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1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (MM; C90 im ICD-10) ist eine maligne Erkrankung der Plasmazelle und
wird gemdll Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) den B-Zell-Lymphomen
zugeordnet. Bei dieser Erkrankung kommt es zu einer monoklonalen Plasmazellvermehrung im
Knochenmark, die mit einer verstirkten Produktion kompletter oder inkompletter monoklonaler
Immunglobuline (Ig) einhergeht. Im Serum oder Urin kann dieses monoklonale Protein (auch
,Paraprotein oder ,,M-Protein* genannt) bei fast allen Formen des MM nachgewiesen werden
(Woérmann et al., 2018).

Im klinischen Sprachgebrauch wird die Bezeichnung ,,Plasmozytom* hdufig als Synonym
verwendet. Dies bezeichnet aber eine Sonderform des Multiplen Myeloms. Hier kommt es zu einer
lokalisierten Vermehrung von Plasmazellen ohne systemische Beteiligung. Im Verlauf entwickeln
bis zu 50 % der Plasmozytom Patienten ein ,,systemisches* Multiples Myelom (Dimopoulos ef al.,
2000; Weber, 2005). Kommt es zum leukdmischen Verlauf mit monoklonalen Plasmazellen im
peripheren Blut, spricht man von einer Plasmazellleukidmie.

1.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz des Multiplen Myeloms liegt bei 4 bis 6 pro 100.000 Einwohner in Deutschland. So
wird die Krankheit pro Jahr bei circa 3.600 Méannern und 2.900 Frauen neu diagnostiziert. Das
Multiple Myelom ist somit die dritthdufigste hdmatologische Neoplasie und daher die Ursache fiir
circa 1% aller Krebserkrankungen in Deutschland. Mit einem mittleren Erkrankungsalter von
ungefdhr 73 Jahren handelt es sich um eine Erkrankung des ,alten Menschen“. Ein erster
signifikanter Anstieg an Erkrankungen lédsst sich ab dem 50. Lebensjahr verzeichnen. Patienten
vor dem 40. Lebensjahr stellen mit unter 2 % der Félle eine seltene Ausnahme dar (Kyle et al.,
2003). Neben der zunehmenden Inzidenz mit steigendem Alter ist auch das méannliche Geschlecht
und die Zugehdrigkeit zu bestimmten Bevolkerungsgruppen ein Risikofaktor. Die Fallzahlen
zeigen, dass in den USA die schwarze im Vergleich zur weillen Bevolkerung ein doppelt so hohes
Risiko aufweist am Multiplen Myelom zu erkranken. Diesbeziiglich sprechen epidemiologische
Daten dafiir, dass das Erkrankungsrisiko in China weltweit am geringsten ist (Katalinic und
Pritzkuleit, 2013; Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e. V., 2017; Kyle und Rajkumar, 2008). Sollte sich die Verschiebung der



Altersstruktur in Deutschland wie prognostiziert in Richtung Uberalterung fortsetzen, ist mit
einem Anstieg der Neuerkrankungen um circa 30 % zu rechnen (W6rmann et al., 2018).

Die Atiologie des Multiplen Myeloms ist weitestgehend unklar. Es werden verschiedene Noxen,
chronische Infektionen wie etwa Hepatitis C oder das Humane Immundefizienz-Virus (HIV)
sowie Adipositas als mogliche Ursache diskutiert (Wallin und Larsson, 2011). In Bezug auf eine
mogliche genetische Disposition konnte bereits nachgewiesen werden, dass Verwandte ersten
Grades (Landgren et al., 2006) und durch die Metaanalyse genomweiter Studien auch Personen
mit bestimmten genetischen Variationen (Mitchell ez al., 2016) ein erhdhtes Risiko aufweisen, am
Multiplen Myelom zu erkranken. Als Vorldufer tritt bei fast allen Patienten eine monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) auf (Landgren et al., 2009; Weiss et al., 2009),
dessen Pravalenz im Alter zwischen 45 und 75 Jahren bei 3,5 % in Deutschland liegt (Eisele et al.,
2012). Es entwickelt sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 1% pro Jahr in ein MM oder eine
andere lymphoproliferative Erkrankung weiter (Dispenzieri et al., 2010; Zingone und Kuehl,
2011). Bei Patienten iiber 70 Jahren konnte gezeigt werden, dass die Diagnose eines MGUS mit
einer signifikanten Exzessmortalitit assoziiert ist (Kristinsson et al., 2009).

1.1.3  Symptomatik

Initiale Symptome sind héufig gar nicht oder nur unspezifisch vorhanden. Bis zu einem Viertel
aller Patienten sind bei Diagnosestellung beschwerdefrei. Hauptsidchlich werden vorhandene
Symptome durch die Zerstorung der Knochen, die Verdringung der Hédmatopoese, hohe
monoklonale Immunglobulin-Konzentrationen und den sekundéren Immundefekt verursacht.

Als am héufigsten auftretende Symptome sind zum einen Knochenschmerzen (60 %) zu nennen.
Diese werden durch Osteolysen verursacht, die aufgrund der Stimulation von Osteoklasten sowie
Inhibition von Osteoblasten durch Zellen des Multiplen Myeloms entstehen. Osteolysen sind fast
bei allen Patienten zu finden und treten bevorzugt in Knochen des Schédels, des Stammskeletts
und der proximalen Extremitéten auf. Die Osteolysen konnen dariiber hinaus zu pathologischen
Frakturen und durch das freigesetzte Calcium zu Hypercalcdmie bis hin zur hypercalcimischen
Krise fithren (Galson et al., 2012; Giuliani et al., 20006).

Zum anderen ist ebenfalls mit 40 % haufig eine eher unspezifische Fatigue bei Diagnosestellung
zu finden. Diese wird oftmals durch eine Andmie verursacht, die durch eine zunehmende
Verdriangung der Hadmatopoese im Knochenmark zustande kommt. Der gleiche Mechanismus
kann mit geringerer Prdvalenz ebenfalls eine Thrombozytopenie oder Leukopenie verursachen und
somit zu einer petechialen Blutungsneigung bezichungsweise einem sekundéren

Antikorpermangel mit einer erhohten Infektneigung fiihren. Insgesamt ist zwar die Anzahl an
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Immunglobulinen vermehrt, aber die Menge funktionell wirksamer Antikdrper durch
Verdrangung vermindert. Die vermehrt gebildeten monoklonalen Immunglobuline des Multiplen
Myeloms sind ndmlich nicht funktionsfdhig. Diese kdnnen aulerdem zu schaumendem Urin und
einer Nierenfunktionsverschlechterung im Rahmen einer Bence-Jones-Proteinurie oder
Albuminurie fiihren. Auch eine B-Symptomatik mit Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweif3
kann als klassisches Zeichen einer malignen Erkrankung vorhanden sein. Lymphadenopathien
treten nur dulerst selten auf, obwohl man dies durch die zytogenetische Zuordnung zu den
malignen Lymphomen zunéchst vermuten konnte. Wie nicht entartete Plasmazellen, bevorzugen
auch die Multiplen Myelom Zellen das Knochenmarksmilieu (Kyle, 1975; Woérmann et al., 2018).
Ein extramedulldrer Befall ist bei Diagnosestellung mit 1 —2 % @uferst selten und entwickelt sich
im Verlauf der Erkrankung bei 8 % der Patienten (Short ef al., 2011).

1.1.4 Diagnostik

Beim klinischen Verdacht auf ein MM konnen labordiagnostische und bildgebende Verfahren
helfen, diese Vermutung zu erhirten und durch histopathologische Untersuchungen kann die
Diagnose abschlieBend bestétigt werden. Neben Anamnese und korperlicher Untersuchung kann
auch eine stark erhdhte Blutsenkungsgeschwindigkeit(BSG) oder eine Erhéhung der
Gesamteiweillkonzentration im Serum akzidentiell auffallen und weitere Diagnostik nach sich
ziehen. Im Labor sollte zur Abklérung ein Differentialblutbild angefertigt werden und im Serum
die Elektrolyte, das Kreatinin, der Harnstoff, die Laktatdehydrogenase (LDH) und die Alanin-
Aminotransferase (ALT), das Gesamteiweil, das Albumin und das P2-Mikroglobulin (f2M)
bestimmt, die glomerulédre Filtrationsrate (GFR) berechnet und ein 24 Stunden-Sammelurin zur
Quantifizierung der EiweiBausscheidung vorgenommen werden (Kyle und Rajkumar, 1999). Bei
fortgeschrittenem Verlauf kann sich hier bereits eine Panzytopenie aufgrund der Verdringung im
Knochenmark und eine Hypercalcdmie durch den Knochenabbau zeigen. Die Parameter LDH,
Albumin und 2M haben zudem prognostische Relevanz (siehe auch 1.1.5).

Mit Hilfe der Serumprotein-Elektrophorese kann der fiir monoklonale Gammopathien typische
M-Gradient nachgewiesen werden. Hier wird eine starke Erhohung der y-Fraktion sichtbar, die
durch vom MM produzierten IgG oder IgM verursacht wird. Diese Untersuchung kann als
Screeningtest fungieren, ist aber bei begriindetem Verdacht wegen unzureichender Sensitivitét
allein nicht ausreichend. Als Bestitigungstest sollte dann eine Immunfixationselektrophorese von
Serum und Urin angefertigt werden, diese erlaubt sowohl den Nachweis monoklonaler
Immunglobuline als auch monoklonaler freier Leichtketten. Ebenfalls sollte sich daran die

quantitative Bestimmung der verschiedenen Immunglobuline (IgG, IgA, IgM) im Serum
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anschlieBen. Multiple Myelome, die inkomplette Immunglobuline oder IgA produzieren sowie der
asekretorische Typ, besitzen keinen M-Gradienten. Lange Zeit konnten die freien Leichtketten nur
als sogenanntes Bence-Jonce-Protein im Urin nachgewiesen werden. Dieses wurde nach seinem
Entdecker Henry Bence Jones benannt, der dieses 1848 im Urin eines Patienten mit Multiplem
Myelom nachweisen konnte (Jones, 1851). Seit 2001 kdnnen und sollten die freien Kappa- und
Lambda-Leichtketten auch im Serum mittels Immunoassay quantitativ nachgewiesen werden
(Drayson et al., 2001).

Als bildgebendes Verfahren wurden frither nur konventionelle Rontgenaufnahmen nach dem
,Pariser Schema™ des Schidels, der Wirbelsdule, des Thorax, des Beckens und der langen
Rohrenknochen durchgefiihrt. Da hier die Sensitivitdt der Erkennung von Osteolysen zu gering
war, wird heute eine Low-Dose-Ganzkorper-Computertomographie (CT) durchgefiihrt
(Hillengass et al., 2017).

Als néchster Schritt im diagnostischen Ablauf wird eine Knochenmarkspunktion mit Entnahme
von Aspirat und Stanzzylinder vorgenommen. Vom Aspirat wird eine Zytologie und eine
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) durchgefiihrt, um verschiedene, teilweise prognostisch
aussagekriftige Deletionen (del(x)), Amplifikationen (add(x)) oder Translokationen (t(x;y)) oder
auch Hyperdiploidie nachweisen zu konnen. Das Vorliegen von del(17p), t(4;14) oder t(14;16)
geht mit einem erheblichen Risiko fiir einen schweren Verlauf einher und stellt damit Faktoren zur
Einordnung in eine Hochrisikogruppe (siehe auch 1.1.5) dar (Sonneveld et al., 2012). Alle anderen
genetischen Aberrationen haben aktuell keinen Einfluss auf die Therapieentscheidung, kdnnen
aber prognostische Aussagekraft haben. Die Hyperdiploidie ist zum Beispiel prognostisch giinstig,
die add(1g21) und die t(14;20) hingegen ungiinstig. Vom bioptischen Material wird eine
Histologie durchgefiihrt. Durch diese und durch Durchflusszytometrie kann der prozentuale Anteil
an monoklonalen Plasmazellen bestimmt werden.

Bei unklaren Befunden kann vor invasiven MaBnahmen zundchst durch die
Magnetresonanztomographie (MRT), das CT, das Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-CT
oder eine Osteodensitometrie ein weiterer Informationsgewinn erreicht werden. Im MRT zeigt
sich als typischer fokaler osteolytischer Befall eine fleckformige Signalminderung in der
T1-Wichtung der betroffenen Knochen mit méBiger Kontrastmittel (KM)-Anreicherung. Zudem
konnen hiermit extramedullire Manifestationen und eine diffuse Knochenmarksinfiltration
dargestellt werden. Die Sensitivitdt einer Ganzkorper-MRT ist hoher als die einer Low-Dose-
Ganzkorper-CT, wird aber aufgrund der langen Untersuchungszeit seltener angewandt.

Die Szintigraphie ist in 48 % der Untersuchungen falsch-negativ und wird deshalb nicht

10



durchgefiihrt (Healy et al., 2011). Bei Verdacht auf ein extramedullires MM oder ein

Plasmozytom kann eine Gewebebiopsie die Diagnosestellung erlauben.

Die Diagnosestellung erfolgt dann anhand der aktuellen Diagnosekriterien der International

Myeloma Working Group (IMWG) von 2014 (Rajkumar et al., 2014).

“ Smoldering Myelom Multiples Myelom (MM)

18G / IgA / 1IgM - MGUS

monoklonales Protein (Serum)
IgG oder IgA oder IgM < 3 g/dL

und

klonale Plasmazellen
< 10% im Knochenmark (KM)

und
keine MM
definierenden Ereignisse

monoklonales Protein (Serum)
lgG oder IgA >3 g/dL

und
monoklonales Protein (Urin)
>500mg/24h

und / oder
klonale Plasmazellen
10%—-60% im KM

klonale Plasmazellen
>10% im KM

oder
bioptisch gesichertes
Knochen- oder
extramedulldres Plasmozytom

oder

Leichtketten - MGUS

abnormales sFLC Verhaltnis
(< 0,26 oder > 1,65)

und
erhohtes Level des
betroffenen Leichtkettentyps

und

und

keine MM
definierenden Ereignisse
(CRAB und SLiM negativ)

und
keine Amyloidose

mindestens ein MM
definierendes Ereignis:
>1 CRAB positiv

oder
>1 SLiM positiv

und MM definierende Ereignisse: CRAB- und SLiM-Kritierien
kein Schwerkettennachweis
in der Immunfixation (ol Calcium Erhohung (> 11 mg/dl oder 1 mg/dl > obere Normgrenze)
und ;8 Renale Insuffizienz (GFR < 40 ml/min oder Kreatinin > 2 mg/dl)
klonale Pla§mazellen /' Andmie (Hb < 10 g/dl oder 2 g/dl < normal)
<10% im KM i L .
d -} >1 lytische Knochenldsion im Réntgen, CT oder PET-CT
un
monoklonales Protein (Urin)
<500mg/24h M Mindestens sechzig Prozent (> 60 %) klonale Plasmazellen im KM
und . s . .
) : >
keine MM (Wl Verhaltnis betroffener:nicht-betroffener Leichtkettentypen > 100
definierenden Ereignisse [\ >1 fokale Lasion (> 5mm) im MRT

Abbildung 1: Diagnosekriterien verschiedener MM Stadien (Managing Myeloma, 2016; Vincent Rajkumar, 2014)
Kriterien der International Myeloma Working Group (IMWG) von 2014 zur Diagnosestellung von MGUS, Smoldering
Myelom und Multiplem Myelom. Beim MGUS muss zur Diagnosestellung zwischen Leichtketten und vollstéindigen
Immunglobuline produzierenden Klonen unterschieden werden. Das Smoldering Myelom unterscheidet sich vor allem
durch das Vorliegen von Myelom definierenden Ereignissen vom MM. Diese werden (iber die CRAB-Kriterien als
Marker fiir Endorganschéden und (lber die SLiM-Kriterien als neue Biomarker zur friihzeitigen Diagnosestellung
definiert.
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Fiir die Diagnose eines Multiplen Myeloms muss im Knochenmarksausstrich der Anteil
monoklonaler Plasmazellen mindestens 10 % betragen oder alternativ ein durch Biopsie
bestdtigtes Plasmozytom vorliegen. Zudem sind definitionsgemdl} beim Multiplen Myelom bereits
Endorganschdden durch die Plasmazellproliferation vorhanden. Dies unterscheidet das Multiple
Myelom vom Smoldering (Schwelenden) Myelom (SMM). Das Vorliegen von Endorganschiden
wird durch die CRAB-Kriterien definiert und beinhaltet Hypercalcimie, Niereninsuffizienz,
Andamie und Knochenldsionen. Sollten die CRAB-Kriterien noch keine Endorganschiden
anzeigen, sind zur frithzeitigen Diagnosestellung zudem die SLiM-Kriterien etabliert worden.
Diese lassen ohne das Vorliegen der CRAB-Kriterien die Diagnose MM zu. Die drei als neue
Biomarker bezeichneten SLiM-Kriterien beinhalten einen monoklonalen Plasmazellanteil im
Knochenmark von mindestens 60 %, ein durch Immunnephelometrie gemessenes Verhéltnis der
beiden Leichtkettentypen im Serum von betroffenem (monoklonal iiberexprimiertem) Typ zu
nicht betroffenem Typ von grofler gleich 100 (Normwert: 0,26 bis 1,65) oder den Nachweis
mindestens einer fokalen Lésion groBer gleich 5 mm im MRT. Es konnte gezeigt werden, dass
sich bei Patienten, bei denen einer dieser Biomarker vorlag, abhéngig von der Subgruppe, in 55 —
94 % der Fille innerhalb von 2 Jahren ein MM gemiB alter Definition ohne SLiM-Kriterien
entwickelte (Larsen et al., 2013; Palumbo et al., 2015).

Nach der Art der produzierten monoklonalen Immunglobuline kann das Multiple Myelom in
verschiedene Typen unterteilt werden: zum einen in die mit 80 % haufigeren Typen mit Produktion
kompletter Immunglobuline Typ IgG (50 %), Typ IgA (25 %), Typ IgD (ca. 1 %) und Typ IgM
(ca. 0,5%) sowie in das sogenannte Bence-Jones-Myelom (20 %), welches nur einen der
Leichtketten-Typen der Immunglobuline produziert. Sehr selten kommen auch Mischtypen und
asekretorische Formen vor. Bei der asekretorischen Form wird das monoklonale Protein zwar
produziert, aber von den Zellen nicht ins Blut abgegeben (Kyle ef al., 2003).

Da Multiple Myelome vom Typ IgM extrem selten sind, muss beim Nachweis dieses
Immunglobulintyps differentialdiagnostisch vor allem an das Vorliegen eines Morbus
Waldenstrom gedacht werden (Ansell e al., 2010). Als weitere wichtige Differentialdiagnosen
des Multiplen Myeloms sind zum einen andere monoklonale Gammopathien wie das MGUS, das
Smoldering Myelom, das POEMS-Syndrom und die primére Leichtketten (AL)-Amyloidose
sowie zum anderen Tumore mit Osteolysen wie verschiedene Knochentumore oder Metastasen
anderer Tumore wie zum Beispiel Mamma-, Prostata-, Lungen- und Nierenkarzinom in Betracht

zu ziehen.
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1.1.5 Stadieneinteilung

Wie viele andere maligne Erkrankungen entsteht das Multiple Myelom durch einen schrittweisen
Transformationsprozess. Als pramaligner Vorldufer findet sich fast immer die MGUS, welche sich
mit einer Wahrscheinlichkeit von 1% pro Jahr in das Multiple Myelom transformiert. Als
Zwischenschritt erfolgt die Ausbildung eines Smoldering (Schwelenden) Myeloms, das zwar
morphologisch gesehen ein MM ist, aber definitionsgemidfl noch keine Endorganschdden
hervorgerufen hat und damit weitestgehend asymptomatisch ist. Eine Transformation zum
(symptomatischen) Multiplen Myelom findet mit einer jahrlichen Wahrscheinlichkeit von 10 %
statt. Im letzten Schritt verlieren die malignen Zellen die Abhidngigkeit vom Knochenmarksmilieu
und manifestieren sich als Plasmazellleukdmie oder als extramedulldres Myelom (Kyle und

Rajkumar, 2002).

Keimzentrum
(Lymphknoten)

—— Knochenmark » peripheres Blut

Post-Keimzen- > > Smoldering  JEEEEY Multiples — Plasmazell-
trums-B-Zelle m Myelom Myelom leukamie

primdre genetische Ereignisse
- IgH-Translokationen
- Hyperdiploidie

sekundare genetische Ereignisse

Abhéangigkeit vom Mikromileu

genetlsche Heterogenitét

Abbildung 2: Maligner Transformationsprozess (Dhodapkar, 2016; Morgan et al., 2012; Zugelder, 2019)

Der Ubergang der klinischen Einteilungen von der gesunden B-Zelle iiber MGUS, Smoldering Myelom, Multiples
Myelom bis hin zur Plasmazellleukdmie ist mit Zunahme an genetischen Alterationen verbunden. Zundchst fiihrt ein
initiales primdres genetisches Ereignis zur Immortalisierung eines Zellklons und Bildung einer prdmalignen
Zellpopulation (MGUS). Durch Anhdufung weiterer sekunddrer genetischer Verdnderungen verlieren die Zellen
zunehmend die Abhdngigkeit vom Mikromilieu des Knochenmarks und gewinnen zunehmend proliferative
Kompetenz. Die verdnderten Klone werden hierbei auf eine darwinistische Weise selektiert. Das Smoldering Myelom
présentiert sich klinisch noch ohne Endorganschédden (CRAB und SLiM negativ) und fiihrt dann durch weitere maligne
Transformation zum symptomatischen Multiplen Myelom. SchliefSlich kénnen die Zellen sogar komplett die
Abhdngigkeit vom Knochenmark verlieren und werden in die Peripherie als Leukdmiezellen ausgeschwemmt. Dies
bildet das Ende des evolutiondren Prozesses mit Ausbildung einer Plasmazellleukémie.

Die erste Stadieneinteilung fiir das Multiple Myelom wurde von Durie und Salmon (1975)
etabliert. Diese wird heutzutage nicht mehr verwendet, da sie zwar mit der Tumormasse korreliert,
aber nur sehr eingeschrinkt Aussagen iiber die Prognose treffen kann. Zudem ist sie durch
Miteinbeziehung der Osteolysen von der zum Teil untereinander abweichenden Beurteilung durch

Radiologen abhéngig. 2005 wurde daher von Greipp et al. das International Staging System (ISS)
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verdffentlicht. Hierbei reichen allein die Konzentrationen des 2M und Albumins im Serum aus,
um eine prognostische Einteilung in drei Kategorien vornehmen zu konnen. Diese beiden
Parameter wurden durch eine statistische Analyse von mehr als 10.000 Patienten identifiziert und

validiert.

Blutkonzentrationen B>M < 3,5 mg/L B>M 3,5-5,5 mg/L B>M > 5,5 mg/L
und oder
Albumin > 3,5 g/dL B>M < 3,5 mg/L

und Albumin < 3,5 g/dL

Medianes Uberleben > 5 Jahre 3 -4 Jahre 2 -3 Jahre

Tabelle 1: Stadieneinteilung gemdf International Staging System (Greipp et al., 2005)

Der genaue Pathomechanismus fiir die B2M -Erhohung und die Albumin-Erniedrigung durch das
Multiple Myelom ist unklar. f2M scheint nicht nur mit der Tumormasse und Nierenfunktion zu
korrelieren, sondern auch weitere Faktoren wie eventuell die Immunfunktion miteinzuschlief3en.
Albumin wird moglicherweise durch die Wirkung von Interleukin-6 (IL-6), welches im
Mikromilieu der Multiplen Myelom-Zellen entsteht, vermindert in der Leber gebildet. Da durch
diese Klassifikation nur 5 — 9 % aller Hochrisikopatienten identifiziert werden konnten, wurde eine
iiberarbeitete Version (Revised-ISS, R-ISS) des ISS von Palumbo et al. (2015) vorgelegt. Diese
erweitert die Klassifikation zum einen um das Vorliegen eines erhdhten LDH-Spiegels im Serum
und zum anderen von bestimmten chromosomalen Aberrationen mit hohem Risiko. Diese beiden

Parameter weisen beide auf die Entwicklung eines aggressiven Verlaufes hin.

Stadium | (R-ISS 1) Stadium Il (R-ISS 11) Stadium Il (R-ISS 111)

ISS | weder ISS 1

und R-ISS | und
keine Risikoaberration noch Risikoaberration
und normales LDH R-ISS I oder hohes LDH

Absolutes
5-Jahres Uberleben 82 Monate 62 Monate 40 Monate

Tabelle 2: Stadieneinteilung gemdf Revised International Staging System (Palumbo et al., 2015)
Genetische Aberrationen mit hohem Risiko: del(17p), t(4;14), t(14,16)
Hohe Lactatdehydrogenase (LDH): oberhalb des Normbereichs (circa > 130mg/dl)
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1.1.6 Therapie und Prognose

Unbehandelt fiihrt die Erkrankung innerhalb von 6 Monaten zum Tod. An dieser Stelle ist
anzumerken, dass auch mit optimaler Behandlung die relativen 5 (10)-Jahres-Uberlebensraten bei
nur 48 (31) % fiir Méanner und 45 (30) % fiir Frauen liegen (Koch-Institut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V., 2015).

Eine definitive Behandlungsindikation ist beim Vorliegen der alten Diagnosekriterien nach ISS
gegeben. Sollten die CRAB-Kriterien negativ sein und nur die SLiM-Kriterien positiv sein, ist
nach der Meinung der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und Medizinische Onkologie
(DGHO) sowohl ein Abwarten mit engmaschiger Kontrolle als auch eine sofortige
Therapieeinleitung moglich (Woérmann et al., 2018). Die IMWG empfiehlt dahingegen das
sofortige Einleiten einer Therapie (Rajkumar ef al., 2014). Der Nutzen beziehungsweise Nachteil
einer frithzeitigeren Therapie ist aktuell noch nicht durch Studien belegt. Um die Vergleichbarkeit
von Studien zu gewihrleisten, wurden 2006 international giiltige Remissionskriterien durch die
IMWG vereinbart (Durie et al., 2006) und 10 Jahre spiter aktualisiert (Kumar et al., 2016). Bei
den meisten Patienten ist allerdings auch nach Erreichen der oben genannten Remissionskriterien
mit molekulargenetischen Methoden, Durchflusszytometrie, MRT oder PET-CT noch eine
minimale residuelle Resterkrankung (MRD) nachweisbar (Davies, 2017). Daher hat der Begriff
der MRD, auch wenn er aktuell kein Teil der Remissionskriterien ist, in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Patienten, bei denen keine MRD nachgewiesen werden
kann, haben ein besseres Gesamtiiberleben (OS) und progressionsfreies Uberleben (PFS) (Munshi
etal.,2017). Noch hat der Nachweis der MRD keine therapeutische Konsequenz und wird deshalb
nur im Rahmen von Studien bestimmt.

Eine Heilung der Krankheit ist durch typische Behandlungsregime, die die Verwendung der
autologen Stammzellentransplantationen (autologe HSZT) einbeziehen, nicht moglich (Krishnan
et al., 2016). Im letzten Jahrhundert waren die wichtigsten therapeutischen Errungenschaften
abgesehen von Urethan, welches nur noch historische Bedeutung hat, zum einen Medikamente,
die heute noch Anwendung finden (Kyle und Rajkumar, 2008). Das sind seit 1958 Melphalan
(Blokhin et al., 1958), seit 1962 die Corticosteroide wie Prednison oder Dexamethason (Mass,
1962) und seit 1974 Cyclophosphamid (Lee et al., 1974); zum anderen die autologe HSZT, welche
erstmals 1983 bei einem Patienten mit Plasmazellleukdmie durchgefiihrt wurde (McElwain und
Powles, 1983).

Aber erst seit Beginn des 21. Jahrhunderts konnten durch die Einfilhrung einiger neuer

Medikamente weitere signifikante Fortschritte in der Uberlebensverlingerung von Patienten
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erreicht werden. Palumbo et al. (2015) konnten im Zuge der Etablierung des R-ISS nachweisen,
dass seit der Einfilhrung neuartiger Medikamente sich die Lebenserwartung in allen
prognostischen Stadien signifikant verbessert hat. Durchschnittlich konnte die Lebenserwartung
um 5 Jahre gesteigert werden (Anderson, 2012). Dieser Erfolg wird vor allem der Verwendung
neuer Medikamente zugerechnet (Kumar et al., 2014).

Jedoch konnen die neuen in der Erstlinientherapie verwendeten Medikamentenklassen der
Proteasom-Inhibitoren (Bortezomib) und der Immunmodulatoren (Lenalidomid), auch in
Kombination mit der autologen Stammzelltherapie, in der Regel keine dauerhafte Remission der
Erkrankung bewirken (Franssen et al., 2016; Krishnan et al., 2016).

In der Erstlinientherapie werden die Patienten in eine fiir Hochdosistherapie geeignete und nicht
geeignete Gruppe unterteilt. Bei den fiir die Hochdosistherapie geeigneten Patienten wird nach
Induktionstherapie eine autologe Stammezelltransplantation durchgefiihrt. Patienten mit
Risikofaktoren erhalten innerhalb von 6 Monaten eine erneute autologe Stammzell-
transplantation. Dies wird dann als Tandemtransplantation bezeichnet. Darauthin schlieft sich
eine Erhaltungstherapie mit Bortezomib oder Lenalidomid an (W6rmann et al., 2018).

Aktuell wird das Risiko-Nutzen-Profil einer sofortigen autologen Transplantation in Frage gestellt.
Es konnte gezeigt werden, dass es das Gesamtiiberleben nicht verdndert, wenn die autologe
Transplantation erst beim Auftreten eines Rezidivs durchgefiihrt wurde. Einigen Patienten konnte
auf diese Weise eine Transplantation (zunéchst) erspart werden (Attal et al., 2017).

Patienten, die fiir die Hochdosistherapie nicht geeignet sind und einen schlechten
Allgemeinzustand aufweisen, konnen verschiedene, meist aus 3 Medikamenten bestehende
Kombinationstherapien angeboten werden. Das von der DGHO in der aktuellen Leitlinie von 2018
empfohlene Induktionsschema ist die Dreierkombination von Bortezomib / Cyclophosphamid /
Dexamethason (VCD), Bortezomib / Melphalan / Prednison (VMP) oder Bortezomib /
Lenalidomid / Dexamethason (RVD). Sollte es der Allgemeinzustand nicht zulassen, wird eine
Zweifachkombination aus Lenalidomid und niedrig dosiertem Dexamethason (Rd) angewandt.

In der Zweit- und Dirittlinientherapie ist das Therapieschema gerade aufgrund der groBen
genetischen Heterogenitit der Erkrankung und der hohen Haufigkeit an Rezidiven sehr komplex.
Auf einige neue medikamentdse Optionen soll im Folgenden eingegangen werden. Fiir eine
detaillierte Analyse in der Rezidivtherapie sei hier auf die gerade erst im Mai 2018 aktualisierte
Leitlinie der DGHO verwiesen (Wdrmann et al., 2018).

In den letzten Jahren wurden einerseits die neuen, weiterentwickelten Proteasom-Inhibitoren

(Carfilzomib, Ixazomib) und Immunmodulatoren (Pomalidomid) zugelassen und andererseits

16



zwei monoklonale Antikorper (Daratumumab, Elotuzumab) und der Histon-Deacetylase-Hemmer
(HDAC-Hemmer) Panobinostat in der Zweitlinientherapie eingefiihrt. Daratumumab ist ein Anti-
CD38-Antikdrper und seit April 2017 in Deutschland zugelassen. Er wird als
Kombinationstherapie entweder mit Lenalidomid und Dexamethason (DRd) oder mit Bortezomib
und Dexamethason (DVd) oder als Monotherapie verwendet. Die POLLUX-Studie konnte zeigen,
dass das DRd-Triple-Schema im Vergleich zu Lenalidomid und Dexamethason (Rd) ohne
Daratumumab ein um 63 % geringeres relatives Risiko fiir Progression oder Tod hat (Dimopoulos
et al.,2016). In der CASTOR-Studie war das PFS mit dem DVd-Triple-Schema mehr als doppelt
so lang wie dasselbe Schema ohne Daratumumab (Palumbo ef al., 2016). Beide Studien konnten
auch zeigen, dass mehr Patienten MRD-Negativitdt erreichen konnten. Ebenfalls konnte die
aktuelle ALCYONE-Studie zeigen, dass die Zugabe von Daratumumab auch den Outcome in der
Erstlinientherapie verbessert, eine Erweiterung der Zulassung ist deshalb bereits vom Hersteller
beantragt worden.

Elotuzumab ist ein Anti-SLAMF7-Antikorper und seit Mai 2016 in Deutschland zugelassen. In
der Dreifachkombination mit Lenalidomid und Dexamethason konnte im Vergleich zu
Lenalidomid und Dexamethason allein eine Verldngerung des PFS und des OS im Median um 4,2
beziehungsweise 4,1 Monate erreicht werden (Lonial et al., 2015). Der Zusatznutzen von
Elotuzumab wird vom G-BA nur als gering eingeschitzt (Gemeinsamer Bundesausschuss, 2016a),
im Kontrast dazu wird der Zusatznutzen von Daratumumab als betrdchtlich angesehen
(Gemeinsamer Bundesausschuss, 2017a).

Als Medikament mit einem weiteren neuen Wirkungsmechanismus wurde der Histon-Deacetylase
(HDAC)-Hemmer Panobinostat 2015 in der Europdischen Union zugelassen. In der randomisiert-
kontrollierten PANORAMA-Studie konnte gezeigt werden, dass Panobinostat das PFS signifikant
um im Median 7,8 Monate verlidngert, die Verldngerung der Gesamtiiberlebenszeit war im
Unterschied dazu aber nicht signifikant (Miguel et al., 2013; San-Miguel et al., 2016). Aktuell ist
fiir den G-BA der Zusatznutzen im Therapiealgorithmus unklar (Gemeinsamer Bundesausschuss,
2016Db).

Einen vielversprechenderen Therapieansatz, der sich seit November 2018 als sogenannte
Breakthrough Therapie mit dem Kandidaten bb2121 im beschleunigten Zulassungsverfahren der
Food and Drug Administration (FDA) und der Europidischen Arzneimittel-Agentur (EMA)
befindet, ist die chimire Antigenrezeptor (CAR)-T-Zell-Therapie (Celgene Corporation, 2017).
Bei dieser neuartigen Immuntherapie werden T-Zellen des Patienten gewonnen und gentechnisch

(meist mit Lentiviren) verdndert, sodass diese CAR auf ihrer Oberfliche exprimieren, die gegen
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bestimmte Antigene der Krebszellen gerichtet sind. Beim bb2121 ist dies das B-Zell-Reife-
Antigen (BCMA), welches als Oberflichenrezeptor hauptsichlich auf Plasmazellen und somit
auch auf Multiplen Myelom Zellen zu finden ist. Nach der Riicktransfusion der gentechnisch
verdnderten T-Zellen 16sen diese eine Immunreaktion gegen die Krebszellen mit dem
,programmierten Antigen aus (Cohen, 2018). 81 % der Patienten in einer Phase I Studie mit
bb2121 sprachen auf die Therapie an, im Hochdosisarm waren es sogar 94 % und bei fast der
Hilfte aller Patienten konnte sogar eine komplette Remission erreicht werden (Berdeja et al.,
2017). Eine erste Auswertung im Beobachtungszeitraum der genannten Studie ergab ein im
Median um ein Jahr verlidngertes PFS (Raje et al., 2018). Eine schwere Nebenwirkung der CAR-
T-Zell-Therapie ist das Zytokin-Freisetzungssyndrom (CRS), welches bei dieser Studie bei 10 %
der Patienten in schwerer Auspriagung auftrat. Es wird vermutet, dass das CRS durch Cytokine,
die beim Zerfall von Krebszellen freigesetzt werden, entsteht und damit dem Tumorlyse-Syndrom
dhnelt. Dies kann zu Fieber, Atemnot und Erythemen bis hin zum Tod fiihren (Porter et al., 2018).
Der durch die CAR-T-Zell-Therapie bedingte Tod eines 20-jdhrigen Patienten mit akuter
lymphatischer Leukdmie wirft neue Fragen zur Sicherheit dieser neuartigen Therapie auf. Hierbei
war unbeabsichtigt eine Leukdmiezelle gentechnisch verdndert worden (Ruella et al., 2018).
Neben den geringen Erfahrungswerten und neuen technologischen Herausforderungen kommt
erschwerend hinzu, dass die Therapie bedeutend komplizierter durchzufiihren und mit viel héheren
Kosten (aktuell 320.000 € pro Patient) verbunden ist als bereits andere etablierte Therapieformen
(Korzilius, 2019).

Das aktuelle Ziel der Entwicklung und Einfiihrung neuer Medikamente ist es, aus dem Multiplen
Myelom entweder eine chronische Erkrankung zu machen oder auf der anderen Seite eine
Langzeitremission (,,Heilung*) zu erreichen (San-Miguel und Mateos, 2011). Als Vorbild fiir den
ersten Punkt dient hier die Einfilhrung der Tryosinkinaseinhibitoren bei der chronischen
myeloischen Leukdmie (CML). Beides kann aktuell auch durch die Einfithrung der genannten
neuen Medikamente (noch) nicht erreicht werden (Nahi et al., 2012; Ravi et al., 2018).
Zusétzlich zum Versuch eine Remission zu erzielen, ist ein weiteres wichtiges Ziel der Therapie
die Verhinderung und Behandlung von therapie- und tumorbedingten Komplikationen und somit
die Steigerung der Lebensqualitit. Bei Patienten mit mindestens einer Osteolyse oder einem
Therapieschema mit Glucocorticoiden muss eine osteoprotektive Therapie eingeleitet werden.
Dies fiihrt zur Verminderung der skelettbezogenen Ereignisse wie pathologischen Frakturen,
Riickenmarkskompression oder Hypercalcimie. Hierfiir steht primir als Bisphosphonat die

Zoledronsdure oder alternativ als Anti-RANKL-Antikorper Denosumab zur Verfiigung. Zur
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Verhinderung einer therapieassoziierten Hypocalcimie wird zudem jeweils Calcium und
gegebenenfalls Vitamin D3 substituiert. Sollte die osteoprotektive Therapie nicht ausreichen,
konnen schmerzhafte oder instabile Osteolysen zudem durch Radiotherapie oder operativ durch
Vertebro-/Kyphoplastie behandelt werden (Terpos ef al., 2015; Terpos et al., 2013). Der durch die
Knochenmarkinsuffizienz entstehenden Andmie kann durch die Gabe von rekombinantem
Erythropoietin (EPO) entgegengewirkt werden. Die hdufig im Rahmen der Therapie auftretende
Neutropenie kann mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) behandelt werden
(Moreau et al., 2017). Eine antibiotische Infektionsprophylaxe ist umstritten, kann aber
moglicherweise gerade zu Beginn der Therapie mit Lenalidomid oder bei sehr infektgefahrdeten
Patienten niitzlich sein. Auf jeden Fall sollte eine Pneumokokken- und Influenzaimpfung
durchgefiihrt werden. Patienten, die einen Proteasom-Inhibitor erhalten, sollten zudem eine
Herpes-Zoster-Prophylaxe mit Aciclovir bekommen (Terpos et al., 2015).

Die einzige Option mit kurativem Potential stellt die allogene Stammenzellentransplantation
(allogene HSZT) dar, fiir die aufgrund der Toxizitédt aber lediglich 5 bis 10 % aller Patienten in
Frage kommen. Hierbei kann nach aktueller Studienlage das Ziel der Kuration, das heif3t einer
dauerhaften Remission, trotz des ,, Transplant-gegen-Myelom-Effekts* nur selten erreicht werden.
Die drei Registerstudien der European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT)
zeigten ein PFS von nur 20 % nach 3 Jahren (Crawley et al., 2007; Crawley et al., 2005)
beziehungsweise ebenfalls 20 % nach 5 Jahren (Auner et al., 2013) nach allogener HSZT. Im
Langzeit-Follow-up von 42 Patienten waren 50 % nach 5 Jahren, 45 % nach 10 Jahren und nur
noch 7 % nach 20 Jahren in Remission (Vekemans et al., 2014). Auch in einer anderen Studie mit
60 Patienten trat nach iiber 10 Jahren nach allogener HSZT noch bei 10 % der Patienten ein Rezidiv
auf. Hier zeigte sich ein PFS von 31 % nach 7 Jahren (Sahebi et al., 2013). Die verschiedenen
Ergebnisse resultieren aus der unterschiedlichen Vorbehandlung der Patienten und aus der
Verwendung neuer medikamentdser Therapien in den Studien mit besseren Ergebnissen.
Ubereinstimmend zeigt sich aber, dass anscheinend eine Heilung bei einer mehr oder weniger
groflen Subgruppe moglich ist. Die groe Frage ist, ob hierbei die Risiko-Nutzen-Bewertung
positiv ist beziehungsweise wie die Patienten identifiziert werden konnen, die von dieser
Behandlung profitieren. Zudem ist die Intensitdt der Konditionierung Gegenstand der Forschung,
um die genauste Abwagung zwischen moglichst geringen Nebenwirkungen und méglichst kleiner
Rezidivwahrscheinlichkeit zu ermoglichen (Lokhorst ef al., 1997). Im Vergleich zur autologen
HSZT ist die allogene HSZT mit einem signifikant hoheren Risiko an therapiebedingter
Mortalitiat (TRM) verbunden. In einer aktuellen deutschen Studie zeigte sich allerdings eine TRM
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von nur 6 % nach einem Jahr (Kroger ef al., 2013). Andere zum Teil dltere Studien publizierten
deutlich héhere TRM von 21,5 % nach einem Jahr (Auner et al., 2013), von 22 % nach zwei Jahren
(Patriarca et al., 2012) beziehungsweise von 43 % nach einem Jahr (Mehta et al., 1998). Bei 79 %
der Patienten zeigte sich im Verlauf eine ausgeprigte chronische Graft-versus-Host Erkrankung
(Bruno, 2016).

In der Erstlinientherapie bewertet der Gemeinsame Bundesausschuss Deutschlands (G-BA) die
allogene HSZT als sinnvolle Therapieoption fiir alle jiingeren Patienten und fiir Patienten in gutem
Allgemeinzustand mit Histokompatibilititsantigen (HLA)-identischem Familienspender. Der
G-BA konnte zwei methodisch gute Studien identifizieren, die eine niedrigere Rezidivrate nach
allogener HSZT und auch einen signifikanten Uberlebensvorteil sowie besseres PFS nach einem
Beobachtungszeitraum von 7 (Giaccone et al., 2011) beziechungsweise 8 Jahren (Bjorkstrand et
al.,2011) nachweisen konnten. Der Nutzen iiberwog hier den Nachteil durch erh6hte TRM (Bruno
et al.,2007). 5 andere prospektiv vergleichende Studien konnten dahingegen keinen signifikanten
Vorteil fiir das Gesamtiiberleben oder PFS nachweisen. Daraus resultiert die Notwendigkeit noch
weitere Studien durchzufithren, um zu einer abschlieBenden Beurteilung kommen zu konnen.
Entsprechende Studien werden aktuell an verschiedenen Zentren durchgefiihrt (Gemeinsamer
Bundesausschuss, 2017b). Jenseits der Erstlinientherapie ist die Risiko-Nutzen-Bewertung der
allogenen HSZT noch sehr unklar, weswegen vom G-BA eine Erprobungsrichtlinie initiiert wurde
(Gemeinsamer Bundesausschuss, 2017b). Die allogene HSZT sollte daher nur im Rahmen von
Einzelfallentscheidungen und Studien durchgefiihrt werden (Bruno, 2016; Dhakal et al., 2016;
Vekemans et al., 2014).

Die Behandlungsmoglichkeiten fiir das Multiple Myelom sind daher zum aktuellen Zeitpunkt
insbesondere flir jlingere Patienten sowie Patienten mit nur kurzem progressionsfreiem
Krankheitsverlauf oder Patienten mit einem Rezidiv bei Weitem nicht zufriedenstellend. Bei
Aufnahme der Arbeit fiir diese Promotion traf dies noch umso mehr zu, da neue Therapien wie
Daratumumab noch nicht vorhanden und die CAR-T-Zell-Therapie noch nicht in Erprobung war.
Es ist weiterhin unbedingt notwendig, neue Ansatzpunkte fiir die medikamentdse Therapie zu

identifizieren (Ocio et al., 2014).
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1.1.7 Genetische Heterogenitat

Das MM ist genetisch gesehen nicht eine einzelne Krankheitsentitit, vielmehr werden
verschiedene klinisch #hnliche Erkrankungen unter diesem Uberbegriff subsumiert. Sie alle
besitzen die Gemeinsamkeit, dass sie mit den zuvor genannten Kriterien einer manifesten klonalen
Proliferation von Plasmazellen einhergehen. Ein einheitlicher Therapieansatz ist daher nicht
moglich, sondern stark abhéngig von dem molekularen Subtyp der Erkrankung (Morgan et al.,
2012). Diese intratumorale Heterogenitit wird als Hauptursache fiir die fehlende Heilbarkeit des
MM angesehen (Chapman et al., 2011; Morgan et al., 2012). Im Durchschnitt finden sich 35
Mutationen im Genom eines MM (Chapman et al., 2011), womit es, was die Anzahl an Mutationen
betrifft, im Mittelfeld verschiedener onkologischer Erkrankungen liegt (McGranahan und
Swanton, 2017). Auch in vielen anderen Tumorentitéten ist die intratumorale Heterogenitdt der
entscheidende Faktor, der zu Sterblichkeit, Therapieversagen und Arzneimittelresistenz fiihrt
(Greaves, 2015).

1.1.7.1 Primare onkogenetische Ereignisse

Genetische Analysen von MM Zellen zeigen, dass neben einer grolen Anzahl unterschiedlicher
Mutationen, einige wenige primidre Chromosomenaberrationen im Sinne von priméren
onkogenetischen Ereignissen tiiber alle Stufen der Tumorentwicklung vom MGUS bis zur
Plasmazellleukdmie vorhanden sind. Diese initialen Mutationen fithren zur Immortalisierung einer
einzelnen Zelle, diese wird Myeloma Propagating Cell (MPC) genannt (Morgan et al., 2012). Die
Ursache dafiir, dass es nur einige wenige, unterschiedliche primére Ereignisse gibt, liegt in der
physiologischen Plasmazellentwicklung begriindet. Es existieren zwei unterschiedliche, ungefédhr
gleich hdufige Gruppen dieser Primérereignisse, die als gemeinsame Endstrecke zur Cyclin D

Dysregulation und somit zur Deregulierung des G1/S-Phase-Checkpoints fiihren.
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Abbildung 3: Physiologische Plasmazellentwicklung (Morgan et al., 2012)

Antigen-Stimulation fiihrt dazu, dass eine naive B-Zelle entweder zu einer Plasmazelle mit niedriger Affinitdt
differenziert oder nach Wanderung in das Keimzentrum die Affinitéitsreifung stattfindet, welche durch somatische
Hypermutation und Antigenselektion vermittelt wird. Anschliefsend findet durch Rekombination der Klassenwechsel
der Immunglobuline statt. Die Differenzierung zur Antikérper produzierenden Plasmazelle ist nach der Wanderung
ins Knochenmark abgeschlossen. Bei der fiir diese Schritte notwendigen DNA-Umlagerungen kénnen Fehler
auftreten, welche zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fiihren kénnen.
Zudem miissen zur endgliltigen Differenzierung nétige proliferative Eigenschaften der Zelle abgeschaltet werden.
Sollte dies nicht ordnungsgemdf3 stattfinden, kénnen aktive zelluldre Prozesse verbleiben, welche zum Ausbilden
eines Multiplen Myeloms beitragen kénnen.

Ubersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews Cancer

1.1.7.1.1 Gruppe mit Immunglobulin Gen Translokationen

Es existieren zum einen MM mit Immunglobulin Gen Translokationen. Hierbei ist entweder der
Immunglobulin Schwerketten (IgH) Locus (14q32) oder einer der Immunglobulin Leichtketten
(IgL) Loci (A: 2p12 oder k: 22q11) betroffen. IgH Translokationen finden sich in fast der Hélfte
aller MGUS und SMM, in iiber 50 % der intramedulliren MM und bis hin zu 85 % der
Plasmazellleukdmien (Chesi et al., 2012). IgL Translokationen kommen in ungeféhr 10 % aller
MGUS und SMM sowie in ungefdhr 15 % aller MM vor und betreffen vor allem den Lambda-

Ketten Locus. Der starke Enhancer der Immunglobulin Loci kann durch diese Translokationen
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Onkogene unter seine Kontrolle bekommen und zu deren verstirkter Expression fithren (Morgan
etal.,2012).

Selten entsteht die Translokation bei der V(D)J-Rekombination im Knochenmark, welche einen
frithen Schritt der B-Zellreifung darstellt. Hierbei wird in der Pro-B-Zelle durch somatische
Rekombination der variable Anteil des Exons der Schwerketten durch je ein variables Variable-,
Diversity- und Junction-Segment zusammengefiigt. Fiir das Exon der Leichtketten findet der
gleiche Prozess anschliefend in der Prda-B-Zelle ohne das Diversity-Segment statt (Tonegawa,
1983). Dieser Vorgang bendtigt das Einfligen von Doppelstrangbriichen (DSB) an bestimmten
Rekombinationssignal-Sequenzen der DNA durch Enzyme, die durch Recombination-Activating
Gene (RAG) kodiert werden. Diese DSB werden dann durch DNA-Reparaturenzyme repariert.
Mit dem Abschluss der Rekombination beider Ketten-Typen ist die Zelle in der Lage IgM zu

produzieren.

Im peripheren lymphatischen Gewebe findet in Keimzentren die weitere B-Zelldifferenzierung der
unreifen B-Zelle statt, welche zusammen mit der V(D)J-Rekombination die immense
Antikorpervielfalt ermdglicht, die fiir ein intaktes Immunsystem nétig ist (Mostoslavsky et al.,
2004). Bei der somatischen Hypermutation (SHM) werden nach Stimulation durch Antigen-
Prasentation durch T-Zellen und dendritische Zellen Punktmutationen im Variable-Segment
verursacht. AnschlieBend werden die fiir dieses Antigen affinsten B-Zellen selektiert, diese
differenzieren sich weiter zu Plasmazellen oder Gedichtniszellen. Die Punktmutationen werden
durch das Enzym aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase (AID) durch Austausch von Cytidin
durch Uridin in der entspiralisierten DNA verursacht. Da Uridin nicht natiirlich in der DNA
vorkommt, wird dieser ,,Fehler entweder durch Fehlpaarungsreparatur (DNA-Mismatch-
Reparaturproteine  MSH2/MSH6) oder durch Basenexzisionsreparatur behoben. Bei der
Basenexzisionsreparatur wird Uridin durch die Uracil-DNA-Glykosylase (UNG) zu einem
abasischen Rest umgewandelt. Dies fiihrt dann iiber das DNA-Reparaturenzym REV1 genau wie
bei der Fehlpaarungsreparatur zu Punktmutationen. Alternativ kann hier aber auch die
apurinische/apyrimidinische Endonuclease 1 (APE1) ansetzen und zu DSB fithren (Murphy und
Weaver, 2018). Dasselbe gilt auch fiir die anschlieBende IgH-Switch-Rekombination, bei der
DSBs notig sind. Der Klassenwechsel (CSR) der Ig wird durch die Deletion von Exons moglich
und ermoglicht so die Bildung verschiedener Ig-Klassen (Stavnezer et al., 2008). Die notwendigen
DSB werden durch die AID, UNG und APEI eingebracht und diese durch nicht-homologes

Endjoining wieder ohne den herausgeschnittenen Teil zusammengefiigt (Lieber et al., 2006).
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Abbildung 4: VDJ-Rekombination und Translokationen im Multiplen Myelom (Walker et al., 2013)
Translokationen treten zwischen dem IgH-Locus und allen Hauptpartnerchromosomen bei der Klassenwechsel-
Rekombination im Keimzentrum auf. Die Untergruppen t(11;14) und t(14,20) entstehen zudem auch durch andere
Mechanismen, zum einen durch Rezeptor-Rekombination im Keimzentrum oder durch DH-JH-Rekombination im
friihen Pro-B-Zellstadium.

Modlifizierte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Blood Journal

Der Mechanismus, der zur Entstehung von chromosomalen Translokationen fiihrt, setzt das
Vorliegen von DSBs der DNA an verschiedenen Stellen voraus. Diese werden dann teilweise
aberrant wieder zusammengefiigt und fithren somit zur Translokation (Richardson und Jasin,
2000). Sowohl bei der V(D)J-Rekombination (Lieber ef al., 2006), der CSR (Walker et al., 2013)
und der SHM (Wu et al., 2003) kommt es zu diesen priadisponierenden DSBs. Schitzungen gehen
davon aus, dass sich tdglich abnormale Translokationen in insgesamt bis zu 1.000 Zellen aufgrund
von DSBs bilden (Morgan ef al., 2012). Die hdufigsten Translokationen (immer ausgehend vom
Chromosom 14 auf dem die Ig-Loci liegen) sind t(11;14), t(4;14), t(14;16), t(14;20) und t(6;14)
mit einem Vorkommen von je 15 %, 12 %, 3 %, 2 % beziehungsweise 1 % der untersuchten Proben
(Walker et al., 2018). Als Resultat findet sich eine Uberexpression von MMSET sowie FGFR3,
CCND3, CCND1, MAF und MAFB, welche offenbar zu einem Uberlebensvorteil fithren (Morgan
etal.,2012).
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Walker et al. (2013) konnten die weitverbreitete Annahme widerlegen, dass fast alle
Translokationen wihrend der CSR entstehen (Morgan ef al., 2012). In 61 untersuchten Proben
konnte CSR bedingte Translokation nur in 62 % der Félle nachgewiesen werden (Walker et al.,
2013). Weiterhin giiltig bleibt die These, dass die Translokation sich vor allem in den Keimzentren
der Lymphknoten abspielt. Dies wird dadurch gestiitzt, dass MM als monoklonales Protein
hauptsichlich IgG und IgA produzieren und es somit unwahrscheinlich ist, dass bei diesen MM
die Translokation schon vor der Einwanderung in das Keimzentrum entsteht. Die Bruchstellen
finden sich meist in der Region der IgH Wechsel-Region (verursacht durch CSR) oder 5° davon
(vermutlich durch SMH entstanden) (Walker et al., 2013). Vereinzelt finden sich die
Bruchregionen auch im Bereich der VDJ-Sequenzen und in 4% der MM existiert eine
Subpopulation mit einer anderen VDJ-Sequenz, sodass die V(D)J ebenfalls eine eher seltene
Ursache fiir Translokationen darstellt (Corre et al., 2015).

1.1.7.1.2 Gruppe mit hyperdiploidem Genom

Neben den MM mit Immunglobulin Translokation existiert die Gruppe von MM mit einem
hyperdiploiden Genom mit insgesamt 48 bis 75 (hauptsdchlich 49-56) Chromosomen.
Typischerweise treten Trisomien aller oder einiger der nummerisch ungeraden Chromosomen 3,
5,7,9,11,15,19 und 21 auf. IgH Translokation konnen vorkommen, sind aber mit ungefahr 10 %
recht selten und moglicherweise erst im Verlauf erworben. Das Entstehen dieser Hyperdiploidie
ist noch ungeklirt (Chesi und Bergsagel, 2015). Man vermutet, dass, dhnlich wie bei der
hyperdiploiden akuten lymphatischen Leukdmie, die zusdtzlichen Chromosomen auf einmal in
einer fehlerhaften Mitose entstehen (Morgan et al., 2012). Patienten in dieser Gruppe haben im
Vergleich zur Gruppe mit Ig Translokationen eine bessere Prognose.

1.1.7.1.3 Generelle Cyclin D Dysregulation

Sowohl in der hyperdiploiden als auch der nicht-hyperdiploiden Gruppe findet man bei fast allen
MGUS und MM eine erhohte Expression mindestens eines der drei CCND Gene, welche fiir
Cyclin D kodieren (Bergsagel et al., 2005). Es findet sich oft eine direkte oder indirekte
Dysregulation durch Cyclin D oder MAF Translokationen. CCND1 wird von fast 40 % aller MM
exprimiert, obwohl dies in normalen B-Zellen nicht vorkommt. CCND?2 ist in fast allen anderen
MM erhéht. Die wenigen Tumore ohne Cyclin D Uberexpression besitzen oft ein inaktiviertes
RBI, sodass kein Cyclin D notwendig ist, um zu proliferieren. Diese Erkenntnisse fiihrten zur
Schaffung der Translokations- und Cyclin D (TC) Klassifikation. Abhidngig von

Ig Translokation und transkriptioneller Aktivierung von Cyclin D Genen werden die MM in
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8 verschiedene Gruppen eingeteilt (Bergsagel und Kuehl, 2005). Eine Ubersicht iiber die

verschiedenen Ursachen, die zur Cyclin D Dysregulation fiihren, ist in Abbildung S zu finden.

Hyperdiploid

50%

Trisomien der ungeraden Chromosomen: 14432 Chromsom Translokationen

3,5,6,9,11, 15,19 und 21 / l \

11913 CCND1 16% 4p16 15% 16p23 c-maf 5%

12p13 CCND2 <1% 20912 MAF-B 2%
6p21 CCND3 3% 8024 MAF-A <1%
Cis Cyclin Ds

Trans Cyclin D1 Dysregulation Trans Cyclin D2 Dysregulation

Dysregulation

Abbildung 5: Cyclin D Regulation bei Hyperdiploidie und Nicht-Hyperdiploidie (Chesi und Bergsagel, 2015)

Fast alle hyperdiploiden Tumore haben eine biallelische Cyclin-D1 trans-Dysregulation. Nichthyperdiploide Tumore
haben oft t(14q32) Translokationen, die die angegebenen Loci beeinflussen. In etwa 25% von ihnen wird eines des
D-Typ-Cyclins durch eine 14932 Translokation cis-dysreguliert, und in den anderen nicht-hyperdiploiden Tumoren
wird die Expression von Cyclin D2 trans-dysreguliert.

Modifizierte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von International Journal of Laboratory Hematology

1.1.7.2 Sekundare onkogenetische Ereignisse

Es existiert eine beinahe uniiberschaubare Anzahl an sekundiren Events. Man vermutete lange,
dass die sekundédren Ereignisse komplett zufdllig im Rahmen weiterer Mutationen auftreten.
Walker et al. (2018) konnten aber zeigen, dass abhdngig von dem priméren Ereignis
— Ig Translokation oder Hyperdiploidie — bestimmte sekundire genetische Verdnderungen nicht
rein zufdllig auftreten. Neben der priméren Ig Translokation kommen sekundir hédufig andere
chromosomale Veridnderungen vor. Die hiufigsten sind hierbei Monosomie 13 (45 %) (Avet-
Loiseau et al., 2007), Duplikationen des langen Arms des Chromosoms 1 (add(1q); 30 % bis 35 %)
(Hanamura et al., 2006), und verschiedene chromosomale Deletionen wie del(1p), del(6q),
del(8p), del(12p), del(14q), del(16q), del(17p) oder del(20p) (Avet-Loiseau et al., 2009). Durch
die Nachweisbarkeit dieser chromosomalen Verénderungen im Karyotyp sind sie schon lingere
Zeit bekannt. Die Bestimmung des Karyotyps hat jedoch nur eine begrenzte Sensitivitit, da es
notwendig ist, dass die Zellen sich in der Metaphase befinden (Rajan und Rajkumar, 2015). Das
MM hat meistens nur eine geringe Proliferationsrate, sodass der Nachweis nur bei 25 -30 % der
Patienten mittels Karyotypisierung moglich ist. Mit modernen Technologien wie der Interphase

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (iIFISH) konnen dahingegen 83 % und mit der Oligonukleotid-
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Array-basierten komparativen genomischen Hybridisierungsanalyse (0aCGH) sogar 99 % aller
chromosomalen Verdanderungen erkannt werden (Kjeldsen, 2016).

Andere molekulargenetische Alterationen kdnnen iiberhaupt nicht mit der Karyotypisierung
nachgewiesen werden. Deren Nachweis ist erst durch die Verwendung neuerer Verfahren wie der
komparativen genomischen Hybridisierung (CGH) oder Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNP)-Arrays sowie Whole-Exome-Sequenzierung (WES) oder Whole-Genome-Sequenzierung
(WGS) in den letzten Jahren méglich geworden (Corre et al., 2015).

1.1.7.3 Genomweite Studien und das onkogene Signalnetzwerk

Mit dem Ziel gerade die Genetik der sekundéren Ereignisse des Multiplen Myeloms besser zu
verstehen, wurden von verschiedenen Forschergruppen genomweite Sequenzierungen (WGS)
durchgefiihrt. Diese Analysen konnten verschiedene schon bekannte Mutationen bestétigen und
neue Mutationen finden. Hierdurch wird es immer mehr moglich, die genetische Vielfalt des MM
zu verstehen sowie Subgruppen und betroffene Signalwege zu identifizieren.

Die erste WGS-Studie wurde durch die Finanzierung der Multiple Myeloma Research Foundation
(MMREF) 2011 ermoglicht. Es wurde von insgesamt 23 Patienten das gesamte Genom und von
weiteren 13 Patienten die Exons der Zellen ihres Multiplen Myeloms sequenziert (Chapman et al.,
2011). Diese ersten Sequenzierungsdaten lieBen Morgan et al. (2012) in einer Ubersichtsarbeit
iiber die Genetik des Multiplen Myeloms zu dem Schluss kommen, dass das onkogene
Signalnetzwerk des MM noch komplexer ist als gedacht. Eine Ubersicht der typischen genetischen
Mechanismen, die auf zelluldrer Basis zum Ausbilden eines MM fiihren, ist in Abbildung 6 zu

finden.

27



ITGB7  CCR3 YWachstumsinhibitoren

1 S

Myelomzelle

<_(:VIAFB MAF CCND3 MYC 4_._)

MMSET CCND1

Tumor/Hoden- ° MLL
[ + HOXAO

Antigen < KDM6A
* KDM6B

[ Epigenetik H Migration H Apoptose H Proliferation :

P

e TThoroho ' Multiples
Uberleben 4 > MYEIEm

ER : A A
gl / \
genannt)
g

Zytoskelett

Autophagie 4
Wachstums—oO o ¢ @

NF-kB NF-«B

i
faktoren © ~ © @
e _ X essim
é ~ -(T @ 1 klassik | | alternativ CD20
Proteasom i 1 1 A A cD19

t
[[CAMDR ]
AN '\\//'

ITGB2 MUC1 ITGB1
a
Stromazelle ICAM ICAM VCAM 1 1
IL-6, IGF1, VEGF, FGF, :EQEF
SDF1, HGF und TGFB ) oL

|Adhasnon | | Zytokine | Z

>

¢ cs1

CD38

CD40

HM1.24

A

TNF, TGFB und VEGF )
Adhésion & Bewegl|chke|t B —— - -

Abbildung 6: Zellulédre Vernetzung einer typischen MM Zelle (Morgan et al., 2012)

a: Zwischen den MM Zellen und Stromazellen bildet sich im Knochenmark eine durch Zytokine und Zelladhdsion
vermittelte positive Riickkopplung heraus. Dies fiihrt neben Proliferation der MM Zelle auch zu
Arzneimittelresistenz, kann allerdings auch als mégliches therapeutisches Ziel dienen.

b: Aufgrund der massenhaften Produktion von Ig sind MIM Zellen stark von Protein prozessierenden Wegen abhdngig
(unter anderem von der ungefalteten Proteinantwort (UPR), Proteasom, Aggresom und Autophagie)

c: Méglicherweise mittels Antikérper therapeutisch nutzbare Zelloberfldchenantigene

d: Translokationen, an denen der Immunglobulin-Schwerketten-Locus beteiligt ist, fiihren zu einer Uberexpression
von anderen Genen, welche durch eine Deregulation des Zellzyklus die Zellproliferation beeinflusst.

e: Zahlreiche Signalwege werden in MM Zellen dereguliert, darunter der PI3K-, NF-kB-, RAS-RAF-MAPK- und JAK-
STAT-Signalweg. Sehr hdufig ist auch eine Uberexpression der Transkriptionsfaktoren MAF und MYC vorhanden.
Schlussendlich kommt es zur abnormen Plasmazelldifferenzierung, Deregulierung des Zellzyklus, verminderter
Apoptose und einer gesteigerten Proliferation und verldngertem Uberleben von MM Zellen.

Ubersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Nature Reviews Cancer
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Auch in Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe wurden 2013 in Wiirzburg genomweite
Sequenzierungen von 5 Patienten-Proben und 6 Myelom Zelllinien durchgefiihrt. Hier konnten
noch unbekannte Mutationen in den Genen von Adhésionsproteinen und Rezeptor-Tyrosinkinasen
sowie von nachgeschalteten Signalmolekiilen nachgewiesen werden. Die Technologie der WGS
hat — seit der ersten vollstindigen Sequenzierung eines menschlichen Genoms 2003 im Rahmen
des Humangenomprojekts — was Kosten und Effizienz betrifft, einen Quantensprung gemacht.
Dieser technologische Fortschritt und intensive Forschungsbemiihungen ermoglichten es Walker
2016 — nur 5 Jahre nach der ersten Sequenzierung eines MM — das Multiple Myeloma Genome
Project mit einem Datensatz von insgesamt 2161 Patienten zu etablieren. Die Daten stammen aus
der Myeloma XI Studie (Walker et al., 2015) des Dana-Faber Cancer Institute/Intergroupe
Francophone du Myelome (Bolli et al., 2014) und der Multiple Myeloma Research Foundation
CoMMpeass Studie (Lagana et al.,2017). Im Detail besteht die Datenbank aus 1436 Whole-Exome-
Sequenzierungen (WES), 708 Whole-Genome-Sequenzierungen (WGS), 993 Targeted-Panel-
Sequenzierungen und den Expressionsdaten aus 1497 RNA-Seq- und Gen-Expressions-Arrays,
welche mit den klinischen Daten der Patienten verkniipft sind (Walker ez al., 2016). Das Ziel dieses
grofBen Datensatzes ist einerseits eine klinische FEinteilung anhand relevanter molekularer
Aberrationen zu ermdglichen, und andererseits neue Treibermutationen und krankheitsrelevante
Signalwege zu finden. In einer ersten Analyse des genannten Datensatzes konnten 63 verschiedene
Treibermutationen nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass sekunddre Mutationen von
dem priméren Ereignis abhidngig sind. Wichtige durch diese Treibermutationen betroffene
Signalwege sind folgende: MEK/ERK (50 %), NF-kappaB (NF-«kB; 14 %), epigenetische
Regulatoren (18 %), die RNA-Prozessierung (18 %) und der G1/S Zellzyklusiibergang (5 %)
(Walker et al., 2018). Gemdll der TARGET Datenbank des Broad Institutes ist fiir 27 % (17 von
63) nachgewiesener Treibermutationen ein potentiell wirksames Medikament verfiigbar (Broad
Institute, 2015). Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass fiir den gréfiten Teil der
Treibermutationen noch kein zielgerichtetes Medikament verfiigbar und somit eine vorherige
Evaluation im Labor notwendig ist. In einer systematischen Analyse von 33 Veroffentlichungen,
welche Sequenzierungsdaten (WGS, WES, NGS) von MM bis einschlieBlich 2015 enthalten,
kommen Weaver und Tariman (2017) ebenfalls zu der Schlussfolgerung, dass noch Hunderte neu
identifizierter Gene auf ihre Niitzlichkeit in der Behandlung des MM {iberpriift werden miissen.

Zudem erhofft man sich durch die genetische Analyse eine Mdglichkeit, prognostische Marker zu
finden. Walker ef al. (2018) konnten in ihrer Auswertung aber nur wenige Zusammenhénge

zwischen Mutation und dem OS finden. Als Beispiel fiir wichtige Lésionen mit prognostischer
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Assoziation sei hier das Gen 7P53 genannt. Da die Aussagekraft einzelner Mutationen begrenzt
ist, versucht man das MM anhand molekulargenetischer Daten in prognostische und
therapeutische Gruppen einzuordnen. Die Klassifikation nach Translokation und Cyclin D
(Bergsagel und Kuehl, 2005) und die University of Arkansas for Medical Sciences (UAMS)-
Klassifikation (Zhan et al., 2006) sind aktuell die beiden bedeutendsten molekulargenetischen
Klassifikationssysteme. Von vielen anderen Forschern wurde ebenfalls versucht auf der Basis von
Genexpressionsanalysen Klassifikationen zu erstellen oder die beiden oben genannten zu
modifizieren. Es wurde zum Beispiel die EMC-92 Gensignatur, welche ein reduziertes OS
vorhersagt (Kuiper et al., 2012), und eine Klassifikation aufgrund der genetischen Ahnlichkeit zu
bestimmten Zeitpunkten der B-Zell-Entwicklungen entwickelt (Badker ef al., 2018). Von Broyl et
al. (2010) konnten zusédtzlich zu den Clustern der UAMS Klassifikation 3 weitere Cluster gefunden
werden. Auch Walker ef al. (2018) konnten 9 verschiedene neue Kopienzahlvariation (CNV) —
Cluster identifizieren. Bis jetzt konnte sich, abgesehen von Hochrisikoaberrationen wie del(17p),
t(4;14) und t(14;16), noch keine dieser Klassifikationen in der Klinik durchsetzen. Vermutlich ist
dies nur noch eine Frage der Zeit. Zum Beispiel kann ein erhdhter GEP70-Risiko-Score bereits
jetzt zu 67 % prognostizieren, ob in den néchsten 2 Jahren eine Progression von MGUS in ein MM
stattfindet (Dhodapkar et al., 2014).

1.1.7.4 Zeitliche und intraindividuelle Heterogenitat

Neben dieser genetischen Heterogenitit zwischen den MM von verschiedenen Patienten muss bei
Forschungsbemiihungen zudem in Betracht gezogen werden, dass bei dieser Erkrankung dariiber
hinaus eine interklonale Heterogenitdt im MM eines Patienten (intraindividuelle Heterogenitét)
besteht. Es konnte gezeigt werden, dass in untersuchten Proben mindestens eine weitere
Subpopulation neben der dominanten Population besteht (Walker et al., 2014; Walker et al., 2012).
Es besteht auBerdem sowohl eine zeitliche als auch rdumliche genetische Heterogenitidt des MM
eines Patienten. In mehr als 75 % der Fille konnte gezeigt werden, dass sich die Biopsate aus
verschiedenen Lésionen eines Patienten genetisch unterscheiden. Es wird angenommen, dass es in
der Frithphase der Erkrankung zu einer Metastasierung kommt und anschlieBend zu einer
regionalen genetischen Evolution der einzelnen Lésionen im weiteren Verlauf (Rasche et al.,
2017). Im zeitlichen Krankheitsverlauf verdndert sich das MM dann auf der einen Seite durch
weitere spontane Mutationen und Umgebungsfaktoren und auf der anderen Seite durch

Selektionsdruck der verwendeten Therapie (Chesi und Bergsagel, 2011; Egan et al., 2012).
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Abbildung 7: Modell fiir die molekulare Pathogenese von MGUS und MM (Chesi und Bergsagel, 2015)

Der anféngliche Ubergang (TR1) zu einer nachweisbaren prédmalignen Erkrankung (MGUS) wird durch eine
genetische Verdnderung aus den zwei Kategorien der priméren Ereignisse (IgH Translokationen im Vergleich zu
Trisomien) verursacht. Genetisch gesehen findet hier meistens keine Uberlappung statt, doch fiihren beide
Kategorien direkt oder indirekt zu einer Cyclin D Deregulation. Der Ubergang (TR2) von MGUS zu MM ist mit einer
erh6hten MYC-Expression und manchmal mit aktivierenden Mutationen der K-RAS- oder Chromosom-13-Deletion
verbunden. Es werden friihe und spdte Progressionsereignisse der molekularen Pathogenese des MM gezeigt.

Ubersetzte Abbildung mit freundlicher Genehmigung von International Journal of Laboratory Hematology

Das Vorliegen dieser genetisch verschiedenen Subklone kann die schnelle Anpassung auf
Medikamente durch Selektionsdruck erkldren und sollte deshalb in zukiinftigen Therapieregimen
beachtet werden. Gerade bei Patienten mit einem diagnostizierten MM in der Hochrisikogruppe
konnte gezeigt werden, dass hier auch die subklonale Heterogenitét hoch ist (Chapman et al., 2011;
Rajkumar et al., 2014; Steinbrunn et al., 2011). Hierdurch wiirde der Einsatz verschiedener
Medikamente notig werden, um alle Subpopulationen gleichermallen therapeutisch angreifen zu
konnen. Diese intratumorale und intraindividuelle Heterogenitdt macht es sehr wahrscheinlich,
dass das Multiple Myelom in einem Patienten im zeitlichen Verlauf keiner linearen, sondern
vielmehr einer darwinistischen, verzweigten Evolution entspricht. Unter dieser Annahme treten
Mutationen im MM mehr oder wenig zufillig auf und durch die darwinistische Selektion der
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Hfttesten Subklone kommt es zur weiteren Krankheitsentwicklung mit Progress, Resistenzen
gegen Medikamente und Rezidiven (Anderson et al., 2011). Diese Ergebnisse sind aus
therapeutischer Sicht wichtig, um in der Klinik Risikogruppen zu identifizieren, welche eine
aggressive Therapie bendtigen, oder aber um Patienten bestimmte Therapien zu ersparen, die fiir
sie nur wenig oder keine Wirkungen haben wiirden. Fiir die Forschung nach weiteren
medikamentdsen Therapien sind diese Erkenntnisse ebenfalls von grof3er Relevanz, um betroffene
Signalwege zu identifizieren und Angriffspunkte auswahlen zu konnen. Die aktuellen verfiigbaren
Medikamente setzen bisher nur in einem kleinen Teil der bekannten betroffenen Signalwege an
oder deren Mechanismus ist noch nicht genau bekannt (Ocio et al., 2014). Diese genomweiten
Studien von primdrem Material aus Tumoren von Patienten zeigen, dass es sich um eine sehr
heterogene genetische Erkrankung handelt und viele neue Angriffspunkte identifiziert werden
konnten, welche nun moglichst rasch im Labor auf ihren potentiellen Nutzen iiberpriift werden
missen.

Diese Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass es sich beim Multiplen Myelom um eine, wie
zuvor bereits ausgefiihrt, genetisch sehr heterogene Erkrankung handelt, bei der oft mehrere
Signalwege intra- beziehungsweise interklonal gleichzeitig betroffen sind. Fiir einzelne Wirkstoffe
wie Kinase-, Deacetylase- oder HSP-90-Inhibitoren, die priklinisch vielversprechende Ergebnisse
zeigten, konnten in klinischen Studien allerdings leider bisher nur moderate Erfolge erzielt werden
(Abramson, 2016; Chesi et al., 2012; Miguel ef al., 2013). Nach der Meinung unserer Clinical
Research Unit 216 und auch anderer Forschungsgruppen ist es daher ndotig, mehrere
Signalmolekiile — zumeist in unterschiedlichen Signalwegen — durch eine Kombinationstherapie
gleichzeitig auszuschalten (Ocio et al., 2014; Weston-Bell et al., 2012).

Es stellt eine grofle Hiirde dar, wirksame Kombinationen zu identifizieren und daher miissen diese
praklinisch effizient und ausgiebig getestet werden. Daraus resultieren spezielle Anforderungen

an die im Labor verwendeten molekulargenetischen Methoden.

1.2 Aktuelle Knock-down- und Transfektionsmethoden

Zur In-vitro-Untersuchung von mdglichen therapeutischen Ansatzpunkten werden aktuell
pharmakologische Substanzen und verschiedene kommerziell erhiltliche Systeme zum Gen-
Knock-down eingesetzt, welche auch mit verschiedenen Arten des Gen-Knock-downs
beziehungsweise Gen-Knock-outs (Heidenreich und Zhang, 2016) und Formen der Transfektion
arbeiten (Kim und Eberwine, 2010). Bei der Analyse der gebrauchlichen Systeme zeigte sich, dass
diese fiir die Anwendung in Zellen des Multiplen Myeloms mit dem Ziel, neue Angriffspunkte fiir

die medikamentdse Therapie zu finden, nicht oder nur mit Einschriankungen einsetzbar sind.
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1.2.1 Pharmakologische Substanzen

Typischerweise werden pharmakologische Substanzen fiir die therapeutische Signalwegsblockade
in vivo verwendet. Héufig finden diese auch Anwendung in der Grundlagenforschung bei der
Durchfiihrung von in vitro Experimenten. Hierbei wird zwischen den beiden Gruppen der Small
Molecules und der Biologicals unterschieden.

1.2.1.1 Small Molecules

Die zahlenmifBig groBte Gruppe ist die der niedermolekularen Verbindungen (Small Molecules),
die durch ihre nur geringe molekulare GroBe von kleiner 800 g-mol™! durch die Zellmembran in
Zellen eindringen und dort ihre Wirkung entfalten konnen. Der klassische Mechanismus ist hier
das Andocken an eine hydrophobe Tasche der Zielstruktur und eine hieraus resultierende
Blockierung katalytischer Aktivitdt. Proteine ohne solche Bindungsstelle und ohne enzymatische
Aktivitdt galten lange als pharmakologisch nicht beeinflussbar. Unter dieser Annahme ging man
davon aus, dass nur 10-15% der menschlichen Proteine medikamentds angreifbar sind.
Gleichzeitig muss man in Betracht ziehen, dass auch angenommen wird, dass nur 10 - 15 % aller
Proteine krankheitsrelevant sind. Bedauerlicherweise besteht aber keine Korrelation zwischen
angreifbaren und krankheitsrelevanten Proteinen. Aktuell gibt es ungefihr fiir 2% der
menschlichen Proteine zugelassene Medikamente (Lo, 2011). In den letzten Jahren wurden
Ansitze entwickelt, die dieses Paradigma auflockern und es ermdglichen, Proteine zu
beeinflussen, welche bislang als nicht medikamentos angreifbar galten. Eine Methode nutzt hier
die Moglichkeit, Protein zu Protein-Interaktionen zu inhibieren (Arkin und Whitty, 2009). Andere
Forschungsgruppen konnten mit allosterischer Inhibition Fortschritte erzielen. Zudem wurden die
Techniken verfeinert, mit denen man fiir katalytische Zentren Inhibitoren entwickeln kann. So
wurde es moglich fiir bestimmte Angriffspunkte Small Moleculeszu entwickeln, bei denen die
Bemiihungen jahrelang vergeblich waren (Lazo und Sharlow, 2016). Sogar fiir das in 30 % aller
menschlichen Tumoren mutierte RAS, das als nicht medikamentds angreifbar gilt, und fiir das
lange Zeit vergeblich versucht wurde wirksame Substanzen zu finden (Cox et al., 2014), konnten
mittlerweile erste Fortschritte erzielt werden (Welsch et al., 2017). Diese neuen Erkenntnisse
stellen womdglich einen Durchbruch in der Entwicklung neuer Medikamente dar, konnten aber
zum jetzigen Stand die absolute Zahl der medikamentds beeinflussbaren Proteine im Menschen
nur sehr geringfiigig verdndern. Da es nun mdglich scheint, Medikamente fiir sogenannte
,undruggable* Proteine zu entwickeln, sollten nun im Labor Knock-down Versuche nicht nur mit
dem Ziel der Identifizierung relevanter Signalpfade durchgefiihrt werden, sondern auch mit Blick

auf eine zukiinftige Eignung als medikamentdser Angriffspunkt. Aufgrund dieser komplizierten
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Ausgangslage und der extrem aufwendigen Entwicklung und Zulassung von Medikamenten liegt
fiir Lazo und Sharlow (2016) eine groBe Verantwortung in der Entscheidung, fiir welchen
Angriffspunkt als néchstes versucht wird eine pharmakologisch wirksame Substanz zu entwickeln.
Dies stiitzt die These, dass es duBerst sinnvoll ist, potentielle Angriffspunkte fiir Medikamente
vorher auf effiziente Weise zu liberpriifen und eine fundierte Vorselektion durchzufiihren.

1.2.1.2 Biologicals

Die andere Gruppe der pharmakologischen Substanzen stellen die Biologicals dar, zu denen
Peptide, Antikoérper, modifizierte Nukleinsduren und Impfstoffe zihlen. Diese kénnen aufgrund
ihrer molekularen Grofe nicht in die Zelle eintreten und somit nur an extrazelluldre Ziele binden.
Im ndheren Sinne versteht man unter Biologicals heutzutage rekombinant hergestellte Proteine
wie monoklonale Antikdrper, Enzym-Modulatoren und Rezeptor-Modulatoren. Seit der ersten
Zulassung eines monoklonalen Antikérpers 1986 nimmt die Anzahl neuer rekombinant
hergestellter Proteine (NMEs) stetig zu (Rodgers und Chou, 2016). Mit 91 Zulassungen im
Vergleich zu 777 niedermolekularen Verbindungen im Zeitraum von 1982 bis 2013 ist der Anteil
mit in etwa 8 % an neuen medikamentdsen Therapien dennoch recht klein (Kinch, 2015). Ebenso
wie die niedermolekularen Verbindungen konnen die Biologicals als Ergdnzung zur Erforschung
von Signalnetzwerken herangezogen werden, dies wird aber dadurch limitiert, dass sie nur
extrazellulire Molekiile angreifen konnen. Da es sich bei der Entwicklung der Biologicals, genau
wie fiir die niedermolekularen Wirkstoffe, um einen sehr komplexen, kosten- und zeitintensiven
Vorgang handelt, kann das in dieser Arbeit entwickelte Knock-down-System ebenfalls bei der
notwendigen Vorselektion helfen.

Da sowohl Small Molecules als auch Biologicals aufwendig individuell fiir jede molekulare
Zielstruktur entwickelt werden miissen, ist ihre gezielte Anwendung in der Forschung nach neuen
medikamentésen Zielen in der Regel auf schon bekannte Substanzen beschriankt. Die
pharmakologische Signalwegsblockade dient daher hiufig als Kombinationspartner bei der Suche
nach neuen Ansatzpunkten. Auf diese Weise konnen zum Beispiel komplette Signalwege
herunterreguliert beziehungsweise ausgeschaltet und der Zusatznutzen eines neuen Knock-downs
zu etablierten Substanzen beurteilt werden. Zusatzlich muss beachtet werden, dass zwar die
Qualitét dieser pharmakologischen Signalwegsblockade hdufig sehr gut ist, doch leider kann oft
nicht ausgeschlossen werden, dass unerwartete Wechselwirkungen mit anderen Zellstrukturen

auftreten (Hellerstein, 2008).
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1.2.2  RNA-Interferenz (RNAI) vermittelter Knock-down

Als weiterverbreitete Alternative zur pharmakologischen Signalwegsblockade in der
Grundlagenforschung und zunehmend auch in therapeutischen Anwendung existiert die RNA-
Interferenz (RNAI) als vielseitiges und gut etabliertes genetisches Werkzeug zum Knock-down
von Genen jeglicher Art in Eukaryoten. Die RNAi durch doppelstrangige RNA (dsRNA) wurde
1998 von Fire und Mello erstmals beschrieben, sie erhielten hierfiir 2006 den Nobelpreis fiir
Physiologie und Medizin. Durch die Entdeckung dieser natiirlich vorkommenden Regulationsform
durch Interaktion von komplementérer RNA mit der messenger RNA (mRNA) in Eukaryoten,
konnten Methoden entwickelt werden, um gezielt eine bestimmte Genexpression temporir oder
dauerhaft in eukaryotischen Zellen zu vermindern oder sogar weitestgehend auszuschalten. Die
beiden hauptsichlich eingesetzten Formen dsRNA sind hier small interfering RNA (siRNA) und
short hairpin RNA (shRNA). Bei siRNA handelt es sich schon um die ,,aktive” dsRNA. Dies
bedeutet, dass nach Transfektion die Wirkung sofort nach Aufspaltung in Einzelstringe im
Zytoplasma beginnt. Mit einer Basenpaarldnge von 20 — 25 ist diese Form sehr klein und kann gut
in die Zelle eindringen. Die siRNAs miissen in der Regel als kommerzielles Produkt erworben
werden. Im Kontrast dazu kann zur intrazelluldren Produktion der shRNA-Form eine DNA-
Matrize transient oder stabil in Zielzellen transfiziert werden. Diese kann als Vektor einfach
synthetisiert, vervielfdltigt und weitergegeben werden, wodurch nur geringe Kosten entstehen
(Mocellin und Provenzano, 2004). Die Erstellung eines Vektors ist somit mit etwas mehr Aufwand
verbunden als ein Erwerb der sofort nutzbaren kommerziellen siRNA. Die Transfektionseffizienz
ist aufgrund des groBeren molekularen Umfangs zudem teils deutlich geringer. Nach erfolgreicher
Transfektion des Vektors wird die shRNA-Expressionskassette dann im Zellkern durch die
Polymerase II oder III transkribiert. Durch weitere Prozessierung durch die Enzyme Drosha und
Dicer wird die shRNA in die entsprechende siRNA umgewandelt. Darauthin folgt die mit dem
siRNA-Mechanismus gemeinsame Endstrecke. Die komplementidren Basenpaare interferieren mit
der mRNA durch Spaltung der mRNA oder Inhibition der Translation. Dadurch wird die
Neusynthese des kodierten Proteins durch die Ribosomen mehr oder weniger effizient
unterbunden (Novina und Sharp, 2004; Wang ef al., 2011). Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass
die Verwendung von siRNA nur transient wirkt, da sie nicht selber von der Zelle hergestellt wird,
shRNA hingegen kann bei stabiler Integration der kodierenden Matrize ins Genom auch dauerhaft
wirken, da die Zelle diese dann konstitutiv synthetisiert. In der Arzneimittelforschung wird
Hochdurchsatz-Screening mittels siRNA und shRNA durchgefiihrt (Gunsalus und Piano, 2005)

und es gibt Bemiithungen diese auch therapeutisch zu nutzen (Lazo und Sharlow, 2016).
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Abbildung 8: Anwendung von RNA-Interferenz (Brummelkamp et al., 2002; Cojocari, 2010)

Nach Einbringen eines Plasmides (transient) oder lentiviralen Vektors (stabil) in den Zellkern wird die shRNA durch
die RNA-Polymerase Il (oder mit anderen Promotoren auch RNA-Polymerase Ill) transkripiert. Das RNA-Transkript
wird vom Enzym Drosha zu prd-shRNA prozessiert und anschliefSend in das Zytoplasma exportiert. Die nun fertige
ShRNA ist eine doppelstréingige RNA, die eine Haarnadelstruktur bildet. Die shRNA wird anschliefend vom Enzym
Dicer zu siRNA umgebaut. Synthetisierte siRNA kann auch direkt durch Transfektion in die Zelle eingebracht werden.
Der Sinnstrang der siRNA wird durch RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC) abgebaut. Der Gegensinnstrang
bindet zusammen mit dem RISC mit seiner Komplementdrsequenz an eine mRNA. Bei nur unvollsténdiger
Ubereinstimmung der Komplementirsequenzen verhindert der RISC die Translation der mRNA (Bypass
Mechanismus). Bei vollstdndiger Komplementdiritét schneidet der RISC die mRNA (Cleavage Mechanismus). Beides
flihrt zu einer Verhinderung der Translation des Gens und somit zu einem Knock-down.

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com
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1.2.3 Dauerhafte Transfektion mit dem Sleeping Beauty Transposon System

1.2.3.1 Transposons

Schon in den 1940er Jahren machte die Zytogenetikerin Barbara McClintock die Entdeckung, dass
im Maisgenom Gene ihre Position auf den Chromosomen wechseln (McClintock, 1946;
McClintock, 1950). Bis sich aber ihre Beobachtung in die allgemeine Lehrmeinung von
beweglicher DNA durchsetzte, dauerte es noch bis in die 70er Jahre. Fiir diese Entdeckung der
Transposons wurde sie 1983 mit dem Nobelpreis in Physiologie und Medizin ausgezeichnet. Der
evolutiondre Nutzen der Transposons wurde zunichst gering eingeschétzt (Ohno, 1972; Orgel et
al., 1980) und erst Ende des 20. Jahrhunderts geriet der Einfluss der Transposition auf die
Entwicklung des Genoms des Wirtsorganismus in den Fokus. Durch die Entschliisselung des
menschlichen Genoms durch das Human Genome Project konnte festgestellt werden, dass
ungefdhr 45 % des humanen Genoms aus Transposons besteht (Lander ez al., 2001; Li et al., 2001).
Hierbei handelt es sich zu tiber 90 % um Retrotransposons, welche dhnlich wie Retroviren zuerst
in RNA transkribiert werden und dann {iber Reverse-Transkription wieder als DNA ins Genom
integriert werden (Dombroski ef al., 1994). Bei den restlichen 10 % handelt es sich um DNA-
Transposons, welche keinen Zwischenschritt iiber RNA bendtigen. Eine neue statistische Analyse
konnte mit dem Ergebnis, dass sogar ungefihr 70 % des menschlichen Genoms von Transposons
abstammen (de Koning et al., 2011), noch einmal die Relevanz von Transposons in der Evolution
unterstreichen. Zudem kam die Idee auf, Transposons als molekulargenetisches Werkzeug zu
nutzen. Hier unterscheidet man zwei Klassen: die erste mit einem ,,copy & paste“- Mechanismus,
wie man es dhnlich auch in lentiviralen Systemen findet, und die zweite mit einem ,,cut & paste*‘-
Mechanismus. Radice et al. konnten 1994 Transposons erstmals in Vertebraten nachweisen. Doch
zunéchst konnte kein funktionsfahiges Klasse II Transposon aus Vertebraten isoliert werden, da
sie durch Mutationen inaktiviert sind. Im Jahr 1996 gelang es, das aktive Tol2 Transposon aus
dem japanischen Reisfisch zu isolieren (Koga et al., 1996) und ein Jahr spéter das aktive
Transposon ,,Sleeping Beauty“ (SB) aus phylogenetischen Daten von Lachsfischen zu
rekonstruieren (Ivics et al., 1997). Als weiteres Transposon-System in Vertebraten steht
piggyBac (PB) aus dem Nachtfalter Trichoplusia ni zur Verfiigung (Ding et al., 2005). Seit 2008
wird auch von verschiedenen Forschungsgruppen die Verwendung von Transposons als
Gentherapie erprobt (Aronovich ef al., 2011; Hackett et al., 2010; Hudecek et al., 2017; Izsvak et
al.,2010; Nagy et al., 2015; Tipanee et al., 2017; Vink et al., 2009).
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1.2.3.2 Sleeping Beauty Transposon System (SBTS)

Transposasen integrieren natiirlicherweise die sie codierende DNA-Sequenz inklusive repetitiver
Sequenzen in das Genom. Um sich den ,,cut & paste“-Mechanismus molekularbiologisch zu Nutze
zu machen, ist im Sleeping Beauty Transposon System die Expressionskassette flir die
Transposase auf einem separaten Vektor und das zu integrierende Template auf einem zweiten
(Donor) Vektor untergebracht. Der erste Vektor exprimiert die hyperaktive SB100X Transposase
mit einem starken Cytomegalievirus (CMV) - Promotor in eukaryotischen Zellen. Bei der
hyperaktiven SB100X Transposase handelt es sich um eine gentechnisch modifizierte Version der
Sleeping Beauty Transpose, welche eine circa 100-fach erhohte Aktivitit gegeniiber der
urspriinglichen SB10 Transposase besitzt (Mates et al., 2009). Im Template/Donor Vektor sind
die beiden Seiten der repetitiven Sequenzen (IR/DR), welche die Transposase zum Schneiden
erkennt, vorhanden. Hier ist das Gen der Transposase zwischen den IR/DR nicht vorhanden und
stattdessen kann hier das gewidhlte Template einkloniert werden. Sinnvollerweise ist hier meist
bereits eine Kassette vorhanden, mit der eine Antibiotikaresistenz vermittelt wird, um erfolgreich
transfizierte Zellen selektionieren zu kdnnen. Mit dieser Methode kénnen Vektoren mit Inserts
von einer GroBe bis zu 10kb generiert und transfiziert werden (Izsvak et al., 2000). Beim Sleeping
Beauty Transposon System handelt es sich um ein noch relativ neues Verfahren, um dauerhaft
DNA in das Erbgut von Zellen zu integrieren. In Vergleich zu anderen erhiltlichen Systemen hat
es verschiedene Vorteile. Im Gegensatz zur Einzelklonselektion ist die Generierung einer
polyklonalen transponierten Zellkultur mit einer Verringerung des Zeitaufwandes von mindestens
drei Monaten auf circa zwei Wochen mdglich. Zudem wird dariiber hinaus eine genetische
Heterogenitit der Zellkultur auch in weiteren Versuchen erhalten. Sollte dies nicht erwiinscht sein,
ist natiirlich auch die rein klonale Aufzucht aus einer isolierten transponierten Zielzelle mdglich.
Der Vorteil im Vergleich zu lentiviralen Systemen liegt insbesondere im geringeren Zeitaufwand.
Der aufwendige Schritt der Virusproduktion entfdllt und wird durch eine -einfache
Vektorklonierung mit anschlieBender Vervielfiltigung in Escherichia coli (E. coli) ersetzt. Die
Virusproduktion und -verwendung setzt eine hdhere biologische Sicherheitsstufe des Labors
voraus, was sowohl hohere bau- als auch genehmigungstechnische Hiirden bedeutet, als auch einen
groBBeren Aufwand bei der Versuchsdurchfiihrung und der Abfallbeseitigung nach sich zieht. Die
Transfektionsraten fiir Vektorkomponenten wie Sleeping Beauty konnen bei Myelomzellen nicht
diejenigen von lentiviralen Systemen erreichen, sind aber fiir die Anwendung in der Zellkultur —
insbesondere nach Selektion — vdllig ausreichend. Bei In-vivo-Experimenten haben lentivirale

Systeme den Vorteil einer guten Penetration in die Zelle. Unerwiinschterweise integrieren diese
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ihre DNA-Nutzlast jedoch bevorzugt in Exons, was die Gefahr von Kollateralschdden erhoht
(Nagy et al., 2015). Sleeping Beauty hat in vivo durch seine fast zufdllige Integration ins Genom
(70 % 1in Introns) den Vorteil weniger Integrationsereignisse in Exons zu produzieren (Mates et
al., 2009), und somit ein niedrigeres Risiko fiir die Aktivierung von Onkogenen zu besitzen
(Hackett et al., 2010). Daher wurden bereits Hybridsysteme entwickelt, welche Lentiviren zum
Einbringen in die Zelle nutzen und Sleeping Beauty zur stabilen Integration ins Genom verwenden
(Vink et al., 2009). Auch in der Ex-vivo-Anwendung zur Modifikation von T-Zellen ist Sleeping
Beauty eine kosteneffektive, zeitsparende und flexible Methode im Vergleich zu Lentiviren (Field
et al., 2013). Auf Basis von Sleeping Beauty und anderen Transposons existieren bereits einfache
nicht-induzierbare shRNA-Knock-down-Systeme (Chen et al., 2005; Deng et al., 2017; Heggestad
et al., 2004; Miskey et al., 2003; Zhou et al., 2014).

: nsert S

ID/DR ID/DR

¢ Ausschneiden pT2 Donor Vektor

des Inserts

genomische DNA

“SEPRNONCONOOVNOONG & DODODOVONONON

DNA-Reparaturenzym ‘

Schneiden der genomischen DNA
Einzelstrangligation mit dem Insert

Reparatur der Einzelstrangbriche
durch zelleigene Reparaturenzyme

Abbildung 9: Mechanismus des Sleeping Beauty Transposon Systems (Izsvak et al., 2000)

Das Transposon beziehungsweise das Insert (bei Nutzung als genetisches Werkzeug) wird auf beiden Seiten durch
eine spiegelbildliche IR/DR (,inverted repeats/direct repeats") Struktur (circa gesamt 230 Basenpaare (bp); IR: 200 —
250 bp; DR: 15 — 20 bp) flankiert, welche von der Sleeping Beauty Transposase erkannt und ausgeschnitten wird. In
diesem Fall ist das ein dafiir geschaffener Vektor pT2, welcher im Insert bereits einen Promotor mit der gewiinschten
Resistenz mit einfiigt. Bei der Anlagerung an die DNA formt die Sleeping Beauty Transposase einen Tetramer, welcher
vermutlich zur Stabilisierung beitrdgt (Izsvak et al., 2002). Anschliefsend wird das ausgeschnittene DNA-Molekiil in
ein anderes DNA-Molekiil (zum Beispiel das Genom einer transfizierten Zelle) mit einer TA-Sequence eingefiigt.
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1.2.4 Induzierbarkeit mit Tetrazyklin-kontrollierter Transkriptionsaktivierung (Tet-System)

Bei Knock-downs verbleibt im Gegensatz zu kompletten Knock-outs eine Restaktivitit des
Genprodukts. Das hat den Vorteil, dass, falls eine solche Restaktivitdt fiir das Uberleben der Zellen
essentiell ist, diese iiberleben konnen und weitere Versuche iiberhaupt moglich werden (Xue et
al., 2007). Dies imitiert somit eher die Wirkung von Medikamenten in vivo. Diese konnen haufig
ebenfalls keine komplette Signalwegsblockade vermitteln, da die Wirkstoffkonzentration
aufgrund von Nebenwirkungen nicht beliebig hoch gewihlt werden kann. Vollstindige Gen-
Knock-outs, zum Beispiel mit der CRISPR/Cas-Methode, sind insbesondere in hyperploiden
Zellen schwierig zu erzielen, da alle Genkopien mutiert werden miissen. Dieser Zustand liegt
allerdings, wie bereits dargelegt (siehe 1.1.7.1), hdufig beim MM vor. Auch in anderen
Krebszelllinien liegen hdufig vier oder mehr Chromosomenkopien vor (Paulsson et al., 2013;
Rondon-Lagos et al., 2014). Durch die notwendige Suche nach homozygot betroffenen Klonen
und der anschliefenden Aufzucht groBerer Zellzahlen ist ein Knock-out sehr zeitaufwendig im
Vergleich zu Knock-downs mit RNAi. Durch diese Einzelklonselektion kann zudem keine
urspriinglich etwaig vorhandene heterogene Zellpopulation abgebildet werden.

Die Induzierbarkeit von Knock-downs wird folglich aus verschiedenen Griinden benétigt. Manche
Gene sind fiir das Uberleben der zu untersuchenden Zellen essentiell, sodass ein induzierbarer
Knock-down die einzige Moglichkeit ist, die Wirkung ohne Storeinfliisse zu beurteilen.
Storfaktoren sind zum einen die Transfektion, zum Beispiel durch Elektroporation oder auch die
Selektion mit Antibiotika. Hierdurch wird Zellstress verursacht, welcher Messwerte und
Ergebnisse verfilscht. Diesen Nachteil besitzen sowohl nicht-induzierbare als auch transiente
Knock-down-Methoden. Erst nach erfolgreicher Selektion kann durch Induktion mit einer fiir die
Zelle nicht toxischen Substanz die biologische und molekulare Wirkung des Knock-downs
beurteilt werden. Dariiber hinaus besteht auf diese Weise auch die Moglichkeit effizient eine grof3e
Zellzahl zu generieren, um geniigend Material fiir verschiedene Anwendungen, wie zum Beispiel
Analysen von Western Blots, zu erhalten. Als weiterer Punkt hat sich die Reversibilitit eines
Knock-downs als hilfreich zur Beurteilung der Dynamik im Zellmodell erwiesen (Xue et al.,
2007).

Die Tetrazyklin-kontrollierte Transkriptionsaktivierung (Tet-System) wird in Eukaryoten am
hdufigsten verwendet, um eine induzierbare Expression zu erhalten. Die notwendigen
Komponenten wurden aus E. coli isoliert. In E. coli und anderen Enterobakterien wird bei
Exposition gegeniiber Tetrazyklinen eine induzierte Resistenz durch die Expression des TetA

vermittelt, welches als Membranprotein das Tetrazyklin aus der Zelle pumpt. Das Tetrazyklin
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bindet an das Tet Repressor Protein (TetR oder tTR), wodurch die Repression der Expression des
TetA-Proteins aufgehoben wird (Postle et al., 1984). Dieses System hat gegeniiber anderen
induzierbaren Genexpressionssystemen verschiedene Vorteile. Dazu zdhlt zum einen die schon
angesprochene grofle Verbreitung in der wissenschaftlichen Gemeinschaft und die mittlerweile
gesammelte Erfahrung in der Anwendung. Zum anderen ist die Induktion im Gegensatz zum Cre-
und FRT-System reversibel. Das Estrogenrezeptor (ER)-System ist ebenfalls reversibel
induzierbar, aber besitzt den Nachteil, dass es keine ausreichende Suppression der Expression
bietet (Sohal et al., 2001).

Man unterscheidet zwei Hauptgruppen des Tet-Systems, die beide von Gossen et al. entwickelt
wurden. Das zuerst beschriebene Tet-Off-System mit dem Tetrazyklin-kontrollierten
Transactivator (tTA) stellt bei Zugabe eines Tetrazyklins die Expression ein (Gossen und Bujard,
1992). Dieses wird eingesetzt, wenn das Zielgen die meiste Zeit exprimiert und nur fiir eine kurze
Zeit abgeschaltet werden soll. Fiir den spiegelbildlichen Anwendungsfall wurde ebenfalls von
Gossen et al. (1995) das Tet-On-System entwickelt, welches durch die Verwendung eines reversen
Tetrazyklin-kontrollierten Transactivators (rtTA) erst bei Zugabe eines Tetrazyklins aktiviert
wird. Von allen Tetrazyklinen kommt hierbei Doxycyclin am hiufigsten zum Einsatz, da es mit
hoher Affinitdt an tTA und rtTA bindet, eine gute Gewebeverteilung aufweist, fiir eukaryotische
Zellen eine nur geringe Toxizitét besitzt, eine bekannte Halbwertzeit von 24 Stunden hat und sehr
kostengiinstig ist. Um eine versehentliche Aktivierung zu vermeiden, ist es wichtig darauf zu
achten, dass das fiir die Zellkultur verwendete Medium keine Tetrazykline enthilt. Ist eine noch
tiefere Suppression notwendig als bei den normalerweise verwendeten Tet-Systemen zu erreichen
ist, kann ein Fusionsprotein aus TetR und der Kriippel-associated Box (KRAB) exprimiert werden
(Margolin et al., 1994). Durch das Fusionsprotein wird die Bildung von Heterochromatin im
Bereich von etwa 3 kb induziert und die Transkription durch RNA-Polymerasen wirkungsvoll
unterbunden. Auf diese Weise kommt es zu keiner ungewollten basalen Expression (Kappel et al.,
2007). Dariiber hinaus existiert das T-REx-System, welches funktionell gesehen dem Tet-On-
System entspricht, da es bei der Zugabe von Tetrazyklinen zur Transkription fiihrt. Im Gegensatz
zum Tet-On-System wird aber das urspriingliche TetR-Protein allein verwendet. Dieses blockiert
durch die Bindung an zwei TetO-Sequenzen hinter der TATA-Box ohne Zugabe von
Tetrazyklinen die Transkription. Bei Zugabe von Tetrazyklinen geht die Bindung verloren und die
Transkription startet (Yao et al., 1998). Dies entspricht somit eher der physiologischen
Wirkungsweise in Bakterien (Hillen und Berens, 1994). So vermeidet das T-REx-System durch
den Verzicht auf den viralen Transkriptionsfaktor VP16 mogliche negative Effekte auf die Zelle.
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Abbildung 10: Tetrazyklin-regulierte Systeme

Tet-Off-System: Der verwendete TRE-Promotor besitzt keine basale Expression und enthdlt das Tet Response Element
(TRE), welches durch 7 TetO-Sequenzen gebildet wird. Das Fusionsprotein Tetrazyklin-kontrollierter Transactivator
(tTA) besteht aus TetR und der C-terminalen Domdéne des Virion Proteins 16 (VP16), welches ein Transkriptionsfaktor
aus dem Herpes Simplex Virus ist. Bei der Abwesenheit von Tetrazyklinen bindet der TetR-Teil an die TetO-Sequenzen
und der VP16-Teil vermittelt eine Induktion der Transkription. Bei der Zugabe eines Tetrazyklinen bindet dieses an
TetR, wodurch die Bindung an die TetO-Sequenzen aufgehoben wird und somit die Transkription beendet wird
(Gossen und Bujard, 1992).

Tet-On-System: Durch Mutation des TetR wurde eine Variante gefunden, dessen Bindungseigenschaften zu TetO
genau umgekehrt sind. In Kombination mit VP16 heifSst dieses Protein reverser Tetrazyklin-kontrollierter
Transactivator (rtTA) und dieses bindet bei Anwesenheit von Tetrazyklinen an TetO und induziert die Transkription
(Gossen et al., 1995).

T-Rex-System: Funktionell gesehen arbeitet das T-REx-System wie das Tet-On-System, da es bei der Zugabe von
Tetrazyklinen zur Induktion der Transkription kommt. Im Gegensatz zum Tet-On-System wird aber das urspriingliche
TetR-Protein verwendet. Dieses blockiert durch die Bindung an zwei TetO-Sequenzen hinter der TATA-Box ohne
Zugabe von Tetrazyklinen die Transkription. Bei Zugabe von Tetrazyklinen geht die Bindung verloren und die
Transkription startet (Yao et al., 1998).

Induzierbarer shRNA-Promotor: Die publizierten Versionen von induzierbaren H1- und U6-Promotoren éhneln stark
vom Mechanismus her dem T-REx-System. Hierbei werden ein oder zwei TetO-Sequenzen nach und/oder vor der
TATA-Box platziert. Funktionell entspricht es damit auch dem Tet-On-System, welches bei der Zugabe von
Tetrazyklinen mit der Transkription startet (Henriksen et al., 2007; van de Wetering et al., 2003).
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Gossen et al. validierten die Systeme zundchst fiir die Expression von Genen, zum Beispiel mittels
induzierbaren CMV-Promotors, die durch die RNA-Polymerase Il transkribiert werden. Spéter
konnte auch gezeigt werden, dass das Prinzip auf den HI1- und U6-Promotor ausgeweitet werden
kann. Diese beiden Promotoren werden fiir die Expression von shRNA genutzt, wobei hier die
Transkription zum grofBten Teil durch die RNA-Polymerase III stattfindet (Gao et al., 2018).
Gerade bei der Expression von shRNA ist es notwendig, im nicht-induzierten Zustand die
Expression auf das absolute Minimum zu beschranken, um nicht schon vor der Induktion einen
partiellen Knock-down zu erhalten. Die ersten induzierbaren Polymerase II Promotoren wurde von
Ohkawa und Taira (2000) fiir den U6-Promotor und van de Wetering et al. (2003) fiir den H1-
Promotor mit je einer TetO-Bindungsstelle beschrieben. In einer Studie von Henriksen et al.
(2007) wurden verschiedene induzierbare H1- und U6-Promotoren auf ihre basale und induzierte
Expression mittels Knock-down von Luciferase untersucht und verglichen. Es zeigte sich, dass der
in dieser Arbeit erstmalig beschriebene H1-Promotor mit zwei die TATA-Box flankierenden
TetO-Bindungsstellen eine sehr geringe basale Expression und gleichzeitig eine sehr gute
induzierte Expression besitzt. Durch die RNAI1 resultiert dann fiir geeignete Konstrukte und Ziele
ein liber 90-prozentiger Knock-down (Henriksen et al., 2007). Der Knock-down Effekt erwies sich
in diesen Untersuchungen fiir den HI1-Promotor gegeniiber &hnlichen U6-Promotor
Konfigurationen als besser (Kappel et al., 2006). Grundsitzlich waren sowohl fiir HI- als auch
U6-Promotoren zwei TetO-Sequenzen notwendig, um eine ausreichend niedrige basale

Expression zu erreichen (Henriksen ef al., 2007).

1.3 Zielsetzung und Fragestellung

Die Anforderungen unserer Forschungsgruppe an ein Knock-down-System zur Evaluation
potentieller Zielproteine sind zum einen, dass es schnell, kostengiinstig und unter einer geringen
Sicherheitsstufe (S1) durchfiihrbar ist und zum anderen die Mdglichkeit bietet, mehrere Gen-
Knock-downs gleichzeitig, dauerhaft und induzierbar auszufiihren. Wie schon vorher dargelegt,
ist das Multiple Myelom eine genetisch heterogene Erkrankung, bei der verschiedene Signalwege
gleichzeitig dereguliert sind. Daher wird vermutet, dass mehrere Signalwege gleichzeitig durch
eine Therapie beeinflusst werden miissen, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Hierfiir
entsteht die genannte Notwendigkeit fiir unsere Versuche in vitro, ebenfalls mehrere Proteine und
damit Signalwege gleichzeitig herunterregulieren zu miissen. In unserer Forschungsgruppe
konnten bereits Erfahrungen mit RNAi unter Verwendung des HI1-Promotors und mit dem
Transposon System ,,Sleeping Beauty* gesammelt werden, sodass diese als Grundlage fiir dieses

Projekt dienen sollten.
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Die Zielsetzung dieser Arbeit war folgende:

L.

II.

Konzeption und Klonierung eines induzierbaren RNAi-Systems mit multiplen shRNA-
Kassetten unter Verwendung eines Tet-On-Systems und des Sleeping Beauty Transposon
Systems (SBTS) in Zelllinien des Multiplen Myeloms.

a. Klonierung und Evaluation eines induzierbaren Promotors zur Expression von shRNA
b. stabile Expression von shRNA-Konstrukten in MM Zelllinien mit dem SBTS

c. stabile Expression eines Tet-Repressor-Proteins in MM Zelllinien mit dem SBTS
Anwendung und Etablierung des Systems in MM Zelllinien am Beispiel des
mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Wegs
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2 Material

2.1 Gerdate und Software

Name | Hersteller

Adobe Creative Cloud CC 2019

Adobe Systems, San José, USA

BioRender

BioRender, Toronto, Kanada

Canvas X

Canvas GFX, Fort Lauderdale, USA

CellQuest Pro 6.0

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

EndNote X9

Clarivate Analytics, Boston, USA

Findings 2.1

Findings Software, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich

FlowlJo 8.8.7 bis 10.3.0

Flowlo, Ashland, USA

Microsoft Office 365

Microsoft, Seattle, USA

SnapGene 3.3.4 bis 4.1.9

GSL Biotech, Chicago, USA

Tabelle 3: Software

Name ' Hersteller

Bakterienschittler MaxQ 4000 & 4450

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Benchtopzentrifugen 5416 & 5415 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brutschrank Modell 500

Memmert, Schwabach, Deutschland

CO,-Brutschrank HERAcell 150

Thermo Fisher Scientific

Durchflusszytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Elektroporationsgerat Gene Pulser

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Microplate Reader 680

Bio-Rad Laboratories

Plattformschiittler Duomax 1030

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Sicherheitswerkbank BDK SK

Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl-Genkingen,
Deutschland

Spektrophotometer Peglab NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific

Thermocycler C1000 Touch

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Thermocycler Primus 25

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Ultraschallprozessor UP50H mit Sonotrode
MS1

Hielscher, Teltow, Deutschland

UV-Transilluminator

INTAS Science Imaging, Gottingen, Deutschland

Western Blot System Mini Transblot

Bio-Rad Laboratories

Zentrifuge 5810

Eppendorf

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 4: Gerdite
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2.2 Reagenzien

2.2.1 Chemikalien

Name I Hersteller

Adenosintriphosphat (ATP, 10 mM)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Agar Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Agarose Sigma-Aldrich

alamarBlue Invitrogen, Carlsbad, USA

Ampicillin Sigma-Aldrich

Annexin V-FITC

Bender MedSystems, Wien, Osterreich

Annexin V/PE

Bender MedSystems

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich

Calciumchlorid (CaCly)

Merck, Darmstadt, Deutschland

CD4-beads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

DMEM Low Glucose (1 g/dl)

GE Healthcare, Chicago, USA

DNA Gel Loading Dye (6X)

Fermentas

dNTPs

Fermentas

Ethanol 96 %

Apotheke Uniklinikum Wirzburg, Wirzburg, Deutschland

Fluoresceinisothiocyanat

Sigma-Aldrich

GeneRuler 1kB DNA Ladder

Fermentas

Geniticin (G418)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Glycerin

Merck

Glycin

Roth

HDGreen Plus Safe DNA Dye

Intas Science Imaging, Gottingen, Deutschland

Hefeextrakt Roth

HEPES Sigma-Aldrich

Isopropanol Apotheke Universitat Wiirzburg
Kaliumacetat Merck

LB-Medium Roth

Luminol Sigma-Aldrich

Magermilchpulver

Real, Disseldorf, Deutschland

Magnesiumacetat Roth
Magnesiumchlorid Merck
Mercaptoethanol Roth
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Methanol Sigma-Aldrich
Natriumacetat (3 M) Roth
Natriumazid (NaNs) Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) Roth

Natriumhydroxid

Natriumhydroxid

p-Coumarsaure

Sigma-Aldrich

Page Ruler Unstained Protein Lader

Thermo Fisher Scientific

Ponceau-S

Applichem, Darmstadt, Deutschland

PromoFluor 647

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Propidiumiodid (PI)

Sigma-Aldrich

Protein A/G PLUS Agarose

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Puromycin Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Rotiphorese (Acrylamid) Roth
Salzsdure 37 % (HCI) Merck

SDS Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
TEMED Roth

TRIS Roth

Trypanblau Sigma-Aldrich

Trypsin-EDTA Sigma Aldrich

Trypton Roth

Tween 20 Roth

Wasserstoffperoxid (H20,) Roth

Tabelle 5: Chemikalien
2.2.2  Zellkultur

Name

Fotales Rinderserum (FBS; 10 %)

I Hersteller

GE Healthcare

Fotales Rinderserum (FBS) Tet System Approved (10 %)

Clontech, Mountain View, USA

Interleukin-6 (IL-6; 2 ng/ml)

Herstellung mit Vektor pET-15b-IL6 in E. coli

L-Glutamin (2 mM)

Invitrogen

Natriumpyruvat (1 mM)

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Penicillin (100 U/ml) Pan Biotech
RPMI-1604 Sigma-Aldrich
Streptomycin (100 pg/ml) Pan Biotech

Tabelle 6: Reagenzien in der Zellkultur
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2.2.3 Enzyme

Name | Hersteller | Artikelnummer
DNase | Fermentas ENO521
Pfu DNA Polymerase Fermentas EP0O501
PfuUltra Il Fusion Agilent Technologies, 600670
Santa Clara, USA

Proteinase K Fermentas EO0491
Ribonuclease A Roth 7156.2
RNase A Fermentas ENO531
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fermentas EF0511
T4 DNA Ligase Fermentas ELOO11
T4 DNA Polymerase Fermentas EPOO61
T4 Polynucleotide Kinase Fermentas EKO031
Taq DNA Polymerase Fermentas EP0402

Tabelle 7: Allgemeine Enzyme

Name | Hersteller | Artikelnummer
Aatll Thermo Fisher Scientific FD0994
Bglll Fermentas FD0083
Bsml Fermentas ER0961
BstXI Fermentas ER1021
Dpnl New England Biolabs, RO176
Ipswich, USA

EcoRl Fermentas ER0271
Hindlll Fermentas ERO501
Nhel Fermentas FD0974
Notl Fermentas ERO595
Sacl Thermo Fisher Scientific FD1133
Sall Fermentas ER0641
Sfil Thermo Fisher Scientific ER1821
Xbal Thermo Fisher Scientific ER0681

Tabelle 8: Restriktionsenzyme
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2.2.4 Antikorper

Name ‘ Hersteller l Spezies
Alpha-tubulin Biozol, Eching, Deutschland Ratte
Anti-Kaninchen, HRP-konjugiert Jackson ImmunoResearch, Suffolk, GroRbritannien | Ziege
Anti-Maus, HRP-konjugiert Jackson ImmunoResearch Ziege
Anti-Ratte, HRP-konjugiert Jackson ImmunoResearch Ziege
Beta-Actin Sigma-Aldrich Maus
ERK1/2 Santa Cruz Kaninchen
ERK1/2 Phospho Cell Signaling, Frankfurt am Main, Deutschland Kaninchen
HA-Tag Abcam, Cambridge, GroBbritannien Kaninchen
Hsp90R/Hsp84 Merck Millipore, Burlington, USA Kaninchen
Mek1/2 Cell Signaling Kaninchen
Mek1/2 Phospho Cell Signaling Kaninchen
Tet-Repressor Merck Millipore Kaninchen

Tabelle 9: Antikérper

2.3 Pufferldsungen

Name ‘ Menge ‘ Reagenzien
Annexin V 10 mM | HEPES
Bindepuffer 140 mM | NaCl
2,5mM | CaClz
Blockingpuffer 0,1% | Tween 20
5% | Milchpulver
Blottingpuffer 400 ml | Methanol
28,8 g | Glycin
6g | TRIS

auf 50 ml mit dH,0 aufgefillt

Enhanced 10 ml | TRIS (100 mM; pH 8,8)
Chemiluminescence 100 pl | Luminol Stock (250 mM)
(ECL)-L6sung 20 pl | p-Coumarséure (100 mM)

3 ul | H,0, (30 %)
4x Lammliepuffer 5% | SDS (20 %)

5 ml | Glycerin

3 ml | TRIS (1M, pH 6,8)

5 ml | B-Mercaptoethanol

0,5 ml | Bromphenolblau 0,01 %

auf 50 ml mit dH,0 aufgefiillt
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LB-Medium mit
Ampicillin

5g/l
10 g/
10 g/l
0,1 mg/ml

Hefeextrakt
Trypton
NacCl
Ampicillin

2x Lysepuffer
je Aliquot (500 pl)

10 ul
10 ul
1l
10 ul
5ul
100 pl
364 pl

PMSF (100 mM)

Pefablock (4 mg/ml)
Aprotinin (1 mg/ml)
Na-O-Vanad (100 mM)
DTT (100 mM)

NP40 Zelllyse Puffer (10 %)
dH>0

Sammelgel

2,9 ml
1,05 ml
5,25 ul

63 ul

1,3 ml

dH,0

Rotiphorese

TEMED

APS (10 %)

4x Sammelgel-Puffer (pH 6,8; 0,5 M TRIS; 0,015 M SDS)

Oligonukleotid
Annealing Buffer
(OAB)

100 mM
30 mM
2mM

Kaliumacetat
HEPES
Magnesiumacetat

50x TAE Puffer

2M
1M
50 mM

TRIS
Acetat
EDTA

auf 1 | mit dH,0 aufgefiillt und mit HCI auf pH 8,0 eingestellt

1x TAE Puffer 20 ml | 50x TAE
980 ml | dH20
10x TBS Puffer 24,2 g | TRIS
80 g | NaCl

auf 1 | mit dH,0 aufgefiillt und mit HCI auf pH 7,6 eingestellt

1x TBS Puffer

10 ml
90 ml
1ml

10x TBS
dH,0
Tween

10x TGS Puffer

60g
284 g
20g

TRIS
Glycin
SDS

auf 2 | mit dH,0 aufgefillt

1x TGS Puffer 10 ml | 10x TGS
90 ml | dH20
Trenngel (10 %) 4,1 ml | dH,0
4,7 ml | Rotiphorese
16,1 ul | TEMED
135 pl | APS (10 %)
2,9 ml | 4x Trenngelpuffer (pH 8,8; 1,5M TRIS; 0,015 M SDS)

Tabelle 10: Eigene Pufferlésungen und Medien
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Name ‘ Hersteller

10x Pfu Puffer Fermentas
Quick Ligase Puffer New England Biolabs
10x Restriktionsenzympuffer (Rot, Griin, Blau, Fermentas

Orange, Tango)

T4 DNA Ligase Puffer Fermentas
T4 PNK Puffer Fermentas
10x UltraPfu Puffer Agilent Technologies

Tabelle 11: Kommerzielle Puffer

2.4  Molekularbiologische Kits

Name ‘ Hersteller

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories

innuPREP Plasmid MIDI Direct Kit Analytik Jena, Jena, Deutschland
innuPREP Plasmid Mini Kit Analytik Jena

Large Cell Separation Columns Miltenyi Biotec

Mix & Go E. coli Transformation Kit & Buffer Set Zymo Research Corporation, Irvine, USA

NuceleoSpin Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Zyppy Plasmid Mini Kit Zymo Research Corporation

Tabelle 12: Molekularbiologische Kits
2.5 Plasmide

2.5.1 Protein-Expression

Name | Hersteller

pCAGGS Geschenk von Hitoshi Niwa (Hitoshi et al., 1991)

pCD4A Einklonierung der cDNA CD4 aus pMACS 4.1 (Miltenyi Biotec) in die EcoRI/HindllI-
Schnittstellen von pcDNA3.1(-) (Chatterjee et al. (2004)

pcDNA3.1(-) Invitrogen

pcDNAG6/TR Invitrogen

PEGFP-N3 Clontech, Heidelberg, Germany

pLVCT-tTR-KRAB Patrick Aebischer und Didier Trono (Szulc et al., 2006)
Addgene Plasmid #11643; http://n2t.net/addgene:11643; RRID:Addgene_11643

pSelect HA-Tag InvivoGen, San Diego, USA

Tabelle 13: Protein-Expressionsvektoren



2.5.2 Sleeping Beauty Transposon System

Name ‘ Ursprung

pCMV(CAT)T7- Zsuzsanna lzsvak (Mates et al., 2009)
SB100 Addgene Plasmid #34879; http://n2t.net/addgene:34879; RRID:Addgene_34879
pT2/SVNeo Perry Hackett (Cui et al., 2002)

Addgene Plasmid #26553; http://n2t.net/addgene:26553; RRID:Addgene_26553

pT2B/puro Geschenk von Zsuzsanna lzsvak (Kuzmin et al., 2010)

Tabelle 14: Sleeping Beauty Transposon System Vektoren

2.5.3 Klonierung

Name ‘ Hersteller

pBluescript SK(-) Agilent Technologies, Santa Clara, USA

pPGEM-T Easy Promega, Madison, USA

Tabelle 15: Klonierungsvektoren

2.5.4 shRNA-Expression

pSUPER Geschenk von Reuven Agami (Brummelkamp et al., 2002)
pTER Geschenk von Hans Clevers (van de Wetering et al., 2003)
pTRIPZ Thermo Fisher Scientific

Tabelle 16: shRNA-Expressionsvektoren

2.6 DNA-Oligonukleotidsequenzen

Alle verwendeten DNA-Oligonukleotide wurden von Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland
synthetisiert. Bei einer Basenpaarlange von Uber 45 wurde eine
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) — Aufreinigung durch Sigma Aldrich veranlasst.

2.6.1 Primer

2.6.1.1 Sequenzierung und PCR-Screening

Su-5’ TGGCAGGAAGATGGCTGT
CMV-5’ GCAAATGGGCGGTAGGCGT
CMv-3’ ATGATCTAGAGTCGCGGCC
CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
BstXI-5 CTAGAAACCCAGAGCTGTGG
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CMV-rev TATGTAACGCGGAACTCCAT
CAG-3’ TCAGATGCTCAAGGGGCTTCA
CAG-5’ TTCGGCTTCTGGCGTGTGA
GFP-FWD ACACCCCCATCGGCGACGGC
GFP-REV CAGATGAACTTCAGGGTCAG
pcDNA3.1-3’ TAGAAGGCACAGTCGAG
pT2-3’ CTTTCCACACCTGGTTGC
T3-3’ AATTAACCCTCACTAAAGG
SP6-3’ ATTTAGGTGACACTATAGA
pT2-5’ GGCTTTAGAAGCTTCCCAC
T7-5 TAATACGACTCACTATAGG

Tabelle 17: Sequenzierungs- und PCR-Screening-Primer

2.6.1.2 PCR-Synthese

Name ‘ Sequenz (5' > 3') ‘ Intro
IRES-3' GTTCCAGGCGGCCGCTCAGGCACCGGGCTTG Notl
IRES-5' CGAAGTTATGGATCCGCGG

SV-Puro-3‘ CGACCTCTAGAAGCTAATTCTGTGGAATGTG Xbal
SV-Puro-5’ AGCTCGCTAGCTGTATTTCAAGGGATCCAGACATG Xbal
tTR-3’ TCTCTTCTAGATTTACGACCCACTTTCACATTTAAGTTGT Stop, Xbal
tTRKRAB-3’ GCTAGTCTAGAACCTTAAACTGATGATTTGATTTCAAATG Xbal
tTRpan-5’ CGATGTCTAGACCATGGCTAGATTAGATAAAAGTAA Xbal

Tabelle 18: DNA-Oligonukleotide als Primer fiir die PCR-Synthese

2.6.2 Klonierungen

2.6.2.1 Mutation

MUT-S2: pSUSTER zu pSUSTER2

fwd | AATCACCATAAACGTGAAATCCCTATCAGTGATAGAGACTTATAAGTTCCCTATCAGT

rev | ACTGATAGGGAACTTATAAGTCTCTATCACTGATAGGGATTTCACGTTTATGGTGATT
MUT-Blue-EcoRlI: pBluescript SK(-) zu pBluescript SK(-) 2xEcoRlI
fwd | TATAGGGCGAATTCGGTACCGGGCCCC

rev | GGGGCCCGGTACCGAATTCGCCCTATA




MUT-tTR-HA: pBluescript SK(-) -tTR zu pBluescript SK(-) tTR-HA

fwd | CTTAMTGTGAAAGTGGGTCGTATCCCTATGATGTGCCAGACTATGCTTAAATCTAG
AGCGGCCGCCAC

rev | GTGGCGGCCGCTCTAGATTTAAGCATAGTCTGGCACATCATAGGGATACGACCCAC
TTTCACATTTAAG

MUT-pcDNA6+Nhe-EcoRI: pcDNA6 TR zu pcDNA6 TR+Nhe-EcoRl

fwd | CCGCGTACAGCGGATCCCGGGAATTTAGATCTTATTAAGCTAGCACTTGTTTATTG
CAGCTTATAATGG

rev | CCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTGCTAGCTTAATAAGATCTAAATTCCCGGGAT
CCGCTGTACGCGG

Tabelle 19: DNA-Oligonukleotide fiir Mutationsreaktionen

2.6.2.2 Polylinker

pT2-CMV-nplF
fwd | CTAGCAGTGTACAGACACGTGGAACCGGTGAGTATACGTGC
rev | GGCCGCACGTATACTCACCGGTTCCACGTGTCTGTACACTG

Tabelle 20: DNA-Oligonukleotide fiir Polylinker
2.6.2.3 shRNA

ERK1

fwd | GATCTCCGCCATGAGAGATGTCTACATTCAAGAGATGTAGACATCTCTCATGGCTTTTTG
GAAGAGCT

rev | CTTCCAAAAAGCCATGAGAGATGTCTACATCTCTTGAATGTAGACATCTCTCATGGCGGA

fwd | GATCTCCGAGGATTGAAGTAGAACAGTTCAAGAGACTGTTCTACTTCAATCCTCTTTTTG
GAAGAGCT

rev | CTTCCAAAAAGAGGATTGAAGTAGAACAGTCTCTTGAACTGTTCTACTTCAATCCTCGGA
MEK1

fwd | GATCTCCGAGGGAGAAGCACAAGATCATTCAAGAGATGATCTTGTGCTTCTCCCTCTTTTTG
GAAGAGCT

rev | CTTCCAAAAAGAGGGAGAAGCACAAGATCATCTCTTGAATGATCTTGTGCTTCTCCCTCGGA

fwd | GATCTCCGAAGGAGAGCCTCACAGCATTCAAGAGATGCTGTGAGGCTCTCCTTCTTTTTG
GAAGAGCT

rev | CTTCCAAAAAGAAGGAGAGCCTCACAGCATCTCTTGAATGCTGTGAGGCTCTCCTTCGGA

Tabelle 21: DNA-Oligonukleotide fiir die Einklonierung in pSUS, pSUSTER und pSUSTER2

Die Zielsequenzen fiir humanes ERK1 (5'-GCCATGAGAGATGTCTACA; cDNA Position 340 -
358) und ERK2 (5-GAGGATTGAAGTAGAACAG:; cDNA Position 900 —918) wurden bereits
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in vorherigen Arbeiten von unserer Forschungsgruppe untersucht und die entsprechenden
Ergebnisse verdffentlicht (Chatterjee et al., 2004). Die Zielsequenzen fiir humanes MEK1 (5'-
GAGGGAGAAGCACAAGATCA; cDNA Position 612 -631; TRCN0000002331) wurden von
unserer Forschungsgruppe aus der Datenbank des Broad Institutes ausgewahlt. Die Zielsequenzen
fiir humanes MEK?2 (5'-GAAGGAGAGCCTCACAGCA; cDNA Position 862 —880) wurde auf
Grundlage einer veroffentlichten siRNA gewihlt (Ussar und Voss, 2004).

2.6.3 Bakterienstamm XL1-Blue

Dies ist ein effizienter Escherichia coli-Stamm fiir Klonierungsarbeiten und ermoglicht eine Blau-
Weil-Selektion mit pBluescript. Der Genotyp ist folgender: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F” proAB laclq ZAM15 Tnl0 (Tetr)] (Stratagene, 2004). Daraus folgt eine
endA- und recA-Defizienz, dies erhoht die Qualitdt der Plasmide aus der DNA-Préiparation und
die Insert-Stabilitdt. Die hsdR-Mutation verhindert eine Spaltung der Plasmid-DNA. Dartiber
hinaus ist der Stamm gegen Tetrazykline resistent. Optimale Selektionsbedingungen fiir

transfizierte Bakterien werden mit 100 pg/ml Ampicillin erreicht.

2.7 Zelllinien

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um etablierte, stabile Zelllinien. Im Vergleich zu
primédren Zellen besitzen diese den Vorteil der einfacheren Verfligbarkeit, da sie kommerziell
erwerbbar und, da immortalisiert, einfach zu vervielfdltigen sind. Dies ermoglicht eine
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit verschiedener Experimente, die so mit einer Kultur von
Primérzellen nicht zu erreichen ist. Auch der Ausschluss von Kontamination ist bei Zelllinien
einfacher zu erreichen, da diese durch die Verwendung einer Stockbank regelmdBig auf den
Ausgangszustand ,,zuriickgesetzt™ werden konnen. Aus diesen Griinden bieten sich diese stabilen
Zelllinien fiir die Etablierung eines neuen Systems an.

Die Zelllinien AMO-1, JIN-3 und L-363 wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) und MM.1S von LGC
Standards (Wesel, Deutschland) gekauft. Die INA-6 Zellen waren ein Geschenk von Martin
Gramatzki (II. Medizinische Klinik und Poliklinik, Universitdt Kiel). Direkt nach dem Erwerb der
Zellen wurde eine Stockbank angelegt und auf Tubes aliquotiert, welche im fliissigen Stickstoff
aufbewahrt werden. Die Kultur wurde negativ auf Mycoplasmen getestet (Uphoff und Drexler,

2011).
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2.7.1 AMO-1

Entitat

Etablierungsjahr

Zelldichte
Morphologie
Verdoppelungszeit
Patient

DSMZ Nummer

IgA-k Plasmozytom

1984

0,5-1,2 x 108 Zellen/ml

rund, einzeln in Suspension

circa 80 Stunden

AszitesflUssigkeit einer 64-jahrigen Frau mit Plasmozytom des Duodenums

ACC538

Tabelle 22: Zelllinie AMO-1 (Drexler und Matsuo, 2000; DSMZ, 2018a; Shimizu et al., 1993)

2.7.2 INA-6

Entitat
Etablierungsjahr
Zelldichte
Morphologie
Verdoppelungszeit
Ursprung

Besonderheit

IgG-k Plasmozytom

1994

0,5-1,2 x 108 Zellen/ml

rund, einzeln in Suspension, hohes Verhaltnis von Nucleus zu Zytoplasma

circa 24 Stunden (eigene Beobachtungen)

Pleuraerguss eines 80-jahrigen Patienten mit Plasmazellleukamie

Interleukin-6 abhangig

Tabelle 23: Zelllinie INA-6 (Brocke-Heidrich et al., 2004; Burger et al., 2001; Burger et al., 1994)

2.7.3 JIN-3

Entitat
Etablierungsjahr
Zelldichte
Morphologie

Verdoppelungszeit

Ursprung
Besonderheit

DSMZ Nummer

IgA-k Plasmozytom

1987

0,5-1,2 x 108 Zellen/ml

rund, einzeln in Suspension, sowohl einzel- als auch multinuklear

circa 80 Stunden

Knochenmark einer 57-jahrigen Patientin mit Plasmazellleukamie

Subklon der Zelllinie JJN-1

ACC 541

Tabelle 24: Zelllinie JJIN-3 (Drexler und Matsuo, 2000; DSMZ, 2018b; Jackson et al., 1989)
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2.7.4 L-363

Entitat IgA-k Plasmozytom

Etablierungsjahr 1977

Zelldichte 0,2-0,5 x 10° Zellen/ml

Morphologie rund oder oval, einzeln und groB in Suspension

Verdoppelungszeit circa 25 Stunden

Ursprung Blut einer 36-jahrigen Frau mit Plasmazellleukdmie

DSMZ Nummer ACC 49

Tabelle 25: Zelllinie L-363 (Diehl et al., 1978; DSMZ, 2018c)

2.7.5 MM.1S

Entitat A-Leichtketten Plasmazellleukamie

Etablierungsjahr 1977

Zelldichte 0,2-0,5 x 10° Zellen/ml

Morphologie sowohl in Suspension als auch adharent

Verdoppelungszeit circa 72 Stunden

Ursprung 42-jahrige Patientin mit Multiplem Myelom

Besonderheit Subklon der Zelllinie MM.1 und im Gegensatz zu MM.1R sensitiv gegen
Dexamethason

Tabelle 26: Zelllinie MM. 1S (ATCC, 2018; Goldman-Leikin et al., 1989; Greenstein et al., 2003)
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3 Methoden

Molekularbiologische Methoden wurden, wenn nicht anders beschrieben, gemél Protokollen von

Green und Sambrook (2012) durchgefiihrt.

3.1 Zellbiologische Techniken

3.1.1 Zellkultivierung

Alle 3 Monate wurden alle Zellen — ausgenommen die Zellen der Versuche, die einen noch
langeren Beobachtungszeitraum benotigten — verworfen und aus der Stockbank frisch aufgetaut
(sogenannte ,,dead-end culture®). Dies stellt sicher, dass die urspriingliche Authentizitit der Zellen
gewahrt wird. Die Zellen wurden bei 5 % CO2 und 37 °C in RPMI-1640 Medium mit 10 % FBS,
1 mM Sodiumpyruvat, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin sowie 100 ug/ml Streptomycin
kultiviert. Dem Medium der INA-6 Zellen wurde zudem 2ng/ml rekombinantes humanes
Interleukin-6 (IL-6) zugegeben. Die Zellen in Kultur wurden regelmaBig auf Mycoplasmen mittels
PCR getestet.

3.1.2 Passagieren der Zellen

Die Zellen in der Zellkultur wurden jeweils alle 2 bis 3 Tage abhdngig von der Zelldichte und den
anstehenden Versuchen im Verhéltnis von 1:2 bis 1:8 geteilt. Bei den Zelllinien JJN-3 und MM.1S
mussten zuvor die Zellen zundchst mit einem Zellschaber vom Boden entfernt werden, da diese
ein adhdrentes Wachstum zeigen. Durch vorsichtiges Schiitteln der Zellkulturflasche wurde dann
eine gleichmiBige Durchmischung erzielt, anschlieBend wurde Medium mit Zellen entfernt und
anschlieend frisches Medium zugegeben, um die unter dem Abschnitt 2.7 beschriebenen
optimalen Zelldichten zu gewihrleisten.

3.1.3 Zellzahlung

Wihrend die Membran von lebenden Zellen fiir Trypanblau undurchléssig ist, kann es in tote
Zellen eindringen und diese so anfarben. Dadurch ist eine Unterscheidung unter dem Mikroskop
moglich und die Anzahl viabler Zellen kann mit Hilfe einer Neubauer Zéhlkammer bestimmt
werden. Die beiden Zelllinien JIN-3 und MM.1S wurden zunédchst durch Kratzen mit einem
Zellschaber vom Boden entfernt. Durch Schiitteln von Zellkulturflaschen beziehungsweise
mehrmaliges Hoch- und Herunter-Pipettieren des Lumens von Well-Platten wurde eine optimale
Durchmischung der Zellen im Medium erreicht. Hiervon wurden 15 pl abpipettiert und mit
weiteren 15 ul 0,4 % Trypanblau durch mehrere Male Hoch- und Herunter-Pipettieren gemischt.
Hiervon wurden dann 10 pl in eine Neubauer Zahlkammer eingebracht und alle lebenden Zellen

in den 4 GroB-Quadraten ausgezihlt. Der Mittelwert aus diesen Quadraten wurde mit 10*
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multipliziert, um die Zellzahl pro 1 ml Losung zu ermitteln. Hierbei konnte auch die Anzahl der
toten Zellen auf dieselbe Weise ermittelt werden.
3.1.4 Nachweis von Mykoplasmen durch PCR
Mykoplasmen stellen eine Kontamination von Zellkulturen dar, welche durch ihren
intrazelluldren, parasitiren Befall der kultivierten Zellen Versuchsergebnisse erheblich verindern
konnen (Drexler und Uphoff, 2002). Gegen die in der Zellkultur {iblichen Antibiotika sind diese
resistent, da sie keine Zellwand besitzen, sodass eine regelmiBige Uberpriifung auf eine etwaige
Kontamination notwendig wird. Da sich Mykoplasmen im Lichtmikroskop nicht nachweisen
lassen, ist das Mittel der Wahl ein Nachweis von verschiedenen Genen mittels PCR (Uphoff und
Drexler, 2004; Uphoff und Drexler, 2011).
Die zu testenden Proben wurden wie folgt gewonnen: Zunichst wurde 1 ml aus der Zellsuspension
entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} iiberfiihrt und anschlieBend bei 4.000 rpm fiir 5 min
zentrifugiert. Hiervon wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefiB pipettiert und
anschlieBend bei 99 °C fiir 5 min erhitzt. AnschlieBend wurde die Probe noch einmal bei 4.000 rpm
fiir 5 min zentrifugiert. Neben den hier gewonnenen Proben wurde jeweils eine Positiv- und eine
Negativ-Kontrolle verwendet. Fiir die PCR wurden jeweils 1 ul der Probe, 1 ul MykoPrimer-Mix
5¢und 1pl MykoPrimer-Mix 3¢ mit 0,3 ul DreamTaq verwendet. Fiir diese wurden 35 Zyklen mit
folgenden Einstellungen gewdhlt:

Denaturierung: 94°C 30s

Primeranlagerung: 60°C 30s

Elongation: 72°C 60s
AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die
auftretenden Banden mit denen der Kontrollen verglichen. Positiv getestete Zellen wéren
verworfen worden.
3.1.5 Transfektion durch Elektroporation
Es wurden Zellen aus der normalen Zellkultur bei einer flir die Zelllinie optimalen Dichte (siehe
2.7) entnommen und bei 1200 rpm 3 min lang pelletiert und mit PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlosung) gewaschen und erneut bei 1200 rpm 3 min lang zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend mit frischem RPMI-1640 Medium ohne Zusétze resuspendiert. Wichtig ist hierbei,
dass der pH der ungedffneten RPMI-1640 Medium Flasche entspricht. Dies kann dadurch erreicht
werden, dass Aliquots des Mediums in 15 ml Tubes, welche bis zum Deckel gefiillt sind, bei 4 °C

gelagert werden.
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Fiir die Elektroporation in der 2 mm Kiivette wurden standardmifig 1 x 10° Zellen in 200 pl und
in der 4 mm Kiivette 1 x 107 Zellen in 500 pl verwendet. Die Zellen wurden zusammen mit den
Plasmiden mit einer standardméBigen End-Konzentration von 20 pg/ml in 1,5 ml Eppendorf Tubes
vorbereitet und durch Hoch- und Herunter-Pipettieren vermischt. Zur Bestimmung der
Elektroporationseffizienz konnen 5 — 20 pg/ml des pEGFP-N3 Plasmids zugegeben werden.
Diese wurden dann mit einem Gene Pulser bei einer Kapazitit von 960 uF und Spannungen von
150-320V durch einen einzigen exponentiell abfallenden Puls elektroporiert. Sofort danach
wurde die Losung in frische Tubes mit 500 pul Medium ohne Zusétze tiberfiihrt. Fiir die Zelllinien-
spezifischen Werte siche Tabelle 27.

Anschlieend wurde die Zellsuspension in vorgewdarmte Well-Platten oder Zellkulturflaschen mit
Medium mit allen standardméBigen Zusitzen tliberfiihrt. Fiir alle Experimente wurde die Kiivette
zwischen aufeinanderfolgender Elektroporationen mit PBS aus einer Spritzflasche gereinigt und

anschliefend ausgeklopft. Nach allen Elektroporationen wurden die Kiivetten mit PBS und

60%igem Ethanol gespiilt und an der Luft getrocknet.

Zelllinie 2 mm Kiivette 4 mm Kivette Transfektionseffizienz
AMO-1 170-180V 270-310V 20-30%
INA-6 170-180V 270-310V 20-30%
JIN-3 170-180V 270-310V 20-30%
L-363 170-180V 270-310V 20-30%
MM1.S 180-200V 300-320V 20-30%

Tabelle 27: Elektroporationsparameter fiir verschiedene MM Zelllinien (Steinbrunn et al., 2014)

3.1.6 Saulenaufreinigung mit CD4 MicroBeads

Mit potenzieller Ausnahme von AMO-1 exprimieren alle verwendeten Zelllinien keine CD4-
Rezeptoren auf ihrer Oberflidche. Durch die Zugabe von 20 ng/ml des Plasmids pCD4A bei der
Elektroporation kann auf transfizierten Zellen der CD4-Rezeptor ohne die intrazelluldre
Signaldomine exprimiert werden, sodass stark transfizierte Zellen anschlieBend mit Hilfe von
MACSelect 4 MicroBeads von nicht oder nur schwach transfizierten Zellen getrennt werden
konnen (Chatterjee et al., 2004; Steinbrunn et al., 2014). Die MicroBeads binden an die trunkierten
CD4-Rezeptoren und halten diese beim Durchlaufen durch MACS Trennséulen fiir grofle Zellen,
welche in einem Permanentmagneten stehen, zuriick. Dahingegen kdnnen Zellen ohne CD4-
Rezeptor ungehindert durch die Saule hindurchfliefen. Nach Entfernung des Permanentmagneten

konnen so die CD4-positiven und somit sicher transfizierten Zellen eluiert werden.
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Am ersten oder zweiten Tag nach Elektroporation werden Zellen hierfiir zweimal bei 1200 rpm
5 min pelletiert und mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wird anschlieBend mit MACS-Puffer von
4 °C gewaschen und erneut hierfiir bei 1200 rpm 5 min pelletiert. Mit 360 ul MACS-Puffer von
4 °C wird das Zellpellet resuspendiert und mit 40 ul MACSelect 4 MicroBeads versetzt. Die
Zellsuspension wird anschlieBend fiir 15 min in einem Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert.
Wihrenddessen werden die MACS Trennséulen fiir gro3e Zellen mit 100 pl 70 % EtOH benetzt
und anschlieBend mit 1 ml MACS Puffer mit einer Temperatur von 4 °C gespiilt. Es wird erneut
1 ml MACS Puffer von 4 °C zugegeben und auf den Ausfluss der Sdule eine 23 Gauge Kaniile
aufgesteckt, wodurch die Ausflussgeschwindigkeit etwas reduziert wird. Nun wird die
Zellsuspension aus dem Uberkopfschiittler zugegeben und nach erfolgtem Siulendurchlauf mit
1 ml kaltem MACS Puffer nachgespiilt. AnschlieBend wird die Sdule aus dem Permanentmagneten
entfernt und in ein FACS-Rohrchen gestellt. Die CD4-positiven Zellen werden nun mit 3 ml
Medium und durch Druck mit einem Stempel aus den Sdulen eluiert. Das FACS-R6hrchen enthélt
nun transfizierte und tote Zellen, dies wird durch eine FACS-Messung der EGFP- und PI-positiven
Zellen bestitigt. Um auch die toten Zellen aus der Zellsuspension zu entfernen, muss anschlieBend
eine OptiPrep-Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt werden. Um die Sdule zu recyceln
und vor Rost zu schiitzen, wird sie mit heilem Wasser, dann mit deionisiertem Wasser und
anschlieBBend mit 96 % Ethanol gespiilt und jeweils mit Hilfe des Stempels ausgedriickt. Die Sdule
wird anschlieend sofort im Wérmeschrank bei 65 °C getrocknet.

3.1.7 OptiPrep Zellaufreinigung

Tote Zellen und Zelltriimmer konnen mit Hilfe einer Dichtegradienten-Zentrifugation von
lebenden Zellen getrennt werden (Graham, 2002). Hierfiir wurde eine Mischung aus OptiPrep
(60 % Iodixanol in Wasser, Dichte 1,32 g/ml) und Vollmedium verwendet, welche eine hohere
Dichte hat als lebendige Zellen. Im Gegensatz dazu kann die Losung in tote Zellen eindringen,
wodurch diese eine hohere Dichte als das Gemisch aufweisen. Dieses wird mit PBS iiberschichtet,
wodurch sich bei Zentrifugation die flottierenden lebenden Zellen an der Phasengrenze sammeln,
da deren Dichte hoher als das PBS ist. Zundchst wird die Zellsuspension in 1 ml Vollmedium
aufgenommen und mit 300 pul OptiPrep durch Pipettieren gemischt. Dieses Gemisch wird dann
vorsichtig mit 200 pl PBS {iberschichtet und bei 2500 rpm 5 min lang zentrifugiert. Die lebenden
Zellen sind nun an der Phasengrenze sichtbar und werden abpipettiert und in ein FACS-Rohrchen
mit 4 ml Vollmedium gegeben und, um Reste des OptiPreps zu entfernen, erneut bei 1200 rpm
5min pelletiert, in 1 ml Vollmedium aufgenommen und mittels der Neubauer Zdhlkammer

gezdhlt. Eine FACS-Messung kann anschliefend bestitigen, dass nach Durchfithrung von
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Saulenaufreinigung und OptiPrep fast nur noch EGFP-positive und PI-negative Zellen und somit
lebende, stark transfizierte Zellen in der Suspension enthalten sind.

3.1.8 Stabile Transfektion mit dem Sleeping Beauty Transposon System

Fiir die stabile Transfektion von MM Zellen mit dem Sleeping Beauty Transposon System wurden
fiir die Elektroporation 20 pg/ml des pT2-basierten Donor Vektors mit Aminoglykosid- oder
Puromycin-Resistenz und 30 pg/ml des Transposase Expressionsplasmids pPCMV-SB100X (Mates
et al., 2009) verwendet. Das optimale Transposase Donor Plasmid-Verhiltnis war bereits in
unserer Forschungsgruppe durch Titration bestimmt worden. Dieses entspricht ungefdhr 2:3,
sodass die Verwendung der DNA-Konzentration eine gute Niherung fiir die verwendeten
Vektoren darstellt. Hierfiir wurde als Donor-Plasmid pT2/SVNeo CMV-EGFP genutzt und unter
der Annahme, dass die am stérksten EGFP exprimierenden Zellen auch die meisten Integrationen
besitzen auf dieses Maximum hin titriert. Zur Beurteilung des Elektroporationserfolges wurden
allen Transfektionen — abgesehen von pT2 Donor Vektoren, welche selber EGFP exprimieren —
5 ug/ml des Vektors pEGFP-N3 zugegeben. Durch eine FACS-Messung am zweiten Tag nach
Elektroporation ldsst sich somit friihzeitig beurteilen, ob eine Fortfiihrung des Experimentes
erfolgversprechend ist. Lag die Elektroporationseffizenz im erwarteten Bereich (siche
Tabelle 27), wurde ebenfalls am zweiten Tag nach Elektroporation die Selektion mittels 0,75 —
I mg/ml Geneticin und/oder 0,5 — 1,25 pug/ml Puromycin eingeleitet (siche auch 4.2).
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 2 Wochen kultiviert und Medium jeweils durch frisches
Medium mit der passenden Antibiotikakonzentration ausgetauscht. Hiermit ist die Selektion
abgeschlossen, es sind nur noch stabil mit dem Insert des pT2-basierten Donor Vektors
transfizierte Zellen vorhanden. Bei der Verwendung zweier pT2-basierter Vektoren mit
verschiedenen Resistenzen, um zwei verschiedene Inserts stabil zu transfizieren, besteht die
Moglichkeit diese hintereinander durchzufiihren oder auch gleichzeitig. Zur Sicherstellung, dass
auch beide Inserts stabil transfiziert wurden, wird bei der gleichzeitigen Selektion sofort mit beiden
Antibiotika selektiert und bei der hintereinander durchgefiihrten Variante dann im Anschluss an

die zweite Transfektion.
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3.2 Molekularbiologische Techniken

3.2.1 DNA-Praparation aus E. coli

Fiir die Priparation von Plasmid-DNA wurden verschiedene Kits je nach bendtigter Menge DNA
verwendet. Sie alle basieren auf dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterien und der
Denaturierung der Proteine der Zellen. Fiir DNA-Mini- und Midipréparationen wurden von
Analytik Jena das innuPREP Plasmid Mini Kit und das innuPREP Plasmid MIDI Direct Kit
eingesetzt, fiir die DNA-Maxiprédparationen das Plasmid Maxi Kit von Qiagen. Hierfiir wurden
jeweils 2 ml, 20 ml beziehungsweise 250 ml Ubernachtkulturen mit LB-Medium angesetzt und am
folgenden Tag die Plasmid-DNA geméil dem Protokoll des Herstellers isoliert. Bei allen Kits wird
die bakterielle RNA mit Hilfe der RNase A entfernt. Durch Zentrifugieren werden die ausgefillte
chromosomale DNA und Proteine entfernt. Durch das Verwenden von Sédulen mit geeigneter
Matrix kann dann die Plasmid-DNA gebunden werden. Im Gegensatz dazu werden die anderen
Komponenten der bakteriellen Zelle ausgewaschen. AnschlieBend wird die Plasmid-DNA jeweils
in 50 pl, 200 ul beziehungsweise 15 ml des Elutionspuffers des jeweiligen Herstellers eluiert; fiir
den exakten Ablauf siche Anleitung des jeweiligen Herstellers. Zur Konzentration der eluierten
DNA wurde gegebenenfalls eine Ethanolfillung durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die
Gesamtmenge der gewonnenen DNA photometrisch durch Bestimmung des Quotienten der
Absorption bei 260nm und 280 nm bestimmt, und die Konzentration bei Bedarf durch
Verdiinnung mit Wasser auf einen praktischen Gebrauchswert (5 pg/pl) eingestellt.

3.2.2 Analytische und praparative Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Fragmente fiir analytische und prédparative Zwecke nach ihrer Gro3e aufzutrennen,
wurde ein horizontales 1%iges Agarosegel verwendet. Die DNA besitzt aufgrund ihrer negativ
geladenen Zucker-Phosphat-Bausteine grundsitzlich eine negative Nettoladung und die
Laufgeschwindigkeit in Richtung Kathode ist daher fiir lineare DNA-Doppelstringe hauptséchlich
von der MolekiilgroBe abhéngig (Green und Sambrook, 2012). Durch die Zugabe eines
Fluoreszenzfarbstoffes, welcher mit der DNA interkaliert, kann diese unter UV-Licht sichtbar
gemacht werden.

Hierfiir wird Agarose mit 1x TAE Puffer im Verhiltnis 1:100 aufgekocht bis die Ldsung
vollstindig transparent geworden ist. Nach einigen Minuten Abkiihlen wird dann je 100ml
Agarosegel mit 5 ul des Farbstoffes Intas HD-Green versetzt und in die verwendete Form
gegossen. Das fertige auf Zimmertemperatur abgekiihlte Gel wird dann in die mit 1x TAE Puffer

gefiillte Gelelektrophoresekammer gegeben. Die Proben wurden mit 6x Loading Dye versetzt und
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neben einen DNA-GroBenmarker (hauptsdchlich GeneRuler 1kB DNA Ladder der Firma
Fermentas) in die Geltaschen pipettiert.

Die Gelelektrophorese wurde standardméBig bei einer Spannung von 110 V durchgefiihrt und die
Laufweite je nach Fragestellung variiert. Die Darstellung des an DNA gebundenen Farbstoffes
erfolgte unter einer UV-Beleuchtung und konnte mithilfe einer Kamera digital gespeichert werden.
Zur Isolierung eines DNA-Fragments aus dem Agarosegel wurde die entsprechende Bande unter
UV-Licht dargestellt und mittels eines Skalpells ausgeschnitten und in ein Eppendorf Tube
tiberfiihrt. Die Isolation erfolgte dann gemaf3 dem Protokoll des DNA Extraktionskits ,,NucleoSpin
Gel and PCR-Clean-up Kit*.

3.2.3  Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wird zur Trennung von Proteinen und Nucleinsduren aus
wissrigen Losungen eingesetzt. In dieser Arbeit wurde sie hauptsdchlich zur irreversiblen
Inaktivierung und Entfernung von Enzymen verwendet. Aufgrund unterschiedlicher Loslichkeit
verbleiben die Nucleinsduren in der wissrigen, oberen Phase, welche dann abpipettiert werden
kénnen (Chomezynski und Sacchi, 1987; Chomczynski und Sacchi, 2006).

Die Proteine werden durch das Losungsmittelgemisch denaturiert und sammeln sich an der
Phasengrenze (Interphase).

Zunichst wird zur wissrigen Losung das gleiche Volumen an Phenol zugegeben und anschlieSend
mit dem Vortexer gemischt bis sich eine gleichmaBige Triibung einstellt. Nach zweiminiitigem
Zentrifugieren bei 14.000 rpm wird die obere wissrige Phase abpipettiert und das gleiche Volumen
wie die Ausgangslosung an Chloroform mit Isoamylalkohol (24 : 1) zugegeben. Das Zusetzen von
Isoamylalkohol erleichtert hierbei das spétere Abpipettieren der wissrigen Phase. Nach erneutem
zweiminiitigem Zentrifugieren bei 14.000 rpm liegt eine Trennung in eine untere organische
Phenolphase, dazwischen die Interphase mit den denaturierten Proteinen und eine obere wiassrige
Phase mit den Nucleinsiuren vor.

Die obere wissrige Phase wird in ein neues Tube tiiberfiihrt, welches dann nur noch die
Nucleinsduren (DNA/RNA) enthilt.

3.2.4 Ethanolfallung

Die Probe wird mit 125 pl Ethanol 96 % und 5 pl 3 M Natriumacetat versetzt. Nach Durchmischen
mittels Vortexer wird die Probe fiir 20 min bei -80 °C eingefroren, wodurch ein erleichtertes
Ausfillen der DNA beim anschlieenden zwanzigminiitigen Zentrifugieren bei 14.000 rpm und
4 °C erreicht wird (Zeugin und Hartley, 1985). Im Anschluss wird der Uberstand abpipettiert und

das DNA-Pellet mit dem gewiinschten Volumen Wasser resuspendiert.
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3.2.5 Gewinnung von DNA-Fragmenten

3.2.5.1 Restriktionsverdau

Fiir analytische Zwecke oder fiir weitere Klonierungen wurden mit Hilfe von Restriktionsenzymen
Vektoren und DNA-Fragmente geschnitten. Hierflir wurde Reaktionslosung gemif Protokoll des
Herstellers vorbereitet und mindestens 1 h lang bei 37 °C inkubiert. Zur Verwendung mehrerer
Restriktionsenzyme wurde entweder ein kompatibler Puffer fiir die Enzyme ausgewéihlt oder nach
jedem einzelnen Restriktionsverdau mit Hilfe einer Ethanolfillung ein Pufferwechsel
durchgefiihrt. Geschnittene Vektoren wurden fiir anschlieBende Klonierungen dephosphoryliert.
Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegel aufgetrennt und durch DNA-
Extraktion isoliert.

3.2.5.2 Phosphorylierung

Die T4 Polynucleotide Kinase (T4 PNK) fiigt am 5’-Ende von Nukleotidsubstraten Phosphatreste
hinzu. Hierfiir wird 1 ul T4 PNK (=1 U) zu 10 pl DNA-haltiger Losung mit 1 ul PNK Puffer A,
1 ul ATP (ImM-Stock) gegeben und 2 h lang bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wird die T4 PNK

durch 10 min Inkubation des Reaktionsansatzes bei 70 °C inaktiviert.

3.2.5.3 Dephosphorylierung

Die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) entfernt am 5’-Ende die Phosphatreste von Nukleotiden.
Hierflir wird 1 pul SAP (=1 U) zu 20 ul DNA-haltiger Losung gegeben und eine Stunde lang bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wird die SAP durch 10 min Inkubation des Reaktionsansatzes bei
70 °C inaktiviert.

3.2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro durchgefiihrte DNA-Replikation durch die
DNA-Sequenzen vervielféltigt werden konnen. Im Gegensatz zur DNA-Replikation in vivo kann
mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase das Trennen der DNA-Stringe durch Hitze
durchgefiihrt werden. Hierfiir wurden die PCR-Maschinen Thermocycler Primus 25 und
Thermocycler C1000 Touch benutzt. Dariiber hinaus bendtigt man fiir die Reaktionslosung jeweils
einen Primer als Ansatz fiir die Polymerase und anschlieBende Synthese des Sinn- und
Gegensinnstrangs. Aus diesem Grund miissen zumindest teilweise die Basensequenzen der zu
amplifizierenden Sequenz bekannt sein. Neben der DNA-Matrize sind aulerdem noch ein Puffer,
dNTPs und MgCl: fiir die Funktion der DNA-Polymerase notwendig. Nach einer initialen
Erhitzung der Reaktionslosung auf 95°C fiir 3 min zur vollstindigen Trennung der DNA-
Doppelstringe gliedern sich die Zyklen in Denaturierung, Annealing der Primer und DNA-

Synthese. Die Anzahl der gewéhlten Zyklen variiert vor allem von der Anzahl der Ausgangskopien
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der zu vervielfiltigenden Matrize und zusétzlich noch je nach bendtigter DNA-Menge und
notwendiger Genauigkeit der DNA-Sequenz fiir weitere Versuche. Im ersten Schritt, der
Denaturierung, wird die DNA durch Erhitzen auf 95 °C in Einzelstriange aufgetrennt.

Im néchsten Schritt, dem Annealing, wird die Temperatur soweit gesenkt, dass die Primer sich an
ihre revers komplementére Sequenz in der Matrize anlagern kdnnen. Die Annealing-Temperatur
hiangt von der Lédnge und dem GC-Gehalt der Primer ab. Als letzter Schritt folgt dann die DNA-
Synthese bei 72 °C durch die DNA-Polymerase, welche die Primer am freien 3’-OH-Ende mit den
dNTPs verldngert und somit die Doppelstringigkeit der DNA wiederherstellt. Die Dauer der
Synthesephase wird abhingig von der Geschwindigkeit der DNA-Polymerase und der Lénge der
zu vervielfdltigenden Sequenz gewihlt. Durch jeden Zyklus wird dann die Menge der Ziel-DNA-
Sequenz in etwa verdoppelt.

Fiir TA-Klonierungen und analytische Mallnahmen wurde die Taq-Polymerase eingesetzt, fiir
Vervielféltigung von anderen Fragmenten zum Klonieren die Pfu DNA Polymerase und fiir
Mutationsreaktionen die PfuUltra II Fusion.

3.2.5.4.1 PCR-Synthese

Fiir die PCR-Synthese von DNA-Fragmenten — fiir die Verwendung als Insert in Vektoren in
weiteren Klonierungsarbeiten — wurde die Pfu- oder Tag-Polymerase verwendet. Der Vorteil der
Tag-Polymerase ist, dass diese einen 3‘-Desoxyadenosin-Uberhang an das PCR-Produkt anhiingt
und dadurch die sogenannte TA-Klonierung moglich ist. Der in dieser Arbeit verwendete
Vektor pPGEM-T Easy liegt vom Hersteller bereits als linearisierter Vektor mit Desoxythymidin-
Uberhiingen an beiden 3’-Enden vor und ermdglicht daher TA-Klonierungen. Dies verhindert
auBerdem eine Rezirkularisierung. Der Vektor kodiert das Enzym B-Galaktosidase, weshalb eine
Blau-WeiB-Selektion von transformierten Bakterienkolonien moglich ist, wenn die LB-Agar-
Substratplatte mit X-Gal (40 pul 5% in Dimethylformamid) und IPTG (100 pl 40 mM in H20)
vorbestrichen wird. Wenn ein Insert einkloniert ist, wird die Funktionsfdhigkeit des Enzyms
zerstort, sodass kein blauer Farbstoff gebildet wird und die entsprechenden Kolonien weil3
erscheinen. Der Vorteil der Pfu-Polymerase ist die hohere Genauigkeit bei der Amplifikation, da
sie eine Korrekturlesefunktion besitzt. Im Gegensatz zur Tag-Polymerase erstellt diese glatte
DNA-Enden (sogenannte ,,blunt ends*). Uber die Einfiigung bestimmter Sequenzen durch die
verwendeten Primer ist es mdglich, Restriktionsschnittstellen an den Enden des PCR-Produktes
einzufiigen oder schon existierende Schnittstellen zu nutzen. Nach Aufreinigung des Produktes
iiber ein Agarosegel wird es mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und kann

in einen Klonierungs- oder sonstigen Zielvektor einkloniert werden. Als Klonierungsvektor wurde
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héufig pBluescript KS(-) verwendet, da er ebenfalls das Enzym B-Galaktosidase kodiert und eine
Blau-Wei3-Selektion dquivalent zum Vektor pPGEM-T Easy ermoglicht.
Die PCRs wurden mit 18 Zyklen mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

Denaturierung 94°C 1 min

Primeranlagerung  55°C 1 min

Elongation 72 °C 1 min pro 1 kb Insertldnge
Bei Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase wurde die Elongationsdauer verdoppelt, da diese eine
geringere Amplifikationsgeschwindigkeit besitzt.

Fiir die Synthese von PCR-Fragmenten wurde der folgende PCR-Ansatz verwendet:

Menge ‘ Reagenzien

2,5 ul | 10x Pfu-Puffer beziehungsweise 10x Tag-Puffer
1,0 pl | Plasmid (50 ng/pl)

1,0 ul | Primer-3‘ (15 puM)

1,0 4l | Primer-5‘ (15 pM)

L5 ul | dNTP Mix

17 ul | dH,0

1,0 pl | pfu- beziehungsweise Tag-Polymerase

25 ul | Gesamtansatz

Tabelle 28: PCR-Synthese Reaktionsansatz

3.2.5.4.2 PCR-Mutation

Bei der Sequenzwahl der Primer fiir die Mutation wurde eine Basenldnge (sofern moglich)
zwischen 25 und 45 gewihlt und die durchzufithrende Mutation in die Mitte der Sequenz der
Primer platziert. Es wurde ein minimaler Guanin- und Cytosin (GC)-Anteil von mindestens 40 %
angestrebt und dieser zur besseren Bindung fiir die letzten Basen favorisiert. Der Zielwert der
Schmelztemperatur (Tm) war > 78 °C und wurde mit folgender Formel berechnet:

675

+ 100 — Ubereinsti %
Primer Lange (bp) ereinstimmung (%)

T,, = 81,5 + 0,41 X GC-Anteil (%) —

Die verwendeten Primer wurden von Sigma-Aldrich hergestellt und mittels HPLC aufgereinigt.
Die PCR wird mit 18 Zyklen mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

Denaturierung 94°C 1 min

Primeranlagerung  55°C 1 min

Elongation 72 °C 1 min pro 1 kb Plasmidlédnge
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Fiir die Synthese von mutierten Plasmiden wurde der folgende PCR-Ansatz verwendet:

Menge ‘ Reagenzien

2,5 ul | 10x PfuUltra Il Puffer
1,0 ul | Plasmid (50 ng/ul)
1,0 pul | Primer-3‘ (15 uM)
1,0 pul | Primer-5‘ (15 puM)
1,5 ul | ANTP Mix

17 ul | dH,0

1,0 pl | PfuUltra Il Fusion

25 ul | Gesamtansatz

Tabelle 29: PCR-Mutation Reaktionsansatz

Alle verwendeten Plasmide wurden mittels dam* E. coli-Stimmen hergestellt, da durch die
verwendete Pfu Polymerase keine Methylierung des Produkts erfolgt. Es handelt sich hierbei um
eine lineare PCR. Die Primer kdnnen jeweils nur an einen der beiden Einzelstringe binden. Der
Unterschied des Ausgangsplasmids und des mutierten Produkts besteht dann neben der geénderten
Sequenz in der unterschiedlichen Methylierung.
Bei Raumtemperatur lagern sich die komplementédren Stringe zusammen. Durch Zugabe des
Enzyms Dpnl, welches ausschlieflich methylierte oder hemimethylierte DNA spaltet
(Zielsequenz: Gm®ATC), wird DNA mit einem oder beiden Stringen des Ausgangsplasmids in
kleine Fragmente zerschnitten. Hierfiir erfolgt eine Inkubation von 1 h bei 37 °C. Somit liegen
nach diesem Schritt nur noch die neuen linearen Stringe vor. Durch die Verwendung zweier
verschiedener Primer entstehen unterschiedliche Ausgangspunkte der PCR auf dem jeweiligen
Strang, sodass sich zwei sogenannte ,staggered nicks® ausbilden. Dies fiihrt zu einer
doppelstringigen Zirkularisierung des Produkts, wodurch dieses dquivalent zu einem Plasmid
genutzt werden kann.
Das zirkuldre Produkt kann dann in E. coli transformiert, repliziert und im Rahmen von
Miniprdparationen dann das endgiiltige Plasmid ohne Liicken gewonnen werden . Isolierte
Plasmide wurden fiir den Bereich der Mutation zur Kontrolle und zum Ausschluss von fehlerhaften
oder fehlenden Mutationen grundsétzlich sequenziert.
3.2.5.5 Aufbau der shRNA-DNA-Oligonukleotide
Fiir die Expression von shRNA wurde der pSUPER-Vektor (Brummelkamp et al., 2002) und
dessen im Labor weiter entwickelte Derivate pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 verwendet. In
diesen Vektoren wird mit einem H1-Promotor die shRNA mit ihrer Loop-Struktur exprimiert. Im
pSUPER-Vektor werden die DNA-Oligonukleotide iiber Bglll- und HindIII-Schnittstellen
68



einkloniert. In den Vektor-Derivaten wird dies durch eine BglIl- und Sacl-Schnittstelle
bewerkstelligt. Abgesehen von den verdnderten Einklonierungsschnittstellen im Vergleich zu
pSUPER wurden in pSUS, pSUSTER und pSUSTER?2 die gleichen Regeln fiir die Erstellung der
DNA-Oligonukleotide wie fiir die sShARNA-Expression angewendet. Diese sehen dann wie folgt

aus:

5-GATCTCCX'TTCAAGAGAYTTTTTGGAAGAGCT-3'
3- AGGYMWAAGTTCTCTX'AAAAACCTTC -5

X' symbolisiert hierbei den gewihlten Sequenzabschnitt der Ziel-mRNA von 19 Basenpaaren
Linge und Y' die dazu revers komplementire Sequenz. Die 9 Basenpaare zwischen X!° und Y
bilden dann die Loop-Struktur der transkribierten RNA. Die 5 Thymidine (T) am 3‘-Ende dienen
als Stopp-Signal fiir die RNA-Polymerase III. Fiir die in dieser Arbeit gewdhlten Zielsequenzen
siche Tabelle 21.

GCCAUGAGAGAUGUCUACAUU

UUCGGUACUCUCUACAGAUGU SIRNA
GCCAUGAGAGAUGUCUACA UU AAA
UUCGGUACUCUCUACAGAUGU 5 G .G shRNA

A

f

Bglll-Uberhang  Zielsequenz (sense) Hairpin Zielsequenz (antisense) Sacl-Uberhang

GATCTCCGCCATGAGAGATGTCTACATTCAAGAGATGTAGACATCTCTCATGGCTTTTTGGAAGAGCT
AGGCGGTACTCTCTACAGATGTAAGTTCTCTACATCTGTAGAGAGTACCGAAAAACCTTC

N\
) ¥° 4
CCAG AGCT.GTGG AGATC TGAGCT.C
|—‘ o Accl H1-Promotor T'E'i‘}iéiAcf'fé'é}i'GI_
pSUS

Abbildung 11: Einklonierung von shRNA-DNA-Oligonukleotiden und shRNA-Expression am Beispiel pSUS-ERK2
Uber die Bglll- und Sacl-Schnittstellen werden die shRNA-DNA-Oligonukleotide in die Vektoren pSUS, pSUSTER oder
pSUSTER?2 einkloniert. In diesem Beispiel handelt es sich um eine Zielsequenz fiir ERK2. Nach Transfektion des Vektors
pSUS-ERK2 erfolgt die Expression der shRNA durch den H1-Promotor und die Prozessierung zur entsprechenden
SIRNA.

3.2.5.6 Annealing von (shRNA-)DNA-Oligonukleotiden
Zur Aneinanderlagerung von zwei einzelstrangigen DNA-Oligonukleotiden werden diese in dH20
zu jeweils 100 uM geldst und je 1,5 pl der Oligonukleotid-Losungen zu 47 pl Oligonukleotid

Annealing Puffer (OAB) gegeben. Der Ansatz wird mit dem Vortexer durchmischt, in ein 95 °C
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heiBes Wasserbad gestellt und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Dieses langsame
Abkiihlen ist nur bei dem Annealing von shRNA-Oligonukleotiden notwendig, da diese per
Design tiber 19 bp lange revers komplementéire Sequenzen verfiigen und bei hinreichend niedriger
Temperatur priaferentiell intramolekulare Doppelstringe bilden, beziehungsweise komplexe (und
klonierfdahige) Strukturen aus mehr als 2 Oligonukleotiden formen konnen. Alle anderen
Oligonukleotide wurden kurz im Heizblock auf 70 °C erhitzt und bei Raumtemperatur 30 min zum
Abkiihlen stehen gelassen. AnschlieBend wurden die annealten Oligonukleotide phosphoryliert
und in den dephosphorylierten und mit dem Restriktionsenzym BglII geschnittenen pSUPER-
Vektor beziechungsweise eines seiner Derivate ligiert. Kolonien mit Insert wurden dann durch
PCR-Screening selektiert und anschlieBend durch Sequenzierung verifiziert.

3.2.5.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Durch DNA-Ligasen kénnen die Sticky- und Blunt-Enden von DNA-Fragmenten ligiert werden.
In dieser Arbeit wurde jeweils ein geschnittener Vektor, welcher zuvor dephosphoryliert wurde,
mit dem gewihlten Insert mit kompatiblen Schnittenden durch die QuickLigase oder die hoch-
konzentrierte T4 Ligase ligiert. Hierfiir wurde ein Molarititsverhéltnis von Vektor zu Insert von
1:3 gewdhlt. Die Reaktionsmischung wurde geméaf Herstellerprotokoll der Ligasen vorbereitet und
anschlieend 20 min beziehungsweise 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde das
ligierte Konstrukt in E. coli transformiert.

3.2.6 Transformation von kompetenten E. coli

Mit dem Mix & Go E. coli Transformation Kit wurden hochkompetente XL-1 Blue E. coli
Aliquots gemif Kitprotokoll mit je 0,05 ml Bakterien im Kit-Puffer vorbereitet und bei -80 °C fiir
spatere  Transformationen  aufbewahrt. Durch diese  Vorbehandlung wird der
Transformationsprozess einfacher und kiirzer. Fiir die Transformation wurden die Bakterien auf
Eis stehend aufgetaut und dann mit 1 -3 pl Ligationsansatz vermischt. AnschlieBend wurde das
Tube erneut fiir 5 min auf Eis belassen und der Transformationsansatz dann auf vorgewirmte
Kulturplatten (LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin) ausgestrichen.

3.2.7 Kultivierung und Konservierung von E. coli-Stdmmen

Das LB-Festmedium wird aus einem Ansatz von 500 ml LB-Medium, 500 ml Aqua und 15 g Bacto
Agar hergestellt. Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf circa 60 °C wird dieses mit
100 pg/ml Ampicillin versetzt und auf sterile Petrischalen aufgeteilt (je 20 ml).

Nach Transformation wurden E. coli auf Agarplatten fiir 16 —24 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert und anschlieBend maximal 4 Wochen lang bei 4 °C gelagert. Die Kultivierung von
E. coli zur DNA-Priparation erfolgte nach Animpfen von Einzelzellkolonien in LB-Medium mit
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100 pg/ml Ampicillin bei 250rpm und 37 °C im Inkubationsschiittler. Zur langfristigen
Aufbewahrung von Bakterien wurde ein Glycerinstock angelegt. Hierfiir wurde einer
Ubernachtkultur 15 % Glycerin zugesetzt und diese bei -80 °C gelagert.

3.2.8 Selektion der Kolonien

Um einen effektiveren Ablauf von Klonierungen zu ermdglichen, wurden in dieser Arbeit die
Blau-WeiB-Selektion und das PCR-Screening verwendet, um bereits vor der DNA-Préparation
von Plasmiden eine Auswahl der richtigen Kolonien treffen zu konnen. Hierdurch konnten
unndtige DNA-Priparation, Restriktionsverdauungen und Sequenzierungen vermieden werden.
3.2.8.1 Blau-Weil3-Selektion

Die beiden verwendeten Klonierungsvektoren pGEM-T Easy und pBluescript KS(-) kodieren in
IPTG-induzierbarer Form das Enzym B-Galactosidase, wodurch X-Gal zu Galaktose und einem
blauen Indigo-Farbstoff umgesetzt werden kann. Wenn ein Insert erfolgreich einkloniert wurde,
wird dadurch die kodierende Sequenz des Enzyms zerstort und der Farbstoff nicht gebildet. Das
bedeutet, dass XL1-Blue Kolonien auf mit IPTG/X-Gal bestrichenen Kulturplatten mit Insert eine
weille und ohne eine blaue Farbung besitzen.

3.2.8.2 PCR-Screening

In dieser Arbeit wurden viele Klonierungen mit anderen Vektoren als pGEM-T Easy oder
pBluescript KS(-) durchgefiihrt, bei denen keine Blau-Weil3-Selektion mdglich war. Um dennoch
gerade bei Klonierungen mit geringer Effizienz herausfinden zu kénnen, welche Kolonien mit dem
gewiinschten Produkt erfolgreich transfiziert wurden, wurde die PCR-Screening Methode
etabliert. Da die PCR schon sehr geringe DNA-Mengen nachweisen kann, konnten die Kolonien
direkt genutzt werden, um einen Klonierungserfolg anzuzeigen. Hierfiir wurden fiir die
hauptsidchlich verwendeten Vektoren Primerpaare ausgewéhlt, zwischen denen die
Klonierungsstellen liegen. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 17 und die Zuordnung
zu den verschiedenen Vektoren in Tabelle 31 dargestellt. Hierdurch konnten mit Hilfe des
Programmes SnapGene die Grofe der amplifizierten DNA-Fragmente mit und ohne Insert
berechnet und die Produkte im DNA-Gel entsprechend zugeordnet werden. Bei nicht-gerichteten
Klonierungen wurden fiir die PCR bevorzugt auch Primerpaare verwendet, in denen ein Primer
innerhalb des einklonierten Fragments liegt, sodass nur ein in richtiger Orientierung einkloniertes
Fragment zu einem PCR-Produkt fithren kann. Zunéchst wurden die gewdhlten Kolonien auf der
LB-Platte mit Nummern markiert und anschlieBend mit einem Zahnstocher in jeweils ein

vorbereitetes PCR-Tube mit einem PCR-Reaktionsmix getaucht.
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Menge ‘ Reagenzien

2,5ul | 10x Tag-Puffer

0,5ul | dNTP-Mix

0,1ul | 5-Primer

0,1pl | 3-Primer

0,2ul | Tag-Polymerase
20,1ul | dH,0

25 ul | Gesamtansatz

Tabelle 30: PCR-Screening Reaktionsansatz

Zusétzlich wurde eine Leerkontrolle ohne Template angesetzt. Mit allen Proben wurden 35 Zyklen

des folgenden PCR-Schemas durchgefiihrt:

Denaturierung: 94°C, 30s
Primeranlagerung: 55°C,30s
Elongation: 72 °C, 30sje 500 bp

Anschliefend wurden die Proben auf einem 1,5 %-Agarosegel analysiert.

pSUPER T7-5 381 bp nein
poUS SUPER-5’ ' i
pSUSTER p - T3-3 213 bp nein
PSUSTER2 BstXI-5 variabel ja
pcDNA3.1(-) T7-5 pcDNA3.1-3’ 177 bp nein
CMV-Promotor CMV-F-5’ CMV-3’ 132 bp nein
CAG-Promotor CAG-3’ CAG-5’ 321 bp nein
pGEM-T Easy T7-5 SP6-3’ 175 bp nein
pT2 + Derivate pT2-5' 194 bp nein
pT2-3’
BstXI-5’ variabel ja

Tabelle 31: Standardkombinationen fiir das Koloniescreening

Wie beispielhaft das Ergebnis des PCR-Screenings mittels Gelelektrophorese aussieht, ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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M - + - - -+ - +

Abbildung 12: Ergebnis eines PCR-Screenings von Kolonien

Dieses Beispiel zeigt das Ergebnis des PCR-Screenings fiir 9 Kolonien von einer Agarplatte. Auf der ersten Bande ist
der DNA-Gréf3en-Marker (M) sichtbar. 3 Kolonien (Bahnen 4, 8 und 10) enthalten hier das gewtlinschte Insert (+), hier
hat das PCR-Produkt die vorausgesagte GréfSe. Alle anderen Banden zeigen ein PCR-Produkt ohne Insert (-) oder wie

in Bahn 3 sogar gar kein PCR-Produkt.

3.2.9 Sequenzierung

Zur Kontrolle der verschiedenen Klonierungen wurden die Ergebnisse stets sequenziert. Auf diese
Weise konnten Fehler wie die falsche Orientierung des Inserts, Punktmutationen oder auch
Verwechselungen ausgeschlossen werden. Die Sequenzierungen wurden von der LGC Genomics
GmbH nach dem Sequenzierungsverfahren nach Sanger durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren
werden vier verschiedene 2'.3'-Didesoxynucleosid-5'-Triphosphate verwendet, die zu dem
Abbruch der Elongation fithren, da keine 3’-Hydroxylgruppe vorhanden ist. Durch die
Verwendung von fluoreszenzmarkierten 2',3'-Didesoxynucleosid-Resten konnen die entstandenen
Kettenabbauprodukte nach ihrer Linge durch Kapillarelektrophorese und den verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffen durch Sequenzierautomaten den jeweiligen Positionen und Basen
zugeordnet werden. Die Auswertung der von der LGC Genomics GmbH zur Verfiigung gestellten

Signaldaten erfolgte mit Hilfe der Software SnapGene.

3.3 Messmethoden

3.3.1 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, hdufig auch als FACS (fluorescence-activated cell
sorting) bezeichnet, wird eine Zellsuspension angesaugt und hydrodynamisch so fokussiert, dass
immer nur eine Zelle den Messbereich durchquert. Diese Zelle wird von einem Argon-Laser
angestrahlt und das entstehende Streulicht wird mit Linsen gebiindelt und gemessen. Das gerade
abgestrahlte Licht, der sogenannte Forward Scatter (FSC), korreliert mit der GroB3e der Zelle und
das im rechten Winkel abgestrahlte Licht, der sogenannte Side Scatter (SSC), korreliert mit der

Granularitit der Zelle. Durch diese zwei Messparameter kann man verschiedene Zellen
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voneinander unterscheiden. Auch konnen bereits relativ gut tote von lebenden Zellen
unterschieden werden, da diese verschiedene Groflen und Granularitdten besitzen. Neben den
Streulichtsignalen kann mit Hilfe von Spiegeln und Filtern das Licht auch nach verschiedenen
Wellenldngen aufgetrennt und gemessen werden. Dies macht sich die Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie zu Nutze, sodass neben dem FSC und dem SSC bei jeder Zelle auch
emittiertes Licht gemessen werden kann. In dieser Arbeit wurde sowohl die Fluoreszenz von EGFP
und Propidiumiodid (PI) in den Zellen als auch von an die Zellenmembran gebundenem
Annexin V, welches mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder PromoFluor 647 gekoppelt ist,
gemessen. EGFP wurde von den gemessenen Zellen durch die Transfektion eines entsprechenden
Plasmids selbst produziert. PI ist ein Fluoreszenzfarbstoff mit einem Emissionsmaximum bei
590 nm, wobei sich dieses bei Interkalierung mit DNA zu 617 nm verschiebt. Da die intakte
Zellwand fiir PI nicht permeabel ist, kann PI nur in spét-apoptotische und nekrotische Zellen
eindringen und somit konnen diese Zellen durch FACS-Messung von vitalen Zellen unterschieden
werden.

Apoptotische Zellen verlagern als ,,eat-me* Signal fiir Phagozyten Phosphatidylserin (PS) von der
inneren in die duBere Membran. Dies macht man sich zu Nutze, um den Ubergang in die Apoptose
frithzeitig messen zu konnen (Logue et al., 2009). Zur Messung von (pro-)apoptotischen Zellen
wird Annexin V eingesetzt, welches ein 35 —36 kDa Ca?"-abhiingiges Phospholipid-Bindeprotein
mit hoher Affinitéit zu PS ist. Eine Koppelung des Annexin V an einen fluoreszierenden Farbstoff
ermOglicht eine Messung mittels der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Vermes et al., 1995). Das
verwendete Annexin V wurde geméll Protokoll von Logue et al. (2009) im Labor hergestellt und
entweder mit PromoFluor 647 oder FITC verkniipft. Durch die gleichzeitige Messung von PI und
Annexin ist eine Unterscheidung von vitalen, frith-apoptotischen und spit-apoptotischen Zellen
moglich.

Um Zellen zu messen, wurde die Probe in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt und zundchst bei
1200 rpm 5 min zentrifugiert und somit pelletiert. Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Probe
mit 4 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Probe erneut pelletiert und das FACS-R6hrchen
zur weitgehenden Entfernung des PBS auf Papier ausgeklopft. Die zu untersuchenden Zellen
werden in 200 ul PBS (Messung von EGFP und/oder PI) oder Annexin V- Bindepuffer (Messung
von Annexin V und EGFP und/oder PI) resuspendiert. Fiir die Messung mit Annexin wurde dem
Ansatz 1 ul Annexin V-FITC oder PromoFluor 647-Stammldsung und fiir die Messung von PI 4 ul
PI-Stammldsung zugesetzt und die Mischung fiir 10 min unter Lichtausschluss inkubiert. Da

Annexin V-FITC und EGFP im gleichen Frequenzbereich Licht emittieren, muss bei gleichzeitiger
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Messung das rot fluoreszierende mit PromoFluor 647 gekoppelte Annexin V benutzt werden. Alle
Proben wurden mit dem Gerdit FACSCalibur und der Software CellQuest gemessen. Die
Auswertung erfolgte anschlieBend mit der Software FlowJo. Auf diese Weise konnte die FACS-
Messung in dieser Arbeit zur Bestimmung der Zellvitalitit und der Transfektionseffizienz
eingesetzt werden.

3.3.2 AlamarBlue Zellviabilitatsassay

Mit Hilfe von alamarBlue kann die Viabilitdt von Zellen gemessen werden (Page et al., 1993). Der
aktive Inhaltsstoff von alamarBlue ist das fiir die Zelle nicht toxische Resazurin. Dieses kann durch
die Zellmembran ungehindert eindringen und wird von vitalen Zellen mit dem Coenzym NADH
zu Resorufin reduziert. Dieses hat eine rote Farbe und ist stark fluoreszierend, wohingegen
Resazurin blau und nicht fluoreszierend ist. Die Fahigkeit der Zellen Resazurin zu reduzieren,
korreliert mit deren Viabilitdt. Daher kann durch die Messung des Farbunterschieds mit Hilfe eines
Photometers bei 570 nm und 600 nm als Referenzwert die Viabilitdt und Proliferation der Zellen
quantitativ gemessen werden.

3.3.3  Western Blot

Das in unserer Arbeitsgruppe standardméfig benutzte Protokoll zur Durchfiihrung des Western
Blots ist ausfiihrlich in der Publikation von Hausmann et al. (2015) beschrieben. Auf dieser basiert
die folgende Darstellung der Durchfiihrung der verschiedenen Schritte.

3.3.3.1 Proteinisolation

Zur Proteinisolation aus Zellen wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Zum einen
wurden die Zellen mittels Ultraschall und zum anderen mittels eines Puffers lysiert.

Fiir beide Methoden wurde die Zellzahl zunidchst moglichst genau mit Hilfe der Neubauer
Zéhlkammer bestimmt und anschlieBend die gewiinschte Zellzahl entnommen, in Eppendorf
Tubes iiberfiihrt und bei 1200 rpm 5 min herunterzentrifugiert und der Uberstand abgekippt.
Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und schlieflich in fliissigem
Stickstoff oder bei -80 °C tiefgefroren. Fiir Zellmengen von 100.000 — 500.000 wurde meist die
Ultraschalllyse durchgefiihrt, fiir groBBere Zellmengen die Zelllyse mittels Lysepuffer gewahlt und
anschlieBend eine Proteinkonzentrationsbestimmung durchgefiihrt.

3.3.3.1.1 Zelllyse durch Ultraschall

Die Zellen wurden fiir mindestens 20 min bei -80 °C tiefgefroren. Anschlielend wurden fiir die
Ultraschalllyse je 100.000 Zellen 10 pl Ladmmliepuffer zugegeben und unter Eiskiihlung mit
Ultraschallpulsen behandelt (Hielscher UP5SOH mit Sonotrode MS1, Amplitudeneinstellung: 1).
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3.3.3.1.2 Zelllyse durch Lysepuffer und Proteinkonzentrationsbestimmung

Der Vorteil der Isolation mittels Lysepuffer besteht darin, dass eine anschlielende
Proteinkonzentrationsbestimmung mdglich ist und so neben der Zellzéhlung eine weitere Messung
zur Verfligung steht, um eine dquivalente Proteinmenge beim Western Blot aufzutragen. Diese
Methode hat sich allerdings nur fiir groBere Zellmengen als hinreichend genau erwiesen.

Die Proteinbestimmung wurde mit dem BIO-RAD DC Protein Assay Kit nach einer modifizierten
Methode nach Lowry durchgefiihrt. Diese basiert auf einer Folin Reaktion, bei der im alkalischen
Milieu vor allem Tyrosin- und Tryptophanreste der Proteine mit Kupferacetat reagieren. Die
entstehenden Protein-Kupfer-Komplexe haben ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei
750 nm und -minimum bei 405 nm. Dieser Komplex bleibt iiber 1 h lang stabil und ermoglicht so
im Vergleich mit einer Standardreihe und dem Leerwert eine Proteinquantifizierung. Zu den zu
untersuchenden gefrorenen Zellpellets wurden 35 ul des Lysepuffers hinzugegeben und diese
resuspendiert. AnschlieBend wurde das Lysat 20 min auf Eis inkubiert und mit einer gekiihlten
Zentrifuge bei 4 °C 15 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und zur
Proteinbestimmung genutzt. Die Bestimmung wurde mit Doppelwerten in einer 96-Well-Platte
vorgenommen. Neben den Proben wurden jeweils der Leerwert (Lysepuffer) und die
Referenzprobe gemessen. Von den Proben (Leerwert/Referenzprobe/Messprobe) wurden
jeweils 5 ul zu 25 ul Mix-Reagenz (1 ml Reagenz A und 20 pl Reagenz S) und 200 pl Reagenz B
gegeben. Nach 15 min Inkubation unter Lichtausschluss wurde die Absorption bei 750 nm
gemessen und die Proteinkonzentration aus Interpolation mit dem Null- und Referenzwert
ermittelt.

3.3.3.2 Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem molekularen Gewicht erfolgte mit Hilfe der
Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) (Laemmli, 1970).

Die gefrorenen Proben wurden in Limmliepuffer gelost. Durch diesen werden die bereits durch
Hitze denaturierten Proteine weiter linearisiert und auf ihre Primérstruktur reduziert.
Disulfidbriicken werden durch das enthaltene f-Mercaptoethanol durch Reduktion gespalten. Das
Natriumdodecylsulfat (SDS) im Lammliepuffer und im Laufpuffer lagert sich als anionisches
Detergenz an die hydrophoben Regionen der Proteine an. Dies sorgt dafiir, dass die Proteine alle
eine konstant negative Ladung aufweisen, sodass deren eigene Ladung vernachléssigbar ist und
die Sekundir- und Tertidrstruktur aufgeldst wird. Dadurch, dass die Proteine linearisiert sind und
sie eine anndhernd gleiche negative Ladung haben, ist die Laufgeschwindigkeit im Gel

hauptsdchlich von ihrer Ladnge abhingig. In einem 1x TGS-Puffer wurde zundchst eine
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Konzentration der Proteine in einem grobmaschigen, pH-neutralen Sammelgel mit einer
langsamen Laufgeschwindigkeit bei 80V fiir 15 min durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die
weitere Auftrennung nach molekularem Gewicht im feinporigen, basischen Trenngel bei 110V,
bis die durch Bromphenolblau sichtbare Lauffront das untere Ende des Gels erreichte.

3.3.3.3 Proteintransfer und Proteindetektion

Die aufgetrennten Proteine wurden nach dem Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert (Kyhse-Andersen, 1984). Hierfiir wird ein sogenanntes Sandwich aus einem
Filterpapier, einer Nitrozellulosemembran, dem SDS-Gel und einem weiteren Filterpapier
gebildet. Dieses wird in Blottingpuffer mit der Nitrozellulosemembran in Richtung der Anode fiir
1 h einer Spannung von 100 V ausgesetzt. Zur Bestéitigung des Transfers der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran und einer Einschétzung der GleichméBigkeit der Beladung wird diese mit
Ponceau S gefirbt, welches an Aminogruppen bindet. Das Ergebnis wurde durch Einscannen
dokumentiert. AnschlieBend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation in TBS-Puffer mit
1 % Tween 20 (TBS-T-Puffer) und 5 % Magermilchpulver auf einem Schiittler, um Ponceau S zu
entfernen und unspezifische Bindungen der spiter verwendeten Antikorper zu vermindern.
3.3.3.4 Immundetektion

Die Immundetektion erfolgt durch Verwendung spezifischer Antikdrper (Primérantikorper) fiir
das gesuchte Protein. Diese wurden hierfiir in einer Verdiinnung von 1:1000 bis 1:10.000 in TBS-
T-Puffer mit 5% Magermilchpulver und 0,1 % Natriumazid verwendet und fiir 1h bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nicht gebundene Antikdrper wurden zuvor
durch dreimaliges je flinfminiitiges Waschen durch TBS-T-Puffer entfernt. Nachdem diese an das
Protein gebunden haben, bindet an deren Fc-Teil ein zweiter Antikérper (Sekundérantikorper).
Dieser wurde mit einer Verdiinnung von 1:20.000 fir 1-2h in TBS-T-Puffer mit 5%
Magermilchpulver inkubiert und anschlieend erneut dreimal fiir je 10 min mit TBS-T-Puffer
gewaschen. Dieser fiir die Spezies des priméren Antikorpers spezifische sekundédre Antikorper ist
mit der Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt und durch die Zugabe von ECL-
Gebrauchslosung wird im Rahmen einer chemischen Reaktion Licht emittiert. Somit kann durch
Belichtung eines Rontgenfilms die Schwiérzung mit der Anwesenheit und - im Vergleich mit

anderen Proben - auch der relativen Abundanz des Zielproteins korrelieren.
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4  Ergebnisse

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines Teilprojektes der DFG-geforderten
Klinischen Forschergruppe 216 am Universititsklinikum Wiirzburg durchgefiihrt. Ziel war die
Entwicklung und Etablierung eines einfach anzuwendenden, induzierbaren und stabilen shRNA-
Knock-down Systems zur simultanen Blockierung der Expression mehrerer Zielproteine unter
Verwendung von Sleeping Beauty Transposon Plasmiden. Ein solches System sollte die
Moglichkeit eroffnen verschiedene Signalwege des MM gleichzeitig per shARNA-Knock-down zu
adressieren, um neue grundlegende pathophysiologische Erkenntnisse zu gewinnen und
Ansatzpunkte fiir die medikamentdse Therapie zu finden. Im Rahmen der Promotion von Bernhard
Roth wurden hierfiir bereits erste grundlegende Fortschritte erzielt, auf denen diese Arbeit aufbaut.
Aus dem kommerziell verfiigbaren pSUPER-Plasmid mit einem H1-Promotor zur transienten
shRNA-Expression konnte Roth das pSUS (pSUPER-Sacl)-Vektorsystem (siche 4.3.1)
konstruieren und validieren. Dieses erlaubt den modifizierbaren Aufbau von Kassettensystemen
zur simultanen Co-Expression verschiedener shRNAs (sogenannte combinatorial RNA1) mittels
eines einzelnen Vektors. Die Klonierung der Kassetten erfolgt mit geringem zeitlichem und
materiellem Aufwand mit Hilfe eines ,,cut & paste® Mechanismus von einem pSUS-Plasmid in
ein anderes pSUS-Plasmid. Ermoglicht wird dieser Mechanismus durch die Verwendung von sich
nur teilweise selbst regenerierenden Restriktionsenzym-Schnittstellen. Des Weiteren konnte Roth
zeigen, dass der mit transienter Transfektion erreichbare Knock-down von einzelnen bis vier
kombinierten Kassetten im pSUS-Vektorsystem bei semiquantitativer Beurteilung im Western
Blot vollkommen dquivalent zum erreichbaren Knock-down mittels separater pPSUPER-Vektoren
und zudem unabhingig von der Reihenfolge der einklonierten HI-Promotor-shRNA-
Expressionskassetten ist. Daraus lésst sich schlieBen, dass sich die sShRNA-Kassetten gegenseitig
nicht negativ beeinflussen, und bei den Klonierungsarbeiten keine Riicksicht auf Positionseffekte
genommen werden muss. Fiir die Validierung dieses Ansatzes wurde der mitogenaktivierte
Protein-Kinase (MAPK)-Weg gewihlt. Dabei gelang es Roth, neben dem schon etablierten
shRNA-Knock-down von ERK1 und ERK2 (Chatterjee et al., 2004), effektive shRNA-Sequenzen
fiir den Knock-down der Isoformen MEK 1 und MEK2 zu finden. In der vorliegenden Arbeit wurde
an diese Vorarbeit angekniipft, um ein Tet-On-System fiir stabil transfizierbare, induzierbare und
multiple shRNA-Expressionskassetten zu konstruieren, zu etablieren wund dessen
Funktionsféhigkeit zu verifizieren. Im Anschluss an diese Dissertation wurde das etablierte
System im genannten Projekt der Klinischen Forschergruppe 216 im Zuge der Promotion von

Laurens Zugelder fiir weitere klinisch relevante Zielstrukturen eingesetzt.
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4.1 Konzeption

Das neu entwickelte Knock-down-System benoétigt folgende Komponenten, um induzierbare und
multiple Knock-downs von Zielproteinen im MM zu ermdoglichen:
1. Sleeping Beauty Transposon System zur stabilen Transfektion (siehe 1.2.3.2) der zwei
folgenden Komponenten zur TetR- und shRNA-Expression
2. induzierbare shRNA-Expressionskassetten mit sehr gutem Knock-down bei fehlender
Suppression durch TetR (siehe 1.2.4)
3. adéquate und kontinuierliche TetR-Expression zur Suppression der shRNA-Expression im
nicht-induzierten Zustand (siche 1.2.4)
4. induzierbare Expression der siRNA-Expression durch Zugabe eines Tetrazyklins mit dem
Ziel eines effektiven Knock-downs (siehe 1.2.4)
Die beiden Komponenten zur TetR- und shRNA-Expression konnen mit dem Sleeping Beauty
Transposon System entweder zusammen auf einem Plasmid oder unabhéngig voneinander auf
zweil Plasmiden transfiziert werden. Im Folgenden werden beide Herangehensweisen untersucht

und diskutiert. Die favorisierte Verwendung von zwei Plasmiden ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Funktionelles Konzept des induzierbaren shRNA-Knock-down-Systems mit dem SBTS

 Durch eine erste Elektroporation werden mit Hilfe des Sleeping Beauty Transposon Systems die MM Zellen stabil
mit der Expressionskassette (Promotor gelb, TetR-Gen braun) des TetR-Gens transfiziert. Durch die streng
gekoppelte Resistenzkassette (hellblau) kénnen durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums alle MM Zellen
selektioniert werden, welche stabil TetR exprimieren. Alle anderen Zellen werden durch die fehlende Expression
der Antibiotikaresistenz abgetétet.

® Durch eine weitere Elektroporation der im 1. Schritt selektionierten MM Zellen wird mittels Sleeping Beauty
Transposon System eine andere Resistenzkassette (hellblau) verkniipft an eine oder mehrere shRNA-
Expressionskassetten (griin) stabil in das Genom integriert. Da diese Zellen konstitutiv den TetR produzieren,
bindet TetR an den induzierbaren Promotor und verhindert somit eine Expression der shRNAs. Durch eine
anschliefSende Selektion mit den beiden Antibiotika, gegen die die doppelt stabil transfizierten Zellen nun resistent

sind, wird sichergestellt, dass die beiden Komponenten des Systems in séimtlichen Zellen stabil integriert sind.
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Fortsetzung Abbildung 15: Funktionelles Konzept des induzierbaren shRNA-Knock-down-Systems mit dem SBTS

® Durch die Zugabe eines Tetrazyklins — meistens Doxycyclin (DOX) — wird die Bindung des TetR an den induzierbaren
Promotor und die Blockierung der Transkription aufgehoben. Die RNA-Polymerase Ill kann nun ungehindert die
RNA produzieren, die iiber verschiedene Schritte zu shRNA und dann zu siRNA umgewandelt wird. Diese verhindert
dann zusammen mit dem RISC, dass die Ziel-mRNA zum entsprechenden Protein translatiert wird. Fiir den

genauen Mechanismus der RNAi siehe auch 1.2.2 und Abbildung 8 (S. 36).

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com
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4.2 Nutzung des Sleeping Beauty Transposon Systems im Multiplen Myelom

Fiir ein funktionsfahiges Tet-On-System (siche 1.2.4) miissen sowohl die Expressionskassette des
Tet-Repressor-Proteins als auch die der induzierbaren shRNA-Promotoren stabil in das Genom
der Zelle integriert sein. Hierfiir muss grundsétzlich zunichst die Nutzung des SBTS im Multiplen
Myelom etabliert sein und die Moglichkeit bestehen, dauerhaft Proteine und shRNAs induzierbar
zu exprimieren. Dies entspricht dem Punkt 1 der Konzeption (siche 4.1).

4.2.1 Stabile Expression von Proteinen in MM Zellen am Beispiel EGFP

Zur Etablierung des Sleeping Beauty Transposon Systems (siehe 1.2.3.2) in den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien wurde die Expression des griin fluoreszierenden
Proteins EGFP ausgewidhlt. Der Vorteil von EGFP besteht darin, dass dessen Expression
quantitativ durch die Messung der griinen Fluoreszenz mittels FACS bestimmbar ist. Zunéchst
sollten die stabile Integration der EGFP-Expressionskassette ins Genom erzielt und optimale
Selektionsbedingungen (insbesondere beziiglich Dauer und Stirke der Antibiotikaexposition)
bestimmt werden. Das Sleeping Beauty Transposon System integriert — zusdtzlich zum
gewiinschten Insert — eine Expressionskassette fiir eine Antibiotika-Resistenz ins Genom, wodurch
stabil transfizierte Zellen gegen dieses Antibiotikum dauerhaft resistent werden. Um nachfolgend
ausschliefSlich die stabil mit dem Vektor transfizierten Zellen zu selektionieren, muss die
notwendige Antibiotikakonzentration ermittelt werden, welche nicht transfizierte, naive Zellen
vollstindig abtdtet. In dieser Arbeit wurden Vektoren mit Antibiotikaresistenzen zum einen gegen
Aminoglykoside (zum Beispiel Neomycin oder Geneticin) und zum anderen gegen Puromycin
verwendet. Die notwendigen Selektionsbedingungen mit Geneticin (G418) waren bereits im
Vorfeld von unserer Forschungsgruppe bestimmt worden. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Geneticin-Konzentrationen fiir eine Dauer von 10 Tagen sind 750 ug/ml fiir die
Zelllinien JIN-3, AMO-1 und MM.1S und 1.000 pg/ml fiir L-363 und INA-6. Die Bestimmung
der notwendigen Selektionskonzentrationen fiir Puromycin ist im folgenden Abschnitt 4.2.2
beschrieben.

Im Rahmen von transienten Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass in allen verwendeten
Zelllinien eine gute Expression von EGFP, das iiber einen CMV-Promotor exprimiert wird,
erreicht wird. Der verwendete Sleeping Beauty Donor Vektor pT2/SVNeo CMV EGFP
(Vektorkarte: S. 161) besitzt eine Neomycin-Resistenzkassette sowie eine CMV-EGFP-Kassette.
Durch die Transposase SB100X, welche durch Co-Transfektion des Vektors
pCMV(CAT)T7-SB100 transient exprimiert wird, erfolgt die stabile Integration dieser beiden

streng gekoppelten Expressionskassetten ins Genom der Zellen. AnschlieBend sollte bestimmt
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werden, wie stabil die Expression auf Dauer ist, und inwieweit eine bestindige beziehungsweise
erneute Selektion mit Antibiotika notwendig ist. Hier konnte auf Zellen verschiedener MM
Zelllinien mit stabiler EGFP-Expression und Neomycin-Resistenz zuriickgegriffen werden, die
bereits vor Beginn dieser Arbeit etabliert worden waren. Die Elektroporation (siehe 3.1.5) erfolgte
unter optimierten Bedingungen fiir die jeweils verwendeten Zelllinien und die verwendeten
Sleeping Beauty Transposon Plasmide (sieche 3.1.8). Es wurde jeweils die optimale
Elektroporationsspannung fiir die verwendete Zelllinie gewidhlt. Am zweiten Tag nach der
Elektroporation wurde die fiir die Zelllinie ermittelte Selektionskonzentration an Neomycin

zugesetzt. Hierdurch wurden alle nicht stabil transfizierten Zellen innerhalb von 10 Tagen

abgetotet.
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Abbildung 14: Zeitliche Stabilitit der EGFP-Expression in MM Zellen

Initial zeigt sich am Tag 1 nach Elektroporation mit dem pT2/SVNeo CMV EGFP Vektor knapp die Hdlfte der Zellen
EGFP-positiv. Nach erfolgter Selektion mit Geneticin steigt dieser Anteil auf iiber 95 % an und bleibt liber einen
Zeitraum von 231 Tagen auch ohne weitere Selektion mit Geneticin in diesem Bereich. Die restlichen knapp 5 % stellen
hierbei zum einen tote Zellen dar. Zum anderen existiert méglicherweise eine kleine, fast gleichbleibende Zahl an
Zellen, welche zwar die Resistenz exprimieren, aber keine oder eine nur sehr schwache EGFP-Expression besitzen.
Vermutlich handelt es sich hierbei um Zellen, bei welchen eine zuféllige Integration der Neomycin-Resistenz
stattgefunden hat. Diese kann zum Beispiel durch einen Doppel-Strang-Bruch im Bereich der EGFP-Kassette bei der
Integration stattfinden. Der leicht steigende Anteil Idsst sich méglicherweise durch einen geringen

Proliferationsvorteil der Zellen ohne EGFP erkléiren.
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Verifiziert wurde dies mit Hilfe von FACS-Analysen der Zellen, in denen die EGFP-Expression
und PI-Aufnahme gemessen wurden. Die resultierenden FACS-Messdatenreihen, die bereits iiber
Monate hinweg erfasst worden waren, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitergefiihrt.
Dabei ist insbesondere anzumerken, dass die EGFP-Expression im erfassten Messzeitraum von
insgesamt 231 Tagen ohne erneute Selektion mit Geneticin stabil blieb (siche Abbildung 14). Da
keine erneute Selektion notwendig war, ist davon auszugehen, dass diese Messreihen auch fiir die
Selektion mit anderen Antibiotika wie zum Beispiel Puromycin reprédsentativ sind.

Aus diesen Messdaten ldsst sich schlielen, dass in den untersuchten Zelllinien iiber den
untersuchten Zeitraum hinweg kein Silencing des CMV-Promotors stattfand und die EGFP-
Expression keinen substanziellen Einfluss auf das Wachstum und Uberleben der Zellen hat. Dabei
ist die Verdopplungszeit der Zellen mit der von nicht transfizierten Kontrollzellen vergleichbar.
Bei der ebenfalls durchgefiihrten FACS-Analyse mit Annexin V und PI zeigte sich kein erhohter
Anteil toter beziehungsweise proapoptotischer Zellen im Vergleich zur normalen Zellkultur.
4.2.2 Etablierung eines Sleeping Beauty Donor Vektors mit Puromycin-Resistenz

Beim Sleeping Beauty Transposon System handelt es sich um ein Vektor/Plasmid-basiertes
System, wodurch die Moglichkeit besteht, die zu transfizierenden Komponenten auf ein oder zwei
(mehrere) Plasmide zu verteilen. Sofern alle Elemente auf einem Plasmid liegen, ist gewédhrleistet,
dass nach Transfektion und erfolgter Selektion diese auch stabil in das Genom der Zielzellen
integriert sind. Um dies auch bei der Verwendung von zwei (oder mehr) Plasmiden sicherzustellen,
ist es notwendig, dass jedes weitere Plasmid eine weitere, andere Antibiotikaresistenz vermittelt.
Dies hat den Zweck, dass diejenigen Zellen selektiert werden konnen, welche beide (alle)
transfizierten Bestandteile zweifelsfrei stabil in ihr Genom integriert haben. Im konkreten
Anwendungsfall bietet es sich an, dass der induzierbare HI-Promotor gemeinsam mit der TetR-
Expressionskassette auf einem Plasmid durch eine einzige Elektroporation in die Zelle eingebracht
(Ein-Vektor-System) wird oder nacheinander auf zwei verschiedenen Plasmiden durch insgesamt
zwei Elektroporationen (Zwei-Vektor-System).

Bei der zuletzt genannten Moglichkeit wird sinnvollerweise als Erstes der Vektor mit dem TetR
transfiziert. Dadurch kann eine vorzeitige, unerwiinschte shRNA-Expression durch die
suppressive Wirkung des TetR verhindert werden. Bei der Verwendung eines Ein-Vektor-Systems
kann dies hingegen nicht ausgeschlossen werden, da die Produktion von shRNA und TetR in den
Zellen gleichzeitig beginnt. Man kann davon ausgehen, dass die Expression von shRNA durch die
zunichst fehlende beziehungsweise noch zu niedrige TetR-Konzentration nicht komplett

unterbunden werden kann. Um diesen Effekt moglichst weitgehend zu vermeiden, ist es sinnvoll
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die Expressionskassetten von shRNA und TetR auf zwei verschiedene Vektoren aufzuteilen.
Durch die Verwendung zweier Vektoren besteht aulerdem der Vorteil, dass die Klonierungs- und
Transfektionsvektoren eine geringere Anzahl an Basenpaaren besitzen. Somit konnen
Klonierungen mit hoherer Erfolgsrate durchgefiihrt werden und beide verwendeten Plasmide bei
der Elektroporation aufgrund der geringeren Grofle besser in die Zelle eindringen. Nachteilig ist
hingegen, dass ein hoherer Zeitaufwand besteht, da zweimal eine Selektion der Zellen
durchgefiihrt werden muss. Das kann aber durch die Etablierung von Zelllinien, die stabil TetR
exprimieren, auf einfache Weise umgangen werden. Dies ermoglicht nach erfolgter Etablierung
die komplette erste Elektroporation und Selektion nicht jedes Mal erneut durchzufiihren zu
miissen. Dariiber hinaus ist somit die Anwendung in Zelllinien anderer Forschungsgruppen,
welche bereits TetR exprimieren, mdglich. Dieser modulare Aufbau macht das Zwei-Vektor-
System &duflerst flexibel nutzbar und ist deswegen zu bevorzugen.

Als zweiter Vektor wurde zunichst der Vektor pT2B/Puro verwendet, da dieser mit Puromycin
einen anderen Selektionsmarker als der von uns zuvor verwendete Sleeping Beauty Donor Vektor
pT2/SVNeo fiir die shRNA-Expressionskassetten innehat. Dieser Vektor wurde freundlicherweise
von Zsuzsanna Izsvak zur Verfiigung gestellt. Im Weiteren stellte sich heraus, dass der Vektor fiir
die geplante Anwendung in der Ausgangsform nicht geeignet ist (siche 4.2.2).

4.2.2.1 Bestimmung der notwendigen Selektionskonzentration an Puromycin

Fiir die Selektionskonzentration von Puromycin lagen in MM Zelllinien zu diesem Zeitpunkt noch
keine Messungen vor. Daher war es notig zunéchst eine sogenannte ,,Kill-Kurve* zu erstellen, um
die minimale Konzentration ausfindig zu machen, die bei fehlender Resistenz ohne Ausnahme
zum Zelltod flihrt. Hierfiir wurden jeweils eine Million Zellen, die aus der normalen Zellkultur der
verschiedenen Zelllinien entnommen wurden, in 8-Well-Platten in je 3 ml Medium kultiviert.
Neben einer Kontrolle ohne Zugabe von Puromycin, wurden flir die verwendeten Zelllinien
AMO-1, JIN-3, L-363 und MM.1S die Konzentrationen 5,0 - 2,5 - 1,25 - 0,625 - 0,3125 pg/ml
Puromycin verwendet. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 8 Tagen téglich im PI-
Annexin V-Puffer mittels FACS gemessen, wodurch jeweils die minimale Antibiotika-
Konzentration, bei der alle Zellen abgestorben waren, bestimmt werden konnte.

Fiir die Zelllinien MM.1S und L-363 fiihrten alle gewéhlten Konzentrationen zum Zelltod,
weshalb es fiir diese zunédchst nicht moglich war, die minimale notwendige Konzentration zu
ermitteln. Infolgedessen wurde eine weitere Testrethe mit einer Kontrolle und Proben mit
niedrigeren Puromycin-Konzentrationen (0,5 - 0,25 - 0,125 - 0,0625 pg/ml) durchgefiihrt. Aus

diesen Messungen ergaben sich optimale Selektionskonzentrationen fiir MM.1S und L-363 von
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0,5 pg/ml,

von 0,625 ug/ml fir JIN-3 und von 1,25pug/ml fiir AMO-1 bei einem

Anwendungszeitraum von 7 Tagen.
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Abbildung 15: Kill Kurve mit Puromycin fiir verschiedene MM Zelllinien

Tdglich wurde mittels FACS-Analyse der Anteil der PI- und Annexin V-positiven Zellen fiir die jeweiligen Puromycin-

Konzentrationen bestimmt. Pl-positive Zellen werden hierbei als spédtapoptotische/nekrotische Zellen gewertet. In

dieser Abbildung werden Ergebnisse aus den beiden Messungen mit héheren und niedrigeren Puromycin-

Konzentrationen kombiniert dargestellt. Die Messungen am Tag 7 der Selektion mit Puromycin zeigen, dass alle Zellen
der Zelllinien L-363 und MM.1S bei Konzentrationen von 0,5 ug/ml Puromycin und héher vollstdndig abgestorben
sind. Fiir JJN-3 trifft dies ab einer Konzentration von 0,625 ul/ml und fiir JIN-3 und AMO-1 ab 1,25 ul/ml zu.

85



4.2.2.2 Klonierung eines Sleeping Beauty Donor Vektors mit Puromycinresistenz
Der Vektor mit Puromycin-Resistenz sollte zur Proteinexpression (TetR) genutzt werden. Aus
diesem Grund wurde zunéchst die mit EcoRI geschnittene CMV-Promotor-Kassette in die EcoRI-

Schnittstelle von pT2B/Puro einkloniert (siche Klonierung 1).

Restriktion & Ligation

Vektor pT2B/Puro

Verdau EcoRl

Insert pT2/SVNeo CMV

Verdau EcoRl

Produkt pT2B/Puro CMV
| Screening PCR (Primer M13 & CMV-rev) |
‘ Verifikation Sequenzierung (Primer M13) |

Klonierung 1: pT2B/Puro zu pT2B/Puro CMV

Initiale Versuche TetR beziehungsweise TetR-Krab mittels pT2B/Puro CMV (TR
beziehungsweise tTR-Krab (siche Klonierung 2 und Klonierung 3) stabil zu exprimieren und
somit gleichzeitig funktionell den Knock-down von ERK2 durch pT2/SVNeo BN S2 E2 (siche
4.3.3) zu verhindern, blieben erfolglos. Weder konnte TetR beziehungsweise TetR-KRAB im

Western Blot nachgewiesen, noch konnte der Knock-down von ERK?2 supprimiert werden.

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2B/Puro CMV Vektor pT2B/Puro CMV
Verdau Nhel Verdau Nhel
Insert pcDNA3.1(-) tTR Insert pcDNA3.1(-) tTR-KRAB
Verdau Xbal Verdau Xbal
Produkt pT2B/Puro CMV tTR Produkt pT2B/Puro CMV tTR-KRAB
Screening PCR (Primer CMV-F & tTR3) Screening PCR (Primer CMV-F & tTRKRAB3)
Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-F) Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-F)

Klonierung 2: pT2B/Puro CMV zu pT2B/Puro CMV tTR  Klonierung 3: pT2B/Puro CMV zu pT2B/Puro CMV tTR-
KRAB

Um moglichst schnell verschiedene Vektoren funktionell testen zu konnen, wurden beide

Vektoren zunidchst gleichzeitig transfiziert. AnschlieBend wurde die Selektion mit beiden
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Antibiotika gleichzeitig bei den fiir die Zelllinie ermittelten toxischen Konzentrationen 14 Tage
lang durchgefiihrt. Durch die erfolgreiche Selektion von vitalen Zellen konnte die zusitzliche
Erkenntnis gewonnen werden, dass auch eine Doppelselektion mit Geneticin und Puromycin
moglich ist. Da im Rahmen der Problemanalyse pT2B/Puro im Verlauf als ungeeignet identifiziert
werden konnte, wird hier auf die detaillierte Darstellung der durchgefiihrten Herangehensweise
zur Etablierung der stabilen TetR-Expression verzichtet. Dies wird im Folgenden unter
Abschnitt 4.4 ausfiihrlich dargelegt. Der Vektor pT2B/Puro war zuvor noch nicht in unserer
Forschungsgruppe verwendet worden. Daher sollte zum Ausschluss dieses Vektors als Ursache
fiir die mangelnde TetR-Expression dessen Funktion durch die Nutzung zur EGFP-Produktion
verifiziert werden.

Hierfir wurde die CMV-EGFP Kassette mittels EcoRI aus pT2/SVNeo CMV EGFP
ausgeschnitten und in den mit EcoRI geschnittenen pT2B/Puro Vektor einkloniert (siche

Klonierung 4) und anschlieBend unter Standardbedingungen in L-363-Zellen transfiziert.

Restriktion & Ligation

Vektor pT2B/Puro

Verdau EcoRl

Insert pEGFP-N3-mod

Verdau EcoRl

Produkt pT2B/Puro CMV EGFP
‘ Screening PCR (Primer CMV-REV & pT2-3’) |
‘ Verifikation Sequenzierung (Primer M13) |

Klonierung 4: pT2B/Puro zu pT2B/Puro CMV EGFP

Hier zeigte sich in der FACS-Analyse zunichst eine EGFP-Expression, welche aber im zeitlichen
Verlauf zunehmend geringer wurde. Unter Puromycin-Selektion bildete sich nach 10 Tagen eine
zum allergrofiten Teil EGFP-negative und PI-negative Population heraus (siche Abbildung 16).
Dementsprechend musste die Schlussfolgerung gezogen werden, dass diese Population zwar stabil
die Puromycin-Resistenz exprimiert, nicht aber EGFP. Zum verwendeten Vektor pT2B/Puro
existierten bis dahin keine Vektorkarten, welche die repetitiven Erkennungssequenzen IR/DR, die
die Transposase als Begrenzung fiir den ,,cut & paste“-Mechanismus erkennt, abbilden. Zudem
waren zu diesem Zeitpunkt in unserer Forschungsgruppe deren genaue Sequenzen noch nicht

bekannt.
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Abbildung 16: FASC-Analyse von stabil mit pT2B/Puro CMV EGFP transfizierten L-363 Zellen

In der FACS-Analyse der stabil mit dem Vektor pT2B/Puro CMV EGFP transfizierten Zellen stellt sich nach Selektion
mit Puromycin fiir 7 Tage heraus, dass sich hauptsdchlich eine EGFP-negative und Pl-negative Population bildet
(unten rechts). Erwartungsgemdpf sollte diese Population — analog zu Versuchen mit dem Vektor pT2/SVNeo CMV
EGFP — ungefdhr 95 % der gemessenen Zellen darstellen. Dies ldsst vermuten, dass die EGFP-Kassette nicht stabil ins
Genom der Zellen transfiziert wird. Abgesehen von zufdlligen - nicht durch das SBTS vermittelten - Integrationen der
EGFP- und Puromycin- Expressionskassetten ins Genom ist somit die EGFP-Expression allein auf die transiente
Expression direkt vom frisch elektroporierten Plasmid zuriickzufiihren (oben rechts). Die Kontrollzellen werden
erwartungsgemdyfs komplett abgetétet (linke Seite).

Nachdem durch Recherche in den Verdffentlichungen von Ivics et al. die genaue Sequenz der
IR/DR ermittelt werden konnte, zeigte die Analyse des Vektors, dass die verwendete EcoRI-
Schnittstelle auBerhalb der repetitiven Sequenzen (IR/DR) liegt (siche Abbildung 17). Somit wird
die CMV-Kassette nicht stabil in das Genom der Zelle integriert und es findet nur eine transiente
EGFP-Expression statt. Im Kontrast dazu wird die Puromycin-Kassette jedoch stabil ins Genom
integriert, wodurch die Selektion mit Puromycin erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Die
Recherche zur urspriinglichen Verwendung von pT2B/Puro zeigte, dass dieser von Kuzmin ef al.
(2010) nur zur alleinigen Validierung des SBTS durch Puromycin-Resistenzexpression verwendet
wurde und nicht fiir die Expression anderer Komponenten. Hierflir besitzt der Vektor auch keine

verwendbaren Restriktionsschnittstellen.
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Abbildung 17: Transfizierte Kassette und EcoRI-Schnittstelle des Vektors pT2B/Puro
Die EcoRI-Schnittstelle liegt aufBerhalb der Erkennungssequenzen (IR/DR) fiir die Sleeping Beauty Transposase. Somit
wird die Kassette, die in die EcoRI-Schnittstelle einkloniert wird, nicht ausgeschnitten und auch nicht stabil ins Genom

der Zelle integriert. Nur die mittels SV40-Promotor exprimierte Puromycin-Resistenz wird stabil transfiziert.

Dies machte es notwendig, einen eigenen geeigneten Sleeping Beauty Vektor mit Puromycin-
Resistenz zu konstruieren. Hierfiir wurde mit zwei Klonierungsschritten ein Vektor mit
Puromycin-Resistenz aus dem existierenden Vektor pT2/SVNeo BN abgeleitet. Die IR/DR-
Sequenzen sind hierbei beim Vektor pT2B/Puro auf beiden Seiten identisch. Diese entsprechen
der IR/DR-Sequenz auf der 3°-Seite des Vektors pT2/SVNeo. Die IR/DR-Sequenz der 5°-Seite
des Vektors pT2/SVNeo unterscheidet sich in 85 bp von der IR/DR-Sequenz der 3’Seite. Die
weitere Recherche ergab, dass unterschiedliche Sequenzen auf beiden Seiten den Normalzustand
widerspiegeln (Ivics et al., 1997). Der verwendete Ausgangsvektor pT2/SVNeo BN enthélt im
Gegensatz zum Vektor pT2/SVNeo NB die Polylinkersequenz mit den EcoRI und BstXI-
Schnittstellen in entgegengesetzter Orientierung. Zunidchst wurde durch Verdau mit Notl und
Bsml die SV40-Expressionskassette fiir die Neomycin-Resistenz ausgeschnitten und der Vektor
religiert (siche Klonierung 5). Das Plasmid pT2 BN stellt damit einen Sleeping Beauty Donor
,Basis“-Vektor ohne Antibiotikaresistenz dar. Das Puromycin-Resistenzgen wurde mittels PCR
aus dem Plasmid pT2B/Puro vervielfaltigt und in den Vektor pT2 BN einkloniert. Die PCR-Primer
wurden so gestaltet, dass am 5'-Ende des PCR-Fragments eine Nhel-Schnittstelle und am 3'-Ende
eine Xbal-Schnittstelle entsteht. Auf diese Weise wurde beim Einklonieren des Fragments in den
mit Xbal linearisierten Vektor nur an der 3°-Seite eine Xbal-Schnittstelle regeneriert. Um diesen
Vektor vorsichtshalber sofort funktionell zu validieren, wurde erneut die Expression von EGFP

angewendet.
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Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2/SVNeo BN Vektor pT2 BN
Verdau Notl, Bsml Verdau Xbal
Produkt pT2 BN Insert pT2B/Puro
Screening PCR (Primer pT2-5 & T3) PCR Primer Puro-Xba-3‘ & Puro-Nhe-3’
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5) Verdau Xbal und Nhel

Klonierung 5: pT2/SVNeo BN zu pT2 BN
95: P12/ P Produkt pT2 BN SVPuro

Screening PCR (Primer pT2-5' & SV-Puro-3')

Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5)

Klonierung 6: pT2 BN zu pT2 BN SVPuro

Daher wurde in die EcoRI-Schnittstelle des neu entwickelten Vektors die CMV-EGFP Kassette
einkloniert (siche Klonierung 7). Der Vektor pT2 BN SVPuro CMV EGFP wurde in AMO-1-
Zellen transponiert. FACS-Messungen iiber einen Zeitraum von zwei Wochen zeigten die
erfolgreiche Etablierung einer stabil EGFP-positiven Zellenkultur nach Puromycinselektion an.
Auf diese Weise wurde ein Vektor mit Puromycin-Resistenz dquivalent zum Vektor pT2/SVNeo
BN mit Aminoglykosid-Resistenz geschaffen. Um einen universellen CMV-getriebenen
Expressionsvektor fiir mRNAs/Proteine zu bekommen, erfolgte auerdem die Klonierung von pT2
BN SVPuro CMV (siche Klonierung 8), in dem sich statt des kodierenden Bereichs fiir EGFP ein
Polylinker befindet.

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2 BN SVPuro Vektor pT2 BN SVPuro
Verdau EcoRl Verdau EcoRl
Insert pT2/SVNeo CMV EGFP Insert pT2 BN SVPuro CMV
Verdau EcoRl Verdau EcoRl
Produkt pT2 BN SVPuro CMV EGFP Produkt pT2 BN SVPuro CMV
Screening PCR (Primer pT2-5 & CMV-rev) Screening PCR (Primer pT2-5 & CMV-rev)
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5) Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5)

Klonierung 7: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CMV  Klonierung 8: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CMV
EGFP
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Ausgehend von dem hier etablierten Plasmid pT2 BN SVPuro konnte dariiber hinaus ein Protein-
Expressionsvektor mit CAG-Promotor entwickelt werden. Dieser ermoglicht eine dauerhafte,
addquate TetR-Expression in MM Zellen. Fiir die weiteren Details der Notwendigkeit einen
anderen Promotor zu nutzen, sei auf Abschnitt 4.4 verwiesen. Auch eine Etablierung einer stabilen
shRNA-Expression mit dem SBTS ist fiir ein funktionierendes Tet-On Knock-down System
notwendig. Aus thematischen Griinden ist diese Etablierung im folgenden Kapitel unter Abschnitt
4.3.3 zu finden, da dies zunichst die Existenz von funktionalen HI1-Promotor-Kassetten

voraussetzt. Deren Prinzip und Entstehung wird im folgenden Kapitel erldutert.

4.3 H1-Promotor-Kassetten zur stabilen und induzierbaren shRNA-Expression

Um das Ziel einer stabilen und regulierbaren Expression mehrerer ShRNAs in Zellen des MM zu
erreichen, sollten die Kassetten mit den H1-Promotoren in einen Vektor des Sleeping Beauty
Transposon Systems iiberfiihrt werden, um zundchst die Praktizierbarkeit der Selektion und
Effektivitit einer konstitutiven shRNA-Expression exemplarisch zu beurteilen.

Entsprechend Punkt 2 der Konzeption (sieche 4.1) wurde dann im néchsten Schritt das Ziel einer
induzierbaren shRNA-Expression verfolgt (konzeptionelle Begriindung, siche 1.2.4). Hierfiir
wurde der H1-Promotor des pSUS-Vektors derart modifiziert, dass er in einem Tet-On-System
nutzbar ist. Daraus resultiert, dass die Transkription von shRNA erst nach Zugabe eines
Tetrazyklins beginnt. Zuvor wird diese durch die Bindung des Tet-Repressor-Proteins (TetR)
unterbunden. Die Veroffentlichungen von van de Wetering et al. (2003) und Henriksen et al.
(2007) dienten hierfiir als Orientierungshilfe.

4.3.1 Restriktionsenzym-basiertes shRNA-Kassettensystem

Dieser Teil der Arbeit beruht auf dem von Dr. Thorsten Stithmer entworfenen und von Roth
etablierten Restriktionsenzym-basierten shRNA-Kassettensystem auf Grundlage des pSUS-
Vektors. Fiir das weitere Verstindnis ist eine Kenntnis der detaillierten Funktionsweise hiervon
notwendig, sodass diese nachfolgend dargelegt wird.

Fiir die transienten shRNA-vermittelten Knock-down Versuche war in unserer Forschungsgruppe
bereits der pSUPER-Vektor (Brummelkamp et al., 2002) verwendet worden. Um eine stabile
Integration des H1-Promotors aus dem pSUPER-Vektor zu ermdglichen, mussten sowohl der
pSUPER-Vektor als auch das Sleeping Beauty Transposon System derart angepasst werden, dass
diese beziiglich der verwendeten Klonierungsschnittstellen untereinander kompatibel sind.
Aufgrund der Vorgabe, beliebig viele ShARNA-Expressionskassetten auf einem einzigen Plasmid

zusammenzufiithren, konnte der pSUPER-Vektor nicht unverdndert verwendet werden. Dies
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resultierte in der Konstruktion der Vektoren pSUS, pSUSTER und pSUSTER?2, welche fiir die
Einklonierung in das Sleeping Beauty Transposon System kompatibel sind.

Der pSUPER-Vektor wurde zunichst derart modifiziert, dass iiber eine sich selbst regenerierende
Restriktionsenzym-Schnittstelle mehrere H1-Promotor-Kassetten (siehe auch 1.2.2) in einen
Vektor einkloniert werden kdnnen (siche Abbildung 18). Der hierfiir konstruierte Vektor pSUS
nutzt zum Einklonieren von shRNA-kodierenden dsDNA-Oligonukleotiden hinter dem
H1-Promotor eine Bglll- und eine Sacl-Schnittstelle und zum Ausschneiden der gesamten

H1-Promotor-Kassette die Restriktionsenzyme BstXI und Sacl.

D N
N NS
%’Z’Q & <z>’5;\Q %Q\; &
mcs | H1-Promotor H| mcs
pPSUPER
N

r‘iﬁ:iﬁgﬁfigﬂ H1-Promotor BT o= )_l
pSUS

Abbildung 18: Unterschiede zwischen dem pSUS-Vektor und Ursprungsvektor pSUPER

Aus dem pSUPER-Vektor wurde durch Mutation der pSUS-Vektor konstruiert. Hierbei wurde zum einen die Sequenz
der BstXI-Schnittstelle derart verdndert, dass der entstehende Uberhang Sacl-kompatibel ist. Im Zuge dessen wurden
die stromaufwdrts vom H1-Promotor gelegene Sacl- und BamHI-Schnittstelle entfernt. Zum anderen wurde die
stromabwidirts vom H1-Promotor gelegene Hindlll-Schnittstelle in eine Sacl-Schnittstelle umgewandelt.

Die BstXI-Schnittstelle wurde so konstruiert, dass bei deren Restriktionsverdau ein Sacl-
kompatibler Uberhang entsteht. Somit kann die durch einen Verdau mit BstXI und Sacl
entstandene Kassette in einen anderen nur mit BstXI geschnittenen pSUS-Vektor einkloniert
werden. Dies wird durch eine Besonderheit der BstXI-Schnittstelle ermdglicht, welche zwischen
der palindromen Erkennungssequenz 6 frei wiahlbare Basenpaare aufweist. Die dazu gewahlten
ersten 5 Basen entsprechen der Sacl-Schnittstelle (GAGCTC), doch wurde als 6. Base ein Guanin
anstelle eines Cytosins verwendet. Auf diese Weise entsteht beim Schneiden mit BstXI zwar ein
Sacl-kompatibler-Uberhang, jedoch werden beim Einklonieren einer mit BstXI und Sacl
geschnittenen shRNA-Expressionskassette aus einem anderen pSUS-Vektor an der
Verkniipfungsstelle beider Kassetten weder die BstXI noch die SacI-Schnittstelle regeneriert. Am
5'-Ende hingegen wird die Sacl-kompatible BstXI-Schnittstelle sehr wohl regeneriert, wiahrend die
am weitesten 3' gelegene Sacl-Schnittstelle unangetastet bleibt. Das entstandene Doppel-shRNA

Expressionskassetten-Fragment ist daher - wie vorher die Einzelkassetten - wiederum von
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singuldren BstXI- und Sacl-Schnittstellen flankiert. Die Nutzung des Kassettensystems auf Basis
des Vektors pSUS ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Restriktionsenzym-basiertes Kassettensystem mit dem Vektor pSUS zur multiplen shRNA-Expression
In dieser Abbildung ist exemplarisch die Einklonierung @ einer einzelnen H1-Promotor-Kassette aus pSUS-ERK2 in
den shRNA-Expressionsvektor pSUS-ERK1 dargestellt. Es entsteht der Vektor pSUS-ERK2ERK1, welcher sowohl shRNAs
mit dem Ziel ERK1 als auch ERK2 exprimiert. Dariiber hinaus ist die Klonierung @) der Kassette aus pSUS-MEKIMEK2
in pSUS-ERK2ERK1 zu pSUS-M2M1E2E1 dargestellt, wodurch ein shRNA-Expressionsvektor entsteht, der gegen vier
verschiedene Ziel-mRNAs gerichtet ist. Hierbei sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen rot hervorgehoben.
Aufgrund der Sequenzwahl der BstXI-Schnittstelle wird die BstXI-Schnittstelle regeneriert. Zwischen den einzelnen
H1-Promotor-Expressionskassetten bilden sich hierbei keine neuen Schnittstellen. Dies macht ein Kassettensystem
von HI1-Promotor-Expressionskassetten mdglich, die in beliebiger Weise und quasi unbegrenzt hintereinander
kloniert werden kénnen. AufSerdem bleibt die Gesamtheit der shRNA-Expressionskassetten jederzeit durch die
5'-gelegene Sacl-kompatible BstXI-Schnittstelle, und die 3'-gelegene Sacl-Schnittstelle flankiert, die somit ein
Ausschneiden und weiteres Subklonieren zum Beispiel in einen geeigneten Sleeping Beauty Vektor erlauben. Im
Gegensatz zum pSUPER-Vektor bietet der pSUS-Vektor somit die Mdglichkeit mehrere shRNAs von einem Vektor zu
exprimieren.
@ In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pSUS-ERK2 kann eine aus einem anderen pSUS-
Vektor ausgeschnittene pSUS-ERK2-Kassette einkloniert werden.
® In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pSUS-ERK2ERK1 kann eine aus einem anderen
pSUS-Vektor ausgeschnittene pSUS-MEK1IMEK2-Kassette einkloniert werden. Die Klonierung von pSUS-
MEK1IMEK2 erfolgt durch die Einklonierung der pSUS-MEK1-Kassette in pSUS-MEK2 dquivalent zu (D.
Sowohl in © als auch @ wird die Kassette mit BstXl und Sacl ausgeschnitten, wodurch auf beiden Seiten Sacl
kompatible Uberhéinge entstehen.
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Fir pSUS war in mehreren Versuchen von Roth die Gleichwertigkeit der Knock-Down-
Funktionalitdt zu pSUPER nachgewiesen worden (Fink ef al., 2018) und wird im Folgenden als
Grundlage vorausgesetzt. Durch Ersetzen des H1-Promotors im pSUS-Vektor durch den H1-
Promotor des pTER-Vektors (van de Wetering et al., 2003), welcher sich durch eine TetO-Sequenz
3¢ der TATA-Box vom HI-Promotor im pSUS-Vektor unterscheidet, wurde der erste potentiell
induzierbare und Kassettensystem-fahige shRNA-Expressionsvektor hergestellt. Dieser Vektor
wird als pSUSTER bezeichnet (Vektorkarte: S. 157).

Zur Herstellung von pSUSTER wurden die Vektoren pTER und pSUS mit Bglll und Aatll
geschnitten und das circa 200 bp lange HI-Promotor-Fragment aus pTER in pSUS einkloniert
(siche Klonierung 9). Da nur eine TetO-Sequenz fiir eine vollstdndige Repression der shRNA-
Expression im nicht-induzierten Zustand als zumeist unzureichend (,,Leakiness®“) beschrieben
wurde (van de Wetering et al., 2003; Zhang et al., 2007), wurde durch Mutation von pSUSTER
eine weitere TetO-Sequenz vor der TATA-Box generiert (siche Mutation 1). Dieser Vektor wurde
aufgrund seiner zwei TetO-Sequenzen pSUSTER2 (=pS2) genannt (Vektorkarte: S. 158; Fink et
al. (2018)).

Restriktion & Ligation Mutation
Vektor pSUS Vektor pSUSTER
Verdau Bglll & Aatll Oligos MUT-S2
Insert PTER Produkt pPSUSTER2 (=pS2)
Verdau Bglll & Aatll Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)
Produkt pSUSTER Mutation 1: pSUSTER zu pSUSTER2
Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)

Klonierung 9: pSUS zu pSUSTER
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Abbildung 20: Aufbau der Vektoren pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2

Ubersicht der Verdnderungen des pSUPER-Vektors bis hin zum pSUSTER2-Vektor. Dem pSUS-Vektor wurden ein
beziehungsweise zwei TetO-Sequenzen hinzugefiigt, um eine induzierbare Version des H1-Promotors zu erzeugen.
Dieser kann ebenfalls im etablierten pSUS-Kassettensystem verwendet werden. Der Vektor pSUSTER besitzt eine
TetO-Sequenz nach der TATA-Box und wurde bereits von van de Wetering et al. (2003) untersucht. Eine weitere
Version mit zwei TetO-Sequenzen stellt der pSUSTER2-Vektor dar, der eine TetO-Sequenz genau wie der pSUSTER-
Vektor nach der TATA-Box besitzt, aber zusdtzlich noch eine weitere TetO-Sequenz vor der TATA-Box. Diese
Konfiguration des H1-Promotors wurde von Henriksen et al. (2007) als der beste induzierbare Promotor zur shRNA-

Expression identifiziert.

Die Sequenz und Position des TetO fiir das Design der Mutations-DNA-Oligonukleotide wurde
hierbei von Henriksen et al. (2007) iibernommen. Fiir die modifizierten, induzierbaren HI-
Promotoren, welche in pSUSTER und pSUSTER?2 vorliegen, konnte von van de Wetering et al.
(2003) und Henriksen et al. (2007) in verschiedenen Zelllinien bereits gezeigt werden, dass die
Knock-down Effizienz bei Induktion genauso gut ist wie beim urspriinglichen, unmodifizierten
HI-Promotor in pSUPER. Da gemil Literaturrecherche noch keine Erkenntnisse iiber die
Nutzung in MM Zelllinien sowohl fiir transiente als auch stabile Knock-downs mit diesen beiden
induzierbaren H1-Promotoren vorlagen, wurde zunichst die potenzielle Knock-down Effizienz fiir
beide Vektoren in MM Zellen validiert. Hierfiir wurde in transient transfizierten Zellen der
unverdnderten Zelllinien (also in Abwesenheit des TetR-Proteins) semiquantitativ die Tiefe des
konstitutiven Knock-downs von ERK2 durch die Vektoren pSUSTER beziehungsweise
pSUSTER2 mit der von pSUS und pSUPER verglichen.
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4.3.2 Aquivalenz des transienten Knock-downs verschiedener Modifikationen des H1-Promotors
Aufgrund der fritheren Verfiigbarkeit des Vektors pSUSTER-ERK2 wurde zunichst eine
transiente Transfektion mit diesem im Vergleich zu pSUS-ERK2 in der Zelllinie L-363
durchgefiihrt. Hierfiir wurden L-363 Zellen mit dem Plasmid pCD4A zur spéteren
Saulenaufreinigung dem Plasmid pEGFP-N3 zur Beurteilung der Elektroporationseffizienz und
dem Plasmid pSUS-ERK2 beziehungsweise pSUSTER-ERK?2 elektroporiert. Zusétzlich wurde
ein Kontrollansatz nur mit pCD4A und pEGFP-N3 transfiziert. Aufgereinigte transfizierte Zellen
wurden an Tag 3 nach Elektroporation geerntet und per Western Blotting auf die Expression von
ERK2 hin untersucht. Aquivalent wurde dies fiir pSUSTER2, nachdem dessen Klonierung
abgeschlossen war, mit JIN-3 Zellen durchgefiihrt. Es wurde hier, um eine Ubersicht und gréBere
vertikale Validitdt zu erreichen, die normale Zellkultur mit pPSUPER ohne shRNA, pSUPER-
ERK2, pSUS-ERK2 und pSUSTER2-ERK2 verglichen. Zusétzlich wurde in JIN-3 ein Vergleich
von pSUPER ohne shRNA, pSUPER-ERK?2, pSUS-ERK2, pSUSTER-ERK2 und pSUSTER2-
ERK2 durchgefiihrt. Diese Versuche zeigten homogene Knock-down Qualititen aller
verwendeten Vektoren. In Abbildung 21 sind die Western Blots der beiden Versuche mit JIN-3
Zellen dargestellt. Der hier nicht dargestellte Versuch mit L-363 Zellen fiihrte zu demselben

Ergebnis mit gleichwertigem Knock-down aller untersuchten Vektoren.
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Abbildung 21: Vergleich des Knock-downs von ERK2 mit pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 in JIN-3

Der Knock-down von ERK2 durch pSUPER, pSUS, pSUSTER und pSUSTER2 (Bahnen 2 bis 5) jeweils mit derselben shRNA
gegen ERK2 stellt sich sowohl in der Zelllinie L-363 (hier nicht dargestellt) als auch in der Zelllinie JIN-3 als gleichwertig
heraus. Alle verwendeten Konstrukte zeigen einen sehr guten Knock-down von ERK2 gegeniiber der Kontrolle von
Zellen der normalen Zellkultur beziehungsweise bei Transfektion mit dem leeren pSUPER-Vektor (Bahn 1). Aufgrund
dieser Erkenntnisse ldsst sich annehmen, dass die durchgefiihrten Verénderungen am HI1-Promotor zu keinen
Einschréinkungen der Knock-down Qualitéit in den untersuchten MM Zelllinien fiihren.
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4.3.3 Stabile Expression von shRNA und Knock-down in MM Zellen am Beispiel von ERK2

Der néchste Schritt bestand — dquivalent zur stabilen EGFP-Expression — in der Etablierung der
konstitutiven shRNA-Expression durch die stabile Integration von H1-Promotoren mit dem SBTS.
AnschlieBend sollte zunichst untersucht werden, wie lange der shRNA-vermittelte Knock-down
unvermindert oder aber mit Einschriankungen anhilt. Als Zielproteine fiir die Etablierung des
shRNA-Kassettensystems waren im transienten Rahmen in der Promotionsarbeit von Roth bereits
Komponenten des mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalwegs ausgewéhlt worden.
Dieser triagt zur Regulierung der Embryogenese, der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und
der Apoptose bei (Lippman und El-Naggar, 2012) und ist dabei einer der am besten untersuchten
Signalwege iiberhaupt (Molina und Adjei, 2006). Bei einer Uberaktivierung besitzt der Signalweg
eine onkogene Wirkung. In bis zu 50 % aller MM ko&nnen initial (Heuck et al., 2015) aktivierende
Mutationen des mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalwegs nachgewiesen werden.
Auch in anderen Malignomen konnen in 30% der Félle Mutationen dieses Signalwegs
nachgewiesen werden (Garnett und Marais, 2004). Diese Mutationen betreffen hierbei hiufig das
G-Protein Ras oder die Proteinkinase Raf (Molina und Adjei, 2006), welche die aktivierenden
Schritte des Signalweges vor MEK und ERK darstellen (Lippman und El-Naggar, 2012; Xu et al.,
2001). Der Ablauf der intrazelluldren Signalweiterleitung und Wirkung des MAPK-Wegs sind in
Abbildung 22 schematisch abgebildet.

Die fiir spétere Knock-downs gewihlten Proteine sind die beiden Isoformen MEK1 (MAP2K1)
und MEK2 (MAP2K2) der Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kinase (MEK) sowie die beiden
Isoformen ERKI (MAPK3) und ERK2 (MAPK2) der Extrazelluldrsignal-regulierten
Kinase (ERK). MEK1/2 sind funktional identisch und kénnen somit die im Signalweg folgenden
ERK1/2 redundant aktivieren (Aoidi et al., 2016).
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Abbildung 22: Signaltransduktion des mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalwegs

Der MAPK-Signalweg wird beispielsweise durch ein T-Zell-Rezeptor (TCR) vermitteltes Signal aktiviert und fiihrt zur
Aktivierung des G-Proteins Ras, welches wiederum die Kinase Raf aktiviert. Daraufhin schliefst sich die Aktivierung
der redundanten Kinasen MEK1 und MEK2 an. Diese fiihren zur erneut redundanten Aktivierung der Kinasen ERK1
und ERK2. Diese besitzen als Substrat den Transkriptionsfaktor Elk, der zur Freisetzung des weiteren
Transkriptionsfaktors Fos fiihrt. Als Fos-Jun-Komplex aktiviert dies die Transkription verschiedenster anderer Gene.

Diese Abbildung wurde erstellt mit BioRenderer.com

Da dieser Teil des Signalwegs aus redundanten Zielstrukturen besteht, bietet sich hier die
Anwendung mehrerer gleichzeitiger Knock-downs an. Als erstes Knock-down Ziel wurde ERK2
gewihlt, da hier bereits ausgiebig Erfahrung mit transienten Knock-downs existierte und sich in
allen verwendeten Zelllinien stets eine sehr gute Suppression mit der etablierten shRNA-Sequenz
gezeigt hatte. Da auBlerdem die verwendeten Antikorper sowohl das ERK2 wie auch das ERK1
Protein erkennen, ist quasi eine intrinsische Ladekontrolle fiir die Beurteilung der spezifischen
shRNA-Wirkung vorhanden. Zudem konnten Chatterjee et al. (2004) sowie Zhang und Fenton
(2002) durch Verwendung von pharmakologischen MEK1/MEK2-Inhibitoren zeigen, dass auch
eine praktisch vollstindige Inhibition des gesamten MAPK-Signalwegs auf der Ebene von MEK
keinen kurz- bis mittelfristigen Einfluss auf das Uberleben von MM Zellen hat, was fiir die
Interpretation aller transienten und konstitutiv stabilen Knock-down-Experimente eine wichtige
Voraussetzung ist. Der theoretische Ablauf des stabilen Knock-downs von ERK2 in MM Zellen

ist in Abbildung 23 schrittweise wiedergegeben.
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Abbildung 23: Stabiler shRNA-vermittelter Knock-down von ERK2 mit dem Sleeping Beauty Transposon System
Durch Elektroporation wird das Expressionsplasmid fiir die Sleeping Beauty Transposase und der Sleeping Beauty
Donor Vektor mit der H1-Promotor-Kassette aus pSUS, pSUSTER oder pSUSTERZ2 in die Zelle eingebracht. Durch die
Transposase erfolgt die stabile Integration der H1-Promotor-Kassette ins Genom der Zelle. AnschliefSend erfolgt durch
die RNA-Polymerase Il die Expression der RNA, die durch weitere Schritte zu shRNA und dann zu siRNA prozessiert
wird (siehe auch Abbildung 8). Daraufhin schliefSt sich dann der Knock-down durch mRNA Spaltung oder
translationale Repression an. Die erfolgreich stabil transfizierten Zellen werden anschliefend mittels Antibiotikum

selektiert.
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Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2 NB/SVNeo NB Vektor pT2 NB/SVNeo NB
Verdau BstXI Verdau BstXI
Insert pSUSTER-ERK2 Insert pSUSTER2-ERK2
Verdau BstX| & Sacl Verdau BstX| & Sacl
Produkt pT2/SVNeo NB SUSTER-ERK2 Produkt pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK2
Screening PCR (Primer Su-5‘ & pT2-3) Screening PCR (Primer Su-5 & pT2-3)
Verifikation | Sequenzierung (Primer T7) Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)

Klonierung 10: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB Klonierung 11: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB

SUSTER-ERK2

Als vielversprechendstes Konstrukt fiir stabile, spitere induzierbare Knock-downs wurde das
Plasmid pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK2 mit dem Sleeping Beauty Transposon System in
verschiedene MM-Zelllinien transponiert (siche Klonierung 11). Dazu wurden Zellen der
Zelllinien L-363, AMO-1, JIN-3, INA-6 und MM1.S mit dem Vektor pPCMV(CAT)T7-SB100 und
dem Vektor pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK?2 beziehungsweise pT2/SVNeo NB als Leervektor-

Kontrolle transfiziert.
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L-363 AMO-1 JIN-3 INA-6 MM.1S
1 2 3 4 5 7 8 9 10
- ne— b ﬂ g ~ S g~ — | a-Tubulin
= || - - - JR— = v ESE;
T, O T, Ox f On 4 o, f, O
o%“o e/"‘la o,)‘”’o e/"‘b o%‘o e/"& o,)("co e/"b o%"o e/"b
% % % % %
"y Ty e e T, T T
R R 2 R 2
\@¢ \&* \@4 \&& -
% * % %

Abbildung 24: Stabiler shRNA-vermittelter Knock-down von ERK2 in verschiedenen MM Zelllinien

Die MM Zelllinien L-363, AMO-1, JIN-3, INA-6 und MM.1S wurden stabil mit dem Vektor pT2/SVNeo S2-ERK2
transfiziert. Nach einer Selektion mit Geneticin fiir 15 Tage zeigte sich fiir alle untersuchten MM Zelllinien im Western
Blot ein sehr guter Knock-down von ERK2 (Bahnen 2, 4, 6, 8, 10) im Vergleich zu mit pT2/SVNeo NB transfizierten
Kontrollzellen (Bahnen 1, 3, 5, 7,10). Die Knock-down-Qualitét entspricht hierbei dem Level, welches in transienten

Versuchen mit dem Vektor pSUS-ERK2 beziehungsweise pSUPER-ERK2 erreicht werden konnte.
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Die Zellen wurden 15 Tage lang mit Geneticin selektioniert und anschlieBend wurde fiir jede
Zelllinie ein Western Blot mit Farbung von ERK1/2 sowie alpha-Tubulin als Ladungskontrolle
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass in allen verwendeten Zelllinien ein semiquantitativ guter bis sehr
guter Knock-down erzielt werden konnte (siche Abbildung 24).

4.3.4 Bestandigkeit des stabilen Knock-downs verschiedener Modifikationen des H1-Promotors
Um herauszufinden, ob die Unterschiede in der HI-Promotor Sequenz von pT2/SVNeo SUSTER-
ERK2 (siche Klonierung 10) und pT2/SVNeo SUSTER2-ERK2 (HI-Promotor mit
Ix TetO VS 2x TetO) einen potenziellen Einfluss auf die Bestidndigkeit des stabilen Knock-downs
mit shRNA haben, wurden mit dem Vektor pT2/SVNeo SUSTER-ERK2 beziehungsweise
pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK2 transfizierte L-363 Zellen nach Selektion mit Geneticin fiir 14
Tage insgesamt 65 Tage lang weiter kultiviert. Auf eine Untersuchung stabiler Knock-downs mit
dem H1-Promotor ohne TetO-Sequenz (pT2/SVNeo NB SUS-ERK?2) wurde, aufgrund der guten
Ergebnisse des vorherigen Abschnitts und der Notwendigkeit ein induzierbares Konstrukt zu

nutzen, verzichtet.
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Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf des stabilen Knock-downs von ERK2 mit pT2/SVNeo SUSTER(2) ERK2

Um dquivalent zur EGFP-Expression eine Aussage liber die Bestdndigkeit des stabilen shRNA-vermittelten Knock-
downs machen zu kénnen, wurden Western Blots zur Bestimmung der Knock-down Qualitéit zu verschiedenen
Zeitpunkten durchgefiihrt. Dies wurde fiir ERK2 in L-363 Zellen sowohl mit dem Vektor pT2/SVNeo SUSTER ERK2 als
auch mit dem Vektor pT2/SVNeo SUSTER2 durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die zusdtzliche TetO-Sequenz
keinen Einfluss auf ein eventuelles Silencing hat. Es zeigte sich fiir die beiden H1-Promotoren, egal ob mit einer oder
zwei TetO-Sequenzen, das gleiche Ergebnis mit einer stetig zunehmenden Expression von ERK2 mit Erreichen des

Ausgangslevels der Kontrolle (K) — soweit das die Anzahl der Messpunkte zulésst —am Tag 50 nach Elektroporation.
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Nachdem sich gezeigt hatte, dass auch der zeitliche Verlauf der Knock-down Qualitdt von
pT2/SVNeo NB SUSTER-ERK2 und pT2/SVNeo NB SUSTER2-ERK2 das jeweils gleiche
Niveau besitzt, wurde die Uberpriifung der zeitlichen Bestindigkeit auf die Zelllinien JIN-3,
AMO-1 und INA-6 ausgeweitet und in L.363 wiederholt. Es konnte gezeigt werden, dass in allen
Zelllinien (dieses Mal auch in L-363) nach 50 Tagen noch ein Knock-down von ERK2 vorhanden
ist. Allerdings ist ab diesem Zeitpunkt ein wieder zunehmendes ERK2 Signal zu beobachten. An
Tag 65 nach Elektroporation ist in verschiedenen Zelllinien wieder eine gut sichtbare Expression
von ERK2 im Western Blot zu verzeichnen. Gerade bei INA-6 Zellen, bei denen der MAPK-
Signalweg Einfluss auf die Proliferation hat (Burger et al., 2001), zeigt sich schon recht friih eine
erneut ansteigende Expression von ERK2. Dies konnte ein Hinweis auf Selektionsvorteile
zugunsten der funktionell am wenigsten durch die stabile Knock-down-Prozedur betroffenen

Klone sein.
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Knock-down Qualitét von ERK2 in verschiedenen MM Zelllinien

Aquivalent zum zeitlichen Verlauf des Knock-downs von ERK2 in L-363 Zellen zeigte sich auch in den Zelllinien
AMO-1 und JIN-3 (hier nicht dargestellt) ein dhnliches Ergebnis mit einer stetigen Zunahme der ERK2-Expression nach
initial gutem Knock-down im Vergleich zur Kontrolle (K). Insbesondere der hier dargestellte zeitliche Verlauf bis 65
Tage nach Transfektion in INA-6 Zelle zeigt mit einer geringeren Effizienz als in den anderen Zelllinien Unterschiede
der Knock-down Persistenz in verschieden Zelllinien auf. Dies kann aber nur vermutet werden, da von einer Varianz
zwischen verschiedenen Versuchen trotz éhnlicher Bedingungen ausgegangen werden muss. Beispielweise stellt sich
im Kontrast zum vorherigen Versuch der Knock-down in L-363 nach 65 Tagen deutlich besser dar.

Wie bei transienten Versuchen hatten sich auch bei der stabilen Transfektion von MM Zellen keine
Unterschiede zwischen den H1-Promotoren aus pSUSTER und pSUSTER?2 beziiglich Knock-
down Qualitdt und Bestindigkeit gezeigt. Im Weiteren wurde nur noch der H1-Promotor mit zwei
TetO-Sequenzen (aus pSUSTER?2) verwendet, da dieser wie bereits ausgefiihrt gemif Studienlage

eine geringere Leakiness aufweist.
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4.3.5 Stabiler und simultaner Knock-down von mehreren Zielproteinen

Analog zum stabilen Knock-down von ERK2 sollte durch den gleichzeitigen Knock-down
von 4 verschiedenen Kinasen (ERK 1, ERK2, MEK 1, MEK?2) die Eignung eines multiplen shRNA-
Expressionsvektors fiir simultanes Targeting verschiedener Zielstrukturen getestet werden.
Zunichst wurde fiir jedes einzelne Ziel ein eigener shRNA-Expressionsvektor auf Basis von
pSUSTER?2 kloniert (siehe 4.2), wobei die etablierten DNA-Oligonukleotide (siche 4.3.1) erneut
zum Einsatz kamen. Die BstXI/Sacl Kompatibilitit des Kassettensystems wurde genutzt, um die
Vektoren pSUSTER2-MEK2/MEK1 (pS2-M2M1) und pSUSTER2-ERK2/ERK1 (pS2-E2E1) mit

je zwei H1-Promotor-Kassetten zu erschaffen (siche Klonierung 12 und Klonierung 13).

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pSUSTER2-ERK1 Vektor pSUSTER2-MEK1
Verdau BstXI Verdau BstXI
Insert pSUSTER2-ERK2 Insert pSUSTER2-MEK2
Verdau BstXI & Sacl Verdau BstXI & Sacl
Produkt pPSUSTER2-ERK2ERK1(E2E1) Produkt pPSUSTER2-MEK2MEK1(M2M1)
Screening PCR (Primer T7 & T3) Screening PCR (Primer T7 & T3)
Verifikation | - Verifikation | -
Klonierung 12: pSUSTER2-ERK1 zu pSUSTER2-E2E1 Klonierung 13: pSUSTER2-MEK1 zu pSUSTER2-M2M1

Anschliefend wurde die M2M 1-Doppelkassette mit BstXI und Sacl herausgeschnitten und in die
BstXI-Schnittstelle von pS2-E2El  einkloniert, wodurch der Vektor pSUSTER2-
MEK1/MEK2/ERK1/ERK2 (pS2-M2M1E2E1) entstand (siche Klonierung 14).

Restriktion & Ligation

Vektor PSUSTER2-E2E1

Verdau BstXI

Insert pSUSTER2-M2M1

Verdau BstX! & Sacl

Produkt pSUSTER2-M2M1E2E1
Screening PCR (Primer T7 & T3)
Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)

Klonierung 14: pSUSTER2-E2E1 zu pSUSTER2-M2M1E2E1
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Der Vektor pSUSTER2-M2M1E2E]1 entspricht anndhrend dem von Roth erstellten Vektor pSUS-
MEK1/MEK2/ERK1/ERK2 (pSUS-M1M2E1E2). Naturgemal enthilt er im Kontrast dazu die fiir
induzierbare Tet-Systeme notwendigen TetO-Sequenzen. Dariiber hinaus unterscheidet sich die
Reihenfolge der Kassetten entsprechend der Namensgebung leicht. Dies hat wie bereits
nachgewiesen keinen Einfluss auf die Funktionalitét. Fiir den Ablauf der Klonierung von einzelnen
pSUSTER?2 Plasmiden mit einer einzelnen Kassette bis hin zum pSUSTER2 mit insgesamt vier
shRNA-Knock-down Kassetten mit den Zielen MEK 1/2 und ERK1/2 sieche Abbildung 27.
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Abbildung 27: Restriktionsenzym-basiertes Kassettensystem mit dem Vektor pS2 zur multiplen shRNA-Expression
In dieser Abbildung ist exemplarisch die Einklonierung QD einer einzelnen H1-Promotor-Kassette aus pS2-ERK2 in den
SshRNA-Expressionsvektor pS2-ERK1 dargestellt. Es entsteht der Vektor pS2-ERK2ERK1, welcher sowohl shRNAs mit
den Zielen ERK1 als auch ERK2 exprimiert. Dariiber hinaus ist die Klonierung @) der Kassette aus pS2-MEK2MEK1 in
pS2-ERK2ERK1 zu pS2-M2M1E2E1 dargestellt, wodurch ein shRNA-Expressionsvektor entsteht der gegen vier
verschiedene Ziel-mRNAs gerichtet ist. Hierbei sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen rot hervorgehoben.
Aufgrund der Sequenzwahl der BstXI-Schnittstelle wird die BstXI|-Schnittstelle regeneriert. Zwischen den einzelnen
H1-Promotor-Expressionskassetten bilden sich hierbei keine neuen Schnittstellen. Dies macht ein Kassettensystem
von H1-Promotor-Expressionskassetten méglich, die in beliebiger Weise hintereinander kloniert werden kénnen.
Aufserdem bleibt die Gesamtheit der shRNA-Expressionskassetten jederzeit durch die 5'-gelegene Sacl-kompatible
BstXlI-Schnittstelle, und die 3'-gelegene Sacl-Schnittstelle flankiert, die somit ein Ausschneiden und weiteres
Subklonieren, z.B. in einen geeigneten Sleeping Beauty Vektor, erlauben. Im Gegensatz zum pSUPER- und pSUS-
Vektor bietet der pS2-Vektor somit die Mdglichkeit mehrere shRNAs durch Induktion zu exprimieren.
@ In einen mit den Restriktionsenzymen BstX| geschnittenen Vektor pS2-ERK2 kann eine aus einem anderen pSUS-
Vektor ausgeschnittene pS2-ERK2-Kassette einkloniert werden.
® In einen mit den Restriktionsenzymen BstXI geschnittenen Vektor pS2-ERK2ERK1 kann eine aus einem anderen
pS2-Vektor ausgeschnittene pS2-MEK2MEK1 -Kassette einkloniert werden. Die Klonierung von pS2-MEK2MEK1
erfolgt durch die Einklonierung der pS2-MEK1-Kassette in pS2-MEK2 dquivalent zu .
Sowohl in @ als auch @ wird die Kassette mit BstXl und Sacl ausgeschnitten, wodurch auf beiden Seiten Sacl-
kompatible Uberhinge entstehen.
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Abschliefend wurde das Fragment mit den vier shRNA-Expressionskassetten in den Sleeping
Beauty Vektor pT2/SVNeo NB EGFP einkloniert (siche Klonierung 16). Im Vergleich zu dem
vorherigen fiir den stabilen ERK2-Knock-down verwendeten Vektor hat dieser die Besonderheit
neben den shRNA-Expressionskassetten auch eine CMV-getriebene EGFP Expressionskassette zu

besitzen (siche Klonierung 15).

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation

Vektor pT2/SVNeo NB Vektor pT2/SVNeo NB EGFP
Verdau EcoRl Verdau BstXI
Insert pT2/SVNeo EGFP Insert pSUSTER2-M2M1E2E1
Verdau EcoRl Verdau BstX| & Sacl
Produkt T2/SVNeo NB EGFP pT2/SVNeo  NB  EGFP  S2-

P Produkt MIM1E2EL
Screening [ PCR (Primer T7 & CMV-rev) Screening | PCR (Primer T7 & CMV-rev)
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5) o Sequenzierung

Verifikation ;
(Primer T7 & CMV-rev)

Klonierung 15: pT2/SVNeo NB zu pT2/SVNeo NB EGFP

Klonierung 16: pT2/SVNeo NB EGFP zu pT2/SVNeo NB
EGFP S2-M2M1E2E1

Da wiederum shRNA- und EGFP-Expressionskassetten streng gekoppelt sind und gemeinsam
durch die Transposase in das Genom der Zielzelle transponiert werden, dient EGFP als Marker fiir
den Transfektions- und Selektionserfolg. Mittels FACS-Messung lisst sich somit bestétigen, dass
die untersuchten Zellen auch mit Sicherheit stabil transfiziert wurden. Auf diese Weise kann
zumindest teilweise ein etwaiges Silencing ausgeschlossen werden, auch wenn keine Aussage
dariiber moglich ist, ob die Klone mit dem am stirksten herunterregulierten MAPK-Weg
moglicherweise sterben oder nicht beziehungsweise schlecht proliferieren. Um den stabilen
Knock-down zu testen, wurden L-363 Zellen dem Vektor pPCMV(CAT)T7-SB100 und dem Vektor
pT2/SVNeo NB EGFP S2-M2MI1E2E1 beziehungsweise pT2/SVNeo NB als Kontrollansatz
transfiziert. Diese wurden iiber 15 Tage mit Geneticin selektioniert und anschlieBend wurde ein
Western Blot mit Farbung von ERK1/2 und MEK1/2 sowie alpha-Tubulin als Ladungskontrolle
durchgefiihrt (siche Abbildung 28). Die untersuchten Zellen zeigten alle eine starke EGFP
Expression in der FACS-Analyse.
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Abbildung 28: Stabiler Knock-down von vier verschiedenen Zielproteinen gleichzeitig in L-363

Zur kompletten Inaktivierung des MAPK-Wegs miissen sowohl MEK1/2 als auch ERK1/2 ausgeschaltet werden, da
schon eine geringe Restaktivitit der redundanten Kinasen reicht, um die Funktion des Signalweges
aufrechtzuerhalten. Beim gleichzeitigen Knock-down dieser vier Ziele (Bahn 2) in L-363 zeigte sich im Western Blot
nach 14 Tagen Selektion, dass die Menge von ERK1 und ERK2 duferst gut und von MEK1 und MEK2 mittelmdflig
reduziert wurde. Als Kontrolle dienen mit dem Vektor pT2/SVNeo NB transfizierte Zellen (Bahn 1). Eine
Unterscheidung des Knock-downs von MEK1 und MEK2 ist aufgrund des dhnlich grofen molekularen Gewichts und
der fehlenden Spezifitit der Antikérper im Westen Blot nicht méglich. Die Férbung von Phospho-MEK zeigt zudem,
dass die relative Menge an phosphorylierter (aktivierter) MEK1/2 zunimmt. Dies spricht fiir einen
Gegenregulationsmechanismus der Zellen, um trotz der durch die Knock-downs bewirkten niedrigeren Proteinspiegel
keine antiproliferativen Effekte zu erleiden.

Mit dem Vierfachkonstrukt gegen ERK1/2 und MEK1/2 zeigte sich ein guter Knock-down von
ERK1 und ERK?2, aber nur ein mittelmadBiger Knock-down von MEK1/2 (siche Abbildung 25).
Allerdings ist hier im Western Blot keine Unterscheidung der beiden Isoformen MEK 1/2 moglich,
da sich die molekulare Masse der beiden kaum unterscheidet (MEK1 43.439 Da und MEK2
44.424 Da) und der verwendete Antikdrper unspezifisch an beide Isoformen bindet. Die relative
Steigerung des Phospho-MEK Signals ist ein klares Indiz dafiir, dass die Zellen versuchen den
Signalweg hochzuregulieren. Die Knock-down Qualitdt im Western Blot entspricht fiir ERK1 und
ERK2 der transient bestimmten Ergebnisse von Roth mit dem pSUS-M1M2E1E2 Vektor, die
Knock-down Tiefe der MEK1/MEK2 Bande blieb hier jedoch hinter der im transienten
Experiment erreichten zuriick (Fink et al. (2018); Abb. 2D). Trotz des definitiven und
vollumfanglichen stabilen Einbaus der Expressionskassetten kam es also vermutlich zu einer

Anreicherung der am wenigsten vom Vierfach-Knock-down betroffenen Zellklone. Im Weiteren
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eriibrigte sich daher die Verwendung von EGFP als Marker der selektionierten Populationen. Mit
diesem Experiment wird deutlich, dass nur ein induzierbares System geeignet ist, um potentiell
toxische Knock-downs durchzufiilhren und um die genannten Effekte wie Silencing,
Selektionsdruck und tiberlagernde Transfektionstoxizitdt klar von einer nur inadéquaten Knock-
down Effizienz zu unterscheiden. Wie im Abschnitt 1.2.4 bereits erortert, ist dies auch die
Grundlage, um tiiberhaupt funktionelle biologische Aussagen mit Proliferations- oder Apoptose-

Assays zu gewinnen.

4.4 Adadquate und kontinuierliche TetR-Expression

Die essentielle Komponente fiir ein funktionell nutzbares Tet-On-System ist neben
einem induzierbaren Promotor die dauerhafte und hinreichende Expression des Tet-Repressor
Proteins (TetR). Hierdurch wird die Suppression der shRNA-Expression im nicht-induzierten
Zustand vermittelt. Die durchgefiihrte Literaturrecherche ergab, dass in den MM Zelllinien
MM.1S und L-363 bereits jeweils ein Tet-On-System mittels Lentivirus beziehungsweise
Einzelklonselektion etabliert werden konnte (Li ez al., 2013; Reijmers et al., 2010). Dagegen lagen
fiir die MM Zelllinien AMO-1, INA-6 und JIN-3 noch keinerlei Veroffentlichungen fiir die
Nutzung eine Tet-Systems vor. Analog zur erfolgreichen stabilen Transposition von MM Zellen
mit EGFP sollte daher im Folgenden der TetR mit dem Sleeping Beauty Transposon System
dauerhaft von MM Zellen exprimiert werden. Der Nachweis einer erfolgreichen Expression des
TetR sollte auf zweierlei Weise mittels Western Blotting erfolgen, ndmlich einerseits durch
direkten Nachweis des TetR-Proteins und andererseits indirekt iiber den ERK2-Spiegel. Die
Menge an exprimierten ERK2 sollte bei vollstindiger Repression einer stabil oder gleichzeitig
transfizierten shRNA-Expressionskassette gegen ERK2 durch TetR derjenigen der
Ausgangszelllinie entsprechen. Um eine akzidentielle Induktion zu verhindern, wurden in allen
folgenden Versuchen die Zellen in Tetrazyklin-freiem Medium kultiviert.

4.4.1 Transiente Expression von TetR mittels CMV-Promotor

Um die Funktionsfdhigkeit des dargelegten Konzepts zu belegen, sollte zum einen zunichst in
transienten Versuchen die erfolgreiche Expression von TetR in MM Zellen durch direkten
Nachweis mittels Western Blot belegt werden. Zum anderen sollte die Expression und
Funktionalitit des TetR durch die gleichzeitige Suppression der shRNA-Expression und somit des
Knock-downs eines transfizierten Vektors mit induzierbaren H1-Promotoren (pSUSTER oder

pSUSTER?2) nachgewiesen werden. Um einen transienten Expressionsvektor mit CMV-Promotor
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fiir TetR herzustellen, wurde das TetR-Gen zunéchst in den Vektor pcDNA3.1(-) einkloniert (siche
Klonierung 17 und Klonierung 18).

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pBluescript SK(-) Vektor pcDNA3.1(-)
Verdau Xbal Verdau Xbal
Insert pLVCT-tTR-KRAB Insert pBluescript SK(-) tTR
PCR (Pfu) Primer tTR3 & tTRpan5 Verdau Xbal
Verdau Xbal Produkt PCDNA3.1(-) tTR
Produkt pBluescript SK(-) tTR Screening PCR (Primer T7 & tTR3)
Screening Blau-WeiRk-Selektion Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)
Verifikation | Sequenzierung (Primer T7) Klonierung 18: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR

Klonierung 17: pBluescript SK(-) zu pBluescript SK(-) tTR

Fiir den ersten Versuch, TetR transient in MM zu exprimieren, wurden JJN-3 Zellen mit dem
Plasmid pCD4A zur spiteren Sdulenaufreinigung dem Plasmid pEGFP-N3 zur Beurteilung der
Elektroporationseffizienz und den beiden Plasmiden pcDNA3.1(-) tTR und pSUSTER2-ERK2
elektroporiert. Zusétzlich wurde eine Kontrolle ohne die letzten beiden genannten Plasmide
transfiziert. Erfolgreich transfizierte Zellen wurden unter Verwendung von paramagnetischen
Saulen und anschlieBender OptiPrep Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt.

Der direkte Nachweis einer Expression des TetR-Proteins in den transfizierten MM Zellen konnte
im Western Blot nicht erbracht werden. Allerdings gelang mit dem verwendeten Antikorper im
Western Blot ebenfalls nicht die Farbung einer Positiv-Kontrolle mit Zelllysaten von HEK-293-
Zellen, welche gesichert rtTa3 — eine optimierte Variante des rTA (Markusic et al., 2005) —
exprimieren. Diese Zellen waren stabil mit dem Virus, welches aus dem Vektor pTRIPZ
hergestellt wurde, transfiziert worden. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass rtTA3 dem hier
verwendeten TetR nur dhnelt und somit als Positiv-Kontrolle nur eine begrenzte Validitét besitzt.
Eine Positiv-Kontrolle mit dem hier verwendeten TetR stand jedoch nicht zur Verfiigung. Hieraus
ergibt sich die Schlussfolgerung, dass entweder zu geringe Mengen TetR exprimiert werden, um
nachgewiesen zu werden, oder dass der Antikorper nicht sensitiv genug fiir das exprimierte TetR
ist. In der verwendeten Konzentration von 1:1000 liegt die Detektionsgrenze laut
Herstellerangaben bei 0,8 ng.

Um den Antikorper als Fehlerquelle auszuschliefen, wurde durch eine Mutationsreaktion die

Sequenz des HA-Tags (Field et al, 1988) leserastergerecht an das 3'-Ende des TetR-Gens
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gesetzt (siche Mutation 2) und das Konstrukt wiederum in  pcDNA3.1(-)
einkloniert (siche Klonierung 19). Der verwendete HA-Tag-Antikdrper wies bereits in anderen in

unserem Labor durchgefiihrten Versuchen zur Proteinexpression eine hohe Sensitivitit auf

(Steinbrunn et al., 2011).

Mutation Restriktion & Ligation
Vektor pBluescript SK(-) tTR Vektor pcDNA3.1(-)
Oligos MUT-tTR-HA Verdau Xbal
Produkt pBluescript SK(-) tTR HA Insert pBluescript SK(-) tTR-HA
Verifikation | Sequenzierung (Primer T3) Verdau Xbal
Mutation 2: pBluescript SK(-) tTR zu pBluescript Produkt pcDNA3.1(-) tTR HA
SK(-) tTR HA
Screening PCR (Primer T7 & tTR3)
Verifikation | Sequenzierung (Primer T7)

Klonierung 19: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR- HA

Der Versuch mit pcDNA3.1(-) tTR-HA wurde analog zur Transfektion von pcDNA3.1(-) tTR mit
L-363 Zellen durchgefiihrt. Die Expression des mit dem HA-Tag markierten TetR konnte ebenfalls
im Western Blot nicht nachgewiesen werden. Auch der funktionelle Nachweis zeigte nicht die
erwartete Suppression der siRNA-Expression, sondern vielmehr einen unverdndert guten Knock-
down von ERK2. Hieraus konnte gefolgert werden, dass nicht der Antikdrper das Problem
darstellt, sondern dass die in der transienten Expression erreichten Spiegel des TetR im MM mit
dem verwendeten Vektor fiir funktionelle Effekte offensichtlich nicht ausreichend sind.

Wie bereits dargelegt, existiert die Moglichkeit anstelle des TetR auch ein Fusionsprotein aus TetR
und KRAB zu nutzen (siche 1.2.4), welches eine noch stirkere Repression der Transkription
vermittelt. Mit dem Ansatz, dass bei Verwendung des Fusionsproteins moglicherweise eine
geringere Menge des Repressor-Proteins ausreicht, wurde das TetR-KRAB ebenfalls in
pcDNA3.1(-) einkloniert (siche Klonierung 20 und Klonierung 21). Die schon mit dem Vektor
pcDNA3.1(-) tTR transient durchgefiihrten Versuche wurden nun in
L-363 mit dem Vektor pcDNA3.1(-) tTR-KRAB wiederholt. Hier konnte jedoch ebenfalls weder
mittels Western Blot noch funktionell die Expression von TetR-KRAB nachgewiesen werden.
Moglicherweise werden bei einem transienten Versuch die shRNA schneller gebildet, als dass das
neu gebildete TetR beziechungsweise TetR-KRAB den H1-Promotor blockieren kann. Um dies
auszuschlieBen, muss die Expression des TetR vor der Expression der shRNA stattfinden. Dies

funktioniert am besten durch stabile Transfektion der Zellen mit einer Expressionskassette fiir
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TetR. Da sowohl die transiente Expression von TetR als auch TetR-KRAB nicht das gewiinschte
Ergebnis erbracht hatte, wurden weiterfilhrend verschiedene Strategien verfolgt, um die

Expression des TetR zu steigern, beziechungsweise {iberhaupt zu erreichen.

TA-Klonierung & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pGEM-T Easy Vektor pcDNA3.1(-)
Xbal
Insert pLVCT-tTR-KRAB Verdau ba
PCR (Taq) Primer tTRKRAB3 & tTRpan5 Insert pGEM-T Easy tTR-KRAB
Verdau Xbal
Produkt pGEM-T Easy tTR-KRAB
Screening Blau-WeiR-Selektion Produkt pcDNA3.1(-) tTR-KRAB
Verifikation Sequenzierungen (Primer T7 & Screening PCR (Primer T7 & tTRKRAB3)
SP6) : :
Verifikation diagnostischer Verdau (Sal1)
Klonierung 20: pGEM-T Easy zu pGEM-T Easy tTR-KRAB Sequenzierung (Primer T7)

Klonierung 21: pcDNA3.1(-) zu pcDNA3.1(-) tTR-KRAB

Einerseits wurde von der stabilen, dauerhaften Expression des TetR eine Akkumulation des
Proteins erhofft. Andererseits wurde durch das Hinzufiigen des beta-Globulin-Introns als Enhancer
zur Protein-Expressionskassette eine erhohte Expression erwartet. AuBerdem wurde eine an IRES-
gekoppelte Expression des TetR mit dem Resistenz vermittelnden Protein erprobt, um somit die
Zellen mit der stirksten TetR-Expression zu selektieren. AbschlieBend wurde mit Erfolg die
Verwendung einer CAG-Promotor-getriebenen Expressionskassette an Stelle der CMV-Kassette

zur TetR-Expression erprobt. Die Ergebnisse dieser Versuche werden im Folgenden erortert.
4.4.2 Stabile Expression von TetR mittels CMV-Promotor

4.4.2.1 Ein-Vektor-System

Um einen allgemein verwendbaren Protein-Expressionsvektor fiir das Sleeping Beauty
Transposon System zu erstellen, wurde die EGFP-Sequenz aus dem pT2/SVNeo CMV-EGFP
Vektor herausgeschnitten und mittels DNA-Oligonukleotid-Klonierung durch eine Reihe von
singuldren Klonierungsschnittstellen ersetzt (siche Klonierung 22). Der entstandene Vektor
pT2/SVNeo CMV bietet iiber den neuen Polylinker die Moglichkeit, Gene von Proteinen {iber die
Nhel-, BsrGI-, Notl- oder Agel-Schnittstelle einzuklonieren. Um sowohl die Proteinexpressions-
kassette als auch die shRNA-Expressionskassetten auf dem gleichen Vektor zu nutzen, wurde die
leere CMV-Kassette mit dem neuen Polylinker anschlieBend in den Vektor pT2/SVNeo NB S2-
E2 einkloniert (siche Klonierung 23). Da bei dem alleinigen Knock-down von ERK2, wie
ausgefiihrt, kein substanzieller Einfluss auf die Proliferation und das Uberleben von Zellen zu
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erwarten ist, ist fiir den rein konzeptionellen Beweis keine vorherige Expression von TetR und

daraus resultierend zunichst keine Verwendung des Zwei-Vektor-Systems notwendig.

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation

Vektor pT2/SVNeo CMV EGFP Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2

Verdau Nhel, Notl Verdau EcoRl

Insert Oligos pT2-CMV-nplF Insert pT2/SVNeo CMV

Produkt pT2/SVNeo CMV Verdau EcoRl

Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-F) Produkt pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV
Klonierung 22: pT2/SVNeo CMV EGFP zu pT2/SVNeo | Screening | PCR (Primer pT2-5" & CMV-rev)
My Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5’)

Klonierung 23: pT2/SVNeo NB S2-E2 zu pT2/SVNeo NB
S2-E2 CMV

In den entstandenen Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV konnten dann die schon bei der
Klonierung in die transienten Expressionsvektoren verwendeten Gene fiir TetR und TetR-KRAB
einkloniert werden (siche Klonierung 24 und Klonierung 25). Dies entspricht dem unter 4.2.2

erorterten Ein-Vektor-System mit beiden Komponenten des Tet-Systems auf einem Plasmid.

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV
Verdau Nhel Verdau Nhel
Insert pcDNA3.1(-) tTR Insert pcDNA3.1(-) tTR-KRAB
Verdau Xbal Verdau Xbal
Produkt pT2/SVNeo NB $2-E2 CMV tTR Produkt i;i/BSVNeo NB 52-E2 CMV tTR-
Screening | PCR (Primer CMV-F & tTR3) Screening | PCR (Primer CMV-F & tTRKRAB3)
Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-F) Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-F)

Klonierung  24: pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV 2u  yjonierung 25: pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV zu
pT2/SVNeo NB $2-E2 CMV tTR pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR-KRAB
Hiermit waren zwei Vektoren verfligbar, welche alle Komponenten fiir ein Tet-On-System zur
induzierbaren shRNA-Expression mitbringen. Um den stabilen, induzierbaren Knock-down zu
testen, wurden jeweils Zellen der Zelllinien L-363 und AMO-1 mit dem Vektor pPCMV(CAT)T7-
SB100 und dem Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR, pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR-
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KRAB beziehungsweise pT2/SVNeo NB als Leervektor-Kontrolle und pT2/SVNeo NB S2-E2 als
Knock-down-Funktionskontrolle transfiziert. Diese wurden 15 Tage lang mit Geneticin
selektioniert. Die Zellen, welche mit pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR beziehungsweise
pT2/SVNeo NB S2-E2 CMV tTR-KRAB transfiziert worden waren, wurden darauthin zu gleichen
Teilen aufgeteilt. Fiir die eine Hélfte der Zellen erfolgte fiir 48 Stunden eine Zugabe von 0,5 pg/ml
Doxycyclin fiir L-363 beziehungsweise 2,5 pg/ml Doxycyclin fiir AMO-1. Anschlieend wurde
fiir jede Probe der Zelllinien ein Western Blot mit Farbung von ERK1/2 und alpha-Tubulin zur
Beladungskontrolle durchgefiihrt.
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Abbildung 29: Repression und (fehlende) Induktion des Knock-downs von ERK2 in L-363 und AMO-1 Zellen

Im Western Blot ist die erste erfolgreiche Repression des konstitutiven Knock-downs von ERK2 durch den TetR
beziehungsweise durch TetR-KRAB sowohl in L-363 als auch in AMO-1 Zellen dargestellt (Bahnen 3 und 5). Die
Repression ist hierbei in L-363 zufriedenstellend, aber eine Konzentration von 0,5 ug/ml Doxycyclin scheint in L-363
nicht auszureichend, um den ERK2 Knock-down zu induzieren (Bahnen 4 und 6).
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Fortsetzung Abbildung 29: Repression und Induktion des Knock-downs von ERK2 in L-363 und AMO-1 Zellen

Die Repression des Knock-downs von ERK2 ist in AMO-1 sowohl mit TetR als auch TetR-KRAB (Bahnen 3 und 5) im
Vergleich zur Kontrolle mit dem Leervektor (Bahn 2) nicht vollstindig ausgeprdgt. Mit der héheren Doxycyclin-
Konzentration von 2,5 ug/ml gelingt in AMO-1 die Induktion des Knock-downs nach 48 h (Bahne 4 und 6). Hierbei
wird ein vollstdndiger Knock-down auf dem gleichem Niveau wie dem Knock-down ohne TetR beziehungsweise TetR-
Krab (Bahn 2) erreicht. Die beiden Komponenten zur Expression von shRNA und TetR beziehungsweise TetR-KRAB

wurden in diesen Versuchen gemeinsam auf einem Sleeping Beauty Donor Vektor in die Zelle transfiziert.

Fiir L-363 zeigte sich, dass der Knock-down sowohl durch das Konstrukt mit dem TetR als auch
mit TetR-KRAB zu groB3en Teilen verhindert wird, aber die Zugabe von 0,5 pg/ml Doxycyclin zu
keiner Induktion des Knock-downs fiihrt. Im Kontrast dazu ist bei Zugabe von 2,5 ug/ml
Doxycyclin im AMO-1 Modell ein sehr guter Knock-down zu beobachten. Hierbei stellte sich
allerdings die Suppression des Knock-downs durch TetR beziehungsweise TetR-KRAB im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle als nur moderat gut dar. In beiden Zelllinien scheint die Wirkung
von TetR-KRAB im Vergleich zu TetR nur marginal stirker zu sein. Die fehlende Induktion in

L-363 lasst sich auf die verwendete, recht niedrige Doxycyclin-Konzentration zurtickfiihren. Dass

die Ursache in den unterschiedlichen Eigenschaften dieser beiden Zelllinien liegt, konnte in
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spéateren Versuchen ausgeschlossen werden. Hier war bei hoheren Doxycyclin-Konzentrationen
ebenfalls eine Induktion in L-363 dquivalent zu AMO-1 moglich.

Zusammenfassend zeigte sich hier, dass eine Repression und Induktion des ERK2 Knock-downs
mdglich ist, wodurch insbesondere die prinzipielle Exprimierbarkeit und Funktionalitdt des TetR-
Proteins in MM Zellen bestitigt wurde. Die aufgestellte These, dass durch stabile Expression des
Repressor-Proteins die shRNA-Expression blockiert werden kann, erwies sich als korrekt.

Zum einen wird dies vermutlich dadurch erreicht, dass die Zellen wihrend der
Antibiotikaselektion geniigend Zeit haben, TetR zu bilden und dieses akkumulieren kann. Zum
anderen ist auch die Zahl der shRNA-Kassetten im stabilen System geringer, sodass auch
hierdurch das Verhiltnis von TetR zur Zahl der shRNA-Kassetten deutlich besser ist.

Leider erreichte die ERK2-Expression ohne Induktion nicht das Vergleichsniveau der Leervektor-
transfizierten Zellen, die erreichte Repression durch TetR musste somit nur als partiell eingestuft
werden. Auch mit dem Fusionsprotein TetR-KRAB zeigte sich eine nur geringfiigig bessere
Repression im nicht-induzierten Zustand.

Daher wurden, wie bereits zuvor erwdhnt, verschiedene Versuche durchgefiihrt, welche die
Expressionsspiegel von TetR steigern sollten. Da TetR-KRAB anscheinend keinen groferen
Vorteil in der Repression innehat, und bei einem so kleinen Promotor wie dem H1-Promotor der
Wirkung iiber eine groBere Distanz im Genom nur geringe Bedeutung zugemessen wird,
konzentrierten sich die weiteren Versuche auf das reine TetR-Protein.

4.4.2.2 Zwei-Vektor-System

Wie bereits erortert, besitzt ein Zwei-Vektor-System gravierende Vorteile, sodass die weiteren
Versuche nur noch unter Verwendung von zwei verschiedenen Sleeping Beauty Donor Vektoren
durchgefiihrt wurden. Dafiir mussten zunichst die erfolgreichen Ansétze aus diesen Versuchen im
Ein-Vektor-System auf das Zwei-Vektor-System iibertragen werden.

Der Vektor pT2 BN SVPuro enthélt sowohl eine EcoRI als auch eine Sacl-kompatible BstXI-
Schnittstelle. Dadurch besteht die Moglichkeit sowohl Proteinexpressions-Kassetten als auch

shRNA-Expressionskassetten aus dem pSUSTER2 Kassettensystem einzufiigen.
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Restriktion & Ligation

Vektor pT2 BN SVPuro CMV

Verdau Nhel

Insert pcDNA3.1(-) tTR

Verdau Xbal

Produkt pT2 BN SVPuro CMV tTR
| Screening PCR (Primer CMV-REV & pT2-3') |
‘ Verifikation Sequenzierung (Primer M13) |

Klonierung 26: pT2 BN SVPuro CMV zu pT2 BN SVPuro CMV tTR

Um mit diesem Vektor TetR zu exprimieren, wurde zunichst der CMV-Promotor mit dem neuen
Polylinker in die EcoRI-Schnittstelle einkloniert (siche Klonierung 8). Als Nichstes wurde
erneut, wie schon im pT2B/Puro CMV Vektor, das mit Xbal geschnittene TetR-Gen in den
Vektor pT2 BN SVPuro CMV einkloniert (siche Klonierung 26). Darauthin wurden AMO-1-
Zellen mit den Vektoren pPCMV(CAT)T7-SB100, pEGFP-N3 und jeweils dem Vektor pT2/SVNeo
NB als Leervektor-Kontrolle beziehungsweise pT2/SVNeo NB S2-E2 als Knock-down-
Funktionskontrolle sowie dem Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 zusammen mit dem Vektor pT2 BN
SVPuro CMV tTR transfiziert. Dann wurden alle Proben mit Geneticin und die Probe mit pT2 BN
SVPuro CMV tTR zusitzlich mit Puromycin fiir 10 Tage selektiert. AnschlieBend wurden die
Zellen, welche mit pT2/SVNeo NB S2-E2 zusammen mit pT2 BN SVPuro CMV tTR transfiziert
worden waren, halbiert. Zu einer Hélfte der Zellen wurde fiir 48 Stunden 2,5 pg/ml Doxycyclin
zugegeben. Von den Zellen wurde dann ein Western Blot mit Farbung von ERK1/2 und

HSP90beta als Ladungskontrolle durchgefiihrt (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in AMO-1 Zellen mit Expression des Repressors durch CMV tTR
Im Western Blot zeigte sich bei Versuchen mit dem Zwei-Vektor-System mit dem Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 und
pT2/SVPuro BN CMV tTR keine Repression des konstitutiven Knock-downs (Bahn 3). Dieses Resultat unterscheidet
sich in unerwarteterweise von den Versuchen im Ein-Vektor-System mit denselben Komponenten, wo eine gute
Repression erreicht werden konnte. Der Induktionsversuch mit 2,5 ug/ml Doxycyclin iiber 48 h (Bahn 4) ist aufgrund
der fehlenden Repression der ERK2 shRNA-Synthese nicht aussagekrdftig. Diese Abbildung stellt einen Teil der
vergleichenden Abbildung 35 dar und wird zur besseren Veranschaulichung auch hier gezeigt.

Dieser Versuch wurde zudem auch im Vergleich mit dem CAG-Promotor und dem CMV-
Promotor mit beta-tTR durchgefiihrt, sodass diese Abbildung einem Teil der
Abbildung 35 (S. 129) entspricht. Zur Verdeutlichung wird diese Teilabbildung jedoch auch hier,
also in ithrem historischen Kontext im Verlauf der funktionellen Experimente zur Entwicklung des
induzierbaren shRNA-Systems, gezeigt. Eine Repression des konstitutiven ERK2 Knock-downs
war im Western Blot nicht zu erkennen, sodass folglicherweise auch keine Induktion
nachzuvollziehen war. Zwar war die Repression in AMO-1-Zellen bereits im Ein-Vektor-System
mit TetR nicht vollstindig ausgeprigt gewesen (siche Abbildung 26, S. 102), dennoch gelang dort
immerhin eine eindeutige partielle Repression. Die Ursache dieses schlechteren Ergebnisses im

Vergleich zum Ein-Vektor-System ist unklar. Vielleicht spielte hier die Varianz in der

116



Transfektionseffizienz und der Anzahl der Genkopien und/oder der Integrationsorte im Genom
eine Rolle.

4.4.3 Verstarkung der TetR-Expression

Eine CMV-Promotor getriecbene Expressionskassette scheint nicht geeignet zu sein, um eine
hinreichende Expression von TetR in MM Zellen sicherzustellen. Im Allgemeinen kann dieses
Problem fiir die Expression anderer Proteine mit diesem Vektor nicht beobachtet werden, doch
gibt es auch Ausnahmen, zum Beispiel fiir die Expression der Ras-Proteine (Steinbrunn et al.,
2011). Der Vektor pT2 BN SVPuro CMV wurde im Weiteren aufgrund der schnellen
Selektierbarkeit von nur 7 Tagen mit Puromycin im Vergleich zu 10 bis 14 Tagen mit Geneticin
zur Proteinexpression in unserer und anderen Forschungsgruppen verwendet (Barrio ef al., 2019).
Da mit dem CMV-Promotor allein keine besseren Ergebnisse beziiglich der Repression der
shRNA-Expression zu erwarten waren, wurden im Folgenden verschiedene Versuche
durchgefiihrt, um die TetR-Expression zu steigern.

4.4.3.1 Nutzung des beta-Globin Enhancer Elements zur verstarkten TetR-Expression

Nachdem sich die Expression von TetR als nicht ausreichend gezeigt hatte, wurde als erster
Ansatz, das Expressionslevel zu steigern, das beta-Globin Intron als Verstirker-Element vor das
TetR-Gen kloniert. Hierdurch kann ein bis zu fiinffaches Expressionsniveau erreicht werden
(Haddad-Mashadrizeh et al., 2009). Fiir transiente Versuche wurde der kommerziell erhiltliche
Vektor pcDNA6/TR verwendet, der mittels CMV-Promotor und beta-Globin Intron TetR
exprimiert. Die Sequenz des TetR Gens unterscheidet sich dabei gegeniiber der bisher
verwendeten Sequenz aus dem Vektor pLVCT-tTR-Krab um ein Basenpaar. Hierdurch ist die
zweite Aminosédure des TetR im Vektor pcDNAG6/TR ein Serin wie in der urspriinglich isolierten
Version aus E. coli und im Vektor pLVCT-tTR-Krab ein Alanin. Inwiefern hier ein Unterschied
in der Funktion zwischen der Variante des Proteins mit der hydrophoben, unpolaren Aminosiure
Alanin und der ungeladenen polaren Aminoséure Serin besteht, ist nicht eindeutig zu eruieren.
Sowohl im Ausgangsvektor pWH510 (Altschmied et al., 1988), in welchen die genomische DNA
des TetR einkloniert wurde, als auch den Vektoren fiir Tet-Systeme (Gossen und Bujard, 1992)
war der Austausch von Serin zu Alanin noch nicht vorhanden. Die Vektoren von Gossen und
Bujard (1992) wurden dann zur Einklonierung des TetR Gens in den Vektor pLVCT-tTR-Krab
verwendet. Hier kann von einer zufalligen Mutation bei der Konstruktion ausgegangen werden, da
dazu auch in der Veroffentlichung des Vektors pLVCT-tTR-Krab nichts vermerkt ist (Szulc et al.,
2006). Der Vektor pLVCT-tTR-Krab wurde bereits hédufig erfolgreich eingesetzt, sodass die

Mutation keinen Einfluss auf die Funktion zu haben scheint. Bei den analog zu mit dem Vektor
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pcDNA3.1(-) TetR (siche 4.4.1) durchgefiihrten transienten Versuchen mit pcDNA6/TR konnte
erneut weder der Nachweis des TetR mittels Western Blot erbracht noch eine funktionale
Verhinderung der Suppression von ERK2 durch pSUSTER2-EKR2 beobachtet werden.

Bereits durchgefiihrte Ergebnisse der stabilen Transfektion mit dem Vektor pT2B Puro CMV beta-
Globin tTR mussten verworfen werden, da — wie bereits dargelegt — dieser keine stabile
Transfektion der in die EcoRI-Schnittstelle einklonierten Kassette vermittelte. Nachdem das
Problem bei Verwendung des Vektors pT2B/Puro gefunden worden war, wurde als
funktionsfahige Alternative der Vektor pT2 BN SVPuro CMV beta-tTR hergestellt (siche
Klonierung 27). Hierfiir wurde dem Vektor pcDNA6/TR zunédchst durch Mutation eine Nhel-
Schnittstelle hinzugefiigt und die EcoRI-Schnittstelle entfernt (siche Mutation 3).

Mutation Restriktion & Ligation

Vektor pcDNAG6/TR Vektor pT2 BN SVPuro CMV

Oligos MUT-pcDNA6+Nhe-EcoRlI Verdau Nhel

Produkt pcDNAG6 TR +Nhel-EcoRl Insert pcDNA6 TR+Nhel-EcoRl

Verifikation | Verdau (Nhel, EcoRl) Verdau Nhel

Mutation 3: pcDNA6/TR zu pcDNA6 TR+Nhel-EcoRI Produkt pT2 BN SVPuro CMV beta-tTR

Screening PCR (Primer CMV-3’ & CMV-5’)
Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-3’)

Klonierung 27: pT2 BN SVPuro CMV zu pT2 BN SVPuro
CMV beta-tTR

Der entstandene Vektor pT2 BN SVPuro CMV beta-tTR wurde unter den gleichen
Versuchsbedingungen wie der Vektor pT2 BN SVPuro CMV tTR in AMO-1 Zellen transfiziert
(siche 4.4.2). Dann wurden alle Ansdtze mit Geneticin und der Ansatz mit pT2 BN SVPuro CMV
beta-tTR zusétzlich mit Puromycin fiir 10 Tage selektiert. Auf dem gegen ERK1/2 und HSP90beta
zur Ladungskontrolle gefirbten Western Blot scheint die Repression mit dem beta-Globin
Enhancer Element marginal besser zu sein als ohne (siche Abbildung 31, Bahn 3 und Abbildung
35, S. 129, Bahn 13 im Vergleich zu Bahnen 9 und 11). Dies bewegt sich aber in einem Bereich,
welcher durchaus auch auf technisch bedingte Ungenauigkeiten des semiquantitativen Western
Blots zuriickzufiihren sein kann. Daher mussten weitere Ansitze zur Steigerung der Expression

untersucht werden. Es zeigte sich, dass auch eine stabile Transfektion einer CMV-Kassette mit

beta-Globin Intron vor dem TetR-Gen nicht den erhofften Expressionszuwachs vermitteln konnte.
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Abbildung 31: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in AMO-1 mit Expression des Repressors durch CMV beta-tTR

Im Western Blot zeigt sich bei Versuchen mit dem Zwei-Vektor-System mit dem Vektor pT2/SVNeo NB S2 E2 und
pT2/SVPuro BN CMV beta-tTR keine Repression des Knock-downs. Dies unterscheidet sich hierbei von den Versuchen
im Ein-Vektor-System mit denselben Komponenten, wo eine deutliche, partielle Repression erreicht werden konnte.
Die Induktion mit 2,5 ug/ml Doxycyclin (ber 48 h ist aufgrund der mangelnden Repression nicht beurteilbar. Diese
Abbildung stellt einen Teil der vergleichenden Abbildung 35 dar und wird zur besseren Veranschaulichung auch hier
abgebildet.

4.4.3.2 |RES-gekoppelte Resistenzexpression zur verstarkten TetR-Expression

Die stabile Transfektion von Zellen mit der CMV-EGFP Kassette hatte gezeigt, dass die
Verteilung der Stirke der messbaren EGFP Expression mittels FACS-Analyse nach Selektion in
etwa einer GauB-Verteilung entspricht. Es muss davon ausgegangen werden, dass dieser
Unterschied der Stirke der Expression mit der Anzahl der Kopien, die stabil ins Genom integriert
werden, korreliert und zudem moglicherweise abhiingig vom Ort der Integration im Genom ist.
Unabhéngig von dem Mechanismus dieser unterschiedlich starken Expression, sollte es moglich
sein, sich diese Varianz zu Nutze zu machen, um die Zellen mit der stirksten Expression zu
selektieren. Sollte dies mit TetR exprimierenden Zellen gelingen, besteht die Moglichkeit eine
Stockbank dieser Zellen anzulegen und diese fiir weitere Versuchen mit dem Tet-On-System zu
verwenden. Um die Selektion mit der Protein-Expression zu koppeln, muss das Resistenz

vermittelnde Protein im gleichen Verhéltnis zum zu exprimierenden Protein transkribiert werden.
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Dies kann mit Hilfe einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) erreicht werden. Hierbei
werden mittels eines Promotors zwei Exons in Folge von der RNA-Polymerase abgelesen. Die
entstandene mRNA kann dann sowohl von der 5°-Cap-Struktur aus als auch von der IRES-
Sequenz aus von den Ribosomen translatiert werden (Bouabe et al., 2008; Li und Wang, 2012;
Mizuguchi et al., 2000; Wong et al., 2002). Zur Untersuchung des Potentials dieses Ansatzes
wurde zundchst die Expression von EGFP gekoppelt mit der Puromycin-Resistenz verfolgt. Aus
dem pT2/SVNeo BN Vektor wurde durch Schneiden mit Notl und Bsml die Expressionskassette
fiir die Neomycin-Resistenz ausgeschnitten und der Vektor ohne diese anschlieBend wieder ligiert.
In diesen pT2 BN Vektor wurde die CMV EGFP Kassette in die EcoRI-Schnittstelle einkloniert
(siche Klonierung 2) und anschlieBend hinter EGFP in die Notl-Schnittstelle die IRES-Puro
Kassette einkloniert. Diese wurde dafiir mittels PCR aus dem Vektor pTRIPZ amplifiziert und
durch das gewidhlte Primer-Paar IRES-5° und IRES-3° wurden auf beiden Seiten Notl-
Schnittstellen hinzugefiigt (siche Klonierung 29).

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation

Vektor pT2 BN Vektor pT2 BN CMV EGFP

Verdau EcoRl Verdau Notl

Insert pT2/SVNeo CMV EGFP Insert pTRIPZ

Verdau EcoRl PCR Primer IRES-5" & IRES-3’

Produkt | pT2 BN CMV EGFP Verdau Notl

Screening PCR (Primer pT2-5" & CMV-rev’) Produkt pT2 BN CMV EGFP-IRES-Puro
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5') Screening PCR (Primer EGFP-fwd & CMV-3')
Klonierung 28: pT2 BN zu pT2 BN CMV EGFP Verifikation | Sequenzierung (Primer EGFP-fwd)

Klonierung 29: pT2 BN CMV EGFP zu pT2 BN CMV EGFP-
IRES-Puro

Der entstandene Vektor pT2 BN EGFP-IRES-Puro wurde stabil in L-363 Zellen transfiziert und
anschlieend wurde bei Puromycin-Konzentrationen von 1 ug/ml bis 50 ug/ml die Selektion
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die bei 50 pg/ml selektionierten Zellen eine im
Durchschnitt fiinffach so hohe Expression von EGFP besitzen. Der Zugewinn an Expression von

EGFP war bei niedrigeren Selektionskonzentrationen (1 —20 pg/ml) hingegen eher gering.
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Abbildung 32: EGFP Expression bei verschiedenen Selektionskonzentrationen mit Puromycin

Nach der Selektion von stabil transfizierten L-363 Zellen zeigt sich eine Zunahme der EGFP-Intensitdt mit steigender
Puromycin-Konzentration. Eine Verzehnfachung der normalen Selektionskonzentration von 1 ug/ml Puromycin
erreichte eine Verdoppelung der mittleren EGFP-Expression. Bei einer Konzentration von 50 ug/ml Puromycin zeigte

sich eine Verfiinffachung der mittleren EGFP-Expression. Zudem zeigte sich in der FACS-Analyse eine geringere

Variabilitdt der EGFP-Expression der einzelnen Zellen im Vergleich zur Selektion bei 1 ug/ml Puromycin.

Um dies analog zu EGFP mit TetR zu erreichen, wurde tiber EcoRI in pT2 BN eine leere CMV-

Kassette einkloniert. Diese wurde mit Notl geschnitten und das schon fiir den pT2 BN EGFP-

IRES-Puro Vektor verwendete IRES-Puro PCR-Fragment einkloniert (siche Klonierung 30 und

Klonierung 31).
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Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation

Vektor pT2 BN Vektor pT2 BN CMV

Verdau EcoRl Verdau Notl

Insert pT2/SVNeo CMV Insert pTRIPZ

Verdau EcoRl PCR Primer IRES-5" & IRES-3’
Produkt pT2 BN CMV Verdau Notl

Screening PCR (Primer pT2-5" & CMV-rev’) Produkt pT2 BN CMV IRES-Puro
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5') Screening PCR (Primer CMV-5" & CMV-3)
Klonierung 30: pT2 BN zu pT2 BN CMV Verifikation | Sequenzierung (Primer CMV-5’)

Klonierung 31: pT2 BN CMV zu pT2 BN CMV IRES-Puro

Das TetR-Fragment mit HA-Tag beziehungsweise mit beta-Globin Intron wurde iiber Notl

einkloniert (siche Klonierung 32 und Klonierung 33). Es wurden die Fragmente benutzt, welche

auch schon mit pcDNA3.1(-) verwendet worden waren.

Klonierung 32: pT2 BN CMV IRES-Puro zu pT2 BN CMV

tTR-HA-IRES-Puro

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation
Vektor pT2 BN CMV IRES-Puro Vektor pT2 BN CMV IRES-Puro
Verdau Nhel Verdau Nhel
Insert pcDNA3.1(-) tTR-HA Insert pT2B/Puro CMV beta-tTR
Verdau Xbal Verdau Xbal
Produkt pT2 BN CMV tTR-HA-IRES-Puro Produkt pT2 BN CMV beta-tTR-IRES-Puro
Screening | PCR (Primer pT2-5’ & tTR3) Screening IF;(,:AF;’S)Primer pT2-5" & MUT-tTR-
Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5')

Verifikation | Sequenzierung (Primer pT2-5')

Klonierung 33: pT2 BN CMV IRES-Puro zu pT2 BN CMV
beta-tTR-IRES-Puro

Wie bei den EGFP-IRES-Puro Zellen wurde die Selektion ebenfalls bei Konzentrationen von

1 pg/ml bis 50 pg/ml Puromycin durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen konnten aber keine

Zellen erfolgreich selektiert werden. Nach einer Woche Selektion stellte sich durch FACS-Analyse

heraus, dass alle transfizierten Zellen tot waren. Dies ldsst darauf schlieen, dass die Puromycin-

Resistenz von den Zellen nicht exprimiert wurde. Der Unterschied zwischen dem EGFP-IRES-

Puro und dem TetR-IRES-Puro Vektor besteht im Abstand zwischen der Sequenz von EGFP




beziehungsweise TetR und dem IRES-Element. Der Abstand betrigt zwischen EGFP und IRES
17 bp und zwischen TetR und IRES 56 bp. Aus diesem Grund muss davon ausgegangen werden,
dass die RNA-Polymerase hier die Transkription durch den groen Abstand terminiert und die

Puromycin-Resistenz nicht exprimiert wird.
17 bp

CMV-Promotor | EGFP IRES
EGFP-IRES-Puromycin

|—{ CMV-Promotor | TetR Puromycin

TetR-IRES-Puromycin

Abbildung 33: IRES-gekoppelte Resistenzexpression

Der Aufbau der Vektoren, welche zur IRES gekoppelten Resistenzexpression konstruiert wurden, variiert aufgrund der
unterschiedlichen Méglichkeit die Gene einzuklonieren im Abstand zwischen dem Gen und der IRES-Sequenz.
Zwischen dem Gen fiir EGFP und der IRES-Sequenz besteht ein Abstand von 17 bp. Im Gegensatz dazu besteht
zwischen IRES und den Genen fiir TetR, beta-TetR und TetR-Krab ein Abstand von 56 bp. Da dies den
Hauptunterschied zwischen den beiden Konstrukten darstellt, ist davon auszugehen, dass der Abstand zwischen den
verschiedenen Versionen des TetR-Gens und der IRES-Sequenz zu grofs ist und deshalb die Resistenz gegen Puromycin
nicht exprimiert wird. Dies hat zur Folge, dass keine mit diesem Vektor transfizierten Zellen erfolgreich selektiert
werden kénnen.

Dieser Abstand ist eine Ursache, die man durchaus durch Mutation oder andere Klonierungen
relativ einfach korrigieren hétte konnen. Nachdem aber parallel schon der Ansatz
mittels CAG-Promotor zur Steigerung der Expression erfolgreich gewesen war, wurde dieses Ziel
nicht weiterverfolgt. Zudem ist die fiir eine Verfiinffachung der Expression notwendige
Selektionskonzentration von 50 pg/ml Puromycin, welche dem 50-fachen der normalen
Selektionskonzentration entspricht, durchaus kritisch zu sehen. Bei derartig hohen Konzentration
ist nicht bekannt, welche unspezifischen Wirkungen Puromycin in den Zellen entfaltet.

4.4.3.3 Nutzung des CAG-Promotors zur stabilen TetR-Expression

Als weiterer Ansatz, die Expression des TetR zu erhdhen, wurde die Verwendung des CAG-
Promotors erprobt. In einem systematischen Vergleich verschiedener Promotoren konnte von Qin
et al. (2010) zeigen, dass der CAG-Promotor in allen untersuchten Zelllinien bei geringer Varianz
eine starke Expression zeigte. Im Vergleich hierzu kénnen mit dem CMV-Promotor zwar in
einigen Zelllinien hohe Expressionswerte erreicht werden, aber in einzelnen Zelllinien zeigt sich
eine nur geringe Expression. Im Vergleich zum CAG-Promotor findet sich eine deutlich grofere

Varianz iiber verschiedene Zelllinien hinweg. Zudem wurde beobachtet, dass es in verschiedenen

123



Zelllinien im zeitlichen Verlauf zur verminderten Expression durch Methylierung (Curradi et al.,
2002) und/oder Histondeacetylierung (Rietveld et al., 2002) des CMV-Promotors kommt.

Der CAG-Promotor ist aus dem ersten Enhancer-Element des Humanen Cytomegalievirus,
dem Promotor des beta-Aktin Gens von Hithnern und dessen erstem nicht translatiertem Exon und
dem ersten Intron (5'-Teil) sowie dem zweiten Intron (3'-Teil) und dritten Exon (5°-Teil) des beta-
Globin-Gens von Kaninchen zusammengesetzt (Jun-ichi et al., 1989).

Der Ausgangsvektor pPCAGGS, der fiir die weiteren Klonierungen verwendet wurde, enthalt
zusitzlich das Polyadenylierungssignal des beta-Globins (Hitoshi et al., 1991). In unserer
Forschungsgruppe wurde der Vektor pCAGGS bereits vor dieser Arbeit verwendet und
modifiziert. Es waren bereits weitere Restriktionsschnittstellen (Vektor pPCAGGS/SE) hinzugefiigt
worden (Stithmer et al., 2002). Die Multiple Cloning Site wurde anschlieBend so modifiziert, dass
sie mit dem bereits etablierten Sleeping Beauty System kompatibel war. Insbesondere die dabei
resultierende Entfernung einer EcoRI-Schnittstelle stellte einen wichtigen Schritt flir weitere
Klonierungen dar, da das vollstindige CAG-Promotor-Fragment in die EcoRI-Schnittstelle des
Sleeping Beauty Vektors subkloniert werden sollte. Um die Enden des CAG-Promotors mit
EcoRI-Schnittstellen zu flankieren, wurde der Klonierungsvektor pBluescript SK(-) verwendet

und zundchst zum Vektor pBluescript SK(-) 2xEcoRI mutiert.

Mutation Restriktion & Ligation
Vektor pBluescript SK(-) Vektor pBluescript SK(-) 2xEcoRl
Oligos MUT-Blue-EcoRlI Verdau Sall, Hindlll
Produkt pBluescript SK(-) 2xEcoRl Insert pCAGGS-npl
i i - Verdau Sall, Hindlll
Verifikation Sequenzierung (Primer M13
fwd)
Produkt pBluescript SK(-) 2xEcoRI CAG
Mutation 4: pBluescript SK(-) zu pBluescript SK(-)
2xEcoRI Screening PCR (Primer T7 & T3)
Verifikation Sequenzierung (Primer M13-
fwd)

Klonierung 34: pBluescript SK(-) 2xEcoRI zu pBluescript
SK(-) 2xEcoRI CAG

Durch diese Mutation wurde 5° von der bestehenden EcoRI-Schnittstelle eine weitere EcoRI-
Schnittstelle hinzugefiigt (siche Mutation 4). Hierdurch werden die Sall- und die HindIlI-
Schnittstellen des pBluescript Vektors von den beiden EcoRI-Schnittstellen flankiert. Die
Vektoren pCAGGS-npl und pBluescript SK(-) 2xEcoRI wurden anschlieBend mit Sall und HindIII
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geschnitten und das aufgereinigte CAG-Promotor-Fragment in pBluescript SK(-) 2xEcoRI

einkloniert. Anschlieend wurde der so entstandene pBluescript SK(-) 2xEcoRI CAG Vektor mit

EcoRI geschnitten und das Fragment in die EcoRI-Schnittstelle des Vektors pT2 BN SVPuro

einkloniert (siche Klonierung 35).

Restriktion & Ligation

Vektor pT2 BN SVPuro

Verdau EcoRl

Insert pBluescript SK(-) 2xEcoRI CAG

Verdau EcoRl

Produkt pT2 BN SVPuro CAG
| Screening PCR (Primer CAG-5' & pT2-3") |
‘ Verifikation Sequenzierung (Primer pT2-5°) |

Klonierung 35: pT2 BN SVPuro zu pT2 BN SVPuro CAG

In diesen neu geschaffenen Sleeping Beauty Donor Vektor mit CAG-Promotor wurden die

Fragmente fiir die Gene von TetR-HA und beta-TetR iiber die Nhel-Schnittstelle einkloniert (siche

Klonierung 36 und Klonierung 37).

Klonierung 36: pT2 BN SVPuro CAG zu pT2 BN SVPuro

CAG tTR-HA

Restriktion & Ligation Restriktion & Ligation

Vektor pT2 BN SVPuro CAG Vektor pT2 BN SVPuro CAG
Verdau Nhel Verdau Nhel
Insert pPcDNA3.1(-) tTR-HA Insert pcDNAG6 TR+Nhel-EcoRl
Verdau Xbal Verdau Nhel
Produkt pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA ‘ Produkt pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR

, X Screening PCR (Primer CAG-5" & CAG-3’)
Screening PCR (Primer CAG-5’ & CAG -3)

. : - Verifikation | Sequenzierung (Primer CAG -5°)

Verifikation | Sequenzierung (Primer CAG -5°)

Klonierung 37: pT2 BN SVPuro CAG zu pT2 BN SVPuro

CAG beta-tTR

Darauthin wurden AMO-1-Zellen mit den Vektoren pCMV(CAT)T7-SB100, pEGFP-N3 und dem
Vektor pT2/SVNeo NB als Leervektor-Kontrolle sowie dem Vektor pT2/SVNeo NB S2-E2 als
Knock-down-Funktionskontrolle sowie pT2/SVNeo NB S2-E2 zusammen mit pT2 BN SVPuro
CAG tTR-HA beziehungsweise pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR transfiziert. Es wurde mit




Geneticin und Puromycin zugleich fiir 10 Tage selektiert. Anschlieend wurden die Zellen, welche
mit pT2/SVNeo NB S2-E2 zusammen mit pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA beziehungsweise pT2
BN SVPuro CAG beta-tTR transfiziert worden waren, gesplittet und zu der einen Halfte fiir 48
Stunden 2,5 ng/ml Doxycyclin zugegeben. Von den Zellen wurde dann ein Western Blot mit
Farbung von ERK1/2 sowie TetR bezichungsweise des HA-Tags und von HSP90Obeta als
Ladungskontrolle durchgefiihrt.

In diesem Western Blot (siche Abbildung 34) war es das erste Mal gelungen die TetR-Bildung
direkt nachzuweisen. Bei der Farbung mit dem TetR-Antikorper war eine Bande bei der erwarteten
GroBle von 27 kDa schwach, aber dennoch spezifisch nachweisbar. Die HA-Tag Fiarbung war
zudem sehr ausgeprigt, sodass die Expression des TetR durch die CAG-Promotor getriebene
Expressionskassette offensichtlich deutlich hohere Konzentrationen in den Zellen bewirkte als alle
vorher getesteten CMV-Promotor getriebenen Konstrukte. Zudem gelang nunmehr eine praktisch
vollstindige Repression des konstitutiven ERK2 Knock-downs in den mit pT2/SVNeo NB S2-E2
und pT2 BN SVPuro CAG tTR-HA beziehungsweise pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR doppelt
transponierten Zellen. Dies liefert den Beweis, dass das TetR-Protein in diesem System in
ausreichenden Mengen gebildet wird und seine Funktion erfiillt. Dies belegt somit die aufgestellte
These, dass eine zu geringe Expression von TetR urséchlich fiir die fehlende Repression war. Es
zeigte sich jedoch kein Knock-down von ERK?2 bei der Induktion mit Doxycyclin. Dies ist insofern
iiberraschend, da die Induktion bereits erfolgreich beim Versuch im Ein-Vektor-System
funktioniert hatte (siche Abbildung 29). In weiteren Schritten sollte die Ursache fiir die fehlende
Induktion ermittelt werden und die Expression mit dem CAG-Promotor direkt mit den vorher

untersuchten Konstrukten verglichen werden.
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4.5 Induzierbare shRNA-Expression

Nachdem sich gezeigt hatte, dass sich mittels CAG-Promotor verldsslich eine robuste Expression
des TetR und Repression des konstitutiven ERK2 Knock-downs erzielen lieB3, fehlte als einziger
Schritt zu einem voll funktionsfdhigen induzierbaren shRNA-Tet-System die Induktion des
Knock-downs. Dass dies prinzipiell moglich ist, wurde bereits bei Verwendung eines Vektors
(Ein-Vektor-System) unter Abschnitt 4.4.2.1 gezeigt, war aber in den letzten Versuchen im Zwei-
Vektor-System nicht reproduzierbar gewesen. Die bis dahin verwendeten Kombinationen konnen
der Abbildung 35 entnommen werden.

Durch die Gegentiberstellung der Ansitze zur Etablierung eines Tet-On-System ist es moglich, die
Effizienz der verschiedenen Kombinationen besser zu beurteilen. Auch im direkten Vergleich
zeigte sich der CAG-Promotor mit beta-TetR beziehungsweise TetR-HA allen anderen
untersuchten Konstrukten iiberlegen. Allein der Vektor pT2/SVNeo S2 E2 CMV KRAB konnte
eine anndhernd dhnliche gute Suppression des Knock-downs erreichen. Dies steht im Kontrast zu
den Ergebnissen vorher durchgefiihrter Versuche, welche zunichst keinen groflen Vorteil von
TetR-KRAB gegeniiber TetR zeigen konnten. Erneut konnte keine Induktion des Knock-downs
bei Verwendung des CAG-Promotors erreicht werden. Die Induktion bei Verwendung des Vektors
pT2/SVNeo S2 E2 CMV KRAB funktionierte hingegen. Warum diese Induktion funktionierte und
die der anderen Konstrukte nicht, ist unklar. Die Induktion der anderen Konstrukte ist nicht
beurteilbar, da der Knock-down bereits im nicht-induzierten Zustand komplett ausgeprégt ist und

keine Repression des Knock-downs stattzufinden scheint.
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Zur Analyse der Ursache der fehlenden Induktion bei genannter Herangehensweise wurde von den
mit 5 pg/ml Doxycyclin induzierten AMO-1 Zellen vor und nach der Induktion eine FACS-
Messung durchgefiihrt. Hier stellte sich heraus, dass alle induzierten Zellen PI- und Annexin V-
positiv waren. Aufgrund dieser Messdaten ist davon auszugehen, dass alle untersuchten Zellen
(pro-)apoptotisch/nekrotisch sind. Dies erkldrt, dass kein funktioneller Knock-down durch
Induktion mit Doxycyclin erreicht werden konnte, da Zellen in (beginnender) Apoptose nicht mehr

hinreichend in der Lage sind shRNA zu produzieren.

AMO-1 pT2 S2-E2 + pT2 CAG beta-tTR
104 10*
_2.88 r 29.1 _.19.1 54.6
10°
5 o
s 3
> E 2
Q_ P
: 5
(o' o .
10 E
100 T T |?i?-6n- 10° 13.'5. e - .?.2.'.8.1-
10° 10’ 102 10° 10* 10° 10" 102 103 10*
Annexin-V-FITC Annexin-V-FITC
ohne Doxycyclin mit 5 pg/ml Doxycyclin

Abbildung 36: Apoptose nach Induktion mit Doxcyclin

Die FACS-Analyse nach fiir 48 Stunden durchgefiihrter Induktion mit 5 ug/ml Doxycyclin zeigt, dass dies zur Apoptose
oder Nekrose der AMO-1 Zellen fiihrt. Diese Schussfolgerung ergibt sich aus der Tatsache, dass praktisch alle
gemessen Zellen (rechte Seite) sowohl Pl als auch Annexin V positiv sind. Die Messung vor Induktion (linke Seite)
ergibt einen Anteil an 65% vitaler Zellen. Daher ldsst sich schliefSen, dass das verwendete Doxycyclin ursdchlich fiir
den Zelltod ist. Dies erklért auch die fehlende Induktion, da tote Zellen keine shRNA mehr bilden, welche zu einem
Knock-down fiihren wiirden.

Es stellte sich die Frage nach der Ursache fiir die Apoptose der Zellen. Zum einen kdnnte natiirlich
die Konzentration des TetR bei Verwendung des CAG-Promotors so hoch sein, dass es schddliche
Einfliisse auf die Zellen besitzt. Da sich die Apoptose aber erst bei Zugabe von Doxycyclin
entwickelt, konnte eine Kontamination beziehungsweise fehlerhaftes Ansetzen die Ursache sein.
Um dies zu untersuchen, wurde das bisher verwendete Doxycyclin verworfen und die verwendete
Losung komplett neu auf die verwendeten Konzentrationen titriert. Darauthin wurden AMO-1-
Zellen erneut transfiziert und nach Selektion mit 2,5 pg/ml beziehungsweise 5,0 ng/ml Doxycyclin
fiir 48, 96 beziehungsweise 144 Stunden induziert. Von den Zellen wurde dann ein Western Blot

durchgefiihrt und gegen ERK1/2, TetR und als Ladungskontrolle gegen HSP90beta gefarbt.
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Abbildung 37: Induzierbarer Knock-down von ERK2 in JJN-3 nach verschiedenen Induktionsdauern

In JIN-3 wurde der Knock-down von ERK2 mit zwei verschiedenen Konzentrationen von frisch angesetztem Doxycyclin
nach verschiedenen Induktionszeitrdumen untersucht. Die Expression des TetR wurde hierbei mit CAG-Promotor mit
dem beta-TetR-Konstrukt vermittelt. Im Western Blot konnte die Expression des TetR eindeutig mittels Antikérper
nachgewiesen werden (Bahnen 3 bis 9). Die Repression des Knock-downs zeigte sich im nicht-induzierten Zustand
(Bahn 3) auf dem Ausgangsniveau der Negativ-Kontrolle (Bahn 1, normale Zellkultur). Die Induktion nach 48 h, 96 h
und 144 h zeigte bei beiden Doxycyclin-Konzentrationen einen sehr guten Knock-down (Bahnen 4 bis 9), der der
Qualitét der Positiv-Kontrolle (SUSTER2 ohne TetR-Expression) entspricht.

In diesem Western Blot konnte eine duBlerst gute Repression des nicht-induzierten Konstrukts
nachgewiesen werden. Qualitativ entsprach die Repression der Negativ-Kontrolle. Zudem zeigte
sich eine sehr gute Induktion des Knock-downs bei allen untersuchten Doxycyclin-
Konzentrationen und Induktionszeitraumen. Der Knock-down von ERK?2 entsprach hierbei der
Positiv-Kontrolle mit pT2/SVNeo NB S2 E2 ohne Repressorprotein. Die Verwendung eines
frischen titrierten Ansatzes an Doxycylin stellte sich als erfolgreich heraus. Es lédsst sich zudem
ableiten, dass 2,5 pg/ml Doxycyclin zur Induktion ausreichend sind. Womdglich lassen sich sogar
noch niedrigere Konzentrationen verwenden. Fiir den induzierten ERK2 Knock-down ist eine
Induktionsdauer von 48 Stunden ausreichend, eine ldngere Induktion konnte hier keine Vorteile in
Bezug auf die Knock-down Qualitdt aufweisen. Neben der Restproduktion (,,Leakiness*) beim
Knock-down durch shRNA hingt die nachgewiesene Proteinkonzentration auch noch von der nach
Knock-down-Beginn noch nicht abgebauten Proteinmenge ab. Da die Halbwertszeiten fiir

verschiedene Proteine unterschiedlich sind, kann die Induktionsdauer fiir andere Zielproteine als
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ERK2 durchaus auch von den hier verwendeten 48 Stunden abweichen. Auch der Nachweis von
TetR konnte in diesem Western Blot deutlich erbracht werden.

Schlussendlich zeigte sich, dass die Kombination aus HI-Promotor mit zwei TetO-Sequenzen und
dem CAG-Promotor zur TetR-Expression sowohl &uflerst gute Repressions- als auch
Induktionseigenschaften aufweist. Somit konnte ein duflerst leistungsfahiges Tet-On-System fiir

RNAi im MM etabliert werden.

5 Diskussion

5.1 Ubersicht

Das Ziel, ein Sleeping Beauty Transposon-basiertes System zum induzierbaren shRNA-
vermittelten stabilen Knock-down von Zielproteinen zu entwickeln, konnte in dieser Arbeit
ganzlich erreicht werden. Zudem konnte die Expertise, mit dem Sleeping Beauty Transposon
System DNA-Funktionselemente stabil in das Genom von Myelomzellen zu integrieren, deutlich
ausgebaut werden. Aufbauend auf schon vorhandenen Daten konnte am Beispiel des EGFP gezeigt
werden, dass eine stabile Proteinexpression flir mindestens 231 Tage ohne weitere Selektion mit
Antibiotika moglich ist. Fiir die stabile und konstitutive shRNA-Expression zeigte sich am
Beispiel des Zielproteins ERK2, dessen alleinige Blockade nur wenig bis keinen Einfluss auf die
Proliferation hat, in verschiedenen Zelllinien ein signifikanter Knock-down in den ersten ein bis
zwel Monaten, wonach sich dieser Effekt in manchen Zelllinien wieder abschwéchte. Neben den
schon bekannten Selektionsbedingungen fiir Geneticin, konnten die Bedingungen fiir die Selektion
mit Puromycin etabliert werden, und es wurde gezeigt, dass auch eine gleichzeitige Selektion mit
Geneticin und Puromycin moglich ist. Dies stellt eine essentielle Grundlage fiir die stabile
Integration der verschiedenen SBTS-basierten Komponenten des entwickelten Systems dar.

Fiir das Tet-On-System konnte der H1-Promotor so modifiziert werden, dass die Expression der
shRNA durch das Andocken des TetR-Proteins an zwei TetO-Sequenzen, welche vor und nach
der TATA-Box liegen, inhibiert wird. Durch die Zugabe von Doxycyclin wird diese Inhibition
durch Konformationsidnderung des TetR-Proteins durch Doxycyclin aufgehoben. Sowohl in
transienten Versuchen als auch mit stabil transfizierten Zellen konnte nachgewiesen werden, dass
der konstitutive Knock-down mit dem modifizierten HI-Promotor genauso effizient ist wie beim
H1-Promotor des Ausgangsvektors pSUPER. Auch der simultane multiple Knock-down von vier
verschiedenen Zielproteinen (ERK1/2 und MEK1/2), der von Bernhard Roth bereits ausgiebig in
Versuchsansétzen mit transient transfizierten MM Zellen und dem pSUS-Vektor erprobt wurde,

konnte mit dem Sleeping Beauty Transposon System stabil in MM Zellen durchgefiihrt werden.
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Die Knock-down Qualitét zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den mit transienten Ansétzen
erreichten Ergebnissen von Bernhard Roth. Die stabil integrierte induzierbare Version des
Quadrupel-Knock-down Vektors gegen ERK1/2 und MEK1/2 zu testen und zu optimieren, wurde
von Laurens Zugelder im Rahmen seiner Dissertation wahrgenommen.

Die womoglich grofite Herausforderung dieser Arbeit stellte die addquate Expression des TetR-
Proteins in MM Zellen dar. Nachdem zunidchst weder das TetR-Protein im Western Blot
nachgewiesen werden konnte, noch eine funktionelle Wirkung (Blockade der konstitutiven
shRNA-Expression gegen ERK2) beobachtet werden konnte, zeigte sich als initialer Erfolg im
Ein-Vektor-System (mit induzierbarem(n) HI1-Promotor(en) und einer CMV-TetR-
Expressionskassette zusammen im Vektor pT2/SVNeo NB) eine nachweisbare Abschwichung des
konstitutiven ERK2 Knock-downs und eine Induzierbarkeit durch Doxycyclin. Allerdings stellte
sich heraus, dass die Repression nicht ausreichend effektiv war und eine sogenannte ,,Leakiness*
bestand. Dies deutet in Verbindung mit dem fehlenden Nachweis von TetR-Protein , dass dieses
nicht ausreichend vorhanden war. Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, dass eine
Doxycyclin-Konzentration von 0,5 pg/ml nicht ausreichte, um eine hinreichende Induktion zu
bewirken, sodass in weiteren Versuchen hohere Konzentrationen verwendet wurden.
AnschlieBend wurden verschiedene Schritte unternommen, um die Expression zu steigern. Bereits
im Ein-Vektor-System zeigte sich, dass das Fusionsprotein aus TetR und KRAB fiir den
induzierbaren H1-Promotor keinen messbaren Vorteil beziiglich der ,,Leakiness* besitzt. Um das
Vektorsystem flexibler zu gestalten, wurde versucht die shRNA-Expression und die Expression
des TetR auf zwei verschiedene Vektoren mit unterschiedlichen Antibiotika-Resistenzen zu legen.
Im Gegensatz zum Ein-Vektor-System konnte hier zunichst keine Repression des shRNA-Knock-
downs beobachtet werden. Intensive Analysen zu mdéglichen Fehlerquellen konnten schlie3lich
den verwendeten pT2B Puro Vektor, der als Expressionsvektor fiir TetR verwendet wurde, als
Ursache fiir die fehlende TetR-Expression ausmachen. Bei Tests mit einem modifizierten Vektor,
welcher EGFP statt TetR exprimierte, liberlebten nach Selektion mit Puromycin Zellen, die nur
transient oder gar nicht EGFP exprimierten. Eine detaillierte Analyse der verwendeten
Klonierungsschnittstelle zeigte, dass diese aullerhalb der repetitiven Sequenzen (IR/DR), die der
Sleeping Beauty Transposase als Erkennungssequenz dienen, liegt, sodass zwar die
Antibiotikaresistenz, nicht aber die gewiinschte Nutzlast in das Genom der Zielzellen
eingeschleust wurde. Dies fiihrte zur Notwendigkeit, einen zu unseren Anspriichen passenden,
neuen Sleeping Beauty Donor Vektor mit Puromycin-Resistenz zu entwickeln. Dieses neue

Plasmid konnte mittlerweile in verschiedenen anderen Forschungsprojekten Anwendung finden
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(Barrio et al., 2018; Barrio et al., 2019; Munawar et al., 2019; Weissbach et al., 2020).
AnschlieBend wurde versucht mit diesem Vektor die TetR-Expression durch das Hinzufligen des
beta-Globin Enhancers vor die TetR-Sequenz im CMV-Promotor zu steigern. Transiente Versuche
konnten jedoch keinen messbaren Nachweis des TetR erbringen. Die stabile Transfektion einer
CMV-Kassette mit beta-Globin Enhancer vor dem TetR-Gen erbrachte ebenfalls keine addquate
Repression. Im Vergleich zum Ein-Vektor-System waren die Resultate im Zwei-Vektor-System
bei gleicher TetR-Expressionskassette unerwarteterweise beziiglich der Repression sogar
schlechter, jedoch funktionierte das TetR-KRAB-Fusionsprotein vergleichsweise besser. Da sich
hierfiir keine offensichtliche mechanistische Erkldrung finden lésst, ist die wahrscheinlichste
Deutung, dass es durch Unterschiede in der Transfektionseffizienz zwischen den einzelnen
Versuchen zu einer unterschiedlich groBen Anzahl von Integrationen der Expressionskassetten ins
Genom kam.

Als weiterer Ansatz wurde versucht mit dem IRES-Element die Expression des TetR und der
Antibiotika-Resistenz miteinander zu verkniipfen. Durch eine hohere Antibiotikakonzentration
sollten nur Klone mit einer verstarkten Expression der Resistenz und von TetR selektiert werden.
Fiir EGFP konnte hierbei eine bis zu flinffach stirkere Expression im Vergleich zur normalen
Selektionskonzentration erreicht werden. Dasselbe Prinzip stellte sich fiir TetR jedoch als nicht
erfolgreich heraus. Es konnten keine stabilen Klone selektioniert werden, sodass davon
auszugehen ist, dass die Antibiotika-Resistenz nicht exprimiert wird. In diesem Zusammenhang
lasst sich vermuten, dass auf dem Vektor das Gen fiir TetR im Vergleich zum EGFP-Gen zu viele
Basenpaare von der IRES-Sequenz entfernt liegt. Zuletzt, und mithin erfolgreich, wurde
schlieBlich die Verwendung des CAG-Promotors erprobt. Mittels Western Blot konnte auf diese
Weise das erste Mal eine deutliche TetR-Expression nachgewiesen werden. Ebenfalls zeigte sich
eine duBerst gute Repression (keine messbare ,,Leakiness*) und Induktion des H1-Promotors.
Hierbei wurden in eine CAG-Promotor-getriebene Expressionskassette der beta-Globin Enhancer
und das TetR-Gen einkloniert. Beim Versuch den mit einem HA-Tag markierten Repressor (TetR-
HA; ohne den beta-Globin Enhancer) mittels CAG-Promotor zu exprimieren, zeigte sich nach HA-
Tag-Antikorperfarbung eine deutlich spezifische Bande im Western Blot. Analog zu fritheren
Beobachtungen fiir die Expression von Ras-Proteinen (Steinbrunn ef al., 2011) ist also
offensichtlich fiir das TetR-Protein ein deutlich hoheres Expressionsniveau im MM mit der CAG-
Promotor-getriebenen als mit der CMV-Promotor-getriebenen Expressionskassette moglich.
Neben einer absoluten héheren Menge an transkribierter mRNA ist ebenfalls eine erhohte mRNA-

Stabilitdt durch untranslatierte Bereiche der RNA denkbar. Geméal} Literaturlage scheint hierbei
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die Effizienz des Promotors von der verwendeten Zelllinie abzuhdngen (Damdindorj et al., 2014;
Qin et al., 2010; Seo et al., 2010). Mit den Vektoren pT2 BN SVPuro CAG beta-Globin tTR und
pT2 BN SVNeo S2 ERK2 konnte der Nachweis dafiir erbracht werden, dass ein gut reguliertes
Knock-down-System mit induzierbarem H1-Promotor mit dem Sleeping Beauty Transposon
System in MM Zellen moglich und effizient umsetzbar ist. Laurens Zugelder konnte bei der
Weiterfiihrung dieses Projektes zeigen, dass die Induzierbarkeit von Mehrfach-Konstrukten
analog zu induzierbaren Einfach-Konstrukten ohne weitere Einschrankungen funktioniert (Fink et
al., 2018). Der prognostizierte Nutzen als biomolekulargenetisches Werkzeug im MM konnte
unter anderem bereits am klinisch relevanten NFxB-Signalsystem unter Beweis gestellt werden

(Zugelder, 2019).

5.2 Beurteilung der Unterschiede zwischen transienter und stabiler sShRNA-Expression

Ein groBer Unterschied zwischen transienten und stabilen Versuchen ist die Anzahl der Kopien
der shRNA-Kassetten im Zellkern. Die Menge und Konzentration der verwendeten Vektoren in
dieser Arbeit dhnelt auch der von vielen anderen Forschungsgruppen verwendeten Menge bei
Elektroporationen anderer Zelllinien. Die DNA eines Plasmids pSUSTER2 ERK2 besitzt eine
molekulare Masse von 2 X 10° Dalton. 1 pg entspricht daher 3 X 10! Kopien des Plasmids und
bei den standardmiBig verwendeten 30 pg (20 pg/ml auf 1,5ml) 9x 102 (9 Billiarden) Kopien
pro Elektroporationsansatz auf 20 Millionen Zellen. Dies entspricht durchschnittlich 3,5x 10°
(3,5 Millionen) Plasmiden pro Zelle. Die Anzahl, die tatsichlich in die Zelle eindringt, ist
bedeutend geringer, da das Zellvolumen im Vergleich zum Gesamtvolumen des
Elektroporationsansatzes um einiges kleiner ist. Noch dazu kann nicht davon ausgegangen werden,
dass die Zellmembran trotz Elektroporation {iberhaupt keine Barriere mehr fiir die DNA darstellt.
Andererseits ist unklar, inwieweit sich vielleicht durch Anlagerung an die Zellmembran auch eine
lokale Anreicherung giinstig auf die Zahl der aufgenommenen Plasmidmolekiile auswirken
konnte. AuBerdem ist es filir die Transkription entscheidend, dass die Plasmide in den Zellkern
aufgenommen werden. Messdaten, die mittels RT-PCR bestimmt wurden, zeigen fiir dhnliche
Plasmid-Konzentrationen, dass im Zellkern 75 bis 50.000 Kopien ankommen (Cohen et al., 2009).
Diese Ergebnisse sind jedoch nicht ohne Weiteres auf die Elektroporation von MM Zellen
iibertragbar, da andere Zellarten verwendet und die Transfektion mit Lipofectamin
beziehungsweise Polyethylenimin (PEI) durchgefiihrt wurde. Die Elektroporation scheint mit
diesen Transfektionsmethoden aber beziiglich der Anzahl der transfizierten Plasmide in Zellen und
Zytoplasma vergleichbar zu sein. Van Gaal et al. (2011) konnten bei einer Elektroporation mit
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einem Ansatz von 1,3X 10° Plasmiden pro Zelle anschlieBend ungefihr 1,5% 103 Plasmidkopien
pro Zelle nachweisen. Im Vergleich dazu waren es bei der Transfektion mit PEI 1,4X 103 und mit
Lipofectamin 4,9% 10?2 pro Zelle. Fiir die Elektroporation wurde in dieser Verdffentlichung die
Anzahl der Plasmide im Zellkern nicht bestimmt. Es ist aber kein grofer Unterschied zu erwarten,
da der Transportmechanismus der Plasmide in den Zellkern durch Zellkernporen bei allen
Transfektionsarten der gleiche ist. Eventuell lduft der Transport in den Zellkern nach
Elektroporation sogar etwas effizienter ab, da die Plasmide nicht an ein Transfektionsagens
gekoppelt sind. In einer Messung von Rosazza ef al. (2013) kamen nach Elektroporation 2.000 bis
10.000 Plasmide im Zellkern an. In sich teilenden Zellen sinkt die Anzahl der Plasmide schnell.
So konnten nach 24 bis 36 Stunden nur noch 20 bis 1.000 Plasmide nachgewiesen werden
(Coonrod et al., 1997; James und Giorgio, 2000; Tseng et al., 1997). Moglicherweise ist diese
Menge im Zellkern aber schon ausreichend, um den Transkriptions- und Translationsprozess zu
sattigen. Aufgrund dieser Annahme wiirde eine h6here Anzahl an Kopien keine oder eine nur sehr
gering verstirkte Expression vermitteln (van Gaal et al., 2011).

Bei der stabilen Integration durch das Sleeping Beauty Transposon System konnte nachgewiesen
werden, dass abhingig von der Gesamtkonzentration und den Konzentrationsverhéltnissen des
Transposase-Plasmids und des Donor-Plasmids bis zu 40 Integrationen pro Zelle vorkommen. Im
Durchschnitt sind hierbei circa 10 Integrationen pro Zelle mit einer Hiufung von zwei bis sechs
Integrationen pro Zelle zu finden. Bei hoheren Konzentrationen nimmt die Transpositionseffizienz
wieder ab, sodass vermutet wird, dass sich ab einer bestimmten Konzentration die Transposase-
Proteine gegenseitig behindern (Balasubramanian ef al., 2016).

Der Vergleich dieser Zahlen der Kopien von Plasmiden — beziehungsweise Integrationen im
Zellkern von transienter zu stabiler Transfektion — ldsst hochstwahrscheinlich hohere shRNA-
Konzentration bei den transienten Versuchen erwarten. In den in der vorliegenden Arbeit und auch
in den folgenden von Laurens Zugelder durchgefiihrten Versuchen konnten bei dem
semiquantitativen Nachweis mittels Western Blot keine signifikanten Unterschiede in der Knock-
down-Qualitdt zwischen transienten und stabilen Versuchen gefunden werden, und das obwohl fiir
die transienten Analysen nur die spezifisch angereicherte, am stirksten transfizierte Zellpopulation
verwendet worden war. Hierfiir kommen mehrere mogliche Ursachen in Betracht: Womoglich
sind die hier verwendeten shRNA-Sequenzen derart effizient, dass schon eine geringe Zahl von
Expressionskassetten ausreicht, um auf diese Weise den maximal moglichen Knock-down zu
erreichen. Auf der einen Seite kann dies daran liegen, dass der RNAi-Weg schon seine maximale

Kapazitit erreicht hat und bereits gesattigt ist (sieche auch 5.3.1). Auf der anderen Seite handelt es
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sich womoglich beim nachweisbaren Proteinrest im Western Blot um den Proteinanteil, der
aufgrund der Dauer seiner Halbwertszeit noch nicht abgebaut worden ist. Nachdem durch den
shRNA-Knock-down nur die Bildung des Proteins unterbunden wird, miisste zum Ausschluss
dieser Mdoglichkeit der Beobachtungszeitraum ausgeweitet werden. Dies ist bei transienten
Versuchen aber ohne erneute Transfektion nicht mdglich. Es kann ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden, dass die Transkription von stabil ins Genom integrierten Promotoren hdufiger stattfindet
als von Promotoren auf Plasmiden. Daher konnte es moglich sein, dass sich die shRNA-
Konzentrationen nicht, wie angenommen, drastisch unterscheiden. Um eine genaue Aussage
hieriiber treffen zu kdnnen, miisste die shRNA-Menge zum Beispiel mit Hilfe der quantitativen
RT-PCR gemessen werden. Es ist zu erwarten, dass eine niedrigere, aber ausreichende
Konzentration von shRNA Vorteile besitzt, da weniger bezichungsweise gar keine
Off-Target-Effekte auftreten. Bei transienten Versuchen sind diese zudem schlecht von
Elektroporationseffekten zu differenzieren. Zusammenfassend lésst sich aus den vorliegenden
Daten schlussfolgern, dass die Menge der exprimierten shRNA nur sekundére Relevanz besitzt
und vielmehr die Effektivitdt der gewéhlten Zielsequenzen der relevanteste Faktor bei RNAi
darstellt (Fakhr er al., 2016). Diesbeziiglich hat sich die Nutzung von shRNA Datenbanken
etabliert. Aktuell wird versucht mit Hilfe von Deep Learning Zielsequenzen vorherzusagen,
welche noch erfolgversprechender sind als die etablierten Konzepte zum shRNA-Design (Han et
al., 2018; Humphreys et al., 2020).

Fiir nicht suffiziente Knock-downs trotz optimaler Wahl der shRNA-Zielsequenz oder fiir Gene
mit unterschiedlichen Splicevarianten stellt das konzipierte Knock-down System, aufgrund der
Moglichkeit mehrere shRNAs gleichzeitig zu exprimieren, eine bisher nicht verfiigbare Option
dar. Die Verwendung von zwei oder mehreren verschiedenen shRNA-Kassetten mit derselben
Ziel-mRNA mit unterschiedlichen Zielsequenzen zeigt ndmlich, dass hierdurch ein stirkerer
Knock-down moglich ist (bisher unverdffentlichte Daten). Dies konnte am Beispiel von
Syntaxin 4 (STX4) gezeigt werden, welches essentiell an der Sekretion von intrazelluldren
Vesikeln, die Antikorper enthalten, beteiligt ist (Gomez-Jaramillo et al., 2014; Rahman et al.,
2013). Es ist zu prognostizieren, dass durch die Blockade der Sekretion iiber eine toxische
Akkumulation der grolen Menge an gebildeten monoklonalen Antikdrpern in MM Zellen gezielt
Zellstress bis hin zur Apoptose ausgeiibt werden kann. Versuche mit Brefeldin A, das einen
ahnlichen, aber breiteren Wirkmechanismus aufweist, konnten bereits eine sehr gute Wirksamkeit
in Zellen des MM vermitteln (Carew et al., 2006). Um diese Erkenntnisse nutzen zu kénnen, ist

es aufgrund der nicht selektiven Wirkung von Brefeldin notwendig, den kausalen Mechanismus

137



zu kldren. STX4 besitzt im Homo sapiens drei verschiedene mRNA Varianten (NM_001272095.1,
NM _001272096.1, NM_004604.4). Die Zielsequenzen fiir die sShRNA wurden mit Hilfe des GPP
Web Portals des Broad Institutes so ausgewdhlt, dass alle Splicevarianten die Zielsequenz der
shRNA enthalten. Auf diese Weise wire ebenfalls moglich gewesen, shRNAs nur gegen
bestimmte Splicevarianten auszuwéhlen. In transienten Versuchen mit pSUSTER2 in L-363 und
JIN-3 wurden jeweils die zwei besten Sequenzen ausgewdhlt, aus denen nachfolgend ein
Doppelkonstrukt erstellt wurde. Sowohl in transienten als auch stabil transfizierten Zellen konnte
gezeigt werden, dass das Doppelkonstrukt den jeweiligen Einzelkonstrukten semiquantitativ leicht
tiberlegen ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Nagao et al. (2008) iiberein. Diese

Forschergruppe konnte auf éhnliche Weise bessere Knock-downs erreichen.

5.3 Limitationen

5.3.1 Off-Target-Effekte von RNAI

Ein wichtiger Nebeneffekt, der bei RNAi beachtet werden muss, sind Off-Target-Effekte. Diese
duBern sich zum einen durch einen Knock-down anderer Proteine und nicht — wie gewiinscht — des
Zielproteins und préasentieren sich zum Teil auch mit toxischer Wirkung auf die Zellen. Hierfiir
wird hauptsiachlich der Eintritt von siRNA in den miRNA-Signalweg verantwortlich gemacht
(Birmingham et al., 2006; Pei und Tuschl, 2006). Zum anderen kann eine Uberlastung der RNAi-
Maschinerie zur Deregulierung der endogenen Geninhibition durch miRNA fiihren. Dariiber
hinaus sind in vivo noch weitere toxische Wirkungen zu beobachten, die durch Reaktionen des
Immunsystems verursacht werden (Kanasty et al, 2012). Zwar tritt dies nicht bei in vitro
Versuchen auf, die zuvor genannten Punkte sind jedoch &uB3erst relevant fiir die Durchfiihrung und
Beurteilung von Versuchen (Fedorov et al., 2006). Selbst shRNAs, die man bevorzugt als
Kontrolle fiir Off-Target-Effekte einsetzt, so zum Beispiel ShARNA gegen Luciferase, weisen zum
Teil Off-Target-Effekte auf (Hasegawa et al., 2017). Im Gegensatz zu friiheren Annahmen, dass
die RNAI extrem spezifisch fiir die gewihlte Zielsequenz ist (Elbashir et al., 2001), fithren auch
nur teilweise Ubereinstimmungen der Sequenzen zu einer verminderten Expression anderer
Proteine (Holen et al., 2005; Jackson et al., 2003).

Eine weiterer Ausloser ist zudem die Prozessierung des falschen RN A-Stranges (Sinnstrang) durch
den RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC) und nicht, wie vorgesehen, die Prozessierung
des Gegensinnstranges. Auch der Gegensinnstrang selbst kann Off-Target-Effekte verursachen,
wenn dessen 5° Ende komplementdr zu nicht translatierten 3‘-Enden (3°-UTR) von mRNA ist

(Jackson und Linsley, 2010). Durch diese inkomplette Hybridisierung mit bis zu hunderten
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mRNAs (Farh et al., 2005; Krek et al., 2005; Lewis et al., 2003; Lim et al., 2005; Xie et al., 2005),
die dieselben 3°-UTRs besitzen, konnen die siRNA in den endogenen miRNA-Signalweg eintreten
(Jackson et al., 2003) und eine Deadenylierung sowie die Inhibition der Translation und somit eine
verminderte Expression verschiedener Gene verursachen (Doench und Sharp, 2004; Jackson et al.,
2006; Laursen et al., 2010; Semizarov et al., 2003; Wu et al., 2006).

Durch eine geschickte Wahl der Sequenz der shRNA beziehungsweise siRNA konnen diese
Effekte vermindert werden. Heutzutage werden Algorithmen verwendet, welche die
Ubereinstimmung mit den 3°UTRs zu minimieren versuchen (Boese et al., 2005; Naito et al.,
2009). Fiir exogen zugefiihrte siRNA besteht zudem die Moglichkeit durch Modifikation in Form
von Methylierung, Verwendung von ,,Unlocked nucleic acids* (UNA) und ,,Locked nucleic acids*
(LNA) etwaige Off-Target-Effekte zu minimieren (Chiu und Rana, 2003; Judge et al., 2005;
Langkjaer et al., 2009; Motrissey et al., 2005). Fiir shRNA und damit fiir den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten H1-Promotor ist diese Modifikation nicht mdglich. Dafiir konnen jedoch mit
Hilfe der Verwendung von shRNA durch eine Positionierung der Schnittstelle fiir Dicer
zwei Nukleotide vor der Schleife ebenfalls Off-Target-Effekte vermindert werden.

Um das Vorliegen und die Relevanz von Off-Target-Effekten in vitro einschétzen zu kdnnen, kann
zum einen das Zielgen mit einer modifizierten DNA-Sequenz wieder eingebracht werden, das
durch die verwendete Zielsequenz nicht mehr erfasst wird (Cullen, 2006; Echeverri et al., 2006).
Persistierende Auswirkungen sind somit auf Off-Target-Effekte und nicht auf den Knock-down
zuriickzufiihren. In der Praxis stellt sich dies jedoch als schwierig heraus, da es mit einem hohen
Aufwand verbunden und zum Teil fehleranfallig ist (Jackson und Linsley, 2010). Alternativ kann
der Knock-down desselben Gens mit verschiedenen Zielsequenzen wiederholt werden. Jede
siRNA beziehungsweise shRNA besitzt unterschiedliche Off-Target-Effekte. Sollte die
beobachtete Wirkung iiber die verschiedenen Versuche mit verschiedenen siRNA/shRNA-
Sequenzen hinweg redundant sein, ist anzunehmen, dass nicht Off-Target-Effekte die beobachtete
Wirkung verursachen, sondern der spezifische Knock-down (Cullen, 2006; Echeverri et al., 2006;
Jackson und Linsley, 2010). Eine andere Herangehensweise besteht darin, die verschiedenen
siRNA beziehungsweise shRNA alle gleichzeitig zu verwenden. Hierdurch ist eine Mittelung der
Off-Target-Effekte zu erwarten, wodurch die Wirkung des Knock-downs im Vordergrund stehen
sollte (Kittler et al., 2007). Dies ist eine Anwendung, fiir die sich das in vorliegender Arbeit
entwickelte RNAi-Kassettensystem duferst gut nutzen lésst.

Als andere Ursache fiir Off-Target-Effekte wird die Sattigung des RNAi-Signalwegs angenommen
(Castanotto et al., 2007; Grimm et al., 2006; Khan et al., 2009; Koller et al., 2006; Vickers et al.,
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2007). Auch unabhingig von dem gerade genannten Eintreten von siRNA in den miRNA-
Signalweg teilen diese beiden RNAi-Wege verschiedene Komponenten miteinander, so zum
Beispiel das Enzym Dicer, das Transportprotein Exportin-5 und RISC. Bei Versuchen mit
transienter shRNA-Expression konnte gezeigt werden, dass hauptsidchlich Exportin-5 (Yi et al.,
2005), das fiir den Transport von shRNA und miRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma
zusténdig ist, aber auch weitere nachfolgende Komponenten, liberséttigt werden (Castanotto et al.,
2007). Dies fiihrte bei In-vitro-Versuchen mit hoher Expression von shRNA, die mit Méusen
durchgefiihrt wurden, zum Tod der Versuchstiere (Grimm et al., 2006). Sowohl in vivo als auch
in vitro konnte gezeigt werden, dass durch die Ubersittigung des RNAi-Wegs die regulierende
Funktion durch miRNA stark gestort wird (Sneve und Rossi, 2006).

Die aktuell einzig bekannte Losung des Problems ist eine moderate Expression von shRNA. So
stellte sich eine stabile Expression von shRNA durch einige wenige Kopien in Bezug auf Off-
Target-Effekte im Vergleich zur Expression von Tausenden von Plasmiden in transienten
Versuchen, als vorteilhaft heraus. Dies deckt sich mit den Beobachtungen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit: Auch hier konnten bei den verwendeten stabil exprimierten shRNA-
Konstrukten Off-Target-Effekte zumindest nicht gemessen werden. Eine komplette Eliminierung
von Off-Target-Effekten mit RNAi scheint, nach aktuellem Forschungsstand, dennoch nicht
moglich zu sein. Womoglich kann auch die Verstirkung des RNAi-Wegs eine Option fiir die
Verminderung der Off-Target-Effekte sein. Es konnte gezeigt werden, dass beispielsweise die
verstirkte Expression des Proteins Argonaute 2 (AGO2), welches Teil des RNAi-Wegs ist, zu
einem besseren Knock-down fithrt (He et al., 2015). Im Falle von toxischen Effekten bei
Versuchen mit induzierbaren Tet-Systemen sollte zudem beachtet werden, dass das notwendige
Doxycyclin ebenfalls eine toxische Wirkung auf Zellen haben kann (siche 4.5). Eben dies
tiberpriifte Laurens Zugelder im Rahmen seiner Promotion fiir die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten MM Zelllinien und konnte bei den ebenfalls in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Doxycyclin-Konzentrationen keine toxischen Wirkungen beobachten, was eine mogliche Wirkung
auf andere Zelllinien aber nicht ausschlieBt. Off-Target-Effekte konnen auch bei der Verwendung
von pharmakologischen Inhibitoren, siRNA und CRISPR(i) auftreten. Es ist von bedeutsamem
Vorteil eine Mdglichkeit zu haben, einen solchen Verdacht durch Nutzung eines anderen Knock-
down Mechanismus zu bestitigen oder auszurdumen. Gegenwartig ist das etablierte Knock-down
System fiir diesen Zweck das flexibelste, kosteneffizienteste und am schnellsten umsetzbare

Werkzeug.
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5.3.2 Effizienz des Knock-downs abhangig von der Kassettenanzahl

Die RNAIi-Sattigung beeinflusst zudem nicht nur den endogenen miRNA-Pfad, sondern vermittelt
wahrscheinlich auch eine Limitation der maximalen Anzahl an Zielgenen fiir den Knock-down
durch shRNAs. Die Kenntnisse iiber die kombinierte Expression mehrerer shiRNAs sind begrenzt.
Forschungsgruppen konnten mittels RNA-Polymerase II Promotoren zwei (Zhou et al., 2008), drei
(Nagao et al., 2008; Sahin et al., 2007) und vier (Lambeth et al., 2010; MclIntyre ef al., 2011)
shRNAs erfolgreich gleichzeitig exprimieren, wobei keines dieser verwendeten Plasmide
beziehungsweise Viren einen induzierbaren Knock-down ermdglichte. In einer sehr
umfangreichen Arbeit konnten Mclntyre et al. (2011) eine signifikante Verringerung der
individuellen Knock-downs mit steigender Anzahl (bis zu 4) von shRNAs nachweisen. Zu einem
Teil stiitzen die empirischen Daten diese Beobachtung (Castanotto et al., 2007; Holen et al., 2002;
McManus et al., 2002), in anderen Experimenten jedoch konnten diese Effekte nicht beobachtet
werden (Ji et al., 2003; Kahana et al., 2004; Schuck et al., 2004; Yu et al., 2003). Auch in der
Arbeit von MclIntyre ef al. (2011) zeigte sich bei dem gleichzeitigen Knock-down von vier
verschiedenen Zielproteinen durch vier verschiedene shRNA-Kassetten fiir eines der vier shRNA-
Konstrukte keine Abnahme der Knock-down Qualitit im Vergleich zum Einzel-Knock-down.

Es ist davon auszugehen, dass es sich diesbeziiglich um ein duflerst effektives Konstrukt handelte,
weshalb eine geringere shRNA-Konzentration keinen Einfluss auf die Qualitit des Knock-downs
hatte. Neben der mehrfachen Kassettenstrategie mit je einem Promotor pro shRNA wurde in der
Veroffentlichung von Mclntyre et al. (2011) auch die Nutzung mehrerer Vektoren mit je einem
Promotor und shRNA-Konstrukt sowie die Expression mehrerer shRNA mit nur einem Promotor
von einem Vektor untersucht. Abgesehen von der beobachteten Verminderung des Knock-downs
bei der gleichzeitigen Expression von vier shRNAs, deckt sich das Fazit von Mclntyre ef al. (2011)
mit dem der vorliegenden Arbeit. Insgesamt stellte sich das Kassettensystem als das effektivste
und am einfachsten zu nutzende System heraus. Die Beobachtung von Mclntyre et al. (2011), dass
die mehrfache Expression des gleichen shRNA-Konstrukts in transienten Versuchen einen
verstirkten Knock-down vermittelt, konnte durch unsere Forschungsgruppe nicht repliziert
werden (unverdffentlichte Daten). Auch in den stabil transfizierten Zellen konnte die Beobachtung
von Mclntyre et al. (2011) nicht mehr nachgewiesen werden. Mogliche Ursachen konnen
Interferenzen zwischen den Promotoren (Cullen, 2005) oder transkriptionelles Silencing (Morris
und Rossi, 2006) sein. Beziiglich der Promotor-Interferenz liegen bisher jedoch nur

widerspriichliche Befunde vor (Anderson und Akkina, 2005; Gonzalez et al., 2005; Li et al., 2005).
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente wiesen nach etwa einem Monat einen
Silencing- beziehungsweise Selektions-Effekt des Knock-downs der Zielkinase ERK2 auf.
Aufgrund der weitgehenden Redundanz im Signalweg war dies in diesem Ausmal nicht
prognostiziert worden. Ein Silencing der Expression der shRNA in diesem kurzem Zeitraum ist
nicht komplett auszuschlieBen, aber aufgrund der Erkenntnisse anderer Forscher als eher
unwahrscheinlich zu erachten (Yamagishi et al., 2009). Vielmehr ist anzunehmen, dass bereits der
kleine Uberlebensvorteil von Zellen mit nur geringem ERK2-Knock-down ausreicht, um zu einer
Selektion zu fiihren. Hierdurch wird nochmals die Notwendigkeit untermauert, Knock-downs
unbedingt induzierbar durchfiihren zu kdnnen.

Sowohl die Qualitdt und Dauer des beobachteten Knock-downs als auch die erprobte Anzahl von
vier gleichzeitigen Zielen ist fiir das anvisierte Anwendungsgebiet mehr als ausreichend zu

erachten.

5.4 Ubertragbarkeit auf andere Systeme

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verwendung des Sleeping Beauty
Transposon Systems in Verbindung mit der Elektroporation ausreichende Transfektionsraten zur
schnellen Selektion von Millionen stabil transfizierter MM Zellen bietet. Die von unserer
Forschungsgruppe erreichten Transfektionsraten, gemessen an der EGFP-Expression am Tag nach
der Elektroporation, liegen im Bereich von 10 bis 30 %. In anderen Zelllinien konnten Forscher
sogar Transfektionsraten von 35 bis 50 % in humanen CD34+ Zellen mit der hyperaktiven
Transposase erreichen (Mates ef al., 2009). Fiir die Transfektion immortalisierter Zelllinien sind
diese Transfektionsraten durch Produktion weiterer stabil transfizierter Zellen durch Zellteilung
mehr als ausreichend. Fiir primére Zellen oder Zelllinien, die sehr geringe Transfektionsraten
aufweisen, kann es notwendig sein anstelle eines Transposon Systems ein System auf Basis von
Lentiviren, dem Adeno-assoziierten Virus oder dem vy-Retrovirus, zu nutzen. Das in der
vorliegenden Arbeit etablierte induzierbare Kassettensystem kann auf einfache Weise adaptiert
werden, um es in viralen Systemen zu verwenden. Aufgrund der Moglichkeit die Einfach- und
Mehrfach-Konstrukte in pSUSTER2 vorzubereiten, kann(kénnen) die gesamte(n) Kassette(n) in
jeden Vektor kloniert werden, der eine einzelne Sacl-kompatible Restriktionsschnittstelle besitzt.
Ebenfalls ist es auf diese Weise moglich ein anderes Transposon System, wie zum Beispiel das
piggyBac Transposon System, zu nutzen, das dhnlich effizient ist wie das Sleeping Beauty
Transposon System (Balasubramanian et al., 2016). Dies kann eventuell dann notwendig werden,

wenn die Transfektionseffizienz mit dem Sleeping Beauty Transposon System in den verwendeten
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Zellen gering ist oder Interaktionen mit humanen Proteinen wie zum Beispiel HMGB1 und Miz-1
auftreten (Grabundzija ef al., 2010; Ivics und Izsvak, 2010; Ivics und Izsvak, 2011). Im Gegensatz
dazu scheint piggyBac in allen Zelltypen gleich gut zu funktionieren und bisher konnten keine
Interaktionen mit humanen Proteinen beobachtet werden. Die Hiirde, ein Hybrid-System aus
Transposon System und Virus zu verwenden, ist dementsprechend ebenfalls relativ gering. Dies
scheint gerade zum Zwecke der Gentherapie sehr vielversprechend zu sein (de Silva et al., 2010;
Moldt et al., 2011; Vink et al., 2009). Neben der Moglichkeit ein anderes Transfektionssystem zu
verwenden, besteht auch die Alternative anstelle des H1-Promotors einen Promotor der eigenen
Wahl zur shRNA-Expression zu nutzen. Hierfiir konnen andere RNA-Polymerase II Promotoren,
wie zum Beispiel U6 oder 7SK oder auch der RNA-Polymerase III minimale CMV-Promotor
genutzt werden. Von U6- und CMV-Promotoren existieren im Tet-On-System induzierbare
Versionen, sodass bei Nutzung einer dieser beiden Promotoren die gesamte Funktionalitit des
Systems inklusive Kassettensystem und induzierbarer shRNA-Expression voll erhalten bleibt.
Durch die Unabhingigkeit des Kassettensystems vom Transfektionssystem und umgekehrt durch
die Verwendung von zwei Vektoren kann stets das fiir das Forschungsvorhaben passendste System
gewihlt werden.

Eine Verwendung der CRISPR-Interferenz (CRISPRIi) ist ebenfalls denkbar. Hierbei handelt es
sich um eine verhéltnisméfBig neue Alternative zu RNAI, die 2013 von Larson et al. vorgestellt
wurde und Knock-downs iiber die Transkriptionsebene ermoglicht. Im Rahmen dieser Studie von
Larson et al. (2013) wurde das von Jinek et al. (2012) in Prokaryoten und von Cong ef al. (2013)
in Eukaryoten etablierte innovative Geneditierungswerkzeug CRISPR/Cas so verdndert, dass die
katalytische Aktivitdt, die Doppelstrangbriiche ins Genom einbringt, nicht vorhanden ist. Ebenso
wie bei der Verwendung von CRISPR/Cas als Knock-out Werkzeug (CRISPRko) besteht
CRISPRIi aus der Endonuklease Cas9 und einer single guide RNA (sgRNA). Anstelle von Cas9
wurde hier eine, aufgrund von zwei Punktmutationen, inaktive Version verwendet (dCas9) (Jinek
et al., 2012). Auf diese Weise kommt es lediglich zu einer Anlagerung von dCas9 an die Ziel-
DNA, jedoch ohne diese zu schneiden. Mit dieser Methode kann in E. coli bereits eine
transkriptionelle Repression von bis zu 99,9 % erreicht werden (Qi et al., 2013).

In Eukaryoten ist zusétzlich die Verwendung eines Fusionsproteins (dCas9-KRAB) aus dCas9 und
dem transkriptionsinhibierenden KRAB-Protein notig. Hierdurch wird eine Anlagerung von RNA-
Polymerasen an die DNA verhindert, infolgedessen wird wiederum die Transkription zur RNA
blockiert (Gilbert et al., 2013). Diese Technologie war zum Zeitpunkt der Aufnahme der Arbeit

an dieser Promotion Ende 2014 noch komplett neu. Es existierten kaum Erfahrungswerte in der
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wissenschaftlichen Gemeinschaft. Zudem zeigte sich in den darauffolgenden Jahren, dass in
Eukaryoten eine nennenswert gute Repression erst bei Verwendung des Fusionsproteins dCas9-
KRAB-MeCP2 als Repressor erreicht werden konnte (Yeo et al., 2018). Zu diesem damaligen
Zeitpunkt bestand in unserer Forschungsgruppe bereits fundiertes Wissen zur Anwendung von
RNAI. Die Arbeiten und Versuche zur Entwicklung des induzierbaren shRNA-Kassettensystem
waren bereits von Bernhard Roth begonnen worden. Daher fiel damals die Wahl als Knock-down
Werkzeug auf RNAi. Heutzutage stellt die CRISPRi-Technologie durchaus eine beachtenswerte
Alternative zu der verwendeten RNA1 dar. Zwar beschrinken sich die Erfahrungswerte auf wenige
Jahre, dennoch konnte CRISPRi bereits RNAi als bevorzugte genetische Hochdurchsatz-
Screeningmethode ablosen (Sanson et al., 2018). In einem systematischen Vergleich von RNA,
,Locked Nucleic Acid“ (LNA) und CRISPRi konnten Stojic et al. (2018) und andere (Evers et al.,
2016; Gilbert et al., 2013; Liu et al., 2017; Smith et al., 2017) zeigen, dass CRISPRi in
polyklonalen Zellpopulationen den besten Knock-down mit den wenigsten Off-Target-Effekten
ermoglicht. Dies ist vermutlich der groBte Vorteil der CRISPRi. Doch CRISPRi besitzt auch
moderate Off-Target-Effekte, die denen der RNAi dhneln und deshalb nicht komplett ignoriert
werden konnen (Kuscu ef al., 2014; Stojic et al., 2018; Thakore et al., 2015; Wu et al., 2014).

Gegeniiber RNAIi hat es zudem den Vorteil einen effektiveren Knock-down von langen nicht-
kodierenden RNAs (IncRNAs) zu vermitteln, wenn diese sich im Zellkern befinden (Goyal et al.,
2017; Lennox und Behlke, 2016; Liu et al., 2017). Um alle anderen IncRNAs (das heil3t auBerhalb
des Kerns) auf ihre Funktion hin zu untersuchen, ldsst sich CRISPRi nicht als erste Wahl
bezeichnen, da es nicht moglich ist, die verschiedenen Funktionen von IncRNAs, wie die Wirkung
als cis-/trans-Element oder Enhancer, beim Knock-down zu differenzieren (Engreitz et al., 2016;
Fulco et al., 2016; Kornienko et al., 2013; Orom et al., 2010; Paralkar ef al., 2016; Rinn und
Chang, 2012; Yin et al., 2015). Die Inhibition durch CRISPRi auf Translationsebene hat zudem
den Nachteil, dass es schwierig ist bidirektionale Promotoren zu supprimieren (Rosenbluh et al.,
2017). Auch beim Versuch InaRNAs in der Ndhe von anderen Promotoren zu inhibieren (Goyal
et al., 2017), treten Schwierigkeiten auf. Durch die GroB3e des Proteins dCas9 kann es dazu
kommen, dass auch Nachbargene ungewollt betroffen sind (Stojic ef al., 2018). Zudem stellt die
Transfektion von Cas9-KRAB-MeCP2 (Cao et al., 2016) aufgrund einer Lénge von fast 4,5 kbp
eine nicht zu unterschéitzende Herausforderung dar. Bei Verwendung des pT2 BN SVPuro CAG
Vektors als Grundlage zur Expression macht dies dann ein Plasmid mit fast 12 kbp Linge

notwendig.
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Bei der Einzelzell-Selektion von Klonen fiir CRISPRi konnte gezeigt werden, dass die Expression
des Fusionsproteins dCas9-KRAB alleine bereits zu weitgehenden Verdnderungen im
Transkriptionsprofil der Zellen fiihrt. Daher sollten nur polyklonale Zellpopulationen fiir die
Verwendung mit CRISPRi herangezogen werden, da hier summarische Unterschiede in der
Transkription geringer ausfallen sollten (Stojic et al., 2018).

Die Wahl der Zielsequenz fiir CRISPRi verlduft dhnlich wie bei der RNA1, wobei hier neben der
sgRNA auch das Protospacer adjacent Motif (PAM) der Endonuklease Cas9 Sequenz-bestimmend
ist. Hierbei entscheidend ist eine 14 bp lange Sequenz, welche aus 12 bp der sgRNA und 2 bp des
PAM besteht und hauptsidchlich durch Watson-Crick Basenpaarungen an die Ziel-DNA bindet.
Hochgerechnet ergibt dies die Moglichkeit bei der Verwendung von Cas9 ungefihr fiir 10 % des
menschlichen Genoms eindeutige Zielsequenzen zu wéhlen (Larson et al., 2013). Durch die
Verwendung einer anderen Endonuklease aus der Cas-Proteinfamilie mit einem anderen PAM ist
zum einen moglich, andere Zielsequenzen zu wéhlen und zum anderen bei Verwendung eines
langeren PAM zudem Off-Target-Effekte durch die Vermeidung von Bindungen an andere
Sequenzen zu reduzieren. Auch die Verwendung von Computeralgorithmen zur Auswahl der
besten Zielsequenz hilft, wie bei der RNAi, Off-Target-Effekte zu reduzieren.

Wie hier dargelegt, besitzen die verschiedenen molekulargenetischen Werkzeuge jeweils
verschiedene Vor- und Nachteile, weshalb sich jeder Wissenschaftler vor der Durchfiihrung seiner
Versuche mit der Frage konfrontiert siecht, welche der verfiigbaren Methoden die optimale fiir das
eigene Vorhaben ist. Bei der Wahl kann die Publikation “Choosing the Right Tool for the Job:
RNAIi, TALEN, or CRISPR” (Boettcher und McManus, 2015) helfen, die Vor- und Nachteile der
jeweiligen Methode abzuwégen.

Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene RNAi-Kassettensystem kann prinzipiell mit
geringem Aufwand zu einem induzierbaren CRISPRi-Kassettensystem angepasst werden. Sowohl
fiir CRISPRko (Bisht et al., 2017; Cao et al., 2016) als auch fiir CRISPRi (Smith et al., 2016)
wurden bereits induzierbare Systeme fiir eukaryotische Zellen beschrieben, welche auf einem Tet-
On-System fiir die Expression entweder von (d)Cas9 oder von sgRNA basieren. Der induzierbare
H1-Promotor, der in dieser Arbeit verwendet wurde, kann dazu verwendetet werden anstelle von
shRNA sgRNA zu exprimieren. Dies wurde mit der nicht-induzierten Form des HI1-Promotors
bereits von Zheng et al. (2014) erfolgreich durchgefiihrt. Daher miissen am pSUSTER2-Vektor
selbst keine Modifikationen durchgefiihrt werden. Es dndert sich nur die Wahl der
Oligonukleotide, deren Sequenz der Publikation von Zheng et al. (2014) entnommen werden kann.

Diese konnen weiterhin iiber die Schnittstellen BglII und Sacl einkloniert werden.
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Moglicherweise besteht auch durch die Kombination von RNAi und CRISPRi die Moglichkeit,
noch bessere induzierbare Knock-downs zu erreichen oder Spezialfille wie IncRNA als Ziel zu
verwenden. Dariiber hinaus kann auch die maximale Anzahl gleichzeitiger Knock-downs erhoht
werden, wenn RNAi, CIRSPRi und andere Methoden zusammen verwendet werden (Banerjea et
al., 2004; Li et al., 2005).

Der direkte Vergleich und die Ubertragbarkeit auf andere Arten des Knock-downs
beziehungsweise des Knock-outs unterstreicht nochmals die erhebliche Flexibilitit und
unkomplizierte Anwendung des entwickelten Systems. Fiir die proklamierte Nutzung zur Analyse
von funktionellen Knock-downs iibertrifft es die anderen Herangehensweisen an zeitlicher
Effizienz bei zugleich deutlich geringerem Ressourcen-Einsatz und ist durch die Versatilitdt der

Sacl-kompatiblen BstXI Schnittstelle auch fiir komplexe Fragestellungen zweckméBig einsetzbar.

5.5 Fazitim Rahmen des Gesamtprojekts

In dieser Dissertation konnten die proklamierten essentiellen Ziele dieses Teilprojekts der
Klinischen Forschergruppe 216 erreicht werden. Insbesondere die durchgefiihrte systematische
Problemanalyse stellt hierbei einen dulerst wichtigen Teilaspekt dar, ohne die die erfolgreiche
Umsetzung nicht realisierbar gewesen wire.

Dies fiihrte schlieBlich zum erfolgreichen Abschluss und der Verdffentlichung des Gesamtprojekts
in PLOS ONE: ,,A simple approach for multi-targeted shRNA-mediated inducible knockdowns
using Sleeping Beauty vectors® (2018). In dieser Publikation wurden die Teilprojekte von
Bernhard Roth, Laurens Zugelder und dieser Arbeit zu einem Ganzen zusammengefiigt. Zum
einen wird hierdurch das Wissen zur Nutzung und Reproduktion des induzierbaren und stabilen
shRNA-Knock-down Systems vermittelt. Zum anderen wird das Konzept des Kassettensystems
(siche 4.3.1), induzierbarer shRNA-Knock-Downs und dessen Anwendung in verschiedenen
Zelllinien des Multiplen Myeloms am Beispiel des MAPK-Signalwegs dargelegt. Hier sei
abschlieBend auf den erfolgreich durchfiihrten gleichzeitigen und induzierten Knock-down von
vier Kinasen (ERK1/2 und MEK1/2) des MAPK-Signalwegs verwiesen (siche Abbildung 38).
Hierbei werden alle Aspekte (Induktion, multiple Kassetten) des entwickelten Systems

demonstriert.
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Abbildung 38: Gleichzeitiger, induzierter Knock-down von ERK1/2 und MEK1/2 in AMO-1 Zellen (Fink et al., 2018)
Als Ausgangszellen dienen AMO-1 Zellen aus einer angelegten Stock-Bank, welche bereits TetR exprimieren. Die
stabile Expression von TetR war durch eine erste Transfektion mit dem Vektor pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR erreicht
worden. Diese Ausgangszellen wurden dann in einer zweiten Transfektion mit dem Vektor pT2/SVNeo NB S2 MMEE
transfiziert. Dieser Vektor enthdlt H1-Promotor Kassetten gegen vier Komponenten (ERK1/2 und MEK1/2) des MAPK-
Wegs. Nach erfolgreicher Selektion mit Puromycin und Geneticin nach der zweiten Transfektion zeigt sich eine sehr
gute Repression des Knock-downs (0 Tage), die dem Ausgangsniveau der ERK1/2 beziehungsweise MEK1/2
Expression der Kontrolle entspricht. Nach Induktion von 3 beziehungsweise 5 Tagen mit Doxycyclin von einer
Konzentration von 1,0 ug/ml beziehungsweise 2, 0 ug/ml zeigte sich allumfassend ein guter Knock-down. Der Knock-
down nach 5 Tagen stellt sich dabei etwas ausgeprdgter dar. Ein Unterschied zwischen den beiden verwendeten
Doxycyclin-Konzentrationen ist nicht zu erkennen. Reaktiv zeigt sich eine Hochregulation des phoshop-MEK1/2. Bei
dieser Abbildung handelt es sich um eine Adaptation der Abbildung 5A aus der Verdffentlichung (Fink et al., 2018).

AbschlieBend zeichnet sich das entwickelte System insbesondere durch die folgenden
Alleinstellungsmerkmale aus: Es ist derzeit das einzig bekannte, auf ein Transposon System
aufbauende induzierbare shRNA-System. Zudem existiert kein weiteres, flexibel erweiterbares
Kassettensystem mit Restriktionsenzymen fiir die shRNA-Expression mit jeweils eigenem
Promotor.

Dieses Praxisbeispiel zeigt, dass das in der vorliegenden Arbeit entwickelte, etablierte stabile und
induzierbare Einzel- und Multikassettensystem fiir shRNA-Knock-downs eine einfache,
kostengiinstige und zeitsparende Mdglichkeit darstellt, Knock-down-Experimente durchzufiihren,

wobei die Anwendung nicht nur auf das MM beschrinkt ist.
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6 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom (MM) ist ein B-Zell-Lymphom weitestgehend unklarer Atiologie und stellt
die dritthdufigste hdmatologische Neoplasie dar. Ungeachtet neuer medikamentdser Therapien
handelt es sich weiterhin um eine fiir die allermeisten Patienten unheilbare Erkrankung. Aktuelle,
groBangelegte Whole-Genome-Sequenzierungen konnten die Annahme, dass hierfiir die grofe
genetische Heterogenitit des MM verantwortlich ist, nochmals bestitigen. Um die
Therapieoptionen zu erweitern, besteht die Notwendigkeit, die neu erlangten Erkenntnisse zum
komplexen onkogenen Signalnetzwerk des MM zu nutzen und potenziell relevante Zielstrukturen
auf ihren therapeutischen Nutzen zu {iberpriifen. Um dies auf effiziente Weise durchzufiihren,
wurde in dieser Arbeit ein induzierbares Knock-down-System basierend auf der weitverbreiteten
RNA-Interferenz und dem neuen, innovativen Sleeping Beauty Transposon System (SBTS)
entwickelt und etabliert. Durch die Entwicklung eines Restriktionsenzym-basierten regenerativen
Kassettensystems fiir die shRNA-Expression ist es moglich, verschiedene Bestandteile des
onkogenen Signalnetzwerks gleichzeitig zu adressieren. Die erfolgreiche Etablierung des SBTS
im MM zeigte, dass die CMV-Promotor-vermittelte EGFP-Expression iiber 231 Tage ohne weitere
Antibiotikaselektion stabil ist. Die Verwendung des SBTS ermdglicht es, Zellen bei niedrigster
biologischer Schutzstufe (S1) stabil zu transfizieren. Am Beispiel des MAPK-Signalweges
konnten stabile shRNA-vermittelte Knock-downs fiir ein einzelnes (ERK2) und vier (ERK1/2,
MEK1/2) gleichzeitige Ziele in verschiedenen MM-Zelllinien erfolgreich durchgefiihrt werden.
Um ein induzierbares Tet-On-System zur shRNA-Expression zu erstellen, wurden zum einen dem
verwendeten H1-Promotor zwei TetO-Sequenzen hinzugefiigt. Zum anderen wurde durch die
Verwendung eines zweiten, neu konstruierten SBTS Vektors mit anderer Selektionsresistenz in
den verwendeten Zellen das Tet-Repressor-Protein (TetR) stabil exprimiert. Nach Erprobung
verschiedener Ansdtze konnte die notwendige Expression von TetR mittels CAG-Promotor
erreicht und auch mittels Western Blot nachgewiesen werden. Am Beispiel von ERK2 konnte
gezeigt werden, dass es durch die stabile Transfektion und die Induktion des Knock-downs mit
Doxycyclin moglich ist, den Knock-down Effekt darzustellen ohne toxische Nebenwirkungen, die
bei der zur Transfektion von MM Zellen notwendigen Elektroporation auftreten kénnen, zu
generieren. Das hier etablierte Plasmid-basierte System stellt somit ein versatiles, einfach
anwendbares, kostenglinstiges und zeitsparendes Werkzeug dar, induzierbare Knock-downs durch
RNA-Interferenz fiir einzelne oder mehrere mRNAs/Proteine gleichzeitig zu erzielen (Fink ef al.,
2018). Es ist davon auszugehen, dass die Anwendung aufgrund der Verwendung etablierter

Techniken und der leichten Modifizierbarkeit nicht nur auf das MM begrenzt sein wird.
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7 Summary

Multiple Myeloma (MM) is a B-cell-lymphoma of mostly unknown etiology and represents the
third most frequent hematological neoplasia. Regardless of new drug therapies, it is still an
incurable disease for the majority of patients. Large-scale whole-genome-sequencing studies
strongly support the assumption that the reason for this is the large genetic heterogeneity of MM.
To further refine current treatment options it is desirable to use knowledge gained from the
complex oncogenetic signalling network for more individualised therapies and to evaluate
potentially relevant targets for their therapeutic benefit.

In order to do this in an efficient way, in this work, a system for inducible knock-downs based on
the wide-spread RNA-interference and the new, innovative Sleeping Beauty Transposon System
(SBTS) was developed and established. The development of a restriction-enzyme based cassette-
system for shRNA-expression makes it possible to address various parts of the oncogenetic signal
network at once. The successful establishment of the SBTS in MM revealed that EGFP-expression
by a CMV-promotor is at least stable for 231 days without any further selection by antibiotics. The
use of SBTS makes it possible to transfect cells stably at the lowest biological safety level (S1).
Utilizing the MAPK-signal path as an example it was possible to successfully demonstrate
shRNA-provided knock-downs for one (ERK1) or four targets (ERK1/2, MEK1/2) at once in
several different MM-cell lines. In order to create an inducible Tet-on-system for shRNA-
Expression, two TetO-sequences were added to the used H1-Promotor. Furthermore, the required
Tet-repressor-protein (TetR) was expressed by another newly constructed SBTS vector, which
contains another selection resistance. After trying different approaches, it was possible to express
the necessary amount of TetR by using the CAG-Promotor, which was verified by Western Blot.
Using ERK?2 as a sample target, it was possible to show that with stable transfection and induction
of the knock-down with doxycycline it is possible to measure knock-down results without the toxic
side effects of the electroporation necessary for transfection. The established plasmid-based
system serves as an easily applicable, cost-efficient and time-saving tool for inducible knock-
downs by RNAI for single or multiple mRNAs/proteins (Fink et al., 2018). It is assumed that
because already established techniques were used and easy customization is possible the

application is not just limited to MM.
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13 Anhang
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Plasmid 1: pSUPER
Beim pSUS-Vektor handelt es sich um einen modifizierten pSUPER-Vektor. Im Gegensatz zu diesem nutzt der pSUS-

Vektor zum Einklonieren von shRNA-DNA-Oligonukleotiden eine Bglll- und Sacl-Schnittstelle. Dariiber hinaus besteht
die Mdoglichkeit mehrere shRNAs von einem einzigen pSUS-Vektor zu exprimieren. Dies wird durch die BstXI-
Schnittstelle erméglicht, die so konstruiert wurde, dass bei ihrem Schnitt ein Sacl kompatibler Uberhang entsteht. Die
ganze Kassette mit dem H1-Promotor und der shRNA-Sequenz kann durch BstXl und Sacl ausgeschnitten und in einen
weiteren pSUS-Vektor iiberfiihrt werden. Dies erméglicht auch die Uberfiihrung in alle anderen Vektoren, die eine
Sacl-kompatible Schnittstelle besitzen wie zum Beispiel der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2/SVNeo NB mit seiner
analog aufgebauten BstXI-Schnittstelle.
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Plasmid 2: pSUS
Beim pSUS-Vektor handelt es sich um einen modifizierten pSUPER-Vektor. Im Gegensatz zu diesem nutzt der pSUS-

Vektor zum Einklonieren von shRNA-DNA-Oligonukleotiden eine Bglll- und Sacl-Schnittstelle. Dariiber hinaus besteht
die Mdglichkeit mehrere shRNAs von einem einzigen pSUS-Vektor zu exprimieren. Dies wird durch die BstXI-
Schnittstelle ermdglicht, die so konstruiert wurde, dass bei ihrem Schnitt ein Sacl kompatibler Uberhang entsteht. Die
ganze Kassette mit dem H1-Promotor und der shRNA-Sequenz kann durch BstXl und Sacl ausgeschnitten und in einen
weiteren pSUS-Vektor iiberfiihrt werden. Dies erméglicht auch die Uberfiihrung in alle anderen Vektoren, die eine
Sacl-kompatible Schnittstelle besitzen wie zum Beispiel der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2/SVNeo NB mit seiner
analog aufgebauten BstXI-Schnittstelle.
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Plasmid 3: pSUSTER

Der Vektor pSUSTER leitet sich vom pSUS-Vektor ab und besitzt im Gegensatz zu diesem einen induzierbaren
H1-Promotor mit einer TetO-Sequenz nach der TATA-Box (van de Wetering et al., 2003). Transient kann der Vektor
dquivalent zum pSUS-Vektor zum Knock-down von einem oder mehreren Zielprotein(en) genutzt werden. Durch
stabile Transfektion kann auch die induzierbare Wirkung in einem Tet-On-System genutzt werden. Hierfiir muss in
den untersuchten Zellen bereits TetR produziert werden. Durch die Zugabe eines Tetrazyklins wird die Bindung des
TetR an die TetO aufgehoben und die Produktion der shRNA beginnt und somit auch der Knock-down.
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Plasmid 4: pSUSTER2 (=pS2)

Der pSUSTER2-Vektor unterscheidet sich vom pSUSTER-Vektor nur durch eine weitere TetO-Sequenz vor der TATA-
Box. Die zusdtzliche TetO-Sequenz verhindert gemdfS Erkenntnissen von Henriksen et al. (2007) eine unerwiinschte
,Leakiness” im nicht-induzierten Zustand. Dieser Vektor besitzt ebenso wie die Vektoren pSUS und pSUSTER die
Méglichkeit mehrere Kassetten hintereinander zu klonieren und/oder alle Kassetten in einen anderen Vektor mit einer
Sacl-kompatiblen Schnittstelle zu (berfiihren. Durch stabile Transfektion kann auch die induzierbare Wirkung in
einem Tet-On-System genutzt werden. Hierfiir muss in den untersuchten Zellen bereits TetR produziert werden. Durch
die Zugabe eines Tetrazyklins wird die Bindung des TetR an die TetO aufgehoben und die Produktion der shRNA

beginnt und somit auch der Knock-down.
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Plasmid 5: pT2B/Puro

Hierbei handelt es sich um einen Sleeping Beauty Donor Vektor, der eine Puromycin-Resistenz in den transfizierten
Zellen vermittelt. Dieser wurde freundlicherweise von Zsuzsanna Izsvak (Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die beiden
Restriktionsschnittstellen EcoRl und Sacl liegen aufSerhalb der beiden Erkennungssequenz IR/DR der Sleeping Beauty
Transposase. Aus diesem Grund werden in diese Schnittstellen einklonierte Inserts nicht stabil in die transfizierten
Zellen integriert. Weitere Restriktionsschnittstellen stehen in dieser Version des Vektors nicht zu Verfiigung. Im
Kontrast zum Vektor pT2/SVNeo sind die IR/DR auf beiden Seiten identisch.
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Plasmid 6: pT2/SVNeo
Der Vektor pT2/SVNeo (Cui et al., 2002) ist ein Sleeping Beauty Donor Vektor und vermittelt nach Transfektion eine

Aminoglykosid-Resistenz. Als Klonierungsschnittstelle steht EcoRl zur Verfiigung. Nach Transfektion mit der Sleeping
Beauty Transposase wird der DNA-Abschnitt zwischen den beiden Erkennungssequenzen IR/DR stabil ins Genom

integriert. Hierbei besitzen die Erkennungssequenzen zum Teil voneinander abweichende Sequenzen.
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Plasmid 7: pT2/SVNeo CMV EGFP

Dieser Sleeping Beauty Donor Vektor basiert auf dem Vektor pT2/SVNeo und vermittelt nach Transfektion eine
Aminoglykosid-Resistenz. Zur Expression von EGFP wurde die CMV-EGFP-Kassette aus dem Vektor pEGFP-N3-mod
iber zwei flankierenden EcoRI-Schnittstellen ausgeschnitten und in den Vektor pT2/SVNeo einkloniert. Hierdurch wird
nach erfolgter Selektion in transfizierten Zellen eine stabile Expression von EGFP vermittelt. Dieser Vektor erméglicht
die Beurteilung des Erfolgs der Transfektion und Selektion durch die einfache Messbarkeit der griinen Fluoreszenz
mittels FACS. Daher ist dieses Plasmid insbesondere fiir die Etablierung des Sleeping Beauty Transposon System in

neuen Zelllinien geeignet.

161



pT2/SVNeo NB

EcoRI (479)

o

)

z
o
o
o)
pT2/SVNeo =
5153 bp )
3
P
Q
o
M13 rev
% lac promoter |

g

Plasmid 8: pT2/SVNeo NB

Dieser Sleeping Beauty Donor Vektor basiert auf dem Vektor pT2/SVNeo und vermittelt nach Transfektion eine
Aminoglykosid-Resistenz. Durch Modifikation des Ausgangsvektors wurden zusdtzliche Restriktionsschnittstellen
hinzugefiigt. Der Vektor pT2/SVNeo NB besitzt dadurch Schnittstellen fiir Notl, Xbal, EcoRl und eine BstX-
Schnittstelle, welche Sacl-kompatibel ist und somit die H1-Promotor-Kassetten aus pSUS, pSUSTER beziehungsweise

PSUSTER2 aufnehmen kann. Die beiden Erkennungssequenzen IR/DR fiir die Sleeping Beauty Transposase besitzen
voneinander zum Teil abweichende Sequenzen.
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Sacl (106)

BstXI (512)

(induzierbarer H1-Promotor
BglIl (761)

V| <y

7p
M13 fwg - TOter

(induzierbarer H1-Promotor

BglII (1079)

pT2/SVNeo NB S2 M2M1E2E1

(induzierbarer H1-Promotor)
6462 bp

BglII (1715)

(S
73
Pry,
Mo,
/ SV4° poly(A) signal

Plasmid 9: pT2/SVNeo NB S2 M2M1E2E1

Beim Vektor pT2/SVNeo NB S2 M2MI1E2E1 handelt es sich um den Vektor pT2/SVNeo NB, in welchen die
vier H1-Promotorkassetten aus pSUSTER2 M2M1E2E1 einkloniert wurden. Dieser Vektor vermittelt einen Knock-
down von vier Komponenten (ERK1/2 und MEK1/2) des MAPK-Wegs. Durch die Verwendung des H1-Promotors mit
zwei TetO-Sequenzen ist bei stabiler Transfektion in Zellen, welche TetR bilden, eine Induktion des Knock-downs mit
einem Tetrazyklin méglich.
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pT2 BN SVPuro

EcoRI (479)
BstXI (492)
Xbal (500)

pT2 BN SVPuro
5052 bp

13°

lac promoter

Plasmid 10: pT2 BN SVPuro

Da im Vektor pT2B/Puro nutzbare Restriktionsschnittstellen fehlten, wurde ein Sleeping Beauty Donor Vektor mit
Puromycin-Resistenz auf Grundlage des Vektors pT2/SVNeo konstruiert. Dieser Vektor besitzt daher auch eine BstXI-
Schnittstelle, welche kompatibel mit den H1-Promotor-Kassetten aus pSUS, pSUSTER beziehungsweise pSUSTER?Z ist.
Zudem ist eine EcoRI-Schnittstelle vorhanden, welche das Einklonieren von Protein-Expressionskassetten ermdglicht,
welche schon in pT2/SVINeo oder pT2B/Puro genutzt worden waren. Die Erkennungssequenzen IR/DR fiir die Sleeping
Beauty Transposase besitzen daher ebenfalls voneinander zum Teil abweichende Sequenzen und entsprechen denen
aus pT2/SVNeo.
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pT2 BN SVPuro CMV

T7 prOmoter “

Nhel (1066)
NotI (1107)

BstXI (1360)

pT2 BN SVPuro CMV
5920 bp

(SV40 promoter)

Plasmid 11: pT2 BN SVPuro CMV
Der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2 BN SVPuro CMV ist durch die Einklonierung einer CMV-Promotor-

Expressionskassette in den Vektor pT2 BN SVPuro entstanden. Durch die Mdglichkeit transfizierte Zellen mit
Puromycin schneller und auch giinstiger als mit Geneticin zu selektieren, hat sich dieser Vektor zu einem beliebten
Vektor zur Protein-Expression entwickelt. Er wurde fiir diesen Zweck schon in verschiedenen Forschungsgruppen
eingesetzt.
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pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR

pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR
8858 bp

SV40 promoter

I

NotI (3714)

Plasmid 12: pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR

Der Sleeping Beauty Donor Vektor pT2 BN SVPuro CAG beta-tTR zur Expression des TetR in MM Zellen ist durch die
Einklonierung einer CAG-Promotor-Expressionskassette in den Vektor pT2 BN SVPuro entstanden. AnschliefSend
wurde das beta-TetR-Gen in diese Expressionskassette einkloniert. Dieser Vektor liefert eine verldssliche stabile
Expression von TetR in transfizierten Zellen. Hierbei ist das Expressionslevel ausreichend um eine Repression
induzierbarer H1-Promotoren zu erzielen. Auch ein Nachweis des produzierten TetR gelingt bei Expression mit dem
CAG-Promotor. Im Gegensatz dazu waren alle Versuche mit dem CMV-Promotor — inklusive verschiedener Ansditze

um dessen Expression zu steigern — nur mit geringem oder gar keinem Erfolg verbunden.
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