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1. EINLEITUNG

1.1 Monoklonale Gammopathien

Das Multiple Myelom ist eine bislang unheilbare, von malignen Plasmazellen
ausgehende Erkrankung und gehdrt zu den B—ZeII—Non—Hodgkin—Lymphomen.1

Die ersten Félle der bislang unbekannten, tédlichen Erkrankung der Knochen, damals
verallgemeinert als ,Mollities Ossium”“ (Weichlichkeit des Knochens) bezeichnet,
wurden Mitte des 19ten Jahrhunderts dokumentiert.” Symptome wie Miudigkeit,
Knochenschmerzen und -briiche sowie ,wundersame” Eigenschaften des Urins
(Veranderungen der Konsistenz) der Patienten entsprachen auffilligen
Knochenmarksbefunden (,eine roétliche, Knochenmarks-verdrangende Substanz”) in
der Autops.ie.2 Durch die genauere Charakterisierung von Plasmazellen und detaillierte
chemische und biochemische Analysen von Patientenblut und -urin, konnten diese
verschiedenen Symptome einer einzigen Erkrankung, dem Multiplen Myelom,
zugeordnet werden. Einen guten historischen Uberblick liefern Kyle und Rajkumar
(2008).

Heute ist bekannt, dass die Knochenmarks-infiltrierenden beziehungsweise
-verdrangenden malignen Zellen monoklonale Immunglobuline (Ig) produzieren, die in
der Serumelektrophorese durch Verdanderung der y-Globulinfraktion (,y-peak®)
dargestellt werden koénnen und in den Urin abgesondert als ,Bence-Jones
Leichtketten” bezeichnet werden. Daher wird das Multiple Myelom neben der
monoklonalen Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS), dem Morbus
Waldenstrom und anderen Formen maligner Plasmazellerkrankungen zu den
monoklonalen Gammopathien gezihlt.> Auf Grund des verdringenden Wachstums
kénnen Symptome wie Blutarmut, Blutungsneigung oder Infektneigung auftreten.

Die Krebserkrankung kann jedoch noch zu vielen weiteren Symptomen fiihren (siehe
unten) und auch atypische Primarsymptome aufzeigen, so dass die Diagnose oft nicht

einfach zu stellen ist. Eine sinnvolle Klassifikation, die sowohl klinische, als auch
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Laborparameter benutzt um eine grobe prognostische und therapeutische Richtung
aufzuzeigen, wurde 2003 durch die ,International Myeloma Working Group“
(LM.W.G.)? erstellt.

Fir das bessere Verstandnis der Erkrankung soll im Folgenden zunachst diese
Klassifikation erldutert werden um dann die aktuellen therapeutischen Optionen
daraus abzuleiten. Diese versprechen, obwohl sich die Uberlebensprognose in den
letzten Jahrzehnten deutlich verbessert hat, immer noch keine Heilung. Aus diesem
Grund ist die Suche nach neuen therapeutischen Angriffspunkten unumganglich. Mit
zunehmendem Verstandnis der Pathogenese, die auf einen mehrstufigen
Entartungsprozess hindeutet, wird klar, dass neben der bestehenden klinisch-
laborchemischen Klassifikation eine molekulare, beziehungsweise genetische
Klassifikation notwendig ist. Erwdhnenswert ist die extreme genetische Heterogenitat
der Krankheit, die - insbesondere auch unter Therapie - die Selektion und das
praferenzielle Wachstum von molekularen Subklonen begiinstigt.* Die Erfassung der
individuellen genetischen Parameter erfolgt heute zunehmend mittels moderner
Sequenzierungstechniken. Die daraus abzuleitenden Moglichkeiten der punktuellen
und longitudinalen genetischen Analyse versprechen fir die Zukunft genauere
Voraussagen zur Prognose und zur Wahl gezielter wirkender Therapieoptionen.

Die Moglichkeit der Identifikation potentieller molekularer Angriffspunkte bildet die
Grundlage fiir die Entwicklung klinisch relevanter pharmakologischer Substanzen. In
dieser Arbeit wurde die potentielle Bedeutung des IKK-Komplexes als molekularer
Angriffspunkt im Multiplen Myelom untersucht. Obwohl die Blockade des IKK-
Komplexes als Therapieoption fiir diverse Krebsarten diskutiert wird, bleibt dessen
klinische Relevanz unklar.” Pharmakologische Analysen mit Myelomzellen lieferten
keine einheitlichen Aussagen und fihrten bislang auch nicht zu klinischen

>10 Dabei ist nicht auszuschlieRen, dass insbesondere bei Verwendung

Anwendungen.
hoher Konzentrationen der getesteten Wirkstoffe die beobachteten anti-tumoralen
Effekte auf unspezifischen Nebenwirkungen beruhen. Aus diesem Grund erfolgte in

dieser Arbeit ein alternativer Ansatz, bei dem eine siRNA vermittelte, spezifische
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Depletion von Untereinheiten des IKK-Komplexes (IKK-a, IKK-B und IKK-y) die

tatsachliche Relevanz dieser Proteine als molekulare Angriffspunkte ergriinden sollte.

1.1.1 Klassifikation, Symptome und Diagnose monoklonaler Gammopathien

Die MGUS ist klinisch asymptomatisch und durch eine Paraproteinamie (M-Gradient)
bis 30 g/l in der Serumelektrophorese gekennzeichnet.> Eine Erhéhung der
Plasmazellzahl auf bis zu 10% im Knochenmarksausstrich ist ebenfalls haufig
vorhanden.? Als Paraproteinamie wird hierbei die Erhéhung der monoklonalen y-
Globulin Fraktion einer bestimmten Antikdrperklasse im Patientenserum bezeichnet.!!
Die Identifizierung der y-Fraktion gelingt mit der Serum-Elektrophorese im Agarosegel.
Die Klasse der Immunglobuline (IgM, 1gG, IgA, IgD, Igk) wird durch die schwere Kette
definiert. Die leichten Ketten, die auch im Urin als Bence-Jones Proteine nachweisbar
sind, kann man in die beiden Klassen A und k einteilen.® Die Ermittlung der
Leichtketten-Klasse gelingt mittels Immunfixation, wodurch ein aus der
Serumelektrophorese ermittelter Verdacht bestatigt wird.>

Die MGUS kann bei 3,2% der Bevolkerung liber 50 Jahren nachgewiesen werden
(Daten von Uber 20 000 Bewohnern aus Olmsted County in I\/Iinnesota).12 Damit macht
die Erkrankung laut Kyle et al. (2006) mit Gber 50% den Grof3teil der monoklonalen
Gammopathien aus.' Bei etwa 1% der MGUS Patienten kam es innerhalb eines Jahres
nach Erstdiagnose zu einem Fortschreiten zum Multiplen Myelom (Synonym:
»Symptomatisches Myelom”).13 Ein wichtiger prognostischer Risikofaktor fir das
Fortschreiten zum Multiplen Myelom ist die Erhéhung der M-Protein Konzentration im

Serum.>*3

Wichtig flir das Verstandnis der Pathogenese ist die Frage, ob sich ein
symptomatisches Myelom immer aus einer MGUS entwickelt. Weiss und Landgren et
al. (2009) konnten in zwei prospektiven Studien zeigen, dass in den meisten Fallen
symptomatischer Myelom-Patienten eine MGUS vor Ausbruch der Krankheit

. 14,1
vorhanden ist.***
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Das Multiple Myelom ist eine bis heute unheilbare Erkrankung, die weltweit mit
jahrlich 86 000 Neuerkrankungen 0,8% aller neu diagnostizierten neoplastischen
Erkrankungen ausmacht.'® Die jahrliche Inzidenz in Europa wurde im Jahr 2011 auf
etwa 2,5 - 4 pro 100 000 Einwohner geschétzt.16 Die 5-jahres Uberlebensrate betrug im
Jahr 2009 durchschnittlich 35%, wobei sie aber durchaus noch zwischen einzelnen
Landern variierte (beispielsweise betrug die 5-jahres Uberlebensrate in Polen 23%, in
Belgien dagegen 47%)."

Die Diagnose des Multiplen Myeloms bedarf neben dem M-Gradienten oder den
Leichtketten im Urin (97%) sowie Myelom-spezifischer Tumorzellen im Knochenmark
(selten auch unter 5%, manchmal bis 100%) zusatzlicher Befunde, die auf einen
Endorganschaden (englisch ,Related Organ or Tissue Impairment = ROTI) hinweisen.
Typische Befunde im Knochenmarkaspirat oder in der Stanzbiopsie sind doppelkernige
Plasmazellen.® zu den Endorganschaden werden Knochenldsionen (80%), renale
Dysfunktion (20%), Anamie (66%) und Hyperkalziamie (20%) (CRAB Kriterien =
Increased Calcium, Renal Insufficiency, Anaemia, Bone Lesions) aber auch
Hyperviskositit, Amyloidose und Infektneigung gezahlt.?

Die Knochenlasionen gehen mit einer erhéhten Kalziumkonzentration im Serum einher
und entstehen durch die Aktivierung von Osteoklasten und Inhibition von
Osteoblasten.' Direkter Zellkontakt und die Produktion von Zytokinen durch die

Myelomzellen scheinen hierbei von Bedeutung zu sein.*%%

Die Verdrangung der
normalen Hamatopoese im Knochenmark durch die Krebszellen fiihrt zu Anamie,
Midigkeit und Infektneigung. Renale Dysfunktion, Hyperviskositdat und Amyloidose
sind auf die ibermaRige Produktion von Immunglobulinen zuriickzufihren.’

Eine erste sinnvolle Einteilung der Krankheit in verschiedene Stadien lieferten Durie
und Salmon unter Einbezug klinischer und laborchemischer Parameter vor etwa 40
Jahren.? Sie fanden eine Korrelation zwischen durchschnittlichem Uberleben und dem
Hamoglobin-Wert, der Konzentration des Paraproteins im Serum, der Konzentration
des Kalziums im Serum, der Anzahl von Knochenldsionen und der Serumkonzentration

des Kreatinins.** Die Einfihrung des Internationalen Staging Systems (ISS, siehe Tabelle

1) im Jahr 2005 ermoglichte anhand zweier Serumparameter (Serum-Albumin
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Konzentration und Serum-beta.-Mikroglobulin Konzentration) eine genauere
prognostische Einschiaitzung.22 Beide Laborwerte konnen im Gegensatz zu
aufwendigeren zytogenetischen oder molekularbiologischen Analysen mit geringem
Kosten- und Gerateaufwand ermittelt und somit in vielen Kliniken angewendet
werden. Die genauen zugrundeliegenden biologischen Mechanismen der strengen

Korrelation dieser Parameter und der Prognose miissen noch erschlossen werden.

Tabelle 1

Stadium Parameter Mediane Uberlebenszeit

I Serum-beta.-Mikroglobulin <3,5 mg/L 62 Monate
Serum-Albumin >3,5 g/dL

Il Weder zu Stadium | oder Il passend 44 Monate

1] Serum-beta.-Mikroglobulin >5,5 mg/L 29 Monate

Das neue International Staging System nach Greipp et al. (2005)*

Obwohl durch die Stadienverteilung eine Einschatzung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit vorgenommen werden kann, gehért die Testung von
molekularen Prognoseparametern heute zum klinischen Standard. Durch die
Identifikation entsprechender genetischer Veranderungen in Myelom-Patienten
konnten Ansatze zu einer molekularen Klassifikation etabliert werden (siehe Kapitel
., 1.3 Genetische Alterationen und molekulare Klassifikation“ oder den Ubersichtsartikel

von Chesi und Bergsagel (2013)).%

Neben den oben genannten Manifestationen existieren Sonderformen monoklonaler
Gammopathien auf die (bis auf das im Folgenden erwdhnte asymptomatische Myelom)
hier nicht weiter eingegangen werden soll. Eine umfassende diagnostische
Differenzierung, die sich an den Vorgaben der ,International Myeloma Working

Group” orientiert, zeigen Sirohi und Powles et al. (2004).
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Erhohter DNA-labelling Index

Knochenzerstérung

Angiogenese

Keimzentrums- — —ii

,/ | —p us |— Asymptomati- —» Intramedullares = Extramedullares > Plasmazell-
O/ Ve sches Myelom Myelom Myelom Leukamie

Karyotypische Instabilitat

Primare Ig Sekundare Ig Translokationen
Translokationen

...................... 13q14 Deletion/Monosomie

Aktivierende Mutationen

NRAS, KRAS, :
EGER3 TP53 Mutationen

Abbildung 1

Klinische Erscheinungsbilder und die molekulare Pathogenese verschiedener Stufen monoklonaler
Gammopathien (aus Sirohi et al. (2004))**

Bekannt ist, dass einem symptomatischen Myelom (Intramedulldres und Extramedulldres Myelom)
meist eine MGUS vorausgeh‘c.m’15 Mit Fortschreiten der Erkrankung treten klinisch relevante Symptome

auf und es haufen sich genetische Lasionen (Translokationen, Mutationen, Deletionen, Aneuploidien).

Eine Art Ubergangsform zwischen dem MGUS und dem Multiplen Myelom stellt das
sogenannte asymptomatische Myelom (englisch: ,smouldering Myeloma“) dar, das im
Vergleich zur MGUS eine hohere M-Protein Konzentration im Blut oder im Urin und
eine groRere Plasmazellzahl im Knochenmark aufweist.> Bei dieser Krankheitsstufe
fehlen im Gegensatz zum symptomatischen Myelom Knochenldsionen oder
Endorganschéden.3 Da das Risiko eines Fortschreitens zum Multiplen Myelom
durchschnittlich 10% pro Jahr in den ersten 5 Jahren betrégt,? ergibt sich die Frage
nach der Therapiebediirftigkeit der Patienten. Ob eine fulminante Behandlung des
asymptomatischen Myeloms langfristig glinstig beziehungsweise potentiell kurativ ist,
oder ob eine aggressive Behandlung durch die daraus resultierende Selektion

resistenter Klone unglinstige Folgen fiir den Patienten hat, ist nicht abschlieRend
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geklart, und hangt gegebenenfalls auch von den zur Verfligung stehenden

Therapieoptionen ab.

1.1.2 Therapie und Prognose

Geschichtliche Entwicklung

Die heute klassischerweise in Kombination eingesetzten Chemotherapeutika
Prednisolon und Melphalan (Synonym: Sarkolysin) wurden Mitte des 20ten
Jahrhunderts zum ersten Mal beim Multiplen Myelom mit Erfolg eingesetzt. Versuche,
beide Substanzen mit anderen konventionellen Chemotherapeutika zu kombinieren
ergaben keine signifikanten Unterschiede in der Ansprechrate oder dem
Gesamtiberleben.? Trotz einer guten Ansprechrate gab es Patienten, deren Tumor
resistent gegen Alkylanzien war. Aus diesem Grund konnte sich die Kombination aus
dem Alkaloid Vincristin, dem Anthrazyclin Doxorubicin und dem Corticosteroid
Dexamethason (VAD) in der Therapie Melphalan-resistenter Patienten durchsetzen.?®
Auch die alleinige Gabe von Dexamethason in hoher Konzentration stellt eine
komplikationsarme Therapieoption dar.?’

In den folgenden Jahrzehnten konnte erfolgreich die autologe beziehungsweise
allogene Stammzelltransplantation, mit zuvor durchgefiihrter Myeloablation mittels

2,28,29

Bestrahlung und Applikation von Melphalan, etabliert werden. Dabei war die

2 .
1.253% Einen

Induktion mit VAD (ber Jahre hinweg die Therapie der ersten Wah
ausfiihrlichen historischen Uberblick liefert wieder das Review von Kyle und Rajkumar

(2008).

Neue Ansdtze

Um die Jahrtausendwende wurde die klinische Wirksamkeit der neuen Substanzen

33,34
d

Thalidomid®', Bortezomib®? und Lenalidomi in Studien belegt. Diese werden heute
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Ublicherweise in Kombination mit Dexamethason fiir die Induktions-Chemotherapie
verwendet.

Auch bei immunbasierten Therapieansatzen konnten Erfolge verzeichnet werden:
Neuere Phase | und Phase Il Studien belegen die Wirksamkeit von monoklonalen
Antikorpern (z.B. Elotuzumab).®® Desweiteren ist es wiinschenswert mit Hilfe von
genetischen Subgruppenanalysen die Entwicklung zielgerichteter molekularer
Therapien zu ermoglichen. Dabei ist das Ziel individualisierte, auf den Patienten
abgestimmte Therapieoptionen zu entwickeln. Patienten deren genetisches
Tumorprofil eine schlechte Prognose erwarten lasst (,,Hochrisiko Patienten®, z.B. mit
del(13) oder del(17p13)), waren auf Grund ihres schlechten Ansprechens auf
konventionelle Therapieverfahren besonders auf die erfolgreiche Entwicklung solcher
neuartigen Behandlungskonzepte angewiesen.?®

Die Analyse des IKK Komplexes in der vorliegenden Arbeit soll in diesem
Zusammenhang von einem molekularbiologischen Ansatz her beleuchten, ob die
beiden Hauptachsen des NF-kB Systems im Multiplen Myelom als potentielles

Therapieziel in Betracht gezogen werden kdnnen.

Therapieindikation

Die Indikation fur therapeutische Mallnahmen wird erst durch das Vorhandensein von
Symptomen (siehe CRAB Kriterien) oder Endorganschdaden (ROTI) gestellt. Frihe
chemotherapeutische Interventionen bei MGUS oder asymptomatischen
Myelompatienten zeigten bis vor Einfiihrung der neuen Substanzen keine Vorteile.”*
Bei asymptomatischen Myelompatienten mit einem hohen Risikoprofil konnte jedoch
durch Monotherapie mit Thalidomid beziehungsweise in Kombination mit
Dexamethason eine Verldngerung der Uberlebenserwartung erzielt werden.>**° Durch
die Applikation von Lenalidomid kombiniert mit Dexamethason konnte das Risiko fir

das Fortschreiten der Erkrankung und die Mortalitdat bei gleichem Patientenklientel

gesenkt werden.*!
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Prognose

Fir viele Patienten die am Multiplen Myelom leiden ist die Entwicklung neuer
TherapiemaRBnamen von groRer Wichtigkeit. Die Erkrankung ist immer noch nicht
heilbar und fihrt bei Patienten mit unglinstiger genetischer Prognose schon nach
relativ kurzer Zeit zum Tod. Junge Patienten leben haufig langer als 10 Jahre nach
Diagnosestellung.*? Das mediane Uberleben liegt je nach ISS Stadium zwischen 3 und 5
Jahren (siehe Tabelle 1).*** Die groRe Variabilitit der Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei Gleichaltrigen spiegelt die Vielfaltigkeit der Tumorentwicklungen wider, die auf
genetischer Basis begriindet ist.

Durch Verwendung der neuen Substanzen konnte eine signifikante Verbesserung des
Uberlebens in den letzten beiden Jahrzehnten erzielt werden. So liegt die 5-Jahres
Uberlebens-Wahrscheinlichkeit bei transplantablen Patienten heute bei (iber 70% und
bei nicht-transplantablen Patienten bei etwa 50%.**

Auch ergianzende (supportive) TherapiemaBnahmen, wie die Gabe von
Bisphosphonaten, die Gabe von Erythropoetin und die Verbesserung der Behandlung
komorbider Niereninsuffizienzen sind wichtige Bestandteile der Therapie und scheinen
auf Grund der Verringerung indirekter Todesfélle (z.B. durch Frakturen, oder
Infektionen) die Uberlebenszeit zu verlingern.*

Die Abschatzung der Prognose erfolgt heutzutage mittels genetischer Testung.
Molekulare Marker fiir Hochrisikopatienten sind die IgH-Translokationen t(4; 14), t(14;
16) oder t(14; 20), sowie bestimmte Deletionen auf den Chromosomen 17 und 13.

Auch ein erhdhter Plasmazell-Labeling-Index bedingt eine schlechtere Prognose.*®

1.2 Die Entwicklung von der naiven B-Zelle bis zur Plasmazelle

Im Laufe der Differenzierung von hamatopoetischen Progenitorzellen tiber unreife und
reife B-Lymphozyten bis hin zu Plasmazellen wirken immer wieder Wachstums- und
Differenzierungssignale auf die sich entwickelnden Zellen ein.** Dabei nehmen B-

Lymphozyten (dhnlich den T-Lymphozyten) gegeniiber allen anderen Zellen eine
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Sonderrolle bezlglich ihrer genetischen Ausstattung ein: Um ein breites
immunologisches Spektrum zu generieren, werden Rezeptoren und Antikérper in 3
Schritten in ihrer antigenerkennenden Struktur verdandert. Zunachst erfolgt dies
wahrend der Reifung im Knochenmark (1. somatische Rekombination, VDJ-
Rearrangement), dann in sekundadren lymphatischen Organen (2. somatische
Hypermutation). SchlieRlich verlassen antikérperproduzierende B-Zellen das
Keimzentrum und kehren als langlebige, ausdifferenzierte, nicht proliferierende
Plasmazellen in das Knochenmark zuriick. Dort verbleiben sie lber 30 Tage bis zu
mehreren Jahren und produzieren Antikorper verschiedener Klassen (3. Isotyp-
Klassenwechsel, IgH-Switch).*”  Die im Knochenmark stattfindende somatische
Rekombination fiihrt wahrend der B-Zell Reifung im Zuge des VDJ-Rearrangements zu
Genumlagerungen, die mit Strangbriichen und Deletionen einhergehen. Auch bei der
somatischen Hypermutation und beim Isotyp-Klassenwechsel sind genetische

Verianderungen essentiell fiir die Strukturvarianz der Antikorper.*®
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Lymphknoten

Keimzentru h

Somatische
Hypermutation

PlasmablasU

Antigen

lgG <IlgM

Kurzlebige
Plasmazelle

Lymphoblast

°9

Antigen

Reife B-Zelle

Klassenwechsel < B-Gedachtniszelle

L@

VDJ-Rekombination
Langlebige
/r Plasmazelle
Vorldufer B-Zelle IgG, IgD,
Knochenmark IgA, IgE

Abbildung 2

Normale B-Zell Entwicklung nach Kiihl und Bergsagel (2002)*

Die Vorlaufer B-Zelle re-arrangiert ihre IgH V-, D- und J-Gene, so dass eine individuelle VDJ Gen-
Kombination fiur die schwere Antikdrperkette entsteht. Die Rekombination der IgL V- und J-Gene fiihrt
zur Bildung einer individuellen Kombination fir die leichte Antikérperkette.*’

Die so gereifte B-Zelle verldsst das Knochenmark und verbleibt in sekundadren lymphatischen Organen
(z.B. Lymphknoten). Bei Antigenkontakt proliferieren B-Zellen und differenzieren zum Lymphoblast.
Dieser differenziert zu einer kurzlebigen Plasmazelle oder wandert in das Keimzentrum. Kurzlebige
Plasmazellen sezernieren zunachst IgM, kdnnen nach einigen Tagen jedoch auch einen Klassenwechsel
erfahren.””*® Im Keimzentrum durchlaufen die aktivierten Lymphoblasten mehrere Zyklen somatischer
Hypermutation, bei der diejenigen B-Zellen mit hoher Affinitdt (iberleben. Post-Keimzentrums
Plasmablasten fiihren Isotyp-Klassenwechsel durch und kehren als langlebige Antikérper-sezernierende
Plasmazellen in das Knochenmark zurlick. Diese kdnnen Antikorper der Klassen 1gG, IgD, IgA und IgE

. 47
sezernieren.

Laut einem Ubersichtsartikel von Kuehl und Bergsagel (2002) entspringen 80% aller B-
Zell Tumore Keimzentrums- oder Post-Keimzentrums-B-Zellen.*” Ob die genannten

Mutationsereignisse auch andere Protoonkogene betreffen, als die an den primaren Ig-

11
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Translokationen beteiligten (siehe unten), ist noch unbekannt.”” Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass auch nicht-Immunglobulin-Gene durch die somatische

Hypermutation verdndert werden.>®

1.3 Genetische Alterationen und molekulare Klassifikation

In nahezu allen Myelomzellen und meist auch in MGUS-Zellen sind strukturelle und
numerische Chromosomenaberrationen bekannt.*’ Es wird unterschieden zwischen
primaren (frilhen) und sekundaren (spaten) Mutationen. Dariiber hinaus kénnen die

Malignome grob in hyperdiploide und nicht-hyperdiploide Tumore eingeteilt werden.

Friihe genetische Verdnderungen - Primdre Translokationen

Im Zusammenhang mit den genannten Hypermutations- und
Rekombinationsereignissen ~ wahrend der B-Zell Entwicklung, die mit
Doppelstrangbriichen einhergehen,”® werden hiufige genetische Alterationen am
Immunglobulin schwere Ketten (IgH) Lokus 14932 beschrieben.?’ Diese Mutationen
sind meist einfache reziproke Translokationen, die sich schon in friilhen Phasen der
Pathogenese ereignen und deshalb ,,Primare Translokationen” genannt werden. Dabei
wird ein Protoonkogen (FGFR3, CCDN1, MMSET oder c-MAF) unter den Einfluss des IgH
Promotors gebracht.*”*?

IgH Translokationen wahrend VDJ-Rekombination, Klassenwechsel und somatischer
Hypermutation sind bei verschiedenen B-Zell Lymphomen bekannt.*’>?

In malignen Plasmazellen findet man sie bei etwa 50% der MGUS Tumoren, 73% aller
primaren Myelomzellen und in Uber 90% aller Myelom Zelllinien (abgeleitet aus

. 2
Plasmazell-Leukdmien).*’”

12
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Spdte genetische Verdnderungen - Sekunddre Translokationen und

Mutationen

Wie schon erwahnt scheinen primare genetische Ereignisse friih, noch wahrend der B-
Zell Entwicklung, sekundare genetische Ereignisse spater im Laufe der Pathogenese
aufzutreten.>® Zu Letzteren zdhlen Dysregulationen von Myc, Ras und NF-kB aber auch
viele andere Mutationen von Onkogenen oder Tumorsuppressor-Genen.”?

So geht beispielsweise die artifizielle Dysregulation von Myc im Mausmodell (eine
Linie, die mit dem Alter eine hohe Erkrankungsrate an einer MGUS aufzeigt)>* mit der
Progression einer MGUS zum symptomatischen Myelom einher.>

Des Weiteren scheinen Mutationen im Onkogen Ras eine wichtige Rolle im Multiplen
Myelom einzunehmen. Mutiertes Ras ist im symptomatischen Myelom haufiger zu
identifizieren (18 aus 58 Patienten) als in der MGUS (1 aus 20 Patienten).>®

Schliefilich zeigen Daten aus den Arbeiten von Keats et al. (2007) und Annunziata et al.
(2007), dass auch Mutationen des NF-kB Signalwegs in primaren Myelomzellen sowie

in einer Vielzahl von Myelomzelllinien gehauft existieren.>’>?

Hyperdiploide vs. nicht-hyperdiploide Tumoren, Verlust von genetischem Material auf

Chromosom 13

Die molekulare Klassifikation des Multiplen Myeloms unterscheidet hyperdiploide zu
nicht-hyperdiploiden Tumoren (siehe Abbildung 3): Eine Halfte sind hyperdiploide
Tumoren (48-75 Chromosomen) und sind mit einer besseren Prognose verbunden als
die andere Halfte (nicht-hyperdiploide: weniger als 48 oder mehr als 75
Chromosomen).®° Zellen hyperdiploider Tumoren besitzen drei oder mehr Kopien
bestimmter Chromosomen (3, 5,7, 9, 11, 15, 19 und 21).61

Primare IgH Translokationen konnen haufiger in nicht-hyperdiploiden Tumoren

23,62,63

detektiert werden, als in hyperdiploiden Tumoren. Sie sind mit einer

schlechteren Prognose verbunden.®

13
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Auch Verluste von genetischem Material auf Chromosom-13q, die ebenfalls haufiger in

nicht-hyperdiploiden Tumoren vorkommen, sind mit einer schlechten Prognose

assoziiert.*’**%°
Hyperdiploid Nicht-hyperdiploid
50% 50%
Trisomien bestimmter Chromosomen: Meist schlechtere Prognose

3,5,7,9,11,15, 19 und 21
Haufiger Verlust von genetischem Material
auf Chromosom 13q -> schlechtere Prognose

Haufiger IgH-Translokationen mit
Cyclin Ds, FGFR3/MMSET und MAF
-> schlechtere Prognose

Cyclin D Dysregulation

Abbildung 3

Genetische Konfiguration von MGUS und Myelom-Tumoren nach Chesi und Bergsagel (2013)23

Beinahe alle Félle von MGUS oder Tumoren von symptomatischen Myelompatienten weisen eine
Dysregulation von Cyclin D auf.”’> Hyperdiploidie korreliert mit einer besseren Prognose. Nicht-
hyperdiploide Tumore weisen haufig Deletionen auf Chromosom 13q, sowie bestimmte IgH-
Translokationen auf. Diese und auch andere genetische Verdnderungen (z.B. TP53 Inaktivierung durch
Del(17p)) sind mit einer schlechten Prognose assoziiert.* Angemerkt werden sollte aber auch, dass
manche der prognostischen Korrelationen mit genetischen Lasionen fir neue Therapieverfahren nur

eingeschrankt gelten beziehungsweise aktuell neu kalkuliert und teilweise auch neu definiert werden.

Bei der MGUS und dem symptomatischen Myelom weisen beide Gruppen eine héhere
MmRNA Expression von Cyclin D1, Cyclin D2 oder Cyclin D3 auf als normale
Plasmazellen.”® Da nur ein geringer Prozentsatz von Tumoren eine geringe oder keine
Cyclin D Expression aufweist, wird die Dysregulation von Cyclin D in der Pathogenese
des Multiplen Myeloms als ,friihes gemeinsames onkogenes Ereignis” angesehen.23

Dies ist sowohl auf reziproke Translokationen eines Cyclin D-Gens mit dem IgH Lokus
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(cis-Dysregulation), als auch auf indirekte Cyclin D Uberexpression durch MAF (das Gen
fur Cyclin D2 ist Target von MAF; trans-Dysregulation) zuriickzufiihren.?

Leider ist bislang noch nicht bekannt in welcher =zeitlichen Sequenz diese
Veranderungen (Aneuploidie, Chromosom 13 Verlust und Cyclin D Dysregulation)

auftreten.”?

1.4 Onkogene Netzwerke

Die Analyse von genetischen Veranderungen mit Hilfe von Hochdurchsatz-
Sequenzierungstechniken ist ein entscheidender Schritt zum besseren Verstandnis der
Pathogenese verschiedener Krebsarten. Fir das Multiple Myelom untermauerten
Sequenzierungen der Genome von Patientenzellen das Bild einer extremen
genetischen Heterogenitat, sowie das Vorhandensein und die Therapie-bedingte

Selektion von Tumor-Subklonen.®*®

Neben der Bestdtigung bereits bekannter
Mutationen in diversen Signalwegen (z.B. Ras/MAPK, NF-kB) konnten bislang
unbekannte genetische Verdanderungen identifiziert werden (z.B. BRAF Mutationen),
die jedoch grundsatzlich nur einen geringen Prozentsatz der Myelomfille betreffen.®

Die Vielzahl der Mutationen verschiedener Proteine bei gleichzeitig nur geringer
individueller Haufigkeit konnte ein groBes Problem fiir klinisch relevante
Therapieansatze darstellen. Die onkogene Wirkung wird jedoch vermutlich von einer
Uberschaubaren Anzahl von deregulierten Signalwegen vermittelt. Eine kombinierte
Beeinflussung verschiedener Signalwege eines solchen onkogenen Netzwerks kdnnte
daher das ,genetische Chaos” dieser Erkrankung in ein deutlich einfacheres und daher
therapeutisch beherrschbares und nutzbares molekulares Behandlungskonzept
Ubersetzen. Dabei beleuchtet die vorliegende Arbeit die Relevanz bestimmter Teile des
NF-kB Systems als potentiellen Angriffspunkt. Zu erwahnen ist hierbei, dass beim
Multiplen Myelom neben den genannten intrinsischen Einflissen (aktivitatsfordernde
Lasionen) auch extrinsische Einfliisse (Einfliisse des Mikromilieus) existieren. Da sich

diese Arbeit auf die intrinsischen Aktivierungsmechanismen konzentriert, wird im

Folgenden zunachst die Struktur des NF-kB Signalwegs dargestellt. AnschliefRend
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erfolgen die Beschreibung der Mutationen im NF-kB System und die Hinflihrung zur

konkreten Fragestellung.

1.5 Der Signalweg

Die Transduktion von externen Signalen zur Aktivierung des NF-kB Systems geschieht
Uber geeignete Rezeptoren. Dazu gehort die TNF-Rezeptor (TNF-R)-Superfamilie, die
Toll-like-Receptor (TL-R)-Superfamilie sowie die Interleukin-1 Rezeptor (IL-1-R)-
Superfamilie.®® Aber auch B-Zell-Rezeptoren (BCR) und T-Zell-Rezeptoren (TCR)
vermitteln Signale zur NF-kB Aktivierung.66 Das intrazelluldre Signal kann (iber den
klassischen NF-kB Signalweg oder Uber den erst spater entdeckten alternativen NF-kB
Signalweg zur Transkriptionsaktivierung verschiedener Zielgene fihren. Zu den
vielfdltigen Effekten von NF-kB in Lymphozyten gehort die vermehrte Expression und
Freisetzung von inflammatorischen Proteinen. Dabei vermittelt NF-kB unter anderem

das Uberleben von Zellen durch seine anti-apoptotische Funktion.®”®

Der Signalweg ist
notwendig fir die Lymphozytendifferenzierung und bleibt auch in normalen

Plasmazellen aktiviert.>

1.5.1 NF-kxB Transkriptionsfaktoren

Die funf NF-kB Transkriptionsfaktoren NF-kB1 (p105/50), NF-kB2 (p100/52), RelA
(p65), RelB und c-Rel gehdren zur Familie der Rel-Proteine. lhnen ist die Rel-Homology-
Domane (RHD) gemeinsam. Mit ihr ist es ihnen moglich, sequenzspezifische DNA
Bindungen einzugehen und Homo- oder Heterodimere zu bilden. Im Zellkern erfolgt
die Bindung an Zielsequenzen innerhalb von Promotoren oder Enhancern der NF-kB
Zielgene.67'69

RelA, RelB und c-Rel sind die einzigen der fiinf NF-kB Proteine, die eine Transkriptions-
Aktivierungs-Domane (TAD) besitzen. Diese ist essentiell fiir die Transkriptions-
Initiation. NF-kB1 (p50) und NF-kB2 (p52) (die Vorlaufermolekiile sind p105 und p100)

konnen auch als Transkriptionsrepressoren wirken, da sie keine TAD besitzen aber als

Homodimer trotzdem sequenzspezifisch an DNA binden. Zu einer Initiierung der
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Transkription kommt es, wenn sie ein Heterodimer mit einem der drei Proteine bilden,
die eine TAD besitzen.®

Ist keine Signalwegsaktivierung vorhanden, binden heterodimere NF-kB
Transkriptionsfaktoren  lber repetitive Ankyrin-Sequenzen eines der drei
zytosolstandigen NF-kB inhibierenden Proteine (IkB-a, IkB-B oder IkB-y)
beziehungsweise im alternativen Signalweg wirkt p100 (als Vorldufer von p52) als auto-

inhibitorisches Protein und lokalisiert RelB im Zytosol (siehe Abbildung 4).%°

1.5.2 Struktur des NF-kB Signalwegs

Im nicht stimulierten Zustand bindet IkB-a im Zellkern an p65, wonach der Komplex
durch einen aktiven Transportmechanismus in das Zytoplasma gelangt, so dass in der
Summe das Gleichgewicht der p65 Verteilung stark auf der Seite des Zytoplasmas
Iiegt.70 Der Transport erfolgt auf Grund einer auf IkB-a lokalisierten Sequenz (,,Nuclear
Export Sequence” = NES).” Die Bindung von IkB-o. an der ,Nuclear Localization
Sequence” (NLS) von p50 beziehungsweise p65 maskiert dartiber hinaus das Signal
zum Kerntransfer.”!

Im Falle einer Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs kommt es nach einer
phosphorylierungsabhdngigen Ubiquitinylierung durch die E3 Ligase ,B-Transducin-
Repeat-Containing-Protein (B-TRCP) zur proteasomalen Degradation von IkB-a, so dass
eine Gleichgewichtsverschiebung von p65 zugunsten der nukledren Lokalisierung
maoglich wird.”?

Das Gen von IkB-a ist wiederum ein Zielgen von p65 wodurch eine Riickkopplungs-
Regulation des Signalwegs erfolgt.”>”*

Die Phosphorylierung von IkB-a wird durch den IkB-a Kinase (IKK)-Komplex katalysiert.
Dieser besteht aus drei verschiedenen Proteinen: IKK-a, IKK-B und IKK-y (Synonym: NF-
kB essential modulator, NEMO).”>"®

Die Bedeutung und exakte Funktion der jeweiligen Komponenten des IKK-Komplexes

ist noch nicht abschlieBend geklart. So gibt es Hinweise, dass IKK-B essentiell fiir die

IkB-a-Kinase Aktivitat ist.® IKK-y nimmt offensichtlich ebenfalls eine wichtige (nicht
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katalytische) Rolle in der Ubermittlung des klassischen Signalwegs ein, indem es eine
Interaktion zwischen IKK-B und IkB-a erm('iglicht.81 IKK-a wurde in der Vergangenheit
eine eher geringere Notwendigkeit flur die katalytische Aktivitat des IKK-Komplexes
zugeschrieben, da die Aktivierung des IKK-Komplexes in Experimenten mit IKK-a

8283 Neuere Arbeiten belegen jedoch, dass

Knockout-Mausen nicht beeintrachtigt war.
sowohl IKK-a, als auch IKK-B und IKK-y fir die Aktivierung von NF-kB Zielgenen eine
definierte  Funktion einnehmen: In Experimenten mit Fibroblasten aus
Mauseembryonen wurden einige der IkB-a regulierten Gene bei der Suppression einer
der drei Proteine (z.B. IKK-a) starker exprimiert als bei der Suppression eines anderen
Mitwirkenden (z.B. IKK-B oder IKK-y) und umgekehrt.®*

Der alternative Signalweg st charakterisiert durch die IKK-a abhangige
Phosphorylierung von p100 mit anschlieBender Prozessierung (partielle Proteolyse;
entfernt die auto-inhibitorische Komponente) zu p52 (siehe Abbildung 4).2% RelB
bildet mit p52 einen Komplex und gelangt so als transkriptionsaktiver Faktor in den
Zellkern.® IKK-B und IKK-y sind fiir die Prozessierung von p100 entbehrlich.?’

Die Regulation der beiden Signalwege oberhalb der IKKs ist vielschichtig und komplex.
Beteiligt sind im Falle des klassischen Signalwegs unter anderem Deubiquitinasen
(CYLD) und TNF-Rezeptor-assoziierte Proteine (TRAFs). Beim alternativen Signalweg
sind neben den TRAFs auch Ubiquitin-Ligasen (clAPs = cellular Inhibitor of Apoptosis)
und die NF-kB Inducing Kinase (NIK) essentiell. Die Aktivierung des klassischen
Signalwegs auf Rezeptorebene erfolgt durch eine Vielzahl von extrazelluldaren Stimuli,
wohingegen der alternative Signalweg nur durch wenige Liganden aktiviert wird. Zur

weiterfiihrenden Literatur siehe Hinz und Scheidereit (2014).%

1.6 NF-kB im Multiplen Myelom
Die Rolle von NF-kB im Multiplen Myelom ist noch nicht endgliltig geklart. Der NF-kB

Signalweg hat vielschichtige Funktionen, wobei dessen Rolle bei der Entstehung und

Aufrechterhaltung verschiedener Krebsarten kontrovers diskutiert wird.®
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Wie schon in Kapitel 1.4 Onkogene Netzwerke erwdhnt, bestdtigten genomweite
Analysen das in ihrer Gesamtheit relativ haufige Vorkommen von Mutationen des NF-
KB Systems im Multiplen Myelom, wobei diese Mutationen auf eine intrinsische
Aktivierung dieses Systems hinauslaufen. Sie entkoppeln also potentiell das NF-kB
System der Myelomzellen von der Notwendigkeit einer externen Stimulierung durch

das Mikromilieu, was moglicherweise zu einer tumorfordernden Situation beitragt.

Klassischer Signalweg Alternativer Signalweg
B-Zell Rezeptor
TL-Rezeptor T-Zell Rezeptor BAFF-Rezeptor ~ CD40-Rezeptor
TNF-a Rezeptor ‘ ‘
. 1C [
Viren
TRAF2, clAP1,
o TRAF3, clAP2
DNA-Schaden —f TRAF2 I
TRAF6 S -
NIK: Verlangerung
der Halbwertszeit
l
{IKK-a IKK-ct)
l
,'//‘\ ",_\~
* e ( ploOQReI-B )
il' * & N \\»____J\»—-/
T ' mRNA: IL-6, TNF-a, ( ;_h,‘ mRNA: PNAd oder
2 VCAM-1, ICAM-1... 0 GlycAam-1
Abbildung 4

Der NF-kB Signalweg nach Bonizzi et al. (2004) und Annunziata et al. (2007)°”’

Die Aktivierung des alternativen Signalwegs wird nur durch wenige Rezeptoren der TNF-R Superfamilie
ermoglicht, wohingegen eine Aktivierung des klassischen Signalwegs durch eine Vielzahl von Rezeptoren
vermittelt wird.*

Gemeinsam ist allen Stimuli des klassischen Signalwegs die Aktivierung des IKK-Komplexes, der
seinerseits das NF-kB Inhibitorprotein IkB-a phosphoryliert und damit dessen Degradation initiiert. NF-
kB Transkriptionsfaktoren werden folglich freigesetzt und kénnen nach Translokation in den Zellkern die
Expression ihrer Zielgene vorantreiben. Ebenfalls dargestellt sind regulatorische Proteine oberhalb von
IKK: TRAF2 und TRAF6 fiihren zu einer Aktivierung von IKK, wohingegen CYLD der Phosphorylierung von

IKK entgegenwirkt.
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Im Falle des alternativen Signalwegs fihren die Stimuli zur Aktivierung eines IKK-a Homodimers, das die
partielle Degradation des NF-kB Inhibitorproteins p100 zum Transkriptionsfaktor p52 initiiert, der dann
als p52/RelB-Komplex in den Zellkern transloziert. Auch hier sind die Regulatoren oberhalb von IKK-a
dargestellt: Die Akkumulation von NIK in Abwesenheit der negativ-Regulatoren TRAF2, TRAF3, clAP1 und

clAP2 fiihrt zu einer Phosphorylierung von IKK-a.

Hinweise fir die Relevanz des NF-kB Systems im Multiplen Myelom ergaben sich aus
Studien, in denen Mutationen im NF-kB System identifiziert werden konnten (17% aller

759 |n Form

primdren Myelomzellen und 42% aller Myelomzelllinien waren betroffen).
von aktivitatsfordernden Lasionen finden sie sich vor allem in Genen von positiven NF-
kB Regulatoren wie NIK, NFkB1, NFkB2, CD40, LTBR und TACI, wahrend
Defektmutationen eher in Genen von negativen NF-kB Regulatoren wie TRAF3, clAP1,
cIAP2, CYLD und TRAF2 auftreten.””* Einigen dieser Lasionen ist die Stabilisierung von
NIK gemeinsam, wodurch es zu einer konstitutiven Aktivierung beider Signalwege zu

kommen scheint.>”>°

Ob die Mutationen jedoch tatsachlich zu einer Dysregulation des
klassischen, beziehungsweise des alternativen Signalwegs fiihren oder ob ihre
potenziell onkogene Wirkung auch auf NF-kB unabhangigen Effekten von z.B. NIK oder
IKK-a beruhen konnte, ist unklar.

Eine pharmakologische Blockade des NF-kB Systems, das heit im Wesentlichen des
klassischen Signalwegs mit IKK-B Inhibitoren, fihrte in Tierexperimenten zu einer mehr
oder weniger ausgepragten Verringerung des Tumorwachstums.®*°
Zellkulturexperimente mit dem bislang spezifischsten IKK-B Inhibitor MLN120b zeigten
eine Suppression von NF-kB Zielgenen nach Applikation und eine gewisse
Wachstumsverringerung bei Zelllinien, deren NF-kB Zielgene herunter reguliert
waren.”” Allerdings treffen IKK-B Inhibitoren meist zu einem gewissen Grad auch IKK-a
und vermitteln wie nahezu alle pharmakologischen Wirkstoffe konzentrationsabhangig
unterschiedliche Effekte auf die behandelten Zellen.” Interessanterweise ist die anti-
Myelom Wirkung des relativ spezifischen IKK-B Inhibitors MLN120b in vielen Zelllinien
nur gering und variabel ausgepragt.” Ob die mit verschiedenen IKK Inhibitoren

beobachteten Effekte also tatsdchlich auf die Blockade des klassischen und/oder

alternativen Signalwegs zuriickzufiihren sind bleibt weitgehend unklar.
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Daher war es das Ziel dieser Arbeit mittels Einsatz von RNAi (RNA Interferenz) eine
spezifischere molekulare Suppression von IKK-B in Myelomzelllinien herbeizufiihren
und die Effekte der Proteindepletion auf das Uberleben und die Viabilitit der Zellen zu
untersuchen. Dieser zu pharmakologischen Untersuchungen komplementdre Ansatz
sollte Aufschliisse (iber die tatsachliche Relevanz der IKK-Proteine als Angriffspunkte

fir potentielle Therapieoptionen im Multiplen Myelom liefern.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Analyse des Genoms von Myelomzellen bewies eine immense genetische
Heterogenitat: Sowohl in hyperdiploiden, als auch in nicht-hyperdiploiden Tumoren
konnten diverse Chromosomenaberrationen, Translokationen, Deletionen und
Punktmutationen identifiziert werden. Eine Vielzahl von Myelomzelllinien weisen
Mutationen im NF-kB Signalweg auf, zeigen eine konstitutive NF-kB Signatur und sind
sensitiv fir pharmakologische IKK-B Inhibitoren. Dies spricht dafiir, dass die
entsprechenden Zellen hinsichtlich ihrer Viabilitdt abhangig vom klassischen NF-kB
Signalweg sein konnten. Das publizierte Wirkspektrum und die Spezifitat
pharmakologischer NF-kB Inhibitoren sind allerdings sehr uneinheitlich, mit einer
Tendenz zu geringeren anti-Myelom Wirkungen bei spezifischeren Inhibitoren. Daher
ist die wirkliche potentielle Bedeutung des klassischen beziehungsweise alternativen

NF-kB Signalwegs fiir eine Myelomtherapie nach wie vor ungeklart.

Ziel der hier vorliegenden Doktorarbeit ist es, mittels spezifischer RNAi-vermittelter
Suppression von IKK-a, IKK-B oder IKK-y, eine Blockade des klassischen und/oder
alternativen NF-kB Signalwegs herbeizufiihren. Dazu wurden durch Elektroporation
shRNA-Expressionsvektoren oder kommerziell erhdltliche Stealth-siRNAs in
Myelomzellen transfiziert, wobei 3 verschiedene Myelomzelllinien (AMO-1, MM1.S
und L363) verwendet wurden. ShRNA-Expressionsvektoren mussten zunachst
konstruiert und hinsichtlich ihrer Eignung fiir einen effizienten Knockdown getestet
werden. Die Stealth-siRNA kam spater als alternativer RNAi Suppressionsansatz zum
Einsatz.

Transfizierte Zellen wurden selektiv angereichert und im Zeitraum von 2-5 Tagen nach
der Transfektion mittels durchflusszytometrischer Methoden auf ihr Uberleben und ihr
Proliferationsverhalten hin untersucht. Western-Blot-Analysen gaben Aufschluss tber
die Starke und das Zeitfenster der effektiven IKK Proteindepletion. Um zu Uberpriifen
ob die Depletion von IKK-a, IKK-B oder IKK-y mittels shRNA-Expressionsvektor oder

Stealth-siRNA fiir eine nachhaltige Unterbrechung des NF-kB Signalwegs ausreichte,
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wurde der Effekt der Suppression der IkB-a Phosphorylierung und Degradation nach

Stimulation mit TNF-a untersucht.

Dariber hinaus wurde die Wirkung des IKK-B Inhibitors TPCA auf die Viabilitat der

Myelomzellen untersucht. Auch hier wurde die Effektivitat der IKK-B Blockade nach

TNF-a Stimulation anhand der Phosphorylierung und Degradation von IkB-a analysiert.

Zusammengefasst wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1.

2.

Fihrt die Transfektion der shRNA-Expressionsvektoren oder der Stealth-siRNA
zu einer substanziellen Depletion von IKK-a, IKK-B oder IKK-y?

Wie wirkt sich die spezifische Depletion von IKK-a, IKK-B oder IKK-y mittels
shRNA-Expressionsvektor oder mittels Stealth-siRNA im Vergleich zu TPCA auf
die Viabilitat von AMO-1, MM1.S und L363 Zellen aus?

Flhrt die spezifische Depletion von IKK-B mittels shRNA-Expressionsvektor oder
mittels Stealth-siRNA im Vergleich zu TPCA zu einer verminderten

Phosphorylierung und Degradation von IkB-a nach TNF-a Stimulation?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Zellkulturen

Die Verwendung von Myelom Zelllinien bietet, im Gegensatz zu primar gewonnenen
Myelomzellen, auf Grund ihres unbeschrdankten Wachstums die Moglichkeit, viele
Experimente in geringer Zeit durchzufiihren. AulRerdem koénnen an Zelllinien
bestimmte Manipulationen (z.B. Transfektion mittels Elektroporation) durchgefihrt
werden, die mit primaren Zellen auf Grund der beschrankten Zellzahl nicht moglich
waren. Schlieflich sind Myelom Zelllinien kommerziell erhaltlich, wahrend die
Organisation von primaren Myelomzellen mit einem erheblichen logistischen und
burokratischen Aufwand verbunden ist.

Fir die Experimente dieser Arbeit wurden die Myelomzelllinien AMO-1, L363 und
MM.1S (alle EBV negativ) verwendet. Generell lassen sich Plasmide schlecht in
Myelomzellen transfizieren, weshalb auf die weiter hinten beschriebene Transfektions-
und Anreicherungsmethode zuriickgegriffen wurde (siehe Abbildung 5 und Abbildung
6). Diese konnte mit den hier gewahlten Linien zufriedenstellend durchgefiihrt werden.
AMO-1 stammt von einer 64 Jahre alten Frau mit einem Plasmazytom, wobei die
etablierte Zelllinie bei ihrer Gewinnung 1984 licht- und elektronenmikroskopische
Eigenschaften von Plasmazellen zeigte.”

L363 stammt von einer 36 Jahre alten Frau mit einer Plasmazell-Leukdmie (57%
Plasmazellen im peripheren Blut). Die humane Myelomzelllinie L363 darf nicht mit der
aus der selben Blutprobe durch Inokulation von EBV entstandenen L363 + EBV (LCL) -
Zelllinie verwechselt werden.”

AMO-1 und L363 wurden aus der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ) bezogen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

MM.1 (bezogen von LGC Standards, Wesel) ist eine Zelllinie, die im Jahr 1989 aus
einem Patienten mit einem IgA Myelom etabliert wurde.”® Dieser entwickelte nach
Behandlung mit Dexamethason eine Resistenz gegeniber dem Glukokortikoid,
wodurch nun 2 Zelllinien eines Ursprungs entstanden sind: Die Glukokortikoid-sensible

Variante MM.1S und die resistente Zelllinie MM.1R.**

Zellkultur 1 Tag nach Elektroporation

120 V 160 V 200V

Abbildung 5

Beispiel einer Voltreihe fiir AMO-1 Zellen 1 Tag nach Elektroporation (FACS-Analyse). Die Abszisse
markiert die EGFP-Intensitdt als MaR fiir die erfolgreiche Transfektion, die Ordinate markiert die
Propidiumjodid-Fluoreszenz als MaR fiir den Vitalitatszustand der Zellen (Daten entnommen aus
Steinbrunn et al. (2014))°

Es erfolgte die Transfektion des EGFP-Expressionsplasmids in AMO-1 Zellen durch Elektroporation der

Zellen bei verschiedenen Voltzahlen. Es ist ersichtlich, dass sich die Transfektionseffizienz mit steigenden
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2. MATERIAL UND METHODEN

Voltzahlen bis zu einem gewissen Grad verbessert (beachte EGFP positive, Pl negative Fraktion im
jeweiligen Kasten rechts unten), dann aber auf Grund eines vermehrten Zelltods stagniert oder sogar
abfillt (vergleiche 240V, 280V und 320V und beachte die Zunahme der EGFP negativen, Pl positiven
Fraktion jeweils links oben). Da der hier erreichte Anteil transfizierter Zellen unzureichend zur
Beurteilung der erwiinschten shRNA Suppressionsexperimente war, erfolgte das weiter unten

beschriebene Aufreinigungsverfahren.

Kulturbedingungen

Myelomzellen wurden bei 37°C und 5% CO, in einem chemisch definierten (siehe
Tabelle 2) Medium gehalten. RPMI 1640-Medium diente als Basismedium und wurde

durch proliferationsféordernde, nahrstoffreiche und antibakterielle Reagenzien erganzt.

Tabelle 2
Mengenangaben | Zusdatze in 500ml RPMI
der Zusatze 1640-Medium
50ml Fotales Rinderserum (FBS)
5ml L-Glutamin (200mM)
5ml Natriumpyruvat (100mM)
S5ml Penicillin (10000U/ml)
100pg/ml Streptomycin (10mg/ml)

Auf Grund der unterschiedlichen Eigenschaften hinsichtlich Proliferation und
Adhdrenz, war es wichtig, schnell wachsende Zelllinien wie AMO-1 und L363 ofter zu
splitten als die eher langsam wachsenden MM.1S-Zellen. Letztere hafteten am Boden
der Zellkulturflasche (semi-adhdrent) und mussten mit einem Zellschaber gel6st
werden, bevor die Kultur gesplittet werden konnte. Da bei den mit den Zellen
durchgefihrten Elektroporations- und Aufreinigungsverfahren stets mit Zellverlusten
zu rechnen war, mussten angemessen groRe Zellzahlen vor Durchflihrung dieser
Anwendungen in Kultur gehalten werden. Dabei war grundsatzlich besonders direkt
vor Elektroporation darauf zu achten, dass die Zellen nicht zu dicht wuchsen (<500 000
Zellen/ml). Eine zu hohe Zelldichte in der Kultur kann tendenziell zu geringerer

Elektroporations-Effizienz fihren.
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2.1.2 Transiente Transfektion von Myelomzelllinien mittels Elektroporation

Die Elektroporation wurde in einem Gemisch aus RPMI 1640-Medium (ohne Zusatze),
MM-Zellen und der zu transfizierenden DNA durchgefihrt. Dafiir wurden 1,5 x 10’
Zellen in 500ul Medium aufgenommen und in eine Elektroporationskiivette
(Elektrodenabstand = 4mm) Gberfihrt, in der die Elektroporation bei 280V (fiir AMO-1
und L363 Zellen) beziehungsweise 310V (fir MM.1S Zellen) vonstattenging
(Kondensatoreinstellung: jeweils 950uF; exponentiell abnehmende Entladung). Nach
Elektroporation war darauf zu achten, dass die Zellen zur Regeneration schnell aus der
Kivette in ein Gefals mit 500ul frischem Medium ohne Zusatze lberfiihrt wurden, wo
sie fir 15 Minuten bei 37°C lagerten um anschlieBend in die regulare Zellkultur
Uberfihrt zu werden (RPMI 1640-Medium mit Zusatzen).

Zu den transfizierten Nukleinsduren gehorten das fiir die Suppression essentielle
shRNA Expressionsplasmid, beziehungsweise die gekaufte siRNA. Diese Reagenzien
wurden mit einem Proteinexpressionsplasmid fir EGFP co-transfiziert. Zellen, die nach
der Elektroporation EGFP positiv sind, haben auch samtliche anderen im
Elektroporationsmix vorhandenen Nukleinsauren aufgenommen. Die
Transfektionseffizienz der Elektroporation betrug meist deutlich unter 50%. Aus
diesem Grund war es erforderlich die lebenden sowie gleichzeitig EGFP-positiven
Zellen selektiv anzureichern.

Fir beide Parameter sind Propidiumiodid (PI) und EGFP die geeigneten Marker,
weshalb deren Messung mittels FACS (Fluorescence-Activated-Cell-Sorting)-Analyse
durchgefiihrt wurde. Zuvor wurden mittels OptiPrep die stark geschadigten Zellen (PI-
positiv) von den strukturell integren Zellen (Pl-negativ) abgetrennt. Dazu wurden die
elektroporierten Zellen in einem Gemisch aus 750ul OptiPrep Losung und 2,5ml
Medium pro Ansatz suspendiert und nach der Uberschichtung mit 200ul PBS 5
Minuten bei 3000U/min zentrifugiert. Tote Zellen, deren Membranen durchlassig sind,
werden im Gegensatz zu gesunden Zellen vom Medium durchflutet und wandern im

Zentrifugationsrohrchen der Zentrifugalkraft entsprechend nach unten. Unversehrte
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2. MATERIAL UND METHODEN

Zellen wandern auf Grund der geringeren Dichte des Zytosols nach oben bis sie an die
Grenzflache zum PBS gelangen, wo sie sich sammeln. Diese Zellen wurden entnommen
und anschlieBend mittels Zell-Sorter (FACS) nach EGFP-positiven Zellen aufgereinigt.
Dadurch konnte der Anteil EGFP-positiver Zellen maximiert werden (siehe Abbildung

6).

L363 Tag 1 nach Elektroporation, L363 Tag 1 nach Elektroporation, L363 Tag 1 nach Elektroporation,
vor OptiPrep nach OptiPrep nach Sorten
10* 10* 10*

J139 4,32 16 0,092 766 314
g
z
°
k-]
E
3
3
[-3
2
o

10° 10! 102 10° 10*

enhanced Green Fluorescence Protein (EGFP)
Abbildung 6

FACS Graphiken von L363-Zellen an Tag 1 nach Elektroporation

Links: Die elektroporierten Zellen (siehe linker unterer Quadrant: 49,7% der Zellen) sind zwar lebendig
(Pl-negativ), haben als EGFP-negative Zellen aber keine oder nur wenig Plasmid-DNA aufgenommen.
Mitte: Nach OptiPrep vermindert sich der Pl-positive Anteil (siehe die beiden oberen Quadranten).
Rechts: Durch die Aufreinigung nach EGFP-positiven Zellen mittels FACS wird der Anteil lebendiger und

stark transfizierter Zellen stark verbessert (rechter unterer Quadrant: 73,3%).

2.1.3 Behandlung mit dem IKKf-Inhibitor TPCA

MM.1S Zellen wurden 2 Stunden mit 10uM TPCA beziehungsweise zur Kontrolle mit
einer aquivalenten Menge des Losungsmittels DMSO inkubiert, und es wurde
anschlieBend eine TNF-a Stimulation (100ng/ml, je nach Experiment sofort und nach 3
beziehungsweise 10 Minuten) durchgefiihrt. Eine Blockade des Signalwegs kann im
Western-Blot, z.B. durch Farbung auf (phospho-)IkB-a, nachgewiesen werden.

Zwecks Messung der Apoptoserate und Abschatzung der Proliferationsrate (Abnahme

der EGFP Intensitat) der Myelomzelllinien, wurden in einer 96-Well Platte pro Well 10*
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Zellen ausgesat und mit verschiedenen Konzentrationen (20, 10, 5, 2,5, 1,25 und 0,625
uM; jeweils Doppelwerte) des Inhibitors behandelt. Am zweiten und dritten Tag nach

TPCA-Zugabe wurden die Ansatze mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert.

2.1.4 Zelltodmessungen mittels FACS

Zelltodmessungen wurden mittels FACS Analyse vorgenommen. Hierbei werden die
Zellen zuvor mit Pl behandelt. Nur die Zellmembranen spat-apoptotischer/nekrotischer
Zellen sind durchlassig fur Pl, welches in die DNA interkaliert und Fluoreszenzlicht mit
einem Emissionsgipfel bei 617nm emittiert. Mit Hilfe von EGFP, das andere
Absorptions- und Emissionsmaxima besitzt, kann durch die FACS Analyse eine Aussage
sowohl zur Integritdt von Zellen (Pl) als auch Uber deren Transfektionserfolg (EGFP)
getroffen werden. Zusatzlich kann die EGFP-Intensitdt der Zellen einen Hinweis auf
eine erfolgte Proliferation geben, weil das EGFP Expressionsplasmid durch
Zellteilungen verdinnt wird und somit letztlich auch die EGFP Intensitat abnimmt.
Auch die Konzentration des co-transfizierten pSUPER Vektors nimmt vermutlich im

Zeitverlauf ab.

AMO-1 Tag 2 AMO-1 Tag 3 AMO-1 Tag 5§
nach Elektroporation nach Elektroporation nach Elektroporation

Propidiumiodid (Pl)

L e e S Ty T 10°
10? 10 10* 10

enhanced green fluorescent protein (EGFP)
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Abbildung 7

FACS Ergebnisse von AMO-1 Zellen an Tag 2, 3 und 5 nach Elektroporation
Die Verschiebung der EGFP-positiven Zellen nach links entspricht der Proliferations-bedingten

Verdliinnung des EGFP-Plasmids (vergleiche insbesondere Tag 3 mit Tag 5).

Spezifischere Aussagen zur Apoptose lassen sich mit Fluoreszenzfarbstoff (FITC) -
markiertem Annexin V erhalten. Annexin V ist ein Protein, das spezifisch an
Phosphatidylserin bindet, welches sich bei gesunden Zellen auf der Innenseite der
Zellmembran befindet. Leiten Zellen Apoptose ein, tritt es vermehrt auch an der
Aullenseite der Membran auf, wo es durch Annexin V gebunden werden kann. Die
Annexin V Farbung markiert somit zusatzlich zu spat apoptotischen Zellen (zerstorte
Membranen, freier Zugang ins Zellinnere) auch friih apoptotische Zellen (noch intakte
Membranen, kein freier Zugang ins Zellinnere).

Annexin V-FITC wurde zusétzlich zu Pl bei nicht-transfizierten, TPCA behandelten Zellen
angewandt, um friihe Anzeichen der Apoptose detektieren zu kdnnen.

Zur Durchfiihrung der Annexin V-FITC-Markierung wurden die Zellen mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde zum Zellpellet 200ul Annexin V Bindepuffer mit 5ul Pl
(Konzentration der Stammlésung: 20ug/ml) und 2ul Annexin V-FITC (Konzentration der
Stammlosung wird vom Hersteller nicht angegeben, Bestell-Nummer: BMS306FI;
Bender MedSystems) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten erfolgte

die FACS Messung.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 shRNA-Expressionsvektor

Fir die Klonierung einer Nukleotidsequenz, die fir die Bildung einer shRNA als DNA-
Vorlage dienen soll, wurde das Vektorsystem pSUPER (= Suppression-of-Endogenous-
RNA) verwendet.”® Dieses Plasmid besitzt, neben einer Expressionskassette fir

Ampicillin einen H1-RNA Polymerase Il Promotor. Die spezifischen Sequenzen zum Bau
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einer kompletten shRNA Expressionskassette werden direkt downstream des H1-
Promotors in die Bgl II/Hin dlll Restriktionsschnittstellen einkloniert und enthalten am
3' Ende eine (T)s-Sequenz, die fiir die RNA Polymerase Il als Stop-Signal fungiert. T7

oder T3 Primer eignen sich zur Verifizierung der Sequenz der einklonierten DNA.

PSUPER (Lange gesamt: 3173 bp)

Byl Il Z|(i[sequinz
T ¢ Insert: 64 bp
Loop " Hindlll

Amp (2320 bp)

Abbildung 8

Schematische Darstellung des pSUPER Vektors nach dem pSUPER Manual von Oligo Engine97

Zur Klonierung von dsOligonukleotidkassetten (Insert) werden die Restriktionsenzyme Bg/ Il und Hin dlll
verwendet. Zur Uberpriifung ob das Insert in den Vektor integriert wurde, erfolgte nach Ligation,
Transformation und DNA-Minipraparation ein diagnostischer Verdau mit Eco Rl und Hin dlll (siehe
2.2.10 Diagnostischer Verdau).

Der H1-RNA Promotor wird fir die Transkription der shRNA (short-hairpin RNA) mittels RNA Polymerase
Il bendétigt.

Das Ampicillin Resistenzgen (Amp) dient zur Selektion von transformierten Bakterien.
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Der T7 Primer wurde zur abschlieBenden Verifizierung des einklonierten synthetischen DNA Fragments

mittels Sequenzierung verwendet.

2.2.2 Design der Oligonukleotide

Bei der Auswahl der Ziel-Sequenzen (IKK-B3-5), die Teil der einzuklonierenden ds-
Oligonukleotide sind, wurden folgende Kriterien (sieche Brummelkamp et al. (2002))*
beriicksichtigt:

Der Anteil von Guanin und Cytosin sollte 60% betragen und es sollten sich zwei
Adenine am 5'-Ende direkt vor der Zielsequenz befinden. AuRerdem sollten weniger als
funf aufeinanderfolgende Thymin oder Adeninreste in der Zielsequenz vorkommen, da
ein Transkriptionsabbruch die Folge ware.

Die Zielsequenz ,IKK-B2“ (siehe unten) wurde aus der von Hu et al. (2008)
veroffentlichten Arbeit entnommen, weil fur diese Sequenz eine effektive Suppression

beschrieben wurde.*®

Hin dlll -
Schnittstelle
Synthesestopp der
: Loop-Sequenz
19-nt Zielsequenz o RNA-Polymerase lI /

v /—‘\ /J\ /\ vVektor”-
5'"-AGATCCCCCCCAATAATCTTAACAGTG CACTGTTAAGATTATTGGG GGARAAGCTT-3"
3'=TCTACGGGGGGGTTATTAGAATTGTCAC GTGACAATTCTAATAACCCAAAAACCTTTTCGAA-S"

...Vektor A \'_/ A

19-nt Zielsequenz

zerstorte Bgl Il -
Schnittstelle

64-nt Oligo

Abbildung 9

Beispiel fiir ein shRNA Expressionskonstrukt (IKK-B2) nach Klonierung der Kassette aus Vorwarts- und
Gegenstrang in den pSUPER Vektor

Die Zielsequenz besteht aus 19 bp, wobei am gleichen Strang in 3 Richtung eine revers-komplementare
Sequenz existiert. Beide Sequenzen sind durch eine Loop-Sequenz getrennt, die nach Transkription dazu
fihrt, dass durch intramolekulare Anlagerung der komplementaren Sequenzen des RNA-Transkripts eine

short-hairpin RNA entsteht. Fir die Klonierung des annealten DNA-Oligonukleotiddoppelstrangs in
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pSUPER wurden die Komponenten so designt, dass am 5' Ende ein ,,Bg/ II“- und am 3' Ende ein ,,Hin dIll“
kompatibler Uberhang entsteht (die Bgl Il Schnittstelle wird dabei durch die Klonierung nicht wieder

regeneriert). Die 5 Thymin-Nukleotide am 3' Ende fiihren zum Abbruch der Transkription. nt = Nukleotid.

Das durch Transkription und Umfaltung entstandene shRNA Molekil mit Schleife wird
endogen mittels des Enzyms DICER prozessiert, wobei eine Schleifen-freie
doppelstrangige Short- Interfering-RNA (siRNA) entsteht. Nach Anlagerung der siRNA
an eine komplementire mRNA, wird diese durch den RNA-Induced-Silencing-Complex
(RISC) zerstort (fur weiterfiihrende Literatur siehe das Review von Tijsterman (2004)).%
Der gekaufte, aus jeweils 25 Basen bestehende, chemisch modifizierte RNA
Doppelstrang (,Stealth-siRNA“, Invitrogen) funktioniert nach dem gleichen Prinzip,
wobei keine Prozessierung durch DICER erforderlich ist.

Invitrogen wirbt fiir die Stealth-siRNA mit Vorteilen gegentliber herkdmmlicher siRNA:
-Effektivere Suppression

-H6here Spezifitat

-Bessere Stabilitat

-Geringere zelluldre Toxizitat

Die Stealth-siRNA wurde bestellt, als schon Experimente zur Testung der designten IKK-
B(2-5) shRNA Vektor-Expressionskonstrukten gemacht wurden. Letztendlich zeigte
sich, dass die Stealth-siRNA &dhnlich stabil war und insgesamt sogar eine bessere

Suppression von IKK-B bewirkte.

Nach dem Design der folgenden vier Zielsequenzen (fett hervorgehoben) wurden die

64 nt langen Oligonukleotide bei BioTeZ (Berlin) bestellt:

IKKB2 (Vorwartsstrang):
GATCCCCCCCAATAATCTTAACAGTGTTCAAGAGACACTGTTAAGATTATTGGGTTTTTGGAAA
(Sequenz entnommen aus Hu et al. (2008))®

IKKB2 (Rickwartsstrang):
AGCTTTTCCAAAAACCCAATAATCTTAACAGTGTCTCTTGAACACTGTTAAGATTATTGGGGGG

IKKB3 (Vorwartsstrang):

33



2. MATERIAL UND METHODEN

GATCCCCGAGGAATCTCGCCTTCTTCTTCAAGAGAGAAGAAGGCGAGATTCCTCTTTTTGGAAA
IKKB3 (Ruckwartsstrang):
AGCTTTTCCAAAAAGAGGAATCTCGCCTTCTTCTCTCTTGAAGAAGAAGGCGAGATTCCTCGGG
IKKB4 (Vorwartsstrang):
GATCCCCCGCTGGACGACCTAGAGGATTCAAGAGATCCTCTAGGTCGTCCAGCGTTTTTGGAAA
IKKB4 (RUckwartsstrang):
AGCTTTTCCAAAAACGCTGGACGACCTAGAGGATCTCTTGAATCCTCTAGGTCGTCCAGCGGGG
IKKB5 (Vorwartsstrang):
GATCCCCGCAGAAGGCGCTGGAACTGTTCAAGAGACAGTTCCAGCGCCTTCTGCTTTTTGGAAA
IKKB5 (Rickwartsstrang):
AGCTTTTCCAAAAAGCAGAAGGCGCTGGAACTGTCTCTTGAACAGTTCCAGCGCCTTCTGCGGG

Die synthetisierten (und HPLC-gereinigten) Oligonukleotide wurden in Aqua dest.

gel6st, so dass die Konzentration der Stammldsung 100pmol/ul betrug.

IKK-B cDNA
IKK-32 IKK-B3 IKK-B4 IKK-B5
Kodierende Sequenz | l |
NEMO bindende Doméne
1 Katalytische Doméne I500 '1000 I1500 l2000

Abbildung 10

Positionen der shRNA-Zielsequenzen in einer humanen IKK-B cDNA (NCBI: FLJ79317, Gesamtldnge:
2360 Basenpaare)

IKK-B2 (grun): bp 831 - bp 849

IKK-B3 (blau): bp 1301 - bp 1319

IKK-B4 (rot): bp 1723 - bp 1741

IKK-B5 (turkis): bp 1904 - bp 1922

Kodierende Sequenz (rot): bp 54 - bp 2318.

Katalytische Doméne (schwarz, links): bp 150 - bp 974.

NEMO bindende Domaéne (schwarz, rechts): bp 2160 - bp 2273.

bp = Basenpaar

Quelle: NCBI: Homo sapiens cDNA, FLI79317 complete cds, highly similar to Inhibitor of nuclear factor
kappa B kinase subunit beta (EC 2.7.11.10).
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Die doppelstrangigen Stealth-siRNAs gegen IKK- und IKK-a wurden bei
Invitrogen/Life-Technologies bestellt und in RNase-freiem Wasser gelost. Die

Konzentration der Stamml6sung betrug 300uM.

Ikbk-2 (IKK-B Stealth, Vorwartsstrang):
-CGA ACU GAG GGU GAC AGU CAG GAA A-
Ikbk-2 (IKK-B Stealth, Riickwartsstrang):
-UUU CCU GAC UGU CAC CCU CAG UUC G-

Stealth IKK-a (Vorwartsstrang):

-GCA UUC AGC UUG ACU UGG AGA GAU A-
Stealth IKK-a (Rlickwartsstrang):

-UAU CUC UCC AAG UCA AGC UGA AUG C-

Die bei den siRNA Experimenten durchgefiihrten Kontrolltransfektionen wurden mit
einem nicht spezifischen RNA Doppelstrang Molekil (scr = scrambled) durchgefiihrt:
Scrambled (Vorwartsstrang):

-AUU CUC CGA ACG UGU CAC GUA GCU A-

Scrambled (Riickwartsstrang):

-UAG CUA CGU GAC ACG UUC GGA GAA U-

2.2.3 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung von pSUPER

Der Vektor wurde mit den beiden Restriktionsendonukleasen Bg/ 1l und Hin dlll

geschnitten um spéter das Insert einfligen zu kdnnen.

0,5l Hin dlIl

0,5ul Bgl i

1ul pSUPER (Stammkonzentration: 3,3ug/ul)
5ul Puffer Rot
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43ul Aqua dest.

Das Gemisch wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert (Restriktions-Verdau).
AnschlieBend erfolgte die Dephosphorylierung von pSUPER, ebenfalls bei 37°C fir eine
Stunde, mittels Applikation von 1pl Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP). Dieser Schritt

dient zur Verringerung des Transformationshintergrunds durch re-ligierte Plasmide.

2.2.4 Phenol/Chloroform Extraktion und Fiallung des dephosphorylierten
Vektors

Zur Inaktivierung der Enzyme und zur Aufreinigung und Entsalzung wurde der Vektor
mittels Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlieBender Ethanolfdllung aus dem
DNA-Enzym-Salz-Gemisch isoliert.

Daftr wurde 50ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1 zum
Gemisch hinzugegeben, gevortext und 5 Minuten bei hochster Geschwindigkeit in der
Tischzentrifuge (13000 U/min) zentrifugiert.

Phenol denaturiert Proteine und dient als organisches Losungsmittel, wodurch ein 2
Phasen-Gemisch entsteht. Da Phenol eine nur geringfligig hohere Dichte als Wasser
besitzt, sind beide Phasen nicht einfach voneinander zu trennen. Deshalb wird
Chloroform als zusatzliches organisches Losungsmittel benutzt. Es besitzt eine hohere
Dichte und ermdglicht eine gute Phasentrennung.

Die wassrige Phase, die nur noch geloste Nukleinsduren, Salze und etwas Phenol
beinhaltet (die denaturierten Proteine sammeln sich als Interphase) wurde
abgenommen und mit 50ul Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch  versetzt.
Isoamylalkohol verandert die Eigenschaften der Phasengrenzflachen derart, dass die
DNA-enthaltende wassrige Phase mit etwas Geschick bis auf eine kleine Blase fast
vollstandig abgenommen werden kann. Die erhaltene Lésung wurde mit 125ul Ethanol
(96%) und 5ul 3M Natriumacetat-Losung versetzt, kurz bei -80°C durchgefroren und

anschlieBend in der Benchtop-Zentrifuge fir 20min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde verworfen, das Pellet 10 Minuten luftgetrocknet (dabei verdampft

das Ethanol) und in Wasser zu einer Endkonzentration von etwa 20ng/ul gelost.

2.2.5 Annealing von DNA-Oligonukleotiden

Um die Zusammenlagerung komplementarer Oligonukleotide zu bewerkstelligen,
wurden beide Komponenten in Oligonukleotid-Annealing-Puffer im folgenden

Verhaltnis gemischt:

1,5ul  Vorwartsstrang-Oligonukleotid (100pmol/pl)
1,5ul  Ruckwartsstrang-Oligonukleotid (100pmol/pl)
47ul  Oligonukleotid-Annealing-Puffer (Zusammensetzung: siehe in der Liste der

Materialien)

Das Gemisch wurde bei 95°C im Wasserbad erhitzt und anschlieRend langsam
abgekiihlt, um eine korrekte komplementdre Zusammenlagerung der Vorwarts- und
Gegenstrange zu ermoglichen, bevor es bei zu niedrigen Temperaturen zum

intramolekularen Annealing kommt.

2.2.6 Phosphorylierung der dsOligonukleotidkassetten (Kinase Reaktion)

Vor der Klonierung der dsOligonukleotidkassetten in den pSUPER Vektor erfolgte
deren Phosphorylierung mittels einer ATP abhangigen T4-Polynukleotidkinase. Erst
dann ist eine kovalente Verknlipfung der Oligonukleotidkassette mit dem
dephosphorylierten Vektor im nachsten Schritt moglich.

Das Reaktionsgemisch enthalt:

2ul Oligonukleotid-Lésung aus der Annealing-Reaktion

lul  10x T4-Polynukleotidkinase-Puffer

1yl 10mM ATP
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1ul  T4-Polynukleotidkinase
S5ul  Aqua dest.

Das Gemisch wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach folgte fiir 10min eine
Erhéhung der Temperatur auf 70°C. Diese ist notig ist um das Enzym zu inaktivieren.
Eine Rephosphorylierung des dephosphorylierten pSUPER-Vektors (s.0.) ist somit nicht

mehr moglich.

2.2.7 Ligation des Oligonukleotid-Inserts in den pSUPER Vektor

Fir die Ligase-Reaktion wurde folgendes Gemisch erstellt:

2ul phosphorylierte Oligonukleotide

1l Ligase Puffer (10x)

1l T4 DNA-Ligase

1l geschnittener und dephosphorylierter pPSUPER-Vektor
5ul  Agqua dest.

Das Gemisch wurde mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Enzym T4 DNA-Ligase katalysiert hierbei in einer ATP-abhangigen Reaktion (ATP ist
im Ligase Puffer enthalten) die kovalente Bindung zwischen dephosphoryliertem

Vektor und phosphoryliertem ds-Oligonukleotid-Insert.

2.2.8 Transformation kompetenter E. coli Bakterien und Selektion der Klone

Zur Identifizierung korrekter Klonierungsprodukte mittels eines diagnostischen
Verdaus und der anschlieBenden Sequenzierung werden hinreichende Mengen der
klonierten Plasmid DNA benétigt. Dazu wird das Plasmid in kompetente E. coli

Bakterien transformiert. Die erfolgreich transformierten und sich im Selektionsmedium
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vermehrenden Bakterien replizieren zusatzlich zu ihrem eigenen Genom auch das
aufgenommene Plasmid.

Die gefrorene Bakteriensuspension wurde auf Eis aufgetaut, 2ul des Ligationsansatzes
dazugegeben und vorsichtig durchmischt. Nach 30 Minuten Inkubationszeit auf Eis
erfolgte eine Erhitzung der Bakteriensuspension auf 42°C im Wasserbad fiir 2 Minuten
und anschlieRend die Zugabe von 1 ml LB-Medium. Nach der Inkubation von 30
Minuten im Schittler bei 37°C wurden die Zellen auf einer Agarplatte mit Ampicillin
(100ug/ml) ausplattiert und bei 37°C Gber Nacht im Brutschrank inkubiert. Durch das
Ampicillin in der Agarplatte konnten pSUPER Plasmid-positive Zellen selektioniert
werden, weil der Vektor eine entsprechende Antibiotika-Resistenz vermittelt (siehe
Abbildung 8).

Pro Transformationsansatz (fir jedes transformierte Konstrukt) wurden am nachsten
Tag 2-3 Kolonien mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 2 ml LB Medium
mit 100pg/ml Ampicillin-Zusatz (iber Nacht im Schuttler (180 Umdrehungen/min)

kultiviert.

2.2.9 Isolation von Plasmiden mittels QIAprep-Miniprep

Da durch die Transformation zwar davon ausgegangen werden kann, dass jeder Klon
den pSUPER Vektor aufgenommen hat, aber noch nicht sicher gestellt ist ob auch jedes
Konstrukt ein korrektes Insert beinhaltet, wurden zundchst Plasmid-Minipraparationen
mit anschlieBendem diagnostischen Verdau sowie DNA-Sequenzierung durchgefiihrt.

Das Prinzip der Aufreinigung mit alkalischer Lyse wird in folgende Schritte gegliedert:
1. Lyse der Bakterienzellen

2. Neutralisation des basischen Lysats

3. Adsorption an einer Silica-Membran mittels QlAprep Sdulen

4. Elution der adsorbierten DNA

Die Aufreinigung wurde mit dem QlAprep Miniprep-Kit durchgefiihrt.
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Zunachst wurden die gepickten und ber Nacht kultivierten Bakterienzellen in RNase
haltigem Puffer resuspendiert. Die alkalische Lyse erfolgte durch Natriumhydroxid
gemischt mit Natriumdodecylsulfat (SDS). SDS ist hierbei das Reagenz, das die
Zellmembran  zerstért, wobei Natriumhydroxid die durch SDS gel6sten
Membranproteine und die chromosomale DNA sowie die Plasmid-DNA denaturiert.
Die alkalische Lyse sollte nicht langer als 5 Minuten andauern, da in diesem Lysefenster
die gewilinschte Plasmid-DNA im Gegensatz zu chromosomaler DNA bereits aus den
geschadigten Zellen entweichen kann, sie aber gleichzeitig noch nicht irreversibel
denaturiert wird. Der alkalischen Lyse folgte eine Neutralisation mit einem Guanidin-
Hydrochlorid/Essigsaure-Puffer. Die hohen Salzkonzentrationen im Puffer fihren dazu,
dass denaturierte Proteine, chromosomale DNA und SDS prazipitieren, dagegen die
Plasmide jedoch in Lésung bleiben. Dariiber hinaus bieten die hohen Salz-Bedingungen
optimale Adsorptionsbedingungen an die Silica-Membran (die Silica-Membran ist
Bestandteil der verwendeten QlAprep Saule). Nach Zentrifugation und Abtrennung der
Plasmid LOsung vom prazipitierten Rest, der im Eppendorf Rohrchen als Pellet
erscheint, wurden die gelosten Plasmide auf die QlAprep Saule gegeben und kurz bei
13000 U/min zentrifugiert. Um die Plasmide bei Salzbedingungen niedriger
Konzentration eluieren zu kénnen erfolgte eine Waschung mit einem Ethanol-haltigen
Puffer. Dieser entfernt die Salze aus der Silica-Membran ohne die DNA von der Saule
zu l6sen. Die folgende DNA-Elution kann mit Wasser oder einem Puffer mit

Salzbedingungen niedriger Konzentration erfolgen.

2.2.10 Diagnostischer Verdau

Um zu Uberprifen ob die durch den Miniprep gewonnenen Plasmide das
Oligonukleotid-Insert eingebaut haben wurde ein diagnostischer Verdau mit den

Restriktionsenzymen Hin dlll und Eco Rl durchgefiihrt.

Pro Ansatz wurde das folgende Gemisch erstellt:
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Sul durch Miniprep aufgereinigter Vektor
2ul Puffer Rot

0,5ul  Hin dlll

0,5ul  EcoRI

12ul  Aqua dest.

Durch den Verdau entsteht ein Fragment, das entweder 221 bp oder 285 bp (221 bp +
64 bp) lang ist (siehe

Abbildung 11). Das groBere Fragment entsteht beim Verdau eines Vektors mit
erfolgreicher Insert-Ligation. Die Auftrennung erfolgte durch Auftragen des Verdaus
(5ul) zusammen mit etwas Ladepuffer in die Taschen eines 1%igen, Ethidiumbromid-
haltigen Agarosegels mit anschlieBender Elektrophorese bei 100V. Da DNA negativ
geladen ist, wandert sie in Richtung der Anode. Hierbei sind kleinere DNA Fragmente
schneller als grofRere, da letztere auf Grund der GroRe im Gel starker retardiert
werden. Lineare doppelstrangige DNA-Fragmente kdnnen somit streng nach der Grof3e
aufgetrennt werden und durch Vergleich mit einem parallel laufenden GroRenstandard
kategorisiert werden. Nach erfolgter Auftrennung wurde das Gel mit UV-Licht
bestrahlt. Das in die DNA interkalierende Ethidiumbromid besitzt fluoreszierende
Eigenschaften und fiihrt dazu, dass Stellen mit hohen DNA-Konzentrationen im UV-

Licht als Banden sichtbar werden.
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Abbildung 11

Diagnostischer Verdau

Beim diagnostischen Verdau mit Eco Rl und Hin dlll erscheint ein groRes Fragment (obere schwarze
Bande) und ein kleineres (untere schwarze Bande). Bei fehlendem Insert (K- und Bahn 1,3 und 4) ist das
kleinere Fragment 221 bp lang. Bei eingebautem Insert ist es 285 bp lang.

M = Marker (Gene Ruler 1kb DNA Leiter), K+ = positiv-Kontrolle, K- = negativ-Kontrolle.

2.2.11 Sequenzanalyse von shRNA Expressionsvektoren

Der diagnostische Verdau liefert zwar die Information, dass ein etwa 64 bp langes
Insert in das Plasmid eingebaut wurde, jedoch kdnnen Synthesefehler bei der
Herstellung der Oligonukleotide zu einer fehlerhaften Sequenz fiihren, so dass die
positiven Minipraparationen obligatorisch durch Sequenzierung (durch die Firma
AGOWA) auf Korrektheit der shRNA-Expressionskassette geprift werden mussten.
Hierfir wurde der T7-Primer beziehungsweise der T3-Primer verwendet. Mittels
Extinktionsmessung (Nano Drop) wurde zundchst die DNA-Konzentration bestimmt.
Nach der Verdiinnung auf 100ng/ul konnte die DNA an AGOWA zur Sequenzierung
versandt werden. Nur die durch Sequenzierung bestatigten Konstrukte wurden fiir die

spater beschriebenen Transfektionsexperimente verwendet.
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GAT GCTTTTCC CGCTGGACGACCTAGAGGATCTCTTG TCCTCTAGGTCGTCCAGCGGGGGATCTGTG

...... GAATC-T(CT...... .......GGGGGGA......

\

GAT GCTTTTCC CGCTGGACGACCTAG AGGATCTCTTG TCTCTAGGTCGTCCAGCGGGGGGATCTGTG

(e Ml

Abbildung 12

Exemplarische Darstellung zweier Sequenzierungen von DNA Proben, die durch Miniprdparation
gewonnen und im diagnostischen Verdau als potenziell geeignete IKK-B4 Vektorkonstrukte
identifiziert wurden

Die Sequenzierung des Klons 7-T3 ergab eine identische Basenabfolge im Vergleich zu der bestellten
Sequenz des IKK-B4 Oligonukleotids. Demgegeniiber war bei der Sequenzanalyse des Klons 9-T3 eine
Deletion (Cytosin) und eine Insertion (Guanin) zu verzeichnen gewesen (siehe vergroBerte
Sequenzbereiche zwischen den originalen Sequenzierungsabbildungen). Dabei betraf zwar nur die
Deletion den Zielbereich der shRNA doch schloss dies eine weitere Verwendung dieses Klons aus.
Vergleiche die Sequenz (a) des Klons 7-T3 (Rickwartsstrang, diese Sequenz ist identisch mit der des
bestellten IKK-B4 Oligonukleotids) mit der Sequenz (b) des nicht mit dem bestellten IKK-B4
Oligonukleotid identischen 9-T3 Klons (Deletion des Cytosins rot, Insertion des Guanins (zur lllustration
willkiirlich an Position 3 gesetzt) griin dargestellt).

(a) AGCTTTTCCAAAAACGCTGGACGACCTAGAGGATCTCTTGAATCCTCTAGGTCGTCCAGCGGGG

(b) AGCTTTTCCAAAAACGCTGGACGACCTAGAGGATCTCTTGAATCETCTAGGTCGTCCAGCGGEGG
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2.2.12 Plasmidgewinnung mittels QIAprep-Maxiprep

Um ein als korrekt identifiziertes shRNA-Expressionskonstrukt mittels Transfektion auf
eine erfolgreiche Suppression des Zielproteins testen zu kdnnen, werden wesentlich
groflere Mengen an DNA ben6étigt, als es flir den diagnostischen Verdau erforderlich
ist. Aus diesem Grund wurden DNA Maxipraparationen durchgefiihrt.

Die Einstichstellen auf den Agarplatten der gepickten (und markierten)
Bakterienkolonien enthalten immer noch Bakterien, auch wenn mit bloBRem Auge
keine Kolonie mehr sichtbar ist. Klone, die ein als korrekt identifiziertes Plasmid tragen,
wurden erneut verwendet, um 100 ml LB-Medium mit Ampicillin (100ug/ml) zu
beimpfen. Die Kultur wurde anschlieRend tber Nacht bei 37°C und 180 U/min
kultiviert.

Das QlAprep Maxi-Kit beruht auf denselben Prinzipien und gleichen
Pufferkombinationen wie das QlAprep Mini-Kit, nur dass mit anderen Volumina und
anderen zeitlichen Abfolgen gearbeitet wird (siehe QIAGEN Plasmid Purification

Handbook).

2.3 Proteinbiochemische Methoden: Western-Blot Analyse

2.3.1 Ernten und Lysieren von Myelomzellen

Die mittels Elektroporation transfizierten und nach EGFP-Positivitat aufgereinigten
Myelomzellen wurden am zweiten, dritten und fiinften Tag nach Transfektion
geerntet. Dazu erfolgten eine 5-minitige Zentrifugation bei 1200 U/min mit
anschlieBendem Waschen mit PBS und Einfrieren mit fliissigem Stickstoff. Bei diesem
Vorgang wird die strukturelle Organisation der Zellen mehr oder weniger stark
beschadigt, wobei vor allem lysosomale Enzyme die zu analysierenden Proteine
gefahrden. Deshalb muss vor dem Auftauen der Proben der fiir die vollstandige
Degradation der Zellmembranen verantwortliche Lysepuffer (500ul Ansatz) mit 20ul

Complete und mit jeweils 10ul Proteinase Cocktail | und Il versetzt werden. Beim
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Auftauen der schockgefrorenen Proben ist darauf zu achten, dass der Lysepuffer
(35ul/Pellet) zu den noch gefrorenen Proben auf Eis zugegeben wird. Nach 25 Minuten
auf Eis wurden die Proben bei 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert um
Zellmembrantrimmer vom Proteinlysat abzutrennen. Der Uberstand wurde in neue

Eppendorfgefale tiberfiihrt.

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Flr die Interpretation der Western-Blot Ergebnisse im Hinblick auf die Beurteilung der
Depletion eines Proteins, wird eine Kontroll-Bahn mit der zu testenden Bahn
verglichen. Fir diesen Vergleich ist es essentiell, dass zuvor die Proteinkonzentrationen

bestimmt und gleichwertige Mengen aufgetragen wurden.

Die Bestimmung der Konzentration wurde mittels des Lowry-Verfahrens durchgefiihrt,
welches aus 2 Reaktionsschritten besteht:'®

1. Biuret-Reaktion: Peptidbindungen bilden planare Komplexe mit Kupfer(ll)-lonen in
alkalischer Losung.

2. Reduktion von Kupfer(ll)- zu Kupfer(l)-lonen, die wiederum das gelbe Folin-

Ciocalteu-Reagenz reduzieren.

Es entsteht eine blaue Losung mit einem Absorbtionsmaximum bei 750nm. Die
Proteinkonzentration korreliert mit der Extinktion. Diese konnte mit Hilfe des BioRad
Analyzers bestimmt werden.

Nach der Empfehlung von BioRad wurden die Proben mit je 5ul Proteinlysat, 25ul
Reagenz A und 200ul Reagenz B versetzt und in einer 96-well Platte verteilt. Nach 15
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur konnte die Extinktion gemessen werden und
nach Abgleich mit einer Standardreihenmessung die Konzentration ermittelt werden.
Eine Konzentration von 1ug/ul ist fir die Detektion im Western-Blot im Allgemeinen

angemessen.
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2.3.3 Giefden des SDS-Polyacrylamid Gels, SDS-Gelelektrophorese

Bevor das Proteinlysat mittels Elektrophorese aufgetrennt wurde, erfolgte die Zugabe
von 2,5ul Laemmli-Puffer (4x) mit nachfolgender Erhitzung der Probe auf 95°C lber 5
Minuten um eine Denaturierung der Proteine hervorzurufen (Endvolumen: 15ul).

Die reduzierende Thioether-Verbindung Mercaptoethanol des Laemmli-Puffers fiihrt

zur Spaltung von Disulfidbriicken.*®

Die SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulphate-Polyacrylamide-Gel-Electrophoresis) ist eine
Methode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse. Da Proteine
positive und negative Ladungstrdger besitzen, wandern sie entsprechend ihrer Ladung
in einer Tragersubstanz (Polyacrylamid) wenn ein elektrisches Feld angelegt wird.
Durch Zugabe des stark negativ-geladenen SDS wird einerseits die Eigenladung der
Proteine maskiert, andererseits eine Aufhebung hohergradiger Strukturen und eine
Linearisierung der Proteine erreicht. Folglich ist im Maschenwerk des Polyacrylamids
eine Auftrennung nach der molekularen Masse moglich.

Eine saubere, schmale Bande im Western-Blot ist entscheidend fiir die genaue
Beurteilung der Masse und der relativen Menge des dargestellten Proteins. Dafiir
mussen die in die Taschen des Polyacrylamid-Gels aufgetragenen Proteingemische
schnell durch das weite Maschenwerk des Sammelgels wandern, um an der
Grenzschicht zum Trenngel gebiindelt und somit in eine gemeinsame Startposition
gebracht zu werden (es erfolgt eine initiale Gelelektrophorese bei 80V). AnschlieRend

geschieht die eigentliche Auftrennung im Trenngel bei 120V.
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Tabelle 3

Reagenzien Sammelgel Trenngel
Aqua dest. 3,5ml 2,9ml
Tris pH 6,8 (1M) 0,58ml 3,8ml
10% SDS 50ul 100ul
Rotiphorese 0,83ml 3,3ml
TEMED 2,5ul Sul

10% APS 50ul 100ul

Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel
Der deutlich geringere Anteil von Rotiphorese im Sammelgel bewirkt, dass sich gréRere Maschen bei der
Verfestigung des Gels bilden. So sammeln sich zunachst alle Proteine an der Grenzschicht zum Trenngel

und bilden eine scharfe Bande.

2.3.4 Blotting, Immun-Detektion und Analyse von Proteinbanden

Das Gel, in dem sich die Proteine aufgetrennt haben, wurde auf eine in Blottingpuffer
getrankte Nitrocellulose Membran gelegt und es wurden von oben (direkt auf das Gel)
und unten (unter die Nitrocellulose Membran) je 3 ebenfalls in Blottingpuffer
getrankte Filterpapiere gepresst. Dabei sollte vermieden werden, dass sich Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten bilden.

Die aufgetrennten Proteine werden durch das Anlegen einer vertikalen
Spannungsquelle (15V, 50 Minuten) aus dem Gel eluiert, anschlieBend auf die
Nitrocellulose Membran transferiert und fixiert.

Die Membran sollte zunachst mit Ponceau-Rot gefarbt werden um den Proteintransfer
und die Einheitlichkeit der Beladung zu verifizieren. Danach wurde die Membran nach
kurzem Waschen mit Milchpulverlésung (3%) in TBS-T geblockt um unspezifische
Antikorperbindungen zu verringern. AnschlieRend erfolgte die Applikation eines
Erstantikorpers (1:2000 verdinnt in 3%iger Milchpulverlésung in TBS-T. Die
verschiedenen Erstantikorper sind jeweils spezifisch fur IKK-a, IKK-B oder IKK-y und fiir

die Kontrollantikorper B-Actin, Tubulin oder Lamin-A.
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Nach drei 10-minttigen Waschschritten mit TBS-T wurde die Nitrocellulose Membran
fir mindestens 30 Minuten mit einer Zweitantikorper-Lésung (1:20 000 verdiinnt in
3%iger Milchpulverlosung in TBS-T) behandelt. Der Zweitantikérper bindet an
konstante Bereiche des Erstantikérpers. Dabei missen Zweitantikdrper verwendet
werden, die Immunglobuline der Spezies erkennen, aus der der Erstantikdrper
gewonnen wurde (Kaninchen, Maus oder Ratte). Es folgten erneut drei 10-minitige
Waschschritte der Nitrocellulose Membran in TBS-T und die anschlieende
Behandlung mit einer Luminol-haltigen ECL (Enhanced Chemiluminescence)-Lésung.
Das Luminol wird durch das an den Zweitantikérper gebundene Enzym ,Meerrettich-
Peroxidase” in einen angeregten Zustand Uberfiihrt. Das durch die Reaktion emittierte
Licht fihrt zur Schwarzung des Rontgenfilms und markiert somit die Position des

gebundenen Erstantikorpers.
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Liste der Materialien

Produkt Konzentration/Menge Bezugsfirma
Zellbiologische Methoden -
RPMI 1640-Medium Zusatze: -
-BSA PAA Laboratories
-L-Glutamin Sigma/Roth
-Penicillin/ Sigma-Aldrich
Streptomycin -
Fotales Rinderserum (FBS) 10% Biochrom
(Endkonzentration) -
L-Glutamin (1x GlutaMAX-I) 2mM Invitrogen
Penicillin 100U/ml Pan Biotech
Streptomycin 100pg/ml Pan Biotech
Natrium-Pyruvat 1mM Pan Biotech
Propidium-lodid 20pg/ml Sigma
Annexin V-FITC Konzentration Bender Med-
vom Hersteller nicht Systems
angegeben. -
Bestell-Nummer: -
BMS306FI -
Annexin V-Bindepuffer 10mM HEPES/NaOH  Sigma-Aldrich
pH 7,4 -
140mM NacCl Roth
2,5mM CaCl: Merck
AlamarBlue 20pul/Ansatz Invitrogen
Elektroporator (Gene-Pulser) - BioRad
Optiprep 750ul Axis-Shield
TPCA 10uM Tocris Bioscience
- (Ellisville, MO, USA)
TNF-a 100ng/ml Miltenyi Biotech
EGFP (pcDNA3.1-EGFP) 10pg/ml Invitrogen
PBS-Gebrauchsmischung 9,55g/1 PAA
Molekularbiologische Methoden - -
pSUPER Vektor 3,3ug/ul Siehe Brummel-
- kamp et
- (2002).96¢  Bezogen
- von Dr. Reuven
Agami.
Stealth-siRNA-IKK-f3 300uM Stock, Invitrogen
2uM/Transfektion -
Stealth-siRNA-IKK-y 300uM Invitrogen
2uM/Transfektion -
Stealth-siRNA-p65 300pM Invitrogen
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Oligonukleotid-Annealing-Puffer

T4-Polynukleotidkinase

T4-Polynukleotidkinase-Puffer
Adenosin-Triphosphat (ATP)

Bgl 11
Hin dIII Restriktionsenzym

Restriktionsenzym

Eco Rl Restriktionsenzym
Puffer Rot (1x)

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)

Phenol/Chloroform/
[soamylalkohol
Ethanol

Natriumacetat

Ligase Puffer

T4-DNA-Ligase

LB (Lysogeny Broth) Medium

Agar Platten (35ml)

Qia Prep-Miniprep-Kit
TAE Puffer (50x)

Agarose-Gel
Ethidiumbromid

DNA Leiter (Gene Ruler 1kb)
QIAprep Maxiprep-Kit
Proteinbiologische Methoden

2uM/Transfektion

100mM Kaliumacetat
30mM HEPES; pH 7,4
2mM
Magnesiumacetat
10000U/ml

10x

10mM

10U /ul

10U /ul

10U/ul

10mM Tris-HCl
(pH 5,8 bei 37°C)
10mM MgCl.
100mM KClI

0,1mg/ml BSA
10/ul

25:25:1

96%

3M

10x

5U/ul

5g/1 Hefe-Extrakt
10g/1 Bacto Tryptone
10g/1 Natriumchlorid
50pg/ml Ampicillin
250ml LB Medium
7,5g Bacto-Agar
100pg/ml Ampicillin
250ml Aqua dest.

242g TRIS Base
57,1ml Eisessig
37,2g EDTA
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Merck
Sigma
Roth

New England
Biolabs (NEB)
Fermentas

Fermentas

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Roth

Universitats-
apotheke
Wiirzburg
Roth

Fermentas
Fermentas

Roth
Roth
Roth
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Qia-Gen

Roth

].T. Baker
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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2. MATERIAL UND METHODEN

Lysepuffer

Laemmlie Puffer 4x

Trenngel siehe

Tabelle 3)

(Mengenangaben

Sammelgel (Mengenangaben siehe
Tabelle 3)

Laufpuffer (5x TGS)

Blotting Puffer
Nitrocellulose Membran

TBS-Waschpuffer (10x Stock)

TBS-T-Waschpuffer (1x)
Ponceau-Rot
Blocking Puffer

50mM Tris HC],

pH 8,0

10mM EDTA

0,1mM PMSF
Complete Protease
Inhibitor Cocktail (1
Tablette fiir 50ml
Zellextrakt)
Phosphatase
Inhibitor-Cocktail

[ und II (je 1ml pro
100 ml Lysepuffer)

Roth

Sigma/Roth
Sigma-Aldrich
Roche, Mannheim

Sigma -Aldrich

2ml 1M Tris-HCI pH Roth

6,8 Merck
4ml Glyzerin 86% Roth

2ml B-Mercapto- Sigma
ethanol -

100pl 2%iges Brom- -
phenolblau =

3,2g SDS Fluka
Aqua dest. -

Tris-HCl pH 6,8 Roth

SDS 10% Fluka
Rotiphorese Roth
TEMED Roth

APS (10%) Roth

Aqua dest. -

Tris-HCI pH 6,8 Roth

SDS 10% Fluka
Rotiphorese Roth
TEMED Roth

APS (10%) Roth

15g Tris Roth

72g Glycin Roth

5g SDS Fluka
0,3M Tris HCI Roth

20% Methanol Sigma

- Schleicher und
- Schull, Dassel
20mM Tris Roth
136mM NaCl Roth/Sigma
pH 7,6 -

1x TBS; 0,1% Tween -

Ponceau S (Pulver) Applichem
1x TBS mit 3% -
Milchpulver -
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2. MATERIAL UND METHODEN

Antikoérper Anti B-Actin A-5316 Sigma Aldrich
Anti Tubulin Biozol, Eching
Anti IKK-a BD Biosciences
Anti IKK-[3 (#2684) Cell Signaling
Anti IKK-y Cell Signaling
ECL 10ml Tris-Puffer, Sigma
100mM, -
pH 8,8 Sigma
100pl Luminol, -
2,5mM Sigma
20pl  p-Cumarsaure, -
0,2mM Roth
3ul H.0,, 3mM
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3. ERGEBNISSE

3. ERGEBNISSE

3.1 Identifikation von funktionellen IKK-y und IKK-8 shRNA

Expressionskonstrukten

Zur Detektion eines funktionierenden shRNA Expressionskonstruktes fiir IKK-y wurden
die vier verschiedenen zu Beginn der Arbeit bereits fertig klonierten pSUPER Vektoren
gegen IKK-y (IKK-y1, IKK-y2, IKK-y3 und IKK-y4) getestet. Dabei konnte fir die
Transfektion von IKK-y3 in AMO-1 Zellen eine deutliche Suppression des Proteins
erreicht werden, die von Tag 2 auf Tag 3 nach Elektroporation noch erheblich zunahm
(siehe  Abbildung 13 oben). Die hier  exemplarisch dargestellten
durchflusszytometrischen Daten (siehe Abbildung 13 unten) belegen, dass die
durchgefihrte Aufreinigung (nach EGFP positiven Zellen) relativ erfolgreich war.
Allerdings verblieben niedrige zweistellige Raten von untransfizierten Zellen, die
durchaus als Hauptquelle fir die im Western Blot erkennbare Restmenge von IKK-y bei
Verwendung des IKK-y3 Konstrukts angesehen werden kdnnen. Auch fir die
Transfektion von IKK-y3 in L363 Zellen (61,8% transfizierte Zellen; Daten nicht gezeigt)
zeigte sich innerhalb von drei Tagen nach Elektroporation eine starke Reduktion des

Zielproteins (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 13

Identifikation von funktionellen IKK-y shRNA Expressionskonstrukten in der Zelllinie AMO-1

Die Testung der fertig klonierten IKK-y shRNA Expressionsvektoren in AMO-1 Zellen erfolgte mittels

Western Blot an Tag 2 und 3 (siehe oben). Die Transfektion des Vektors mit der IKK-y3 Zielsequenz

bewirkte eine deutliche Depletion des Zielproteins, wahrend die anderen gegen IKK-y gerichteten shRNA

Expressionskonstrukte keinen Effekt zeigten (oberes Bild).

Der Erfolg der Aufreinigung nach EGFP-positiven Zellen konnte mittels FACS Analyse bestatigt werden

(unteres Bild). Die Prozentzahl rechts neben den FACS Bildern entspricht der Anzahl der Zellen im

rechten unteren Quadranten und gibt den Anteil der stark transfizierten lebenden Zellen (EGFP-positiv,

Pl-negativ) an.

pSU = Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne Insert); Pl = Propidiumiodid; EGFP = Enhanced Green

Fluorescent Protein; d2 = Tag 2; d3 = Tag 3.
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 14
A\ AN
N ) N & Verifikation von IKK-y3 als funktionelles shRNA
Q Q
O U $ . . -
q9 P ,],0 Py Expressionskonstrukt in der Myelomzelllinie L363
SN
Q"O le— Q‘b Q{l{- Die Analyse der Wirksamkeit des IKK-y3 shRNA

beiden Tagen kam es zu einer signifikanten

— Expressionsvektors erfolgte mittels Western Blot an
E P IKK-y Tag 2 (d2) und Tag 3 (d3) nach Elektroporation. An
Depletion des Zielproteins. Dies bestatigt die

Funktionalitat des Konstrukts. pSuU =

Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne Insert).

Zur spezifischen Depletion von IKK-B wurden insgesamt vier verschiedene shRNA
Expressionsvektoren konstruiert und anhand ihrer Elektroporation in verschiedenen
Myelomzelllinien auf Funktionalitat hin getestet. Als Zielsequenzen dienten die in den
Methoden dargestellten cDNA Bereiche (IKK-B2 bis IKK-B5; siehe 2.2.2 Design der
Oligonukleotide).

Dabei zeigte sich insbesondere nach Transfektion des IKK-B5-shRNA
Expressionsvektors eine signifikante Suppression von IKK-B (siehe Abbildung 15 oben).
Auch hier konnte der Erfolg der Anreicherung stark transfizierter Zellen durch FACS
Analysen bestatigt werden (siehe Abbildung 15 unten).

Fir die weiteren Experimente zur Prifung eines Effekts auf die Viabilitat von
Myelomzellen wurden die als funktional verifizierten shRNA-Expressionsvektoren IKK-

v3 und IKK-B5 verwendet.
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 15

Identifikation von funktionellen IKK-B shRNA Expressionskonstrukten in AMO-1

Nach Transfektion von vier verschiedenen shRNA Expressionsvektoren gegen IKK-B (IKK-B2-5) in AMO-1
Zellen wurde die Funktionalitat der Konstrukte mittels Western Blot analysiert. Dabei fiihrte die

Transfektion des shRNA Expressionsvektors IKK-B5 zu einer deutlich sichtbaren Suppression des IKK-B

Proteins an Tag 2 (d2) und Tag 3 (d3) nach Elektroporation (oberes Bild).

Der Erfolg der Aufreinigung nach EGFP-positiven Zellen konnte mittels FACS Analyse bestatigt werden
(unteres Bild). Die Prozentzahl rechts neben den FACS Bildern entspricht der Anzahl der Zellen im

rechten unteren Quadranten und gibt den Anteil der stark transfizierten lebenden Zellen (EGFP-positiv,

Pl-negativ) an.

pSU = Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne Insert); Pl = Propidiumiodid; EGFP = Enhanced Green

Fluorescent Protein.
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3. ERGEBNISSE

Diese Ergebnisse zeigen zusammengefasst, dass sowohl die Zelllinie AMO-1, als auch
L363 Zellen geeignet sind, um nach Elektroporation und anschlieBender FACS
Sortierung hinreichend reine Mengen stark transfizierter Zellen fir funktionelle und
molekulare Untersuchungen zu gewinnen. Es konnten flr IKK-B (IKK-B5) und fir IKK-y
(IKK-y3) funktionelle shRNA Expressionsvektoren identifiziert werden, deren
Transfektion innerhalb von drei Tagen zu einer signifikanten Depletion des jeweiligen
Zielproteins flhrte. Somit waren hiermit fiir die beiden Hauptkomponenten des IKK-
Komplexes im klassischen NF-kB Signalweg geeignete Reagenzien zur molekularen

Repression etabliert worden.

3.2 Analyse des Einflusses von IKK Knockdown auf das Uberleben von

Myelomzellen

Um den Einfluss einer Depletion der verschiedenen Inhibitor of kB Kinasen auf das
Uberleben von MM Zellen niher zu untersuchen wurden shRNA Expressionsvektoren
und/oder Stealth-siRNAs in die Myelomzelllinien AMO-1, L-363 und MM.1S
elektroporiert. Die aufgereinigten, stark transfizierten Zellen wurden anschlieBend bis
zu einer Woche lang weiter in Kultur gehalten, damit an verschiedenen Zeitpunkten
Proben zur Verifizierung des Proteinknockdowns und zur FACS-Bestimmung der
Uberlebensrate entnommen werden konnten.

Die funktionellen shRNA Expressionsvektoren IKK-y3 und IKK-B5 wurden verwendet,
um zundchst den Einfluss des weitgehenden Verlusts von IKK-y beziehungsweise IKK-$
auf das Uberleben von AMO-1 Zellen zu untersuchen. Trotz einer stark ausgepragten
Suppression der jeweiligen Zielproteine bereits bei shRNA Konzentrationen von 10
ug/ml im Elektroporationsansatz war allerdings weder nach Transfektion des IKK-y3,
noch nach Transfektion des IKK-B5 shRNA Expressionsvektors eine Veranderung der

Viabilitat an Tag 2 oder Tag 3 zu verzeichnen (siehe Abbildung 16 und Abbildung 17).
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Abbildung 16

Effekt der Suppression von IKK-y auf das
Uberleben von AMO-1 Zellen

Die an Tag 2 (d2) und Tag 3 (d3) nach
Elektroporation durchgefiihrten Western
Blot Analysen zeigten, dass die Transfektion
des shRNA Konstrukts IKK-y3 (10pg/ml und
20ug/ml) zu einer starken Depletion des
IKK-y Proteins fuhrte.

FACS Messungen an beiden Tagen zeigten,

dass der Knockdown dieser Proteine keinen

N Y
\&6‘? “’(&*’i&"y Q@éie@i@?y signifikanten Einfluss auf die Viabilitdt der
& ¢ & \*"‘& & Zellen hatte (siehe Balkendiagramm). pSU =
d2 AMO-1 d3 Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne
Insert).
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 17

Transfektion des IKKB-5 shRNA-Vektorkonstrukts in AMO-1 Zellen und Viabilitdt der transfizierten
Zellen

Western Blot Analysen zeigten einen ausgepragten Knockdown des IKK-B Proteins an den Tagen 2, 3 und
5 (d2, d3 und d5) nach Transfektion des IKK-B5 shRNA Vektors (10pg/ml oder 20ug/ml) in AMO-1 Zellen.
FACS Messungen ergaben jedoch keinen Hinweis auf eine nennenswerte Auswirkung der IKK-B
Depletion auf das Uberleben der Zellen (siehe Balkendiagramm). pSU = Kontrolltransfektion (pSUPER

Vektor ohne Insert).

Der Schwerpunkt der folgenden Experimente wurde zunachst auf den Knockdown von
IKK-B gelegt, da mit diesem Ziel direkt die relevante Kinase des IKK-Komplexes
angesprochen werden konnte. Um zu uUberprifen ob das Ausbleiben eines
Uberlebenseffektes durch den IKK-B Knockdown i) auch in einem ldngeren Zeitfenster
und ii) auch in anderen Myelomzelllinien gilt, wurden IKK-B5-shRNA Expressionsvektor-
transfizierte AMO-1 Zellen zusatzlich an Tag 5 analysiert (siehe Abbildung 17)
beziehungsweise L363 Zellen an den Tagen 2, 3 und 5 getestet (siehe Abbildung 18).
Der Knockdown von IKK-B war in AMO-1 an Tag 5 noch deutlich ausgepragt, jedoch
konnte nach wie vor keine Veridnderung der Uberlebensrate festgestellt werden (siehe
Abbildung 17). Die Depletion von IKK-B in L363 war an Tag 3 am starksten, aber auch
an Tag 5 (trotz der nicht optimalen Belichtung in Abbildung 18) noch eindeutig
erkennbar. Auch hier ergaben FACS Messungen zu keinem Zeitpunkt Hinweise auf
einen nennenswerten Unterschied zwischen dem Uberleben von Kontrollzellen und

IKK-depletierten Zellen (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18

Transfektion des IKK-B5 shRNA Vektorkonstrukts in L363 und Effekt auf das Uberleben der Zellen

Es erfolgte die Transfektion des IKK-B5 shRNA Vektors (20ug/ml) in L363 Zellen und anschlieRend eine
Western Blot Analyse der aufgereinigten Zellen an den Tagen 2, 3 und 5 (d2, d3 und d5) nach
Elektroporation. Die Depletion des IKK-B Proteins war an Tag 3 am deutlichsten, aber auch an Tag 5
vorhanden. FACS Messungen ergaben, dass die Suppression von IKK-B zu keinem Zeitpunkt einen
nennenswerten Effekt auf die Viabilitdit der Zellen hatte (siehe Balkendiagramm). pSU =

Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne Insert).

Angesichts des Ausbleibens jeglicher Uberlebenseffekte des shRNA-vermittelten IKK-B
Knockdowns in den Zelllinien AMO-1 und L363 wurde alternativ die Wirkung einer
Elektroporation mit einer synthetisierten Stealth-siRNA gegen IKK-B getestet (Sequenz
siehe 2.2.2 Design der Oligonukleotide), da diese Methode potenziell einen etwas
schnelleren Abbau der mRNA des Zielproteins ermoglicht und - zumindest initial - auch
einen noch starkeren Knockdown zeitigen kann.

Der Erfolg der Aufreinigung nach EGFP-positiven Zellen konnte durch FACS Analyse von
Stealth-siRNA transfizierten Zellen belegt werden (exemplarisch in Abbildung 19 unten

aufgefihrt; Anmerkung: Mittlerweile wurde im Labor gezeigt, dass bei der
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3. ERGEBNISSE

Elektroporation von Myelomzellen mit Stealth siRNAs samtliche der Uberlebenden
Zellen transfiziert sind, also auch diejenigen, die nicht das Expressionsplasmid fiir EGFP
aufgenommen haben.?) Die Transfektion der IKK-B Stealth-siRNA fiihrte in AMO-1 zu
einer ausgezeichneten Depletion des IKK-B Proteins an Tag 2 und Tag 3 (siehe
Abbildung 19), in einem weiteren Experiment wurde der Effekt zusatzlich auch noch
flr Tag 5 belegt (siehe Abbildung 20). Trotz des signifikanten Knockdowns zeigten
durchflusszytometrische Daten jedoch wiederum an keinem Tag eine Verringerung der
Viabilitat von AMO-1 Zellen (siehe Balkendiagramm in Abbildung 19 und Abbildung
20).

Um die Spezifitat des IKK-B Knockdowns bezliglich IKK-a zu tberpriifen, erfolgte im
Western Blot neben der Verwendung eines Antikorpers gegen IKK-B auch eine Farbung
mit einem Antikorper gegen IKK-a. Es zeigte sich wie erwartet trotz einer deutlichen
IKK-B Depletion keine Verminderung von IKK-a im Vergleich zur Kontrolle (siehe
Abbildung 20).

Da durch die Stealth-siRNA tendenziell sogar eine bessere Suppression des IKK-B
Proteins erzielt werden konnte als mit den shRNA Expressionsvektoren (vergleiche z. B.
Abbildung 18 mit  Abbildung  20), wurden weitere  Stealth-siRNA
Transfektionsexperimente mit den Zelllinien L363 und MM.1S durchgefiihrt. An Tag 2,
Tag 3 und Tag 5 nach Transfektion der IKK-B Stealth-siRNA in L363 Zellen zeigte sich
erneut ein deutlicher Knockdown von IKK-B im Western Blot (siehe Abbildung 21). Die
Messung der Viabilitat mittels FACS ergab jedoch keine signifikanten Hinweise auf eine
Verinderung der Uberlebensrate (siehe Balkendiagramm in Abbildung 21). Western
Blot Analysen an Tag 3 nach Transfektion der IKK-B Stealth-siRNA zeigten auch in
MM.1S Zellen eine deutliche Depletion von IKK-B (siehe Abbildung 22; keine Western
Blot Daten zu Tag 2 und Tag 5 vorhanden). Abermals konnte jedoch durch FACS
Analysen weder an Tag 2, Tag 3, noch an Tag 5 eine Veranderung der Viabilitat

nachgewiesen werden (siehe Balkendiagramm in Abbildung 22).
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Abbildung 19

Transfektion von Stealth-siRNA in AMO-1 zur effektiven Depletion von IKK-B und Messung der
Viabilitat

Um die Wirkung einer effektiven Depletion von IKK-B zu analysieren erfolgte die Transfektion von
Stealth-siRNA in AMO-1 Zellen. Western Blot Analysen an Tag 2 und Tag 3 (d2 und d3) nach
Elektroporation zeigten eine deutliche Verminderung von IKK-B und FACS Messungen ergaben keine
Verdnderung des Uberlebens an beiden Tagen (siehe Balkendiagramm). Auch an Tag 5 (d5) konnte
kein Effekt auf die Viabilitat der Zellen gemessen werden (korrespondierende Western Analyse im

gezeigten Experiment nicht durchgefiihrt).
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Zu beachten ist, dass die Suppression zwar formal nicht vollstandig ist, jedoch ein sehr deutlicher
Unterschied der Proteinkonzentration zur (eingebrannten) Kontrolle besteht (das Restprotein ist in
diesem Fall nur auf Grund der langen Belichtungsdauer zu sehen). Dariber hinaus ist die Suppression
schon bei einer Konzentration von 0,2 uM der stealth siRNA im Elektroporationsansatz gleichwertig zu
den héheren Konzentrationen.

Der Erfolg der Aufreinigung nach EGFP-positiven Zellen konnte mittels FACS Analyse bestatigt werden
(unteres Bild). Die Prozentzahl rechts neben den FACS Bildern entspricht der Anzahl der Zellen im
rechten unteren Quadranten und gibt den Anteil der stark transfizierten lebenden Zellen (EGFP-positiv,
Pl-negativ) an.

Pl = Propidiumiodid; EGFP = Kontrolltransfektion (Expressionsplasmid fiir Enhanced Green Fluorescent

Protein); Stealth = IKK-B Stealth-siRNA.
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 20

Transfektion von Stealth-siRNA in AMO-1 Zellen zur effektiven Suppression von IKK-B und
Untersuchung eines moglichen Effekts auf IKK-a und die Viabilitat der Zellen

Um die Wirkung einer Suppression von IKK-B zu analysieren erfolgte die Transfektion der IKK-B Stealth-
siRNA gefolgt von Western Blot Analysen an den Tagen 2, 3 und 5 (d2, d3 und d5) nach Elektroporation.
Es zeigte sich eine nahezu vollstiandige Depletion von IKK-B im Western Blot, die auch an Tag 5 noch
ungebremst anhielt. Es wurde zusatzlich ein Antikdrper gegen IKK-a verwendet um mogliche Effekte der
IKK-B Stealth Transfektion auf IKK-a abzuschatzen. Die Signalstdrke von IKK-a war jedoch nicht
beeinflusst.

FACS Messungen belegten, dass die Suppression von IKK-B mittels Stealth-siRNA in AMO-1 zu keiner Zeit
eine Veranderung der Viabilitat der Zellen bewirkte (Balkendiagramm).

EGFP = Kontrolltransfektion (Expressionsplasmid fiir Enhanced Green Fluorescent Protein ohne weitere

Zuséatze); Stealth = IKK-B Stealth-siRNA.

IKKB

B-Tubulin
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Abbildung 21

Transfektion von Stealth-siRNA in L363 zur effektiven Depletion von IKK-B und Messung der Viabilitdt

Zur Analyse der Stealth-siRNA-vermittelten Suppression des IKK-B Proteins in L363 Zellen erfolgte die
Transfektion mit anschlieBender Western Blot Analyse an Tag 2, Tag 3 und Tag 5 (d2, d3 und d5). Es
zeigte sich eine sehr starke Depletion von IKK-B an allen Tagen, wobei die Analyse der FACS Messungen
an den Tagen 2, 3 und 5 keine Verdnderung des Uberlebens ergab (Balkendiagramm). pSU+EGFP =
Kontrolltransfektion (Expressionsplasmid fir Enhanced Green Fluorescent Protein und pSUPER ohne

Insert); Stealth = IKK-P Stealth-siRNA.

Abbildung 22
NI
\QQQ@
@ 8 Transfektion von IKK-B Stealth-siRNA
&
N
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. B An Tag 3 nach Transfektion von IKK-B
e B-Tubulin | gtealth-siRNA in MM.1S Zellen konnte

eine deutliche Abnahme des IKK-B

Proteins im Western Blot detektiert

werden. FACS Analysen an Tag 2 und
Tag 3 zeigten keine signifikante
S

Abnahme der Uberlebensrate (siehe

Balkendiagramm).
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Qr,° Qr,° Expressionsplasmid  fir  Enhanced
& MM.AS 0 Green Fluorescent Protein); Stealth =

IKK-B Stealth-siRNA.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Transfektion der IKK- Stealth-siRNA in AMO-1, L363
und MM.1S Zellen zu exzellenten Knockdown Ergebnissen von IKK-B fihrte, und dass
der Depletionseffekt praktisch unvermindert fiir wenigstens 5 Tage nachweisbar war.
Die Depletion von IKK-B war nicht von einer Veranderung des Expressionsspiegels von
IKK-a begleitet. Dies bestatigt die Funktionalitat und die Spezifitdt der Stealth-siRNA.
Eine nennenswerte Verringerung der Viabilitdt konnte allerdings in keinem Experiment

beobachtet werden.
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Zur Relevanz von IKK-a fiir die Viabilitat von Myelomzellen ist wenig bekannt. Die in
Myelomzellen vorhandenen Mutationen des NF-kB Signalwegs fiihren grofRtenteils zu
einer Akkumulation von NIK und damit zu einer konstitutiven Aktivierung beider
Signalwege.”® Um die potentielle Relevanz des alternativen Signalwegs fiir die Viabilitat
von Myelomzellen zu untersuchen ist somit auch IKK-a zusatzlich als Ziel fir
Knockdown Experimente in Betracht zu ziehen. Dariliber hinaus ist eine katalytische
Kompensation der Knockdown bedingten IKK-B Aktivitatsverminderung durch IKK-a
nicht auszuschlief3en.

Dazu erfolgte neben der alleinigen Transfektion von IKK-B Stealth-siRNA zusatzlich die
Transfektion von IKK-a (Sequenz siehe 2.2.2 Design der Oligonukleotide) und IKK-B
Stealth-siRNA in Kombination. Die Ergebnisse von Western Blot Analysen an Tag 4 nach
Elektroporation in L363 und MM.1S Zellen zeigen fiir beide Zelllinien eine starke
Suppression von IKK-a beziehungsweise IKK-B (siehe Abbildung 23). Die am gleichen
Tag gemessenen durchflusszytometrischen Werte lieferten keinen Hinweis auf eine

Reduktion der Viabilitat der Zellen (siehe Balkendiagramm in Abbildung 23).
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Abbildung 23

Transfektion von IKK-B Stealth-siRNA allein und in Kombination mit IKK-a Stealth-siRNA in L363 und
MM.1S Zellen zur Depletion von IKK-a beziehungsweise IKK-B und Messung des Uberlebens

Um zu Uberpriifen ob eine kombinierte Depletion von IKK-a und IKK-B einen Effekt auf die Viabilitat von
Myelomzellen hat erfolgte die Transfektion von IKK-f Stealth-siRNA allein und in Kombination mit IKK-a
Stealth-siRNA. Western Blot Analysen an Tag 4 nach Elektroporation zeigten eine deutliche Reduktion
von beiden Zielproteinen. Die am gleichen Tag durchgefiihrten FACS Analysen zeigten weder fiir die
alleinige Transfektion von IKK-B, noch fiir die kombinierte Transfektion von IKK-a und IKK-B eine
Verringerung der Uberlebensrate (siehe Balkendiagramm).

scrambled = Kontroll-siRNA (scrambled siRNA, Sequenz siehe 2.2.2 Design der Oligonukleotide).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass sowohl die RNAi-vermittelte

spezifische Suppression der einzelnen Komponenten des IKK-Komplexes (IKK-a, IKK-B
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oder IKK-y) als auch die kombinierte Depletion von IKK-a und IKK-B durch RNAi zu
keiner relevanten Verringerung der Viabilitdt der getesteten Myelomzellen fiihrte.
Angesichts der Starke und Persistenz des Knockdowns steht dieser Befund durchaus im
Gegensatz zur Wirkung vieler pharmakologischer IKK Inhibitoren, so dass die
Funktionalitdt des klassischen NF-kB Signalwegs in den IKK Knockout Zellen im

Folgenden etwas naher beleuchtet wurde.

Tabelle 4
Propidiumjodid
— .
| | nach nach

nach nach Stealth- Stealth-

IKK-y 3 IKK-B 5 IKK- IKK-o+

90 +/-1 (n=2) 91 +/-0(n=2) 108 +/-14 (n=4 -
AMO-1 an Tag 2 ( ) an Tag 3 ( ) an Tag 3 ( )
L363 92 +/-2 (n=2) 87 +/-6 (n=3) 101,6 +/- 3,5 (n=3) 100 +/- 3 (n=3)

an Tag 2 an Tag 2 an Tag 4 an Tag 4
MM.1S - - 100 +/- 7(n=3) 100 +/- 16 (n=5)

an Tag 4 an Tag 4

Zelltodanalyse  von elektroporierten Myelomzellen nach Knockdown von NF-kB
Signalwegskomponenten.

Ubersichtstabelle der Uberlebensmessungen (Propidiumjodidfarbung/FACS-Analyse) von AMO-1, L363
und MM.1S Zellen 2-4 Tage nach Elektroporation von shRNA Expressionskonstrukten gegen IKK-y (IKK-
v3) beziehungsweise IKK-B (IKK-B5) oder nach Elektroporation von Stealth siRNA gegen IKK-B alleine
(Stealth-IKK-B) beziehungsweise gegen IKK-a und IKK-B in Kombination (Stealth-IKK-a+B). Die
angegebenen Werte stellen die Mittelwerte fiir die Uberlebensrate der IKK-Knockdown-Zellen, bezogen
auf die jeweilige Kontrolle (= 100%; relative Uberlebensrate) dar, sowie die Standardabweichungen. Die
Konzentration der shRNA Expressionskonstrukte beziehungsweise der siRNA entspricht fur alle
gemessenen Werte der Konzentration, bei der ein deutlicher Knockdown zu verzeichnen war. n = Anzahl

der Elektroporationsversuche.
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3.3 Effekt des IKK-8 Knockdowns mittels Stealth-siRNA auf IkB-a nach TNF-a

Stimulation

Da weder die Suppression von IKK-a, noch IKK-B oder IKK-y einen Effekt auf das
Uberleben der Zellen zeigte, stellte sich die Frage ob der transiente Knockdown
hinreichend war um den klassischen NF-kB Signalweg zu blockieren. Idealerweise
mussten dazu ELISA Experimente zur Bestimmung der Prdasenz von p65
Transkriptionsfaktoren in Zellkernextrakten bewerkstelligt werden. Dies konnte aber
auf Grund der fir diese Assays bendétigten Materialmenge nicht mit dem hier
verwendeten Auf- und Anreicherungssystem praktiziert werden. Daher wurde
untersucht, ob der RNAi-vermittelte IKK Knockdown ausreichte, um den Grad der
Phosphorylierung und die Degradation von IkB-a nach externer Stimulation des
Signalwegs mit TNF-a zu unterbinden.

Die Stealth-siRNA-vermittelte Depletion von IKK-B erfolgte fir die TNF-a
Stimulationsversuche in MM.1S Zellen, da von den drei in dieser Arbeit verwendeten
Myelomzelllinien nur MM.1S eine deutliche Reaktion des klassischen Signalwegs auf
TNF-a zeigt. An Tag 3 nach Elektroporation wurde TNF-a zur Signalwegsaktivierung
appliziert und es wurden in schneller Folge Zellen fiir Western Blot Analysen geerntet
(0 Minuten, 3 Minuten und 10 Minuten nach TNF-a Applikation). Diese dienten sowohl
zur Verifikation der erfolgreichen IKK-B Depletion, als auch zur Bestimmung der Spiegel
des phosphorylierten und nicht phosphorylierten IkB-a Proteins.

Im Idealfall sollte durch den Knockdown von IKK-B die Phosphorylierung und die
anschlieende Degradation von IkB-a trotz TNF-a Stimulation ausbleiben.

Das Ergebnis zeigte jedoch, dass die in diesem Experiment erreichte Suppression von
IKK-B keine Blockade des klassischen NF-kB Signalwegs im Sinne einer verminderten
IkB-a Phosphorylierung oder einer verminderten IkB-a Degradation hervorrief (siehe
Abbildung 24). Auch die Kinetik der Phosphorylierung oder der Degradation war durch
den niedrigeren IKK-B Spiegel nicht beeintrachtigt.
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IKKpB
B—Tubulin
IkB-a

P-IxB-a

0 310 0 310 Minuten nach TNF-a
Stimulation

Abbildung 24

Effekt der Suppression von IKK-B auf IkB-a und phospho-lkB-a nach TNF-a Stimulation in MM.1S
Zellen

Es erfolgte eine Stimulation des NF-kB Signalwegs mittels TNF-a (100ng/ml) an Tag 3 nach IKK-B Stealth-
siRNA-Transfektion. Die Zellen wurden sofort (0), nach 3 Minuten und nach 10 Minuten geerntet und
eingefroren. AnschlieBend folgte eine Western-Blot-Analyse mittels Antikorper gegen IKK-B, IkB-a und
gegen phosphoryliertes IkB-a (P-IkB-a).

Trotz signifikanter Depletion von IKK-B zeigte sich keine Verminderung der IkB-a Phosphorylierung oder
der IkB-a Degradation. Auch die Kinetik der Phosphorylierung und der Degradation von IkB-a war
unverandert.

pSU+EGFP = Kontrolltransfektion (pSUPER Vektor ohne Insert und Expressionsplasmid fiir Enhanced

Green Fluorescent Protein).

Zur Interpretation dieser Experimente ist es allerdings wichtig zu erwahnen, dass fir
diese extrinsische Signalwegsaktivierung ein sehr starker Stimulus verwendet wurde,
der moglicherweise selbst dann durchschlagt wenn eine signifikante Reduktion der IKK

Proteine erfolgt ist. Die Relevanz dieses Effekts flir die therapeutisch wichtige Frage
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der Konsequenzen einer IKK Blockade auf das viel schwachere aber persistente
intrinsisch-onkogene NF-kB Signal bleibt daher unklar. Fiir eine bessere Einschatzung
dieses Befundes wurde daher abschlieBend untersucht, inwieweit der
pharmakologische IKK-B Inhibitor TPCA-1 den TNF-a Stimulationseffekt blockiert, und

ob dies mit einer Beeintrachtigung der Viabilitat der MM Zellen einhergeht.

3.4 Effekt von TPCA-1 auf IkB-a nach TNF-a Stimulation

Die oben geschilderten Beobachtungen lieRen es moglich erscheinen, dass die
Abnahme des IKK-B Spiegels nicht stark genug war um die Signalkaskade nach TNF-a
Stimulation zu unterbrechen. Um dies besser beurteilen zu kdnnen, wurden MM.1S
Zellen mit dem pharmakologischen IKK-B Inhibitor TPCA-1 behandelt. Um die oben
erlauterte pharmakologische IKK-B Blockade durchzufiihren erfolgte die Aufnahme der
Zellen in ein mit Dimethylsulfoxid (DMSO) und TPCA versetztes Vollmedium, wobei
DMSO hier als Lésungsmittel fiir TPCA diente. Nach einer zweistiindigen Inkubation der
Zellen mit TPCA im Brutschrank wurden die Zellen mit TNF-a (100ng/ml) stimuliert und
an den Zeitpunkten 0 Minuten, 3 Minuten und 10 Minuten nach Stimulation geerntet
und eingefroren. Die mittels Western Blot Analysen gewonnenen Ergebnisse zeigen
eine vollstandige Blockade der IkB-a Phosphorylierung verglichen mit den nur mit
DMSO und TNF-a behandelten Kontrollzellen (siehe Abbildung 25, rechter Blot) und
entsprechend auch eine Blockade der IkB-a Degradation nach TNF-a Stimulation (siehe
Abbildung 25, linker Blot). Die IKK-B Proteinkonzentration veranderte sich
erwartungsgemal nicht (siehe Abbildung 25). Der Inhibitor ist also in der verwendeten
Konzentration durchaus geeignet, um die starke externe Stimulation des klassischen
Signalwegs zu unterdriicken. Daher wurde seine Wirkung auf den Zelltod von

Myelomzellen untersucht und mit den zuvor ermittelten RNAI Effekten verglichen.
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Abbildung 25

Effekt von TPCA auf IkB-a und phospho- IkB-a nach TNF-a Stimulation

MM.1S Zellen wurden entweder nur in mit DMSO versetztem Vollmedium inkubiert (,unbehandelt” =
Kontrolle) oder sie wurden in Vollmedium gehalten, das zuvor mit in DMSO geléstem TPCA
(Endkonzentration: 10uM) versetzt worden war. Nach einer zweistiindigen Inkubation mit TPCA im
Brutschrank erfolgte eine Stimulation mit TNF-a (100ng/ml) und die Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten (0, 3 und 10 Minuten) nach TNF-a Stimulation geerntet und eingefroren. Es folgte eine
Western-Blot-Analyse der Lysate mittels Antikorper gegen IKK-B, IkB-a und phosphoryliertes IkB-a (P-
IkB-a). Dabei wurde das gleiche Lysat jeweils zur Herstellung von beiden Blots (rechts und links)

verwendet und parallel gefarbt.

3.5 Geringer Effekt von TPCA-1 auf die Uberlebensrate von MM.1S

Da durch den IKK-B Inhibitor TPCA-1, im Gegensatz zu der Suppression von IKK-B
mittels Stealth-siRNA, eine Blockade der TNF-a-vermittelten extrinsischen IkB-a
Phosphorylierung und IkB-a Degradation in MM.1S Zellen erzielt werden konnte,
stellte sich die Frage ob TPCA einen Effekt auf das Uberleben der Zellen hat. Dazu
erfolgte die Messung des Uberlebens von MM.1S Zellen nach dreitigiger Inkubation

mit dem IKK-B Inhibitor.
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Die mittels FACS Analyse ermittelten Daten ergaben, dass sich die relative
Uberlebensrate bei einer Konzentration von 5ug/ml erst an Tag 3 leicht verminderte
(auf etwa 80%) (siehe Abbildung 26 rechts). Bei einer Konzentration von 10ug/ml war
schon an Tag 2 ein dhnlicher Effekt zu beobachten (siehe Abbildung 26 links). An Tag 3
ist bei dieser Konzentration eine Verringerung der Uberlebensrate auf etwa 70% zu
verzeichnen gewesen (siehe Abbildung 26 rechts). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die pharmakologische Blockade von IKK-B der getesteten Myelomzellen nicht mit

einem deutlichen Zelltod einhergeht.
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Abbildung 26
Effekt des IKK-B Inhibitors TPCA-1 auf das Uberleben von MM.1S Zellen

MM.1S Zellen wurden entweder nur in mit DMSO versetztem Vollmedium gehalten (,,unbehandelt” =
Kontrolle) oder sie wurden in Vollmedium kultiviert, das zuvor mit in DMSO geléstem TPCA-1
(Endkonzentrationen: 5 beziehungsweise 10uM) versetzt worden war. Am Tag 2 und Tag 3 nach TPCA-1
Applikation erfolgten FACS Analysen zur Darstellung des Uberlebens relativ zur Kontrolle (DMSO). Erst
an Tag 3 nach der Applikation von TPCA-1 (5uM) zeigte sich eine leichte Verminderung der
Uberlebensrate im Vergleich zur Kontrollpopulation. Bei héherer Konzentration (10puM) zeigte sich

schon an Tag 2 ein dhnlicher Effekt und an Tag 3 betrug die relative Uberlebensrate noch etwa 70%.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die TNF-a vermittelte
Phosphorylierung oder Degradation von IkB-a prinzipiell durch eine pharmakologische
Blockade verhindert werden kann, auch wenn diese Aussage hier streng genommen
nur fiir MM.1S Zellen gemacht werden konnte. Dagegen fiihrte die Depletion von IKK-
durch IKK-B Stealth-siRNA zu keiner Beeinflussung der IkB-a Phosphorylierung oder
Degradation. Beide Verfahren fihrten nicht zu einer bedeutenden Reduktion der
Zellviabilitat. Zu bericksichtigen ist, dass die Blockade der in diesen Experimenten
durchgefihrten sehr starken extrinsischen Stimulation nicht notwendigerweise einen
Rickschluss bezliglich der Effektivitat oder der Folgen der Blockade der MM-Zell-
intrinsischen NF-kB Aktivierung liefert. Deshalb gilt es mit Hilfe weiterer Experimente,
beispielsweise durch die Bestimmung der Menge von p65 und p52
Transkriptionsfaktoren in Zellkernextrakten mittels ELISA, genauere Aussagen Uber die
intrinsische Aktivitdat von NF-kB zu erhalten. Obwohl hohe Zellzahlen fiir solche Assays
bendtigt werden, ist ihre Durchfiihrung durch die konsequente Verwendung von siRNA
statt shRNA bei der Transfektion von Myelomzellen moglich (siehe Steinbrunn et al.

(2014)).*
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4. DISKUSSION

Das Multiple Myelom ist eine klonale bdsartige Erkrankung des Knochenmarks,
ausgehend von transformierten Plasmazellen, und wird zu den Non-Hodgkin-
Lymphomen gezihlt. Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit hat sich auf Grund
moderner therapeutischer Moglichkeiten auf 50-70% verbessert.** Eine Heilung ist
jedoch bis heute nicht moglich, da der Einsatz klassischer und moderner
Chemotherapeutika immer auch die Selektion von therapieresistenten Tumorklonen
mit sich bringt. Demzufolge ist es wiinschenswert, neue molekulare Angriffspunkte zu
identifizieren, welche zielgerichtetere und individualisiertere Therapieoptionen
ermoglichen. Mittlerweile konnte eine Vielzahl von Mutationen identifiziert werden,
die an der molekularen Pathogenese des Multiplen Myeloms beteiligt sind.”* Moderne
Sequenzierungsverfahren ganzer Genome der Tumor- und Normalproben von
Myelompatienten zeigten eine hohe Mutationslast und insbesondere eine ausgepragte

interindividuelle molekulare Tumorheterogenitiait.s“'65

Daher konnten nur wenig
therapierelevante Molekiile identifiziert werden, die als direkter Angriffspunkt fiir
pharmakologische Reagenzien in einer nennenswerten Zahl von Patienten geeignet
waren. Trotz der genetischen Komplexitat der Krebserkrankung fiihren die Folgen der
Mutationen allerdings moglicherweise nur zur Aktivierung einer lbersichtlichen Zahl
onkogener Signalwege. Diese Blindelungen onkogener, aktivierender Mutationen, die
beispielsweise auch im NF-kB System vorhanden sind, kdnnten somit einen Signalweg
per se als Angriffspunkt flr potentielle pharmakologische Therapeutika ausweisen.

In den letzten 15 Jahren erschienen verschiedene Publikationen, die IKK-B Inhibitoren
als wirksam bis hochwirksam gegen Myelomzellen beschrieben haben.t*°
Erwdhnenswert ist aber, dass in diesen in vitro Versuchen die Effektstarke der
verschiedenen Inhibitoren zur Auslésung des Zelltods mit steigender Spezifitat fur IKK-
B eher abnimmt.'®* Demzufolge ist es unklar ob die berichtete Toxizitit teilweise oder

sogar vollig auf unspezifischen Effekten bei den - oftmals - verwendeten recht hohen

Konzentrationen beruht. Um die tatsichliche Bedeutung von IKK-B fiir das Uberleben
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von Myelomzellen zu ergriinden, wurde in dieser Arbeit ein Ansatz gewahlt, bei dem
eine spezifische Suppression von IKK-B mittels RNAi bewerkstelligt werden sollte.

Der NF-kB Signalweg ist an der Pathogenese einer Reihe bdsartiger Erkrankungen
beteiligt. So ist bei Hodgkin-Lymphomen bekannt, dass eine Dysregulation des NF-kB

102105 pies ist vor allem durch

Signalwegs das Uberleben der malignen Zellen férdert.
die herausragende Rolle von NF-kB beziglich seiner Regulation der Apoptose
erklarbar: Zielgene von NF-kB Transkriptionsfaktoren kodieren fiir antiapoptotische
Zellzyklusregulatoren wie Proteine der clAP-Familie und CycIin—Dl.ms’107

NF-kB spielt vermutlich auch in gesunden Plasmazellen eine Rolle. Plasmazellen
gesunder Individuen weisen eine erhohte NF-kB Aktivitat auf, welche auf extrinsische
Signale des umgebenden Milieus zurlickzufiihren ist.>® Diese Signale sind unter
anderem essentiell fur das Uberleben gesunder Zellen.!® Aber auch die Rolle
parakriner, NF-kB-vermittelter Einflisse von Knochenmarksstromazellen auf maligne
Zellen ist belegt.'®

In 17% aller primaren Myelomzellen und in 40% aller Myelomzelllinien konnten
Mutationen identifiziert werden, die zu einer Aktivierung des NF-kB Signalwegs
fuhren.”® Die Blockade des NF-kB Signalwegs mittels des IKK-B Inhibitors MLN120b
flhrte bei einer Vielzahl von Myelomzelllinien zu einer graduellen Verminderung des
Uberlebens.”” Es wurden Genexpressionsprofile von MLN120b-sensitiven Zelllinien mit
und ohne IKK-B Blockade erstellt.”” Die Expression von 11 Genen war durch die
Blockade von IKK-B vermindert.”” 9 dieser Gene sind bekannte Zielgene von NF-kB.*®
Zur Abschatzung der NF-kB Aktivitat wurde der NF-kB Index eingefiihrt, der die
Expression dieser 9 Gene zusammenfast um daraus ein relatives Mal} fiir die NF-kB
Signalstarke abzuleiten.”® Fast alle analysierten MGUS-Tumore, 80% der primdren
Myelom-Tumore und etwa 50% der Myelomzelllinien, aber auch gesunde Plasmazellen
zeigten einen erhéhten NF-kB Index verglichen mit unreifen B-Zellen.>”™® Auffallend
war im Rahmen dieser Analysen, dass die meisten Myelomzelllinien mit einem

erhdhten NF-kB Index Mutationen im NF-kB Signalweg aufwiesen.”® Des Weiteren

korrelierte die Anwesenheit von p65 im Zellkern mit der Hohe des NF-kB Indexes.>’
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Diese Hinweise unterstiitzen die Annahme, dass eine Blockade von IKK-B auf Grund der
Aktivierung des klassischen NF-kB Signalwegs eine therapeutische Option darstellen
kdnnte.

Hideshima et al. (2009) zeigten dagegen in verschiedenen Myelomzelllinien, dass eine
Aktivierung von NF-kB auch mit Zelltoxizitat einhergehen kann. Die Behandlung von
Myelomzelllinien mit dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib fiihrte bei Zelllinien und
primaren Myelom-Zellen zu einer Verminderung der Zellviabilitdit, obwohl eine
Phosphorylierung von IKK-B, eine Degradation von IkB-a sowie eine verstarkte
Konzentration von NF-kB Transkriptionsfaktoren im Zellkern gemessen werden

konnten.'*®

Die Annahme, dass die Wirkung von Bortezomib auf die Blockade des NF-
kB Signalwegs (mittels Inhibition der proteasomalen Degradation von IkB-a)
zurlickzuflihren ist, sollte demzufolge differenzierter betrachtet werden. Bei MM.1S
Zellen zeigte die Behandlung mit Bortezomib keine Aktivierung des klassischen, jedoch
des alternativen NF-kB Signalwegs, obwohl es auch in dieser Zelllinie zu einer
Phosphorylierung von IKK-B und zu einer Degradation von IkB-a nach Applikation von
Bortezomib kam.™*°

Diese teilweise widersprichlichen Wirkungen von NF-kB im Multiplen Myelom
unterstreichen die Notwendigkeit einer differenzierteren Analyse des klassischen
Signalwegs in verschiedenen Zelllinien.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene RNAi-basierte Ansatze verwendet, um
die Relevanz des IKK-Komplexes als moglicher therapeutischer Angriffspunkt
eingehender zu charakterisieren. Nachteile der pharmakologischen Analyse (z.B.
mittels MLN120b) stellen mogliche unspezifische Effekte dar (siehe Rauert-Wunderlich
et al. (2013)).** Infolgedessen wurde in dieser Arbeit eine hochspezifische Suppression
der verschiedenen Bestandteile des IKK-Komplexes, einzeln oder in Kombination
angestrebt. Dies erfolgte mittels shRNA Expressionsvektoren und mittels Stealth-siRNA
Oligonukleotiden. Die Messung des Effekts der Suppression der Zielproteine auf das
Uberleben erfolgte mittels FACS Analyse.

Es erfolgte eine transiente Transfektion der shRNA Expressionsvektoren oder der

Stealth-siRNA in die Myelomzelllinien AMO-1, L363 und MM.1S. AMO-1 eignete sich
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auf Grund der hohen Transfektionseffizienz insbesondere auch zur initialen
Identifizierung funktioneller shRNA-Expressionskonstrukte. L363 war fir die
Fragestellung dieser Arbeit besonders relevant denn diese Zelllinie wurde in der
Veroffentlichung von Annunziata et al. (2007) als MLN120b sensitive Zelllinie
charakterisiert: Der IKK-B Inhibitor MLN120b fiihrte bei vielen Zelllinien, wenn auch bei
Applikation hoher Konzentrationen, zu einer Verringerung der Viabilitit.”” Bei der
Interpretation dieser Daten ist allerdings wichtig zu beachten, dass ein hdoherer
relativer Anteil toter Zellen bei tage- bis wochenlangen Inkubationszeiten nicht
zwangslaufig auf apoptotische Effekte, sondern moglicherweise auch auf eine
verringerte Proliferationsrate zurlckzufihren ist, sofern die normale Hintergrundrate
absterbender Zellen in der Kultur unverandert bleibt. Den Daten von Demchenko et al.
(2010) ist zu entnehmen, dass L363 einen relativ hohen NF-kB Index und Mutationen
des NF-kB Signalwegs aufweist.”® Sowohl die NF-kB Aktivitat des klassischen, als auch
die des alternativen Signalwegs wird als erhéht angegeben.® Fur den alternativen NF-
kB Signalweg wurden p52 (NFKB2) und RelB gemessen und fir den klassischen NF-kB
Signalweg p50 (NFKB1) und p65.>® MM.1S ist ebenfalls geeignet um den Effekt der
Suppression von IKK-B auf die Viabilitat zu Gberprifen. Ein hoher NF-kB Index und
Mutationen im Signalweg sind zwar in Demchenko et al. (2010) nur far "MM.1"
aufgefihrt, auf Grund der engen Verwandtschaft der beiden Zelllinien kénnen jedoch
4hnliche Mutationen und ein dhnlicher NF-kB Index in MM.1S erwartet werden.>* Auch
fur die Analyse von IkB-a nach IKK-B-Suppression war MM.1S trotz erhohter NF-kB
Aktivitat geeignet, da eine messbare Basiskonzentration von IkB-a vorhanden war. Fir
AMO-1 Zellen ist kein NF-kB Index bekannt. Jedoch ist insbesondere der alternative
Signalweg konstitutiv deutlich aktiviert (hohes p52:p100 Verhiltnis).***

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen in der Summe, dass die
Suppression von IKK-B durch RNAi in den Zelllinien AMO-1, L363 und MM.1S keine
Rolle fiir das Uberleben der Zellen zu spielen scheint. Die Suppression mittels eines
shRNA Expressionsvektors sowie diejenige durch siRNA zeigte durchweg bei teilweise

sehr guten Knockout-Spiegeln keine nennenswert erhohte Apoptoserate im Zeitfenster
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von bis zu 5 Tagen nach der Transfektion (siehe Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung
19, Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22 und Tabelle 4).

Da auch IKK-y fur die Signaltransduktion des klassischen NF-«kB Signalwegs und fir die
Gesundheit eines Organismus eine wichtige Rolle spielt (in Tierexperimenten war das
Uberleben von IKK-y (-/-) Knockout-M&usen sogar stirker beeintrichtigt als in IKK-B

12 \wurden Experimente mit einem IKK-y shRNA

(-/-) Knockout Mausen),
Expressionsvektor durchgefiihrt. Hierbei sind allerdings ebenfalls keine wesentlichen
Verdnderungen der Uberlebensrate nach Suppression zu verzeichnen gewesen (siehe
Abbildung 16).

Obwohl in der Vergangenheit IKK-a eine geringere Rolle fir die Aktivierung von NF-kB
zugesprochen wurde, sind Hinweise vorhanden, dass auch IKK-a fiir die Expression von
NF-kB Zielgenen notwendig ist.?* Dartber hinaus fiihren die meisten Mutationen im
NF-kB System zu einer erhohten Bereitstellung der NF-kB induzierenden Kinase (NIK)
und damit zu einer vermehrten Aktivierung des alternativen (und - im onkogenen
Zusammenhang - offenbar gleichzeitig auch des klassischen) Signalwegs.58 Um die
Relevanz von IKK-a - das Protein stellt eine wichtige Komponente des alternativen
Signalwegs unterhalb von NIK dar - fiir das Uberleben von Myelomzellen zu
untersuchen, erfolgte die Transfektion von IKK-a Stealth-siRNA alleine und in
Kombination mit IKK-B Stealth-siRNA. Die RNAi vermittelte Depletion der Zielproteine
flihrte jedoch auch in diesen Versuchsansatzen nicht zum Verlust der Viabilitat der
getesteten Zellen (siehe Abbildung 23).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse somit, dass die RNAi-vermittelte molekulare
Suppression der drei einzelnen Komponenten des IKK-Komplexes, IKK-a, IKK-B
beziehungsweise IKK-y, keinen nachteiligen Uberlebenseffekt in den Myelomzelllinien
AMO-1, L363 und MM.1S hatte. Dariiber hinaus hatte auch die kombinierte Depletion
von IKK-a und IKK-B keine nennenswerte apoptotische Wirkung. Ein solches Ergebnis
war insbesondere fir die Zelllinien L363 und MM.1S Uberraschend, denn da L363 laut
Annunziata et al. (2007) zu den MLN120b sensitiven Zelllinien gehort, sollte bei einer
signifikanten Abhingigkeit des Uberlebens dieser Zelllinie vom klassischen NF-kB Weg

zumindest die Suppression von IKK-B zu einer Verringerung der Viabilitat gefiihrt
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haben. Potenziell sind drei Hauptgriinde denkbar, warum die RNAi-vermittelte und die
publizierten pharmakologischen Wirkungen (die allerdings selbst wiederum ein breites
Spektrum der Wirksamkeit reprdsentieren, siehe unten.) nicht identisch sind:

i) der RNAi-vermittelte Effekt war nicht ausreichend, um die Aktivitdt des klassischen
NF-kB Signalwegs hinreichend zu unterdriicken. Dies ist gerade bei Kinasen nicht
immer einfach zu quantifizieren, und da der entscheidende Assay, namlich die
Messung der Prasenz von NF-kB Transkriptionsfaktoren in Kernpraparaten aufgrund
des limitierten Materials nicht durchgefiihrt werden konnte, war dies in dieser Arbeit
nicht abschliefend zu beurteilen. Allerdings waren die erreichten Knockdownspiegel in
der Mehrzahl der Versuche durchaus ausgezeichnet und vergleichbar mit Werten, bei
denen in anderen Signalwegen mit den hier verwendeten Methoden klare funktionelle
Ergebnisse zu erzielen waren.!**%

ii) das gewahlte Zeitfenster war zu kurz, um funktionelle Konsequenzen zu messen.
Diese Moglichkeit besteht, und da fir pharmakologische Inhibitoren sowohl
fulminante als auch sehr langsame Zelltodwirkungen bei Myelomzellen beschrieben

sind (siehe Annunziata et al. (2007) und Rauert-Wunderlich et al. (2013)>"**

gibt es
genau genommen nicht einmal einen Malistab, auf den man eine eindeutige
Einschatzung beziehen koénnte. Mit den hier verwendeten transienten
Expressionssystemen ist diese Frage nicht zu beantworten und eine Konsequenz aus
den hier beschriebenen Befunden ist, dass im Rahmen des Teilprojekts 8 "Regulierung,
Einbindung und Bedeutung des NF-kB-Systems im onkogenen Signalnetzwerk des
Multiplen Myeloms" der Klinischen Forschergruppe 216 "Multiples Myelom" Systeme
zur stabilen induzierten RNAi-vermittelten Depletion von Komponenten des NF-«kB
Systems in der Entwicklung sind (Dr. Thorsten Stiihmer, mindliche Korrespondenz).

iii) Die Blockade des klassischen (und/oder alternativen) NF-kB Systems ist in

Myelomzellen doch nicht von besonderer Bedeutung, und die pharmakologischen

Effekte sind potentiell eher auf andere Wirkungen zuriickzufihren.
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Wie oben kurz erwahnt ist in der Folge dieser Arbeit die Fragestellung der Bedeutung
des NF-kB Systems in Myelomzellen im Labor weiter bearbeitet worden (Teilprojekt 8
der Klinischen Forschergruppe 216). Unter anderem durch die transiente Expression
eines Expressionsvektors fiir dominant negatives IkB-a konnte dabei gezeigt werden,
dass dieses Reagenz die p65 Aktivitdt im Zellkern von L363 Zellen vollig unterdriickt,
doch lieRen sich auch unter diesen Bedingungen keinerlei Effekte auf die Apoptose
oder auch nur auf die Proliferation von L363 Zellen nachweisen (Dr. Thorsten Stihmer,
miindliche Korrespondenz), was die in dieser Arbeit beschriebenen Befunde
unterstitzt. Gleichfalls blieb ein transientes Ausschalten von p52 in verschiedenen MM
Zelllinien wirkungslos (Dr. Thorsten Stiihmer, miindliche Korrespondenz), was ebenfalls
mit dem hier beobachteten Fehlen von Auswirkungen des IKK-a Knockdowns vereinbar
ist, wogegen ein Knockdown von NIK durchaus zu erhéhtem Zelltod der MM Linien JJN-
3 und L363 fiihrte (Dr. Thorsten Stihmer, miindliche Korrespondenz). Es ist somit
denkbar, dass, obwohl eine intrinsische Aktivitatssteigerung von NIK den alternativen
und den klassischen Signalweg in Myelomzellen zweifellos aktiviert, die eigentliche fir
das Uberleben von Myelomzellen wichtige Funktion von NIK unabhingig von NF-kB ist,
oder vielleicht als weitere Sadule parallel zum NF-kB Signal verlauft. In beiden Fallen
ware dann NIK der therapeutisch potentiell interessanteste therapeutische
Angriffspunkt, und das Design von "small molecule" NIK Inhibitoren ist durchaus ein
hochaktuelles Gebiet der pharmazeutischen Forschung. Fir eine solche Annahme
konnte auch sprechen, dass die groe Mehrzahl der gefundenen Mutationen des NF-
kB Systems von Myelomzellen zu einer Verlangerung der Halbwertszeit von NIK fiihrt
(also z.B. Deletion von TRAF2, TRAF3, NIK-Translokationen), was bei dieser konstitutiv
aktiven Kinase mit sehr kurzer Halbwertszeit einer direkten Aktivitatsvermehrung
gleichkommt. Dieses Muster unterscheidet sich deutlich von der hohen
mutationsbedingten NF-kB Aktivierung von Hodgkin Zellen, wo genetische Lasionen
durchaus (auch) weiter unten im Signalweg zu finden sind und oft die Inaktivierung von

inhibitorischen Proteinen der Transkriptionsfaktoren betreffen.''®

Gegen eine solche
Rolle von NIK spricht allerdings, dass die Depletion von IKK-a keinen Einfluss auf

Myelomzellen hatte, und IKK-a nach wie vor das einzige experimentell belegte
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Substrat der NIK ist, von einer einzigen neueren Publikation einmal abgesehen.'
Allerdings ist wiederum nicht auszuschliefen, dass in transformierten und NIK
dysregulierten Zellen Substrate wichtig werden, die in reguldaren Zellen, also den fir
die meisten grundlagenwissenschaftlichen Analysen der NF-kB Signalwege
verwendeten Systemen, so nicht gelten. Auch dies ist ein interessantes Feld fir
zuklinftige Untersuchungen, insbesondere wenn induzierbare Knockout-Systeme fir

NIK in MM Zellen etabliert werden kdnnten.

Kurz diskutiert werden sollen abschlieBend auch noch die TNF-a-Experimente zur
Testung der Funktionalitat des klassischen NF-kB Wegs nach IKK-B Knockdown. Eine
verminderte Degradation von IkB-a nach TNF-a Stimulation hatte auf jeden Fall
bedeutet, dass eine effektive Blockade des klassischen NF-kB Signalwegs erzielt wurde.
Die durch transiente Transfektion von IKK-B Stealth-siRNA hervorgerufene Depletion
von IKK-B fuhrte in der Zelllinie MM.1S jedoch nicht zu einer Verminderung der
Phosphorylierung und somit auch nicht zu einer nennenswerten Verminderung der
Degradation von IkB-a nach TNF-a Zugabe (siehe Abbildung 24). Es ist auch keine
Veranderung der Kinetik dieser Parameter zu verzeichnen gewesen (siehe Abbildung
24). Dagegen liel8 sich der klassische Signalweg mit dem small molecule IKK-B Inhibitor
TPCA-1 (10uM) durchaus so blockieren, dass der TNF-a Effekt vollstandig unterbunden
wurde (siehe Abbildung 25). Eine mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanz ist, dass der
Knockdown von IKK-B in MM.1S Zellen nicht hinreichend stark war um wirklich die
Gesamtaktivitdt der Kinase so stark zu beeintrachtigen, dass es nicht zu einem
"Durchschlagen" der TNF-a Wirkung kommt. Diese war bei einer unphysiologisch
hohen Konzentration des Zytokins von 100ng/ml moglicherweise ohnehin tGbertrieben
stark ausgepragt. Insofern ist die Aussagekraft dieses Experiments bezliglich der
Beeinflussung der viel geringeren aber daflir permanenten intrinsischen NF-kB
Aktivitat durch den IKK-B Knockdown unklar. Gleiches gilt fir die generelle Relevanz
dieses externen Stimulus, denn obwohl TNF-a prinzipiell zu den starken Stimulantien
des klassischen NF-kB Signalwegs zahlt, reagieren nur die wenigsten Myelomzelllinien

Uberhaupt auf eine TNF-a Zugabe (Dr. Thorsten Stiihmer, miindliche Korrespondenz).

82



4. DISKUSSION

Obwohl die Blockade des klassischen Signalwegs durch TPCA-1 bei einer Konzentration
von 10uM praktisch vollstandig war, fihrte diese Behandlung selbst nach 3 Tagen nur
zu relativ schwachen Zelltodeffekten (siehe Abbildung 26, siehe auch Rauert-
Wunderlich et al. (2013)).*° Obwohl die Affinitit von TPCA zu IKK-B etwa 550 mal
groRer als zu anderen Kinasen und etwa 22 mal groBer als zu IKK-a ist,"*® kann bei
dieser Konzentration nicht ausgeschlossen werden, dass selbst diese schwache
Wirkung unspezifischen Toxizitdten beruht. Unspezifische Wirkungen kdnnen bei
pharmakologischen Substanzen durchaus auch auf Effekten beruhen, die nichts mit
einer Bindung an strukturell verwandte Stellen, z.B. die ATP-Bindungsstellen
verschiedener Kinasen, zu tun haben. So kann beispielsweise die Bildung von
Aggregaten auf Grund ihrer ab- und adsorptiven Eigenschaften zu einer Inhibition von
Enzymen fihren.'*®

Bestatigt wurde die nur schwache anti-Myelom-Wirkung von TPCA-1 durch
Experimente mit dem Neddylierungs-Inhibitor MLN4924, der ebenfalls den klassischen
Signalweg vollkommen hemmt indem er die Ubiquitinylierung und damit den

proteasomalen Abbau von IkB-a verhindert.**

Insofern deuten sowohl die si/shRNA
Experimente, als auch zwei verschiedene pharmakologische Inhibitoren des
klassischen NF-kB Wegs darauf hin, dass eine kurz- bis mittelfristige Blockade dieses
Signalwegs bestenfalls nur geringe apoptotische Wirkungen in Myelomzellen bewirkt.
Ein Anspruch auf besondere Bedeutung des IKK-Komplexes als Zielstruktur fiir eine

Myelomtherapie ist auf dieser Datengrundlage folglich derzeit nicht abzuleiten.
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Obwohl diverse Mutationen des NF-kB Systems in Myelomzelllinien und primaren

3759 ist die Relevanz des IKK-

Myelomzellen eine pathogenetische Beteiligung andeuten,
Komplexes als molekularer Angriffspunkt fir die Entwicklung medikamentdser
Therapieoptionen noch nicht ausreichend geklart. Zwar fihrte die Applikation des IKK-
B Inhibitors MLN120b dosisabhangig und langerfristig zu einer Reduktion der
Zellviabilitat in einer Vielzahl von Myelomzelllinien,57 doch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass bei hoheren Konzentrationen unspezifische Wirkungen fir die
beobachteten Effekte (mit-) verantwortlich sind.

Aus diesem Grund erfolgte in der vorliegenden Arbeit eine spezifische Suppression von
IKK-a, IKK-B oder [IKK-y mittels transienter Transfektion von shRNA-
Expressionsvektoren oder Stealth-siRNA. Es folgte die Charakterisierung der
verminderten Zielproteinspiegel mittels Western-Blot und die Messung der Viabilitat
der Zellen mittels FACS Analysen. Darliber hinaus wurde in TNF-a
Stimulationsexperimenten der Effekt der Suppression von IKK-B mittels Stealth-siRNA
auf (Phospho-)IkB-a analysiert. SchlieBlich erfolgte die Applikation des IKK-B Inhibitors
TPCA, dessen Wirkung auf die Zellviabilitit und auf die TNF-a-vermittelte
Phosphorylierung und Degradation von IkB-a in MM.1S Zellen untersucht wurde.

Die Experimente mit Stealth-siRNA zeigten, dass weder die Suppression von IKK-(,
noch die Suppression von IKK-a oder IKK-y in AMO-1, L363 oder MM.1S eine
Verminderung der Zellviabilitdt bewirken konnte. Auch eine kombinierte Suppression
von IKK-a zusammen mit IKK-B in L363 und MM.1S Zellen bewirkte keinen vermehrten
Zelltod. Dagegen zeigte die Behandlung von MM.1S Zellen mit hohen Konzentrationen
von TPCA einen geringen Effekt auf das Uberleben dieser Zellen. Die Suppression von
IKK-B mittels Stealth-siRNA in MM.1S konnte nicht die TNF-a vermittelte IkB-a
Phosphorylierung und Degradation verhindern. Sowohl die hohe TNF-a Konzentration

von 100ng/ml, als auch eine unvollstindige Suppression von IKK-B konnte dazu
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beigetragen haben. In analogen Experimenten mit TPCA konnte die TNF-a vermittelte
IkB-a Phosphorylierung und Degradation dagegen effektiv unterdriickt werden.

In der Zusammenschau der Ergebnisse konnte somit eine potenzielle therapeutische
Relevanz des IKK-Komplexes als molekularer Angriffspunkt fir eine Myelomtherapie
nicht gefunden werden.

Eine noch detailliertere Analyse der Funktionalitat des Signalwegs (insbesondere eine
Messung der Aktivitait der NF-kB Transkriptionsfaktoren im Zellkern) und die
Etablierung stabiler und induzierbarer Expressionssysteme fir langerfristige
Untersuchungen der RNAi Wirkungen in Myelomzellen, stellen weiterflihrende Wege
zu einer umfangreicheren Beurteilung der pathobiologischen und therapeutischen
Bedeutung des NF-kB Systems dar. Darliber hinaus sind die das NF-kB System
betreffenden Mutationen genauer hinsichtlich ihrer potenziellen Wirkung auf NF-kB

unabhangige Signalwege zu untersuchen.

Teilergebnisse der hier dargestellten Versuche haben Eingang in die folgende
Publikation gefunden:

H. Rauert-Wunderlich, D. Siegmund, E. Maier, T. Giner, R.C. Bargou, H. Wajant, T.
Stihmer "The IKK inhibitor Bay 11-7082 induces cell death independent from inhibition
of activation of NFkB transcription factors". PLoS One 8(3), €59292 (2013).
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pSUPER (3176bp):

VEKTOR: pSUPER.basic
KATALOG#: VEC-PBS-0001/0002

Schnittstellen:
Bgl 1I: 928

Hin dlll: 934
Eco RI: 707
Sal 1: 949

Xho 1: 955

Klonierung (64-nt Insert)
Eco Rl — Hin dlll : Positiver Klon : 291 bp Fragment
Eco Rl — Hin dlll : Negativer Klon : 227 bp Fragment

Vektor Charakteristika

f1(+) origin: 441-135

H1 promoter: 708 - 934

pUC origin: 1373-2040

Ampicillin Resistenz ORF: 3048-2191

T7 Primer Bindungssequenz (AATACGACTCACTATAG): 627-643

T3 Primer Bindungssequenz (CTTTAGTGAGGGTTAAT): 989-1005

M13(-20) Primer Bindungssequenz (GTAAAACGACGGCCAGT): 600-616

M13 Riickwarts Primer Bindungssequenz (CATGGTCATAGCTGTT): 1023-1038
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Vektorkarte von pSUPER aus dem pSUPER Manual (Oligo Engine).97

In dieser Arbeit wurden Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Bg/ I, Hin dlll und Eco Rl benutzt.

Das Ampicillin Resistenzgen (Amp) dient zur Selektion von transformierten Bakterien.
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Vektorsequenz: Schnittstellen fiir Bgl/ Il (rot), Hin dlll (braun) und Eco Rl (schwarz)

sind hervorgehoben

CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGLCLCGCGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGC
GCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA
ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAACGCTGACGTCATCAACCCGCTCCAAGGAA
TCGCGGGCCCAGTGTCACTAGGCGGGAACACCCAGCGCGCGTGCGCCCTGGCAGGAAGATGG
CTGTGAGGGACAGGGGAGTGGCGCCCTGCAATATTTGCATGTCGCTATGTGTTCTGGGAAAT
CACCATAAACGTGAAATGTCTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACAGA
TCTAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTT
AGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
TATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGC
CTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAA
ACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATT
GGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC
GGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA
AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCG
TTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCT
CTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTG
GCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCT
GGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATT
AGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTA
CACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAG
TTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAG
TAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCT
ATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCT
TACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTA
TCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGC
CTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTT
TGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCT
TCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAA
AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCAC
TCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCT
GTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTC
TTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCA
TTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCG
ATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGG
GTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTT
GAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCC
CCGAAAAGTGCCAC
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