 min. inkubiert.) Die cDNA wurde entweder bei -20°C

gelagert oder gleich fiir die RTQ verwendet.

2.3.21 Realtime Quantitative PCR

Die Realtime PCR (RTQ-PCR) ermdglicht mit spezifischen fluoreszierenden Sonden sowie
mit 5°- sowie 3 -flankierenden Primern die Quantifizierung von cDNA und DNA. Das Prinzip
der RTQ-PCR baut auf den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen zwei
Fluorochromen auf (Cardullo et al. 1988). Ein Fluoreszenzfarbstoff (F1), angeregt mit Licht
einer bestimmten Wellenldge (Al), strahlt die aufgenommene Energie in Form von Licht
einer anderen Wellenlidnge (E1) ab. Ein in ausreichender Néhe platziertes Fluorochrom (F2),
dessen Absorptionsspektrum (A2) dem Emissionspektrum (E1) entspricht, nimmt das Licht
im E1 auf und gibt sie als Licht im E2 ab. FI1 ist als Reporter und F2 als quencher
(Ausloscher) bekannt. Ein spezifisches komplementires Oligonukleotid (Sonde), das auf
Sequenzdaten, der zu quantifizierenden DNA, basiert, ist 5" mit einem Reporter und 3" mit
einem quencher ausgestattet. Da beide Farbstoffe nahe beieinander liegen, findet FRET statt.
Zur Amplifizierung der DNA wurde AmpliTaq Gold® DNA Polymerase verwendet, die eine
5°-Nuklease-Aktivitét besitzt. Bei der Elongation trifft die Polymerase auf die 5'-Seite der
Sonde, dabei wird der Reporterfarbstoff von der Sonde exonukleolytisch entfernt und
emittiert nach Anregung Licht im El. Nach jedem Amplifikationzyklus wird der
Reaktionsansatz durch einen Laser induziert und die Fluoreszenz des freigelassenen
Reporterfarbstoffes erfasst. Die Fluoreszenzzunahme wihrend der PCR-Zyklen ist
proportional zum Zuwachs der amplifizierten DNA. Das 3 -Ende der Sonde ist blockiert, so

dass es nicht zur Verlingerung der Sonde kommt.
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In den friihen PCR-Runden kommt eine weitgehend exponentielle Amplifikation der
Template-DNA zustande. Da Primer und Nukleotide im Laufe der Zyklen verbraucht werden
und die Polymerase sowie Nukleotide wegen der hohen Temperaturen inaktiv werden, kommt
es zur Sittigung und schlieflich zum Abbruch der Vermehrung. Als Richtwert wird die
Zellzykluszahl erfasst, bei der sich das Fluoreszenzsignal exponentiell vom Hintergrund
abhebt, auch cycle threshold (ct, Zyklenschwelle) genannt. Die Quantifizierung erfolgt mit
Standardkurven. Dafiir werden parallel die ct-Werte fiir bekannte DNA-Konzentrationen
ermittelt. Die ct-Werte der Proben werden auf der Standardkurve der entsprechenden DNA-
Konzentration zugeordnet und die urspriingliche DNA-Menge bestimmt.

Zur Normalisierung der eingesetzten DNA-Menge wird das GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehgydrogenase), ein Haushalts-Gen, das in allen Zellen eines Zelltyps in gleicher
Weise transkribiert wird, in den Proben bestimmt. Durch den GAPDH-Wert kann die Zellzahl
bestimmt werden.

Der Quotient zwischen dem OAS-Wert und dem GAPDH-Wert einer Probe ergibt den
relativen Wert der cDNA bzw. mRNA im Vergleich zu einer Kontrolle. Als Kontrollen
wurden RNA aus untransduzierten sowie mit dem SR gl4-Virus transduzierten 32D-Zellen
mitgefiihrt und als Referenz gleich eins gesetzt.

Die Konzentrationen der Reverse- und Forward-Primer wurden auf 300 pM eingestellt. Von
diesen Stammldsungen wurde ein verdiinntes Primergemisch hergestellt. Dazu wurden je 50
pl vom FP und RP in 900 pl bidest. Wasser gemischt (1:10-Verdiinnung). Die Sonde wurde
ebenfalls von der Stammlosung ausgehend 1:10 verdiinnt.

Von den 1:10-Verdiinnungen wurde eine Mixtur hergestellt.

5 pl Primer

8 ul Sonde

40 pl 2x Mastermix (beinhaltet AmpliTaq Gold®)
53 ul Gesamt

Die gesamte cDNA wurde auf die bendtigte Menge an Proben mit bidest. Wasser verdiinnt (4
Proben = 108 pl Gesamtvolumen). Fiir einen Ansatz wurden 27 pl cDNA mit 53 pl der
Mixtur gut gemischt und auf drei wells einer speziellen 96-well-Platte verteilt (25ul/well).
Verdiinnungsreihen fiir die GAPDH- Standardreihen wurden mit der cDNA, die separat von
Total-RNA aus nicht transduzierten U937-Zellen isoliert und synthetisiert wurde, hergestellt.

Die jeweilige Verdiinnung wurde mit 53 ul der Mixtur gut gemischt und je 25 pl auf drei
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wells verteilt.

Verdiinnungsreihe fiir GAPDH-Standardreihe in (ul):

cDNA Wasser Zellzahl
27 0 3500
22,5 4,5 3000
18,75 8,25 2500
11,25 15,75 1500
3,75 23,25 500

0 27 0

2.3.22  Proteinisolierung von Ganzzellysaten

Fiir die Kernlysate wurden zwischen 5 x 10°bis 1 x 10’ Zellen verwendet. Zunichst wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und das Pellet in 4 ml Puffer A resuspendiert. Es erfolgte eine
15 Miniitige Inkubation auf Eis. Nach dieser Zeit wurden 250 pl NP-40 hinzugefiigt und 10
Sekunden gevortext. Nun wurde bei 3500 UpM 3 Min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das erhaltene Pellet wurde in 100 pl Puffer C resuspendiert und ein Eppi
tiberfiihrt. Es erfolgte eine weitere 15 Miniitige Inkubation auf Eis, wobei alle 5 Minuten der
Ansatz gevortext wurde. Nun wurden die Eppis 5 Min bei 4 °C und 14000 UpM zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und das Pellet bei — 80 °C eingefroren. 5 ul wurde vorher fiir die

Proteinmessung (Bradford) gesondert autbewahrt.

Puffer A Puffer C
10 mM HEPES 20 mM HEPES
10 mM KCl1 0,4 M NacCl
0,1 mM EDTA 1 mM EDTA
0,1 mM EGTA ImM EGTA

1 mM DTT ImM DTT

Jeweils Proteinase-Inhibitoren hinzugeben. Gebrauchslosung 1 Tablette in 10 ml.

2.3.23 Proteinkonzentrationsbestimmung

Der Proteinassay basiert auf der Verdnderung der Farbabsorption des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue G-250, die nach Bindung an Proteine im sauren Milieu erfolgt (Bradford et
al.,1976). Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei von 465 zu 595 nm,
wahrscheinlich weil der Farbstoff in seiner unprotonierten anionischen Sulfonat-Form durch

Komplexbildung stabilisiert wird. Coomassie-Brilliant-Blue ist ein Triphenylmethanfarbstoff,
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der unspezifisch an kationische und nicht polare, hydrophobe Seitenketten der Proteine
bindet. Am wichtigsten sind die Wechselwirkungen mit Arginin, weniger die mit Lysin,
Histidin, Tyrosin und Phenylalanin.

Die Proteinkonzentration der Zellextrakte wurden durch dieses Verfahren ermittelt. 5 pl der
Extrakte wurden unverdiinnt mit 795 pl Wasser und 200 pl Biorad-Dye-Reagent-Concentrate
(Fa. Biorad) versetzt. Die Proben wurden mit dem Vortexer gut durchmischt und 10 min bei
RT inkubiert. Die Blaufdarbung der Probe wurde bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen

und die Proteinkonzentration mit Hilfe einer Formel berechnet:

Proteinextinktionskoeffizienten x Verdiinnungsfaktor x OD = pg / ml Protein

Sul Proteinextrakt
795 ul Dest. Wasser
200 pl Bio RAD protein dye

Das Spektrometer wurde vor der Messung mit 800 pl und 200 pl protein dye auf Null gestellt.

Berechnung der Konzentration: ODxegx200 = pg/ml
Extinktionskoeffizient von Proteinen: € = 35.7
Verdiinnugsfaktor = 200

2.3.24 Auftrennung der Proteine durch SDS PAGE

Die Polyacrylamidgelelektrophorese macht man sich zunutze, um Proteingemische aufgrund
ithrer unterschiedlichen elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit in einem angelegten
elektrischen Feld zu trennen. Die Wanderungsgeschwindigkeit hdangt dabei von Gréfle, Form
und Solvatisierungsgrad des Molekiils ab. Bei der PAGE benutzt man Acrylamid als festes
Medium fiir die Auftrennung der Proteine, welche sowohl auf der MolekiilgroB3e als auch auf
der elektrophoretischen Beweglichkeit beruht.

Das Gel besteht aus auspolymerisiertem Acrylamid, das durch N,N'-Methylenbisacrylamid
quervernetzt ist. Die hier verwendeten Gele haben einen Polymerisationsgrad von 10%. Die
Polymerisation erfolgt durch Zugabe von Ammoniumperoxidisulfat, TEMED (N,N,N'\N'-
Tetramethylethylendiamin) dient als Radikalstabilisator. Durch einen netzartigen Siebeffekt
wandern dann grof3ere Molekiile langsamer als kleine.

Bei der SDS-PAGE wird die Elektrophorese in Gegenwart von denaturierenden Reagentien
wie Natriumdodecylsulfat (SDS) und Dithiothreitol (DTT) durchgefiihrt. Die reduzierende
Eigenschaft von DTT hat ein Aufbrechen von Disulfidbriicken zur Folge. SDS hingegen
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lagert sich so an Proteine an, dass diese in ihre Untereinheiten dissoziieren und denaturiert
werden.

Die so entstandenen Aminosédurenketten sind gestreckt und bilden Ellipsoide. Da SDS in
einem konstanten Verhiltnis (Molekiile SDS/g Protein) an das Protein bindet und seine
Ladung die des Proteins iiberdeckt, haben alle Proteine nahezu das gleiche Ladungs-Masse-
Verhiltnis. Die Trennung der Proteine bei der Elektrophorese erfolgt demnach nur nach ihrer
molaren Masse. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit proportional zu dem Logarithmus
threr molaren Massen. Anhand eines definierten Molekulargewichtstandards, der mit auf das
Gel aufgetragen wird, kann so die molekulare Masse abgeschitzt werden. Die aufgetrennten

Proteine werden anschlieBend durch Western Blot als Proteinbanden auf einem Rontgenfilm

dargestellt.

10 %-iges Trenngel (1 gr.Gel) 4 %-iges Sammelgel (1 gr.Gel)
10 ml 40 % Acrylamid 2 ml 40 % Acrylamid

10 ml 1,5 M Tris/HCL, pH 8,8 0 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0 ml0,5M Tris/HCI, pH 6,8 5ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
19,4 ml H,O 12,5 ml H,O

200 pl 10 %-ige APS-Lsg. 250 pl 10 %-ige APS-Lsg.
400 pl 10 %-ige SDS-Lsg. 200 pl 10 %-ige SDS-Lsg.
20 ul TEMED 25 ul TEMED

40 ml 20 ml

7.5 %-iges Trenngel (1 gr. Gele) 3x Probenauftragspuffer

7,5 ml 40 % Acrylamid 2 % SDS

10 ml 1,5 M Tris/HCL, pH 8,8 62,5 mM Tris/HCL, pH 6,8
21,8 ml H,O 15 mM DTT

250 pl 10 %-ige APS-Lsg. 20 % Glycerol

500 pl 10 %-ige SDS-Lsg. 0,25 % Bromphenolblau
25 ul TEMED 5 % B-Mercaptoethanol

40 ml

5 x SDS- Laufpuffer (hier 1x)

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS

Das Gel wurde bei 60V iiber Nacht laufen gelassen. Der Gellauf wurde gestoppt, als die
Bromphenolbande den unteren Rand erreichte. Das Gel wurde vorsichtig zwischen den

Glasplatten entnommen und das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt.

2.3.25 Western Blot

Der Western Blot dient als Nachweis spezifischer Proteine. Die in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine werden nach Anlegen einer elektrischen Spannung im nassen Milieu
auf eine Membran transferiert. Der verwendete Transferpuffer enthdlt Methanol, um die
Bindungsaffinitit der Membran zu erhéhen, und SDS, das eine negative Ladung auf die

Proteine iibertrdgt. Der Nachweis der Proteinbanden erfolgt mit Hilfe von spezifischen
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Antikorpern. Da die Nitrocellulosemembran allerdings alle Proteine bindet, muss verhindert
werden, dass die Antikorper unspezifisch an die Membran binden. Dazu werden die
unspezifischen Bindungsstellen mit Magermilchpulver geblockt. Anschliefend werden die
Proteinbanden mit Hilfe spezifischer Antikorper markiert, die wiederum von sekundiren
Peroxidasegekoppelten ~ Antikorper erkannt werden. Mit Hilfe der gekoppelten
Peroxidaseaktivitit und einem Chemilumineszenzreagenz ldsst sich das gesuchte Protein
durch Belichtung eines Rontgenfilms detektieren.

Die durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden in einer mit
Transferpuffer gefiillten Kammer auf eine Nitrocellulose-Membran (Amersham Biosciences)
transferiert. Die Proteine wandern von ,,Minus“ zu ,,Plus®“. Daher wurde der Aufbau im
Transferpuffer folgendermaBen (von + zu - ) getdtigt: Schwamm, Filterpapier,
Nitrocellulosemembran, Gel, Filterpapier und Schwamm. Der Proteintransfer wurde im
Transferpuffer mit Wasserkiihlung (im Kiihlraum) bei 0,8 A 120 Minuten lang durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die Membran durch eine einstiindige Inkubation in 3 %-iger
Magermilchlosung (PBS-Milch) bei RT abgesittigt. Es folgte die o.n. Inkubation mit dem
spezifischen Antikorper bei 4°C auf dem Rad. Der primédre Antikorper wurde 1: 1000 mit
PBS Magermilch verdiinnt. (1. AK: polyklonal anti EGFP)

Nach dreimaligem Waschen mit dest. Wasser wurde die Membran iiber einen Zeitraum von
zweil Stunden mit einer 1:5000 verdiinnten 2. AK-Lsg (in PBS-Milch) bei RT inkubiert. Als
sek. AK wurde horseradish peroxidase (HRP) conjugated donkey-anti-rabbit IgG 200pg/ml
(Santa Cruz Biotechnology) verwendet. Nach mehrmaligem Waschen wurde der Blot
abschlieBend in 10 ml Detektionslosung (5 ml Lsg.1 + 5 ml Lsg.2) von der Fa Amersham fiir
3 Min im Dunkeln inkubiert, bevor die Membran in durchsichtige Folie gewickelt und in die
Rongenfilmbelichtungskassette gelegt wurde. Die durch die Peroxidasereaktion emittierte

Chemilumineszenz wurde mit einem Rontgenfilm detektiert.

Transferpuffer pH 8.3 Waschpuffer (TBS-Tween) pH 7.6
39 mM Glycin 20 mM Tris-HCl

48 mM Tris-HC1 137 mM NacCl

0,037 % SDS 20 % Methanol 0,3 % Tween 20
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3. Ergebnisse

3.1 Generierung einer anti-EGFP Bibliothek nach der ,restriction enzyme generated
SiRNA“ (REGS) Methode

Die im Februar 2004 (Nature Genetics, Volume 36, Number 2) veroffentlichte Arbeit von
George Sen und Kollegen zeigt die Generierung einer shRNA Bibliothek nach Verdau von
cDNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen. Wir haben nach dieser Methode shRNAs
gegen das EGFP Gen generiert und funktionell getestet. Wegen der Verwendung eigener
Plasmide mussten einige der Restriktionsenzymschnittstellen durch andere ersetzt werden.

Dadurch wurde es notig, die Funktionalitdt der Vektoren noch einmal getrennt zu {iberpriifen.

3.1.1 Isolierung und Verdau der DNA, die fiir das EGFP-Gen codiert

Das EGFP-Gen wurde aus dem Vektor (MSCV-IRES-EGFP) mit den Restriktionsenzymen
Clal und Ncol herausgeschnitten und mittels Gelelektrophorese aufgereinigt. Die 750 bp
groBen Fragmente wurden simultan mit den Restriktionsenzymen Acil, HinPl, Hpall,
HpyCH4IV und Taqal verdaut. Abbildung 1la zeigt schematisch die Positonen der
Schnittstellen dieser Enzyme am EGFP Gen. Abbildung 1b zeigt die Erkennungssequenz der

eingesetzten Enzyme. Jedes dieser Restriktionsenzyme hinterlisst ein 5° GC Uberhang.

a)
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Aeil:  5°..CCGC...3" HinPl: 5°..0CGC...3"  Hpall: 5..CCGG...3’
3..GGCG...5 3..CGCG...5 3..GGCL...5
HpyCHAIV: 5. ACGT...3’ Tagal: 5'..TCGA...3’
3. TGGA...5" 3..AGC]...5"

Abb. 1 Verdau der EGFP-DNA zur Herstellung von siRNAs nach der REGS-Methode.
a) Schematische Darstellung des Verdaus des EGFP-Gens mit den Restriktionsenzymen Acil,
HinP1, Hpall, HpyCH4IV und Tagol. Die darunterliegenden, nummerierten Linien zeigen

mogliche Sequenzen, die in sense-Orientierung funktionelle shRNAs ergeben konnten.

b) Restriktionsmuster der fiinf verwendeten Enzyme. Alle hinterlassen einen 5'GC Uberhang.
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3.1.2 “Restriction enzyme generated siRNA” (REGS) Methode
Jedes der in 3.1.1 generierten Fragmente des EGFP-Gens, hat einen Uberhang, der fiir die
Ligation mit einem 3 Loop verwendet wurde (Abb. 2a). Dieses synthetische Oligonukleotid
mit einer Ldnge von 44 Nukleotiden wurde zuvor phosphoryliert und anschlieBend fiir 3
Minuten bei 95 °C denaturiert, um danach sofort in einem Eisbad schnellst moglich abgekiihlt
zu werden. Dies hat sich als effektiv fiir die Bildung der intramolekularen
Loopstrukturbildung erwiesen, die sonst verstirkt mit der intermolekularen Hybridisierung
konkurriert. Der 3" Loop verbindet den Sense mit dem Antisense Strang der einzelnen EGFP-
Frangmente. Aus jeweils zwei Stringen wird ein Strang. Da die EGFP-Fragmente aber noch
zu lang sind, miissen diese in die flir die Prozessierung von shRNAs notige GroBe gebracht
werden. Dazu wird das Enzym Mmel, dessen Erkennungssequenz erst durch die Ligation des
GC-Fragments mit dem 3" Loop vervollstindigt wird, verwendet (Abb. 2b). Mmel ist ein
nicht palindromisches Enzym, das 18 bzw. 20 Nukleotide von der Erkennungssequenz
entfernt die DNA schneidet (Abb. 2¢). Da das C am 5° Ende der Erkennungssequenz von
Mmel noch zu dem ligierten Fragment gehort, hinterldsst das Enzym Fragmente mit einer
Lange von 21 Nukleotiden. Dabei schneidet Mmel die DNA so, dass ein 2 Nukleotid langer
3" Uberhang entsteht. Dieser Uberhang wurde dazu verwendet, um einen weiteren Loop, den
5" Loop, zu ligieren (Abb. 2d). Da diese zwei Nukleotide je nach ligiertem Fragment
differieren, hat der 5° Loop an dessen 3" Ende 2 randomisierte Nukleotide (flir vier
Moglichkeiten pro Position wiren das insgesamt 16 verschiede Loops). Dieser 5° Loop
ermOglicht an der einzelstringigen Haarnadelschleife (Abb. 2e) die Bindung von Primern, die
die Synthese des komplementdren Strangs ermdoglicht (Abb. 2f). Der 5° Loop wurde so
entworfen, dass seine Sequenz nicht 100% komplementér ist, mit dem Ziel, spéter gerichtet

klonieren zu kdnnen.
Um den komplementéren Strang dieses in sich geschlossenen Rings zu synthetisieren, wurde
die ®29 DNA Polymerase verwendet.
. Diese zeichnet sich durch ihre
2l mm" /’\ DR Q besonders ausgeprigte Fahigkeit aus,
e Primer

Input DNA a 1 A
(Produktbeschreibung von Amersham Biosciences) Doppelstrange vor sich her zu 6ffnen.

Dies ist wichtig um zum einen durch
.7 di in sich geschlossene
Haarnadelstruktur  (dumbbell)  zu

Nyer” kommen und zum anderen -eine
: o

Konkatemer
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Amplifikation durch mehrmaliges Durchlaufen dieses in sich geschlossenen Ringes zu
erhalten. Von Bedeutung ist auch, dass sie den synthetisierten Doppelstrang nicht vor sich her
wieder durch eine 5> 3’Exonukleaseaktivitit abgedaut. Nach mehrmaligem Durchlaufen
dieser Ringstruktur und stindiger Verdringung des schon synthetisierten Doppelstranges,
entsteht ein langer, einzelstringiger DNA-Strang. Um den komplementiren Strang zu bilden,
wurde der sog. RCA-2 Primer dazugegeben. Da dieser Primer beim langen einzelstrangigen
Konkatemer mehrmals passt und die Polymerase weiterhin jeden schon synthetisierten
Doppelstrang verdrangt, kommt es zu einer starken Veréstelung und einer Amplifikation des
Konkatemers (Abb. 2g).

Um klonierbare doppelstringige DNA Fragmente in der richtigen Grofle mit den 21
Nukleotiden sense- und antisense DNA zu erhalten, wurde das Konkatemer der Polymerase
Reaktion mit den Enzymen Pacl und Dral geschnitten. Man erhélt die erwiinschte Bande mit
einer Linge von 98 Nukleotiden (Abb. 2h). Diese wurde in den pSuper-sh empf. Vektor
(siche Abb. 3) kloniert, so dass am Ende des Pol III Promotors eine Ligation an dem mit Pacl
geschnittenen Ende stattfinden konnte und am anderen Ende die Ligation vor dem Stopp
Signal der RNA Polymerase (5 x T) moglich wurde (Abb. 2i). Da die komplementéren 21-
Nukleotid langen Sequenzen des am Anfang eingesetzten Fragments durch den in Abb. 2a
ligierten 3'Loop zu weit voneinander getrennt sind um nach Transkription funktionelle
sh/siRNAs zu ergeben, wird der nun als vollstindig vorliegende (aufgeklappte)
doppelstringige 3'Loop durch den Verdau mit BamHI herausgeschnitten (Abb. 2j). Der
Vektor wird an der BamHI-Schnittstelle religiert, so dass nun die 21 Nukleotide des
Fragments nur noch durch die als Hairpin fungierende Sequenz TTGGATCCAA voneinander
getrennt werden (Abb. 2k). Das Produkt der Transkription durch die RNA-Polymerase ist in
Abb. 21 dargestellt.
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BamH]I c a
NNNNNN CGTTGGATCCTGGGACTGTT 3 A

NNNNNNGC AACCTAGGACCCTGACA c A
< — A G

Mmel

b) BamH]I c
A
MVNNNI\K:GT'I‘GGATCETGGGACTGT T 3 A

NNNNNNGCAACCTAGGACCCTGACA A

A G
Mmel

5" (N);sGTYGGA

Schnittmuster Mmel:
l 3" (N),)CARCCT

c)
C a
NNNNNNNNNNNNNNNNI\KZGTTGGATCCTGGGACTGTT 3 A
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCAACCTAGGACCCTGACA g A
H_J A G

Mmel

d)
| Ligation mit 5 Loop

T A CCAGTGA AAANN
¢ ° . GGTCACTAATAAATTTTT
Cc

T ¢ l
A T ©) C a

T AccacTGa AAANNNNNNNNNNNNNNNNNNI\KZGTTGGATCCTGGGACTGTT 3» A

G > c GGTCACTAATAAATTTTT MVNNNNNNNNNNNNNNNNNGCAACCTAGGACCCTGACAG A
Cc c AG
Tg

RCA (® 29 DNA Polymerase)
Primer RCA1: 5'-ACTGGTAA-3"

f) RCA2: 5'-GCCGTCGT-3"
d 29
T A CCAGTGA AAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGTTGGATCCTGGGACTGT T
T ~a TGGTCA-5 RCAl c
A A A
T T A
GG A
c CT G
v Tq ® 29 A

¢ CC C GGTCACTAATAAATTTTT NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCAACCTAGGACCCTGACA ©

C G-5"RCA2
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Konkatemerbildung durch
die RCA-Polymerase

g)

(...Ausschnitt des Konkatemers...)

AAA (Np;) TTGGATCCTGGGACTGTTCARAAGAGACAGTCCCAGGATCCAACG (N,;) TTTTTAAA..
TTT (N,;) AACCTAGGACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAGGTTGC (N,;) AAAAATTT..

Verdau mit den Restriktionsenzymen
Pacl und Dral

h)
AAA (N,;) TTGGATCCTGGGACTGTTCAAAGAGACAGTCCCAGGATCCAACG (N,;) TTTTT
TTT (N,;) AACCTAGGACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAGGTTGC (N,;) AAAAA

Ligation in den Vektor
pSuper sh-empf.

NN T2 2AAAR (N,;) TTGGATCCTGGGACTGTTCAAAGAGACAGTCCCAGGATCCAACG (N,;) TTTTT

_AAT TTT (N,;) AACCTAGGACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAGGTTGC (N,;)
Herausschneiden des

tiberschiissigen 3 Loops
mit BamHI

GATCCTGGGACTGTTCAAAGAGACAGTCCCAG

1) GACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAG
BRSNS TAAAAA (N,;) TTG GATCCAACG (Ny;) TTTTT,
.AAT TTT (N,;) AACCTAG GTTGC (Np;)
Religation
k) BRSNS TAAAAA (N,;) TTGGATCCAACG (Ny;) TTTTT
.AAT TTT (N,;) AACCTAGGTTGC (Ny;)

Transkribiertes RNA-Produkt:

G G
1) NNNNNNNNNNNNNNNNNCGU N A

UUNNNNNNNNNNNNNNNNNGCA » T
cC

Abb. 2 Skizze der einzelnen Schritte der Generierung einer shRNA Bibliothek nach der
wrestriction enzyme generated siRNA*“ (REGS). Vergl. Gel Abb. 5

a) Ligation mit 3 "Loop b/c) Verdau mit Mmel d/e) Ligation mit 5'Loop
f/g) Konkatemerbildung h) Verdau mit Pacl und Dral

1) Ligation mit Vektor j) Entfernen des iiberschiissigen 3 "Loops

k) Religation 1) Transkriptionsprodukt
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3.1.3 Empfingervektoren fiir das durch die REGS Methode hergestellte Konstrukt
Modifikation des pSuper-Plasmids und Generierung des lentiviralen sh-Empfinger-Plasmids:
Durch mehrere aufeinanderfolgende Mutagenesen wurde der H1 Promotor vom pSuper-

Plasmid (11 Basen vor dem Transkriptionsstart) modifiziert. (Abb. 3A)

Mutagenese: pSuper in pSuper-Pacl

H1-Promotor Belll

. 0
Wildtyp-Sequenz:  5"...AC/CACAGATCTAA... 3’
Mutierte-Sequenz: ~ 5"... AC/TTAATTAATAA... 3

Pacl

Die durch die Mutagenesen eingefiihrte Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Pacl
wurde verwendet, um zwischen Pacl und Hincll (einem blunt-end cutter) einen Adapter
(Linker) einzufiigen (Abb. 3B). Dieser Linker enthdlt mehrere Erkennunssequenzen von
blunt-end cutter, die bei spiteren Anwendungen gebraucht werden.

Um den lentiviralen Vektor SR-SnaB mit der H1-Expressionskassette zu versehen, wurde
dieser mit dem Restriktionsenzym SnaBIl geschnitten. Der H1-Promotor mit dem Linker
wurde durch den Verdau mit BamHI / Xhol vom pSuper sh empf herausgeschnitten, mittels
Klenow Polymerase in die blunt end Konformation gebracht und so in die SnaBI Schnittstelle
vom SR-Vektor kloniert (Abb. 3C). Bei der richtigen Orientierung des Fragmentes wird die
BamHI Erkennungssequenz zerstort, die Xhol Sequenz jedoch wieder hergestellt. Abbildung
3D zeigt den fertigen SR sh-empf. Vektor.
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AmpR AmpR
A
Smal (698) Smar 1 (698)
H1 Promotor _ H1 Prormotor
Pae1(930) Belll (529
Hine 11 (353) EweTl (354)
B
+ Linker TAAGTATACCCGGGCAGTACGTAGTTTAAACGTT

TAATTCATATGGGCCCGTCATGCATCAAATTTGCAA

AmpR
Bam HI (690}
Smal(698)

H1 Pramatar

Wi S 1 (941)

RFP Swa BI (129)
FLTR

EeaRI (151

H1 Pramotar

Pacl (373)

Est 11071 (379)
SnaBI (393)

SR sh-empf.
9275 bp

gptE. coli

gptE. cali

Abb. 3 Vektormodifikationen fiir die anschlieBende Klonierung der Bibliothek.
A: Einfithrung der Pacl Erkennungssequenz am 3" Ende des H1 Promotors.

B: Klonierung eines Linkers in dem mit Pacl und Hincll geschnittenen Vektor.
C: Uberfiihrung der H1-Linker Kassette in das lentivirale Konstrukt SR-SnaB.
D: Fertiger lentiviraler Vektor mit dem H1-Linker in der 3'LTR Region.
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3.1.3.1 Uberpriifungen der Funktionalitiit des Promotors

Da die Sequenz des H1 Promotors vor dem Transkriptionsstart modifiziert wurde, musste
tiberpriift werden, ob die Modifikationen moglicherweise einen FEinfluss auf die
Transkriptionseffizienz haben.

Um dies zu lberpriifen wurde mittels der Pacl Schnittstelle eine gegen EGFP gerichtete
shRNA Sequenz eingefiihrt. Bei der shRNA handelt es sich um eine Sequenz, die die
Expression des EGFP Proteins mittels RNAi an der Position 121 der codierenden Sequenz
inhibiert (Scherr et al. 2003).

Mittels Lipofektion der Konstrukte in BHK 21 Zellen wurden die verschiedenen
Modifikationen mehrmals auf Funktionalitdt iiberpriift. Zur Normalisierung der Werte wurde
zusitzlich zu den Vektoren die EGFP und die shRNA 121gfp kodieren ein Vektor transfiziert,
der den low-affinity-nerve-growth-factor-receptor  LNGFR exprimiert. Durch eine
Antikorperfarbung kann man die leicht unterschiedlichen Aufnahmen der mit Lipofektamin
transfizierten DNA in den einzelnen wells berilicksichtigen. Tabelle und Graphen in Abb. 4
zeigen das kein Unterschied durch das Einfiihren der Pacl Erkennungssequenz im Vergleich

zu der nicht modifizierten Promotorregion zu erkennen ist.

3.1.3.2 Vergleich des BamHI Loops mit dem wt-Loop

Die durch diese Methode generierte Bibliothek verwendet nicht die von Brummelkamp
publizierte Loopsequenz (TTCAAGAGA; Brummelkamp et al. 2002), sondern die BamHI-
Erkennungssequenz bildet das Bindeglied zwischen dem Sense- und Antisense-Strang. Es
wurde dieselbe Sequenz einer gegen die EGFP-mRNA kodierenden shRNA, die sich nur in
threr Loopsequenz voneinander unterscheiden, mittels Lipofektion miteinander verglichen.
Die eine 121shRNA enthélt den von Brummelkamp et al. publizierten Loop (wt Loop)
wiahrend bei der anderen 121shRNA der sense vom antisense Strang durch den Bam-Loop
getrennt wird (Bam Loop). Es ist kein Unterschied zwischen diesen beiden Loopvarianten zu

erkennen (Abb. 4).
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a)
% GFP
Expression % GFP Reduktion
pS gl4 100,00 0,00
pS 121gfp 14,17 85,83
pS H1 Pac 121gfp wt Loop 13,82 86,18
pS H1 Pac 121gfp Bam Loop 12,29 87,71
b)

100% |
90%
80%
70%
60%
50%
40% |
30%
20%
10% —

[%]

Lipofektionsergebnis

0%

gld H1-121gfp

MSCV + LNSN + pS-  MSCV + LNSN + pS-

MSCV + LNSN + pS-  MSCV + LNSN + pS-

H1-Pac-121gfp mit H1-Pac-121gfp mit

wt Loop

Transduzierte Konstrukte

Bam Loop

EGFP Expression % HMReduktion um %

Abb. 4 Effekte der Mutagenese in der H1- Promotorregion und der unterschiedlichen Loops
auf die GFP-shRNA Expression. Die Normalisierung erfolgte mit dem zusétzlich

transduzierten Oberflichenmarker LNGFR.

a) Exemplarische Auflistung eines Lipofektionsergebnis.

b) Aus der Tabelle erstelltes Diagramm. In griin ist die restliche noch vorhandene EGFP
Expression im Vergleich zu der Kontrolle pS gl4 in Prozent aufgetragen. Die dunkelgriinen
Balken stellen die entsprechenden prozentualen Reduktionen dar im Vergleich zur Kontrolle

pS gl4 dar.
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3.1.4 Letzte Schritte zum funktionellen lentiviralen shRNA Expressionsplasmid

Bei der in Punkt 3.1.2 beschriebenen Methode geht man vom EGFP-Gen aus, das man anhand
von verschiedenen Enzymen in Fragmente schneidet, die ein CG-Uberhang aufweisen. Man
erhdlt bei der Verwendung von Acil, BsaHl, HinPl, Hpall, HpyCH4IV und Taqol beim
Schneiden vom EGFP Gen (750 bp) insgesamt 24 Fragmente, wobei das groite Fragment 102
bp lang ist. Dies entspricht dem Ergebnis des Gelbildes in Abbildung 5 a, Spalte 5. In der
ersten Spalte ist der 10 bp Marker aufgetragen. In der zweiten Spalte der
»schockhybridisierte” und kinasierte 3'Loop. Wie man sieht, ist die intramolekulare Faltung
gegeniiber der intermolekularen Hybridisierung nahezu 100 %. Fiigt man dem kinasierten
3'Loop Ligase hinzu, ligieren zwei Loops miteinander zu einer doppelten Haarnadelschleife
von einer Linge von ca. 44 bp (Spalte 3). Daher sind Konkatemerbildungen ausgeschlossen.
Das Hinzufiigen des Restriktionsenzyms Mmel dndert nichts an dieser Struktur, da die
Schnittstelle des Enzyms in der Schlaufe liegt, so dass das Enzym nicht schneiden kann
(Spalte 4). Wire ein Verdau moglich, miisste durch die Ligation mit noch einem
geschnittenen Konstrukt eine Bande bei etwa 88 bp auftauchen. Dies ist aber nicht der Fall.
Spalte 6 zeigt das Ligationsprodukt der in Spalte 5 gezeigten Fragmente. Noch deutlicher sind
diese unterschiedlich langen ligierten Fragmente als ,,Schmier in Spalte 7 zu sehen, wo die
EGFP Fragmente untereinander aber auch mit dem 3 Loop ligiert wurden, der im Uberschuss
hinzugefiigt wurde. Das Mmel-Enzym schneidet das Ligationsprodukt der EGFP-Fragmente
mit dem 3 'Loop in 45 bp lange Stiicke. Diese Bande sieht man in Spalte 7 und wird préparativ
zur Ligation mit dem 5'Loop aufgereinigt.

In Abbildung 5b ist in der ersten Spalte der 10 bp Marker aufgetragen. In der zweiten Spalte
ist der kinasierte und hybridisierte 5'Loop zu sehen. In der dritten Spalte wurde Ligase zu
dem in Spalte 2b dargestellten Loop gegeben. Wie man an der noch sichtbaren Bande bei ca.
24 bp sehen kann, ist nicht ligierter 49 Nukleotid langer 5'Loop im Uberschuss eingesetzt
worden (Durch intramolekulare Faltung entspricht die Laufhdhe in etwa der Hilfte der
Nukleotidanzahl). Durch ein denaturierendes Harnstoff-PAA Gel konnte das mit Hilfe einer
Silberfarbung nachgewiesen werden. Mit dem roten Pfeil wird in Spalte 4 und 5 das
erwiinschte Produkt gezeigt: Das Ergebnis der Ligation des 3 Loops mit dem 21 Nukleotid
langen Fragment der ¢cDNA plus dem 5'Loop gezeigt. Desweiteren erkennt man ein
Nebenprodukt bei einer Hohe von etwa 78 bp, welches durch die Ligation zweier 3 Loops mit
den entsprechenden 21 Nukleotiden zu erklédren ist. Bei der Hohe von 46 bp sieht man die

Selbstligation des 5 'Loops. Etwas Edukt (3'Loop + 21 nt) kann man bei der Héhe von 39 bp
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sehen. Um dies zu verdeutlichen, ist in Spalte 6 noch einmal der 3'Loop mit den 21

Nukleotiden aufgetragen.

21 nt 21 nt

Abb. 5 PAA-Gelbilder der einzelnen in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Klonierungsschritten.

a) Auftragung der ersten Klonierungsschritte: 1. 10 bp Marker 2. 3'Loop kinasiert und
hybridisiert; 3. Der in 2 aufgetragene Loop mit Ligase; 4. In sich geschlossene
Haarnadelschleife durch die Ligation zweier 3 'Loops nach Zusatz des Enzyms Mmel; 5.
Fragmente des EGFP Verdaus mit den flinf im Text genannten Restriktionsenzymen; 6.
Ligierte EGFP Fragmente mit dem 3 'Loop und mit sich selbst; 7. Verdau der in Spalte sechs
aufgetragenen ligierten Fragmente mit dem Restriktionsenzym Mmel.

b) Auftragung anschlieBender Klonierungsschritte bis zur RCA: 1. 10 bp Marker; 2.
Kinasierter und hybridisierter 5'Loop; 3. Der in 2 aufgetragene Loop mit Ligase; 4. + 5.
Ligation des 5 Loops an den 3 'Loop mit den durch Mmel Verdau zugeschnittenen 21 bp der
cDNA. Mit dem roten Pfeil ist das erwiinschte Produkt markiert, der aus dem 5 Loop, den 21
bp des Gens und dem 3 Loop besteht; 6. 3" Loop mit zurechtgeschnittenen 21 nt. (Edukt aus

7a.)

Die mit dem roten Pfeil markierte Bande wurde ausgeschnitten, aus dem Gel eluirt und in die
RCA-Reaktion eingesetzt. Nach Verdau des gebildeten Konkatemers mit den Enzymen Pacl
und Dral wurde das Fragment wie in 3.1.2 beschrieben, in den pS-sh empf. Vektor kloniert.
Anschliefend erfolgt die Transformation in Bakterien. Durch die Bakterien werden die
einzelnen Konstrukte amplifiziert. Somit kann man das Schneiden dieses Vektors mit BamHI
(um die von BamHI flankierte irelevante Sequenz loszuwerden) in einem groBeren MaBstab
durchfiihren, ohne Diversitit zu verlieren. Desweiteren kann der Verdau einzelner Klone mit

BamHI fiir Sequenzierzwecken verwendet werden.
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3.1.5 Sequenzierung und Evaluation der erhaltenen shRNAs

Es wurden 15 Klone sequenziert. Das Ergebnis der Sequenzierung ergab, dass man wie
erwartet, abhidngig ob der 3'Loop an dem 5'- oder am 3’'-Ende der cDNA ligiert wurde,
sowohl die Sense- als auch die Antisense- Orientierung erhélt. In der Tabelle sind die
moglichen Varianten sowie die durch die zufdllige Selektion von 15 Klonen erhaltenen und

durch Sequenzierung festgestellten Treffer aufgelistet.

Nr. Schnittstellenposition siRNA Sequenz siRNA Sequenz Haufigkeit
(sense) (antisense) der Isolation

1 29 Hpall 10-31 30-51 0

2 50 Taqdl 32-52 51-71 0

3 65 HpyCH4IV 47-67 66-86 0

4 92 Hpall 74-94 93-113 2 (sense)
5 152 Hpall 134-154 153-173 1 (anti)
6 219 Acil 201-221 220-240 0

7 260 Acil 242-262 261-281 0

8 278 HpyCH4IV 260-280 279-299 0

9 288 HinPI 269-289 288-308 2 (anti)
10 327 Acil 309-329 328-348 0

11 329 HinPI 311-331 330-350 2 (sense)
12 344 Taqol 326-346 345-365 1 (anti)
13 366 Acil 348-368 367-387 1 (sense)
14 371 Taqol 353-373 372-392 0

15 386 Taqaol 368-388 387-407 0

16 449 HpyCH4IV 431-451 450-470 2 (sense)
17 504 Acil 486-506 505-525 1(sense)
18 515 Taqal 497-517 516-536 0

19 617 Acil 599-619 618-638 2 (sense)
20 645 HinPI 626-646 645-665 1 (anti)
21 677 Acil 659-679 678-698 0

22 680 Acil 662-682 681-701 0

23 683 Hpall 665-685 684-704 0

Abb. 6 Die Tabelle zeigt die mdglichen Sequenzen, die man durch die REGS Methode bei
dem Verdau des EGFP-Gens erhalten kann. Die in gelb unterlegten, zeigen die erhaltenen
Sequenzen an, wobei die zusétzlich grau Unterlegten auch signifikant die EGFP Expression
hemmen.
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Funktionelle Evaluation dieser unterschiedlichen Fragmente mittels Lipofektion in BHK 21
Zellen ergaben, dass die in der Tabelle von Abb. 6 grau unterlegten Konstrukte am
effizientesten die Translation des EGFP-Proteins hemmten und somit die EGFP-Fluoreszenz
reduzierten.

Ein weiteres Ergebnis der Sequenzierung ergab (Abb.7), dass es zu einer Zusammensetzung
von kleinen Fragmenten kommt, wenn die ¢cDNA durch die Verwendung der sechs in

Abbildung 1 aufgelisteten Restriktionsenzymen in zu kleinen Fragmenten geschnitten wurde

(d.h. <21 bp). >DanL6 (08.02.08)

Pos. 279-290 BamHI
Pos. 637-647 TN Schnittstelle Abb. 7 Sequenzierung einer
—— unerwiinschten Ligation mehrerer (zu
klei F Der bl dd
AACGAG A b TCCAGGA T TGG ATCAHHRN elnen) ragmenten' cr auc un cr
140 150 griine Balken zeigen die

unterschiedlichen Fragmente an, die
zusammenligiert wurden. Die CGs die
die sticky ends fur die Ligation mit dem
3'Loop sowie mit dem anderen
Fragment lieferten, sind mit einem rot
umrandeten gelben Kreis versehen. Die
unvollstindige BamHI Schnittstelle
entsteht durch den vor der
Sequenzierung durchgefiihrten Verdau
mit BamHI (um Sekundérstrukturen bei
der Sequnezierungsreaktion zu
verhindern).

3.1.6 Verwendung einer randomisierten Sequenz

Durch mehrfache Ligation von Fragmenten die kleiner als 21 nt waren, wurden Sequenzen
gebildet, die nicht funktionell sind. Anstelle der Gewebe- und Zell-spezifischen cDNA
Vorgabe wurde als neues Ziel die Generierung einer Bibliothek gesetzt, die universal in
Eukaryoten anwendbar ist und die nach Moglichkeit das ganze Spektrum an mdglichen
siRNAs abdeckt: eine randomisierte Bibliothek.

Prinzipiell dhnelt sie der eben beschriebenen Methode. Statt der in Abbildung 2a
beschriebenen Ligation der cDNA Fragmente mit dem 3'Loop muss vorher noch mittels einer
Klenow-Polymerase-Reaktion der komplementére Strang eines Oligonukleotids mit einer
randomisierten Sequenz N synthetisiert und mit BamHI verdaut werden. An den einstrangigen

Uberhang des BamHI Verdaus kann ein Loop ligiert werden, welcher komplementir zur
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einstrangigen BamHI Sequenz ist. Die restlichen Schritte sind mit denen aus Abbildung 2 b)

bis 2 1) identisch.

a)
CCCCAGGAGGCCTTAATTAAAAAN,(GTTGGATCCTGCTGGGCGCATGG
ACCTAGGACGACCCGCGTACC
Hybridisierung
b) + Klenow-Polymerase-
Reaktion

CCCCAGGAGGCCTTAATTAAAAAN,(GTTGGATCCTGCTGGGCGCATGG
GGGGTCCTCCGGAATTAATTTTTN,,CAACCTAGGACGACCCGCGTACC

BamHI Verdau
und Aufreinigung des 49 Bp langen
Fragmentes

l Ligation mit dem 3"Loop

Bam HI c a
NNNNNNGTTG ” GATCCTGGGACTGT © ;o A
NNNNNNCAACCTAG GACCCTGACA; =~ A
—— AG

Mme |

Abb. 8 Skizze der zusitzlichen Schritte bei der Generierung einer shRNA Bibliothek mit
einer randomisierten Sequenz.

a) Generierung des komplementédren Stranges durch die Hybridisierung eines Primers und
anschlieBender Klenow-Polymerase-Reaktion

b) Verdau der doppelstrangigen DNA mit BamHI und anschlieender PAA-Gelaufreinigung
c) Ligation des mit BamHI geschnittenen Fragmentes (das die randomisierten Sequenz

enthilt) mit dem 3 Loop.

3.1.6.1 Sequenziiberpriifung und Verteilung der randomisierten Bibliothek

Die generierte randomisierte shRNA-Bibliothek wurde mittels Sequenzierung iberpriift.
Zunichst wurden ca. 10.000 Bakterienklone vereinigt und die daraus gewonnene Plasmid-
DNA als ,,pool“ sequenziert. Das Ergebnis ist in Abb. 9 dargestellt. Die Sequenz ist wie

erwartet lesbar bis zum Begin der randomisierten Sequenz. Man erkennt die Pacl
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Erkennungssequenz (TTAATTAA) und die 5 As, die bei der komplementéren Sequenz auf
demselben Strang das Stoppsignal des Pol III-Promotors liefert. Der komplementére Strang ist
hier nicht dargestellt, da die DNA vor der Sequenzierung mit BamHI geschnitten wurde, um

einen vorzeitigen Abbruch der Sequenzier-PCR durch Sequndérstrukturen zu verhindern.
Pacl BamHI

40 E0 &0 70 an an 100
"TGH AT TT GGG AAT CTTATAAGTTCT GTAT GAG ACTTAAT TAALLAANCCCCCCCCCCCCCCCCCCCGTTGGHT  CCHN

P “ F 5x As

randomisierte-
Region

|

GGATCC

Abb. 9 Sequenzierung eines Pools von etwa 10.000 Konstrukten mit einem Primer der in der
H1 Sequenz hybridisiert.

Bei einer Gleichverteilung jedes der vier Basen in der randomisierten Region, wiirde man
erwarten, dass die Peaks aufeinander liegen und somit in der oberen Leiste als ,,N* kenntlich
gemacht werden. Da das Sequenzierergebnis in Abbildung 9 eine Uberrepresentation des
Cytosins im Berreich der randomisierten Sequenz aufweist, wurden einzelne Klone gepickt,
DNA isoliert und sequenziert. Das Ergebnis, 50 dieser Sequenzierungen, ist in Abbildung 10a
dargestellt. In 10b wurden die Anzahl der einzelnen Basen von der Tabelle 10a aufgetragen
und in 10c als prozentualer Wert angegeben. Erwartet werden bei einer Gleichverteilung fiir
jede Base jeweils 25 %. Wie man in Abbildung 10 c in der letzten Spalte sieht ist das Cytosin
mit 29,6 % am stéirksten vertreten, gefolgt vom Thymin mit 26,1 %. Guanin und Adenin sind
hingegen etwas weniger enthalten (22,5% und 21,8 %). Dieses Ergebnis begriindet aber noch
nicht die so deutlichen Peakhdhenunterschiede in Abbildung 9. Das Ergebnis einer
Riicksprache mit der Firma Applied Biosystems ist, dass die Peakhdhe kein Mal} fiir die
Quantitét ist. Das erkennt man in der Abbildung auch an den unterschiedlichen Peakhdhen der
unterschiedlichen Basen (C gibt bei weitem den hdochsten Ausschlag). Die Peakhdhe einer
selben Base ist auch recht unterschiedlich im Verlauf der Sequenzierung, wobei der

Verbrauch der Basen in dem kurzen Abschnitt vernachléssigbar ist.
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a)

12 13 14 15 16 17 18 19 20

10 11

12 3 4 5 6 7 8 9

Postion:

LTTAATTAAMAA A C AT TAAGCT CTCTCAGTCT A A G C GTTGGATC

1

AT CCGACGGT CTT CATCTCTAATCG

ACGTC CATC CGT CT CSGT CTT CTC CGTCA AT
AATAATGCC CACACGATCTSGTGC
AATCTTACGTACATAATZCGSGTCT

GG6GGCTACCCGGTTGGGTCGT

T TCTT CCGCCA AT CATCATCTTCTZ CANA
AT TACGTTATTGC CTGCTCGTC A

ACGTTTACACTATAGTTCAGTC

CTAGTTAATS GATCGTTZ CTATA

10

11

AATACGCTT CGTT CS GT CT CT CTGT CTCOC

AATCATACAACTACTATTATCA

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

AATATCACCGSGTZ CGATT CTATZCT

CCAAACCAACGGTGTCTCTGTT

ACTCTGGGGTGGATTTTTGC

T CCCTTGTATT CZ CGTZ CAGTT CTA

T TCACTTT CT CT CA AT CT CSGT CGT¢CAGC
G TCTGTGACGSGT CT CT CGT CTCTTCG
GCcT1TCTTATTSGGTGCATCTCTCGOC
T CACAAGACTGT CGSGT CAGSGTCT
ACGTGTTGGT CT CG GG GT CTTGTCASG

GCAGTACTTTTTA AT CZ CTG AG

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

AAATATGACTATTZ CATGGTCT

TAAATGCCGGTGT CGTATGGC

AATATCACCGGTT CGATT CTATCT

GATCTTGGT G CT CGSGTT COC CGTT
AT GCCTGTACGTGTCAGG GTTT

AACACATACGATCT CTT CGTGT CTC

AAAACCAATGT CTCGT CT GCGTTCTCGA

AGAGCTC CC CAAGGTTTGT CTASC

TG66GTTTGACACTTTTTCGG C C

AACACGTC CCGGTT CTTT CAAGGTC

32
33

AAGCTGGCAGCTTACTGTTGT

CACAAAGGTTAGT CAAACAGT

AAGCCGGCCAATTTT CTCAGTCA

34
35

CATATACTG GG GTTGT CGAGASTC
CACGACTCTACAACTGT CTGA

36
37

AACAGCTGGTTT CO CATGTTAASG

38
39
40

AATATGTGTTTAT CTZ CAGT T G T GITGGATC

AAGGGTACTT CTCTCA AT CATTCATCOC

TCGTAAGT CGGTGT CTCTAGGA
cTtTcaegTTCCCTGT CT CTATCT CGAT

AT GCATACGTCAGATATCTTCTCOC

41

42

43

CCAGCTTACTAAGSGT CATTGOC

AAAGGTU CC CACCAAGTACGA AT A

44
45

AAGA ACGACCGSGTC CACTCAGTCT

46

AAGCCcCTCTGTTGTTGC CGTGTC

G TCTGGGTG GG GT CT CTCATT CTAGG

47

48

GATAGCCGTTGAATAGTCTCTG

cccCcCACCCTCGS GGG GTACTGAT

49

50
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b)

Anzahl: Summe:

"A" 28 919 11 8 14 10 9 10 6 8 10 9 9 14 6 6 12 10 10 222

T 7 17 7 15 18 19 8 13 11 14 12 11 14 16 12 15 17 10 9 16 268

"G" 7 8 9 10 10 9 13 10 15 13 15 13 14 8 8 10 14 16 16 7 229

C 8 16 15 14 14 8 19 18 14 17 15 16 13 17 16 19 13 12 15 17 300
50 50 50

c)

Prozentuale Anteil:

"A" 56 18 38 22 16 28 20 18 20 12 16 20 18 18 28 12 12 24 20 20 21,8 %

" 14 34 14 30 36 38 16 26 22 28 24 22 28 32 24 30 34 20 18 32 26,1 %

"G" 14 16 18 20 20 18 26 20 30 26 30 26 28 16 16 20 28 32 32 14 22,5 %

"C 16 32 30 28 28 16 38 36 28 34 30 32 26 34 32 38 26 24 30 34 29,6 %

Abb. 10 Tabellen aus Sequenzierergebnissen von 50 Klonen.

a) Exemplarisches Sequenzierergebnis von 50 einzelnen Klonen

b) Anzahl der einzelnen Nukleotide in einer bestimmten Position.

¢) Prozentualer Anteil der Nukleotide, wobei eine 25% Verteilung pro Position und Base

erwartet wurde.

3.1.6.2 Funktionelle Evaluation auf Proteinebene

Um die Reduktion des EGFP-Proteins auch durch einen Western Blot zu zeigen, wurde EGFP
stabil exprimierender BAF 4 h gfp Zellen mit unseren shRNA-Konstrukten mittels lentiviraler
Transduktion stabil transduziert. Am 6 Tag nach Transduktion und FACS-Sortierung anhand
des rot fluoreszierenden Proteins (RFP), wurden Gesamtzelllysate hergestellt und die EGFP-
Reduktion durch den Western-Blot nachgewiesen. Der verwendete lentivirale Vektor
exprimiert RFP. Die Expressionsstirke dieses Proteins ist ein Indiz fiir die Anzahl an
Integrationen (MOI) bedingt durch die Virusinfektionen und somit representativ fiir die
Expressionshéufigkeit der shRNA. Durch das sorten der Zellen anhand der RFP Fluoreszenz,
ist es moglich, Zellen die mit unterschiedlichen shRNA-Konstrukten transfiziert wurden,
miteinander vergleichen zu konnen. In Abbildung 11 ist sowohl die Kontrolle SR g2 sowie
die im Labor etablierte SR121 sh anti-GFP dargestellt. Als Vergleich dazu, ist daneben das
durch die oben erwidhnte Methode hergestellte Konstrukt SR 121 Bam anti-GFP dargestellt.
Man sieht bei beiden Konstrukten eine starke Reduktion des EGFP-Proteins, wobei die
Intensitit der Reduktion von SR121 sh Anti-GFP vergleichbar ist mit der vom Konstrukt SR
121 Bam Anti-GFP. Als Ladungskontrolle diente das ERK-2 Protein.
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SR gl 2 SR 121 sh SR 121 Bam
Kontrolle Anti - GFP Anti - GFP
GFP 32 KD
Ladungskontrolle: 42 KD
ERK 2

Abb. 11 Western Blot der GFP-Expression. Es wird die Inhibition durch die shRNA SR 121
sh Anti — GFP im Vergleich zu der . Dieses Konstrukt mit der definierten Sequenz wurde
nach demselben Schema wie spéter auch die randomisierte Bibliothek generiert.

3.1.6.3 Komplexitit und Ausbeute

Es ist schwierig anhand der Anzahl der erhaltenen Klone, Riickschliisse auf die dazu
benotigte DNA-Menge des Ausgangsoligonukleotids zu ziehen, da ein Amplifikationsschritt
dazwischen liegt. Bei der RCA-Amplifikation konnte theoretisch sehr viel klonierbares
Material hergestellt werden, welches jedoch von demselben Dumbbell stammt und so zwar

zur Steigerung der Klonzahl beitrédgt, nicht jedoch zur Diversitdt der shRNA Sequenzen.
Die theoretisch mogliche Komplexitit lasst sich wie folgt berechnen:

Die Teilchenzahl, die ein Mol eines jeden Stoffes enthélt, betragt
Na=6,02217 x 10* mol’!

Start mit 40 ul einer 100 pMolaren DNA-Bibliothek = 4 nM (oder 2,4 x 10" Molekiile) oder
aber auch 81,56 pg.

Um alle Varianten eine 20 nt langen randomisierten shRNA Bibliothek abzudecken, wéren
1,1 x 10'? unterschiedliche Oligonukleotide nétig. Somit hitte man, statistisch gesehen, bei

jedem Ansatz, von jeder Variante ca. 2.000 gleiche Oligonukleotide eingesetzt.
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3.2 Generierung einer siRNA-Bibliothek durch die Gegeniiberstellung zweier Pol I11
Promotoren

Eine Moglichkeit, direkt siRNAs zu generieren, ist die Transkription von Sense- und
Antisense-RNA-Strang durch zwei Promotoren. Wenn die Promotoren hintereinander liegen,
ist es nicht mdglich von unbekannten Sequenzen sowohl den Sense- als auch den Antisense-
Strang zu generieren. Wenn man die Promotoren aber gegeniiberstellt und dazwischen das
erwiinschte Transkript kloniert, dann fiihrt das zur Transkription von beiden Strangen (Sense-

und Antisense- Strang).

3.2.1 Adaptation der Promotoren

Wegen mehrfach beschriebener moglichen Vektorinstabilitdt durch die Gegeniiberstellung
von zwei gleichen Promotoren (komplementére DNA Sequenz nur getrennt durch die siRNA-
kodierende Sequenz) wurden zwei verschiedene Pol III Promotoren verwendet: HI und U6.
Die Modifikation des H1-Promotors wurde in 3.1.3 beschrieben. Dessen Funktionalitdt wurde
in 3.1.3.1 nachgewiesen. Dem H1-Promotor wurde der U6 Promotor aus dem Plasmid pTZ-
U6 + 1 gegeniibergestellt.

Zunichst wurde mittels Mutagenese-PCR die Restriktionsenzymschnittstelle Pmel eingefiihrt.

U6-Promotor
Wildtyp-Sequenz: 5...GAAAGGACGAAACACC... 3’
Verinderte Sequenz: 5"..GAAGTTTAAACACACC... 3’

Durch ein Ligationsschritt konnte die U6-Promotor-Kassette in den pBlueskriptvektor ,,pS
shLibrary empf.“ sowie in den lentiviralen Vektor ,,SR shLibrary empf.“ kloniert werden.
Durch Kontrollverdaue sowie Sequenzierung wurde die richtige Orientierung des U6
Promotors festgestellt (nicht dargestellt).

Um die anfangs erwédhnte Vektorinstabilitit bei der Gegeniiberstellung zweier gleicher
Promotoren zu iiberpriifen, wurden zwei H1-Promotoren spiegelverkehrt zueinander in den

pSuper Vektor kloniert (Klonierung nicht gezeigt).
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SFFY

Verdau mit Pmel
und Hincll

Ligation

SFFV

SR Libr-empf.

EcoRI(151)

H1 Promaotor

FPacl (373) oder
Bst11071 (374)

Sna Bl (303

i AmpR
LTR3

AmpR

BamHI (690)
Smal (698)

psuper H1 Pramatar
Sy M
Farc 1 (9300

sh Libr empf
9275 Bp

Bst 11071 (936)
W, Sma 1 (941)
Y sma BI (950)

gptE. coli

pTZ U6 + 1 mit Pme |
BamHI (694)

2854 bp

BamHI (634) €——
2854 bp

"~ TUS Promotor T US Promotor

Eme (960) Xbal (375)

Verdau mit BamH] (anschlieBende Auffiillung der
Einzelstrange durch Klenow Polymerase) und Pmel

EcoRI (143

HT Promator

Pacl (365)

SnaBI (338)
Pmel (395)

\ U6 Promotor oder
\ Khal (651)
JLTR SIN

Amp

—

ArmpR

FeaRI (691)

pS Libr-empf.
H1 + U6
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N

| HT Promotor
Pacl (913)
Smal (927)
Pmal (343

H1 + U6
9512 bp

SLTR
U8B Promotor
Fhol (1195
gpt E.colf
Abb. 12 Klonierung der Plasmide pSuper und SR mit entgegengesetzten Pol III Promotoren.
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3.2.1.1 Uberpriifung der Funktionalitiit der mutierten Promotoren und Vergleich von
H1- und U6-Promotor

Um die Funktionalitit der Promotoren nach Einfiihrung der in 3.2.1 beschriebenen
Mutationen zu iiberpriifen, wurde die DNA, die fiir die anti GFP-shRNA kodiert (121gfp mit
BamHI1 Loop), hinter den H1- und U6-Promotor kloniert. Auf diese Weise konnten
verschiedene Kombinationen generiert werden (der rote Pfeil zeigt die Transkriptionsrichtung
an):

— —
pS H1 shRNA 121gfp; pS HI shRNA 121gfp U6 und pS deletiertem H1 shRNA 121gfp U6.
_ _

Die Transkription erfolgt immer von 5" in 3" Richtung. Bei gegeniibergestellten Promotoren
wird sowohl der sense als auch der antisense-Strang transkribiert. Da auch die Loopsequenz
ein Palindorm bildet (BamHI Erkennungssequenz), ist das Transkriptionsprodukt (die shRNA
121gfp) in 5" 3” Richtung in ,,Uhrzeigersinn“ und gegen den ,,Uhrzeigersinn® abgelesen,
gleich.

Getestet wurden die Konstrukte durch Lipofektion von BHK21 Zellen und anschlieBender
Auswertung mittels FACS-Analyse. Die Reduktion, die durch die si/shRNA gegen EGFP
verursacht wird, kann direkt gemessen werden. Exprimiert wird das EGFP durch das
lipofizierte Plasmid MSCV. Der Abgleich der aufgenommenen DNA-Menge erfolgte iiber
den zusitzlich durch die Lipofektion eingefiihrten Oberflichenmarker (LNGFR), dessen
Expression durch Antikorperfarbung nachgewiesen werden konnte. Durch die transiente
Transfektion konnte nicht nur die Funktionalitit der si/shRNAs untersucht werden, sondern es
ermoglicht auch den Vergleich der Expressionsrate der Pol III Promotoren H1 und U6
untereinander.

In Abbildung 13 ist zundchst das Lipofektionsergebnis der FACS-Messung der mit dem
LNGFR abgeglichenen EGFP-Expression dargestellt.

Das Plasmid pSuper gl4 (pS-gl4) dient als Kontrolle. Es exprimiert eine irrelevante ShRNA
und hat somit keinen Einfluss auf die EGFP Expression. Hier geht man von einer 100 %
EGFP-Expression aus. Deshalb stehen die anderen Werte alle im Vergleich zu diesem Wert.
In der zweiten Séule ist die Reduktion durch anti GFP-shRNA dargestellt (pS-H1-121gfp mit
Loop). In der darauf folgenden Sédule ist der U6 Promotor dem HI1 Promotor
gegeniibergestellt. Dazwischen liegt die ShARNA gegen EGFP. Man sieht, dass es nicht zur
stairkeren Reduktion kommt, obwohl zwei aktive Promotoren gegeniiber liegen, und

theoretisch doppelt so viel Transkription stattfinden sollte. Um zu beweisen, dass der U6
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Promotor aktiv ist, wurde als letztes ein pS Konstrukt transfiziert, in dem der H1 Promotor
nachtriglich deletiert wurde. Man stellt fest, dass die Transkriptionseffizienz bzw.

Transkritptionsrate bei dem U6 Promotor der des H1 Promotor sehr &hnlich ist.

Lipofektionsergebnis

[%]
100% T -
90%
80%
0% 1

0% |

[%]

0% |

0% |

0% |

0% | |

10% | — — — [

0%
MSCV + LNSN + pS-gl4 MSCV + LNSN + pS-121gfp MSCV + LNSN + pS-H1- MSCV + LNSN + pS-del. H1-
121gfp mit Loop-U6 121gfp mit Loop-U6

Transduzierte Konstrukte

EGFP Expression % B Reduktion um %

Abb. 13 Graphische Darstellung der prozentualen EGFP Expression (und Reduktion) in BHK
21 Zellen nach transienter Transduktion mit den auf der x-Achse beschriebenen Konstrukten.

3.2.2 Synthese der Bibliothek

Zur Synthese der Bibliothek wird zundchst der Primer an das randomisierte Oligonukleotid
hybridisiert. Durch eine Klenow-Polymerase-Reaktion wird der komplementéire Strang
gebildet. Theoretisch wire eine PCR Amplifikation moglich. Wir haben uns jedoch auf die
einfache Synthese des Gegenstranges beschrinkt, da die in den Versuch eingesetzte Menge
wie in 3.1.6.1 berechnet, schon ein vielfaches jedes moglichen Konstruktes enthédlt. Das
generierte doppelstrangige DNA-Fragment wird anschlieBend mit den Restriktionsenzymen
Pacl und Pmel geschnitten. Eine Polyakrylamid-Gelelektrophorese ermoglicht die Isolierung
des klonierbaren Fragments von 35 Nukleotiden Linge. Dies wird nach der Isolierung
zwischen die Promotoren H1 und U6 des mit Pacl und Pmel geschnittenen Vektors ligiert. Da
der U6 Promotor ein G als Transkriptionsstart bevorzugt, wird dies durch eine gerichtete
Klonierung erméglicht, indem das eine Ende einen zwei Nukleotid langen Uberhang hat und

das andere ein glattes Ende besitzt.
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5 CCCCAGGAGGCCTTAATTAAAAA CTTTTTGTTTAAACCGGCCGCCG 3°
<— 3° GAAAAACAAATTTGGCCGGCGGC
a)
Klenow-Polymerase Reaktion
\ 4
5 CCCCAGGAGGCCTTAATTAAAAA CTTTTTGTTTAAACCGGCCGCCG 3°
3" GGGGTCCTCCGGAATTAATTTTT GAAAAACAAATTTGGCCGGCGGC 5°
Pacl / Pmel Verdau
b) v
57 TAAAAA CTTTTTGTTT 3~
37 TAATTTTT GAAAAACARA 57

Vektor: pS Libr-empf. H1 + U6 (sieche Abb. 12)

»

Hi 5°...AC/ GTATACCCGGGCAGTACGTAGTTTAAAC/TTC...3"
3°...TG/ CATATGGGCCCGTCATGCATCAAATTTG/AAG. . .5"
c) Vektor mit Pacl und Pmel
schneiden
Hi 5°...AC/ GTATACC GCAGTACGTAGTTT AAAC/TTC...3’
3°...TG/ CATATGG CGICATGCATCAAA TTTG/AAG...5°
Bibliothek (mit Pacl und
/ Pmel geschnitten)
d)
AAA (N) 1.CTTTTTGTTT
v TTT GAAAAACAAA
HI1 TTAAT, AAA CTTTTTGTTT 3
AAT, TTT GAAAAAC 5°
H1 Promotor —>
5 TCTGTATGAGACTTAATTAAAAA CTTTTTGTTTARACTTCCACAAG 3~
3 AGACATACTCTGAATTAATTTTT GAAAAACAAATTTGAAGGTGTTC 5°
<« U6 Promotor
Transkription l
e)
uu (RNA)

Uuu

Abb. 14 Generierung der siRNA Bibliothek. a) Synthese des Doppelstranges
b/c) Verdau von Bibliothek und Vektor mit Pacl und Dral d) Ligation der Bibliothek in den
Vektor e) Transkriptionsprodukt nach intermolekularer Hybridisierung in der Zelle.
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3.2.3 Sequenzierergebnisse der randomisierten Bibliothek

Die Synthese der siRNA-Bibliothek kann innerhalb eines Tages erfolgen. Nach
Transformation der Bibliothek in Bakterien, wurden die Klone einer Platte (etwa 2000 Stiick)
vereinigt und nach DNA-Isolation sequenziert. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt.
Wie man an der Abbildung sehen kann, werden die 18 vollstindig randomisierten Nukleotide
(Ende der ersten Reihe und Anfang der Zweiten) als Guanin angezeigt. Dies kann eine
Tendenz anzeigen, muss es aber nicht (siche 3.1.6.1), da die Peaks alle ein wenig von der

Hohe her unterschiedlich sind.

Randomisierte
Bibliothek

H1 Promotor

a = 10 1 120 13 140 150 160
GGGGGGC T TT TTGTTTAAACT TCCACAAG ATATATAAAGC CAAGAAATC GAAATACTTTCAAG TTACGGTAAGCATATGATAGTC

Abb. 15 Sequenzierung der randomisierten Bibliothek zur direkten Generierung von siRNAs.

Die Sequenzierung einzelner Klone ergab eine Gleichverteilung der vier Basen. Die
Sequenzergebnisse wurden auch auf Homologien mit dem humanen Genom hin untersucht
(BLAST). Dies wurde aber nicht ausgeweitet, da die funktionelle Evaluation anhand einer

siRNA gegen EGFP keine zufriedenstellende Effektivitit dieses Systems zeigte (3.2.4).

3.2.4 Funktionelle Evaluation anhand einer siRNA gegen EGFP

Um diese Methode der siRNA Bibliothek-Generierung auf ihre Effektivitét hin zu tiberpriifen,
wurde die Sequenz die fiir die siRNA gegen das EGFP Gen kodiert, zwischen die Promotoren
H1 und U6 kloniert. Die sense-Sequenz ist dieselbe, die auch fiir die shRNA Methode

verwendet wurde, und miisste die siRNA 121 anti GFP liefern.

Anti-EGFP Sequenz

N

s N
5" GGAGGCCTTAATTAAAAA CTTTTTGTTTAAACCGGCCGCCG
<«— 3° GAAAAACRARATTTGGCCGGCGGCS”

Hl
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3.2.4.1 Sequenzierung
Wie man anhand von Abbildung 16 sehen kann, stimmt die erhaltene Sequenz, die man nach
dem Durchlaufen der Prozedur zur Generierung der siRNA-121 anti GFP erhilt, mit der

erwiinschten Sequenz iiberein.

Stop
sop_

a0 70 g0 a0 100
STATGAG ACTTAAT TA AAAAACTT CAGGGT CAGCTTGC CTTTTTGT TTAAACTT CCAC

——
Stop _ ~ /]
121 gfp Sequenz: ACTTCAGGGTCAGCTTGCC
-~ —— I N

Abb. 16 Sequenzierergebnis der 121 gfp Sequenz die mit den zwei Promotoren H1 und U6
flankiert ist. Die 3" Enden der Promotoren H1 und U6 sind farblich markiert. Der
Transkriptionbegin ist mit den Pfeilen gekennzeichnet.

3.2.4.2 Lipofektion

Da die mutierten Promotoren, wie in 3.2.1.1 gezeigt keine funktionelle Beeintrachtigung der
Transkription zeigen, wurden die Konstrukte nun mittels Lipofektion transient in BHK 21
Zellen transfiziert. Trotz vielfacher Versuche und mehrfacher Wiederholung konnte man
keine bemerkenswerte Reduktion der EGFP Expression im Vergleich zur Kontrolle erzielen.

Die Reduktion belief sich in denn meisten Féllen auf lediglich ca. 5 %.
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3.2.4.3 Virusgenerierung und Transfektion von BAF 4hGFP
Obwohl das anti-GFP-siRNA-Konstrukt in der transienten Transduktion keine Reduktion

zeigte, wurde das Konstrukt in das lentivirale Plasmid kloniert und Virusiiberstdnde generiert

um grin

leuchtende

BAF4hGFP-Zellen zu transduzieren.

transduzierten Zellen sind als Histogramme in Abbildung 17 dargestellt.
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Abb. 17 Histogramm und Westernblot der transduzierten BaF 4h gfp Zellen.

In Abbildung 17 sind Histogramme der EGFP-Fluoreszenz aufgetragen.

S 32 kD

Wie man sieht, verursacht die Transduktion mit den Konstrukten SR-121 gfp und SR-121 gfp

Bam Loop eine Verschiebung der Griinfluoreszenz nach links im Vergleich zu den mit einer

Kontroll shRNA transduzierten Zellen. Dies zeigt eine Reduktion der GFP Fluoreszenz an,

was mit der Inhibition der GFP-Expression einhergeht. Mit einer roten Linie ist die Kontur

der Kontrolle in den folgenden anderen Grafen eingefiigt. Bei den Konstrukten SR H1-121

gfp- U6 sieht man keine Linksverschiebung in der FACS Analyse. Untersucht wurden zwei

Varianten: ,,Dan‘“ und ,,Dual®. Die ,,Dan‘“ Variante ist die mit unseren mutierten Promotoren

generiertes Konstrukt. Die ,,Dual®“ Variante stellt die Klonierung unserer siRNA 121 gfp in
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das H1 und U6 Promotorsystem von der Arbeitsgruppe von Peter G. Schultz dar (Zheng et al.
2004). Von all diesen Zellen wurde am Tag 6 nach Transduktion Zelllysate fiir die
Westernblotanalyse hergestellt. Dies ist in der Abbildung 17 unten dargestellt. Es wurden
jeweils 75 pg Protein geladen. Wie schon in der FACS Messung beobachtet, erkennt man eine
deutliche Reduktion der Expression bei den Konstrukten SR- 121 gfp und SR-121 gfp Bam
Loop. Bei der Kontrolle SR gI2 ist durch eine Luftblase beim Blotten der Transfer des EGFP
Proteins nur unvollstindig gewesen. Bei den Konstrukten SR H1-121 gfp- U6 kann man eine
schwache Reduktion sehen. Bei der Verbesserung der Methode 1 wurden die Proteinextrakte

noch einmal im WB aufgetragen (Abbildung 24).

3.2.4.4 Uberpriifung unseres Vektors anhand des veréffentlichten Vektors pDual

Um zu iberpriifen, ob es an unserem Vektor liegt, dass das Reduktionsergebnis der GFP-
Expression so mangelhaft ausfillt, wurde der pDual Vektor von der Arbeitsgruppe von Peter
G. Schultz (Zheng et al. 2004) mit der 121siRNA Sequenz versehen und mittels Lipofektion
getestet. Doch auch hier schwankt die Reduktion lediglich um ca. 5%.
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3.3 Generierung einer shRNA-Bibliothek mittels Rolling Circle Amplification (RCA)

Die in 3.1 présentierte REGS-Methode basiert auf dem Verdau von cDNA durch mehrere
Enzyme, die denselben Uberhang hinterlassen, und der Ligation einer Loopsequenz. Um die
Methode zu vereinfachen und eine universell anwendbare Bibliothek zu generieren, die nicht
nur auf den Organismus von der die cDNA stammt, beschrinkt ist; wurde in 3.1.6 eine 21
Nukleotid lange randomisierte, synthetisch hergestellte Sequenz verwendet. Dies erspart den
Restriktionsverdau einer cDNA Bibliothek nicht. Die nach der Ligation mit dem Loop nétige
Verkiirzung auf die fiir die Funktionalitét richtige Lange bleibt jedoch erhalten. Hier wird nun
die Moglichkeit beschrieben, mit einem einzigen Loop ohne mehrfache Ligations- und
Aufreinigungsschritte die ,,dumbbel “-Struktur als Ausgang fiir die RCA zu erhalten. Dies
senkt Herstellungskosten, spart Zeit und erhoht die Effizienz.

3.3.1 Methode mit randomisierten Sequenzen

Ein 45 Nukleotid langes Oligonukleotid, das eine 21 Nukleotid lange randomisierte Sequenz
enthilt, wurde mit einem Primer hybridisiert. Wie in Schemazeichnung 18 gezeigt, wurde der
Primer so konzipiert, dass zum einen der Gegenstrang zum Ausgangsoligonukleotid durch die
Polymerasereaktion synthetisiert und zum anderen das Ausgangsoligo um 11 Nukleotide
verldngert wird. Das entstandene 56 bp lange doppelstrangige DNA-Fragment (Schema 18 A)
wurde in einem Doppelverdau mit den Enzymen Ncol und BamHI geschnitten. Durch ein
Polyakrylamidgel wurde das ca. 40 bp groBe Fragment aufgereinigt. Nach Eluation aus dem
Gel folgte eine Ligation mit einem Uberschuss an loop-Oligonukleotid. Dies bezweckt, dass
an dem einen Ende das Fragment hauptsichlich mit dem im Uberschuss vorliegende Loop
ligiert wird. An dem anderen Ende (Ncol-Schnittstelle) kann es nur mit einem weiteren
Konstrukt ligieren, das sich nur in der randomisierten Sequenz unterscheidet. Durch diese
zwel in einem Ansatz gleichzeitig durchgefiihrten Ligationsschritte erhédlt man die doppelte
Haarnadel-Struktur (dumbbell-Struktur), die notig fiir die RCA ist. Anders als bei der
Methode 3.1 wurde hier nur ein einziger Primer fiir die RCA verwendet, da die zu dem Primer
komplementire Sequenz auf beiden Strangen zu finden ist. Der Primer hybridisiert nun nicht
an der Loopsequenz, sondern in der Mitte des dumbbells. Dies ist nétig um die Reihenfolge:
sense-, Loop, antisense-Sequenz zu gewéhrleisten. Das hochmolekulare RCA Produkt wurde
durch das Restriktionsenzym Pacl in 98 bp lange Fragmente geschnitten (Schema 18 B).
Durch Gelelektrophorese wurde diese Bande im Polyakrylamidgel aufgetrennt und
anschlielend isoliert. Nach der Isolation wurde das Fragment mit dem Pacl geschnittenen

Vektor pSuper sh-empf ligiert. Nachdem der iiberschiissigen Loopsequenz durch einen
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BamHI Verdau und anschlieBender Religation entfernt wurde, wurde das gesamte Konstrukt

in das lentivirale Plasmid gerichtet kloniert. Die Orientierung des hinter dem H1 Promotor

klonierten shRNA-Sequenz wurde bei definierten Oligos mittels Sequenzierung iiberpriift.

Bei der randomisierten Bibliothek spielt das keine Rolle, da die Loopsequenz ein Palindrom

ist. Im Gegenteil erhoht dies die Moglichkeit der Diversitit pro Haarnadelstruktur auf das

Doppelte.
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pSuper sh empf.

N
Ligation mit Vektor
In die Pacl Schnittstell
n die Pacl Schnittstelle Vektor
B Pol III Promotor - oo
l 8. mit BamHI
schneiden
und religieren

Transkriptions
STOP

pSuper sh empf. Sional Vektor
2 I o 1 Promotor N Y -

Gerichtete Ligation mit
lentiviralen Vektor nach
EcoR1/ Xhol Verdau

Lentiviraler SR sh emif. Vektor

Fertiger lentiviraler Vektor:

Transkriptions
STOP

Transkription Signal

N v IR
N N

SR sh Bibliothek

Abb. 18 Schematische Darstellung der Generierung der Bibliothek 4.3.

A. Die Oligonukleotide O1 und O2 wurden hybridisiert. Der komplementére Strang wurde an
beiden 3" Enden mit Klenow gebildet. Nach Hitzeinaktivierung der Polymerase wurde das
Produkt im Doppelverdau mit BamHI und Ncol geschnitten. Das 40 bp Fragment wurde aus
dem PAA-Gel isoliert und mit dem BamHI Loop (L) an dem einen Ende und am anderen
Ende mit dem gleichen Konstrukt, das sich lediglich in der randomisierten Sequenz N
unterscheidet, ligiert. Nach der rolling circle amplification (RCA) mit Primer P, wurde das
Konkatamer mit Pacl geschnitten. Nach Aufreinigung und Abtrennung von Nebenprodukten,
wurden die 98 bp langen Produkte in unser Vektorsystem pSuper kloniert.

B. Das mit Pacl geschnittene RCA-Produkt wurde hinter dem Pol III Promotor H1 des
pSuper Vektors, das auch mit Pacl geschnitten wurde, kloniert. Die Verkiirzung der
Loopsequenz erfolgte durch ein zweimaliges Schneiden mit BamHI und anschlieBender
Religation. Mit EcoRl und Xhol wurde das Konstrukt spiter gerichtet in den lentiviralen
Vektor kloniert.
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3.3.2 Evaluierung der Methode mit einer antiGFP-shRNA Sequenz
Um zu zeigen, dass diese Methode in der Lage ist, funktionelle shRNAs zu generieren, wurde
statt der randomisierten Sequenz, eine definierte Sequenz gegen das EGFP Gen verwendet.

In Abbildung 19 a) sind die einzelnen Schritte auf einem PAA-Gel aufgetragen.

a)

100 bp
90 bp
80 bp
70 bp
60 bp
50 bp

40 bp

30 bp

20 bp

Abb. 19 PAA-Gel der verschiedenen Syntheseschritte der Bibliotheksgenerierung.

Das erwiinschte Produkt ist mit einem gelben Pfeil markiert.

a) Spalte 1 und 2 zeigt die nicht hybridisierten Ausgangsoligonukleotide 1 (45nt) und 2
(19nt). M 10 bp DNA Leiter

Die Hauptbande bei Lane 3 ist das 56 bp lange Produkt | gjpjiothek Oligonukleotid (43 nt}
der Hybridisierung der beiden Oligonukleotide mit

N0 ————

anschlieender Klenow-Reaktion. > Pramer (19 nt)
Spalte 4 und 5 zeigt den Verdau der dargestellten 56 bp —
Bande von Spalte 3 mit BamHI (45 bp, Spalte 4) und 3 nach Klenow (36 bp)

Ncol (51 bp, Spalte 5) ——" —
Spalte 6 zeigt das Produkt des Doppelverdaus (40 bp) | el 2o HI Verdau (45 bp)

mit den beiden Restriktionsenzymen BamHI und Ncol. .
. .. . . "N
Die schwicheren Banden in Spalte 3-6 gehoren zu den ; i
3 nach Nco I Verdan (51 bp)

Edukten.

Der kinasierte und schock-hybridisierte Loop L ist in I B
Spalte 7 aufgetragen. 6 nach Bam HI + Neo I Verdau (40 bp)
Spalte 8 zeigt das 112 bp lange Ligationsprodukt, — —
bestehend aus zwei Loops (Spalte 7) und jeweils zwei  _ .

Konstrukten (Spalte 6). Loop (3200

[
5. nach Ligation von zwel Konstrukten = die mit dem Loop ligiert zind (112 bp)

O e— — I
1‘131- Nn

Spalte 1 zeigt das einzelstrangige Ausgangsoligo (45 nt), das mit dem in Spalte 2 gezeigten

Primer (19 nt) hybridisiert wird. Dadurch, dass diese einzelstriangig sind, ist ihr Laufverhalten
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im Gel anders als das des doppelstriangigen Lingenmarkers. Spalte 3 zeigt das Ergebnis der
Hybridisierung und der Polymerase Reaktion. Das 56 bp gro3e Produkt ist mit dem gelben
Pfeil markiert. Des Weiteren sieht man noch die Bande des Ausgangsoligos wie auch die des
Primers. Spalte 4 und Spalte 5 zeigen das Ergebnis des Verdaus sowohl mit BamHI wo ein 11
bp Fragment wegfillt (Spalte 4) als auch das Ergebnis des Verdau mit Ncol wo ein 5 bp
Fragment abgetrennt wird (Spalte 5). Zur Demonstration wurden diese Verdaue getrennt
durchgefiihrt. Fiir préparative Gele wird der Verdau mit beiden Enzymen gleichzeitig
durchgefiihrt, so dass gleich das 40 bp lange Fragment das in Spalte 6 gezeigt wird, gebildet
wird. Spalte 7 zeigt die kinasierte und mit sich selbst hybridisierte Loopsequenz. Wird dies
mit dem Produkt aus Spalte 6 ligiert, erhédlt man die Banden die in Spalte 8 gezeigt werden.
Der gelbe Pfeil zeigt wieder auf das gewlinschte Produkt von 112 bp. Obwohl der Loop in
Uberschuss dazugegeben wurde, sieht man doch in Spalte 8 eine Bande bei 96 bp. Dies
miissen zwei mit sich selbst ligierte 40 bp Fragmente sein, die aber nur mit einem Loop ligiert
sind. Das erkldrt die um 16 bp kiirzere Bande als die gewiinschte von 112Bp. Dieses isolierte
Produkt, das die Form einer doppelten Haarnadelschleife hat und in sich geschlossen ist, dient
als Ausgangssubstrat der RCA. Abbildung 19 b) zeigt das hochmolekulare Ergebnis einer 16
h RCA-Reaktion bei 30 °C nach einem Verdau mit dem Restriktionsenzym Pac 1. Dabei

entsteht das gewiinschte in pSuper klonierbare Fragment von 98 bp Lénge.
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3.3.2.1 Sequenzierung der Anti GFP-shRNA-Sequenz
Die anhand dieser Methode generierte antiGFP-shRNA wurde sequenziert, um
sicherzustellen, dass die Methode auch wirklich in der Lage ist, einzelstraingige DNA die im

ersten Schritt eingesetzt wird, in die sense, loop, antisense Struktur zu bringen.

A’ AT GAG ACTTAAT TAALAAAGGCLAAGC TGACCHNNNNNNNNN]
120 130 140

W

!| w' | ! : A

B.
L’-x(n:T '.‘1..'-3.0;—1'1' Ta & & A ;I.Gl(lBDC AAHAGCTG E.;Cliz:nc TG AMET Tl'guG G AT C;;H?.'ggh
121 gfp Sequenz: GGCAAGCTGACCCTGAAGT
|
: /\ {\ /\ﬂ \ |
lfb [ . !
| |J : | Uﬁ\u'q' ” J
1 1| 1 I‘LI.'. A
C' M5 GT CA A MMM GC CAAGCT G ACCCT G AMTTT GG ATCAHMNNHN
&0 70 a0 20

121 gfp Sequenz: GGCAAGCTGACCCTGAAGT

Abb. 20 Sequenzierergebnis der durch diese Methode hergestellten antiGFP-shRNA

A. Sequenzierung des Plasmids mit einem Primer, der in der H1Promotor-Region bindet ohne
BamHI Verdau.

B. Sequenzierung des Plasmids mit demselben Primer wie in A., jedoch mit BamHI Verdau.

C. Sequenzierung des Plasmids mit einem Primer, der in der T3-Region des Plasmids
hybridisiert.

Zur Vermeidung von Sekundirstrukturen die die Sequenzierung behindern, wird die

Loopregion mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten.
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Dadurch wird die Sequenz lesbar, wobei jedoch von beiden Seiten der Schnittstelle
sequenziert werden muss (Abbildung 20 B+C). Die erwartete Sequenz ist unter dem

Sequenzierergebnis dargestellt.

3.3.2.2 Funktionalititsiiberpriifung mittels transienter Transfektion

In einem vierfachen Ansatz wurde das im Punkt 3.3.2.1 sequenzierte Konstrukt gegen das
EGFP-Gen durch Lipofektamin in BHK21 Zellen transfiziert. Die Reduktion der EGFP-
Expression ist in Abbildung 21 dargestellt.

Lipofektionsergebnis

100% T s
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% —

0%

[%]

MSCV + LNSN +pS-  MSCV + LNSN + pS-  MSCV + LNSN +pS-  MSCV + LNSN + pS-
gla H1-121gfp H1-Pac-121gfp mit H1-Pac-121gfp mit
wt Loop Bam Loop

Transduzierte Konstrukte

EGFP Expression % M Reduktion um %

Abb. 21 Graphische Darstellung der prozentualen EGFP Expression (und Reduktion) in BHK
21 Zellen nach transienter Transduktion mit den auf der x-Achse beschriebenen Konstrukten.

3.3.2.3 Generierung von Virusiiberstinden und Transduktion von BaF 4h gfp Zielzellen
Von den Konstrukten, die mit Lipofektamin transient in die Zellen gebrachte wurde, wurde
nach der Klonierung in den lentiviralen Vektor, Virusiiberstinde generiert. Damit wurden
griin leuchtende BaF 4h gfp Zellen transduziert. Das Ziel war eine stabile Expression der
shRNA gegen EGFP zu erhalten, um einen lang andauernde Reduktion beobachten zu
konnen. Da die Zellen der unterschiedlichen Konstrukte und auch die Zellen eines selben
Konstrukts unterschiedlich stark mit Viruspartikel transduziert wurden (obwohl man bei allen

Konstrukten mit etwa gleicher Virustirke transduziert hat), wurden diese nach der fiir den

Dissertation Daniel Schifer 103



Ergebnisse

Vektor spezifischen RFP Expression gesortet. Anhand der RFP-Signalintensitit konnte man
die Abtrennung der rot leuchtenden Zellen von den nicht transduzierten Zellen erreichen und

durch ein beim Sort festgelegtes Fenster die Virusinfektionsrate bei allen Konstrukten

vereinheitlichen.
A.
o SRGL4.003 - SR-GL4.003
o :
& EE
£81 :
£ e
[ 4
3 _
g ]. t°-'i
] !
r [—] . .
a0 600 109 10! 102 10% 107
FSC-Helght GFP
2
F . .
Quadrant Verteilung in %
w81 OL 1,43
5 OR 98,14
RN
| UL 0,02
o UR 0,41
Fop
109 10! 102 103 104
GEP

Abb. 23 Dot blot-Darstellung und Histogramm der BaF 4h gfp Zellen nach Transduktion und
Sortierung.

Die erste Dot blot-Darstellung zeigt die Zellpopulation im Bezug auf Grofle (FSC) und
Granularitit (SSC).

Im zweiten Dotblot sind die Zellen nach ihrer Rot- und Griinfluoreszenz aufgetragen. Dazu
gehort die Tabelle, in der noch einmal die Verteilung der Zellen in Prozent in den jeweiligen
Quadranten angezeigt wird (OL = oben links, OR = oben rechts, UL = unten links, UR =
unten rechts). Im Histogramm sind die H&ufigkeiten der GFP-Expressionsstirke grafisch
dargestellt. In violett ist die Kontur der shRNA gezeigt, die keinen Einfluss auf die EGFP
expression hat (SR gl4).

A. Konstrukt SR gl4 (Negativ Kontrolle).

B. Konstrukt SR 121 gfp (Positiv Kontrolle).

C. Konstrukt SR 121 gfp Bam Loop (Methode 3).
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Im ersten Bild der Abbildung 23 ist die FACS-Darstellung der Zellpopulation entsprechend
ihrer GroBBe und Granularitdt aufgetragen. Die dort mit einem Kreis eingeschlossenen Zellen
sind dann in der zweiten dot blot-Darstellung nach ihrer Rot- (y-Achse) und ihrer Griin-
Fluoreszenz (x-Achse) aufgetragen. Man sieht, dass die gesorteten Zellen alle eine dhnlich
starke Rotfluoreszenzintensitdt aufweisen. Bei den Konstrukten SR 121 gfp (Positiv
Kontrolle) und SR 121 gfp Bam Loop (Methode 3) sieht man, das die Griinfluoreszenz
abnimmt und somit die gesamte ,,Wolke* nach links verschoben wird.

Die Verschiebung der ,,Wolke* nach links ist auch in der Tabelle ersichtlich. Diese gibt den
prozentualen Zellanteil der vier Quadranten in der zweiten dot blot-Darstellung an. Bei der
Negativ-Kontrolle (Konstrukt SR gl4) befinden sich 98,14% der Zellen in dem Quadrant oben
rechts (OR). Durch die Hemmung der Translation des EGFPs durch die shRNA verschiebt
sich die dargestellten Zellen nach links. Dadurch sind bei der Positiv-Kontrolle nun 58,5 %
der Zellen in dem Quadranten oben links. Bei dem Konstrukt, das nach der dargestellten
Methode generiert wurde, sind es sogar 62,3%.

Eine andere Darstellung dieser Verschiebung zeigt das Histogramm. Mit einem violetten
Umriss wurde in jeder Abbildung zum Vergleich die mit der Negativ-Kontrolle transduzierten

BaF 4h gfp Zellen dargestellt.
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3.3.2.4 Western Blot

Von den in Punkt 3.3.1.3 transduzierten BaF 4h gfp wurden Zelllysate generiert und durch
einen Western Blot die vorhandene EGFP-Proteinmenge dargestellt. Abbildung 24 zeigt das
Ergebnis des Western Blots, in dem pro Spalte 75 pg Protein eingesetzt wurden. Als
Ladungskontrolle wurde der Antikorper gegen Erk2 verwendet.

In der ersten Spalte ist das Zelllysat der BaF 4h gfp Zellen, die mit der Negativ-Kontrolle SR
gl4 transduziert wurden, aufgetragen. Die Bande des EGFP-Proteins erscheint gut sichtbar
und in vergleichbarer Intensitdt wie die Zellen, die mit den Konstrukten SR H1 121 gfp U6
(Methode 2a) [Spalte 4] und SR H1 121 gfp U6 (aus dem Vektor ,,pDual®) [Spalte 5]
transduziert wurden. Dies stellt noch einmal auf dem Western-Blot das dar, was in der FACS-
Messung im Punkt 3.2.4.3 (Seite 79) ersichtlich war, ndmlich das die nach der zweiten
Methode generierte siRNA gegen EGFP nicht die erwiinschte Reduktion zeigt. In der zweiten
Spalte ist das Zelllysat der mit der Positiv-Kontrolle transduzierten Zellen aufgetragen und in
der dritten das Zelllysat, welches mit dem Konstrukt transduziert wurde, dass nach dieser
dritten Methode generiert wurde. Beide zeigen eine dhnlich starke Reduktion der EGFP-

Expression.

EGFP - ST 3) D

Erk 2 = — -— — 42 kD

Abb. 24 Western Blot der transduzierten BaF 4h gfp-Zellen.

1. Transduktion mit SR gl4 (negativ Kontrolle)

2. Transduktion mit SR 121 gfp (positiv Kontrolle)

3. Transduktion mit SR 121 gfp Bam Loop (Methode 3)

4. Transduktion mit SR H1 121 gfp U6 (Methode 2a)

5. Transduktion mit SR H1 121 gfp U6 (aus dem Vektor ,,Dual®)

3.3.3 Sequenzierung und Verteilung der Nukleotide bei der randomisierten Bibliothek
Eine Ansammlung von etwa 12.000 vereinigten Klonen wurde sequenziert. Um einen
vorzeitigen Abbruch der Sequenzierung zu umgehen, wurde wie schon in 3.1.6.1 erldutert, die

vereinigten Konstrukte vorher mit dem BamHI Restriktionsenzym verdaut, so dass die
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Haarnadelstruktur kodierende Sequenz an der ,,Schleife aufgeschnitten wurde. In Abbildung

25 ist die Sequenzierung ausgehend vom H1-Promotor bis zur BamHI Erkennungssequenz

dargestellt.

40

50 ] 70 a0 a0
[ CTTAT A AGTT CT GTCAT G AGTACTTAATC 44 24AACCCCCCCHNCCC CCGCCCNCNNCTTGGAT Ch

[l

i

H1 Promotor

a4, .‘“hh“

21 x N (random)

Loop-Sequenz

Abb. 25a Sequenzierung von ca. 12.000 vererinigten Klonen. Um den vorzeitigen Abbruch
der Sequenzierung wegen der Ausbildung einer Haarnadelstruktur zu verhindern, wurde der
Vektor vor der Sequenzierung mit BamHI geschnitten. Abgebildet ist die Sequenz bis zur
BamHI Schnittstelle ausgehend vom H1 Promotor.

Sequenzierungen einzelner Klone ergaben die in der Tabelle in Abbildung 25b dargestellten

Ergebnisse.

Position: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Prozentualer Anteil:

"A" 6 17 21 15 9 15 21 21 13
"T" 11 1317 17 9 9 4 9 26
"G" 30 28 30 36 32 30 40 38 15
"c" 53 43 32 32 51 47 34 32 47
Prozentualer Anteil:

"A" 29 21 26 29 32 26 32 26 18
" 18 18 26 26 29 13 11 21 29
"G" 11 13 13 18 8 21 5 24 21
"c" 42 47 34 26 32 39 53 29 32

23

32
38

24
16
18
42

13
15
23
49

34
18
21
26

12

28
11
26
36

29
18
18
34

13

30
11
28
32

29
21
11
39

14

19

45
30

37
18
26
18

15

28
13
30
30

39
18
13
29

16

21
11
19
49

39
13
11
37

17

23

26
45

34
16
16
34

18

28
13
13
47

34
18
13
34

19

17

30
51

37
21
11
32

20

17

13
62

32
26
18
24

21

21

47
28

42
19
23
16

2

406
219
609
866

650
417
333
700

Abb. 25b Sequenzierung von jeweils ca. 40 einzelner Klone von zweier unterschiedlichen
chemischen Synthesen. Aufgetragen ist jeweils der prozentuale Anteil der in der zweiten
Spalte aufgefiihrten Basen. Unter ,,Bestellt:*
Basen fiir jede Position angegeben. In der letzten Spalte ist der erhaltene Wert aufgetragen.

ist die gewlinschte Verteilung der einzelnen

Dissertation Daniel Schéfer

108

Erhalten
%
19,35
10,44
28,98

41,24

100,00

Erhalten
%
30,94
19,84
15,86

33,35

100,00



Ergebnisse

Wie man anhand der Tabelle sieht, ist die Verteilung nach der Prozedur der Generierung der
randomisierten Bibliothek nicht mehr wie erwartet. Nachdem man statt einer Gleichverteilung
der einzelnen Basen (25% je Base) einen Cytosin-Uberschuss und eine Thymin Unterschuss
erhalten hat, wurde anhand einer neuen Bestellung des Oligos versucht, dem entgegen zu
wirken. Die bestellte Verteilung (Daniel + T) kann man in der ersten Spalte unten ablesen.
Das Ergebnis der Sequenzierung zeigt (Spalte ganz rechts), dass die Werte zwar in die
gewlinschte Richtung gebracht wurden, jedoch noch nicht eine Gleichverteilung entsprechen.
Um die Verteilung der Basen des Oligos zu tiberpriifen,
\ wurde dieses durch die Klenow-Polymerase aufgefiillt und

( V > ungerichtet in den pSuper Vektor kloniert (siche Abbildung

links). Sequenzierungen von etwa 10 Klonen, zeigten die

Q bestellte Verteilung.

3.3.4 Ausbeute: Klone / ng DNA

Die Ausbeute an Klonen pro ng Ausgangs DNA Oligonukleotid ldsst sich bei dieser Methode
(wie auch schon bei der ersten) schlecht abschitzen, da die RCA ein Amplifikationsschritt ist.
Somit wire es moglich, fast beliebig die Zahl der erhaltenen Klone / pg eingesetztes
Ausgangsoligonukleotid zu erhdhen. Bei einer gering eingesetzten DNA Menge des
dumbbells erhdlt man bei der RCA gleiche Sequenzen, was fiir eine nicht allzugrof3e
Diversitit spricht.

Berechnungen und Abschitzungen haben eine Ausbeute von ca. 6 x 10° Klone / pg Ausgangs-

DNA ergeben.

3.3.5 Generierung von Virusiiberstinden. Bilden Rekombinierer Virusiiberstinde?

Beim Arbeiten mit lentiviralen Transgenvektoren kann es vermehrt zu Rekombinationen mit
dem Bakteriengenom kommen aufgrund der repetitiven Sequenzen der zwei fiir die
Integration ins Genom von Eukaryoten wichtigen long terminal repeats (LTR). Die
Rekombinationsrate liegt im ungiinstigsten Fall bei ca. 30 - 40 %. Dieser unerwiinschte Effekt
konnte aber im Verlauf der Arbeit auf ein Minimum reduziert werden. Um die
Rekombinationrate zu minimieren, wurde ein spezieller Bakterienstamm verwendet (Stabl 4
Zellen von Invitrogen), der zur Stabilisierung besonders rekombinationsfreudiger Plasmide

geeignet ist (Abbildung 26 A). Um zu sehen, ob ein rekombinierter Transgenvektor in der
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Lage ist funktionsfihige Viruspartikel zu generieren, wurden Virusiiberstinde von 3
rekombinierten Vektoren generiert. Als Kontrolle wurde ein nicht rekombinierter
Transgenvektor verwendet.

Es war nicht moglich, funktionsfidhige Viruspartikel der rekombinierten Transgenplasmide zu
generieren, da schon die ,producer-Zellen keine RFP-Expression zeigten. Der frisch
hergestellte Uberstand, der die Viruspartikel enthalten sollte, wurde zur Transduktion der
Zielzellen verwendet. Wie man in der FACS-Messung in Abbildung 26 B sehen kann, riefen
die mit rekombinierten Konstrukten generierten Virusiiberstinde bei den transduzierten
Zielzellen keine RFP-Expression hervor. Das linke Bild zeigt in weill die Zellpopulation,
aufgetrennt nach Granularitit und Grofle. Das markierte Feld R1 zeigt die Zellen an, die im
zweiten Bild nach ihrer Rotfluoreszenz und Grofle dargestellt wurden. Das Feld R2, das bei
der Positiv-Kontrolle rote Zellen enthélt, bleibt bei den untransduzierten und mit dem
rekombinanten Konstrukt transduzierten Zellen leer. Somit kommt man zu dem Ergebnis, das
rekombinierte Vektoren nicht in der Lage sind, funktionelle Virusiiberstinde zu generieren,
und somit die Untersuchung von Zielzellen durch Anwendung der Bibliothek zu storen.

A.

SR-ziLibr C6 D006 r SR-siLibr C6 D006
. = Fegion Stakistics

File: SR-siLibr C6 Cr 006
Aoquisition Dake: 0Z2-Jan-406

Fegion  Ewents % Gated 36 Total
R oarsh 10000 S0.49
1000 Rz 1153 11.82 5.97

-|'||'-_-i!;|ht

ok 001 - tAazk: 001

Fegioh Statistics

File: hock 001
Acquigition Dake: 02-Jan06

Fegioh Ewvents % Gated % Total
F1 9841 10000 5083
1000 R2 2 0.0a 0.05
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=ziLibr Rekomb 1 [.003

"

FL2-H

107 1p1 102

400 GO0 200 1000 I 1000
i -Height 55 eight

Region Statistics

File: SR-ziLibr Rekomb 1 OO0
Acquisition Dake: 02-Jan 06

Fegioh Ewents % Gated % Total
F1 9854 10000 54.53
Rz ] 0.06 0.03

Abb. 26 Agarose Gel eines Verdaus von einzelnen Klonen einer Bibliothek, bei der zwei
Rekombinierer auftratenund FACS Daten von transfizierten Zellen mit einem nicht
rekombinierten und einem rekombinierten Transgenplasmid.

A. Aus einzelnen Klonen der Bibliothek isolierte lentivirale Transgenvektoren verdaut mit

EcoR1 / BamHI. Die Rekombinierer sind mit (x) markiert.
B. FACS Daten der Transduktion von 32D Zellen.
a) Untransduzierte 32D Zellen.

b) Transduzierte Zellen mit einem nicht rekombinierten Klon aus der Bibliothek.
¢) Transduzierte Zellen mit einem rekombinierten Klon aus der Bibliothek.

3.3.6 Interferon Antwort

Beim Arbeiten mit kurzen RNA Fragmenten ist es wichtig, dass diese nicht eine

Interferonantwort der Zellen auslosen. Aus diesem Grund wurde sowohl eine Kontroll-

shRNA (SR gl4) als auch die Library in 32D Zellen transduziert und die OAS mRNA Rate,

welches ein Indikator fiir die Interferonantwort ist, mit der des in der Zelle stabil exprimierten

GAPDH mRNA verglichen. Zu Vergleichszwecken wurden 32D Zellen 24 Stunden lang mit

10 bzw. 50 Units IFN-o behandelt.

Interferon-Antwort

muOAS / GAPDH
O -2 NWhHAUUO O N ®©©

—

Mock INFa10U INFa50U g4 Library

Abb. 27 Graphische Darstellung
der TagMan PCR Ergebnisse von
32D Zellen, die 24 Stunden mit 10
bzw. 50 U IFN-a behandelt
wurden. Im Vergleich 32D Zellen
die mit einer irrelevanten shRNA
(gl4) und mit randomisierter
shRNA Bibliothek-Konstrukten
transduziert wurden.

Wie man anhand des Graphen in Abbildung 27 sehen kann, ruft der Einsatz der von uns

generierten Bibliothek keine Interferonantwort hervor.
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3.4 Generierung einer randomisierten Bibliothek ohne Verwendung der RCA

Die in 3.3 beschriebene Methode ist eine deutliche Verbesserung der Generierung einer
randomisierten si/shRNA Bibliothek beziiglich der Methode von 3.1. Sie verwendet jedoch
die Rolling Circle Amplifikation. Der Nachteil dieser Amplifikation ist, dass man am Ende
anhand der Klonzahl nicht wirkliche Aussagen iiber die Diversitit der Bibliothek machen
kann. Es wére moglich, dass viele Klone durch die Amplifikation eines einzigen Dumbbells
entstehen. Gleiche Sequenzierergebnisse von unterschiedlichen Klonen haben diese Annahme
bestdtigt. Hier wird nun eine Methode zur Erstellung einer randomisieten si/shRNA

Bibliothek vorgestellt, die die RCA nicht mehr benétigt.

3.4.1 Vorversuch

Bei der Untersuchung der Basenverteilung der synthetischen Oligonukleotide bei der
vorherigen Methode (3.3.3) entstand die Idee, das erhaltene Konstrukt mit BamHI und Pmel
zu schneiden und an der BamHI Schnittstelle den Loop (nicht kinasiert) der Methode 3.3 zu
ligieren (Abbildung 28). Da der Loop nicht kinasiert ist, bildet die fehlende Phosphatgruppe
ein ,,gap“ in der Sequenz. Mit der Phi 29 Polymerase und der Pfu Ultra Polymerase wurde
nun untersucht, ob es moglich ist, den Strang am 5°Ende ,,abzuheben® und den Gegenstrang
zu synthetisieren. Die Phi 29 Polymerase, die bekannt ist durch ihre ,,strand displacement®
Eigenschaften, arbeitet bei 30 °C wihrend die Pfu Ultra Polymerase bei 68-72 °C bzw. 75°C
thr Temperaturoptimum fiir die Synthese zeigt. Die Fragestellung ist nicht nur, ob die
Synthese iiberhaupt stattfindet, sondern auch ob die 3'> 5’Exonukleaseaktivitit der
Polymerase nicht zu einem Abbau des Stranges jenseits des ,,gap* fiihrt. Nach dem Auffiillen
muss der Vektor noch durch eine Ligation mit dem mit Pme I geschnittenen Vektor als

»blunt-end“-Ligation in die geschlossene zirkuldre Form gebracht werden.
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p——
< ™

sense Strang

antisense Strang

BamHI Schnittstelle

B Pmel Schnittstelle
5" Phosphat

@

B l s

e BamHI Loop

Abb. 28 Schematische Darstellung des Vorversuchs.

A: Ein in 3.3.3 hergestelltes Konstrukt wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Pmel
geschnitten.

B: An die BamHI Restriktionsschnittstelle wurde ein nicht kinasierter Loop ligiert, der auf die
BamHI Schnittstelle passt.

C: Mittels einer Polymerase wurde versucht, den komplementéren Strang zu synthetisieren,
und das Produkt mit der Pmel Schnittstelle zu ligieren.

D. Erwartetes Produkt.

Jeweils 6 der auf der Platte nach der Transformation erhaltenen Klone wurden untersucht.
Zunichst wurde durch ein Verdau mit EcoRI und Xhol untersucht, ob man eine Verlangerung
des Abschnittes um die Lénge des aufgeklappten Loops feststellen kann. Da der Unterschied
etwa 32 bp betrdgt, ist der Laufunterschied der Bande gegeniiber der Kontrolle auf einem
1,5% Agarosegel nicht besonders grof. Dennoch ist wie in Abbildung 29 A gezeigt, ein
geringer Laufunterschied sichtbar. Um sicher zu sein, dass es sich bei den groBeren
Fragmenten um die von uns gewlinschte aufgefiillte Form handelt, wurden alle Klone noch
sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierungen sind in der Tabelle von Abb. 29 B
aufgetragen. Abb. 29 C zeigt exemplarisch ein positives Sequenzierergebnis wobei der lila
Balken die aufgeklappte Loopsequenz von der Erkennungssequenz des BamHI (GGATCC)
bis zum aufgeklappten BamHI (GGATC) kennzeichnet. Wie es zu den falschen

Orientierungen kommen kann, wird im Diskussionsteil diskutiert.

Dissertation Daniel Schifer 113



Ergebnisse

A
L. 22 aades ede. .5 b K s o8 g e 1) K
- —— | G G S S G U S D e g S e -
= =
- - - i ovicr e B
RCA Pfu Ultra
Klon Nr. 1 — 12 ; K = Kontrolle (Ausgangsvektor)
B Klon Nr. Sequenz : Klon Nr. Sequenz :
1 OK (f.0.) 7 OK (f.0.)
f.0. = falsche Orientierung 2 Mutiert 8 OK
des ,,loops “ 3 Mutiert 9 Mutiert
4 OK 10 OK (f.0.)
5 OK (f.0.) 11 OK
6 Mutiert 12 OK (f.0.)

C

A AAAAM CATGTCT TAGAAGAGC TATTTGGATCC TGGG ACTGTCTCTTTGAAM AGTCCCAGGATCAAAM GTTGACCTCG AGH
160 170 1680 190 200 210 220 230

M WL

|

Abb. 29 Ergebnis des Vorversuchs

A: Kontrollverdau der erhaltenen Klone mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol.
(FragmentgroBen der Kontrolle: 324 bp; FragmentgroBBen der positiven Konstrukte: 366
bp)

B: Ausgewertete Sequenzierergebnisse

C: Beispiel einer positiven Sequenzierung (cl.11). Mit dem lila Balken ist die aufgeklappte

Loopsequenz von der Erkennungssequenz des BamHI (GGATCC) bis zum aufgeklappten

BamHI (GGATC) gekennzeichnet.
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3.4.3 Linkeradaptation

Der fiir diese Methode bendtigte Vektor wurde durch eine Modifikation des Vektors von 3.3
erhalten. Zwischen der Pacl und Pmel Schnittstelle wurde der in Abb. 30 abgebildete Linker
kloniert.

AR

‘AAAAGGTCTTCGCTGCGTATACCCGGGCAG
TTT'TCCAGAAGCGACGCATATGGG:CCCGTC
' Pacl ' Bbsl BstZI71  Smial SnaBl1

N/

Abb. 30 Linker zwischen Pacl und Pmel. Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen
sind farblich markiert. Gestrichelte Linien zeigen deren Schnittstellenmuster an.

Neben vielen Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme, die beim Schneiden glatte Enden
hinterlassen, wurde die Sequenz fiir das Bbsl Enzym eingefiihrt. Dieses Enzym schneidet
jenseits der Erkennungssequenz und hinterlésst einen 4 Basen langen Uberhang. Der Vorteil
ist, dass diese Basen keine Palindrome sein miissen. Dadurch ist es moglich, dass zwei
gleiche Fragmente nicht mit sich selber ligieren konnen. Diese Eigenschaft wird spiter noch
sehr wichtig sein. Da die Erkennungsschnittstelle von Pacl nur Basen enthdlt die zum
komplementiren Strang lediglich jeweils 2 Wasserstoftbriicken bilden, wurde diese Sequenz
durch die von Bsml mittels Mutagenese-PCR ersetzt. Auch wurde eins von sechs ,,As*

deletiert.

3.4.3 Testung der Methode anhand einer bekannten Sequenz

Das chemisch synthetisierte 78 Nukleotid lange Oligonukleotid wurde in einer 50 uM Ldsung
fiir 4 Minuten bei 95 °C denaturiert und anschlieBend in einem Eisbad moglichst schnell
abgekiihlt, so dass es zur intramolkularen Hybridisierung kam. Dieses hybridisierte Oligo
wurde mittels Klenow aufgefiillt. Die einzelnen nun beschriebenen Schritte sind in Abbildung
31 nacheinander dargestellt. Die Klenowpolymerase wurde hitzeinaktiviert, um zu vermeiden,
dass das ,klebrige Ende* des anschlieBenden Verdaus auch aufgefiillt wird. Der Verdau
erfolgt mit dem Restriktionsenzym Bbsl. Das Ergebnis eines unvollstdndigen Verdaus (bei
dem man noch den Ausgangsoligonukleotid gut sehen kann) ist auf dem Polyakrylamidgel in
Abbildung 31 gezeigt.

Dissertation Daniel Schifer 115



Ergebnisse

Mit dem Buchstaben A wird der durch Klenow aufgefiillten ,,loop “ (63 bp) gekennzeichnet.
B zeigt den mit Bbsl geschnittene, aufgefiillte ,,loop“ (45 bp). Mit C wird das von dem
Oligonukleotid abgeschnittene Fragment (17 bp) kenntlich gemacht. Mittels der alkalinen
Phosphatase wird das Phosphat am 5'Ende entfernt. Der erhaltene Loop wird an den aus dem
pSuper-Plasmid mit Bbsl und Xbal herausgeschnittenen HI Promotor (Abb. 32 Spalte 1) an
einem Ende ligiert. Das andere Ende des HI Promotors kann mit einem weiteren H1Promotor
ligieren, so dass eine doppelte Haarnadelschleife mit zwei H1 Promotoren und zwei,, loops “
entsteht. Abbildung 32 Spalte 3 zeigt die Ligation des Promotors mit sich selbst und
dem,,loop“. Anhand einer ,,Auffiillreaktion” soll an den ,,gaps* das 5" Ende abgehoben
werden und die Synthese des Doppelstranges in 5> 3'Richtung erfolgen. In Abb. 32 Spalte
5 ist das Ergebnis auf dem Agarosegel dargestellt. Bei der erwarteten Grof3e von 690 bp (2 x
251 + 2 x 94) konnte man keine Bande feststellen. Die Erkldrung hierfiir ist, dass es zu einer
vollstdndigen Denaturierung bei der Aktivierung der Pfu Ultra Polymerase bei 95°C kommt,
und bei der anschliefenden Abkiihlung die intramolekulare- gegeniiber der intermolekularen-
Hybridisierung bevorzugt stattfindet. Somit bildet sich eine ,, loop “-Struktur am 5 Ende des
H1 Promotors, verursacht durch die Xbal Erkennungssequenz. Gezeigt wird dies durch den in
Abbildung 32 Spalte 3 aufgetragene Ausgangszustand, und dem Ergebnis nach einer 3
miniitigen Denaturierung bei 95°C (Abbildung 32 Spalte 4).

Das durch die ,,Auffiillreaktion* erhaltene Produkt wird kinasiert und mit EcoRI geschnitten.
Das Schneiden mit EcoRI ist notig, um die Loopstruktur am 5’Ende zu entfernen und auch um
ein gerichtetes Klonieren in den pSsh-empf Vektor zu ermoéglichen. Bei dem pSsh-empf
Vektor wurde der urspriingliche Hl Promotor mit den Enzymen EcoRI und Pmel (ein Enzym
das ein glattes Ende hinterldsst) herausgeschnitten und durch die generierte H1 + EGFP-sh
Sequenz ersetzt. Die fiir die Funktionalitit storende {iberschiissige Loopsequenz wurde
anschlieBend durch den BamHI1 Verdau herausgeschnitten, durch eine Gelelektrophorese vom
Vektor abgetrennt und dieser dann religiert. Das erhaltene Produkt umfasst den H1 Promotor
gefolgt von zwei komplementiren Sequenzen gegen das EGFP Gen getrennt voneinander

durch eine Loopstruktur, das die BamHI Restiktionssequenz enthlt.
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A
C
78 nt
TCGCAGCGAAGACTAAAAAA TTGGATCCTGGGACTGT T

<+— GGACCCTGACA

G
A G
Klenow (Roche)
Hitzeinaktivierung
A
ca. 63 bp T € A
TCGCAGCGAAGACTAAAAAA TTGGATCCTGGGACTGT
AGCGTCGCT TCTGATT TTTT AACCTAGGACCCTGACA G
A G
100 bp Schneiden mit Bbs I
BAP (12 % PAA Gel)
60 bp A
50 bp - ca. 45 bp
40 bp « B B c A
AAAAA TTGGATCCTGGGACTGT T
T AACCTAGGACCCTGACA G
A G
ca. 17bp (C
20bp TCGCAGCGAAGACTA
<« C AGCGTCGCT TCTGATTTTT
Ligation mit ,,H1 Promotor*
(geschnitten Bbs I und Xba I)
ca.596 bp
C A
<2 CTAGA...GAATTC... H1 .. ITTA AAAAA TTGGATCCTGGGACTGT T
T..CT TAAG... Promotor ..AATTTTT T AACCTAGGACCCTGACA G G
A
»Klenow* mit Pfu Ultra Polymerase
Dadurch erhitzen auf 95°C
ca.690/2 bp
G ANy chA
A A _GAATTC.. HI  .TTA— “(N) ., TTGGATCCTGGGACTGT 1
T T ...CT TAAG... Promotor ..AATTTTTT AACCTAGGACCCTGACA G G
C A

Kinasierung des Produkts
Schneiden mit EcoRI
Ligation in pS 1.5

AATTC... HI1 ..TTAAAAAA TTGGATCCTGGGACTGTTCAAAGAGACAGTCCCAGGATCCAA TTTTT
G... Promotor ... AATTTTT T AACCTAGGACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAGGTT AAAAA
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H1 .TTAAAAAA TTGGATCCTGGGACTGTTCAAAGAGACAGTCCCAGGATCCAA TTTTT

Promotor .. AATTTTT T AACCTAGGACCCTGACAAGTTTCTCTGTCAGGGTCCTAGGTT AAAAA
Verdau mit Bam HI
Religation
H1 .TTAAAAAA (N)n aTTT TT > Klonierung in
Promotor .. AATTTTT T AAAAA lentivirales Plasmid

Abb. 31 Schematische Darstellung der Generierung einer randomisierten Bibliothek nach der
Methode 4. Die einzelnen Schritte sind im Text beschrieben.
Das Gelbild zeigt - den durch Klenow aufgefiillten Loop (63Bp) A.
- den mit Bbsl geschnittenen, aufgefiillten Loop (45Bp) B. und das
davon abgeschnittene Fragment (17Bp) C.
B. ist das erwiinschte Produkt welches anschlieBend mit dem H1 Promotor ligiert wird.
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VI

H1 Prom Verd. Bbsl / Xhol

H1 Prom +Ligase

H1 Prom ligiert mit E
Ligationsprodukt 3 kurz auf 95°C
erhitzt

Nach 1 Schritt ,,PCR*

Xbal Bbsl

\ Rechts und Links von dieser

Schnittstelle sind die Stringe
einander komplementér

Bbsl Xbal Bbsl
Bbsl Xbal Bbsl
Xbal
Xb
BbSI q Bbsl Erhitzen XbaI —=
_ >
Abkiihlen * T ey Xbal
lassen ) Xbal
Xbal —E

Abb. 32 Agarosegeldarstellung der einzelnen Klonierungsschritten der Generierung der
randomisierten Bibliothek nach Methode 4.
GroBenmarker VI und VIIL
1. Aus dem pSuper Vektor mit den Restriktionsenzymen BbsI und Xbal
herausgeschnittener H1 Promotor.
2. Ligation des in Spalte 1 aufgetragenen H1 Promotors (Tandembildung an der Xbal
Schnittstelle)
3. Ligation des H1-Promotors mit dem mit BbsI geschnittenen und aufgefiillten Loop.
a) vollstdndige Ligation: 2 H1 Promotoren + 2 Loops
b) unvollstindige Ligation : 2 H1 Promotoren + 1 Loop
c) Ligation von nur den 2 H1 Promotoren
4. Erhitzung des Ligationsergebnisses von 3. auf 95 °C und schneller Abkiihlung.
d) H1 Promotor intramolekular gefaltet mit Loop
e) H1 Promotor intramolekular gefaltet ohne Loop
5. Auffiillen des Konstruktes ab dem Nick mit der Pfu Ultra Polymerase.
f) aufgefiilltes Konstrukt
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3.4.3.1 Vergleich verschiedener Polymerasen bei verschiedenen Synthesetemperaturen
Wie schon im Vorversuch gezeigt wurde, vermogen auch andere Polymerasen ab dem ,, gap
die komplementédre Sequenz zu bilden, indem sie den schon vorhandenen Strang verdréngen.
Um die Effizienz der verschiedenen Polymerasen zu testen, wurde das Ligationsprodukt des
mit Bbsl und Xbal geschnittenen H1-Promotors mit dem Loop (und auch mit sich selbst) mit
der fiir die jeweilige Polymerase optimalen Puffer versehen. Nach Zusatz von dNTPs und der
entsprechenden Polymerase wurde die Reaktion bei der fiir die Polymerase optimalen
Temperaturbedingung durchgefiihrt. Das FErgebnis wurde nebeneinander aufgetragen
(Abbildung 33).

In der Spalte der Klenow-Polymerase (Spalte 1) sicht man dasselbe Muster wie bei der Bst
Polymerase (Spalte 3). Man kann fiinf Banden erkennen. Die oberste Bande liegt bei 690 bp
und entspricht der Groe des zu erwartenden Produkts. Allerdings ist diese Bande sowohl bei
der Klenow-Polymerase wie auch bei der Bst Polymerase nicht sehr stark. Die zweite Bande
liegt bei 592 bp und enspricht der Grole von 2 Loops (2 x 45 bp) und zwei H1-Promotoren (2
x 251 bp). Das ldsst vermuten, dass es sich um das Edukt handelt. Die dritte Bande liegt bei
502 bp was die GroBe des mit sich selbst ligierten H1 Promotors ist. Die vierte (345 bp) und
fiinfte Bande (251 bp) erscheint auch bei der Pfu Ultra Polymerase. Bei der Pfu Ultra-
Polymerase kann man die ersten drei Banden nicht sehen. Das kommt durch die
Denaturierung (95 °C), bei der die Doppelstringe voneinander getrennt werden. Bei der
anschlieBenden Abkiihlung erfolgt die Hybridisierung so gut wie ausschlieBlich
intramolekular. Das erkldrt die Abwesenheit der ersten drei Banden. Die vierte Bande bei
Spalte 1 und 3 bzw. die erste bei Spalte 4 ist das erwiinschte Produkt in einer anderen Form
als Bande 1. Die Xbal Schnittstelle bildet auf der einen Seite einen ,,/oop “ wihrend die
Polymerase den Loop auf der anderen Seite durch die Bildung des Gegenstranges ab dem
»gap “ entfernt hat. Die fiinfte Bande entspricht dem unligierten H1-Promotor (251 bp). Ganz
unten ist liberschiissiger, nicht ligierter (dephosphorylierter) ,, loop ““ (45 bp) zu erkennen. Die
Phi 29 Polymerase (Lane 2) zeigt ein etwas anderes Muster. Bande 1 entspricht von der Hohe
den Banden 2 von Spalte 1 und 3 und muss die doppelte Haarnadelschleife sein (Loop-
Promotor-Promotor-Loop). Die zweite Bande der Phi 29 Polymerase-Reaktion hat eine Hohe
von 547 bp. Das entspricht der Ligation zweier Promotoren mit nur einem Loop auf einer
Seite. Das erkldrt auch die vierte Bande bei 296 bp. Hier hat die Polymerase im Gegensatz zu
den anderen 3 Polymerasen den Loop nicht aufgefiillt. Somit entspricht diese Bande dem
Edukt, wobei die Xbal Schnittstelle den anderen Loop bildet. Die Phi 29 Polymerase eignet

sich daher nicht zur Synthese des Doppelstranges ausgehend von einem ,,gap “. Die anderen
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drei Polymerasen sind in der Lage, das erwiinschte Produkt zu synthetisieren, wobei

allerdings die Pfu Ultra das eindeutigste Ergebnis erzeugt.

1 Klenow-Polymerase
2 Phi 29-Polymerase

3 Bst Pol.-Polymerase
4 Pfu Ultra-Polymerase

RN |

T
AL

Abb. 33 Testung verschiedener Polymerasen.

3.4.3.2 Funktionalititsiiberpriifung von EGFP
Das Klonierergebnis der in 3.4.3 beschriebenen Generierung einer antiGFP-shRNA wurde auf
Funktionalitit {berpriift. Damit soll gezeigt werden, dass die im Punkt 3.4.6 generierten

randomisierten ShRNAs durchaus in der Lage sind, die Genexpression zu inhibieren.

3.4.3.3 Sequenziiberpriifung

Wie man anhand der Abbildung 34 sehen kann, stimmt die Sequenz mit der erwarteten
Sequenz des EGFP-Gens iiberein (ab Position 73 der Sequenzierung). Durch intramolekulare
Riickfaltung bricht die Sequenzierung vorzeitig ab, wenn das Konstrukt nicht vorher am Loop
mit BamHI geschnitten wurde. Dies macht zwei Sequenzierungen nétig, da die Sequenz
zwischen H1 Promotor und der BamHI-Schnittstelle iiberpriift werden soll, wie auch die
Sequenz  (nicht  dargestellt)  jenseits  der  BamHI-Schnittstelle  (bis  zum
Transkriptionsterminationssignal).

WGE RCTCTACTHCG BAGTHCA ACGTCOCTAAALLACCOCAAGCTGACCOTG AAGTTT GG ATCEHHERI
50 60 0 &0 o0 100

121 gfp Sequenz: ACGGCAAGCTGACCCTGAAGT

(R T
M‘ﬂ.'\{\” Ulm 'IJ:{ ﬂ ‘J” (“I!Ti{:i il |“\M L

Lo 4

Abb. 34 Kontrolle der Sequenz der durch diese Methode hergestellten antiGFP-shRNA
ausgehend von einem Primer, der in der HI-Promotorregion bindet.
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3.4.3.4 Transiente Transfektion

Bevor Zellen stabil mit dem lentiviralen Viruspartikel die die Bibliothek kodieren transduziert
werden, wurde das Konstrukt gegen das EGFP Gen durch eine Kotransfektion dreier
Plasmide durch Lipofectamine in BHK21 Zellen getestet (vgl. 2.2.11).

Der aus einer der FACS Messungen erstellte Graph zeigt, das sich die Effizienz der
Reduktion durch die shRNA (das durch diese vierte Methode hergestellte Konstrukt) nicht
sonderlich von der Kontrolle pS-121gfp unterscheidet.

Lipofektionsergebnis

100

90

80
70

60

B Reduktion um %
m EGFP Expression

50

40 -

Prozentangabe

30

20

10

0 T T
MSCV + LNSN + pS- MSCV + LNSN + pS- MSCV + LNSN + pS-
gl4 121gfp 121gfp Methode 4

Konstrukte

Abb. 35 Lipofektionsergebnis: Dargestellt ist die EGFP Expression und die Reduktion in
Prozent im Vergleich zur Kontrolle (pS-gl4).

Der Promotor mit der shRNA Sequenz wurde aus dem pSuper Plasmid herausgeschnitten und
in den lentiviralen SR-shRNA empf. Vektor kloniert. Mit diesem Plasmid ist es moglich,
virale Uberstéinde zu generieren, die fiir eine Integration ins Wirtsgenom erforderlich ist, um

eine stabile Expression zu erhalten.

3.4.3.5 Stabile Transduktion

Um zu zeigen, dass die transiente Reduktion auch stabil in Zellen zu sehen ist, wurden Zellen
die bestindig das GFP-Protein exprimieren (BaF 4h GFP) mit den Konstrukten SR gl4
(Kontrolle), SR 121 gfp (positiv Kontrolle), SR 121 gfp mit BamHI Loop und das mit dieser
letzten Methode hergestellte SR 121 gfp transfiziert. Die Abbildung 36 zeigt die transfizierten
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Zellen im Durchlicht, und nach UV-Anregung des rotfluoreszierenden RFP-Proteins (Vektor)
und des griinfluoreszierenden GFP-Proteins (der BAF 4h GFP).
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SR 121 gfp Methode 4

Abb.36 BaF 4h gfp Zellen im Durchlicht, und nach UV-Lichtanregung (zur Sichtbarmachung
des RFPs und des GFPs).

3.4.3.6 Nachweis der Reduktion auf Proteinebene

Von den transduzierten, gesorteten BaF 4h gfp Zellen wurden am Tag 8 Gesamtzelllysate
hergestellt.

Erk 2

EGFP

Abb. 37 Western Blot von Ganzzelllysaten von BaF 4h gfp die mit:

1. SRgl4

2. SR 121 gfp

3. SR 121 gfp Bam Loop

4. SR 121 gfp Methode 4 transduziert wurden.

Wie man anhand der Abbildung 37 sehen kann, ist die Reduktion der Expression des EGFPs
mit dem Konstrukt, das durch diese vierte Methode hergestellt wurde vergleichbar mit denen
der Kontrollen SR 121 gfp und SR 121 gfp Bam Loop. Die Spalte die mit dem Konstrukt SR

gl4 transduziert wurde, zeigt die nicht reduzierte EGFP-Expression.
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3.4.4 Generierung der Bibliothek

Die randomisierte shRNA Bibliothek wurde nach demselben Prinzip wie die shRNA gegen
das EGFP Gen generiert. Statt der 21 Nukleotid langen definierten Sequenz wurde eine
Zufallsverteilung der Nukleotide bei diesen Positionen angestrebt. Die einzelnen Schritte der
Klonierung sind auf der néachsten Seite dargestellt. Im ersten Bild A ist auf einem PAA-Gel
der Verdau des mit Klenow aufgefiillten Oligonukleotid mit dem Restriktionsenzym Bbsl
aufgetragen. Unverdaut ist die Bande 63 bp grof3. Durch den Verdau wird dieses 63 bp grofie
Klenow-Polymeraseprodukt in ein 45 bp und einem 18 bp groBes Fragment gespalten. Das
Restriktionsprodukt mit dem HI1-Promotor ligiert. Es hat sich gezeigt, dass der Verlust des
Produkts bei der PAA-Gel-Aufreinigung und anschlieBender Eluation grofer ist, als wenn
man fir den nachfolgenden Ligationsschritt den Restriktionsansatz nach der
Dephosphorylierung des 5'Phosphats durch die alkalische Phosphatase nur durch eine Sédule
(Nucleotide Removal Kit) von Salzen und den Enzymen sdubert. Es folgt ein Ligationsschritt
mit dem aus dem pSuper mit Bbsl und Xbal herausgeschnittenen H1-Promotor (Abbildung
B). In der nédchsten Abbildung C ist das Ligationsergebnis aufgetragen. In der ersten und
zweiten Spalte nach dem Marker, ist die Ligation des HI-Promotors mit der
dephosphorylierten ,, loop “-Sequenz des EGFPs (E) und der randomisierten Bibliothek (R). In
der dritten Spalte ist die Ligation des H1-Promotors mit sich selbst aufgetragen. Der Pfeil mit
dem Buchstaben ,,a* zeigt die Banden der zwei H1-Promotoren die iiber die Xbal Schnittstelle
palindromisch miteinander ligiert wurden. Buchstabe ,,b* zeigt die Bande bei der zwei H1
Promotoren miteinander ligiert sind, jedoch nur an einer der beiden durch Bbsl generierten
Schnittstellen der dephosphorylierte Loop ligiert ist. Buchstabe ,,c* zeigt das erwiinschte
Produkt, bei dem die zwei HI1-Promotoren an beiden Enden den ,,/oop* ligiert haben.
Buchstabe ,,d*“ zeigt die nicht ligierten und die nicht geschnittenen Konstrukte die in der
Abbildung A gezeigt wurden.

Das Gel in Abbildung D zeigt nach dem Marker das Ligationsprodukt aus Abbildung C Spalte
A. AnschlieBend ist 7 x das Ergebnis der Pfu Ultra Polymerasereaktion aufgetragen. Die
Hauptbande entspricht dem Produkt bei dem ab dem ,,gap‘ die komplementire Sequenz
gebildet wurde. Darunter befinden sich die restlichen H1-Loop Ligationen, bei denen die
Polymerasereaktion nicht stattgefunden hat (Ausgangsprodukt).

Die unterste Bande entspricht dem nicht an einen Loop ligierten H1-Promotor. Die
Bandenhdhe ist nur noch halb so hoch (297 bp), weil es zu einer intermolekularen

Riickfaltung ab der Xba I Schnittstelle kommt.
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10 bp
Leiter

A. ‘l‘ g B. VI

Unv. 63 bp

[ __I-Il Prom. -—]

— —

<«— Verd. 45b
P Geschn. XbaI1/Bbs 1

C. VI vl VIII

>
vs)
@

i

Verd. 18 bp

1a

A HI + R (+Ligase)

B HI + E (+Ligase)

C HI1 alleine (+Ligase)

a 502 bp

b 547 bp

c 594 bp d

d 45bp 4

Abb. 38 Klonierungsschritte auf A: 12 % PAA und B,C,D: auf 1,5 % Agarose-Gele

aufgetragen. Siehe ndhere Beschreibung im Text.
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3.4.4.2 Sequenzierung / Verteilung

Die hier vorgestellte Methode verwendet nicht die ,,RCA®. Folglich wurde erneut untersucht,
ob eine statistische Gleichverteilung der Nukleotide anzutreffen ist. Wahrend Abbildung 39
die Sequenzierung von ca. 1x10° vereinigter Klone zeigt, ist in der Tabelle in Abbildung 40
die Haufigkeit der einzelnen Nukleotide an den jeweiligen Positionen aufgetragen. Wie man
anhand der Tabelle sehen kann, kann man durchaus von einer Gleichverteilung sprechen.

A.

ACGCATTCAAAAACNNCCRNCHNC NRCHN NNNCHNT TG G AT CANNNNRNL
! 30 100 110 120

|

B.

ACGTTTAAAAACGNGGNNNNNRNNRGGGNNNRNCT TGGNTRCANNNNNI
60 70 80 90

T

Abb. 39 Sequenzierung von ca. 1x10° vereinigter Klone. Um den vorzeitigen Abbruch der
Sequenzierung wegen der Haarnadelstruktur zu verhindern, wurde der Vektor vor der
Sequenzierung mit BamHI geschnitten. Abgebildet ist die Sequenz bis zur BamHI
Schnittstelle ausgehend vom H1 Promotor (A) und die Sequenz bis zur BamHI Schnittstelle,
ausgehend von der T3Promotor-Region (B).
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Position: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Anzahl: Summe:

"A" 7 15 17 12 16 19 14 16 11 15 13 18 16 19 15 15 15 13 14 12 14 306

" 313 711111111 512 10 11 7 13 13 13 12 10 11 10 12 7 223

"G" 10 10 11 12 12 9 13 13 13 8 12 7 11 8 10 10 13 9 14 7 15 227

"c" 177 91212 8 8 913 11 14 1115 7 7 9 10 9 14 9 16 11 231
a7 47 47 987

246,75

Prozentuale

Anteil:

"A" 15 32 36 26 34 40 30 34 23 32 28 38 34 40 32 32 32 28 30 26 30 31%

T 28 28 15 23 23 23 23 11 26 21 23 15 28 28 28 26 21 23 21 26 15 23%

"G" 21 21 23 26 26 19 28 28 28 17 26 15 23 17 21 21 28 19 30 15 32 23%

"c" 36 19 26 26 17 17 19 28 23 30 23 32 15 15 19 21 19 30 19 34 23 23%

Abb. 39 Tabelle der Sequenzierdaten von 47 unterschiedlichen Klonen. In der ersten Tabelle
wird die Anzahl, und in der Zweiten das prozentuale Verhéltnis jeder Base in einer
bestimmten Position innerhalb der randomisierten Sequenz.

3.4.4.2 Klone / ng DNA (Ausbeute)

Die Ausbeute an Klonen pro pg Ausgangs DNA Oligonukleotid schwankt etwas, da sie stark
von der Effizienz der Ligationsschritten, der Effizienz des Verdaus sowie von der Ausbeute
der Saulenaufreinigungen der DNA nach dem Agarosegel abhingt.

Berechnungen haben eine Ausbeute von ca. 3 x 10°Klone / pg Ausgangs-DNA ergeben.
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3.5 Anwendung der Bibliothek

Die Anwendung der Bibliothek ist sehr vielseitig. Sie kann zum Beispiel zur Identifikation
von Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Protagonisten wichtiger Signalkaskaden
dienen. Trotz der enormen Fortschritte in den letzten Jahren bei der Sichtbarmachung
verschiedener Expressions- und Differenzierungsstadien der Zellen, ist es das einfachste, nach
der durch die Bibliothek iibermittelte Uberlebensvorteile transfizierter Zellen zu suchen.

Der durchgefiihrte funktionelle Assay besteht aus dem Entzug von Zytokinen einer

zytokinabhéngigen Zelllinie die mit der generierten Bibliothek transduziert wurde.

3.5.1 Voruntersuchungen der Zelllinie 32D

Fiir die Untersuchung ist es essentiell, dass die zytokinabhédngige Zelllinie 32D zu 100 %
faktorabhéngig ist. Nach langeren Kulturperioden, bei denen das Zytokin IL3 nur mangelhaft
vorhanden ist, selektioniert man die Zellen heraus, die durch Mutationen oder andere
Einfliisse weniger bis gar nicht mehr zytokinabhingig sind. Deshalb ist es wichtig vor jedem

Versuch die vollstindige Faktorabhéngigkeit der eingesetzten Zellen zu untersuchen.

3.5.1.1 Faktorabhingigkeit der 32D-Zelllinie

In den unteren zwei Bildern sind 32D Zellen in 100 facher VergroBerung abgelichtet am Tag
0 und am Tag 3 nach IL3 Faktorentzug. Mit einer 200 fachen VergroBerung ist der Tag 9 nach
IL-3 Entzug im dritten Bild dargestellt.
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Abb. 40 32D Zellen bei 100 facher
’ VergroBerung A-B  bzw. 200 facher
' 3 * VergroBerung C.

: a) Tag 0 nach IL3 Faktorentzug

b) Tag 3 nach IL3 Faktorentzug

' ¢) Tag 9 nach IL3 Faktorentzug

Wie man anhand der Abbildung 40 sieht, sind die Zellen am Tag 0 zu 100 Prozent vital.
Dieser Versuch wurde mit mehr als 1 x 107 Zellen durchgefiihrt. Somit ist die 32D Zelllinie
zu 100 % IL3 faktorabhidngig. Dieser Ansatz wird als Kontrolle vor jeder Transduktion

wiederholt.

3.5.1.2 Beeinflussung der Faktorabhingigkeit durch 2 lentiviralen Kontrollkonstrukte

Bei der Evaluation der Bibliothek werden 32D Zellen mit lentiviralen Konstrukten
transduziert. Es ist wichtig, vorher zu wissen, ob das lentivirale Konstrukt ohne eine
funktionelle, gegen ein endogenes Gen gerichtete siRNA, allein durch die Integration
faktorunabhéngig macht. Dazu wurden 32D Zellen mit zwei verschiedenen Konstrukten (SR-
gl4 und SEW-gl4), die eine irrelevante shRNA exprimieren, mit hoher MOI transfiziert. Die
FACS-Messung ergab eine 94 bzw 98 prozentige Transfektionseffizienz. Am Tag 4 nach
Transfektion wurden diese Zellen nach mehrmaligem Herauswaschen des IL3 Zytokins im
faktorfreien Medium ausgesdt. Insgesamt wurden vier 96 Well-Platten mit einer Zelldichte
von 1 x 10° pro Well ausgesit. Von den 384 Kammern die mit ins gesammt ca. 3,8 x 10’
Zellen belegt wurden, sind insgesamt zwei Klone hochgewachsen. Diese Klone wurden in 113
freiem Medium expandiert und genomische DNA Isoliert. Die Untersuchung der

Integrationlokation steht noch aus.
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3.5.2 Funktioneller Assay der Bibliothek

Mit einer Komplexitit von 1 x 10° randomisierter lentiviraler Konstrukte wurde Virus
generiert, mit denen 32D Zellen transduziert wurden. Obwohl bei dieser noch recht geringen
Komplexitit wenig zu erwarten ist, sind doch mit einer etwa 5 fachen Haufigkeit (im
Vergleich zu der oben erwédhnten Kontrolle) einzelne Zellen sichtbar, die iiber 14 Tage vital
blieben. In geringem Maf3e haben sie sich auch vermehrt, jedoch bei weitem nicht mit der
Teilungsrate von 32D Zellen mit IL3. Einer dieser Klone ist in Abbildung 41 dargestellt. Wie
man sieht, sind diese Zellen nach Anregung mit UV Licht auch rot 41 b (das heift mit der

lentiviralen Bibliothek transduziert).

a) b)

Chta® SRS ¢ -8 Bgodd

o

Abb. 41 32D Zellen die mit der Bibliothek transduziert wurden, am Tag 14 nach
Faktorentzug. a) Durchlicht b) nach UV-Lichtanregung.

Beim Versuch diese Zellen in IL 3 freiem Medium zu expandieren sind diese gestorben. Mit
IL 3 wachsen sie wie untransduzierte Zellen. Weil die Klone nicht wirklich IL3

Faktorunabhéngig sind, wurden sie nicht weiter untersucht.
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4. Diskussion
In dieser Arbeit wurden verschiedene Moglichkeiten der Generierung randomisierter
si/shRNA Bibliotheken vorgestellt. Diese Bibliotheken konnen wichtig sein zur funktionellen
Genanalyse und Untersuchungen von Wechselwirkungen in dem Zusammenspiel der
Genexpressionsprodukte in der Zelle.
Die Einschrinkung von RNAi-Bibliotheken ergibt sich durch den Selektionsschritt. Es
konnen nur Gene gefunden werden, deren Herrunterregulation zu einem selektierbaren
Phéanotyp fiihrt. Trotz dieser Einschrinkung gibt es noch geniigend Einsatzmoglichkeiten fiir
RNAi-Bibliotheken.

4.1 Statistische Einwinde

Zunichst soll diskutiert werden, ob die Generierung einer randomisierten si/shRNA
Bibliothek aus statistischer Sicht iiberhaupt sinnvoll ist. Als Beispiel soll das Gen p53 dienen.
Es soll in diesen Beispiel die pessimistische Annahme gelten, dass lediglich 10% der
getesteten si/shRNAs effizient (>70% Inhibition) sind (eigene und publizierte Daten lassen
eine Wahrscheinlichkeit von bis zu 50 % erwarten; Harborth et al. 2003). Fiir die siRNA-
Bibliothek ergibt sich eine (maximale) Komplexitit von 4'° = 2,75 x 10!, wihrend sich fiir
die SIRNA-Bibliothek 4*° = 1,1 x 10'* und 4*' = 4,39 x 10'* ergibt. Aus der Léinge der p53
Sequenz ergeben sich ca. 2600 verschiedene si/shRNA-Sequenzen, von denen, gemél obiger
Annahme, 10% also 260, effizient sein sollen.

Da Studien zur systematischen Punktmutagenese von siRNAs (bzw. entsprechender mRNA)
aber zeigen, dass die 5" und 3’ terminalen Dinukleotide, also Position 1,2,18 und 19 (bzw. 19
und 20 fiir shRNA der Methode 3.1 // Position 20 und 21 fiir shRNA der Methode3.3 uns 3.4)
einer siRNA ihre Aktivitit nicht messbar beeinflussen (Du et al. 2005; Chen et al. 2004),
ergeben sich fiir jede mogliche siRNA-Sequenz 16 Permutationen, wenn man, wie in der
Publikation untersucht, nur eine Punktmutation an den beiden terminalen Dinukleotiden im
Vergleich zur p53 Sequenz erlaubt (1). Berticksichtigt man zusétzlich, dass auch A-C und G-
U ,,Mismatche gut toleriert werden, ergeben sich fiir die mittleren 15 (siRNA) bzw. 16 oder
17 (shRNA) Nukleotide zusitzlich zur Originalsequenz 15 bzw. 16 Permutationen, wenn
lediglich ein ,,erlaubter ,,Mismatch* toleriert wird (2).

Unter diesen Annahmen ergeben sich die folgenden Erwartungswerte:

p=b"

mit  p = Wahrscheinlichkeit, dass keiner der Klone in der Bank enthalten ist

b = Wahrscheinlichkeit, dass ein einzelner Klon nich ein gesuchter ist
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X = Anzahl unterschiedlicher si/shRNAs in der Bank

Zunichst einmal zur Formel:

b beschreibt folgende Wahrscheinlichekeit: Man wihlt aus allen moglichen Oligonucleotiden
eines aus und das Gewihlte passt nicht (ist also eine Niete). Es gibt insgesammt 4°'
Oligonukleotide, bei 10% Effizienz gibt es ca. 260 passende, d.h. 4*' — 260 nicht passende.
Der Anteil (oder Wahrscheinlichkeit) der nicht-Passenden an allen Moglichen ist dann b =
(4*' = 260) / 4!

Einfach berechnen ldsst sich die Wahrscheinlichkeit p, dass unter allen x Oligonukleotiden
der Bank ,kein passendes® ist, das ist das Gegenteil von ,,mindestens einer passt™. Soll die
Wabhrscheinlichkeit, dass mindestens eines passt z.B. 90% sein, ist die Wahrscheinlichkeit
dass keines passt 10%; p ist dann 10% (d.h. 0,1).

Um p zu bestimmen geht man nun folgendermaflen vor: Man wéhlt einen nach dem anderen
aus der Bank und priift ob dieser passt. Uns interessiert jetzt nur der Fall, dass keiner passt,

d.h. im Baumdiagramm der Weg auf3en rechts:

b
1 Klon /\ J/N bedeutet passt oder passt nicht.

J N
VAN
2 Klon ] N
/N

3 Klon 7 N

[ J ..

[ J [ )

[ J

b
x-ter Klon /\
J N

Wie oben gezeit ist die Wahrscheinlichkeit, dass es nicht passt, jedes Mal b, also bei x
Oligonukleotiden der Bank ist b x b x b x ... = b* = p die Wahrscheinlichkeit dass kein
Oligonukleotid passt.

Randomisierte Oligonukleotide von:

20 bp > 4°° Méglichkeiten = 1,1 x 10'*
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Die mRNA von p53 umfasst 2629 bp. Wenn ,,nur”“ 10 % der mdglichen siRNAs >70%
inhibieren, wiren das ca. 260 funktionelle sSiRNAs.
Wahrscheinlichkeit, kein Klon zu bekommen:
p=b"
mit  p = Wabhrscheinlichkeit, dass keiner der Klone in der Bank enthalten ist
b = Wahrscheinlichkeit, dass ein einzelner Klon nich ein gesuchter ist

X = Anzahl unterschiedlicher si/shRNAs in der Bank

b = (x — Anzahl von moglichen Treffern) / x

Bei einer Anzahl von moglichen Treffern = 260

b= (4% - 260) / 4*° = 0,99999999976

Mit einer 50%igen Wahrscheinlichkeit, einen passenden Klon zu finden, ist p = 0,5 und es

ergibt sich:
p=b" © 0,5=0,99999999976* & x=In(0,5)/1n(0,99999999976) ~ 2,88 x 10’
(1)

Bei 4 moglichen Punktmutationen an Position 1, 2, 19 und 20 (nur 1 Mutation / siRNA)
4+4+4+4=16 > 260x16=4160

Bei einer Anzahl von moglichen Treffern = 4160

b= (4" —4160) / 4 = 0,999999996216

firp=0,5© 0,5=0,999999996216" x = In(0,5) / In(0,9999999962166) ~ 1,83 x 10°
)

Bei einer erlaubten Basenpaarung von A mit C neben der herkommlichen Paarung mit T bzw.
U: N =20

Abziiglich der zwei ersten und der zwei letzten Basen, die im ersten Punkt beriicksichtigt
werden: 20 -4 =16

Als ,,Erwartungswert wire jede Position mit 25% Wahrscheinlichkeit ein A: 16 x 0,25 =4
Diese vier As kdnnen mit C und mit T bzw. U Basenpaarbildungen eingehen 4 x 2 =8

Daraus wiirde sich eine Anzahl an mdglichen Treffern um ein 8 Faches erhohen:

260 x 16 x 8 = 33280 >x=229x10’

Zusammenfassend sehe ich gute Chancen, eine gewiinschte si/shRNA fiir ein bestimmtes Gen

zu finden. Wenn man noch optimistisch 50 % der moglichen siRNAs als Effizient berechnet,
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erniedrigt sich der Wert x sogar noch auf 4,58 x 10°. (Mit freundlicher Hilfe von Prof. L.

Baringhaus, Institut fiir mathematische Stochastik)

4.2 Synthetische Bibliotheken vs. cDNA- Bibliotheken

Die Verwendung von cDNA-Bibliotheken bei der Herstellung von shRNAs nach der REGS
Methode ermdglicht eine erhdhte Trefferquote pro hergestelltes Konstrukt, da das Konstrukt
aus einem Fragment transkribierter mRNA stammt. Wenn die Zellen, aus denen die cDNA
gewonnen wird noch mit den Zielzellen mit denen die Experimente der si/shRNA-Bibliothek
durchgefiihrt werden iibereinstimmt, erwartet man die meisten effektiven shRNAs-
Regulationen. Bei unterschiedlichen Zellen werden viele spezifische Gene nicht durch die
shRNA-Bibliothek erfasst, da die transkribierten Abschnitte des Genoms bei der Expression
zellspezifischer Gene abweicht.

Die Synthese der cDNA ist mit erheblichen Aufwand und Kosten verbunden. Auch muss
sicher gestellt werden, dass die ¢cDNA-Bank moglichst vollstindig in ein Vektorsystem
kloniert wird, welches nach Méglichkeit stabil ist (keine Rekombinationen). Auch muss die
GroBe der Bibliothek richtig abgeschitzt werden, da die Quantitit der in cDNA
umgeschriebener mRNAs verschiedener Gene stark schwankt. Die Gefahr besteht darin, dass
die Bibliothek einen groBen Uberschuss an Fragmenten enthilt, die stéirker exprimiert werden,
und dadurch cDNA umgeschriebener mRNAs die weniger hdufig vorkommen verloren gehen.
Viele sehr wenig exprimierte oder durch starke Regulation sehr wenig vorhandenen mRNA
werden kaum ein Konstrukt bilden konnen. Ein groBer Nachteil ist, dass man
Speziesgebundene shRNA Bibliotheken generiert, die nicht universal anwendbar sind.

Anders verhélt es sich mit der vollstdndigen synthetischen Bibliothek. Bei solch einer
Bibliothek kann theoretisch jede Kombination einer shRNA vorhanden sein, so dass man
speziesunabhingig ist. Der Nachteil ist die enorme Anzahl an Konstrukten, die man benétigt,

um das gesamte Spektrum abzudeken.

4.3 Nachteile einer siRNA-Bibliothek

Der grofte anzunehmende Nachteil dieser Methode ist, dass sich der Sense- und der
Antisense-Strang in der Zelle finden miissen, bevor es zu einer effektiven Aufnahme in den
RISC-komplex kommen kann. Es wére auch mdglich, dass sich die gleichzeitige
Transkription der entgegengesetzten Stringe gegenseitig behindern, so dass die
Transkriptionsrate deutlich herabgesetzt ist. In dieser Arbeit wurde zwar die Funktionsweise

der einzelnen Promotoren getestet, und festgestellt, dass der H1 Promotor &hnliche
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Transkriptionsraten liefert wie der U6 Promotor, doch fehlte der Assay um zu sehen, ob die
gleichzeitige Transkription genauso gut von statten geht. Nach Literaturangaben (Zheng et al.
2003; Chen et al. 2005; Kaykas and Moon 2004) diirfte dies aber kein Problem darstellen, und
die Effektivitit der Expressionshemmung &hnlich sein wie die der shRNA. Dies konnten wir

aber anhand unserer Versuche nicht zeigen.

4.4 Vor- und Nachteile der vier dargestellten Methoden

4.4.1 Die erste Methode

Die ,restriction enzyme generated siRNA“ (REGS) Methode ist eine Methode um anhand
von cDNA funktionelle shRNAs zu generieren. Wie publiziert, haben wir die Reduktion von
EGFP ausgehend von dessen cDNA =zeigen konnen. Diese Methode verwendet zum
Schneiden der c¢DNA sechs verschiedene Restriktionsenzyme die jeweils eine
Erkennungssequenz von vier Basen haben und nach dem Verdau einen 5°GC Uberhang
hinterlassen. Weil die Enzyme eine Erkennungssequenz von nur vier Basen haben, schneiden
sie relativ hiufig die cDNA. Die 750 bp grole DNA, die fiir das EGFP codiert, wird von
diesen Enzymen 23-mal geschnitten. Das bedeutet, dass im Durchschnitt die DNA nach ca.
32 Basen einmal geschnitten wird. Da man siRNAs mit einer Linge von 19 Nukleotiden
durch den Verdau mit Mmel generieren mochte, ist diese durchschnittliche Schnittfrequenz
schon recht optimal. Bei einem Gen wie das EGFP (750 bp) wiirde durch diese Methode 23
moglich funktionelle siRNAs generiert werden kdnnen. Die Wahrscheinlichkeit liegt hoch,
dass bei diesen 23 mehrere siRNAs in der Lage sind, effizient die Expression des Zielgens
zu hemmen (Effizient = >75%). Das Problem dieser Methode liegt zum einen darin, dass 50
Prozent der geschnittenen cDNA Fragmente nicht mit der Sense, sondern mit der Antisense-
Orientierung an den Loop ligiert, was zu nicht funktionellen shRNAs fiihrt. Das andere
Problem ist, dass die Erkennungssequenzen oft sehr dicht beienander liegen, so das die
Fragmente geringer als 19 bp ausfallen, was zu Mehrfachligationen verschiedener Fragmente
fiihrt, wie in Abbildung 7 gezeigt wurde, die wiederum nicht funktionell sind. Bei Fragmenten
mit einer Ldnge von 35 bp kann der Loop an beiden Enden ligieren. Somit kommt es auf die
Position an, welche der beiden Mmel Schnittstellen zuerst erkannt wird, ob nun das Fragment
mit der richtigen Linge in Sense- oder Antisense-Orientierung am Loop gebunden ist. Bei
einem Fragment von 35 bp wiirde das bedeuten, dass das Fragment das an dem anderen Loop
liegiert bleibt nur noch eine Lénge von (35 bp — 19 bp) 16 bp besitzt. Somit gilt es

abzuwigen, ob man alle sechs Restriktionsenzyme verwendet um eine moglichst grof3e
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Diversitit zu erhalten, oder aber die Anzahl reduziert, was allerdings auf Kosten der Vielfalt
geht. Wegen der 50 % Wahrscheinlichkeit der Ligation des Loops an dem ,,verkehrten* Ende
der cDNA, macht es wenig Sinn durch die Ligation eines zweiten Loops ein gerichtetes
Klonieren zu ermdéglichen. Da der sh-RNA-Loop palindromisch ist (AAGGATCCTT), wiirde
dies an der Gesamtwahrscheinlichkeit das Fragment in sense-Richtung zu erhalten, nichts
andern. Bei der Verwendung eines mit nur einem Enzym zu schneidenden 3 'Loops, wiirde
der Verdau mit groBer Wahrscheinlichkeit sogar effektiver sein.

Ein groBer Nachteil dieser Methode sind die vielen Syntheseschritte und die je nach
Handhabung 4-5 PAA-Gele einschlieBen, bei dessen Eluation ein gewisser Anteil der

eingesetzten DNA verloren geht.

4.4.2 Die zweite Methode

Die Generierung einer siRNA-Bibliothek durch die Gegeniiberstellung zweier Pol III
Promotoren bildet die einfachste Form der Bibliotheksgenerierung. Leider ist die Reduktion
der Expression in meinen Héinden sehr gering gewesen. Die Arbeitsgruppe, die diese
Methode publizierte, erreichte eine 70 - 90 % Reduktion, was sie anhand der Inhibition der
Luziferaseexpression  eindrucksvoll — demostrierten. ~ Wir  konnten anhand  von
Sequenzierergebnissen nachweisen, dass wir in der Lage sind, eine siRNA-Bibliothek mit
einer recht hohen Diversitit zu generieren. Diese Methode wurde aber nicht weiter verfolgt,
da die Validierung durch die Herunterregulation der EGFP Genexpression bei uns nur um ca.

5 % sichtbar war. Mogliche Ursachen wurden in 4.3 diskutiert.

4.4.3 Die dritte Methode

Bei der dritten Methode wurde eine randomisierte Sequenz verwendet. Das hat den Vorteil,
dass man nicht mehr auf eine bestimmte cDNA zurilickgreifen muss, wie bei 3.1, sondern die
Moglichkeit hat, alle nur erdenklichen Kombinationen und somit das gesamte Spektrum der
moglichen siRNAs fiir alle Organismen, die den RNAi-Mechanismus besitzen, zu erhalten.
Da es keine cDNA gibt, die auf die richtigen Linge zugeschnitten werden muss, kann das
Oligo so konzipiert werden, das an der einen Seite der Loop, und auf der anderen Seite ein
ihm gleiches Konstrukt ligiert wird. (Konfiguration: Loop, randomisierte Sequenz, Linker,
randomisierte Sequenz, Loop (Abb. 18)).

Dadurch, dass es sich um ein Dumbbell handelt, wo die Spiegelebene in der Mitte ist (wobei
jedoch rechts und links unterschiedliche randomisierte Sequenzen sind), muss man die Primer

auch innerhalb dieses Linkers in der Mitte setzen, um bei der RCA und dem anschlie3enden
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Verdau vollstindige Sequenzen von sense und antisense verbunden durch die Loopsequenz zu
erhalten. Der anfiangliche kurze Denaturierungs- und Hybridisierungsschritt ist sehr
entscheidend, da fiir die RCA ein Enzym verwendet wird, dessen Temperaturoptimum bei
30°C liegt und das nicht hitzestabil ist (somit kann keine erneute Hybridisierung des Primers
an den Ausgangsdumbbell stattfinden). Das hat den Vorteil, dass man fiir den anschlieBenden
Verdau keine Aufreinigung bendtigt, weil ein Denaturierungsschritt die Polymeraseaktivitit
dauerhaft unterbindet.

Da die Sequenz des Linkers gleich ist, hingt die Hybridisierung durch den Linker vom
Hybridisierungsumfeld (der randomisierten Sequenz) ab. Sequenzierungen des Ergebnisses
nach der RCA und anschlieBender Klonierung haben gezeigt, dass das Verhéltnis, das bei der
Ausgangs-Verteilung von jeweils 25 % je Base lag, nun aber bei 19 % fiir Adenin, 11 % fiir
Thymin, 29 % fiir Guanin und 41 % fiir Cytosin liegt (3.3.3). Anhand von Modifikationen der
Verteilung des eingesetzten Oligos kann man wieder eine andhernde Gleichverteilung

erreichen (Tabelle 25b).

4.4.4 Die vierte Methode

Wegen den verbesserungsfahigen Ergebnissen und der nicht sehr flexiblen und doch immer
noch recht aufwendigen Prozedur, wurde versucht, sich von der RCA zu 16sen und die
Syntheseschritte weiter zu vereinfachen. Dies gelang mit der vierten Methode (3.4).

Wie bei 3.3 wurde versucht, das Muster: Loop, Bibliothek, H1-Promotor / H1-Promotor,
Bibliothek, Loop herzustellen. Der Unterschied besteht hauptsichlich in der direkten Ligation
des H1-Promotors mit einem dephosphorylierten Loop welches die Bibliothek enthilt. Durch
die Abwesenheit der Phosphatgruppe, entsteht nach der Ligation ein gap (Liicke), von wo aus
die Polymerase den kiirzeren Strang am 3 Ende anhand der Matritze auffiillt und dabei den

Strang mit dem dephosphorylierten Ende in 5" 3" Richtung abhebt.

o
I, *
Dephosphorylierter Loop H1-Promotor

l a) Ligation

bl E 3¢5

Gap oder Phosphat-Liicke b) Klenowreaktion
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Abb. 42 Schema der Synthese der Bibliothek nach der vierten Methode.

a) Ligation des H1-Promotors mit dem dephosphorylierten Loop

b) Synthese des Gegenstranges

Interessanterweise war das Ergebnis dieser Pfu Ultra-Polymerase-Reaktion genau halb so lang

wie erwartet. Wie in Abbildung 32 gezeigt werden konnte, kommt dies durch eine
intramolekulare Umbhybridisierung des HI1-Promotors (nach dem Denaturierungsschritt)

zustande, die unter den vorherschenden Bedingungen fast ausschlieBlich entsteht.

Bbsl Xbal Bbsl

Xbal —£

Xbal —_=«

PCR
, Xb,
Bbsl a Bbsl Erhitzen

| _D
\/ Abkiihlen 3—Xbal

lassen

Abb. 43 Schema der Umhybridisierung des H1-Promotors nach der Denaturierung

Nach anschlieBendem Verdau mit EcoRI konnte dieses Konstrukt sowohl in den lentiviralen
SRsh-empf Vektor als auch in den pSuper sh-empf Vektor kloniert werden, die mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Pmel (einem Bluntendcutter) geschnitten wurden. Der
Vorteil der Ligation in den Expressionsvektor pSuper sh-empf liegt in der um ca. ein
zehnfaches hohere Klonzahl pro Transformationsansatz und der Abwesenheit von
Rekombinierern. Der Vorteil der direkten Klonierung in das lentivirale Konstrukt ist, dass
man ein Klonierungsschritt spart, was bei einer Ausbeute von 1x 10° Klone / 100 pl
Bakteriensuspension eine Menge Arbeitsersparnis und Zeitgewinnung bedeutet.

Mit verschiedenen Methoden wurde versucht, die Ausbeute der Transformation und somit die
Vielfalt der Bibliothek zu erhéhen. Da jeder Neuansatz ein linearer Anstieg der Diversitit
bedeutet, wurde hauptsichlich versucht, anhand der Ligationsmethode und
Transformationseffizienz die Klonzahl um ein Vielfaches zu erhdhen. Dabei wurde die
Ligation mit Hexamincobaltchlorid sowie Polyethylenglycol optimiert und die
Transformation elektrisch mit und ohne Aufreinigung und mit selbstgemachten bzw.
gekauften Bakterienstimme getestet, verglichen und dabei optimale Bedinungen geschaffen.

Da die Anzahl der unerwiinschten Rekombinierer dank stabilerer Bakterienstimme stark
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reduziert werden konnte, blieb die direkte Ligation in das lentivirale Konstrukt weiterhin trotz
der Einschrankungen bei der Klonzahl, eine realisierbare Option.

Da durch die kurzen shRNAs der Bibliothek wie in Abbildung 27 gezeit, keine erhohte
Interferonantwort ausgelost wird, ist die Bibliothek fiir viele funktionelle Assays einsetzbar
und zum screemen von interessanten Phidnomenen bei Proliferationsassays so wie

Uberlebenssignale bei Zusatz oder Entzug von Faktoren wie Zytokine oder Toxine.

4.5 Vergleich mit si/shRNA-Bibliotheken aus der Literatur

Im September 2008 ist die Publikation von Y. Wang erschienen (Wang et al. 2008), der ein
Enzym welches ein Einzelstrangbruch verursacht verwendet. Ausgehend von diesem
Strangbruch synthetisiert er den komplementéren Strang einer shRNA-Bibliothek. Dies ist ein
sehr interessanter Ansatz, der gut in unser System passen konnte. Untersuchungen haben aber
gezeigt, dass in unseren Hénden, ein fiir unser System passendes Enzym, welches auch ein
Strangbruch verursachen soll, nicht so effektiv arbeitet. Daher sind wir bei der Ligation eines
dephosphorylierten Loops an ein phosphorylierten Promotor bzw. Vektors geblieben, da wir
dadurch auch Sequenzunabhingig sind. Ansonsten ist die Methode von Wang in der
Herstellung recht aufwendig. Einfacher wére die Bibliotheksgenerierung von H. Wu (Wu et
al. 2007). Diese kommt der Generierung unserer Bibliothek schon sehr nahe obwohl unsere
Bibliotheksgenerierung einfach besser ist. Die Arbeitsgruppe von Wu verwendet eine
Ligation mit einem Loop mit einem Uberhang von einer einzelnen Base, was sehr
unvorteilhafte Auswirkung auf Ligationen hat. Des Weiteren verwendet sie den H1 Promotor
die sie bei der generierung des Doppelstranges verwenden nicht weiter, sondern es scheint

fast ein iiberfliissiges Anhéngsel der PCR zu sein.

4.6 Anwendung der Bibliothek

Die 32D Zellen sind Faktorabhidngige Zellen, die jedoch unter Umstédnden faktorunabhéngig
werden konnen. Diese Umstinde konnen spontane Mutationen sein, die durch lange
Kultivierungsperioden entstehen. Auch ein Mangel an IL3 kann eine Selektion von Zellen
fordern, die den Wachstumsfaktor nicht im normalen Mallstab brauchen. Durch Insertionen
von lentiviralen Konstrukten ins Genom kann auch IL3 Unabhéngiges Wachstum entstehen,
wie in 3.5.1.2 gezeigt werden konnte. Allerdings steht in diesem Fall noch die Analyse des

Ortes der Integration aus.
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Die hier vorgestellten vier Methoden dienen der Generierung einer randomisierten si/shRNA
Bibliothek, die in der Lage sein soll, die gezielte Expressionshemmung jedes Genes von
eukaryotischen Organismen durch den RNA—Interferenzmechanismus herbeizufiihren.
Dadurch ist es notig, eine Komplexitit zu erreichen, die in 4.1 diskutiert wurde. Um das zu
erreichen wird nun der H1 Promotor nicht mehr aus dem Vektor herausgeschnitten, sondern
die Bibliothek nach 3.4 direkt im Vektorsystem synthetisiert. Dabei wird gleich das lentivirale
Konstrukt verwendet, wodurch nur noch intramolekulare Ligationen notig sind, welche
wesentlich effektiver als intermolekulare sind. Allerdings hat man dadurch ein vermehrtes
Problem mit Rekombinationen.

Diese Weiterentwicklungen und Optimierungen, sowie zunehmende Verbesserungen in der
Ausbeute der erhaltenen Klone sind noch nétig, um diese Methode zu einem wichtigen

Werkzeug fiir funktionelle Genanalysen werden zu lassen.

Anwendbarkeit auf die Generierung von miRNA Basierte shRNA Bibliotheken. Dessen
Vorteile und Nachteile.

Um die Vorteile der miRNA Prozessierung zu nutzen, kann man die Expression der shRNA
mit einer miRNA Sequenz flankieren und auch den entsprechnden Loop verwenden. Dazu
wurde in letzter Zeit vermehrt die miR 30 Sequenz verwendet. Der untere Vorschlag basiert
auf den Erkenntnissen der vierten Methode und ergiebt als Produkt eine miR 30 &hnliche
Struktur. Der Unterschied liegt darin, dass die Sequenz, die spéter die ,,reife” miRNA bildet
bei sense- und antisense- Sequenz nicht die fiir miRNA typische mismatche enthilt. Es wire

zu untersuchen, welche Vorteile aus dieser ,,second generation* sh-RNA Bildung hervorgeht.

AntiEGFP 120-141:
62
AGGATCCGGAAGACTTCACTAgaacttcagggtcagecttgccgTTTTTAATTAACCATGGGC

Vektor:
..CAGTGAGCGAGCGaCACTGCXXCTCCTCXXXGAAGACXXnTGCCTACTGC...
..GTCACTCGCTCGCtGTGACGXXGAGGAGXXXCTTCTGXXnACGGATGACG...

l Verdau Bbs [/ BseRI
(Heat inactivation)

..CAGTGAGCGAGCGa CACTGCXXCTCCTCXXXGAAGACXX nTGCCTACTGC...
..GTCACTCGCTCG CtGTGACGXXGAGGAGXXXCTTCTGXXNACG GATGACG...



Ausblick

Loop Klenow + Btsl Verdau + BAP
Ligation mit Vektor

(N) ox TAGTGAAGCCACGCATGTAGGTCGATa
Ct (N) ox ATCACTTCGGTGCGTACATCCGCATa

l 1 Schritt PCR (Pfu Ultra)

(N) »x TAGTGAAGCCACBEATGTAgCEat
a

5 ...ACAGTGAGCGa a
3 ...TGTCACTCGCt (N),x ATCACTTCGGTGCGTACATccGCat
l Ligation
Verdau mit Begl

v V%
TAGTGAAGCCACGCATGTAGGCGTATTATCGACCTACATGCGTGGCTTCACTA
ATCACTTCGGT GCGTAC/'\AT ccGCATAATAGCTGGATGTAC GCACCGAAGT(/}T\AT

l Religation

Ergebnis:
5 ...ACAGTGAGCGa (N) ,x TAGTGAAGCCACGCATGTA (N) 2x nTGCCTACTGC...
3 ...TGTCACTCGCt (N) ,x ATCACTTCGGTGCGTACAT (N) ,x nACGGATGACG...

Nach Transkription:

57 ...GAAUUCAAGGUAUAUUGCUGUUGACAGUGAGCGa (N) ,x UAGUGAAGC ]
C

3" ...CCUAGGGCUCCGUCAUCCGU (N) 2x AUGUACGCA
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