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1 Einleitung

Die Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1 sind essenzielle Regulatoren der Hama-
topoese. Durch die kryptische chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922), die bei
ca. 25% der akuten lymphoblastischen Leukamien (ALL) im Kindesalter nachweisbar ist,
entsteht das Fusionsgen ETV6/RUNX1, das zur Bildung eines aberranten Fusions-
proteins fuhrt. Essenzielle regulatorische Funktionen beider Transkriptionsfaktoren
werden dadurch nachhaltig gestort. Die exakten Bedeutungen von ETV6 und RUNX1 in
der Hamatopoese sind noch nicht abschlielfend geklart. Ebenso ist die Rolle des
Fusionsproteins in der Leukadmogenese bislang unklar. ETV6/RUNX1 ist nach gegen-
wartigem Kenntnisstand nicht alleine fur die maligne Transformation einer Zelle ver-
antwortlich. Es ist vielmehr als first hit anzusehen, dem weitere genetische Ver-

anderungen folgen mussen, damit eine Zelle maligne entartet.

Die kontrollierte Stilllegung eines definierten Gens ist eine relevante Strategie sowohl
zur Beantwortung grundlagenwissenschaftlicher Fragestellungen als auch zur Therapie
bestimmter Infektions- und monogener Erkrankungen. Durch kurze, zur beeinflussten
Zielsequenz mehr oder weniger komplementare RNA-Moleklle kann die Expression
von Genen hoch- und herunterreguliert oder vollstandig unterdrickt werden. Man be-
zeichnet diesen in unterschiedlichen Varianten existierenden und auch physiologisch
vorkommenden Mechanismus als RNA-Interferenz. Die Methode wurde in den ver-
gangenen Jahren kontinuierlich weiterentwickelt. Inzwischen stehen verschiedene
Techniken zum Einbringen regulatorisch wirksamer RNA-Abschnitte in die Zielzellen zur
Verfugung. Diese konnen zum Beispiel mittels lentiviraler Transduktion zur Bildung
interferierender RNA-Sequenzen veranlasst werden.

Hammerhead-Ribozyme sind katalytisch wirksame, ebenfalls sehr kurze RNA-Moleklle,
die in der Lage sind, definierte RNA-Sequenzen zu schneiden. Sie sind damit potenziell
ebenso geeignet, die Expression von Genen posttranskriptionell zu regulieren wie inter-
ferierende RNA-Molekule. Die Lange beider RNA-Entitaten liegt in einer vergleichbaren
GrolRenordnung. Nur wenige Publikationen berichten allerdings Uber lentiviral vermittel-
ten Ribozymtransfer.

RNA-Interferenzstrategien zur Untersuchung von ETV6/RUNX1 sind dadurch limitiert,
dass sie nur dann spezifisch sein konnen, wenn sie exakt den ETV6/RUNX1-
Fusionsbereich als Ziel haben. Alle anderen Sequenzen kommen nicht nur im Fusions-

gen sondern auch im zweiten ETV6- bzw. im zweiten RUNX7-Allel vor. Dies gilt analog
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fur experimentelle Ansatze, die auf der Verwendung von Ribozymen beruhen. Da sich
siRNA-Strategien gegen ETV6/RUNXT1 in der Vergangenheit aber als wenig erfolgreich
dargestellt haben, konnte die Stilllegung des Fusionsgens durch ein lentiviral trans-
feriertes, geeignetes Ribozym dennoch ein wichtiges alternatives Verfahren zur RNA-

Interferenz sein.

1.1 ETV6 und RUNX1

Durch chromosomale Translokationen werden haufig Gene in ihrer Struktur verandert,
die fiir die normale Entwicklung von Blutzellen essenziell sind'. Sowohl in myeloischen
als auch in lymphoblastischen Leukamien sind die Gene der Transkriptionsfaktoren
ETV6 (ETS-variant 6, fruher TEL) und RUNX1 (Synonym CBFa2, fruiher AML1) die am
haufigsten in chromosomale Translokationen involvierten Genorte'*. Bemerkenswert ist,
dass die Gene ETV6 und RUNXT getrennt voneinander an Translokationen in
myeloischen Leukamien beteiligt sind, ihre Fusion zu ETV6/RUNX1 jedoch mit der
akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL) im Kindesalter assoziiert ist.

1.2 ETV6 (TEL) als transkriptioneller Repressor

Die ETS-Proteine (E26 transformation-specific sequence)’® stellen eine der groRten
Gruppen signalabhangiger Transkriptionsregulatoren dar, die sowohl in die normale
Proliferation und Differenzierung von Zellen als auch in die Tumorgenese eingreifen.
Der zur ETS-Gruppe gehodrende Transkriptionsfaktor ETV6 (ETS variant 6) zeichnet
sich durch zwei Besonderheiten aus. Er ist haufig an Translokationen in Neoplasien
beteiligt und besitzt als einziger auch eine transkriptionelle Repressionsaktivitat. ETV6
beinhaltet zwei funktionelle Domanen, die N-terminale helix-loop-helix- (HLH, synonym
pointed) und die ETS-Doméane am C-Terminus. Die HLH-Doméane vermittelt die Homo-
oder Heterodimerisierung mit anderen ETS-Transkriptionsfaktoren wie Fli-1 oder TELZ2.
Uber die ETS-Domane erfolgt die DNA-Bindung an die ETS-Konsensussequenz (ETS-
binding site, EBS). ETV6 interagiert auch mit einigen relevanten nuklearen Korepresso-
ren, darunter mSin3a (Interaktion Uber HLH) sowie N-CoR (nuclear receptor co-
repressor) und SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor),
die zusammen mit der direkten Bindung der Histondeacetylase (HDAC)-3 durch die
zentrale Domane eine Histondeacetylierung, Chromatinkondensation und transkriptio-

nelle Repression bewirken”?.



ETVG6, ein nukleares Phosphoprotein, wird von MAP-Kinasen durch multiple Phosphory-
lierungsstellen reguliert. Nach Bindung an EBS als Oligomere unterdrickt ETV6 die
Promotoraktivitit®. Bekannte Beispiele sind die durch ETV6 inhibierte Transkriptionsak-
tivierung des Fli1-Onkoproteins, die Unterdrickung der Expression von Stromelysin-1
(Matrixmetalloproteinase-3) und die Wirkung als sequenzspezifischer Repressor an
EBS-enthaltenden Promotoren. Der Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin verhindert
die ETV6-abhangige Repression von Stromelysin und kehrt den ETV6-induzierten
Aggregationsphanotyp in NIH3T3-Zellen um®.

Das ETV6-Gen (12p13) wurde erstmals als Fusionspartner des platelet-derived growth
factor receptor B (PDGFRRB) [t(5;12)] in chronischen myeloischen Leukamien (CML)
beschrieben'. Seitdem wurden zahlreiche ETV6-Translokationen, die zur Bildung von
ETVé6-assoziierten chimaren Genen fuhren, in verschiedenen hamatologischen Neo-
plasien identifiziert. In Folge einiger Translokationen liegen Rezeptor- bzw. Non-
Rezeptor-Tyrosinkinasen fusioniert mit dem N-terminalen ETV6-Anteil vor. Die Oligo-
merisierung dieser Onkoproteine durch die HLH-Domane von ETV6 fuhrt zur konstituti-
ven Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitat (z.B. ETV6/PDGFRM, ETV6/ABL, ETV6/JAK2,
ETV6/SYK, ETV6/NTRK3)"*"". Andere Translokationen resultieren in der funktionellen
Modifikation von Transkriptionsfaktoren durch deren Fusion mit dem N- oder
C-terminalen Teil von ETV6. Beispiele sind ETV6/RUNX1 [t(12;21)(p13;q22)]2 oder
MN1/ETV6 [t(12;22)(p13;q11)]12. Die Storung der eigentlichen Funktion der Partner-
proteine konnte einen wesentlichen Anteil an der Entstehung der Leukamie haben.

ETV6 wird in vielen embryonalen und adulten Geweben exprimiert. ETV6-knock-out-
Mause sterben wahrend der Embryogenese an defekter Dottersack-Angiogenese (bei
erhaltener primitiver Hamatopoese) und der Apoptose mesenchymaler und neuronaler
Zellen. Wegen der embryonalen Letalitat ist die Rolle von ETV6 in der fetalen Leber
ungeklart. ETV6 ist essenziell fur die postnatale, adulte Hamatopoese aller Zellreihen

im Knochenmark 3.

1.3 RUNX1 (CBFa2, AML1) als transkriptioneller Organisator

Die Transkriptionsfaktoren, die zur Gruppe der core-binding factors (CBF) gehoren, sind
sowohl bei myeloischen als auch lymphatischen Leukamien haufig durch chromo-
somale Translokationen, Mutationen bzw. Amplifikationen verandert. CBF ist ein

heteromerer Komplex, der an core-enhancer-Elemente in viralen und zellularen Genen



bindet. Die RUNX1-Untereinheit bindet Uber die N-terminale runt-homology-Doméane
(RHD) direkt an DNA. CBFp verstarkt die DNA-Bindungsaffinitat von RUNX1 und
schitzt es vor dem Ubiquitin/Proteasom-vermittelten Abbau. Die Rekrutierung der
Koaktivatoren schlieRt auch basale Transkriptionsfaktoren mit intrinsischer
Histonacetyltransferase (HAT)-Aktivitdt ein (CREB, P300/CBP und P/CAF)™,

Die HAT-induzierte Acetylierung der Histone bewirkt eine Dekondensation der Chroma-
tinstruktur, die zu einer erhohten Transkription beitragt. HAT vermdogen ebenfalls
Transkriptionsfaktoren direkt zu acetylieren, wodurch deren transkriptionelle Aktivitat
verandert wird. Zusatzlich zu der RHD und einer C-terminalen Transaktivierungs-
domane (TA) besitzt RUNX1 weitere funktionelle Sequenzmotive, die dessen biologi-
sche Aktivitat bestimmen. Diese umfassen ein nukleares Matrixsignal, eine hochkon-
servierte Kernlokalisierungssequenz und zwei mutmalliche Transkriptionsrepressions-

domanen.

Durch alternatives Spleilien der mRNA entstehen verschiedene RUNX1-Isoformen.
RUNX1A weist keine Transkriptionsaktivitat auf und wirkt daher im Gegensatz zu
RUNX1B als negativer Regulator der Genexpression und der Zelldifferenzierung'®®.
Die Uberexpression von RUNX1A verhindert die Differenzierung von Granulozyten und
stimuliert die Proliferation myeloischer Zelllinien'’. Diese antagonistischen Effekte
konnten fur die Leukdmogenese und hamatopoetische Differenzierung eine Rolle
spielen. Der dominant negative Effekt von RUNX1A auf die Transkriptionsaktivierung
durch RUNX1B wurde damit die Leukamogenese und/oder die Auspragung eines un-

reifen myeloischen Phanotyps unterstutzen.

Knock-out-Untersuchungen zeigten, dass RUNX1, ahnlich wie CBFf, essenziell fur die
normale fetale Hamatopoese aller Zellreihen ist"'®'®. Das Fehlen von RUNX1 fiihrt zur
Nekrose und Hamorrhagien im ZNS%*. RUNX1 bindet an eine Konsensussequenz, die
haufig in den Promotor-/enhancer-Regionen von eukaryotischen Genen vorkommt. Be-
kannte RUNX1-Zielgene kdnnen entsprechend ihrer Funktion in zellularen Signalwegen

eingeteilt werden in:

»  Molekule mit stimulierender Wirkung (Wachstumsfaktoren: IL-3,
GM-CSF)*"#

»  Rezeptoren und Zelloberflachenmolekuile (Wachstumsfaktorrezeptor,
Integrine: M-CSFR, FLT3, c-kit; CD36, MDR1, TCR)'****



>  Bestandteile von Signalkaskaden (p21; Bcl2)?
>  Transkriptionsfaktoren (STAT3, PU.1, c-myb/fos)'®
»  Effektormolekiile (MPO)?

Die RUNX1/ETO-knock-in-Expression in den RUNX17-Genlokus bei intaktem zweitem
RUNX71-Allel fuhrt ebenfalls zu einem embryonal letalen Phanotyp (Hamorrhagien im
ZNS) und zum Fehlen hamatopoetischer Progenitorzellen??®. Diese Merkmale ent-
sprechen dem Phanotyp bei homozygotem Verlust von RUNX1 oder CBFp, was auf
einen starken Einfluss der mit der Translokation einhergehenden Zerstérung eines der
beiden normalen RUNX7-Allele (Verringerung der normalen Gendosis) deutet. Hin-
gegen wurde in einem Tetrazyklin-induzierbaren RUNX1/ETO-knock-in-System Uber

einen Zeitraum von 24 Monaten keine Leukamie induziert®®.

Beide Gene des Transkriptionsfaktor-Komplexes RUNX1/CBFp sind in die bei AML am
haufigsten vorkommenden Translokationen t(8;21) (RUNX1 ca. 10% der AML) und
inv(16) (CBFS ca. 8%) involviert. Bei ALL im Kindesalter ist RUNX7 mit noch héherer
Frequenz an Translokationen beteiligt (ca. 20-25%)*". In der bei AML (FAB-M2)
haufig vorkommenden Translokation t(8;21)(q22;922) ist RUNXT mit ETO fusioniert.
Chromosomale Translokationen mit RUNX7-Beteiligung werden auch mit Therapie-
induzierten Leukdmien in Verbindung gebracht’’. DNA-Topoisomerase-II-Inhibitoren
vermogen reproduzierbare sequenzspezifische DNA-Doppelstrangbriche in ent-
sprechenden Regionen des RUNX7- oder MLL-Gens zu induzieren®®. Dies kénnte ein
initialer Schritt in der Entstehung von chromosomalen Translokationen mit darauf

folgender Entwicklung einer Leukamie sein.

1.4 Hammerhead-Ribozyme

Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-Molekulle. Sie wurden erstmals Anfang der

1980er-Jahre beschrieben®**

. Bis dahin war man davon ausgegangen, dass kata-
lytische Aktivitat in Zellen ausschlie8lich von Proteinen ausgelbt wird. Inzwischen
wurden zahlreiche Ribozyme beschrieben, unter ihnen auch Moleklle, die in der Lage
sind, ihre eigene Synthese zu katalysieren***°. Ribozymen wird daher inzwischen eine

wichtige Rolle bei der Entstehung von Leben zugesprochen (RNA world hypothesis)*®.

Als erstes Hammerhead-Ribozym wurde 1986 eine kleine Satelliten-RNA aus dem

tobacco ringspot virus isoliert*’, die in der Lage ist, sich selber zu schneiden. Dabei ent-



stehen aus einem multimeren Vorlaufermolekil Mono- und Dimere. Hammerhead-
Ribozyme  katalysieren  sequenzspezifisch die  Spaltung von  RNA-3-5'-
Phospodiesterbindungen, also Spaltungen des RNA-Ruckgrats. Der Name Hammer-
head-Ribozym leitet sich von der Sekundarstruktur des Molekuls ab, die an einen
Hammer erinnert. Die naturlich vorkommenden Hammerhead-Ribozyme sind einzel-
strangig und schneiden sich einmalig selber. Sie erfullen damit ein wesentliches
Kriterium eines Enzyms nicht: sie sind nicht zu wiederholtem Substratumsatz fahig.
Klnstliche Hammerhead-Ribozyme schneiden spezifisch beliebige RNA-Sequenzen in
trans, die als Kernmotiv ein 5’-NUH-3’-Triplett (Abbildung 1) haben, und an die sie sich
durch Paarung komplementarer Basen anlagern konnen. Wiederholte Umsatze sind
mdglich*®®2. Zur Sicherung der Spezifitat miissen Ribozym und Ziel-RNA etwa 14-16
komplementare Basen um die Schnittstelle herum haben®.

@ NUH-Triplet
QO Stammschleife | *
O

Flanken bzw.
Ziel-Sequenz

l Schnittstelle

Abbildung 1: Aufbau eines Hammerhead-Ribozyms; N = A, U, C oder G, H = A, C oder U. Modifiziert
nach M. Schultz, Dissertation, Berlin, 2001 (edoc.hu-berlin.de/dissertationen/schultz-martin-2001-10-
09/HTMLY/).

1.5 Retrovirale Nukleinsaurevektoren

Retroviren sind behdillte Einzelstrang-Viren, deren Erbinformation als RNA vorliegt, aber
als DNA in das Erbgut der Zielzelle eingebaut wird. Voraussetzung fur diesen unge-
wohnlichen und hoéchst komplexen Mechanismus ist die sogenannte reverse Transkrip-
tion, das Umschreiben der RNA-Information in DNA, das durch die reverse Trans-
kriptase, eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase katalysiert wird®**°. Retroviren haben
ein 7-12 kb langes, diploides Plus-Strang-Genom, das aufgrund seiner Organisation
und Komplexitat noch einmal eine grobe Unterteilung von Retroviren in einfache und
komplexe Retroviren zulasst. Wahrend einfache Retroviren nur die absolut essenziellen

Gene fur die viralen Strukturproteine (gag und env) und Enzyme (pol) enthalten, verfu-
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gen komplexe Retroviren uber weitere Gene, die akzessorische Proteine mit regulatori-
schen Funktionen kodieren®. HIV-1 enthalt beispielsweise die akzessorischen Gene tat,
rev, vif, nef, vpu und vpr. Die akzessorischen Gene sind wesentlich fur die Pathogenitat
der Viren verantwortlich. gag kodiert fur die gruppenspezifischen Antigene, also Matrix-,
Kapsid- und Nukleokapsidproteine. pol enthalt die genetische Information fur die
reverse Transkriptase und die Integrase. Bei einigen Viren kodiert es aullerdem die
Protease, bei anderen hat die Protease ein eigenes Leseraster im Bereich des gag-
Gens. env kodiert die virale Proteinhulle. Daruber hinaus enthalten alle retroviralen
Genome flankierend am 5’- und am 3’-Ende je einen long terminal repeat (LTR). LTR
lassen sich noch einmal in eine U3-, eine R- und eine U5-Region gliedern und regulie-
ren vor allem die Expression der viralen Gene. Im 5-Bereich des Genoms findet man
ferner das Verpackungssignal V. Auf die weiteren Elemente des Virusgenoms inklusive
der akzessorischen Gene bei komplexen Retroviren soll an dieser Stelle aus Grinden
der Ubersichtlichkeit nicht eingegangen werden. Sie sind fur das Verstandnis der dar-

gestellten Versuche kaum bedeutsam®’.

PBS PPT
l y | gag env
U3|R| U5 U3|R| U5
l pol
LTR LTR
SD SA

Abbildung 2: Allgemeiner Aufbau eines einfachen Retrovirus.

Abbildung 3: Genomorganisation von HIV-1 mit Darstellung der Gberlappenden Leseraster. Mit freundli-
cher Genehmigung von Dr. rer. nat. C. Homberg, Neuss.

Die meisten gut untersuchten Retroviren infizieren Wirbeltiere, sind in der Regel sehr
wirtsspezifisch und zum Teil Erreger schwerwiegender Krankheiten. Beim Menschen
wurden bisher vier Retroviren beschrieben, die humanen T-lymphotropen Viren 1 und 2
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(HTLV-1 und -2)°®*®° und die humanen Immundefizienzviren 1 und 2
(HIV-1 und -2), die Erreger des erworbenen Immunschwachesyndroms AIDS®'8,
Verschiedene Retroviren stehen aulRerdem mit der malignen Entartung ihrer Wirtszellen
in kausalem Zusammenhang. So erklart sich der Name der Reverse-Transkriptase-
Onkoviren’?"®. Die Familie der Retroviren (Retroviridae) wird nach der derzeit giiltigen
Taxonomie aufgrund genetischer Verwandtschaftsverhaltnisse in die Unterfamilien
Orthoretrovirinae und Spumaretrovirinae klassifiziert. Erstere enthalt den Genus der in
dieser Arbeit verwendeten und von HIV-1 abgeleiteten komplexen Lentiviren.

1.6 Konditioneller lentiviraler shRNA-Vektor

Szulc et al. haben ein inzwischen kommerziell verfugbares lentivirales Transduktions-
system entwickelt, das eine konditionelle Expression von shRNA in den Zielzellen er-
laubt (Abbildung 4). Die Regulation des Systems erfolgt durch die Zugabe von Doxy-
cyclin. Es existiert in zwei alternativen Versionen. In der tet-on-Variante fuhrt die Zu-
gabe von Doxycyclin zur Expression der shRNA, in der tet-off-Variante wird die Ex-
pression durch Zugabe von Doxycyclin gestoppt. Der Vektor pLVCT-tTR-KRAB-2SM2
ist ein tet-on-Vektor. Er enthalt die beiden LTR, das Verpackungssignal ¥ und folgende
Elemente:

» die cDNA fur das grun fluoreszierende Protein EGFP (enhanced green
fluorescent protein) als Reportergen

»> eine IRES (internal ribosome entry site), also eine kurze Sequenz, die zur
Bildung einer Sekundarstruktur der mRNA fuhrt und so ohne weitere
Initiationsfaktoren die Bindung der mRNA an die Ribosomen vermittelt.
Dadurch kann die Translation unmittelbar gestartet werden.

» eine Sequenz tTR-KRAB, die fur ein Fusionsprotein kodiert, das sich aus der
Kruppel-assoziierten Box (KRAB), die man in transkriptionsregulatorischen
Elementen in den Genomen vieler Sauger findet, und dem Tetrazyklin-
Repressor (tTR) aus Escherichia coli zusammensetzt. Die tTR-vermittelte
Bindung des KRAB-Elements an die DNA dber ein tet-Operator-
(tetO-)Element fuhrt in einem Radius von 2-3 Kilobasen um die Bindungs-
stelle zur lokalen Bildung von Heterochromatin. Die betroffene DNA kann
nicht in Protein umgesetzt werden, ist also inaktiv. Die Bindung des tet-
Repressors an den tet-Operator lasst sich durch Zugabe von Doxycyclin
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|6sen. Eine Modifikation dieses Systems mit einem Austausch des tet-
Repressors gegen einen reversen tet-Repressor fuhrt zu einer Bindung des
Repressors an den Operator in Anwesenheit von Doxycyclin und zu einer
Ablosung bei Fehlen von Doxycyclin. Letzteres System bezeichnet man im
Gegensatz zum vorab beschriebenen fet-on-System als tet-off-System. Der
entsprechende Vektor ist als pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 kommerziell verfug-
bar und wurde in dieser Arbeit verwendet.

» ein WPRE (woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory
element), das zelllinien- und promotorspezifisch eine erhdhte Expression der

retroviral transferierten Gene bewirkt.

Die DNA-Sequenz, die spater zur Expression der shRNA fuhrt, die dann wiederum
durch zellulare Mechanismen zu siRNA prozessiert wird, steht unter Kontrolle eines
H1-Promotors. Vor diesem Bereich befindet sich auch der bereits beschriebene regula-
torische tet-Operator. Die gesamte Kassette aus tet-Operator, H1-Promotor und poten-
ziell inhibitorischem Nukleinsdureabschnitt liegt in der Region des Expressionsplasmids,
die fur die U3-Region des viralen 3'-LTR kodiert. Der Vorteil dieses Konstrukts liegt
darin, dass sie im Verlauf bei der Integration der proviralen DNA in die DNA der Zielzel-

le verdoppelt wird. Dadurch steigt die siRNA-Dosis in der Zielzelle'®.
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a cPPT
|
Prom Transgeneﬁ {TR-KRAB yWPRE; fetO SIN
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des lentiviralen Transduktionssystems zur konditionellen Ex-
pression von shRNA. Modifiziert nach Referenz’®. Mit freundlicher Genehmigung von Macmillan
Publishers Ltd. (® 2006).
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2 Aufgabenstellung

2.1 Hammerhead-Ribozym gegen ETV6/RUNX1

Choi et al. haben in 2008 eine Arbeit publiziert, in der sie das Ribozym buRz28 vor-
stellen, das spezifisch gegen die mRNA des ETV6/RUNX1-Fusionsgens gerichtet ist”’.

au

a9 |
5’ -UAGCAG caua'cuuggaaug-3'
3’ -AUCGUC=GUA GAACCUUAC-5'

A UGA
G Agp

CmG
Am[
Gm(C
Gm_C
A G
GU

Abbildung 5: Das Ribozym buRz28 (unten), das sich an seine Zielsequenz, die ETV6/RUNXT-mRNA
angelagert hat. GroRe Buchstaben kennzeichnen den ETV6-, kleine den RUNX1-Anteil. Der Pfeil zeigt
die mutmalRliche Schnittstelle des Ribozyms.

Als gunstiges 5-NUH-3’-Triplett wurde das AUA-Triplett im RUNX7-Anteil der mRNA
identifiziert, das die Nukleotide 6, 7 und 8 3’ der Fusionsstelle enthalt. Da der Schnitt
immer 3’ des NUH-Tripletts erfolgt, wird also acht Nukleotide 3’ des Fusionspunktes
geschnitten. Es erwies sich als effektiver, die Stammsequenzen | und lll so zu gestalten,
dass sie nicht vollstandig komplementar zur Zielsequenz sind. Vier Nukleotide
(5’-AAUG-3’) der Zielsequenz haben daher keinen Bindungspartner und formen eine
Schleife (bzw. englisch bulge fur Ausbuchtung). Das fuhrt dazu, dass es sowohl 3’ als
auch 5’ der Schnittstellen je neun komplementare Basen gibt. Die Schnittstelle liegt also
zentral. buRz28 schneidet nur ETV6/RUNX1-Fusions-mRNA, nicht aber die ETV6- oder
RUNX1-mRNA, so dass weiterhin ETV6- und RUNX7-mRNA durch Transkription des
zweiten Allels gebildet werden kann.

2.2 Lentiviraler Ribozymtransfer

Der bereits dargestellte Vektor pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 eignet sich zur konditionellen
Expression von shRNA in zahlreichen Zielzellen. Die shRNA-Sequenz steht im Vektor
unter der Kontrolle des H1-Promotors. Der H1-Promotor initiiert die Transkription durch
die RNA-Polymerase-lll und gehort damit zur Gruppe der Pol-lll-Promotoren.
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Transkripte von Pol-1lI-Promotoren findet man in fast allen Zellen, was die Rationale zur
Auswahl dieser Promotoren fiir die Expression von shRNA darstellt’®%*. Der
H1-Promotor ist so zur kodierenden Sequenz gelegen, dass die Transkription an der
ersten Base beginnt, die fur die shRNA kodiert. Die Transkription endet, wenn vier bis
sechs Thymidine aufeinander folgen®*®. Die Abspaltung des Transkripts erfolgt nach

dem zweiten Thymidin, so dass zwei Uracil-Reste am 3’-Ende Uberhangen.

Eine shRNA ist mit einer Lange von 49 Basenpaaren — ausgehend von einer 19 Basen-
paare langen siRNA, einer Haarnadelschleife von neun Basenpaaren und zwei zusatz-
lichen Uracil-Resten — in etwa genauso lang wie das buRz28-Ribozym, das inklusive
Uracil-Uberhang 42 Basenpaare umfasst. Daraus entstand die Idee, den lentiviralen
shRNA-Vektor pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 zu benutzen, um Zellen stabil und konditionell

mit Ribozymen zu transduzieren.

2.3 Die Fibroblastenzelllinie HT-1080

Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass der Nachweis des ETV6/RUNX1-Proteins in
lymphatischen Zellen technisch sehr anspruchsvoll ist. Deswegen diente in dieser
Arbeit die Fibroblastenzelllinie HT1080 als Modellzelllinie. HT1080-Zellen exprimieren
von Natur aus kein ETVG6/RUNX1. Sie wachsen sehr gut und sind sehr leicht lentiviral

zu transduzieren.

2.4 Fragestellung und Arbeitsschritte

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Frage zu klaren, ob es mdglich ist, das
Ribozym buRz28, das offensichtlich eine posttranskriptionelle Aktivitat gegen
ETV6/RUNXT-mRNA hat, lentiviral in eine ETV6/RUNX1-positive Modellzelllinie einzu-
bringen und so die Expression des Fusionsproteins in diesen Zellen zu unterdrucken.

Es ergaben sich daher folgende Arbeitsschritte:

1. Klonierung eines lentiviralen Vektors, der in der Lage ist, die Fibroblasten-
zelllinie HT-1080 mit ETV6/RUNX1 zu transduzieren und zur stabilen Expressi-
on des Transgens zu veranlassen

2. Optimierung der Transduktionsbedingungen und Uberpriifung, ob das Transgen
ETV6/RUNX1 in den HT-1080-Zielzellen exprimiert wird
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3. Klonierung eines lentiviralen Vektors, der in der Lage ist, die ETV6/RUNX1-
positive, transgene Fibroblastenzelllinie HT-1080 mit dem Ribozym buRz28 zu
transduzieren und dessen stabile Expression zu veranlassen

4. Uberprifung, ob die Expression von buRz28 in ETV6/RUNX1-positiven HT-
1080-Zellen zur Herabregulierung der ETV6/RUNX1-Expression fuhrt
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3 Materialien und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1  Chemikalien und Enzyme

Soweit es sich bei den verwendeten Chemikalien nicht um gangige Reagenzien
hochsten Reinheitsgrades zur ausdricklichen Anwendung in der Molekularbiologie
handelte, die Uber zahlreiche Firmen wie z.B. Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen)
oder Roth (Karlsruhe) bezogen werden konnen, sind deren Hersteller in den einzelnen
Versuchsprotokollen ausdrucklich aufgefuhrt.

3.1.2 Plasmide

3.1.2.1 pCMV5-TA

Das Plasmid pCMV5-TA wurde mir freundlicherweise von Dr. Anthony Ford aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Mel Greaves (London, UK) zur Verflugung gestellt. Es basiert
auf dem Plasmid pCMV5 und enthalt die ETV6/RUNX1-Sequenz®.

Tth, 19

1000
TEL-AML1

pCMV5-TA
7165 bps

Kpnl,2520

Abbildung 6: Plasmid pCMV5 mit der cDNA fir ETV6/RUNX1 (TEL/AMLT).

3.1.2.2 pPR1

Das Plasmid pPR1 wurde mir freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. H. Hanenberg
(Indianapolis, USA) zur Verfiigung gestellt. pPR1 ist abgeleitet von pGJ3% und ein len-
tivirales Transferplasmid der dritten Generation. Als interner Promotor zur Expression

des Transgens fungiert die U3-Region des spleen focus forming virus (SFFV) gefolgt
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von einer multiple cloning site, hinter der sich dann EGFP als Reportergen befindet.
pPR1 enthalt in der U3-Region im 3'-LTR eine loxP-site, die bei der Integration durch
einen sehr komplexen Prozess verdoppelt wird. Die Kopie Teil des 5-LTR. Dadurch
lasst sich das Virus theoretisch selektiv durch eine Behandlung der DNA mit
Cre-Rekombinase ausschneiden. Diese Moglichkeit wurde aber in dieser Arbeit nicht

genutzt.

pPR1
8065 bps

Tthl,2687
Kpni 2701
Agel 2722

Abbildung 7: Plasmid pPR1. Mit CMV ist der chimare 5-LTR bestehend aus heterologem CMV-Promotor,
HIV-1-R- und HIV-1-U5-Region bezeichnet. Im Uhrzeigersinn folgen das Verpackungssignal W (psi), das
Rev response element (RRE) und der central polypurine tract (cPPT). Zwischen W und RRE liegt der
major splice donor (SD), zwischen RRE und cPPT der splice acceptor (SA). SD und SA sind der Uber-
sicht halber nicht dargestellt. Nach dem cPPT folgt die Transgen-Expressionskassette, die mit der SFFV-
U3-Region beginnt, die als interner Promotor fungiert. Dahinter liegt eine multiple cloning site (MCS).
Exemplarisch sind die Schnittstellen fir Tthl, KpnU und Agel dargestellt, die fur das Verstandnis der
nachfolgend beschriebenen Klonierungen wichtig sind. Hinter der MCS liegt das Reportergen EGFP. Es
folgt der 3-LTR. Ein weiteres funktionelles Element in diesem Plasmid ist die loxP-site, die in der
U3-Region des 3-LTR gelegen ist. Die 3-LTR-R- und 3’-LTR-U5-Region sind nicht gesondert gekenn-
zeichnet. AmpR bezeichnet ein B-Laktamase-Gen, das bei der Vermehrung dieses Plasmids in Bakterien
genutzt wurde, um transformierte Bakterien in einem Ampicillin-haltigen Nahrmedium zu selektionieren.

3.1.2.3 pIRES

Das Plasmid pIRES wurde von der Firma Clontech (Mountain View, CA, USA) bezogen
(Bestellnummer: 631605). pIRES enthalt die Information flr eine interne ribosomale
Eintrittsstelle (IRES).
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CAACCCGGGATCCTCTAGAGTCGACCCGGGCGGCCGCTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATG
Xmal Xbal Sall Xmal Notl
Smal* BamHI Smal*  Eagl

Abbildung 8: Plasmid pIRES der Firma Clontech, Bestellnummer 631605. Die IRES wurde durch einen
Doppelverdau mit EcoRI und Xbal aus diesem Plasmid ausgeschnitten. (Abbildungsquelle:
http://www.clontech.com/products/detail.asp?tabno=2&catalog_id=631605&page=all&product_id=10480)
3.1.2.4 pPRIEG3

Das Plasmid pPR1 wurde mit der Restriktionsendonuklease Agel linearisiert. Die ent-
stehenden 5-Uberhdnge (sog. klebrige Enden oder ,sticky ends) wurden mit dem
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E. coli aufgeflllt, so dass sogenannte
stumpfe Enden (,blunt ends®) entstanden. Dann wurde die IRES aus pIRES durch einen
EcoRI/Xbal-Koverdau ausgeschnitten. Auch hier wurden die entstehenden
sticky ends durch eine Behandlung mit dem Klenow-Fragment aufgefullt.
pPR1-backbone und IRES-insert wurden dann miteinander ligiert. Die richtige Orientie-

rung des inserts wurde durch einen Kontrollverdau mit BspMI/EcoRI Uberpruft.
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pPRIEG3
8709 bps

Sacll, 2705
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Abbildung 9: Das Plasmid pPRIEG3 ist ein Abkémmling von pPR1 (Abbildung 7). Als zusatzliche Beson-
derheit enthalt pPRIEG3 eine IRES zwischen der MCS und der EGFP-cDNA. Die IRES vermittelt die
Bindung der mRNA an die Ribosomen, ohne dass dafiir weitere Faktoren notwendig sind. Dadurch kann
an einer IRES die Proteinsynthese direkt gestartet werden. In bicistronischen Konstrukten wie pPRIEG3
werden die beiden Gene, die unter der Kontrolle des gleichen Promotors stehen, effektiver exprimiert,
wenn zwischen ihnen eine IRES liegt.

3.1.2.5 pIRES2-EGFP
pIRES2-EGFP wurde von der Firma Clontech (Mountain View, CA, USA) bezogen (Be-

stellnummer: 6029-1).

Sacll,649

pIRES2-EGFP
5308 bps

BsrGl,1963

Abbildung 10: Das Plasmid pIRES2-EGFP enthalt neben einer IRES eine Kozak-Konsensussequenz, die
die Initiation der Translation erleichtert und deswegen zu einer gesteigerten Genexpression fihrt. In dem
konkreten Fall wird dadurch die Expression des EGFP-Gens, das 3’ der IRES-Kozak-Sequenz liegt, ver-
bessert.

3.1.2.6 pPRIEG7

Das Plasmid pPRIEG7 entstand, indem die IRES-EGFP-Kassette aus pPRIEG3 durch

die IRES-Kozak-EGFP-Sequenz aus pIRES2-EGFP ausgetauscht wurde. Beide Plas-
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mide wurden hierzu mit Sacll und BsrGl verdaut. Aufgrund des Doppelverdaus mit
Enzymen, die unterschiedliche Uberhdnge erzeugten, war bei der Ligation des
backbones mit dem insert nur die korrekte Orientierung der Ubertragenen Sequenz
moglich.

pPRIEG7

8640 bps

Abbildung 11: Durch den Austausch der IRES-EGFP-Kassette des Plasmid pPRIEG3 gegen die IRES-
Kozak-EGFP-Kassette aus pIRES2-EGFP entstand das Plasmid pPRIEG7, das das Reportergen EGFP
effektiver exprimiert.

3.1.2.7 pPRTAEG

pPRTAEG wurde kloniert, indem ETV6/RUNX1T aus pCMV5-TA durch einen sequentiel-
len Verdau mit Kpnl und Tth111l herausgeschnitten und dann mit pPR1 ligiert wurde.
pPR1 war vorher durch den gleichen Doppelverdau eroffnet worden. Die beiden
Schnittstellen lagen in der MCS nur wenige Basen auseinander, so dass kaum geneti-
sches Material verloren ging. Aufgrund des Doppelverdaus mit Enzymen, die unter-
schiedliche Uberhange erzeugten, war bei der Ligation des backbones mit dem insert

nur die korrekte Orientierung der Ubertragenen Sequenz moglich.

22



pPRTAEG
10552 bps

4000
N

TEL-AML1

|0XF’<;, EGFP

Sacll,5192

Abbildung 12: Das Plasmid pPRTAEG war niemals zur Produktion von Viren gedacht, sondern lediglich
als Zwischenschritt zur Klonierung des Vektor pPRTAIEG7, da durch die vorab beschriebene Klonierung
eine von Notl- und Sacll-Schnittstellen flankierte Kassette entstand, die u.a. die ETV6/RUNX7-cDNA
enthielt, die dann aufgrund glinstiger Schnittstellen direkt in pPRIEG7 kloniert werden konnte.

3.1.2.8 pPRTAIEG7

Der Vektor pPRTAIEG7 basiert auf pPRIEG7. Das Notl/Sacll-Fragment aus pPRIEG7
wurde gegen das ETV6/RUNX1-enthaltende Fragment aus pPRTAEG ersetzt, das
ebenfalls durch einen Doppelverdau mit Notl und Sacll ausgeschnitten wurde. Auch bei
dieser Klonierung war durch den Doppelverdau mit zwei Enzymen, die unterschiedlich

Uberhange erzeugten, nur die korrekte Orientierung des inserts moglich.

pPRTAIEG7 LAk s

11127 bps

4000
N

TEL-AML1

Sacll,5192

Abbildung 13: Lentiviraler Vektor der dritten Generation pPRTAIEG7. Der Vektor ermoglicht mit Hilfe
eines internen SFFV-U3-Promotors die Expression der ETV6/RUNX17-cDNA (friher: TEL/AMLT).
pPRTAIEG?7 ist ein bicistronisches Konstrukt, das zusatzlich EGFP mit Hilfe einer IRES und einer Kozak-
Konsensussequenz sehr effektiv exprimiert. Die Transduktionseffizienz mit diesem Vektor kann durch
eine Messung der EGFP-Expression der Zielzellen quantifiziert werden. Die im 3’-LTR enthaltene loxP-
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site wird bei der Intergration des Vektors in das Genom seiner Zielzelle verdoppelt und die Kopie wird Teil
des 5-LTR. Dadurch kénnte das Virus durch eine Behandlung der Zielzellen mit Cre-Rekombinase theo-
retisch wieder ausgeschnitten werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Besonderheit des Vektors
pPRTAIEGY jedoch nicht genutzt.

3.1.2.9 pLVTHM

pLVTHM wurde mir freundlicherweise uber die Firma addgene (Cambridge, MA, USA,
Plasmid 12247) von Prof. Didier Trono (Lausanne, Schweiz, www.tronolab.com) zur
Verfugung gestellt. Der Vektor ist Teil eines von den Arbeitsgruppen von Prof. Didier
Trono und Prof. Patrick Aebischer (ebenfalls Lausanne, Schweiz) entwickelten lentivira-
len Expressionssystems fur shRNA (s. 1.6), die dann in der Zielzelle zu siRNA prozes-
siert wird. Der die shRNA kodierende DNA-Abschnitt wird in diesem System in den Be-
reich zwischen den MIul- und Clal-Schnittstellen im Bereich des lentiviralen 3'-LTR klo-
niert. In einem zweiten Klonierungsschritt kann dieser Bereich dann in zahlreiche ande-
re Vektoren kloniert werden, die von den beiden o.g. Arbeitsgruppen fur verschiedene
Fragestellungen und Zelllinien entwickelt worden sind. Diese Vektoren konnen
allesamt Uber addgene bezogen werden. pLVTHM wurde selber niemals zur Viruspro-
duktion verwendet. Seine Uber den 3’-LTR hinausgehenden Elemente werden deswe-
gen an dieser Stelle nicht erklart, da sie fur die weiteren Versuche keine Relevanz
haben.
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Abbildung 14: pLVTHM wurde mir freundlicherweise Uber die Firma addgene von Prof. Didier Trono und
Prof. Patrick Aebischer (beide Lausanne, Schweiz) zur Verfigung gestellt und diente als Basisplasmid
zur Klonierung des Ribozyms in den Vektor pLVCT-rfTRKRAB-2SMS. pLVTHM und pLVCT-rtTRKRAB-
2SMS sind Teile eines von den Arbeitsgruppen von Prof. Trono und Prof. Aebischer entwickelten Sys-
tems zur Transduktion verschiedenster Zellen mit kurzen DNA-Abschnitten, die zu shRNA transkribiert
und dann von der Zielzelle zu siRNA prozessiert werden. Das System wurde in dieser Arbeit zweckent-
fremdet und zur Transduktion meiner Zielzellen mit dem Ribozym buRz28 (s.u.) genutzt (mit freundlicher
Genehmigung von addgene, Prof. D. Trono und Prof. P. Aebischer).

3.1.2.10 pLVCT-rtTRKRAB-2SM2

Das Vektorplasmid pLVCT-rtTRKRAB-2SMS2 wurde mir freundlicherweise von Prof.
Patrick Aebischer (Lausanne, Schweiz) Uber die Firma addgene (Cambridge, MA, USA,
Plasmid 11779) zur Verfugung gestellt. Es kodiert einen lentiviralen Vektor der zweiten
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Generation, dessen Transgenexpression durch einen CAG-Promotor kontrolliert wird.
Der CAG-Promotor setzt sich aus dem early-enhancer-Element des Zytomegalievirus
(CMV) und dem Huhner-B-Aktin-Promotor zusammen. Er wird haufig zur Transgenex-
pression in Saugerzellen genutzt und ist insbesondere fur die Transgenexpression in
murinen embryonalen Stammzellen geeignet, welche wiederum perspektivisch die Ziel-
zellen unserer Arbeitsgruppe sein werden®. Dieser Umstand bildete die Rationale zur
Auswahl des CAG-Promotors. In Uhrzeigerrichtung kodiert der Vektor ferner fir EGFP
als Reportergen, eine IRES, eine Sequenz rtfTRKRAB, die fur ein Fusionsprotein aus
der Kruppel-assoziierten Box (KRAB) und dem reversen Tetrazyklin-Repressor (rtTR)
aus E. coli kodiert sowie ein WPR-Element (woodchuck hepatitis virus post-
transcriptional regulatory element), das Zelllinien- und Promotor-spezifisch eine erhohte

Expression der lentiviral transferierten Gene bewirkt®®%°.

Die rtTR-vermittelte Bindung des KRAB-Elements an die DNA Uber ein tet-Operator-
Element (tetO) fihrt zur lokalen Bildung von Heterochromatin und damit zur Inaktivie-
rung der DNA. Dies geschieht in einem 2-3 kb Bereich um die Bindungsstelle und fuhrt
damit auch zur Hemmung der rtTRKRAB-Expression (autoregulatory loop). Die Bindung
des reversen tet-Repressors an den tet-Operator ist Doxycyclin-abhangig und I0st sich
in Abwesenheit dieses Antibiotikums (tet-off-System), was dann zu einer Expression
der Transgene fuhrt. Dieses konditionale Genexpressionssystem ermaoglicht eine quan-
titative und zeitliche Regulation der Genexpression’®.
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Abbildung 15: pLVCT-rtTRKRAB-2SMS?2 ist ein lentivirales Vektorplasmid der zweiten Generation, das

durch eine komplexe Interaktion seiner in cis liegenden Elemente eine Doxycyclin-regulierbare Ex-

pression seiner Transgene erlaubt. Plasmid und Abbildung wurden mir freundlicherweise von addgene
und Prof. Aebischer (Lausanne, Schweiz) zur Verfligung gestellt.
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3.1.2.11 Verpackungsplasmid psPAX2

psPAX2 ist ein lentivirales Verpackungsplasmid der zweiten Generation, das im
Wesentlichen HIV-1 gag, pol, tat und rev unter der Kontrolle eines CAG-Promotors ex-
primiert. psPAX2 wurde mir freundlicherweise von Herrn Prof. Didier Trono (Lausanne,

Schweiz) Uber die Firma addgene (Cambridge, MA, USA, Plasmid 12260) zur Verfu-
gung gestellt.
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BamHI (8711) Spel (19)
SV40 ori CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184) H SnaBI (360)
pA / // CApro
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+

Ndel (7860) SD
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Pstl (3834)
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Asp 718 (4817)
AspT18 (5145)

Abbildung 16: Lentivirales Verpackungsplasmid der zweiten Generation psPAX2 (mit freundlicher
Genehmigung von addgene, Prof. D. Trono und Prof. P. Aebischer).

3.1.2.12 Hullplasmid pMD2.G
Das lentivirale Hullplasmid pMD2.G exprimiert das G-Protein des vesicular stomatitis
virus (VSV-G) unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. pMD2.G wurde mir ebenfalls

von Herrn Prof. Didier Trono (Lausanne, Schweiz) Uber die Firma addgene (Cambridge,
MA, USA, Plasmid 12259) zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 17: Lentivirales Hillplasmid pMD2.G. Es kodiert fir das G-Protein des VSV (mit freundlicher
Genehmigung von addgene und Prof. D. Trono).

3.1.213 Verpackungsplasmid pMDLg/pRRE

Das Verpackungsplasmid der dritten Generation pMDLg/pRRE kodiert entsprechend fur
gag, pol und ein RRE unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Auch dieses Plasmid
wurde mir Uber die Firma addgene (Cambridge, MA, USA, Plasmid 12259) von Herrn

Prof. Didier Trono (Lausanne, Schweiz) zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 18: gag-pol-Expressionsplasmid pMDLg/pRRE. Dessen Genexpression steht unter der Kon-
trolle eines CMV-Promotors und wird durch ein RRE verstarkt.

3.1.214 Hilfsplasmid pRSV Rev

pRSV Rev kodiert das fur lentivirale Vektoren der dritten Generation notwendige rev,
das Uber in trans gelegene rev-response-Elemente auf den ko-transfizierten Plasmiden
den Export der mRNA-Fragmente aus dem Kern in das Zytoplasma aktiviert.
pRSV Rev wurde uber die Firma addgene (Cambridge, MA, USA, Plasmid 12253) von
Herrn Prof. Didier Trono (Lausanne, Schweiz) zur Verfugung gestellt.

pUC19

Eco R1(232)

Miu 1(256)

RSV prom

Fco R1(541)
Xho 1(635)

Sac 1(642)
Bam 111 (929)
REV

pRSV Rev
4174 bp

pUC19+Amp R
Sca 1 (2681)

Abbildung 19: Schematische Darstellung des rev-Expressionsplasmids pRSV Rev. pRSV Rev wird in
lentiviralen Transduktionssystemen der 3. Generation bendtigt, um die Expression der Virusgene in Pro-
duzentenzellen zu erhéhen (mit freundlicher Genehmigung von addgene und Prof. D. Trono).
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3.1.3 Oligonukleotide

Die das Ribozym buRz28 kodierenden Oligonukleotide buRz28-F und buRz28-R zur
Klonierung in das lentivirale Expressionsplamid pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 wurden bei
der Firma TIB MOLBIOL GmbH (Berlin) bestellt:

buRz28-F:
5'-cgcgtccccCATTCCAAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAATGCTGCTAtttttggaaat---3'
buRz28-R:
5'-cgatttccaaaaaTAGCAGCATTTCGTCCTCACGGACTCATCAGCTTGGAATGgggga-----3'

Sie wurden so gestaltet, dass sie nach dem annealing Mlul-Clal-kompatible Uberhange
ausbilden (s.u.). Die Kernsequenz (in Gro3buchstaben) entspricht der Erstbeschreibung
dieses Ribozyms von Choi et al.””.

Zur Klonierung eines mutmallich funktionslosen Kontrollvektors wurden zwei Oligo-

nukleotide bestellt, die komplementar zur Ribozymsequenz sind:

anti-buRz28-F:
5'-cgcgtccccGTAAGGTTCGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTACGACGAT ttttggaaat---3'
anti-buRz28-R:

5'-cgatttccaaaaaATCGTCGTAAAGCAGGAGTGCCTGAGTAGTCGAACCTTACgggga-----3'

3.1.4 Zellen

3.1.4.1 Bakterienstamm Escherichia coli DH5o (E. coli DH5x)
Der Bakterienstamm E. coli DH5a wurde zur Amplifikation rekombinanter Plasmide

verwendet.

3.1.4.2 Virusproduktionszelllinie 293T

Die humane embryonale Nierenzelllinie 293T diente als Virusproduktionszelllinie und
wurde Uber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die Zellen exprimieren stabil das SV40 Large-T-
Antigen®'. Daraus resultiert eine gesteigerte Genexpression in Plasmiden, die den

SV40-Replikationsursprung (ORI) tragen.
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3.1.4.3 HT-1080

Die humane Fibrosarkomzelllinie HT-1080 wurde ebenfalls Uber die Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen®.
HT-1080-Zellen (Bestellnummer: ACC 315) wachsen adharent, lassen sich sehr gut
kultivieren, vermehren sich rasch und lassen sich besonders gut lentiviral transduzieren.
Sie sind zudem ETV6/RUNX1-negativ. Eine vollstandige molekulargenetische Charak-

terisierung dieser Zellen findet sich im Internet unter www.dsmz.de.

3.1.4.4 Humane B-Vorlauferzell-Leukamie-Zelllinie REH

Die humane B-Vorlauferzell-Leukamie-Zelllinie REH stammt von einer jugendlichen
afrikanischen Patientin mit dem ersten Rezidiv einer ALL®**®*. REH-Zellen sind
ETV6/RUNX1-positiv und wachsen als Einzelzellen in Suspension. Sie kdnnen Uber die
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig)
bezogen werden (Bestellnummer: ACC 22). Eine vollstandige molekulargenetische

Charakterisierung dieser Zellen findet sich im Internet unter www.dsmz.de.

3.1.5 Medien und Zusatze

Zur Kultur der Eukaryoten-Zellen wurden die Medien RPMI 1640 (Gibco/BRL, Karls-
ruhe), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose (Gibco/BRL,
Karlsruhe) und Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (Sigma, Deisenhofen)
verwendet. Diese wurden mit 10% (DMEM und RPMI) bzw. 20% (IMDM) (je v/v) feta-
lem Kalberserum (FKS) (Gibco/BRL, Karlsruhe), 2 mM Glutamin (Gibco/BRL, Karls-
ruhe), 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Gibco/BRL, Karlsruhe) versetzt.

Die Bakterienzellen wurden in LB-Medium bzw. auf LB-Agar (Sigma, Deisenhofen) kul-
tiviert.

3.2 Methoden

3.21 Molekularbiologische Methoden

Alle hier nicht ausdrucklich aufgefihrten molekularbiologischen Standardmethoden

«95

wurden den Protokollen in ,Molecular Cloning®”” und ,Current Protocols in Molecular

Biology"®® entsprechend durchgefiihrt.
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Die Klonierung des Ribozyms in den Vektor pLVCT-fTRKRAB-2SM2 erfolgte analog
der Klonierung einer shRNA in diesen Vektor®’. Die Protokolle sind daher im Folgenden
auf die fur das Verstandnis notwendigen Schritte reduziert.

3.2.1.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.2.1.1.1 Herstellung transformationskompetenter E. coli DH5a

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien, die bendtigt wurden, um Plas-
mide zu vermehren, wurden E. coli DH5a auf einer LB-Agarplatte (Sigma) ausge-
strichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine einzelne
Kolonie isoliert, in 5 ml LB-Medium (Sigma) Uberfuhrt und dber Nacht auf einem Bakte-
rienschattler bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Am Folgetag wurde 1 ml aus dieser Bak-
terienkultur entnommen und in 100 ml frisches LB-Medium gegeben. Diese Kultur
wurde erneut bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Dabei wurde in regelmafigen Abstanden
die optische Dichte der Kultur mit einem BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg)
gemessen bis bei einer Wellenlange von 600 nm eine Absorbtion von 0,5 erreicht war.
Die Bakterienkultur wurde dann 5 min auf Eis gekuhlt und anschlieBend 10 min bei
750 g und 4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde in 40 ml Transformationspuffer 1
(s.u.) resuspendiert, 90 min bei 4°C inkubiert und dann erneut 10 min bei 750 g und 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 8 ml Transformationspuffer 2 (s.u.) aufgenommen.
Die Bakteriensuspension in Transformationspuffer 2 wurde anschlief3end in 100-pl-
Aliquots schockgefroren und schliefdlich bei -80°C gelagert.

Transformationspuffer 1: 100 mM RbClI

50 mM MnCl,

30 mM Kaliumacetat

10 mM CaCl,

15% Glycerin (pH 5,8)
Transformationspuffer 2: 10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl,

15% Glycerin (pH 6,8)
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3.2.1.1.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut. Dann wurden 10 pl des
Ligationsansatzes zu einem Aliquot kompetenter Zellen gegeben, kurz gemischt und fur
30 min auf Eis inkubiert. Nach Inkubation bei 42°C fur 90 s und einer anschliefenden
dreiligminutigen Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 500 upl LB-Medium und die
Kultivierung fur 30 min bei 37°C. Je 200 yl des Transformationsansatzes wurden auf
Agarplatten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum ausplattiert und tber Nacht bei
37°C bebrutet.

3.2.1.1.3 Identifikation und Vermehrung positiver Transformanden

Die erfolgreich transformierten Bakterien bildeten Kolonien auf LB-Selektionsagar
(100 ul/ml Ampicillin) aus, die am Morgen nach dem Ausstrich der Bakterien isoliert
werden konnten. Diese Klone wurden dann in 5 ml LB-Medium mit 100 ul/ml Ampicillin
uberfuhrt und Uber Nacht im Bakterienschuttler bei 37°C und 225 rpm vermehrt. Am
nachsten Morgen wurde dann die amplifizierte Plasmid-DNA isoliert, aufgereinigt und
durch einen geeigneten Kontrollverdau Uberpruft. Konnte das korrekte Plasmid nach-
gewiesen werden, so wurde in groRerem Malistab DNA prapariert oder es wurde zur

spateren Verwendung ein Glycerin-Stock der Bakterien angelegt.

3.2.1.1.4 Anlegen von Glycerin-Stocks von E. coli DH5a

Klone von E. coli DH50. wurden Uber Nacht in 5 ml LB-Medium vermehrt, mit 20%
Glycerin (v/v) versetzt, gut vermischt und sofort in 0,5-ml-Portionen in flissigem Stick-
stoff schockgefroren. Danach wurden die Zellen bei -80°C gelagert.

3.2.1.1.5 DNA-Mini-Praparation

DNA-Mini-Praparationen mit einer Ausbeute bis zu maximal 20 ug DNA wurden in der
Regel durchgefuhrt, um zu Uberprufen, ob Bakterienklone wirklich das gewunschte
Plasmid trugen. Zur Praparation der DNA wurde stets der Qiagen Plasmid Mini Kit

(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben benutzt.
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3.2.1.1.6 DNA-Maxi-Praparation

Wurde DNA in groRerem Ausmalle bendtigt, z.B. fur Transfektionen, Klonierungen und
ahnliche Experimente, so wurde der Endotoxin-freie Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben benutzt. Die DNA-Ausbeute liegt bei Verwendung die-

ses Kits in einer GroRenordnung von ca. 500 ug.

3.2.1.1.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die spektralphotometrische Messung von DNA erfolgte bei einer Wellenlange A von
260 nm gegen Wasser bzw. TE-Puffer in einer Quarzkuvette. Eine Extinktion (E) von 1
entspricht bei dieser Methode einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.
FUr Proteine liegt das Absorptionsmaximum bei 280 nm. Daher kann man aus dem
Verhaltnis der Extinktionen E260/E280 auf den Reinheitsgrad isolierter Nukleinsauren
schliellen. Die DNA wurde nur dann in weitere Versuche eingesetzt, wenn das
Extinktionsverhaltnis zwischen 1,8 bis 2,0 lag.

Die DNA-Konzentration wurde fur alle Versuche auf 1 pg/ul mit TE-Puffer eingestellit.

3.2.1.1.8 Agarosegelelektrophorese

Agarose-Pulver wurde in einer Konzentration von 0,8% (w/v) in Standard-TAE-Puffer
geldst und unter Ruhren solange gekocht bis die Losung klar und schlierenfrei war. Zur
Farbung der DNA wurde Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 ug/ml zugege-
ben. Die Elektrophorese wurde dann bei einer Stromstarke von 200 mA und einer
Spannung von ca. 60-80 V durchgefuhrt.

3.2.1.1.9 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Die gesuchten Fragmente wurden auf einem UV-Tisch moglichst sparsam aus dem Gel
ausgeschnitten und mit Hilfe des NucleoSpin-Extract-Kits von Macherey-Nagel (Duren)
gemal Herstellerangaben isoliert.

3.2.1.1.10 Enzymatischer DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsendonukleasen und samtliche weiteren DNA-modifizierenden Enzyme
wurden uber die Firma New England Biolabs GmbH (NEB, Frankfurt am Main) bezogen.
Restriktionsendonukleasen sind in der Lage DNA-Doppelstrange zu schneiden. Sie er-
kennen ein mehr oder weniger spezifisches, meist palindromisches Motiv aus wenigen

Basen und schneiden den Doppelstrang dann an einer definierten Stelle innerhalb
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dieses Motivs entweder glatt durch, so dass sogenannte blunt ends entstehen oder sie
schneiden die beiden Strange gegeneinander versetzt, so dass ein 3’- oder ein 5-
Uberhang entsteht. Derartige Uberhange werden als sticky ends bezeichnet.

Der Verdau erfolgt bei einer fur das Enzym spezifischen Temperatur in einem
spezifischen Puffer. Die Firma NEB bietet vier solcher Puffer an. Es kbnnen mehrere
Enzyme gleichzeitig zu einer DNA-Probe gegeben werden, um sie zu verdauen, sofern
diese Enzyme im Hinblick auf Temperaturoptimum und Puffer kompatibel miteinander
sind. Im Katalog von NEB finden sich zu den optimalen Versuchsbedingungen umfang-
reiche Angaben. Manche Enzyme lassen sich durch Hitzeexposition inaktivieren,

andere mussen bei Bedarf durch Reinigungstechniken entfernt werden.

Restriktionsverdaue sind z.B. im Rahmen von Klonierungen notwendig. Aul3erdem kann
mit Hilfe sogenannter Kontrollverdaue anhand des Schnittmusters einer DNA-Probe
grob eine Aussage uber ihre Sequenz bzw. bestimmte Mutationen getroffen werden. Es
kann zum Beispiel durch eine geschickte Enzymwahl entschieden werden, ob ein
Fragment, das im Rahmen einer Klonierung in einen Vektor ligiert worden war und dass

beidseits, d.h. 3’ und 5’ identische Uberhange hatte, richtig orientiert im Vektor vorliegt.
Ein typischer Restriktionsverdau erfolgte nach folgendem Beispiel-Protokoll:

> Enzym A: 10.000 IU/ml, 50% Aktivitat in Puffer 3 bei 37°C, 5-facher Uberverdau
empfohlen, damit 95% der DNA wirklich verdaut werden, Inaktivierung bei
65°C/15 min moglich

> Enzym B: 5.000 IU/ml, 100% Aktivitat in Puffer 3 bei 37°C, 10-facher Uberverdau
empfohlen, damit 95% der DNA wirklich verdaut werden, braucht Rinderserum-
albumin zur optimalen Aktivitat, Inaktivierung bei 80°C/20 min mdglich

» Ansatz: 2 yl DNA (= 2 yg)

2 yl Enzym A

4 ul Enzym B

2 ul 10-fach Puffer 3

2 yl Rinderserumalbumin
ad 20 yl mit ddH,0

Inkubation bei 37°C fur eine Stunde, danach Inaktivierung bei 80°C (20 min)
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3.2.1.1.11  Auffiillen von 5’-Uberhingen durch das Klenow-Fragment

Das grol3e Fragment der DNA-Polymerase |, das sogenannte Klenow-Fragment, ist u.a.
in der Lage, 5-Uberhdnge an DNA-Fragmenten aufzufillen und so sticky ends zu blunt
ends umzuwandeln. Dazu wurde 1 yg DNA mit 1 U Klenow-Fragment in NEB-Puffer 2,
der mit jeweils 33 uM aller vier Nukleotide (ANTP) versetzt worden war, fur 15 min bei
25°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA (Endkonzentration 10 mM)
und nachfolgendes Erhitzen auf 75°C fur 20 min gestoppt.

3.21.1.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden ca. 200 ng backbone-DNA mit ca. 50 ng
insert-DNA und 1 ul T4-DNA-Ligase (NEB) sowie mit 2 ul 10x-T4-Ligase-Puffer ge-
mischt, mit Aqua bidest. auf 20 ul aufgefullt und uber Nacht bei 16°C inkubiert. Dieses
Massenverhaltnis entsprach bei den meisten Klonierungen einem Stoffmengenverhalt-
nis von 1:4 bis 1:7 zugunsten des inserts.

Durch einen Uberschuss an insert-DNA erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer erfolg-
reichen Ligation.

3.2.1.2 Klonierung der Vektoren pLVCT-buRz28 und pLVCT-anti-buRz28

3.2.1.2.1 Herstellung des Annealing-Puffers
Der Annealing-Puffer bestand aus 100 mM Kaliumacetat, 2 mM Magnesiumacetat und
30 mM HEPES (pH 7,4) in Aqua bidest.

3.2.1.2.2 Annealing der Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden mit Aqua bidest. auf eine Konzentration von 1 yM einge-
stellt. Dann wurden 2 ul der beiden Oligonukleotide mit 46 ul Annealing-Puffer versetzt,
4 min bei 95°C inkubiert, dann fur 10 min auf 70°C erhitzt und dann auf Raumtempera-
tur gekuhlt. Danach konnten sie bei -20°C gelagert werden.

3.2.1.2.3 Phosphorylierung der Oligonukleotide

Zu 5 pl der annealten Oligonukleotide wurden 12 ul Aqua bidest., 2 pl T4-Ligase-Puffer
(mit 1 mM ATP) und 1 pl T4-Polynukleotidkinase gegeben. Das Gemisch wurde 30 min
bei 37°C inkubiert und dann 10 min bei 70°C Hitze-inaktiviert.
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3.2.1.2.4 Verdau von LVTHM

Die annealten Oligonukleotide konnten nicht auf direktem Wege in den endgultigen
Vektor pLVCT-rtTR-KRAB-2SM2 kloniert werden. Sie mussten zunachst in das Plasmid
pLVTHM und dann in einem zweiten Schritt in den definitiven Vektor kloniert werden.

2 ug pLVTHM wurden Uber Nacht mit 1 yl Mlul und 2 pl Clal bei 37°C in NEB-Puffer 3
(supplementiert mit 100 pg/ml Rinderserumalbumin (BSA)) in einem Gesamtansatz von
20 I verdaut. Der Ansatz wurde anschlieBend durch Gelelektrophorese
(s. Abschnitt 3.2.1.1.8) aufgereinigt.

3.2.1.2.5 Ligation der Oligonukleotide mit dem Vektor

5 pl der phosphorylierten Oligonukleotide wurden mit 1 pl (= 20-100 ng) Mlul-Clal-
verdautem Vektor, 11 yl Aqua bidest., 2 yl T4 Ligase-Puffer und 1 ul (=40 U) T4-Ligase
(Gesamtvolumen: 20 ul) gegeben und dann bei 16°C fur 16 Stunden inkubiert.

3.2.2 Zellkulturmethoden

3.2.2.1 Kultivierung von Bakterien

E. coli DH5a wurden je nach Anwendung in LB-Medium (Sigma) oder auf LB-Agar bei
37°C kultiviert. Zur Selektion von B-Laktamase-positiven, d.h. transformierten Bakterien
wurden dem Medium ggf. 100 pl/ml Ampicillin zugefugt.

3.2.2.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die adharent wachsenden 293T- und HT-1080-Zellen wurden bei 37°C und 5% Kohlen-
stoffdioxidgehalt der Umluft in einem Inkubator in luftbefeuchteter Umgebung kultiviert.
Beide Zelllinien wurden alle zwei bis drei Tage passagiert. Zu diesem Zweck wurde zu-
nachst das Kulturmedium durch Absaugen entfernt. Dann wurden die Zellen ein- bis
zweimal mit PBS (phosphate buffered saline, PAA, Colbe), einer Phosphat-gepufferten
Salzlosung, die Kalzium- und Magnesium-frei ist, gewaschen und mit Trypsin/EDTA-
Losung (0,05%/ 0,02%/ w/v; PAA, Colbe) benetzt (1 ml pro 10-cm-Kulturschale). Da-
nach wurden die Zellen 5-10 min bei 37°C inkubiert, in Medium resuspendiert und

zwischen 1:3 und 1:10 (je nach weiterer Versuchsplanung) passagiert.

Die in Suspension wachsenden REH-Zellen wurden in RPMI 1640 mit Zusatzen (s.o.)
bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxidgehalt der Umluft in einem Inkubator in luftbefeuchte-
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ter Umgebung kultiviert. REH-Zellen wurde alle drei Tage im Verhaltnis 1:10 passagiert,

indem 90% des Mediums abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt wurden.

3.2.2.3 Transfektion der Produzentenzelllinie HEK293T und Virusproduktion

Die Zelllinie 293T dient in dem vorliegenden Versuchssystem zur Virusproduktion. Aus
Sicherheitsgrinden wurden die Komponenten, die bendtigt werden, um ein infektioses
Lentivirus zu erzeugen, auf verschiedene Plasmide verteilt, mit denen die Produzenten-
zelle kotransfiziert werden musste, damit sie infektiose Viruspartikel erzeugen konnte.
Das Transferplasmid enthielt dabei u.a. das Transgen, die sogenannten Helferplasmide

kodierten fur essenzielle Virusproteine (siehe 5.3.).

In der konkreten Anwendung waren pPRIEG7, pPRTAIEG7, pLVCT-buRz28 und
pLVCT-anti-buRz28 die Transferplasmide. pPRIEG7 und pPRTAIEG7 hatten einen
tat-unabhangigen chimaren 5-LTR und waren daher zur Nutzung in einem Dritt-
generationsverpackungssystem geeignet, das maximale biologische Sicherheit bot, da
die essenziellen Viruskomponenten auf insgesamt vier Plasmide verteilt waren. pLVCT-
buRz28 und pLVCT-anti-buRz28 wurden mit einem Verpackungssystem der zweiten
Generation genutzt, das mit der Kontransfektion von drei Plasmiden arbeitete.

Tabelle 1: Transfer- und zugehdrige Helferplasmide.

Transferplasmide Helferplasmide

pPRIEG7 pMDLg/pRRE  pRSV Rev pMD2.G
pPRTAIEG7 pMDLg/pRRE  pRSV Rev pMD2.G
pLVCT-buRz28 psPAX2 -- pMD2.G
pLVCT-anti- psPAX2 -- pMD2.G
buRz28

1. Tag

293T-Zellen (2 x 106) wurden auf einer 10-cm-Zellkulturschale (Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, USA) in 10 ml DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin ausge-
sat und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2. Tag

Das Medium wurde gegen frisches Medium gewechselt, das zuvor Uber Nacht im Brut-
schrank hinsichtlich Temperatur und CO»-Gehalt aquilibriert worden war. 400 pl Aqua
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ad iniectabilia (Braun, Melsungen) wurden in einem 15-ml-Réhrchen (BD Falcon,
Heidelberg) vorgelegt. Die Plasmid-DNA wurde entsprechend der Angaben in der nach-
folgenden Tabelle zugegeben.

Tabelle 2: Fir die Kotransfektionen der Virusproduktionszelllinie 293T bendtigte Plasmidmengen.

Plasmid Benotigte DNA
Drittgenerationssystem

pPRIEG7 oder pPRTAIEG7 20 pg =20 pl
pMD2.G 6 ug =6 pl
pMDLg/pRRE 10 ug =10 pl
pRSV Rev 5ug =5yl

Zweitgenerationssystem

pLVCT-buRz28 oder pLVCT-anti-buRz28 20 ug = 20 pl
pMD2.G 6 ug =6 pl
psPAX2 15 ug =15 yl

Dann wurden zunachst tropfenweise 50 pl 2,5 M CaClz-Losung unter leichtem Schutteln
und 500 pl 2 x HBS-Puffer unter starkem Schutteln zugefugt. 2 x HBS-Puffer bestand
aus 16 g NaCl, 0,76 g KCl, 0,2 g Na;HPO4 (wasserfrei), 10 g HEPES und 2 g Glukose
in Milli-Q-Wasser (Millipore, Merck, Billerica, MA, USA), das mit NaOH auf einen pH-
Wert von 7,05 eingestellt, sterilfiltriert und bei -20°C eingefroren wurde.

Das Gemisch wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und durfte dabei keinerlei
Bewegung oder Erschutterungen ausgesetzt werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde es dann ganz vorsichtig tropfenweise auf die vorbereiteten 293T-Zellen gegeben.
Die Tropfen wurden nicht in das Medium fallen gelassen, sondern unter direktem Kon-
takt der beiden Flussigkeiten vorsichtig in das Medium gegeben.

3. Tag

Das Medium der transfizierten 293T-Zellen wurde gegen IMDM mit GlutaMAX | und
25 mM HEPES (Gibco, Invitrogen, San Francisco, CA, USA) ausgetauscht, das mit
10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt war. Dieses Medium war zuvor im
Inkubator Uber Nacht hinsichtlich Temperatur und CO2-Gehalt aquilibriert worden. Das
Medium musste sehr vorsichtig zugegeben werden, da sich die 293T-Zellen zu diesem
Zeitpunkt extrem leicht von der Kulturplatte ablosten. Danach wurden die Zellen wieder
bei 37°C inkubiert.
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4. Tag

Der Lentivirus-haltige Zellkultur-Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, mit einem
0,45-um-Filter filtriert und direkt verwendet, bei 4°C bis zu einer Woche aufbewahrt oder
bei -80°C eingefroren. Das abgenommene Medium wurde wieder durch IMDM ersetzt.

5. Tag
wie 4. Tag
6. Tag

wie 5. Tag

3.2.2.4 Konzentration der Virusuiberstande durch Ultrazentrifugation
VSV-G-pseudotypisierte Lentiviren konnen grundsatzlich durch Ultrazentrifugation kon-
zentriert werden. Hierzu ist eine 120-minutige Zentrifugation bei 50000 g in einer auf
16°C gekuhlten Ultrazentrifuge (z.B. Beckman Coulter, Typ TL-100) notwendig. Fir die
dargestellten Versuche wurden keine konzentrierten Uberstande verwendet.

3.2.2.5 Transduktion der HT-1080-Zellen mit Lentivirus-haltigen Zellkultur-
Uberstinden

Die lentivirale Transduktion von HT-1080-Zellen erfolgte, indem 2 x 10° Zellen auf einer
10 cm-Zellkulturplatte (Falcon, Flache: 58,1 cm?) ausgesat wurden. Am Folgetag wurde
das Medium vollstéandig durch Lentivirus-haltigen Uberstand ersetzt. Zu diesem Zeit-
punkt konnte bei einer Verdopplungszeit von 30 h eine Zellzahl von ca. 3-3,5 x 10° an-
genommen werden. Bei einem Virustiter von 4-7 x 10%/10 ml Virus-haltigem Uberstand
entsprach dies einer multiplicity of infection (MOI) von 100-250. Diesem Ansatz wurden
noch 10 pg/ml Protaminsulfat (Sigma) zugesetzt. Der Vorgang wurde am Folgetag wie-
derholt.

3.2.2.6 Messung der EGFP-Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die mikroskopische Darstellung der EGFP-Expression erfolgte frlhestens 48 Stunden
nach der Transduktion mithilfe eines inversen Mikroskops (Axiovert 200, Carl Zeiss AG,
Oberkochen) und einem MC-Spectrum Green Filterset (AHF Analysentechnik AG, Tu-
bingen). Die Dokumentation erfolgte mit einer AxioCam Mrm Digitalkamera und der
Software AxioVision Rel. 4.5 (Carl Zeiss AG, Oberkochen).
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3.2.2.7 Messung der EGFP-Expression mittels Durchflusszytometrie

Die Quantifizierung der EGFP-Expression wurde mit einem Durchflusszytometer vom
Typ FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg) vorgenommen, indem die Fluoreszenz
im Kanal FL-1 gemessen und als Histogramm mit dekadisch-logarithmischer X-Achse
dargestellt wurde. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo (Version 7.6.3).

3.2.2.8 Sequenzierung der viral transduzierten HT-1080-Zellen

Die Sequenzierungen wurde bei der Firma GenExpress Gesellschaft fur Proteindesign
mbH (Berlin) in Auftrag gegeben. Zum Nachweis der Integration des Vektors pLVCT-
buRz28 wurden folgende primer benutzt:

Forward: 5-TCGCTATGTGTTCTGGGAAA-3’
Reverse: 5-GAGCTCCCAGGCTCAGATCT-3'

Fir den Nachweis der Integration des Kontrollvektors pLVCT-anti-buRz28 wurden

folgende primer verwendet:
Forward: 5-TCGCTATGTGTTCTGGGAAATCA-3’

Reverse: 5-CTCCCAGGCTCAGATCTGGTC-3’

3.2.2.9 Regulation der lentiviralen Transgene durch Zugabe von Doxycyclin

Die lentiviralen Vektoren pLVCT-buRz28 und pLVCT-anti-buRz28 sind tet-off-Vektoren.
Das bedeutet, dass die Transgenexpression in Gegenwart des Antibiotikums Doxycyc-
lin zum Erliegen kommen sollte. Zur Unterdrickung der Transgenexpression wurden
dem Kulturmedium der HT1080-Zellen mindestens 14 Tage lang 5 pg/ml Doxycyclin
(Sigma) zugefugt.

3.2.2.10 Western Blot

Der Western Blot diente zum direkten Nachweis des ETV6/RUNX1-Proteins. Zunachst
wurden die Gesamtproteine aus den Zellen isoliert und in einem 12%-igen SDS-
Polyacrylamidgel entsprechend ihrer Molekulgrofe voneinander getrennt. Danach wur-
den die einzelnen Fraktionen auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran,
Roth, Karlsruhe) transferiert (sog. ,Blotten®). Es erfolgte dann ein spezifischer Protein-
nachweis auf der Membran durch einen an ETV6/RUNX1 und RUNX1 bindenden Anti-
korper, der dann wiederum durch einen Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekun-

darantikorper nachgewiesen wurde. In einem letzten Schritt wurde ein Substrat zuge-
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geben, das durch die Peroxidase umgesetzt wird und dann luminesziert. Die Lumines-
zenz wurde mittels einer geeigneten Kamera dokumentiert und mit Hilfe eines GroRen-

standards konnte die GroRe des nachgewiesenen Proteins bestatigt werden.

3.2.2.10.1 Proteinextraktion nach Poirel
Die Proteinextraktion erfolgte nach der Poirel-Methode. Zunachst wurde der soge-

nannte SDN-Puffer gemal folgender Tabelle auf Eis angesetzt.

Tabelle 3: Zusammensetzung des SDN-Puffers.

Zielkonz. Reagenz Hersteller Volumen Stammlésung
100 mM Tris-HCI Roth 100 pl 1M
pH 8,0 # 9090.3
150 mM NaCl Merck 30 ul 5M
#1064005000
0,5% Na- Sigma 100 pl 5%
Deoxycholat # D5670
0,5% SDS Gibco 50 pl 10%
# 15553-035
0,5% NP40 Sigma 5 pl 100%
# 18896
5 mM EDTA Gibco 10 pl 500 mM
pH 8,0 # 15575-038
10 mM NaF Merck 20 pl 500 mM
# 1064500025
1mM Pefablock SC  Roche 10 pl 100 mM
# 11429868001
1x Protease Inhi- Roche 100 pl 5 x
bitor Cocktail # 1697498
50 uM NazVO4 Merck 0,5 ul 100 mM
# 567540-5GM
H.O 574.5 pl
Gesamtvolumen 1 ml

Die Zellen wurden zunachst zentrifugiert und das Medium vollstandig abgenommen.
107 Zellen wurden in 900 pl ihres Mediums und 100 pl SDN-Puffer auf Eis resuspendiert
und dann 10-12 Ultraschallbehandlungen ,mittlerer Starke“ ausgesetzt. Dazu wurde ein
Ultraschall-Homogenisator vom Typ HD2070 mit einem Stufenhorn vom Typ SH70G
und einer Mikrospitze vom Typ Sonotrode MS73 (Bandelin Electronic, Berlin) benutzt.
Danach wurde die Suspension in einer auf 4°C gekuhlten Zentrifuge (Rotanta/R, Hettich,

Tuttlingen) 10 min bei 14.000 U/min zentrifugiert und der Protein-haltige Uberstand ab-
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genommen. Die Proteinkonzentration wurde dann bei einer Wellenlange von 280 nm

mit dem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Bonn) bestimmt.

3.2.2.10.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophoresen wurden mit dem Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis
System von Bio-Rad (Hercules, CA, USA) durchgefuhrt. Fir die nachfolgenden Versu-
che wurden Gele mit einer effektiven Blot-Flache von 7,5 x 10 cm und einer Dicke von
1 cm gegossen. Das Mini-PROTEAN-System wird mit einer ausfuhrlichen Bedienungs-
anleitung geliefert, so dass im Nachfolgenden nur auf die wesentlichen Schritte einge-

gangen wird.

Die  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgte unter Verwendung eines
12-%-igen Trenn- und eines 4%-igen Sammelgels. Trenn- und Sammelgel wurden fol-

genden Tabellen gemal angesetzt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des 12-%-igen Trenngels

Acrylamid Roth; #3029.1 7,2 ml
Rotiphorese® Gel 30

Trenngelpuffer Roth; # 9090.3 4,5 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

APS 10 % in Wasser Roth; # 9592.2 0,09 ml
TEMED Sigma; #T72024 0,02 ml
Wasser 6,19 ml
Summe 18 ml

Tabelle 5: Zusammensetzung des 4%-igen Sammelgels

Acrylamid Roth; #3029.1 1,33 ml
Rotiphorese® Gel 30

Sammelgelpuffer Roth; # 9090.3 2,5ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

APS 10 % in Wasser Roth; # 9592.2 0,04 ml
TEMED Sigma; #T72024 0,02 ml
Wasser 6,11 ml
Summe 10 ml
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Zunachst wurden die kleine und die grol3e Glasplatte mit dem Platzhalter in der Giel3-
apparatur miteinander verschraubt. Dann wurde das Trenngel bis zum Oberrand der
kleinen Platte eingefullt und mit Isopropanol (100%) Uberschichtet. Nach dem Polymeri-
sieren des Trenngels (30-45 min) wurde das Isopropanol abgenommen, das Sammel-
gel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm luftblasenfrei in das Sammelgel einge-
setzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels (45-60 min) konnte das Gel sofort ver-
wendet oder feucht in einer Tute bei 4°C fur mehrere Tage aufbewahrt werden.

Im Anschluss wurde der Kamm vorsichtig entfernt, die innere Laufkammer vollstandig
sowie die aulRere Laufkammer zur Halfte mit Laufpuffer beflllt und die Taschen mit den
Proteinextrakten (je 50 pg) beladen. Sie wurden dazu mit Laemmli-Puffer (5 x) im Ver-
haltnis 1:5 gemischt, 5 min bei 95°C denaturiert und dann auf das Gel gegeben (20 pl
Gesamtvolumen bei 10 Taschen/Gel und 15 pyl Gesamtvolumen bei 15 Taschen/Gel).

Tabelle 6: Zusammensetzung des Laufpuffers (10 x)

Tris-Base 30,3 g 250 mM
Glycin 150,14 g 2M
SDS 59 1%
Aqua dest. ad 1000 ml

Tabelle 7: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers (5 x)

1 M Tris/HCI (pH 6,8) 3ml 60 mM
SDS 19 10%
Glycerol 5ml 50%
Beta-Mercaptoethanol 2ml 10%
Bromphenolblau 25 mg 1,5%

Als GroRenstandard wurden 5 pl peqGold Protein-Marker VI (Peglab, Erlangen) aufge-
tragen, leere Taschen wurden mit Laemmli-Puffer (5 x) aufgefullt. Zum Einlaufen der
Proben in das Gel wurde fur 20 min eine Spannung von 80 V angelegt. Danach wurden
180 V angelegt bis der Marker den unteren Gelrand fast erreicht hatte (ca. 90 min).
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3.2.2.10.3 Ubertragen der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran nach
der Semi-Dry-Methode

Zunachst wurden eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran, Roth, Karlsruhe)
und vier Filterpapiere (Roth, Karlsruhe) auf die Grolle des Gels zugeschnitten. Dann
wurde das Gel 5 min in gekuhltem Transferpuffer aquilibriert, um SDS und Salze zu
entfernen. Die PVDF-Membran wurde zunachst 2 min in 100% Methanol und dann
2 min in Transferpuffer gebadet. Die Filterpapiere wurden kurz in Transferpuffer ge-

trankt.
Im Anschluss wurde der Blotstapel in folgender Richtung aufgebaut:

Kathode

1. Filterpapier

2. Filterpapier

Gel

PVDF-Membran

3. Filterpapier

4. Filterpapier

Anode
Eingeschlossene Luftblasen wurden so gut wie irgend moglich entfernt. Zuletzt wurden
die Proteine durch Anlegen einer Spannung von 12 V fur 90 min vom Gel auf die
Membran transferiert (,geblottet”). Das Blotten erfolgte in einem Semidry Blotter (Trans-
Blot SD Cell and Systems; Bio-Rad, Hercules, CA, USA, #170-3848)

Tabelle 8: Zusammensetzung des Transferpuffers (10 x), pH 8,1-8,4

Tris-Base 19,3 ¢
Glycin 90g
Aqua dest. ad 1000 ml

Tabelle 9: Zusammensetzung des Transferpuffers (1 x). Der Puffer sollte bei Benutzung eiskalt sein.

Transferpuffer (10x) 100 ml
Methanol (100%) 100 ml
Aqua dest. 800 ml

46



3.2.2.10.4 Immundetektion

Zur Absattigung unspezifischer, freier Proteinbindestellen wurde die PVDF-Membran
nach dem Blotten zunachst eine Stunde lang mit Block-Puffer (Roth, Karlsruhe,
#A151.1) blockiert. Dann wurde der Primarantikorper (RUNX1-rabbit-mAB, Epitomics,
Burlingame, CA, USA, #2593-1) zugegeben und der Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran drei Mal 15 min mit PBST gewaschen, ehe
der Sekundarantikorper (HRP conjugated Donkey anti-rabbit, Amersham,
#NA9340-1ML) zugegeben wurde. Es folgte dann eine Inkubationszeit von 1-2 h bei
Raumtemperatur. AbschlieRend wurde die Membran drei Mal 15 min mit PBST gewa-

schen.

Mit Hilfe des ,,SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate” (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) wurde die an den Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase spezi-
fisch nachgewiesen. Hierzu wurden die beiden Komponenten des Kits im Verhaltnis 1:1
gemischt und 2 ml dieser Losung fur 1 min auf die Membran gegeben. Die Entwicklung
der Membran erfolgte mittels VersaDoc Imaging Systems (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Die Detektion des Signals erfolgte dann mit einem Molecular Imager VersaDoc
MP 4000 System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, #170-8640).

3.2.2.1 Quantitative PCR

Die quantitativen PCR-Untersuchungen und die dazu notwendigen Vortestungen wur-
den von der Firma GenExpress Gesellschaft fur Proteindesign mbH (Berlin) durch-
gefuhrt auf einem LightCycler 480 (Roche Applied Science, Mannheim) durchgefluhrt.
Jede Probe wurden je zwei Mal und auf je drei unterschiedliche Referenzgene (Aktin,
HPRT, ABL) normiert untersucht. Die Rationale zur Auswahl dieser Referenzgene ist im
Ergebnisteil erlautert (siehe Seite 57).

Die Normierung ist notwendig, um Schwankungen in der Menge der in den Versuch
eingesetzten cDNA auszugleichen. Die Hauptrationale bei der Auswahl eines Refe-
renzgens ist, dass die Expression dieses Gens unter variierenden Versuchsbedingun-
gen konstant bleiben sollte. Geeignete Referenzgene sind entsprechend von den unter-
suchten Zellen und von den Versuchsbedingungen abhangig, denen diese Zellen aus-
gesetzt werden. Die Expression des untersuchten Gens kann dann relativ auf die Ex-

pression des Referenzgens bezogen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierungen

Im ersten experimentellen Teil der Promotionsarbeit wurden sechs lentivirale Transfer-
plasmide fur die Produktion von funf lentiviralen Vektoren kloniert, pPRTAEG diente
lediglich als Zwischenstufe, um die Klonierung von pPRTAIEG7 zu erleichtern. Die Klo-

nierungen sind methodisch im Abschnitt 3.1.2 beschrieben.

» PRIEG3 und PRIEG7 waren als Kontrollvektoren konzipiert, d.h. sie transduzier-
ten die Zielzellen nur mit der cDNA flur das grun fluoreszierende Protein EGFP,
was eine Bestimmung der Transduktionseffizienz erlauben sollte.

» PRTAIEG7 war ein Vektor fur ETV6/RUNX1 und EGFP und sollte zur Koexpres-
sion der beiden Proteine in den Zielzellen fuhren.

» LVCT-buRz28 war ein lentiviraler Vektor, der in den Zielzellen zur Expression
des Ribozyms buRz28 fuhren sollte. Aulerdem enthielt der Vektor Sequenzen
die eine Doxycyclin-abhangige Regulation der Transgenexpression erlauben
sollten sowie GFP als Reportergen.

» LVCT-anti-buRz28 war bis auf die Ribozymsequenz identisch mit LVCT-buRz28.
Er enthielt stattdessen eine zum Ribozym buRz28 komplementare Sequenz, die
zur Expression einer mutmalilich funktionslosen RNA fuhren sollte und diente

somit als Kontrollvektor.

41.1 Kontrollvektor PRIEG3

Als Kontrollvektor zur Ermittlung der Transduktionseffizienz wurde PRIEGS3 kloniert.
PRIEG3 enthielt als Transgen lediglich die cDNA fur EGFP. Am 5’-Ende der transgenen
Sequenz lag eine IRES, die theoretisch zu einer verbesserten EGFP-Expression fuhren
sollte. Da in Vorversuchen eher eine verschlechterte Expression zu beobachten war,
wurde der Vektor noch einmal modifiziert. Das Resultat war PRIEG7. PRIEG3 wurde fur

die dargestellten Versuche letztlich iberhaupt nicht verwendet.
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pPRIEG3
8709 bps

Sacll, 2705

BsrGl1,4088

Abbildung 20: Lentivirales Transferplasmid pPRIEG3 (siehe auch 3.1.2.4).

4.1.2 Kontrollvektor PRIEG7

Durch die Einfuhrung einer Kozak-Sequenz in den Vektor PRIEG3 konnte die EGFP-
Expression erheblich verbessert werden (Abbildung 24). Der entsprechende Vektor
wurde mit PRIEG7 bezeichnet. Die Kozak-Sequenz war in PRIEG7 3’ der IRES im Be-
reich des EGFP-Startkodons lokalisiert. Kozak-Sequenzen werden von Ribosomen er-
kannt und sind wichtig fur den Start der Translation wahrend der Proteinbiosynthese.
Neben EGFP enthielt der Vektor keine weiteren Transgene. PRIEG7 diente in den hier
dargestellten Experimenten daher als Kontrollvektor.

pPRIEG7
8640 bps

Sacll, 2705

Abbildung 21: Lentivirales Transferplasmid pPRIEG7 (siehe auch 3.1.2.6)
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41.3 pPRTAEG

pPRTAEG war von vorneherein nur als Zwischenstufe fur die Klonierung von
pPRTAIEG7 gedacht. pPRTAEG basierte auf PR1, in dessen multiple cloning site die
cDNA fur ETV6/RUNX1 kloniert wurde. 3’ dieser Sequenz lag die cDNA fur EGFP.
Durch diesen Zwischenschritt ergaben sich sehr gunstige Schnittstellen fur die Klonie-
rung von pPRTAIEGY.

pPRTAEG
10552 bps

TEL-AML1

/

loxP

q EGFP

Sacll,5192

Abbildung 22: Lentivirales Transferplasmid pPRTAEG (siehe auch 3.1.2.7)

41.4 ETV6/RUNX1-Vektor PRTAIEG7

Zur Kotransfektion von Zielzellen mit der ETV6/RUNX17-cDNA und EGFP-cDNA als Re-
portergen wurde das lentivirale Transferplasmid pPRTAIEG7 kloniert. pPRTAIEG7 ba-
sierte auf pPRIEG7 und enthielt zusatzlich im Bereich der multiple cloning site die
cDNA fur ETV6/RUNX1. Die Kotransfektion von 293T-Zellen mit pPRTAIEG7,
pMDLg/pRRE, pRSV Rev und pMD2.G fuhrte zur Bildung replikationsinkompetenter
lentiviraler Partikel, die genutzt werden konnten, um geeignete Zielzellen mit
ETV6/RUNX1 und EGFP zu kotransduzieren. Die EGFP-Expression konnte zur Quanti-

fizierung der Transduktionseffizienz genutzt werden.
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Abbildung 23: Lentivirales Transferplasmid pPRTAIEG?7 (siehe auch 3.1.2.8)

41.5 Ribozymvektor LVCT-buRz28

Fir die Silencing-Versuche mit dem Ribozym buRz28 wurde der Vektor LVCT-buRz28
kloniert. LVCT-buRz28 transferierte das Ribozym buRz28 und EGFP als Reportergen in
die Zielzellen. Beide Transgene waren Teil eines komplexen Tetrazyklin-regulierten
Systems, das ebenfalls auf dem Vektor in cis kodiert war (siehe Abschnitt 1.6). Die Re-
gulation der Transgenexpression erfolgte durch die An- oder Abwesenheit von
Doxycyclin im Kulturmedium. Doxycyclin im Kulturmedium flhrte zur Repression der

Transgenexpression (siehe auch Abschnitt 3.1.2.10).

4.1.6 Kontrollvektor LVCT-anti-buRz28

LVCT-anti-buRz28 war bis auf die Ribozymsequenz vollstandig identisch mit LVCT-
buRz28. Statt mit der Ribozymsequenz transduzierte dieser Vektor seine Zielzellen je-
doch mit einer zur Ribozymsequenz komplementaren und damit funktionslosen
Sequenz. Er diente somit als Negativkontrolle. LVCT-anti-buRz28 war ebenfalls ein

durch Doxycylin regulierbarer tet-off-Vektor.

Aus Kostengrinden wurde keiner dieser vier Vektoren vollstandig sequenziert. Eine
korrekte Sequenz wurde dann angenommen, wenn die beim Verdau der Vektorplas-
mide mit Restriktionsendonukleasen entstehenden Fragmente die theoretisch erwarte-
ten Langen aufwiesen. In pLVCT-buRz28 und pLVCT-anti-buRz28 wurde zusatzlich der
kritische Bereich sequenziert (siehe 4.4 und 4.5), in dem sich die DNA befand, die nach

reverser Transkription, Intergration ins Genom der Zielzelle und nachfolgender Tran-
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skription durch die zellulare Expressionsmaschinerie zur Bildung des Ribozyms in der
Zielzelle fuhren sollte (siehe auch Abschnitt 3.1.2.10).

4.2 Virusproduktion und multiplicity of infection (MOI)

Die Gute der Virusproduktion wurde funktionell kontrolliert. Als indirektes Mal fur den
Virustiter diente die Quantifizierung der EGFP-Expression mittels Fluoreszenzmikro-
skopie oder Durchflusszytometrie. Das heil3t, es wurden keine Messungen der Virustiter
vorgenommen. Aus eigenen Versuchsserien mit dem gleichen Vektorsystem war be-
kannt, dass die Virustiter durchschnittlich in einer GréRenordnung von 4-7 x 10%/ul (ent-
sprechend 4-7 x 10%/10 ml) liegen®®. Daraus ergab sich bei 3-3,5 x 10° HT-1080-

Zielzellen auf einer 10-cm-Platte eine MOI in einer Grolenordnung 100-250.

4.3 HT-1080-Zellen exprimieren ETV6/RUNX1 nach Transduktion mit PRTAIEG7

Der Vektor PRTAIEG7 wurde als bicistronisches Konstrukt kloniert, um Zellen erzeugen
zu konnen, die gleichzeitig ETV6/RUNX1 und EGFP exprimieren. EGFP diente in die-
sem System als Reporterprotein, das die erfolgreiche Transduktion der Zielzelle und die
Expression der Transgene signalisierte. Da EGFP nur ein indirekter Marker der
ETV6/RUNX1-Expression war, wurde die Koexpression von ETV6/RUNX1 in Vorver-
suchen durch Western-Blot-Untersuchungen nachgewiesen (Abbildung 24). In der
Folge wurde dann nur noch die EGFP-Expression dokumentiert und eine
ETV6/RUNX1-Koexpression in EGFP-exprimierenden Zellen als gegeben vorausge-
setzt.

Die nachfolgende Abbildung 24 zeigt, dass HT-1080-Zellen nach einmaliger Transduk-
tion gemal dem in Abschnitt 3.2.2.5 beschriebenen Standardprotokoll nahezu vollstan-
dig EGFP exprimierten. Im Western Blot und in der rtPCR zeigte sich zudem eine sehr
hohe Expression von ETV6/RUNX1.

Durch Transduktion mit dem lentiviralen Vektor PRTAIEG7 konnte also eine
ETV6/RUNX1-positive HT-1080-Zelllinie (HT-1080-TA1) generiert werden, die der Aus-
gangspunkt fur alle weiteren Versuche in dieser Dissertation war. In der quantitativen
PCR zeigte sich auf cDNA-Ebene, dass HT-1080-TA1-Zellen durchschnittlich eine
270-fache ETV6/RUNX1-Expression im Vergleich zu ETV6/RUNXT-positiven REH-
Zellen aufwiesen, die in der Mess-Serie als Referenz dienten.
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Abbildung 24: Lentivirale Transduktion HT-1080-Zellen mit ETV6/RUNX1. HT-1080-Zellen zeigen nach
einmaliger Exposition gegentber PRTAIEG7 eine nahezu vollstdndige Transduktion. Durchflusszytomet-
rie: A) Negativkontrolle, B) so gut wie alle HT-1080-Zellen exprimieren nach einmaliger Transduktion mit
dem Leervektor PRIEG7 das EGF-Protein, C) Alle HT-1080-Zellen exprimieren nach einmaliger Trans-
duktion mit dem bicistronischen Vektor pPRTAIEG das EGF-Protein. Mikroskopie (400-fach): HT-1080-
Zellen nach einmaliger Transduktion mit PRTAIEG7 D) im Durchlicht und E) in der Fluoreszenzmikrosko-
pie. Quantitative PCR: F) 274-fache Expression von ETV6/RUNX in den transduzierten HT-1080-Zellen
im relativen Vergleich zu REH-Zellen, deren Expressionsniveau als 1 definiert wurde. Western Blot: G)
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HT-1080-TA1 (links) vs. HT-1080-Wildtyp (rechts). Nach RUNX1-Detektion zeigt sich die charakteristi-
sche ETV6/RUNX1-Bande bei = 96 kDa.

4.4 LVCT-buRz28 integriert in das HT1080-TA1-Genom

HT-1080-TA1-Zellen wurden lentiviral mit dem Vektor pLVCT-buRz28 transduziert, der
die Zellen zur Expression des gegen ETV6/RUNX1-gerichteten Ribozyms veranlassen
sollte. Der Nachweis der dafur notwendigen DNA-Sequenz im Genom der Zielzellen
erfolgte durch Sequenzierung (Abbildung 25). Die mit buRz28 transduzierten Zellen
wurden anschlief®end als HT-1080-TA1-buRz28 bezeichnet. Ein Nachweis der Expres-

sion des Ribozyms erfolgte nicht.

5-CTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACGCGTCCCCEARIEE!
AACCICAICACICeEICACEACEANAICONEEIA 1 TTTTGGAAATCGATAC-
CGTCGCATGGGAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGCTGCTTTTT-
GCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCC-3’

Abbildung 25: Ergebnis der DNA-Sequenzierungen von zwei HT-1080-ETV6/RUNX1-Zelllinien, die zuvor
mit LVCT-buRz28 transduziert worden waren. Die eigentliche Ribozym-Sequenz ist unterlegt und ent-
spricht der erwarteten Sequenz.

4.5 LVCT-anti-buRz28 integriert in das HT1080-TA1-Genom

Als Negativkontrollen wurden als HT-1080-TA1-anti-buRz28 bezeichnete Zelllinien ge-
neriert, die eine zum Ribozym buRz28 komplementare Sequenz enthielten. Die durch
diese Sequenz kodierte RNA war weder in der Lage, eine Ribozym-Struktur auszubil-
den, noch an die Ziel-DNA zu binden und damit inert. Die entsprechende Sequenz wur-
de mit dem lentiviralen Vektor pLVCT-anti-buRz28 in die Zielzellen eingebracht und ihre
Integration in das Genom der HT1080-TA1-Zellen durch Sequenzierung nachgewiesen
(Abbildung 26).

5-GTCTTTGGATTTGGGAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACGCGTCCCCEIAM

EENC ARG AT ONAGEABEANTTTTTGGAAATCGATAC-

CGTCGCATGGGAATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGCTGCTTTTT-
GCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAG-3’

Abbildung 26: Ergebnis der DNA-Sequenzierungen von zwei HT-1080-TA1-Zelllinien, die zuvor mit dem
Kontrollvektor LVCT-anti-buRZ28 transduziert worden waren. Die zum Ribozym komplementare Sequenz
ist rot unterlegt und entspricht der erwarteten Sequenz.

54



4.6 HT-1080-Zellen exprimieren EGFP nach Transduktion mit LVCT-buRz28 und
LVCT-anti-buRz28

Da HT-1080-TA1-Zellen bereits EGFP durch die Transduktion mit dem Vektor
PRTAIEG7 koexprimierten, konnte die Expression von EGFP nicht als Marker und Mal3
fur eine Transduktion dieser Zellen mit LVCT-buRz28 oder LVCT-anti-buRz28 benutzt
werden. Deswegen wurden parallel stets EGFP-negative HT-1080-Wildtyp-Zellen mit
den genannten Vektoren transduziert. Die Effizienz der Transduktion der Wildtyp-Zellen
wurde dann als indirektes MalR® fur die Transduktionseffizienz der ETV6/RUNX1-

positiven Zellen genutzt.

Dabei zeigten sich in einem reprasentativen Experiment folgende Ergebnisse nach
dreimaliger Transduktion:

Tabelle 10: EGFP-Expression nach dreimaliger Transduktion

Zelllinie 1. Ansatz 2. Ansatz Mittelwert
HT-1080 wt 1,16% -- 1,16%
(Negativkontrolle)

HT-1080-TA1 98,3% -- 98,3%
(Positivkontrolle)

HT-1080 + 77,6% 87,2% 82,4%
LVCT-buRz28

HT-1080 + 36,4% 54,2% 45,3%

LVCT-anti-buRz28
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Abbildung 27: Bestimmung der EGFP-Expression als MaR fur die Effizienz der Transduktion von HT-
1080-Wildtyp-Zellen durch die lentiviralen Vektoren LVCT-buRz28 (A und B) und LVCT-anti-buRz28
(C und D). ,, - " bezeichnet die Negativkontrolle (HT-1080-Wildtyp) und , + “ die Positivkontrolle (HT-1080-
TA1). Die kleine EGFP-positive Population bei 107 in der Negativkontrolle kommt durch ein Verschleppen
von Zellen der Positivkontrolle in die Negativkontrolle wahrend der Gerateeinstellung zustande.

4.7 Regulation von EGFP durch Doxycyclin

Die Vektoren LVCT-buRz28 und LVCT-anti-buRz28 sind Tetrazyklin-regulierte tet-off-
Vektoren. Das bedeutet, dass eine Abhangigkeit der Transgenexpression von der An-
wesenheit von Tetrazyklin-Antibiotika besteht. Im vorliegenden System fuhrte die An-
wesenheit von Doxycyclin im Kulturmedium zu einer Unterdrickung der EGFP-
Expression. Uberfiihrte man die Doxycyclin-behandelten Zellen erneut in Doxycylin-
freies Medium, so kam es wieder zur Expression der transgenen EGFP-Sequenz. Die

Regulierbarkeit des Vektorsystems wurde nur anhand der Messung der EGFP-
Expression uberpruft.

56



EGFP subset
54.4%
150 | A

100 ECFP subset
2,60%

FL1-H: EGFP

Abbildung 28: EGFP-Expression von HT-1080-Zellen nach einmaliger Transduktion mit pLVCT-anti-
buRz28. Die Zellen exprimieren zu 54% EGFP (A). Nach 14-tagiger Inkubation in Doxycyclin-haltigem
Medium zeigen die Zellen fast keine Expression des lentiviral-transferierten EGFP-Gens mehr (B). Links:
Durchflusszytometrie, Mitte: Durchlichtmikroskopie, rechts: Fluoreszenzmikroskopie.

4.8 Ribozymale Reduktion (LVCT-buRz28) der ETV6/RUNX1-Expression von

HT1080-TA1

Die Versuchsserien zeigen, dass das lentiviral mit dem Vektor pLVCT-buRz28 in die
Zielzellen HT-1080-TA1 eingebrachte Ribozym buRz28 in der Lage ist, die Expression
von ETV6/RUNX1 zu reduzieren. Als Mal} dafur diente die Menge an ETV6/RUNX1-
messenger-RNA, die per quantitativer tPCR bestimmt wurde. Die ETV6/RUNX1-
Expression wurde auf die Expression von drei verschiedenen Referenzgenen bezogen,
deren eigene Expression ungefahr im Bereich der Expression des Testgens
(ETV6/RUNXT) liegen und nicht durch die Expression des Testgens beeinflusst sein
sollte. Sie sollte demnach theoretisch zu jedem Zeitpunkt in der Versuchsreihe konstant
sein. Es wurden drei unterschiedliche Referenzgene (B-Aktin, ABL1, HPRT) gewahlt.
Diese Gene zeigten in Vorversuchen in ETV6/RUNX1-positiven und HT-1080-Wildtyp-
Zellen offenbar keine Unterschiede in ihrer Expression und wurden daher als geeignete
Referenzgene betrachtet (bislang nicht publizierte Daten von Katja Kaulful3 und
Thomas Heiden, siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Expression von (-Aktin, ABL1 und HPRT in finf HT-1080-Wildtyp-Zelllinien (Mittelwert +
Standardabweichung) und einer ETV6/RUNX1-positiven  HT-1080-Zelllinie  (HT-1080-TA1).
ETV6/RUNX1-positive und Wildtypzellen zeigen offenbar keine Unterschiede in der Expression von -
Aktin, ABL1 und HPRT (mit freundlicher Genehmigung von Katja Kaulfuf3 und Dr. Dr. Thomas Heiden).
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In allen drei Systemen zeigte sich ein Ruckgang der ETV6/RUNX1-Expression um zirka
ein Drittel im Vergleich zu den Kontrollzellen (HT-1080-TA1 und HT-1080-TA1-anti-
buRz28, siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Relative ETV6/RUNX1-Expression von HT-1080-Wildtyp-Zellen (Negativkontrolle),
HT-1080-TA1-buRz28 und HT-1080-TA1-anti-buRz28 (Positivkontrolle) im Verhaltnis zu HT-1080-TA1
(jeweils in [%]). Die ETV6/RUNX1-Expression in HT-1080-TA1-Zellen wurde immer als 100% definiert. In
A) wurde B-Aktin als Referenzgen verwendet, in B) ABL und in C) HPRT. In D) sind die Mittelwerte aller
drei Systeme aufgetragen. Es zeigt sich, dass die ETV6/RUNX1-Expression durch lentivirale Trans-
duktion der HT-1080-TA-Zellen mit dem Ribozym buRz28 im Mittel um ca. 1/3 zurtick ging.
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Tabelle 11: Rohwerte zu Abbildung 30

ETV6/RUNX1 | Zelllinie 1. Serie | 2. Serie Mittelwert | Relative Ex-
gegen 2hct At At pression

A | B-Aktin HT-1080wt 0 0 0 0%
HT-1080-TA1- 8,01 7,82 7,92 63,73%
buRz28
HT-1080-TA1- 15,61 12,55 14,08 113,37%
anti-buRz28
HT-1080-TA1 12,42 - 12,42 100%
ohne Virus

B | ABL HT-1080wt 0 0 0 0%
HT-1080-TA1- 64,52 78,28 71,40 61,96%
buRz28
HT-1080-TA1- 108,43 94.4 101,42 88,01%
anti-buRz28
HT-1080-TA1 115,23 - 115,23 100%
ohne Virus

C | HPRT HT-1080wt 0 0 0 0%
HT-1080-TA1- 58,99 64,36 61,68 70,37%
buRz28
HT-1080-TA1- 88,28 81,7 84,99 96,97%
anti-buRz28
HT-1080-TA1 87,64 - 87,64 100%
ohne Virus

D B-Aktin | ABL HPRT Mittelwert
HT-1080wt 0% 0% 0% 0%
HT-1080-TA1- 63,73% | 61,96% 70,37% 65,35%
buRz28
HT-1080-TA1- 113,37% | 88,01% 96,98% 99,45%
anti-buRz28
HT-1080-TA1 100% 100% 100% 100%
ohne Virus
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5 Diskussion

5.1 ETV6/RUNX1-Fusion

Obwohl die Mechanismen der zellularen Transformationen durch Veranderungen von
ETV6 und RUNX1 noch weitgehend unklar sind, scheint gesichert, dass Deletionen von
und Fusionen mit ETV6 (Chromosom 12p13) zu verschiedenen malignen hamatologi-
schen Erkrankungen beitragen®'%**** Murine Modelle veranschaulichen jedoch, dass
ETV6/RUNX1T nur ein geringes Transformationspotential besitzt und alleine nicht zur
Auspragung einer Leukamie ausreicht®'°". ETV6/RUNX1-knock-in-Mause entwickeln
keine Leukamie und Wachstumsfaktor-abhangige Zelllinen, die von ETV6/RUNX1-
exprimierenden murinen Progenitoren stammen, sind nach Transplantation in bestrahl-
ten syngenen oder SCID-Mausen nicht leukdmogen®™. Der Phanotyp eines
ETV6/RUNX1-induzierbaren transgenen Mausmodells bestatigt diese Ergebnisse. Die
Mause entwickeln nach ETV6/RUNX1-Induktion in hamatopoetischen Zellen nur pra-
leukdmische Zellpopulationen jedoch keine Leukamie®. Dies wird auch in einem
Knochenmarktransplantationsmodell bestétigt'®. Die Inzidenz einer Leukémie in diesen
murinen Modellen nahm nur bei dem Vorhandensein zusatzlicher kooperierender
Mutationen zu''. In einer jiingeren Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Trans-
lokation ETV6/RUNXT mit dem Auftreten eines bestimmten Zellklons assoziiert ist, der
durch die Oberflichenantigenkombination CD34*/CD38"°%/CD19* charakterisiert ist'%.
Die Autoren beschrieben u.a. eineiige Zwillinge, von denen ein Individuum an einer
Leukamie erkrankte. Der andere Zwilling blieb gesund. Bei beiden Kindern liel3 sich - im
Gegensatz zu gesunden Kontrollpersonen - der besagte Zellklon nachweisen. Durch
serielle Transplantationsversuche konnte aullerdem gezeigt werden, dass die
CD34*/CD38™°"/CD19*-Zellen Selbsterneuerungspotential im Sinne von Stammzellen
haben und sehr wahrscheinlich die praleukemischen Zellen sind, aus denen nach Er-
werb einer bzw. mehrerer zusatzlicher Mutation(en) Leukamiestammzellen hervor-
gehen'®. Letztendlich untermauern diese Ergebnisse die Hypothese, dass das
Fusionsprotein ETV6/RUNX1 alleine kein leukamogenes Potential hat, jedoch sein Auf-
treten praleukamische Veranderungen induziert und nach Akquisition weiterer geneti-
scher Aberrationen die Entstehung einer Leukamie begunstigt.

Die Beeintrachtigung der normalen hamatopoetischen Differenzierung durch das Fusi-
onsprotein ETV6/RUNX1 (Unterdrickung der Transkriptionsaktivierung von RUNX1;

61



Dimerisation mit ETV6; Rekrutierung des nuklearen Repressionskomplexes
N-CoR/SMRT/mSin3A/HDAC3) fordert die Entstehung multipotenter Progenitorzellen
und praleukadmischer Zellpopulationen mit einer Differenzierungsblockade am Ubergang
vom pro-B- in das pra-B-Stadium®'%%%  Jedoch erst durch zusétzliche (synergistisch
wirkende) Mutationen kommt es zur Auspragung einer Leukamie. Diese Beobachtung
wird zum einen durch weitere Untersuchungen an eineiigen Zwillingen unterstitzt, die
zu unterschiedlichen Zeitpunkten an einer ETV6/RUNX1T-positiven ALL erkrankten (un-
terschiedliche Latenzzeit desselben, in utero durch feto-fetale Transfusion Ubertragenen
Zellklons)'**'% zum anderen durch die synergistische Wirkung weiterer Mutationen in
retroviral ETV6/RUNXT-transduzierten Zellen. Das simultane Vorhandensein homo-
zygoter Deletionen der Tumorsuppressorgene p16INK4a, p15INK4b und p19ARF
(Chromosomenregion 9p12) erhoht die Leukémierate in ETV6/RUNX1-transduzierten
Zellen''. Interstitielle Deletionen der Chromosombanden 9p12 und des nicht-
rekombinierten Chromosoms 12p13, die den ETV6-Genlocus einschlie3t, sind haufige
sekundare Ereignisse bei ETV6/RUNX1-positiven ALL'%1%7,

Der Krankheitsverlauf der heterogenen ETV6/RUNX1-positiven ALL-Rezidivgruppe
zeichnet sich zwar durch ein gutes Ansprechen auf die Therapie aus, die Rezidivrate
von Patienten mit ETV6/RUNX1-positiver ALL unterscheidet sich aber nicht von der
anderer gematchter Patienten ohne diese Translokation'®. Die Variabilitit kooperieren-
der Mutationen (sekundare Veranderungen) innerhalb der ETV6/RUNX1-positiven ALL-
Rezidivgruppe scheint langfristig einen entscheidenden Einfluss auf den Krankheitsver-

lauf und die Heilungschancen auszulben.

Aufgrund der besonderen Relevanz der Translokation ETV6/RUNX1T fur Patienten mit
einer ALL im Kindesalter, besteht weiterhin ein besonderes Interesse, die biologischen
Folgen dieser Translokation sowie die physiologischen Funktionen der beiden involvier-
ten Wildtypgene vollstandig zu verstehen.

5.2 Auswahl des Vektorsystems

Um Zellen zur Expression von Transgenen zu veranlassen, stehen verschiedene Trans-
fektions- und Transduktionstechniken zur Verfugung. Retrovirale Vektoren sind in der
Lage, Zellen mit Transgenen zu transduzieren, indem sie diese stabil in deren Genome
integrieren'®. Die transferierten Sequenzen werden dann bei jeder Zellteilung an die
Tochterzellen weitergegeben, was einen erheblichen Vorteil gegentuber Systemen bie-
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tet, die Transgene in einer episomalen Form in ihre Zielzellen einbringen (z.B. Lipofek-
tion oder Elektroporation). Episomal vorliegende DNA geht haufig im Laufe der Zeit ver-
loren. Problematisch ist allerdings, dass die retrovirale Integration mit der Zerstérung
anderer Gene oder regulatorischer Bereiche sowie mit einer Gen-
expressionsdysregulation durch Positionseffekte einhergehen kann. Retrovirale Vekto-
ren konnen daher zu schweren Storungen in ihren Zielzellen fuhren. Das kann bis zur
malignen Entartung fiihren''®""". Diese Phanomene beobachtet man wiederum bei epi-

somalen Vektoren nicht''21"3,

Die Entscheidung, fur diese Arbeit ein retrovirales Transduktionssystem zu benutzen,
war vor allem dadurch begrindet, dass in unserem Labor eine entsprechende Expertise

vorhanden war.

Die gangigen retroviralen Vektorsysteme basieren entweder auf lentiviralem oder auf
y-retroviralem Gentransfer. Ein Vorteil von lentiviralen Vektoren gegenuber
y-retroviralen Transduktionssystemen liegt darin, dass Lentiviren auch Zellen trans-
duzieren konnen, die sich gerade in Ruhe befinden und nicht teilen, wahrend
y-retrovirale Vektoren die Kernmembran nicht iberwinden kénnen''*'"*_ Sie sind daher
nur in der Lage, Zellen wahrend der Mitose (ab der Prophase) zu transduzieren. Nach-
teilig ist, dass die Produktion von lentiviralen Vektoren aufwandiger ist als die von
y-retroviralen, da y-Retroviren von Produzentenzelllinien erzeugt werden konnen, die
nahezu ununterbrochen Viren freisetzen, wahrend lentivirale Partikel nur transient dber

wenige Tage von ihren Produzentenzellen hergestellt werden''*110.117,

Die Entscheidung, lentivirale Vektoren zu verwenden, erklart sich in erster Linie
dadurch, dass perspektivisch Arbeiten an Zellen vorgenommen werden sollen, die sich
selten teilen (z.B. humane hamatopoetische Stammzellen, murine embryonale Stamm-

zellen).

5.3 Retroviraler Gentransfer und biologische Sicherheitsaspekte

Die Verwendung von Retroviren mit kompletten Genomen birgt diverse Risiken. Neben
der Gefahr, die unmittelbar vom verwendeten Wildtyp-Virus oder gegebenenfalls einge-
brachter transgener Sequenzen ausgeht, besteht eine indirekte, unkalkulierbare Ge-
fahrdung durch eine unkontrollierte Verbreitung der Viren und durch die Moglichkeit der

Rekombination mit den Genomen naturlich vorkommender Retroviren. Retrovirale Vek-
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torsysteme zur Transduktion spezifischer Zielzellen mit transgener Erbinformation sind

daher unter Sicherheitsaspekten gegenuber den Wildtyp-Viren modifiziert.

Im Folgenden werden die sicherheitstechnischen Uberlegungen fiir lentivirale Systeme
dargestellt, die sich von HIV-1 ableiten. Die lentivirale RNA wird im Rahmen der Virus-
vermehrung mehrfach gespleif3t, damit alle notwendigen Virusproteine erzeugt werden
konnen. Ein fertiges Virion muss jedoch mit ungespleif3ter RNA ausgestattet werden,
um auch in der nachsten Generation replikationsfahig zu bleiben. Ungespleil3te RNA ist
daher durch das Verpackungssignal ¥, eine kurze Sequenz im 5’-Bereich des Genoms,
gekennzeichnet. Die Grundidee aller sicherheitstechnischen Uberlegungen ist eine Ver-
teilung der essenziellen Elemente des viralen Genoms auf verschiedene Plasmide, mit
denen eine sogenannte Virusproduktionszelle kotransfiziert wird. Diese Zelle enthalt die
komplette genetische Information, die sie zur Produktion neuer Viren braucht. Eines
dieser Plasmide ist das sogenannte Transferplasmid. Dieses Transferplasmid enthalt
als einziges der ganzen Plasmide das Verpackungssignal W. Die vom Transferplasmid
transkribierte RNA wird somit als genomische RNA erkannt, die verpackt werden muss
und verlasst letztlich mit dem Virion die Zelle. Daher muss das Transferplasmid auch
das Transgen kodieren. Die auf den anderen, sogenannten Helferplasmiden gelegenen
Virusgene fuhren zwar zur Expression der viralen Proteine in der Produzentenzelle und
gestatten somit die Produktion neuer Viren, die auf den Helferplasmiden enthaltene
Erbinformation fur essenzielle virale Proteine wird jedoch nicht in das Virion inkorporiert
und verbleibt in der Produzentenzelle. Das die Produzentenzelle verlassende Virion
kann daher einmalig eine Zielzelle infizieren und transduzieren, sich dort aber nicht
weiter vermehren, da essenzielle Gene in der Produzentenzelle zurickgeblieben sind.

Derartig hergestellte Viren sind also replikationsdefekt.
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Abbildung 31: Lentivirales Vektorsystem der zweiten Generation. Der Ubersichtlichkeit halber sind nur die
fur das Grundverstandnis des Systems wichtigen Gene dargestellt: zunachst wird die Virusproduktions-
zelllinie (in dieser Arbeit 293T) mit dem Transferplasmid (A), dem gag-pol-Expressionsplasmid (B) und
dem VSV-G-Expressionsplasmid (C) kotransfiziert. Das Transferplasmid (A) liefert die genomische RNA
fur das Virion (F), das gag-pol-Expressionsplasmid veranlasst die Produzentenzelle zur Bildung der
Kapsidproteine und der viralen Enzyme und das VSV-G-Expressionsplasmid kodiert die Hiillproteine des
vesicular stomatitis virus (sog. Pseudotypisierung, s.u.).

Im Sinne einer molekulargenetischen ,Evolution® lassen sich grob drei lentivirale Gene-
rationen unterscheiden. In den Transferplasmiden der ersten Generation wurde ledig-
lich das env-Gen deletiert. Die Produzentenzellen wurden dann mit einem solchen
Transferplasmid und mit einem zweiten Helferplasmid kotransfiziert, das das env-
Protein in trans kodierte. Eine Weiterentwicklung dieses Systems war die Deletion von
gag und pol auf dem Transferplasmid und die Auslagerung dieser beiden Gene auf das
Helferplasmid.

In der zweiten Virusgeneration wurden zusatzlich die akzessorischen Gene, die maf3-
geblich fur die Pathogenitat von HIV (vpr, vif, vpu und nef) verantwortlich sind, vollstan-
dig deletiert. gag und pol wurden zusammen mit tat und rev auf ein sogenanntes Ver-
packungsplasmid ausgelagert. tat erhoht die transkriptionelle Aktivitat der viralen Gene
in der Zielzelle, Rev fordert den Export der genomischen RNA in das Zytoplasma,
indem es durch Spleilden entstehende Fragmente der HIV-mRNA, die ein Rev response

element (RRE) tragen, den Export aus dem Kern in das Zytoplasma ermoglicht. Das
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Wildtyp-env-Gen wurde deletiert und stattdessen ein heterologes Hullprotein-Gen auf
einem zusatzlichen, dritten Plasmid, dem sogenannten Hullplasmid bereitgestellt. Durch
Austausch des env-Gens lasst sich der Gewebetropismus eines Retrovirus dndern''®.
Den Austausch des Wildtyp-env-Gens gegen Fremd-env-Gene bzw. Analoga mit kon-
sekutiver Veranderung der Virushullproteine und damit des Gewebetropismus bezeich-
net man als Pseudotypisierung. Das G-Protein des vesicular stomatitis virus (VSV-G) ist
ein env-Analogon, das an Phospholipide bindet, die ubiquitér in Zellmembranen vor-
kommen und damit pseudotypisierten Viren ein breites Wirtszellspektrum eroffnet.
Aulerdem stabilisiert es die Viruspartikel, so dass VSV-G-pseudotypisierte Viren durch
Ultrazentrifugation konzentrierbar sind''®'?2. Retroviren mit VSV-G-Hiille eignen sich
zur Transduktion hamatopoetischer Zellen'®.

Die dritte Generation lentiviraler Vektorsysteme verzichtet zusatzlich auf fat. Die Ratio-
nale bildet erneut eine sicherheitstechnische Uberlegung, da bekannt ist, dass tat-
deletierte Lentiviren replikationsunfahig sind. Da die Aktivierung der HIV-Promotor-
region im 5-LTR auf dem Transferplasmid aber tat-abhangig ist, muss diese durch
einen heterologen Promotor ersetzt werden. Dies ist haufig der CMV-Promotor'*'2°,
Damit auch gag und pol ausreichend exprimiert werden, muss das Verpackungsplasmid
ein RRE enthalten. Zuséatzlich ist ein viertes Plasmid erforderlich, das rev kodiert. Uber
eine Aktivierung des RRE auf dem Verpackungsplasmid durch das in trans kodierte rev,
nimmt die Menge an gag-pol-mRNA zu, die den Kern in Richtung Zytoplasma verlasst.

So lasst sich die gag-pol-Expression posttranskriptionell steigern.

Die Produktion von Drittgenerationsviren erfordert die Kotransfektion des Transferplas-
mids und der drei Helferplasmide in die Virusproduktionszelle. Dies ist technisch extrem

anspruchsvoll.

Auch die genetische Information der Transferplasmide wurde im Laufe der Jahre immer
wieder verandert. Es hat sich dabei jedoch gezeigt, dass bestimmte Elemente unab-
kommlich sind. Das RRE und der die Replikation beschleunigende central polypurine
tract (cPPT) sind fur eine ergiebige Virusproduktion und damit letztlich auch effektive
Transduktion der Zielzellen erforderlich. Die heute gebrauchlichen Transferplasmide
enthalten aul’erdem den 5-LTR, die major splice donor site (SD), das Verpackungs-
signal ¥, den envelope splice acceptor (SA), das Transgen mit einem eigenstandigen
Promotor und den 3’-LTR.
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Es ist bekannt, dass die U3-Region im 3’-LTR fur die Replikation der Wildtyp-Viren
essenziell ist. Das liegt daran, dass diese Sequenzen bei der Integration des Virus auf
die virale Promotorregion im §’-LTR ubertragen werden und dort ihre Funktion entfalten.
Replikationsdefekte Viren der dritten Generation sind aber nicht auf die Integritat dieser
Sequenz angewiesen, da sie ohnehin einen heterologen Promotor enthalten und die in
der U3-Region des 3’-LTR enthaltenen enhancer und transkriptionssteigernden Ele-
mente nicht bendtigen. Die entsprechenden Sequenzen in diesen Viren konnen daher
entfernt werden. Viren, in denen essenzielle Elemente der U3-Region des 3’-LTR fehlen,
bezeichnet man als selbstinaktivierend. Potenzierend wirkt, dass die transkriptionelle
Aktivitat von Wildtyp-LTR auch die Expression von Protoonkogenen in der Zielzelle be-
einflussen kann. Aullerdem gibt es haufig unerwinschte Wechselwirkungen zwischen
proviralem 5-LTR und internen, die Transgen-Expression kontrollierenden, heterologen
Promotoren. Auch diese Effekte werden in selbstinaktivierenden Viren nicht beobachtet.

Zusammengefasst sind die wesentlichen Sicherheitselemente moderner lentiviraler

Vektoren (1.) die Deletion nicht-essenzieller Gene, (2.) die Verteilung der essenziellen

Gene auf drei verschiedene Plasmide und (3.) die Selbstinaktivierung''#'2%-1%8

AU3
CMV | R| U5 n s Promotor [ Transgen — R| U5

Abbildung 32: Genomorganisation eines modernen lentiviralen Vektors der dritten Generation

5.4 Auswahl der Modellzelllinie HT-1080

Da humane hamatopoetische Stammzellen und murine embryonale Stammzellen
schwer zu gewinnen und teuer sind, erschienen diese Zellen nicht geeignet, um daran
das vorab beschriebene Vektorsystem direkt zu erproben. Die ETV6/RUNX1-positive
humane B-Vorlauferzell-Leukamiezelllinie REH war fur die initialen Versuche ebenfalls
ungeeignet, da Diakos et al. beschrieben haben, dass der ETV6/RUNX1-knock-down in
REH zur Apoptose fiihrt '?°. Da das in dieser Arbeit angewendete System zwar theore-
tisch durch Tetrazyklin-Antibiotika regulierbar sein sollte, im Vorhinein aber naturgemaf}
nicht klar war, ob dieser Regulationsmechanismus auch funktionieren wirde, war die
Verwendung von REH-Zellen nicht sinnvoll. Nach ETV6/RUNX1-knock-down ware im

Falle eines Versagens des Regulationssystems ein Selektionsdruck in der Zellkultur
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zugunsten der nicht transduzierten Zellen entstanden, der moglicherweise zu einer Eli-
mination der transduzierten Zellen gefuhrt hatte. Daher wurde eine andere Modellzellli-
nie bendtigt. Diese sollte unabhangig von der ETV6/RUNX1-Expression gut wachsen,
leicht zu kultivieren sein und sich gut lentiviral transduzieren lassen. Eine biologische
Ahnlichkeit mit den definitiven Zielzellen war im konkreten Fall nicht notwendig, da es

zunachst um eine Etablierung der Methodik ging.

Die genannten Kriterien trafen auf die humane Fibrosarkomzelllinie HT-1080 zu. Sie
war daruber hinaus kommerziell verfigbar, molekulargenetisch gut charakterisiert und
es bestanden umfangreiche Zellkulturerfahrungen mit dieser Zelllinie in unserem und in

anderen Laboren®.

5.5 Unterschiedliche Transduktionseffizienzen im Vergleich von PRTAIEG7 zu
LVCT-buRz28 und pLVCT-anti-buRz28

Wahrend HT-1080-Zellen mit dem Vektor PRTAIEG7 durch eine einzige Exposition ge-
genuber Lentivirus-haltigem Medium nahezu vollstandig transduziert werden konnten,
fuhrte auch die wiederholte Transduktion von HT-1080 mit den Vektoren LVCT-buRz28
und LVCT-anti-buRz28 nur zu einer EGFP-Expression in 50-80% der Zielzellen. Dies
kann verschiedene Grunde haben. Im einfachsten Falle waren die Virustiter der LVCT-
Praparationen schlechter als die der PRTAIEG7-haltigen Virusuberstande. Da die
Virustiter leider nicht systematisch gemessen worden sind, kann dies nicht sicher aus-
geschlossen werden. Es gibt aber einige Hinweise, die dagegen sprechen. Zum einen
ahneln sich die beiden lentiviralen Systeme sehr und wahrend in dem einen System
(PR-Vektoren) konstant Virusuberstande hergestellt worden sind, die sehr gute Trans-
duktionsergebnisse erzielten, wurden in dem anderen System (LVCT-Vektoren) ebenso
konstant Virusuberstande hergestellt, die eher zu einer maligen Transgenexpression in
den Zielzellen fuhrten. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die vermeintlich schlechteren
Transduktionsergebnisse eher einen biologischen als einen produktionstechnischen
Hintergrund haben. Zu dieser These passt die Beobachtung, dass nach der Ultrazentri-
fugation der Virusuberstande fur andere Versuchsserien sowohl in PRTAIEG7- als auch
in LVCT-Praparationen, immer ahnlich gro3e Viruspellets beobachtet wurden. Ein
makroskopisch sichtbares Viruspellet zeigt erfahrungsgemald durchaus an, dass die
Virusausbeute hoch ist, auch, wenn es sich dabei bestenfalls um ein semiquantitatives
Mald handelt. Es ist wahrscheinlich, dass nicht die Transduktionseffizienz im LVCT-
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System schlechter war als im PR-System, sondern die Transgenexpression nach er-

folgreicher Transduktion.

Far die Interpretation der Ergebnisse ist es wichtig, sich noch einmal die Konstruktion
der Ribozym-Vektoren zu vergegenwartigen. Die Elemente, die fur die Tetrazyklin-
gesteuerte Expressionsregulation von Bedeutung sind (tTRKRAB), werden von einem
RNA-Polymerase-II-Promotor, hier dem CAG-Promotor, gesteuert. Gleiches gilt fur die
EGFP-Expression. Auch diese steht unter der Kontrolle des CAG-Promotors. Die Ex-
pression der Ribozym-Sequenz wird hingegen von einem H1-Promotor, der zu den
RNA-Polymerase-IlI-Promotoren gehort, kontrolliert. Es ist denkbar, dass die EGFP-
Expression in HT-1080-Zellen nach Transduktion mit einem LVCT-Vektor deswegen
nicht immer zuverlassig funktioniert hat, weil sie in dem hier dargestellten System unter

der Kontrolle CAG-Promotors stand.

Es ist bekannt, dass CAG-Promotoren in der Zielzelle haufig inaktiviert werden'®.
Lentivirale Vektoren mit CAG-Promotoren exprimieren ihre Transgene in HT-1080
schlecht. Auch die deutlich schlechtere EGFP-Expression im Vergleich zu den Zellen,
die mit den Vektoren PRIEG7 und PRTAIEG?7 transduziert wurden, lasst sich so erkla-
ren. Moglicherweise war also gar nicht die Transduktionseffizienz durch die LVCT-
Vektoren schlechter, sondern die Expression des Reportergens und damit auch die des
Tetrazyklin-abhangigen Regulationssystems. Da die EGFP-Expression und die Tetra-
zyklin-Regulation des Vektorsystems unter der Kontrolle des gleichen Promotors
standen, ist also anzunehmen, dass in den Zellen, die zwar mit dem Ribozym trans-
duziert wurden, aber kein EGFP exprimierten, auch keine Regulation durch Doxycyclin
moglich war. Diese Zellen exprimierten folglich moglicherweise auch unter Doxycyclin-
Einfluss noch das Ribozym, was wahrscheinlich dazu gefuhrt hat, dass sie weiterhin
vermindert ETV6/RUNX1 exprimierten. Die ETV6/RUNX1-Expression wurde in diesen
Zellen jedoch leider nicht gemessen, was sich im Nachhinein als Fehler erwiesen hat.
Dieser komplexe Zusammenhang muss in zukunftigen Versuchsserien unbedingt be-

achtet werden.

Der Effekt der potenziell reduzierten CAG-Promotoraktivitat in diesem System war bei
der Versuchsplanung bekannt. Es fiel dennoch die Entscheidung zur Benutzung eines
Vektors mit CAG-Promotor, da die Planung von Folgeprojekten Studien an murinen
embryonalen Stammzellen vorsah. In diesen funktionieren CAG-Promotoren wiederum

verhaltnismaRig gut''. Diese Annahme konnte in ersten Vorversuchen, die nicht Be-

69



standteil dieser Arbeit sind und deswegen auch nicht gezeigt werden kdnnen, bestatigt

werden.

Ebenfalls der langfristigen Versuchsplanung ist die Auswahl von EGFP als Reportergen
in den LVCT-Konstrukten geschuldet. Dadurch, dass die ETV6/RUNX1-Expression in
den HT-1080-Zellen durch einen Vektor vermittelt ist, der die Zielzellen mit einem
EGFP-Gen kotransduziert, fluoreszieren diese HT-1080-Abkommlinge per se grun. Bei
Transduktion dieser Zellen mit einem weiteren Vektor eignet sich EGFP daher nicht
mehr als Reportergen. Es wurde dennoch die Entscheidung getroffen, auch die Vekto-
ren LVCT-buRz28 und LVCT-anti-buRz28 mit EGFP als Reportgen auszustatten, da
samtliche Folgeversuche perspektivisch an Zellen durchgefuhrt werden sollen, die kein
EGFP exprimieren werden. In diesen Zellen wird sich EGFP dann wieder als Reporter-
gen eignen. Da EGFP fluoreszenzmikroskopisch und durchflusszyometrisch sehr leicht
messbar ist, wurde die Entscheidung getroffen, den vorab beschriebenen Nachteil in
Kauf zu nehmen und dadurch zu umgehen, dass in jedem Transduktionsansatz Wild-
typ-HT-1080-Zellen als Kontrolle mitgefuhrt wurden. Es wurde angenommen, dass die
in diesen Zellen gemessene EGFP-Expression der Transgenexpression in den parallel
transduzierten HT-1080-TA1-Zellen annahrend entsprach. Dies wurde als die bestmog-
liche Kontrolle eingeschatzt, die in einem vernunftigen Kosten-Nutzen-Verhaltnis zu den

zu erwartenden Versuchsergebnissen stand.

5.6 Posttranskriptionelle Expressionshemmung von ETV6/RUNX1 durch das
lentiviral transferierte Ribozym buRz28

In dieser Promotionsabeit konnte gezeigt werden, dass die lentiviral vermittelte Trans-
duktion von ETV6/RUNX1-positiven HT-1080-Zellen mit dem Ribozym buRz28 zu einer
Reduktion der ETV6/RUNX1-Expression fuhrt. Insgesamt wurde ein Ruckgang der
ETV6/RUNX1-Expression in einer Grollenordnung von zirka einem Drittel des Aus-
gangswertes bestimmt. Dies erscheint zunachst nicht besonders tUberzeugend. Es kann
aber angenommen werden, dass das Ribozym in Zellen, die von Natur aus
ETV6/RUNX1-positiv sind, erheblich wirksamer sein wird als in Zellen die durch lentivi-
rale Transduktion kunstlich zu einer hohen ETV6/RUNX1-Expression veranlasst worden
sind.

Diese Annahme ist dadurch begrindet, dass in primaren (naturlich vorkommenden)
ETV6/RUNX1-positiven Zellen, z.B. hamatopoetischen Stammzellen, nur eine Kopie
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des aberranten Gens enthalten ist, wahrend die lentivirale Transduktion von Zellen in
der Regel dazu fuhrt, dass mehrere Kopien pro Zelle vorhanden sind. Au3erdem ist die
SFFV-U3-Region, die Promotoreigenschaften hat und in dem in dieser Arbeit benutzten
System die ETV6/RUNX1-Expression in HT-1080-TA1-Zellen steuert, sehr potent, was
die Transgenexpression weiter steigert. Diesen theoretischen Annahmen entsprechend
wurde eine etwa 270-fach erhohte mRNA-Menge in lentiviral mit ETV6/RUNX1-
transduzierten HT-1080-Zellen gegenuber der Referenzzelllinie REH gemessen, die
von einem Leukamie-Patienten stammt und nur eine ETV6/RUNX1-Kopie besitzt. Ent-
sprechend ist zu erwarten, dass in den transgenen ETV6/RUNX1-positiven HT-1080-
Zellen auch hohere Ribozym-Dosen gebraucht werden, um eine suffiziente Unterdru-
ckung der Genexpression zu erzielen. Vor diesem Hintergrund scheint die Annahme
berechtigt, dass die ETV6/RUNX1-Expression in natura effektiver gehemmt werden
kann als in den hier benutzten Modellzellen. Dies zu verifizieren, wird Aufgabe von

Folgeanalysen sein.

Ein anderer Grund, warum das lentiviral transferierte Ribozym buRz28 nur eine verhalt-
nismalig geringe ETV6/RUNX1-Expressionshemmung erreicht, konnte die Tatsache
sein, dass es nicht vollstandig mit dem von den Erstbeschreibern episomal eingebrach-
ten Ribozym Ubereinstimmt. Dies ist durch das benutzte System begrindet und lasst
sich nicht vermeiden. Der Vektor pLVCT-rtTRKRAB-2SMS2 exprimiert die das Ribozym
kodierende Sequenz unter der Kontrolle eines H1-Promotors. Das Terminationssignal
bei der Transkription in RNA sind funf Adeninreste. Die ersten beiden werden aber noch
transkribiert’®. Der Kettenabbruch erfolgt erst zwischen dem zweiten und dem dritten
Adenin. Das Ribozym endet daher mit zwei Uracil-Resten, die im Originalribozym von
Choi et al. nicht vorkommen’’. Zwar haben diese beiden Uracil-Reste keinen Bindungs-
partner bei der Anlagerung des Ribozyms an die ETV6/RUNXT-mRNA. Es muss aber
trotzdem unterstellt werden, dass sie das System in irgendeiner Form, z.B. durch eine
Veranderung der Stabilitat der mRNA o0.a. beeinflussen. Moglicherweise ist das lenti-
viral erzeugte Ribozym daher weniger aktiv als das episomal als Oligonukleotid einge-

brachte Ribozym in der Erstbeschreibung’®?'%?,

Unwahrscheinlich hingegen ist ein Einfluss des Promotors auf die Aktivitdt des
Ribozyms. Der H1-Promotor ist ein RNA-Polymerase-Ill-Promotor (Pol-1ll-Promotor).
Pol-1ll-Promotoren sind mit Genen assoziiert, die in fast allen Zellen eine ahnliche Akti-

vitat haben, weil sie an ubiquitaren zellularen Prozessen beteiligt sind. Pol-lll-
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Promotoren werden deswegen kaum reguliert und insofern ist es auch unwahrschein-
lich, dass sie in einer Zelle inaktiviert werden. Vermutlich ist der H1-Promotor also nicht
fur die malige Aktivitat des Ribozyms verantwortlich. H1-Promotoren fuhren aulRerdem
zur Bildung von RNA-Transkripten ohne einen Poly(A)-Schwanz’®"*,

5.7 Posttranskriptionelle Expressionshemmung von ETV6/RUNX1: Lentiviral

transferiertes buRz28 im Vergleich zu episomalem buRz28 und siRNA

Es gibt zahlreiche Arbeitsgruppen, die sich weltweit mit der posttranskriptionellen Ex-
pressionshemmung von ETV6/RUNX1 beschaftigen. Die Bemihungen sind meist ver-
geblich und werden in der Regel nicht durch Publikationen dokumentiert. Zaliova et al.
konnten in REH-Zellen und einer mit ETV6/RUNX1 transfizierten HelLa-Zelllinie'® mit
verschiedensten um den Bruchpunkt herum bindenden siRNA-Konstrukten jeweils
maximal einen knock-down von 58% erreichen'*®. Diakos et al. zeigen einen im
Western Blot effektiv wirkenden knock-down, der aber von den Autoren nicht genauer
quantifiziert wird'®®. Auch Choi et al. zeigen in ihrer Publikation, die erstmalig das
Ribozym buRz28 beschreibt, nur einen Western Blot, der zwar semiquantitativ einen
guten knock-down von ETV6/RUNX1 belegt. Aber auch in dieser Arbeit fehlt eine
genauere Quantifizierung’’. Ein Vergleich des hier dargestellten Systems mit den zitier-
ten Ansatzen ist deswegen nicht moglich. Wenn ein knock-down von 58% im Jahre
2011 aber noch publiziert werden kann, kann wohl vorsichtig davon ausgegangen
werden, dass auch andere Arbeitsgruppen Probleme damit haben, ETV6/RUNX1
posttranskriptionell effektiv zu hemmen.

5.8 Resumee und Ausblick

Die Ribozym-vermittelte Expressionshemmung hat keine direkten Vorteile gegenuber
den viel gangigeren siRNA-Konzepten. Sie verfolgt schlichtweg eine vollkommen
andere Strategie, die technisch ahnlich aufwandig ist wie siRNA-Systeme und grund-
satzlich genauso in Frage kommen konnte, um eine posttranskriptionelle Genex-
pressionshemmung zu erreichen. Wenn sehr kurze, sehr spezifische Sequenzen ge-
hemmt werden sollen, die madglicherweise aufgrund ihrer Nukleotidfolgen - z.B. aus
thermodynamischen Grinden - kein optimales siRNA-Ziel darstellen, ware es jedoch
von Vorteil, Uber eine alternativen Ansatz zur siRNA-Technologie zu verfugen, der

moglicherweise zum Erfolg fuhren konnte. Ribozym-vermittelte Expressionshemmung
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ist daher als alternatives und nicht als konkurrierendes Verfahren zu sehen. Lentiviral
vermittelter Ribozymtransfer ist ein neues Feld. Es gibt bislang nur eine Handvoll
Publikationen, die Uber eine erfolgreiche Anwendung dieser Methodik berichten. Diese
Publikationen beschaftigen sich im Grunde Uberwiegend mit dem gleichen Vektor, der
im Sinne einer Gentherapie gegen HIV-1 gerichtet ist und seine Zielzellen mit drei
,2anti-HIV-Genen®“ kontransduziert. Das Ribozym ist gegen CCRS5 gerichtet. AuRerdem
enthalt der Vektor eine siRNA gegen tat-rev und eine transactivation response decoy
Sequenz'®. Dariiber hinaus gibt es eine Publikation, die tber lentiviral transferierte Ri-
bozyme zur Therapie des Dengue-Fiebers berichtet. Die Ribozyme richteten sich in
dieser Arbeit gegen das Hullprotein des Dengue-Virus und waren in der Lage, die Virus-
Last in einem in-vitro-Zellkultursystem innerhalb von vier Tagen um zirka zwei log-

Stufen zu reduzieren3,

Die erzielten Ergebnisse stellen keinen Durchbruch bei dem Versuch dar, die Expressi-
on von ETV6/RUNX1 suffizient zu hemmen und so neue Einblicke in den Wirk-
mechanismus der Translokation zu gewinnen. Allerdings geben die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse durchaus Anlass, das vorgestellte System weiter zu verfolgen.

Verschiedene Ansatze sind dafur geeignet. Zum einen konnten HT1080-TA1-Klone
isoliert werden, die den Ribozym-Vektor besonders gut exprimieren, weil sie zum
Beispiel mit Uberdurchschnittlich vielen Viruspartikeln transduziert worden sind.

Zum anderen ist eine Umklonierung des Basisvektors und die Verwendung eines Pro-
motors, der in HT-1080 bzw. REH-Zellen potenziell aktiver ist, denkbar. Es ware zum
Beispiel moglich, die in HT-1080 und REH-Zellen hervorragend funktionierenden
PR-Vektoren zu modifizieren. Eine Expression des Tetrazyklin-Regulationssystems
unter der Kontrolle des SFFV-U3-Promotors sollte theoretisch gut funktionieren. Auch
ware ein Austausch des H1-Promotors gegen einen anderen Pol-llI-Promotor vorstell-
bar. Letzteres durfte technisch aber sehr anspruchsvoll, dabei aber nicht zwangsweise

aussichtsreich sein.

In Zukunft mussen unbedingt systematisch alle Virustiter bestimmt werden und es muss
untersucht werden, ob die verwendeten Viren moglicherweise in das Genom der Ziel-
zellen integrieren, dort aber (teil-)inaktiviert werden. Auch sollte eine Transduktion von
Zellen angestrebt werden, die ein ,physiologisches” ETV6/RUNX1-Expressionsniveau
haben und nicht artifiziell ungewohnlich groe Mengen ETV6/RUNX1 exprimieren. Fur

derartige Versuche bietet sich die Leukamie-Zelllinie REH an.
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Letztlich ist noch viel Arbeit zu tun, aber es konnte sehr lohnend sein, den lentiviralen
Ribozymtransfer als neue Strategie zur posttranskriptionellen Expressionshemmung
von ETV6/RUNX1 zu verfolgen.
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6 Zusammenfassung

Die Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1 sind essenzielle Regulatoren der Hama-
topoese. Durch die kryptische chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922), die bei
ca. 25% der akuten lymphoblastischen Leukamien (ALL) im Kindesalter nachweisbar ist,
entsteht das Fusionsgen ETV6/RUNX1, das zur Bildung eines aberranten Fusionspro-
teins fuhrt. Essenzielle regulatorische Funktionen beider Transkriptionsfaktoren werden
dadurch nachhaltig gestort. Die exakten Bedeutungen von ETV6 und RUNX1 in der
Hamatopoese sind noch nicht abschlieRend geklart. Ebenso ist die Rolle des Fusions-
proteins in der Leukamogenese bislang unklar.

In verschiedenen Studien wurde versucht, die Expression des Fusionstranskriptes mit
Hilfe von RNA-Interferenzstrategien posttranskriptionell zu unterdricken. Dies gelang
nur mit begrenztem Erfolg. Das liegt wahrscheinlich daran, dass siRNA-basierte
Eingriffe in die Genregulation nur dann spezifisch sein konnen, wenn die verwendete
siRNA exakt den ETV6/RUNX1-Fusionsbereich als Ziel hat. Alle anderen Sequenzen
kommen nicht nur im Fusionsgen sondern auch im zweiten ETV6- bzw. im zweiten

RUNX1-Allel vor. Im Fusionsbereich bietet sich aber kein optimales siRNA-Ziel.

Hammerhead-Ribozyme sind sehr kurze, katalytisch wirksame RNA-Molekule, die in
der Lage sind, definierte RNA-Sequenzen zu schneiden. Sie sind damit potenziell
ebenso geeignet, die Expression von Genen posttranskriptionell zu regulieren wie inter-
ferierende RNA-Molekule. Fur Ribozyme gelten zwar grundsatzlich die gleichen Ein-
schrankungen wie fur siRNA. Aufgrund des ganzlich unterschiedlichen Wirkmechanis-
mus gelang einer koreanischen Arbeitsgruppe aber dennoch ein Ribozym mit Wirksam-
keit gegen ETV6/RUNX1 zu identifizieren.

Das Einbringen regulatorisch wirksamer RNA-Entitaten durch lentivirale Transduktion
hat den wesentlichen Vorteil, dass der entsprechende Nukleinsaureabschnitt stabil in
das Genom der Zielzelle integriert wird und deswegen nicht in zukunftigen Zellteilungen
verloren geht. Aullerdem konnen zusatzliche Sequenzen in die Zielzellen eingebracht
werden, die wiederum die Expression des regulatorisch wirksamen RNA-Molekuls be-
einflussen. Dadurch lassen sich Regulationseffekte gewissermalien an- und abschalten.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das bekannte, die Expression von ETV6/RUNX1
posttranskriptionell beeinflussende Hammerhead-Ribozym mit der Bezeichnung
buRz28 lentiviral in eine selbst generierte ETVG6/RUNX1-exprimierende Modellzelllinie
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eingebracht und untersucht, ob das lentiviral transferierte Ribozym ebenso wirksam ist
wie das episomal durch Transfektion eingebrachtes Ribozym.

Es konnte gezeigt werden,

» dass die Modellzelllinie HT-1080 nach Transduktion mit einem selbst klonierten
lentiviralen Vektor stabil ETV6/RUNX1 exprimiert,

» dass sich die ETV6/RUNX1 exprimierenden HT-1080-Zellen lentiviral mit dem
Ribozym buRz28 transduzieren liel3en,

» und dass das lentiviral eingebrachte Ribozym buRz28 zu einer posttranskriptio-
nellen Herabregulierung der Genexpression fuhrt.

Die in dieser Arbeit verwendete Methodik ist sehr innovativ. Bislang gibt es kaum Publi-
kationen zu lentiviral vermitteltem Ribozymtransfer. Diese Technik konnte sich als gute
Alternative zur posttranskriptionellen Genexpressionshemmung erweisen, insbesondere

dann, wenn die Zielsequenz kein geeignetes Ziel fur siRNA bietet.
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7 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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