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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die chronische myeloische Leukamie (CML)

Die chronische myeloische Leukdmie (CML) zahlt zu den myeloproliferativen Erkrankun-
gen. Sie wurde durch John Hughes Bennett, Robert Virchow und David Craigie unabhan-
gig von einander 1845 erstmalig beschrieben.® 21194 Sje hat einen Anteil von 15 - 20%
an allen Leukamien des Erwachsenenalters mit einer Inzidenz von 1 - 2 Neuerkrankun-
gen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr. Der Anteil mannlicher Patienten ist leicht erhéht.
Das mediane Erkrankungsalter ist in Studienkollektiven 50 Jahre. Tatsachlich liegt es
etwa 10 Jahre dariiber. Der einzig bekannte Risikofaktor ist ionisierende Strahlung.2%:70
Die kausale genetische Aberration ist die Translokation t(9;22)(q34;q11), bei der es zur
Fusion von Anteilen des ,break point cluster region” Gens (BCR) auf Chromosom 9
mit Sequenzen des ,abelson tyrosinkinase gen" (ABL) auf Chromosom 22 kommt.”385
Der zytogenetische Nachweis des hierdurch entstehenden und nach dem Entdeckungsort
benannten Philadelphia-Chromosoms (Ph*) oder des BCR-ABL Transskripts ist fir die
Diagnosestellung einer CML notwendig.

Der spontane klinische Verlauf der CML ohne Behandlung ist durch den Progress
von einer indolenten chronischen Phase (CP), iber eine akzelerierte Phase (AP), in
die Blastenkrise (BC, ,,blast crisis“) gekennzeichnet (vergl. Tabelle 1.1). Die Ubergange
zwischen den einzelnen Phasen sind flieBend. Bei Erstdiagnose sind 85% aller Patien-
ten im Stadium der CP. Sie zeigen kaum spezifische klinische Symptome und fallen bei
Routineuntersuchungen oder im Rahmen akuter Erkrankungen auf. Die Symptome sind
Splenomegalie, Hepatomegalie, Abgeschlagenheit und Gewichtsverlust.8” Im peripheren
Blut findet sich eine Leuko- und Thrombozytose. Im Differentialblutbild zeigt sich ei-
ne Granulozytose mit Linksverschiebung, bestehend hauptsachlich aus segmentkernigen
Granulozyten und Myelozyten. Die Granulozyten sind morphologisch normal, weisen je-

doch zytochemische Verdnderungen auf. Bei 90% der Patienten ist eine absolute Baso-



und Eosinophilie nachweisbar. Im Knochenmark erkennt man eine granulozytare Hy-
perplasie. Paratrabekulédr zeigt sich ein verbreitertes Gebiet mit unreifen Neutrophilen.
Intertrabekular ist eine Zone reifer Neutrophiler nachweisbar. Die Erythropoesenester
sind in Zahl und GroBe vermindert. Die Megakaryozyten haben hypolobulierte Kerne,
kleiner als normal, sind jedoch keine Mikromegakaryozyten. Vereinzelt konnen Pseudo-
Gaucher Zellen und meerblaue Histiozyten auftreten. Wenige Patienten werden in der
BC diagnostiziert. Sie entspricht in diesem Fall dem Bild einer akuten Leukdmie mit

lymphatischer oder myeloischer Differenzierung.2®

Tabelle 1.1: Stadien der CML nach WHO Definition!3

CpP AP BC
Blasten <10% 10-19% im PB o. KM > 20% im PB 0. KM
Basophile Basophilie >20% im PB
Thrombozyten | normal bis leicht erh6ht | <100.000, >1.000.000
BCR-ABL1 pos. Splenomegalie, Leuko- | Extramedulldrer Befall,
zytose, zytogenetische | Nester im Knochen-
Evolution mark

Peripheres Blut (PB), Knochenmark (KM)

1.2 Molekulargenetik der CML

Das Ph-Chromosom ist die rekurrente, kausale chromosomale Aberration der CML. Sie
wurde erstmals im Jahre 1960 bei CML Patienten beschrieben.”® Janet Rowley zeig-
te 1973, dass es auf dem Philadelphia-Chromosom nicht nur zur Deletion des langen
Arms des Chromosoms 22, sondern auch zu einer reziproken Translokation zwischen
Chromosom 9 und Chromosom 22 kommt.® Durch die Translokation t(9;22)(q34;q11)
entsteht das Fusionsgen BCR-ABL, welches fiir das Fusionsprotein BCR-ABL kodiert®
(vgl. Abb. 1.1). Durch die Fusion der beiden Genabschnitte kommt es zur Entstehung
einer konstitutiv aktivierten Tyrosinkinase mit transformierenden Eigenschaften® und
zur Beeinflussung von proliferationsférdernden und antiapoptotischen Signalwegen (vgl.
Abb. 1.2).
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Abbildung 1.1: In Abhangigkeit vom
Bruchpunkt und SpleiBvariante entste-
hen drei unterschiedlich schwere For-
men von BCR-ABL: p185 BCR-ABL,
p210 BCR-ABL und p230 BCR-ABL .83
Liegt der Bruchpunkt in Exon 13 oder
14 (Exon b2 oder b3) in BCR, so
entsteht bei Fusion mit Exon a2 auf
ABL1 ein Fusionsgen (el3a2, el4a2
bzw. b2a2, b3a2) fiir ein 210 kD Prote-
in, p210 BCR-ABL1. Weniger haufig ist
e19a2 mit einem 230 kD Produkt (p230
BCR-ABL1). Das p190 BCR-ABL1 ent-
steht bei der Translokation von Exon 1
und a2.2% Abbildung aus Faderl et al.
1999.
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Abbildung 1.2: Durch seine konstitutiv
aktive Tyrosinkinase beeinflusst BCR-
ABL proliferationsférdernde und antia-
poptotische Signalwege (RAS, PI3K,
JAK2/STAT5).2047 Die RAS Aktivie-
rung erfolgt iiber einen GRB2 (,,Growth
factor receptor-bound protein 2")- oder
SHC Adapter 20:34.77.80.88,95 Dje Akti-
vierung von JAK/STAT5 erfolgt mit
Hilfe der ,Src homology (SH)2* Do-
mane und die Prolin-reiche Bindungs-
stelle der SH3 Domine. JAK/STATS
ist Teil der Transformation.” PI3K wird
durch BCR-ABL (ber die Rekrutierung
von GRB2 und GAB2 an das autophos-
phorylierte Y177 von BCR aktiviert.®
Die Apoptose wird im Signalweg ober-
halb des mitochondrialen Cytochrom-c

und der Caspaseaktivierung gehemmt.!
Abbildung aus Faderl et al. 1999.



1.3 Therapie

1.3.1 Tyrosinkinaseinhibitoren

1996 beschrieben Druker et al. einen Tyrosinkinaseinhibitor (TKI), der selektiv die Kina-
seaktivitat von ABL durch Anlagerung in der ATP-Bindungstasche hemmt ohne gesunde
Zellen zu beeintrachtigen.?® In der IRIS-Studie wurde 2003 Imatinib Mesylat (IM) mit
dem damaligen Standard (Interferon-alpha [IFNa] + Cytarabin) verglichen.” IM war
deutlich effektiver als IFNa und mit weniger Nebenwirkungen assoziiert. Die Ergebnisse
der IRIS-Studie flihrten dazu, dass IM zur Erstlinientherapie der CML in der CP wur-
de?337-41(Siehe Abb. 1.3).

CML CP CMLAP CML BC
Y
IM 400 mg p.o.
1x tgl.
Persistenz
kein Ansprechen
Y Y Y
2. Generation TKI 2. Generation TKI koasﬁ?igl:ellle
Nilotinib / Dasatinib Nilotinib / Dasatinib -
Chemotherapie
molekulares zytogenetisches lymphatische
Ansprechen Ansprechen Differenzierung
>MMR nach IS

ALL Protokoll + TKI

Y
2. Generation TKI Allogene \
Nilotinib / Dasatinib PBSZT )‘

Abbildung 1.3: Therapie der CML nach Stadien. Patienten in der CP erhalten als Erst-
linientherapie IM. Bei Persistenz oder fehlendem Ansprechen erfolgt die Umstellung auf
einen Zweitgenerations-TKI. Zeigt sich hier ein molekulares Ansprechen (>Majore mo-
lekulare Remission: BCR/ABL-Ratio nach IS <0,1%), so wird die Therapie bis zum
Progress fortgefiihrt. Wird lediglich ein zytogenetisches Ansprechen erreicht, so ist ei-
ne PBSZT zu evaluieren. Patienten in AP erhalten einen Zweitgenerations-TKI. Die
PBSZT wird dann ebenfalls nach molekularem oder zytogenetischem Ansprechen evalu-
iert.12 Patienten in BC werden wie eine akute Leukamie entsprechend der Differenzierung
(AML/ALL) therapiert und nach Erreichen einer Remission der PBSZT zugefiihrt.*°




1.3.2 Interferon-alpha

Seit 1981 war IFNa Therapiestandard fiir nicht transplantierbare Patienten. Dies dnderte
sich mit der Entwicklung von IM. Mit dieser Substanz wurde bei ca. 80% der Patienten
ein hamatologisches Ansprechen erreicht. Bei ca. 13 - 27% zeigte sich eine komplet-
te zytogenetische Remission.19%1:9% Das 10-Jahres Uberleben lag bei 72 - 78%.10:51
Wahrend die allogene Stammzelltransplantation der IFNa Therapie quoad vitam in den
ersten 18 Monaten unterlegen ist, liberleben nach 56 Monaten mehr Patienten in der
Transplantationsgruppe die CML-Erkrankung.?83 Das Gesamtiiberleben ist in der Trans-
plantationsgruppe im Median mit 5,5 Jahren signifikant hoher als in der IFNa-Gruppe.
IFNa induziert auf vielfaltige Weise antileukamische Effekte. Es fordert die Reifung von
Monozyten zu antigenprasentierenden Zellen (APCs), fihrt zu T-Zell-Aktivierung und
verhindert die Apoptose aktivierter T-Zellen.!* Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
IFNa leukdmiespezifische T-Zellen induziert, die z.B. gegen das leukdmieassoziierte Anti-
gen Proteinase 3 (PR3) bei HLA-A0201 positiven Patienten gerichtet sind.?> 4% Somit
wirkt IFNa mechanistisch anders als Tyrosinkinaseinhibitoren wie IM, was erklaren kénn-
te, weshalb ein Absetzen von IFNa bei persistierender Resterkrankung moglich ist, unter

IM allerdings regelhaft zu einem Rezidiv der Erkrankung fiihrt.13:25:49.79

1.3.3 Stammezelltransplantation

Die allogene Stammzelltransplantation gilt nach Lehrbuchmeinung weiterhin als die ein-
zige kurative TherapiemaBnahme der CML. Aufgrund der erhdhten transplantations-
assoziierten Mortalitdit (TRM) und der guten Wirksamkeit von IM ist sie in der Praxis
allerdings stark in den Hintergrund getreten. Die Indikation zur Stammzelltransplantation
bei CML-Patienten besteht daher heute nur noch bei fortgeschrittener Krankheitsphase
(auch TKI naive Patienten), Resistenz auf IM oder einen Zweitlinien-TKI, ggf. bei Pati-
enten im Alter unter 20 Jahren und bei Behandlungswunsch des Patienten. Ziel ist es,

vor Transplantation mindestens eine komplette zytogenetische Remission zu erreichen.!?

1.4 Resistenzmechanismen unter Kinaseinhibitorthe-
rapie

Resistenz gegeniiber IM stellt ein klinisch relevantes Problem dar. Die zugrunde lie-
genden Mechanismen sind jedoch nur teilweise bekannt. Nach Kriterien des , European
Leukemia Network" (ELN) liegt eine IM-Resistenz bei Nichterreichen von bestimmten
Meilensteinen unter Therapie vor. Auch das Versagen einer Therapie nach Erreichen eines

initialen Ansprechens gilt als Resistenz? (vgl. Tabelle 1.2). Man unterscheidet zwischen
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primarer (initial refraktare Erkrankung), sekundarer (Verlust eines erreichten himato-

logischen oder zytogenetischen Ansprechens), BCR-ABL-abhiangiger und unabhangiger

Resistenz.81:82

Tabelle 1.2: Optimales, suboptimales Ansprechen und Resistenz auf IM nach

Therapiedauer
Therapie- Erwiinschtes Therapie- suboptimales Anspre- Resistenz
dauer ziel chen
3 Monate Komplette hamatologische Kein zytogenetisches An- Keine komplette hdmato-
Remission, minores zyto- sprechen (Pht >95%) logische Remission
genetisches  Ansprechen
(Ph™ <65%)
6 Monate Partielles zytogenetisches Kein partielles zytogene- Kein zytogenetisches An-
Ansprechen (Ph* <35%) tisches Ansprechen (Ph™ sprechen (Ph™ >95%)
>35%)
12 Monate Komplettes  zytogeneti- Partielles zytogenetisches Kein partielles zytogene-
sches Ansprechen (Ph™ Ansprechen (Ph* 1-35%)  tisches Ansprechen (Ph*
0%) ~35%)
18 Monate Majore molekulare Remis- keine majore mo- Keine komplette zytoge-
sion (MMR) lekulare Remission netische Remission (Ph*
(BCR/ABL /control Ratio >1%)
>0.11S
Jeder Zeit Verlust einer majoren mo-  Remissionsverlust (hama-

lekularen Remission
BCR-ABL Mutation mit
Sensitivitat auf IM

tologisch, zytogenetisch)
BCR-ABL Mutation ohne
Sensitivitat auf IM

zusatzliche Chromosomale
Aberration in einem PhT
Klon

Modifiziert nach Burchert et al. 2011.12 IS: International Standard. Ph*: Philadelphia-Chromosom
positive Metaphasen. Komplette himatologische Remission: Leukozyten <10 G/I, Thrombozyten <450
G/I, keine Linksverschiebung im Differenzialblutbild, <5% Basophilie, Normalisierung der MilzgréBe.
Komplettes zytogenetisches Ansprechen: 0% Ph™. Partielles zytogenetisches Ansprechen: 1-35% Ph™.
Minores zytogenetisches Ansprechen: 36-65% Ph™*. Minimales zytogenetisches Ansprechen: 66-95%
Ph™. Kein zytogenetisches Ansprechen: >95% Ph™. Komplette molekulare Remission: kein Nachweis
von BCR/ABL in einer Nested-PCR. Majore molekulare Remission: BCR/ABL-Ratio nach IS <0,1%.

Zu den BCR-ABL abhangigen Mechanismen gehéren Punktmutationen in der BCR-
ABL-Thyrosinkinasedomane (TKD), Uberexpression von BCR-ABL3%0:% ynd die Ex-
pression von Transportproteinen in der Zellmembran.!”

Im klinischen Alltag stellen Punktmutationen der BCR-ABL-TKD die am besten cha-
rakterisierte Ursache fiir Resistenz dar. IM blockiert die ATP-Bindungstasche der ABL-
Kinasedomane, indem es an diese in der inaktiven Konformation bindet.3®> Resistenzer-

zeugende Mutationen sind meist mit sterischen Veranderungen der ATP-Bindungstasche
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verbunden. Bei der Mutation T315] z.B. kommt es zum Austausch von Threonin zu
Isoleucin in der Nukleotidbindungsstelle von ABL, welches sonst eine Wasserstoffbriicke
mit IM bildet. Dies flihrt zu einer sterischen Hemmung der IM Bindung durch den Iso-
leucinrest und damit zu einer kompletten IM Resistenz.50:62:91.99,100,108,109

Bei BCR-ABL unabhangigen Mechanismen erlangt die Zelle eine Resistenz gegeniiber
IM, obwohl die Kinaseaktivitit von BCR-ABL durch IM addquat gehemmt ist. Hierzu
zahlt die Aktivierung alternativer Signalwege. Zum Beispiel zeigte Wang et al. in vivo
und in vitro, dass eine Autostimulation mit GM-CSF zu einer BCR-ABL unabhangigen
Aktivierung des JAK2-STATS5 Signalweges fithrt und Resistenz induziert.1”

Eine Sonderform von IM-Resistenz ist die Persistenz von Ph™ Stammzellen.>® Es

konnte gezeigt werden, dass CD34* Zellen eine , intrinsische Resistenz* gegeniiber IM*8:3¢:

und neuen TKI aufweisen.>* Es werden unterschiedliche Mechanismen als Ursache fiir
die CML-Persistenz angenommen. Hierzu gehdren anfangs BCR-ABL-TKD Mutationen,
BCR-ABL Uberexpression und TKI Influx/Efflux Phanomene. Seit einigen Jahren besteht
allerdings eine wachsende Evidenz, dass die Persistenzmechanismen der CML BCR-ABL

unabhingig ist.1%57

1.5 shRNA Library Screen

Zur Untersuchung komplexer Resistenzphanomene beschrieben Brummelkamp et al.
2002 ein System zur stabilen Expression von ,short interfering RNAs" (siRNAs) in Sau-
getierzellen.!?

Sie hatten die pPSUPER Expressionskassette in einen selbst inaktivierenden pMSCV-
puro Vektor kloniert. Der sogenannte pPRETRO-SUPER Vektor (pRS) fand dann in der
von Berns et al. vorgestellten NKI-Library Verwendung.® In den beschriebenen Vektor
wurden sh-Inserts (,,short hairpin inserts") fiir 7914 verschiedene humane Gene kloniert,
sodass bei je drei verschiedenen sh-Sequenzen pro Gen 23742 unterschiedliche Konstrukte
generiert wurden. Nach Literaturangaben besitzen 30% der Vektoren in der Library eine
~knock-down" Effizienz von 70%. 70% der Library enthalten mindestens eine shRNA
mit mehr als 70% Knock-down-Effizienz.” Die Funktionalitidt des System wurde anhand
eines Versuchs zur Resistenz gegeniiber Trastuzumab gezeigt.?°

Die Library kann entweder mittels retroviraler Infektion oder einfacher Transfektion
in eine Ziellinie eingebracht werden. Allerdings ist fiir die virale Infektion die Expression
des murinen ecotropen Rezeptors (EcoR) auf den Zellen erforderlich. Die transfizierten
Zellen werden nach Selektion dem eigentlichen Screeningversuch unterzogen. Die (iber-
lebenden Zellen werden danach auf Expression des Vektors hin untersucht. Hierzu wird

genomische DNA aus den Klonen extrahiert, mittels PCR das sh-Insert des Vektors ampli-
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fiziert und in einen neuen Vektor rekloniert. Der Lokus des Inserts wird dann sequenziert
um das sh-Insert zu bestimmen. Alternativ kann auch ein sogenannter , barcode-screen”

durchgefiihrt werden. Hierbei werden die sh-Sequenzen mittels Microarray identifiziert.

1.6 Prinzip der RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) bezeichnet einen hoch konservierten Mechanismus zur Trans-
lationsregulation bei Pro- und Eukaryonten. Er wurde von Fire et al. 1998 erstmals in
C. Elegans beschrieben.?” Dabei wird ein einzelstringiges RNA Molekiil an einen Prote-
inkomplex gebunden, welcher dann an eine durch die gebundene RNA definierte Stelle
in einer mRNA bindet. Diese wird dann verdaut (vgl. Abb. 1.4). Mittlerweile sind viele
verschiedene Wege in verschiedenen Organismen fiir RNAi beschrieben (piRNA, miRNA,
etc.). Im Weiteren wird zunéchst auf den fiir das Experiment relevanten Mechanismus der
siRNA und shRNA eingegangen. Der Mechanismus der miRNA, welcher in groBen Teilen
ahnlich dem der siRNA ist, wird aufgrund seiner Bedeutung fiir ,,off-target” Effekte am
Ende des Abschnitts kurz beschrieben.

1.6.1 si/shRNA RNAi

SiRNAs oder shRNAs lassen sich auf unterschiedlichen Wegen in eine Zielzelle einbrin-
gen. Sie konnen per Transfektion, Elektroporation oder als retroviraler Vektor in die
Zelle gelangen. Gemeinsames Kennzeichen ist, dass es sich um doppelstrangige RNA-
Molekiile (dsRNA) handelt. shRNAs besitzen im Gegensatz zu siRNAs eine Haarnadel-
struktur. Die transduzierten oder durch virale Infektion eingebrachten Vektoren translo-
zieren in den Zellkern. Dort kommt es zur Expression und Transkription der entsprechen-
den RNA-Sequenz (vgl. Abb. 1.4). Zunachst entsteht hierbei eine sogenannte pri-shRNA.
Diese wird von DROSHA zu pre-shRNA umgewandelt. Uber das Kernmembranprotein
Exportin-5 erfolgt dann der Transfer in das Zytosol. Hier findet dann der Verdau durch
DICER und die weitere Umwandlung in eine funktionelle siRNA statt.®* siRNAs wer-
den von DICER, einem Protein der RNAselll-Familie, erkannt und zu 21 oder 22 Basen
langen dsRNA Fragmenten mit 3'-Uberhdngen von zwei Basenpaaren an jedem Strang
verdaut.*® DICER besitzt unter anderem eine PAZ-Domane (Die Proteine PIWI, AR-
GONAUT und ZWILLE weisen diesbeziiglich eine Homologie auf). Diese bindet an das
3'-Ende der dsRNA. Mit Hilfe seiner RNAselll-Domanen schneidet DICER die gebundene
RNA nach 25 Nukleotiden (nt).%* Das Produkt weist jeweils am 5'-Ende eine Phosphat-
und am 3'-Ende einen 2nt Uberhang mit einer Hydroxylgruppe auf. Die dsRNA zusam-
men mit DICER, TRBP (HIV-1 transactivation responsive element (TRA) RNA-binding

protein) und einem Protein der Argonaut Familie bilden den ,RISC loading complex*
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(RLC). Um eine Beladung der Argonautproteine mit verdauter unspezifischer RNA zu
vermeiden, werden nur RNAs mit einem 2nt 3'-Uberhang und Hydroxylgruppe von der
PAZ-Domane das Argonautproteins gebunden. Fiir die Degradation von mRNA in der
Bindung mit AGO ist die Phosphatgruppe am 5’-Ende ein notwendiges Erkennungsmerk-
mal der richtigen RNA.78 Ist der Transfer erfolgreich, so wird der so genannte , passenger
strand” vom Leitstrang, oder auch , guide strand” getrennt. Dieser weist am 5’-Ende ei-
ne geringere thermodynamische Stabilitdt des Doppelstranges auf und wird bevorzugt
geladen.®?% Danach bindet der Protein-RNA-Komplex an eine durch die Sequenz des
Leitstranges vorgegebene Stelle in einer mRNA. Diese wird durch den RISC degradiert
und ins Zytosol freigegeben. Der RISC kann dann erneut eine mRNA binden.

1.6.2 miRNA basierte RNAi

miRNAs sind, ebenso wie sh/siRNAs, nicht kodierende RNA-Molekiile mit einer Lange
von ca. 22 Basenpaaren und sind an der posttranskriptionellen Genregulation durch
Bindung an eine komplementare Sequenz im 3'-UTR (,untranslated region") beteiligt.
Sie wurden bei C. Elegans im Rahmen der Regulation postembryonaler Proteine erstmals
beschrieben.%!

Im Zellkern werden sie als mehrere Kilobasen groBe pri-miRNAs durch Polymerase
[l generiert. Posttranskriptionell erfolgt die Umwandlung in 70 Basen lange ,,loop-stem*
Vorlaufer durch DROSHA zusammen mit DGCR8 (Pasha bei Wirbellosen) und Transport
aus dem Zellkern durch Exportin-5. AnschlieBend werden sie vom DICER-TRBP-Komplex
zu einem dsRNA Strang verarbeitet. Die Bildung des RISC erfolgt analog zur si/shRNA.%

Der groBte Unterschied zur siRNA ist das Bindungsverhalten und ihre Spezifitat
hinsichtlich der Zielsequenz. Die Bindung an die mRNA erfolgt nicht an eine vollig
komplementare Sequenz. Es ist lediglich die sogenannte ,seed region” am 5'-Ende der
miRNA vollstindig komplementar.*%%* Das Bindungsverhalten wie bei einer miRNA kann
bei siRNAs als Ursache fiir einen ,off-target” Effekt auftreten. Nach Bindung des miR-
NA/RISC Komplexes kommt es entweder zum Abbau der mRNA oder zur Suppression

der Translation.

1.6.3 Off-target Effekte bei RNAi

Die ,off-target” Effekte lassen sich in (sequenz-)spezifische und unspezifische Effekte

einteilen.

Spezifische ,,off-target” Effekte sind siRNA induzierte sequenzabhéngige Interak-

tionen bei teilweise komplementaren Sequenzen am 3'-UTR des Transkripts und werden
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Abbildung 1.4: Mechanismus der RNA-Interferenz, adaptiert nach Singh et al. 2011%

von mehreren Autoren als ,,miRNA like off-target effects” bezeichnet.*® Hierbei sind
Regionen des 3'-UTR einer mRNA komplementar zur ,seed region” (Position 2-7 oder
2-8)9%94 der siRNA am 5'-Ende des , guide strand”. Dies tritt sowohl bei siRNA als auch
bei shRNA Experimenten auf.®® Das Phanomen ist tatsichlich fiir den Phanotyp des
Experimentes relevant®® 4% und als Problematik in Zusammenhang mit RNAi Screens
beschrieben. Hierbei waren die , Top-Hits" nicht durch einen spezifischen RNAi Effekt,
sondern eine miRNA-like Interaktion mit der 3'-UTR entstanden.?® Off-target Effekte

kénnen auch durch den , passenger strand“ verursacht werden.%*

Unspezifische ,,off-target* Effekte umfassen die Immunstimulation und Aktivierung
der unspezifischen Abwehr in vivo und in vitro iiber z.B. Toll-like Rezeptoren (TLRs).
Toxische Effekte durch das Einbringen fremder RNA zahlt ebenfalls dazu. Diese sind bei
siRNA jedoch starker ist als bei shRNA. Gleiches gilt fir den immunstimulatorischen
Effekt. Die begrenzte Transportkapazitat von Exportin-5 aus dem Nukleus und des RISC
zahlt ebenso zu den unspezifischen , off-target™ Effekten. Hier kann es zu einer Sattigung
der Enzyme und Enzymkomplexe und somit zu einer veranderten Wirkung sowohl der

exogen eingebrachten als auch der endogenen RNAi kommen, was am Ende zu einem
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veranderten Phanotyp fiihrt.93 %

Vermeidung von ,,off-target” Effekten

MiRNA &hnliche , off-target” Effekte konnen durch mehrere MaBnahmen verringert wer-
den. Zum Einen mittels chemischer Modifikation der RNA durch Anhangen einer 2'-O-
Methylgruppe am ,, guide strand” und in Position eins und zwei des , passenger strand".
Weiterhin kann man eine konzentrationsabhangige Abnahme des Effektes bei geringeren
Konzentrationen der siRNA beobachten. Es ist moglich, mehrere unterschiedliche siRNAs
gegen das gleiche Ziel in einer Konzentration kleiner zehn Nanomolar einzusetzen.'® 40
Faktoren, welche die falsch negative Rate bei RNAI basierten Screens beeinflussen, sind
die Halbwertzeit und die fiir die Funktion notwendige intrazelluldre Konzentration des zu
inhibierenden Proteins und die funktionelle Redundanz des zugrunde liegenden Mecha-

nismus.%3

Bestdtigung eines tatsachlichen ,,on-target” Effektes

Die einfachste Methode ohne den Mechanismus zu wechseln, ist der Versuch, mit einer
oder besser mehreren siRNA fiir das gewahlte Ziel den Phanotyp zu reproduzieren. Ge-
lingt dies, kann man davon ausgehen, dass es sich nicht um ein falsch positives Ergebnis
oder einen ,off-target" Effekt handelt.*0:%

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, ein Konstrukt fiir einen konditionellen , knock-
down" mit einem induzierbaren Vektor zu generieren. Sofern verfiigbar, kann man das
gefundene Ziel auch mit einem ,small-molecule Inhibitor” beeinflussen und so seinen
Phanotyp iiberpriifen.”® Alternativ ist ein Ansatz mit einem ,rescue” Experiment mit
Reexpression des eigentlichen Genes moglich. Dies geschieht durch entweder durch Ein-
bringen einer cDNA ohne 3'-UTR (zur Uberpriifung des miRNA 3ihnlichen ,off-target"
Effektes) oder durch die Expression eines nicht inhibierbaren Gens auf einem Vektor oder
BAC (,,bacterial artificial chromosome"). Letzteres bietet im Gegensatz zur einfachen Ex-
pression iiber einen Vektor eine bessere Regulation der Transkription und vermeidet die

Uberexpression des eingebrachten Genes.*¢%3

1.7 Fragestellung

Die Resistenz auf TKI in AP und BC ist ein klinisch relevantes aber mechanistisch
nur zum Teil verstandenes Problem. Nur ca. 5-20% der Patienten in fortgeschrittenen
Phasen koénnen in diesem Stadium durch eine allogene Stammzelltransplantation geheilt

werden.'? Das Verstiandnis von Mechanismen der TKI-Resistenz ist von entscheidender
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Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Therapien. Daher wird im im Rahmen dieser Arbeit
versucht durch einen shRNA-Library Screen neue Gene zu identifizieren, deren Verlust

eine TKI-Resistenz vermitteln kann.
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Kapitel 2

Material

2.1 Chemikalien, Enzyme

2.1.1 Chemikalien

1 kbp O’Gene Ruler Fermentas, Deutschland

6x Orange Loading Dye Solution Fermentas, Deutschland
Agar Roth, Karlsruhe

Agarose Roth, Karlsruhe

Ethanol 100% Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

Imatinib NovartisPharma (Basel, Schweiz)
Isopropanol 100% Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe

Nilotinib NovartisPharma (Basel, Schweiz)
Propidiumiodid Sigma, St. Louis, MO, USA

RNase Inhibitor Promega, Madison, Wisconsin, USA

Trypton Roth, Karlsruhe
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2.1.2 Enzyme

Bglll Fermentas, Deutschland
DNAse 1 Qiagen, Hilden
EcoRIl Fermentas, Deutschland
Hindlll Fermentas, Deutschland
Proteinase K Qiagen, Hilden
RNAse A Qiagen, Hilden

Scal Fermentas, Deutschland

T4 Ligase Invitrogen, Darmstadt

2.2 Zellkulturmedien und Antibiotika

Ampicillin Roth, Karlsruhe

FCS Gibco-BRL, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Biochrom KG, Berlin
Puromycin Sigma-Aldrich, Steinheim

RMPI 1640 Gibco-BRL, Karlsruhe

2.3 Gerate, Software

2.3.1 Gerate

AMAXA Amaxa GmbH, Kéln

Brutschrank B5060 Heraeus, Hanau
Brutschrank Kelvitron Heraeus, Hanau
danLAF VFB1806 Scanbur, Ddnemark
Fluovert Inversionsmikroskop Leitz, Wetzlar

Gelelektrophoresekammer BioRad, Miinchen
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Heizblock Thermostat plus Eppendorf AG, Hamburg

Innova 4000 Schiittler New Brunswick scientific, Enfield, CT, USA
LSRII Durchflusszytometer BD Bioscience, San Jose, CA, USA
Mastercycler epgradient s Eppendorf AG, Hamburg

Photometer GeneQuant Il Pharmacia Biotech

Wasserbad E15 Haake

Willovert Zellkulturmikroskop Hundt, Wetzlar

Zentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Typ 23 Heraeus, Hanau

2.3.2 Software

FACSDiva™ Version 6.1.3 fiir Microsoft Windows, BD Bioscience, Californien USA
FlowJo™ Version 8.7.1 fiir Apple Macintosh, Tree Star Inc., Oregon USA

GraphPadPrism Version 5 fiir Microsoft Windows, GraphPad Software Inc., Californi-
en, USA

2.4 Zelllinien

K562 BCR-ABL positive Zellen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig).

Morphologie: Runde groBe, einzelne Zellen in Suspension.

Kultur: Halten bei 0.1 - 0.5 x 10° Zellen/mL; Splitten 1:3 bis 1:5 alle drei Tage;
aussdhen mit ca. 0.3 - 0.5 x 10° Zellen/mL. Kultur in RMPI 1640 + 10% FCS,
bei 37°C unter 5% CO,. Verdopplungszeit 30-40 Stunden.

Oberflicheneigenschaften: CD3 -, CD13 (+), CD15 +, CD19 -, CD33 +, CD 71
+, CD 235a +.

Zytogenetik: Human hypotriploid karyotype without sharp mode - 61-68<3n>XX,
-X, -3, +7,-13,-18, +3mar, del(9)(p11/13), der(14)t(14;7)(p11;?), der(17)t(17;7)(p11/13;7),
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der(?718)t(15;718)(q21;7q12), del(X)(p22) - two markers appear from FISH to ha-

ve arisen from Ph.

Molekulargenetik: BCR-ABL1 (el4-a2)

MCF-7 Zelllinie eines Adenokarzinoms der Mamma, Positivkontrolle fiir TRERF1; Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braun-

schweig)

Jurkat Zelllinie aus einer T-Zell Leukamie; Positivkontrolle EZH1, Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig)

2.5 Mikroorganismen

E. Coli HB101 TaKaRa, Japan
E. Coli TOP10 Invitrogen, Darmstadt

Library Efficiency DH5 alpha Compentent Cells Invitrogen, Darmstadt

2.6 Puffer und Losungen

BD Pharmingen Stain Buffer BD Biosciences, Heidelberg

BD Phosflow Perm Buffer 111 BD Biosciences, Heidelberg

FIX Buffer | BD Biosciences, Heidelberg

LB-Agar: LB-Medium mit 15g Agar pro 1000mL

LB-Medium: 10g NaCl, 10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 1000mL Wasser (pH 7,4)
LB-Amp-Agar oder Medium: LB-Medium/Agar mit 100uG/mL Ampicillin
PBS Gibco, Auckland, Neuseeland

S.0.C. Fertig-Medium: Hefeextrakt 0,5% (w/v) (5 g/L), Trypton 2% (w/v) (20 g/L),
Natriumchlorid 10 mM (0.6 g/L), Kaliumchlorid 2.5 mM (0.2 g/L), Magnesium-
chlorid 10 mM, Magnesiumsulfat 10 mM, Glucose 20 mM, Invitrogen, Darmstadt

T4 Ligase Puffer Invitrogen, Darmstadt

Tango 2x Puffer Fermentas, Deutschland
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2.7 Antikorper

anti-phospho-CrkL (Y207) Cell Singaling Technologies, Beverly, MA, USA

FITC goat anti-rabbit Antikorper BD Biosciences, Heidelberg

2.8 Kits

Nucleofector V Kit Amaxa GmbH, Kéln
QIA-Quick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAamp DNA mini Kit Qiagen, Hilden

Qiagen Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden
Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

TOPO2.1 TA Cloning Invitrogen, Darmstadt

2.9 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide von MWG-Biotech, Ebersberg

2.10 Vektoren

pRS Library NKI Niederlande, Leihgabe AG Prof. M. Eilers, Julius-Maximilians-Universitat
Wiirzburg

pRS-scramble Leihgabe von AG Prof. M. Eilers, Julius-Maximilians-Universitat Wiirz-
burg

pRS-ski-GFP Leihgabe AG Prof. A. Neubauer, Philipps-Universitat Marburg
pSUPER.retro.puro Vektor OligoEngine Seattle, WA, USA

pCR™2.1 TOPO® Vector Invitrogen, Darmstadt

2.11 Sonstiges

Steriler Zellkulturbedarf Greiner Bio-One GmbH, Solingen
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VECTOR: pSUPER:.retro.puro

psg&en psupen RNAI System"“ CATALOGH#: VEC-PRT-0001/0002
Length: 6349 bp

Key Sites Vector Features
Bglll: 1447 PGK promoter: 1669-2177
Hindlll: 1441 Puro ORF: 2202-2801
EcoRI: 1668 H1 promoter: 1420-1668
Sall: 1426 Ampicillin resistance ORF: 4558-5415
Xhol: 1420 3’ delta LTR: 2931-3224

5’ LTR: 1-515 (homologous to other MSCV LTR)

Sequencing primer 5-GGAAGCCTTGGCTTTTG-3’ binding site: 1241-1257

Mhel whal

Hhal

pSUPERretio
(5349 bp)

FEG promoter

EcoR|

3' LTR DEL —

Abbildung 2.2: pSUPER.retro.puro Vektorkarte
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lacZo. ATG

M13 Reverse Primer | Hin‘d n K[.‘lm | Sat‘: | BamH| S;‘)e |

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG

Bs‘tX | EC?R |

I
TCG GAT CCA CTA
AGC CTA GGT GAT

EC?R |

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTH.II-W-MNMISPAG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GARY TTC CCG CTT AAG ACG

Ecz‘aR \% Bs‘tX | Nzlat | Xilm | Nsi‘l )‘(ba |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA

Ap‘a |

CCC AAT TCG |CCC TAT
GGG TTA AGC |GGG ATA

4

GAC TGG GAA AAC
CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo. fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abbildung 2.3: pCR™2.1 TOPO® Vektorkarte
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Kapitel 3

Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-
DNA und Plasmidamplifikation

Zur Amplifikation der Library wurden Library Efficiency® DH5a™ Competent Cells von
Invitrogen verwendet. Die Transformation erfolgte nach Herstellerprotokoll. Hierzu wur-
den die Zellen auf Eis aufgetaut, 100u! der Suspension in vorgekiihlte 1,5ml Eppendorf
Cups aliquotiert, 100 ng DNA Lésung hinzugefiigt und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte ein Hitzeschock iiber 45 Sekunden bei 42°C im Wasserbad, gefolgt
von weiteren zwei Minuten Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 0,9ml| S.0.C-Medium
wurde der Kulturansatz eine Stunde bei 37°C bei 227 U/min. im Schattler inkubiert.
100ul der Vorkultur wurden mit 500ul S.O.C-Medium auf einer 13,5cm LB-Amp-Platte
aufgebracht und iber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Amplifikation der
Plasmide pRS-ski-GFP und pRS-scramble erfolgte wie oben beschrieben. Nach Inkuba-
tion Giber Nacht wurden mit einer sterilen Pipettenspitze zwei bis drei gut abgrenzbare
Kolonien gepickt und 200m| LB-Amp-Medium in 500ml Erlenmeierkolben damit beimpft.
Die Kultur wurde iiber Nacht im Schittler bei 37°C und 227 U/min. inkubiert.
Plasmide aus dem TOPO Cloning Versuch wurden iiber Nacht auf LB-Amp-Platten
kultiviert. Die Kolonien wurden gepickt, erneut in 3ml LB-Amp-Medium tber Nacht
kultiviert und die genomische DNA extrahiert. Diese wurde mit Natriumacetat gefallt

und mit Ethanol getrocknet.
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3.1.2 Isolation der Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit Qiagen Plasmid Maxi Kit
nach Herstellerprotokoll.

Fir die Isolation der NKI Library Plasmide wurden die Kolonien auf den LB-Amp-
Platten mit einem sterilen ,cell-scraper” gelost und mit 10-15ml LB-Medium von der
Platte gewaschen. Fir die Isolation der Plasmide pRS-ski-GFP und pRS-scramble wurden
die LB-Ubernachtkulturen in 50ml Falcons aliquotiert. Die Bakteriensuspension wurde
bei 6000 U/min. fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Um das Pellet zu lysieren wurde es
mit 10ml Puffer P1 (enthilt RNAse A) resuspendiert, mit 10ml Puffer P2 gemischt, finf
Minuten bei RT inkubiert, 10ml Puffer P3 (4°C) zugegeben, geschittelt und 20 Minuten
auf Eis inkubiert. Die Lysate wurden durch Zentrifugation bei 20000 U/min. fir 30
Minuten bei 4°C geklart, der Uberstand wurde erneut fiir 15 Minuten zentrifugiert. Zum
Binden, Waschen und Eluieren der DNA wurde pro Ansatz (50ml Falcon) eine QIAGEN-
Saule mit 10ml Puffer QBT beschickt. Der Uberstand wurde zur Bindung der DNA auf
die Silika-S&ulen gegeben, mit Puffer QC gewaschen und mit Puffer QF eluiert. Das Eluat
wurde aufgefangen, die DNA mit Isopropanol (100%) geféllt und bei 15000 U/min. fiir
30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die DNA mit
5ml Ethanol 70% gewaschen, erneut zentrifugiert und das Pellet an der Luft getrocknet.
AnschlieBend wurde es in 100 - 300! doppelt destilliertem Wasser resuspendiert und bei
-20°C gelagert.

3.1.3 Isolation genomischer DNA

Die Isolation von genomischer DNA aus Zellen erfolgte mit QIAamp DNA mini kit™
nach Herstellerprotokoll.

Es wurden Zellen aus den Versuchsansatzen oder aus der Zellkultur entnommen,
pelletiert, in 200ul PBS resuspendiert, in ein 1,5ml Eppendorf Cup tberfiihrt und mit je
20ul Proteinase K (Qiagen) iber zehn Minuten im Heizblock bei 56°C inkubiert. Nach
der Inkubation wurden 200ul Ethanol 100% zugegeben, die DNA auf einer Silikasiule
gebunden und nach Waschen mit 500ul Puffer AW1 (Waschpuffer 1) und AW2 (Wasch-
puffer 2) in 150u1 (100-200ul) doppelt destilliertem Wasser eluiert. Die gewonnene DNA
wurde bei -20°C gelagert.

3.1.4 Isolation von RNA

Die Isolation von RNA erfolgte mit Qiagen RNeasy® Micro Kit nach Herstellerprotokoll.
Hierzu wurden ca. 2 x 10° Zellen aus Versuchsansitzen oder Zellkultur pelletiert, mit

PBS gewaschen, pelletiert und mit 600ul Puffer RLT bei Raumtemperatur lysiert. Das
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Lysat wurde auf einen Zell-Shredder (lila Saule) gegeben, zentrifugiert und danach der
Shredder verworfen und 600l Ethanol 70% zum Lysat gegeben. Die RNA wurde auf eine
Silikasaule gebunden und mit Puffer einmal gewaschen. Um eine DNA freie RNA-L6sung
zu erhalten, erfolgte ein Verdau mit DNAse 1 (Qiagen). Hierzu wurden pro Ansatz 15yl
DNAse 1 Stammlosung mit 105l Puffer RDD gemischt, 120ul auf jede Saule gegeben
und im Wasserbad bei 30°C 15 Minuten inkubiert. Danach folgten zwei Waschschritte
mit Puffer RW1 und RPE. Die RNA wurde mit zweimal 30ul RNAse freiem Wasser
eluiert. Die Konzentration der gewonnen RNA wurde photometrisch bestimmt und bei
-80°C gelagert.

3.1.5 Sequenz-spezifische Hydrolyse von DNA (Restriktionsver-

dau)
Vor Transfektion der NKI Library und der Kontroll-Vektoren pRS-scramble wurden die-
se durch Restriktionsverdau mit Scal (Fermentas) linearisiert. Dies sollte eine bessere

Integration in das Genom der Zielzellen (K562) ermoglichen. Scal schneidet DNA se-

quenzspezifisch an folgender Stelle:

AGT - ACT
TCA-TGA

Tabelle 3.1: Reaktionsansatz Restriktionsverdau von 300.g DNA

Komponente Volumen
Scal Enzym (10 U/ul)  30ul

10x Puffer fiir Scal 404l
ddH»0 30ul
DNA (1ug/ul) 300pul
Gesamtvolumen: 400ul

Der Reaktionsansatz wurde in einem 1,5ml Eppendorf Cup zusammengefiigt und tiber
Nacht bei 37°C im Heizblock inkubiert. Nach dem Verdau erfolgte eine Aufreinigung des
Produktes.

Aufreinigung des Produktes und Uberpriifung mittels Gelelektrophorese: Das
Produkt des Restriktionsverdau wurde mit Q/Aquick PCR Purification Kit nach Herstel-
lerprotokoll gereinigt.

Hierzu wurde das fiinffache Volumen des Puffers PB zur DNA Probe gegeben, ge-
mischt und auf einer QIAquick Saule gebunden, mit 750ul PE Puffer gewaschen, durch
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abzentrifugieren getrocknet und mit 50ul destilliertem Wasser eluiert. Nach der Aufreini-
gung wurde die Konzentration der DNA photometrisch bestimmt, der Restriktionsverdau
mittels Gelelektrophorese tberpriift und das Produkt bei -20°C gelagert. Das lineare Pro-
dukt von ca. 6400bp stellt sich in der Gelelektrophorese (1.5% Agarose-Gel mit 10yl
Ethidiumbromid pro 100ml Gel, Ladepuffer: 1ul 6x Orange Loading Dye Solution (Fer-
mentas), 1kbp DNA Leiter O'GeneRuler™ (Fermentas) (10ul)) als eine, ungeschnittener
Vektor als zwei oder drei Banden dar, welche verschiedene Verschlingungsstufen (coiled
und supercoiled) reprasentieren. Dies bedeutet, dass mehrere Vektoren ineinander ver-

schlungen sind und ein groBeres Fragment bilden.

3.1.6 cDNA-Synthese

Die Synthese von komplementéarer DNA (cDNA) erfolgte mit reverser Transkriptase (RT)
aus isolierter RNA mit einem Qiagen Omniscript RT Kit. Die RNA wurde auf Eis auf-
getaut und mit RNAse freiem Wasser in einem 1,5ml Eppendorf Cup auf 1ug/12ul
eingestellt. Bei zu geringen RNA Konzentrationen wurden 12l RNA Stammlésung ver-
wendet. Es wurden 8ul des Mastermix (Tabelle 3.2) hinzugegeben. Der Ansatz wurde
60 Minuten bei 37°C im Heizblock inkubiert.

Tabelle 3.2: Mastermix RT-Reaktion

Komponente Volumen Endkonzentration

10X RT Puffer 2ul 1x

dNTP Mix (5 mM pro dNTP) 2ul 0,5mM je dNTP

Hexamer Primer (10uM) 2ul 1uM

RNase Inhibitor (10 Units/ul) (Tab. 3.3) 1ul 10 Units (pro 20ul Ansatz)
Omniscript Reverse Transcriptase 1ul 4 Units (pro 20ul Ansatz)
RNase freies Wasser variabel

RNA-Template variabel lug

Gesamtvolumen 20ul

Tabelle 3.3: RNase Inhibitor (Promega)

Komponente Volumen Endkonzentration
RNase Inhibitor (40 pU/ul)  0,5ul 10U/l

10X RT Puffer 0,15ul 1x

RNase freies Wasser 1,35ul -
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3.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation eines bestimmten DNA
Abschnittes. Somit lasst sich zum Beispiel die Expression eines bestimmten Genes auf
mRNA Ebene oder das Vorhandensein eines bestimmten DNA Fragmentes in genomi-
scher DNA (pRS-Vektor) in Kombination mit einer Gelelektrophorese nachweisen.

Fiur die PCR-Versuche wurden je 2ul DNA-Lésung mit 23ul Mastermix (Tabelle
3.4) in einem 250ul PCR-Tube mit dem entsprechenden Cyclerprogramm (Tabelle 3.5)
inkubiert.

Tabelle 3.4: PCR-Mastermix

Komponente Volumen
doppelt destilliertes Wasser  18ul

10x PCR Puffer 2,5ul
forward Primer 1ul
reverse Primer 1ul
dNTP Mix (10mM) 1ul

Taqg-Polymerase (Units) 0,2ul

Tabelle 3.5: PCR Cyclerprogramm

Temp. Zeit | Zyklenzahl Primersequenz
95°C | 2 min.
94°C | 15 sek.
55°C | 30 sek. 30 B-Actin  forward: 5'-CCTTCCTGGGCATGGAGTCCT-3
reverse: 5'-AATCTCATCTTGTTTTCTGCG-3'
62°C | 30 sek. 30 pRS forward: 5'-CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC-3
reverse: 5'-GAGACGTGCTACTTCCATTTGTC-3
63°C | 30 sek. 40 TRERF1 forward: 5'-CCCCCAGAACCAGGCCCCCAACTCAG-3
reverse: 5'-CAGGCAAGCCCAGACCATCCCGTGTATC-3'
59.8°C | 30 sek. 40 EZH1 forward: 5-TGGCCAGTGTTGCTTATCGCTTCA-3’
reverse: 5'-TACCCGCCCACACCCTTTCTACTC-3’
72°C | 30 sek.
72°C 5 min.
4°C Ende

3.1.8 TOPO02.1 TA Cloning®

Das TOP02.1 TA Cloning® ist ein kommerzielles System zur direkten Klonierung von
Tag-Polymerase amplifizierten PCR Produkten in einen Plasmidvektor. Das PCR-Produkt
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aus einer PCR auf das sh-Insert des pRS-Vektors wurde aus dem Agarosegel ausgeschnit-
ten, aufgereinigt und 2ul der DNA Losung mit 0,5ul Vektor und 0,5ul Puffer in einem
Eppendorfcup bei 16°C im Heizblock iiber Nacht inkubiert. Mit dem Produkt wurden
dann HB101 E.coli wie oben beschrieben transformiert und kultiviert. Die Region des

sh-Inserts wurde bei MWG sequenziert.

3.1.9 pRS-Vektorsystem und Herstellung von shRNA-Vektoren
shRNA Designs gegen TRERF1

Es wurden drei unterschiedliche shRNA Designs zur Retransfektion in K562 erstellt.

Sequenz 1: Gizard [pSUPER.retro.puro Hindlll layout]

GATC CCC aacatgtttgagttggocagg TTCAAGAGA cctggccaactcaaacatgtt TTTTTA
GGG ttgtacaaactcaaccggtcc ARGTTCTCT ggaccggttgagtttgtacaa AAARMAT TCGA

(a) Sequenz 1: Gizard (Mol Cell Biol, June 2005)
Sequenz 2: Dharmacon [pSUPER.retro.puro Hindlll layout]

GATC CCC ggagaatgctgaaggaaga TTCAAGAGA tcttocttcagecattctocc TTTTITA
GGG cctcttacgacttoottect AAGITCTCT agaaggaagtcocgtaagagg AAAAAT TCGA

(b) Sequenz 2: Dharmacon Homepage
Sequenz 3: NKI Original [pSUPER.retro.puro Hindlll layout]

GATC CCC taagacaccgctggtaage TTCAAGAGA gcottaccagcggtgtctta TTTTTA
GGG attctgtggcgaccattcg AAGITCTCT cgaatggtcgocacagaat AAAAAT TCGA

(c) Sequenz 3: NKI Original Sequenz

Abbildung 3.1: shRNA Designs gegen TRERF1

Annealing der Oligos

Die lyophylisierten Oligos wurden in nukleasefreiem Wasser gelost und eine Endkonzen-
tration von 3 mg/ml eingestellt. Je 1 ul Oligolésung wurde mit 48 ul Annealingpuffer in
einem Eppendorfcup im PCR Cycler zunachst auf 90°C erhitzt und anschlieBend schritt-
weise abgekiihlt. Hierbei wurden die einzelnen Oligonukleotide zunachst getrennt und
dann wahrend des Abkiihlens komplementdr zusammengelagert. Um unspezifische Bin-

dungen zu verhindern geschah dies langsam und schrittweise.
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Tabelle 3.6: Annealing Programm fiir PCR-Cycler

Temperaturin°C 90 70 65 55 45 37 10 4
Zeit in Minuten 4 10 5 5 5 5 5 Hold

Linearisierung des Vektors

Vor der Ligation wurde der Vektor durch Restriktionsverdau mit Bgl Il (Fermentas) und
Hind [l (Fermentas) in Tango 2x Puffer linearisiert. Der Ansatz wurde mit 1 ;g DNA
fir 1.5 Stunden bei 37°C inkubiert, 20 Minuten bei 65°C inaktiviert. Danach erfolgten
der Auftrag auf ein 1%iges Agarosegel, Extraktion der Bande, Aufreinigung mittels Q/A-
quick PCR Purification Kit nach Herstellerprotokoll und Normalisierung der DNA Lésung
zwischen 0.2 und 0.5 mg/ml.

Ligation der Oligos in den linearisierten Vektor

Der Ligationsansatz wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht inkubiert (Tabelle 3.7). Vor
Transformation erfolgte ein erneuter Restriktionsverdau mit Bglll (iber 30 Minuten bei
37°C zur Reduktion falsch positiver Kolonien. Bei korrekter Ligation wurde die Bglll
Schnittstelle im Vektor zerstort. Es wurde eine Negativkontrolle mit leerem Vektor mit-

gefiihrt.

Tabelle 3.7: Ligationsansatz fiir pSUPER.retro.puro shRNA

2ul - Oligos

1ul T4 Ligasepuffer

1ul  pSUPER:.retro.puro Vektor linearisiert
5ul Nukleasefreies Wasser

1ul T4 Ligase

10ul  Gesamtvolumen

Transformation von E. coli

Nach Ligation und Restriktionsverdau mit Bglll erfolgte die Transformation von E.coli
TOP 10 mit dem Ligationsansatz und Isolation der Plasmide wie oben beschrieben.
Uberpriifung des Inserts

Zur Uberpriifung der korrekten Klonierung der Plasmide erfolgte der Restriktionsverdau

mit EcoRl und Hindlll. Positive Kolonien ergaben ein Fragment mit 281 Basenpaaren;
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negative Klone ergaben ein Produkt mit ca. 227 Basenpaaren (z.B. Supercoil ca. 227
oder 248 Basenpaare). Positive Klone wurden zur Bestitigung des Inserts zusatzlich

sequenziert.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur und IM Behandlung

Die Zellen wurden wahrend der Kultivierung und der Versuche stets in einem Inkuba-
tor (Begasungsbrutschrank) B5060 von Heraeus bei 37°C und 5% CO, in RPMI-1640
(Gibco) mit 10% FCS und 1% Penicillin, Streptomycin inkubiert. K562 wurden bei einer
Zelldichte von 1.0-1.5 x 10° Zellen/ml oder spatestens alle drei Tage passagiert.

Behandlung von K562 mit IM K562 und entsprechend transfizierte Zellen und Klone
aus dem Screeningversuch wurden mit IM in unterschiedlichen Konzentrationen behan-
delt. Hierzu wurden, soweit nicht anders genannt, 0.1 x 10° Zellen in 2ml KM mit ent-
sprechenden Konzentrationen IM oder Wasser als Kontrolle iiber 24, 48 und 72 Stunden
inkubiert und die Viabilitat mittels FACS bestimmt.

Screening Versuch Der Versuch zur IM-Resistenz wurde analog dem von Bubnoff
et al. publizierten zellbasierten IM-Resistenz-Assay durchgefiihrt.15:1% Dieser wurde in
modifizierter Form in unserem Labor verwendet.®” Fiir die mit sh-library transfizierten
K562-Zellen wurden drei Ansatze und entsprechende Kontrollen mit scrambled-shRNA
durchgefiihrt. Jeder Ansatz wurde in einer 96-well Platte mit 0,024 x 10° Zellen in
je 200! RPMI-1640 durchgefiihrt. Die IM Konzentration betrug 750nM. Verdunste-
tes Kulturmedium wurde regelmaBig ersetzt und lber einen Zeitraum von drei Wochen
die Bildung von Kolonien unter dem Mikroskop beurteilt. Proliferierende Klone wurden

selektiert und weiter untersucht.

3.2.2 Transfektion von Plasmid-DNA in humane Zellen mittels
AMAXA™

Fir den Screen und die Retransfektion mit den neu konstruierten Vektoren wurden K562-
wt Zellen mit durch Verdau mit Scal linearisierten pRS-Human-Library und pRS-scrambel
Vektoren transfiziert. Die Effizienz der Transfektion wurde durch einen parallelen Trans-
fektionsversuch mit einem pRS-ski-GFP Vektor und anschlieBende FACS Messung, sowie

fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert. Hierzu wurden 2 x 10° Zellen mit je 4ug DNA
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nach Herstellerprotokoll (Programm F003, Nucleofector V Lésung) mit AMAXA® trans-
fiziert und unter 0,5ug/ml Puromycin selektioniert. Nach einer Woche Selektion wurde

die Integration der Vektoren mittels PCR aus genomischer DNA (iberpriift.

3.3 Durchflusszytometrie (FACS)

3.3.1 Messung der Transfektionseffizienz mittels GFP-FACS

Um die Transfektionseffizienz abschatzen zu konnen, erfolgte bei allen Transfektionen ein
Parallelversuch mit Transfektion des pRS-ski-GFP Vektors. 72 Stunden nach Transfektion
wurden 1 x 10° Zellen aus der Kultur entnommen, pelletiert und in PBS resuspendiert.
Es erfolgte die Messung der GFP positiven Zellen (FITC positiv) anteilig an allen vitalen
Zellen auf dem LSR II. Die Auswertung der Daten erfolgte mit FlowJo.

3.3.2 Messung der Zellviabilitat mittels FACS

Zur Bestimmung des Anteils lebender Zellen an der Gesamtpopulation wurde jeweils die
gesamte Menge an Zellen des jeweiligen Inhibitionsansatzes abzentrifugiert, mit PBS
gewaschen und in 500u! PBS resuspendiert und anschlieBend ,sidescatter” (SSC) gegen
forward scatter” (FSC) auf dem LSRII gemessen. Zellen mit geringem FSC und hohem
SCC wurden hierbei als nicht lebend definiert.

3.3.3 pCrkL-Farbung

Intrazelluldr dient p-CrkL als Marker fiir die BCR-ABL Kinaseaktivitat. 2 x 10° K562
wurden tber 6 Stunden mit 3uM IM und 300nM NI in Kulturmedium inkubiert, ab-
zentrifugiert, in PBS gewaschen, pelletiert und anschlieBend bei 37°C fiir 10 Minuten in
Fix Buffer | fixiert oder fiir 30" auf Eis in 1ml BD Phosflow Perm Buffer Il bei soforti-
ger Analyse der Zellen permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit BD Pharmingen
Stain Buffer und Resuspension in 100ul BD Pharmingen Stain Buffer wurden 2.5ul anti-
phospho-CrkL zugegeben und fiir 30" bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde erneut
zweimal mit BD Pharmingen Stain Buffer gewaschen, 3ul FITC goat anti-rabbit-AK zu-
gegeben und fiir 15 Minuten bei RT im Dunkeln inkubieren. Nach erneutem Waschen
und Resuspension in 500! BD Pharmingen Stain Buffer erfolgte die Messung auf dem
LSRII und Auswertung mit FlowJo.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 \Vorarbeiten zum Screen

4.1.1 Erstellung von Dosis- Testkurven

Vor Beginn des Screeningversuches musste diejenige Konzentration ermittelt werden, bei
der die meisten Zellen absterben und noch keine konzentrationsunabhangige Toxizitat
eintritt. Hierzu wurden 0.1 x 10° K562-wt Zellen in 2 mL RPMI-1640 mit 500, 750, 1000
und 4000 nM IM (ber 24, 48 und 72 Stunden inkubiert und die Viabilitat mittels FACS
bestimmt. Ab einer Konzentration von 1000 nM IM war keine Steigerung des Absterbens

zu erkennen, sodass 750 nM als Konzentration fiir den Screen gewahlt wurde.

4.1.2 Transfektion der Zelllinie und Uberpriifung der Effizienz

Fir den Screen wurden K562-wt Zellen mit durch Verdau mit Scal linearisierten pRS-
Human-Library und pRS-scramble (pRS-scr) Vektoren transfiziert. Die Effizienz der Trans-
fektion wurde durch einen parallelen Transfektionsversuch mit einem pRS-ski-GFP Vektor
und anschlieBender FACS Messung, sowie fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert. Hierzu
wurden 2 x 10° Zellen mit je 4g DNA nach Herstellerprotokoll mit AMAXA® transfi-
ziert. AnschlieBend erfolgte eine Selektion unter 0,51g/mL Puromycin. Nach einer Woche
Selektion wurde die Integration der Vektoren mittels PCR aus genomischer DNA (iber-
prift. Die Transfektionseffizienz lag in der FACS-Messung bei 22.3%. Durch eine etwas
geringere Effizienz sollte das Risiko einer Doppeltransfektion einzelner Zellen verringert

werden.
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-e- 24 Stunden
= 48 Stunden
= 72 Stunden

100

% Lebende Zellen

Konzentration IM

Abbildung 4.1: Vor Durchfiihrung des Screens wurde die minimale
Konzentration fiir ein moglichst hohes Absterben der Zellen nach
72 Stunden ermittelt. K562-wt wurden mit aufsteigender Konzen-
tration von IM Uber 24, 48 und 72 Stunden behandelt.

4.2 Durchfiihrung des shRNA-Screens

Es erfolgten zwei Ansatze fiir die Durchfiihrung des Screens. Ansatz A sah eine Inku-
bation von 2.4 x 10° Zellen in 20mL RPMI-1640 mit 750 nM IM fiir 24, 72 und 96
h in Kulturflaschen vor. Genomische DNA wurde isoliert und zuriickgestellt, um bei
Verfligbarkeit einen Barcode-Array, wie von Brummelkamp et al. in Nature beschrieben
durchzufiihren. Fiir Ansatz B wurden in 96well-Platten je 24.000 Zellen pro well in 200!
RPMI-1640 mit 0.75uM IM fiir 3 Wochen inkubiert. Fiir die Ansatze mit pRS-human-
library transfizierten Zellen erfolgten drei Versuchsansatze, fiir pRS-scr transfizierte und
wt-Zellen erfolgte je ein Ansatz. Nach drei Wochen Inkubation fanden sich im Kontrol-
lansatz mit K562-scr zwei Klone und in den K562-library Ansatzen 15. Diese wurden in
12-well Platten mit RPMI-1640 inkubiert. Hier zeigte sich fur drei Klone (D4, F3, A10)
des K562-library Ansatzes ein weiteres Wachstum. Diese Klone wurden weiter kultiviert

und untersucht.
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4.3 Charakterisierung Imatinib-resistenter Klone

4.3.1 Riickgewinnung und Bestimmung der shRNA-Sequenz

Im ersten Schritt zur Charakterisierung der Klone wurde der integrierte pRS-Vektor mit-
tels PCR aus genomischer DNA nachgewiesen. Dies gelang in den Klonen D4 (Abb. 4.2)
und F3 (Abb. 4.3). Im Klon A10 lieB sich kein pRS-Vektor nachweisen. Die gewonnenen
PCR-Produkte, welche die Region des sh-Inserts iiberspannt, wurden in pCR2.1®°-TOPQ®
Vektoren kloniert und in HB101 E. coli expandiert. Von jedem Ansatz wurden Kolonien
gepickt und lber Nacht erneut kultiviert. Danach erfolgte die Isolation und Sequenzie-
rung der Plasmide.

Die Bestimmung der homologen Sequenzen zu den sh-Inserts erfolgte mit Hilfe des
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Programms , nucleotide blast" auf der
Homepage des National Center for Biotechnology Information (NCBI). Hierbei ergaben
sich fiir die drei eingeschickten Plasmide des Klons D4 Homologien fiir den Homo sapiens
transcriptional regulating factor 1 (TRERF1). Von neun eingeschickten Plasmiden des
Klons F3 war eine Sequenz nicht verwertbar, eine Sequenz ergab Homologien zu Homo
sapiens BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) (BCL2L11) transcript variant 1, eine zu
Homo sapiens seizure related 6 homolog (mouse)-like 2 (SEZ6L2), transcript variant 2
und sechs zu Homo sapiens enhancer of zeste homolog 1 (Drosophila) (EZH1) (Tabelle
4.1).

Zur weiteren Untersuchung wurden EZH1 (F3) und TRERF1 (D4) herangezogen, da

sie in drei und mehr Proben nachweisbar waren.

123bp Leiter K562 L11ID4 K562 pRS+  A431 pRS- Wasser 1 kb Leiter K562 L1IIF3 K562 scr. K562 wt Wasser
pos. Kontrolle neg. Kontrolle pos. Kontrolle neg. Kontrolle

==

e

—

——

R

P
-

Abbildung 4.2: pRS PCR aus genomi- Abbildung 4.3: pRS PCR aus genomi-
scher DNA des Klons D4 scher DNA des Klons F3
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4.3.2 Erstellung von Wachstumskurven im Vergleich zu Kontrol-
len

Um zu zeigen, dass die Klone D4 (TRERF1) und F3 (EZH1) im Vergleich zu K562-wt
oder K562-scr IM resistent waren, wurden sie mit unterschiedlichen Konzentrationen
iber 24, 48 und 72 Stunden behandelt. Hierbei zeigte sich, dass D4 (TRERF1) und F3
(EZH1) im Vergleich zu K562-wt oder -scr weniger empfindlich auf IM reagierten (Siehe

Abb. 4.4).
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(c) D4 (TRERF1) nach 72 Stunden unter IM im (d) F3 (EZH1) nach 24, 48 und 72 Stunden un-
Vergleich zu K562-wt und -scr ter IM

Abbildung 4.4: Wachstum der primaren Klone unter IM

4.3.3 Hemmung von p-CrkL als indirekter Marker der BCR-ABL
Funktion

Um zu klaren, ob eine BCR-ABL abhangige Resistenz vorliegt, wurde p-CrkL als indirekter
Marker fiir die BCR-ABL Kinaseaktivitat nach Exposition mit IM ound NI gemessen. Hier
zeigte sich eine Abnahme von p-CrkL und somit eine Dephosphorylierung von BCR-ABL.
Eine BCR-ABL unabhangige IM- und NI-Resistenz konnte exemplarisch fiir den Klone
D4 (TRERF1) gezeigt werden (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Hemmung von p-CrkL als Marker der BCR-ABL Kinaseaktivitat bei K562-
wt, -scr und F3 (EZH1) mit IM und NI gemessen gegen eine unbehandelte Kontrolle.
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4.4 Validierung der Sequenzen fiir TRERF1 durch Re-

transfektion der wt-Zellen mit neuen Vektoren

Die Gene EZH1 und TRERF1 werden in K562-Zellen exprimiert (Datenbank BioGPS).*
Um zu verifizieren, dass das Ausschalten der gefundenen Gene eine Resistenz gegen IM
vermittelt, wurden je drei pRS-Vektoren mit sh-Inserts gegen TRERF1 generiert. Hierbei
wurden jeweils die Originalsequenz aus der NKI-Library (sh3), respektive dem isolierten
Klon verwendet und zwei neue Inserts generiert. Fiir TRERF1 wurde eine Sequenz aus
einer Arbeit von Gizard (sh1) tibernommen3? und eine Sequenz von der Firma Dharmacon
generiert (sh2). Alle drei Inserts wurden in den pSUPER.retro.puro-Vektor kloniert und in
K562-wt Zellen mittels AMAXA® nach Herstellerprotokoll transfiziert, nach Selektion mit
Puromycin wurde die Transfektionseffizienz kontrolliert und die Integration des Vektors
mittels PCR in den transfizierten Zellen nachgewiesen. Die generierten Zelllinien K562-
sh1l, 2 und 3 wurden mit IM inkubiert und das Uberleben im Vergleich zu K562-scr
gemessen (Abb. 4.6). Eine Resistenzentwicklung durch die spezifischen TRERF1-shRNAs

shl, 2 und 3 konnte nicht erbracht werden.
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(c) Uberleben von K562-scr, -shl, -sh2 und -
sh3 nach Inkubation mit IM (iber 72 Stunden

Abbildung 4.6: Uberleben von K562-scr, -sh1, 2 und 3 nach Inkubation mit IM fiir 24
Stunden (a), 48 Stunden (b) und 72 Stunden (c).
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Kapitel 5
Diskussion

Die Resistenzen gegeniiber TKI sind ein in Teilen noch ungeklartes klinisch relevantes
Problem. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, durch den Einsatz einer shRNA

Library neue Gene zu identifizieren, deren Verlust eine Resistenz vermittelt.

5.1 Transduktionswege der shRNA-Library in K562

Zielzellen

Es wurde die von Bernards et al. entwickelte NKI shRNA-Library verwendet. Sie gehort
zu den ersten groBen shRNA-Bibliotheken und basiert auf einem retroviralen MSCV
(Murine Stem Cell Virus) ,backbone"”, welcher mittels Transfektion oder Infektion in die
Wirtszelle eingebracht werden kann.’

Die Infektion der Zielzellen mittels eines Virus erfordert die Verwendung einer so-
genannten Verpackungs-Zelllinie, welche die Virusbestandteile liefert. Hierbei muss die
Tropie des Virus beriicksichtigt werden. Fiir eine humane Zelllinie eignen sich am besten
humane Retroviren (z.B. Lentiviren). Jedoch verfiigte unser Labor (iber keine entspre-
chende Verpackungszelllinie und nicht die nétige Sicherheitsstufe. Zudem ist die NKI-
Library nicht fiir eine lentivirale Infektion konstruiert. Daher wurde zunéchst ein murines
Retrovirus verwendet und die Zielzellen mit einem murinen ecotropen Rezeptor (EcoR)
transfiziert. Hierbei zeigte sich in den Vorversuchen eine schwere Alteration des Zielzelll-
phanotyps und nur eine geringe Infektionseffizienz bei Suspensionszellen. Aufgrund dieser

Erfahrungen erfolgte die Transfektion der Library in die Zielzellen mittels Elektroporation.
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5.2 TRERF-1 Verlust als moglicher Resistenzmecha-
nismus bei CML

Im Screen wurde der Verlust von TRERF-1 (TReP-132, Transcriptional Regulation Pro-
tein of 132 kDa) als moglicher resistenzvermittelnder Faktor gefunden. Es handelt sich
um ein Gen auf Chromosom 6, welches fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert.3° Es wur-
de primar im Zusammenhang mit Steroidhormonsynthese beschrieben und agiert hier als
Coaktivator von SF-1 im Komplex mit CBP/p300.3 Es ist an der Expressionsregulation
verschiedener Gene der Steroidsynthese®! (iber eine Interaktion durch ein LXXLL Motiv
beteiligt. TRERF-1 erhoht die Expression von p21 und p27 iiber eine Promotorinterakti-
on mit SP-1 und ist damit auch bei der Zellzyklusregulation involviert. Es verringert die
Kinaseaktivitdten von G1 Cyclin/CDK Komplexen und die Menge an phosphoryliertem
RB, was zu einem Zellzyklusarrest am G1 - S Ubergang fiihrt.3®> BCR-ABL inhibiert die
Expression von p27 tber den PI3K/AKT Signalweg. Die Inhibition mit von BCR-ABL
mit IM fiihrt zu einer Zunahme von p27 in den Zellen und hemmt den Ubergang in
die S-Phase.?® Ein Ausschalten von TRERF-1 mittels siRNA fiihrt zu einem vermehrten
Anteil an Zellen in der S-Phase®® (Abb.:5.1 A). Zellen, die in ihrem Wachstum durch
IM gehemmt wiirden, konnten durch den Verlust von TRERF-1 und einer somit verrin-
gerten Expression von p27 und 21 in die S-Phase libergehen und den IM vermittelten
Arrest aufheben (Abb.:5.1 B). Der isolierte Klon zeigte eine inkomplette Resistenz ge-
geniiber IM (Abb.:4.4). Eine erneute Transfektion von K562-wt mit drei verschiedenen
sh-RNA Vektoren gegen TRERF-1 konnte den Resistenzeffekt nicht reproduzieren. Eine
Zellzyklusbeeinflussung war ebenfalls nicht konstant reproduzierbar.

5.3 EZH1 Verlust als moglicher Resistenzmechanis-
mus bei CML

Der Verlust von EZH1 (Enhancer of Zeste Homolog 1), einem Gen der Polycomp Gruppe
(PcG) wurde im Screen als moglicher resistenzvermittelnder Faktor gefunden.

Gene und Proteine dieser Gruppe sind an der epigenetischen Regulation in der Ent-
wicklung durch Methylierung des Histon H3 am Lysin-Rest 27 (H3K27) beteiligt.>® EZH1
findet sich im Mausmodell verstérkt in den spateren Stadien der Entwicklung. Es wird

t,59 wobei es hauptsichlich im

vor allem in Niere, Hirn und Skelettmuskulatur exprimier
Zellkern lokalisiert ist.?® Die PcG Proteine funktionieren in Komplexen. Am besten cha-
rakterisiert sind der Polycomp Repressive Complex (PRC) 1 und 2. PRC1 besteht aus

mehr als 10 Untereinheiten einschlieBlich des Onkoproteins BMI1.7® PcG Gene des PRC2
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Abbildung 5.1: A: TRERF-1 erhéht die Expression von p21 und p27 iber eine Pro-
motorinteraktion mit SP-1.33 Es verringert die Kinaseaktivititen von G1 Cyclin/CDK
Komplexen und die Menge an phosphoryliertem RB, was zu einem Zellzyklusarrest am
G1 - S Ubergang fiihrt. BCR-ABL inhibiert die Expression von p27 iiber den PI3K/AKT
Signalweg. Die Inhibition von BCR-ABL fiihrt zu einer Zunahme von p27 in den Zellen
und hemmt Ubergang in die S-Phase.?° B: Ein Ausschalten von TRERF-1 mittels siRNA
fithrt zu einem vermehrten Anteil an Zellen in der S-Phase und Proliferation.33 Dies ware
ein mogliches Modell fiir einen Resistenzmechanismus in K562.

Komplexes werden tiber den pRB/E2F Signalweg reguliert. PRC2 ist kleiner und besteht
aus EZH1 oder 2,2 EED (embryonic ectoderm development), SUZ 12 (supressor of Zes-
te 12 homolog) und dem Histonbindungsprotein RbAp46. Die Interaktion mit RbAp48
wird iiber SUZ12 vermittelt.%®

Die EZH2 und EZH1 Zielgene tberlappen. EZH1 reguliert nur eine Subgruppe der
EZH2 Gene. 30% der EZH1 Zielgene stehen im Zusammenhang mit Zellkern- und Ent-
wicklungsfunktionen.®® Eine Resistenzvermittlung wire hier iiber eine fehlende Repressi-
on zellzyklusregulierender Gene denkbar. Dieser Zusammenhang ist fir CML und EZH1
bislang nicht beschrieben worden. Entgegen der eigenen Hypothese, dass ein Verlust
von EZH1 als Bestandteil des PRC2 zu Resistenz fiihrt, zeigten Mochizuki-Kashio et
al. in ihrer Arbeit, dass die Inhibition des PRC2 Komplexes zu einer Reaktivierung von

proapoptotischen Genen und somit zur Apoptose von K562 Zellen fiihren kann.%” Es
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ist jedoch zu bemerken, dass von den Kollegen kein besonderes Augenmerk auf EZH1
gelegt wurde. Fir EZH2 konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von EZH2 (und/oder
PRAME) in K562 zu einer Reexpression von TRAIL und somit zu einer erhéhten Sensiti-
vitat gegeniiber IM fiihrt. In einer neueren Arbeit war EZH2 beim myelodysplastischen

Syndrom als Risikofaktor fiir ein kiirzeres Uberleben beschrieben worden.*

5.4 BCL-2 like 11 (BCL2L11) Verlust - ein bekannter

Resistenzmechanismus bei CML

Bcl2-like Protein 11 (Bim, Bcl-2 interacting mediator of cell death) wurde ebenfalls im
Screen gefunden. Es gehort zur Bcl-2 Familie, welche Apoptose regelt. Es gibt drei BIM
Isoformen (BIMgg, BIMy, BIMg) mit unterschiedlicher Potenz der Apoptoseinduktion.
BIM kann durch bestimmte Mitglieder der Bcl-2 Subfamilie (Bcl-x;, Bcl-w) gehemmt
werden. Die Uberexpression von BIM fiihrt zum Absterben der Zellen iiber einen Caspase
abhingigen Signalweg.”

Die Expression wird unter anderem von FoxO3a reguliert. In BCR-ABL positiven Zel-
len fihrt eine Phosphorylierung von FoxO3a tiber den PI3-K Signalweg zu einem Abbau
und somit zur Repression von BIM, damit zum Uberleben der Zelle. Durch die Hemmung
von BCR-ABL durch IM wird FoxO3a nicht mehr phosphoryliert und es kommt zur Ex-
pression von BIM durch Bindung von FoxO3a iiber ein FHRE an den BIM Promoter.?*

Die Repression von BIM in vitro mittels siRNA fiihrt zu einer Resistenzentwicklung
BCR-ABL abhingiger Zellen gegeniiber IM.2*58 Es konnte gezeigt werden, dass eine
verminderte Expression von BIM durch epigenetische Regulation fiir ein schlechteres

Ansprechen von CML-Patienten auf IM verantwortlich sein kann.*3

5.5 Seizure-Related 6 Homolog (Mouse)-Like 2 (SEZ6L2)

- ein neues Target bei CML?

Seizure-Related 6 Homolog (Mouse)-Like 2 (SEZ6L2) kodiert fiir ein Oberflachenpro-
tein. Das Gen ist auf dem Chromosom 16p11.2 lokalisiert. Es wird angenommen, dass
es Kandidatengene fiir Erkrankungen des autistischen Formenkreises (autism spectrum
disorders [ASD]) beinhaltet. Es gibt jedoch keinen direkten Hinweis fiir einen Zusammen-
hang von SEZ6L2 mit ASD.35¢ In einem anderen Zusammenhang wurde eine erhéhte
Expression von SEZ6L2 bei Malignomen der Lunge gefunden. Es wird als moglicher neuer
prognostischer Marker beschrieben.** Eine andere Arbeitsgruppe beischreibt das Protein

als moglicher Marker zur Differenzierung von Pankreaszellen in unterschiedlichen Ent-
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wicklungsstufen.®® Ein Zusammenhang mit Leukiamie oder CML ist jedoch bislang nicht
nachgewiesen. Wir gehen daher bei fehlendem Zusammenhang mit onkogenen Eigen-

schaften, Zellzyklusregulation oder Apoptose von einem falsch positiven Ergebnis aus.

5.6 Bewertung der Ergebnisse in Hinblick auf mogli-
che ,,off-target” Effekte

Zur weiteren Validierung der Ergebnisse ware der Nachweis des Phanotyps durch mehre-
re unabhangige shRNAs, Nachweis des , knock-down* auf Protein und mRNA Ebene in
Korrelation mit dem Phénotyp und die Rekonstitution nach ,,Rescue” mit BAC (Bacterial
Artificial Chromosome) oder Reexpression auf einem Plasmid zu fordern. Fir TRERF-1
wurden drei unabhéngige shRNA-Vektoren (Original Sequenz, Sequenz nach Gizard et
al.,®® Dharmacon) kloniert um den spezifischen Effekt in vitro zu reproduzieren. Nach er-
folgreicher Transfektion von K562-wt mit den entsprechenden Vektoren war jedoch kein
spezifischer Phanotyp abgrenzbar. Ebenso konnte das beobachtete Resistenzphdanomen
durch keinen der konstruierten Vektoren reproduziert werden. Es ware nach den Publika-
tionen von Gizard eine Beeinflussung des Zellzyklus zu erwarten gewesen.3® Als mogliche
Ursache fiir dieses Phanomen kommt fehlende Expression von TRERF-1 in K562-wt in
Frage. Als Zweites ist zu diskutieren, ob die generierten Konstrukte tiberhaupt funkti-
onsfahig sind. Hierfiir ware eine Transfektion von MCF-7 als TRERF-1 exprimierende
Zelllinie ein geeigneter Versuch gewesen.

Die Frage, ob es sich bei den gefundenen Genen tatsichlich um echte , Hits" oder nur
zufallig verteilte Ereignisse handelt, lasst sich aufgrund der erhobenen Daten nicht ab-
schlieBend klaren. Fiir BCL-2 like ist tatsachlich ein Zusammenhang mit IM Resistenz
beschrieben, was impliziert, dass es sich um ein richtig-positives Ergebnis handelt. Bei
TRERF-1 und EZH1 bleibt es unschliissig, da nach Literaturlage theoretisch ein Re-
sistenzmechanismus zu konstruieren ist, welcher sich in vitro nicht reproduzieren lasst.

SEZ6L2 kann man aufgrund der Literatur als falsch positives Ergebnis einordnen.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Resistenz gegeniliber IM stellt ein klinisches relevantes und in den zugrunde liegenden
Mechanismen bislang nur teilweise verstandenes Problem dar. Um weitere mogliche Ur-
sachen fiir eine Resistenzentwicklung zu finden, bedienten wir uns eines shRNA basierten
Screen mit der von Brummelkamp et al. 2002 etablierten NKI-Library. K562-wt wurden
mit der Library und Kontroll-Vektoren transfiziert und mit 750 nM IM drei Wochen
inkubiert. Es konnten insgesamt vier Gene isoliert werden:

Tanscriptional regulating factor 1 (TRERF1), ein Transkriptionsfaktor,3® der primar

31,32

im Zusammenhang mit Steroidhormonsynthese und Tamoxifenresistenz bei Mamm-

t.101.102 Jber die vermehrte Expression von p21 und p27 fiihrt

akarzinom beschrieben is
es zu einem Zellzyklusarrest am G1 - S Ubergang.33 Die Inhibition mit von BCR-ABL mit
IM fiihrt {iber die Zunahme von p27 zur Hemmung des Ubergangs in die S-Phase.?® Der
Verlust von TRERF-1 und der so verringerten Expression von p27 und 21 kénnte damit
den Ubergang in die S-Phase erméglichen und den IM vermittelten Arrest aufheben.
Eine erneute Transfektion von K562-wt mit drei verschiedenen sh-RNA Vektoren gegen
TRERF-1 konnte den Resistenzeffekt und eine Zellzyklusbeeinflussung nicht konstant
reproduzieren.

BCL2-like Protein 11 (Bim, Bcl-2 interacting mediator of cell death), ein Protein
der Bcl-2 Familie, welches Apoptose regelt. Der Verlust von BCL-2 like ist in vitro
als Resistenzmechanismus gegeniiber IM beschrieben.?*58 Ebenso ist in vivo gezeigt
worden, dass eine durch epigenetische Regulation verminderte Expression von BIM ein
schlechteres Ansprechen von CML-Patienten auf IM verursachen kann.*®

Seizure-Related 6 Homolog (Mouse)-Like 2 (SEZ6L2) ist ein Oberflachenprotein,
dessen Gen auf dem Chromosom 16p11.2 lokalisiert ist und von welchem angenommen
wird, dass es Kandidatengene fiir Erkrankungen des autistischen Formenkreises (autism
spectrum disorders [ASD]) beinhaltet. Einen direkten Hinweis fiir einen Zusammenhang

von SEZ6L2 mit ASD gibt es jedoch nicht.350 In einer einzigen Arbeit wurde bei Maligno-
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men der Lunge ein moglicher Zusammenhang zwischen erhohter Expression von SEZ6L2
und Einfluss auf die Prognose beschrieben.** Ein Verbindung mit Leukamie oder CML
konnte nach der aktuellen Literaturevidenz nicht hergestellt werden.

Homo sapiens Enhancer of Zeste Homolog 1 (Drosophila) (EZH1) ist ein Gen der Po-
lycomp Gruppe (PcG). Proteine dieser Gruppe sind an der epigenetischen Regulation in
der Embryonalentwicklung durch Methylierung des Histon H3 am Lysin-Rest 27 (H3K27)
beteiligt.>® Eine Resistenzvermittlung wire hier iiber eine fehlende Repression zellzyklus-
regulierender Gene denkbar. Dieser Zusammenhang ist fiir CML und EZH1 bislang nicht
beschrieben worden. Entgegen der eigenen Hypothese zeigten Mochizuki-Kashio et al.,
dass die Inhibition des PRC2 Komplexes zu einer Reaktivierung von proapoptotischen
Genen und somit zur Apoptose von K562 Zellen fiihren kann.%” Eine andere Arbeit zeigt,
dass der Verlust von EZH2 (und/oder PRAME) in K562 zu einer Reexpression von TRAIL
und somit zu einer erhéhten Sensitivitat gegeniiber IM fiihrt.1® EZH1 wurde jedoch nicht
eigens berlicksichtigt. Vor dem Hintergrund, dass sich die Zielgene von EZH1 und 2 nur
iberlappen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten und Organen exprimiert werden, lasst
dies keine eindeutige Schlussfolgerung zu.6%:67.71.84.96 |n der jiingeren Vergangenheit
wurden EZH1 und EZH?2 als therapeutischer Angriffspunkt bei Lymphomen und in der
hamatopoetischen Stammzellentwicklung beschrieben.5%8°

Die Frage, ob es sich bei den gefundenen Genen tatsichlich um echte Hits oder
nur zuféllig verteilte Ereignisse handelt, lasst sich aufgrund der erhobenen Daten nicht
abschlieBend klaren. Fiir BCL-2 like Protein 11 ist tatsichlich ein Zusammenhang mit
IM Resistenz beschrieben, was impliziert, dass es sich um ein richtig-positives Ergeb-
nis handelt. Bei TRERF-1 und EZH1 bleibt es offen, da nach Literaturlage theoretisch
ein Resistenzmechanismus zu konstruieren ist, welcher sich in vitro leider nicht rekon-
struieren lasst. Fir SEZ6L2 muss man bei fehlendem Zusammenhang mit onkogenen
Eigenschaften, Zellzyklusregulation oder Apoptose in der Literatur von einem falsch po-

sitiven Ergebnis ausgehen.

Ausblick: Als moglicher Ausweg aus den Problemen der Resistenzentwicklung und Per-
sistenz der CML bietet sich ein immunologischer Ansatz durch Kombination von IM und
IFNa an. IFNa induziert verschiedene antileukamische Effekte: Reifung von Monozyten zu
antigenprasentierenden Zellen (APCs), T-Zell-Aktivierung und Verhinderung von Apop-
tose aktivierter T-Zellen.* Weiterhin induziert es die Bildung von Leukamie spezifischen
T-Zellen gegen ein Nonapeptid (PR-1) des leukamieassoziierte Antigen Proteinase 3 bei
HLA-A0201 positiven Patienten (PR-1 spezifische T-Zellen).?%49:98.69 Duyrch diesen Ef-
fekt ist ein Absetzen von IM bei Kombinationstherapie bei persistierender Resterkrankung

méglich, wie in einer eigenen Arbeit gezeigt werden konnte!® (vgl. Abb. 6.1).
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Abbildung 6.1: (A) Langzeitverlauf der PR1-spezifischen zytotoxischen T-Zellen (PR1-
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