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Validierung und funktionelle Charakterisierung einer Cathepsin
S - Gain-of-Function Mutation im Follikulären Lymphom

Zusammenfassung

Das follikuläre Lymphom (FL) ist eines der häufigsten B-Zell-Lymphome. Es zeichnet sich durch ei-

ne hohe klinische und genetische Heterogenität aus. Bei fast allen FL ist die IGH/BCL2-Translokation

t(14;18) vorhanden, welche aber für das Entstehen der Erkrankung nicht ausreichend ist. Diese Ar-

beit identifiziert und validiert eine bisher unbekannte rekurrente Hotspot-Mutation in Cathepsin S

(CTSS). CTSS ist eine Cysteinprotease, welche vor allem im Endolysosom von antigenpräsentieren-

den Zellen und malignen B-Zellen exprimiert wird. In der untersuchten Stichprobe zeigen 18 von

305 Patienten mit einem FL eine Mutation in CTSS. In 14 der genannten 18 Fälle ist die Position

Tyrosin (Y) 132 betroffen, bei 13 der 14 Proben handelt es sich um einen Tausch von Tyrosin zu

Aspartat (D). Ausgehend von diesem Ergebnis wurden die Hotspot-Mutation Y132D, die Mutation

M185V und ein Knock-out (KO) von CTSS in Zelllinien mit der Translokation t(14;18) eingefügt.

Dabei gelang es, Single-Cell derived Clones der Zelllinie Karpas422 mit dem Knock-in Y132D bezie-

hungsweise M185V zu etablieren. Der CTSS KO erfolgte in Karpas422 und DB-Zellen sowie in der

Burkitt-Lymphom Zelllinie DG-75. Der Vergleich der CTSS-Expression in Karpas422 CTSS Y132D

zu Karpas422 CTSS Wildtype (WT) zeigte eine signifikante Verschiebung der Ratio von inaktiven

CTSS zugunsten von aktiven CTSS in CTSS Y132D. Im nächsten Schritt wurde CTSS Y132D

mittels Immunpräzipitation isoliert und in einem in vitro Substrate Cleavage Assay mit CTSS WT

verglichen. CTSS Y132D besitzt dabei eine zweieinhalb- bis vierfach erhöhte Cleavage Activity im

Vergleich zu CTSS WT und stellt damit eine Gain-of-Function Mutation dar.

Da CTSS für seine Rolle in der Prozessierung von MHC-II, BCL2, TLR9 und der Degradierung

der extrazellulären Matrix bekannt ist, könnte CTSS Y132D einen funktionellen Einfluss auf die

Interaktionen zwischen dem FL und seinem Tumor-Microenvironment ausüben. Der Einfluss der

Gain-of-Function Mutation auf die CTSS-Struktur, die autokatalytische Aktivierung von CTSS

und die Aktivierung von T-Zellen wurde im weiteren Verlauf von unserer Arbeitsgruppe auf Grund-

lage des hier etablierten Zelllinienmodells untersucht. Weiterhin wurde die Auswirkung der Gain-of-

Function Mutation auf das Progress Free und Overall Survival von Patienten analysiert.
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1
Einleitung

Eine Grundvoraussetzung des menschlichen Lebens ist die Fähigkeit, Immunzellen in primären

und sekundären lymphatischen Organen zu proliferieren und zu differenzieren. Das lymphatische

System kann aber auch Ausgangspunkt von Erkrankungen sein. Der Begriff
”

Lymphom“ ist ein

Sammelbegriff für benigne und maligne Vergrößerungen des lymphatischen Systems. In der WHO-

Klassifikation von 2016 sind über 70 verschiedene Subtypen von malignen Lymphomen erfasst. We-

sentliche Hauptgruppen sind B-Zell-Neoplasien, T-Zell-Neoplasien, NK-Zell-Neoplasien, Hodgkin-

Lymphome, dendritische und histiozytäre Neoplasien sowie lymphoproliferative Postransplantati-

onsstörungen. 1 2014 erkrankten 19 406 Menschen in Deutschland an einem malignen Lymphom,

davon 87 % an Non-Hodgkin- und 11 % an Hodgkin-Lymphomen. 2 Klinische Zeichen für ein ma-

lignes Lymphom können vergrößerte Lymphknoten, Nachtschweiß oder Gewichtsverlust sein. Die

Sicherung der Diagnose erfolgt morphologisch, immunologisch und zunehmend molekulargene-

tisch.

Die Stadieneinteilung wird anhand der Ann-Arbor-Klassifikation durch Anamnese, Laboruntersu-

chung, Sonographie und weiterer Bildgebung vorgenommen. 3, 4
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Tabelle 1.1: Ann-Arbor-Klassifikation 3, 4

Stadium Beschreibung

I Involvierung einer einzelnen Lymphknotenregion, lymphoiden Struktur (Milz, Thymus,

Waldeyerrachenring) oder eines einzelnen extranodalen Herdes

II Involvierung von mehr als einer Lymphknotenregion auf einer Seite des Zwerchfells oder

Vorliegen eines lokalisierten Befalls eines einzelnen extralymphatischen Organs mit einer

regionalen Lymphknotenregion auf einer Seite des Zwerchfells

III Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells, welcher von einer

Beteiligung der Milz, eines extralymphatischen Organes oder beidem begleitet werden

kann

IV Multifokaler Befall von einem oder mehreren extralymphatischen Organen mit oder

ohne Lymphknotenbefall

Zusätze

A Abwesenheit von B-Symptomen

B B-Symptomatik

E Extranodaler Befall

S Milzbefall

Die Therapie von malignen Lymphomen reicht unter anderem von Watch & Wait über Chemo-,

Strahlen-, Immunochemotherapie, allogener Stammzelltransplantation bis hin zu neuen experimen-

tellen Therapiekonzepten. Die Prognose hängt maßgeblich vom Subtyp und dessen genetischen

Veränderungen ab.

1.1 Follikuläres Lymphom

Zusammen mit dem diffus großzelligen B-Zell-Lymphom ist das follikuläre Lymphom (FL) der am

häufigsten vorkommende Subtyp der malignen Lymphome. 5 In Deutschland erkranken pro Jahr
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knapp 3000 Patienten, wobei Frauen tendenziell häufiger betroffen sind als Männer. 2

1.1.1 WHO-Klassifikation

Das FL ist eine B-Zell-Neoplasie und als maligne Proliferation von atypischen Zellen des Keimzen-

trums definiert. Dabei bilden Zentrozyten und Zentroblasten follikuläre Strukturen. Je nach Vor-

herrschen von malignen unreifen Zentrozyten oder Zentroblasten werden folgende Grade histolo-

gisch eingeteilt. 6

Tabelle 1.2: Grading des follikulären Lymphoms 6

Grad Beschreibung

1 < 6 Zentroblasten pro Gesichtsfeld

2 6 - 15 Zentroblasten pro Gesichtsfeld

3a > 15 Zentroblasten pro Gesichtsfeld

3b Nur Zentroblasten bei fehlenden Zentrozyten im Gesichtsfeld

FL von Grad 1 bis 3a werden als indolent angesehen und zeigen einen weniger malignen Verlauf als

3b-Tumore. Das Risiko einer histologischen Transformation in ein aggressives Lymphom beträgt je

nach Therapie 3,6 bis 5,9 % über zehn Jahre. 7 Grad-3b-Tumore ähneln dem diffusen großzelligen

B-Zell-Lymphom und zeigen von Beginn an einen aggressiven Verlauf. 8

1.1.2 Pathogenese

Charakteristisch für das FL ist die große Variabilität an molekularen Veränderungen. Dennoch ist

für über 80 % der fortgeschrittenen Fälle die Translokation t(14;18) (BCL2/IGH) kennzeichnend,

welche während der V(D)J-Rekombination in der B-Zelle entsteht. Dabei wird die Promoterregion

des B-Cell-Lymphoma 2 (BCL2)-Gen auf Chromosom 18 mit der für die Immunglobulin Heavy

Chain (IGH) kodierenden Enhancer-Region auf Chromosom 14 fusioniert. 9, 10, 11, 12 Dies führt

zu einer Überexpression des antiapoptisch wirkenden Proteins BCL2 und konsekutiv zu einem

Überlebensvorteil der mutierten Zelle. 13 BCL2-Translokationen sind auch in B-Zellen gesunder

3



Kontrollgruppen detektierbar und erhöhen das Erkrankungsrisiko ab einem Schwellenwert von

> 10 -4 t(14;18)-Kopien in Blutproben um den Faktor 23. 14, 15, 16 Nach aktuellem Forschungsstand

ist eine alleinige BCL2-Translokation für die Entstehung eines FL nicht ausreichend. Erst wenn wei-

tere genetische Mutationen erworben werden, kommt es zur Erkrankung. 17, 18 Diese Mutationen

können in kodierenden Regionen für epigenetische Regulationsmechanismen, Transkriptionsfakto-

ren, Kinasen und anderen Signalmolekülen liegen. 19

1.1.3 Tumormilieu

Als weiterer wichtiger Faktor in der Entwicklung des FL wurde in den letzten Jahren das Microenvi-

ronment identifiziert, dass die Interaktion zwischen Tumorzelle und Umgebung beeinflusst. Dieses

Microenvironment wird unter anderem von nicht malignen Zellen, wie follikulären T-Helferzellen,

regulierenden T-Zellen, zytotoxischen T-Zellen, Retikulumzellen, follikulären dendritischen Zellen,

antigenpräsentierenden Zellen, Stromazellen, Blutgefäßen, der extrazellulären Matrix und weiteren

Strukturen gebildet. 18, 20 Veränderungen der Genexpressionssignatur dieser Zellen können dabei

prognostisch relevant sein. 21, 22 Ein Teil der Veränderungen betrifft zudem die Signalwege, welche

die Immunantwort gegenüber dem FL modulieren. Untersucht sind in B-Zelllymphomen unter an-

derem Mutationen in der Histon-Acetyltransferase CREBBP und der Histon-Methyltransferase

EZH , welche beide an der Antigen- und MHC-Präsentierung beteiligt sind. 23, 24, 25, 26 Auch

Veränderungen am MHC-Molekül selbst, zum Beispiel durch Modifikation von B2M, stören die

MCH-I-Präsentierung und können dazu führen, dass diese Zellen unter anderem schwieriger von

zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. 23, 27

1.1.4 Therapie

Das FL wird meist im Ann-Arbor Stadium III oder IV diagnostiziert und gilt dann als unheilbar. 28

Für Erkrankungen im Stadium I und II wird in kurativer Absicht eine Radiotherapie plus Rituximab-

Gabe empfohlen, in speziellen Fällen auch eine Rituximab-Monotherapie oder Watch & Wait. In

den fortgeschrittenen Stadien III und IV werden die Symptomatik und die Tumorlast in die The-

rapieentscheidung miteinbezogen. Nur bei asymptomatischen Patienten mit niedriger Tumorlast

kann ein Watch & Wait-Ansatz oder in Ausnahmefällen eine Rituximab-Monotherapie erfolgen.
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Bei Patienten mit hoher Tumorlast oder symptomatischer Erkrankung ist eine Kombination aus

Rituximab plus Chemotherapie (CHOP, CVP oder Bendamustin) mit gegebenenfalls anschließen-

der Rituximab-Erhaltungstherapie durchzuführen. 29 Die autologe Stammzellretransfusion kommt

dahingegen nur für therapierefraktäre Fälle in Frage. 30 Individuelle Risikofaktoren oder molekular-

biologische Daten werden aktuell noch nicht standardmäßig in den Therapieempfehlungen berück-

sichtigt. Durch die Entwicklung und Zulassung von neuen Therapien, wie zum Beispiel weiterent-

wickelten CD20-Antikörpern, PI3K- oder BTK-Inhibitoren, werden die Therapieempfehlungen

aber in Zukunft stärker individualisiert werden. 31, 32, 33

1.1.5 Prognose

Auf Grund der großen Heterogenität des FL ist eine Verlaufsprognose schwierig. In einer retro-

spektiven Analyse von Tan et al. betrug das mediane Gesamtüberleben 18 Jahre bei einer 10-Jahres-

Überlebensrate von 80 %, jedoch ist die individuelle Prognose stark von den molekulargenetischen

Eigenschaften des Tumors abhängig. 34 Einen weiteren wichtigen Risikofaktor stellt die frühe Pro-

gression of Disease innerhalb von 24 Monaten nach der Erstlinientherapie (POD24) dar. Patienten

der POD24-Gruppe haben ab Progress ein medianes Gesamtüberleben von weniger als 5 Jahren. 35

Um das Risiko für Patienten besser abschätzen zu können, werden Scores wie der Follicular Lym-

phoma International Prognostic Index (FLIPI), der FLIPI2 und der PRIMA-PI verwendet, welche

rein auf klinischen Parametern beruhen. 36, 37, 38 Im Gegensatz dazu integriert der m7-FLIPI zusätz-

lich genetische Faktoren und teilt die Patienten in eine Niedrig- und Hochrisikogruppe für ein The-

rapieversagen ein. Grundlage hierfür ist, dass die untersuchten genetischen Mutationen mit einem

höheren (MEF2B, ARID1A, EZH2) oder niedrigeren (EP300, FOXO1, CREBBP, Card11) Risiko

für frühes Therapieversagen assoziiert sind. Zusätzlich werden die klinischen Parameter des FLIPI

wie das Alter, die Ann-Arbor-Klassifikation, die Anzahl der betroffenen Lymphknotengebiete, das

LDH-Level, das Hämoglobin-Level und der ECOG-Performancestatus in die Berechnung mitein-

bezogen. In einem Zeitraum von fünf Jahren erlitten 62 % der Patienten der Hoch-Risikogruppe ein

Therapieversagen im Gegensatz zur Niedrig-Risikogruppe, in welcher der Anteil nur 23 % betrug. 39
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1.2 Cathepsin S - Mutationen im follikulären Lymphom

Weigert et al. konnten 2012 am Beispiel eines Donor-derived-FL vertiefte Einblicke in den zeitli-

chen Ablauf der Mutationsentstehung im FL gewinnen. Im Jahr 1999 erkrankte eine 41-jährige

Patientin an einer chronisch myeloischen Leukämie und wurde ein Jahr später mit einer Knochen-

markspende ihrer Schwester (Donor) therapiert. Weiterhin erhielt sie zwei Jahre nach der Knochen-

markspende zusätzlich noch dreimalig Donor Lymphocyte Infusions (DLI). Neun Jahre nach der

Transplantation entwickelten beide Schwestern fast simultan ein FL mit identischen Veränderungen

in BCL2/IGH, welche bereits in der DLI nachweisbar waren. Dies legt den Schluss nahe, dass spä-

testens zum Zeitpunkt der DLI eine gemeinsame maligne Vorläuferzelle übertragen wurde. Durch

Exomsequenzierung der DLI und der beiden FL wurde festgestellt, dass praktisch alle Shared Muta-

tions der FL bereits in der DLI vorhanden waren, Non-shared Mutations dahingegen nicht. Unter

den nachgewiesenen Mutationen fand sich auch eine Mutation in Cathepsin S (CTSS) an der Stelle

M185, welche im Donor-FL und den malignen Vorläuferzellen, aber nur zu einem kleinen Anteil im

Empfänger-FL, detektierbar war. 40 Bei einer erneuten Analyse der Proben mittels Targeted Hybrid

Capture Resequencing wurde in beiden FL zwei unterschiedliche somatische Missense-Mutationen

jeweils an der Position Y132 identifiziert, welche nicht in der DLI vorhanden waren und somit unab-

hängig erworben wurden. 23

1.3 Cathepsin S

CTSS ist eine lysosomale Cysteinprotease, welche überwiegend im Endolysosom von antigenpräsen-

tierenden Zellen exprimiert wird und auf Chromosom 1 kodiert ist. 41 Es gehört zu einer Familie von

15 verschiedenen Proteasen (Cathepsin-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G, -H, -K, -L, -O, -S, -V, -W, und -X),

welche sich in ihrer Struktur, ihrem Aktivierungsmechanismus und ihrer Zielstruktur unterschei-

den. Ihre Einteilung erfolgt einerseits nach ihrer proteolytischen Aktivität als Aspartat-, Cystein-

oder Serinproteasen, andererseits nach ihrem Ansatzpunkt als Endo- , Exo-, oder Endoexopepti-

dasen. 42 CTSS wird als 331 Aminosäuren (AS) langes, 37 kDa schweres inaktives Präproenzym

(prä-CTSS) im endoplasmatischen Retikulum hergestellt. Dabei besteht es aus einem Signalpeptid

(16 AS), einem Propeptid (98 AS) und einer aktiven Domäne (217 AS). 43, 44 Das Signalpeptid wird
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für den Transport in den Golgi-Apparat benötigt und danach abgetrennt, sodass ein enzymatisch

inaktives Proenzym (pro-CTSS) vorliegt. In den Lysosomen wird das Proenzym durch autokata-

lytische Vorgänge und Prozessierung durch andere Enzyme in seine aktive Form (aktives-CTSS)

überführt. 45, 46, 47 CTSS ist unter den Cysteinproteasen einmalig, da es neben seiner Aktivität unter

sauren Bedingungen auch unter nicht saurem pH aktiv bleibt. 48, 49, 50

Abbildung 1.1: CTSS-Struktur: Das Signalpeptid ist in Grau, das Propeptid in Blau und die aktive
CTSS-Form in Rot dargestellt.

1.3.1 Funktion

CTSS besitzt eine breite Substratspezifität und ist an verschiedenen intra- und extrazellulären Pro-

zessen beteiligt. 51, 52 Die am besten untersuchte Rolle von CTSS ist die Beteiligung an der MHC-

Präsentierung in antigenpräsentierenden Zellen. CTSS ist dabei an der proteolytischen Prozessie-

rung von Antigenen beteiligt und entscheidend für den korrekten Abbau von CD74, welches die

MHC-II Bindungsstelle vor frühzeitiger Antigenbindung schützt. 53, 54 Weiterhin spielt CTSS unter

anderem eine Rolle bei der Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLR) und der Apoptoseregula-

tion. 55, 56 Im extrazellulären Raum ist CTSS am Abbau der extrazellulären Matrix beteiligt und in

dieser Funktion unter anderem Gegenstand aktueller Forschung beim Glioblastom oder Pankreas-

inselzellkarzinom. 44, 57, 58, 59, 60
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1.3.2 Stellenwert von CTSS in der MHC-II-Präsentierung

CTSS ist essentiell für die erfolgreiche Prozessierung des Major Histocompatibility Complex II

(MHC-II), da es am Abbau von CD74, auch Invariant Chain genannt, und der Freisetzung von

Class II-associated Invariant-Chain-Peptide (CLIP) beteiligt ist. 61

Abbildung 1.2: MHC-II-Prozessierung: Die Antigenbindungsstelle ist durch CD74, welches CLIP (rot)
enthält, blockiert, sodass keine Antigenbindung möglich ist (1). Verschiedene Proteasen prozessieren
schrittweise CD74 (1-4). CTSS schneidet den N-Terminusanteil von CD74 (4, 5) und hinterlässt CLIP in der
Antigenbindungsstelle (5). HLA-DM setzt CLIP frei (5, 6), sodass Antigene an der Bindungsstelle binden
können (6). Nach 62 und 63. Grafikelemente von Biorender.

Unbeladene MHC-II-Komplexe befinden sich im endoplasmatischen Retikulum (ER) und werden

durch CD74, vor einer frühzeitigen Antigenbindung geschützt. 64, 65 Der CD74-Anteil, welcher die

Bindungsstelle blockiert, wird als CLIP bezeichnet. 66 Der MHC-II-CD74-Komplex verlässt das ER

und fusioniert mit einem Endo-/Lysosom, das Fremdproteine enthält. CD74 ist für den Transport

durch die endolysosomalen Kompartimente notwendig und unterliegt dabei einer schrittweisen pro-

teolytischen Spaltung an der luminalen Domäne durch Aspartat- und Cysteinproteasen. 67, 68 Am

Ende blockieren nur noch CLIP und ein 9,3 kDa langer N-Terminusanteil die Bindungsstelle. CTSS

schneidet sodann den N-Terminusanteil und lässt CLIP in der Antigenbindungsstelle zurück. Die-
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ser Prozess kann nur von CTSS und keinem anderen Cathepsin übernommen werden. 53, 69 CLIP

wird anschließend unter der Katalyisierung von HLA-DM freigesetzt und damit wird die Antigen-

bindungsstelle freigegeben. 70 Ein Knock-out (KO) von CTSS führt zu einer fehlerhaften CD74-

Prozessierung und einer Akkumulation von MCH-II-CD74-Komplexen an der Zelloberfläche. 54, *

*Als Quelle für die MHC-II-Präsentierung dienten weiterhin die Reviews von Honey et al.,
2003 und Sercarz, 2003.
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2
Fragestellung

Die Fragestellung dieser Arbeit beruht auf der bereits einleitend geschilderten Beobachtung, dass

zwei Patienten in CTSS an der Position Y132 konvergente Mutationen entwickelten. Da dies eine

funktionelle Relevanz in der Pathogenese des FL implizieren könnte, wurde daraus die Hypothese

dieser Arbeit entwickelt: CTSS besitzt an der Position Y132 eine neue, bislang unbekannte Hotspot-

Mutation, welche die Aktivität von CTSS in vitro beeinflusst. Die Validierung dieser Hypothese ist

Gegenstand der hier vorliegenden Promotionsarbeit und resultiert aus folgenden Arbeitsschritten:

1. Rückblickende Analyse der vorliegenden Sequenzierdaten aus der Arbeit von Pastore et al. in

Bezug auf Anzahl und Art der Mutationen in CTSS. 39

2. Etablierung einer Strategie, um mit Hilfe von CRISPR-Cas9 die Hotspot-Mutation Y132D,

die Mutation M185V und einen Knock-out (KO) von CTSS in ein Zelllinienmodell mit der

Translokation t(14;18) zu überführen.

3. Isolierung von CTSS Wildtype (WT), CTSS Y132D und CTSS M185V mittels Immunpräzi-

pitation.
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4. Vergleich der Expression und der proteolytischen Aktivität von CTSS WT vs. CTSS Y132D

vs. CTSS M185V in vitro.

Teile dieser Arbeit sind in eine Publikation in Cell Reports mit dem Titel
”

Cathepsin S Alterations

Induce a Tumor-Promoting Immune Microenvironment in Follicular Lymphoma“ eingeflossen. 23
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3
Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikörper

Tabelle 3.1: Erstantikörper für Western Blot

Antigen Bestellcode Spezies Verdünnung Hersteller

BCL2 B-3170 Maus 1:5000 Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
CD74 AB181465 Maus 1:2000 Abcam (U.K./ Cambridge)
CTSS AF 1183 Ziege 1:2000 R&D Systems (USA/ Minneapolis)
ERK 9102 Hase 1:1000 Cell Signaling (USA/ Danvers)
HSP-90 4877S Hase 1:5000 Cell Signaling Technology (USA/ Danvers)
Mcl1 4572 Hase 1:500 Cell Signaling Technology (USA/ Danvers)
PARP 9542 S/L Hase 1:500 Cell Signaling Technology (USA/ Danvers)
pERK 43777 Hase 1:1000 Cell Signaling Technology (USA/ Danvers)
TLR9 SAB Hase 1:2000 Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
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Tabelle 3.2: Zweitantikörper für Western Blot

Antigen Bestellcode Verdünnung Hersteller

Hase W4011 1:5000 Promega (USA/ Madison)
Maus W4021 1:5000 Promega (USA/ Madison)
Ziege Sc-2020 1:5000 Santa Cruz Biotechnology (USA/ Dallas)

3.1.2 Chemikalien

Tabelle 3.3: Chemikalien

Name Hersteller

2-Isopropanol Carl Roth (GE/ Karlsruhe)
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
Acrylamid Carl Roth (GE/ Karlsruhe)
Agarose Promega (USA/ Madison)
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
Ethanol Merck (GE/ Darmstadt)
LB-Agar Carl Roth (GE/ Karlsruhe)
Methanol Merck (GE/ Darmstadt)
Milchpuder Carl Roth (GE/ Karlsruhe)
Protein Assay Dye Reagenz Biorad (USA/ Hercules)
Roti-GelStain Carl Roth (GE/ Karlsruhe)
Sodiumdodecylsulfat Biorad (USA/ Hercules)
Tetrametylethylendiamin Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
Tween 20 Carl Roth (GE/ Karlsruhe)

3.1.3 Enzyme

Tabelle 3.4: Enzyme

Name Schnittstelle Hersteller

AciI 5’ C↓CGC 3’ New England Biolabs (UK/ Ipswich)
3’ GGC↑G 5’

DpnII 5’↓ATC 3’ New England Biolabs (UK/ Ipswich)
3’ CTAG↑ 5’

KpnI 5’ GGTAC↓C 3’ New England Biolabs (UK/ Ipswich)
3’ C↑CATGG 5’

13



Bpil (Bbsl) 5’ GAAGACN2 ↓3’ Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
3’ CTTCTGN6 ↑5’

3.1.4 Kits

Tabelle 3.5: Kits

Name Hersteller

Cathepsin S Fluorometric Assay Kit BioVision (USA/ San Francisco)
Pierce 660nm Protein Assay Kit ThermoFisher (USA/ Waltham)
DNA Blood Mini Kit Qiagen (GE/ Hilden)
KOD Hot Start DNA Polymerase Merck, Millipore (GE/ Darmstadt)
Primary Cell Nucleofector Kits for Nucleofector II Lonza (SUI/ Basel)
PureLink RNA Mini Kit LifeSciences (USA/ Irvine)
PureYield Plasmid Miniprep System Promega (USA/ Madison)
PureYield Plasmid Midiprep System Promega (USA/ Madison)
QIAquick PCR Purification Kid Qiagen (GE/ Hilden)
SuperScript III First-Strand Synthesis System Invitrogen (USA/ Carlsbad)

3.1.5 Laborequipment

Tabelle 3.6: Laborequipment

Name Zusammensetzung

Analysenwaage ABJ-NM Kern & Sohn (GE/ Balingen)
Varioclav HP Labortechnik (GE/ München)
BD Aria II BD Biosciences (USA/ Franklin Lakes)
Blockthermostat BT 1302-hlc Biotech (GE/ Bovenden)
Centrifuge 5424 R Eppendorf (GE/ Hamburg)
Crusheisbereiter - Ice Maker FM-AKE-SB Hoshizaki (JPN/ Nagoya)
Ebox VX5 Vilber (GE/ Eberhardzell)
Fusion XPress SL7 Spectra Vilber (GE/ Eberhardzell)
Gefrierschrank (-20° C) - KTR 1544 Bosch (GE/ Gerlingen)
Gefrierschrank (-80° C) - HERAfreeze HFU B ThermoFisher (USA/ Waltham)
GloMax Discover Promega (USA/ Madison)
Heraeus Megage 40 Universalzentrifuge ThermoFisher (USA/ Waltham)
Inkubationsschüttler - Multitron II Infors HT (SUI/ Bottmingen)
Inkubator Modell CB 160 Binder (GE/ Tuttlingen)
Kühlschrank (4° C) - GSL 11430 Bosch (GE/ Gerlingen)
Labogaz 206 Campingaz (GE/ Hungen-Inheiden)
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Tabelle 3.6: Laborequipment

Name Zusammensetzung

Mikrowelle Siemens (GE/ München)
Millipore Q-Pod MerckMillipore (DE/ Darmstadt)
Mini Horizontal Gel System - VWR (GE/ Erlangen)
PerfectBlue Gel System Mini L
Mr. Frosty Freezing Container Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
Nanodrop 1000 VWR (GE/ Erlangen)
Pipetten Eppendorf (GE/ Hamburg)
Pipetus Hirschmann (GE/ Eberstadt)
Power Pac 300 Biorad (USA/ Hercules)
Roller - RS-TR-05 Phoenix Instrument (GE/ Garbsen)
Sicherheitswerkbank FlowSafe B-130 Berner (GE/ Elmshorn)
Stickstoffbehälter Messer (GE/ Bad Soden am Taunus)
Thermocycler peqSTAR 2x Universal VWR (GE/ Erlangen)
Tischzentrifuge Sprout Biozym (AUT/ Wien)
Vortex-Genie 2 Scientific Industries (GE/ Bohemia)
Wasserbad Typ 1003 GFL (GE/ Burgwedel)
Zellzähler Vi-CELL XR Beckmann Coulter (USA/ Brea)

3.1.6 Plasmide

Tabelle 3.7: Plasmide

Name Eigenschaften Herkunft

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) CRISPR-Cas9 Backbone Zhang Lab (USA/ Boston)
Cas9_CTSS-M185V Für M185V Knockin Diese Arbeit (GE/ München)
Cas9_CTSS-Y132D Für Y132D Knockin Diese Arbeit (GE/ München)
Cas9_CTSS-KO Für CTSS Knockout AG Bultmann (GE/ München)

Das pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) kann von Feng Zhang bezogen werden (Addgene plasmid
48138; http://n2t.net/addgene:48138 ; RRID:Addgene 48138).

3.1.7 Template-Oligo

Der template-Oligo (t-Oligo) wird benötigt, um beim Knock-in (KI)-Experiment der Zelle eine
Korrekturvorlage vorzugeben.
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Tabelle 3.8: Sequenzen der t-Oligos

Name Sequenz 5’ - 3’

Y132D agccagtggcagagaaatatcacatataagtcaaaccctaatcggatattgcctgattctgtggactggagagagaaagggtgtgtt
actgagtgaaaGatcaagtgagtattaccatcccaagcgtctgaaccctaggtagagctctttaaatgcttagtctagctacagaat
ttgacagtgaatcttacagtcccac

M185V gctgaagctgaaaacaggaaagctggtgtctctcagtgcccagaacctggtggattgctcaactgaaaaatgtcttaagcaaactttt
tgtgatggaaacaaaggctgcaatggCggcttcGtgacaacTgctttccagtacatcattgataacaagggcatcgactcagacg
cttcctatccctacaaagccatggtgc

Großgeschrieben sind Veränderungen, welche im Vergleich zur WT CTSS-Basensequenz vorgenommen
wurden, um den KI durchzuführen, eine Restriktionsenzymschnittstelle zu schaffen oder um die
Bindespezifität zu erhöhen.

3.1.8 Guide-RNA

Die guide-DNA wird benötigt, um den CRISPR-Cas9-Komplex zur gewünschten Lokalisation des
Doppelstrangbruches zu navigieren. Dabei muss beachtet werden, dass die hier verwendete Cas9 ein
5-NGG-Protospacer Adjacent-Motif in der Zielsequenz zur Bindung benötigt. 71

Tabelle 3.9: Guide-RNA für Y132D und M185V

Name Sequenz 5’ - 3’ (Annealingtemperatur)

CTSS_M185V_gRNA_FWD CACCGCAATGGTGGCTTCATGACAA (95°C)
CTSS_M185V_gRNA_REV aaacTTGTCATGAAGCCACCATTGC (95°C)
CTSS_Y132D_gRNA_FWD CACCGAGCTCTACCTAGGGTTCAG (95°C)
CTSS_Y132D_gRNA_REV aaacCTGAACCCTAGGTAGAGCTC (95°C)
CTSS_KO_gRNA_FWD CACCGTACCTACCATGTCTCCCAGG (95°C)
CTSS_KO_gRNA_REV TTCTGTACACGTTCTTACGTCCTT (95°C)
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3.1.9 Primer

Tabelle 3.10: Primer

Name Sequenz 5’ - 3’ (Annealingtemperatur)

CTSS_M185V_scr-cDNA_FWD GTTCTTGTGGTGCTTGCTGGG (56,3°C)
CTSS_M185V_scr-cDNA_REV GACATTTCTGATCCATGGCTTTGTAGG (58,2°C)
CTSS_M185V_scr-gDNA_FWD GGTTCTTGTGGTGCTTGCTG (56,43°C)
CTSS_M185V_scr-gDNA_REV CCAGCACAGTCAGTCAGTGG (57,04°C)
CTSS_Y132D_scr-cDNA_FWD CTGAGAGTTCCCAGCCAGTG (55,9°C)
CTSS_Y132D_scr-cDNA_REV CAGGTTCTGGGCACTGAGAG (55,9°C)
CTSS_Y132D_scr-gDNA_FWD GATGAGTTCCCTGAGAGTTCCC (55,96°C)
CTSS_Y132D_scr-gDNA_REV ACACGTGGGACTGTAAGATTC (53,99°C)
GAPDH_ex9&ex10_cDNA_FWD CACCCACTCCTCCACCTTTG (55,9°C)
GAPDH_ex9&ex10_cDNA_REV TCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTG (57,7°C)

3.1.10 Puffer

Tabelle 3.11: Puffer

Name Zusammensetzung

1,2% Agarosegel 200 ml: 2,4 g Agarose, ad 1x TBE
Running Buffer Western Blot 1 l: 1x NuPage Running Buffer, ad Aqua dest.
TBS 1 l: TBS 1x, 0,1% Tween 20
TBST 1 l: 2,41 g Tris, 17,53 g NaCl, ad Aqua dest.
Transferbuffer Western Blot 0,5 l: 25 ml NuPage Transfer Buffer, 500 µl Bolt Antioxidant, 50 ml

Methanol , ad Aqua dest.
Western Blot Sammelgel 12% 15 ml: 6,5 ml Aqua dest., 4,5 ml 40% acrylamide mix, 3,8 ml 1,5 M

Tris (pH 8,8), 0,15 ml 10% SDS , 0,15 ml 10% Ammoniumpersul-
fat, 0,006 ml TEMED

Western Blot Trenngel 5% 6 ml: 4,6 ml Aqua dest., 0,7 ml 40% Acrylamidmix, 0,5 ml 5 M Tris
(pH 6,8), 0,06 ml 10% SDS, 0,06 ml 10% Ammoniumpersulfat,
0,006 ml TEMED
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3.1.11 Software

Tabelle 3.12: Software

Name Hersteller

4Peaks Nucleobytes (NE/ Aalsmeer)
Adobe Creative Suite 6 Adobe (USA/ San José)
Benchling 2019 Benchling (USA/ San Francisco)
Abrufbar unter: https://benchling.com.
Biorender 2019 Biorender (CAN/ Toronto)
Abrufbar unter: https://biorender.com.
ImageJ 2019 Rüden et al. 72

Cosmic 3D Sanger-Institue (UK/ Hingston)
LaTex Diese Doktorarbeit wurde mit LaTex geschrieben,

entwickelt von Leslie Lamport basierend auf Do-
nald Knuths Tex. Die in dieser Arbeit verwendete
Formatvorlage wurde von J. Suchow online (git-
hub.com/suchow/Dissertate) veröffentlicht

Microsoft Office 2007/ 2016 Microsoft (USA/ Redmond)
Primer3 Whitehead Institute for Biomedical Research (USA/

Cambridge)
Prism 6 Graphpad Software (USA/ La Jolla)
SerialCloner 2.6 Frank Perez
Texmaker 5 Pascal Brachet

3.1.12 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.13: Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

0,2 ml PCR Tube Strips Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Ambion Nuclease Free Water Life Technologies (USA/ Carlsbad)
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection GE Healthcare (UK/ Little Chalfont)
Reagent
Amersham ECL Western Blotting Detection GE Healthcare (UK/ Little Chalfont)
Reagent
Amersham Hybond P 0.45 PVDF GE Healthcare (UK/ Little Chalfont)
Antibiotisch-Antimykotisch (100x) ThermoFisher (USA/ Waltham)
Bolt 4-12% Bis-Tris Plus Gels, 10-well Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Complete M Lysis Buffer Roche (SUI/ Basel)
Costar 5/ 10/ 25 mL serologische Pipetten Coring (USA/ Cornning)

18



CryoPure Tube Sarstedt (GE/ Nümbrecht)
DMEM Biochrom (GE/ Berlin)
DNA Loading Dye 6x ThermoFisher (USA/ Waltham)
Falcon 15/ 50 ml Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Falcon 5ml Rundboden polystyren Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Fetales Kälberserum Biochrom (GE/ Berlin)
Magic Marker Invitrogen (USA/ Carlsbad)
NuPage Bolt Sample Reducing Agent (10x) ThermoFisher (USA/ Waltham)
NuPage LDS Sample Buffer (4x) ThermoFisher (USA/ Waltham)
NuPage MES SDS Running Buffer (20x) ThermoFisher (USA/ Waltham)
NuPage Running Buffer ThermoFisher (USA/ Waltham)
NuPage Transfer Buffer (20x) ThermoFisher (USA/ Waltham)
One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Passive Lysis Buffer (5X) Promega (USA/ Madison)
PBS Pan Biotech (GE/ Aidenbach)
Pre diluted Protein Assay Standard Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Quick Load 2log DNA Ladder New England Biolabs (UK/ Ipswich)
Quick Load purple 50 bp Ladder New England Biolabs (UK/ Ipswich)
RPMI-1640 Biochrom (GE/ Berlin)
Safe-Lock Tubes Eppendorf (GE/ Hamburg)
SeeBlue2 Plus Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Semperguard Nitril Einweg-Handschuhe Sempermed (AUS/ Wien)
TC-Flasche T25/ T75/ T125 Sarstedt (GE/ Nümbrecht)
TC-Platte 6/ 12/ 24/ 48/ 96 Sarstedt (GE/ Nümbrecht)
TipOne Pipettenspitzen Starlab (GE/ Hamburg)
TRIzol Reagent Thermo Fisher Scientific (USA/ Waltham)
Whatman Gel Plotting Papier GB003 Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)

3.1.13 Zellen

Tabelle 3.14: Zellen

Name Hersteller

HEK293t ATCC CRL11268 (USA/ Manasas)
DB ATCC CRL 2289 (USA/ Manasas)
DG 75 ATCC CRL 2625 (USA/ Manasas)
Karpas422 Sigma-Aldrich (USA/ St. Louis)
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3.2 Methoden

3.2.1 Proteinstudien

3.2.1.1 Zelllyse für Western Blot

Zur Lyse wurden Zellen in 4°C kühlem PBS gewaschen, mit Complete Lysis Buffer M von Roche

inklusive Phosphatase-Inhibitor 2-3 versetzt und 15 Minuten auf Eis gelagert. Danach wurden die

Lysate bei maximaler Geschwindigkeit bei 4°C zentrifugiert und der Überstand abgenommen.

3.2.1.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. Die Lysate wurden dazu im Verhältnis

1:5 mit Wasser verdünnt und mit BioRad-Dye-Reagenz versetzt. Die Standardkurve wurde mit den

Beispielproteinen des Pierce 660 nm Protein Assay Kit pipettiert und die Absorption im GloMax bei

595 nm nach 15-minütiger Inkubation im Dunklen gemessen.

3.2.1.3 Proteindenaturierung

Die berechnete Proteinmenge (3.2.1.2) wurde mit dem NuPage LDS Sample-Buffer und dem NuPa-

ge Reducing-Agent nach Herstellerangaben versetzt und auf 30 µl pipettiert. Anschließend erfolgte

eine zehnminütige Inkubation bei 72°C im Heizblock.

3.2.1.4 Western Blot

Zur Trennung der Proteine wurden selbst hergestellte Gele (Tabelle 3.11) oder bei größeren Volumi-

na vorgefertigte Gele von ThermoScientific Fisher verwendet. Für die Darstellung von CTSS wurde

eine Spannung von 120 Volt für 60 Minuten angelegt, für andere Proteine ergaben sich teils längere,

teils kürzere Zeiten. Der Proteintransfer wurde auf eine in Methanol aktivierte PVDF-Membran bei

20 Volt für 60 Minuten durchgeführt. Anschließend wurde die Membran eine Stunde in 5%iger-

TBST-Milch geblockt, mit dem Erstantikörper über Nacht und dem Zweitantikörper für eine Stun-

de versetzt. Zwischen und nach den Inkubationen wurde die Membran jeweils dreimal zehn Minu-

ten mit 5%igem-TBST gewaschen. Die Membran wurde für drei Minuten in der ECL Western Blot

20



Reagenz inkubiert und die Bilder mit Hilfe des digitalen Geldokumentationsystems Fusion aufge-

nommen.

3.2.1.5 Immunpräzipitation

Zur CTSS-Anreicherung wurden 30 × 106 Zellen in 4°C PBS gewaschen, mit 200 µl 4°C Passive

Lysis Buffer (PLB) versetzt und 15 Minuten bei leichtem Schütteln auf Eis lysiert. Anschließend

wurde das Lysat 30 Minuten mit maximaler Geschwindigkeit bei 4°C zentrifugiert. Aus dem Über-

stand wurde die Proteinkonzentration (3.2.1.2) bestimmt und 600 µg Protein auf 1 ml 0,5x PLB

pipettiert. Für die erste Immunpräzipitation (IP) wurden G-Beads und 2 µg IgG-Goat-Antikörper

hinzugegeben, um unspezifische Bindungen im zweiten IP-Schritt zu vermeiden. Das Gemisch wur-

de sodann im Kühlschrank für eine Stunde inkubiert und anschließend mit 2000 g zentrifugiert. Der

Überstand dieser ersten IP wurde mit frischen Protein G-Beads plus 2 µg CTSS Antikörper versetzt

und 3 Stunden im Kühlraum inkbuiert. Abschließend wurde das IP-Produkt 3 Mal in 0,5x PLB

gewaschen und in 200 µl 0,5x PLB resuspendiert.

3.2.1.6 Cleavage Assay

Die Messung der CTSS-Aktivität erfolgte mittels eines modifizierten Fluoreszenzassays von BioVisi-

on. Das Reaktionsgemisch für den Versuch wurde auf Eis in einem abgedunkelten Raum pipettiert.

Tabelle 3.15: Reaktionsgemisch für Cathepsin S-Aktivitätsassay

Menge Produkt

15 µl IP-Produkt nach 3.2.1.5

35 µl PLB

50 µl Reaktionspuffer

2 µl VVR-Substrat

Das VVR (Valin-Valin-Arginin)-Substrat besitzt einen AMC (Amino-4 Trifluoromethyl Coumarin)-

AFC (Aminofluorocoumarin)-Tag, welcher freigesetzt wird, sobald VVR-AMC durch CTSS ge-
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schnitten wird. Die Menge an freigesetztem AMC spiegelt die proteolytische Aktivität von CTSS

wider und kann bei einer Extinktion von 400 nm und einer Emission von 505 nm in einem Lumi-

niszenzmessgerät bestimmt werden. Um zu überprüfen, ob pro CTSS-Probe die gleiche Menge an

CTSS geladen wurde, wurden jeweils 15 µl der Probe in einem Western Blot quantifiziert. Da die

leichte Kette des IP-CTSS-Antikörpers mit 25 kDa auf einer ähnlichen Höhe wie aktives CTSS (24

kDA) liegt, wurde sowohl ein regulärer, als auch ein HRP-Antikörper, welcher nur an intaktes IgG

bindet, verwendet.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Zellkultur

Die Zellen wurden in RPMI-1640 oder DMEM mit einem 10 %-Anteil an fetalem Kälberserum

(FKS) kultiviert. Je nach Zelllinie wurde beim Splitten eine Zelldichte von 0,2 - 0,5 × 106 Zellen pro

ml angestrebt. Das Nährmedium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Der CO2-Anteil des Inkuba-

tors betrug 5 % , die Temperatur 37°C und die relative Luftfeuchtigkeit 95 %.

3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Vor der Zugabe des Einfriermediums, welches aus 10 % DMSO und 90 % FKS bestand, wurden 10

× 106 Zellen abgezählt und in PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Kühlung der Zellen für

drei Tage bei -80°C, um abschließend im Stickstofftank bei -200°C gelagert zu werden.

Aufgetaut wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad. Die aufgetauten Zellen wurden

einmal in vorgewärmten Medium gewaschen und anschließend kultiviert.

3.2.2.3 Einfrieren von Bakterien

600 µl einer angezüchteten Bakterienkolonie wurden mit 600 µl Glycerol versetzt und bei -80°C

gelagert.

22



3.2.2.4 Zellzählung

Die Zellzahl und Viabilität der Zellen wurde mit Hilfe des Vi-Cells berechnet. Dazu wurden 0,5 - 1

ml Zellen in ein Zellzählgefäß gegeben und mittels automatischer Bilderkennung gezählt.

3.2.2.5 Elektroporierung

Die Elektroporierung erfolgte mit dem Nucleofector II Kit von Lonza. Dazu wurden 1 × 106 Zel-

len zweimal in PBS gewaschen, in 100 µl Solution V suspendiert und in die dafür vorhergesehene

Kuvette pipettiert. Zusätzlich wurden 2 µg des jeweiligen Plasmids (Tabelle 3.7) und bei den KI Ex-

perimenten 4 µg eines t-Oligos (Tabelle 3.8) hinzugefügt. Anschließend wurden die Zellen mit dem

Programm X-01 elektroporiert, mit 0,25 ml RPMI-1640 und 0,25 ml FKS versetzt und das gesamte

Volumen aus der Küvette in eine 24-Well-Platte mit 0,5 ml RPMI-1640 und 0,5 ml FKS gegeben.

Abschließend wurden die Zellen 48 Stunden bis zum Single Cell Sort inkubiert.

3.2.2.6 Single Cell Sort

Das pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) Plasmid enthält eine 2A-EGFP-Markierung, welche bei erfolg-

reicher Elektroporation transient durch die Zelle exprimiert wird. 48 Stunden nach der Elektropora-

tion wurden die Zellen mit der höchsten GFP (green fluorescent protein)-Expression als Einzellzellen

in eine 96-Well-Platte mit 160 µl RPMI-1640, 40 µl FKS und einer antibiotisch-antimykotischen

Lösung sortiert. Je Versuch wurden zehn 96-Well-Platten hergestellt. Abschließend wurden die Zel-

len drei Wochen bis zum Screening (3.2.3.5) inkubiert.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 ist ein Komplex, welcher ursprünglich als Abwehrsystem gegen Phagen in Bakterien

entdeckt wurde. 73 Dabei erkennt der CRISPR-Cas9-Komplex eine palindromische Sequenz und

schneidet diese. Durch gezielte Manipulation kann der Komplex dazu genutzt werden, einen Dop-

pelstrangbruch in Prokaryonten oder Eukaryonten zu erzeugen. 74 Somit wird es möglich, das Ge-

nom präzise zu bearbeiten. 71, 75 Zur Identifizierung der Zielsequenz dient eine guide-DNA, welche
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in ein Plasmid mit CRISPR-Cas9 eingefügt wird. Das in dieser Arbeit verwendete pSpCas9(BB)-

2A-GFP-Plasmid besitzt Cas9 von S. pyogenes, einen GFP-Tag, eine Ampicillin-Resistenz und ist

synthetisch hergestellt.

3.2.3.2 Klonierung und Transformation der guide-DNA in E. coli

Zuerst wurden die guide-DNA-Stränge (Tabelle 3.9) zusammengefügt und bei 95°C für 5 Minuten

im Heizblock inkubiert.

Tabelle 3.16: Guide-DNA Annealing nach Ran 71

Substanz Volumen

sgRNA-FWD (Tabelle: 3.9) (100 µM) 20 µ

sgRNA-REV (Tabelle: 3.9) (100 µM) 20 µ

T4 ligation buffer 5 µ

ddH2O 5 µ

Im nächsten Schritt wurde die guide-DNA in das pSpCas9-Plasmid kloniert und mittels PCR am-

plifiziert.

Tabelle 3.17: Klonierung modifiziert nach Ran 71

Substanz Menge

pSpCas9 (BB) 40 fmol

Annealed gRNA Fragment 120 fmol

Fast Digest BpiI (ThermoFisher) 1 µl

T4 Ligase (30 U) 1 µl

T4 Ligase Buffer 2 µl

ddH2O auf 20 µl
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Tabelle 3.18: PCR-Klonierung nach Ran 71

Zyklusnummer Konditionen

1 - 54 37°C für 5 min, 20°C für 5 min

55 37°C für 60 min

56 65°C für 10 min

Das Plasmid wurde in E. coli nach dem OneShot-Protokoll transformiert und auf einer Ampicil-

lin Agarplatte ausgesät. Anschließend wurden je Plasmid zwölf Kolonien ausgewählt und in LB-

Medium über Nacht im Bakterieninkubator inkubiert.

3.2.3.3 Mini- und Maxiprep

Die Bakterienkultur wurde mit dem PureYield Plasmid Miniprep System verarbeitet und in 30 µl

Elutionspuffer gelöst. Nach Messung der DNA-Konzentration und Kontrolle der Plasmide (3.2.3.4)

wurden je Plasmid vier Kolonien für einen Maxiprep ausgewählt. Dieser Prozessschritt erfolgte mit-

tels des Pure Yield Plasmid Maxiprep Systems nach Herstellerangaben.

3.2.3.4 Restriktionsverdau der Plasmide

Zur Kontrolle, ob die Transformation (3.2.3.2) erfolgreich war, wurde ein Doppelverdau mit BbsI

und KpnI durchgeführt. Dabei zeigt ein erfolgreicher Einbau der guide-RNA in den Backbone nur

eine Bande im Agarosegel, da durch die Insertion die BbsI-Sequenz zerstört wird. Bei einem fehlge-

schlagenen Einbau wird die BbsI-Sequenz nicht zerstört und es sind zwei Fragmente sichtbar.

3.2.3.5 Screening der CRISPR-Cas9 Klone

Um die Klone nach dem Single Cell Sort auf den erfolgreichen KI oder KO hin zu untersuchen,

wurde das
”

Protocol for Rapid and Versatile Genome Engineering Using The MIN (Multifunc-

tional Integrase) Strategy“ des Departments Biologie für Human Biology & Bioimaging der LMU

benutzt. 76
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Im ersten Schritt wurden dazu die inkubierten Klone, welche sich in 96-Well-Platten befanden, ge-

splittet, eine Hälfte in Kultur behalten und von der anderen Hälfte die gDNA extrahiert.

Tabelle 3.19: Herstellung des Lysepuffers nach LMU-Protokoll 76

Substanz Volumen

1x PCR Buffer (500 mM Tris, 100 mM CaCl2) 5 µl

Proteinase K (50 µg/ml) 0,25 µl

1.7 µM SDS 0,05 µl

H2O 44,7 µl

Im nächsten Schritt wurden die DNA der lysierten Klone mit den Screeningprimern (Tabelle 3.10)

vervielfältigt.

Tabelle 3.20: Herstellung des PCR-Mixes nach LMU-Protokoll 76

Substanz Volumen

Forward Screening Primer (10 µM) 1 µl

Reverse Screening Primer (10 µM) 1 µl

5x MyTaq Buffer 5 µl

MyTaq 0,1 µl

H2O 15,4 µl

Tabelle 3.21: PCR-Zyklen nach LMU-Protokoll 76

Zyklusnummer Denaturierung Annealing Elongation

1 95°C, 300 s

2 - 45 95°C, 30 s 60°C, 30s 72°C, 30s

46 72°C, 40 s
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Für das folgende Screening der KO-Klone wurde das PCR-Produkt der zu untersuchenden Klone

in ein Agarosegel geladen und auf Abweichungen von der CTSS WT-Produktgröße kontrolliert.

Klone, welche von der CTSS WT-Größe abwichen, waren positiv im PCR-Screening und wurden

für die weitere Verifizierung mittels Westernblot und Sanger-Sequenzierung ausgewählt.

Bei den KI-Klonen führt ein erfolgreicher KI nicht zu einer Veränderung der Produktgröße, da die

Basenpaaranzahl sich nicht von der des CTSS WT unterscheidet. Daher wurden 10 µl des PCR-

Produkts in ein Agarosegel geladen und die restlichen 7,5 µl für den Digest verwendet.

Tabelle 3.22: Herstellung des Digest-Mixes nach LMU-Protokoll 76

Substanz Volumen

10x FastDigest Buffer Green (Thermo) 1 µl

AciI oder DpnII 0,5 µl

H2O 11 µl

Anschließend wurde das PCR-Agarosegel mit dem Digest-Agarosegel verglichen. Da bei erfolgreich

veränderten Klonen der Einbau einer Restriktionsenzymschnittstelle erfolgte, können diese mit

dem passenden Enzym (Tabelle 3.4) erfolgreich verdaut werden und zeigen im Digest-Gel andere

Produktgrößen als im PCR-Gel.

3.2.3.6 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte gemäß der Single-Step-Methode mit TRIzol nach Herstellerangaben.

Die RNA-Konzentration wurde photospektrometrisch mit dem Nanodrop1000 bestimmt.

3.2.3.7 Synthese von cDNA

Die cDNA Synthese wurde aus der isolierten RNA (3.2.3.6) mit der SuperScript II reversen Tran-

skriptase nach Herstellerangaben durchgeführt.
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3.2.3.8 Extraktion von gDNA

Die genomische DNA wurde aus 5 × 106 Zellen mittels des DNA Blood Mini Kits extrahiert und

die Konzentration bei einer Wellenlänge von 260 nm auf dem Nanodrop1000 gemessen.

3.2.3.9 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion wurde mit der Poylmerase KOD durchgeführt. Für KOD kam dabei

folgendes Step-Down Protokoll zum Einsatz.

Tabelle 3.23: Step-Down Protokoll

Zyklusnummer Denaturierung Annealing Elongation

1 95°C, 120 s

2 - 4 95°C, 30 s 74°C, 40s 68°C, 40s

5 - 7 95°C, 30 s 70°C, 40s 68°C, 40s

8 - 10 95°C, 30 s 68°C, 40s 68°C, 40s

11 - 13 95°C, 30 s 70°C, 40s 68°C, 40s

14 - 16 95°C, 30 s 66°C, 40s 68°C, 40s

17 - 19 95°C, 30 s 62°C, 40s 68°C, 40s

20 - 22 95°C, 30 s 58°C, 40s 68°C, 40s

23 - 47 95°C, 30 s 54°C, 40s 68°C, 40s

48 68°C, 300s

Für das Screening der KI-Zellen wurde die Polymerase Bioline MyTaq (Tabelle 3.21) benutzt.

3.2.3.10 Sequenzierung

Die entsprechenden DNA-Abschnitte wurden bei GATC-Biotech sequenziert. Dazu wurden 80-

100 ng aufgereinigte DNA mit 5 µM Primer auf 10 µl Gesamtvolumen pipettiert.
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3.2.3.11 Gelelektrophorese

Die Größe der DNA-Fragmente wurde durch Gelelektrophorese in einem 1,2 - 1,5 %-TBE-Agarosegel

mit 1x Roti-Gel-Stain bestimmt. Die DNA wurde mit einer Loading-Dye gemischt und in das mit

1x TBE-Puffer bedecktem Gel geladen. Als Größenmarkierung diente eine 50 beziehungsweise 100-

Basenpaare Markierung. Anschließend wurde eine Spannung von 140 Volt für 45 Minuten angelegt.

Die Auswertung erfolgte mit dem digitalen System Ebox VX5.

3.2.4 Sequenzierdaten

Die in Formalin fixierten, in Paraffin eingebetteten Patientenproben wurden im Rahmen der Publi-

kation von Pastore et al. 2015 sequenziert. 39 Diese Sequenzierdaten bilden die Grundlage der Aus-

wertung im Ergebnisteil. Gewertet wurden nicht-silente Mutationen in CTSS mit einer Variant Alle-

le Frequency von ≥ 10 % .* Die Sequenzierdaten sind auf Mendeley-Data (DOI 10.17632/pr5cfx8mnh.1)

unter Figure 1 - VarCall_ FLonly _PLG&HemoSeq _ 2014 10 28.xlsx zugänglich.

3.2.5 Statistik

Die Statistikberechnungen wurden mit Hilfe von Graphpad 6.0. berechnet. Bei einem p-Wert < 0,05

wurde der Test als statistisch signifikant gewertet.

*In der Publikation von Bararia et al. wurden auch (subklonale) Mutationen mit einer
Variant-Allele-Frequency < 10 % berichtet.23
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4
Ergebnisse

4.1 CTSS Y132D ist eine Hotspot-Mutation

Durch die allogene Stammzelltransplantation wurde in dem geschilderten Fall (1.2) vom Spender ei-

ne Vorläuferpopulation des FL mit identischen BCL2 und IgH-Rearrangements auf den Empfänger

übertragen. Bei Diagnosestellung neun Jahre nach allogener Stammzelltransplantation fielen neben

identischen Mutationen in Spender und Empfänger, unterschiedliche Mutationen am Codon Y132

in CTSS auf, welche nicht in der Vorläuferpopulation der DLI nachweisbar waren. Diese unabhängi-

ge Entwicklung von CTSS Y132N (Spender) beziehungsweise CTSS Y132S (Empfänger) spricht für

eine konvergente Evolution und damit für eine funktionelle Relevanz der Mutation. Im Gegensatz

dazu steht die Mutation am Codon M185, welche zwar im Spender-FL und der Vorläuferzellpopu-

lation nachweisbar war, aber nur in einer subklonalen Fraktion des Empfänger-FL. Dies legt nahe,

dass CTSS M185V eine Begleitmutation ohne funktionellen Einfluss darstellt. In einer Analyse der

Ergebnisse von Pastore et al. durch unsere Arbeitsgruppe zeigte sich eine statistisch signifikante Häu-

fung von somatischen Mutationen in CTSS. Insgesamt wurde in 18 (6 %) von 305 Patienten bei
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einem Cut-Off-Wert der Variant Allele Frequency von ≥ 10 % eine Mutation in CTSS identifiziert.

Eine Mutation betraf die Position M185 (1/ 18) und führte zu einem Tausch von Methionin (M)

zu Valin (V). 78 % der Mutationen betrafen dahingegen die Position Y132 (14/ 18) und 93 % davon

führten zu einem Tausch von Tyrosin (Y) zu Aspartat (D) (13/ 14).* Um zu bestätigen, dass es sich

um somatische Mutationen handelt, wurden die FL-Biopsien mit DNA aus dem peripheren Blut

oder Knochenmarkmaterial verglichen.

Abbildung 4.1: Verteilung der Non-silent-Mutationen in CTSS: A) zeigt die Verteilung der
Punktmutationen in CTSS. Die Mutationen sind je nach Aminosäuretausch farblich markiert. Tyrosin zu
Aspartat ist in Grün, Tyrosin zu Serin in Blau, Methionin zu Valin in Rot und weitere nicht näher definierte
Mutationen in Grau dargestellt. Es wurden 305 primäre FL-Biopsien untersucht. SP steht für Signalpeptid
und PP für Propeptid. B) zeigt repräsentativ den Vergleich von Tumorbiopsie (links) und Keimbahnmaterial
(rechts) nach PCR und Sanger-Sequenzierung. Die entscheidende Base wurden mit einem ↓ markiert.

*In der zugehörigen Publikation in Cell Reports wurden auch (subklonale) Mutationen mit
einer Variant-Allele-Frequency < 10 % berichtet.23
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4.2 Knock-out von CTSS

CRISPR-Cas9 wurde benutzt, um einen Doppelstrangbruch im Bereich der Exon 3-Intron-Region

von CTSS zu induzieren, da hier die Spezifität des CRISPR-Cas9-Komplexes möglichst hoch und

das Off-Targeting-Risiko möglichst niedrig sind. 76 Der Doppelstrangbruch wird von der Zelle in

den allermeisten Fällen durch das Einfügen von Deletionen oder Insertionen im Rahmen der Non-

homologous end-joining-Reparatur behoben, womit gegebenenfalls eine Frameshift-Mutation ent-

steht.

4.2.1 Transfektion und Sortierung

Für den KO wurden die t(14;18) positiven Lymphomzelllinien DB, DG75 und Karpas422 elek-

troporiert (3.2.2.5), mit dem KO-Plasmid transfiziert und 48 Stunden später sortiert. Dabei wurde

eine Rate von 12,2 - 36,9 % an GFP-positiven Zellen erzielt, von denen wiederum die Zellen mit der

höchsten GFP-Expression für die Einzelzellsortierung ausgewählt wurden.

Abbildung 4.2: Single Cell Sort der drei Zelllinien 48 Stunden nach Elektroporation mit dem
CRISPR-Cas9-CTSS-KO-Plasmid: Schwarze Punkte entsprechen GFP-positiven Zellen.

4.2.2 Screening der sortierten Zellen

Beim Screening der sortierten Zellen wurde überprüft, ob sich die PCR-Produktlänge der CTSS

KO-Klone im Vergleich zur CTSS WT-Kontrolle verändert hatte. Dazu wurde die gDNA der KO-

Klone extrahiert und mittels PCR vervielfältigt (3.2.3.5).
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Abbildung 4.3: Strategie für den CTSS KO: A) zeigt die Lokalisation der gRNA, des Exons 3 und des
Introns. B) zeigt die Lokalisation der Primer und C) die zu erwartende Produktgröße bei (unverändertem)
CTSS WT.

Bei erfolgreicher Disruption weicht die Größe der PCR-Produkte der KO-Klone von der von CTSS

WT ab.

Abbildung 4.4: Exemplarisches PCR-Screening für den CTSS KO: Mit CRISPR-Cas9-CTSS-KO
transfizierte Karpas422-Zellen wurden auf Veränderungen der Produktgröße im Agarosegel getestet. Mit ↑
sind Abweichungen von der 318 Basenpaar-WT-Produktlänge markiert.

Exemplarisch für alle Zelllinien zeigen die Karpas422 Klone 1/E2, 1/E12, 1/F1, 1/F3 und 1/F10

Veränderungen der Produktgröße und haben damit ein positives Screeningergebnis. Eine doppelte

Bande, wie bei 1/F3, ist ein Hinweis darauf, dass die beiden Allele für CTSS unterschiedlich verän-

dert wurden.

4.2.3 Kontrolle der CTSS-Expression

Zur Verifizerung des CTSS KO wurde die CTSS-Expression auf Proteinebene im Western Blot über-

prüft. Pro-CTSS (37kDa) und aktives-CTSS (24kDa) sind bei den Kontrollen Karpas422 WT, Kar-
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pas422 1/A1 und 293t CTSS zu erkennen. Bei den Einzelzellklonen mit positivem Screeningergeb-

nis 1/E2, 1/E12, 1/F1, 1/F3 und 1/F10 ist dahingegen keine aktive Form von CTSS zu erkennen.

Abbildung 4.5: Western Blot-Kontrolle der Karpas422-Klone: Mit CRISPR-Cas9-CTSS-KO transfizierte
Karpas422 Zellen wurden auf die CTSS-Expression getestet. Als Ladekontrolle wurde Tubulin benutzt. Bei *
wurde im Vergleich zu den anderen Proben weniger Protein geladen, sodass 293t CTSS in der Tubulin-
Ladekontrolle nicht zu sehen ist.

4.2.4 Bestätigung der Knock-out-Kandidaten

Zur finalen Bestätigung des CTSS KO wurde die Sanger-Sequenz der positiv gescreenten Klone

analysiert. Diese wiesen alle unterschiedlich lange Insertionen oder Deletionen auf. Repräsentativ ist

bei Klon 1/F1 die Verifizierungsstrategie gezeigt.
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Abbildung 4.6: Verifizierung des CTSS KO: Oben ist die Strategie für den CTSS KO zu sehen. In der Mitte
ist die Sequenz von Karpas422 CTSS WT der von Karpas422 CTSS KO Klon 1/F1 gegenübergestellt. Die 28
Basendeletion wurde durch } gekennzeichnet. Unten ist die Sanger-Sequenz von Karpas422 CTSS KO 1/F1
zu sehen.

Die Exon 3-Intron-Region wurde bei Klon 1/F1 im Bereich der guide-RNA durch eine 28 Basende-

letion homolog beschädigt mit konsekutivem Frameshift.

4.3 Knock-in von Y132D und M185V in CTSS

Auch hier wurde CRISPR-Cas9 benutzt, um einen Doppelstrangbruch zu erzeugen. Dieser soll

anschließend im Rahmen der homologen Reparatur an Hand eines t-Oligos, der die KI-Mutation

Y132D oder M185V enthält, behoben werden.

4.3.1 Strategie Y132D

Für den Austausch von Tyrosin zu Aspartat wird das Basentriplett tat (Y) zu Gat (D) abgeändert.

Durch diese Veränderung wird zusätzlich eine Restriktionsenzymschnittstelle geschaffen, damit ein

Screening der sortierten Zellen mit DpnII (5’↓GATC 3’) möglich ist.
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Abbildung 4.7: Strategie für CTSS Y132D: Zu sehen sind die Aminosäuren- und Basensequenzen für CTSS
WT (oben) und CTSS Y132D (unten). In Grün ist die zu verändernde Aminosäure beziehungsweise Base
markiert.

4.3.2 Strategie M185V

Für den Austausch von Methionin zu Valin wird das Basentriplett atg (M) zu Gtg (V) abgeändert.

Zusätzlich wird noch eine weitere Veränderung an einer nicht kodierenden Base vorgenommen,

damit ein Screening der sortierten Zellen mit AciI (5’ C↓CGC 3’) möglich ist. Hierfür wird ggt zu

ggC abgeändert.

Abbildung 4.8: Strategie für CTSS M185V: Zu sehen sind die Aminosäuren- und Basensequenzen für CTSS
WT (oben) und CTSS M185V (unten). In Rot ist die zu verändernde Aminosäure beziehungsweise Base für
M185V und in Blau die zu verändernde Aminosäure für die Restriktionsenzymschnittstelle markiert.

4.3.3 Herstellung der CRISPR-Cas9-Plasmide für Y132D und M185V

Die guide-RNA für Y132D beziehungsweise M185V wurde in die zugehörige RNA-Kasette des

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) Plasmids eingefügt (3.2.3.2) und mittels Sanger-Sequenzierung

bestätigt. Das Plasmid enthält neben dem U6-Promoter die tracrRNA und die guide-RNA-Sequenz

für Y132D beziehungsweise M185V (Tabelle 3.9).
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Abbildung 4.9: Kontrolle der Backbone-Sequenzen für CTSS Y132D und CTSS M185V: Der U6-Promoter
ist blau, die eingefügte guide-RNA grau und der Beginn der tracrRNA orange markiert.

Die abgebildete Kontrolle zeigt die erfolgreiche Herstellung der Plasmide sowohl für CTSS Y132D,

als auch CTSS M185V.

4.3.4 Transfektion und Sortierung

Karpas422-Lymphomzellen wurden mit dem Plasmid für Y132D beziehungsweise M185V und dem

passenden t-Oligo (Tabelle 3.8) elektroporiert (3.2.2.5) und 48 Stunden später als Einzelzellen sor-

tiert (3.2.2.6). Dabei wurde eine Rate von 10,4 % bei CTSS Y132D beziehungsweise 2,0 % bei CTSS

M185V an GFP-positiven Zellen erzielt, von denen die Zellen mit der höchsten GFP-Expression für

die Einzelzellsortierung ausgewählt wurden.
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Abbildung 4.10: Single Cell Sort für CTSS Y132D und M185V: Zu sehen sind GFP-positive Zellen
(schwarz) 48 Stunden nach Elektroporation mit dem Plasmid für CTSS Y132D beziehungsweise CTSS
M185V.

4.3.5 Screening der sortierten Zellen

Im Falle eines erfolgreichen KI wird zusätzlich eine Restriktionsenzymschnittstelle geschaffen, wel-

che zum Screening der sortierten Zellen mittels eines Digests verwendet werden kann.

Abbildung 4.11: Prinzip des Digests: Bei erfolgreichem Einbau der Restriktionsenzymschnittstelle entstehen
durch den Digest mit DpnII beziehungsweise AciI aus einem PCR-Produkt zwei Digest-Produkte.

4.3.5.1 Screening für Y132D

Zum Screening der sortierten Zellen wurde im ersten Schritt überprüft, ob die PCR-Produktlänge

der CTSS Y132D-Klone mit der zur erwartenden Produktgröße von 226 Basenpaaren bei CTSS

WT übereinstimmt. Dies ist in der untenstehenden Abbildung exemplarisch bei fünf von sieben

Karpas422-Klonen der Fall. Eine kürzere Produktlänge spricht hingegen für durch CRISPR-Cas9
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induzierte Deletionen. Da bei einer erfolgreichen Veränderung von tat (Y) zu Gat (D) die Restrik-

tionsenzymschnittstelle 5’↓GATC 3’ (DpnII) geschaffen wird, kann durch einen Digest mit DpnII

überprüft werden, ob der KI von Y132D erfolgreich war.

Abbildung 4.12: Screening auf Y132D: A) zeigt die Produktgröße von Karpas422-Klonen nach der PCR. B)
zeigt die Produktgröße nach dem Digest mit DpnII. Mit ↓ ist eine Abweichung von der 226 Basenpaar-WT-
Produktlänge markiert. Eine Veränderung der Bandenhöhe ist ein Indiz für einen erfolgreichen Digest und
damit einen erfolgreichen KI. Screening in Kollaboration mit AG Bultmann.

Bei Klon 1/E2 entstanden durch den Digest aus dem 226 Basenpaar langen PCR-Produkt zwei klei-

nere Digest-Produkte mit den berechneten Längen von 121 und 105 Basenpaaren.

4.3.5.2 Screening für M185V

Beim Screening auf M185V zeigen exemplarisch fünf von fünf Klonen (DB und Karpas422) die zu

erwartende Produktgröße von 295 Basenpaaren. Da im Falle einer erfolgreichen Veränderung von ggt

(G) zu ggC (G) die Restriktionsenzymschnittstelle 5’ C↓CGC 3’ (AciI) geschaffen wurde, kann mit

einem Digest überprüft werden, ob der KI von M185V erfolgreich war. Bei Klon 1/F12 entstanden

durch den Digest aus dem 295 Basenpaar langen PCR-Produkt zwei kleinere Digest-Produkte mit

den berechneten Längen von 149 und 146 Basenpaaren.
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Abbildung 4.13: Screening auf M185V: A) zeigt die Produktgröße von Karpas422- und DB-Zellen nach der
PCR. B) zeigt die Produktgröße nach dem Digest mit AciI. Mit ↓ ist eine Abweichung von der 295
Basenpaar-WT-Produktlänge markiert. Eine Veränderung der Bandenhöhe ist ein Indiz für einen
erfolgreichen Digest und damit einen erfolgreichen KI. Screening in Kollaboration mit AG Bultmann.

4.3.6 Bestätigung der Knock-in-Kandidaten

Abschließend wurde der erfolgreiche KI der jeweiligen Mutation durch Sanger-Sequenzierung der

gDNA respektive cDNA validiert.

4.3.6.1 Verifizierung von Y132D

Bei Klon Karpas422 CTSS Y132D 1/E2 ist exemplarisch der erfolgreiche Basentausch von tat zu Gat

und die damit eingehende Veränderung der Aminosäure von Y zu D sowohl in der gDNA als auch

der cDNA zu sehen.
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Abbildung 4.14: Sanger-Sequenz von Karpas422 CTSS WT (oben) vs. Karpas422 CTSS Y132D 1/E2
(unten): Die Analyse der gDNA (links) und cDNA (rechts) zeigt den erfolgreichen Tausch der Aminosäure an
der Stelle 132 von Y zu D. Die Mutationsstelle wurde mit einem grünen ↓ markiert und blau hinterlegt.

4.3.6.2 Verifizierung von M185V

Bei Klon Karpas422 CTSS M185V 1/F12 ist der erfolgreiche Basentausch von atg zu Gtg und die

damit eingehende Veränderung der Aminosäure von M zu V sowohl in der gDNA als auch der

cDNA ersichtlich. Zusätzlich wurde auch der Basentausch ggt zu ggC für die Restriktionsenzym-

schnittstelle erfolgreich durchgeführt.
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Abbildung 4.15: Sanger-Sequenz von Karpas422 CTSS WT (oben) vs. Karpas422 CTSS M185V 1/F12
(unten): Die Analyse der gDNA (links) und cDNA (rechts) zeigt den erfolgreichen Tausch der Aminosäure an
der Stelle 185 von M zu V. Die Mutationsstelle wurde mit einem roten ↓ markiert und blau hinterlegt. Die
zusätzliche Mutation für die Restriktionsenzymschnittstelle ist mit einem blauen ↓ markiert.

4.4 Zusammenfassung CRISPR-Cas9 Knock-in und Knock-out

Für diese Arbeit wurden drei verschiedene Zelllinien mit den Konstrukten CTSS KO, CTSS Y132D

und CTSS M185V transfiziert. Folgende Tabelle zeigt die final bestätigten Klone, welche für wei-

tere Projekte benutzt wurden. Diese Klone wurden durch eine Kombination aus gDNA-, cDNA-

Ergebnissen und der Proteinexpression im Western Blot verifiziert.

Tabelle 4.1: Übersicht der ausgewählten und bestätigten CRISPR-Cas9 Klone.

Zelllinie Variante Anzahl Klon-Name

Karpas422 Y132D homozygot 3 1/E2, 1/F1, H41

Y132D Heterozygot 4 A11, B3, B7, C9

M185V Homozygot 1 1/F1

M185V Heterozygot 0

KO Knock-out homozygot 6 1/E2, 1/E12, 1/F1, 1/F3, 1/A2, 1/A3

DB Y132D Homozygot 0
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Y132D Heterozygot 1 A11

M185V Homozygot 0

M185V Heterozygot 1 B4

KO Knock-out homozygot 2 1/A4, 1/A10

DG75 KO Knock-out homozygot 5 1/A3, 1/B11, 1/D4, 1/F6, 1/F8

Für den CTSS KO wurden in drei unterschiedlichen Zelllinien insgesamt 2880 Zellen sortiert, von

denen 14 abschließend verifiziert wurden. Dies entspricht einer Erfolgsrate von 1,6 %.

Für den CTSS KI wurden in drei Zelllinien über 5568 Zellen sortiert, von denen vier homozygote

beziehungsweise sechs heterozygote KI sind. Dies entspricht einer Erfolgsrate von 0,07 % bei den

homozygoten und 0,11 % bei den heterozygoten Klonen.

4.5 Einfluss von CTSS Y132D auf das Zellwachstum

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob es durch die Mutation CTSS Y132D oder CTSS M185V

zu einem veränderten Wachstum im Vergleich zu nativen Karpas422-Zellen kommt. Die Analyse der

Wachstumskurve zeigt, dass beide Mutationen keinen Einfluss auf das Zellwachstum haben.

43



Abbildung 4.16: Wachstumskurve von Karpas422 CTSS WT, M185V und Y132D als normalisierter
Logarithmus über 12 Tage.

4.6 Erhöhung des aktiven Anteils von CTSS durch CTSS Y132D

Weiterhin wurde im Westernblot quantifiziert, inwieweit die CTSS-Expression durch die Mutation

CTSS Y132D oder CTSS M185V beeinflusst wird. Die Analyse des Verhältnisses von aktiven-CTSS

(24kDa) zu pro-CTSS (37kDa) zeigt, dass die Zelllinien mit CTSS Y132D einen 1,2 - 2,3 erhöhten

Anteil an aktiven-CTSS im Vergleich zu CTSS WT oder CTSS M185V besitzen.*

*In der zugehörigen Publikation in Cell Reports wurde ein modifiziertes Protokoll verwen-
det, sodass die absoluten Zahlen im Vergleich zu dieser Arbeit variieren.23
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Abbildung 4.17: Westernblot von Karpas422 mit CTSS WT und CRISPR-Cas9 veränderten
Single-Zell-Klonen mit CTSS Y132D (E2, F1, H41) und M185V (F12) (links). Ratio von aktiven-CTSS zu
inaktiven-CTSS in Karpas422 CTSS WT und CTSS Y132D (rechts).

4.7 Steigerung der proteolytischen Aktivität durch CTSS Y132D

Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob CTSS Y132D und das daraus resultierende veränderte

Verhältnis von aktiven-CTSS zu pro-CTSS die proteolytische Aktivität von CTSS beeinflusst. Zur

Messung der Aktivität wurde CTSS aus Karpas422 CTSS WT, den CRISPR-Cas9 Zelllinien Kar-

pas422 CTSS Y132D 1/E2, 1/F1, H41 und Karpas422 CTSS M185V F12 mittels Immunpräzipi-

tation isoliert. Damit soll sichergestellt werden, dass das mit einem AFC-Tag versehene künstliche

CTSS-Substrat Z-VVR des Assays nur von CTSS und nicht von anderen Cathepsinen geschnitten

wird. Mit Hilfe des künstlichen CTSS-Substrats wurde die Aktivität von CTSS WT, CTSS Y132D

und CTSS M185V nach 16 Stunden beziehungsweise über 24 Stunden verglichen (3.2.1.6).
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Abbildung 4.18: CTSS-Aktivitätsassay: A) zeigt durch Immunpräzipitation isoliertes CTSS und dient als
Kontrolle für die in den Assay geladene CTSS-Menge. B) zeigt die Aktivität von CTSS WT (schwarz), CTSS
M185V (rot) und CTSS Y132D (grün) nach einer Inkubation von 16 Stunden (links) und im zeitlichen
Verlauf über 24 Stunden (rechts)-.

Als Ergebnis wird deutlich, dass die Mutation Y132D die proteolytische Aktivität in vitro von CTSS

signifikant um das zweieinhalb- bis vierfache gegenüber CTSS WT oder CTSS M185V steigert.*

CTSS WT und CTSS M185V besitzen dahingehend eine vergleichbare Aktivität nach 16 bezie-

hungsweise über 24 Stunden. Der CTSS Inhibitor Z-FF-FMK sorgt für einen Verlust der CTSS-

Aktivität. Weiterhin zeigt sich in der Input-Kontrolle der Immunpräzipitation, dass die Mutation

Y132D zu einem Größenshift von pro-CTSS Y132D im Vergleich zu pro-CTSS WT oder pro-CTSS

M185V führt.

*In der zugehörigen Publikation in Cell Reports wurde ein modifiziertes Protokoll verwen-
det, sodass die absoluten Zahlen im Vergleich zu dieser Arbeit variieren.23
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5
Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Mutation CTSS Y132D im FL validiert und durch funktionelle Analysen

gezeigt, dass es sich um eine Gain-of-Function Mutation handelt, welche die Ratio von aktiven zu

inaktiven CTSS beeinflusst und zu einer signifikant erhöhten Cleavage Aktivität von CTSS Y132D

im Vergleich zu CTSS WT führt. Die Diskussion soll ein Erklärungsmodell für den auf der Position

Y132 lastenden Selektionsdruck bieten und die durch diese Arbeit eröffneten Möglichkeiten für eine

weitere Untersuchung der Mutation Y132D diskutieren.

5.1 Überblick über die Hauptergebnisse

5.1.1 Hotspot-Mutation in CTSS

Diese Arbeit identifiziert und validiert die neue rekurrente Hotspot-Mutation Y132D (TAT>GAT)

in CTSS. Dabei wird Tyrosin (Y), eine hydrophobe Aminosäure, durch Aspartat (D), eine polare,

kleinere und stärker negativ geladene Aminosäure, ausgetauscht. Die konvergente, unabhängige

Entwicklung von CTSS-Mutationen im Falle eines Donor-derived-FL nach Stammzelltransplan-
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tation in Donor und Recipient an derselben Position und das gehäufte Auftreten in zwei unab-

hängigen Kohorten weist auf einen Selektionsdruck und funktionelle Relevanz hin. 39 Die eben-

falls nachgewiesene, aber in dieser Arbeit nicht charakterisierte Mutation CTSS Y132S (4.1), zeig-

te eine vergleichbare Cleavage Activity in vitro wie CTSS Y132D. 23 Der Grund für das gehäufte

Auftreten von Y132D könnte in einer von Alexandrov et al. beschriebenen Mutationssignatur

für maligne B-Zell-Lymphome und die chronisch lymphatische Leukämie liegen. In diesem Fall

kommt es unter anderem an ApTpN-Sites von Tumoren, welche somatische Hypermutation am

Immunglobulin Gen durchlaufen haben, zum bevorzugten auftreten des Basenaustausches von T

zu G. 23 , 77 Eine Abfrage des Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) ergab, dass

für CTSS 89 Mutationen bekannt sind. Unter diesen befinden sich 69 Missense-Mutationen, 18

synonyme Substitutionen, eine Nonsense-Mutation und eine Frameshift-Deletion. Von den 69

Missense-Mutationen wurden neben Y132D und M185V nur neun weitere in mehr als einem Pati-

enten detektiert. Darunter sind Mutationen in soliden Tumoren, wie dem malignen Melanom, dem

großzelligen Lungenkarzinom, dem Ovarialkarzinom, dem Endometriumkarzinom, dem Cervix-

karzinom, dem Merkelzellkarzinom, dem Kolonkarzinom, dem Rektumkarzinom und dem Ewing

Sarkom.COSMIC-Datenbank: Abruf am 03.04.2019, 78 Bis zum jetzigen Stand wurde keine der in COSMIC

gelisteten Mutationen funktionell beschrieben. Die Mutation Y132D wurde bis jetzt nur im FL

entdeckt, nicht jedoch im diffus großzelligen B-Zelllymphom. Allerdings sind bisher nur kleine Fall-

zahlen untersucht. 79 Da die meisten Targeting NGS Panel aktuell CTSS nicht einschließen, könnten

Mutationen in CTSS weitaus häufiger als bisher angenommen auch in anderen Entitäten vorkom-

men. Um einen besseren Überblick über CTSS Mutationen zu erhalten, sollte CTSS in Zukunft in

die Sequenzierpanels von soliden und nicht soliden Tumoren integriert werden.

5.1.2 Erfolgreicher CTSS Knock-in und Knock-out

Zur Herstellung der CTSS Y132D-, CTSS M185V- und CTSS KO-Zellen wurde CRISPR-Cas9,

eine mittlerweile weit verbreite Methode für Genome Editing, benutzt. Das hier verwendete Pro-

tokoll basiert auf dem Einfügen eines Doppelstrangbruches zur Veränderung einzelner Basen oder

dem KO eines Genes. 71 Nachteile dieser Methode sind die Gefahr von Off-Targeting und die geringe

Effektivität beim KI. Beim Off-Targeting schneidet CRISPR-Cas9 nicht (nur) an der Zielsequenz,
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sondern auch (unerkannt) an anderer Stelle im Genom, da die guide-RNA nicht 100% spezifisch

für ihr Ziel ist. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit auch elektroporierte Zellen mit unauffäl-

ligen Screeningergebnissen in Kultur genommen, um sie als Kontrollen für die positiven Klone zu

verwenden. Um sicher zu gehen, dass innerhalb von CTSS kein Off-Targeting stattfand, wurde zu-

sätzlich das komplette für CTSS kodierende Gen sequenziert und der CTSS-Aktivitätsassay sowohl

mit mehreren CRISPR-Cas9 Klonen, als auch mit transfizierten HEK293t-Zellen durchgeführt.

Die geringe Effektivität des KI konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. Von 5568 sortierten Zellen

für den KI konnten nur vier (0,07%) homozygote und sieben (0,12%) heterozygote KI identifiziert

werden. Es gelang nicht, homozygote KI in mehr als einer Zelllinie herzustellen. Um die Ergebnisse

dieser Arbeit in einer weiteren Zelllinie verifizieren zu können, wurde der ebenfalls in dieser Arbeit

erstellte DG75 CTSS KO Klon 2/A1, welcher eine homologe 1 Basenpaardeletion aufweist, mit

pCIG CTSS WT, pCIG CTSS Y132D oder pCIG Empty Vector transfiziert. Mittlerweile gibt es

verschiedene Möglichkeiten, die Effektivität von KI Veränderungen zu erhöhen, welche zum Zeit-

punkt der experimentellen Versuche dieser Arbeit noch nicht bekannt waren. Eine davon ist die

Unterdrückung der nicht-homologen Reparatur mittels spezifischen chemischen Inhibitoren oder

durch die Koexpression eines Adenoviruses. 80 Eine andere Möglichkeit ist die Verwendung von

CRISPR-Cas9-Systemen, welche den Basenaustausch ohne Doppelstrangbruch durchführen und

die Effektivität auf bis zu 50% erhöhen können. 81 Die in dieser Arbeit versuchsweise durchgeführte

Strategie die Non-homologous-end-joining-Reparatur chemisch durch S2-Blockade zu inhibieren

und damit die Wahrscheinlichkeit für die Homologous-Reperatur zu steigern, war nicht erfolgreich.

Die Rate der erfolgreichen KO-Zellen (2880 sortierte Zellen, 480 gescreente Zellen) lag im Vergleich

zum KI deutlich höher und der KO war zudem in drei verschiedenen Zelllinien erfolgreich.

5.1.3 Y132D ist eine Gain-of-Function Mutation

Durch den erfolgreichen KI der Hotspot-Mutation in Karpas422 war es im nächsten Schritt mög-

lich, CTSS mittels Immunpräzipitation zu isolieren und zu sammeln. Hierdurch wurde gewähr-

leistet, dass keine Interaktionen mit anderen Cathepsinen auftraten und isoliert die Aktivität von

CTSS gemessen wurde. Die Isolation gleicher Menge an CTSS stellte zudem sicher, dass auch ei-

ne möglicherweise bestehende Hemizygotie keinen Einfluss auf den CTSS-Aktivitätsassay ausübt.
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Durch die Veränderung Y132D kommt es zu einer Verschiebung der Ratio von aktiven zu inaktiven

CTSS zugunsten von aktiven CTSS und zusätzlich zu einer Steigerung der proteolytischen Aktivität

um das Zweieinhalb- bis Vierfache im Vergleich zu CTSS WT oder CTSS M185V. CTSS Y132D

ist damit eine Gain-of-Function Mutation. Ursächlich für die veränderte Ratio und die erhöhte

Cleavage-Aktivität können mehrere Mechanismen sein. Der Austausch von Tyrosin zu Aspartat

könnte zu einer erhöhten autokatalytischen Konversion von inaktiven CTSS zu aktiven CTSS füh-

ren. Auf diese Möglichkeit weist die beschriebene veränderte Ratio von aktiven zu inaktiven CTSS

und das Auftreten einer zusätzlichen intermediären Bande bei CTSS Y132D hin. Auswertungen der

Halbwertszeit unterstützen dies, da pro-CTSS WT eine längere Halbwertszeit als pro-CTSS Y132D

besitzt und somit langsamer zu aktiven CTSS prozessiert wird. 23 Weiterhin könnte die Hotspot-

Mutation zu einer strukturellen Änderung in CTSS führen, welche zu einem verzögerten Abbau

von aktivem CTSS führt. Computersimulationen zeigten weiterhin, dass es durch Y132D zu einer

Veränderung der Tertiärstruktur kommt. Es verringert sich der Abstand zwischen Cystein-139, wel-

ches Teil der aktiven Triade C139-H278-N298 ist, und verschiedenen Cleavage-Sites, welche für die

autokatalytische Aktivierung von essentieller Bedeutung sind. 23, 82 Dies kann zu einer erhöhten

autokatalytischen Aktivierung und damit zu einer erhöhten Aktivität von CTSS führen. Ein wei-

terer Grund für die erhöhte CTSS-Aktivität kann der Verlust der Eigenschaften von Tyrosin sein.

Tyrosin besitzt eine Hydroxylgruppe, welche im Rahmen von posttranslationalen Regulationsme-

chanismen phosphoryliert werden kann. Aspartat dahingegen ähnelt mit seiner negativen Ladung

einer phospho-mimetic Stelle und gilt damit als
”

dauerphosphoryliert“ . CTSS Y132D könnte daher

anderen Regulationsmechanismen als CTSS WT unterliegen. Um zu untersuchen, ob Y132 eine

aktive Phosphorylisierungsstelle ist, sollte isoliertes CTSS WT und CTSS Y132D mit einem Phos-

phataseinhibitor behandelt und die Aktivität von CTSS WT mit CTSS Y132D verglichen werden.

Umgekehrt könnte in einem weiteren KI-Experiment Tyrosin durch Alanin an der Stelle 132 ersetzt

werden, um eine nicht zu phosphorylierende Aminosäure zu simulieren. Durch massenspektrome-

trische Analyse von CTSS konnte unsere Arbeitsgruppe neben der bereits bekannten Cleavage-Site

S94 auch zwei neue, bisher unbekannte Cleavage-Sites (D82, S95) identifizieren, welche in CTSS

Y132D dazu führen, dass die Position 132 näher an die aktive Triade C139-H278-N298 gelangt und

somit eventuell eine verstärkte autokatalytische Aktivierung erfolgt. 23
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5.2 Mögliche Auswirkungen abnormaler CTSS-Aktivität

Abbildung 5.1: Übersicht über die bisherige Arbeit und Ausblick auf mögliche Auswirkungen von
abnormaler CTSS-Aktivität. Grafiken von Biorender und Cosmic-3D. 83

Da auf Grund der Pathologie und Entstehung des FL im Keimzentrum keine stabilen originären

FL-Zelllinien existieren, wurden in dieser Arbeit Non-Hodgkin-B-Zelllymphom-Zellen verwendet,

welche das molekulare Charakteristikum t(14;18) des FL enthalten. 84 Die etablierten Karpas422

CRISPR-Cas9 CTSS-Klone erlauben es, die Auswirkungen der Gain-of-Function Mutation Y132D

51



zu studieren. Daneben können auch andere Mechanismen zu einer erhöhten CTSS-Aktivität füh-

ren. So ist der epigenetische transkriptionelle Suppressor BLIMP1/ PRDM1, welcher für die Tran-

skription von CTSS verantwortlich ist, in malignen Lymphomen nachweislich deletiert. Dies kann

konsekutiv zu einer unregulierten Transkription und damit zu einem erhöhten Vorliegen von CTSS

führen. 23, 85, 86 Weiterhin liegt CTSS auf Chromosom 1 Arm q-21, welches im FL nachweislich

gehäuft von Amplifikationen betroffen ist und somit zu einer erhöhten CTSS-Transkription füh-

ren könnte. 23, 87 Unsere Arbeitsgruppe konnte weiterhin nachweisen, dass es durch erhöhte Co-

py Number Gain beziehungsweise CTSS-Amplifikationen zu einer erhöhten CTSS-Expression

kommt. Damit liegt die Anzahl der FL-Patienten, welche von einer CTSS-Hyperaktivität (CTSS-

Überaktivität oder CTSS-Überexpression) betroffen sind, wahrscheinlich bei ungefähr 20%. 23

5.2.1 Intrazelluläre Auswirkungen

CTSS ist nach aktuellem Stand notwendig für die erfolgreiche MHC-II-Prozessierung. 54 Zusätz-

lich ist CTSS auch an der Prozessierung von TLR9 und der BCL2-Familie beteiligt, welche in der

Pathogenese von Tumoren ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen. 55, 56

5.2.1.1 Einfluss von CTSS auf MHC-II

Genexpressionsanalysen zeigen, dass CTSS besonders stark in antigenpräsentierenden Zellen expri-

miert wird. 88 Dies legt den Schluss nahe, dass eine erhöhte CTSS-Aktivität die Prozesse der Anti-

genpräsentation und Immunantwort direkt beeinflusst. Der prominente Stellenwert von CTSS in

der CD74-Prozessierung konnte in Karpas422 CTSS KO-Zellen bestätigt und die Akkumulation

von 8 beziehungsweise 10 kDa großen CD74-Fragmenten nachgewiesen werden.Daten nicht gezeigt, 89

Durch eine erhöhte CTSS-Aktivität könnte es daher umgekehrt zu einer beschleunigten CD74-

Prozessierung und einer erhöhten MCH-II-Expression kommen. Da bereits bekannte Mutationen,

zum Beispiel in CREBBP, die MHC-II-Expression verändern und die Prognose des Patienten beein-

flussen, sollte untersucht werden, ob CTSS Y132D die MHC-II-Expression und gegebenfalls auch

das Overall Survival beeinflusst. 24, 39

Um mögliche Auswirkungen von CTSS Y132D auf die Antigenpräsentation zu untersuchen, ver-

wendete unsere Arbeitsgruppe einen T-Zell-Stimulationsversuch. Dabei wurden Karpas422 und

52



DG75 CTSS KO-Zellen mit CTSS Y132D retransfiziert beziehungsweise die etablierten Single-Zell

Klone CTSS Y132D E2 und CTSS KO F1 verwendet. Die Zellen wurden mit MHC-II transfiziert

und mittels verschiedener Antigene (EBNA-LP, BZLF1, BMLF1 oder BBLF1) stimuliert. Anschlie-

ßend wurden entweder CD4+- oder CD8+-T-Zellen hinzugegeben und über 20 Stunden inkubiert.

Abschließend wurde die IFN-γ-Sekretion stellvertretend für die Aktivität der T-Zellen mittels ELI-

SA quantifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Zellen mit CTSS Y132D oder CTSS Überex-

pression eine erhöhte IFN-γ-Sekretion und damit eine höhere Aktivität von CD4+-T-Zellen im

Vergleich zu CTSS WT beziehungsweise CTSS KO zeigen. Die Aktivität der CD8+-T-Zellen wurde

dahingegen durch die Mutation Y132D nicht beeinflusst. 23 Lee et al. zeigten in einer retrospektiven

Analyse von FL-Proben, dass es zwischen einer Long Survival Group (>15 Jahre) und Short Survival

Group (<5 Jahre) zu signifkanten Unterschieden im immunhistochemischen Nachweis von CD4+-

Zellen kommt. Ein erhöhter Anteil an CD4+-Zellen war dabei vor allem in der Long Survival Group

nachweisbar. 90 Die Auswertung von Patientendaten in zwei unabhängigen Kohorten durch unsere

Arbeitsgruppe zeigte weiterhin, dass Patienten mit einer CTSS Hyperaktivität ein verlängertes Pro-

gress Free Survival und Overall Survival aufweisen. 23 Die Mutation CTSS Y132D könnte also über

eine erhöhte CTSS-Aktivität zu einer erhöhten Aktivität von CD4+-T-Zellen und einem verlänger-

ten Overall Survival führen.

5.2.1.2 Einfluss von CTSS auf die BCL2-Familie

Cathepsine sind eng in Signalwege der zellulären Apoptose integriert. Die BCL2-Familie besteht

aus verschiedenen Proteinen, welche proapoptische oder antiapoptische Eigenschaften besitzen. 91

Cathepsine werden nach der Lysosome Membrane Permeabilisation in das Zytosol freigesetzt. Un-

ter den dort vorherrschenden neutralen pH-Bedingungen ist CTSS hoch aktiv. 48 Sie können an-

schließend die antiapoptischen Proteine Bcl2 beziehungsweise Mcl1 inaktivieren und proapoptische

Proteine wie Bak, Bax, Bid und Mcl1 durch Cleavage aktivieren. 56 Droga-Mazovec et al. zeigten,

dass Bcl2, Mcl1 und Bak durch Cathepsine prozessiert werden, sobald diese mittels eines Lysosome

Membrane Permeabiliser (LeuLeuOMe) aus dem Lysosom freigesetzt werden. CTSS inaktiviert vor

allem die antiapoptischen Proteine Bak und Mcl1. 56 Eine CTSS Hyperaktivität könnte bei Zellstress

zur Senkung der Schwelle der Apoptoseinduktion führen. Umgekehrt könnte ein CTSS KO zu ei-
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ner erhöhten Zellviabilität unter Stressbedingungen führen. Zum genaueren Studium der Rolle von

CTSS sollten die etablierten Zelllinien mit steigenden Dosen LeuLeuOMe behandelt werden und

die Proteinexpression der BCL2-Familie, die Zellviabilität und die Aktivität der Caspasen bestimmt

werden.

5.2.1.3 Einfluss von CTSS auf TLR9

TLR9 gehört zur Familie der TLR und wird für die Erkennung von pathogen-assoziierten moleku-

laren Mustern benötigt. 92 CTSS ist dabei an der Kürzung der Ektodomäne von TLR9 entscheidend

beteiligt, nachdem TLR9 durch CpG-Sequenzen aktiviert wurde. 93, 94, 95 Nicht korrekt prozes-

sierte TLR9 sind unter anderem nicht komplett funktional und können zum Beispiel MyD88 nicht

ausreichend rekrutieren. 96 Phelan et al. beschreiben für das diffus großzellige B-Zell-Lymphom, dass

MyD88 zusammen mit TLR9 und BCR essentiell für die Bildung eines My-T-BCR Superkomplex

ist. Dieser Superkomplex kann anschließend unter anderem mit mTOR am Endolysosm interagie-

ren und ist für Pro Survival-Signale mittels NFκB beziehungsweise mTOR verantwortlich. 97 Eine

CTSS Hyperaktivität könnte eine verstärkte Aktivierung von TLR9 und gegebenfalls eine verstärkte

MyD88-Rekrutierung nach sich ziehen. Die TLR9- beziehungsweise MyD88-Expression in den eta-

blierten CTSS Y132D Single Cell-Zelllinien könnte, wie bei Phalen et al. gezeigt, mittels konfokaler

Mikroskopie und eines Proximity Ligation Assays, bestimmt werden.

5.2.2 Extrazelluläre Auswirkungen von CTSS Y132D

Da CTSS auch unter neutralen pH-Bedingungen proteolytisch aktiv bleibt, kann es nach seiner

Sekretion extrazellulär wirken. 48, 49, 50 Dabei ist CTSS unter anderem am Abbau der extrazellulären

Matrix beteiligt. 57

5.2.2.1 CTSS Y132D unter neutralen pH-Bedingungen

Die autokatalytische Aktivierung von CTSS verläuft unter sauren pH-Bedingungen schneller als

unter neutralen. 45 Der in dieser Arbeit eingesetzte CTSS-Aktivitätsassay wird bei einem pH von 5,5

durchgeführt. Um die Gegebenheiten im Extrazellulärraum adäquat zu simulieren, sollte der CTSS-
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Aktivitätsassay mit den Karpas422-Zelllinien unter neutralen pH-Bedingungen wiederholt werden.

Weiterhin sollte die Sekretion via vesikulärer Exozytose von CTSS WT gegenüber CTSS Y132D

verglichen werden.

5.2.2.2 Einfluss von CTSS auf den Abbau der extrazellulären Matrix

Auch wenn lymphatische Neoplasien nicht im klassischen Sinn metastasieren, sollte auf die Betei-

ligung von Cathepsinen am Umsatz der extrazellulären Komponenten und Matrix hingewiesen

werden. CTSS kann sowohl die Grundmembran als auch intrazelluläre Matrixproteine abbauen, was

für die Angio- und Metastasiogenese von soliden Tumoren eine entscheidende Rolle spielt. 57, 98 Im

Astrozytom ist die CTSS-Expression im Vergleich zu normalem Hirngewebe signifikant erhöht. Eine

CTSS-Inhibition führte zu einer um 60 % reduzierten Tumorinvasion in vitro. 99 In einem CTSS-

KO-Pankreasinselzell-Karzinommodell kam es durch den Einsatz von CTSS-Inhibitoren in vitro

zur Reduktion der Tumorgröße und Angiogenese. Dies wurde unter anderem auf den cathepsinab-

hängigen Abbau des antiproliferativ wirkenden E-Catherin zurückgeführt. 60 CTSS ist außerdem

am Abbau von Laminin-5 beteiligt. Daraus entstehende Produkte sind ebenfalls für die Zelladhä-

sion, -migration, - invasion und Metastasierung notwendig. 100 Es konnte ebenfalls gezeigt werden,

dass CTSS beim Abbau von Proteinen der JAM-Familie, welche für die Aufrechterhaltung der Blut-

Hirn-Schranke wichtig sind, eine wichtige Rolle einnimmt. Eine CTSS-Inhibition führte zu einer

signifikanten Reduktion von Gehirnmetastasen im Tiermodell. 59, * Aus diesem Grund sollten auch

die in 5.1.1 erwähnten Mutationen in soliden Tumoren auf Auswirkungen auf die CTSS-Aktivität

untersucht werden.

5.2.3 CTSS-Inhibitoren

CTSS-Inhibitoren sind Gegenstand aktueller Forschung. Im Zusammenhang mit der proangioge-

netischen Wirkung und der Degradation der extrazellulären Matrix werden sie unter der Prämisse

getestet, die Metastasierungswahrscheinlichkeit zu senken. Es wurde gezeigt, dass die Gabe eines

CTSS-Inhibitors zu einer deutlichen Reduzierung von Gehirnmetastasen in einem Brustkrebs-

*Als Quelle für die Beteiligung von CTSS an der Degradierung der extrazellulären Matrix
und seiner Rolle in Erkrankungen diente weiterhin der Review von Wilkinson, 2015.
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Mausmodell oder zu einer Reduktion von Metastasen im hepatozellulären Karzinom in vitro führt. 59, 101

CTSS-Inhibitoren werden unter anderem weiterhin getestet, um die MHC-II-Präsentierung einzu-

schränken und damit die überschießende Aktivität des Immunsystems bei Psoriasis oder rheumatoi-

der Arthritis zu reduzieren. 102

5.3 Schlussfolgerung

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass CTSS rekurrent und signifikant im FL mutiert ist (18/ 305).

Auch wenn nur in 6 % der Fälle eine CTSS Mutation nachgewiesen wurde, betrafen ein Großteil

(78 %) der Mutationen den gleichen Hotspot Y132 (14/ 18). Die somatischen Missense-Mutationen

an der Position Y132 führten in 93 % der Fälle zu einem Austausch von Tyrosin zu Aspartat (13/

14). Mittels CRISPR-Cas9 gelang es, die Hotspot-Mutation Y132D und die Mutation M185V

in BCL2-positiven Lymphomzellen zu etablieren. Parallel konnte ebenfalls ein CTSS KO erstellt

werden. Es konnte gezeigt werden, dass bei CTSS Y132D die Ratio von aktiven zu inaktiven CTSS

zugunsten von aktiven CTSS im Vergleich zu CTSS WT verschoben ist. Aus den Single-Cell-Klonen

konnte mittels Immunpräzipitation endogenes CTSS Y132D beziehungsweise CTSS WT isoliert

werden und die Cleavage Aktivität gemessen werden. CTSS Y132D besitzt eine zweieinhalb bis vier-

fach erhöhte Cleavage Aktivität im Vergleich zu CTSS WT und stellt damit eine Gain-of-Function

Mutation dar. Ferner konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass eine CTSS Überaktivität auch durch

eine Überexpression von CTSS auftreten kann und somit ungefähr 20 % der FL-Patienten eine

CTSS-Hyperaktivität besitzen. Die Auswertung von Patientendaten in zwei unabhängigen Kohor-

ten zeigte weiterhin, dass Patienten mit einer CTSS Hyperaktivität ein verlängertes Progress Free und

Overall Survival unter Therapie aufweisen. 23 Im nächsten Schritt sollten weitere in vitro beziehungs-

weise in vivo Studien durchgeführt werden, um die Auswirkungen von CTSS-Hyperaktivität besser

zu verstehen.
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