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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Grundlagen und aktueller Wissensstand

Das Multiple Myelom ist ein Non-Hodgkin-Lymphom der B-Zell-Reihe und stellt
die monoklonale Vermehrung einer malignen Plasmazelle dar.

Damit Iasst es sich in die Klasse der Plasmazellstorungen kategorisieren, zu
denen u.a. auch die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS)
und der M. Waldenstrdm gehéren.! Erstere stellt eine gesicherte Prakanzerose
fiir das Multiple Myelom dar.?

Mit einer Inzidenz von 4/100.000/Jahr ist es der haufigste Tumor des Knochens
und Knochenmarks. Es hat einen Anteil von 10% aller hamatologischen Neo-
plasien® und tritt eher im hoheren Lebensalter auf. So liegt der Altersmedian bei
Priméardiagnose im 65. Lebensjahr.*

Verschiedene Einteilungen klassifizieren den vielseitigen Charakter des multip-
len Myeloms. Neben eines in den meisten Fallen multiplen Auftretens in Kno-
chenmark und Knochen kann es sich auch solitar als sogenanntes Plasmozy-
tom prasentieren oder einen leukamischen Verlauf nehmen.

Der entartete Plasmazellklon produziert meist komplette oder inkomplette Im-
munglobuline. Diese gehdren meist der Klasse 1gG oder IgA an. Das IgD- und
IgE-Myelom sind sehr selten.’> Eine vermehrte Produktion von Leichtketten &u-
Rert sich meist als sogenannte ,Bence-Jones-Proteinurie” (Haufigkeit einzelner

Subklassen siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1. Einteilung und Haufigkeit nach Paraproteinbildung®

Typ Haufigkeit in %
- ________________________________|
IlgG- Myelom 50
IgA-Myelom 25
IgD-, IgE-, IgM-Myelom 1

K- und A-Leichtketten-Myelom (Bence- 20-25

Jones-Myelom)

nichtsekretorisches Myelom 1-3

Ein Unterschied Iasst sich auch in der Dynamik des Verlaufs feststellen: Wah-
rend das klassische Multiple Myelom eine rasche Progredienz mit ent-
sprechender Klinik aufweist, schreitet das ,smoldering myeloma“ nur langsam

voran und nimmt einen indolenten Verlauf.’

1.1.2 Pathogenese& Klinik

Im Rahmen der physiologischen B-Zell-Differenzierung stellen Plasmazellen
das Endprodukt dar, deren Aufgabe die Bildung von Immunglobulinen ist." Sie
bilden damit einen wichtigen Teil der sekundaren Immunantwort.

Verschiedene genetische Veranderungen fuhren in einem mehrstufigen Pro-
zess ausgehend von einer post-Keimzentrums-B-Zelle zur Bildung einer malig-
nen Plasmazelle.® Den ersten Schritt in dieser Entwicklung stellt das Auftreten
einer limitierten Anzahl klonaler Plasmazellen dar, als MGUS bekannt. Im Ge-
gensatz zum Multiplen Myelom sind die Patienten beschwerdefrei und ohne
Endorganschaden im Sinne der CRAB-Kriterien (siehe Tabelle 2). Sie haben
jedoch ein jahrliches Risiko von einem Prozent eines Ubergangs der Erkran-
kung zum Multiplen Myelom.? Hierbei treten erneut komplexe genetische Muta-
tionen auf. Eine haufig vorkommende Mutation ist dabei die IgH Translokation
auf Chromosom 14, die den Enhancer der schweren Kette der Immunglobuline
neben ein Protoonkogen setzt und damit eine unkontrollierte Aktivierung be-
wirkt.® Diese Mutation betrifft 50% aller am Multiplen Myelom Erkrankten und
wird als fruhes pathogenetisches Ereignis angesehen. Im Gegensatz dazu fallt
die aktivierende Mutation des N- und K-ras-Gen in eine spatere Myelom-
genetische Phase.” Verschiedene auf die Progression eines B-Lymphozyten
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zur malignen Plasmazelle einwirkende Stoffwechselwege sind als Ubersicht in
Abbildung 1 dargestellt.

Ras/MAPK
PI3K/Akt
notch

WNT
NFxB

Normale
Plasmazelle

Maligne
Plasmazelle

Abbildung 1 Vereinfachte Darstellung der in der pathogenetischen Ent-
wicklung zum Multiplen Myelom bedeutenden Stoffwechselwege mit An-
deutung der mehrstufigen Progression uber MGUS und der Rolle der
Microenvironment (schwarz) bestehend aus Knochenmarkstromazellen,
Osteoblasten und Osteoklasten (zusammengestellt nach )
Pathophysiologisch ist fur die Progression eine Interaktion der malignen Plas-
mazellen mit den Knochenmarkstromazellen (,Microenvironment®) entschei-
dend.” Sie férdern das Wachstum der Tumorzellen und verhindern den Eintritt
der Apoptose durch eine Hochregulation antiapoptotischer Enzyme und Zellzyk-
lus-regulierender Zytokine.12 Als ein auf diesen Kreislauf einwirkender Komplex
spielt auch die Interaktion zwischen YBX7 und MYC eine wichtige Rolle, die
durch gegenseitige transkriptionelle und translationelle Regulation zum Uber-
leben der malignen Plasmazelle beitragen.'® Das genaue Verstandnis der zellu-
laren Vorgange beim Multiplen Myelom hat eine entscheidende Bedeutung fur
die Evaluierung potentieller molekularer Angriffspunkte neuer Therapieansatze,
wie sie z.B. durch YBX1 gegeben sein konnten.
Auf zellularer Ebene fuhrt eine Imbalance zugunsten von osteoklasten-
aktivierenden (RANKL, MIP-1a, MIP-1B3) und osteoblastenhemmenden (DKK1,
sFRP2) Faktoren zu vermehrter Osteolyse und damit zu Knochenschmerzen

und pathologischen Spontanfrakturen.’"'*
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Eine vermehrte Infektanfalligkeit tritt auf, da die Immunglobuline trotz vermehr-
ten Auftretens die Heterogenitat ihres infektiologischen Umfeldes durch ihre
Monoklonalitat nicht mehr adaquat beantworten kénnen. Es kommt zu einem
sekundaren Antikorpermangel-Syndrom.

Sie lagern sich in den Nierentubuli ab und haben die gefurchtete Myelomniere
zur Folge, die in 10% eine Dialysepflichtigkeit herbeifuhrt. Eine Gammopathie-
assoziierte Amyloidose kann ebenso zur Verschlechterung der Nierenfunktion
beitragen, jedoch auch vielfaltige andere klinische Symptome infolge der Abla-
gerung in verschiedenen Organsystemen bewirken.

Weitere durch die Erkrankung bedingte Komplikationen stellen eine Pan-
zytopenie infolge Knochenmarkinfiltration, das Hyperviskositatssyndrom und
eine Hyperkalzidmie und ihre Folgen dar.*

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung besteht bei 1-2% der Patienten eine
extramedullare Manifestation der Erkrankung, bei 8% entsteht sie im Laufe der

Erkrankung.®

1.1.3 Diagnostik

Entsprechend der Diagnosekriterien der International Myeloma Working Group
von 2003 muss das Multiple Myelom in Abgrenzung zu anderen Plasmazell-
stérungen folgende Charakteristika erfiillen (modifiziert aus °):
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Tabelle 2. Diagnosekriterien des multiplen Myeloms und anderer Plasmazell-
stérungen (modifiziert nach °)

Diagnose Multiples | Smoldering | MGUS Solitidres Plasmazell-
Myelom Myeloma Plasmozytom | Leukdmie
Klonale Plas- 2 10% 2 10% <10% <10%
mazellen im
Knochenmark | und/oder | und/oder und und
Monoklonales nachweis- | =30 g/l < 30 g/l | nicht obligat
Protein im Se- | bar nachweisbar
rum und/oder
Monoklonales nachweis- nicht obligat
Protein im Urin | bar nachweisbar
und und und und
Endorganscha- | nachweis- | nicht nach- | nicht nicht nach-
den (CRAB- bar weisbar nach- weisbar
Kriterien®) weisbar | und
andere Mani- singulare Os- | >2x10°/I
festationen teolyse (evt. klonale
mit Weicht- Plasma-
eiltu-mor) zellen im
Blut
und/ oder
klonale Plas- >20%
mazellen bi- Plasma-
optisch gesi- zellen im
chert Differential-
blut
* CRAB-Kriterien:
* (C) Kalzium im Serum erh6ht
* (R) Niereninsuffizienz mit Serumkreatinin > 2 mg/di
* (A) Andmie mit Hb <10 g/dI
* (B) Osteolysen oder Osteoporose mit Kompressionsfrakturen

Prognostisch relevant ist eine Erhdhung von (32-Mikroglobulin, welches mit der

Myelomzellmasse und dem Grad der Niereninsuffizienz korreliert.’ Es wird im
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Rahmen der ISS-Klassifikation zusammen mit Serumalbumin zur Unterteilung

in 3 prognostische Subgruppen verwendet.

1.1.4 Therapie

.,Neue Forschungsergebnisse zur Plasmazelldifferenzierung haben zuletzt ei-
nerseits zum Verstandnis der Atiopathogenese beigetragen und andererseits
neue (Angriffspunkte fiir sogenannte ,targeted therapies®) gezeigt".’

Einen dieser potentiellen Angriffspunkte stellt das Proteasom dar, das fir den
Abbau von Proteinen sowohl in gesunden wie auch in Krebszellen verantwort-
lich ist. Durch den Proteasomen-Inhibitor Bortezomib werden vitale Proteolyse-
Prozesse unterdriickt und die Myelomzellen somit zur Apoptose gebracht.'® Die
Addition Bortezomibs zu klassischen Therapieregimen hat in den letzten Jahren
entscheidende Fortschritte fiir das Therapieansprechen und die Uberlebensrate
gebracht."’

Diese bereichern die gegen die Erkrankung verfugbaren Mittel, ersetzen jedoch
nicht bewahrte therapeutische Optionen wie die autologe Stammzelltrans-
plantation, die nach wie vor ihren Stellenwert vor allem bei jungen Patienten
und Hochrisikopatienten hat.'

Experimentelle Studienprotokolle unter Verwendung neuerer Substanzen wie
Carfilzomib (Proteasominhibitor), Pomalidomid (Immunmodulator), Daratumum-
ab (monoklonaler Antikorper gegen CD38), Elotuzumab (monoklonaler Antikor-
per gegem SLAMF7) bzw, Panobinostat (Histondeacetylase-Inhibitor) werden in
der Rezidivtherapie eingesetzt.'®? Einige neuere zielgerichtete Arzneimittel wie
etwa Hsp90- Inhibitoren befinden sich noch in verschiedenen Phasen der Er-
probung.?’

Nach den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Hamatologie und
Onkologie wird folgende Strategie zur moglichen Eradikation des malignen

Plasmazellklons favorisiert®:
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CRAB Kriterien symptomatisch
(behandiungsbedurttig)
Behandlungs- {ir HD Therapie nicht fir HD Therapie
strategie geeignet geeignet
Genetische
Risiko- del17 andere
Risiko
Induktion BoCD/ BolD/ BoCD/ BolLD/ BoCD/ BoMP/
BoAD / BoD BoAD / LAD / BoMP-BoTh / BoAD
Ld/BolLCD/ /BoD/Ld/MPTh/
BoD, BoThD MPL-L
Konsolidierung klinische HD Therapie mit Auto SZT
Studien, z. B.
Auto-Allo SZT
whw/ Bo-haltig whw/ whw/
Erhaltung Bo/L Bo/L Bo/L

Legende: w&w — watch and wait: abwartendes Verhalten; A — Doxorubicin;
Auto SZT — autologe und nachfolgende allogene Stammzelltransplantation; Bo

— Bortezomib; € — Cyclophosphamid; CRAB-Kriterien siehe vorhergehende
Tabelle; D — hochdosiertes Dexamethason; d — niedrigdosiertes
Dexamethason; L — Lenalidomid; M — Melphalan; P — Prednisolon; T —
Thalidomid; HD-Therapie — Hochdosis-Therapie.

Abbildung 2 Therapiealgorithmus Multiples Myelom nach den Leitlinien
der Deutschen Gesellschaft fur Hamatologie und Onkologie. September
2013°
Weitere supportive Therapiemallnahmen wie die Gabe von Bisphosphonaten
bei Knochenbeteiligung oder die Substitution von Erythrozytenkonzentraten bei
schwerer Anamie werden je nach Indikation durchgefuhrt.

1.1.5 Prognose

Die Prognose ist aufgrund der Diversitat der Erkrankung sehr unterschiedlich.
Die mediane Uberlebenszeit nach Diagnosestellung liegt bei etwa drei Jahren.®
Trotz therapeutischer Fortschritte ist die Erkrankung immer noch unheilbar.??
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Eine Tatsache ist, dass durch die neuen Therapieansatze der letzten Jahre eine
signifikante Verlangerung von Lebensquantitat und —qualitat herbeigefuhrt wer-
den konnte. Neue molekulare Therapieansatze, die sich auf die Beendigung der
schnellen Krankheitsprogression in spaten Myelomstadien fokussieren, sind

jedoch weiterhin ein zentrales Ziel gegenwartiger Forschung.

1.2 Y box binding protein 1 (YBX1)

1.2.1 Allgemeines

YBX1 (Y-box binding protein 1) gehort zur Familie der Cold-Shock-Proteine und
ist in viele Kernprozesse des Lebens wie Zellwachstum, Apoptose und Embro-
genese involviert. Es ist ein Teil der Y-box-Familie, der auller YBX1, auch als
DNA-bindendes Protein B (dpbB) oder p50 bezeichnet, noch YBX2, YBX3 und

ihre Subfamilien angehéren (siehe Tabelle 3).2®

Tabelle 3. Subfamilien von YBX7 (zusammengestellt nach %)

Familie YBX1 YBX2 YBX3
________________________ ___________________________ ______________________ ________|
Mitglieder Frgy1 von X. laevis, | Frgy2 (p54/56) von Ybx3 von X. lae-
mouse Msy1, huma- | X. laevis, vis, mouse Msy3,

nes YBX1, rabbit mouse Msy2, humanes dpbA
p50, chicken Ybx1, |humane YBX2Pro- | ;59A) Protein
bovine EfiA teine: YBX2, dpr,

contrin

Die Cold-Shock-Proteine enthalten als Gemeinsamkeit die Cold-Shock-
Domane, eine in der Entwicklung vom Bakterium zum Menschen hoch-
konservierte B-Faltblattstruktur, die Nukleinsauren binden kann. Bakterielle
Cold-Shock-Proteine, die in ihrer Aminosauresequenz zu etwa 40% mit eukary-
otischen Cold-Shock-Proteinen uUbereinstimmen, konnen in ihrer Funktion als
RNA-Chaperone in praktisch jeden Schritt der Genexpression, inklusive Trans-
kription und Translation eingreifen.?* Cold-Shock- Proteine spielen also eine
bedeutende Rolle sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten.
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1.2.2 Struktur von YBX1: Gen und Protein

Das Protein YBX1 wird durch das Gen YBX?1 auf Chromosom 1p34 codiert.®
Der genomische Locus ist 19 kb lang und besteht aus 8 Exons und 7 Introns,
die im Laufe der mRNA Reifung zu einer 1,5 kb langen mRNA prozessiert wer-
den. Exons 1-5 codieren fiir die Cold-Shock-Domane.?

Das YBX1 Protein ist 42 kDa groR und besteht aus 324 Aminosauren.?” Es be-
sitzt 3 Domanen (siehe Abbildung 3): Die oben beschriebene zentrale Cold-
Shock-Domane, eine Alanin- und Prolin-reiche variable N-terminale Domane
und eine C-terminale Domane mit jeweils etwa 30 bp langen alternierenden
Clustern von basischen und sauren Aminosauren.? Letztere scheint an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt zu sein. Sie zeigte in vitro eine starke Affinitat zu
einzelstrangiger DNA/RNA?® und scheint die Formation von Dimeren zu be-
gunstigen. Die N-terminale Domane scheint bei der Initiation der Transkription

eine Rolle zu spielen.?

1 51 129 324
N .Y/ CSD B/A C

Abbildung 3 Struktureller Aufbau des Proteins YBX1 mit Alanin- und Pro-
lin-reichem N-Terminus (A/P), Cold-Shock-Domane (CSD) und basischen

ggnd sauren Aminosaure-Clustern (B/A) am C-Terminus (modifiziert nach
)

1.2.3 Funktionen von YBX1 im menschlichen Organismus

Zellproliferation. YBX7 wurde erstmals in Zusammenhang mit der Y-Box-
Sequenz des MHC Klasse IlI-Promotors erwahnt, die er bindet und damit die
Transkription inhibiert.>° Die Y-Box ist eine invertierte Version der CCAAT-Box,

t.?” Uber sie

die in den Promotorregionen vieler eukaryotischer Gene zu finden is
nimmt YBX1 in seiner Rolle als Transkriptionsfaktor auf die transkriptionelle Ini-
tiation Einfluss, indem es direkt an die Y-Box bindet, wie in oben genannten
Fall, oder mit anderen Wachstumsfaktoren als Koaktivator oder Korepressor

interagiert.”? Haufig sind von dieser transkriptionellen Einflussnahme wachs-
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tumsassoziierte Gene betroffen wie EGFR.>' Dies zeigt die essenzielle Bedeu-
tung YBX7s fur die Proliferation und Entwicklung von Zellen. Seine prolifera-
tionsfordernde Wirkung zeigt sich auch in der Stimulation der Expression von
Cyclin A und Cyclin B1 in der G1/S-Phase des Zellzyklus.*?

Regulation von Transkription und Translation. YBX1 spielt auch eine bedeu-
tende Rolle als Bestandteil des zytoplasmatischen messenger ribonucleoprotein
particle (MRNP), einer Akkumulation verschiedener Proteine an die mRNA zur
kotranskriptionellen Prozessierung.®** YBX1 ist damit entscheidend in die Re-
gulation der Genexpression nicht nur auf transkriptioneller, sondern auch auf
translationaler Ebene involviert.*

Je nach Hohe seiner Konzentration nimmt YBX7 einen regulierenden Einfluss
auf die Translation, indem es das 5-cap Ende stabilisiert bzw. destabilisiert
(siehe Abbildung 4). Ist YBX1 in hoher Konzentration vorhanden, bindet es an
die mRNA und verhindert damit die Durchfihrung des Translationsprozesses
und die darauf folgenden mRNA-Degradation (Abbildung 4B). Ist es nur in ge-
ringer Konzentration vorhanden, fallt sein supprimierender Einfluss weg, der
Initiationskomplexes kann gebildet und die Translation veranlasst werden
(Abbildung 4A).%°

Zusatzlich wird YBX1 Rolle als Translationsfaktor noch durch den PI3-AKT-
Signalweg kontrolliert (Abbildung 4C): Wird YBX7 durch die Serin/Threonin-
kinase AKT an Ser-102 phosphorylisiert, ist seine Fahigkeit das 5-cap Ende zu
binden gemindert. Seine negative Kontrolle auf die Translation fallt damit weg
und diese kann ungestért ablaufen.*® Erste in vitro- Versuche, die Inhibition die-
ser Phosphorylisierung als therapeutischen Angriffspunkt beim Mamma- und

Prostatakarzinom zu nutzen, verliefen erfolgreich.®

10
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Abbildung 4 Translationelle Kontrolle durch YBX1 (modifiziert nach 29)

DNA-Reparatur. YBX17 fungiert auch als Teil der DNA-Reparatur. Es interagiert
mit PCNA (Proliferating- Cell- Nuclear- Antigen), welches fur die Nukleotid-
exzisionsreparatur essenziell ist.”® Hierbei schient die C-terminale Region von
YBX1 eine wichtige Rolle zu spielen.®®

Zellulare Stressreaktion. YBX17 erfullt verschiedene Funktionen sowohl im
Zellkern als auch im Zytoplasma. Hauptsachlich ist es im Zytoplasma lokalisiert,
wird jedoch durch zellularen Stress, wie z.B. Bestrahlung, Zytostatika-
behandlung, Hyperthermie oder Virusinfektion in den Zellkern transloziert.>%*2
Es ist in zahlreiche intra- und extrazellulare Signalwege wie z.B. den Ras/Raf/-
MEK/ERK-Signalweg involviert.*> Neben seiner Rolle in der Kanzerogenese ist
es auch in zellulare Prozesse wahrend der Inflammation und in der Fibrogenese
involviert.**

Embryogenese. Die das YBX1 Protein codierende mRNA liegt wahrend ver-

45,46

schiedener Entwicklungsstufen und in verschiedenen Geweben®’ in unter-

schiedlich hoher Konzentration vor. Die zentrale Rolle YBX7s in der Embryoge-

11
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nese zeigt sich in der embryonalen Retardierung und pranatalen Tod der
Knockout-Mause.*84°
Zusammenfassend stellt sich YBX1 als multifunktionelles Protein dar, welches
Einfluss auf zahllose zellulare Vorgange nimmt, wie in Abbildung 5 zusammen-
gefasst.

Transklrjirett’ionelle

translationelle
Regulation

Embryogenese

Apoptose DNA-Reparatur

Zellproliferation Strzglrlg;::ion

Gewebsinvasion&
Metastasierung Angiogenese

Unlimitiertes
proliferatives Potenzial Apoptose-Resistenz

Irresponsibilitat auf
Anti-Wachstums-
Signale

Unabhéangigkeit von
Wachstumsfaktoren

Abbildung 5 Zellulare Funktionen von YBX1 unter Einbeziehung der
Hallmarks of Cancer®® von Hanahan und Weinberg von 2000 mit Untertei-
lung in physiologische (blau) und onkogenetische (rot) Funktionen (zu-
sammengestellt nach®')

1.2.4 YBX1 und seine Bedeutung in der Tumorbiologie

Abgesehen von seinen zahlreichen physiologischen Funktionen im Organismus
ist YBX1 in die Pathogenese und Persistenz von Tumoren involviert. Generell

ist es dabei in Krebszellen Uberexprimiert.

12
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Seinen Einfluss auf die Tumorprogression zeigte erstmals die Arbeit von Bar-
gou et al. 19972, die eine positive Korrelation zwischen der Héhe des nukle-
aren YBX1s und der Progression beim Mammakarzinomen zeigen konnte.
YBX1 fordert jedoch nicht nur die Tumorprogression, es verhindert auch die
p53-abhéngige Apoptose maligner Zellen.>®

YBX1 begunstigt zudem die Entwicklung von Medikamentenresistenzen durch
Induktion des MDR1-Promotors, der Medikamenten-Efflux-Pumpen initiiert.>%>*
Diese sind in zahlreichen Chemotherapie-resistenten Krebsarten Uberexpri-
miert. Damit wird die Sensibilitat gegenuber Zytostatika wie Cisplatin oder
Doxorubicin reduziert. Eine Korrelation zwischen nuklearem YBX7 und MDR1-
Expression konnte fiir verschiedene Krebsentitaten bewiesen werden.*?°® Auch
beim Multiplen Myelom konnte dies daher in Hinblick auf die Krankheitspro-
gression in spaten haufig therapieresistenten Stadien der Erkrankung eine Be-
deutung aufweisen.

In einer Studie von Shibahara et al. 2001%° iiber das nicht-kleinzellige Bronchi-
alkarzinom zeigte sich ein Zusammenhang zwischen nukledrem YBX7 und Lo-
kalisation, TumorgroR3e, Invasionsgrad, Ausmal® der Lymphknoten-
metastasierung und Prognose. Auch fur andere Tumorentitdten konnten ahnli-
che Zusammenhénge aufgezeigt werden.””>® YBX1 kdénnte damit ein prognos-
tischer Faktor fur den Krankheitsverlauf einiger malignen Erkrankungen darstel-
len und damit eine klinische Bedeutung haben.

Die vielseitige Rolle von YBX7 in der Onkogenese wurde 2013 von Lasham et
al.°” zusammengefasst und umfasst Auswirkungen auf alle Teilbereiche der von
Hanahan und Weinberg 2000 postulierten Merkmale von Krebszellen wie
Proliferation, Tumorangiogenese, Invasion und Metastasierung oder die replika-
tive Seneszenz (siehe Abbildung 5).*°

Diese Erkenntnisse fuhren zu der fur meine Arbeit grundlegenden Hypothese,
dass YBX1 in verschiedener Art und Weise als Onkoprotein wirken kann.®’

13
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1.2.5 Bedeutung von YBX1 fiir das Multiple Myelom

In Hinblick auf die nicht vollstandig verstandenen molekularen Mechanismen
bei der Pathogenese des Multiplen Myeloms ist eine Erforschung der moglichen
beteiligten Faktoren von Bedeutung.

YBX1 scheint aus den folgenden Grinden eine wichtige Rolle beim Multiplen
Myelom zu spielen:

Eine Expression von YBX1 zeigt sich in unreifen und anaplastisch malignen
Plasmazellen in vitro, wahrend in normalen Plasmazellen, MGUS-Zellen und
reifen malignen Plasmazellen kein YBX7 zu finden ist. Dies deutet auf eine Rol-
le YBXTs in der physiologischen B-Zell-Entwicklung und den noch unreifen Vor-
stufen hin, wahrend im Stadium der differenzierten Plasma-B-Zelle die Bedeu-
tung schwindet. Durch die Dedifferenzierung im Rahmen der malignen Trans-
formation der Plasma-B-Zellen gewinnt YBX7 wieder an Bedeutung.®

Der YBX1 Knockdown per siRNA induziert in Plasmazelllinien Apoptose und
hemmt die Proliferation.®® Ein Zusammenhang scheint auch zwischen dem
ebenfalls die Krankheitsprogression fordernden IGF1 und YBX71 zu bestehen.
IGF1 fuhrt dabei zur Aktivierung des IGF1/PI13-K/Akt- Signalweg in malignen
Plasmazellen und damit indirekt zur Aktivierung von YBX1 uber die Phosphory-
lierung von YBX1 am Serin 102.°’

Die Uberexpression von YBX7 fiihrt zu Therapieresistenz.®® Vor dem Hinter-
grund der stark von der Therapiesensitivitat abhangenden Lebenserwartung der
Myelompatienten und der in spaten Stadien der Erkrankung haufig vorherr-
schenden Multi Drug Resistance stellt dies ein wichtiges Faktum dar.

In Bezug auf das Multiple Myelom aber auch andere Tumorentitaten unter-
streicht dies den Charakter YBX7s als Parameter fur Krankheitsprogression,
Uberleben und Therapieresistenz und den Wert als potenziellen therapeu-

tischen Angriffspunkt.

1.2.6 YBX1 und MYC

MYC ist ein Protoonkogen, das in vielen Tumore Uberexprimiert ist. Als Tran-
skriptionsfaktor ist MYC an der Expression von 15% aller menschlichen Gene
beteiligt. Es wird in verschiedenen Krebsentitaten aufgrund von Translokationen

14
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permanent exprimiert. Ein Beispiel ist hier das Burkitt-Lymphom, bei dem die
typische Translokation von MYC in 80% der Fille beobachtet wird.®? Zudem
sind Mutationen beschrieben, die die Regulation der MYC Protein Stabilitat
beinflussen und dadurch zu erhéhten MYC Protein Mengen fiihren.®

Eine Uberexpression von MYC beim Multiplen Myelom wurde aufgrund einer
gesteigerten Translation der MYC mRNA beschrieben.®*

Die Translation von mRNAs wird in in der Regel durch eine cap-abhangige Initi-
ation eingeleitet. Manche mRNAs konnen die Initiation der Translation unter
bestimmten zellularen Stresssituationen jedoch durch einen cap-unabhangigen
Mechanismus auslosen.

Dazu gibt es in der 5 -untranslated region der mRNA strukturelle Motive, soge-
nannte internal ribosome entry sites (IRES), die das Ribosom zum richtigen
Startcodon fuhren.

Wahrend der cap-unabhangigen Initiation erkennt die aktivierte 40S Unterein-
heit diese strukturellen Motive und bindet direkt an die Struktur oder ihre Umge-
bung und scannt die mMRNA Sequenz von der ribosomalen Bindungsstelle bis
zum Startcodon.

FUr diese cap-unabhangige Initiation sind zusatzliche Proteine sogenannte
ITAFs (IRES- transacting factors) erforderlich, wie z.B. YBX1.%° Diese wirken
als RNA-Chaperone, indem sie den IRES erlauben die richtige Konfirmation
einzunehmen und so die Bindung der 40S- Untereinheit ermdglichen.®®

Ein mRNA-Transkript, das so eine IRES besitzt, ist MYC.®” Sie hat die Funktion,
die MYC Expression auch wahrend pathophysiologischer Situationen wie
Apoptose, genotoxischem Stress oder viralen Infektionen aufrecht zu
erhalten.®®"°

Beim Multiplen Myelom ist diese IRES jedoch haufig durch eine C zu T- Mutati-
on laut der Cobbold-Studie von 2010 verandert. Dadurch soll YBX1 als eines
von mehreren regulierenden Proteinen an diese mutierte Version der IRES
starker binden konnen und in Kombination mit anderen ITAFs (=IRES-
transacting factors) als synergistischen Effekt eine 27-fache Verstarkung der
IRES- Aktivitit bewirken.®
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Dem widersprachen 2013 Bommert et al.'® lhnen zufolge stimmt die C zu T-
Mutation in ihrer Haufigkeit in der Bevolkerung mit einem single nucleotide po-
lymorphism Uberein und spielt demnach keine Rolle im Verhaltnis zwischen
YBX1 und MYC. Die durch YBXT regulierte Translation der MYC mRNA erfolge
unabhangig von der berichteten Mutation. In einer Analyse von 87 Multiple
Myelom Patienten ist nur bei einem Patienten die angegebene Mutation detek-
tiert worden hier aber auch in den nicht malignen somatischen Zellen. Damit
entsprach die Mutationsfrequenz der beschriebenen Frequenz flr diesen SNP.
Aufgrund dieser Daten besteht kein Zusammenhang zwischen der MYC-IRES
Mutation und dem Multiplen Myelom. "

Ihnen zufolge bestehe eine gegenseitige transkriptionelle und translationelle
Kontrolle zwischen YBX7 und MYC. So reduzierte der YBX7 Knockdown in ma-
lignen Plasmazelllinien (HMCLs) die MYC- Proteinkonzentration, was deutlich
fur eine Kontrolle von MYC durch YBX1 auf der Ebene der Translation spricht.
Ebenso fuhrte der Knockdown von MYC zu reduzierten mRNA- und Protein-
Leveln von YBX17 und MYC als Hinweis auf eine transkriptionelle Kontrolle von
YBX1 durch MYC. Eine Storung dieses Kreislaufes fuhre zu Apoptose, was die
gegenseitige Kontrolle von YBX7 und MYC zu einem Uberlebensfaktor fir ma-
ligne Plasmazellen mache und ihnen damit einen essenziellen Platz in der Tu-
morpathogenese des Multiplen Myeloms und potenziell auch anderer Tumoren-
titaten zuweise.™

In neueren Studien wird MYC auch mit einer Suppression der Metastasierung in

t”, so dass es zunehmend sinnvoll erscheint, die Rolle

Verbindung gebrach
MYCs auf die Tumorgenese differenziert zu betrachten und nur den onkogenen
Teil des MYC-Signalweges als Ziel neuer therapeutischer Strategien zu adres-

sieren, wie es aktuell mit mTOR-Inhibitoren versucht wird.”?"
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1.3 RNA-Interferenz (RNAI)

1.3.1 Allgemeines

Die Farbe von Petunien war es, welche Forscher auf die Spuren der RNA-
Interferenz brachte. Hofften van der Krol und Kollegen 1990 doch eine intensi-
vere Farbung der Blume durch die exogene Insertion des Gens Dihydro-
flavonolreduktase und eine daraus folgende Uberexpression zu bewirken, sa-
hen sie sich mit dem Gegenteil konfrontiert. Die behandelten Pflanzen waren
dank einer Suppression der Genexpression weniger stark gefarbt oder voll-
kommen weiR.”* Erst spater wurde klar, dass dies auf ein endogenes Abwehr-
system der Pflanze gegen Viren zurickzufuhren war, das auf dem Mechanis-
mus der RNA-Interferenz (RNAi) beruhte.”

Als erster Modellorganismus zur Erforschung der RNAi diente der Fadenwurm
Caenorhabditis elegans, der sich einer Einschleusung kurzer RNA-Sequenzen
und daraus folgender Suppression des zugehodrigen Gens besonders zugang-
lich zeigte.”” Anhand der aus ihm gewonnenen Erkenntnisse beschrieben
Andrew Fire und Craig Mello 1998 erstmals den auch dem Petunienratsel zu-
grunde liegenden Mechanismus der RNA-Interferenz und bekamen dafur 2006
den Nobelpreis fir Medizin verliehen.”®"’

Die RNA-Interferenz (RNAi), auch RNA-Silencing genannt, ist ein korpereigener
Mechanismus, der die Genexpression auf der Ebene der Translation reguliert.
In der Natur findet er Anwendung im Rahmen der Virusabwehr und Regulation
der Genexpression. Er findet zunehmend Anwendung als Werkzeug von Mole-
kularbiologen und Medizinern. Gemessen an der Anzahl an Publikationen ge-
hort die RNAi zusammen mit den Proteomics zu den dynamischsten Feldern

der Biotechnologie.”®

1.3.2 Wirkmechanismus

Die RNA-Interferenz beruht auf der sequenzspezifischen Erkennung und De-
gradation von mRNAs.

Die Prozessierung der langeren doppelstrangigen shRNA (dsRNA) zu einer
short interfering RNA (siRNA) verlauft dber die Endonuklease Dicer, die das
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Vorlaufermolekul in Fragmente mit einer Lange von 20-30 bp mit charak-
teristischen Enden schneidet.”® Das 3’Ende tragt einen Dinukleotid-Uberhang,
wahrend das 5°Ende in einer Monophosphatgruppe endet.®’ Diese kurzen dop-
pelstrangigen Nukleinsduren werden an sogenannte Argonautenproteine her-
angefiihrt, die einen Einzelstrang binden, wahrend der andere abgebaut wird.®’
Der so entstandene Komplex aus der ss-RNA, dem Argonautenprotein Argo-
naut 2 (Ago 2) und weiteren Proteinen wird als RNA-induced silencing complex
(RISC) bezeichnet.?? Dieser stellt das Kernstiick der RNA-Interferenz dar und
variiert je nach verwendeter RNA und Spezies.

Dieser RISC bindet spezifisch an zu seiner RNA komplementare mRNAs und
fuhrt damit zu einer Spaltung und Abbau dieser Zielsequenzen durch die RNase
H-Aktivitat des Argonautenproteins83 (siehe Abbildung 6). Alternativ kann der
Enzykomplex eine mRNA auch ohne Degradation blockieren, indem er die

Transkription oder Translation hemmt.
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Abbildung 6 Mechanismus der RNA-Interferenz: Doppelstrangige RNA
(dsRNA) wird in kurze Sticke durch den Dicer geschnitten und damit zur
siRNA mit Dinukleotid-Uberhang am 3’- und Monophosphatgruppe am 5'-
Ende prozessiert. Der Sense-Strang (blau) wird durch das Protein Argo-
naut 2 (Ago2) abgebaut. Der Antisense-Strang (rot) wird Teil des RISC-
Komplexes und wird als solcher komplementarer mRNA prasentiert. Diese
wird daraufhin zerschnitten oder die Synthese des Zielproteins durch die
Repression der Transkription (Chromatin-Modifikation) oder Translation
gehemmt (modifiziert nach #38)

1.3.3 Anwendung in der Molekularbiologie

Die Besonderheit der RNA-Interferenz liegt in der Entdeckung, dass dieser en-
dogene urspriunglich der Virusabwehr dienende Mechanismus durch exogene
doppelstrangige Nukleinsauren auf spezifische mRNAs umprogrammiert wer-
den kann. &

Mit der RNA-Interferenz steht ein experimentelles Werkzeug zur effizienten und
spezifischen Stilllegung bestimmter Gene zur Verfigung. Indem der vom Korper
induzierte Mechanismus durch eine von aullen zugeflUhrtes kurze einzel-

strangige RNA imitiert wird, lassen sich funktionellen Analysen verschiedener
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Gene durch einen Knockdown durchfilhren.®> Damit erdffneten sich neue gen-

technologische Moglichkeiten und potenzielle therapeutische Optionen.

1.3.4 Gentechnische Fortschritte: Von der transienten siRNA zur konditi-
onell exprimierten shRNA

Die exogene Insertion von siRNAs in die Zelle brachte erste Erkenntnisse uber
Funktionen von stillgelegten Genen, lieR jedoch aufgrund ihres nur transienten
Charakters Fragen offen, wie sich wohl ein dauerhafter Knockdown auf die Zel-
len auswirken wurde.

Es war also ein wichtiger Fortschritt, als 2002 verschiedene Forschergruppen
dieser Problematik durch die Entwicklung von Plasmid basierten shRNAs be-
gegnen konnten.”® Diese 16sten das Problem dadurch, indem sie die Zelle dazu
brachten, die gewlnschte siRNA unter Ausnutzung der zelleigenen Prozessie-

rungs-Mechanismen selbst herzustellen.

1.3.4.1 siRNA Expression durch die RNA-Polymerase Il

Hierzu wird ein Vektor bendtigt, der die genetischen Informationen fur das Vor-
laufermolekul der siRNA, die shRNA, in sich tragt, bestehend aus sense strand,
loop und antisense strand.”® Nach Transformation in die Zelle wird die shRNA
durch einen Polymerase llI-Promotor transkribiert. Haufig zu diesem Zweck be-
nutzt werden der U6- und der H1-Promotor.”® Es entsteht eine zu sich selbst
komplementare 19 bp-lange RNA mit einem 3-11 Nukleotide langem Spacer
dazwischen, die deshalb die charakteristische den Namen pragende Haarna-
delstruktur annimmt (siehe Abbildung 7). Durch den Dicer wird diese intrazellu-
lar zu einer siRNA prozessiert, die die weiteren Schritte des Knockdowns in
dem oben erlduterten Mechanismus initiiert (siehe Abbildung 6).2® Im Gegen-
satz zur exogenen Insertion einer siRNA kann die shRNA also durch Expres-
sion seiner im Vektorgenom codierten genetischen Informationen immer wieder

neu synthetisiert werden und damit einen dauerhaften Knockdown garantieren.
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5’Primer

UPS @loo@ 15| UPS

\

Promotor shRNA

Beispiel- Plasmidvektor mit inserierter shNRA

Transkription
mit
Polymerase llI- Promotor

Sense-Strand GCATGCATGCATGCATGCA

Antisense-Strand CGTACGTACGTACGTACGT

Abbildung 7 Schematische Darstellung des Vektors mit dem shRNA-
Konstrukt und daraus resultierendem Transkriptionsprodukt, die in dem
weiteren RNAi-Weg prozessiert werden. Vektor mit inserierter shRNA-
Sequenz bestehend aus einer universellen Primer-Stelle (UPS), codieren-
de Sequenzen fur sense, loop und antisense und einem Terminationssig-
nal (TTTTT). Nach Transkription durch die Polymerase Ill entsteht daraus
eine zu sich selbst komplementare 19 bp-lange RNA mit einem 3-11 Nuk-
leotide langem Spacer in Form einer Schleife (modifiziert nach ¥).

1.3.4.2 shRNA Expression durch die RNA-Polymerase Il (miR-shRNA)
Alternativ kann eine Produktion von shRNAs auch uber die Expression einer
micro RNA (miRNA) erfolgen®®, wie in verschiedenen Studien erfolgreich de-
monstriert wurde.®

Eine miRNA ist eine endogen vorkommende interferierende RNA und wird aus
nicht-codierenden Bereichen der genomischen DNA in einem mehrstufigen
Prozess hergestellt. miRNAs sind als Regulator in viele zellulare Prozesse in-

volviert und spielen eine wichtige pathogenetische Rolle in zahlreichen Erkran-
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kungen wie Krebs oder Virusinfektionen.®? Sie besitzen natiirlicherweise eine
kurze Schleife in ihrer Struktur, wie sie in den shRNAs erzeugt wird.*?

Um die naturlich vorkommende miRNA fur gentechnologische Zwecke zu ver-
wenden, wird eine shRNA eingesetzt.** Die Transkription erfolgt hier mit Hilfe
der RNA-Polymerase 11.°" Es entsteht ein primares Transkript, das durch die
RNase Drosha zu einer precursor miRNA (pre-miRNA) prozessiert wird. Nach
der Translokation ins Zytoplasma spaltet Dicer daraus die siRNA, die dem RISC
zugefuhrt und somit den Knockdown des gewunschten Gens induzieren kann
(siehe Abbildung 8).”®

_ Polymerase Il
Prozessie - miRNA-basierte
ri-miRNA pn -
P durch shRNA
‘ Drosha
. - Polymerase llI:
pre-miRNA ShRNA
\ long
Exportin-5- / dsRNA
Transport aus
dem Zellkern \ /
Prozessierung
durch Dicer
) ] PR A Synthetische
21-23 bpsiRNA T siRNA

RISC nimmt \
siRNA auf

mRNA-
Degradation

AAA
Ziel-mRNA -

Abbildung 8 Mechanismus der RNA-Interferenz. Die siRNA wird in den
RISC integriert, der flr die Degradation der Ziel-mRNA verantwortlich ist
(modifiziert nach %°)

Dieser Typ der shRNA, der auf einer miRNA basiert, hat verschiedene Vorteile

und wurde deshalb auch in folgender Arbeit verwendet:

Erstens hat er sich in verschiedenen Studien als effizienter erwiesen.**” Zwei-

tens kdnnen mehrere micro-shRNA Typ shRNAs parallel exprimiert werden, so
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dass entweder verschiedene Gene gleichzeitig oder ein Gen durch mehrere
shRNAs stillgelegt werden kann. Dies kann sich insbesondere fur die Erfor-
schung von Gen-Gen-Interaktionen als niitzlich erweisen.”81%

Der miR30-basierte Ansatz wurde aufgrund oben genannter Argumente favori-
siert und erscheint in Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz viel-

versprechendere Optionen zu bieten.

1.3.4.3 Induzierbares vs. nicht-induzierbares shRNA exprimierendes Vek-
torsystem

Wahrend siRNAs nach einigen Zellteilungen aus der Zelle verschwunden sind,
kann sich durch die stabile Expression einer shRNA ein dauerhafter RNAI-
Effekt in der Zelle etablieren.

Da die Ausschaltung eines Gens jedoch fur die Zelle letal sein kann, stellte sich
die Frage, ob es nicht modglich ist, eine shRNA konditionell zu exprimieren.
Deshalb wurden durch pharmakologische Substanzen induzierbare Vektor-
systeme entwickelt. Das bekannteste ist das auch in dieser Arbeit verwendete
auf dem Antibiotikum Tetrazyklin basierende System.*

Das Grundprinzip ist dem bakteriellen Organismus entlehnt: Damit die Bakte-
rien sich vor Tetrazyklin schutzen konnen, bendtigen sie das Produkt des Re-
sistenzgens tetA. Dessen Synthese wird jedoch durch TetR, den Tetrazyklin-
Repressor, blockiert, indem dieser an seine Erkennungsstelle, den Tetrazyklin-
Operator tetO, bindet. Der Tetrazyklin-Operator befindet sich innerhalb des
Promotors, also der Kontrollregion des tetA-Gens. Sobald geringste Mengen
Tetrazyklin in das Bakterium gelangen, wird das Antibiotikum vom Repressor
erkannt und gebunden. Daraufhin verliert TetR seine Affinitat zu tetO und gibt

dadurch das Resistenzgen frei, das so exprimiert werden kann.%%
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Suppression of shRNA and transgene expression
Cellular gene is not affected

Doxycycline

KRAB
tetR
O

O
O

Transcription of transgene

cPPT

Prom Tmmgene@ tTR-KRAB jWPRE| 16O H1

: Production of shRNAs g
Omr O | O=r O==

Downrequlation of target cellular gene

Abbildung 9 Tetrazyklin-induzierbares Vektorsystem. In Abwesenheit von
Tetrazyklin ist der Tetrazyklin-Repressor (tetR) an den Tetrazyklin-
Operator (tetO) gebunden und die Transkription somit unterdriickt. Sobald
Tetrazyklin vorhanden ist, 16st sich der Tetrazyklin-Repressor vom Opera-
tor und die Transkription kann stattfinden. Self-inactivating (SIN); central
polypurine tract (cPPT); Promotor (Prom); Internal ribosome entry site

(IRES); woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element
(WPRE) (aus ')

Diese induzierbaren Systeme ermdglichen eine transiente Expression der

shRNA und damit einen konditionellen Knockdown des Zielgens.
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1.4 Das Mausmodell MOPC315.BM

Wegen seiner anatomischen, physiologischen und genomischen Ahnlichkeiten
zum Menschen stellt die Maus ein unersetzliches biologisches Modell-System
fiir die Krebsforschung dar.™"

Jedoch gab es bisher nur wenige Mausmodelle, die das humane Multiple
Myelom und sein Verhalten im menschlichen Korper adaquat simulieren. Man

kann die bisherigen Mausmodelle in vier Gruppen einteilen (siehe Tabelle 4):

1.4.1 Gruppe I: Das Xenograft-Modell

Die erste Gruppe arbeitete mit immundefizienten SCID oder NOD scid gamma
(NSG)-Mausen, die keine reifen B- und T-Lymphozyten bilden konnen und zur
Tumorbildung neigen. Sie wurden im Rahmen von Xenograft-Versuchen mit
humanen Myelomzellinien oder primaren Zellmaterial von Patienten transplan-
tiert (siehe Abbildung 10)."%%'% Diese Tumoren wachsen meist schnell, jedoch
in den meisten Fallen in einer nicht-orthotopen Umgebung wie der Haut oder
Lunge, was jedoch zumindest ein einfaches Monitoring erméglicht.’®

Diese Modelle ermdglichen Experimente Uber das humane Multiple Myelom an
Mausen, sind jedoch entfernt vom Verhalten des humanen Multiplen Myeloms
in vivo."® Sie imitieren eher aggressive Stadien, da das primare Zellmaterial
meist Patienten mit einer fortgeschrittenen extramedullaren Erkrankung ent-
nommen wird.'%1%

In einer neueren Variation dieses Ansatzes wurden knochenahnliche dreidi-
mensionale  Strukturen mit humanen oder murinen Knochenmark-
Umgebungszellen (BMSC) geschaffen, in SCID-Mause implantiert und primare
Myelomzellen injiziert, was zur Bildung von malignen Plasmazellherden
fuhrte."” Dieses Modell wurde nach seinen Bestandteilen SCID-M&usen, syn-
thetischem Knochen und humanem Knochenmark SCID-synth-hu genannt und
dient der Interaktionsforschung zwischen Myelom- und Knochenmarkszellen.'%®
Es beinhaltet viele Nachteile seiner Vorganger nicht, ist jedoch technisch auf-

wendig."%®
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Xenograft- Mausmodell

Myelomzelllinie
oder primares
Zellmaterial

K Terminal erkrankte
Humane
Maus

i.v. oder s.c.- Entwicklung

Injektion in eines MM
immundefiziente
SCID oder NOD
scid gamma- ;3
Méuse ?,

i@\

Abbildung 10 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe | (mo-
difiziert nach '%°)

1.4.2 Gruppe lI: Das 5T- Modell

Zusatzlich zu diesen Xenotransplantationsmodellen gibt es jedoch auch Maus-
stamme z.B. C57BL/KaLwRij, in denen eine Myelom ahnliche Erkrankung spon-
tan im héheren Alter auftreten kann.'” Die Zelllinien 5T2MM und 5T33MM und
deren Subklone 5T33MMvt und 5TGM1 wachsen auch in vitro und stellen
transplantierbare Mausmyelomlinien dar. Intravendse Injektion dieser Zellen
fuhrte zu einer myelomahnlichen Erkrankung mit Knochenmarklokalisation, os-
teolytischen Herden, renaler Beteiligung und monoklonaler Gammopathie (sie-
he Abbildung 11).1941%%11% Nachteil des 5TMM-Modells ist vor allem die Abhan-

" und die Diskre-

gigkeit von einem speziellen Mausstamm (C57BL/KaLwRij)
panzen im Vergleich zur menschlichen Erkrankung.'® AuRerdem ist das Multip-
le Myelom in Genetik und Verhalten von Mensch zu Mensch unterschiedlich
und diese Variabilitat geht in diesem Modell mit klonalen Myelomzelllinien verlo-

ren.'06
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Spontane Entstehung
eines Multiplen Myeloms
de novo in alten C57BL/
KaLwRij Mausen

jo o)~ N '
rra * 3
%\
E Terminal erkrankte
Maus

Isolation von
5TMM-Zellen

Entwicklung
i.v.-Injektion in eines MM
junge genetisch

identische
Maduse

2
o
i

®e) -

* 4

Abbildung 11 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe Il (mo-
difiziert nach '%°)

1.4.3 Gruppe llI: Das Induktions-Modell

Die dritte Gruppe stellt den Ursprung von der in folgenden Experimenten ver-
wendeten MOPC315.BM Zelllinie dar. Durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von
Mineraldl entsteht in BALB/c ein Plasmazelltumor (siehe Abbildung 12)
(MOPC= mineral oil-induced plasmacytomas).""’

Mineraldl ist eines der Reagenzien, das ein Plasmozytom als Antwort auf einen
chronischen Reiz im Peritoneum der Maus induzieren kann.'"2

MOPC315 wachst uberwiegend im Peritoneum und zeigt keinen Knochenmark-
tropismus. Damit fehlen wichtige Charakteristika des humanen Multiplen

Myeloms.""
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i.p.-Injektionvon g/ 7e)

Mineraldl in
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Terminal erkrankte
MOPC-315 Maus
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identische
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ORL)

S

Abbildung 12 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe Il

(modifiziert nach '%°)

1.4.4 Gruppe IV: Das transgene Modell

Als letztes sei noch eine Gruppe von Mausmodellen genannt, bei denen ver-

schiedene Gene in das Genom integriert wurden, die in der Pathogenese des

Multiplen Myeloms eine Rolle spielen, wie etwa eine Uberexpression von IL-6,

c-Myc und Bcl-X, (siehe Abbildung 13).""*""* Diese Modelle sind dem humanen

Multiplen Myelom in vielen Aspekten sehr ahnlich und erlauben die genauere

Charakterisierung von Onkogenen in der Entwicklung des Multiplen Myeloms

und gegen sie gerichteter molekularer Therapeutika, sind jedoch zeitaufwendig

und kostenintensiv,'%*11111°
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Transgenes Mausmodell

Terminal erkrankte

Maus
Insertion verschiedener
MM-bedeutsamer
Mutationen in das Genom Entwicklung
eines MM

Krransgene Maus

£

Abbildung 13 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe IV

(modifiziert nach '%°)

1.4.5 Vergleich der vier Gruppen

Keines der genannten Mausmodelle spiegelt alle Facetten des humanen Multip-

len Myeloms wieder (siehe Tabelle 4). Die Moglichkeit maligne Plasmazellen in

vitro wachsen zu lassen und sie dann in eine gewohnliche immunkompetente

Labormaus, wie BALB/c, zu injizieren, die daraufhin die Hauptcharakteristika

des humanen Multiplen Myeloms, wie Knochenmarkbefall und osteolytische

Lasionen entwickelt, ist durch keine dieser vier Gruppen gegeben.'"

Deshalb wurde fur die folgenden Versuche das erst 2012 etablierte Mausmodell

MOPC315.BM verwendet.

29



Einleitung

Tabelle 4. Vergleich der vier Gruppen von bisherigen Mausmodellen fur das
Multiple Myelom (MM) (erstellt aus Informationen von '%41%¢117)

Gruppe I* Gruppe ll Gruppe lli Gruppe IV
schaften gefihrt wickelt Substanz indu- | Mutationen
Ziert beglinstigen
Entwicklung
Herkunft human murin murin murin
des Mul-
tiplen
Myeloms
Maus- - SCID C57BL/KaLwRij MOPC-315 - Myc/Bcl-XL
stamme - NOD scid gamma - H2-Ld-hIL6
(Auswahl) [ (= immundefizient)
Studien 102, 103, 108 109, 110, 116 117,118 113-115, 119
(Auswahl)
Nachteile | - Darstellung fortge- -limitierte Verfug- -extra- -hoher Zeit-
schrittener Stadien barkeit medulléres aufwand
- fehlende Abbildung | - fehlende Abbil- Wachstum -finanzieller
der genetischen Va- | dung der geneti- -Wachstum an | Aspekt
riabilitat des MM schen Variabilitat Injektionsstelle | - unzu-
- allotope Ansiedlung | des MM reichende
- schlechte Vaskula- Darstellung
risierung Stadien und
Entwicklung
Tumor
- Diskrepanz zu Biologie der menschlichen Erkran-
kung aufgrund Verwendung muriner Myelomzellen
- fehlende Darstellung der fiir die Erkrankung wichti-
gen Interaktion zwischen Myelomzellen und Kno-
chenmarks-Umgebungszellen
* ausgenommen: SCID-synth-hu Modell von Calimeri et al., 2011

1.4.6 MOPC315.BM: Beschreibung, Vorteile und Anwendung

Eine Modifikation von MOPC315 iber MOPC315.4 zu MOPC315.BM wurde

durch wiederholte Injektionen der aus dem Knochenmark isolierten Zellen in
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Mausen erreicht (siehe Abbildung 14).""" Eine Knochenmarkbeteiligung wurde

dabei durch das klinische Auftreten einer Paraplegie detektiert.

2 9

S.C. i.v.
MOPC315 Passagen MOPC315. Passagen

—) u ) S
ATCC¥, Lauritzsen et Hofgaard et

1988 al., 1993112 al., 20121%

MOPC315.

*ATCC= american type culture collection

Abbildung 14 Entwicklung von MOPC315.BM (modifiziert nach """

Nach Hofgaard et al. ist MOPC315.BM im Vergleich zu ihren Vorlaufern effekti-
ver in der Tumorentwicklung, zeigt hdhere Serumkonzentrationen des Myelom-
proteins M315 (IgA mit Spezifitdt gegen DNP) und fuhrt schneller zu klinischen
Zeichen wie Paraplegie bei unveranderter Chemosensitivitat auf Myelom-
Therapeutika wie z.B. Bortezomib.

Weitere Vorteile sind die Lokalisation der Zellen im Knochenmark und die Kulti-
vierung in vitro.""

Im Rahmen von in vivo-Studien wurden zwei Varianten generiert,
MOPC315.BM.Luc mit Firefly Luciferase und MOPC315.BM.DsRed mit
DsRed."" Die lumineszierenden Signale korrelieren dabei mit der Serumkon-
zentration des Myelomproteins M315 und ermdglichen eine nicht-invasives Mo-
nitoring des Tumorwachstums.""’

MOPC315.BM.Luc Zellen wurden im Rahmen der Studie von Hofgaard und Kol-
legen schon nach einer Stunde in der tibiofemoralen Region detektiert und ent-
wickelten sich von da an progressiv im gesamten murinen Skelett und in der
Milz. Folge waren multiple osteolytische Herde, was als wichtiges Charakteristi-
kum des humanen Multiplen Myeloms gilt.""’

Der in dieser Doktorarbeit beschriebene Gen-Knockdown mit Hilfe eines
shRNA-tragenden Vektorsystems in vitro wurde mit den Zellen von
MOPC315.BM durchgefuhrt. Die in der Studie von Hofgaard und Kollegen be-

schriebenen Erkenntnisse dienten als Ausgangspunkt dieser Versuche, da
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durch die Etablierung ihres Mausmodells eine zuverlassige Ausgangsbasis fur

eine Simulation der Verhaltnisse im humanen Multiplen Myelom gegeben war.

1.5 Fragestellung meiner Arbeit

Das Multiple Myelom macht 10% aller hamatologischen Neoplasien aus. Ver-
schiedene Stoffwechselwege, genetische Veranderungen und eine Interaktion
mit den umgebenden Knochenmarkstromazellen spielen in der Entwicklung und
Progression des Multiplen Myeloms eine Rolle. Bedeutung hat hier auch das
onkogenetisch wirkende YBX17, dem eine essenzielle Rolle in Physiologie und
Pathologie des menschlichen Organismus zukommt. In Multiplen Myelom-
zelllinien bewirkt sein transienter Knockdown per siRNA eine Hemmung der
Proliferation und induziert Apoptose.®°

In der folgenden Arbeit wurde ein induzierbares Vektorsystem zum shRNA-
vermittelten Knockdown von YBX7 in der murinen Plasmazelllinie MOPC entwi-
ckelt. Durch den Einsatz einer shRNA versus siRNA konnte die dauerhafte In-
tegration der RNA-Interferenz in die Zelle erreicht werden. Die Moglichkeit eines
konditionellen Knockdowns durch Tetrazyklin-Induktion ist aufgrund der essen-
ziellen Rolle von YBX1 in der Zelle fur den dauerhaften Einsatz grundlegend.
Durch diese Arbeit wurde ein Beitrag zur genaueren Charakterisierung des pu-
tativen Onkogens YBX1 beigetragen.

Die Expression von YBX7 in murinen Plasmazelllinien wurde durch den Einsatz
der RNA-Interferenz supprimiert. Um dieses Ziel zu erreichen wurden verschie-
dene Schritte verfolgt. Der molekularbiologischen Produktion der gegen YBX1
gerichteten shRNA-Oligonukleotide, folgte der Einbau in einen Plasmidvektoren
und die Vermehrung in E.coli. Nach Verifizierung der entsprechenden Ziel-
Sequenzen durch Sequenzierung folgte die Einschleusung in die murinen
Plasmazellen per Virusinfektion und die Evaluierung der sich daraus ergeben-

den Konsequenzen per Western Blot und Zytospin.
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2 Materialien

2.1 Bakterien und Zellinien

2.1.1 Bakterienstimme

One Shot® TOP10 Competent Cells, Invitrogen (Karlsruhe)
Escherichia coli, F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80/acZAM15, AlacX7, recA1 araD139 A(araleu) 7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG

NEB10-beta Competent E.coli (High Efficiency), NEB (Ipswich, MA, USA)
Escherichia coli, araD139 A(ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK
(680 A(lacZ)M15) mcrA galU recA1 endA1 nupG rpsL (Str®)
A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

Stellar™ Competent Cells, Clontech (Palo Alto, CA, USA)
Escherichia coli, F—, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1,
gyrA96, phoA, ®80d lacZA M15, A (lacZYA - argF)
U169, A (mrr - hsdRMS - mcrBC), AmcrA, A-

2.1.2 Zelllinien

MOPC315.BM.luc murine Plasmozytomzelllinie'""
HEK- 293 humane embryonale Nierenzelllinie (transformiert durch

Adenovirus Typ 5)'%°

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 shRNA-Inserts

Zur Klonierung von shRNAs wurden Oligonukleotide verwendet, die von der
Firma Sigma-Aldrich (Munchen) hergestellt wurden. Sie alle dienten dem
Knockdown von YBX7 und sind gegen Maus-mRNA gerichtet.

Der Aufbau der einzelnen Sequenzen folgte dabei folgendem Muster:
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5" CGC GTC CCC - 19 bzw. 21 bp sense strand - 9 bp loop — [(SIGZNN2NEE
antisense strand - TTT TTG GAA AT 3

Tabelle 5. Liste der verwendeten Oligonukleotide. Es erfolgt nur die Auflis-
tung der forward- Sequenz nach dem oben beschriebenen Farbmuster.
Targetspezifische Sequenzen sind grian markiert. GC%= GC-Gehalt; Tn=
Schmelztemperatur.

MM_YB1_375neu (=22) | GC%: 46 | T>89,2°C | 67-mer
5-CGC GTC CCC TGA CAC CAA GGA AGA CGT ATT CAA GAG ATA

CGT CTT CCT TGG TGT CAT TTT TGG AAA T-3'

MM_YB1_1505 neu (=23) | GC%: 43 | T,>86,5°C | 67-mer
5-CGC GTC CCC GCA CCT GTT AAT AAA GGT CTT CAA GAG AGA

CCTTTATTA ACA GGT GCT TTT TGG AAA T-3’

MM_YB1 77210 (=16) | GC%: 44 | T,>88,1°C | 71-mer
5-CGC GTC CCC GAG AAC CCT AAA CCA CAA GAT TTC AAG AGA

ATC TTG TGG TTT AGG GTT CTC TTT TTG GAA AT-3’

MM_YB1 77208 (=17) | GC%: 46 | T»>90,6°C | 71-mer
5-CGC GTC CCC CAT CTC TAC CAT CAT CCG GTT TTC AAG AGA

AAC CGG ATG ATG GTA GAG ATG TTT TTG GAA AT-3’

2.2.2 Primer

Die Synthese der Primer wurde von der Firma Eurofins (Mannheim) durchge-
fuhrt. Die Lange der Primer in-for und in-rev ist den speziellen Anforderungen

des Ligase-unabhangigen Klonierens (siehe 3.1.14) angepasst.

2.2.2.1 Liste der verwendeten Primer
Lenti_Seq
5-TCCTTCTGCTACGTCCCTTC-3

in-for
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5 -CATCGGTACGTATGGCCAGGTACCTTTAAGACCAATGAC-3

in-rev

5 -CAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAG-3

2.2.3 Plasmide

Der detaillierte Aufbau der Vektoren ist dem Vektorenverzeichnis zu entnehmen

(siehe 8.4).
pLVTHM

pLKO.1

pTripZ

pLVCT-tTR-KRAB

Transfervektor, der das direkte Klonieren von shRNA
in einen lentiviralen Vektor erlaubt, mit GFP-
Komponente, die erfolgreich infizierte Zellen sichtbar
macht. Er besitzt eine Ampicillin-Resistenz zur bakte-
riellen Selektion der erfolgreichen Insertion.

Lentiviraler Vektor mit der Moglichkeit der shRNA-
Insertion. Er besitzt eine Ampicillin-Resistenz.

Tetracyclin- induzierbarer Vektor (Tet-On) mit der
Moglichkeit der shRNA-Insertion. Er besitzt einen
RFP-Marker, der eine Identifizierung erfolgreich infi-
zierter Zellen erlaubt.

Tetracyclin- induzierbarer Vektor (Tet-On), der eine
shRNA-Insertion Uber den Transfervektor pLVTHM
ermoglicht und einen GFP-Marker zur Visualisierung
einer erfolgreichen Infektion besitzt. Er hat eine Am-
picillin-Resistenz.

pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 Tetracycylin-induzierbarer Vektor (Tet-Off), der eine

shRNA-Insertion Uber den Transfervektor pLVTHM
ermoglicht und einen GFP-Marker zur Visualisierung
einer erfolgreichen Infektion besitzt. Er hat eine Am-
picillin-Resistenz.
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psPAX2 Plasmid, das Informationen fur strukturelle Proteine
und Enzyme tragt, die notig sind, einen Virus zu ge-
nerieren. Es ist ein Bestandteil der Virusproduktion.

pMD2.G Plasmid, das die Informationen fur die Hullproteine
des Virus tragt. Es ist ein Bestandteil der Viruspro-
duktion.

2.3 Antikorper zur indirekten Immunfluoreszenz und Western
Blot

2.3.1 Primarantikorper

Tabelle 6.
Protein Spezies Firma
YBX1 Rabbit Antibodies online (Aachen, Deutschland)
GFP Goat Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA, USA)

2.3.2 Sekundérantikorper

Tabelle 7.
Protein Konjugation Firma
. ___________________________________________ ________________|
anti-rabbit IgG HRP Jackson Immunoresearch

(Newmarket, UK)
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2.4 Substanzen

2.4.1 Substanzen bei der Klonierung

Tabelle 8.

Substanz

10x Fast Digest® Green Puffer

Firma

Fermentas (St. Leon-Roth)

10x Fast Digest® Puffer

Fermentas (St. Leon-Roth)

10x Oligo Annealing Buffer

Invitrogen (Karlsruhe)

10x Taq Puffer mit KCI (500 mM)

Fermentas (St. Leon-Roth)

2-Mercaptoethanol

Carl Roth (Karlsruhe)

2x Quick/ T4 DNA Ligase Buffer

NEB (Ipswich, MA, USA)

5x Rapid Ligation Buffer

Fermentas (St. Leon-Roth)

6x Loading Dye & SDS-L&sung

Fermentas (St. Leon-Roth)

6x Orange DNA Loading Dye

Fermentas (St- Leon-Roth)

Agar Agar

Carl Roth, Karlsruhe

Aqua dest.

B. Braun (Melsungen)

Bacto™ Hefeextrakt

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Bacto™ Trypton

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (Minchen)

D-(+)-Saccharose

Carl Roth (Karlsruhe)

Dako Fluorescent Mounting Medium

Dako (Hamburg)

Dinatriumhydrogenphosphat

Carl Roth (Karlsruhe)

dNTP-Mix
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP je 10 mM)

Fermentas (St. Leon-Roth)

EDTA

Carl Roth (Karlsruhe)

Ethanol 70% in aqua dest.

Carl Roth (Karlsruhe)

Glycerin Carl Roth (Karlsruhe)
HEPES Carl Roth (Karlsruhe)
Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe)

LB-Lennox (5 g/l NaCl)

Carl Roth (Karlsruhe)

Methanol Sigma-Aldrich (Miinchen)
MgCl, 25mM Fermentas (St. Leon-Roth)
Natriumacetat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Carl Roth (Karlsruhe)

Natriumdihydrogenphophat

Carl Roth (Karlsruhe)
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Natriumhydroxid

Carl Roth (Karlsruhe)

NEB-4 Puffer

NEB (Ipswich, MA, USA)

Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth (Karlsruhe)

Salzsaure

Carl Roth (Karlsruhe)

SDS

Carl Roth (Karlsruhe)

SeaKem® LE Agarose

Cambrex Bio Science (Rockland, ME, USA)

SOC Outgrowth Medium

NEB (Ipswich, MA, USA)

TEMED Sigma-Aldrich (Minchen)
TRIS Carl Roth (Karlsruhe)
Triton X Carl Roth (Karlsruhe)
Tween 20 AppliChem (Darmstadt)
Xylencyanol Sigma-Aldrich (Minchen)

a-D-(+)-Glucose

Carl Roth (Karlsruhe)

2.4.2 Substanzen in der Zellkultur

Tabelle 9.

Substanz

2-Mercaptoethanol

Firma

Invitrogen (Karlsruhe)

DMEM, High Glucose, GlutaMAX™

Invitrogen (Karlsruhe)

Doxycyclin

Clontech (Palo Alto,CA, USA)

Dulbecco’s PBS (ohne CaCl,, ohne MgCl,)

Invitrogen (Karlsruhe)

FBS

Invitrogen (Karlsruhe)

FBS hitzeinaktiviert

Invitrogen (Karlsruhe)

FBS Tetrazyklin-negativ

Invitrogen (Karlsruhe)

Natriumpyruvat

Invitrogen (Karlsruhe)

Penicillin/Streptomycin L6sung

Invitrogen (Karlsruhe)

Polybrene

Sigma-Aldrich (Miinchen)

Puromycin Dihydrochlorid

InvivoGen (San Diego, CA, USA)

RPMI 1640

Invitrogen, (Karlsruhe)

Trypsin-EDTA-L6sung, 10-fach

PAA Laboratories (Colbe)

TurboFect™ Transfection Reagent

Fermentas (St. Leon-Roth)
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2.5 Medien

2.5.1 Medien zur Bakterienkultivierung

LB- Medium 2% (w/v) LB- Lennox (mit 0,5 % (w/v) NaCl)

autoklaviert

LB-Medium ohne NaCl 1% (w/v) Bacto™ Trypton, 0,5% (w/v) Bacto™ He-
feextrakt, pH 7,4 mit NaOH eingestellt

LB-Carb-Agar 1,5% (w/v) Agar Agar ad LB-Medium bzw. LB-
Medium ohne NaCl autoklaviert, abkuhlen lassen
auf 60° Celsius und 0,1% (v/v) Carbenicillin-Stock
hinzugefugt

2.5.2 Medien in der Zellkultur

HEK293 DMEM
10% (v/v) FBS
1% (v/v) Pen/Strep
1% (v/v) Natriumpyruvat

MOPC DMEM/ RPMI 1640
10% (v/v) FBS'
1% (v/v) Pen/Strep
1% (v/v) Natriumpyruvat
1:1.000 (v/v) 20uM BCS+ 50mM TG frisch hinzugefligt
5% (v/v) HEPES
B-Mercaptoethanol

' Bei der Klonselektion mit Doxycyclin wurde Tetracyclin-negatives Serum verwen-
det, um eine Interferenz mit dem TetOn/TetOff-System auszuschliel3en.
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2.6 Puffer und Losungen
Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit aqua
dest. hergestellt.

Agarosegel Proben-Puffer 10x 49,5 mM Tris-HCI pH 7,6

APS- Losung

Blocking-Puffer

Carbenicillin- Stock

DAPI

ECL-Detektionsreagenz

Solution A

Solution B

GYT broth

40

4,6 mM Xylencyanol
3,6 mM Bromphenolblau
60% (v/v) Glycerol

10% (w/v) Ammonium-

peroxidsulfat

5% BSA in TBS-T

100 mg/ml Carbenicillin
ad 50% Ethanol

1% DAPI in Dako Fluorescent
Mounting Medium®

90,9% (v/v) Solution A
9,1% (v/v) Solution B
0,09% (v/v) 30% H20,

1,4 mM Luminol
100 mM Tris-HCI pH 8,6

6,7 mM para-Hydroxy-
coumarinsaure in DMSO

LB-Medium
10% (v/v) Glyerol
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Lammli 4x (SDS-Probenpuffer) 240 mM Tris-HCI pH 6,8
8% (w/v) SDS
40% (v/v) 100% Glycerol
0,02% (w/v) Bromphenolblau
10% 2-Mercaptoethanol

PBS Puffer 10x 1370 mM NaCl
27 mM KCI
20 mM KH;PO4
17 mM Nax;HPO4
pH 7,4 mit HCI eingestellt

PBS-Triton X 1x PBS
0,2% (v/v) Triton X-100

PBS-Triton X-Tween 20 1x PBS
0,1% (v/v) Triton X-100
0,05% (v/v) Tween 20

RIPA Puffer 150 mM NacCl
1% (v/v) Triton X-100
0,1% (w/v) SDS
0,5% (v/v) Deoxycholat
50 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM PMSF frisch zugegeben

Saccharose- Losung 20% (w/v) D(+)-Saccharose
in 1x PBS
steril filtriert

Sammelgel 5% 16,6% (v/v) Rotiphorese 30
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SDS- Laufpuffer 10x

Standardpuffer 0 (SO)

Standardpuffer 1 (S1)

Standardpuffer 2 (S2)

Standardpuffer 3 (S3)

Standardpuffer 4 (S4)

Standardpuffer 5 (S5)

Stripping Puffer

TBE Puffer

42

116 mM Tris-HCI pH 6,8
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,05% TEMED

1% (w/v) SDS

250 mM Tris

2 M Glycin

RIPA

0,625% (w/v) BSA
in RIPA

1,25% (w/v) BSA
in RIPA

2,5% (w/v) BSA
in RIPA

5% (w/v) BSA
in RIPA

10% (w/v) BSA
in RIPA

200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS in dH,0

pH 2,2, 1% (v/v) Tween-20

89 mM Tris
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89 mM Borséaure
2 mM EDTA (pH 8,0)

TBS Puffer 25x 500 mM Tris
3250 mM NacCl
pH 7,6 mit HCI eingestellt

TBS- 0,025% Triton X-100 0,025% (v/v) Triton X-100
TBS pH 7,6

TBS- 0,1% Tween 20 0,1% (v/v) Tween 20
TBS pH 7,6

TBS- 0,5% Tween 20 0,5% (v/v) Tween 20
TBS pH 7,6

TG semi-dry Puffer 20% (v/v) Methanol
1IXTG

TGS pH 8,3 10x 250 mM Tris

1192 mM Glycin
1% (v/v) SDS

Trenngel 7,5-15% 25-50 % (v/v) Rotiphorese 30
376mM Tris-HCI pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,05 % (v/v) TEMED

Tris-HCI pH 6,6 bzw. 8,8 1000 mM Tris

pH 6,8 oder 8,8 mit HCI einge-
stellt
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2.7 Enzyme
Es wurden Enzyme von den Firmen NEB (Ipswich, MA, USA) und Fermentas

(St. Leon-Roth) eingesetzt.

Tabelle 10. Liste der verwendeten Enzyme
Enzym Firma
Antarctic Phosphatase NEB (Ipswich, MA, USA)
Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
Quick T4 DNA Ligase NEB (Ipswich, MA, USA)
T4 DNA Polymerase Fermentas (St. Leon- Roth)
T4 Polynucleotide Kinase Fermentas (St. Leon-Roth)

Gesondert seien hier die fur die Arbeit zentralen Restriktionsenzyme aufgefuhrt:

Tabelle 11. Liste der verwendeten Restriktionsenzyme
Firma Restriktionsschnittstelle

Clal Fermentas (St. Leon-Roth) 5°...AT-CGAT...3"
3"...TAGC-TA...5

Fspl Fermentas (St. Leon-Roth) 5°...TGC-GCA...3’
3"...ACG-CGT...5"

Fspl NEB (Ipswich, MA, USA) 5...TGC-GCA...3’
3"...ACG-CGT...5

Miul Fermentas (St. Leon-Roth) 5"...A-CGCGT...3’
3"...TGCGC-A...5

Mscl Fermentas (St. Leon-Roth) 5°...TGG-CCA...3’
3"...ACC-GGT...5’

Mscl NEB (Ipswich, MA, USA) 5°...TGG-CCA...3’
3"...ACC-GGT...5"
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2.8 Molekulargewichtsmarker fur DNA und Proteine
Tabelle 12. Liste der Protein- und DNA- Marker

Marker Firma

50 bp DNA Ladder Invitrogen (Karlsruhe)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Roth)

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

Fermentas (St. Leon-Roth)

Ready-Load™ 100 bp DNA Ladder Invitrogen (Karlsruhe)

Ready-Load™ 1kb DNA Ladder Invitrogen (Karlsruhe)

2.9 Molekular- und zellbiologische Kitsysteme

Tabelle 13.

Liste der verwendeten Reaktionskits

GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit

Firma

Fermentas (St.
Leon-Roth)

Einsatzbereich

Aufreinigung von extrachromosomaler
bakterieller DNA

NucleoBond® Xtra Midi,
Maxi EF

Macherey-Nagel
(Duren)

Aufreinigung gréRerer Mengen extrach-

romosomaler bakterieller DNA

Qiagen Plasmid Midi,
Maxi, Mega Kits

Qiagen (Hilden)

Aufreinigung grofRerer Mengen extrach-

romosomaler bakterieller DNA

QuickLyse® Miniprep
Kit

Qiagen (Hilden)

Aufreinigung von extrachromosomaler
bakterieller DNA

Wizard®SV Gel&PCR
Clean-Up System

Promega (Madi-
son, WI, USA)

Aufreinigung von extrachromosomaler

bakterieller DNA aus Agarosegelen

Clone JET™ PCR Clon-

Fermentas (St.

Ligase-freies Klonieren

ing Kit Leon-Roth)
Calcium Phosphate Sigma-Aldrich Calcium-Phosphat-Transfektion
Transfection Kit (Minchen)

DC™ Protein Assay

Bio-Rad (Herts,
UK)

Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Bradford

2.10 Gerate

Photometer Sunrise (Tecan, Mannedorf, Schweiz)
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Brutschrank fur Bakterienkulturen (Memmert, Schwabach)
Durchflusszytometer CyFlow® SL (Partec, Oberstenfeld)
Elektrophoresekammer fur Agarosegele (PeqglLab, Erlangen)
Elektrophoresekammer fur Western Blot Mini-Protean (Bio-Rad, Michen)
Elektroporations-Impulsgenerator Typ EPI 2500 (Dr. L. Fischer, Heidelberg)
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE 2000-U und Digital Camera DxM 1200 (Ni-
kon, Tokio, Japan)
Lichtmikroskop TELAVAL 31 (Zeiss, Jena)
PCR-Gerat PCR System 2400 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)
Photometer BioPhotometer DPU-414 (Eppendorf, Hamburg)
Schuttelgerate
- Bakterienschuttler TH25 (Firma Edmund Buhler, Hechingen)
- Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg)
- Schuttelwasserbad GFL-1083 (GFL, Burgwedel)
- Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)
SDS-PAGE-Apparatur Minigel (Bio-Rad, Minchen)
Sterilarbeitsbank HeraSafe (Heraeus, Hanau)
Wasserbad Koétterman (Kottermann, Uetze/Hanigsen)
Analysenwaage BP 221 S, Max= 220 g, d=0,1 mg (Sartorius, Gottingen)
Zentrifugen
- Hochleistungszentrifuge Avanti ™ J-25 (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA)
- Hochleistungszentrifuge J6-MI (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA)
- Mikrozentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
- Tischzentrifuge Cellspin | Zytozentrifuge fur die Zellkultur
(Tharmac, Waldsolms)
- Tischzentrifuge Multifuge 3SR (Heraeus, Hanau)
Zellkulturbrutschrank Function Line (Heraeus, Hanau)
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2.11Verbrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialen wie Zellkulturschalen und -flaschen, Pipettenspitzen, Re-
aktionsgefalle, Objekttrager und Handschuhe wurden, soweit nicht anders ver-
merkt, von folgenden Firmen bezogen:

A.Hartenstein (Wurzburg)

BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Firma Gerhard Menzel (Braunschweig)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

neolLab (Heidelberg)

Nunc A/S (Roskilde, Danemark)

Sarstedt (Nurnbrecht)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Anzucht von Bakterienkulturen

3.1.1.1 Flussigkulturen

Um eine bakterielle Kultur fur weitere Klonierungsschritte zu vermehren, gibt
man eine Pipettenspitze mit an ihr haftenden Bakterien aus einem Glycerol-
stock oder von einer Kolonie einer Agarplatte in ein Kulturrohrchen mit nahr-
stoffreichem LB-Medium. Das Medium wurde zuvor autoklaviert und nach Ab-
kuhlen mit dem Antibiotikum Carbenicillin versetzt, um so zu garantieren, dass
nur Bakterien wachsen, die die entsprechende Resistenz tragen.

Die Rohrchen werden im Inkubationsschattler fir mindestens acht Stunden ge-
schattelt, um so ein zur weiteren Verwendung ausreichendes Wachstum zu er-

reichen.

3.1.1.2 Kulturen auf Agarplatten

Um Agarplatten herzustellen wurden die Zutaten fur LB-Medium mit aqua dest.
gemischt und 1,5% Agar Agar hinzugefugt. Nach dem Autoklavieren konnte das
flussig gewordene Agar Agar mit dem LB-Medium gemischt und nach Abkuhlen
auf unter 60°C das Carbenicillin zugefuhrt werden. AnschlieRend wurde der
noch flissige Agar in Einweg-Plastik-Petrischalen gegossen. Nach deren Ab-
kihlen konnten die Petrischalen in den Kuhlschrank Uberfuhrt und dort fur eini-
ge Wochen gelagert werden.

Die Vermehrung von der einzelnen Bakterie zur Kolonien auf einer Agarplatte
fand vor allem nach der Transformation ihre Anwendung. Hierbei wurde ein
bakterienhaltiges Nahrmedium mit einem Drigalskispatel schnell und homogen
auf einer Carbenicillin-haltigen Agarplatte ausgestrichen und kopfuber gelagert
uber Nacht inkubiert. Am nachsten Morgen wurden dann Kolonien sichtbar.
Alternativ dazu wurden die Bakterien im Drei-Osen-Ausstrich mit der ausge-
glihten und abgekiihiten Ose nicht gleichmaRig ausgestrichen, sondern mit
dem Ziel, Bakterien zu vereinzeln. Dies fand seine Anwendung, wenn eine ein-

zelne Kolonie als Ausgangspunkt eines neuen Experimentes dienen sollte.
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3.1.2 Hybridisierung von einzelstrangiger (ss-) DNA

Einzelstrangige (ss= single strand) Oligonukleotidsequenzen, die fur die Her-
stellung der shRNA bendtigt wurden und von der Firma Sigma-Aldrich (Mun-
chen) hergestellt wurden, sollten mit ihrem komplementaren Strang zusam-
mengebracht werden. So entstand das in das Plasmid zu integrierende Ziel-
Insert. Der genaue Ablauf der Versuche ist den Annealing-Protokollen der Fir-
ma Invitrogen (Karlsruhe) zu entnehmen.

Um zu kontrollieren, ob die beschriebenen Ablaufe adaquat erfolgt waren, kon-
nte die im Zwischenschritt entstandene 500 nM Probe durch Agarosegel-
Elektrophorese mit einem Aliquot der Ausgangsprobe in ihrer Grof3e verglichen
werden. Dabei sollte die Ausgangsprobe aufgrund ihrer Einzelstrangigkeit eine

geringere GroRRe im Gel darstellen als das doppelstrangige Ergebnis.

3.1.3 Restriktionsverdau

Die hier durchgefuhrten Restriktionsverdaue folgen den Angaben der Hersteller
Fermentas (St. Leon-Roth) und NEB (Ipswich, MA, USA) in der Wahl der Puffer
und Reaktionsbedingungen und wurden jeweils mit Negativkontrolle (Wasser
statt DNA) durchgefuhrt. Anschliefend wurde ein Aliquot der Proben auf ein
analytisches Agarosegel aufgetragen und somit der protokollgemale Ablauf
des Verdaus kontrolliert.

3.1.4 Phosphorylierung und Dephosphorylierung

Beim Verdau einer DNA- Sequenz gibt es viele potenzielle Probleme, welche
die Effizienz des Verdaus reduzieren konnen. Diese ergeben sich besonders
beim diffizileren blunt end- Verdau, da sich dessen Uberhange sehr viel schwe-
rer verknupfen lassen.

So besteht die nicht unerhebliche Gefahr, dass die Vektorenden untereinander
ligieren, ohne einen Einbau des Inserts vorgenommen zu haben. Um dies zu
umgehen, wurde der Vektor vor der Ligation dephosphoryliert, d.h. die 5°-Enden
verlieren ihr endstandiges Phosphat und die Ligase kann diese nun nicht mehr

miteinander verkniipfen."?' Damit kann eine Rezirkulation verhindert und somit
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die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Integration des Inserts erhoht wer-
den.

Die Dephosphorylierung erfolgte hier mit 1 yl der Antarctic Phophatase, 50 pl
DNA und 6 pl Reaktionspuffer fur 15 Minuten bei 37°C und anschliellender Hit-
zeinaktivierung fur 5 Minuten bei 65°C.

Die Phosphorylierung des Inserts folgt demselben Prinzip: Indem das Insert
eine Phosphatgruppe am 5°OH- Ende erhalt, wird eine Ligation mit dem Vektor

uberhaupt erst ermoglicht.

3.1.5 Ligation

Die Ligationsreaktion wurde gemafl der Protokolle von NEB (lpswich, MA,
USA), Invitrogen (Karlsruhe) oder der von Fermentas (St. Leon-Roth) jeweils
mit einer Negativkontrolle (Wasser statt Insert) durchgefuhrt, die alle eine Inku-
bationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur (22-25° C) vorsehen.

Danach folgte die Transformationsreaktion.

3.1.6 Herstellen elektrokompetenter Zellen

Beide Verfahren der Transformation benotigen Bakterienzellen, die vorher
kompetent gemacht wurden, d.h. in der Lage sind, fremde DNA aufzunehmen.
Dies erfolgt teils durch verschiedene Firmen, bei denen die kompetenten Zellen
gekauft wurden, teils in Selbstherstellung.

Dabei wurden eine einzelne E.coli Kolonien im Schuttelinkubator auf einen
OD600 von 0,4-0,7 in LB-Medium angezogen. Ein Aliquot der Kultur wurde zu
diesem Zwecke im Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm im Vergleich
zu Medium als Nullkontrolle gemessen. Ein OD600 von 0,4-0,7 entspricht der
logarithmischen Phase des Bakterienwachstums, die ein optimales Teilungs-
wachstum garantiert. Die folgenden drei Zentrifugationen und die sich ihnen
anschlieBende Resuspension der Bakterien in destillierten Wasser verfolgten
das Ziel, den Salzgehalt zu minimieren. Am Ende wurde den Zellen GYT broth
zugeflugt, welches aus LB-Medium und 10% Glycerol besteht. Sie wurden in
35 yl Aliquots aufgeteilt und bei -80° Celsius eingefroren. Anhand einer Test-
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transformation und den dabei entstehenden Kolonien konnte die Transfor-

mationseffizienz errechnet werden.

3.1.7 Transformation

In der Absicht das rekombinante Plasmid in ein E.coli Bakterium einzu-
schleusen, wurden verschiedene Methoden verfolgt:

Durch eine kurzzeitige Temperaturerhohung auf 42° C, den sogenannten Hitze-
schock, wurde eine Aufnahme der DNA in das Bakterium erreicht. Der detaillier-
te Ablauf ist den Protokollen der Firma Invitrogen (Karlsruhe) zu entnehmen.
Alternativ konnte durch Elektroporation, das kurzzeitige Permeabilisieren der
bakteriellen Zellmembran, eine Aufnahme des rekombinanten Plasmid erreicht
werden. Eine Elektroporation erfolgte mit den Daten:

1 msec (Impulsdauer)

1,25 kV/mm

1 mm-Kivette

3.1.8 Kolonie-PCR

Das Prinzip der Kolonie-PCR ist einfach: Sie ist eine Screeningmethode, die
positive transformierte Bakterien mittels einer PCR identifiziert. Bakterien wur-
den mit einer Pipettenspitze gepickt und in den PCR-Mix uberfuhrt. Indem ein
bestimmter Abschnitt der Plasmid-DNA, dessen Lange im Zielplasmid bekannt
war, in der PCR vervielfaltigt wurde, gelang es in der folgenden Agarose-
Gelelektrophorese das gesuchte rekombinante Plasmid anhand der Lange von
den anderen zu unterscheiden und auf die Ausgangskolonie zurtckzuverfolgen.
Da Bakterien eingesetzt werden, war die Gefahr unspezifischer Amplifikationen
ein grolReres Problem als bei aufgereinigter Plasmid-DNA. Als Positivkontrolle
diente der Klonierungsvektor oder das zu klonierende DNA Fragment.

Die Kolonie-PCR wurde mit folgendem Protokoll durchgefuhrt:
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Tabelle 14. Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Ansatze

Kolonie-PCR Kolonie-PCR In Fusion PCR
Ansatz 1 PCR-Mix

Primer fwd (10 pM) 0,17 pl 0,5 pl 1,5 pl

Primer rev (10 yM) 0,17 pl 0,5 ul 1,5 ul

dNTPs (10mM) - - 5 ul

dNTPs (2mM) 2,5 ul -

Taq- Polymerase (1U) 0,75 pl 0,5 ul 1 ul

Betaine (5M) - - 5 ul

MgS0O4 (25 mM) - - 2 yl

MgCl (25 mM) 1,5 pl -

10x Polymerasepuffer 2,5 yl (mit KCI) | - 5 ul

Platinum PCR Super Mix - 20 ul -

DNA 1 cfu 1 cfu 1 pl

aqua purificata ad 25 pl ad 22 pl ad 50 pl

Tabelle 15. Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Programme
Kolonie- PCR In Fusion-PCR

Initiale Denaturierung 94°C 5 min 94°C 2 min
Zyklen 25 30
Denaturierung 94°C 30 sec 94°C 15 min
Hybridisierung 50°C 30 sec 60°C 30 sec
Extension 72°C 30 sec 72°C 30 sec
Terminale Extension 72°C 7 min 72°C 7 min

Nachdem nun bekannt war, welche Bakterien das gewunschte Plasmid tragen,

war es zur weiteren molekularbiologischen Verwendung essentiell, die Plasmid-

DNA aus eben jenen Bakterien zu isolieren und aufzureinigen.

3.1.9 Aufreinigung von DNA

3.1.9.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli Mini-Praparation

Die Mini-Praparation ist eine Methode, die bei einer groen Anzahl an Proben

zur schnellen Isolierung von DNA aus Bakterien angewendet wird.
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Die einzelnen Schritte sind den Protokollen der Firmen Qiagen (QuickLyse Mi-
niprep Kit) und Fermentas (GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit) zu entnehmen,
deren Reaktionskits beide fur eine solche Aufreinigung verwendet wurden.

3.1.9.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli Midi-, Maxi- und Mega-
Praparation

Wahrend die Minipraparation dem Screening der positiv identifizierten Proben
aus der Kolonie-PCR diente, war die Maxipraparation den letztendlich als posi-
tiv verifizierten Proben mit dem rekombinanten Zielplasmid vorbehalten, um
DNA in grofieren Mengen zu isolieren.

Die Maxipraparation erfolgte entweder nach dem Protokoll des Qiagen Plasmid
Midi, Maxi, Mega Kit der Firma Qiagen (Hilden) oder dem von NucleoBond®
Xtra Midi, Maxi EF der Firma Macherey-Nagel (Duren).

3.1.9.3 Isolation von DNA aus einem Agarosegel

DNA aus einem Agarosegel zu isolieren, dient der Separierung einer DNA-
Bande von einer anderen, die aufgrund ihrer Grol3e einen kurzeren oder lange-
ren Weg im Gel gewandert ist. Durch UV-Licht kann die Zielbande sichtbar ge-
macht und aus dem Gel ausgeschnitten werden. Dabei ist zu beachten, die
DNA nur einer UV-Quelle mit geringer Wellenlange und nicht zu lange auszu-
setzen, um mogliche irreparable DNA-Strangbriche zu vermeiden.

Als Gel wurde dafur ein 0,8% praparatorisches Agarosegel verwendet, das bis
zur Separation der Zielbande bei 75-100 V in der Elektrophoresekammer ver-
blieb. Die weiteren Ablaufe folgen dem Protokoll des Reaktionskits Wizard®SV
Gel and PCR Clean-Up System der Firma Promega (Madison, WI, USA) zur
Gewinnung der DNA aus einem Agarosegel.

3.1.10 Lagerung von Bakterien bei -80°C

Die Lagerung von Bakterien bei -80°C muss garantieren, dass sich in diesen
keine Eiskristalle bilden und sie damit unbrauchbar werden.

Deshalb wurden sogenannte Glycerol-Stocks erstellt, die aus Ubernachtkultur
der einzufrierenden Kultur und 50% Glycerol bestehen.
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3.1.11 Agarose- Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde fur folgende Aufgaben verwendet:
Isolation einzelner DNA-Banden (siehe 3.1.9.3) und die Analyse von Restrikti-

onsverdauen und PCRs.

3.1.12 Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden von der Firma LGC Genomics (Berlin) durchgefuhrt.
Auswertung der Sequenzierungen erfolgte mit dem im Internet zuganglichen
Programm Blast N?, das den Vergleich verschiedener Nukleotidsequenzen er-
moglicht.

3.1.13 Bestimmung der DNA- Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte im Photometer bei 260nm.

3.1.14 Klonieren ohne den Gebrauch der Ligase

Fur den Fall, dass normale Klonierungsprozesse nicht erfolgreich waren, wurde
das In- Fusion™ PCR Cloning Kit der Firma Clontech (Palo Alto, CA, USA) an-
gewendet.'?

Die Methode arbeitet mit genspezifischen Primern. Diese Primer waren homo-
log zu dem zu integrierenden Insert konstruiert, jedoch mit einem 15 bp-
Uberhang, der dem Insertionsenden des Zielvektors entsprach. So wurde in der
PCR ein neues Konstrukt amplifiziert: Das Insert mit 15 bp-Anhangen am 3°-
und am 5°-Ende. Die PCR lief dabei nach oben genannten Protokoll (siehe
3.1.8) ab. Zur Klonierungsreaktion wurden folgende Komponenten zusammen
gegeben (siehe Tabelle 16). Insert und Vektor wurden dabei in einem 2:1 mola-

ren Verhaltnis eingesetzt.

2 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Protens
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Tabelle 16.

Agarosegel aufgereinigte PCR-Inserts

Bestandteile der In-Fusion Klonierungsreaktion fur aus dem

Klonierungsreaktion

Negativkontrolle

Positivkontrolle

PCR-Insert 50 ng - 2 ul
Vektor 100 ng 1ul 1ul
5x Reaktionspuffer | 2 ul 2 ul 2 ul
In-Fusion Enzym 1ul 1ul 1ul
aqua dest. ad 10 pl ad 10 pl ad 10 pl

Die Bestandteile wurden zuerst bei 37°C und anschliel3end bei 50°C fiur jeweils
15 Minuten inkubiert. In dieser Zeit konnte das In-Fusion Enzym, eine DNA-
Polymerase mit 3"-5'Exonuklease-Aktivitat'?', die doppelstrangigen Enden von
Vektor und Insert in Einzelstrange konvertieren, so dass sie sich dank ihrer ho-
mologen Enden in einer Annealing-Reaktion aneinanderfugen konnten. In einer
anschlielenden Transformationsreaktion mit Stellar™ Competent Cells, wurde
der rekombinante Vektor parallel zu Positiv- (zirkularer Vektor ohne Insert) und
Negativkontrolle (linearisierter Vektor ohne Insert) in E.coli- Bakterien einge-
bracht.

Der Erfolg der Klonierungsreaktion wurde anhand Kolonie-PCR (siehe 3.1.8)
und Restriktionsverdau (siehe 3.1.3) kontrolliert.

3.2 Methoden in der Zellkultur

3.2.1 Kultivieren von Zellen in Suspension und Adhérenz

In der Kultivierung von Zellen wird das Ziel verfolgt, ihnen in vitro ahnliche Um-
gebungsparameter zu bieten, wie sie in vivo aufzufinden sind.'®

Teils in Zellkulturflaschen verschiedener Grole teils in Zellkulturschalen wurden
sie dazu in einem Brutschrank mit 37°C, 10% COz und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 90% gehalten.

Um den Zellen optimale Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten, wurde drei
Mal pro Woche verbrauchtes Medium gewechselt und die Zellen entsprechend

verdinnt.
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Bei der Suspensionskultur MOPC konnte dies einfach durch einen Austausch
des Mediums mit ausfuhrlicher Resuspension verbliebener Zellen geschehen,
wahrend adharente Zellen (wie HEK293K) erst mit Hilfe von Trypsin/EDTA Lo6-

sung von ihrer Unterlage abgeldst werden mussten.'?

3.2.2 Auftauen von Zellen

Zellen werden bei -150 bis -178°C in Stickstoff gelagert, um sie in ihrem Zu-
stand und ihren Eigenschaften zu konservieren und eine spatere erneute Nut-
zung maoglich zu machen.

Wenn man sie aus diesem Zustand wieder in Flussigkultur Uberfuhrt, wurde das
die jeweiligen Zellen enthaltende Kryogefald weniger als eine Minute in das
Wasserbad getaucht und anschlieRend die Zellen mit Medium resuspendiert.
Die Zellen wurde bei 350xg fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und in neues Medium Uberfuhrt, um das toxische Gefrierschutzmittel aus den
Zellen zu entfernen. Je nach Zellzahl wurden die Zellen anschliellend in das
entsprechende Kulturgefal® ausgesat.

3.2.3 Quantitative und qualitative Zellzdhlung

3.2.3.1 Bestimmung der Zellzahl per Durchflusszytometrie

Eine wichtige Routinetatigkeit lag darin, die Zelldichte zu bestimmen. Dies wur-
de mit Hilfe eines FACS Gerates (CyFlow®SL der Firma Partec, Munster), das
eine Volumenbestimmung erlaubt, durchgefuhrt.

Es folgt dem Prinzip, dass Zellen einzeln hintereinander in einer Messkapillare
einen Laserstrahl passieren, der die Zellen anhand ihrer optischen Eigen-
schaften analysiert und lebende von toten Zellen differenzieren kann. Im Seit-
wartsstreulicht (SSC) wird dabei die Granularitat der Zelle und die Grof3e und
Struktur des Zellkerns abgebildet, im Vorwartsstreulicht (FSC) das Volumen der
Zelle. Diese werden anschlie3end in einem Punktwolkendiagramm und Histo-
gramm graphisch dargestellt.’**

Dafur wurden 100 ul Zellen aus der zu bestimmenden Zellkultur mit 900 ul PBS

(Verdinnung 1:10) in einem FACS-Ro6hrchen gemischt und gezahit.
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3.2.3.2 Zytologische Analyse per Durchflusszytometrie

Das FACS diente auch der Analyse transfizierter Zellkulturen. So grenzte sich
in der Zellzahlung nach erfolgreicher Transfektion eine von der normalen Zell-
population differierende Subpopulation ab, deren GroRe Aufschluss Uber die
Transfektionseffizienz erbrachte. Diese Grof3e konnte bestimmt werden, da der
zur Transfektion verwendete Vektor neben dem zu untersuchenden Gen auch
das fluorochrome Protein GFP bzw. RFP codierte.

Die Darstellung verschiedener Fluoreszenzintensitaten basiert auf einer relati-
ven Skala. Deshalb erfolgte die Auswertung der Messungen im Vergleich zu
einer Negativkontrolle, die die Grenzziehung zur Subpopulation definierte.

Die genauen Ablaufe der Messung richten sich nach den Ausfuhrungen unter
Punkt 3.2.3.1.

3.2.4 Transfektionsmethoden

Um die Zielsequenz in Form eines rekombinanten Plasmids in die eukaryoti-
sche Wirtszelle einzubringen, wurden verschiedene Methoden verfolgt, die im
Folgenden naher ausgefuhrt werden sollen.

3.2.4.1 Transienter DNA- Transfer

Um die Bedingungen fur ein Einbringen der Ziel-DNA in die eukaryotische Zelle
zu testen, wurde zuerst ein transienter Knockdown in einer gut transfizierbaren
Zelllinie (HEK293-Zellen) durchgefuhrt.

Dazu wurde der Expressionsvektor mit dem die entsprechende shRNA codie-
renden Oligonukleotid per Transfektion in HEK293-Zellen eingebracht und die
Transfektionseffizienz mit Hilfe des Reportergens GFP bzw. RFP evaluiert.'®
Dies wurde mit Hilfe des TurboFect™ in vitro Transfection Reagent der Firma
Fermentas (St. Leon-Roth) durchgefuhrt und folgte im Ablauf deren Protokollen.

3.2.4.2 Virus-vermittelter DNA-Transfer

3.2.4.2.1 Virus-Produktion (Calcium-Phosphat-Prézipitation)

Die Produktion eines Virus folgte generell dem Prinzip der genetischen Codie-
rung seiner Bestandteile: So wurden DNA fur die Umhillung des Virus
(PMD2.G), fur essentielle virale Bestandteile (psPAX2) und das rekombinante
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Plasmid mit dem die shRNA-codierenden Oligonukleotid in einer HEK-293-
Zellkultur zueinander gefugt, so dass sie miteinander einen Virus produzieren
konnten. Im Vorfeld wurde eine Aufreinigung dieser Plasmid-DNA per Maxi-
praparation durchgefuhrt.

Aus Sicherheitsgrinden war das virale Genom auf mehrere Plasmide verteilt.
Es wurde bei allen Arbeitsschritten mit Lentiviren unter sterilen Bedingungen
und der Sicherheitsstufe 2 gearbeitet.

Die Calcium-Phosphat-Prazipitation ist eine Methode der Transfektion, bei der
die DNA durch Komplexierung mit Calcium-Phosphat per Endozytose in die
Zelle gelangt.”® Die Methode ist sowohl fiir transiente als auch fiir stabile
Transfektionsexperimente einsetzbar.'?®

Um eine Kontrolle der Transfektionseffizienz zu ermdglichen, ist ein Reporter-
gen in der rekombinanten DNA enthalten, das fur das fluoreszierende Protein
GFP (grun) bzw. RFP (rot) codiert. Es wird in transfizierten Zellen exprimiert
und ermdglicht eine Kontrolle der Transfektion mit dem Fluoreszenzmikroskop
oder dem FACS. Dies ermoglichte eine schnelle Auswertung, welche Ansatze
fur eine weitere Analyse ausgewahlt werden.

Die HEK293 Zellen mit einer niedrigen Passagenzahl wurden in 15 cm-Schalen
in einer Dichte von 2,5x10° Zellen ausplattiert, um sie dann drei Tage spéter bei
circa 70% Konfluenz zu transfizieren. Zwei Stunden vor Transfektionsbeginn
wurde das Medium gewechselt, um die Zellen in die logarithmische Wachs-
tumsphase zu halten.

AnschlieRend wurde der Transfektionsmix vorbereitet, dessen Bestandteile pro

15 cm- Schale in folgender Reihenfolge zueinander pipettiert wurden:

Rekombinantes Vektorplasmid 22,5 ug
Envelope-Plasmid (pMD2.G) 7,9 ug
Verpackungsplasmid (psPAX2) 14,6 ug
aqua dest. 1,01 ml
CaCl, 2,5M 113 pl

2x HBS 1,14 ml
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2xHBS wurde tropfenweise unter intensivem Durchmischen hinzugeflgt und
das Gemisch nach funf Minuten Inkubationszeit gleichmaRig auf die 15cm-
Schale mit den HEK-Zellen verteilt.

Zur Kontrolle des Transfektionserfolges wurde im Fluoreszenzmikroskop evalu-
iert, ob die HEK-Zellen in den nachsten Tagen rot bzw. grun fluoreszierten.
Nach einem Austausch des Mediums 14-16 Stunden nach Transfektion wurde
der Uberstand mit lentiviralen Partikeln drei Mal in 12- Stunden- Absétzen ge-
erntet, 5 min bei 400x g zentrifugiert und durch einen 0,45 pm-Filter steril fil-
triert.

Um eine hohere Konzentration der Viruspartikel zu erreichen, wurde die Metho-
de der Ultrazentrifugation angewandt. Hierbei wurde der filtrierte Uberstand bei
47.000xg (25.000 rpm) und 4°C fur 1,5 bis 2 Stunden mit einem SW28Ti Rotor
zentrifugiert. Teilweise wurde fur ein saubereres Viruspellet der Zellkulturaber-
stand mit einem 20% Saccharose-Kissen unterschichtet. Das Virus-haltige Pel-
let wurde in PBS resuspendiert und in kleinen Aliquots bei —80°C gelagert.

Die Protokolle der Transfektion sind an jenen von Tronolab'®’ (Lausanne, CH),
Flemington Lab (New Orleans, LA, USA), Classic Protocol von Nature Methods
(2005) und Lamond Lab (Dundee, GB) orientiert.

3.2.4.2.2 Titration lentiviraler Vektoren

Um eine ungefahre Vorstellung von Quantitat und Qualitat der produzierten Vi-
ruspartikel (MOI=multiplicity of infection) zu bekommen, wurde eine Kontroll-
infektion von HEK- Zellen vorgenommen.

Hierzu wurden circa 70% konfluente HEK-Zellen in zunehmender Menge (1-300
pl) mit den produzierten Viruspartikeln unter Zugabe von 4 ug/ml Polybrene infi-
ziert. Dadurch sollte die optimale Konzentration fur die spatere Infektion der
Zielzellen ermittelt werden.

Im Vergleich der Zellen mit und ohne Zugabe von Doxycyclin (1 pg/ml) wurde
ihre Induzierbarkeit getestet.

3.2.4.2.3 Stabile lentivirale Transduktion
Die anschlielende Infektion der eukaryotischen Zielzelle, MOPC, erfolgte mit
Hilfe der Spin-Infektions-Methode.
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Dazu wurden etwa 50 pl hochkonzentriertes Virus (alternativ etwa 150 pl un-
konzentriertes Virus) zu 1x10° Zellen/Well in einem 6- Well gegeben. Um die
Bindung der Viren an die Zellmembran durch Neutralisierung von Ladungs-
differenzen zu erleichtern, wurden 4 pg/ml Polybrene hinzugefugt (Albers,
2010). Diese Bestandteile wurden eine Stunde bei 1.000xg zentrifugiert und
anschliefend mit 2 ml frischem Medium pro Well versetzt.

Am Tag danach wurden die Zellen mit 1 pg/ml Doxycyclin induziert und in den
darauffolgenden Tagen mit Hilfe der Durchflusszytometrie und des Fluores-
zenzmikroskopes ausgewertet. Doxycyclin musste hierbei im Rahmen des
Nahrmediumwechsels wegen seiner limitierten Halbwertszeit von 24 Stunden
stets erneut frisch hinzugefugt werden, um eine Fluktuation der Genexpression

zu vermeiden.'?®

3.2.5 Erzeugung von Einzelzellklonen durch Verdiinnung

Eine Zelle dient hierbei als Ausgangspunkt einer klonalen Kolonie, deren Mit-
glieder alle die gleichen genetischen Eigenschaften exprimieren sollen.

Dazu wurde auf 5x96 Well rechnerisch eine Zelle in jedes dritte Well ausgesat
(100 pl/ Well, 1 Zelle/300 ul), ihr Wachstum in regelmafligen Abstanden mit Hil-
fe des Lichtmikroskopes beobachtet und anschlieRend diejenigen Wells, in de-
nen Zellen gewachsen waren, auf den YBX7 Knockdown nach Induktion mit

Doxycyclin (1 pg/ml) im Western-Blot getestet.

3.2.6 Durchfiihrung eines Cytospins

Um Zellproben fur eine spatere Farbung und Analyse unter dem Fluoreszenz-
mikroskop vorzubereiten, wurden die Suspensionszellen mit einer Zyto-
zentrifuge auf Objekttrager immobilisiert und anschlie3end in PFA fixiert. Damit

standen sie fur immunzytochemische Analysen zur Verfugung.

60



Methoden

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Objekttrager wurden durch einstundige Inkubation mit Serum geblockt. An-
schlielend wurde der Objekttrager drei Mal funf Minuten in PBS gewaschen.
Der Zugabe des ersten Antikorpers, der in Antibody Diluent (AD) zuvor verdunnt
worden war mit einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur,
folgten Waschschritte von drei Mal funf Minuten in PBS, 0,1% Triton, 0,05%
Tween 20-Losung und ein Mal funf Minuten PBS-Losung. Die verwendeten An-
tikdrper waren polyklonale Antikorper aus dem Kaninchen [rabbit] oder der Zie-
ge [goat]. Zur Detektion wurden Fluoreszenz-markierte Zweitantikbrper einge-
setzt. Diese wurde in entsprechender Verdinnung eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach drei Mal waschen mit PBS, 0,1% Triton, 0,05% Tween
und einmal mit PBS konnten die Praparate mit einem DAPI-haltigem Ein-
deckelmedium (Anti-Fade) und Deckglaschen versiegelt werden. Die Analyse

der Proteinexpression erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

3.3.2 Western Blot

Der Western Blot in Kombination mit der SDS-PAGE und Immunfarbung ist ein
Verfahren, das Proteine identifiziert und ihre relative Menge bestimmt. Somit
spielt es eine wichtige Rolle bei der Analyse von Prozessen, die als Mani-
pulation auf der DNA-Ebene auch Auswirkungen auf die Proteinexpression ha-
ben, wie der Knockdown eines Gens.

Der Western Blot stellt somit ein wichtiges Verfahren dar, um einen RNAi ver-

mittelten Protein ,Knockdown® zu verifizieren.

3.3.2.1 Ernte der Zellen

Der Western Blot dient der Analyse bestimmter Proteine, die man aus zellula-
rem Material zuvor isoliert hat. Hierzu wurden eine bestimmte Anzahl Zellen der
Zellkultur entnommen und zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen. Alle folgenden
Schritte erfolgten bei 4°C, um einer Degradation der Proteine durch Proteinasen

entgegenzuwirken.
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3.3.2.2 Proteinextraktion durch Zelllyse

Um eine weitere Analyse der Proteine vornehmen zu konnen, wurde ein Lysat
der Zellen hergestellt. Dies erfolgte durch den Lysepuffer RIPA, der in einem
30-minutigen Inkubationsschritt die Zellen aufschloss. Sie wurden anschlielRend

zentrifugiert (15 min, 4 °C, 15.000 rpm), um nicht geloste Zellreste abzutrennen.

3.3.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Proteinkonzentration des Lysates zu quantifizieren, wurde es in Relation
zu einer definierten Proteinlosung vermessen.

Der Photometer bestimmt die Farbintensitat der Probe unbekannter Konzentra-
tion und anhand der Eichkurve konnte die Protein-Konzentration berechnet
werden.

Um die Kalibrierungproben mit aufsteigender Konzentration (0-10 mg/ml) her-
zustellen, wurde gemal des Protokolles DC™ Protein Assay der Firma Bio-Rad
(Herts, UK) gearbeitet.

Danach konnte die Messung mit Hilfe des Programmes Magellan der Firma Te-
can (Crailsheim) durchgefuhrt werden.

3.3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der Gelelektrophorese werden Proteine in einem elektrischen Feld nach
Grolde, Ladung und Form in Banden aufgetrennt. In der SDS-Polyacrymalid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) jedoch erfolgt dies alleine nach Grolde, da die
Ladung der Proteine durch das SDS maskiert und die Form denaturiert wird.
Zuerst wurde dafur das Trenngel, dessen prozentualer Anteil an Polyacrylamid
je nach gewunschter Porengrol3e differierte (7,5-15%), in die Gelkassette ge-
gossen und nach dessen Polymerisation das Sammelgel. Die Kassette wurde
anschliellend in eine Elektrophoresekammer uberfuhrt, mit Laufpuffer Gber-
schichtet und die Proben in die einzelnen Taschen gefullt. Eine Tasche war da-
bei dem Protein-Molekulargewichtsmarker (Fermentas) vorbehalten, der aus
einer Mischung Proteinen definierten Molekulargewichtes besteht und somit
dem Vergleich dient.

Die Proben wurde zuvor aus 40 pg Protein (in 10 pl RIPA) und 10 pl zweifach
Lammli hergestellt und dann bei 96°C fur 5 Minuten erhitzt.
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Die Elektrophorese lief zuerst fur 30 Minuten bei 150 V, wobei die Proben das
Sammelgel durchliefen und, nachdem sie das Trenngel erreicht hatten, fur wei-
tere 30 Minuten bei 180 V bis der Lauffrontmarker Bromphenolblau am unteren

Rand des Gels angekommen war.

3.3.2.5 Immunoblot

Da eine spezifische Detektion einzelner Proteine nicht direkt aus dem Gel erfol-
gen kann, muss das aufgetrennte Proteingemisch auf eine Membran im Wet
Electroblotting-Verfahren (Tank Transfer) transferiert werden.

Dazu wurde ein Blotting-Sandwich errichtet, in dessen Mitte sich Gel und
Membran befinden, darum herum jeweils auf beiden Seiten zwei Filterpapiere.
Alle Bestandteile sollten etwa gleich grof3 sein, wurden zuvor in den Transfer-
Puffer getrankt und ohne Luftblasen zusammengesetzt. Die Membran bestand
aus PVDF und musste vor dem Blotten in 100% Methanol aktiviert werden.

In der mit Transfer-Puffer beflllten Elektrophoresekammer fand anschliel3end
der Transfer auf die PVDF-Membran (bei 300 W fur eine Stunde) statt. Die da-
bei angelegte Stromstarke war abhangig von der GroRe der Membran.

3.3.2.6 Immunbiochemischer Nachweis transferierter Proteine

Die hier angewendeten immunbiochemischen Methoden folgen dem Prinzip der
unter 3.3.1 geschilderten Ablaufe, ein Protein durch einen spezifischen Antikor-
per sichtbar zu machen. Nach Inkubation mit einem HRP markiertem Zweitanti-
korper wurde zur Detektion des Proteins per Chemilumineszenz die Membran
mit ECL-Detektionsreagenz benetzt und Rontgenfilme fur verschiedene Zeiten
belichtet.

3.3.2.7 Strippen von Membranen

Durch das Strippen wird die Membran von an sie gebundenen Antikorpern be-
freit und dadurch die Untersuchung weiterer Proteine auf derselben Membran
ermoglicht. In diesem Fall wurden die an die pVDF-Membran gebundenen Anti-
korper durch einen Stripping Puffer mit pH 2,2 Gber Nacht bei 4° Celsius dena-
turiert und damit gel6st. Am nachsten Morgen wurde die Membran mit destillier-
tem Wasser abgewaschen und der immunbiochemische Nachweis transferierter
Proteine, wie in Punkt 3.3.2.6 dargestellt, erneut durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

Ziel meiner Bemuhungen ist der funktionelle Knockout von YBX7 in einem Tet-
razyklin- induzierbaren Tet- On/Off- System. Verlasst die YBX7 mRNA den
Zellkern wird sie von im die Zelle integrierten RNAi-Mechanismus erkannt, ge-
bunden und blockiert, so dass kein Protein produziert werden kann und somit
die weiteren Stoffwechselwege, in die YBXT involviert ist, nicht ablaufen kon-
nen. Die Gabe von Doxyzyklin fuhrt jedoch zu einer Suppression der YBX1
shRNA und damit zu einem reversiblen Knockout. Dies ist notig, da YBXT eine
essenzielle Funktion in der Zelle hat und seine dauerhafte Ausschaltung ein
Absterben der Zelle zur Folge hatte.

Der Weg vom ,nackten® shRNA-codierenden Oligonukleotid zur Zielzelle
MOPC315.BM, die ein stabil integriertes und konstitutionell exprimierbares
shRNA-Expressionskonstrukt gegen YBXT in sich tragt, verlief Uber mehrere
Teilschritte:

Im Rahmen unserer Klonierungsstrategie erfolgte als erstes eine Klonierung der
shRNA gegen YBX7 in einen nicht-induzierbaren Vektor. Der shRNA-
beinhaltende Teil dieses Vektors wurde anschliefend in einen induzierbaren
Vektor mit Hilfe des Ligase-unabhangigen Klonierens eingebracht. Der Zwi-
schenschritt war notwendig, da ein direktes Klonieren in den induzierbaren Vek-
tor nicht maoglich ist.

Der Vektor wurde via lentiviralem Konstrukt in die Zielzelle MOPC315.BM
transduziert. Per durchflusszytometrischer Analyse GFP bzw. RFP exprimie-
render Zellen und Puromycin-Selektion wurde eine stabile murine Zelllinie etab-
liert. Die Isolation eines Einzelzellklons mit den gewunschten Eigenschaften
wurde anschliellend per Immunhistochemie und Western Blot bestatigt.

4.1 Klonierung I: Klonierung YBX1 spezifischer shRNAs in den
nicht-induzierbaren Vektor pLVTHM

In einem ersten Schritt wurden die Klonierung in ein nicht-induzierbares Vektor-
system vollfuhrt, um die so entstandenen Plasmide danach durch einen erneu-

ten Verdau in ein induzierbares Vektorsystem zu uberfuhren.
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4.1.1 Klonierung von YBX1 shRNA in pLVTHM

Verschiedene zur YBX71 mRNA komplementare Sequenzen (vergleiche Tabelle
5) wurden ausgewahlt, um als shRNA einen Knockdown von YBX1 zu bewirken
(siehe Abbildung 15). Die Auswahl der Sequenzen wurde dabei anhand der
Literatur und webbasierter Software getroffen.

MM_YB1#22 MM_YB1#16

CGCCATTCTCGCTAGTTCGATCGGTAGCGGG GGAGAGCGGACCCCAGAGAGCCCTGA CCCCACCGCCGCCGCCGGCCTAGTCACC
ATCACACCCGGGAGGAGCCGCAGCCGTCGLCGCCGGCCCCAGTCACCATCACCGCAACCATGAGCAGCGAGGCCGAGACCCAGCAGCCGCC
CGCCGCCCCCGCCGCCGCCCTCAGCGECGCCGACACCAAGCCCGGCTCCACGGGCAGCGGCGCGGGTAGTGGCGGCCCGGGTGGCCTCAC
ATCGGCGGCGCCCGCCGGCGG CAAGAAGGTCATCGCAACGAAGGTTTT AACAGTCAAATGGTTCAATGTAAGGAACGGATACGG
TTTCATCAACAGGAATGACACCAAGGAAGACGTATTTGTACACCAGACTGCCATAAAGAAGAATAACCCCAGGAAGTACCTTCGCAGTGTAG
GCGATGGAGAGACTGTGGAGTTTGATGTTGTTGAAGGAGAAAAGGGTFGCGGAGGCAGCAAATGTTACAGGCCCTGGTGGAGTTCCAGTTC
AAGGCAGTAAATACGCAGCAGACCGTAACCATTATAGACGCTAT
AGTGAGAGTGGGGAAAAGAACGAGGGATCGGAAAGCGCTCETGAAGGCCAGGCCCAACAACGCCGGCCCTATCGCAGGCGAAGGTTCCCA
CCTTACTACATGCGGAGACCCTATGCGCGTCGACCACAGFATTCCAACCCCCCTGTGCAAGGAGAAGTGATGGAGGGTGCTGACAACCAGG
GTGCAGGAGAGCAAGGTAGACCAGTGAGACAGAATATGTATCGGGGTTACAGACCACGATTCCGAAGGGGCCCTCCTCGCCAAAGACAGC
CTAGAGAGGATGGCAATGAAGAGGACAAAG TCAAGGAGATGAGACCCAAGGTCAGCAGCCACCTCAACGTCGGTATCGCCGAAACT
TCAATTACCGACGCAGACGCCCAGAGAACCCTAAACCACAAGATGGCAAAGAGACAAAAGCAGCCGATCCACCAGCTGAGAATTCGTCCGC
TCCCGAGGCTGAGCAGGGCGGGGCTGAGTAAATGCCGGCTTACCATCTCTACCATCATCCGGTTTGGTCATCCAACAAGAAGAAATGAATAT
GAAATTCCAGCAATAAGAAATGAACAAAGATTGGAGCTGAAGACCTTAAGTGCTTG GCCCTCTGACCAGATAACATTAGAACTATCT
GCATTATCTATGCAGCATGGGGTTTTTATTATTTTTACCTAAAGATGTCTCTTTTTGGTAATGACAAACGTGTTTTTTAAGAAAAAAAAAAAAA
AGGCCTGGTTTTTCTCAATACACCTTTAACGGTTTTTAAATTGTTTCATATCTGGTCAAGTTGAGATTTTTAAGAACTTCATTTTTAATTTGTAAT
AAAGTTTACAACTTGATTTTTTCAAAAAAGTCAACAAACTGCAAGCACCTGTTAATAAAGG ICTTAAATAATAATGTCTAGTTTTGTCATAATT
GAGTACTCTCTCCCACTTTTAGAATAACAGGTAACACCAGCAGTAAGCAGTCTGTCAGGAGTECTGTGAGGCATCAGCTGTAGCCACGTGAG
TGGGGTAGAGAAGCTTTGTGGGGCCGGGCTAGTCTGGGGTGTTTLCCTCTAGAGAAGCTCCAGGGCGAGCGCACTGGCATCGCACTAAAGA
ACTGCTGCTGAGTGGGGACTAATGGCTGCTAGTTGTCCGCCAAGTCCATCAACTTTTTAGGCCAATTCTTTGTAGTAGAAACTAATAGGAATT
GATGAAAGACTTCAGCAGCCCTATTAACATAAACACACAGAGACATGTTAGTGTTAGCTCATACCAGTCATGGTGACTGCTGTAAATACTCTG
CTGTCAAGAGCATAGTGAAAGAATTCCTGGGTAAGATTCACAGGTGTGAGTTTACCGATAACAGACAGTGTTGGTTAAAACCTAATGTTGGG
GGCCGGGTGTGGTGGCGCACGCCTTTAATCCCAGCACTCGGGAGGTAGAGGCAGGCGGATTTCTAAATTCGAGGCCAGCCTGGTCTACAGA
GTGAGTTCCAGGACAGCCAGAGCTACACAGAGAAACCCTGTCTCAAAAAATAAATAAATAAATAAAT,

MM_YB1#23 MM_YB1#17

Abbildung 15 mRNA-Sequenz von YBX7 (Maus) und der Sequenzen zur
Konstruktion der shRNAs

Es wurden die entsprechenden Oligonukleotidpaare zu den Sequenzen bestellt.
Diese wurden zu Doppelstrang-Oligonukleotiden hybridisiert (siehe 3.1.2).
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Abbildung 16 Analytisches Agarosegel zur Bestatigung von Annealing mit
den einzelstrangigen ss-Oligonukleotiden unten und den doppelstrangigen
ds-Oligonukleotiden oben (beide etwa 50 bp Lange). ds-Oligonukleotide
#9,10,18,19 sind MYC-spezifisch und fur die folgende Arbeit irrelevant.
Das so entstandene doppelstrangige Oligonukleotid wurde in den Vektor
pLVTHM (siehe 8.4 Punkt (1)) tber die Mlul und Clal- Schnittstelle kloniert. Das
Plasmid wurde nach Mlul/Clal Verdau durch ein praparatives Agarosegel aufge-
reinigt und mit dem doppelstrangigen Oligonukleotid ligiert. Das entstandene
Ligationsprodukt wurde je nach inserietem Oligonukleotid pLVTHM#16,
pLVTHM#17, pLVTHM#22 und pLVTHM#23 genannt. Die Ligation wurde an-
schliellend in kompetente E.coli transformiert.
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4.1.2 Transformation der Ligationsreaktion

Um eine Vermehrung und Selektionierung von pLVTHM#16,17,22,23 zu errei-
chen, wurden sie in chemisch kompetente Escherichia coli durch einen Hitze-
schock eingebracht. Es wurden etwa 2-5 pl Ligationsprodukt in 20-50 yl kompe-
tenten Bakterien transformiert (siehe 3.1.7 Transformation).

Die Bakterien wurden auf LB/Carbenicillin-Platten ausgestrichen. Eine Trans-
formation wurde zur Abschatzung des Backgrounds mit verdautem pLVTHM

ohne Insert als Negativkontrolle durchgefuhrt.

4.1.3 Kolonie-PCR von pLVTHM#16, 17, 22, 23

Fur eine erste |dentifikation, ob das Insert integriert wurde, wurde eine Kolonie-
PCR mit den Primern H1 und SP6 vorgenommen (siehe Kapitel 3.1.8).

Die Kolonie-PCR erlaubte anhand der Grolde, positive Kolonien schnell zu iden-
tifizieren (siehe Tabelle 17 und 3.1.8):

Tabelle 17. Bewertung der Kolonie-PCR
Bewertung PCR-Produkt Erwartete Lange
Keine Insertion H1 (5533) bis SP6 (5923) 390 bp
Insertion erfolgreich H1 (5533) bis SP6 (5923) + | 457-461 bp
67-71 bp shRNA Insert:
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Abbildung 17 Kolonie-PCR zur Identifikation der Vektoren mit erfolgreich
inseriertem Oligonukleotid (rot) vs. fehlerhafte Insertion (schwarz) jeweils
fur pLVTHM#16,17,22,23, die im Vergleich zur Positivkontrolle (pLVTHM
ohne Insert) etwas hoher liegen

Die positiv identifizierten Kolonien wurden in einer Ubernachtkultur bei 37°C
vervielfaltigt.

4.1.4 Minipréaparation von pLVTHM#22,23,16,17 und Restriktionsverdau

Als nachster Schritt erfolgte eine Minipraparation der positiven Proben, um die
Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren (siehe 3.1.9.1).
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Uber einen Restriktionsverdau mit Mlul und Clal wurde das Ergebnis verifiziert.
Erbrachte der erneute Verdau nicht die Auftrennung in zwei Zielbanden von
etwa 11 .000 bp und 70 bp, wurden die entsprechenden Proben aussortiert.

4.1.5 Sequenzierung von pLVTHM#22,23,16,17

Zur Sequenzierung ausgewahlt wurden pro Konstrukt 1-2 positive Proben:
pLVTHM#22-1, #22-2, #23-5, #16-2, #16-3, #17-1, #17-4.

Durch eine Analyse ihrer Nukleotidsequenz sollten Fehler bei der Oligosynthese
ausgeschlossen und die Sequenzen abschlie3end verifiziert werden (vergleiche
Kapitel 3.1.12).

Zu diesem Zwecke wurden sie mit dem Primer H1 sequenziert. Die Sequenzie-
rung wurde von der Firma LGC Genomics (Berlin) vorgenommen.

Ausgewertet wurde mit dem Programm Blast N, welches einen Vergleich des
Inserts mit der anfangs verwendeten Sequenz bzw. einen Vergleich der An-
schlussstellen von Insert und Vektor mit dem Ursprungsvektor pLVTHM ermog-
lichte (siehe Abbildung 18).
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pLVTHM#17-4 vs. Zielsequenz 17

- 100% (67/67) " a
plviim © [ Zielsequenz: UV v

\. ShRNA—loop-shRNA /

Sequence ID: Icl[35305 Length: 149 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 67 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
124 bits(67) 2e-34 67/67(100%) 0/67(0%) Plus/Plus

Query 5 TCCCCCATCTCTACCATCATCCGGTTTTCAAGAGAAACCGGATCATGGTAGAGATGTTTT 64
Sbjct 1 TCCCCCATCTCTACCATCATCCGETTTTCAAGAGAAACCGGATCGATGGTAGAGATGTTTT 60
Query 65 TGGAAAT

Sbjct 61 TGGAAAT 67

PLVTHM#16,17,22,23 vs. pLVTHM v e
- 100% (87/87) (ot — T

~ ShRNA - loop - shRNA -

Sequence ID: ICI|[45985 Length: 148 Number of Matches: 1

Range 1: 62 to 148 Grog

Score Expect Identities Gaps Strand
158 bits(174) 3e-43 87/87(100%) 0/87(0%) Plus/Plus
Query 41 ATCGATACCGTCGCATCGGAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGCTGCT
| [|]] [ | [ ] Il
Sbject 62 ATCCGATACCGTCCCATCCCAATAACTTCGTATACCATACATTATACCGAACTTATCCTCCT 121

Query 101 TTTTCCTTCTACTCCCTCTCTCTGOTT 127

| (1111 || 1htto: L i ; : .
Sbict 122 TITTGCTTGTACTGGGTCTCTCTCOTT 148 http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi? PAGE=Protens

Abbildung 18 Ergebnis der Sequenzierung fur pLVTHM#17-4 als Beispiel.
Vergleich der inserierten Sequenz (Subject) mit den urspringlich ausge-
wahlten Zielsequenzen (Query) und der Insertionsstelle (Subject) mit
pLVTHM ohne Insert (Query) (ausgewertet mit Blast N'). Schematisch ist
daneben orange markiert, welcher Bereich jeweils verglichen wird.

4.1.6 Maxipraparation der durch Sequenzierung verifizierten Plasmide

Nach der Bestatigung der richtigen Sequenz wurde diese in 100 ml Ubernacht-
kultur bei 37°C vervielfaltigt und anschlieend eine Maxipraparation der oben
genannten Plasmide durchgefuhrt (vergleiche Kapitel 3.1.9.2).

4.2 Klonierung ll: Vergebliche Versuche der Insertion der ge-
gen YBX1 gerichteten shRNA in die induzierbaren bakteri-
ellen Vektoren pLVCT-tTR-KRAB und pLVCT-rtTR-KRAB-
2SM2

In einem zweiten Schritt wurde nun nach erfolgreicher Konstruktion von vier

verschiedenen nicht-induzierbaren Vektoren mit inseriertem shRNA, diese ver-
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daut und das Mscl/Fspl-Fragment in einen induzierbaren Vektor kloniert (siehe
Abbildung 19).

pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB bilden hierbei die induzierba-
ren Vektoren. Sie werden in der Gegenwart von Tetrazyklin an- (Tet-On:
pLVCT-tTR-KRAB) bzw. abgeschaltet (Tet-Off: pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2). Die
Vektoren sind im Vektorenverzeichnis (siehe 8.4) dargestellt. Das zugrunde

liegende Prinzip ist in Kapitel 1.3.4.3 erlautert.
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Msc
pLVCT-rtTR-KRAB-25M2
Mscl-Fspl-Fragment bzw.
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Abbildung 19 Schematische Darstellung des Insert-Transfers vom nicht-
induzierbaren Vektor pLVTHM in den induzierbaren Vektor pLVCT-rtTR-
KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB anhand eines Restriktionsverdaues
mit den Restriktionsenzymen Mscl und Fspl. Der Verdau inaktiviert die rot
markierte Ampicillin-Resistenz, die durch die Insertion des Mscl-Fspl-
Fragmentes in pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB wieder
erworben wird. pLVTHM besitzt zudem ein Tetrazyklin-Responsive-
Element (TRE) mit Tetrazyklin-Operator (TetO), das sich innerhalb des Be-
reiches zwischen Mscl und Fspl befindet und somit mittransferiert wird.
pLVTHM kann das TRE selbst nicht nutzen, da es das entsprechende Pro-
tein nicht besitzt, das an den Tetrazyklin-Operator bindet. Bei dem Vektor
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 hingegen ist es dafur verantwortlich, dass die
Expression TRE-kontrollierter Gene durch Tetrazyklin und seine Derivate
unterdruckt wird, d.h. unser Ziel-Gen in der Gegenwart von Tetrazyklin
nicht vervielfaltigt wird. Der Vektor pLVCT-tTR-KRAB hingegen besitzt ei-
nen Tetrazyklin-Repressor. Hier wird unser Ziel-Gen nur vervielfaltigt,
wenn Tetrazyklin vorhanden ist.
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Um die Integritat der beteiligten Vektoren und Inserts zu testen, wurde initial
eine Kolonie-PCR mit H1 und SP6 durchgeflihrt. Diese erlaubte die einzelnen
Komponenten anhand ihrer Grof3e zu differenzieren und verifizieren (siehe Ab-
bildung 20).

e

()
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o

(]
—
<
P
()
el
-
—

GeneRuler™
(Fermentas)
K4

K1
K2
K3
K5

K1= pLVTHM 1:1000 unverdaut (Vektor)

K2= pLVTHM#23-5 1:100 (Vektor+ Insert)

K3= #23-5 1:100 (Insert)

K4= pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 1:1000 unverdaut (Vektor)
K5=pLVCT-tTR-KRAB 1:1000 unverdaut (Vektor)

Abbildung 20 Kolonie-PCR mit H1 und SP6. K1 (Legende s.o.) liegt bei
390 bp (Entfernung von H1 und SP6 auf pLVTHM). K2 und K3 liegen bei
ca. 460 bp (Entfernung von H1 und SP6 auf pLVTHM+ Lange Insert). K4
und K5 sind erwartungsgemal ohne Zielbande geblieben, da sie keinen
Ansatzpunkt fur den H1-Primer besitzen und diesen erst im Zuge der
Transferierung des Inserts aus pLVTHM erwerben.

4.2.1 Klonierung von YBX1 shRNA in pLVCT-tTR-KRAB und pLVCT-rtTR-
KRAB-2SM2

Um die ausgewahlten Zielsequenzen in die induzierbaren Vektoren zu integrie-

ren, wurden sie aus dem nicht-induzierbaren Vektor pLVTHM per Restriktions-

verdau mit Mscl und Fspl ausgeschnitten, anhand eines praparatorischen Aga-

rosegels isoliert (siehe Abbildung 21b) und sowohl in pLVCT-tTR-KRAB als

auch in pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 kloniert.
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Um das Mscl-Fspl-Fragment von der reinen Zielsequenz (#16,17,22,23) und
dem in pLVTHM eingebauten Insert (pLVTHM#16,17,22,23) zu unterscheiden,
wird sie im Folgenden e#16,17,22,23 genannt. Eine Ubersicht der dabei mitei-

nander ligierten Fragmente ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18. Ligationsreaktionen: Jeder der Ligationspartner A wurde mit
jedem der Ligationspartner B zusammengefugt.
Ligationspartner A (Vektor) Ligationspartner B (Insert)
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 e#23-5
e#16-2
e#17-4

74



Ergebnisse

~
2
&
z @

a) § _ é =
$3¢ g 53
st C$ oh
8 22 a2

bp

10.000 ==~
1500 eeee
1000 wwww

750 www

Sm -—--

250 www
T

b) L
< Z
2328 . o N <
2£E g 8 & 5

bp ~of % E g %

Abbildung 21 Nach Verdau: (a) Darstellung von Vektoren pLVCT-rtTR-
KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB im durch Mscl und Fspl verdauten
Zustand (Zielbande liegt bei etwa 13.000 bp) und (b) der aufgereinigten In-
serts nach Isolation aus dem Agarosegel (Zielbande liegt bei 2.435 bp,
welches der Entfernung von Mscl und Fspl in pLVTHM entspricht).

Als Kontrolle wurde pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB mit Mscl

und Fspl verdaut und aufgereinigt, jedoch ohne Insert ligiert und transformiert.
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Durch den Verdau wird die Resistenz gegen Ampicillin inaktiviert und somit das

Wachstum auf den LB/Carbenicillin-Platten reduziert.

4.2.2 Transformation der mit dem ds-Oligonukleotid ligierten Vektoren
PLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB in E.coli

Die Plasmide wurden zur Selektion und Vermehrung in chemisch kompetente

TOP-10 E.coli transformiert (vergleiche Kapitel 3.1.7), auf LB/Carbenicillin-

Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°Celsius inkubiert.

4.2.3 Vergebliche Versuche der Identifikation eines positiven Klons mit
Hilfe von Kolonie-PCR, Restriktionsverdau und Sequenzierung

Eine Amplifikation des Insertionsabschnittes mit Hilfe der Primer H1 und SP6 im
Rahmen der Kolonie-PCR erbrachte trotz 244 gepickter Kolonien und zahlrei-
cher Variationen der einzelnen Parameter keine positiven Klone. Ebenfalls
konnte im Restriktionsverdau mit Mscl und Fspl kein richtiger Klon identifiziert
werden. Eine Sequenzanalyse mit dem Primer Lenti-Seq, dessen Startpunkt
sich auflerhalb der Insertionsregion befindet, erklarte, warum. Die Klone erga-
ben reine Vektorsequenzen ohne Insert, d.h. Wildtyp pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2
bzw. pLVCT-tTR-KRAB.

4.2.4 Verschiedene Ansétze der Problemlésung

Da eine erfolgreiche Insertion des Mscl-Fspl-Fragmentes auf konventionelle
Weise bis dahin nicht gegluckt war, variierten wir einzelne Schritte, wie es im
Folgenden aufgelistet ist (Tabelle 19). AbschlieRend konnte es jedoch auch
trotz dieser Variationen nie gelingen, mit Hilfe des ligaseabhangigen Klonierens
zweier ,blunt end“-schneidender Restriktionsenzyme einen richtigen Klon fur
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und/oder pLVCT-tTR-KRAB zu isolieren.
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Tabelle 19. Ansatze zur Klonierung von e#16,17,22,23 in pLVCT-rtTR-
KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB
Ansatz Gedankengang

Dephosphorylierung | Um das Risiko der Rezirkulation ohne Integration des Zie-
der Vektoren linserts durch die ,blunt end” schneidenden Restriktions-
enzyme Msc | und Fsp | zu minimieren, werden die verdau-
ten Vektoren pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-
KRAB vor der Ligation dephosphoryliert (vergleiche Kapitel

3.1.4).
Phosphorylierung Um die Chance der Integration des Inserts in den dephos-
des phorylierten Vektor zu ermdglichen, werden seine Enden
Inserts phosphorylisiert.

Verdau mit Xbal und | Erfolgreiche Insertion uber alternativen Weg erkennen
EcoRl

Kolonie PCR mit Der Startpunkt von Lenti-Seq befindet sich auRerhalb der
Lenti-Seq Primer und | Insertionsregion, so dass eine Differenzierung, ob das In-
SP6 sert in pLVTHM oder einem induzierbaren Vektor steckt,
allein anhand der Kolonie-PCR mdglich wird.

4.3 Klonierung lll: Ligasefreies Klonieren der gegen YBX1 ge-
richteten shRNA in die induzierbaren bakteriellen Vektoren
pLVCT-tTR-KRAB und pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2

Nach den vergeblichen Insertionsversuchen wechselten wir zu einer alternati-
ven Klonierungsmethode, die mit Hilfe von Rekombinationsenzymen statt einer
Ligase die Insertion der Fragmente in den Vektor katalysiert.

Das detaillierte Procedere ist in Kapitel 3.1.14 erlautert. Der Ablauf des generel-

len Versuchszyklus ist in Abbildung 22 schematisch dargestellt:
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3 Ligasefreie Klonierungsreaktion:
Die einzelstrdngigen Regionen am Rand von

linearisierten Vektor und PCR-Produkt werden durch
ihre Komplementaritdt zueinander mit Hilfe der IN
FUSION® -Enzyme miteinander verschmolzen

30 min single-tube reaction
| |

U _> ‘U
- + PCR-Produkt

2 Amplifizieren des Ziel-

Oligonukleotids

mit Hilfe der PCR

1 Design des genspezifische Primer | 201l'iransformatlon InE.
hmlt 15 bp-Uberhangen 5 Screening der Klone
omolog zu den Vektorenden mit Hilfe von Kolonie-

PCR und
Linearisierter Vektor Restriktiorjsverdau
mit den zu den 15 bp-Uberhingen 6 Sequenzierung

des Inserts homologen Enden

Abbildung 22 Ablauf der IN FUSION®-Reaktion als alternative Klonie-
rungsmethode. Der linearisierte Vektor entspricht dabei den durch Mscl
und Fspl verdauten pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB
Ziel-Insert ist e#16,17,22,23 (modifiziert nach Clontech, In-Fusion® Advan-
tage PCR Cloning Kit User Manual)
Im Folgenden sind ausgewahlte Bilder aus verschiedenen Versuchszyklen bei-
spielhaft dargestellt. Die IN FUSION®-Reaktion wurde jedoch fur alle Oligonuk-
leotide (#16,17,22,23) in Kombination mit den Vektoren pLVCT-rtTR-KRAB-

2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB durchgefuhrt.

4.3.1 Design der genspezifischen Primer mit 15 bp-Uberhingen

Die Methode basiert auf am Rand unserer Zielsequenz ansetzender 15 bp-
Uberhange, die eine Rekombination mit dem komplementéren Vektoriiberhang
eingehen und so eine Integration des Inserts ermdglichen. Diese Uberhange
mussten jedoch erst komplementar zu den letzten 15 bp synthetisiert werden
(siehe Abbildung 23). Im Fall von pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-

KRAB waren diese 15 Nukleotide identisch. Dazu wurden zwei Primer von der

78



Ergebnisse

Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bestellt, die in der PCR diese 15 bp

Uberhange einbauen sollten. Diese Primer wurden In-for und In-rev genannt.

Mscl-Fspl-
Fragment
aus
pLVTHM
mit shRNA
Mscl Fspl
In- for In- rev
)
|15 bp 15 bi|
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2
bzw. bzw.
pLVCT-tTR-KRAB pLVCT-tTR-KRAB

Abbildung 23 Design der Primer In- for und In-rev

4.3.2 PCR-Amplifikation des shRNA tragenden Fragments und préaparato-
rische Aufreinigung

Die PCR-Amplifikation des Inserts mit den Uberhangen erbrachte ein Fragment

bei etwa 2500 bp und eine unspezifische Bande bei 750 bp (siehe 0). Dies

machte laut Clontech-Protokoll eine Aufreinigung zum Abtrennen der unspezifi-

schen 750 bp-Bande aus einem praparativen Agarosegel vor den weiteren

Schritten natig.
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1kb DNA Ladder

GeneRuler™
(Fermentas)
2#22-2 (1:100.000)

z#22-2 (1:1.000)
z#16-2 (1:1.000)
z#16-2 (1:100.000)

b)

&
k]
2
a
2

GeneRuler™
(Fermentas)
#22-2
z#16-2

Abbildung 24 PCR-Amplifikation und Hinzufligen des 15 bp-Uberhang an
#22-2 bzw. #16-2, so dass z#22-2 bzw. z#16-2 entsteht. FragmentgroRle
liegt bei 2.500 bp (a). Positivkontrolle ist das Insert #23-5, Negativkontrolle
ist Wasser. Die unspezifische Bande bei 750 bp wird durch ein praparati-
ves Agarosegel entfernt, so dass nur noch das 2.500 bp-Fragment ver-
bleibt (b).

4.3.3 Screening der Klone mit Hilfe der Kolonie-PCR
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Um den Erfolg der ligationslosen Klonierungsreaktion mit Hilfe der IN
FUSION®-Enzyme und der darauf folgenden Transformation in Stellar™ Com-
petent E.coli zu beurteilen (detailliertes Procedere siehe 3.1.14), wurde ein
Screening der entstehenden Kolonien per Kolonie-PCR mit H1 und SP6 durch-
gefuhrt.

1 kb DNA Ladder

GeneRuler™

(Fermentas)
22-2tTR5
16-2rtl
16-2rt2
16-2rt3
16-2rt4
16-2rt5
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Abbildung 25 Kolonie-PCR von Klonen aus der Klonierungsreaktion nach
Transformation. Es zeigte sich ein positives Ergebnis fur alle getesteten
Klone mit Fragmentgroflie bei 460 bp (Entfernung von H1 zu SP6 auf dem
Mscl-Fspl-Fragment aus pLVTHM mit shRNA-Insert) im Vergleich zur Po-
sitivkontrolle (pLVTHM unverdaut) mit FragmentgroRe bei 390 bp (Enfer-
nung von H1 und SP6 auf pLVTHM ohne Insert) und Negativkontrolle
(Wasser)

4.3.4 Verifizierung der Klone mittels Restriktionsverdau

Die Klone wurden in einem Restriktionsverdau mit verschiedenen Restriktions-
enzymen validiert. Der Verdau mit Mscl und Fspl zeigte die gewlnschten
Fragmente von etwa 2.200 bp und 10.000 bp Lange. Um welchen Vektor es
sich dabei jedoch handelt, ob pLVTHM oder pLVCT-tTR-KRAB, ist aufgrund
ahnlicher Fragmentgrof3en und selbst durch die Sequenzierung aufgrund identi-
scher Umgebungssequenz um das Insert nicht zu bestimmen.

Deshalb erfolgte ein Kontrollverdau mit Mscl und Notl. Der Klon #23-5tTR15
korrelierte hierbei in seinen Fragmenten mit der Kontrolle K2 (Vektor pLVCT-
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tTR-KRAB), was die Klonierung des Inserts von pLVTHM auf pLVCT-tTR-KRAB
bestatigt (siehe Abbildung 26).
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#23-5tTR15

K1
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Abbildung 26 Kontrollverdau mit Mscl und Notl. Die Kontrolle K1 ist der
Vektor pLVTHM mit Fragmenten bei etwa 3800 und 8000 bp. Die Kontrolle
K2 entspricht pLVCT-tTR-KRAB mit Fragmenten bei etwa 6000 und 7000
bp. Der Klon #23-5tTR15 entspricht in seinem Verdau K2..

4.3.5 Sequenzierung verschiedener Klone von #22,23,16,17 in pLVCT-
rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB

Um eine letztliche Verifizierung vor dem Einsatz im Rahmen von in vitro- Expe-
rimenten vorzunehmen, wurden die Klone sequenziert und die Sequenz verifi-
ziert. Als Primer wurde Lenti-Seq verwendet, der vor der Insertionsstelle bindet.
Auf pLVTHM startet er ab dem 4796. Basenpaar, die Insertionsregion liegt zwi-
schen 4945-7380 bp. Somit werden auch Teile des Transfervektors pLVCT-
rntTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB sequenziert Dieser Bereich stimmt
jedoch in seiner Sequenz zu 100% mit pLVTHM an der korrelierenden Stelle
uberein. Das Problem der identischen Insertionsregion zwischen pLVTHM und
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB konnte jedoch durch den
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oben aufgeflhrten differenzierenden Verdau mit Mscl und Notl gel6st werden
(siehe Abbildung 26).

Die Auswertung durch das Programm Blast N ergab dabei erfolgreiche Insertio-
nen, im Folgenden beispielhaft aufgefluhrt (siehe Abbildung 27), so dass von
einer erfolgreichen Konstruktion der shRNA-tragenden Vektoren ausgegangen

werden kann.

100% identisch 100% identisch

zu pLVCT-tTR-KRAB zu pLVTHM

(95/95) (666/666)
#17-4tTR1 Mscl

TGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGT GCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCT
TTGGGCCGCCTCCCCGCATCGGTACGTATGG]

GCGTCCCCCATCTCTACCATCATCCGGTTTTCAAGAGAAACCGGATGATG
GTAGAGATGTTTTTGGAAAT

Milul 100% identisch 100% identisch
zu #17 zu plVTHM
(71/71) (67/67)

Abbildung 27 Ergebnisse der Sequenzierungen beispielhaft fur #17-
4tTRA1. Vergleich mit pLVCT-tTR-KRAB (grin), pLVTHM (blau) und der ur-
spriinglich ausgewahlten Zielsequenzen (gelb) (ausgewertet mit Blast N).
Markierung der Restriktionsenzym-Schnittstellen (rot).

Es waren somit 4 Vektoren mit der YBX1 shRNA fur die weiteren Versuche vor-

handen.

4.3.6 Maxiprédparation der verifizierten shRNA exprimierenden und der fiir
die Virusproduktion benétigten Plasmide

Von den Plasmiden mit inserierter sShRNA-Sequenz wurde eine Maxipraparation

(bis zu 7,4 mg pro Praparation) durchgefuhrt (vergleiche 3.1.9.2).
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Fur die Herstellung der Lentiviren wurde ebenfalls eine groRere Menge der
Plasmide, die fur virale Proteine kodieren, pMD2.G und psPAX2 (vergleiche
2.2.3 und 8.4), bendtigt. Dies geschah per Megapraparation (bis zu 1,4 mg pro
Praparation).

4.4 Klonierung IV: Klonierung YB-1 spezifischer shRNAs in
pTRIPZ

Aufgrund der Schwierigkeiten mit den Vektoren pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 bzw.
pLVCT-tTR-KRAB wurde ein weiteres Vektorsystem getestet. Die Klonierung
der shRNAs erfolgte analog zu den oben beschriebenen Ablaufen. Deshalb sol-
len diese Klonierungsversuche nur kurz zusammengefasst werden.

pTRIPZ ist ein Vektor mit einer induzierbaren Expressionskassette, die in Ge-
genwart von Doxycyclin angeschaltet wird (Tet-On) (siehe Abbildung 28). Die
Induktion kann durch die rote Fluoreszenz des koexprimierten RFP detektiert
werden. Der Vektor besitzt eine microRNA-30 basierte Schleifenstruktur, wel-
che aufgrund effektiverer Drosha- und Dicer-Prozessierung mit einer hoheren
Knockdown-Effizienz verbunden wird. Zudem besitzt der Vektor noch eine Am-
picillin- und Puromycin-Resistenz, welche der Selektion dienen.
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Abbildung 28 pTRIPZ-Vektor schematisiert dargestellt mit mir30-basierter
Schleifenstruktur als shRNA-Insertionsregion, die unter der Kontrolle des
Tetrazyklin-regulierbaren Elementes (TRE) mit RFP in der Gegenwart von
Tetrazyklin exprimiert wird. (modifiziert nach'®).
Die YBX1 spezifischen shRNAs wurden Uber die Xhol und EcoRI- Schnittstelle
in den nicht-induzierbaren Vektor pGIPZ kloniert (siehe 8.4 (4)). Das MIul-
Xhol-Fragment wurde anschlie3end in den induzierbaren Vektor pTRIPZ um-
kloniert. Mit einer Kolonie-PCR wurden positive Klone identifiziert, die durch
eine Sequenzierung verifiziert wurden.

4.5 Herstellung einer MOPC315.BM.luc Zelllinie mit konditio-
nell exprimierbarer shRNA

4.5.1 Bestimmung der Konzentration fiir eine Puromycin-Selektion

Puromycin ist ein Nukleosid-Antibiotikum, das in der Gentechnologie als euka-
ryotischer Selektionsmarker eingesetzt wird. Puromycin hat eine zytotoxische
Wirkung auf nicht-transfizierte Zellen, die das Puromycin N-acetyl-transferase
Gen nicht exprimieren.

Um Puromycin wirkungsvoll einsetzen zu konnen, war es vor Beginn der Trans-
fektionsexperimente wichtig, die minimale Konzentration zu bestimmen, die
nicht-transfizierten Zellen zu 100% abtotet.
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Dies ,Kill-Curve” Bestimmung ergab eine Konzentration von 2 pg/ml fur die
MOPC315.BM.luc Zellen. Diese Konzentration wurde daher fur die Selektionie-
rung nach Transduktion mit dem pTRIPZ Lentivirus benutzt.

4.5.2 Transfektion von #23-5rt3, #23-5tTR15, #17-4rt4 und #17-4tTR1 in
HEK 293K- Zellen

Analog der Transformation fur prokaryotische Zellen entspricht die Transfektion

dem Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Man unterscheidet

dabei ein nur temporares Einbringen dieser Fremd-DNA (transiente Trans-

fektion) von einer stabilen Integration in das zellulare Wirts-Genom (stabile

Transfektion). Beide Formen wurden im Zuge der Experimente durchgefihrt.

4.5.2.1 Transiente Transfektion

Das direkte Einbringen des shRNA-tragenden Vektors in die einer Transfektion
leicht zuganglichen HEK-Zellen diente als Testlauf fur eine stabile Transfektion.
Die shRNA wird hierbei zwar exprimiert, aber nicht dauerhaft in das Genom der
Wirtszelle integriert.” Indem eine Suppression der Genexpression nur voriiber-
gehend initiiert wurde, konnte eine generelle Funktionabilitdt ausgetestet wer-
den.

Die Transfektion wurde mit TurboFect™ in vitro Transfection Reagent der Firma
Fermentas (St. Leon-Roth) durchgefuhrt. Die Analyse der transgenen Expressi-
on 24 Stunden nach Transfektion erbrachte fur die Tet-On-Vektoren pLVCT-
tTR-KRAB und pTRIPZ grun (GFP) bzw. rot (RFP) fluoreszierende Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop nach Zugabe von Doxycyclin, welches fur eine Ex-
pression von GFP bzw. RFP und damit einen Erfolg der transienten Transfekti-

on sprachen.

4.5.2.2 Stabile Transfektion

4.5.2.2.1 Synthese lentiviraler Partikel

Fir stabile Knockdown-Experimente ist eine dauerhafte Integration der shRNA
in das Wirtsgenom unerlasslich. Eine effiziente Methode besteht dabei in der
Produktion viraler Partikel, die die shRNA-codierende DNA beinhalten und die
Zielzellen infizieren kdnnen. Andere essenzielle Bestandteile fur die Viruspro-
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duktion stellen die oben erwahnten Plasmide pMD2.G und psPAX2 dar (ver-
gleiche 2.2.3).

Der exakte Ablauf der Versuche ist im Methodenteil im Kapitel 3.2.4.2.1 be-
schrieben. Die Virusproduktion erfolgte dabei durch Kotransfektion von
pMD2.G, psPAX2 und jeweils der lentiviralen Plasmide mit den shRNA (#23-
5rt3, #23-5tTR15, #17-4rt4, #17-4tTR1 und Positivkontrolle pGIPZ) in HEK 293-
Zellen per Calcium-Phosphat-Prazipitation.

Um eine hohere Konzentration und damit eine erhdhte Infektiositat der viralen
Partikel-Praparationen zu erreichen, wurden die Virionen anschlieRend mit Hilfe

einer Ultrazentrifuge konzentriert.

4.5.2.2.2 Bestimmung des MOI (=Muiltiplicity of Infection) und der Induzierbar-
keit

Um die Frage zu beantworten, wie viele Virionen notwendig sind, um eine Infek-
tion der HEK-Zellen zu erreichen, wurden HEK 293-Zellen (1x10° Zellen/Well
auf 24-Well) mit lentiviralen Partikeln absteigender Konzentration (300 pl; 100
pl; 30 pl; 10 pl; 3 pl; 1 pl) infiziert. Als Positivkontrolle wurde pGIPZ verwendet,
der eine nicht funktionelle shRNA und GFP exprimiert.

Um eine Induzierbarkeit der shRNA durch Tetrazyklin (Tet-On) bzw. eben nicht
(Tet-Off) und damit die Funktionalitat der integrierten Tet-On bzw. Tet-Off-
Sequenzen zu testen, wurde anschliefiend Doxyzyklin, ein Tetrazyklin-Derivat
zu den infizierten Zellen gegeben.

Hierbei zeigte sich, dass durch die Ultrazentrifugation der lentiviralen Partikel
die Infektiositat um den Faktor 30 erhoht wurde. Die Induzierbarkeit der Tet-On

Vektoren durch Doxycyclin konnte dabei auch nachgewiesen werden.

4.5.3 Transduktion der shRNA-tragenden Viruspartikel in die Zielzelle
MOPC315.BM

Erklartes Ziel der folgenden Transduktionsversuche war die Generierung eines

Klons von MOPC315.BM-Zellen mit integrierter shRNA gegen YBX7 (Oligo-

nukleotide #23-5rt3, #23-5tTR15, #17-4rt4 bzw. #17-41TR1). Eine Tragerschaft

der shRNA von allen Zellen einer Population musste sich als universelle grine
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bzw. rote Fluoreszenz der gesamten Zellpopulation auf3ern und wirde den op-
timalen Ausgangspunkt fur weitere Experimente in vitro und in vivo darstellen.
Erster Schritt war die Infektion der MOPC315.BM-Zellen mit den produzierten
Viruspartikel per Spin-Infektions-Methode (vergleiche 3.2.4.2.3). Einer Induktion
mit Doxycyclin der Tet-On Vektoren bzw. der Tet-Off Vektoren durch die Abwe-
senheit von Doxycyclin tags darauf schloss sich die Auswertung mit Hilfe von
FACS, Fluoreszenzmikroskop und Zytospin in den darauf folgenden Tagen an
(vergleiche 3.2.3.2 und 3.2.6). Um eine exakte Differenzierung zwischen indu-
ziertem und nicht-induziertem Zustand zu erreichen und jede Anwesenheit von
Tetrazyklin-Spuren auszuschlie3en, wurde mit Tetrazyklin-inaktiviertem fetalen
Rinderserum gearbeitet. Beispielhaft sei im Folgenden der zeitliche Ablauf ei-
nes solchen Versuchszyklusses skizziert (siehe Tabelle 20)

Tabelle 20. Schematischer Ablauf eines Versuchszyklusses am Bei-
spiel des Tet-On Vektors #23-5tTR15.

Zeit Auswertungsschritte

Tag 1 Transduktion des Tet-On Vektors #23-5tTR15 in die Zielzelle MOPC315.BM

Tag 2 Induktion mit Doxycyclin eines Teiles der Zellen im Vergleich zu weiterhin

nicht-induziert belassenen Zellen

Tag 3 Auswertung per Fluoreszenzmikroskopie, FACS, Zytospin, Western Blot indu-

zierte vs. nicht-induzierte Zellen Anlage von Einzelzellklonen

Tag 4-20 | Tagliche Auswertung per Fluoreszenzmikroskopie, FACS, Zytospin, Western

Blot induzierte vs. nicht-induzierte Zellen

Tag 13 Einzelzellklone: Induktion mit Doxycyclin eines Teiles der Zellen im Vergleich

zu weiterhin nicht-induziert belassenen Zellen

Tag 15- Einzelzellklone: Téagliche Auswertung per Fluoreszenzmikroskopie, FACS,

20 Zytospin, Western Blot induzierte vs. nicht-induzierte Zellen

4.5.3.1 Auswertung per Durchflusszytometrie (FACS)

Im Zuge einer Infektion der MOPC315.BM-Zellen mit der shRNA differierte sich
eine Subpopulation sichtbar von der Ausgangspopulation in ihren Eigen-
schaften, so dass sie in der Durchflusszytometrie sichtbar wurde. In der frihen
Detektion zeigte diese Methode die hochste Sensitivitat.
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Beispielhaft ist eine solche Messung im Folgenden abgebildet (siehe Abbildung
29).
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Abbildung 29 Beispielhafte Darstellung zweier durchflusszytometrischer
Messungen aus dem Versuchszyklus V1 72 Stunden nach Doxycyclin-
Induktion des Tet-On Vektors #23-5tTR15. Die lebenden Zellen befinden
sich im Gate R1 im FSC/SSC Histogramm. Man sieht also, dass nur etwa
20% der Zellen unabhangig von Induktion oder Nicht-Induktion zu diesem
Zeitpunkt noch vital sind. Die differierende Subpopulation wurde mit Q4
und RN1 aus dem Anteil lebender Zellen (R1) im Vergleich zu einer Nega-
tivkontrolle nicht-transduzierter Zellen vermessen. Transduzierte Zellen mit
(a) und ohne (b) Doxycyclin-Induktion wurden miteinander verglichen.
Ausgehend von RN1 differiert sich im Doxycyclin-induzierten Versuchsteil
(Abbildung 29a) eine Subpopulation (13%) im Vergleich zum nicht-
induzierten Versuchsteil (Abbildung 29b) mit 3% RN1-Anteil.

4.5.4 Vergebliche Versuche der Einzellzellklon-Synthese mit dem Vektor-
system pLVCT-tTR-KRAB und pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2

Um die Isolierung einer erfolgreich transduzierten Zelle als Ausgangspunkt ei-
ner monoklonalen Population mit identischen genetischen und phanotypischen
Eigenschaften vorzunehmen, wurde eine Erzeugung von Einzelzellklonen durch
Aussaen in einer hohen Verdunnung vorgenommen (vergleiche 3.2.5). Aus-
gangspopulation waren hierbei in Bezug auf den pLVCT-tTR-KRAB- Vektor
(Tet-On) transduzierte nicht mit Doxycyclin induzierte Zellen, deren Doxycyclin-
induziertes Gegenstuck in Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmiskroskopie
eine hohe Transduktionseffizienz gezeigt hatte. Dies geschah ca. 96 Stunden
nach Beginn des Induktionszyklus. Auch diese Zellen wurden auf eine generelle
Funktionabilitat und eine Suppression der Genexpression von YBX7 mit Hilfe
von Fluoreszenzmikroskop, FACS, Zytospin und Western Blot ab Tag 12 nach
Dilution evaluiert, d.h. in Bezug auf das Tet-On System wurden die Zellen am
Tag 10 mit Doxycyclin induziert und dann taglich im FACS vermessen, unter
dem Fluoreszenzmikroskop bezuglich des Anteils fluoreszierender Zellen be-
wertet und per Zytospin und Western Blot bezuglich ihrer Eigenschaften unter-
sucht.

Dabei liel3 sich unter Verwendung des Vektorsystems pLVCT-tTR-KRAB und
pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 leider kein Einzelzellklon mit den gewunschten Ei-
genschaften selektionieren.

Die Fluoreszenzmikroskopie und die Durchflusszytometrie waren stets durch

ein heterogenes Bild mit transduzierten und nicht-transduzierten Zellen gepragt.
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Es lieR sich keine homogen fluoreszierende Einzelzellklonlinie trotz sechs ver-

schiedener Versuchszyklen und mehrerer Vereinzelungen darstellen.

4.5.5 Einzelzellklon im Vektorsystem pTRIPZ

pTRIPZ erwies sich als das effektivere Vektorsystem. Nach Transduktion der
MOPC315.BM.luc wurden diese bei unterschiedlichen Puromycinkonzen-
trationen (3,5; 4,0; und 4,5 ug/ml) selektioniert. Hierzu wurden die Zellen im
entsprechenden Medium in hoher Verdunnung in je funf 96 Well Platten aus-
gesat. Die Wells, in denen ein Klon wuchs, wurden geteilt und ein Teil mit
Doxycyclin versetzt. Am Fluoreszenzmikroskop wurde hierzu 24 Stunden spa-
ter die Klone identifiziert, die eine uniforme starke Rotfarbung aufwiesen. Diese
Klone wurden dann expandiert und und im Western Blot nach Induktion der
shRNA gegen YBX1 auf ihre Fahigkeit getestet, YBX1 Protein herunter zu regu-
lieren. Von den positiven 42 Klonen zeigte der Klon 4007 die beste Regulation.

4.5.5.1 Auswertung per Durchflusszytometrie (FACS)

In der Durchflusszytometrie zeigte sich nur bei den Doxycyclin-induzierten Zel-
len im Gegensatz zu nicht-induzierten Zellen und Kontrollpopulation eine Frak-
tion, die sich in ihrer Fluoreszenzintensitat von der Negativkontrolle unterschied
(siehe Abbildung 30). Es ist deutlich zu sehen, dass sich nach Zugabe von
Doxycyclin der MOPC314.BM.luc Klon 4007 eine uniforme Zunahme der RFP-
Fluoreszenz zeigt. Dies zeigt, dass alle Zellen dieses Klones auf die Doxycyclin
Gabe mit der Expression des RFP-Proteins und damit der shRNA gegen YBX1

reagieren.
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Abbildung 30 Vergleich zweier durchflusszytometrischer Messungen von
MOPC315.BM.luc Klon 4007 nach 5 Tagen mit (a) und ohne (b) Doxycyc-
lin-Induktion. Die lebenden Zellen befinden sich im Gate R1 im FSC/SSC
Histogramm. Im Fluoreszenzkanal 2 ist die RFP Expression dagestellt. Die
shRNA wird im pTRIPZ mit der RFP mRNA exprimiert. Die Doxycyclin-
Induktion fuhrt zu einem kompletten Shift der Population von RFP-negativ
(Peak bei ca. 0,9) zu RFP-positiv (Peak bei ca. 100). Die Verschiebung
des Peaks im Fluoreszenzkanal 1 ist auf das RFP Protein zurickzufuhren,
das aufgrund seines Emmisionsspektrum leicht im Kanal 1 detektiert wird.

4.5.5.2 Auswertung per Fluoreszenzmikroskop
Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigte sich, dass der Einzelzellklon
MOPC315-4007, der pTRIPZ mit einer YBX1 shRNA enthalt, YBX7 im Zyto-
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plasma exprimiert und nach 5 Tagen Induktion der shRNA mit Doxycyclin keine

YBX1 Expression mehr nachgewiesen werden kann (siehe Abbildung 31).

- Dox

+Dox

Abbildung 31 YBX7 Knockdown in MOPC315.BM.luc (YBX7 grun durch
YBX1 Antikorper und das Fluorochrom FITC, Nucleus blau durch DAPI-
Farbung). Nach Induktion der shRNA mit Doxycyclin (+Dox) ist im Ver-
gleich zur Kontrolle (-Dox) nach 5 Tagen kein YBX7 mehr detektierbar. Die
zusatzlich auftretende Rotfarbung ist auf das koexprimierte RFP zurtuckzu-
fuhren.
4.5.5.3 Auswertung per Western Blot
Wahrend das Zielgen auf mRNA-Ebene haufig bereits supprimiert ist, wird der
Erfolg auf der Proteinebene meist erst nach einer Latenzzeit sichtbar. Dies ist
auf die verschiedenen Halbwertszeiten der Proteine zurtick zu fihren, so dass
fur den Klon 4007 im Western Blot die YBX1 Proteinexpression zu verschiede-
nen Zeitpunkten nach Induktion der shRNA mit Doxycyclin durchgefuhrt wurde.
Es zeigte sich, dass die YBX1 Proteinexpression im Vergleich zu der -Actin
Ladekontrolle bereits am Tag 1 vermindert ist. Die Expression nimmt weiter bis
zum Tag 4 ab und bleibt ab diesem Zeitpunkt auf einem konstanten schwachen

Expressionsniveau (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32 Western Blot des YBX7 Knockdowns in MOPC315.BM-

Zellen Tag 1 bis Tag 17. Es zeigt sich eine ab Tag 4 nach Induktion gleich-
bleibende Suppression der YBX1 Proteinexpression im Vergleich zu der

Ladekontrolle B-Actin.
Eine erneute Selektion des Klons 4007 mit hoheren Puromycinkonzentrationen
fuhrte nicht zu einer starkeren Reduktion des YBX1 Protein. Damit war die Ge-
nerierung eines MOPC315.BM.luc Zellklons, der eine konditionelle shRNA ge-

gen YBXT1 tragt und eine deutliche Reduktion der YBX7 Proteinexpression er-
moglicht, erfolgreich gelungen.
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5 Diskussion

Das Ziel dieses Projektes war die Etablierung eines regulierbaren und dauer-
haften RNAi-Mechanismus gegen das putative Onkogen YBX7 in der murinen
Plasmozytomzelllinie MOPC315.BM durch ein virales Vektorsystem mit inte-
grierter shRNA.

Um dies zu erreichen, waren verschiedene Schritte und Komponenten natig,

deren Bedeutung im Folgenden erlautert werden soll.

5.1 shRNA vs. siRNA

Um die folgenden Versuche, die auf dem Prinzip der in der Einleitung beschrie-
benen RNA-Interferenz basieren (vergleiche 1.3), durchzufuhren, bedurfte es
eines moglichst optimalen biotechnologischen Tools zur Suppression eines
spezifischen Gens. Dieses Tool sind kurze RNA-Doppelstrange von 21-23 Ba-
senpaaren, die sogenannte short interfering RNAs (siRNAs).

Es gibt zwei Moglichkeiten, diese siRNAs in der Zielzelle zu etablieren: Tran-
sient mittels Einschleusung synthetischer siRNAs direkt in die Zielzelle oder
dauerhaft mittels Einschleusung von Expressionsvektoren in den Zellkern mit
shRNA-codierender Sequenz als ,regenerative(r) Pool fiir siRNAs*.'%?

Da sich die die Wahl des passenden RNAi-Tragers grundsatzlich vor Beginn

der Experimente stellte, sei ihrer Diskussion ein kurzer Absatz gewidmet.

5.1.1 Wahl des passenden RNAi-Tragers

Der Entschluss, welche Methode fur ein Versuchsdesign besser passt, ist ab-
hangig von Zelltyp, Zeitrahmen und der Entscheidung fur ein transiente oder
stabile Integration in die Zelle.”®

Fur einen limitierten Versuch, der die potentiellen Effekte eines Knockdowns fur
ein Gen evaluiert, mag die siRNA-Technologie die bessere Wahl sein. Es gibt
eine Fulle von Mdglichkeiten, die Knockdown-Effizienz jeder siRNA-Sequenz
rasch zu validieren oder gar eine siRNA mit hoher Effizienz, minimalen unspezi-
fischen Effekten und niedriger zellularer Toxizitat rasch kommerziell anfertigen

zu lassen.®'?® Um eine Wirkung in der Zelle zu erzielen, ist jedoch eine hohe
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zytoplasmatische Konzentration notig, die auch mit mehr unerwinschten Ne-
beneffekten verbunden ist.*> Die siRNA-Konzentration variiert zudem je nach
proliferativem Status der Zelle und wird bei jeder Zellteilung verdinnt, so dass
nach einigen Zyklen wenig von dem Knockdown-Effekt verbleibt.3¢%3

In der folgenden Arbeit bestand jedoch die Absicht, einen dauerhaften RNAi-
Mechanismus in einer Zelle zu etablieren. Ein Expressionsvektor mit shRNA-
Integration wurde deshalb favorisiert.

shRNAs uberwinden das Problem der Transienz, haben daneben aber auch
noch andere Vorteile. Sie sind kosteneffektiver, da das wiederholte Einbringen
einer synthetischen siRNA in die Zelle entfallt und bieten die Moglichkeit der
Antibiotikaselektion positiv transfizierter Zellen und Induzierbarkeit (vergleiche
5.2).' Letztere Eigenschaften waren eine obligate Voraussetzung der hier
dargestellten Experimente. Viele Zelltypen kbnnen zudem nur unzureichend mit
einer siRNA transfiziert werden. Fur diese bieten Adeno-, oder Lentivirus-
basierte Vektoren der shRNA-Zellintegration eine mdgliche Option.'??

GroRer Nachteil der Verwendung von shRNAs ist jedoch der mit ihnen verbun-
dene groRere Zeitaufwand bedingt durch die Generierung des Vektorkonstrukts
und die Selektion shRNA-positiver Zellklone durch Antibiotikaresistenz oder

Fluoreszenzmarker.%>1%

5.2 Induzierbares vs. nicht-induzierbares Expressionssystem
Vielfach geht der Knockdown eines spezifischen Gens nicht folgenlos an einer
Zelle vorbei und fuhrt z.B., falls das supprimierte Gen fur Zelliberleben, Zell-
zyklusregulation oder Zellentwicklung zustandig ist, zum Tod der Zelle, ohne
dass eine Erforschung anderer Auswirkungen der Gensuppression erfolgen
konnte. Die kontinuierliche Suppression eines Genes Uber langere Zeit kann
aullerdem zu einem graduellen Verlust der supprimierenden Wirkung und/oder
zu einer negativen Zellselektion fuhren und somit Versuchsergebnisse beinflus-
sen.131'133

Eine Moglichkeit, diese Problematik zu umgehen, besteht in der Verwendung
von induzierbaren, konditionellen Promotorkonstrukte. Ahnlich der Funktion ei-

nes Lichtschalters ermdglichen sie die Expression der shRNA an- bzw. abzu-
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schalten. Die Konformationsanderung wird dabei durch die Zugabe entspre-
chender Induktoren induziert.'** Das Monitoring erfolgt (iber fluoreszierende
Proteine, wie GFP oder RFP, die mit der shRNA koexprimiert werden.

Dabei fuhrt die Reversibilitat zur Reexpression des supprimierten Proteins und
des urspriinglichen zelluldren Phanotyps.'*

Dies beinhaltet einige Vorteile:

Von dem definierten Zeitpunkt der Induktion aus konnen die zeit- und dosis-
abhangigen Auswirkungen in der Zelle beobachtet werden'*® und dies repetitiv,
so dass statistische Schwankungen relativiert und die Wirkung unerwunschter
Nebeneffekte auf die Beobachtungen minimiert werden kann. Zusatzlich ge-
schehen diese Beobachtung zweier verschiedener Zustande eines Gens, im
exprimierten und supprimierten Zustand, an derselben Zelle, so dass die Vari-
anz phanotypischer Eigenheiten verschiedener Zellen als Faktor verschwindet
und die Zellen eine Kontrollpopulation zu sich selbst bilden. 3>1%

Im Vergleich zum nicht-induzierbaren System ergeben sich jedoch auch gewis-
se Hindernisse:

So ist die Etablierung eines induzierbaren Systems in einen hoheren Organis-
mus eine komplexere Aufgabe angefangen von der Klonierung Uber die Trans-
fektion der Zielzelle und die Selektionierung eines Klons mit dem entsprechen-
den Phanotyp."#"*® Auch im Verlauf meiner Versuche ergaben sich Probleme
die shRNA vom nicht-induzierbaren in das induzierbare System zu transferieren

und einen induzierbaren Einzelzellklon zu identifizieren.

5.2.1 Vergleich verschiedener induzierbarer Expressionssysteme

Induzierbare Vektorsysteme sollten zwei wichtige Anforderungen erfullen: Star-
ke Induzierbarkeit und hohe Spezifitit."*?

Ersteres bedeutet, dass im inaktiven Zustand die basale Aktivitat moglichst ge-
ring sein sollte, wahrend bei einer Aktivierung schnell hohe Expressionslevel
erreicht werden sollten."? Letzteres setzt eine hohe Affinitit zwischen Promotor
und dem an ihn bindenden Induktor voraus. Weder darf der Promotor von ande-
ren Agenzien induziert werden, noch darf der Induktor an anderen Promotoren

auf der DNA wirken.'??
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Die am haufigsten eingesetzten induzierbaren Expressionssysteme sind das
Tetracyclin-induzierbare System (Tet-on bzw. Tet-off) und das Ecdyson-
induzierbare System.'3?1%’

Das Antibiotikum Tetrazyklin bzw. sein Derivat Doxycyclin wurden in den dieser
Arbeit zugrunde liegenden Versuchen als Induktor eingesetzt. Es bewirkt eine
rasche Induktion und hohere Expressionslevel als andere Expressions-
systemem, welche nach Entfernung des Induktors schnell reversibel sind. Zu-
satzlich arbeitet es mit einer nichttoxischen, gut definierten pharmakologischen
Substanz.”®

Eine Reduzierung der initial beschriebenen Hintergrund-Aktivitat konnte durch
Verwendung von Vektoren mit einem Tet-Repressor-Protein und dem KRAB
Protein erreicht werden. Dieses Protein basiert auf KRAB (Kruppel-associated
box), eine Zinkfinger-Struktur, die als starker transkriptionaler Repressor im
nicht-induzierten Zustand agiert.'*"*® Trotzdem wurde auch in meinen Versu-
chen eine basale Aktivitat in 2-6% der transduzierten und selektionierten Zellen
im nicht induzierten Zustand detektiert.

Dabei erreicht im direkten Vergleich von Tet-On und Tet-Off-System in der Stu-
die von Meyer-Ficca und Kollegen das Tet-On System das hohere Expressions-
level, wahrend das Tet-Off System die niedrigere basale Aktivitit aufweist."’
Weitere Nachteile sind der kontinuierlich notwendige Einsatz von Tetracyclin
und unter in vivo-Bedingungen die Einlagerung dieses Antibiotikums in den
Knochen mit nur langsamer Abgabe daraus. Dies verhindert eine schnelle und
prazise Induktion bzw. Aufhebung der Induktion. Wenn die Rolle eines Genes
wahrend der embryonalen Entwicklung beobachtet werden soll und es auf ei-
nen sehr genauen Induktionszeitpunkt mit eng regulierter Expression ohne Hin-
tergrund- Aktivitat ankommt, steht Ecdyson, welches jedoch eine sehr viel ge-
ringeres Expressionslevel aufweist, als Alternative zur Verfiigung."?"*° Im Lau-
fe dieser Versuche war dies kein Problem und es konnte ein An- bzw. Abschal-
ten von YBXT1 innerhalb von 72 Stunden erreicht werden. Der weitere Einsatz
im Tiermodell wird zeigen, ob sich aus den oben genannten Punkten negative

Konsequenzen ergeben.
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Fir einen Einsatz des Tetrazyklin-induzierbaren Systems sind zwei unter-
schiedliche Komponenten notwendig, die beide in den Vektor integriert und
stabil transfiziert werden miussen, was mit erheblichem Aufwand verbunden ist:
das Tetrazyklin-responsive Element (TRE) und das unter seiner Kontrolle ste-
hende Zielgen." Diese doppelte Klonierung wurde durch die Verwendung ei-
nes Vektors mit schon vorhandenem TRE-System umgangen.

Mogliche Nebeneffekte von Tetrazyklin-Derivaten in der Zelle sind beschrieben.
Diese treten jedoch erst bei viel hdheren Konzentrationen (10-80 pg/ml) auf, als
sie in den folgenden Versuchen (1 pg/ml) angewendet wurden.”*? Zudem ste-
hen Zellklone zum Vergleich zur Verfugung, die statt der shRNA gegen YBX1
eine nicht funktionelle Kontroll- shRNA exprimieren.

Zusammenfassend ist eine Induzierbarkeit des shRNA-exprimierenden Vektors
aufgrund der essentiellen Rolle von YBX7 in der Zelle und seines potentiell leta-
len Knockdowns geboten und das Tetracyclin-induzierbare Expressionssystem
unter dem Gesichtspunkt seiner geringen Kosten und Toxizitat und seiner viel-
faltigen Einsatzmoglichkeiten und hohen Spezifitat das ideale System fur den
hier zu induzierenden Knockdown von YBX1.

5.3 Grunde fir einen Einsatz mehrerer shRNA-Konstrukte

Die Rahmenbedingungen, die an ein RNAIi-Experiment gestellt werden, sind,
eine moglichst hohe Transfektionseffizienz durch die geschickte Auswahl eines
experimentellen Systems zu erreichen und effiziente shRNA-Sequenzen in
Vorexperimenten auszuwahlen. Dazu ist es notig, die Knockdown-Kapazitat
mehrere shRNAs vor Beginn zu testen.'?

Eine parallele Austestung mehrerer Oligonukleotide, jede gegen ihre ganze ei-
gene Sequenz auf dem Zielgen gerichtet, wurde entsprechend allgemeiner
Empfehlungen durchgefuhrt. Denn die Konstruktion einer Zielsequenz nach den
obigen Kriterien kann ihre Funktionalitat nicht garantieren und es lasst sich
auch keine Aussage Uber ihre Effizienz treffen, bevor sie nicht experimentell
bewiesen wurde.'*°

Durch die Austestung verschiedener Oligonukleotide steigt die Wahrscheinlich-

keit, mindestens eine Sequenz zu finden, die zu einer signifikanten Gensupp-
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ression fiihrt.> Lassen sich dariiber hinaus mehrere funktionierende Oligonuk-
leotide finden, so kann ihre Effektivitat anhand ihrer supprimierenden Wirkung
miteinander verglichen werden und mit der effizientesten im Rahmen der fol-

genden Experimente weitergearbeitet werden.®?

5.4 Auswahl der Sequenzen zum Knockdown

5.4.1 Kriterien

Das Design von siRNAs bzw. shRNAs ist immer noch mehr ein empirischer als
ein rationaler Prozess, da die der RNA-Interferenz zugrunde liegenden moleku-
laren Mechanismen noch nicht vollstandig entschliisselt sind.’*' Es existieren
jedoch bestimmte Algorithmen, die die Auswahl erleichtern. Deshalb sind die
folgenden aufgefuhrten Kriterien nur Empfehlungen, keine Bedingungen, da
auch aullerhalb der Kriterien eine effiziente Zielsequenz moglich ist.

Grundsatzlich ist jede beliebige Sequenz aus der mRNA qualifiziert, als An-
griffspunkt einer shRNA bzw. siRNA herangezogen zu werden.'?® Es gibt je-
doch Unterschiede in der Empfanglichkeit der Ziel-mRNA fur einen Knockdown
unter anderem je nach Zuganglichkeit der Bindungsregion.'**'* So sollte man
vom 5°und 3’-Ende mindestens 50 bp Abstand halten, da hier haufig regulatori-
sche Proteine binden, die die Erreichbarkeit der Zielsequenz fur den RISC-
Komplex einschranken kénnten.'*' Vier oder mehr Wiederholungen des glei-
chen Nukleotides sollten vermieden werden, insbesondere das Terminations-
signals fiir die RNA-Polymerase Ill poly-T."* Ebenso sollten Palindrome inner-
halb der Sequenz umgangen werden. Sie kdnnen interne Schleifen bilden.'*
Weitere Anforderungen, die als Voraussetzung fur erfolgreiche Knockdown-
Experimente gelten, sind ein GC-Gehalt von 30- 50% innerhalb einer 19-27
Nukleotide langen Sequenz.'?*'** Ein héherer GC-Gehalt wird wegen der Ge-
fahr der Bildung einer schwer zuganglichen Sekundérstruktur vermieden.'*
Uber die optimale Lange herrschen Kontroversen.'4¢:147{Ge. 2010 #153.148,149 g¢q_
quenzen, die langer als 30 bp sind, fallen jedoch einer Interferon-ahnlichen Ab-

wehrreaktion der Zelle zum Opfer. Erstes Nukleotid der Zielsequenz sollte ent-
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weder ein A oder G sein, da der RNA-Polymerase |l Promotor vor allem mit
Purinen als erstem Nukleotid gut funktioniert."’

Zu beachten ist auch die thermodynamische Stabilitat von Strang und Gegen-
strang. Hierbei sollte das 3°-Ende des sense Stranges bzw. das 5°-Ende des
antisense Stranges mit einer niedrigen thermodynamischen Stabilitat ausgestat-
tet werden, welches durch mindestens ein Adenosin oder Thymin garantiert
wird. Dadurch wird das Entwinden des Doppelstranges erleichtert und ein effizi-
enter Eintritt des antisense Stranges in den RISC gewdhrleistet."**'° Es gibt
jedoch auch Gegenstimmen, die keinerlei Korrelation zwischen thermodynami-
scher Stabilitat und Effizienz der Gensuppression sehen.’’

Ferner ist ein Sequenzvergleich durchzufuhren, um eine Spezifitat der verwen-
deten Zielsequenzen zu garantieren. Sollte die Sequenz namlich im Genom des
Menschen oder der Maus an anderer Stelle noch einmal vorkommen, sind un-
gewollte Nebeneffekte nicht auszuschlieRen.'?

Die bisherigen Angaben beziehen sich jedoch nur auf die prozessierte siRNA,
den Kern der shRNA. siRNA und shRNA-Design gleichen sich zwar in vielen
Punkten, aber einige Elemente sind shRNA-spezifisch, um ihre effiziente endo-
gene Prozessierung in der Zelle zu garantieren.'*® Konstruiert man eine aus
Strang, Gegenstrang und Schleife bestehende shRNA, ist zusatzlich noch die
3-11 bp lange Schleife fur die haarnadelformige Struktur als Designelement der
Zielsequenzen miteinzubeziehen. Sie ist eine grole Schwachstelle. Schon ein
einziges falsches Nukleotid kann die Spezifitat unwiederbringlich alterieren. Zu-
dem wird die Sequenzierung in vielen Fallen durch die intrinsische Sekun-
darstruktur der Schleife erschwert.®*'*? Uber die optimale Linge herrschen
auch hier Kontroversen 8148:149.153

Zudem herrscht Uneinigkeit, welches Konstrukt, das Polymerase |l- oder das
Polymerase lll-basierte (vergleiche 1.3.4.1 und 1.3.4.2), eine starkere Gen-
suppression bewirkt. Abhangig ist dies erwartungsgemaly auch von anderen
Parametern wie der Lange der Schleife.”*®'*® Grundlage dieser Arbeit ist jedoch
ein Polymerase-ll-basiertes miR30-Konstrukt. Spezielle auf die miR30-shRNA
zugeschnittene Regeln der Sequenzgestaltung sind zum aktuellen Zeitpunkt

noch wenig erforscht und bekannt.®!9*
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5.4.2 Anwendung der Kriterien auf die in dem Experiment verwendeten
Zielsequenzen

Verschiedene im Internet verfugbare Programme wurden zur Optimierung und

Auswahl der Zielsequenzen hinzugezogen.

Wenn man die von uns ausgewahlten Zielsequenzen nach den oben aufgefuhr-

ten Kriterien analysiert (vergleiche Tabelle 5), wird deutlich, dass die Empfeh-

lungen groBtenteils erfullt sind.

Unsere Zielsequenzen liegen zwischen 67-71 bp mit einer Strang- bzw. Gegen-

strang- Sequenz von 19 bzw. 21 bp und einer Schleife von 9 bp. Der GC-Gehalt

der ausgewahlten Zielsequenzen liegt stets im Bereich zwischen 30-50%. Das

3’-Ende wurde mit einer niedrigen Stabilitat ausgestattet. Die Sequenzen liegen

im mittleren Bereich, mehr als 377 bp vom 5°-Ende bzw. 655 bp vom 3’-Ende

entfernt. Mehr als drei Wiederholungen desselben Nukleotids innerhalb der

Strang-Sequenz und Palindrome wurden vermieden.

Die eigentliche Zielsequenz beginnt nie mit einem A, im Fall von #23 und #16

zumindest mit einem G. Dies ist tolerierbar, da die folgenden Versuche nicht auf

der RNA-Polymerase lll, sondern auf der RNA-Polymerase |l basieren.

5.5 Konstruktion des shRNA-tragenden Vektorsystems:
Schwachpunkte

Im Laufe der Versuche gab es einige Probleme, das nicht-induzierbare Vektor-
system in ein induzierbares zu uberfuhren. Vor diesem Hintergrund ist es wich-
tig, zu reflektieren, dass es verschiedene Wege der Vektorkonstruktion gibt.

Die am haufigsten durchgefuhrte Methode, die auch in dieser Arbeit verfolgt
wurde, basiert auf der Synthese, dem Annealing und der Ligation zweier kom-
plementarer Oligonukleotide in einen Expressionsvektor. Diese Methode ist
schnell durchfuhrbar, aber durch die unumgangliche Synthese der Oligonukleo-
tide teuer und die Rate falsch positiver Klone mit einzelnen Substitutionen oder
Deletionen hoch (20-40%). Ein nicht unwesentlicher Anteil des Problems ist
hierbei die Lange der Oligonukleotide (>35 bp), die die Gefahr einer Mutation
durch Synthesefehler beinhaltet. Um so mehr, da derer zwei Oligonukleotide

103



Diskussion

benétigt werden."*? Einzelne Punktmutationen wurden auch in dieser Arbeit be-
obachtet.

Die zweite Strategie verfolgt die Vektorkonstruktion mittels eines PCR-
Ansatzes. Vorteil im Vergleich zu ersterer Methode ist, dass nur ein einziges
langes Oligonukleotid synthetisiert werden muss. Nachteil ist jedoch die Mutati-
onsrate im Rahmen der wiederholten Zyklen der PCR selbst.'*?

Der dritte Ansatz basiert auf dem Prinzip, dass eine Polymerase das 3’-Ende
uberlappender Oligonukleotide verlangert. Jede der beiden Oligonukleotide
dient dabei sowohl als Template als auch als Primer. Diese Methode ist kosten-
gunstiger als die anderen beiden, beinhaltet jedoch auch eine hohe Mutations-
rate im Rahmen der PCR.

Eine Variation dieser dritten Methode wurde im Zuge des ligasefreien Klonie-
rens verfolgt, bei dem ebenfalls mit Uberlappenden Primer-Uberhdngen ge-
arbeitet wurde, wenngleich kein neues Oligonukleotid im eigentlichen Sinne im
Rahmen dieses Prozesses synthetisiert wurde. Diese Methode half den kriti-
schen Schritt des shRNA-Transfers in einen anderen Vektor, die durch konven-

tionelle Mittel nicht zu erreichen gewesen war, zu verwirklichen.

5.6 Einbringen des shRNA-tragenden Vektorsystems in
MOPC315.BM

5.6.1 Griinde fiir eine niedrige Transduktionseffizienz

In meinen Experimenten ergaben beide Methoden nur niedrige Transduktions-
raten um 10%. Dies schmalerte die Wahrscheinlichkeit einen Einzelklon mit den
gewunschten Eigenschaften zu selektionieren und vereitelte die Auswertung
der Versuche in Hinblick auf statistische Belange. Uber die Griinde dafiir kann
nur spekuliert werden. So mag die fehlende Effizienz abgesehen von techni-
schen Grunden mit den ausgewahlten Zielsequenzen, den Zielzellen oder den
Umgebungsparameter zusammenhangen.

Generelle Grunde fur eine niedrige Transduktionseffizienz, die ich in dieser Ar-
beit eine Rolle gespielt haben kdnnten, sind im Folgenden aufgefuhrt:
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In einer Studie von Krueger und Kollegen von 2007 wurden einige Tausend
siRNAs gegen Zielgene aus verschiedenen Genfamilien getestet. Einige Kandi-
daten waren trotz identischer Versuchsbedingungen uber eine Schwelle von
70% nur aulerst schwierig zu supprimieren. Die Forscher erklarten sich dies
durch eine unterschiedliche Empfanglichkeit der tangierten mRNA-Sequenz flr
einen Knockdown je nach Zuganglichkeit der Bindungsregion.'® Dies unter-
streicht die Tatsache, dass die Gensuppression nicht nur von der siRNA- bzw.
shRNA-Sequenz selbst, sondern auch von anderen dul3eren Faktoren abhangig
ist.

Im Allgemeinen sind Suspensionszellen zudem haufig schwer zu transduzieren,
so dass meist eine im Vergleich zu adharenten Zellen vielfach hohere Konzent-
ration an shRNA nétig ist.'*® So waren auch in meinen Experimenten im Ver-
gleich zu der an adharenten HEK293K-Zellen errechneten MOI bei den sus-
pendierten MOPC315.BM hohere Dosen notwendig, um eine suffiziente Trans-
duktion zu erreichen.

Letztendlich mégen wohl mehrere additive Effekte eine Rolle gespielt haben,
die zu der nicht ganz optimalen Transduktionseffizienz gefuhrt haben.

5.6.2 Diskussion der angewendeten Transfektionsmethode

Das Einbringen von Oligonukleotiden, mehrfach negativ geladenen Makromole-
kulen, Uber die hydrophobe Zellmembran in eine Zelle, Transfektion bzw. in Be-
zug auf Viren Transduktion genannt, stellt eine der grof3ten Herausforderungen
fiir den Einsatz der Technik der RNA-Interferenz dar.”®®

Man unterscheidet physikalische, biochemische und virale Methoden der Trans-
fektion. In der folgenden Arbeit wurde die Virus-vermittelte Transduktion im
Rahmen der Infektion der murinen Plasmozytomzellen MOPC315.BM mit dem

shRNA-tragenden Vektorsystem benutzt.

5.6.2.1 Transduktion per lentiviralem Trager
Wegen ihrer vielfaltigen Einsatzmaoglichkeiten und ihrer hohen Effizienz, insbe-
sondere auch bei schwer zu transfizierenden Zellen, ist die Bedeutung der Vi-

rus-vermittelten Transduktion in den letzten Jahren gestiegen.'?
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Die Virus-vermittelte Transduktion basiert auf verschiedenen Virussystemen wie
Adeno- oder Lentiviren. Den folgenden Versuchen liegt ein lentivirales HIV-
derivatives System zugrunde. Lentiviren sind Retroviren mit einem RNA-
Genom, das in doppelstrangige DNA umgesetzt und in das Genom der Zielzelle
eingebracht wird. Dieser biologische Mechanismus ist auch gentechnologisch
sehr wichtig ist, um das Transgen in das Zielgenom zu integrieren und perma-
nent zu exprimieren. Mit dieser Integration fremder DNA erwachst jedoch auch
die Gefahr einer unerwiinschten Mutation des Genoms.”® Die genomische DNA
von Adenoviren verbleibt im Gegensatz dazu nur vorubergehend in den infizier-
ten Zellen. Lentivirale Vektoren gelten jedoch generell als weniger toxisch als
adenovirale® und bewirken eine schwachere Immunantwort.”® lhre erfolgreiche
Anwendung auch in vivo in Bezug auf verschiedenste Erkrankungen wurde be-

reits in zahlreichen Studien demonstriert.'3!:1541%%

5.6.3 Limitationen in der Einzelzellklon-Herstellung

Theoretisch soll eine einzige parenterale Zelle als Ausgangspunkt einer mono-
klonalen Population dienen, deren Ziel eine genetische und phanotypische Uni-
formitat ist. Praktisch ergeben sich dabei einige Probleme.

Ein prinzipieller Widerspruch liegt darin, dass kultivierte Zellen unterhalb einer
kritischen Zelldichte nicht wachsen, eine Einzelligkeit jedoch per definitionem
gefordert wird. Diese Diskrepanz kann aufgelost werden, indem die Zellen in
einem moglichst kleinem Volumen Medium gehalten werden, wie in diesen Ex-
perimenten, oder das Klonierungsmedium mit Wachstumsfaktoren zusatzlich
angereichert wird."*

Generell entstehen aus mit Fremd-DNA transfizierten Zellen nicht automatisch
Populationen mit homogener genetischer Konstitution und gewlnschten Eigen-
schaften.’ In vielen Fallen stammen die mutmaRlichen Einzelzellklone trotz
suffizienter Vereinzelungstechniken eben doch nicht von einer einzelnen Zelle
ab, wie es auch in den dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuchen haufig der
Fall war. Die Wahrscheinlichkeit des Uberlebens einer Kolonie, die von mehr
als einer Zelle abstammt, ist zudem hoher als die einer Kolonie, die von einer

Zelle abstammt. '°°
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Eine Moglichkeit, diese Gefahr zu minimieren, wenngleich nicht zu eliminieren,
besteht darin, mehrere Vereinzelungszyklen hintereinander durchzuflhren, wie
es auch in der vorliegenden Arbeit der Fall war.

Die in den Experimenten vorliegende Transduktionseffizienz von nur etwa 10%
verringerte dabei die Wahrscheinlichkeit einen Klon mit den gewunschten Ei-
genschaften zu isolieren betrachtlich. War rechnerisch nur in jedem dritten Well
eine Zelle ausgesat, ergab die theoretische Chance auf eine Zelle mit den ge-
wunschten Eigenschaften zu treffen bei 15% Transduktionseffizienz 4,5% aller
Wells.

Ein kritischer Punkt war die insuffiziente Depletion nicht transfizierter bzw. nicht
transduzierter Zellen, die durch fehlende Fluoreszenz gekennzeichnet sind. Fur
ein Knockdown-Experiment ist es wichtig, moglichst viele, am besten alle nicht
transduzierten Zellen zu depletieren. Dies ist theoretisch mdglich durch Erho-
hung der Transfektionseffizienz, Anwendung einer hoheren Konzentration lenti-
viraler Partikel (MOI) in der Transduktion oder Antibiotikaselektion. Erstere
Punkte brachten nur eine hdohere Apoptoserate aller Zellen, letzterer Punkt war
zumindest fur die Trono-Vektoren (pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-
KRAB), die kein Selektionsgen besitzen, nicht durchfiihrbar.'?®

Ein weiteres Problem der Vereinzelung besteht darin, dass sich die Zellen hau-
fig nicht gleichmalig in ihrer Nahrflussigkeit verteilen, sondern die Neigung be-
sitzen aneinanderzuhaften.*®

Eine andere StorgroRe auf dem Weg zu einer monoklonalen Kolonie ist im er-
neuten Verlust der Homogenitat gegeben. Urspringlich genetisch identische
Zellen kdnnen durch die Proliferation der monoklonalen Ausgangszelle und
damit einhergehende Mutationen wieder eine Heterogenitit erwerben.’® Insbe-
sondere fur Tumorzellen, wie die in dieser Arbeit verwendeten MOPC315.BM,

ist diese Gefahr nicht zu unterschatzen.
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5.7 Zukunftiges Forschungspotential

5.7.1 Ausblick auf den Einsatz in vivo

Die Etablierung eines gegen YBX1 gerichteten Vektorsystems in einer murinen
Plasmozytomzelle eroffnet neue Wege zur genaueren Charakterisierung der
Rolle von YBX1 im Multiplen Myelom.

Dabei ist von einem stufenweisen Prozess auszugehen:

Auswirkungen des Knockdowns von YBX7 auf MOPC315.BM konnten erst in
der Zellkultur, spater im Modellorganismus unter vielen verschiedenen Frage-
stellungen ergrindet werden. Einige der zentralen Fragen sind folgende: Inwie-
fern tragt YBX1 zum Uberleben der Tumorzellen bei? Mit welchen anderen Sig-
naltransduktionswegen innerhalb der Zelle interagiert es und welche Auswir-
kungen hat dies?

Das in dieser Arbeit etablierte System bietet dabei einige Vorteile im Vergleich
zu bisherigen Ansatzen: Im Gegensatz zu den Knockout-Mausen, die in muhe-
voller und zeitaufwendiger Arbeit gezlchtet werden mussen, ist der Knockdown
einer Zelllinie deutlich schneller im Mausmodell zu etablieren und kann auch
zeitlich und raumlich limitiert und exakt reguliert eingesetzt werden, wahrend
der Knockout die Genexpression im ganzen Organismus ubiquitar und dauer-
haft ausschaltet.’” Fiir YBX71 wurde gezeigt das ein Knockdown zu einer
embyonalen Letalitat fiihrt.*® Das shRNA-getriggerte Vektorsystem lasst zudem
die Nachteile eines wiederholten Einbringens ,nackter” siRNA hinter sich und
damit die hohen Kosten und die durch die hohe Konzentration resultierenden
Off-Target-Effekte.

Es verbleiben jedoch auch Bedenken. Das Zielgen wird beim Knockdown im
Gegensatz zum Knockout meist nicht zu hundert Prozent abgeschaltet, sondern
es verbleibt eine Restaktivitat.'® Eine 90-95%ige Runterregulation ist fiir funkti-
onelle Analysen meist ausreichend, aber eben nicht immer.' Fiir den thera-
peutischen Einsatz zur Bekampfung onkologischer oder infektiologischer Er-
krankungen ist der gro3tmogliche Knockdown zur Pravention eines Rezidivs

anzustreben.”®

108



Diskussion

Diese Restaktivitat kann namlich dazu fuhren, dass die Funktion eines Proteins,
das supprimiert werden soll, aufrecht erhalten wird. Dies sei durch ein Beispiel
aus dem Bereich der Hamostase untermauert: Wiarde man Faktor VIII, einen
wichtigen Akteur im Rahmen der Blutstillung, per RNA-Interferenz supprimieren,
wurde schon ein Prozentpunkt mehr oder weniger Aktivitat einen gewichtigen
Unterschied bei der Blutstillung ausmachen. Der Effekt eines Knockouts ware
dem eines Knockdowns nicht vergleichbar.

Weiterhin wurden phanotypische Unterschiede zwischen Knockout- und Knock-
down-Tieren beobachtet’®: In einer Studie zur Erforschung des Schmerzrezep-
tors TRPV1 wiesen beide vergleichbare Reaktionen auf einen Hitzestimulus
auf, doch nur bei den shRNA-exprimierenden Tieren war die Wahrnehmung
neuropathischer Schmerzen reduziert.®® Daraus kann gefolgert werden, dass
Erkenntnisse aus einem Knockdown-Experiment nicht uneingeschrankt mit ei-
ner Ausschaltung des Gens gleichgesetzt werden konnen, also Diskrepanzen
zwischen dem modellhaften YBX71 Knockdown und einem kompletten Gen-
verlust im Multiplen Myelom in realiter bestehen. Jedoch mag diese Rest-
aktivitat gering genug sein, um pathologische YBX7 Wirkungen in der Tumor-
zelle zu unterdricken und hoch genug, um seine essenziellen physiologischen
Funktionen im Organismus aufrecht zu erhalten und sich somit als vorteilhaft
erweisen.

Auch fur die dieser Arbeit zugrunde liegende Methodik verbleiben Herausforde-
rungen in Theorie und Praxis, die angegangen werden mussen. Die Optimie-
rung des shRNA-Designs uber verlasslichere Algorithmen, die Minimierung un-
spezifischer Nebenwirkungen, der Ausbau bisheriger Klonierungsstrategien, die
Weiterentwicklung des viralen Vektorsystems hin zu mehr Transfektionseffizi-
enz, die Steigerung der Sensitivitat zur Selektion positiver Klone sind nur einige
theoretische Parameter, deren Weiterentwicklung die Erforschung der Genfunk-
tion erleichtern wurden.

Zusammenfassend stellt jedoch das shRNA-tragende Vektorsystem zur Sup-
pression eines Genes im Moment eines der optimalsten Systeme dar, dass fur
die Charakterisierung der Rolle von YBX7 im Multiplen Myelom herangezogen

werden kann.
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5.7.2 Ausblick auf den potenziellen therapeutischen Nutzen

Die Entdeckung des Mechanismus der RNA-Interferenz weckte Hoffnungen auf
eine zielgerichteten Stilllegung pathologischer Gensequenzen und eine dadurch
induzierbare potentielle Heilung verschiedenster Erkrankungen. Schon dreiein-
halb Jahre nach der ersten Anwendung in Saugetierzellen starteten die ersten
RNAi-Therapieversuche am Menschen.”®

Auch das Einbringung der shRNA gegen YBX7 in murine Plasmozytomzellen
nahrt den Wunsch, YBX1 in therapeutischer Absicht vorubergehend ausschal-
ten zu kdnnen und somit zur Bekampfung des Multiplen Myeloms beizutragen.
Frihe hochtrabende Erwartungen wurden durch erste Berichte Uber auftretende
Toxizitten bei der Anwendung im Mausmodell gedampft.'®*"®" Diese wurden
auf eine Ubersittigung der zelluldren RNAi-Maschinerie zuriickgefiihrt®*'®? und
traten in Zusammenhang mit den hier nicht verwendeten Polymerase-Ill getrie-
benen shRNAs auf. Insbesondere eine Ubersattigung von Exportin 5, das flr
die Translokation Polymerase lll-gesteuerter shRNAs aus dem Zellkern verant-
wortlich ist, spielte dabei eine essenzielle Rolle.** Eine Einhaltung der Sicher-
heitsstandards praklinischer Entwicklungsphasen wie fur andere Substanzen ist
vor diesem Kontext obligat. Das Problem konnte jedoch durch die Verwendung
zwar schwacherer aber auch weniger toxischer Polymerase ll-basierter miR30-
shRNAs, die zudem uber alternativen Weg aus dem Zellkern transportiert wer-
den, (iberwunden werden.?'¢3'%* gtrategien, die von endogenen Mechanismen
profitieren, mit diesen dabei jedoch nicht interferieren, ist die daraus resultie-
rende Lehre.®®

Ein groRes Problem stellt das Einbringen der RNAi-Trager in die Zelle dar. Vi-
rus-basierte Strategien scheinen hier perspektivisch die besten Erfolgsaussich-
ten zu bieten.?® Neben dem Einsatz fiir Tier und Mensch toxischer Trans-
fektionsreagenzien stehen jedoch Bedenken uber die mit einem Virus-
vermittelten Transfer verbundenen Sicherheitsrisiken einem kommerziellen the-
rapeutischen Einsatz im Weg (vergleiche 5.6.2.1).”® Zudem ist die in vivo-
Transduktion viraler Vektoren immer noch sehr ineffizient.”®

Doch andere Wege als der virale Transport sind in vivo durch zahlreiche Barrie-
ren limitiert: Freie Oligonukleotide werden von der Niere aus dem Blut filtriert,
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von Nukleasen degradiert, vom retikuloendothelialen System phagozytiert und
mussen, falls sie es bis dorthin schaffen, noch das Kapillarendothel Uberwin-
den, bevor sie ihr Zielgewebe erreichen.”® Der kommerzielle therapeutische
Einsatz der RNA-Interferenz ist also eng an Fortschritte in der shRNA-
Auslieferung an die Zelle gekoppelt."®®

Die Entwicklung der Technik ist jedoch inzwischen soweit gediehen, dass einige
auf RNA-Interferenz basierende Medikamente aktuell in verschiedenen Phasen
der klinischen Erprobung sind. Diese basieren wegen der oben erlauterten sys-
temischen Verteilungsprobleme auf lokalen Applikationen, zunehmend kommen
jedoch auch systemische Anwendungen hinzu.'®” Als Beispiel fiir eine Anwen-
dung im chronischen Krankheitsbereich sei eine gegen VEGF gerichtete siRNA
genannt, die GefalRneubildungen bei der altersabhangigen Makuladegeneration
in der Maus um 84% verringern konnte.'®® Ein Beispiel fiir akute Anwendungen
sei das gegen das Respiratory Syncytial Virus gerichtete ALN-RSVO01, das den
Respirationstrakt als Zielorgan adressiert."®

Grundsatzlich kann die Knockdown-Technologie gegen jede Krankheit einge-
setzt werden, bei der eine Uberexpression bestimmter Gene an der Entstehung,
Aufrechterhaltung und Ausbreitung von Krankheiten beteiligt ist. Hier seien ins-

t.”8 Dies

besondere Entzindungen, Viruserkrankungen und Tumorleiden genann
ist ihr groRer Vorteil im Vergleich zu traditionellen zielgerichteten kleinmolekula-
ren Therapien.

In Bezug auf die Krebstherapie ergeben sich mehrere Angriffspunkte in Hinblick
auf verschiedene Tumorcharakteristika: Erstens konnte durch die Inhibition ver-
schiedener tumorforderlicher Faktoren wie Onkogene die unkontrollierte Prolife-
ration von Tumorzellen blockiert werden. Zweitens konnten Faktoren, die die
Gefalneubildung und damit Aufrechterhaltung des Tumors befordern, gebremst
werden. Drittens konnten fur Metastasierung zustandige Ziele attackiert werden.
Und viertens bietet es sich an, chemoresistente Zellen durch Behandlung mit
RNA-Interferenz wieder zu resensibilisieren.”

Alle diese Tumorcharakteristika werden auch in einen Zusammenhang mit

YBX1 gebracht. Zusammenfassend bietet sich durch die Verbindung der Tech-
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nik der RNA-Interferenz mit dem potentiellen Therapieziel YBX1 eine mdgliche
Perspektive im Kampf gegen das Multiple Myelom.

Mit dem in dieser Arbeit verfolgten Ansatz wurde die shRNA gegen YBX7, wenn
sie es bis zur therapeutischen Anwendung schafft, stellvertretend fur einen
neuen Ablauf der Medikamentenerzeugung stehen:

Damit konnte sich der Weg von der Identifizierung krankheitsbeférdernder DNA-
Abschnitte Uber die Erforschung per supprimierender siRNA bzw. shRNA und
Austestung im Tiermodell bis hin zum therapeutischen Einsatz als kommerziel-

ler Ansatz zur Entwicklung neuer Therapieoptionen etablieren.”®

5.7.3 Zusammenfassung

Von einem Vektor exprimiert und lentiviral transferiert wurde in der folgenden
Arbeit erstmals eine gegen YBX1 gerichtete sShRNA stabil und induzierbar in die
murine Plasmozytomzelle MOPC315.BM integriert.

Im Kampf gegen das Multiple Myelom wurde dadurch ein wertvolles Instrument
fur in vivo-Experimente und eine denkbare gentherapeutische Anwendung in
Zukunft geschaffen. Die Bestimmung des YBX17 Status von Myelomzellen konn-
te damit ahnlich der HER2neu-Bestimmung bei Mammakarzinom-Patienten kli-
nischer Standard werden, als Prognosefaktor und zur Identifizierung von Pati-
enten, die von dem Einsatz einer Virotherapie profitieren wiirden.?’

Eine mogliche konkrete Anwendungsmoglichkeit fur den Myelompatienten
konnte in der autologen Transplantation hamatopoietischer Zellen liegen. Diese
mussten vor der Transplantation ex vivo mit einem lentiviralem Vektor transdu-
ziert worden sein, der die Synthese von gegen YBX1 gerichteter shRNAs steu-
ert.”® Die generelle Durchfiihrbarkeit dieser Technik wurde bereits fiir andere
Krankheitsentitaten in klinischen Versuchen bewiesen. Dazu gehdren das me-
tastasierte maligne Melanom und durch AlIDS-verursachte Lymphome.'"®'""

In der Gestaltung zukunftiger Therapiestrategien muss jedoch beachtet werden,
dass eine komplette Tumorremission vermutlich nicht durch die Inhibierung ei-
nes einzelnen Proteins erreicht werden kann. Gerade beim Multiplen Myelom,
bei dem eine komplexe Beziehung zwischen Tumor- und Knochenmarksmikro-

environment herrscht, ist ein Angriff von verschiedenen und unabhangig von-
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einander aktivierten Signalwegen, ergo eine Kombinationstherapie, wie sie be-
reits bei vielen Tumorentitaten praktiziert wird, zielfUhrend. YBX1 konnte damit
einer von vielen Akteuren sein, der zur effizienten Apoptose von Myelomzellen
und damit einer dauerhaften Remission beitragt. Ein moglicher Partner fur einen
kombinierten therapeutischen Angriff konnte dabei MDR1/P-Glykoprotein sein,
da beide in der sehr haufig sich entwickelnden Therapieresistenz von Myelom-
patienten eine Rolle spielen. Eine mdgliche additive Wirkung legen verschiede-
ne Studien nahe.?*'"2

Es bleiben noch viele theoretische wie praktische Fragen bis dahin offen, denn,
gerade weil YBX1 auch vielfaltige essentielle Funktionen im physiologischen
Organismus ausubt, ist eine gezielte Suppression obligat, aber durch weitere
Fortschritte auf diesem Gebiet mogen sich Mdglichkeiten ergeben, der Losung

dieses Ziels naher zu kommen.
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6 Zusammenfassung

Die Funktion eines Genes zu erforschen, indem man es ausschaltet, und damit
seiner Rolle im komplexen Zusammenspiel der einzelnen Prozesse des
menschlichen Korpers nachzugehen, stellt heutzutage eines der vielverspre-
chendsten Felder der Gentechnologie dar.

Der als RNA-Interferenz bekannte Mechanismus wurde in dieser Arbeit durch
den Einsatz von sogenannten short hairpin RNAs (shRNAs), dauerhaft in das
Wirtsgenom integrierter Knockdown-Trager, fur das Gen bzw. Protein Y box
binding Protein (YBX1) angewendet.

YBX1, ein Vertreter der Cold-Shock-Proteine, stellt einen zentralen Interakteur
lebensnotwendiger Prozesse wie Proliferation, Apoptose und Embryogenese im
menschlichen Korper dar. Seine Dysregulation wird jedoch auch in einen Zu-
sammenhang mit Entzindung, Tumorformation und -—aufrechterhaltung ge-
bracht, unter anderem auch fur das Multiple Myelom.

Das Multiple Myelom ist fur 1% aller Krebserkrankungen weltweit verantwortlich
mit noch immer ungelosten Problemen unzulanglicher Therapie und deletarer
Prognose.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mdoglichkeit geschaffen, die Rolle von
YBX1 fur das Multiple Myelom mit Hilfe einer Maus-Plasmazelllinie in vivo zu
untersuchen. Dies geschah durch die Suppression der Genexpression von
YBX1 mittels verschiedener gegen YBX1 gerichteter Polymerase ll-getriebener
short hairpin RNAs (shRNAs). Diese wurden in ein lentivirales Plasmid kloniert.
Durch das Vorhandensein von Tetrazyklin induzierbaren Promotoren (Tet-On
bzw. Tet-Off) wurde die Moglichkeit geschaffen, einen konditionellen Knock-
down von YBX1 zu induzieren. Dies war notwendig, da initiale Arbeiten mit hu-
manen Myelomzelllinien zeigten, dass der Knockdown von YBX1 Apoptose in-
duzieren kann. Mit diesem Konstrukt wurden in HEK293 Zellen lentivirale Parti-
kel hergestellt und damit die murine Plasmozytomzelle MOPC315.BM stabil
transduziert. Nach Selektion, Klonierung und Testung (Puromycin-Selektion,
RFP-Expression und Western-Blot Analyse) stand ein Zellklon zur Verfugung,
der einen induzierbaren YBX7 Knockdown zeigt.
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Damit gelang die Etablierung eines gegen YBX1 gerichteten Vektorsystems in
einer murinen Plasmazellinie in vitro. Mit Hilfe dieser Zelllinien kann nun in wei-
teren Arbeiten untersucht werden, wie ein YBX7 Knockdown das Tumorwachs-

tum in vivo beinflusst.
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8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

° Grad

APS Ammoniumpersulfat

BMSCs bone marrow stromal cells

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Celsius

Carb Carbenicillin

cfu colony forming unit

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol
d.h. das heil3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DOC Natrium-Desoxylsaure

DNA desoxyribonucleic acid
ds-DNA doppelstrangige DNA

ds-RNA doppelstrangige RNA

ECL enhanced chemiluminescence
FITC Fluorescein-isothiocyanat

FL 1-4 Fluoreszenzkanale 1-4

FSC forward scatter (Vorwartsstreulicht)
esiRNA endogenous siRNA

GYT broth glucose-yeast-extract-tryptone
h Stunde

HMCL human myeloma cell lines
H,0, Wasserstoffperoxid

i.p. intraperitoneal

IRES Internal Ribosome Entry Site
ITAF IRES-transacting factor
LB-Medium Luria Bertani- Medium

M molar
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MDR
MGUS
miRNA
MM
MOI
MOPC
NOD
PMSF
pVDF
RIPA
RISC
RNA
RNAI
s.C.
SCID
SDS
shRNA
siRNA
SSC
ss-DNA
TEMED

multidrug resistance

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
micro RNA

Multiples Myelom

Multiplicity of Infection

motor-oil induced plasmocytoma cells
non-obese diabetic
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidendifluorid
radioimmunoprecipitation assay
RNA-induced silencing complex
ribonucleic acid

RNA-Interferenz

subkutan

severe combined immunodeficiency
Natriumdodecylsulfat

small hairpin RNA

small interfering RNA

side scatter (Seitwartsstreulicht)
single strand- DNA
N,N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
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Ende prozessiert. Der Sense-Strang (blau) wird durch das Protein
Argonaut 2 (Ago2) abgebaut. Der Antisense-Strang (rot) wird Teil des
RISC-Komplexes und wird als solcher komplementarer mRNA prasentiert.
Diese wird daraufhin zerschnitten oder die Synthese des Zielproteins durch
die Repression der Transkription (Chromatin-Modifikation) oder Translation
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Sequenzen fur sense, loop und antisense und einem Terminationssignal
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Tetrazyklin vorhanden ist, 16st sich der Tetrazyklin-Repressor vom
Operator und die Transkription kann stattfinden. Self-inactivating (SIN);
central polypurine tract (cPPT); Promotor (Prom); Internal ribosome entry

site (IRES); woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory

element (WPRE) (AUS "%%) ..o 24
Abbildung 10 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe |
(Modifiziert NACh 1%°)... ..o 26
Abbildung 11 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe |l
(MOdifiziert NACh 1) .. ..o 27
Abbildung 12 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe Il
(MOdifiziert NACh 1) .. ..o 28
Abbildung 13 Schematische Darstellung des Mausmodells Gruppe IV
(MOdifiziert NACh 1) ..o 29
Abbildung 14 Entwicklung von MOPC315.BM (modifiziert nach "")............... 31

Abbildung 15 mRNA-Sequenz von YBX7 (Maus) und der Sequenzen zur
Konstruktion der ShRNAS ... 65
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Abbildung 17 Kolonie-PCR zur Identifikation der Vektoren mit erfolgreich
inseriertem Oligonukleotid (rot) vs. fehlerhafte Insertion (schwarz) jeweils
fur pLVTHM#16,17,22,23, die im Vergleich zur Positivkontrolle (pLVTHM
ohne Insert) etwas hoher liegen ... 68

Abbildung 18 Ergebnis der Sequenzierung fur pLVTHM#17-4 als Beispiel.
Vergleich der inserierten Sequenz (Subject) mit den urspranglich aus-
gewahlten Zielsequenzen (Query) und der Insertionsstelle (Subject) mit
pLVTHM ohne Insert (Query) (ausgewertet mit Blast N'). Schematisch ist
daneben orange markiert, welcher Bereich jeweils verglichen wird........... 70

Abbildung 19 Schematische Darstellung des Insert-Transfers vom nicht-
induzierbaren Vektor pLVTHM in den induzierbaren Vektor pLVCT-rtTR-
KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB anhand eines Restriktionsverdaues
mit den Restriktionsenzymen Mscl und Fspl. Der Verdau inaktiviert die rot
markierte Ampicillin-Resistenz, die durch die Insertion des Mscl-Fspl-
Fragmentes in pLVCT-tTR-KRAB-2SM2 bzw. pLVCT-tTR-KRAB wieder
erworben wird. pLVTHM besitzt zudem ein Tetrazyklin-Responsive-
Element (TRE) mit Tetrazyklin-Operator (TetO), das sich innerhalb des
Bereiches zwischen Mscl und Fspl befindet und somit mittransferiert wird.
pLVTHM kann das TRE selbst nicht nutzen, da es das entsprechende
Protein nicht besitzt, das an den Tetrazyklin-Operator bindet. Bei dem
Vektor pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 hingegen ist es dafur verantwortlich, dass
die Expression TRE-kontrollierter Gene durch Tetrazyklin und seine
Derivate unterdrickt wird, d.h. unser Ziel-Gen in der Gegenwart von
Tetrazyklin nicht vervielfaltigt wird. Der Vektor pLVCT-tTR-KRAB hingegen
besitzt einen Tetrazyklin-Repressor. Hier wird unser Ziel-Gen nur
vervielfaltigt, wenn Tetrazyklin vorhanden ist............ccccccoocnns 72

Abbildung 20 Kolonie-PCR mit H1 und SP6. K1 (Legende s.o0.) liegt bei 390 bp
(Entfernung von H1 und SP6 auf pLVTHM). K2 und K3 liegen bei ca. 460
bp (Entfernung von H1 und SP6 auf pLVTHM+ Lange Insert). K4 und K5
sind erwartungsgemall ohne Zielbande geblieben, da sie keinen
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Ansatzpunkt fur den H1-Primer besitzen und diesen erst im Zuge der

Transferierung des Inserts aus pLVTHM erwerben. ............ccccciinnnn. 73

Abbildung 21 Nach Verdau: (a) Darstellung von Vektoren pLVCT-rtTR-KRAB-
2SM2 und pLVCT-TR-KRAB im durch Mscl und Fspl verdauten Zustand
(Zielbande liegt bei etwa 13.000 bp) und (b) der aufgereinigten Inserts nach
Isolation aus dem Agarosegel (Zielbande liegt bei 2.435 bp, welches der
Entfernung von Mscl und Fspl in pLVTHM entspricht). ... 75

Abbildung 22 Ablauf der IN FUSION®-Reaktion als alternative Klonierungs-
methode. Der linearisierte Vektor entspricht dabei den durch Mscl und Fspl
verdauten pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 und pLVCT-tTR-KRAB , Ziel-Insert ist
e#16,17,22,23 (modifiziert nach Clontech, In-Fusion® Advantage PCR
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Abbildung 24 PCR-Amplifikation und Hinzufiigen des 15 bp-Uberhang an #22-
2 bzw. #16-2, so dass z#22-2 bzw. z#16-2 entsteht. FragmentgroRe liegt
bei 2.500 bp (a). Positivkontrolle ist das Insert #23-5, Negativkontrolle ist
Wasser. Die unspezifische Bande bei 750 bp wird durch ein praparatives

Agarosegel entfernt, so dass nur noch das 2.500 bp-Fragment verbleibt (b).

Abbildung 25 Kolonie-PCR von Klonen aus der Klonierungsreaktion nach
Transformation. Es zeigte sich ein positives Ergebnis fur alle getesteten
Klone mit Fragmentgrofie bei 460 bp (Entfernung von H1 zu SP6 auf dem
Mscl-Fspl-Fragment aus pLVTHM mit shRNA-Insert) im Vergleich zur
Positivkontrolle (pLVTHM unverdaut) mit FragmentgroRe bei 390 bp
(Enfernung von H1 und SP6 auf pLVTHM ohne Insert) und Negativkontrolle
(VVBISSEI) .ttt 81

Abbildung 26 Kontrollverdau mit Mscl und Notl. Die Kontrolle K1 ist der Vektor
pLVTHM mit Fragmenten bei etwa 3800 und 8000 bp. Die Kontrolle K2
entspricht pLVCT-tTR-KRAB mit Fragmenten bei etwa 6000 und 7000 bp.
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Abbildung 27 Ergebnisse der Sequenzierungen beispielhaft fur #17-4tTR1.
Vergleich mit pLVCT-{TR-KRAB (grun), pLVTHM (blau) und der ur-
spriinglich ausgewahlten Zielsequenzen (gelb) (ausgewertet mit Blast N').
Markierung der Restriktionsenzym-Schnittstellen (rot). ..........ccccccecii. 83

Abbildung 28 pTRIPZ-Vektor schematisiert dargestellt mit mir30-basierter
Schleifenstruktur als shRNA-Insertionsregion, die unter der Kontrolle des
Tetrazyklin-regulierbaren Elementes (TRE) mit RFP in der Gegenwart von

Tetrazyklin exprimiert wird. (modifiziert nach™®).............cccocoveiiieeen. 85

Abbildung 29 Beispielhafte Darstellung zweier durchflusszytometrischer
Messungen aus dem Versuchszyklus V1 72 Stunden nach Doxycyclin-
Induktion des Tet-On Vektors #23-5tTR15. Die lebenden Zellen befinden
sich im Gate R1 im FSC/SSC Histogramm. Man sieht also, dass nur etwa
20% der Zellen unabhangig von Induktion oder Nicht-Induktion zu diesem
Zeitpunkt noch vital sind. Die differierende Subpopulation wurde mit Q4
und RN1 aus dem Anteil lebender Zellen (R1) im Vergleich zu einer
Negativkontrolle nicht-transduzierter Zellen vermessen. Transduzierte
Zellen mit (a) und ohne (b) Doxycyclin-Induktion wurden miteinander ver-
glichen. Ausgehend von RN1 differiert sich im Doxycyclin-induzierten
Versuchsteil (Abbildung 29a) eine Subpopulation (13%) im Vergleich zum
nicht-induzierten Versuchsteil (Abbildung 29b) mit 3% RN1-Anteil. .......... 91

Abbildung 30 Vergleich zweier durchflusszytometrischer Messungen von
MOPC315.BM.luc Klon 4007 nach 5 Tagen mit (a) und ohne (b)
Doxycyclin-Induktion. Die lebenden Zellen befinden sich im Gate R1 im
FSC/SSC Histogramm. Im Fluoreszenzkanal 2 ist die RFP Expression
dagestellt. Die shRNA wird im pTRIPZ mit der RFP mRNA exprimiert. Die
Doxycyclin-Induktion fuhrt zu einem kompletten Shift der Population von
RFP-negativ (Peak bei ca. 0,9) zu RFP-positiv (Peak bei ca. 100). Die
Verschiebung des Peaks im Fluoreszenzkanal 1 ist auf das RFP Protein
zuruckzufuhren, das aufgrund seines Emmisionsspektrum leicht im Kanal 1
deteKtiert Wird. ... ..o 93
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Abbildung 31 YBX7 Knockdown in MOPC315.BM.luc (YBX7 grun durch YBX1
Antikorper und das Fluorochrom FITC, Nucleus blau durch DAPI-Farbung).
Nach Induktion der shRNA mit Doxycyclin (+Dox) ist im Vergleich zur
Kontrolle (-Dox) nach 5 Tagen kein YBX71 mehr detektierbar. Die zusatzlich

auftretende Rotfarbung ist auf das koexprimierte RFP zurtckzufuhren. ... 94
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(1) Vektor pLVTHM (nicht-induzierbar)
(modifiziert nach '3

OA ~
9P1’

ORI

Fspl (7380)
Ampicillin LoxP,
6816-7676
( ) Clal (5629
Mlul (5612)
SP6- Primer

(5923-5906)

. Aegest 18, 2004 08 £2 18 M Page |

LTR
S0 Notl (1145)
¥ .
|
RE

Yhol (3087)

\- R
4 SA
Sall (2028)
Psil (2438)
EFt-alfa
j Psrl (2943)

Lenti-Seq (4796-4815)

Sna Bl (4940)
{sp 718 (4950)
LTRISIN

BamHI (5078)

Mscl (4945)

Xhol (5086)

TRE (5085-5372)

Psri(33v1)

EcoR1 (5393)

H1-Primer (5533-5552)
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(2) Vektor pLVCT-tTR-KRAB (Tetrazyklin-induzierbar)

(modifiziert nach %)

- Tet-On: wird in der Anwesenheit von Tetrazyklin induziert

EBV_rev_pnmer
SV40_PA_terminator

NLS
SVAONLS
SV40_3_spice
SV40 _int

SValpro_F_primer
SV40_enhancer
SV40_origin
SV40_promoter
pBABSE_3_pnmer
pBR322_origin

Fspl (9176)

e - /

Ampicillin
(8612-9472)
oRRrevRam onmer
SP6- Primer (7719-7702)
uncHIVa1_3 LTR
HMIV-1_5 LTR
TRE
UdeeT
oo eT

b mas
WPRE

Mscl (7036)

pLVCTATR-KRAB
12877 bp

|

Lenti-Seq (6914-6933)
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HIV-1_5 LTR
truncHiV-1_3_LTR
HIV-1_psl_pack
am——

RRE

Notl (1149)

CAG_enhancer

pCAG_F_prmer
Pac! (3790)

- oPPT

Bami (3669)
EGFP _N_primer
VAR /IEMEDY

EGFP

\ S
T?,SRS EGFP_C_primer

X frame 3 Xmal (4793)
SV4O NLS Smal (4705)
NLS Pstl (4803)
Sall (6020)

TetR (5396-5995)
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(3) Vektor pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 (Tetrazyklin-induzierbar)

(modifiziert nach 79

- Tet-Off: wird in der Abwesenheit von Tetrazyklin induziert

EBV_rev_primer
SV40_PA_terminator
URF frame 3

NLS
SVA0ONLS
SV40_3_splice
SV40_int

SV40pro_F_primer
SV40_enhancer
SV40_origin
SV40_promoter
pBABE_3_primer
pBR322_origin

Fspl (9158)

FS0I (¥158)
Ampicillin
(8594-9454)
SP6- Primer (7701-7684)

P el

truncHIW:'-B‘_Iﬁ

HIV-1_5_LTR

TRE

U3PPT

cPPT

| A Seuuliutt
ORF frame 2
ORF frame 1

WPRE

pLVCT-tTR-KRAB-2SM2

Mscl (7045)

HIV-1_5_LTR
truncHIV-1_3_LTR
HIV-1_psi_pack

RRE

12858 bp

IRES

ORF frame 3
SV4A0ONLS
NLS

Sall (6003)
Xmal (8423)
Smal (6425)
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Notl

(1149)

(:ZI}FQ_'enhén;;er

URF frame £

pCAG_F_primer
Pacl (3790)
cPPT

BamHI (3969)
EGFP_N_primer

vae icrcoy
-

N @ v

EGFP_C_primer

Lenti-Seq (6896-6915)
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(4) Vektor pGIPZ (nicht- induzierbar)
(modifiziert nach ')

11774
‘\\(\££ " e 7’ p
. SV40 polyA |'\,00
N\ -35/-10 promotet 'y
Amp" 5-LTR P
RRE W
o
" .
N\
\DUC ongmn cPPT—5
Zeg"
2 b~ SV40 polyA EM7 promoter—
S pGIPZ ;
CMV promoter—gi=;
11.8 kb P 8
TurboGFP -8
% %~ SV40 origin
F1 ori
4 bGH pal-“‘:
/. ASIN-LTR Puro?
=7 WPRE

Mlul(5650) EcoRl (5406
Xhol (5391)
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(5) Vektor pTRIPZ

(modifiziert nach '2'77)

- Tet-On: wird in der Anwesenheit von Tetrazyklin induziert

Ampicillin
(12866-12006)

SV40 polyA ’

1510 promoter o

SV40 polyA ~ Zeo TRE

Hygro®

— SV40 ongin

Xhol (3805)

f1 origin
bGH polyA
.

-SIN-LTR

Miul (4064)

WPRE

Purd" IRE Notl  (6083)

rtTA3

Puromycin
(6688-7275)
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(6) Vektor psPAX2 als Bestandteil der Virusproduktion

(aus 178)

pBR322_origin
EBV_rev_primer
SV40_PA_terminator
Stul (8558)
SV40_promoter
SV40pro_F_primer
SV40_origin
lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_primer

ro_glob_PA_terminator
Nhal (7718)
HIV_Rev_NES

ORF frame 1

RRE

AmpR_promoter
ORF frame 3
Ampicillin

Fspl {10007)

psPAX2
10703 bp

Sacl (6353)
cPPT
Aflll (5733)
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CAG_enhancar
ORF frame 3
Sacll (1030)
ORF frame 1
ORF frame 3

ORF frame 3

pCAG_F_primer
Clal (1821)
Gag_HIV (variant)
ORF frame 1

Bell (3418)
EcoRV (3368)
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(7) Vektor pMD2.G als Bestandteil der Virusproduktion

17
(aus ')
AmpR_promoter Apal (18)
ORF frame 1 SV40pro_F_primer
Ampicilin CAG_enhancer
Fspl (5124) CMV_immearly_promoter
CMV_fwd_primer
CMV_promoter
pCEP_fwd_primer
LNCX_primer
CMV2_promoter
HindIll {835)
bGlob_int
Pmll (1405)
Clal (1429)
pBR322_origin
Eagl (3881)
Notl (3881)
Mscl (3726)

VSVG Tag ]
vsv-G

ORF frame 1

Pstl (2238)

Agel (2431)

Bcll (2534)

8stBI (2711)
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