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1 Einleitung 

1.1 Neuroendokrine Pankreastumore 

Neuroendokrine Tumore stellen im Vergleich zu anderen Tumoren eine äußerst seltene 

Entität von Neoplasien dar. Sie kommen in Organen wie beispielsweise der Schilddrüse, 

Nebenniere und vor allen Dingen im gastroenteropankreatischen System vor, welches den 

häufigsten Ursprungsort neuroendokriner Neoplasien darstellt. Durch verbesserte und 

vermehrt stattfindende Diagnostik ist in den letzten Jahren ein Anstieg dieser 

Tumorentität zu verzeichnen, wobei die Karzinome vermehrt in frühen Stadien 

diagnostiziert werden (Scherübl et al., 2019). 

Somit stellen die pankreatischen neuroendokrinen Tumoren nach den duktalen 

Adenokarzinomen des Pankreas derzeit die zweithäufigste Tumorart des Pankreas dar 

(Mpilla et al., 2020). Schätzungen zufolge liegt der prozentuale Anteil der pNETs an allen 

Pankreastumoren bei weniger als 2 % (Halfdanarson et al., 2008). Meist treten die 

Tumore in der sechsten oder siebten Lebensdekade auf, wobei epidemiologisch keine 

Unterschiede bezüglich der Häufigkeit bei Männern und Frauen festgestellt werden 

können (Salahshour et al., 2021). Während die Mehrzahl der pNETs sporadisch auftritt, 

stehen knapp 5 % der Erkrankungen in Zusammenhang mit erblichen Tumorsyndromen. 

Von großer Bedeutung sind hierbei das MEN1- und Von-Hippel-Lindau-Syndrom sowie 

die Neurofibromatose Typ 1 und die tuberöse Sklerose (Clift et al., 2020).  

Neuroendokrine Tumoren im Allgemeinen lassen sich in funktionelle, hormonaktive und 

nicht funktionelle, hormoninaktive Tumoren differenzieren. Subtypen der funktionellen 

pNETs sind Insulinome, Gastrinome sowie seltenere Glucagonome, Somatostatinome 

und VIPome, die vasoaktives intestinales Peptid sezernieren. Die Symptomatik der 

jeweiligen Tumore entspricht dabei in erster Linie dem namensgebenden sezernierten 

Hormon, sodass Patienten mit einem Insulinom mit niedrigen Blutzuckerspiegeln 

imponieren, wohingegen bei Vorliegen eines VIPoms eine wässrige Diarrhoe mit 

ausgeprägtem Elektrolytverlust im Vordergrund steht (Rinke et al., 2018). 

Die funktionellen Tumore machen 10–40 % der pNETs aus und führen durch eine 

hormonell ausgelöste Symptomatik und die Möglichkeit der Spiegel-Bestimmung des 

entsprechenden Hormons zur erleichterten Diagnosestellung im Vergleich zu den deutlich 

häufigeren hormoninaktiven Tumoren. Letztere führen in der Regel durch lokale 

Komplikationen durch die Raumforderung erst spät zu Symptomen (Maharjan et al., 

2021). Eine weitere Klassifikation der Tumoren erfolgt anhand der Mitoserate pro zehn 

Hauptgesichtsfeldern oder des Proliferationsfaktors Ki67. Demnach werden die Tumoren 
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in low grade (G1), intermediate rate (G2) und high grade (G3) neuroendokrine Neoplasien 

sowie high grade neuroendokrine Karzinome eingeteilt (Cives & Strosberg, 2017). 

Als Grundvoraussetzung für die Diagnosestellung eines pNET werden in der Leitlinie 

eine Hypervaskularisierung, die in der Bildgebung in Form eines MRT oder CT 

ersichtlich wird, sowie ein positiver Somatostatin-Rezeptor-Nachweis genannt (Rinke et 

al., 2018). 

Die Therapie pankreatischer neuroendokriner Tumoren stellt aufgrund der Komplexität 

der Erkrankung in der Regel eine multidisziplinäre und multimodale Aufgabe dar und 

erfolgt in Abhängigkeit von diversen Faktoren wie beispielsweise dem Allgemeinzustand 

des Patienten und den Eigenschaften des Tumors. Somit spielen sowohl Chemo-, Radio- 

und Immuntherapie als auch die Resektion des Tumors eine wichtige Rolle in der 

Therapie. Da die meisten pNETs Somatostatinrezeptoren exprimieren, können 

beispielsweise Somatostatinrezeptorantagonisten wie Octreotid zur Verbesserung der 

Symptomatik hormonell aktiver Tumore angewendet werden (Mpilla et al., 2020). 

Dem aktuellen Stand der Wissenschaft nach fungiert jedoch die chirurgische Resektion 

des Primärtumors und vorhandener Metastasen derzeit als die einzige potenziell kurative 

Therapiemethode (Deguelte et al., 2018). Außerdem konnte festgestellt werden, dass 

Patienten mit einem lokalisierten nicht funktionellen pNET, die operiert werden, einen 

deutlichen Überlebensvorteil gegenüber den Patienten aufweisen, die sich nicht einer 

chirurgischen Therapie unterziehen (Hill et al., 2009). Tumoren mit einer Größe über 

2 cm oder dem Verdacht auf eine Manifestation in den Lymphknoten sollten je nach 

Lokalisation durch eine partielle Pankreatikoduodenektomie oder durch eine 

Pankreaslinksresektion mit oder ohne Erhalt der Milz reseziert werden, wohingegen 

kleinere Tumoren auch mithilfe einer Pankreaskorpusresektion oder Enukleation entfernt 

werden können (Rinke et al., 2018). 

Auch bei funktionellen pNETs richtet sich die chirurgische Therapie nach der 

Lokalisation des Tumors. Der Erfolg der Operation lässt sich durch den Rückgang der 

durch den Tumor ausgelösten Symptome beweisen, sodass beispielsweise bei Vorliegen 

eines Insulinoms nach der operativen Entfernung dessen die Serumglukosewerte auch 

ohne Zufuhr glukosehaltiger Infusionen ansteigen (Tseng et al., 2007). Im 

Zusammenhang mit Gastrinomen stellt die chirurgische Resektion bisher ebenfalls eine 

wichtige Säule der Therapie dar, da sie mit einem verminderten Auftreten hepatischer 

Metastasen assoziiert ist, deren Abwesenheit als wichtiger prognostischer Faktor 

hinsichtlich des Überlebens gesehen werden kann (Norton et al., 2006). 
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Das häufige Vorkommen der neuroendokrinen Pankreastumoren in Zusammenhang mit 

den derzeit nur eingeschränkten Therapiemethoden verdeutlicht die Relevanz der 

wissenschaftlichen Auseinandersetzung mit dieser Tumorentität.  

 

 

1.2 PLAC8 

Das cysteinreiche Placenta-specific 8, das auch als Onzin bekannt ist, ist im menschlichen 

Genom auf Chromosom 4 lokalisiert und in drei unterschiedlichen Transkriptvarianten 

vorhanden (NCBI Datenbank). In Fibroblasten kann eine verstärkte Expression des 

kleinen, hoch konservierten Proteins PLAC8 zu verstärkter Zellproliferation, Verlust der 

Zellzykluskontrolle und letztlich Entstehung von Tumoren führen, während die 

Inhibierung von PLAC8 eine verminderte Wachstumsrate und höhere Sensitivität 

gegenüber apoptotischen Reizen zur Folge hat (Rogulski et al., 2005). Das 12,5 kDa große 

Protein wurde erstmals in Zellen des Trophoblasten der Plazenta von Mäusen 

nachgewiesen (Galaviz-Hernandez et al., 2003). Später wurde es in humanen 

dendritischen Zellen ausfindig gemacht und seitdem mit diversen Tumorentitäten in 

Organen wie der Leber, dem Darm, der Prostata und der Lunge in Verbindung gebracht. 

Dabei fungiert das Protein kontextabhängig als Onkogen oder als Tumorsuppressor. 

Beispielsweise fördert PLAC8 in vivo und in vitro die Zellproliferation bei Lungenkrebs 

über die Aktivierung des Wnt/β-Catenin Signalweges (Chen et al., 2022). Die 

Überexpression von PLAC8-mRNA in Gewebeproben klarzelliger Nierenkarzinome 

korrelierte positiv mit der Tumorgröße, dem TNM-Stadium und negativ mit der 

Überlebenszeit (Shi et al., 2017). Darüber hinaus wurde eine erhöhte PLAC8-Expression 

in Zellen nasopharyngealer Tumore entdeckt, wobei PLAC8 eine Blockierung der 

Autophagie über den AKT/mTOR Signalweg bewirkt (Mao et al., 2021). Durch einen 

Knockdown von PLAC8 kann die Autophagie über den AKT/mTOR Signalweg induziert 

werden und dadurch die Zellproliferation gehemmt sowie die Apoptose gefördert werden 

(Huang et al., 2020). Außerdem ist eine erhöhte Expression von PLAC8 in kolorektalen 

Tumoren mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Metastasen sowie 

eines Wiederauftretens des Primärtumors assoziiert (Hung et al., 2020). Im Rahmen der 

Prostata-Karzinogenese konnte festgestellt werden, dass PLAC8 das Überleben und die 

Proliferation von Zellen bei cadmiuminduzierten Prostatakarzinomen fördert, indem es 

die Fusion von Autophagosom und Autolysosom unterstützt (Pal et al., 2017). 
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Abgesehen von der proliferationsfördernden Wirkung von PLAC8 im Rahmen der 

Karzinogenese tritt das Protein auch im Zusammenhang mit vermindertem 

Therapieansprechen in Erscheinung. So konnte gezeigt werden, dass eine hohe 

PLAC8-Expression in Mammakarzinomen zu einer Resistenz gegen Adriamycin führen 

kann (Chen et al., 2021). Durch den Knockdown von PLAC8 mithilfe von siRNAs konnte 

eine erhöhte Empfindlichkeit von Zellen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms 

gegenüber Cisplatin erzielt werden (Shi et al., 2017). Auch bei nasopharyngealen 

Tumoren konnte eine Strahlenresistenz im Zusammenhang mit PLAC8 festgestellt 

werden, die vermutlich auf eine Inhibierung des PI3K/AKT/GSK3Β-Signalwegs 

zurückzuführen ist (Yang et al., 2018). Gleichzeitig konnte mit einem 

PLAC8-Knockdown im Mausmodell die Strahlenempfindlichkeit durch eine Induktion 

der Apoptose erhöht werden (Shen et al., 2021). 

Insgesamt lässt sich feststellen, dass das Protein PLAC8 im Rahmen diverser 

Tumorentitäten eine Rolle spielt. Im Zentrum der Betrachtung steht dabei die 

proliferationsfördernde Wirkung, die Teil der Tumorentstehung und Metastasenbildung 

ist. Darüber hinaus kann das Protein mit vermindertem Ansprechen eines Tumors auf 

spezifische Therapien in Verbindung gebracht werden. Diese Zusammenhänge stellen die 

Relevanz der Forschung an PLAC8 heraus.  

 

 

1.3 LIN54 

LIN54 ist ein Gen, das ebenfalls auf Chromosom 4 downstream von PLAC8 lokalisiert 

ist. Das von LIN54 kodierte Protein agiert kontextabhängig als Transkriptionsaktivator- 

oder Repressor und ist Teil des DREAM-Komplexes (NCBI Datenbank). Der 

DREAM-Komplex beinhaltet unter anderem den LIN-Komplex bestehend aus RBBP4, 

LIN9, LIN37, LIN52 sowie LIN54 (Matsuo et al., 2012). LIN54 enthält zwei 

cysteinreiche Domänen (CXC), zwischen denen sich ein Platzhalter, der sogenannte 

„Hinge“ befindet. Diese Domäne ist essentiell für die DNA-Bindung, sodass LIN54 

sequenzspezifisch an zwei Stellen an den cdc2-Promotor binden kann (Schmit et al., 

2009). 

LIN54 ist dafür verantwortlich, die Bindung des LIN-Komplexes an die CHR zu 

koordinieren. CHR steht für cell cycle genes homology region und befindet sich in den 

Promotoren von zellzyklusregulierten Genen. Dabei ist sie Teil der Genunterdrückung in 

der G0- sowie frühen G1-Phase und an der Genaktivierung in der G2 und M-Phase beteiligt 
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(Marceau et al., 2016). Damit spielt LIN54 insgesamt eine entscheidende Rolle für die 

Zellzyklusregulation. 

 

 

1.4 Funktionsweise von siRNAs 

Small-interfering RNAs, kurz siRNAs, können sequenzspezifisch im Rahmen 

sogenannter RNA-Interferenz die Expression bestimmter Zielgene herunterregulieren, 

indem sie einen gezielten mRNA-Abbau hervorrufen (Hu et al., 2020). Abgesehen von 

siRNAs können auch sogenannte microRNAs, kurz miRNA, zur RNA-Interferenz 

eingesetzt werden. Allerdings ist die siRNA so konzipiert, dass sie perfekt komplementär 

zur Ziel-mRNA ist, wohingegen miRNAs nur partiell komplementär zu dieser sind (Wang 

et al., 2021). 

RNA-Interferenz beruht im Gegensatz zu Antisense-Technologien in der Regel auf einem 

katalytischen Mechanismus. Da der mit der siRNA beladene RNA-induzierte Silencing-

Komplex (RISC) nach der Spaltung der mRNA von dieser dissoziieren und ein anderes 

Molekül binden kann, werden nur sehr niedrige siRNA-Konzentrationen benötigt, um 

einen effizienten Knockdown herbeizuführen (Friedrich & Aigner, 2022). 

Voraussetzung für den Prozess des post-transkriptionellen Gen-Silencings durch siRNAs 

ist eine eindeutige Watson-Crick-Basenpaarung zwischen der siRNA und mRNA, die 

letztlich zur Spaltung der mRNA durch den RISC führt (Kim & Rossi, 2007). Im Detail 

funktioniert dies so, dass zunächst siRNAs aus dsRNA entstehen, die durch die 

Endoribonuklease Dicer 2 zu siRNAs verarbeitet werden (Meister & Tuschl, 2004). 

Anschließend wird der siRNA-Duplex in den RISC geladen und in zwei Stränge geteilt, 

von denen nur der Führungsstrang erhalten bleibt, während der andere Strang verworfen 

wird (Glazier et al., 2020). Idealerweise hat der Führungsstrang ein flexibleres 5′-Ende, 

um im RISC zurückgehalten zu werden und eine 3′-Region mit geringerer Affinität, um 

die Produktfreisetzung zu bewirken (Khvorova & Watts, 2017). Sobald der 

Führungsstrang im RISC-Komplex auf einen perfekt komplementären mRNA-Strang 

trifft, schneidet die Komponente AGO2 des Komplexes die mRNA, um das Gen 

auszuschalten (Glazier et al., 2020). 

Diese Wirkungsweise kann sich auch in Hinblick auf die gezielte Ausschaltung von 

Genen zu Nutze gemacht werden, die an der Karzinogenese, Metastasierung und der 

Resistenz gegenüber Chemo- oder Radiotherapie beteiligt sind (Ozpolat et al., 2016). 

Allerdings sind siRNAs nicht nur anfällig für den Abbau durch Nukleasen, sondern 
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weisen zusätzlich ein Problem in Bezug auf den Transport zur Zielstruktur auf. Durch die 

negative Ladung ist die Diffusion durch die negativ geladene Zellmembran nicht ohne 

Weiteres gewährleistet, sodass ein Träger erforderlich wird, um die effiziente Aufnahme 

in beispielsweise Krebszellen zu ermöglichen (Ferrari et al., 2012). 

 

 

1.5 Funktionsweise von GapmeRs 

Als Alternative zum Knockdown von mRNA und lncRNA durch siRNAs können 

GapmeRs genutzt werden, die in Form einzelsträngiger Antisense-Oligonukleotide zur 

Verwendung kommen (Pendergraff et al., 2017). Namensgebend ist dabei die 8–10 Basen 

große Lücke (englisch „gap“) entsprechend dem DNA-Abschnitt im Zentrum eines 

GapmeRs (Maranon & Wilusz, 2020). Diese Oligonukleotide sind von modifizierten 

Nukleotiden am 5′- und am 3′-Ende flankiert, was zu einer erhöhten Nukleasestabilität 

und besseren Affinität für Ziel-RNAs führt (Crooke et al., 2021). Locked Nucleic Acids, 

kurz LNAs, sowie deren methyliertes Analogon 2′,4′-constrained ethyl bicyclic nucleic 

acid, kurz cEt, gehören zu diesen verschiedenen chemischen Modifikationen, die 

hauptsächlich über Phosphorothioatbindungen mit den Nukleotiden verbunden sind, was 

zusätzlich die Nukleaseresistenz erhöht und den Transport in die Zellen verbessert (Shin 

et al., 2022). GapmeRs binden an komplementäre Ziel-RNA in Zellen, sodass RNA-

DNA-Hybride entstehen, welche anschließend als Substrat für die RNase H1 fungieren, 

die selektiv den RNA-Strang des Hybrids spaltet (Migawa et al., 2019). Die Rekrutierung 

dieser RNase findet vorwiegend im Zellkern, aber ebenfalls im Zytoplasma statt, sodass 

GapmeRs besonders effizient einen Knockdown herbeiführen können (Hagedorn et al., 

2018).  

Im Vergleich zu siRNAs bieten GapmeRs den Vorteil, dass sie eine geringere Größe, eine 

höhere Stabilität und eine hohe Wirksamkeit durch die Strangspezifität aufweisen sowie 

dass die Wirkung durch das ubiquitäre Vorkommen der RNase H1 nicht lokal beschränkt 

ist (Abewe et al., 2020). 

Im Mausmodell konnte es bereits gelingen, durch spezifische GapmeRs einen effizienten 

Knockdown des KCNT1-Gens hervorzurufen, das eine Rolle bei epileptischen 

Erkrankungen spielen kann. Durch das Ausschalten des Gens kam es zu einer starken 

Reduktion der Häufigkeit der Anfälle und einer verbesserten Überlebenszeit (Burbano et 

al., 2022). Außerdem wurde festgestellt, dass sich GapmeRs für den Knockdown von 
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lncRNA und mRNA in menschlichen primären CD4+ T-Zellen eignen (Abewe et al., 

2020).  

Auch darüber hinaus kommen therapeutische Ansätze in Form von GapmeRs 

insbesondere bei neurologischen Erkrankungen zum Tragen. So wurden GapmeRs bereits 

bei Behandlungen von Chorea Huntington, der spinalen Muskelatrophie und der 

Muskeldysthrophie Typ Duchenne eingesetzt (Verma et al., 2020). 

 

 

1.6 Aktueller Stand der Wissenschaft 

Wie zuvor beschrieben, stellt PLAC8 ein wichtiges Protein dar, das in die Karzinogenese 

zahlreicher Tumore verwickelt ist. Bei Transkriptomanalysen intraepithelialer Neoplasien 

des Pankreas konnte PLAC8 als potenzielles proliferationsförderndes Gen identifiziert 

werden, das vor allem in höhergradigen Neoplasien stärker exprimiert ist (Buchholz et 

al., 2005). So konnte ebenfalls bereits herausgefunden werden, dass PLAC8 in Zellen des 

duktalen Adenokarzinoms des Pankreas sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 

überexprimiert ist (Kaistha et al., 2016).  

Die hauptsächliche Lokalisation des Proteins ist dabei die Innenseite der 

Plasmamembran. Durch eine Inhibierung der PLAC8-Expression mithilfe von siRNAs 

wurde das Wachstum der Zellen gehemmt, indem es zur Abschwächung der 

Zellzyklusprogression kam. Dies war mit einer im Western Blot nachweisbaren 

Veränderung der Expression der Zellzyklusregulatoren Retinoblastom-Protein, p21 und 

Cyclin D1 verbunden. Dass die verminderte Zellviabilität in erster Linie auf eine durch 

die zuvor genannten Prozesse verminderte Proliferation und nicht auf vermehrten Zelltod 

zurückzuführen ist, wurde auch dadurch deutlich, dass bei Western-Blot-Analysen zu den 

Apoptosemarkern PARP und Caspase keine Zeichen für erhöhte Apoptose gefunden 

werden konnten (Kaistha et al., 2016). 

Auch in Zellen neuroendokriner pankreatischer Tumore konnte PLAC8 als wichtiger 

Mediator im Zusammenhang mit Zellwachstum und Tumorprogression durch 

Einflussnahme auf den Zellzyklus identifiziert werden (Tatura et al., 2020). Dies führt zu 

der Hypothese, dass ein gezielter Einsatz therapeutischer Methoden, die gegen PLAC8 

gerichtet sind, zu einer Verbesserung der Prognose für betroffene Patienten führen könnte.  

In vorangegangen Untersuchungen der Arbeitsgruppe Buchholz (Gastroenterologie, 

Zentrum für Tumor- und Immunbiologie, Marburg) wurde festgestellt, dass es nicht 

möglich ist, bei der PLAC8-Protein defizienten Zelllinie G2#1, die als Klon von der 
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Zelllinie S2-007 abstammt, den endogenen PLAC8-Locus und letztlich vollständig die 

Expression der PLAC8-RNA auszuschalten. Die These, dass die durch PLAC8 

hervorgerufene Zellproliferation anstelle des Proteins durch die RNA vermittelt wird, 

führte zu der Vermutung, dass PLAC8 als sogenannte lncRNA fungiert (Stark, 2022). 

Eine long non-coding RNA ist per Definition eine RNA, die mehr als 200 Nukleotide 

lang ist und nicht für Proteine kodiert. Diese können bei der Genregulation eine Rolle 

spielen, indem sie die Transkription benachbarter Gene beeinflussen oder auf weiter 

entfernte Loci wirken (Statello et al., 2021). Insgesamt können sie viele Rollen in 

zellulären Prozessen spielen und so Einfluss auf den Zellzyklus, den Metabolismus, die 

Differenzierung und die Entstehung von Krankheiten nehmen (Bridges et al., 2021). 

Im weiteren Verlauf wurde das Protein LIN54 als potenzieller, downstream von PLAC8 

gelegener Mediator der PLAC8-vermittelten Effekte identifiziert. Diese Hypothese 

basiert auf der räumlichen Nähe beider Gene, der bekannten zellulären Funktion von 

LIN54 sowie der Überlegung, dass PLAC8 als cis-acting lncRNA fungieren könnte. 

Cis-acting lncRNAs wirken direkt an dem Ort, an dem sie transkribiert werden und 

entfalten ihre regulatorische Wirkung lokal beispielsweise auf benachbarte Gene. Im 

Gegensatz dazu verlassen trans-acting lncRNAs nach Transkription und Prozessierung 

ihren Ursprungsort und agieren an anderen Stellen im Zellkern oder Zytoplasma (Gil & 

Ulitsky, 2020). 

Diese Überlegung soll im Rahmen dieser Arbeit für die Zelllinie BON1, die aus 

pankreatischen neuroendokrinen Tumoren stammt, durch eine Transfektion der Zellen 

mit spezifischen siRNAs untersucht werden. Dabei soll außerdem ermittelt werden, ob es 

einen Feedback-Loop zwischen LIN54 und PLAC8 gibt. Im zweiten Versuchsansatz 

sollen die Auswirkungen einer Transfektion mit GapmeRs gegen PLAC8 auf die Zellen 

analysiert werden. Da die Wirkung von GapmeRs im Vergleich zu siRNAs zusätzlich zur 

Wirkung im Zytoplasma spezifisch im Zellkern erfolgt, sollen so mit höherer Effizienz 

potenzielle lncRNA-ähnliche Funktionen der PLAC8-mRNA inhibiert und charakterisiert 

werden. 

 

Ziel der Arbeit ist insgesamt die Beantwortung der folgenden Fragen: 

1.) Fungiert LIN54 als Mediator der Effekte von PLAC8? 

2.) Besteht ein Feedback-Loop zwischen PLAC8 und LIN54? 
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3.) Kann durch die Transfektion der Zellen mit GapmeRs gegen PLAC8 eine 

Verminderung der Zellviabilität und ein effizienter Knockdown auf RNA-Ebene 

erzielt werden? 

4.) Welche Veränderungen entstehen durch die Behandlung mit GapmeRs auf 

Proteinebene und wie werden Zellzyklus und Apoptose beeinflusst? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellkultur 

Zelllinie 
Tabelle 1: Zelllinie 

Zelllinie Abstammung Zellkulturmedium 

BON1 Lymphknotenmetastase 

eines Patienten mit einem 

pNET (Grozinsky-

Glasberg et al., 2012) 

DMEM/F-12, 10 % FBS 

 

 

Nährmedien und Kultivierungszubehör 
Tabelle 2: Nährmedien und Kultivierungszubehör 

Nährmedium / Kultivierungszubehör Hersteller 

DMEM/F-12 (1:1) (1x) Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium; F-12 Nutrient 

Mixture (Ham) 

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Dulbecco´s Phosphate Buffer Saline 

(PBS) 

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Fetales Kälberserum (FBS) Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Trypsin-EDTA (0,5 %) Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

 

 

2.1.2 Laborgeräte 

Tabelle 3: Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

7500 Fast Real-Time PCR System  Applied Biosystems by Life Technologies 

(Waltham, USA) 

AccuBlock Digital Dry Bath Labnet International Inc (Edison, USA) 

AxioCam MRm Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 

Axiovert 200M Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 

BD FACSCanto II BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 

Centro LB 960 Luminometer Berthold Technologies GmbH & Co. KG 

(Bad Wildbad, Deutschland) 

Chemocam INTAS Science Imaging (Göttingen, 

Deutschland) 

Cytoflex LX Beckman Coulter (Brea, USA) 

Digitale Laborwaage S-403 Denver Instrument GmbH (Göttingen, 

Deutschland) 

Education Line EL20  Mettler Toledo AG (Schwerzenbach, 

Schweiz) 

Freezer Mediline LKexv 3910 

(4 °C, -20 °C) 

LIEBHERR (Bulle, Schweiz)  
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HERAcell 240i CO2 Incubator Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Heraeus Megafuge 8 Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Heraeus Pico 17 Zentrifuge  Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Hereaus Megafuge 1,0 R Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Hera Freeze HFU T Series (–80 °C)  Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Inkubator Modell 300 Memmert GmbH (Schwabach, 

Deutschland) 

Joystick Ludl electronic products LTD 

(Hawthorne, USA) 

Kippschüttler RS-RS 5 Phoenix Instrument GmbH (Garbsen, 

Deutschland) 

Kreisschüttler KS 250 basic IKA-Werke GmbH & Co. KG (Staufen 

im Breisgau, Deutschland) 

Magnetrührer 2002 Heidolf Instruments (Schwabach, 

Deutschland) 

Mikroskop Leica DM IL LED 

(Seriennummer: 385670) 

Leica Microsystems CMS GmbH 

(Wetzlar, Deutschland) 

Mini-PROTEAN Tetra-System (Blot-

Station) 

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA) 

MSC-Advantage Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Multipette M4 Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Multiskan FC  Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Nanodrop 1000 Spectrophometer Peqlab Biotechnologies GmbH 

(Erlangen, Deutschland) 

omniPAGE Mini vertical Protein 

electrophoresis system 

Cleaver Scientific Ltd (Rugby, UK) 

PeqPower 300 V  Peqlab Biotechnologies GmbH 

(Erlangen, Deutschland) 

Pipetboy INTEGRA Biosciences AG (Zizers, 

Schweiz) 

Pipetten  

P1000 

P200 

P100 

P20 

P10 

Gilson (Middleton, USA) 

Probenständer Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

See-Saw Rocker SSL4 Stuart (Stone, UK) 

Semidry-blot Peqlab Biotechnologies GmbH 

(Erlangen, Deutschland) 

Vortexer REAX2000 Heidolph Instruments (Schwabach, 

Deutschland) 
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Zählkammer Neubauer improved Karl Hecht GmbH & Co. KG (Sondheim 

vor der Rhön, Deutschland) 

Zentrifuge Sprout (Seriennummer: HSD 

43872) 

Heathrow Scientific (Vernon Hills, USA) 

 

 

2.1.3 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 4: Arbeits- und Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller 

Adhesive qPCR Seal Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Advanced Soft Papiertuch Tork (Mannheim, Deutschland) 

Alufolie Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Blotting Papier MACHEREY-NAGEL (Düren, 

Deutschland) 

BrdU Platte 96-Well PerkinElmer (Waltham, USA) 

Comply Steam Indicator Tape 3M Deutschland GmbH (Neuss, 

Deutschland) 

Menzel Deckgläser 24 x 24 mm Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

DNA low-binding tubes 2 ml Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Extra Thick Blot Paper  Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA) 

Falcon 15 ml Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Falcon 50 ml conical bottom Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, 

Deutschland) 

Falcon 50 ml mit Stehrand Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Flow Citometry Tubes 5 ml PS Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Frischhaltefolie Sarogold Saropack GmbH (Lörrach, Deutschland) 

Gelloader Pipette Tips 1–200 µl Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Handschuhe blau Semper Care (Neuwied, Deutschland) 

Immun-blot PVDF membrane for protein 

blotting 0,2 µl 

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA) 

Klarlack Essence cosnova GmbH (Sulzbach im 

Taunus, Deutschland) 

Kosmetiktücher clean and clever IGEFA Handelsgesellschaft mbH & Co. 

KG (Ahrensfelde, Deutschland) 

MTT-Platte Mikrotestplatte, 96-Well, F Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Multipipettenspitzen 2,5 ml; 5 ml; 10 ml 

Combitips advanced 

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) 

Nitrocellulose blotting Membran 

supported 0,2 µm NC 

Amersham Biosciences Europe GmbH 

(Freiburg, Deutschland) 
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Nitrocellulose blotting Membran 

supported 0,45 µm NC 

Amersham 

Biosciences Europe GmbH (Freiburg, 

Deutschland) 

Objektträger Superfrost plus Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Parafilm “M” laboratory film BEMIS flexible packaging 

(Meckenheim, Deutschland) 

Pasteur-Pipetten aus Glas ca. 145 mm Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, 

Deutschland) 

PCR Platte MicroAmp Fast 96-Well-

Reaction Plate (0,1 ml) 

Applied Biosystems (Thermo Scientific, 

Massachusetts, USA) 

Pipettenspitzen Diamond 

D10 

D200 

D1000 

Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Präzisionswischtücher  Kimberley-Clark Professional (Dallas, 

USA) 

Pursept AF Schülke & Mayr GmbH (Norderstedt, 

Deutschland) 

SafeSeal Reagiergefäße, Polypropylen 

0,5 ml 

1,5 ml 

2 ml 

2 ml ohne Deckel 

Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Serologische Pipetten 

2 ml 

5 ml 

10 ml 

25 ml 

50 ml 

Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Sterilium Classic-Pure Paul Hartmann AG (Heidenheim, 

Deutschland) 

TC-Flasche T75 Standard Bel. Ka. Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

TC-Platte 6-Well Standard, F Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Terralin liquid Schülke & Mayr GmbH (Norderstedt, 

Deutschland) 

Zellkultur-Petrischale 35 x 10 mm 

Nunclon delta 

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

 

 

2.1.4 Chemikalien 

Tabelle 5: Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

1,4-Dithiothreitol > 99 % (DTT) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

2-Propanol puriss p.a. > 99,8 % Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Acrylamid: Rotiphorese-Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Albumin pH 5,2 50 g Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Albumin Standard 2,0 mg/ml in 0,9 % 

aquaeous 

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Ammoniumpersulfat (APS) Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) 

Aqua 1000 ml B. Braun (Melsungen, Deutschland) 

Aqua ad iniectabilia B. Braun (Melsungen, Deutschland) 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Clarity Western ECL Substrate 500 ml  Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA)  

Clarity Max Western ECL Substrate 

100 ml 

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA)  

Coomassie Plus Protein Assay Reagent 

950 ml  

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland)  

DAPI Fluoreszenzfarbstoff Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ethanol Rotipuran > 99,8 % p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Formaldehyd-Lösung 3,5–3,7 % neutral 

gepuffert 

Otto Fischar GmbH & Co. KG 

(Saarbrücken, Deutschland) 

Glycerol 99+ % Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Glycin PUFFERAN > 99 % p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

iTaq Universal SYBR Green Supermix Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, 

USA) 

Lipofectamine RNAiMAX Invitrogen (Waltham, USA) 

Methanol puriss. p.a. > 99,8 % HoneyWell Riedel-de Haën (Seelze, 

Deutschland) 

Milchpulver Blotting grade, pulv., fettarm Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Mitomycin C from Streptomyces 

caespitosus 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

NaF Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Natriumchlorid (NaCl) > 99,8 % mit 

Antibackmittel 

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Natriumhypochlorit-Lösung 12 % Cl 

stabilisiert technisch 2,5 l 

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Nocodazol Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland) 

PageRuler prestained protein ladder Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Propidium Iodide solution Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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Ponceau S Lösung Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

ProteaseArrest 2 ml G-Biosciences (St. Louis, USA) 

RNase A Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Salzsäure 1M Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Salzsäure rauchend 37 % ROTIPURAN 

p.a. 

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

SDS ultra pure > 99 % f.d. 

Elektrophorese 

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Slimfast Schoko Royale  Sun Nutricional, Inc. (Berkshire, UK) 

Spectra Multicolor high range protein 

ladder 

Thermo Fisher Scientific GmbH 

(Dreieich, Deutschland) 

Tetramethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Tetranatriumpyrophosphatdecahydrat 

(Na4P2O7*H2O) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Thiazolylblau > 98 % Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

TRI-hyrochlorid PUFFERAN > 99 % 

p.a. 

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

TRIS PUFFERAN > 99,9 % p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Triton-X-100 reinst Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Tween 20 Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, 

Deutschland) 

 

 

2.1.5 Puffer und Lösungen 

Tabelle 6: Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung pH-Wert 

10 % APS 1 g  

10 ml 

Ammoniumpersulfat 

Aqua destillata 

 

2 % BSA TBS 

Triton 

10 ml 

90 ml 

500 µl 

2 g 

10x TBS 

Aqua 

Triton-X-100 

BSA 

 

10x Blottingpuffer 250 mM  

1,92 M  

 

Tris Base 

Glycin 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

8,3 

10x Laufpuffer 250 mM  

1,92 M  

1 %  

 

Tris Base 

Glycin 

SDS 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

8,3 



Material und Methoden 

 16 

10x TBS (tris-

gepufferte NaCl-

Lösung) 

24,2 g  

80 g  

15 ml  

 

Tris Base 

NaCl 

HCl (37 %) 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

7,6 

TBS – 0,5 % Triton 10 ml 

90 ml 

500 µl 

10x TBS 

Aqua 

Triton-X-100 

 

1x Blottingpuffer 10 %  

20 %  

70 %  

10x Blottingpuffer 

Methanol 

Aqua destillata 

8,3 

1x Laufpuffer 10 %  

90 %  

10x Laufpuffer 

Aqua destillata 

8,3 

1x TBS-T (tris-

gepufferte NaCl-

Lösung mit Tween 

20) 

10 %  

0,1 %  

 

10x TBS 

Tween 20 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

7,6 

1x Trypsin 450 ml  

50 ml  

PBS 

10x Trypsin-EDTA 

 

4x SDS-

Probenpuffer 

2 g (253 mM) 

0,05 %  

40 % 

2 % 

 

Tris-Hydrochlorid 

Bromphenolblau 

Glycerol 

SDS 

Mit Aqua destillata auf 50 ml 

auffüllen 

6,8 

DTT-Lösung 154, 25 mg DTT 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

 

Ethanol 70 % 70 ml 

30 ml 

Ethanol (100 %) 

Aqua destillata 

 

Ethanol 80 % 80 ml 

20 ml 

Ethanol (100 %) 

Aqua destillata 

 

Lösung zum 

Blocken der 

Membranen 

2 g  

40 ml  

Milchpulver/BSA 

TBS-T 

 

Lysepuffer für 

Proteine 

 

50 mM  

150 mM  

1 mM  

10 %  

1 %  

100 mM  

10 mM  

 

vor der 

Verwendung: 

960 µl 

10 µl 

10 µl 

20 µl 

HEPES (pH 7,5) 

NaCl 

EGTA 

Glycerol 

Triton-X-100 

NaF 

Na4P2O7  

 

 

 

Stammlösung 

PMSF 

Protease Arrest 

Na3VO4 

 

MTT-Reagenz 5 mg  

1 ml  

Thiazolylblau 

PBS 
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MTT solubilization 

solution 

8 ml  

1 ml  

1 ml  

2-Propanol 

Triton-X-100 

HCl (1M) 

 

Sammelgellösung 25 ml  

59 ml  

16 ml  

Sammelgelpuffer 

Aqua destillata 

Acrylamidlösung 

(30 % / 0,8 %) 

 

Sammelgelpuffer 0,5 M  

0,4 %  

 

Tris Base 

SDS 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

6,8 

Trenngelpuffer 1,5 M  

0,4 %  

 

Tris Base 

SDS 

Mit Aqua destillata auf 1 Liter 

auffüllen 

8,8 

 

 

2.1.6 Kit-Systeme 

Tabelle 7: Kit-Systeme 

Kit-System Verwendungszweck Hersteller 

Cell Proliferation ELISA, BrdU 

Kit (chemiluminescent) 

BrdU-Proliferationsassay Roche Deutschland 

Holding GmbH 

(Grenzach-Wyhlen, 

Deutschland) 

Omniscript RT Kit cDNA-Synthese Quiagen (Hilden, 

Deutschland) 

peqGold Total RNA Kit RNA-Isolierung VWR International 

GmbH (Darmstadt, 

Deutschland) 

 

 

2.1.7 Oligonukleotide 

Primer zur cDNA-Synthese 

Tabelle 8: Primer zur cDNA-Synthese 

Name Sequenz Hersteller 

Oligo dT 5´-TTTTTTTTTTTTTTT-3´ Biomers.net (Ulm, 

Deutschland) 
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Primer für qPCR 

Tabelle 9: Primer für qPCR 

Name Forward primer 5´-3´ Reverse Primer 5´-3´ Herstell

er 

LIN54 GCCTTTTCCTTCCTGTGT

AGTACTTAC 

CCAACCCTCCCCAAATA

GTCTT 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

PLAC8 

2. Teilfrag

ment 

TGGTTCTTCACAGTGTAG

CCTCAT 

TATGTATGTTGAAGGCA

GGGAAGAT 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

PLAC8 3. 

Teilfragm

ent 

CCTCCTGGGCTCAAGTGT

TAAT 

GGCGGATCACTTGAGGT

TAGG 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

PLAC8 

ext 

TGCTATCTAGGAACGTGA

GATGTGA 

GCACTCAACAAATTCAA

GCACTCT 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

PLAC8 

ORF 

GGGTGTCAAGTTGCAGCT

GAT 

TAGATCCAGGGATGCCA

TATCG 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

PLAC8 

UTR 

AGGAGAGCCATGCGTACT

TTCTA 

AGATGGTGAAGAACTCA

AGCTGAA 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

RPLP0 TGGGCAAGAACACCATG

ATG 

AGTTTCTCCAGAGCTGG

GTTGT 

Biomers

.net 

(Ulm, 

D) 

 

 

siRNAs 

Tabelle 10: siRNAs 

Name Produktsequenz 5’-3’ siRNA 

ID 

Hersteller 

Negativkontrolle 

siRNA Duplex 

AATTCTCCGAACGTGTCACGT 1027310 Qiagen (Hilden, 

Deutschland) 

Silencer Pre-

designed siRNA 

LIN54_1 

GGGAAUGUGGGUUAUGCAGtt 126567 Ambion by life 

technologies 

(Dreieich, 

Deutschland) 

Silencer Pre-

designed siRNA 

LIN54_2 

GCUCAGUAUGUUACUCAGCtt 126568 Ambion by life 

technologies 

(Dreieich, 

Deutschland) 
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Silencer Pre-

designed siRNA 

LIN54_3 

CGAUCAGGAUGUCUUAAAAtt 126569 Ambion by life 

technologies 

(Dreieich, 

Deutschland) 

Silencer Pre-

designed siRNA 

PLAC8_3 

GAACUCCAACUGGCAGACAtt 46267 Ambion by life 

technologies 

(Dreieich, 

Deutschland) 

 

 

GapmeRs 

Tabelle 11: GapmeRs  

Name Produktsequenz 5’-3’ Katalognummer Hersteller 

Antisense LNA 

GapmeR 

Negativkontrolle 

AACACGTCTATACGC 339533 

LG00000002-FZA 

Qiagen 

(Hilden, 

Deutschland) 

Antisense LNA 

GapmeR 

PLAC8_1 

CTAACGGGACGAAACT LG00804438-DDA Qiagen 

(Hilden, 

Deutschland) 

Antisense LNA 

GapmeR 

PLAC8_2 

GGAGGACTCTAAGTAA LG00804439-FZA Qiagen 

(Hilden, 

Deutschland) 

Antisense LNA 

GapmeR 

PLAC8_3 

CCGACAGTAGTGAATT LG00804440-DFA Qiagen 

(Hilden, 

Deutschland) 

Antisense LNA 

GapmeR 

PLAC8_5 

CGCTGATTTGAATGCT LG00804442-DFA Qiagen 

(Hilden, 

Deutschland) 

 

 

2.1.8 Antikörper 

Tabelle 12: Antikörper 

 Name Ursprung Verdünnung Puffer Hersteller 

P
ri

m
ä
ra

n
ti

k
ö
rp

er
 

alpha-rabbit IgG 

Alexa Fluor 488  

goat 1:500 2 % BSA 

in TBS-

Triton-X-

100 

life technologies 

(Dreieich, 

Deutschland) 

Anti-ATR rabbit 1:10.000 5 % Milch/ 

5 % BSA 

Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-Caspase-3 rabbit 1:1.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-CHK1 mouse 1:10.000 5 % Milch Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc. (Texas, 

USA) 
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Anti-Cleaved-

Caspase-3 

rabbit 1:1.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-Cyclin D1 rabbit 1:500 5 % Milch Abcam 

(Cambridge, 

UK) 

Anti-LIN54 rabbit 1:1.000 5 % Milch Bethyl 

Laboratories 

(Montgomery, 

USA) 

Anti-p21 rabbit 1:1.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-Parp rabbit 1:1.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-pATM mouse 1:10.000 5 % BSA Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc. (Texas, 

USA) 

Anti-pCHK1 rabbit 1:10.000 5 % BSA Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-PLAC8 rabbit 1:1.000 5 % BSA Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA) 

Anti-pRPS6 rabbit 1:1.000 5 % BSA Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-RAD51 rabbit 1:10.000 5 % Milch Santa Cruz 

Biotechnology 

Inc. (Texas, 

USA) 

P-Histone 

H2A.X  

rabbit 1:200 2 % BSA 

in TBS-

Triton-X-

100 

Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

S
ek

u
n

d
ä
ra

n
ti

k
ö
rp

er
 Anti-

mouse HRP-

gekoppelt 

horse 1:10.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

Anti-

rabbit HRP-

gekoppelt 

goat 1:10.000 5 % Milch Cell Signaling 

Technology, Inc. 

(Danvers, USA) 

L
a
d

e-

k
o
n

tr
o
ll

e Anti-β-Aktin 

HRP- gekoppelt 

mouse 1:40.000 5 % Milch Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

Kultivierung der BON1-Zellen 

Die Zellen wuchsen optimal bei einem CO₂-Gehalt von 5 % und einer Temperatur von 

37 °C im Nährmedium DMEM/F-12 mit 10 % FBS. Die Teilung der Zellen erfolgte bei 

einer Bedeckung des Bodens von etwa 80 %. Dazu wurde zunächst das verbrauchte 

Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt und der Zellrasen anschließend mit 10 ml 

PBS gespült. Zur Ablösung der Zellen vom Zellrasen wurden 3 ml Trypsin hinzugegeben 

und die Flasche für fünf Minuten in den Inkubator gestellt. Während dieser Zeit wurden 

10 ml frisches Medium in eine neue Zellkulturflasche vorgelegt. Nach der fünfminütigen 

Inkubation hatten sich die Zellen vom Zellrasen gelöst und wurden durch Pipettieren 

gemischt und resuspendiert. Anschließend wurde der Zellsuspension frisches Medium 

hinzugefügt, um Verdünnungen im Bereich von 1:3 bis 1:5 zu erzielen. Zuletzt wurde 

1 ml der Mischung in die vorbereitete neue Zellkulturflasche überführt. 

 

Zellzählung und Aussaat 

Zur Aussaat der Zellen wurde zunächst wie oben beschrieben vorgegangen. Die 

trypsinisierten Zellen wurden vor dem Zählen durch Zugabe von weiterem Medium 

verdünnt und anschließend mithilfe einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Dazu 

wurden 10 µl der Zelllösung unter das Deckglas pipettiert und die Zellen in allen vier 

großen Quadranten gezählt. Anschließend wurde der arithmetische Mittelwert gebildet, 

der angibt, wie viele Zellen sich in 0,1 µl der Lösung befinden. Auf dieser Grundlage 

wurde berechnet, welches Volumen der Zelllösung für die gewünschte Zellzahl 

erforderlich war. Die Zelllösung wurde anschließend mit Zellkulturmedium so weit 

verdünnt, dass ein ausreichendes Volumen für die Aussaat zur Verfügung stand. Für die 

Aussaat wurden jeweils 2 ml Medium in die Wells einer 6-Well-Platte vorgelegt und 

anschließend 1 ml der Zellsuspension zugegeben. 

 

Transfektion mit siRNAs 

Im Rahmen der Transfektion mit siRNAs wurden drei verschiedene siRNAs untersucht, 

die gegen PLAC8 gerichtet waren. Zur Kontrolle möglicher zellulärer Effekte und 

Schäden, die allein durch den Transfektionsvorgang entstehen könnten, wurde jeweils ein 

Well mit einer siRNA-Kontrolle transfiziert sowie ein unbehandeltes Well in den Versuch 

eingeschlossen. 
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Für die Transfektion wurden zunächst 150 µl Medium in low binding reaction tubes 

vorgelegt und jeweils 3 µl bzw. 4 µl der entsprechenden siRNA hinzugefügt. Um das 

Eindringen der siRNAs in die Zellen zu ermöglichen, wurde eine liposomale 

Transfektionsmethode verwendet. Dabei wurden die siRNAs mit Lipofectamine 

RNAiMAX, einem lipophilen Reagenz, gekoppelt. Diese Komplexe können aufgrund 

ihrer chemischen Ähnlichkeit mit der Zellmembran fusionieren und die siRNA in das 

Zytoplasma einschleusen. 

Zur Herstellung des Transfektionsreagenzes wurde ein Mastermix aus 3 µl RNAiMAX 

in 150 µl Medium angesetzt. Nach dem Vermischen der Reagenzien und einer 

Inkubationszeit von fünf Minuten wurden jeweils 150 µl des Mastermixes zu den siRNA-

haltigen Reaktionsgefäßen gegeben und erneut gemischt. Es folgte eine weitere 

Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur. 

Während dieser Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel in den zu transfizierenden 

Wells durchgeführt, um sicherzustellen, dass sich nach Zugabe des Transfektionsansatzes 

in allen Wells identische Volumina befinden. In das unbehandelte Well wurden statt des 

300 µl Transfektionsansatzes entsprechende Mengen an Vollmedium gegeben. 

Nach Ablauf der Inkubation wurde der jeweilige Reaktionsansatz tropfenweise in das 

zugehörige Well pipettiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 37 °C. 

Am folgenden Tag wurde das Medium in der 6-Well-Platte erneut gewechselt. 

 

Transfektion mit GapmeRs 

Die Transfektion mit GapmeRs erfolgte ähnlich wie die zuvor beschriebene Transfektion 

mit siRNAs.  

Untersucht wurden drei verschiedene GapmeRs, die auf eine Verminderung von PLAC8 

abzielten. Nach der Aussaat von 100.000 Zellen pro Well wurde die Transfektion 

48 Stunden später durchgeführt. 

Für jedes Well wurden in anfänglichen Versuchen 3 µl RNAiMAX und 4 µl GapmeR und 

in späteren Versuchen 4 µl RNAiMAX und 6 µl des jeweiligen GapmeRs verwendet. 

Zunächst wurde ein Mastermix bestehend aus 3 µl bzw. 4 µl RNAiMAX in 150 µl 

Medium hergestellt. Nach einer Inkubationszeit von fünf Minuten wurde dieser dem 

jeweiligen Reaktionsansatz zugegeben, der 4 µl bzw. 6 µl GapmeRs in 150 µl Medium 

enthielt. Nach dem Vermischen folgte eine weitere Inkubation von 20 Minuten bei 

Raumtemperatur. 
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Während dieser Zeit wurde ein Mediumwechsel in den zu transfizierenden Wells 

durchgeführt. Im Anschluss wurden 300 µl des Reaktionsansatzes tropfenweise in das 

entsprechende Well pipettiert. Neben den drei GapmeRs gegen PLAC8 wurden auch eine 

Positiv- und eine Negativkontrolle angelegt. In das Well der Negativkontrolle wurden 

anstelle des Transfektionsansatzes 300 µl frisches Medium gegeben. 

Nach der Transfektion wurden die Zellen über Nacht bei 37 °C inkubiert, gefolgt von 

einem Mediumwechsel am folgenden Tag. 

 

 

2.2.2 MTT-Assay 

Das MTT-Assay dient der Beurteilung der metabolischen Aktivität von Zellen und 

ermöglicht somit Rückschlüsse auf deren Viabilität. Die Methode beruht auf der 

Reduktion des gelben Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT), der nach Ablauf der Reaktion als Formazan 

blau-violett erscheint. Die Intensität der Farbreaktion korreliert direkt mit der 

metabolischen Aktivität der Zellen. 

Zur Durchführung des Assays wurden 100.000 Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte 

ausgesät. Die Transfektion mit drei unterschiedlichen siRNAs bzw. GapmeRs sowie einer 

negativen Kontrolle erfolgte 48 Stunden nach der Aussaat. Zusätzlich wurde ein 

unbehandeltes Well als Kontrolle mitgeführt. 

72 Stunden nach der Transfektion wurden jeweils 90 µl des MTT-Reagenzes in die Wells 

pipettiert und die Platte für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das 

Überstandsmedium entfernt und pro Well 400 µl einer Solubilization Solution zugegeben. 

Innerhalb von fünf Minuten wurde das gebildete Formazan mithilfe eines Kippschüttlers 

aus den Zellen gelöst. 

Bei starker Blaufärbung wurde in jedem Well eine Verdünnung mit identischen Mengen 

PBS durchgeführt, um eine möglichst exakte photometrische Messung zu ermöglichen. 

Jeweils 100 µl der Proben wurden in eine 96-Well-Platte überführt und die Absorption 

wurde bei einer Wellenlänge von 570 nm mithilfe des Multiskan FC Photometers 

gemessen. 
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2.2.3 Extraktion der RNA 

Ziel der Extraktion der RNA aus den Zellen war die Gewinnung von cDNA-Proben, um 

anhand dieser eine qPCR durchzuführen. Für die Isolation von RNA aus den Zellen 

wurden diese mit 100.000 Zellen pro Well auf 6-Well-Platten ausgesät. Zwei Tage nach 

der Aussaat erfolgte die Transfektion und nach weiteren 48 Stunden wurde der Überstand 

aus den Wells abgesaugt und die 6-Well-Platte bei –20 °C eingefroren.  

Die Isolation der RNA erfolgte mithilfe des peqGOLD Total RNA-Kits. Dabei wurden 

durch Zugabe von 350 µl Lysepuffer auf die noch gefrorene Platte die Zellen vom Boden 

gelöst. Durch Resuspendieren und Abspülen des Wells wurde eine maximale Ausbeute 

bei der RNA-Gewinnung sichergestellt. Der Lysepuffer wurde auf die gelbe 

Homogenisier-Säule des Kits pipettiert und für zwei Minuten bei 12.000 g zentrifugiert. 

Der Überstand wurde in einem Sammelgefäß des Kits aufgefangen, mit 350 µl 70 %igem 

Ethanol gemischt und auf die orangene RNA-Säule pipettiert. Die Proben wurden 

zunächst eine Minute lang bei 10.000 g zentrifugiert und anschließend zuerst mit 500 µl 

Waschpuffer durch 30-sekündige Zentrifugation bei 10.000 g, danach zweimal mit 600 µl 

80 %igem Ethanol durch einminütige Zentrifugation bei 10.000 g gewaschen. Zum 

Trocknen der Proben wurde der Überstand zweimal durch zweiminütiges Zentrifugieren 

bei 12.000 g entfernt. Zuletzt wurden 30 µl RNase-freies Wasser auf die Säule pipettiert 

und für zwei Minuten bei 12.000 g zentrifugiert, um die Proben zu gewinnen. 

Anschließend konnte der RNA-Gehalt der Probe mithilfe des Spektralphotometers 

NanoDrop 1000 ermittelt und die Probe bis zur weiteren Verwendung bei –80 °C gelagert 

werden. 

 

 

2.2.4 cDNA-Synthese 

Da die isolierte RNA als Ausgangsmaterial für eine qPCR diente, musste sie zunächst in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Im Gegensatz zur genomischen 

DNA enthält cDNA keine Introns und stellt somit eine direkte Abschrift der exprimierten 

mRNA-Sequenz dar. 

Für die cDNA-Synthese wurde das Omniscript Kit verwendet. Dabei wurde ein 

Mastermix entsprechend Tabelle 13 aus destilliertem Wasser, 10x Puffer, dNTPs, 

Oligo(dT)-Primern und der reversen Transkriptase angesetzt. Die Reverse Transkriptase 

fungiert als RNA-abhängige DNA-Polymerase und ermöglicht die Synthese der cDNA 

auf Basis eines RNA-Einzelstrangs. Die Oligo(dT)-Primer bestehen aus kurzen DNA-
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Sequenzen, die spezifisch an den Poly-A-Schwanz der mRNA binden und so die 

Anlagerung der reversen Transkriptase ermöglichen. Die dNTPs dienen als Bausteine für 

die entstehende cDNA, während der Puffer die optimalen Reaktionsbedingungen 

gewährleistet. 

 

Tabelle 13: Ansatz für die cDNA-Synthese 

Reagenzien Menge pro Probe 

Destilliertes Wasser 1 µl 

10x Puffer 2 µl 

dNTPs 2 µl 

Oligo(dT)-Primer 0,4 µl 

Reverse Transkriptase 0,5 µl 

RNA 1.000 ng 

Destilliertes Wasser ad 20 µl 

 

Pro Probe wurden 5,9 µl des Mastermixes mit 14,1 µl RNA-Probe vermischt. Durch 

vorherige Verdünnung der RNA-Probe mit Wasser wurde eine Konzentration von 

1.000 ng RNA pro Probe sichergestellt. Die Umwandlung der RNA in cDNA erfolgte 

durch eine einstündige Inkubation bei 37 °C. 

 

 

2.2.5 qPCR 

Bei der quantitativen PCR, auch Real-Time-PCR genannt, handelt es sich um eine Art der 

Polymerasekettenreaktion, die durch Vervielfältigung von Nukleinsäuren eine 

Quantifizierung der DNA ermöglicht. Zur Begrenzung des zu amplifizierenden 

DNA-Abschnitts werden Forward- und Reverse-Primer verwendet. Das Prinzip der qPCR 

beruht auf der Interkalierung und Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen, in diesem Fall 

SYBR Green. Dabei korreliert die Menge der erhaltenen Fluoreszenzsignale mit der 

Menge der PCR-Produkte und lässt somit Rückschlüsse auf die Ausgangskonzentration 

der untersuchten Nukleinsäuren zu. Zur Auswertung erfolgt die Bestimmung des 

Threshold Cycle bzw. Ct-Wertes. Dieser bezeichnet die Zeit, nach der ein vorher 

definierter Grenzwert des Fluoreszenzsignals überschritten wird. Durch Korrelation der 

Fluoreszenzsignale mit der Menge der DNA ist der Ct-Wert somit umso kleiner, je mehr 

DNA enthalten ist. 
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Im Rahmen des Experiments sollten der Knockdown von PLAC8 auf RNA-Ebene sowie 

mögliche Wechselwirkungen zwischen PLAC8 und LIN54 untersucht werden.  

Zunächst wurden die im vorherigen Schritt generierten cDNA-Proben durch Zugabe von 

2 µl der Probe zu 98 µl Wasser im Verhältnis 1:50 verdünnt. Anschließend wurde ein 

Mastermix, bestehend aus SYBR Green, Wasser sowie den entsprechenden Forward- und 

Reverse-Primern, hergestellt.  

 

Tabelle 14: Ansatz für den Mastermix für die qPCR 

Reagenzien Menge pro Probe 

SYBR Green 10,0 µl 

Wasser 4,6 µl 

Primer forward 0,2 µl 

Primer reverse 0,2 µl 

 

Von diesem Mastermix wurden jeweils 15 µl in die entsprechenden Wells der PCR-Platte 

pipettiert und 5 µl der zu untersuchenden Probe hinzugefügt. Als Referenz-Gen in jeder 

Probe wurde das ribosomale Protein RPLP0 verwendet. Außerdem erfolgte jede Messung 

als Doppelbestimmung und mit einer Wasserkontrolle, um potenzielle Verunreinigungen 

der Reagenzien auszuschließen. Die PCR-Platte wurde nun mit der Adhesive qPCR 

Seal-Folie abgedeckt und kurz zentrifugiert, um Verschmutzungen zu vermeiden sowie 

Flüssigkeitsreste von den Wänden zu entfernen und sicherzustellen, dass sich das 

Reaktionsvolumen vollständig am Boden der Wells befindet. Die Durchführung der 

qPCR erfolgte mit dem 7500 Fast Real-Time-PCR System.  

Zur Auswertung der qPCR wurde eine Betrachtung der Ct -Werte durchgeführt, die sich 

aus der Differenz der Ct-Werte des zu untersuchenden Gens und des Referenz-Gens 

RPLP0 ergeben. Die Normierung auf das Referenz-Gen dient dem Ausgleich von 

unterschiedlichen DNA-Mengen in den Proben, die beispielsweise durch 

Pipettierabweichungen entstanden sein könnten. Somit ermöglicht der ΔCt-Wert eine 

verlässliche Beurteilung der Genexpression unabhängig von Schwankungen in der 

Probenkonzentration. 
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2.2.6 Proteinextraktion 

Zur Gewinnung der Proben, die für Western Blots verwendet werden sollten, wurden 

zunächst 100.000 Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte ausgesät. Zwei Tage später 

wurden die Zellen wie bereits beschrieben mit 6 µl GapmeRs und 4 µl RNAiMAX 

transfiziert und weitere 72 Stunden später mit der Gesamt-Protein-Extraktion begonnen. 

Hierfür wurden die Zellen vom Boden der Wells abgekratzt und mit dem vorhandenen 

Medium in Eppendorf-Gefäße überführt. Das Pellet, das sich nach Zentrifugation für drei 

Minuten bei 4.500 rpm gebildet hatte, wurde nach Absaugen des Überstandes in 1 ml PBS 

aufgenommen. Dann wurden die Proben erneut bei 8.000 rpm für drei Minuten 

zentrifugiert, der Überstand abgekippt und die Pellets bei –20 °C eingefroren.  

Anschließend wurde der Lysepuffer für Proteine entsprechend dem in Tabelle 6 

beschriebenen Ansatz hergestellt und je nach Pelletgröße ein Volumen von 50–200 µl auf 

die noch gefrorenen Pellets gegeben. Die Proben wurden gevortext und für 10 Minuten 

auf Eis gestellt. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt und die Proben nun bei 

17.000 g für drei Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand abpipettiert und in 

ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. 

Bei den Proben, die für die Western Blots der Proteine RAD51, CHK1, pCHK1, ATR und 

pATM und somit als Marker für DNA-damage-response verwendet werden sollten, 

erfolgte die Proteinextraktion schon 24 Stunden nach der Transfektion. Dies liegt darin 

begründet, dass der Zeitpunkt infolge der Zeitreihen des -H2AX-Foci-Stainings als 

derjenige mit dem höchsten DNA-Schaden erschien. Alle weiteren Schritte der 

Proteinextraktion, der Konzentrationsbestimmung und des Western Blots wurden analog 

zu den anderen Proben vorgenommen. 

 

 

2.2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf der Eigenschaft des 

Farbstoffs Coomassie, dessen Absorptionsmaximum sich bei Bindung an Proteine im 

sauren Milieu von 465 nm auf 595 nm verschiebt. Diese spektrale Änderung ermöglicht 

eine photometrische Quantifizierung von Proteinmengen. 

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in den Proben wurde zunächst eine 

Standardreihe in einer 96-Well-Platte angelegt. Dafür wurden 3 ml Coomassie Plus 

Protein Assay Reagenz mit 30 µl des verwendeten Lysepuffers vermischt und jeweils 

200 µl dieses Gemischs in die entsprechenden Wells pipettiert. Für die Standardreihe 
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wurde BSA mit einer Konzentration von 1 µg/µl in steigenden Volumina (0–6 µl in 

1-µl-Schritten) hinzugegeben und gemischt. Für jeden Wert der Standardreihe wurde eine 

Doppelbestimmung vorgenommen. 

Außerdem wurde in die Wells, mithilfe derer die Proteinkonzentrationen in den Proben 

bestimmt werden sollten, 200 µl Coomassie sowie 2 µl der entsprechenden Probe 

gegeben und die Platte für 5–10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um eine 

vollständige Farbentwicklung zu ermöglichen. Die anschließende photometrische 

Messung der Absorption bei 595 nm erfolgte mit dem Multiskan FC Photometer. 

 

 

2.2.8 Western Blot 

Die Methode des Western Blot dient dem spezifischen Nachweis einzelner Proteine 

innerhalb eines komplexen Proteingemischs. Dabei werden die Proteine zunächst mithilfe 

einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrer Molekülgröße 

aufgetrennt. Im Anschluss erfolgt die Übertragung der Proteine auf eine Trägermembran 

– in dieser Arbeit entweder PVDF oder Nitrocellulose – mittels eines elektrischen Feldes. 

Der Nachweis der Proteine erfolgt schließlich durch den Einsatz spezifischer Primär- und 

Sekundärantikörper. 

 

Tabelle 15: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele (für 2 Gele) 

  8 % Gel 10 % Gel 15 % Gel 

T
re

n
n

g
el

 

Aqua destillata 5,2 ml 4,4 ml 2,4 ml 

Trenngelpuffer 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml 

Acrylamidlösung (30 %) 3,2 ml 4,0 ml 6,0 ml 

Glycerol 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 

APS 10 % 20 µl 20 µl 20 µl 

TEMED 20 µl 20 µl 20 µl 

S
a

m
m

el
g

el
 Sammelgellösung 4 ml 

APS 10 % 10 µl 

TEMED 10 µl 

S
to

p
p

g
el

 Trenngellösung 0,5 ml 

APS 10 % 5 µl 

TEMED 5 µl 
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Zu Beginn wurden die Polyacrylamidgele hergestellt. Je nach Größe des zu 

detektierenden Proteins enthielten diese 8 %, 10 % oder 15 % Acrylamid. Je größer das 

zu untersuchende Protein war, desto geringer war der Acrylamid-Anteil im Gel.  

Die Herstellung der Gele erfolgte gemäß Tabelle 15. APS und TEMED wurden immer 

zuletzt hinzugefügt, da diese den Polymerisationsprozess initiieren. Nachdem 1 ml der 

Stoppgel-Lösung eingefüllt wurde, folgten 5 ml der Trenngel-Lösung und zuletzt 1–2 ml 

der Sammelgel-Lösung. Anschließend musste das Gel für mindestens 45 Minuten 

aushärten.  

Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wurden die Proben für 

den Western Blot mit 14 µl DTT-Lösung und 32 µl SDS pro 100 µl Probe versetzt. Vor 

der Gelelektrophorese wurden die Proben für fünf Minuten bei 95 °C erhitzt, um eine 

Denaturierung der Proteine zu gewährleisten. Währenddessen wurde der 1x Laufpuffer 

in die Elektrophoresekammer eingefüllt. 

Anschließend wurden die vorbereiteten Proben zusammen mit 7 µl des Standards 

PageRuler Prestained Protein Ladder zur Größenreferenz in die einzelnen Geltaschen 

pipettiert. Die benötigten Volumina der geladenen Proben wurden zuvor auf Basis der 

bestimmten Proteinkonzentrationen angepasst, um eine vergleichbare Proteinmenge pro 

Spur zu gewährleisten. 

Für die Gelelektrophorese wurde zunächst eine Spannung von 120 V angelegt, bis die 

Proben die Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel erreicht hatten. Anschließend 

wurde bis zum Erreichen des Stoppgels eine Spannung bis zu 200 V angelegt. 

Im nächsten Schritt mussten die der Größe nach im Gel aufgetrennten Proteine durch den 

Wet-Blot oder Semi-Dry-Blot auf eine Membran transferiert werden. Als Blotting-

Membran wurde entweder eine Nitrocellulose-Membran oder eine PVDF-Membran nach 

vorheriger Aktivierung in Methanol gewählt.  

Für den Wet-Blot war dabei die Verwendung von Blottingkassetten erforderlich. 

Innerhalb derer befanden sich in der entsprechenden Reihenfolge ein Schwamm, zwei 

Filterpapiere, das Gel, eine PVDF- oder NC-Membran, zwei Filterpapiere und erneut ein 

Schwamm. Das Blotten erfolgte bei einer Stromstärke von 300 mA und einer zeitlichen 

Dauer in Abhängigkeit von der Proteingröße, wobei länger geblottet wurde, je größer das 

Protein war. 

Beim Semidry-Blot wurde auf ein Filterpapier die Membran, das Gel und noch ein 

Filterpapier gelegt. Der Stromfluss wurde in Abhängigkeit von der Anzahl der zu 

blottenden Gele ausgewählt, wobei pro Blot eine Stromstärke von 65 mA nötig war.  
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Zur Kontrolle der erfolgreichen Transferierung der Proteine von dem Gel auf die 

Membran wurde eine Färbung mit Ponceau S für fünf Minuten durchgeführt. Diese 

ermöglicht eine reversible Visualisierung der übertragenen Proteinbänder. 

Für die immunologische Darstellung der Proteine auf der Membran und die Blockierung 

der freien Bindungsstellen auf der Membran wurde diese für 2–4 Stunden je nach 

anschließendem Antikörper in 5 % Magermilch oder 5 % BSA geblockt.  

Der Primärantikörper, der spezifisch an das gesuchte Protein bindet, wurde nach 

Entfernen der Block-Lösung auf den Blot gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde der Blot viermal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen, um 

ungebundenen Antikörper zu entfernen. Danach wurden 10 ml des HRP-gekoppelten 

Sekundärantikörpers hinzugegeben, welcher an die Fc-Region des Primärantikörpers 

bindet. HRP (Horseradish Peroxidase oder Meerrettich-Peroxidase) ist dabei ein Enzym, 

das verwendet wird, um die Anwesenheit eines Proteins auf der Membran zu detektieren. 

Die Inkubation des Sekundärantikörpers erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur auf 

einem Kippschüttler. Danach wurde die Membran erneut viermal für jeweils 10 Minuten 

mit TBS-T gewaschen. 

Zur Visualisierung der Proteinbande wurde anschließend das Clarity Western ECL 

Substrate aufgetragen. Bei geringer Expression des Proteins erfolgte die Darstellung 

mittels Clarity Max Western ECL Substrate. Das HRP katalysiert nun eine 

chemolumineszente Reaktion mit dem ECL-Substrat, was ein Lichtsignal erzeugt. Die 

Lichtemission kann anschließend visualisiert werden. Die Inkubation des ECL-Substrats 

erfolgte jeweils für fünf Minuten unter Lichtausschluss, bevor die Proteine mit der 

Chemocam sichtbar gemacht wurden. Als Ladekontrolle wurde β-Aktin verwendet.  

Abschließend wurde die Quantifizierung der Proteinbanden mithilfe des Programms 

ImageJ durchgeführt. Anschließend erfolgte die Normalisierung der Intensitäten der 

detektierten Antikörper-Banden auf die entsprechenden β-Aktin-Signale. Auf diese Weise 

konnten Rückschlüsse auf die Proteinmengen in den analysierten Proben gezogen 

werden. 

 

 

2.2.9 Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie 

Ziel der Durchführung der Durchflusszytometrie war die Darstellung und Quantifizierung 

der unterschiedlichen Zellzyklusphasen der mit GapmeRs behandelten Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollen. Die Bestimmung der Zellzyklusphasen erfolgt bei der 
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Durchflusszytometrie über die Messung des DNA-Gehalts. Hierfür wird die DNA 

mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs angefärbt. Die Fluoreszenzintensität erlaubt 

Rückschlüsse auf die Verteilung der Zellen in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus. 

Um Proben für die Durchflusszytometrie zu gewinnen, wurden zunächst 100.000 Zellen 

pro Well in eine 6-Well-Platte ausgesät. 48 Stunden nach der Aussaat erfolgte die 

Transfektion und wiederum 72 Stunden später die Ernte der Proben.  

Dafür wurde zunächst der Überstand aus einem Well in ein 15 ml Falcon überführt und 

das Well mit 1 ml PBS gewaschen, das danach ebenfalls in das Falcon hinzugegeben 

wurde. Um die Zellen von der Platte zu isolieren, wurden diese mithilfe von 500 µl 

Trypsin und einer kurzen Inkubationszeit gelöst. Die durch das Trypsin ausgelöste 

Reaktion wurde mit 1 ml Vollmedium gestoppt und das Gemisch anschließend 

resuspendiert und ebenfalls in das Falcon überführt. Nun wurde die Probe für fünf 

Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert. Nach Abkippen des Überstandes wurde das 

entstandene Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und in ein FACS-Röhrchen überführt. Nach 

Durchmischen der Probe mittels eines Vortexers wurden aus jeder Probe 100 µl 

entnommen, um eine ungefärbte Kontrolle zu generieren. Die Proben wurden dann erneut 

bei 1.500 rpm für fünf Minuten zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Um die Proben 

zu konservieren, wurde zunächst das Pellet während stetigen Vortexens in 3–4 Tropfen 

PBS gelöst und anschließend die Zellen durch tröpfchenweise Zugabe von 700 µl –20 °C 

kaltem 70 %igem Ethanol fixiert. Die Proben mussten nun mindestens fünf Minuten bei 

–20 °C gelagert werden. Im weiteren Verlauf wurden die Proben bei 2.000 rpm für fünf 

Minuten zentrifugiert, dann mit 700 µl PBS gewaschen und erneut bei gleichen 

Bedingungen zentrifugiert. Zwischenzeitlich konnte die Färbelösung hergestellt werden, 

die aus 15 ml PBS, 75 µl RNase A und 300 µl PI bestand. Von dieser wurden jeweils 

500 µl zu den Proben gegeben, mit Ausnahme der ungefärbten Kontrolle, bei der PI 

ausgelassen wurde. Nach einer 30-minütigen Inkubation im Dunklen und bei 

Raumtemperatur konnte die Messung durchgeführt werden.  

Die Daten zur Durchflusszytometrie des Zellzyklus wurden mit dem Cytoflex LX 

erhoben. Da BON1-Zellen zur Zellaggregation neigen, wurden die Zellen zur 

Minimierung der Dublettenzahl und Ermöglichen einer korrekten Zellzyklus-Analyse 

unmittelbar vor Durchführung der Messung mithilfe einer Pipette resuspendiert. 

Zur besseren Interpretation der gewonnenen Ergebnisse wurden zusätzlich 

Zellzyklus-Analysen bei Zellen durchgeführt, die mit Nocodazol behandelt wurden. 

Nocodazol greift in die Polymerisation von Mikrotubuli ein und bewirkt somit einen 
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Arrest der Zellen in der G2-Phase. Als optimale Inkubationszeit des Nocodazols, nach der 

sich ein Großteil der mit Nocodazol behandelten Zellen in der G2-Phase befanden, wurde 

ein Zeitraum von 24 Stunden für BON1-Zellen ermittelt.  

 

 

2.2.10 BrdU-Assay 

Bei dem BrdU-Assay handelt es sich um eine Methode zur Beurteilung der Proliferation 

der Zellen, indem indirekt die DNA-Synthese gemessen wird. Bromdesoxyuridin ist ein 

Analogon des Nukleosids Thymidin, das in phosphorylierter Form in der S-Phase des 

Zellzyklus in neu synthetisierte DNA eingebaut wird. Im Rahmen des Assays kann dann 

antikörpervermittelt Bromdesoxyuridin detektiert werden.  

Um BrdU-Assays durchzuführen, wurde das Cell proliferation ELISA, BrdU Kit 

verwendet. Zu Beginn wurden 4.000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte ausgesät. Für 

jede Transfektionsbedingung wurden jeweils vier Wells ausgesät, wobei aus dreien bei 

der Auswertung ein Mittelwert gebildet wurde und das vierte Well als 

Hintergrundkontrolle genutzt wurde.  

Die Transfektion der Zellen erfolgte 48 Stunden nach der Aussaat. Neben den mit 

GapmeRs transfizierten Zellen wurden auch Zellen mit einer PLAC8 spezifischen siRNA 

transfiziert, da in vorherigen Untersuchungen bereits eine in BrdU-Assays deutlich 

werdende Proliferationsminderung bei dieser festgestellt werden konnte (Kaistha et al., 

2016).  Für die Transfektion wurden dabei Konzentrationen von 3 µl GapmeRs mit 2 µl 

RNAiMAX sowie 2 µl siRNAs mit 1,5 µl RNAiMAX verwendet. 

44 Stunden bzw. 68 Stunden nach der Transfektion wurden alle Zellen mit Ausnahme der 

Hintergrundkontrollen mit 100 µl der BrdU labeling solution gelabelt. Im für das 

Labeling gewählten Zeitraum von vier Stunden wurden die Zellen bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurden auch die Hintergrundkontrollen gelabelt und unmittelbar danach 

alle Wells der 96-Well-Platte abgesaugt. Zur Fixierung der Zellen und Denaturierung der 

DNA wurden 200 µl Fix Denate in jedes Well pipettiert und für 30 Minuten inkubiert. 

Danach wurde die Lösung verworfen und durch 100 µl Anti-BrdU-POD Working 

Solution ersetzt, welche 60 Minuten bei Raumtemperatur in den Wells verblieb. 

Während die Wells danach dreimal für fünf Minuten mit 200 µl der Washing solution 

gewaschen wurden, wurde bereits die Substrate Solution angesetzt und für 15 Minuten 

bei Raumtemperatur im Dunklen auf einem Schüttler inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit 

wurden jeweils 100 µl der Substanz in jedes Well pipettiert und für drei Minuten im 
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Dunklen auf einem Schüttler inkubiert. Abschließend erfolgte die Messung mit dem 

Centro LB960 Luminometer. 

Zur Auswertung wurde aus jeweils drei der Wells der arithmetische Mittelwert gebildet 

und von diesem die Hintergrundkontrolle subtrahiert. 

 

 

2.2.11 -H2AX-Foci-Staining 

Zur Ermittlung des DNA-Schadens und der genomischen Instabilität wurde ein -H2AX-

Foci-Staining durchgeführt. Das γ-H2AX-Foci-Staining ist eine Methode zum Nachweis 

von DNA-Doppelstrangbrüchen. Bei Auftreten eines Doppelstrangbruchs wird das 

Histonprotein H2AX in der Umgebung der Bruchstelle an der Serin-139-Position 

phosphoryliert. Diese phosphorylierte Form, das γ-H2AX, kann mittels 

immunhistochemischer Färbung spezifisch markiert und mikroskopisch sichtbar gemacht 

werden. Die dabei entstehenden fluoreszierenden Signalpunkte, sogenannte Foci, im 

Zellkern spiegeln die Anzahl der Doppelstrangbrüche wider und dienen somit als 

quantifizierbarer Marker für DNA-Schäden (Ivashkevich et al., 2011). 

Um eine Positivkontrolle als Vergleichsprobe zu generieren, sollten die Zellen mit 

Mitomycin behandelt werden. Mitomycin ist ein zytotoxisches Antibiotikum, das als 

Chemotherapeutikum eingesetzt wird und durch Quervernetzung der 

DNA-Doppelstränge DNA-Schäden verursacht, wodurch es als wirksamer Induktor von 

DNA-Doppelstrangbrüchen dient. 

Für das -H2AX-Foci-Staining erfolgte am ersten Tag die Aussaat von 100.000 Zellen 

pro Well in 6-Well-Platten auf autoklavierte Deckgläser und 48 Stunden später die 

Transfektion dieser Zellen, wobei in einem Well zusätzlich 100 nM Mitomycin C zur 

Induktion von DNA-Schäden und somit als Positivkontrolle zugegeben wurde.  

Die erste Färbung wurde je nach Versuchsreihe zwischen 4 Stunden und 84 Stunden nach 

der Transfektion durchgeführt. Dabei wurde zunächst das Medium aus den Wells 

abgesaugt und diese jeweils vorsichtig mit 1 ml PBS gewaschen. Im Anschluss daran 

wurden die Zellen 10 Minuten lang auf einem Kippschüttler mithilfe von 1 ml 3,7 %igem 

Formaldehyd auf den Deckgläsern fixiert. Danach wurde 1 ml –20 °C kaltes Methanol in 

die Wells pipettiert und für eine Minute auf einem Kippschüttler inkubiert. Nachfolgend 

wurden die Wells zunächst für fünf Minuten auf einem Kippschüttler mit PBS und danach 

für 10 Minuten mit 1 ml TBS + 0,5 % Triton-X-100 gewaschen. Nun wurden die Zellen 

mit 1 ml 2 % BSA in TBS-Triton-X-100 für 30 Minuten geblockt. Anschließend wurde 
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der Primär-Antikörper im Verhältnis 1:200 in 2 % BSA-TBS-Triton X-100 verdünnt und 

100 µl der Lösung direkt auf die Deckgläser pipettiert. Zur Inkubation des Antikörpers 

wurden die Deckgläser mit Parafilm abgedeckt und über Nacht im Kühlschrank gelagert. 

Am nächsten Tag wurde der Parafilm mit einer Pinzette entfernt und die 

Antikörper-Lösung abgesaugt, woraufhin die Wells dreimal für jeweils fünf Minuten mit 

1 ml 2 % BSA in TBS-Triton-X-100 gewaschen wurden. Der fluorophor-konjugierte 

Sekundär-Antikörper wurde im Verhältnis 1:500 in 2 % BSA in TBS-Triton-X-100 

verdünnt und 100 µl der Lösung wurden auf die Deckgläser gegeben. Die anschließende 

Inkubation erfolgte im Dunklen bei Raumtemperatur für zwei Stunden. Danach wurde 

die Lösung abgesaugt und die Wells zweimal für jeweils fünf Minuten mit 2 % BSA in 

TBS-Triton-X-100 gewaschen. Im nächsten Schritt wurde auf einen Objektträger ein 

Tropfen DAPI zur Kernfärbung appliziert und das Deckglas mithilfe einer Pinzette auf 

den Objektträger überführt. Zur besseren Fixierung wurde an den Ecken des Deckglases 

Klarlack aufgetragen. Nach einer Trocknungs- und Inkubationszeit von ca. 30 Minuten 

erfolgte die Betrachtung der Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop.  

Die Auswertung des Stainings erfolgte mithilfe von ImageJ, wobei gezählt wurde, wie 

viele Foci pro Zellkern ersichtlich waren. In die Auswertung eingeflossen sind 

anschließend nur solche Zellen, die mehr als 10 Foci pro Nukleus aufwiesen. Zuletzt 

wurde der Anteil dieser Zellen an der Gesamtzahl der Zellen ermittelt. 

 

 

2.2.12 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Microsoft Excel durchgeführt. Zum 

Vergleich der Kontroll- und Interventionsgruppen wurden jeweils die Mittelwerte sowie 

die Standardabweichungen berechnet. Zur Beurteilung der statistischen Signifikanz kam 

ein zweiseitiger, unabhängiger t-Test mit gleichen Varianzen zum Einsatz. Die p-Werte 

werden in den Abbildungen durch Sternchen gekennzeichnet: * für p < 0,05, ** für 

p < 0,01 und *** für p < 0,001. 
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3 Ergebnisse 

In bisherigen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass PLAC8 in pNETs 

überexprimiert ist und zu einer verstärkten Tumorprogression beiträgt (Tatura et al., 

2020). Durch die Verwendung spezifischer, gegen PLAC8 gerichteter CRISPR/Cas-

Konstrukte konnte zwar ein Knockout von PLAC8 auf Proteinebene erzielt, jedoch kein 

vollständiger Knockdown auf RNA-Ebene erreicht werden, was zu der Hypothese führte, 

dass die PLAC8-RNA als lncRNA fungieren könnte (Stark, 2022). Um mögliche 

Interaktionen mit dem downstream von PLAC8 gelegenen LIN54 zu untersuchen, 

wurden die Effekte einer Transfektion mit siRNAs betrachtet und zusätzlich GapmeRs 

eingesetzt, um lncRNA-Effekte effizienter zu erfassen. 

 

 

3.1 Ausbleibender Effekt der Transfektion mit siRNAs gegen LIN54 auf die 

Zellviabilität 

Die zunächst durchgeführten MTT-Assays sollten den Einfluss der siRNAs gegen LIN54 

auf die Zellviabilität untersuchen. Im Falle des Vorliegens eines Feedback-Loops 

zwischen PLAC8 und LIN54 würde ein effizienter Knockdown von LIN54 auch eine 

Abnahme der Zellviabilität über PLAC8-vermittelte Effekte hervorrufen.  

Hierbei konnte festgestellt werden, dass es mit einer Konzentration von 4 µl siRNA und 

3 µl RNAiMAX nicht möglich war, eine Verminderung der Zellviabilität durch die 

Transfektion mit gegen LIN54 gerichteten siRNAs hervorzurufen. Wie Abbildung 1 zeigt, 

gelang es jedoch, bei den mit der siRNA gegen PLAC8 transfizierten Zellen eine 

signifikante Abnahme der Zellviabilität zu bewirken, was schon aus vorherigen 

Versuchen der Arbeitsgruppe bekannt war. Gleichzeitig konnte man differierende Werte 

der optischen Dichte zwischen der unbehandelten Kontrolle und der Positivkontrolle 

erkennen. Diese Werte sprechen dafür, dass die Transfektion selbst einen Schaden in den 

Zellen hervorgerufen hat, der zu einer Abnahme der Zellviabilität geführt hat. 
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Die Bestimmung der Zellviabilität der BON1-Zellen nach Transfektion mit siRNAs gegen LIN54 bzw. 

gegen PLAC8 erfolgte mit einem MTT-Assay. Dabei erfolgte die Messung 72 h nach der Transfektion mit 

4 µl siRNAs und 3 µl RNAiMAX. Es wurden die Mittelwerte aus n = 9 Versuchen gebildet und die 

untersuchten Proben auf die Zellviabilität der siK-behandelten Zellen normiert. Die Säulen repräsentieren 

die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur 

statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. ** p < 0,01.  

 

Um zu untersuchen, ob trotz ausbleibender Effekte auf die Zellviabilität ein Knockdown 

auf RNA-Ebene stattfand, wurden RT-PCR-Untersuchungen durchgeführt. Dabei wurde 

deutlich, dass durch die Transfektion mit spezifischen siRNAs eine signifikante 

Herunterregulation der LIN54-RNA erzielt werden konnte. Außerdem führte die 

Behandlung der Zellen mit PLAC8-spezifischen siRNAs zu einem PLAC8-Knockdown 

auf RNA-Ebene. Diese Ergebnisse spiegeln wider, dass die Transfektion mit siRNAs an 

sich, trotz ausbleibender Effekte auf die Zellviabilität, erfolgreich war. Allerdings lässt 

sich, wie Abbildung 2 zeigt, kein eindeutiger Zusammenhang zwischen LIN54 und 

PLAC8 herausstellen, da eine Transfektion mit siRNAs, die gegen LIN54 gerichtet sind, 

keine verminderte Expression von PLAC8 auf RNA-Ebene bewirkte. Gleichzeitig zeigte 

sich in der RT-PCR, bei der der Primer für LIN54 verwendet wurde, keine veränderte 

Expression von LIN54-RNA, wenn die Zellen zuvor mit einer siRNA gegen PLAC8 

transfiziert worden waren. 
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Abbildung 1: MTT-Assays bei Transfektion mit spezifischen siRNAs 
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Die relative Expression von PLAC8 und LIN54 wurde mithilfe einer RT-PCR nach Transfektion mit 4 µl 

siRNAs und 3 µl RNAiMAX ermittelt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 2 Versuchen gebildet und die 

untersuchten Proben auf die relative Expression bei den siK-behandelten Zellen normiert. Die Säulen 

repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte 

darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. *** p < 0,001. (A) PLAC8 extended 

Primer (B) LIN54 Primer 

 

 

3.2 Verminderung der Zellviabilität durch Transfektion der Zellen mit GapmeRs 

gegen PLAC8 

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten die Auswirkungen der Transfektion mit GapmeRs 

auf die Zellen untersucht werden. Da GapmeRs im Gegensatz zu siRNAs nicht nur im 

Zytoplasma, sondern zusätzlich spezifisch im Zellkern wirken, sollten so mit höherer 

Effizienz lncRNA-ähnliche Funktionen der PLAC8-mRNA inhibiert und charakterisiert 

werden. Wie schon bei den vorherigen Untersuchungen mit siRNAs wurden zur 

Beurteilung der Zellviabilität nach erfolgter Transfektion MTT-Assays durchgeführt. 

Hierbei stellte sich nach mehreren Versuchsansätzen mit verschiedenen Konzentrationen 

der GapmeRs und des RNAiMAX heraus, dass es mit einer Konzentration von 6 µl 

GapmeRs und 4 µl RNAiMAX pro Well gelang, eine signifikante Verminderung der 

Zellviabilität zu erreichen. Die Zellviabilität konnte dabei, je nach verwendetem 
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Abbildung 2: RT-PCR bei Verwendung spezifischer siRNAs 
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GapmeR, auf Werte zwischen 50–70 % verringert werden, was auf Abbildung 3 

ersichtlich ist. Gleichzeitig differierten die gemessenen Werte der optischen Dichte im 

MTT-Assay bei den beiden Kontrollen nur wenig. Dies spricht dafür, dass die Behandlung 

der Zellen mit den GapmeRs selbst den Zellen keinen Schaden zugefügt hat.  

Die Bestimmung der Zellviabilität der BON1-Zellen nach Transfektion mit GapmeRs gegen PLAC8 

erfolgte mit einem MTT-Assay. Dabei erfolgte die Messung 72 h nach der Transfektion mit 6 µl GapmeRs 

und 4 µl RNAiMAX. Es wurden die Mittelwerte aus n = 4 Versuchen gebildet und die untersuchten Proben 

auf die Zellviabilität der GR_K-behandelten Zellen normiert. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, 

während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur statistischen 

Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

 

Außerdem konnte auf RNA-Ebene ein erfolgreicher Knockdown der PLAC8-RNA 

festgestellt werden. Für die RT-PCR wurden die Primer „2. Teilfragment“, 

„3. Teilfragment“, „ORF“, „UTR“, „PLAC8 extended“ sowie ein Primer für LIN54 

verwendet. Bereits mit Transfektions-Konzentrationen von 3 µl RNAiMAX und 4 µl 

GapmeRs gelang ein signifikanter Knockdown der PLAC8-RNA bei den oben genannten 

Primern. Es konnte allerdings keine Veränderung der relativen Expression von LIN54 

festgestellt werden.  

 

Da im Rahmen der Suche nach der optimalen Konzentration für die Transfektion bereits 

mit diesen niedrigeren Konzentrationen erfolgreiche PLAC8-Knockdowns auf 

RNA-Ebene möglich waren, während die Untersuchungen der Zellviabilität durch 

MTT-Assays noch keine Veränderungen gegenüber den Kontrollen zeigten, wurden mit 

der Konzentration von 6 µl GapmeRs und 4 µl RNAiMAX lediglich zwei PCR-Analysen 

durchgeführt. Im Rahmen dieser funktionierte der Knockdown bei Verwendung der 

Primer des zweiten Teilfragments, ORF, UTR und PLAC8 extended am besten. Im 

Hinblick auf die ursprünglich aufgestellte These bezüglich des Zusammenhangs 

zwischen PLAC8 und LIN54 wurde in der RT-PCR auch ein Primer für LIN54 verwendet. 
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Abbildung 3: MTT-Assays 72 h nach Transfektion bei Verwendung von 4 μl RNAiMAX und 6 μl GapmeRs 
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Wie bereits in den Versuchen mit spezifischen siRNAs gegen PLAC8 war auch bei dem 

durch GapmeRs herbeigeführten Knockdown von PLAC8 keine Auswirkung auf die 

RNA des Proteins LIN54 zu erkennen. 

Die relative Expression von PLAC8 und LIN54 wurde mithilfe einer RT-PCR nach Transfektion mit 6 µl 

GapmeRs und 4 µl RNAiMAX ermittelt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 2 Versuchen gebildet und die 

untersuchten Proben auf die relative Expression bei den GR_K-behandelten Zellen normiert. Die Säulen 

repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte 

darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

(A) Primer 2. Teilfragment (B) Primer 3. Teilfragment (C) Primer ORF (D) Primer UTR (E) Primer PLAC8 

extended (F) Primer LIN54 

 

 

3.3 Erfolgreicher PLAC8-Knockdown auf Proteinebene  

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich der auf 

RNA-Ebene stattfindende Knockdown auch auf der Protein-Ebene widerspiegelt. Dafür 

wurden Western Blots durchgeführt, im Rahmen derer zunächst der PLAC8-Knockdown 

untersucht wurde. Hierbei konnte, wie in Abbildung 5 anhand der Intensitätsminderung 

der Banden der behandelten Zellen im Vergleich zu denen der Kontrollen ersichtlich wird, 
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Abbildung 4: PLAC8 Knockdown auf RNA-Ebene durch Transfektion mit GapmeRs 
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analog zu den Ergebnissen der RT-PCR konsequent ein erfolgreicher Knockdown 

insbesondere mit GapmeR 2 und 3 verzeichnet werden. Den Erwartungen entsprechend 

zeigte sich auch ein signifikanter Knockdown nach Behandlung mit einer spezifischen 

gegen PLAC8 gerichteten siRNA. 

Die Proteinexpression von PLAC8 nach der Behandlung der BON1-Zellen mit GapmeRs gegen PLAC8 

wird gezeigt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 5 Versuchen gebildet und die untersuchten Proben auf die 

Proteinexpression bei den GR_K- bzw. siK-behandelten Zellen normiert. Die Säulen repräsentieren die 

Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur 

statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. *** p < 0,001. (A) Proteinexpression 

(B) Beispielblot   

 

 

3.4 Beeinflussung von Proteinen der Zellzyklusregulation und Apoptose durch 

den PLAC8-Knockdown 

Um Rückschlüsse darauf ziehen zu können, wie der Knockdown auf zellulärer Ebene 

funktioniert, wurden anschließend Proteine der Zellzyklusregulation und der Apoptose 

untersucht. Dafür wurden unter anderem die Proteine p21, pRPS6 und Cyclin D1 

untersucht.  
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Abbildung 5: PLAC8-Knockdown auf Protein-Ebene 
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Bei den Western-Blot-Analysen konnte eine signifikante Hochregulation von p21 bei mit 

GapmeR 3 behandelten Zellen festgestellt werden, während bei mit GapmeR 2 bzw. 5 

behandelten Zellen keine veränderte Expression des Proteins festzustellen war. Die 

kumulativen Ergebnisse der Proteinexpression sind in Abbildung 6 dargestellt. 

Die Expression des Proteins p21 nach der Behandlung der BON1-Zellen mit GapmeRs gegen PLAC8 wird 
gezeigt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 6 Versuchen gebildet und die untersuchten Proben auf die 

Proteinexpression bei den GR_K- bzw. siK-behandelten Zellen normiert. Die Säulen repräsentieren die 

Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur 

statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. * p < 0,05, *** p < 0,001. (A) Proteinexpression 

(B) Beispielblot  
 

Die Positivkontrolle für p21 zeigte entgegen den Erwartungen eine Herunterregulation 

des Proteins. Als Positivkontrolle für eine Hochregulation von p21 und 

Herunterregulation von Cyclin D1 wurden Zellen verwendet, die mit einer 

PLAC8-spezifischen siRNA behandelt worden waren, da in früheren Untersuchungen 

bereits eine Hochregulation von p21 bzw. eine Herunterregulation von Cyclin D1 nach 

Transfektion der Zellen mit PLAC8-spezifischen siRNAs nachgewiesen werden konnte 

(Tatura et al., 2020). Ebendiese Herunterregulation des Proteins Cyclin D1 durch die 

Behandlung mit einer gegen PLAC8 gerichteten siRNA konnte in allen durchgeführten 

Versuchen mit hoher Signifikanz bestätigt werden. 
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Abbildung 6: Expression des Proteins p21 nach der Behandlung von BON1-Zellen mit GapmeRs 
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Bei der Untersuchung der Expression des Proteins bei mit GapmeRs gegen PLAC8 

behandelten Zellen zeigte sich, wie in Abbildung 7 deutlich wird, eine signifikante 

Herunterregulation von Cyclin D1 nur bei mit GapmeR 2 und 5 transfizierten Zellen. 

Dem gegenüber war bei mit GapmeR 3 behandelten Zellen je nach Versuch keine 

veränderte Expression des Proteins ersichtlich, wobei sich dieses jedoch teilweise auch 

hoch- oder herunterreguliert zeigte.  

Weiterhin wurde das Protein pRPS6 untersucht. Allerdings ist es schwierig, Western 

Blots, für die ein Antikörper gegen pRPS6 verwendet wurde, auszuwerten, da die 

verwendeten Antikörper dazu neigen zu verschmieren, was auch in Abbildung 7 deutlich 

wird. Somit lässt sich nur schwer eine Aussage zu einer veränderten Expression des 

Proteins treffen. 

Die Expression des Proteins Cyclin D1 und pRPS6 nach der Behandlung der BON1-Zellen mit GapmeRs 

gegen PLAC8 wird gezeigt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 6 Versuchen gebildet und die untersuchten 

Proben auf die Proteinexpression bei den GR_K bzw. siK-behandelten Zellen normiert. Die Säulen 

repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte 

darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

(A) Proteinexpression von Cyclin D1 (B) Beispielblot für Cyclin D1 und pRPS6  

 

Als Apoptosemarker wurden die Proteine Caspase 3 + Cleaved Caspase 3 und PARP 

untersucht. Im Falle einer stattfindenden Apoptose wäre eine Spaltung des jeweiligen 

Proteins auf der Membran sichtbar. Zur Sicherstellung eines grundsätzlich 

funktionierenden Versuchsablaufs wurde deshalb in eine Tasche des Gels eine 

Positivkontrolle appliziert, die ebendiese Spaltung aufwies, was in Abbildung 8 deutlich 

wird. Allerdings konnte bei den mit GapmeRs behandelten Zellen keine derartige 
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Abbildung 7: Weitere Zellzyklus-Proteine im Western Blot 



Ergebnisse 

 43 

Spaltung der Apoptosemarker nachgewiesen werden. Dies spricht dafür, dass die 

verminderte Zellviabilität nicht auf einen apoptotischen Prozess zurückzuführen ist. 

Die Abbildung zeigt einen beispielhaften Western Blot zur Expression der Apoptosemarker PARP und 

Caspase 3 + Cleaved Caspase 3 nach der Transfektion der Zellen mit GapmeRs gegen PLAC8.  

 

Zur weiteren Untersuchung der eingangs formulierten Hypothese, wonach das 

downstream von PLAC8 lokalisierte LIN54 als Mediator der PLAC8-vermittelten 

Effekte fungieren und ein möglicher Feedback-Loop zwischen LIN54 und PLAC8 

bestehen könnte, wurde auch die Expression von LIN54 nach Behandlung der Zellen mit 

gegen PLAC8 gerichteten GapmeRs analysiert.  

Wie Abbildung 9 zeigt, konnte im Rahmen dessen keine signifikante Veränderung der 

Expression von LIN54 festgestellt werden. 

Die Abbildung zeigt einen beispielhaften Western Blot zur Expression des Proteins LIN54 nach der 

Transfektion der Zellen mit GapmeRs gegen PLAC8.  
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Abbildung 8: Keine ersichtliche Apoptose im Western Blot 
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Abbildung 9: Keine signifikante Veränderung der 
Expression von LIN54 im Western Blot 
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3.5 Vermehrte Ansammlung der Zellen in der S-Phase bei Durchführung einer 

Durchflusszytometrie des Zellzyklus 

Abgesehen von der Untersuchung der Proteine der Zellzyklusregulation im Rahmen einer 

Western-Blot-Analyse sollte die Verteilung der Zellen auf die verschiedenen 

Zellzyklusphasen mithilfe einer Durchflusszytometrie quantifiziert werden.  

Dabei konnte eine vermehrte Ansammlung der Zellen in der S-Phase nachgewiesen 

werden. Bei den mit GapmeR 2 behandelten Zellen befanden sich im Mittel um bis zu 

10 % mehr Zellen in der S-Phase als bei den entsprechenden Kontrollen. Diese 

Umverteilung der Zellen schien insbesondere auf Kosten der Zellzahl in der G1-Phase 

stattzufinden, da diese im Vergleich zu den Kontrollen bei mit GapmeR 2 und GapmeR 3 

behandelten Zellen eine signifikante Reduktion aufwies. Außerdem konnte eine leichte 

Zunahme der Zellzahl in der G2-Phase festgestellt werden. Die beschriebenen 

Beobachtungen waren, wie Abbildung 10 zeigt, in absteigender Reihenfolge am stärksten 

bei mit GapmeR 2 und nachfolgend bei mit GapmeR 3 bzw. 5 behandelten Zellen 

ersichtlich.  

Die Darstellung der Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen erfolgte durch eine 

Durchflusszytometrie 72 h nach Transfektion der Zellen mit 6 µl GapmeRs und 4 µl RNAiMAX. Die Werte 

wurden aus n = 10 Versuchen zusammengefasst. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, während die 

Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur statistischen Auswertung 
wurde ein t-Test durchgeführt, bei dem die Proben mit der GR_K verglichen wurden. * p < 0,05, 

** p < 0,01, *** p < 0,001. 

 

Zur besseren Interpretation dieser Ergebnisse wurden weitere Versuche durchgeführt, bei 

denen die Zellen zusätzlich für 24 Stunden mit Nocodazol behandelt wurden. Dieses führt 

zu einem Arrest der Zellen in der G2-Phase. Die entsprechenden Versuchsreihen 

bestanden aus zwei parallel durchgeführten Experimenten, die aus derselben 
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Zellkulturpassage stammten. In einem Ansatz erfolgte die Transfektion der Zellen wie 

gewohnt 48 Stunden nach der Aussaat, gefolgt von der Ernte der Proben 72 Stunden 

später. 

Im parallelen Vergleichsansatz wurden die Zellen ebenfalls 48 Stunden nach der Aussaat 

transfiziert. 24 Stunden vor der geplanten Ernte, also insgesamt 48 Stunden nach der 

Transfektion, wurden den Zellen 2 µl Nocodazol pro Well zugegeben. Die Proben wurden 

auch in diesem Ansatz 72 Stunden nach der Transfektion geerntet. Die anschließende 

Probenvorbereitung für die Durchflusszytometrie erfolgte gemäß dem in Kapitel 2.2.9 

beschriebenen Standardprotokoll. 

Da der Versuch ohne Nocodazol im Rahmen dieses Versuchsansatzes nur zweimal 

durchgeführt wurde, sind die Ergebnisse in Abbildung 11A weniger signifikant als bei 

dem ansonsten identischen Versuchsansatz in Abbildung 10, bei dem die Ergebnisse aus 

n = 10 Versuchen zusammengefasst wurden. Insgesamt zeigen jedoch beide Abbildungen 

übereinstimmende Resultate mit einer ähnlichen Verteilung der Zellen auf die 

verschiedenen Zellzyklusphasen. 

Zur besseren Interpretation der Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zellzyklusphasen erfolgte 

zusätzlich eine Durchflusszytometrie zweier parallel ablaufender Vergleichsansätze mit und ohne 

Nocodazol. Die Messung fand bei beiden Versuchsansätzen 72 h nach der Transfektion der Zellen mit 6 µl 

GapmeRs und 4 µl RNAiMAX statt. Die Werte wurden aus n = 2 Versuchen zusammengefasst. Die Säulen 

repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte 
darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt, bei dem die Proben mit der GR_K 

verglichen wurden. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (A) Durchflusszytometrie Zellzyklus 72 h nach 

Transfektion ohne Nocodazol (B) Durchflusszytometrie Zellzyklus 72 h nach Transfektion mit Zugabe von 

2 µl Nocodazol pro Well jeweils 48 h nach der Transfektion. 

 

Nach der Zugabe von Nocodazol befanden sich bei den beiden Kontrollen im Mittel über 

80 % der Zellen in der G2-Phase, was in Abbildung 11 dargestellt wird. Dies spricht dafür, 

dass die Zugabe von Nocodazol den erwarteten Effekt erzielen konnte. Die Zellen, die 

zuvor zusätzlich einer Behandlung mit GapmeR 2 oder 3 unterzogen worden waren, 
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Abbildung 11: Durchflusszytometrie Zellzyklus ohne und mit Verwendung von Nocodazol im Vergleich 
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befanden sich im Mittel nur zu knapp über 46 % in der G2-Phase. Wie auch im Rahmen 

der anderen Versuchsmethoden bereits festgestellt, waren die geringsten Effekte bei mit 

GapmeR 5 transfizierten Zellen zu verzeichnen, sodass sich hier im Durchschnitt etwa 

63 % der Zellen in der G2-Phase befanden.  

Die Zellen, denen ein vollständiges Durchlaufen des Zellzyklus bis zum Erreichen der 

G2-Phase offenbar nicht gelungen ist, haben sich augenscheinlich insbesondere in der 

S-Phase gesammelt. Einem geringen Anteil der Zellen war es den Ergebnissen zufolge 

bis zum Zeitpunkt der Messung nicht gelungen, die S-Phase zu erreichen, sodass diese 

sich noch in der G1-Phase befanden. Dies unterstützt die Ergebnisse der 

Durchflusszytometrie-Untersuchungen ohne die Verwendung von Nocodazol. 

 

Dieser angedeutete S-Phase-Arrest legte eine genauere Untersuchung der S-Phase nahe. 

Mithilfe eines BrdU-Assays, bei dem Bromdesoxyuridin als Thymidin-Analogon in neu 

synthetisierte DNA-Stränge eingebaut wird, sollte der Anteil aktiv proliferierender Zellen 

an der Zellpopulation beurteilt werden. Insgesamt konnte bei den transfizierten 

BON1-Zellen eine verringerte Proliferationsrate festgestellt werden. Diese lag bei mit 

GapmeR 2 behandelten Zellen im Durchschnitt um 24 Prozentpunkte und bei mit 

GapmeR 3 und 5 transfizierten Zellen im Mittel ungefähr 12 Prozentpunkte niedriger als 

bei den mit der GapmeR-Kontrolle behandelten Zellen. Statistisch signifikant war hierbei 

jedoch lediglich die durch Transfektion mit GapmeR 2 und 5 ausgelöste 

Proliferationsverminderung. 

Über eine indirekte Messung der DNA-Synthese mit einem BrdU-Assay wurde die Proliferation der Zellen 

beurteilt. Das BrdU-Assay wurde dabei 72 h nach der Transfektion der Zellen mit 3 µl GapmeRs und 2 µl 

RNAiMAX bzw. 2 µl siRNAs und 1,5 µl RNAiMAX durchgeführt. Es wurden die Mittelwerte aus n = 5 
Versuchen gebildet und die untersuchten Proben auf die Proliferation der GR_K- bzw. siK-behandelten 

Zellen normiert. Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die 

Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test 

durchgeführt. * p < 0,05, ** p < 0,01. 
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Abbildung 12: BrdU-Assay 72 h nach Transfektion 
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In vorausgegangenen Versuchen der Arbeitsgruppe konnte bereits eine 

Proliferationshemmung der Zellen durch Behandlung mit PLAC8-spezifischen siRNAs 

festgestellt werden, die hierbei als Positivkontrolle genutzt wurden. Diese verminderte 

aktive DNA-Synthese lag in einer ähnlichen Größenordnung wie die nun nachgewiesene 

Proliferationshemmung durch Behandlung mit GapmeRs, was durch Abbildung 12 

dargestellt wird.  

 

 

3.6 DNA-Damage als möglicher Effekt der Transfektion mit GapmeRs gegen 

PLAC8 

Die Vermutung, dass eine Proliferationshemmung der Zellen als zentraler, durch 

GapmeRs hervorgerufener Effekt betrachtet werden könnte, war ausschlaggebend für die 

Durchführung eines -H2AX-Foci-Stainings. Dieses dient der bildlichen Darstellung von 

DNA-Schäden durch eine immunhistochemische Reaktion, wodurch Doppelstrangbrüche 

sichtbar gemacht werden können. Zellkerne stellen sich in den Abbildungen blau dar, 

während die DNA-Schäden als grüne Punkte erkennbar sind. Als Positivkontrolle wurde 

Mitomycin C verwendet, das zu DNA-Strangbrüchen in den Zellen führt. Die optimale 

Mitomycin-Konzentration pro Well wurde mithilfe eines Killing-Assays bestimmt. Dazu 

wurden 48 Stunden nach der Aussaat der Zellen verschiedene 

Mitomycin-Konzentrationen zwischen 100 nM und 600 nM direkt in das Medium der 

einzelnen Wells pipettiert. 72 Stunden später wurde diejenige Mitomycin-Konzentration, 

bei der die Zellviabilität auf unter 50 % gesunken war, mithilfe eines MTT-Assays 

ermittelt. 

Bei den Experimenten wurden abgesehen von den beiden Kontrollen sowie den mit 

Mitomycin C behandelten Zellen nur die Zellen untersucht, die mit GapmeR 2 transfiziert 

worden waren, da bei den vorausgegangenen Versuchen für diesen GapmeR in der Regel 

die stärksten Effekte beobachtet worden waren.  

Nachdem in anfänglichen Versuchen bereits ein vermehrtes Auftreten von Foci in 

transfizierten Zellen festgestellt werden konnte, sollte durch das Durchführen des 

Stainings zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion nun der Zeitpunkt des 

maximalen DNA-Schadens bestimmt werden.  

Abbildung 13 dient zur Veranschaulichung der Zunahme der DNA-Doppelstrangbrüche 

bei mit GapmeR 2 behandelten Zellen in Abhängigkeit von der vergangenen Zeit nach 

der Transfektion.  
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Abbildung 13A verdeutlicht dabei den Unterschied in der zunehmenden Anzahl der 

Doppelstrangbrüche zwischen transfizierten Zellen und den mit der GapmeR-Kontrolle 

behandelten bzw. unbehandelten Zellen. Vier Stunden nach der Transfektion waren bei 

den behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen keine vermehrten Foci zu 

erkennen. Ab 12 Stunden nach der Transfektion waren die ersten signifikanten Effekte zu 

verzeichnen, wobei bei den behandelten Zellen rund 14 % der Zellen bereits mehr als 10 

Foci pro Zellkern aufwiesen, während der Anteil bei den Kontrollen bei lediglich knapp 

2–3 % lag. Maximal stieg der Anteil der Zellen mit mehr als 10 Foci pro Nukleus auf 

knapp über 20 %, was insbesondere im Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden der Fall zu 

sein schien. Im Mittel lag der Anteil der Zellen mit über 10 Foci pro Nukleus bei 

24 Stunden sowie bei 48 Stunden nach der Transfektion etwa bei 16 %. Bei einem weiter 

verlängerten Zeitintervall zwischen der Transfektion und der Durchführung des Stainings 

schien es zu keiner maßgeblichen weiteren Zunahme der Doppelstrangbrüche zu 

kommen. Somit lässt sich vermuten, dass der maximale DNA-Schaden etwa 24 Stunden 

nach der Transfektion auftritt. 

Die Abbildungen repräsentieren die Zunahme des DNA-Schadens in Abhängigkeit von der vergangenen 
Zeit nach der Transfektion. Die Werte wurden aus einer unterschiedlichen Anzahl von Versuchen 

zusammengefasst: 4 h (n = 3), 8 h (n = 1), 12 h (n = 4), 16 h (n = 1), 18 h (n = 1), 24 h (n = 4), 36 h (n = 1), 

48 h (n = 3), 72 h (n = 1), 84 h (n = 1). Die Säulen repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die 

Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test 

durchgeführt, bei dem die Proben mit der GR_K verglichen wurden. ** p < 0,01. (A) Zeitreihe von 

4 h – 84 h mit Gegenüberstellung der mit GapmeR 2 transfizierten Zellen gegenüber den unbehandelten 

bzw. mit GapmeR Kontrolle behandelten Zellen. (B) Zeitreihe von 4 h bis 84 h bei mit GapmeR 2 

behandelten Zellen. 
  

Zur beispielhaften Darstellung der Foci sind in Abbildung 14A und C jeweils die 

unbehandelten BON1-Zellen sowie die mit der GapmeR-Kontrolle behandelten Zellen 

24 Stunden nach der Transfektion zu erkennen. Hierbei lässt sich feststellen, dass kein 
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Abbildung 13: Zeitreihe γ-H2AX-Foci-Staining nach GapmeR-Transfektion 
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Zellkern mehr als 10 Foci aufweist. Demgegenüber stehen die in Abbildung 14B 

dargestellten, 24 Stunden nach der Transfektion mit GapmeR 2 behandelten Zellen, bei 

denen mehrere Zellkerne mit über 10 Foci erkennbar sind. Die als Positivkontrolle 

dienenden, mit Mitomycin C behandelten Zellen sind in Abbildung 14D ersichtlich und 

weisen teilweise zahlreiche Foci pro Nukleus auf. 

DNA-Doppelstrangbrüche wurden mithilfe eines γ-H2AX-Foci-Staining dargestellt. Grün fluoreszierende 

Signalpunkte, sogenannte Foci, spiegeln Doppelstrangbrüche wider. (A) unbehandelte BON1-Zellen 24 h 

nach der Transfektion. (B) BON1-Zellen 24 h nach der Transfektion mit GapmeR 2. (C) BON1-Zellen 24 h 

nach der Transfektion mit der GapmeR-Kontrolle. (D) BON1-Zellen nach der Behandlung mit Mitomycin 

als Positivkontrolle. 

Zur weiteren Interpretation dieser Ergebnisse wurden erneut Western-Blot-Versuche 

durchgeführt. Hierbei sollte die Expression von Proteinen, die zentrale Rollen in der 

zellulären Antwort auf DNA-Schäden spielen, genauer betrachtet werden. Dabei wurde 

die Expression der ATPase RAD51, von CHK1 und pCHK1 sowie ATR und pATM 

untersucht. Als Positivkontrolle wurde bei allen fünf Proteinen Mitomycin C eingesetzt. 

Bei RAD51 ließ sich eine Abnahme der Expression des Proteins bei mit GapmeR 2 

behandelten Zellen im Gegensatz zu den Kontrollen feststellen, wie in Abbildung 15 

dargestellt ist. 

A B 

D C 

Abbildung 14: γ-H2AX-Foci-Staining 24 h nach Transfektion und Mitomycin-Positivkontrolle 
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Die Darstellung der Proteinkinasen CHK1 und pCHK1 mittels Western Blot gestaltete 

sich als schwierig, weshalb verschiedene Versuchsbedingungen getestet wurden.  

Es ließ sich feststellen, dass CHK1 im Vergleich zu den Kontrollen in mit GapmeR 2 

transfizierten Zellen weniger stark exprimiert wurde. Demgegenüber konnte keine 

Veränderung der Expression von pCHK1 bei behandelten Zellen gezeigt werden. 

 

Die Expression der DNA-Damage Marker RAD51, CHK1 und pCHK1 nach der Behandlung der BON1-

Zellen mit GapmeR 2 gegen PLAC8 sowie jeweils ein beispielhafter Western Blot werden gezeigt. Die 
Werte für das Protein RAD51 wurden aus n = 5, für das Protein CHK1 aus n = 3 und für das Protein pCHK1 

aus n = 4 Versuchen zusammengefasst. Es wurden die Mittelwerte aus den Versuchen gebildet und die 

untersuchten Proben auf die Proteinexpression bei den GR_K-behandelten Zellen normiert. Die Säulen 

repräsentieren die Mittelwerte, während die Whisker die Standardabweichungen der jeweiligen Messwerte 

darstellen. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgeführt. * p < 0,05, *** p < 0,001. 

(A) Proteinexpression von RAD51 (B) Proteinexpression von CHK1 (C) Proteinexpression von pCHK1  

 

Bei dem 300 kDa großen Protein ATR und 350 kDa großen Protein pATM manifestierte 

sich das Problem, dass trotz langer Laufzeit der Gelelektrophorese und Blottingzeiten von 

bis zu 3,5 Stunden bei variierender Verwendung von Membranen, Block- und 

Verdünnungsmedien sowie Antikörperkonzentrationen keine Banden auf den Membranen 

sichtbar gemacht werden konnten. Gleichzeitig funktionierte die Darstellung der 

Ladekontrolle β-Aktin konsequent, sodass die Überlegung nahe liegt, dass der Transfer 

dieser großen Proteine auf die Membranen nicht gelungen ist. 
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Abbildung 15: DNA-Damage-Response Marker im Western Blot 
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4 Diskussion 

Wie zu Beginn der Arbeit dargestellt wurde, handelt es sich bei PLAC8 um ein Gen, das 

im Zusammenhang mit zahlreichen Tumorerkrankungen in Erscheinung tritt. Dabei 

fungiert es kontextabhängig als Onkogen oder Tumorsuppressor und ist insbesondere 

aufgrund seiner proliferationsfördernden Wirkung von großer Bedeutung. Zudem kann es 

zu einem verminderten Therapieansprechen beitragen.  

Die Überexpression von PLAC8 in pankreatischen duktalen Adenokarzinomen aber auch 

in neuroendokrinen Tumoren des Pankreas wurde bereits beschrieben (Kaistha et al., 

2016; Tatura et al., 2020). Darüber hinaus konnte in der Arbeitsgruppe festgestellt 

werden, dass zwar ein Knockout von PLAC8 auf Protein-, jedoch nicht auf RNA-Ebene 

möglich ist, was die Vermutung nahelegte, dass PLAC8 in Form einer lncRNA wirken 

könnte (Stark, 2022).  

Ziel der Arbeit war es, den potenziellen Zusammenhang zwischen PLAC8 und dem als 

möglichen Mediator identifizierten LIN54 zu untersuchen. Dabei kamen MTT-Assays 

und RT-PCR-Analysen zum Einsatz, um die funktionelle Bedeutung von LIN54 im 

Kontext der PLAC8-vermittelten Effekte näher zu betrachten. Ein weiterer Schwerpunkt 

lag auf der Analyse der Auswirkungen einer Transfektion mit gegen PLAC8 gerichteten 

GapmeRs. Im Rahmen dieser Experimente wurden insbesondere die Auswirkungen auf 

die Zellviabilität, die Expression der PLAC8-RNA sowie der Einfluss auf Zellzyklus und 

Apoptose mithilfe von Western Blot und Durchflusszytometrie analysiert. Darüber hinaus 

wurden die Proliferationsrate der Zellen und das Auftreten von 

DNA-Doppelstrangbrüchen untersucht. 

 

 

4.1 Wachstumsverhalten der BON1-Zellen als möglicher Einflussfaktor auf die 

Ergebnisse 

Das Wachstumsverhalten der BON1-Zellen erwies sich in den durchgeführten 

Experimenten als wesentlicher Einflussfaktor.  

Insbesondere bei den anfänglichen Versuchen zur Zellviabilität, bei denen die optische 

Dichte des Reaktionsgemisches mithilfe eines MTT-Assays bestimmt wurde, fiel auf, 

dass die Effekte der Transfektion mit GapmeRs bei BON1-Zellen im Vergleich zu 

Versuchen der Arbeitsgruppe mit S2-007- oder G2#1-Zellen deutlich geringer ausfielen. 

Auch in der Literatur werden Unterschiede in der Reduktion des MTT-Reagenz in 

Abhängigkeit von der Zelllinie beschrieben (Vistica et al., 1991). Bei der Beobachtung 
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des Zellwachstums unter einem optischen Mikroskop wurde deutlich, dass sich 

BON1-Zellen durch ein Wachstum in Zellhaufen auszeichnen und zur Verklumpung 

neigen. Dies könnte bewirken, dass der gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid nur eingeschränkt in die Zellen gelangen kann und somit die 

Reduktion zu dem blau-violetten Farbstoff Formazan nicht in vollem Maße stattfinden 

kann. Für die Zelllinien S2-007 und PaTu8988T (Kaistha et al., 2016) werden in der 

Literatur ebenfalls stärkere Effekte im MTT-Assay nach PLAC8-Knockdown durch 

siRNAs beschrieben als für BON1-Zellen (Tatura et al., 2020). 

Eine ähnliche Problematik und weniger starke Effekte im Vergleich zu anderen Zelllinien 

manifestierten sich bei der Durchführung der BrdU-Assays, bei denen das klumpige 

Zellwachstum zu einer verminderten Einlagerung des Bromdesoxyuridin in die DNA 

geführt haben könnte. 

Die Zellzyklusanalyse mithilfe der Durchflusszytometrie machte dieses Wachstums-

Phänomen der BON1-Zellen ebenfalls ersichtlich. Bei der Auswertung der Ergebnisse 

mit der Software FlowJo wurde bei den ersten Versuchen ein großer Anteil der 

untersuchten Zellen als Dubletten identifiziert. Deshalb wurde eine Anpassung der 

Methodik vorgenommen, indem die Zellen vor der Messung zunächst mithilfe einer 

Pipette resuspendiert und damit vereinzelt wurden, wodurch das zuvor aufgetretene 

Problem wesentlich minimiert werden konnte.  

Auch bei dem -H2AX-Foci-Staining erschwerte das haufenartige Wachstum der Zellen 

die Auswertung der Foci mit dem Programm ImageJ, da die Zellgrenzen teilweise nicht 

eindeutig voneinander abzugrenzen waren. Zudem wuchsen die Zellen teilweise in so 

großen Haufen und auch übereinander, dass eine Begutachtung der Zellen und 

vorhandener Foci kaum möglich war. Um einen Bias durch willkürliches Auswählen der 

Gesichtsfelder, die zum Auszählen der Zellen verwendet wurden, zu vermeiden, wurde 

zunächst mithilfe der Mikroskop-Kreuztisch-Steuerung eine zufällige Region auf dem 

Objektträger eingestellt und anschließend in einem begrenzten Gebiet solche 

Gesichtsfelder ausgewählt, in denen die Zellen größtenteils vereinzelt vorlagen. 

In einer Studie von Monazzam et al. wird ebenfalls die ausgeprägte Heterogenität von 

BON1-Zellen hinsichtlich ihrer Zellform sowie die Tendenz zum clusterförmigen 

Wachstum nach Knockdown von MEN1 beschrieben (Monazzam et al., 2020). 

Zusammenfassend verdeutlichen diese Beobachtungen, dass die 

Wachstumsbesonderheiten der BON1-Zellen die Aussagekraft der Ergebnisse 

beeinflussen könnten und diese daher kritisch interpretiert werden sollten. 



Diskussion 

 53 

4.2 Relevanz von PLAC8 für ein Überleben und die Proliferation von 

BON1-Zellen  

Wie bereits in früheren Experimenten der Arbeitsgruppe festgestellt werden konnte, spielt 

PLAC8 eine wesentliche Rolle für das Überleben und die Proliferation verschiedener 

pankreatischer Tumorzelllinien.  

Frühere Publikationen belegen, dass ein PLAC8-Knockdown mit einer signifikanten 

Reduktion der Zellviabilität einhergeht. Dabei gelang durch Behandlung der Zellen mit 

gegen PLAC8 gerichteten siRNAs eine Verminderung der Zellviabilität im MTT-Assay 

auf etwa 50–70 % bei BON1-Zellen (Tatura et al., 2020), auf etwa 50 % bei S2-007-

Zellen und auf rund 30 % bei PaTu8988T-Zellen (Kaistha et al., 2016). Auch in 

Tumorzellen anderer Entitäten, wie beispielsweise beim klarzelligen Nierenkarzinom, 

konnten ähnliche Effekte nach der Transfektion mit PLAC8-spezifischen siRNAs 

beobachtet werden (Shi et al., 2017). Weiterhin zeigte eine Publikation zu durch 

Cadmium-Exposition ausgelösten Prostatakarzinomen eine Überexpression von PLAC8. 

Auch hier führte die Transfektion der Zellen mit spezifischen siRNAs gegen PLAC8 zu 

einer verminderten Viabilität der Zellen (Kolluru et al., 2017). In einer Studie von 

Mao et al. konnte anhand von Mammakarzinom-Zellen nicht nur eine Verminderung der 

Zellviabilität durch siRNA-vermittelten PLAC8-Knockdown, sondern zusätzlich eine 

durch den Knockdown gesteigerte Sensitivität der Krebszellen gegenüber Tamoxifen 

erreicht werden (Mao et al., 2021). 

Insgesamt bestätigen diese Beobachtungen aus der Literatur die Ergebnisse der 

MTT-Assays der vorliegenden Arbeit. In BON1-Zellen reduzierte sowohl der siRNA- als 

auch der GapmeR-vermittelte Knockdown von PLAC8 die Zellviabilität signifikant, 

wobei der Effekt bei den GapmeRs stärker ausgeprägt war.  

Diese Daten untermauern die in der Literatur beschriebenen Effekte eines PLAC8-

Knockdowns und verdeutlichen somit erneut, dass das Gen eine wichtige Rolle bei der 

Zellproliferation und dem Überleben der Zellen einnimmt. Zudem deuten die Ergebnisse 

darauf hin, dass das Auftreten dieser Effekte zunächst unabhängig von der Art der 

Transfektion zu sein scheint, durch die der Knockdown induziert wird. Allerdings weist 

die höhere Effizienz der GapmeR-Transfektion darauf hin, dass diese aufgrund ihrer 

spezifischeren Wirkungsweise, die sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern erfolgt, 

wirksamer ist als die Transfektion mit siRNAs. 
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4.3 Untersuchung eines möglichen funktionellen Zusammenhangs zwischen den 

Proteinen PLAC8 und LIN54 

Aufgrund der Tatsache, dass ein vollständiger Knockout von PLAC8 auf RNA-Ebene 

nicht erzielbar ist, bestand die Vermutung, dass das PLAC8-Transkript möglicherweise 

als lncRNA fungieren könnte (Stark, 2022). Nachdem LIN54 als potenzieller Mediator 

der PLAC8-vermittelten Effekte identifiziert worden war, sollte ein möglicher 

Zusammenhang zwischen den Proteinen untersucht werden, der jedoch nicht bestätigt 

werden konnte. 

Im Rahmen von MTT-Assays konnte keine Verminderung der Zellviabilität nach der 

Transfektion der Zellen mit siRNAs gegen LIN54 beobachtet werden, wie in Kapitel 3.1 

beschrieben wird. Eine leicht verringerte Zellviabilität in der siRNA-Kontrollgruppe im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wie Abbildung 1 zeigt, könnte 

transfektionsbedingt sein. Eine dosisabhängige Zytotoxizität von siRNAs ist bereits in 

der Literatur beschrieben (Grimm, 2011). Diesem Effekt wird jedoch keine wesentliche 

Bedeutung beigemessen.  

Trotz erfolgreichen Knockdowns von LIN54 auf RNA-Ebene nach Transfektion mit 

LIN54-spezifischen siRNAs zeigte sich keine verminderte Expression von PLAC8 auf 

RNA-Ebene. Auch bei den mit siRNAs gegen PLAC8 behandelten Zellen konnte zwar 

ein erfolgreicher PLAC8-Knockdown auf RNA-Ebene gelingen, jedoch kein Effekt auf 

die LIN54-RNA herausgestellt werden. Im Western Blot konnte keine Veränderung der 

Expression des Proteins LIN54 gezeigt werden, nachdem die BON1-Zellen einer 

Behandlung mit PLAC8-spezifischen GapmeRs unterzogen worden waren. In 

Zusammenschau der Ergebnisse wurde somit zunächst Abstand von der Hypothese 

genommen, dass ein Feedback-Loop zwischen PLAC8 und LIN54 besteht. 

In einer Publikation von Chen et al. wurde die lncRNA HOXD-AS1 untersucht, die 

bereits als onkogene lncRNA in einigen Tumorarten beschrieben wurde. Hierbei konnte 

eine Hochregulation dieser lncRNA in Pankreaskarzinomzellen gezeigt werden. 

HOXD-AS1 bindet die tumorunterdrückende microRNA miR-664b-3p, wodurch deren 

hemmende Wirkung auf PLAC8 aufgehoben wird. Dies resultiert in einer Hochregulation 

von PLAC8, was mit einer gesteigerten Proliferation der Zellen einhergeht (Chen et al., 

2022). Auch die lncRNA EPIC1 wird bei Pankreaskarzinomen vermehrt exprimiert und 

korreliert unter anderem mit der Tumorgröße. Durch gezielte Behandlung der Zellen mit 

spezifischen siRNAs konnte es gelingen, das Zellwachstum einzuschränken (Xia et al., 

2020). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass PLAC8 in ein lncRNA-gesteuertes Netzwerk 
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eingebunden sein könnte und liefern somit einen weiteren Hinweis darauf, dass PLAC8 

selbst potenziell lncRNA-ähnliche Funktionen ausüben könnte. In früheren 

Untersuchungen der Arbeitsgruppe an S2-007-Zellen wurde ebenfalls bereits die 

potenzielle lncRNA-Wirkung von PLAC8 untersucht. Dabei konnte für die Gene E2F1, 

E2F2, E2F5, HYOU1, CHPT1, TGOLN2 sowie B3GALT5 bisher kein funktioneller 

Zusammenhang festgestellt werden (Stark, 2022). 

Dass LIN54 jedoch grundsätzlich ein potenzieller Angriffspunkt im Rahmen 

onkologischer Therapien sein könnte, zeigten Daten aus einer Studie zu gastrointestinalen 

Stromatumoren. LIN54 ist Bestandteil des DREAM-Komplexes, der eine zentrale Rolle 

beim Übergang der Zellen in die G0-Phase spielt (Hwang & Kim, 2025). Ein gezielter 

Knockdown von LIN54 allein führte nicht zu einer erhöhten Apoptoserate nach Imatinib-

Behandlung. In Kombination mit einem Knockdown von E2F4, einem weiteren 

DREAM-Komplex-Protein, konnte unter Imatinib-Behandlung jedoch eine signifikante 

Zunahme der Apoptose festgestellt werden. Daraus lässt sich ableiten, dass die Zellen 

ohne funktionierenden DREAM-Komplex infolge eines LIN54/E2F4-Knockdowns nicht 

mehr in die G0-Phase übergehen, sondern im Zellzyklus verbleiben und dadurch wieder 

empfänglich für den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib werden (Boichuk et al., 2013). In 

der Literatur finden sich zudem Hinweise auf eine bestehende Sensitivität von 

BON1-Zellen gegenüber einer Imatinib-Behandlung. So konnte in einer in-vitro-Studie 

bei der Durchführung von MTT-Assays eine dosisabhängige zytotoxische Wirkung von 

Imatinib auf BON1-Zellen gezeigt werden (Yao et al., 2007). 

Im Rahmen der Experimente der vorliegenden Arbeit konnte durch MTT-Assays gezeigt 

werden, dass ein siRNA-vermittelter Knockdown von LIN54 in BON1-Zellen keine 

reduzierte Zellviabilität zur Folge hat. Dies spricht dafür, dass der alleinige Verlust von 

LIN54 in BON1-Zellen nicht ausreicht, um eine zytotoxische Wirkung hervorzurufen. 

Vor dem Hintergrund dieser Befunde stellt sich die Frage, ob ein kombinierter 

Knockdown mehrerer DREAM-Komplex-Komponenten, wie in der Studie von Boichuk 

et al., auch in BON1-Zellen eine verstärkte Wirkung entfalten könnte. Es erscheint 

denkbar, dass durch die gezielte Störung des gesamten Komplexes die von Yao et al. 

beschriebene Empfindlichkeit der Zellen gegenüber Imatinib weiter erhöht werden 

könnte. Daraus ergibt sich ein möglicher Ansatzpunkt für zukünftige funktionelle 

Untersuchungen, um die therapeutische Relevanz einer Zellzyklusmodulation im Kontext 

der Tyrosinkinaseinhibition bei neuroendokrinen Tumoren weiter zu evaluieren. 
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4.4 Wirkungsweise spezifischer siRNAs im Vergleich zu spezifischen GapmeRs 

Da sich siRNAs und GapmeRs hinsichtlich ihres Wirkmechanismus unterscheiden, wurde 

im Folgenden untersucht, wie sich diese Unterschiede auf die Effizienz eines 

Knockdowns und die resultierenden zellulären Effekte auswirken. 

Ein wichtiger Unterschied in der Wirkungsweise von GapmeRs im Vergleich zu siRNAs 

besteht darin, dass erstere ihre Wirkung häufig im Zellkern entfalten, während siRNAs 

im Zytoplasma aktiv sind (Abewe et al., 2020). Bei siRNAs handelt es sich um 

doppelsträngige RNA-Moleküle, die mithilfe des RISC bei perfekter Komplementarität 

zur Ziel-mRNA den Abbau dieser herbeiführen können (Kim & Rossi, 2007). GapmeRs 

hingegen sind einzelsträngige, chemisch modifizierte Antisense-Oligonukleotide, die den 

Abbau der Ziel-mRNA durch Bildung eines RNA/DNA-Hybrids herbeiführen (Migawa 

et al., 2019). 

Zur Gegenüberstellung von siRNAs und GapmeRs wurden in einer Studie von Lennox & 

Behlke verschiedene lncRNAs untersucht, die entweder bevorzugt im Zellkern, im 

Zytoplasma oder in beiden Kompartimenten lokalisiert sind. Die Ergebnisse zeigten, dass 

Antisense-Oligonukleotide insbesondere bei nukleär lokalisierten lncRNAs eine hohe 

Knockdown-Effizienz aufwiesen, während siRNAs vor allem bei zytoplasmatisch 

lokalisierten lncRNAs wirksam waren. Durch eine Kombination beider Verfahren konnte 

die Knockdown-Effizienz weiter verbessert werden (Lennox & Behlke, 2016). Amodio 

et al. untersuchten die Rolle der onkogenen lncRNA MALAT1 im multiplen Myelom. 

Hierbei kamen ebenfalls GapmeRs zum Einsatz, deren Anwendung in einer verringerten 

Lebensfähigkeit der Tumorzellen resultierte. Auffällig war, dass die Effekte stärker waren 

als bei den im Rahmen der Studie eingesetzten siRNAs gegen MALAT1 (Amodio et al., 

2018).  

Auch bei der Transfektion der BON1-Zellen mit gegen PLAC8 gerichteten siRNAs bzw. 

GapmeRs zeigten sich bereits im MTT-Assay Unterschiede. Während die Transfektion 

mit siRNAs lediglich zu einer Reduktion der Zellviabilität auf etwa 73 % führte, konnte 

durch die Behandlung mit GapmeRs in Abhängigkeit vom verwendeten Oligonukleotid 

eine deutlich stärkere Abnahme auf durchschnittlich 50–70 % erreicht werden.  

Obwohl das PLAC8-Protein in pankreatischen Tumorzellen an der inneren 

Plasmamembran lokalisiert ist (Kaistha et al., 2016), erlaubt dies keine eindeutige 

Aussage über die intrazelluläre Lokalisation der PLAC8-mRNA. Für proteinkodierende 

mRNAs gilt allgemein, dass sie nach der Transkription im Zellkern in der Regel in das 

Zytoplasma exportiert und dort translatiert werden. Dennoch ist es möglich, dass ein Teil 
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der Transkripte vorübergehend oder anteilig im Zellkern verbleibt (Wegener & Müller-

McNicoll, 2018). Ein solcher nukleärer Verbleib der PLAC8-Transkripte könnte erklären, 

warum GapmeRs im Vergleich zu siRNAs eine stärkere Wirkung zeigen, da sie bereits 

im Zellkern aktiv werden können. In Anlehnung an die Ergebnisse der beschriebenen 

Arbeit von Lennox & Behlke erscheint es daher denkbar, dass eine kombinierte 

Transfektion mit siRNAs sowie GapmeRs die Knockdown-Effizienz von PLAC8 weiter 

steigern könnte. Dies könnte in zukünftigen Experimenten gezielt untersucht werden. 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, auch Effekte 

der Transfektion auf Zellzyklusregulatoren festgestellt werden, die im Einklang mit der 

Literatur stehen. In einer Studie zum nasopharyngealen Karzinom konnten verminderte 

Proteinkonzentrationen von Cyclin D1 nach einem CRISPR/Cas-vermittelten Knockout 

von PLAC8 festgestellt werden (Yang et al., 2018). Im Gegensatz dazu war in einer Studie 

zu oralen Plattenepithelkarzinomen von Wu et al. ein siRNA-vermittelter Knockdown 

von PLAC8 mit einer erhöhten Cyclin D1-Expression und gesteigerten Zellproliferation 

assoziiert. Umgekehrt führte die Überexpression von PLAC8 zu einer signifikanten 

Reduktion von Cyclin D1 und einer verminderten Proliferation. In Zusammenschau der 

Ergebnisse wurden die Effekte vermutlich über die PI3K/Akt- und Wnt/β-Catenin-

Signalwege durch eine Herunterregulation der β-Catenin-Expression vermittelt (Wu 

et al., 2020). Allerdings konnte in früheren Arbeiten zu Pankreaskarzinomen festgestellt 

werden, dass ein erfolgreicher Knockdown von PLAC8 durch siRNAs in S2-007-Zellen 

auch in einer Herunterregulation des Zellzyklusproteins Cyclin D1 resultierte. Diese 

Veränderung der Expression war dabei nicht nur auf mRNA-Ebene, sondern zusätzlich 

auf Proteinebene sichtbar (Kaistha et al., 2016). Auch bei gleichermaßen behandelten 

BON1-Zellen wurde bereits eine Herunterregulation des Cyclin D1-Proteins im Western 

Blot beschrieben (Tatura et al., 2020). Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse wurden 

mit siRNAs transfizierte BON1-Zellen als Positivkontrolle bei den Western Blots zu 

Cyclin D1 verwendet.  

Eine verringerte Expression von Cyclin D1 würde der Wirkungsweise von Cyclin D1 

entsprechend mit einer verminderten Progression der Zellen von der G1- in die S-Phase 

einhergehen. Indem Cyclin D1 entweder an CDK4 oder CDK6 bindet, kann das 

Retinoblastom-Protein phosphoryliert werden, wodurch wiederum die Transkription von 

Genen für die DNA-Synthese und ein Eintritt in die S-Phase ermöglicht werden (Qie & 

Diehl, 2016).  
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Während die Positivkontrolle der mit siRNAs behandelten Zellen im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit eine signifikante Herunterregulation von Cyclin D1 zeigte, konnte in 

GapmeR-3-behandelten Zellen keine eindeutige Veränderung der Expression dieses 

Zellzyklusproteins nachgewiesen werden. Dagegen ließ sich in BON1-Zellen, die mit 

GapmeR 2 oder 5 transfiziert wurden, ebenfalls eine Reduktion der Cyclin-D1-

Expression beobachten. Obwohl diese Abnahme nicht das Ausmaß der siRNA-Kontrolle 

erreichte, war sie dennoch statistisch signifikant. Insgesamt werden somit die 

vorliegenden Ergebnisse durch die Beobachtungen der beschriebenen Literatur gestützt.  

Auch bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen führte der Knockout von PLAC8 zu 

einer erniedrigten Expression von Cyclin D1 und zudem zu einer erhöhten Expression 

von p21 im Western Blot (Ma et al., 2024). Bei Pankreaskarzinom-Zellen konnte durch 

einen PLAC8-Knockdown mithilfe von siRNAs ebenfalls eine stärkere Expression des 

Proteins p21 im Western Blot bei S2-007-Zellen festgestellt werden (Kaistha et al., 2016). 

Derartige Beobachtungen konnten außerdem bereits für mit siRNAs gegen PLAC8 

behandelte BON1-Zellen gemacht werden (Tatura et al., 2020). Diese Hochregulation von 

p21 geht mit einer verstärkten Inhibierung der CDKs und letztlich mit einem verringerten 

Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase einher, was eine unkontrollierte 

Zellteilung verhindert (Abbas & Dutta, 2009).  

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Expression des Zellzyklusinhibitors 

p21 zeigte die Positivkontrolle mit siRNA entgegen den Erwartungen keine signifikante 

Hochregulation, jedoch eine signifikante Herunterregulation des Proteins. Nach 

Transfektion mit GapmeR 2 oder 5 konnte keine statistisch signifikante Veränderung der 

p21-Proteinexpression festgestellt werden. Im Gegensatz dazu führte die Behandlung mit 

GapmeR 3 zu einer signifikanten Hochregulation von p21. 

Das phosphorylierte ribosomale Protein S6, kurz pRPS6, wurde ebenfalls zur Analyse 

zellulärer Wachstums- und Proliferationsprozesse verwendet. Dieses kann als Marker für 

die Translation betrachtet werden, da die Phosphorylierung des Proteins RPS6 mit einem 

Anstieg der Translation von mRNA korreliert (Bohlen et al., 2021). Die dazu 

durchgeführten Versuche konnten jedoch nicht in die Auswertung mit einbezogen 

werden, da die verwendeten Antikörper dazu neigten, zu verschmieren und unspezifische 

Signale zu erzeugen. Dadurch konnte keine verlässliche Quantifizierung der 

Proteinbanden erreicht werden. Tatura et al. berichten jedoch von einer 

Herunterregulation des Proteins in Western Blots bei BON1-Zellen, die einer 

Transfektion mit siRNAs gegen PLAC8 unterzogen worden waren (Tatura et al., 2020). 
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Vor dem Hintergrund dieser Beobachtung und der in der vorliegenden Arbeit gezeigten 

Proliferationsminderung (s. Abbildung 12) wäre auch hier eine reduzierte 

Phosphorylierung von RPS6 zu erwarten. Mögliche Ursachen für die unzureichende 

Qualität der pRPS6-Western-Blots könnten in einer zu großen Probenmenge im Gel, 

falschen Laufbedingungen oder falschen Antikörperkonzentrationen gesehen werden. 

 

In einer Studie von Mao et al. zum Mammakarzinom, in der die Effekte eines siRNA-

vermittelten PLAC8-Knockdowns untersucht wurden, zeigte der Western Blot eine 

erhöhte Expression der aktivierten (cleaved) Caspase 3, was auf eine Induktion der 

Apoptose hinweist (Mao et al., 2019). Auch in Untersuchungen zum nasopharyngealen 

Karzinom konnte eine gesteigerte Apoptose durch einen PLAC8-Knockout nachgewiesen 

werden (Huang et al., 2020). Demgegenüber wurde in der Literatur zu 

Pankreaskarzinomen bereits gezeigt, dass ein PLAC8-Knockdown bei S2-007-Zellen 

sowie PaTu8988T-Zellen mithilfe spezifischer siRNAs gegen PLAC8 keine Hinweise auf 

erhöhte Apoptoseraten ergab, was anhand der Spaltung von PARP und Caspase im 

Western Blot analysiert wurde (Kaistha et al., 2016). Auch Versuche mit BON1-Zellen, 

die zuvor mit siRNAs gegen PLAC8 transfiziert worden waren, zeigten keine Spaltung 

von PARP oder Caspase (Tatura et al., 2020).  

Im Zuge der Apoptose aktivieren Initiator-Caspasen Ausführungscaspasen, zu denen auch 

die Caspase 3 gehört, die anschließend wichtige Strukturproteine zerstören, was letztlich 

zur Fragmentierung der DNA und zur Membranblasenbildung führt (Mcllwain et al., 

2013). Das Enzym Poly(ADP-Ribose)-Polymerase, kurz PARP, wird im Verlauf der 

Apoptose durch Caspasen gespalten und ist somit ein wichtiger Marker dieses Prozesses 

(Germain et al., 1999). Ebendiese Proteine wurden auch in den Versuchen der 

vorliegenden Arbeit als Marker für die Apoptose eingesetzt. Wie Abbildung 8 zeigt, 

konnte keine Veränderung im Western Blot dargestellt werden, die ein verstärktes 

Zugrundegehen der Zellen durch Apoptose annehmen ließe. Dies legt nahe, dass die 

beobachteten Effekte auf die Zellviabilität in erster Linie auf eine reduzierte Proliferation 

und nicht auf apoptotische Prozesse zurückzuführen sind.  

 

Ein weiterer Aspekt, der im Rahmen der Arbeit vor allem aufgrund des fehlenden 

Nachweises von Apoptose berücksichtigt werden kann, ist die Frage, ob es sich bei den 

Auswirkungen des PLAC8-Knockdowns eher um eine Verlangsamung zellulärer 

Prozesse als um einen direkten Zelltod handelt. Hierfür könnte eine mögliche Erklärung 
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die Einleitung einer Art Seneszenz sein. Dies ist ein zellulärer Zustand, der als Antwort 

auf Stress entstehen kann. Dabei kommt es typischerweise zu einem Arrest im Zellzyklus 

begleitet von der Hochregulation von Zellzyklusinhibitoren wie p21 oder p16 sowie der 

Expression von Seneszenzmarkern wie SA-β-gal (Campisi & d’Adda di Fagagna, 2007). 

Ein derart typischer Marker wurde zwar im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, 

allerdings könnten die Beobachtungen wie die Proliferationsminderung im BrdU-Assay, 

der angedeutete S-Phasen-Arrest in der Durchflusszytometrie sowie die erhöhte 

p21-Expression auf einen seneszenzähnlichen Zustand hinweisen. 

Neben einer reinen Zellzyklusverlangsamung, wie durch die veränderte Expression von 

Cyclin D1 und p21 nahegelegt, könnten auch alternative Formen des Zelltods wie die 

Nekrose eine Rolle spielen. Da Nekrose meist mit einer frühen Membranschädigung und 

dem Austritt zytoplasmatischer Bestandteile einhergeht, wären begleitende 

Untersuchungen zur Beurteilung notwendig. Zum Nachweis nekrotischer Veränderungen 

eignen sich beispielsweise eine Durchflusszytometrie unter Verwendung von 

Propidiumiodid und Annexin V, der Nachweis einer Freisetzung des Proteins HMGB1 

oder die Identifikation nekrosetypischer morphologischer Merkmale wie 

Membranrupturen mittels Elektronenmikroskopie (Krysko et al., 2008). 

 

 

4.5 DNA-Damage als Folge eines PLAC8-Knockdowns 

Aufgrund der in der Durchflusszytometrie des Zellzyklus angedeuteten Akkumulation der 

Zellen in der S-Phase wurden BrdU-Assays zur Untersuchung der Zellproliferation 

durchgeführt.  

Die beobachtete verminderte Proliferationsrate der BON1-Zellen nach der Transfektion 

mit GapmeRs, wie in Kapitel 3.5 beschrieben, steht in Übereinstimmung mit früheren 

Publikationen. Dort wurde eine Abnahme der Zellproliferation nach siRNA-vermitteltem 

Knockdown von PLAC8 für S2-007-Zellen sowie PaTu8988T-Zellen gezeigt (Kaistha 

et al., 2016). Auch bei schon früher durchgeführten Experimenten zur Proliferation von 

mit siRNAs gegen PLAC8 transfizierten BON1-Zellen konnte eine Reduktion der 

proliferativen Aktivität nachgewiesen werden (Tatura et al., 2020). In menschlichen 

embryonalen Nierenzellen führte der Knockout von PLAC8 ebenfalls zu einer 

verringerten Proliferationsfähigkeit (Qin et al., 2020). Huang et al. fanden in einer Studie 

zu nasopharyngealen Karzinomen heraus, dass die verminderte Proliferation nach einem 

PLAC8-Knockout durch eine Hemmung der Autophagie mittels 3-Methyladenin oder 
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durch den Knockdown von Beclin-1 teilweise rückgängig gemacht werden kann. Somit 

wurde gefolgert, dass die Zellproliferation durch eine Induktion der Autophagie infolge 

des PLAC8-Knockouts und einer damit einhergehenden Inaktivierung des AKT/mTOR-

Signalwegs gehemmt wurde (Huang et al., 2020). 

Zur Untersuchung des Ursprungs der Proliferationshemmung in BON1-Zellen wurde 

mittels eines γ-H2AX-Foci-Stainings das Auftreten von DNA-Doppelstrangbrüchen 

analysiert. Die höchste Foci-Anzahl zeigte sich 24 Stunden nach der Transfektion. 

Allerdings lösten sich während dieses Prozesses zahlreiche Zellen vom Boden der Wells 

ab, was unter einem Lichtmikroskop zu erkennen war. Bei den anderen Versuchen stellte 

dies kein Problem dar, da immer sowohl die Zellen auf dem Boden der Wells als auch die 

Zellen, die sich im Medium schwimmend befanden, untersucht werden konnten. Der 

Methodik des -H2AX-Foci-Stainings zu verschulden ist jedoch, dass diese nicht mehr 

anhaftenden Zellen automatisch von der Untersuchung ausgeschlossen waren. Es war 

nicht möglich, Zellen auf dem Deckglas zu fixieren, die nicht dort angewachsen waren. 

Dieser Sachverhalt lässt Interpretationsspielraum für die Ergebnisse des Stainings. So 

wäre es denkbar, dass sich bevorzugt Zellen mit übermäßigem DNA-Schaden vom Boden 

des Wells gelöst haben und somit Zellen mit starkem DNA-Schaden unterrepräsentiert 

sind. Diese Überlegung ist allerdings als Spekulation zu werten.  

In einer Studie von Yang et al. zum nasopharyngealen Karzinom wurde die Expression 

des Proteins γ-H2AX mittels Western Blot bei unterschiedlich behandelten Zellgruppen 

untersucht. Sowohl in bestrahlten als auch in unbestrahlten Zellen führte ein PLAC8-

Knockdown zu einer erhöhten γ-H2AX-Expression im Vergleich zu den jeweiligen 

Kontrollzellen ohne Knockdown (Yang et al., 2018). Eine weitere Publikation zur 

gleichen Tumorentität bestätigt diese Ergebnisse (Shen et al., 2021). Diese Studien 

unterstützen somit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezüglich vermehrt 

auftretender γ-H2AX-Foci nach erfolgtem PLAC8-Knockdown. 

In der Literatur finden sich bislang keine Daten zu γ-H2AX-Foci-Stainings in Zellen, die 

mit GapmeRs behandelt wurden. Es existieren jedoch Studien, die eine erhöhte Anzahl 

an γ-H2AX-Foci pro Zellkern in RNase-H-defizienten Zellen beschreiben (Hiller et al., 

2012). Die Endonuklease RNase H ist essenziell für den Abbau der RNA-Komponente in 

RNA/DNA-Hybriden (Migawa et al., 2019). Bei einem Funktionsverlust dieser 

Ribonuklease kommt es zur Akkumulation solcher Hybride, was zu Replikationsstress 

und DNA-Doppelstrangbrüchen führen kann. Zwar könnten GapmeRs theoretisch durch 

die gezielte Bildung solcher Hybride ähnliche zelluläre Stressreaktionen hervorrufen, 
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doch erscheint dies angesichts der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit als weniger 

wahrscheinlich. Naheliegender ist, dass die beobachtete Zunahme an γ-H2AX-Foci auf 

den Verlust von PLAC8 zurückzuführen ist, was auch im Einklang mit den Studien von 

Yang et al. und Shen et al. steht. Die erhöhte H2AX-Phosphorylierung nach 

PLAC8-Knockdown könnte demnach auf eine durch den Funktionsverlust ausgelöste 

DNA-Schadensantwort hinweisen. 

Außerdem wurde eine erhöhte Anzahl an γ-H2AX-Foci auch nach Behandlung mit 

Gemcitabin, einem Standardchemotherapeutikum beim duktalen Adenokarzinom des 

Pankreas, beschrieben. Dies wird als Hinweis auf durch die Therapie induzierte 

DNA-Doppelstrangbrüche gewertet (Ewald et al., 2007). Vor diesem Hintergrund 

könnten GapmeRs gegen PLAC8, insbesondere wenn sie in pankreatischen Tumorzellen 

DNA-Schäden auslösen oder deren Reparaturmechanismen beeinflussen, ein zusätzliches 

therapeutisches Potenzial entfalten oder zur Sensibilisierung gegenüber DNA-

schädigenden Substanzen wie Gemcitabin beitragen. 

Bei der Auswertung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist zu berücksichtigen, dass 

GapmeRs auch Off-Target-Effekte hervorrufen können. Dies wird beispielsweise in einer 

Studie von Yoshida et al. deutlich, in der Off-Target-Effekte in Abhängigkeit von der 

Komplementarität des GapmeRs zu anderen Genen beobachtet wurden, die eine 

Sequenzähnlichkeit zur Ziel-mRNA aufweisen (Yoshida et al., 2019). Es konnte jedoch 

festgestellt werden, dass diese unspezifischen Effekte mit zunehmender Länge des 

Oligonukleotids tendenziell abnehmen, was die Bedeutung eines sorgfältigen Designs der 

GapmeRs hervorhebt (Yasuhara et al., 2022). Insbesondere vor dem Hintergrund eines 

potenziellen therapeutischen Einsatzes von GapmeRs sollte dieser Aspekt nicht 

vernachlässigt werden. In einer Studie von Smith et al. wurden GapmeRs gegen die 

Gastrin-mRNA in pankreatischen Tumoren untersucht und ein verringertes 

Tumorwachstum beobachtet. Zudem konnte eine Verbesserung der 

Tumormikroumgebung, unter anderem durch eine Abnahme von Fibrose, beobachtet 

werden. Der verwendete GapmeR wurde dabei so modifiziert, dass er gezielt an den 

Cholezystokinin-B-Rezeptor gekoppelt war, was zu einer selektiven Aufnahme des 

GapmeRs mit Reduktion von Off-Target-Effekten führte (Smith et al., 2025). Insgesamt 

wird somit deutlich, dass GapmeRs zwar potenziell Off-Target-Effekte aufweisen, diese 

jedoch durch gezieltes Design und spezifische Modifikationen reduziert werden können. 

Damit wird die vielversprechende therapeutische Option dieser Oligonukleotide bei 

Pankreastumoren herausgestellt. 
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Weiterhin wurde versucht, den DNA-Schaden auf Proteinebene mithilfe von Western 

Blots darzustellen. Hierfür wurden Proteine untersucht, die im Rahmen von DNA-

Damage und bei der Reparatur von Strangbrüchen eine veränderte Expression aufweisen. 

Dabei wurde unter anderem die ATPase RAD51 untersucht, die eine wichtige Rolle bei 

der Reparatur von Doppelstrangbrüchen spielt, indem das Protein nach homologen DNA-

Sequenzen sucht und die Anlagerung der DNA ermöglicht (Bonilla et al., 2020). Das 

Enzym ATR ist im Rahmen von Schädigungen wie Blockierungen von 

Replikationsgabeln oder Einzelstrangbrüchen aktiv, wobei die Aktivierung vermutlich 

durch die Verlängerung von ssDNA-Überhängen verstärkt wird (Flynn & Zou, 2011). 

Demgegenüber steht die Serin-Proteinkinase ATM, die insbesondere zur Reparatur von 

Doppelstrangbrüchen notwendig ist (Maréchal & Zou, 2013). 

Darüber hinaus wurden die Proteine CHK1 und pCHK1 im Western Blot genauer 

betrachtet. Die Serin/Threonin-Kinase CHK1 wird im Falle von DNA-Schäden durch 

eine Phosphorylierung zu phospho-CHK1 durch ATR an den Serinen 317 und 345 

aktiviert (Zhao & Piwnica-Worms, 2001). Dabei findet eine Konformationsänderung 

statt, nach der das aktive Zentrum der Proteinkinase frei zugänglich ist. CHK1 kann in 

der S-Phase durch Phosphorylierung von cdc25A die Aktivität der CDK2 verringern, was 

einen Abbruch der DNA-Replikation herbeiführt (Zhang & Hunter, 2014). 

Für die Proteine RAD51, CHK1 und pCHK1 konnten keine wesentlichen Veränderungen 

der Expression im Western Blot gezeigt werden. Eine mögliche Erklärung für die 

verminderte Expression von RAD51 gegenüber den Kontrollen, wie in Abbildung 15 

dargestellt, liefert eine Studie von Ahlskog et al. Hier wurde gezeigt, dass die Funktion 

von RAD51 von der Phosphorylierung des Proteins PALB2 durch die Kinasen ATM und 

ATR abhängig ist (Ahlskog et al., 2016). Dementsprechend könnte eine Abnahme der 

Expression von RAD51 darauf hinweisen, dass vorausgehende Mechanismen wie die 

Aktivierung von ATM oder ATR nicht ausreichend ausgelöst wurden. In einer Publikation 

von Li et al. konnte in Osteosarkom-Zellen durch eine pharmakologische Hemmung von 

ATR durch Berzosertib eine verminderte CHK1-Phosphorylierung bei gleichzeitig 

erhöhter γ-H2AX-Expression festgestellt werden (Li et al., 2020). Übertragen auf die 

Versuche der vorliegenden Arbeit könnten die nur geringen bzw. ausbleibenden 

Veränderungen der Expression der Proteine somit auf eine, wie anhand der Literatur 

beschrieben, biologische Ursache oder aber auf methodische Fehler zurückzuführen sein. 

So könnte beispielsweise die DNA-Schadensantwort mit dem gewählten Zeitpunkt der 

Proteinextraktion nicht optimal erfasst worden sein. 
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In einer Studie von Vandamme et al. zur Charakterisierung der Zelllinie BON1 konnte 

eine homozygote Mutation im TP53-Gen festgestellt werden, die vermutlich zu einem 

Funktionsverlust des Tumorsuppressors p53 führt (Vandamme et al., 2015). Dadurch 

wäre es möglich, dass wesentliche Kontrollmechanismen der DNA-Schadensantwort in 

BON1-Zellen von vornherein beeinträchtigt sind, was die Dynamik verschiedener 

Reparaturmechanismen und die vorliegenden Ergebnisse beeinflussen könnte. Dies 

könnte beispielsweise auch erklären, weshalb trotz nachweisbaren DNA-Schadens kein 

Hinweis auf eine Apoptose beobachtet werden konnte. 

Bei den über 300 kDa großen Proteinen ATR und p-ATM gelang es nicht, sie auf der 

Membran darzustellen. Mögliche Ursachen sind eine zu kurze Laufzeit der 

SDS-Gelelektrophorese oder eine unzureichende Blotting-Zeit. Dagegen spricht jedoch, 

dass der Proteinstandard Spectra Multicolor High Range korrekt aufgetrennt und 

vollständig übertragen wurde, einschließlich der 300 kDa-Banden. Auch die 

Ponceau-S-Färbung im Anschluss an das Blotten zeigte eine vollständige 

Proteinübertragung. Alternativ könnte die Ursache in einer fehlerhaften Verwendung der 

Antikörper liegen, etwa durch eine zu starke Verdünnung, falsche Lagerung oder eine 

fehlende Spezifität des Sekundärantikörpers. Insgesamt lässt sich das Fehlschlagen der 

Darstellung der großen Proteine ATR und p-ATM vermutlich auf ein Zusammenspiel 

mehrerer Faktoren zurückführen. Deshalb könnte eine Wiederholung entsprechender 

Western Blots unter Beachtung der genannten möglichen Fehlerquellen sinnvoll sein. 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Knockdown von PLAC8 in 

BON1-Zellen DNA-Schäden auslöst. Dies weist auf die zentrale Rolle von PLAC8 in der 

Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität hin und unterstreicht dessen potenzielle 

Relevanz als therapeutisches Ziel. 

 

 

4.6 Fazit 

Im Hinblick auf die eingangs formulierten Forschungsfragen konnte kein funktioneller 

Zusammenhang zwischen PLAC8 und LIN54 festgestellt werden. Allerdings wird im 

Rahmen dieser Arbeit ein neuer Ansatz zum effizienten Erreichen eines Knockdowns der 

PLAC8-RNA sowie des Proteins durch GapmeRs ersichtlich.  

Aufgrund der signifikanten Effekte der Transfektion mit GapmeRs auf das Überleben der 

Zellen sowie den bereits erfolgreichen Einsatz dieser Antisense-Oligonukleotide z.B. in 

der Neurologie ist denkbar, dass man diese auch in der Therapie der pNETs einsetzen 
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könnte. Dabei könnte der gezielte Einsatz von GapmeRs gegen PLAC8 zum 

Wachstumsstopp des Tumors und somit zur Etablierung einer weiteren medikamentösen 

Therapiesäule beitragen. Im Rahmen dessen sollte die Bedeutung eines sorgfältigen 

GapmeR-Designs berücksichtigt werden. Zudem wäre es notwendig, an die bisher 

erfolgten Versuche weitere Experimente in vitro anzuschließen, sowie längerfristig die 

Untersuchungen in vivo, zunächst auf ein Tiermodell und zuletzt auf den Menschen, 

auszuweiten. 
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5 Zusammenfassung 

Neuroendokrine Tumoren (NETs) sind seltene Neoplasien, die häufig im 

gastroenteropankreatischen System auftreten. Pankreatische NETs (pNETs) sind nach 

duktalen Adenokarzinomen die zweithäufigste Tumorentität des Pankreas. Die 

chirurgische Resektion gilt derzeit als einzige potenziell kurative Therapieoption, 

weshalb die pNETs ein wichtiges Forschungsfeld repräsentieren. 

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung eines möglichen Zusammenhangs zwischen 

den Proteinen PLAC8 und LIN54 sowie des Einflusses einer Transfektion mit GapmeRs 

gegen PLAC8 auf BON1-Zellen. 

Ein gezielter Knockdown von PLAC8 führte in Übereinstimmung mit früheren Arbeiten 

zu einer signifikant verminderten Zellviabilität bei BON1-Zellen, was die zentrale Rolle 

dieses Proteins für das Zellüberleben und Proliferation stützt. Die Effekte waren sowohl 

mit siRNAs als auch mit GapmeRs reproduzierbar, wobei letztere aufgrund ihrer höheren 

Spezifität tendenziell effektiver wirkten. Auch auf RNA-Ebene konnte ein Knockdown 

erzielt werden. Im Gegensatz dazu zeigte ein Knockdown von LIN54 keinen Einfluss auf 

die Zellviabilität, was gegen einen funktionellen Zusammenhang zwischen PLAC8 und 

LIN54 spricht. 

Bezüglich der Wirkung auf Zellzyklusproteine ließ sich nach PLAC8-Knockdown mit 

GapmeRs in Abhängigkeit vom verwendeten Oligonukleotid eine signifikante 

Herunterregulation von Cyclin D1 und eine Hochregulation von p21 feststellen. Eine 

Beteiligung apoptotischer Prozesse konnte über die Marker PARP und Caspase jedoch 

ausgeschlossen werden. Aufgrund eines in der Durchflusszytometrie angedeuteten 

S-Phase-Arrests erfolgte die weitere Untersuchung der S-Phase durch ein BrdU-Assay, 

das eine verminderte Proliferationsrate zeigte. Mittels eines γ-H2AX-Foci-Stainings 

konnten DNA-Doppelstrangbrüche in transfizierten Zellen sichtbar gemacht werden. Die 

Ergebnisse mit einem Maximum an DNA-Schäden zwischen 24 und 48 Stunden nach der 

Transfektion deuten auf einen zeitlich verzögerten, durch GapmeRs induzierten Effekt 

hin. 

Insgesamt stützen die Ergebnisse die Hypothese, dass PLAC8 essenziell für das 

Überleben und die Proliferation pankreatischer neuroendokriner Tumorzellen ist und 

somit als Angriffspunkt für Therapien bei pNETs genutzt werden könnte. Dabei scheinen 

GapmeRs gegen PLAC8 vor allem über Mechanismen der Zellzyklusregulation und die 

Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen zu wirken. 
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6 Summary 

Neuroendocrine tumors (NETs) are rare neoplasms that frequently occur in the 

gastroenteropancreatic system. Pancreatic NETs (pNETs) are the second most common 

tumor entity of the pancreas after ductal adenocarcinomas. Surgical resection is currently 

considered the only potentially curative option, which makes pNETs an important field 

of research. 

The aim of this study is to investigate a possible relationship between the proteins PLAC8 

and LIN54, as Well as the effects of transfection with GapmeRs targeting PLAC8 on 

BON1 cells. 

A targeted knockdown of PLAC8 led, consistent with previous studies, to a significant 

reduction in cell viability in BON1 cells, supporting the central role of this protein in cell 

survival and proliferation. The effects were reproducible using both siRNAs and 

GapmeRs, with the latter tending to be more effective due to their higher specificity. 

Knockdown was also achieved at the RNA level. In contrast, knockdown of LIN54 had 

no effect on cell viability, arguing against a functional connection between PLAC8 and 

LIN54. 

Regarding the impact on cell cycle proteins, PLAC8 knockdown using GapmeRs resulted 

- depending on the GapmeR used - in a significant downregulation of Cyclin D1 and an 

upregulation of p21. Involvement of apoptosis could be excluded based on markers such 

as PARP and Caspase. Due to indications of an S-phase arrest observed in flow cytometry, 

further investigation of the S-phase was carried out using a BrdU assay, which showed a 

reduced proliferation rate. DNA double-strand breaks in transfected cells were visualized 

by γ-H2AX foci staining. The results, showing maximal DNA damage between 24 and 

48 hours post-transfection, suggest a temporally delayed, GapmeR-induced DNA 

damage. 

Overall, the results support the assumption that PLAC8 is essential for the survival and 

proliferation of pancreatic neuroendocrine tumor cells and could therefore serve as a 

therapeutic target for pNETs. GapmeRs against PLAC8 appear to exert their effects 

primarily through mechanisms involving cell cycle regulation and the induction of DNA 

double-strand breaks. 
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