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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung
Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne B-Zell-Erkrankung, welche von einer grof3en

Heterogenitat auf der biologischen und klinischen Ebene sowie in der Therapieantwort
gepragt ist. Durch die biologische Interpretation von whole exome sequencing (WES)-Daten
der Tumor- und Normalproben von fiinf MM-Patienten und sechs MM-Zelllinien (ZL) sowie
dem Einbezug von publizierten next generation sequencing (NGS)-Daten von 38 MM-
Patienten konnten in dieser Dissertation sowohl somatische tumorrelevante Mutationen
identifiziert als auch ein MM-spezifisches Signaltransduktionsnetzwerk definiert werden.
Interessanterweise wurde in fast 100 % der MM-Patienten mindestens eine Mutation und in
~50 % der MM-Patienten sogar mehr als eine Mutation innerhalb dieses Netzwerkes
beobachtet, was auf eine inter- und intra-individuelle Signalweg-Redundanz hinweist, die flr
die individuelle Therapieentscheidung moglicherweise von Bedeutung sein kdnnte. AuBerdem
konnte bestadtigt werden, dass identische, positionsspezifische und genspezifische
Mutationen im MM selten wiederholt auftreten. Als haufig mutierte Gene im MM konnten
KRAS, NRAS, LRP1B, FAM46C, WHSC1, ALOX12B, DIS3 und PKHD1 identifiziert werden.
Interessanterweise wurde die DIS3-Mutation in der MM-ZL OPM2 gemeinsam mit einer copy
neutral loss of heterozygosity (CNLOH) im DIS3-Lokus detektiert, und in der MM-ZL AMO1
wurde eine noch nicht naher charakterisierte KRAS-Mutation in Exon 4 in Verbindung mit
einem copy number (CN)-Zugewinn und einer erhéhten KRAS-Genexpression gefunden. DIS3
ist ein enzymatisch aktiver Teil des humanen RNA-Exosom-Komplexes und KRAS ein zentrales
Protein im RTK-Signalweg, wodurch genetische Aberrationen in diesen Genen maoglicherweise
in der Entstehung oder Progression des MMs eine zentrale Rolle spielen. Daher wurde die
gesamte coding sequence (CDS) der Gene DIS3 und KRAS an Tumorproben eines einheitlich
behandelten Patientensets der DSMM-XI-Studie mit einem Amplikon-Tiefen-
Sequenzierungsansatz untersucht. Das Patientenset bestand aus 81 MM-Patienten mit
verfligbaren zytogenetischen und klinischen Daten. Dies ergab Aufschluss tiber die Verteilung
der Mutationen innerhalb der Gene und dem Vorkommen der Mutationen in Haupt- und
Nebenklonen des Tumors. Des Weiteren wurde die Assoziation der Mutationen mit weiteren
klassischen zytogenetischen Alterationen (z.B. Deletion von Chr 13q14, t(4;14)-Translokation)
untersucht und der Einfluss der Mutationen in Haupt- und Nebenklonen auf den klinischen
Verlauf und die Therapieantwort bestimmt. Besonders hervorzuheben war dabei die
Entdeckung von sieben neuen Mutationen sowie drei zuvor unbeschriebenen hot spot-
Mutationen an den Aminosaure (AS)-Positionen p.D488, p.E665 und p.R780 in DIS3. Es wurde
des Weiteren die Assoziation von DIS3-Mutationen mit einer Chr 13g14-Deletion und mit /IGH-
Translokationen bestatigt. Interessanterweise wurde ein niedrigeres medianes overall survival
(OS) fur MM-Patienten mit einer DIS3-Mutation sowie auch eine schlechtere Therapieantwort

fir MM-Patienten mit einer DIS3-Mutation im Nebenklon im Vergleich zum Hauptklon
1
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beobachtet. In KRAS konnten die bereits publizierten Mutationen bestatigt und keine
Auswirkungen der KRAS-Mutationen in Haupt- oder Nebenklon auf den klinischen Verlauf
oder die Therapieantwort erkannt werden. Erste siRNA vermittelte knockdown-Experimente
von KRAS und Uberexpressionsexperimente von KRAS-Wildtyp (WT) und der KRAS-
Mutationen p.G12A, p.A146T und p.A146V mittels lentiviraler Transfektion zeigten eine
Abhangigkeit der Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2 von dem KRAS-Mutationsstatus.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Dissertation einen detaillierten Einblick in die
molekularen Strukturen des MMs, vor allem im Hinblick auf die Rolle von DIS3 und KRAS bei

der Tumorentwicklung und dem klinischen Verlauf.
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2. Summary
Multiple Myeloma (MM) is a malignant B-cell neoplasm that is characterized by a great

heterogeneity on the biological and clinical level as well as by a heterogeneous response to
therapeutic approaches. Biological interpretation of whole exome sequencing (WES) data of
tumor and normal samples of five MM patients and six MM cell lines (CL), as well as the
inclusion of published next generation sequencing (NGS) data of 38 MM patients, identified
somatic tumor relevant mutations as well as a signal transduction network that was commonly
affected in MM. Interestingly, almost 100 % of the MM patients harbored one mutation and
~50 % of the MM patients harbored more than one mutation in different genes of this defined
network, which predicted an inter- and intra-individual pathway redundancy that might be of
particular importance for individual therapeutic approaches. Furthermore, it was confirmed
that the recurrent occurrence of point-specific mutations and even gene specific mutations
are rare events in MM. KRAS, NRAS, LRP1B, FAM46C, WHSC1, ALOX12B, DIS3 and PKHD1 were
among the most recurrently mutated genes in MM. Of note, one of the DIS3 mutations was
accompanied by a copy neutral loss of heterozygosity (CNLOH) in the CL OPM2 and a so far
undefined exon 4 mutation in KRAS was associated with an increased copy number (CN) and
gene expression level of KRAS in the CL AMO1. DIS3 is one of the active parts of the human
RNA exosome complex and KRAS is a central protein in the RTK pathway leading to the
hypothesis that one or more genetic abberations within these genes may play an important
role in the development and progression of MM. To further investigate this hypothesis the
whole coding sequence (CDS) of DIS3 and KRAS of tumor samples of a uniquely treated patient
set of the DSMM Xl was sequenced using an amplicon deep sequencing approach. The study
included 81 MM patients for whom cytogenetic and clinical data were available. This approach
revealed information about the mutational landscape within DIS3 and KRAS and the
occurrence of mutations in major and minor clones. In addition, we were able to investigate
the association of the DIS3 and KRAS mutations with additional cytogenetic alterations (such
as deletion of chr 13q14, translocation t(4;14)) and we studied the impact of mutations in
major and minor clones on the clinical outcome and response to therapy. In particular, we
discovered seven unknown mutations and three previously undescribed hot spot mutations
at amino acid positions p.D488, p.E665 and p.R780 in DIS3. An association of DIS3 mutations
with deletion of chr 13q14 and /GH-translocations, that was described previously, was
confirmed. Interestingly, a trend towards a lower median overall survival of MM patients with
a DIS3 mutation was observed. Patients with a DIS3 mutation in the minor clone also showed
a worse response to therapy as compared to patients with a mutation in the major clone.
Published mutations in KRAS were confirmed. Moreover, we revealed no impact of these
mutations (in major or minor clones) on the clinical outcome or response to therapy. First

siRNA mediated knockdown experiments on KRAS and lentivirus mediated overexpression of
3
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KRAS WT and mutated KRAS (p.G12A, p.A146T and p.A146V) showed that the phosphorylation
status of MEK1/2 and ERK1/2 is dependent on the mutation status of KRAS.

In summary, this present doctoral thesis allowed more detailed insights into the molecular
structure of MM, specifically with regard to the role of DIS3 and KRAS in tumor development

and outcome.



Einleitung

3. Einleitung

3.1. Das Multiple Myelom

3.1.1. Definition

Das Multiple Myelom (MM), auch unter dem Begriff Plasmazell-Myelom bekannt, wird nach
der World Health Organisation (WHO) von 2008 als Knochenmark-basierte, multifokal
auftretende B-Zell-Erkrankung definiert, welche mit einer Anreicherung von funktionslosen
monoklonalen Paraproteinen (M-Proteine) im Blut und/oder Urin assoziiert ist [1]. Die M-
Proteine werden in ~97 % der MM-Patienten detektiert und in die Antikérperklassen
Immunglobuline (Ig) 1gG, IgA, 1gD, IgE und IgM unterteilt [1]. Am haufigsten sind dabei IgG mit
~50 % und IgA mit ~20 % vertreten [1]. Das Auftreten von grofen Mengen an monoklonalen
Immunoglobulinen und die maligne Proliferation der monoklonalen Plasmazellen fihren zu
Hyperkalzamie, Nierenfunktionsstérung, Anamie, Knochenschadigung und Organversagen bei
den MM-Patienten [2]. Die Einteilung des Krankheitsstadiums erfolgt unter Berlicksichtigung
der Werte flr Serum-B2-Mikroglobulin und Serum-Albumin nach dem International Staging
System (1SS) [3]. MM-Patienten weisen nach Auftreten der Erkrankung eine durchschnittliche
Uberlebensrate von drei bis vier Jahren auf, die jedoch im Einzelfall mit einer Spanne von sechs
Monaten bis zu zehn Jahren stark differiert [1]. Das durchschnittliche Lebensalter liegt zum
Zeitpunkt der Diagnose bei 70 Jahren [1]. Die Prognoseabschatzung wird beruhend auf dem
Alter des Patienten, dem Stadium der Krankheit, der Aggressivitat der Erkrankung und der
Therapieantwort vorgenommen [4]. Das MM kommt nur in etwa 1 % aller malignen Tumoren
vor. Jedoch ist es nach den Non-Hodgkin-Lymphomen die zweithaufigste Neoplasie innerhalb
der hamatologischen Erkrankungen [5]. Mogliche Ausloser fiir die maligne Transformation der
B-Zellen sind Mutagenese Events, welche durch die Exposition mit toxischen Substanzen,

Radioaktivitat oder auch durch Infektionen hervorgerufen werden kénnen [1].

3.1.2. B-Zell-Differenzierung und Initiierung des Multiplen Myeloms

Eine MM-Zelle ist eine entartete Plasma B-Zelle, welche wie die B-Zelle einen Reifungsprozess
im Keimzentrum durchlduft (Abbildung 1). In der friihen Entwicklung erféhrt die B-
Vorlauferzelle im Knochenmark eine Umordnung der hypervariablen Gensegmente (V-Region)
zur Ausbildung der schweren und leichten Ig-Ketten des B-Zell-Rezeptors (BZR), welche die
Antigenspezifitat der B-Zelle bestimmen. Zunachst werden die Gensegmente V, D, J der
schweren Kette und anschlieBend die V und J Segmente der leichten Kette umgeordnet. Dieser
Vorgang wird auch als VDJ-Rekombination bezeichnet. Bei einer erfolgreichen Umlagerung
der Gene exprimiert die B-Vorlduferzelle einen funktionellen BZR und verladsst das
Knochenmark als reife, naive B-Zelle. Durch die Bindung eines Antigens an den BZR wird die
naive B-Zelle aktiviert und wandert als Teil der T-Zell-abhdangigen Immunantwort in das

Keimzentrum. Im Keimzentrum durchlduft die aktivierte B-Zelle eine Affinitatsreifung
5
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hinsichtlich des Antigens. In der dark zone des Keimzentrums erfolgt eine klonale Vermehrung
der B-Zelle und die V-Region erhalt zur Ausbildung der schweren Kette des Igs zusatzlich
somatische Hypermutationen (SHM) in Form von Punktmutationen, Deletionen oder
Duplikationen. Ziel ist es, eine hohere Spezifitdit der Antikorper gegen die Antigene zu
erreichen. B-Zellen, welche einen Vorteil in der Antigenspezifitat durch die somatische
Hypermutation erhalten haben, werden vorwiegend in der light zone des Keimzentrums
selektiert. Dort stehen die B-Zellen in einem engen Kontakt mit T-Zellen und follikuldaren
dendritischen Zellen. Ein Teil der B-Zellen durchlauft eine class-switch-Rekombination (CSR).
Dabei werden die unterschiedlichen switch-Regionen, welche vor den jeweiligen C-Regionen
der schweren Kette des Igs liegen, ausgetauscht. Dadurch kénnen verschiedene Ig-Isotypen
mit der gleichen Antigenspezifitdt produziert werden. Danach verlassen die B-Zellen das
Keimzentrum als Gedachtniszellen oder wandern als Antikérper-produzierende Plasmazellen
in das Knochenmark zurtick und kdnnen dort in Nischen als langlebige Plasmazellen Gberleben.
[6-8]

Wahrend dieser B-Zell-Differenzierung kénnen verschiedene genetische Verdanderungen zu
einer entarteten Plasmazelle flihren. Die Prozesse von SHM und CSR erfolgen auf der Basis
von Doppelstrang-Briichen in den V-Regionen durch die activation-induced deaminase (AID).
Als Nebeneffekt kénnen sich diese Doppelstrangbriiche mit anderen Doppelstrangbriichen im
Genom verbinden, welches chromosomale Translokationen zur Folge haben kann. Diese
aberranten chromosomalen Translokationen sind ein typisches Kennzeichen von MM-
Patienten und kdénnen zur Deregulation von Onkogenen fiihren. AulRerdem kénnen durch den
AlD-gesteuerten Doppelstrang-Bruch auch Mutationen aullerhalb des Ig-Bereiches initiiert
werden. Des Weiteren missen fir die Reifung einer Antigen-aktivierten B-Zelle im
Keimzentrum bis hin zu einer Antikérper-produzierenden Plasmazelle im Knochenmark,
Zellfunktionen, die fiir die Antikorperbildung unwichtig sind, herunterreguliert werden.
AuBerdem werden die Schlisselprogramme fiir die Antikdrperbildung angeschaltet. Eine
Deregulierung dieses Netzwerkes aus Genen und Signalwegen kann eine potentielle maligne

Transformation hervorrufen. [6-9]
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der B-Zell-Reifung und MM-Progression

Ausbildung einer reifen naiven B-Zelle mit funktionstiichtigem BZR durch VDJ-Rekombination. Aktivierung der B-
Zelle durch Antigene. Klonale Expansion und Erhéhung der Spezifitat durch SHM in dark zone des Keimzentrums.
Selektion der Klone nach Spezifitdt und Produktion verschiedener Ig-Isotypen durch CSR in light zone des
Keimzentrums. Dort liegen Zellen in engem Kontakt zu T-Zellen (orange) und dendritischen Zellen (griin).
Ausbildung von funktionstiichtigen Gedachtniszellen, Plasmazellen und langlebigen Plasmazellen. Als
Nebenprodukte kénnen entartete Plasmazellen entstehen, welche zum MGUS, SMM, intramedullarem MM
(intra MM), extramedullarem MM (extra MM) und PCL fiihren kdnnen. Modifiziert nach Kiippers et al. [7] und
Bergsagel et al. [9].
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3.1.3. Primare und sekundare genetische Events

Die erwdhnten genetischen Veranderungen, welche die Entartung der B-Zelle auslésen bzw.
sich wahrend der Progression von der entarteten B-Zelle Giber monoklonale Gammophatie
unklarer Signifikanz (MGUS), zum schwelenden Multiplen Myelom (SMM), zum Multiplen
Myelom (MM) und letztendlich zur Plasmazell-Leukdamie (PCL) anhaufen (Abbildung 1),

werden in primare und sekundare genetische Events unterteilt. [2, 6, 9]

Zu den primdren Events gehoren die IGH-Translokationen, welche zu Rearrangments mit
Chromosom (Chr) 4 (MMSET/ FGFR3), Chr 6 (CCND3), Chr 11 (CCND1), Chr 16 (cMAF), und
Chr 20 (MAFB) fiihren. AuBerdem treten auch Trisomien der Chr 3, 5, 7,9, 11, 15, 19 und 21
auf. Das MM wird auf Grund dessen in hyperdiploide und nicht-hyperdiploide Formen
unterschieden. Weitere IGH-Translokationen (z.B. Translokation zu Chr 8 (MYC)) oder
Zugewinne von den Chromosomenabschnitten 1q, 12p und 17q, Deletionen von den
chromosomalen Bereichen 1p, 6q, 8p, 11q, 13, 14q, 16g und 17p sowie single nucleotide

variants (SNV) werden zu den sekunddren Events gezahlt. [2, 6, 9]

3.1.4. clonal tiding’

Wahrend der mehrstufigen Transformation innerhalb der verschiedenen Stadien der
Krankheitsentwicklung, akkumulieren viele verschiedene genetische Events in dem Tumor
Uber die Zeit. Die Krankheitsentwicklung vom MGUS tGber SMM zum MM verlauft nicht linear,
sondern nach der darwinischen-Evolutionstheorie hauptsachlich verzweigt. Dies fuhrt zu einer
groflen Heterogenitat des MMs auf dem biologischen und klinischen Level sowie in der
Therapieantwort. Diese Unterschiede liegen einerseits zwischen den MM-Patienten und

andererseits innerhalb des Tumors eines MM-Patienten vor. [2, 6, 10-12]

Der Tumor setzt sich aus mehreren genetisch verschiedenen Haupt- und Nebenklonen
zusammen. Die Dominanz der einzelnen Zellklone innerhalb des Tumors steigt und fallt in
Abhdngigkeit des Selektionsvorteils gegeniliber Proliferation, Variabilitdit oder auch der
Tumorumgebung (z.B. Gewebe), kanzerogene Belastungen (z.B. UV-Licht, Tabak etc.) und
auch dem Anti-Tumor-Therapieansatz [13]. Auf Grund dessen kdnnen, nach einer vermeintlich
erfolgreichen Therapiebehandlung, Wiedererkrankungen auftreten, denn Klone, welche zum
Zeitpunkt der Diagnose als Nebenklon im Hintergrund vorliegen, kénnen wahrend der
Progression oder nach der Therapiebehandlung zum Hauptklon heranwachsen [2]. Dieses

Wechselspiel aus Haupt- und Nebenklon wird als ,clonal tiding” bezeichnet. [11, 12, 14]



Einleitung

3.1.5. Risikoklassifizierung und Therapie mit Bortezomib

Die Entscheidung Uber die Art eines Therapieansatzes wird zukiinftig durch die Unterteilung
der Erkrankung in Risikoklassen unter Verwendung der Mayo Stratification for Myeloma and
Risk-Adapted Therapy (sMART) unterstiitzt. Auf Grundlage von zytogenetischen Markern
werden die diagnostizierten MMs in Standard-, intermediare- und Hoch-Risiko-Erkrankungen
unterteilt (Tabelle 1). [4]

Tabelle 1: Riskoklassifizierung (nach Rajkumar et al. [4])

Trisomien t(4;14) Chr 17p-Deletion
t(11;14) t(14;16)
t(6;14) t(14;20)

Die Behandlung von intermedidren- und Hoch-Risiko-MM-Patienten erfolgt in Kombination
mit Bortezomib [4]. Bortezomib ist ein reversibler 26S-Proteasom-Inhibitor. Das 26S-
Proteasom ist ein Teil der Proteinqualitdtskontrolle in der Zelle. Durch die Inhibierung des
Proteasoms wird moglicherweise die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB blockiert.
NF-kB weist einen anti-apoptotischen Effekt auf und wird kontinuierlich in MM-Zellen
exprimiert. Die Folge der Inhibierung ist eine Sensibilisierung der Zellen gegeniiber Apoptose
und anderen Therapiemoglichkeiten. [15] Bortezomib wird in Kombination mit
Dexamethason, Prednison, Lenalidomid, Thalidomid, Cyclophosphamid und Melphalan

eingesetzt [4].
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3.2. DIS3
3.2.1. Aufbau und Struktur

Das humane Gen DIS3 ist auf Chr 13g22.1 lokalisiert und kodiert zwei verschiedene
Transkriptvarianten: Variante a (NM_001128226.2) mit 928 Aminosauren (AS) und Variante b
(NM_014953.4) mit 958 AS. DIS3 besitzt 22 Exons, von welchen Exon 3 in Variante a und Exon
2 in Variante b durch splicing-Prozesse verloren gehen. DIS3 wird auch als RRP44 bezeichnet
und besitzt einen Aufbau, der vergleichbar ist mit dem ausfihrlich untersuchten Dis3 (Rrp44)
Protein von Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Das humane DIS3 besitzt eine PilT N-
terminal (PIN)-Domane und eine RNase |I/R (RNB)-Doméne, welche der RNase |I/R-Domaéne
von Escherichia coli (E. coli) ahnelt. Die RNB-Domane wird von drei oligonucleotide-binding
(OB)-Doméanen umrahmt, den beiden cold-shock (CSD)-Domanen CSD1, CSD2 auf der N-
terminalen sowie der S1-Domadne auf der C-terminalen Seite. Zusatzlich befindet sich eine

cystein-rich (CR3)-Domane am N-terminalen Ende der PIN-Domane [16].

Das humane Multi-Domadnen-Protein DIS3 weist auf Grund der RNB-Domadne ein 3'—5°
gerichtete  Exonukleaseaktivitdit und  basierend auf der PIN-Domdane eine
Endonukleaseaktivitat auf. Es bildet neben DIS3L1 und RRP6 eine funktionell aktive
Untereinheit des humanen Exosom-Komplexes [16, 17]. Jedoch besitzt nur DIS3 eine Exo- und
Endonukleaseaktivitdt. Das eukaryotische Exosom besteht aus neun Untereinheiten, wobei
die sechs unterschiedlichen RNase-PH-dhnlichen Proteine Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46
und Mtr3 einen Ring formen und von den drei KH/S1-Doméanen-Proteinen Cs14, Rrp4 und
Rrp40 stabilisiert werden (Abbildung 2 A) [18]. Im Gegensatz zu dem Exosom in Bakterien und
Archaeen hat das eukaryotische Exosom keine eigene Nukleaseaktivitat [18, 19], so dass es

auf zusatzliche funktionell-aktive Proteine wie Dis3/Rrp44 zugreift.

3.2.2. Funktion und Lokalisierung in der Zelle

Die funktionellen Untereinheiten des Exosoms unterscheiden sich zusatzlich in ihrer
subzelluldren Lokalisierung in der humanen Zelle [16]. DIS3 tritt vorwiegend im Zellkern, aber
nicht im Nucleolus, und mit einem geringen Anteil auch im Zytoplasma auf. RRP6 ist
hauptsachlich im Nucleolus und ebenso gering wie DIS3 im Zytoplasma zu detektieren [16].
DIS3L1 wurde ausschlieRlich im Zytoplasma beobachtet. Knockdown-Experimente der
einzelnen funktionellen Proteine in der humanen ZL Hela zeigten eine wechselseitige
Kompensation in der Starke der Proteinexpression [16]. Die Substrate und Funktionen von
DIS3 und dem Exosom wurden in humanen Zellen bisher kaum untersucht, aber detailliert in

S. cerevisiae studiert.

Das Exosom in S. cerevisiae operiert im Zellkern und Zytoplasma der Zelle und ist auf Grund
der 3‘>5 Prozessierung und der Endonukleasefunktion an verschiedenen Ribonukleinsaure

(RNA)-Metabolismen beteiligt. Im Zellkern ist das Exosom an dem Reifungsprozess von 5.8S
10
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rRNA, snRNA, snoRNA und der Degradation von Nebenprodukten der RNA-Prozessierung
beteiligt (Abbildung 2 B). AuBerdem eliminiert es aberrante Transkripte in RNA-Kontroll-
Signalwegen (Abbildung 2 C) und spielt eine wichtige Rolle in der Translations-
Qualitatskontrolle durch den Abbau von nonsense-, nonstop- und no-go-mRNAs. Des
Weiteren ist das Exosom im Zytoplasma an dem Abbau von mRNA-Zwischenprodukten,
welche wahrend der RNA-Interferenz durch den RISC-Komplex entstehen, beteiligt. [20-24]
Die Funktionalitat des Exosoms beruht auf der Interaktion mit den enzymatisch aktiven DIS3-
und RRP6-Proteinen [25]. In DIS3 ist die CR3-Domane sowie die PIN-Domane essentiell wichtig
fiir die Interaktion mit dem Exosom [26]. Die OB-Domane S1 ist bekannt fir ihre Bedeutung in
der Substratbindung und Proteinaktivitdt [27]. Die enzymatisch aktive PIN- und RNB-Domaéane
in DIS3 ist flir den Abbau der RNA zustandig, wobei die Exonukleaseaktivitdt einen Abbau des
Substrates vom 3‘-Ende des RNA-Stranges und die Endonukleaseaktivitdt eine Spaltung
innerhalb des RNA-Stranges ermoglicht [28-30].

11
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktion des Exosom-Komplexes

Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktion des Exosom-Komplexes im Zusammenwirken mit Dis3
(Rrp44) und Rrp6 im Zellkern von S. cerevisiae. Dis3 (Rrp44) und Rrp6 besitzen beide eine Exonukleaseaktivitat
(roter Punkt). Fur Dis3 (Rrp44) ist eine zuséatzliche Endonukleaseaktivitdt bekannt (gelber Punkt). A:
Eukaryotischer Exosom-Komplex, bestehend aus neun Untereinheiten und zwei funktionell aktiven
Untereinheiten. B: Degradation und Prozessierung von Introns. C: Degradation und Prozessierung von
aberranten pra-mRNAs und modifizierten mRNAs. Modifiziert nach Sloan et al. [23] und Liu et al. [18].
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3.2.3. DIS3 in humanen Tumoren

DIS3 ist moglicherweise maRgeblich an der Entstehung und Entwicklung von verschiedenen
humanen Tumoren beteiligt [31]. Im kolorektalen Karzinom (CRC) wurde eine Uberexpression
von DIS3 als Ergebnis eines Zugewinnes von Chr 13q festgestellt. Ein knockdown von DIS3
beeinflusste die tumorerzeugende Charakteristik von CRC und identifizierte DIS3 als Onkogen
im CRC-Verlauf [32-34]. AuBerdem wurden durch next generation sequencing (NGS)-Ansatze
DIS3-Mutationen im Medulloblastom [35], in der akuten myeloischen Leukdmie [36] und dem
Multiplen Myelom [37-39] festgestellt.

Im MM wurden DIS3-Mutationen als potentielle driver-Mutationen beschrieben [38]. Die
gefundenen DIS3-Mutationen sind mit IGH-Translokationen und Chr 13g-Deletionen
einschlieRlich des DIS3-Lokus im MM assoziiert [39]. Hierbei wurde eine Akkumulation der
Mutationen in der enzymatisch aktiven RNB-Domane beschrieben [37]. Jedoch ist bisher keine
hot spot-Mutation bekannt. Untersuchungen von DIS3-Mutationen in der RNB-Domane von
S. cerevisiae ergaben, dass die Mutationen einen Einfluss auf die Exonukleaseaktivitat und den
RNA-Metabolismus haben sowie eine Wachstumshemmung hervorrufen [19, 40, 41].
Knockout-Experimente von DIS3 in der Huhn-B-Zelllinie DT40 Crel ergaben, dass DIS3
bedeutend fiir das Uberleben der Zelle ist und durch keine anderen Ribonukleasen ersetzt

werden kann [40].

Es wurde bisher keine finale Aussage Uber die Rolle von DIS3, in Kombination mit ,loss of
function’-Mutationen und einer loss of heterozygosity (LOH), als Onkogen oder
Tumorsuppressorgen in dem MM-Verlauf getroffen [37, 38]. Uberdies wurden MM-
Screeningansatze nach DIS3-Mutationen bislang nur an Patienten durchgefiihrt, die nach
ihrem IGH-Status vorselektiert wurden [39], oder an nicht einheitlich behandelten

Patientensets ohne Korrelation zu klinischen Parametern [37, 38, 42].
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3.3. KRAS
3.3.1. Aufbau und Struktur

Das humane Onkogen KRAS (Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog) ist auf Chr 12p.1
lokalisiert und besteht aus sechs exonischen Regionen [43, 44]. Auf Grund von splicing-
Prozessen nach der Transkription entstehen die zwei Transkriptionsvarianten a
(NM_033360.2 mit Exon 5) und b (NM_004985.3 ohne Exon 5). Exon 6 wird in KRAS a nicht in
die AS-Sequenz umgeschrieben, kodiert jedoch die C-terminale Region von KRAS b, wobei die
splice-Variante b am haufigsten entsteht. Es entstehen die monomeren KRAS-Proteine mit
einer GroRe von 188/189 AS und einer atomaren Masse von ~21,6 kDa [44, 45].

KRAS gehoért neben HRAS und NRAS zu der RAS-Super-Familie, welche in die RAS-, RHO-, RAB-
, ARF-, RAN- und Gq-Familien unterteilt wird [46, 47]. Die RAS-Super-Familie umfasst mehr als
150 humane Proteine [46]. KRAS ist der RAS-Unterfamilie zugeordnet, welche aus 35
Proteinen mit GroRen zwischen 183 — 340 AS besteht [47]. Die RAS-Super-Familie gehort zu
der Gruppe der GTPasen, welche die gleichen biochemischen Aktivitaten in der Bindung und
Hydrolyse von Guanosintriphosphat (GTP) in der Zelle aufzeigen [48]. Die Affinitat der RAS-
Super-Familie beruht auf Ahnlichkeiten in den funktionellen Domanen, Lipidmodifizierungen,
der Struktur und dem GTPase-Zyklus [46]. Der GTPase-Zyklus beschreibt die hochaffine
wechselnde Bindung des GTPase-Proteins von Guanin-Nukleotiden sowie der Hydrolyse von
GTP zu Guanosindiphosphat (GDP).

KRAS besitzt essentielle Domanen wie die finf G-Boxen, switch | und |l sowie
Interaktionsbereiche fiir Effektoren und fir die Regulatoren: GTPase activating proteins
(GAP), guanine nucleotide exchange factores (GEF) und guanine nucleotide dissociation
inhibitores (GDI) [47]. Die fiinf G-Box-Doméanen von KRAS sind G1, G2, G3, G4 und G5, von
welchen G1, G3, G4 und G5 eine hohe Konservierung in der RAS-Unterfamilie aufweisen [47].
Diese G-Boxen sind wichtige funktionelle Bereiche, welche durch die Bindung von GDP/GTP
und Mg?* die intrinsische GTPase-Aktivitdt und den Konformationswechsel steuern [47-49].
Im Detail ist die G1-Box eine Bindungsstelle fiir die Purin-Nukleotide von GDP/GTP. Diese
Interaktion wird mit einen spezifischen Kontakt der G4-Box mit dem Guanin-Ring von GTP
durch Bindung von Wasserstoff stabilisiert. Die G3-Box enthalt eine Asparaginsdure, die den
wichtigen Kofaktor Mg?* bindet. Dieser Kofaktor ist notwendig fiir die Guanin-Nukleotid-
Bindung und die GTP-Hydrolyse [47, 50]. Die G5-Box steht nur in einem indirekten
Zusammenhang mit den Guanin-Nukleotiden. Die G2-Box liegt in der switch |-Region von
KRAS. Die switch |- und switch lI-Regionen sind Loops, welche sich in Abhangigkeit der Bindung
von GDP oder GTP umorientieren und somit wesentliche Komponenten fir die

Bindungsoberflache fiir Effektoren liefern [51, 52].
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3.3.2. Funktion, Regulierung des GTPase-Zyklus und RAS-Lokalisierung in der Zelle

In allen RAS-Proteinen verandern die switch |- und ll-Regionen ihre Konformation in
Abhangigkeit von der Nukleotid-Bindung von GDP/GTP. In dem GTP-gebundenen Status bilden
sie eine transiente hochaffine Oberflache fiir downstream-Effektoren, wie PI3K, RAF, RAL, RIN,
TIAM und PLCe und schalten somit verschiedene klassische Signalwege wie den MEK/ERK oder
PI3K/AKT an [44, 53-55]. Dadurch haben die RAS-Proteine einen Einfluss auf die Proliferation,
den Zellzyklus und das Uberleben der Zelle [53]. Durch die GTPase-Aktivitit der RAS-Proteine
wird GTP unter der Abspaltung eines Phosphatrestes zu GDP hydrolisiert, welches zu einer
Umorientierung der Bindungsstellen fiir die Effektoren und somit zu einer Ablésung der

Effektoren und einer Abschwachung der downstream-Signalwege fiihrt [47].

Die Aktivierung von RAS erfolgt durch einen langsamen, intrinsischen Austausch von
gebundenem GDP durch GTP. Daher liegt RAS vorwiegend in einem GDP-gebundenen und
dadurch inaktiven Zustand vor (Abbildung 3 A). RAS wird aulerdem durch einen stimulus-
induzierten Mechanismus aktiviert (Abbildung 3 B). Dabei wird die Ablésung von GDP durch
GEFs beschleunigt, wodurch die Bindung von GTP und dadurch die Aktivierung von RAS
gefordert wird [47, 56, 57]. Die Aktivierung wird reguliert, indem die GEFs auf spezifische
upstream-Signale reagieren. Ein bekanntes Beispiel ist das Ansprechen des GEF son of
sevenless homolog 1 (SOS1) auf die Phosphorylierung von Rezeptortyrosinkinasen (RTK) [58,
59]. Dadurch bildet RAS wie KRAS eine zentrale Rolle in RTK-assoziierten-Signalwegen [57, 60].
Die intrinsische Hydrolyse von gebundenem GTP zu GDP verlduft sehr langsam, welches eine
verlangerte Aktivierung des downstream-Signalweges zur Folge hatte. Durch die Bindung von
verschiedenen GAPs an aktives RAS wird die GTPase-Aktivitdt verstarkt, welches zu einer
schnelleren Inaktivierung fihrt (Abbildung 3 F) [57, 61]. Der inaktive Zustand von RAS kann
durch GDIs verlangert werden (Abbildung 3 C) [62]. Die GDIs binden an inaktives RAS und
verhindern die Ablésung von GDP [57]. Bisher sind GDIs nur im Zusammenhang mit RHO- und
RAB-Proteinen bekannt [47, 63]. Jedoch besitzt auch KRAS einen moglichen
Interaktionsbereich fir GDIs. Die Aufldsung des RAS-GDI-Komplexes kann wiederum von GDI
displacement factors (GDFs) umgesetzt werden (Abbildung 3 D) [64]. Die Signalwege sind von
der richtigen intrazelluldren Lokalisierung von RAS abhédngig [65, 66].

Viele RAS-Proteine, darunter auch KRAS, weisen aufgrund von verschiedenen Lipid-
Modifikationen eine Assoziation zur Zellmembran auf [67]. Diese Lipidmodifikationen
entstehen in einer posttranslationalen Modifizierung. Dabei wird eine kovalente Anheftung
einer Farnesol-Gruppe an den Cysteinylrest am C-Terminus von KRAS durch Prenylierung
bewirkt [65]. Das Chaperon PDES kann diese Farnesol-Gruppe von KRAS binden und somit

dessen richtige intrazelluldare Organisation unterstiitzen [66]. Die Bindung und der Transport
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ist dabei unabhangig vom GDP/GTP-Status, wird aber durch eine zusatzliche Interaktion mit
Arl2/ArI3 reguliert [68].

Inaktiver RAS- Status
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierung von RAS
Schematische Darstellung der Regulation des RAS-Status in der Zelle. Aktivierung von GDP (orange)-gebundenem
RAS (rosa) durch A: Intrinsische Aktivierung oder B: GEF-vermittelte Aktivierung am Beispiel SOS1 (hellblau) durch
RTKs (dunkelblau). C: Blockierung der Aktivierung von RAS durch GDIs (gelb). D: Aufhebung des RAS-GDI-
Komplexes durch GDFs (hellgriin). E: Klassische Effektoren (grau) von GTP (griin)-gebundenem RAS. F: GAP
(ocker)-vermittelte GTP-Hydrolyse. Modifiziert nach Colicelli et al. [47].
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3.3.3. KRAS in humanen Tumoren

Es ist bekannt, dass eine (iber- oder dauerhafte Aktivierung von KRAS zur Uberaktivierung der
downstream-Signalwege in den Zellen fihrt und somit in Abhdngigkeit des Gewebes einen
Einfluss auf die Tumorgenese hat [44, 47, 69]. Eine erhohte Aktivierung kann durch
verschiedene Mechanismen wie durch eine Uberexprimierung von KRAS, erhéhte upstream-
Signale der RTKs, Deletionen von Negativregulatoren (GAPs) oder der Uberexpression von
Positivregulatoren (GEFs) ausgelost werden [47]. Auch kdnnen Mutationen in KRAS wie an AS-
Position p.A146 den GDP/GTP-Austausch beeinflussen oder an den AS-Positionen p.G12,
p.Q61 die GTPase-Aktivitat und die GTP-Hydrolyse herabsetzen und somit eine verlangerte
Aktivierung von KRAS herbeifiihren [44, 47, 70].

Onkogene KRAS-Mutationen sind in vielen Tumorarten verbreitet, wobei die Haufigkeit von
der Tumorentitat abhangt. In >90 % des duktalen Pankreas-Adenokarzinoms (PDAC) [71], in
~30 - 40 % des CRCs [72], in ~15 - 20 % des nicht-kleinzelligem Lungenkarzinoms [73] und in
~20 % des Multiplen Myeloms [37] ist eine KRAS-Mutation vorhanden. Dabei sind am
haufigsten Codon 12 und 13 in Exon 2, neben Codon 61 in Exon 3 und Codon 117, 146 in Exon
4, in humanen Tumoren betroffen [44, 53, 72]. Die KRAS-Mutationen kénnen den Erfolg eines
Therapieansatzes beeinflussen. Es wurde im CRC festgestellt, dass Patienten mit einer KRAS-
Mutation eine schlechtere Therapieantwort auf die EGFR-Inhibitoren, wie Cetuximab,
aufgrund einer hoheren Phosphorylierung der downstream-Signalwege im Gegensatz zu
KRAS-WT Patienten aufweisen [74, 75]. Im MM wurden klinische und funktionelle Studien
bisher hauptsachlich auf Exon 2- und Exon 3-Mutationen bezogen [76-80] bzw. wurden die
Screeningansdtze an kleinen Studienkohorten ohne klinischen oder zytogenetischen Bezug
durchgefihrt [81].
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4. Ziel der Arbeit

1.

Am Multiplen Myelom (MM) erkrankte Patienten weisen eine starke Heterogenitat im
Verlauf der Krankheit, der Therapieantwort, in dem Vorkommen von zytogenetischen
Alterationen sowie dem Auftreten von Mutationen auf. Eine Anwendung eines
einheitlichen erfolgreichen Therapieansatzes ist daher nur bedingt moglich. Anhand
von sechs MM-Zelllinien (ZL) und fiinf Tumorpatientenproben sollen auf Genom-
Ebene, unter Verwendung von whole exome sequencing (WES)-Daten und der
Erhebung von copy number- und Genexpressionsdaten, tumorrelevante
Gemeinsamkeiten aus dem Mutationsspektrum der MM-Zellen herausgearbeitet und

charakterisiert werden.

Die in den MM-Zellen hochfrequent mutierten Gene DIS3 und KRAS, welche durch den
WES-Ansatz als tumorrelevant identifiziert wurden, sollen erstmals zum Zeitpunkt der
Diagnose an einem grofRen, einheitlich behandelten MM-Patientenset mit verfiigbaren
Normalproben und auch klinischen und zytogenetischen Daten untersucht werden, um
den Einfluss der mutierten Gene auf den klinischen Verlauf und die Therapieantwort
abzuleiten. Dazu sollen von der vollstandigen coding sequence (CDS) der Gene target-
resequencing-Daten angefertigt, ausgewertet und mit dem klinischen Verlauf, der
Therapieantwort und anderen klassischen zytogenetischen Aberrationen korreliert

werden.

KRAS ist ein Schlisselfaktor in den RTK-downstream-Signalwegen, welche mit dem
WES-Ansatz als hdufig mutiert identifiziert wurden. AuRerdem ist KRAS eines der am
haufigsten mutierten Gene im MM. Dabei akkumulieren die Mutationen vorwiegend
in Exon 2 und selten in Exon 4, so dass nur wenig Uiber die funktionelle Bedeutung der
Exon 4-Mutation im MM bekannt ist. Daher sollen diese Mutationen in Exon 4 von
KRAS hinsichtlich ihres Einflusses auf die Phosphorylierung der downstream-

Signalwege untersucht werden.
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5. Materialien
5.1. Zelllinien

5.1.1. Humane Zelllinien

Die humanen Multiplen Myelom-Zelllinien (MM-ZL) L363, JIN3, KMS11, KMS12BM, MOLPS,
OPM2, U266, NCIH929, RPMI8226 und AMO1 wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) und die MM-
ZL MM1.S von LGC Biolabs (Wesel, Deutschland) kduflich erworben. Die MM-ZL INA6 wurde
von Prof. Martin Gramatzki (Kiel, Deutschland) und die ZL des diffusen groRzelligen B-Zell-
Lymphoms (DLBCL-ZL) HLY-1 von Dr. Talal Al Saati (Purpan Hospital, Toulouse, Frankreich) zur
Verfligung gestellt. Die ZL HEK293FT aus der humanen embryonalen Niere wurde mit dem
ViraPower™ Lentiviral Expression System von Life Technologies (Darmstadt, Deutschland)

erworben.

5.1.2. Prokaryotische Zellen
Die chemisch kompetenten One Shot Stbl3 (#C737303) E. coliund TOP10 One Shot (#C404003)

E. coli wurden von Life Technologies (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

5.2. Patientenmaterial

Die MM-Zellen der jeweiligen Patienten wurden unter Anwendung von CD138+ Microbeads
aus den entnommenen Knochenmarksaspiraten angereichert [82]. Die zugehérigen
Normalproben (Nicht-Tumor) der Patienten wurden aus peripherem Blut oder Knochenmark

gewonnen.

5.2.1. Patienten mit Multiplem Myelom (whole exome sequencing-Ansatz)

Es wurden Proben von flinf Patienten fiir den WES-Ansatz verwendet. Die Proben wurden von
drei unbehandelten und von zwei mit mehreren vorhergehenden Therapien behandelten
Patienten entnommen. Einer der unbehandelten Patienten wies eine anaplastische
Morphologie auf. Von den beiden behandelten Patienten zeigten beide eine extramedulldre
Verbreitung der MM-Zellen auf, und einer von ihnen hatte eine Plasmazell-Leukdmie. Von den
Patienten liegen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungsdaten (FISH) fiir die Detektion von
Translokationen, Insertionen und Deletionen vor. Die Studie wurde vom Ethik-Komitee der
Medizinischen Fakultdt der Universitat Wirzburg (Referenz Nummer: 18/09, Genehmigung
erneuert am 09.03.2009) genehmigt. [83]

5.2.2. Patienten mit Multiplem Myelom der DSMM-XI-Studie (Amplikon-Sequenzierungsansatz)
Die Studienkohorte umfasste 81 Proben von Patienten mit neu diagnostiziertem,
symptomatischen MM der DSMM (Deutsche Studiengruppe Multiples Myelom) -XI-Studie und

Falle des Pathologischen Instituts Wirzburg (S_Tabelle 1). Diese Patienten wurden initial mit
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drei Zyklen von Bortezomib, intravendsen Cyclophosphamid und Dexamethason, mit
anschlieBender Stammzellmobilisierung, Hochdosis (HD)-Chemotherapie und autologer
Stammzelltransplantation behandelt [84]. Alle Proben wurden zum Zeitpunkt der Diagnose
entnommen. Die Studie wurde vom Ethik-Komitee der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wiirzburg (Referenz Nummer: 18/09, Genehmigung erneuert am 09.03.2009) und der
Universitat Ulm (Anmeldungs-Nummer: 307/08, Datum der Genehmigung: 21.01.2009)
genehmigt und registriert bei ClinicalTrials (gov.numberNCT00833560). Fiir die Studie liegen
klinische (Erstdiagnose, OS, PFS, EFS) und zytogenetische Daten (FISH-Daten: Translokation,
Deletion, Insertion; copy number-Daten) vor (S_Tabelle 11). [84, 85]

5.3. whole exome sequencing-Daten

Es wurden whole exome sequencing (WES)-Daten von den MM-ZL OPM2, AMO1, JIN3, L363,
U266, MM1.S sowie von Tumor- und Normalproben von fiinf an MM erkrankten Patienten zur
Identifizierung des Mutationsspektrums im MM verwendet. Die Daten wurden auf dem Gallx
(Hlumina) durch Verwendung des Paired End DNA Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego,
USA) und der V1 und V2 SeqCap EZ Exome Library SR von Nimblegen (Roche, Mannheim,
Deutschland) generiert. Die Daten wurden mit der Off-Line Base Caller Software und GERALD
von lllumina konvertiert und mit dem Burrows Wheeler Aligner gegen das Referenzgenome
hgl9 abgeglichen. Das SNV-calling erfolgte mit der Genome Analysis Toolkit Pipeline mit
anschlielender SeattleSeq 131-Annotierung. [83]
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5.4. Oligonukleotide

5.4.1. Primer

Die Primer fir die Erstellung der library durch den Access Array wurden von Fluidigm
(Amsterdam, Niederlande) entworfen und synthetisiert (Tabelle 2). Die Access Array Barcodes
(#100-1771) fuar die 454 GS Roche Junior Sequenzierung wurden auch von Fluidigm

(Amsterdam, Niederlande) bezogen.

Tabelle 2: Access Array Primer

DIs3 13 73355679 73356033 1  TTTCCCTGTCATACCCCCTTGT CTAGATTGACGCCTTTTGCTGGA 355 66
DIS3 13 73355187 73355522 2 AGCTCTGTCAAACATAAAATCCTGT CTAACTCCTGGTGTCTCTTCTGC 336 41
DIS3 13 73354929 73355311 3 CCCGAATTTTGCTAATCCTGTGG AGGGTTTAGTGACTATTGTCTCGTT 383 35
DIS3 13 73352260 73352602 4 GGCCTAATGATTATTTTTACACGCATT TGGTTAAGCATTTATGTGCTAAGAGT 343 35
DIS3 13 73351336 73351713 5 GCCCTACTCAGGTTAATGGGAAT ACTGTCGCAAACAAGACTATCCA 378 33
DIs3 13 73349875 73350259 6  TGCGCAAAGATTTAAAAAACTACCTGA CGGCATCTTTTGGTTTGCTTCTT 385 30
DIS3 13 73349271 73349624 7  TGAAACTTGTTTTCCAAAGCTGAC AGATTCCATAGAGATATTCAGAGTGTATG 354 36
DIs3 13 73348007 73348386 8 TGGAGGCAAAAGAAAGGCTATAAGT GAATGTCTGTGGTTTGGTTTGGC 380 33
DIs3 13 73347673 73348018 9  ACATGCTACTTACCAGGTCACTTT CTTTTGCCTCCATCCTCAGATTT 346 32
DIS3 13 73346630 73347007 10 AGTGTCTGCCACATAGAAAAACT GGCGTTTCTAATAATGCCTCTTGG 378 36
DIs3 13 73346163 73346541 11 ACATATGGCCAATAGCGTGCAG GTGGTTGTCATCAAGAAAATACAGC 379 33
DIS3 13 73345751 73346078 12 AATCTTCCCCTTGACTTTCACAA CCCAGTCAAGCATATTGACATCC 328 33
DIS3 13 73345027 73345395 13 AGCCATGAAACGAACCTTTGAAT AGCAGAACACTCTTTTCTTTCCT 369 33
DIs3 13 73344802 73345168 14 CGCAGCTGGGGACTTTTTTAG ACCTGATTCCCATTAACAAATACTCT 367 26
DIS3 13 73342805 73343130 15 TGGAAGCTAGAAGAAACAGGAGT GTAGTGAAAGTAGGAGGACATATTGA 326 30
DIs3 13 73339963 73340340 16 TTTCTGTCCTTTGCAAGCCAAAT AAACAGCAGATGGTCATAAAGCC 378 31
DIS3 13 73337489 73337856 17 ACAAACAATAAAACCTTTATGGAAATATGAAT AGGAAATGCTCTTATTATCTTCTTGGT 368 32
DIS3 13 73335929 73336305 18 CGATGAACAATGACATCTGCGTA ATGGTGCTCTTCCCTCCTTTTTG 377 36
DIS3 13 73335755 73336113 19 TTCTAGCAGTATCGACAAAAGGC CACTATGGCTTAGCGTCTCCAAT 359 37
DIS3 13 73335435 73335810 20 CCATTTATGAACTCTCAAAGAAAAAGTGC CGTGCATCAGTGGCTTTTCATAC 376 30
DIS3 13 73334493 73334844 21 ATCCCGTGGCCTAAAGAAATCAG ACAAAGCCTCAAATGTAAGGAAGC 352 35
DIS3 13 73333675 73334047 22 AGTTGCTGTCCTGTCACTGTATT ACCTTATTTCCCCCCATTTGCAT 373 32
KRAS 12 25398126 25398510 2  TCATGAAAATGGTCAGAGAAACCT TACGATACACGTCTGCAGTCAAC 385 34
KRAS 12 25380030 25380388 3 ACAGGGATATTACCTACCTCATAAACA AGGTGCACTGTAATAATCCAGAC 359 35
KRAS 12 25378379 25378750 4  CCATGGACACTGGATTAAGAAGC TGTGTTACTAATGACTGTGCTATAACT 372 33
KRAS 12 25368300 25368677 5 TGGTTGCCACCTTGTTACCTTTA ACAAACCAGGATTCTAGCCCATA 378 34
KRAS 12 25362610 25362971 6  AGTCTGCATGGAGCAGGAAAAAA ATTCAGTTGCCTGAAGAGAAACA 362 28

Die Primer fur die Validierung der WES- und Amplikon-Daten durch PCR und Sanger-
Sequenzierung wurden von Integrated DNA Technologies (Leuven, Belgien) synthetisiert
(Tabelle 3). Die Primer fur die Validierung der WES-Daten sind im Anhang aufgelistet
(S_Tabelle 3).

Tabelle 3: Primer fiir Validierung der Amplikon-Daten mit Sanger-Sequenzierung

DIS3 13 73335798 73336005 19 AGCCACTGATGCACGTTG AAGCACATATTAGTACTGACATACC 207 1,5mM
KRAS 12 25398250 25398510 2 TAGCTGTATCGTCAAGGCAC TACGATACACGTCTGCAGTCAAC 261 3,0mM
KRAS 12 25378397 25378615 4 GAAGCAATGCCCTCTCAAGA AACAGGCTCAGGACTTAGCA 219 2,5mM
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Die mit HPLC aufgereinigten Primer flir den High Resolution Melting-Assay (HRM) (Tabelle 4)

und die Klonierung (Tabelle 5) wurden von Eurofins MWG (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert.

Tabelle 4: Primer fiir Validierung der Amplikon-Daten mit HRM

DIS3
DIS3
DIS3
DIS3
DIs3
DISs3
DIS3
DIS3
DIS3
DIs3
DIs3
DIS3
DIS3
DIs3
DIS3
DIs3
DIS3
DIS3
DIS3
DIS3
DIS3
DIS3
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
12
12
12
12

73355858
73354929
73352260
73352442
73352442
73352484
73351566
73349875
73349307
73349393
73347789
73347881
73346850
73346291
73345210
73342805
73337650
73335929
73336129
73335435
73334495
73333844
25380229
25378596
25378664
25362610

73356033
73355060
73352457
73352602
73352518
73352602
73351713
73350111
73349417
73349537
73347880
73348018
73347007
73346396
73345395
73342980
73337856
73336153
73336305
73335647
73334703
73333933
25380388
25378686
25378750
25362849
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ATGTCGTCTCGCAGGTAGTG
CCCGAATTTTGCTAATCCTGTGG
GGCCTAATGATTATTTTTACACGCATT
TCATTGTACCATTTTGCTGCTACTCG
TCATTGTACCATTTTGCTGCTACTCG
CATTTTCTCCCTGTTCTTGTTCTACA
CAGACAAACAAGCAAGACGATCTA
TGCGCAAAGATTTAAAAAACTACCTGA
CAAAGCTACACAGACAAAAAAAAATCC
GACCTTCATCATGTAAAACCACAGA
CATCCCCACATAAAATTAATACTTTAAGC
CTAATGTGGAAGCCTGTCTGGT
GGCATCTTTGGCAGAAAACTAAGAAC
GAATACCTCCAAATTTCCATTTTCGAGTT
CAGAAATACCTGTCCACGTCACATT
TACAAACCTAAGTTCCTTGGTCTGC
CGAAGCAGAGCATGTTCAGAAA
CGATGAACAATGACATCTGCGTA
CATTCCAGAACAGAAGTACACAGCT
CCATTTATGAACTCTCAAAGAAAAAGTGC
CCCGTGGCCTAAAGAAATCAGT
CTGTATCACACACTTAGGCTTAGAAGTG
CCTCCCCAGTCCTCATGTAC
TGCTAAGTCCTGAGCCTGTT
CCATAGGTACATCTTCAGAGTCC

AGTCTGCATGGAGCAGGAAAAAA

CTAGATTGACGCCTTTTGCTGGA
CCCGTATATAAACGCATCCGAGA
CGAGTAGCAGCAAAATGGTACAATGA
TGGTTAAGCATTTATGTGCTAAGAGT
AGAAACCTATGTAGAACAAGAACAGG
TGGTTAAGCATTTATGTGCTAAGAGT
ACTGTCGCAAACAAGACTATCCA
CTTGGAAGCTACAGTATGGATTCATGG
TCTGTGGTTTTACATGATGAAGGTC
CGTGCCCTCTGTTGTTTTAAAC
TTCCACATTAGAAGGACGGAG
CTTTTGCCTCCATCCTCAGATTT
GGCGTTTCTAATAATGCCTCTTGG
AGACCTGAGGCATCTGTGTATTTG
AGCAGAACACTCTTTTCTTTCCTTG
GCTAGTTTATTCAGTCCACGGAGAC
AGGAAATGCTCTTATTATCTTCTTGGT
AGCTGTGTACTTCTGTTCTGGAATG
ATGGTGCTCTTCCCTCCTTTTTG
AGCAAAGGAATAGTAAGTGAAGAAGCC
CATCAGAAGATCCGAATGTCCCT
ACCTTATTTCCCCCCATTTGCAT
AGGTGCACTGTAATAATCCAGAC
GGACTCTGAAGATGTACCTATGG
TGTGTTACTAATGACTGTGCTATAACT
TCAGGGTGTTGATGATGCCT

149
132
198
171
87
119
148
237

145
92
138
158
106
186
176
207
225
177
213
208
204
160
91
87
240

3,5mM
3,0mM
3,0mM
2,5mM
2,5mM
3,0mM
3,0mM
3,0mM
3,0mM
3,0mM
2,5mM
2,0mM
3,0mM
2,0 mM
2,5mM
3,0mM
3,0mM
3,0mM
3,0mM
2,5mM
2,5mM
2,5mM
2,0mM
2,5mM
3,5mM
3,0mM

Tabelle 5: Primer fiir Fusion-PCR fiir die Klonierungsansatze

>S0m +~ 0 Q 0o T w

CMV F
M13 F

CCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGACTGAATATAAACTTGTGGTAG
GAAAGCTGGGTCTTACATAATTACACACTTTGTCTTTG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGGTAAGCCTATCCCTAAC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TTCGAAGGAGATAGAACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
TTTATATTCAGTCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG
GAGCTGTACAAGACTGAATATAAACTTGTGGTAG
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
TGTAAAACGACGGCCAGT
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5.4.2. siRNAs

Es wurde eine KRAS-spezifische, mit Alexa-Fluor-488-gelabelte, stealth siRNA von Invitrogen
(Darmstadt, Deutschland) bezogen, welche an beide Transkripte von KRAS bindet (Tabelle 6).
Die AllStar Negativ Control siRNA wurde von Qiagen (Hilden, Deutschland) bezogen.

Tabelle 6: siRNA

Stealth RNAITM hss180200 GACGATACAGCTAATTCAGAATCAT KRAS 2

5.5. Plasmide
Tabelle 7: Plasmide

pDONR221 (#12536017) Kanamycin Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
pLenti6.2-GW/EmGFP (#V36920)  Ampicillin Blasticidin Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
pLenti6.3/V5-DEST(#V533-06) Ampicillin Blasticidin Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

5.6. Grollenmarker
Tabelle 8: GroBenmarker

GeneRuler 100 bp DNA ladder (#SM0241) ThermoScientific, Rockford, USA
GeneRuler 1 kb DNA ladder ready to use (#SM0313) ThermoScientific, Rockford, USA
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (#26619) ThermoScientific, Rockford, USA

5.7. Antibiotika
Tabelle 9: Antibiotika

Kanamycin fir Molekularbiologie (#T7832.1) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ampicillin (#10835242001) Roche, Mannheim, Deutschland
Blasticidin (#A11139-03) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Geneticin® Selective Antibiotic 50 mg/ml (#10131035) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Penicillin/ Streptomycin (#P06-07100) PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

5.8. Medien fur die Zellkultur

Tabelle 10: Medien fiir Kultur humaner Zelllinien

RPMI-1640 W/O L-Glutamine (CE) (#31870025) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
DMEM (HG) W/O NA Pyr (CE) (#41965039) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
OptiMEM 1 (CE) (#31985047) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sodium Pyruvate MEM 100 mM (CE) (#11360039) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Non Ess Amino Acids (100x) (CE) (#11140035) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
FBS, EU professional (#P30-8500) PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

L-Glutamin 200 mM (#P04-80100) PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
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RPMI-1640 Vollmedium war versetzt mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS) und 2 mmol/I
Glutamin. Das Einfriermedium bestand aus 70 % RPMI-1640, 20 % FCS und 10 % DMSO. DMEM
Vollmedium war versetzt mit 10 % FCS, 6 mM L-Glutamin, 1 mM MEM Sodium Pyruvate und
0,1 mM MEM Non-Essential Amino Acids.

Tabelle 11: Medien fiir Kultur eukaryotischer Zellen

LB-Medium fiir Molekularbiologie (#X968.1) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
LB-Agar fur Molekularbiologie (#X969.1) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

LB-Flissigmedium bestand aus 25 g Trockenmedium in 1 | H,O und wurde flir 20 min bei 121 °C
und 103 kPa autoklaviert. LB-Platten wurden aus 40 g LB-Agar in 1 | H,0, welches fiir 20 min
bei 121 °C und 103 kPa autoklaviert, mit Selektionsmarker versehen und in Kulturschalen
gegossen. Die LB-Platten und das LB-Flissigmedium enthielten fir die Klonierung die
Selektionsmarker Ampicillin (LB-Amp: 100 mg/ml) oder Kanamycin (LB-Kan: 50 mg/ml) (siehe
5.7.).

5.9. Enzyme
Tabelle 12: Enzyme

Taq DNA Polymerase (native) (HEP0282) ThermoScientific, Rockford, USA

Dnase | (HENO521) ThermoScientific, Rockford, USA

BP Clonase Il Enzyme Mix (#11789100) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
LR Clonase Il Enzyme Mix (#11791100) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
EcoRI-HF (#R3101S) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Pvul-HF (#R31508S) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Mfel-HF (#R3589S) New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Nsp | (#R0602L) New England Biolab, Hitchin, UK

Sty | (#R05008S) New England Biolab, Hitchin, UK

T4 DNA Ligase (#M0202L) New England Biolab, Hitchin, UK
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5.10. Antikorper
5.10.1. Erstantikorper
Tabelle 13: Erstantikorper

KRAS sc-30 (#F234) 21 Mouse
MEK1/2 (#9122) 45  Rabbit
Phospho-MEK1/2 (S217/221)(#9154) 45 Rabbit
p44/42 (ERK1/2) (#9102) 42; 44 Rabbit
Phospho-p44/42- 42; 44 Rabbit
(ERK1/2)(T202/Y204)(#9101)

STAT3 (#9132) 79; 86 Rabbit
Phospho-STAT3 (Tyr705) (#9138) 79; 86 Mouse
AKT (#4691) 60 Rabbit
Phospho-AKT (S473) (#4060) 60 Rabbit
mTOR (#2972) 289 Rabbit
Phospho-mTOR (52448) (#2971) 289 Rabbit
Phospho-PI3K (Y458)/p55 (#4228) 60; 85 Rabbit
p70 S6 Kinase (49D7) (#2708) 70; 85 Rabbit

Phospho-p70 S6 Kinase (T389)(#9234) 70; 85 Rabbit
Tubulin a AB-2 (DM1A)(#MS-581-PO) 57 Mouse
Anti-V5 (#13202) - Rabbit
Anti-V5-FITC (#R96325) - -
Annexin V APC (#31490016) - -

Santa Cruz, Dallas, USA

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
NeoMarkers, Fremont, USA

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
AL-ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland

5.10.2. Zweitantikdrper

Fiir die Erstantikorper von New England Biolabs wurde der Zweitantikdrper von derselben

Firma verwendet und fir die Erstantikérper von Santa Cruz wurden die Zweitantikérper von

Dako verwendet.

Tabelle 14: Zweitantikorper

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse (#P0260)
Anti-Mouse (#7076)
Anti-Rabbit (#7074)

Dako, Glostrup, Danemark
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
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5.11. Kits
Tabelle 15: Kits

All Prep DNA/RNA Mini Kit (#80204)
First Strand cDNA Synthesis Kit (#K1611)
MinElute PCR Purification Kit (#28004)
MinElute Gel Extraction Kit (#28604)

Abi Prism® BigDyeTerm v3.1 CycleSeq Kit (#4337456)

Qubit®dsDNA HS Assay Kit (#Q3285)

GS Junior Titanium emPCR Kit Lib-A (#05996520001)
GS Junior Titanium Sequencing Kit (#05996554001)
GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit (#05996619001)
LightCycler 480 High Resolution Melting Master

(#04909631001)

ViraPower Hiperform Lenti GW Kit (#K533000)

Qia Spin Miniprep Kit (#27104)
Nucleo Bond® Xtra Midi (#740410.10)

Affymetrix Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit

5.0/6.0 (#901013)
Titanium DNA amplification Kit (#639240)

GeneChip®Hybridization, Wash, and Stain Kit (#900720)

3'IVT Express Kit (#901228)
Agilent RNA 6000 Nano Kit (#5067-1511)
Cell Proliferation Kit | (MTT) (#11465007001)

High Sensitivity DNA Reagents, included chips (#5067-

4326)
Venor®GeM OneStep (#11-8025)

FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack (#04-738-

292-001)

Qiagen, Hilden, Deutschland
ThermoScientific, Rockford, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Affymetrix, Santa Clara, USA

Clontech, Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Agilent, Santa Clara, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland

Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

5.12. Puffer/Lésungen
Tabelle 16: Puffer/Lésungen

2X Lysispuffer HEPES pH 8,0 800,0 ul 40 mM
NaCl 2,8 ml 700 mM
MgCl, 40,0 pl 2mM
EDTA pH 8,0 40,0 pl 1 mM
EGTA pH 8,0 8,0 ul 0,2 mM
H,O ad 20,0 ml

Lysispuffer 2X Lysispuffer 500,0 pl 1X
PMSF (1 mg/ml) 0,6 pl 0,6 ug/ml
Pefablock (10 mg/ml) 10,0 pl 0,1 mM
Aprotinin (1 mg/ml) 1,0 ul 1 ug/ml
Na-O-Vandat (100 mM) 10,0 ul 1mM
DTT 5,0 pl
NP-40 (10 %) 100,0 ul 0,1%
H.0 364,0 ul
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2X Ladepuffer

50X TAE

1X TAE

10X TBS (pH = 7,6)

1X TBS Tween

10X Western-Puffer

1X Laufpuffer

1X Blot-Puffer

Trenngel-Puffer (pH = 8,8)

Sammelgel-Puffer (pH = 6,8)

FACS-Puffer

Tris pH 6,8 (1 M)
Glycerol

SDS
R-Mercapto-Ethanol
Bromphenolblau
H20

Tris (ultrapur)

0,5 M EDTA pH 8,0
Essigsaure 100 %
H,0

50X TAE

Tris (ultrapur)
NaCl
H.0

10XTBSpH 7,6
Tween 20
H,O

Glycin
Tris (ultrapure)
dest H,0

Western-Puffer 10X
SDS 20 %
dest H,0

Western-Puffer 10X
Methanol

SDS 20 %

dest H,O

Tris (ultrapure)
SDS 20 %
dest H,O

Tris (ultrapure)
SDS 20 %
dest H,0

PBS
BSA

1,0 ml

2,0 ml

4,0 ml

1,0 ml
0,05 ml
ad 10,0 ml

242,0¢g
100,0 ml
57,1 ml

ad 1000,0 ml

20,0 ml
980,0 ml

121,0g
400,0g
ad 5000,0 ml

100,0 ml
1,0 ml
ad 1000,0 ml

144,0 g
30,3g
ad 1000,0 ml

100,0 ml
5,0 ml
ad 1000,0 ml

100,0 ml
200,0 ml

1,5 ml

ad 1000,0 ml

91,0g
10,0 ml
ad 500,0 ml

6,05¢g
2,0 ml
ad 100,0 ml

10,0 ml
0,05g

100 mM
20%

8 %
10%
0,01 %

2M
0,05 M
5,71 %

1X

0,02 M
8%

1X
0,1%

1,92 M
250 mM

1X
0,1%

1X
20%
0,03 %

15M

0,4 %

0,5M
0,4 %

0,5%
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Annexin-FACS-Puffer (pH = 7,4) NaCl 0,818 ¢g 1,4M
CaCl, 0,036¢g 25 mM
HEPES 0,238¢g 0,1M
H.0 ad 100,0 ml

Wash A: Non-Stringent Wash Buffer20X SSPE 300,0 ml 6X
10 % Tween-20 1,0 ml 0,01 %
H.O ad 1000,0 ml

Wash B: Stringent Wash Buffer 20X SSPE 30,0 ml 0,6X
10 % Tween-20 1,0 ml 0,01 %
H.O ad 1000,0 ml

12X MES Stock Buffer (pH 6,5 — 6,7) MES Hydrat 70,4 g 1,25 M
MES Natriumsalz 193,3g 0,89 M
H.O ad 1000,0 ml

1X Array Holding Buffer 12X MES stock buffer 8,3 ml 1X
5 M NacCl 18,5 ml 1M
10 % Tween-20 0,1 ml 0,01 %
H.0 ad 100,0 ml

5.13. Chemikalien/Reagenzien
Tabelle 17: Chemikalien und Reagenzien

Access Array Harvest Solution 1X (#100-1031)
Access Array Loading Reagent 20X (#100-0883)
AccuGene Molecular Biology Water (#831200)
AccuGENE Molecular Biology Water (#BE51200)
Agarose MP (#CA45)

Agencourt AMPure XP Reagent (#A63881)
Agencourt AMPure XP Reagent beads (#A63880)
Albumin-Fraktion V pH7.0 BSA (#A1391)
Ammoniumpersulfat APS >98 % (#A3678)
Anti-Streptavidin (#VC-BA-0500-MCO05)
Aprotinin (#A2131)

Bio-Magermilch-Pulver

Bradford Reagent (#B6916)

Buffer EB (#19086)

Control Line Fluid Syringes (#89000020)
CutSmart™ 10X Puffer (#B7204S)

Denhardt's Solution 50x (#D2532)
Dimethylsulfoxid DMSO 99.5 % (#A994)
Dinatriumhydrogenphosphat (#A3599)

DNA ExitusPlus IF (#A7409)

DNA Loading Dye 6x (#R0611)

DNA Suspension Buffer (#T0223)

dNTP Mix 2mM (#R0242)

DTT (#A2948)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (#D8537)

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande
Fluidigm, Amsterdam, Niederlande
Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland
LONZA, Verviers, Belgien

Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Beckman Coulter Genomics, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Adipogen, Liestal, Schweiz

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Heirler-Cenovis, Radolfzell, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande

New EnglandBiolabs, Frankfurt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
ThermoScientific, Rockford, USA
TEKnova, Hollister, USA
ThermoScientific, Rockford, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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EDTA pH 8,0, 0,5 M (#A3145)

EDTA TE Buffer, pH 8.0 (#T0223)

EGTA pH 8,0 (#A0878)

Essigsdure 100 % (#100063)

Ethanol 100 % absolute (#A3678)

GelRed (#M3199.0500)

Glycerin >99 % (#G5516)

Glycerin Rotipuran >99.5% (#3783)

HCI Salzsadure rauchend 37 % (#A0659)

HEPES >99.5 % (#54457)

HEPES pH8,0 1M (#A6906)

Hexadimethrine bromide (Polybrene®) (#H9268)
Hi-DiTM Formamide (#4311320)

Igepal® CA-630 (#13021)

Iso-Propanol Molecular biology grade (#A3928)
Kaliumchlorid KCI (#A3582)
Kaliumhydrogenphosphat (#A3620)

MES Hydrat (#M5287)

MES Natriumsalz (#M5057)

Methanol (#A0688)

Natriumchlorid (#A3597 )
Natriumhypochloridlésung 12 %CL (#9062.3)
Natriumorthovandat (#A2196)

OptiPrep™ (#12FLSO5)

Perfabloc SC (#76307)
Phenylmethylsulfonylfluoria PMSF (#6367.4)
Propidiumiodid Losung 1.0 mg/ml (#P4864)
RNaseZap® Rnase Decontamination Solution
(#AM9780)

Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1) (#3029.2)
R-phycoerythrin conjugate (SAPE) (#5866)
SDS-Solution 10 % (#A0676)

Sephadex ® G-50 (#650150)

Sodium azide (#71289)

Sodium Chloride 5 M (#182449)

Sodium hydroxide solution (#72068)
Sodiumdodecylsulfat SDS (#L6026)
R-Mercaptoethanol C2H60S (#A1108)

SSPE 20x (#182454)

Surfact-Amps 20 (#28320)

TEMED (#A1148)

Tetramethylammonium chloride solution (#T3411)
Tris ultrapure 99.9 % (#A1086)

Wash Buffer A (#900721)

Wash Buffer B (#900722)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
TekNova, Hollister, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Progen, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Lonza, Braine-I’Alleud, Belgien
Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Lonza, Braine-I’Alleud, Belgien
ThermoFisherScientific, Bonn, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Affymetrix, Santa Clara, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA
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5.14. Gerdte

Tabelle 18: Verwendete Gerite

Abzugshaube

Access Array Load + Prime + Harvest
Access Array Thermal Cycling
DNA-Gel Elektrophorese Kammer
FACS

FACS Cell Sorter

Fluidik Station

Fluorometer

Gel Dokumentationssystem
Heizblock

Heizblock

Hybridisierungsofen
Fluoreszenzmikroskop

Inkubator

Inkubator

Inkubator

Kapillar- Elektrophorese

Kihl Zentrifuge

Lichtmikroskop

Magnetische Rihrheizplatte
Magnetischer Partikel-Konzentrator
Magnetischer Partikel-Konzentrator
Microarray Scanner

Mikrowelle

Micropipettor

Micropipettor

Multimode Mikroplatten-Reader
Orbital Schiittler

pH-Elektrode

Pipettier-Hilfe

Power Supply

Power Supply

Protein-Gel Elektrophorese System
Pumpe

Real-time PCR

Schittler

Sequenzierer (NGS)

Sequenzierer (Sanger)
Sonifizierer

Spektrophotometer
Thermomixer

Thermozykler

Thermozykler

Thermozykler

Tischzentrifuge

Tube Rotator

UTTD Tube Drive Control
UV-Lampe

Hera, Safe, Heraeus

IFC Controller AX, Fluidigm

FC1 Cycler, Fluidigm

Roth

BD FACS Canto Il Flow Cytometer, BD Biosciences
BD FACSAira lll cell sorter, BD Biosciences
Affymetrix, GeneChip Fluidics Station 450/450DX
Qubit®, Invitrogen

Universal Hood Il Gel Doc, Biorad

Hypex™, ScieGene

Thermo Stat plus, Eppendorf

GeneChip Hybridization Oven 640, Affymetrix
Leica DMIRE2/EBQ100 Isolated

Hera Cell 150, Heraeus, Thermo Scientific

TH-15, Edmund Buhler

B15, Heraeus

2100 Bioanalyzer, Agilent

5415 R, Eppendorf

Wilovert®

MR 3001 K, Heidolph

DynaMag™-2, Invitrogen

96 Well Magnetic ring stand, Applied Biosystems
GeneChip Scanner 7G, Affymetrix

NN3256, Panasonic

Eppendorf Research

Gilson

Fluostar Omega, BMG Labtech

Unimax 1010, Heidolph

inolab, WTW, series

Accu-Jet®, Brand

E835, Consort

Power Pac 200, BIO-RAD

Mini-PROTEAN®Tetra System, BIO-RAD

N86 K.18 KNF Lab Laboport

Cobas 7480, Roche

KS-15, Edmund Bihler

GS Roche Junior, Roche

ABI Prism® 3130-Avant Genetic Analyzer, Applied Biosystems
Biorupter™ UCD-200, Diagenode

Nanodrop ND-1000, peQLab

Thermomixer comfort, Eppendorf

Gene Amp®PCR System 9700, Applied Biosystems
Mastercycler gradient, Eppendorf

Mastercycler personal, Eppendorf

sprout™, Biozym Scientific GmbH

L28, fix 10 U/min, Hartenstein

IKA® ULTRA TURRAX® Tube Drive Control

UVC 30, Thermo Scientific

30



Materialien

Vakuum-Zentrifuge

Vortexmischer

Vortexmischer

Waage

Wasserbad

Wasserbad

Western Blot Dokumentationssystem
Western Blot Semi Dry transfer System
Western Blot Wet transfer System
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

DNA 110, Savant

IKA MS 3

Vortex Genie 2, Scientific Industries

LC 1500, Labor Center

GFL®

Typ F 3 S, Haake

Fusion SL, Vilber Lourmat

TransBlot SD Semi Dry Transfer Cell, BioRad
PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web S, peQlLab
5415D, Eppendorf

Multifuge 1 S-R, Heraeus, Thermo Scientific
Funktion | line, Labofuge 400R, Heraeus

5.15. Verbrauchsmaterialien

Die Gewebekulturflaschen, well-Platten und serologischen Pipetten fir die Kultivierung von

Zellen wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland) und Sarstedt (Nimbrecht,

Deutschland) bezogen. Sterile Filterspitzen wurden von Nerbe Plus (Winsen, Deutschland)

erworben.

Tabelle 19: Verbrauchsmaterialien

0,2 ml 8-Strip PCR Tube, Individually attached domed Caps

(#11402-2908)

15 Well 1 mm

48.48 Access Array IFCs

5 ml PS Round Bottom Tube (#352052)

Biosphere Safe Seal Tube 1.5 ml (#72.706.200)
Biosphere Safe Seal Tube 2 ml (#72.695.200)
Blottingpapier Whatman 3 MM Chr (#GB3M)

Cell Stare Tube 15 ml, PP, conical Bottom (#188271)

Cryo 1 °C Freezing Container (#5100-0001)
Elektroporationskivetten, 2 mm (#71-2020)
GeneChip®Human Genome U133 Plus 2.0 Array (#900470)
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (#901182)

Kimtech (#05511)

LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white (#04729692001)
LightCycler 480 Sealing Foil (#04729757001)
Microseal 'B' Adhesive Seals (#MSB-1001)

MicroTube Tough-Spots (#K164.1)
Mini Protean® Short Plates (#1653308)

Mini Protean® Spacer Plates 1.0 mm (#1653311)
Multiplate 96-Well Unskirted PCR Plates (#MLP-9601)
Multiply-Pro 0.5 ml Biosphere (#72.735.100)

Parafilm "M" (#PF10)
Pasteurpipetten aus Glas (#PP0Q7)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Biorad, Hercules, USA

Fluidigm, Amsterdam, Niederlande
BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

ThermoScientific, Rockford, USA
PeQLab, Erlangen, Deutschland
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Kimerly-Clark, Reigate, UK

Roche, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Biorad, Hercules, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biorad, Hercules, USA

Biorad, Hercules, USA

Biorad, Hercules, USA

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
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PCR-GefédRe 8er-Streifen (#732-0545)
Petrischale GBO (#PP35)
Qubit Assay Tubes (#Q32856)

Reagenzrohrchen/2-Positionen Verschluss PS Runder Boden

(#120161)

Réhre 50 ml, PP (#62.559.001)
SchraubreaktionsgefaRe (#R150)
Schraubverschluss aus PP (#RS14)

Seal and Sample Aluminium Foil Lids (#538619)

Transfer-Membran, 0.45 um (#NC04)
Zahlkammer nach Neubauer (#2ZK03)
Zellschaber mit Drehkopf, 30 cm (#2S32)

VWR, Radnor, USA

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
Beckman Coulter, Brea, USA
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
Hartenstein, Wirzburg, Deutschland
Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

5.16. Software und Datenbanken
Tabelle 20: Software und Datenbanken

2100 Expert Version B.02.08.51648 (SR1)
ApE A plasmid editor
BD FACSDiva Software v6.1.3

Agilent
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
BD Bioscienses

Catalogue of somatic mutations in cancer http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic

(CcosmIC)

ChromaslLite Version 2.01
Chromosome Analysis Suite
ClustalX2

dbSNP

Expasy

Flowing software 2.0

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
Genotyping Console™ Software

GS Amplicon Variant Analyzer (AVA)
GS Run Processor

liftOver

LightCycler®480 GeneScanning 1.5.0
LightCycler®480 Software release 1.5.0
My Cancer Genome

NCBI Basic Local Alignment Search Tool
Blast

OligoAnalyzer 3.1

PolyPhen-2

PrimerQuest

PsiPred

Sciencegateway

SeattleSeq Annotation 137

STRING

UCSC Genome Browser

/
http://technelysium.com

http://www.affymetrix.com
http://www.clustal.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://expasy.org/
http://www.flowingsoftware.com/
http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
http://www.affymetrix.com

Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver
Roche, Mannheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
http://www.mycancergenome.org
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi

http://eu.idtdna.com
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://eu.idtdna.com

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw/
http://snp.gs.washington.edu/SeattleSeqAnnotation137/
http://string-db.org/

http://genome.ucsc.edu/
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6. Methoden

6.1. Zellkultur humaner Zelllinien

Alle MM-ZL wurden in RPMI-1640 Vollmedium gehalten, bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert und
aller drei bis vier Tage passagiert. Die INA-6 Kulturen erhielten zusatzlich 2 ng/ml
rekombinantes humanes Interleukin 6 (IL-6), und das Medium fiir die NCIH929 Kulturen
enthielt eine finale Konzentration von 0,05 mM 2-Mercapto-Ethanol. Die humanen
adharenten HEK293FT-Zellen wurden in DMEM Vollmedium bei 37 °C, 5 % CO; kultiviert und
aller drei Tage mit Trypsin ge-splittet.

Es wurde nach Erhalt der Zellen eine Zellbank bestehend aus master stock und working stock
aufgebaut, um den Zugriff auf friihe Passagen zu ermoglichen. Die Zellen wurden dazu in
Einfriermedium in Stickstofftanks gelagert und nach dem Auftauen zuerst in sterilem PBS
gewaschen und dann in Vollmedium kultiviert. Die Zellen wurden bis zu vier Monate in Kultur
gehalten und regelméaRig auf Kontamination mit Mykoplasmen mit dem PCR-basiertem

VenorGEM One-Step System Uberprift.

6.2. Microarrays

Es wurden Genexpressions (GE)- und copy number (CN)-Microarrays von den 12 MM-ZL
AMO1, U226, OPM2, JIN3, L363, MML1.S, KMS11, KMS12BM, RPMI18226, NCIH929, INA6 und
MOLP8 mit der Affymetrix Technologie angefertigt. Die benottigte DNA und RNA wurde mit
dem DNA/RNA Mini Kit aus Zellpellets nach Standardprotokoll gewonnen.

6.2.1. Erstellung und Auswertung von Genexpressionsdaten

Fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung wurden die RNA-Proben zuvor mit dem Agilent RNA 6000
Nano Kit auf dem Bioanalyzer auf ihren Grad der Degradation mittels RNA integrity number
(RIN) Gberpraft. Fur das Protokoll sollte der RIN-Wert zwischen 9 - 10 liegen. Dieser entspricht
einer vollstandig intakten RNA. AuRerdem liegt bei einer vollstandigen RNA das Verhaltnis
28S:18S rRNA bei 2:1. Die Reinheit und Konzentration der RNA wurde mit dem Nanodrop
bestimmt. Das Verhaltnis Azeo/Azs0 sollte zwischen 1,7 - 2,1 liegen und es wurden 100 ng an
RNA eingesetzt. Die GE-Daten der 12 MM-ZL wurden mit den GeneChip 3’ IVT Express Kit auf
den HG U133 Plus 2.0 GE-Microarrays von Affymetrix nach Standardprotokoll generiert. Die
IVT erfolgte bei 16 h.

Die cell intensity files der einzelnen Microarrays wurden mit der Affymetrix® Expression
Console™ Software durch MAS5.0 normalisiert, um einen Vergleich zwischen den Microarrays
zu ermoglichen. Verschiedene folgende Parameter dirfen nicht von der Norm abweichen und
sich zwischen den einzelnen Microarrays nicht stark unterscheiden. Der scale factor muss >15

sein und zwischen den Microarrays <3 differieren. Die internen Hybridisierungskontrollen
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AFFX-r2-Ec-bioB, -bioC, -bioD, die poly-A Kontrollen AFFX-r2-Bs-Dap, -Lys, -Phe, -Thr sowie
mehr als 30 % der Probesets sollten pasent sein. Die RNA-Degradationskontrolle GAPDH
(3°/5°) sollte ~1 und HSACO7 (3‘/5‘) <3 sein. Die Signale wurden in log2-Werte umgewandelt
und gegen das Referenzgenom hgl9 annotiert. Flr das zu untersuchende Gen wurden die
Probesets, unter der Beriicksichtigung der unterschiedlichen Spezifitat der Probesets gegen

das Gen, herausgefiltert (Tabelle 21).

Tabelle 21: Spezifitdt der Probesets des U133 Plus 2.0 Microarrays (modifiziert nach Affymetrix [86])

_at Erkennt ein Transkript in einem Gen

_a_at Erkennt verschiedene Transkripte eines Gens

_s_at Erkennt verschiedene Transkripte von verschiedenen Genen
_x_at Cross-Hybridisierung mit nicht-verwandten Sequenzen

Aus den Werten der Probesets eines Gens wurde je ZL der Mittelwert gebildet. Aus diesen
Mittelwerten aller ZL wurde der Median je Gen berechnet. Um eine starkere oder schwachere
Expression des Gens in einer ZL gegenliber den anderen ZL zu erkennen, wurde von dem

Median der Mittelwert fiir das Gen je ZL abgezogen.

6.2.2. Erstellung und Auswertung von copy number-Daten
Die CN- und loss of heterozygosity (LOH)-Daten wurden durch den cytogenetics copy number
assay mit SNP6.0 Micorarrays von Affymetrix nach Durchfiihrung der Standardprotokolle

erstellt.

Alle cell intensity files der 12 Microarrays wurden gemeinsam mit der Affymetrix® Genotyping
Console™ Software zunachst auf ihre Qualitat Gberprift. Der contrast QC (random)-Wert gibt
die Qualitat der Auflésung der single nucleotid polymorphism (SNP)-Signale an und damit, wie
gut das Datenset in den homozygoten oder heterozygoten Genotyp unterschieden werden
kann. Der Wert sollte nach den Richtwerten von Affymetrix >1,7 sein. Danach wurden die
Daten mit dem Referenzgenom hg19 annotiert sowie eine CN/LOH-Analyse durchgefihrt und
diese in CNCHP files konvertiert. Mit dem median of the absolute values of all pairwise
differences (MAPD)-Wert wurde angegeben, wie hoch das Rauschen in den SNP6.0
Microarrays ist. Der MAPD-Wert sollte nach den Richtwerten von Affymetrix zwischen
0,2 - 0,3 liegen. Unter Verwendung der Chromosome Analysis Suite (Chas) Software konnten
die CN- und LOH-Daten visuell dargestellt werden. Deletionen und Insertionen wurden ab 50
betroffenen Markern und ab einer GrofSe von 400 kbp identifiziert und in den betroffenen

Chromosomenabschnitten dargestellt.
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6.3. whole exome sequencing

6.3.1. Daten-Analyse und -Filterung

Nach dem single nucleotid variants (SNV)-calling wurden durch weitere Filterungsschritte die
tumorrelevanten SNVs aus dem Datenset mit Hilfe der in SeattleSeq Version 131 integrierten
Software Tools extrahiert. Daflir wurden aus dem Datenset zuerst SNVs entfernt, welche als
single nucleotid polymorphism (SNP) in der 1000 Genome Datenbank und/oder der dbSNP
Datenbank vorkamen. Es wurde fir die Filterung angenommen, dass SNPs moglicherweise
eine geringere Bedeutung fur die Tumorgenese haben. Im nachsten Filterungsschritt wurden
nur non-synonymous SNVs behalten, welche eine Veranderung der Aminosaure (AS)-Sequenz
in den jeweiligen Transkripten hervorrufen. Alle SNVs, welche nach PolyPhen 1 als gutartig
hinsichtlich der strukturellen Konsequenz galten, wurden danach entfernt. Flr die weitere
Filterung wurden nur die SNVs beachtet, welche, unter Bericksichtigung der
unterschiedlichen Transkripte, eine schadigende Wirkung auf die Proteinstruktur hatten. Die
detektierten SNVs der Normalprobe wurden dann von der zugehdrigen Tumorprobe
extrahiert, um tumorrelevante somatische SNVs zu identifizieren. Um primare tumorrelevante
SNVs aus den Daten der sechs MM-ZL zu erhalten, wurden die ZL-Daten mit den
Patientendaten abgeglichen. Dazu wurden die Patientendaten durch das Einbeziehen von
fertig gefilterten Mutationsdaten von 38 MM-Patienten, welche im Anhang von Chapman et
al. veroffentlicht wurden [37], erweitert. Flir weitere Analysen wurden in diesem
Forschungsansatz die Gene berlicksichtigt, welche durch eine SNV von mindestens einem der
finf MM-Patienten bzw. durch eine SNV von einer der sechs MM-ZL mit zusatzlich einer SNV
von mindestens einem der publizierten 38 MM-Patienten betroffen waren. AuBerdem wurde
der Fokus auf die Gene gelegt, welche durch SNVs betroffen sind, die zu funktionellen
Anderungen des Proteins filhren kénnten. Diese Vorhersage wurde mit der zusatzlichen
Anwendung von drei in SeattleSeq 131 implementierten bioinformatischen Pradiktoren
getroffen [87]. Fiir diese Pradiktoren, PhastCons (0 - 1), GERP (-11.6 - +5.82) und Polyphen 2
(gutartig, vermutlich schadlich, moéglicherweise schadlich), wurde angenommen, dass der
niedrigste score 0 % und der héchste score 100 % entspricht. Der Grenzwert wurde fir GERP
und PhastCons auf 65 % gesetzt und alle SNVs, die nach PolyPhen 2 nicht schadlich waren,
wurden aus den weiteren Analysen entfernt. Fiir weitere Interpretationen wurden die CN- und
GE-Daten fir die MM-ZL herangezogen. Informationen zu betroffenen Proteindomanen

wurden (iber die NCBI Nukleotid Datenbank bezogen.
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6.3.2. Validierung mit Sanger-Sequenzierung
Tabelle 22: PCR und Sanger-PCR

Komponente Volumen (ul) Konzentration T(°C) Zeit (min :s) Zyklen
DNA 100 - 300 ng/ul 1,0 Pra-Inkubation
forward Primer 10 uM 0,5 0,2 uM 94 03:00 1
reverse Primer 10 uM 0,5 0,2 uM Amplifizierung
& PCR Puffer 10X 10,0 1X 94 00:45
: MgCl225 mM 1,0-3,0 1,0-3,0 mM 55 - 60 00:30 40
dNTPs 2 mM 2,5 0,2 mM 72 01:00/1 kb
Taq DNA Polymerase 5 U/ul 0,2 0,04 U/ul Finale Elongation
H20 ad 25,0 72 10:00 1
Gesamtvolumen 25,0 Kihlung
4 oo 1
T(°C) Zeit (min :s) Zyklen
« Komponente Volumen (ul) Konzentration Pra-Inkubation
L PCR Product 50 ng/pl 1,0 96 01:00 1
5 Ready Reaction Mix 2,0 Kettenabbruch
g’ Primer 1 pM 1,6 0,16 uM 9% 00:15
“ H;0 5,4 50 00:10 30
o Gesamtvolumen 10,0 60 04:00
Kihlung
4 oo 1

Fir die technische Validierung der generierten Daten wurden zufdllig ausgewahlte SNVs mit
PCR und Sanger-Sequenzierung Uberprift (Tabelle 22). Die Primer wurden mit dem
OligoAnalyzer 3.1 fur Schmelztemperaturen von 60 °C mit einer Produktlange von 200 —
800 bp entworfen. Die Software ermdglichte eine Uberpriifung auf hairpins, self- und hetero-
dimers sowie durch die Implementierung von NCBI Blast eine Uberpriifung auf ihre Spezifitit.
5 ul der amplifizierten PCR-Produkte, versetzt mit 1 ul DNA Loading Dye 6X, wurden Uber
1,0 - 1,5 %-ige Agarosegele, versetzt mit GelRed, durch elektrophoretische Auftrennung bei
120 V fir 30 min durch einen DNA-GréRBenmarker auf ihre GroRe hin tberprift. Die Produkte
wurden aus dem PCR-Mix mit dem MinElute PCR Purification Kit oder bei dem Auftreten von
Sekundarprodukten direkt aus dem Gel mit dem MinElute Gel Extraction Kit von Qiagen nach
Standardprotokoll aufgereinigt. Mit dem aufgereingten PCR-Produkt und dem forward oder
reverse Primer wurde dann eine Sanger-PCR mit der Kettenabbruch-Methode durchgefiihrt.
Der Sanger-PCR-Mix wurde Uber Sephadex-Saulen aufgereingt, in 22 ul Hi-DiTM Formamide
aufgenommen und auf dem ABI Prism® 3130-Avant Genetic Analyzer sequenziert. Die

Auswertung der Sanger-Sequenzen erfolgt mit der ChromasLite Software Version 2.01.

6.3.3. Charakterisierung mit String und GSEA
Um neue tumorrelevante Signalwege im MM zu entdecken, wurde einerseits die Beziehung
zwischen den mutierten Proteinen untersucht und andererseits das Datenset auf eine

Anreicherung der mutierten Gene in bestimmten Signalwegen Gberprift. Dafiir wurden die
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Genlisten, welche durch den Filterungsansatz entstanden, und die mutierten Gene aus den
Daten von Chapman et al. [37] genutzt. Fir die Bestimmung, ob eine Akkumulation der Gene
in Signalwegen vorliegt, wurden die Genlisten in die Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
Software der Molecular Signature Database eingespeist und die Signalweg-Annotierung durch
eine Uberlappung mit der C2-Genset Sammlung und einem FDR g-Wert <0,05 berechnet [88].
Die C2-Sammlung setzte sich zusammen aus 3272 Gensets basierend auf verschiedenen
Datenbanken, wie Reactome, KEGG, BioCarta, Canonical Pathways sowie Expertenmeinungen
und PuBMed-Publikationen. Das Signalnetzwerk zwischen den mutierten Proteinen wurde
durch manuelle Literaturrecherche und mit der String 9.0 Datenbank im confidence und
evidence Modus mit einem mittleren (0,400) und niedrigen (0,150) confidence score
untersucht [89]. Die Liniendicke zwischen den Proteinen gibt die Starke der Verbindung
zwischen diesen an. Die Linienfarbe gibt die Art des Beweises, wie z.B. Datenbanken,

Experimente und Koexpression, fir die Verbindung zwischen den Proteinen an.

6.4. Amplikon-Sequenzierung von KRAS und DIS3

6.4.1. library-Praparation und Amplikon-Sequenzierung

Die DNA von den Tumorproben, den zugehorigen Normalproben und den ZL wurde mit dem
DNA/RNA Mini Kit von Qiagen gewonnen.

Die DNA-library-Praparation der gesamten coding sequence (CDS) von DIS3
(NM_001128226.2, NM_014953.4) und KRAS (NM_004985.4, NM_033360.3) wurde mit einer
4-Primer PCR mit getaggten exonspezifischen- und 454 Barcode-Primern generiert. Es wurden
Amplikons mit einer Linge <500 bp und einem GC-Gehalt <60 % generiert. Jeder MM-
Tumorprobe und MM-ZL wurde ein spezifischer 454-Barcode (MID) zugeordnet, um eine
Multiplex-Sequenzierung zu ermoglichen. Die probenspezifischen 454-Barcode getaggten
Amplikons wurden aus ~50 ng DNA der Probe mit dem FastStart High Fidelity PCR System auf
dem 48.48 Access Array™ IFC unter Verwendung des Fluidigm FC1 Cycler Systems nach
Bedienungsanleitung erstellt. Alle gepoolten Amplikons einer Probe wurden zweimal mit
Ampure XP Beads in einem Verhéltnis von 1:1,6 aufgereinigt. Die GroRe und Qualitat der
Amplikonpools wurde mit dem High Sensitivity DNA Kit auf dem Bioanalyzer kontrolliert. Die

Konzentration der Amplikonpools wurde mit dem Qubit dsDNA HS Kit in Duplikaten bestimmt.

Fir die Amplikon-Tiefen-Sequenzierung, in diesem Ansatz meist in einem 12-plex-Format,
wurden die Amplikonpools von 12 Proben equimolar gepoolt. Diese wurden mit einem Einsatz
von einem Molekil der DNA-library pro capture bead durch die emPCR mit dem GS Junior
Titanium emPCR Kit (Lib A) amplifiziert und auf dem Roche 454 GS Junior nach
Bedienungsanleitung sequenziert. Niedrig abgedeckte Bereiche wurden mit Sanger-

Sequenzierung resequenziert.
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6.4.2. Daten-Analyse und -Filterung

Die elektronische Bildverarbeitung, das base-calling und die Erstellung der Lesesequenzen
erfolgte mit den Standardparametern des offline GS Run Prozessors. Die Qualitdat der
einzelnen Sequenzier-Laufe wurde durch die Grenzwerte von verschiedenen Parametern
beurteilt. Ein hochqualitativer Lauf weist Parameter mit Raw Wells <250 000, Key Pass
Percentage >90 %, Library Pass Filter >30 %, Dot Filtration <5 % und Mixed Filtration <15 %
auf. Die geringste Anforderung ist Passed Filter Wells >50 000. Das Demultiplexen der Proben
und das Alignment der Lesesequenzen zu der Referenzsequenz hgl9 wurde mit der GS
Amplicon Variant Analysis (AVA) Software und dem University of California, Santa Cruz (UCSC)
Genome Browser [90] durchgefiihrt. Die Detektion, Identifizierung und Quantifizierung von
Punktmutationen, wie Substitutionen als auch Insertionen und Deletionen (InDels), erfolgte
auch mit der AVA Software. Die genutzten Standardeinstellungen in der AVA Software fiir das
variant-calling waren eine minimale Anzahl an Lesesequenzen von 2 und ein minimaler
Lesesequenz-Anteil von 0,25 % an mutierten Lesesequenzen. Diese variant allele frequency
(VAF) wurde von der AVA Software berechnet. Die Substitutionen wurden mit dem
Referenzgenome hgl19 mit der SeattleSeq Version 137 [91] abgeglichen, um non-synonymous
Mutationen in der CDS von DIS3 und KRAS zu identifizieren. Die Detektion von InDels war in
SeattleSeq 137 nicht implementiert. Daher wurde deren Lokalisation manuell kalkuliert. Die
non-synonymous Mutationen wurden mit 1000 Genomes und der dbSNP 137 Datenbank in
single nucleotide polymorphism (SNPs) und tumorrelevante single nucleotide variants (SNVs)
unterschieden [92, 93]. Fir die technische Validierung der SNVs mit dem sensitiven High
Resolution Melting (HRM)-Assay wurde der Grenzwert der VAF >5 % gesetzt, um subklonale

SNVs mit niedrigen VAFs detektieren zu kdnnen.

6.4.3. Mutationsvalidierung mit High Resolution Melting-Assay und Sanger-Sequenzierung

Fiir die technische Validierung der mit Amplikon-Sequenzierung generierten Daten wurden
zunachst die detektierten Varianten der MM-ZL AMO1, U266, JIN3, L363, MM1.S und OPM2
mit deren WES-Daten abgeglichen. Danach wurden die neu identifizierten SNVs und SNPs, die
in mehr als 5 % der Lesesequenzen und in den forward und reverse Lesesequenzen vorkamen,
Uberpruft. Alle DIS3-SNVs wurden mit der HRM und der Sanger-Sequenzierung (siehe
Abschnitt 6.2.2.), Uberpruft. Nur fir DIS3 Exon 19 konnte kein HRM Primerset entworfen
werden, wodurch SNVs in diesem Bereich ausschlieRlich mit Sanger-Sequenzierung Giberprift
werden konnten. Die Uberpriifung der KRAS-SNVs erfolgte fiir Mutationen mit VAF <20 % mit
dem sensitiven HRM-Assay und zusatzlich mittels Sanger Sequenzierung. KRAS-SNVs mit VAF
grofer als 20 % wurden nur mit der Sanger-Sequenzierung Uberpriift. Zusatzlich wurden drei
Varianten getestet, die nur in forward oder reverse Lesesequenzen vorkamen. Die Sensitivitat
der Sanger-Sequenzierung gegenliber der HRM wurde zuvor mit einem Assay fiir die Mutation

an Position Chr 13: 73355008 in DIS3 getestet und verglichen. Dazu wurden in
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unterschiedlichen Verhaltnissen DNA-Gemische aus den ZL AMO1 (DI/S3-Wildtyp (WT)) und
OPM2 (homozygote DIS3-SNV) hergestellt, um VAFs von 2,5 - 50 % zu imitieren.

Tabelle 23: HRM-Ansatz

DNA 1 ng/ul 5,0 0,25 ng/ul
Master Mix 2X 10,0 1x

Primer Mix 4 uM 1,0 0,2 uM
MgCl225 mM 0,8-2,8 1,0-3,5mM
H.0 ad 20,0

Gesamtvolumen 20,0

Fir die Uberpriifung einer identifizierten Mutation mit dem LightCycler® 480 HRM Master
wurden genspezifische Primer mit einer Schmelztemperatur von 60 °C fir eine Amplikonlange
von 100 — 300 bp entworfen. Diese umrahmten ausschlieflich die zu untersuchende Mutation.
Jeder HRM-Assay wurde auf die MgCl;-Konzentration eingestellt, welche keine Primerdimer
und Sekundarprodukte in der Schmelzkurve sowie fiir die Amplifikationskurve ein Plateau von
FU >30 und ¢, <30 aufwies (Tabelle 23). Als Kontrollgruppe fiir den Assay wurden drei MM-ZL
verwendet, welche in dem amplifizierten Bereich des Assays keine genetischen
Veranderungen aufzeigten und deren Amplifikationskurven eine gleiche Plateauh6he sowie
einen gleichen cp-Wert hatten. Der spezifische HRM-Assay wurde in einer 96-well-Platte mit
der Tumorprobe, der zugehdrigen Normalprobe sowie der Kontrollgruppe in Triplikaten
aufgetragen. Die Amplifikation, HRM und Detektion des SYBR Green | Signales erfolgte auf
dem Cobas 7480 (Roche, Mannheim) (Tabelle 24). Im Falle einer homozygoten Mutation
wurde die Tumorprobe mit WT-DNA im Verhaltnis 1:1 gemischt. Der cp-Wert und die
Plateauhohe der Amplifikationskurven sowie die Schmelzkurven wurden mit der LightCycler®
480 Software 1.5.0 ermittelt. Fiir eine zuverldssige Auswertung sollten die c,-Werte zwischen
den zu vergleichenden Gruppen eine Differenz <5 aufweisen. Die hoch aufgel6sten
Schmelzkurven wurden mit der LightCycler® 480 Gene Scanning Software Version 1.5.0 im
Analysemodus Comn/Vars unter Verwendung der Standardeinstellungen fur die
Normalisierung und einer Sensitivitdt von 0,6 ausgewertet. Die Patientenproben wurden

durch den Vergleich mit der Kontrollgruppe dem WT- oder Mutationsstatus zugeordnet.
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Tabelle 24: HRM Programm

Pra-Inkubation

95 10:00 1 Aus

Amplifikation Touch Down

95 00:10 Aus 4,4 0 0 0
65 00:15 45 Aus 2,2 53 0,5 1
72 00:10 Einfach 4,4 0 0 0
High Resolution Melting

95 01:00 Aus 4,4

40 01:00 1 Aus 2,2

65 00:01 Aus 1

95 Kontinuierlich 0,02 25

Kihlung

40 00:10 1 Aus 2,2

6.4.4. Mutationscharakterisierung

Die detektierten SNVs wurden durch die Anwendung der bioinformatischen Pradiktoren GERP
(score: -12,3 - 6,17), PhastCons (score: 0 - 1) und PolyPhen (score: 0 - 1) auf ihre funktionelle
Bedeutung untersucht [87]. Die Berechnung dieser Pradiktoren ist in SeattleSeq Version 137
implementiert. Der score fir den Grad der funktionellen Schadigung wurde durch die Héhe
der Konservierung (GERP, PhastCons) des mutierten Sequenzabschnittes und dem Einfluss der
SNVs auf die Proteinstruktur (PolyPhen) ermittelt. Alle Mutationen mit einem score von

je >80 % wurden in diesem Ansatz als funktionell bedeutend eingestuft.

Weiterhin wurde die funktionelle Relevanz der SNVs charakterisiert, indem die SNVs der
betroffenen Proteindomane zugeordnet wurden. Die Proteindomanen-Information wurde fiir
DIS3 aus Tomecki et al. [16] und flir KRAS aus der NCBI Nukleotide Datenbank (NCBI Referenz
Sequenz: NM_004985.3) entnommen. Der Grad der Konservierung der Proteindomanen
wurde durch den Abgleich mit anderen Entitdaten durch ClustalX2.1 [94] bestimmt. Die SNV

initiierten Strukturverdnderungen wurden mit PsiPred Version 3.3 [95, 96] ermittelt.

Fiir die Detektion neuer SNVs oder hot spot-Mutationen im MM wurden die Daten mit der
Datenbank Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) sowie My Cancer Genomics
und bereits veroffentlichten Sequenzierstudien im MM [37-39, 42, 97] abgeglichen. Fir den
Abgleich wurden die Sequenzier-Daten, beruhend auf unterschiedlichen humanen Genom-

Versionen (hg18/19), mit liftOver [98] und SeattleSeq137 re-analysiert.

Die Zuordnung der SNVs zu Haupt- und Nebenklon des Tumors erfolgte durch die Tumor-
Populationsrate (TPR), welche aus der berechneten VAF, der CN und der Tumorzellreinheit

(TCP) wie folgt ermittelt wurde:
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Wenn:
CN=1 CN=2und CN=2und
VAF ~50 % (heterozygote SNV) VAF ~100 % (homozygote SNV)
TPR = VAF -1 TPR = VAF -2 TPR = VAF
~ TCP ~ TCP ~ TCP

Formel 1: Berechnung der TPR

6.4.5. Statistische Daten-Auswertung

Die statistische Auswertung der Sequenzierstudie mit den klinischen und zytogenetischen
Daten erfolgte mit der SPSS Software. Die Korrelation zwischen den nominalen Variablen DIS3,
KRAS mit anderen zytogenetischen Aberrationen und der Therapieantwort, wurde durch
Kreuztabellen mit dem Pearson Chi-Square Test und dem Fisher’s-Exakt-Test durchgefiihrt.
Fiir die monovariate Uberlebensstatistik wurden der Kaplan-Meier und der Log-Rank-Test
verwendet, um signifikante Unterschiede im Uberleben festzustellen. Die multivariate
Uberlebensstatistik wurde mit der vorwérts und riickwérts bedingten Cox Regression mit dem

Wald-Test durchgefiihrt. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

6.5. Lentivirale Expression von KRAS-Mutationen in Multiplen Myelom-Zelllinien
Die Erzeugung stabiler ZL zur Uberexpression von mutiertem EmGFP- bzw. V5-getaggten KRAS

erfolgte mit dem ViraPower™ Lentiviral Expression System von Life Technologies.

6.5.1. Gateway-Klonierung

Die Generierung des modifizierten Expressionsvektors fiir das lentivirale System erfolgte mit
der Gateway-Klonierung. Die zu inserierende Sequenz wurde mit attB-Rekombinationsstellen
flankiert und (ber BP-Rekombination in den Spender-Vektor pDONR221 kloniert.
AnschlieBend wurde Uber die LR-Rekombination die gewiinschte Sequenz in den

Expressionsvektor pLenti6.3/V5-Dest eingebracht.
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6.5.1.1. Primer Design fUr attB-PCR-Produkte

V5-KRAS Fusion PCR Legende
¢ C—mrEp << d O attBl
N s m— 4<—m O attB2
O Shine-Dalgarno Sequenz
| CDS KRAS NM_004985.3 I B Kozak Sequenz
I 612 bp 1 O Start-Codon
685 bp B Stopp-Codon
O emgfp spezifische Sequenz
. | ifi
EmGFP-KRAS Fusion PCR KRAS speifische Sequenz
O VS Epitop
[ — [ - — 4—d
e DmERET P 4—1n 4—_—m
\ CDS emafp | CDS KRAS NM_004985.3 |
o 747 bp b 588 bp t
' 1357 bp '

Abbildung 4: Primer fiir die Generierung von V5-KRAS- und EmGFP-KRAS-Fusionsproteinen.
Schematisch vereinfachte Darstellung der modifizierten Primer fiir die Amplifizierung der attB-KRAS-PCR-

Produkte durch eine 4-Primer-PCR. Die Primer-Sequenzen sind in Tabelle 5 unter 5.4.1 zu finden.

Es wurden KRAS- (NM_004985.3) und emgfp-spezifische PCR-Primer fiir die Konstruktion der
Fusionsproteine V5-KRAS und EmGFP-KRAS entworfen (Abbildung 4). Die designten Primer
hangen die fir die BP-Rekombination notwendigen attB-Rekombinationsstellen an. Auf Grund
der hohen bp-Lange der Anhange wurden je zwei forward (a + ¢, e + f) und reverse (b + d)
Primer designt, welche durch Uberlappungen miteinander verbunden werden konnten. Die
Shine-Dalgarno Sequenz, die Kozak Sequenz und ein Start-Codon, welche fir die spatere
Expression des Proteins von Bedeutung sind, wurden hinzugefiigt (a + ¢ + e + f). Das V5-Epitop,
fir das V5-KRAS-Konstrukt, wurde in frame zwischen Start-Codon und Beginn der CDS von
KRAS eingebracht (a + c). Fir das EmGFP-KRAS-Konstrukt wurde die codierende Sequenz von
emgfp und KRAS im gleichen Leseraster durch Uberlappungssequenzen zusammengefiigt (g +
h).

6.5.1.2. Generierung der attB-PCR-Produkte

Als template fur das emgfp-Produkt wurde der Vivid Colors plLenti6.2-GW/EmGFP-Vektor
verwendet, welcher die kodierende Sequenz von emgfp enthélt. Aus dem Patientenmaterial
P30 (p.A146V), P79 (p.Y64D) und den MM-ZL AMO1 (p.A146T) und MM1.S (p.G12A), welche
die zu untersuchende KRAS-Mutation enthielten, wurde mit dem Qiagen All Prep Kit RNA
isoliert. Die RNA wurde mit Oligo (dT)is Primern des First Strand cDNA Synthesis Kit von
Thermo Scientific nach Handbuch in cDNA umgeschrieben und als template fir die kodierende
Sequenz von KRAS verwendet. In einer 1. PCR wurden die CDS-Fragmente von KRAS fiir das
V5-KRAS-Konstrukt mit den Primern a + b, fir das EmGFP-KRAS-Konstrukt mit den Primern g
+ b und die CDS von emgfp mit den Primern e + h mit dem FastStart High Fidelity PCR System
von Roche amplifiziert (Tabelle 25). Uber eine 2. PCR wurden die restlichen Anhinge fiir das
V5-KRAS-Konstrukt tber die Primer ¢ + d sowie fiir das EmGFP-KRAS-Konstrukt mit den
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Primern f + d angebracht und die Fragmente von emgfp und KRAS fiir das EmGFP-KRAS-

Konstrukt miteinander verknipft (Tabelle 25).

Tabelle 25: Fusion-PCR

Zeit
Komponente Volumen (pl) Konzentration T (°C) (min : s) Zyklen
cDNA 2,0 Pra-Inkubation
forward Primer 1,0 0,2 uM 95 02:00 1
o reverse Primer 1,0 0,2 uM Amplifizierung
& Fast Start HF Buffer,+MgCl> 10X 5,0 1,8 mM MgCl. 95 00:30
~ DMSO 2,5 5% 50 00:30 10
dNTPs 1,0 200 mM 72 00:40
Fast Start HF Enzyme Blend 5 U/ul 0,5 0,05 u/ul Finale Elongation
H-.0 37,0 72 04:00 1
Gesamtvolumen 50,0 Kihlung
4 oo 1
Zeit
Komponente Volumen (pl) Konzentration T (°C) (min : s) Zyklen
1. PCR 10,0 Pra-Inkubation
forward Primer 4,0 0,8 uM 95 01:00 1
reverse Primer 4,0 0,8 uM Amplifizierung
Fast Start HF Buffer,+MgCl, 10X 4,0 1,8 mM MgCl, 95 00:30
DMSO 2,0 5% 45 00:30 5
§ dNTPs 0,8 200 mM 72 00:45
« Fast Start HF Enzyme Blend 5 u/ul 0,4 0,05 U/ul Amplifizierung
H-.0 24,8 95 00:30
Gesamtvolumen 50,0 55 00:30 20
72 00:45
Finale Elongation
72 04:00 1
Kihlung
4 oo 1

Die amplifizierten attB-PCR-Produkte wurden tber 1,0 %-ige Agarosegele auf ihre Grof3e hin
uberprift und mit einer 30 %-igen PEG 8000/MgCl, 30 mM-Lésung nach dem PEG-
Aufreinigungsprotokoll von Life Technologies aufgereinigt. Die Konzentration der attB-PCR-
Produkte wurde mit dem Nanodrop bestimmt. Die attB-PCR-Produkte wurden liber Sanger-

Sequenzierung auf die zu untersuchenden Mutationen hin Gberprift.

6.5.1.3. BP-Rekombination in Spender-Vektor
Um eine optimale Effizienz der BP-Reaktion zu erzielen, wurde die gleiche molare Menge von
50 fmol an attB-PCR-Produkt sowie pDONR221 eingesetzt. Unter Verwendung folgender
Formel wurde, unter Berlicksichtigung der unterschiedlichen bp-Langen der V5-KRAS- und
EmGFP-KRAS-Konstrukte und der zuvor bestimmten Konzentration, das einzusetzende
Volumen des attB-PCR-Produktes ermittelt.
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50fmol - bp — Lange - 660]#?01 . 1(1)2?g

. n
Konzentration u—‘?

x ul

Formel 2: Berechnung des Mengen-Einsatzes an attB-PCR-Produkt fiir die BP-Rekombination

Tabelle 26: BP-Rekombination von pDONR221 und attB-PCR-Produkt

Komponente Volumen (ul) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
# PDONR221 150 ng/ul 1,0 5 fmol/ul Inkubation
E attB-PCR-Produkt X 5 fmol/ul 25 01:00 1
@ BP Clonasell Enzyme Mix 1,0 1X
= TE Puffer ad 10,0
Gesamtvolumen 10,0
s Komponente Volumen (ul) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
£ 1. Schritt 10,0 Inkubation
& Proteinase K 2 pg/pl 1,0 ~182 ng/ul 37 00:10 1
N
Gesamtvolumen 11,0

Nach Durchfiihrung der BP-Rekombination (Tabelle 26) wurde je 1 pl des BP-Ansatzes in 50 pl
TOPO10 E. coli transformiert, indem die Reaktion fiir 30 min auf Eis und anschlieBend fiir 30 s
bei 42 °C inkubiert wurde. 250 pl SOC-Medium wurde auf die Zellen gegeben und diese fiir 1
h bei 37 °C geschuttelt. Je 10 pl bzw. 100 pl der transformierten Bakterien wurden auf LB-Kan-
Platten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C kultiviert. Es wurde immer eine zusatzliche
Negativkontrolle mitgefiihrt, in welche kein BP Clonase Il Enzyme Mix zugegeben wurde. Es
entstanden die Entry-Vektoren pDONR221-V5-KRAS und pDONR221-EmGFP-KRAS. Je
Konstrukt wurde von filinf Einzelzellkolonien eine Flissigkultur mit 5 ml LB-Kan-Medium Uber
Nacht bei 37 °C im Schittelinkubator angesetzt. Unter Verwendung des Qia Spin Miniprep Kit
von Qiagen wurde aus der Flissigkultur das eingebrachte Plasmid nach Handbuch isoliert, in
EB-Puffer eluiert und die Konzentration mit dem Nanodrop bestimmt. Daraufhin wurde mit
einem Restriktionsverdau (Tabelle 27) und einer Sanger-Sequenzierung liberprift ob die attB-
PCR-Produkte erfolgreich und in richtiger Leserichtung in den Spender-Vektor pDONR221

kloniert wurden.

Tabelle 27: Uberpriifung der pDONR221-KRAS-Konstrukte durch Restriktionsverdau

Komponente Volumen (pl) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
pDONR221-KRAS 300 ng X 30 ng/ul Inkubation

Cutsmart Puffer 10X 1,0 1X 37 01:00 1
EcoRI-HF 0,2 0,4 U/ul

Pvul-HF 0,2 0,4 U/ul

H.0 ad 10,0

Gesamtvolumen 10,0
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Fir den Restriktionsverdau wurden zwei Enzyme gewahlt, von welchen das Enzym Pvul-HF in
dem pDONR221-Bereich und das Enzym EcoRI-HF in dem KRAS-Bereich schneidet und somit
je Konstrukt bei erfolgreicher Klonierung zwei unterschiedliche Produkte erzeugt wurden. Der
Restriktionsverdau wurde mit elektrophoretischer Auftrennung auf einem 1,0 %-igen
Agarosegel Uberprift. Die positiven Klone wurden mit dem M13 forward Primer, welcher in
dem pDONR221 bindet, und dem reverse Primer b auf die einzubringenden Mutationen und

das Leseraster hin Uberpriift.

6.5.1.4. LR-Rekombination in Expressionsvektor

Nach erfolgreicher BP-Rekombination enthielt der pDONR221-Vektor das KRAS-Konstrukt
flankiert mit attL-Rekombinationsstellen, welche fiir die LR-Rekombination notwendig sind.
Fiir die LR-Rekombination wurden die pDONR221-KRAS-Konstrukte verwendet, welche die zu
untersuchenden Mutationen enthielten. Zusatzlich wurde ein Konstrukt ohne Mutation als
KRAS-WT genutzt.

Tabelle 28: LR-Rekombination von pLenti 6.3 und pDONR221-KRAS-Konstrukt

Komponente Volumen (ul) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
£ plenti6.3 150 ng/ul 1,0 15 ng/ul Inkubation
'_E pDONR221-KRAS X 15 ng/ul 25 01:00 1
@ LR Clonasell Enzyme Mix 1,0 1X
' TE Puffer ad 10,0
Gesamtvolumen 10,0
s Komponente Volumen (ul) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
£ 1. Schritt 10,0 Inkubation
& Proteinase K 2 pg/pl 1,0 ~182 ng/ul 37 00:10 1
N
Gesamtvolumen 11,0

Je 2 pl der LR-Reaktion (Tabelle 28) wurde in 50 ul der OneShotStbl3 E. coli transformiert,
indem das Zell-LR Reaktionsgemisch fir 30 min auf Eis und anschlieRend 30 s bei 42 °C
inkubiert wurde. Nach Zugabe von 250 pl SOC-Medium wurden die Bakterien fiir 1 h bei 37 °C,
200 rpm geschiittelt. Je 10 pl bzw. 100 ul des Transformationsansatzes wurden auf LB-Amp-
Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Es entstanden die
Expressionsvektoren plenti6.3-V5-KRAS und plenti6.3-EmGFP-KRAS. Von je finf
Einzelzellkolonien pro Konstrukt wurden Flissigkulturen mit 5 ml LB-Amp-Medium angesetzt
und dann Gber Nacht bei 37 °C, 200 rpm inkubiert. Die Plasmide wurden mit dem Qia Spin
Miniprep Kit von Qiagen isoliert, in EB-Puffer geldst und die Konzentration mit dem Nanodrop

bestimmt.
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Tabelle 29: Uberpriifung der pLenti6.3-KRAS-Konstrukte durch Restriktionsverdau

Komponente Volumen (pl) Konzentration T(°C) Zeit (h : min) Zyklen
pLenti6.3-KRAS 300 ng X 30 ng/ul Inkubation

Cutsmart Puffer 10X 1,0 1X 37 01:00 1
EcoRI-HF 0,2 0,4 U/ul

Mfel-HF 0,2 0,4 U/ul

H.0 ad 10,0

Gesamtvolumen 10,0

Die Uberpriifung tiber den Restriktionsverdau (Tabelle 29) mit dem Enzym EcoRI-HF, welches
in dem KRAS-Bereich und dem pLenti6.3-Bereich schneidet, und dem Enzym Mfel-HF, welches
nur in dem plenti6.3-Bereich schneidet, ergab je Konstrukt drei verschiedene
Restriktionsprodukte. Der Restriktionsverdau wurde auf einem 1 %-igen Agarosegel
Uberprift. Die positiven Klone wurden Uber Sanger-Sequenzierung mit dem CMV forward
Primer, welcher an den plLenti6.3-Vektor bindet, und dem reverse Primer b auf Sequenz,
Leserichtung und Orientierung Giberpriift. Aus den positiven Einzelzellkolonien wurde 150 ml
LB-Amp-Medium mit 500 ul der Flissigkultur infiziert und tGber Nacht bei 37 °C, 200 rpm
geschittelt. Das Plasmid wurde mit dem Nucleo Bond Xtra Midi Kit von Macherey-Nagel nach

Handbuch aufgereinigt, in H20 eluiert und die Konzentration mit dem Nanodrop bestimmt.

6.5.1.5. Validierung der Vektoren

Um die Funktionalitat der produzierten plLenti6.3-KRAS-Konstrukte zu lberprifen, wurden
diese mittels Lipofectamin2000 in HEK293FT-Zellen eingebracht. Dazu wurden die Zellen
einen Tag zuvor zu je 6x10° Zellen/well in 6-well-Platten ausgesat. Bei einer Konfluenz von
90 % wurde das Medium durch 500 pl Opti-MEM | ersetzt. 12 pl Lipofectamin2000 wurden
mit 150 pl Opti-MEM | gut durchmischt, fiir 5 min bei RT inkubiert und danach mit einem Mix
aus 2,5 pg des pLenti6.3-KRAS-Konstruktes und 150 pl Opti-MEM | vermischt und fiir 20 min
bei RT inkubiert. Das Gemisch wurde auf die HEK293FT-Zellen getropft und diese liber Nacht
kultiviert. Am nachsten Tag wurde das Transfektionsgemisch abgesaugt und durch DMEM
Vollmedium ersetzt. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die HEK293FT-Zellen mit Trypsin
von den Platten gel6st, in PBS gewaschen und mit FACS- und Western Blot-Analysen auf die
Expression der Konstrukte und ihren Effekt auf den nachgeschalteten Signalweg untersucht.
Es wurden eine Negativkontrolle sowie ein leerer plenti6.3-Vektor als Mock-Kontrolle
mitgefiihrt. Die AS-Sequenz und die daraus zu ermittelnde atomare Masse der generierten

Fusionsproteine wurden zuvor mit Expasy und Sciencegateway ermittelt.

6.5.2. Ermittlung geeigneter Zelllinien des Multiplen Myeloms
Die Untersuchung der funktionellen Bedeutung verschiedener ausgewdhlter KRAS-

Mutationen im MM erforderte ein Testsystem, welches weder Mutationen in KRAS noch

46



Methoden

Mutationen upstream und downstream vom KRAS betroffenen RTK-Signalweges aufweist.
Dazu wurden Mutationsprofile fiir den RTK-Signalweg von sechs MM-ZL mit Hilfe der WES-

Daten erstellt und kaum betroffene ZL fiir die funktionellen Untersuchungen ausgewahlt.

6.5.3. Ermittlung geeigneter Polybrene®-Konzentration

Polybrene® wird zur Steigerung der Transduktionseffizienz eingesetzt und sollte vorher auf
seine Toxizitat fur die zu transduzierenden Zellen getestet werden. Polybrene® wurde auf 6
mg/ml verdiinnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die ZL wurden mit einem Gesamtvolumen
von 3 ml und einer Zelldichte von je 0,5x10%/ml in 6-well-Platten ausgesit. Jede ZL wurde mit
einer Polybrene®-Konzentrationsreihe von 0; 2; 4; 6; 8; 10 pug/ml versetzt und tber Nacht
kultiviert. Am nachsten Tag wurden die auf unterschiedliche Polybrene®-Konzentrationen
exponierten Zellen mit Propidiumiodid (Pl) und Annexin V APC durch FACS-Analysen auf

Nekrose und Apoptose untersucht.

6.5.4. Ermittlung geeigneter Blasticidin-Konzentration

Die mit plenti6.3-V5-KRAS induzierten ZL wurden nach der Transduktion mit dem
Antibiotikum Blasticidin selektiert. Daflr ist die Bestimmung der niedrigsten Blasticidin-
Konzentration notwendig, welche nach eine Kultivierdauer von 14 Tagen bei allen nicht
transduzierten Zellen den Zelltod auslost. Blasticidin wurde mit einer Konzentration von
10 mg/ml bei -20 °C gelagert. Die ZL wurden mit einem Gesamtvolumen von 3 ml und einer
Zelldichte von je 0,3x10%/ml in 6-well-Platten ausgesat. Jede ZL wurde mit einer Blasticidin-
Konzentrationsreihe von 0; 2; 4; 6; 8; 10 ug/ml versetzt und es wurde je ZL eine Todkontrolle
mit H,0; (Verdiinnung 1:1000) angesetzt. Das mit Blasticidin versetzte Medium wurde fiir 14
Tage alle drei Tage erneuert. AnschlieBend wurden von den verschiedenen
Konzentrationsgruppen die Zellen mit Trypanblau ausgezahlt und gleichzeitig ein MTT-Test

nach Handbuch durchgefiihrt.

6.5.5. Lentivirus-Produktion durch Transfektion in HEK293FT

Einen Tag vor der Transfektion wurden die HEK293FT mit Trypsin von den Zellkulturflaschen
gelost und fiir 4 min, 800 rpm abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen in antibiotikafreiem
DMEM Vollmedium resuspendiert, mit einer Neubauer Zahlkammer gezdhlt und zu je
6x10° Zellen/well in 6-well-Platten ausgesat. Am Tag der Transfektion, bei einer Konfluenz von
70 - 90 %, wurde das Medium durch je 500 pl Opti-MEM | mit 10 % FCS ausgewechselt. 3,6 pl
Lipofectamin2000 wurden in 150 pl Opti-MEM | gut gevortext und fiir 5 min bei RT inkubiert.
Ein Mix aus 0,3 pg Expressionsvektor, 0,9 ug des Lentivirus packaging mixes und 150 ul Opti-
MEM | wurde zugegeben und fiir weitere 20 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde der
Transfektionsmix auf die HEK293FT-Zellen getropft und diese tber Nacht kultiviert. Jedes
Expressionskonstrukt wurde in Triplikaten angesetzt. Fiir jedes Experiment wurde der

Positivkontrollvektor pLenti6.2 mitgefihrt. Nach 24 h wurde das Medium durch 1 ml DMEM
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Vollmedium ersetzt und die mit EmGFP transfizierten HEK293FT-Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop auf gleichmaRige EmGFP-Expression untersucht. Am Tag darauf wurde
der Uberstand abgenommen, gepoolt und bei 1500 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die Titerbestimmung und zur Transduktion verwendet. Fiir eine Doppel-
Transduktion wurde auf die HEK293FT-Zellen nochmals 1 ml DMEM Vollmedium gegeben,

diese Uiber Nacht kultiviert und der Uberstand erneut zur Transduktion verwendet.

6.5.6. Titerbestimmung

Fur die Bestimmung des Virustiters der Transfektion wurden zuvor 2x10% HEK293-
Zellen/100 pl in 96-well-Platten ausgesat. Je Konstrukt wurden in Triplikaten 10 pl des
Uberstandes in ein well gegeben. Danach wurden vier Verdiinnungen einer 10er
Verdiinnungsreihe (10% 107%, 102, 103) pipettiert und die HEK293-Zellen fiir zwei Tage
inkubiert. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes wurden die EmGFP-positiven Zellen in der

Verdinnung ausgezahlt, in welcher sie zahlbar waren (<50 positive Zellen).

Virus

= Titer
ml

positive Zellen - 100 - Verdiinnung =

Formel 3: Die Titerbestimmung

6.5.7. Transduktion und Selektion der Zelllinien

Die zu transduzierenden ZL wurden mit 1x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 3 ml pro
well in 6-well-Platten ausgesat und in Duplikaten mit je 1 ml des Virusiberstandes versetzt,
um einen multiplicity of infection (MOI) <1 zu erhalten. Am nachsten Tag erfolgte eine erneute
Transduktion mit dem Lentivirus-Uberstand. Zwei Tage nach der 1. Transduktion wurden die
mit EmGFP transduzierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf EmGFP-Expression
untersucht. Aus den mit EmGFP-Konstrukten transduzierten Zellen wurden durch FACS
Sortierung Zellen mit niedriger EmGFP-Expression selektiert und die Duplikate gepoolt. Die
Duplikate der mit V5-Konstrukten transduzierten Zellen wurden gepoolt und fir 14 Tage mit
der jeweiligen Blasticidin-Konzentration behandelt. Die Zellen wurden alle drei Tage bei
800 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und in neuem Medium mit Antibiotika resuspendiert. Die
jeweiligen Zellpoole wurden weiter kultiviert, in master- und working stock gesichert und auf

Mykoplasmenkontamination tiberprift.

6.5.8. Validierung der Zelllinien
Mit dem Aufbau der Zellbank wurden die modifizierten ZL gleichzeitig validiert, indem die
Expression von den EmGFP- und V5-getaggten Konstrukten durch Western Blot-Analysen mit
KRAS-AK und V5-AK sowie mit FACS-Analysen auf GrofRe und Spezifitdat untersucht wurden.
Von den modifizierten ZL wurde DNA mit dem Qiagen All Prep Kit isoliert und diese mit PCR
und Sanger-Sequenzierung auf die eingebrachten Mutationen mit den attB-Primern und
bereits tragende Mutationen mit den folgenden Primern untersucht (Tabelle 30).
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Tabelle 30: Primer fiir "Fingerabdruck" von ZL

OPM2 DIS3 A>C chr13: 73355008 TCACAGGAACCCTCTCCCGAATTT TGATGTTCTTGAGGACCCTGCCAT 226
JIN3  ITGA6  C>T chr2: 173355989 TGAATCTGGCACTGTTTGGGAGGA GGCAGCAGCAGTCACATCAATGAA 701

6.6. siRNA vermittelter knockdown von KRAS in der Zelllinie AMO1

Mittels Elektroporation wurde eine KRAS-spezifische siRNA in die KRAS-mutierte MM-ZL
AMO1 (p.A146T) eingebracht und dadurch ein zeitlich begrenzter knockdown von KRAS in
dieser ZL hervorgerufen. Es wurde immer eine scrambled siRNA als Mock-Kontrolle
mitgefihrt. Die ZL wurde einen Tag zuvor mit frischem RPMI-1640 Vollmedium versehen und
am Tag der Elektroporation bei 800 rpm fir 4 min abzentrifugiert, in Vollmedium
aufgenommen und gezihlt. Je Elektroporation wurden 6x10° Zellen abzentrifugiert, in PBS
gewaschen und erneut abzentrifugiert. Mit abgeschnittenen Spitzen wurden die Zellpellets in
200 pl frisch geoffneten RPMI-1640 Medium, versetzt mit 1,5 - 4,5 uM siRNA, resuspendiert
und in 2 mm Kivetten pipettiert. Die Kiivette wurde in die Elektroporationskammer des Gene
Pulser Il (Biorad) geklemmt und bei einer Kapazitdat von 960 uUF eine ZL-abhangige Spannung
(AMO1: 180 V) angelegt. Unmittelbar danach wurden die Zellen in je 500 pl reines RPMI-1640
Medium gegeben und flir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in eine 6-
well-Platte mit 7 ml RPMI-1640 Vollmedium umgesetzt und tber Nacht kultiviert. Die Zellen
wurden dann bei 1200 rpm fir 5 min abzentrifugiert und in einem Mix bestehend aus 2,5 ml
RPMI-1640 Vollmedium und 0,75 ml OptiPrep aufgenommen, resuspendiert und in ein FACS
Falkon pipettiert. Das Zellgemisch wurde mit 200 ul PBS Uberschichtet und fiir 7 min bei
3500 rpm abzentrifugiert, um die toten von den lebenden Zellen lber das OptiPrep
Gradientensystem zu trennen. Der lebenden Zellen wurden abpipettiert und in 10 ml RPMI-
1640 Vollmedium resuspendiert. Dieser wurde bei 1200 rpm fiir 4 min abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellen wurden erneut in Vollmedium aufgenommen, gezihlt und

fiir FACS- und Western Blot-Analysen verwendet.

6.7. Western Blot

6.7.1. Herstellung von Gesamtzelllysaten

Fir die Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Zellen bei 1200 rpm fiir 5 min
abzentrifugiert und das tGberschissige Medium verworfen. Anschliefend wurden die Zellen in
eiskaltem PBS gewaschen, gezahlt und erneut abzentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde 250 pl 1x Lysispuffer auf 1x107 Zellen gegeben, gevortext und diese fiir
20 min auf Eis gelagert. Danach wurden die Proben fir 15 min bei 13200 rpm, 4 °C

abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Réhrchen Gberfiihrt und bei -80 °C gelagert.
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6.7.2. Proteinmengenbestimmung und Proteinvorbereitung

Die Bestimmung der Proteinmenge in den gewonnenen Zelllysaten erfolgte mit Hilfe des
Bradford-Assays. Hierflir wurde eine Standardreihe mit sechs Konzentrationen (0,1; 0,25;
0,35; 0,5;0,7; 1,0 mg/ml) aus in H20 verdiinntem BSA angesetzt. Die zu bestimmenden Lysate
wurden 1:10in H20 vorverdinnt. Fur die Standards, den Blank sowie die vorverdiinnten Lysate
wurden in Tripletts 290 ul Bradford-Reagenz in einer 96-well-Platte vorgeleg