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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Die Entstehung von Leukamien steht meist im Zusammenhang mit chromosomalen
Translokationsereignissen, bei denen vor allem das MLL (Mixed Lineage Leukemia)-Gen
auf Chromosom 11923 involviert ist. Die haufigste Translokation, die eine Akute
Lymphatische Leuk&mie (ALL) bei Kleinkindern auslost, stellt die t(4;11)-Translokation
dar. Die Rekombination der Chromosomen 11 und 4 fuhrt hierbei zur Entstehung der
beiden Fusionsproteine MLL-AF4 und AF4-MLL. Bisherige Studien, die den Krankheits-
mechanismus hinter dieser ALL-Form untersuchten, identifizierten eine charakteristische
Uberexpression der HOXA-Gene als einen besonderen Treiber dieser Krankheits-
entstehung. Durch die Deregulierung des HOX-Clusters durch das chimare MLL-AF4-
Protein wird ein Differenzierungs- und Apoptoseblock induziert und eine stetige

Proliferation der Zellen geftrdert.

Arbeiten von Trentin et al. (2009) klassifizierten eine Subgruppe von t(4;11)-Patienten,
die, im Gegensatz zu den bisher charakterisierten ALL-Leuka&mien, eine Reprimierung
ihrer HOXA-Cluster aufwiesen und mit einer schlechteren Prognose assoziiert waren. Das
Genexpressionsprofil dieser HOXA'®“-Patienten sprach fir einen neuen Krankheits-
mechanismus. Allen HOXA®“-Patienten war zudem gemein, dass sie eine Uber-

expression des Transkriptionsfaktors IRX1 aufwiesen.

Die Relevanz dieses Transkriptionsfaktors im Kontext einer t(4;11)-Leukamie wurde durch
diese Doktorarbeit genauer untersucht. Durch Vorarbeiten mit transient exprimiertem
IRX1 in HEK293T-Zellen wurde eine DNA-Microarray-Analyse durchgefiihrt, durch die ein
Genexpressionsprofil (GEP) dieser Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (mit dem
Leervektor transfiziert) erstellt wurde. Dies schuf die Grundlage fiir die Durchfiihrung
weiterer Experimente, die mit Hilfe von RT-PCR-, Chromatin-Immunprazipitations-, Co-
Immunprazipitations- und Western Blot-Versuchen den Effekt und das Verhalten des
IRX1-Proteins im Zusammenhang mit MLL-AF4, bzw. die Funktion von IRX1 alleine,

charakterisieren sollten.

Es zeigte sich, dass IRX1 eine Reprimierung der HOXA-Gene induziert und dieser Effekt
Uber den aktivierenden Effekt des chimaren MLL-AF4-Proteins dominiert. Dies geschah
jedoch auf zwei unterschiedliche Wege, da zum einen das IRX1 in der Abwesenheit von
MLL-AF4 nicht direkt an die HOXA-Gene binden kann und zum anderen durch MLL-AF4
eine Inkorporation des IRX1 in den Multiproteinkomplex des chimaren Onkoproteins

stattfindet und IRX1 dadurch direkt an die HOXA-Promotoren gelangt. Zudem wurden
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weitere direkte und indirekte Zielgene des IRX1 identifiziert. Zu ihnen zahlen MEIS1,
HOXB4 und EGR1-3.

Durch die Erweiterung der Versuche durch Behandlungen mit dem pan-HDAC-Inhibitor
Trichostatin A konnte belegt werden, dass MLL-AF4 vom Promotor seiner Zielgene
dissoziiert und durch das endogene wt-MLL ersetzt werden kann. Trotz der inhibitorischen
Wirkung des IRX1 auf das MLL-AF4 verursacht es eine Stabilisierung des MLL-AF4 an
den Promotoren seiner Zielgene, was eine Dissoziation des Komplexes durch TSA
verhindert. Die Applikation von TSA fuhrt unabhangig von der vorherigen Konstitution
(xIRX1) aber auch zu einer Normalisierung der HOXA-Expression.

Die vorgelegten Daten verdeutlichen, dass IRX1 kausal fur das GEP der HOXAl**
Patienten verantwortlich ist und durch seine Anwesenheit wichtige Regulatoren der
Differenzierung und der Zellzyklusregulierung gestort werden. Zudem wurde der Benefit
einer Histondeacetylaseinhibitor (HDACi)-Behandlung bei dieser Patientenkohorte hervor-
gehoben, da der inhibierende Effekt des IRX1 auf die HOXA-Gene aufgehoben und das
wt-MLL in seiner Funktionsfahigkeit nicht beeintrachtigt wurde. Die Relevanz des IRX1 im
Kontext einer t(4;11)-Leukamie wurde somit aufgeklart und ein neuer Krankheits-
mechanismus der HOXA"™"-Patientenkohorte definiert.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Etablierung eines Transfektionsprotokolls, um
eine stabile Integrationen der Sleeping Beauty-Konstrukte in t(4;11)-Suspensionszellen zu
ermdglichen. Bisher war es nur Uber lentivirale Methoden méglich, diese Zellen genetisch
zu manipulieren. Durch die hier vorgestellte Methode kdnnen nun SEM-Zellen (B-Zell-
Vorlauferzellen einer ALL mit t(4;11)) Uber Elektroporation stabil transfiziert und
anschlieRend Uber Selektion zu einer homogenen Zellpopulation positiv transfizierter
Zellen herangezogen werden. Hierdurch wird eine Ubertragung bisheriger Methoden in
ein leukamisches Zellsystem moglich, wodurch genetische Manipulationen in einer
physiologischen Umgebung getestet werden kénnen, ohne in S2-Laboratorien arbeiten zu

mussen.
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1 EINLEITUNG

1.1 Das hamatopoietische System und seine Aufgaben

Der Prozess der Hamatopoiese beschreibt die Produktion der festen Bestandteile des
menschlichen Blutes und findet im roten Knochenmark statt. Dieses befindet sich in den
Trabeculae des Knochengewebes des axialen Skeletts (Brust-/Huftknochen) sowie in den
Epiphysen der Oberarm- und Oberschenkelknochen. Es besteht aus pluripotenten
Stammzellen (HSC: hematopoietic stem cell), die sich in myeloische und lymphatische
Stamm- bzw. Vorlauferzellen differenzieren. Diese wiederum generieren teilweise CFUs
(colony-forming units): CFU-E (Erythrozyten), CFU-Meg (Megakaryozyten) und CFU-GM
(Makrophagen und Granulozyten) und weitergehend Blasten (Vorlauferzellen), die sich
dann in die jeweiligen festen Bestandteile des Blutes differenzieren (siehe Abbildung 1;
Eaves, 2015; Tortora und Derrickson, 2008). Mit zunehmendem Alter und zunehmendem
Wachstum lagern sich in einem Grof3teil des roten Knochenmarks der Markhéhlen Fett-

zellen ein, woraufhin das gelbe Knochenmark nicht mehr zur Blutzellproduktion fahig ist.

Das menschliche Blut ist das regenerativste Gewebe des Kdrpers und versorgt diesen
nicht nur mit Sauerstoff aus der Lunge, sondern gilt auch als Schnittstelle zwischen
Korper und Organen. Es werden Nahrstoffe aus dem Verdauungstrakt sowie Metabolite,
Hormone, Enzyme und Vitamine (ber das Blutsystem transportiert und zu ihrem
Bestimmungsort beférdert. Zudem werden auch die Koérpertemperatur und der pH-Wert
Uber das Blut reguliert sowie Schutz vor Krankheitserregern durch die Produktion von
Antikorpern oder Phagozytose vermittelt. Das Blut transportiert Abbauprodukte (z.B.
Harnstoff, Harnsaure, Kreatin, Ammoniak, Bilirubin) und Kohlenstoffdioxid zur Lunge,
Leber, Haut oder Niere, wo diese vom Kérper eliminiert werden. Somit lassen sich drei

Hauptaufgaben des Blutes formulieren: Transport — Regulierung — Schutz.

Die hauptsachlichen Blutkomponenten eines gesunden, erwachsenen Menschen
umfassen in etwa 55 % Plasma und 45 % zellulare Bestandteile. Das Blutplasma enthélt
neben Wasser auch einige Proteine, wie Albumine, Globuline und Fibrinogen, sowie
geloste Stoffe, wie Elektrolyte, Gase, Hormone und Nahrstoffe. Neben den Erythrozyten
umfassen die festen Bestandteile des Blutes auch Thrombozyten und Leukozyten.
Letztere untergliedern sich aufgrund ihres Erscheinungsbildes und ihrer Aufgaben in

Lympho-, Mono- und Granulozyten.

Erythrozyten machen den Hauptteil der festen Blutbestandteile aus. Das Verhaltnis
zwischen Erythrozyten und Leukozyten betrdgt im Normalzustand etwa 700:1.

Erythrozyten besitzen das sauerstoffbindende Protein Hamoglobin und differenzieren sich
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aus myeloischen Stammzellen. Thrombozyten differenzieren sich ebenfalls aus diesen

Stammzellen und steuern die Blutgerinnung.

Leukozyten enthalten im Gegensatz zu Erythrozyten kein Hamoglobin. Die einzelnen
Bestandteile der weil3en Blutkdrperchen dienen der Einleitung und der Ausfiihrung einer
Immunantwort auf Pathogene oder fremde Substanzen. Dies geschieht entweder durch
die Freisetzung von Substanzen wie Heparin oder Histamin, um eine Entziindungsantwort
zu verstarken, der Produktion von Lysozym oder Oxidantien zur Vernichtung von
Bakterien oder durch die Einleitung und die Ausfuhrung einer Antigen-Antikorper-
vermittelten Immunantwort. Die weil3en Blutzellen stellen eine wichtige Instanz des
adaptiven Immunsystems dar. Wird eine Immunreaktion oder eine Phagozytose durch ein
Pathogen ausgeldst, verlassen sie Uber Diapedese den Blutkreislauf und versammeln
sich am Invasionsherd. Die drei Hauptkomponenten hierbei sind die B- und T-
Lymphozyten (B- und T- Zellen) sowie natlrliche Killerzellen. Die B-Zellen stellen
Immunglobulin her und koordinieren mit T-Zellen eine Immunantwort, um Infektionen oder
Krebszellen zu bekampfen. Die natlrlichen Killerzellen gehéren zum angeboren
Immunsystem und erkennen und bekampfen Mikroorganismen und spontan auftretende
Tumorzellen. lhre Zellerkennung ist weder antikérperbasiert noch T-Zellrezeptor-
abhangig, sondern erfolgt Uber die Erkennung ungewoéhnlicher Membranproteine, gefolgt

von einer Eliminierung der Zellen durch Zytolyse oder Apoptose.

Die Granulozyten werden aufgrund der Anfarbbarkeit ihrer Granula mit sauren oder
basischen Farbstoffen klassifiziert und entwickeln sich aus myeloischen Stammzellen. Zu
ihnen zaéhlen basophile, neutrophile und eosinophile Granulozyten. Sie sind unter
anderem an allergischen Reaktionen, Phagozytose und der Vernichtung von Parasiten

und Bakterien beteiligt.

Die agranularen Leukozyten umfassen Lymphozyten und Monozyten. Monozyten kénnen
in Geweben je nach Bedarf zu Makrophagen differenzieren und Phagozytose vermitteln.
Sie differenzieren ebenfalls aus myeloischen Stammzellen. Lymphozyten entwickeln sich
aus lymphatischen Stammzellen und besitzen, wie alle anderen kernhaltigen Zellen des
Korpers, MHC-Antigene. Sie untergliedern sich in T- und B-Lymphozyten sowie
naturlichen Killerzellen. lhre Reifung findet in verschiedenen Organen, wie den

Lymphknoten, der Leber oder der Milz statt.

Zwar ist ein Anstieg weil3er Blutkdrperchen im Blutkreislauf meist eine normale Reaktion
auf Allergene oder Pathogene, jedoch kann eine Missverteilung der einzelnen Blut-
komponenten auch auf schwerwiegende Erkrankungen, wie zum Beispiel Schilddrisen-

unterfunktion, Tuberkulose oder Leukamie, hinweisen (Tortora und Derrickson, 2008).
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Abbildung 1. Hamatopoiese. Ausgehend von einer pluripotenten, hamatopoietischen
Stammzelle, (HSC) bilden sich im roten Knochenmark myeloische und lymphatische Stammzellen,
die sich in weitere feste Blutbestandteile differenzieren. Myeloische Stammzellen entwickeln sich
zu Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil, basophil, eosinophil), Erythrozyten und Monozyten.
Diese wiederum differenzieren sich zu Makrophagen. Lymphatische Stammzellen generieren
natirliche Killerzellen sowie T- und B-Zellen, wobei sich letztere zu Plasmazellen differenzieren
und fur die Produktion von Antikdérpern zustandig sind.

1.2 Leuké&mie im Allgemeinen

Der Begriff Leukdmie (griechisch: leukés ,weilR* und haima ,das Blut®) beschreibt eine
Reihe neoplastischer Erkrankungen, die mit einer unkontrollierten Veréanderung des roten
Knochenmarks einhergehen. Hier proliferieren meist pluripotente Stammzellen durch
einen durch genetische Aberrationen ausgelosten Apoptose- bzw. Differenzierungsblock
autonom, sodass die Lymphozytopoese oder die Myelopoese gestort wird und in einer
anadmieartigen Symptomatik resultiert. Zu ihr gehoéren Blasse, Mudigkeit, Kurzatmigkeit
sowie Kalteintoleranz, aber auch eine allgemeine Immunschwéache. Bei einem akuten
Zustand kann durch die Anreicherung der Leukozyten in den Lymphknoten, der Leber
oder der Milz eine Lymphadeno-, eine Hepato- oder eine Splenomegalie diagnostiziert

werden. Zudem weisen Patienten haufig eine vermehrte Hamatom- und Petechienbildung



Einleitung

sowie eine verzogerte Hamostase auf (Munk, 2010; Pschyrembel, 2007; Tortora und
Derrickson, 2008).

Als Ausléser einer malignen Transformation pluripotenter Stammzellen gelten zum einen
ionisierende Strahlungen, wie sie bei einer Radiotherapie angewendet werden, chemische
Substanzen, wie zum Beispiel Benzole oder Chemotherapien anderer Krebsarten, oder
krankheitsgeschichtliche Vorbelastung, z.B. durch eine Trisomie 21 (Down-Syndrom).
Durch diese Risikofaktoren konnen genetische Aberrationen induziert werden, die dazu
fuhren, dass hdmatopoietische Progenitorzellen ungehemmt proliferieren und, z.B. im Fall
einer Leukamie, gesunde Vorlauferzellen verdrangen und zu einer Akkumulation weil3er
Blutkorperchen fiihren. Da unbehandelt somit keine korrekte Hamatopoiese mehr erfolgen
kann, bedingt eine solche Dysregulation den Tod (Munk, 2010; Tortora und Derrickson,
2008). Viele der praleukdmischen Zellen besitzen Stammzelleigenschaften, wie eine
immense Proliferation mit wenig bis keiner Differenzierung. Zudem sind diese Zellen

unabhéangig oder sogar resistent gegen Apoptose (Szczepanski et al., 2010).

Es gibt verschiedene Arten von Leukamien. Bei einer akuten Form treten die genannten
Symptome rasch auf und der Gesundheitszustand des betroffenen Patienten
verschlechtert sich binnen weniger Tage drastisch. Der Krankheitsverlauf einer
chronischen Leukémie zieht sich Gber mehrere Monate oder Jahre, sodass die Diagnose
meist zufallig erfolgt. Aufgrund der langsamen Proliferation der entarteten Blutzellen zeigt
sich eine typische Symptomatik erst bei fortschreitendem Krankheitsverlauf. Neben einer
akuten oder einer chronischen Form lassen sich auch myeloische und lymphatische
Leukamien unterscheiden. Als Klassifikationsmarker dienen hier die Vorlauferzellen der
entarteten Blasten. Bei den Akuten Leukd&mien unterscheidet man zwischen Akuten
Myeloischen Leukamien (AML) und Akuten Lymphatischen Leukdmien (ALL). Ebenso
unterteilt man chronische Leukdmien in Chronisch Lymphatische Leukdmien (CLL) und
Chronisch Myeloische Leukamien (CML) (Pschyrembel, 2007; Tortora und Derrickson,
2008).

Als weitere Klassifikation der einzelnen Leukamieformen dient die Nomenklatur der ,FAB*
(French-American-British). Aufgrund zytochemischer- und morphologischer Analysen
sowie der Gliederung nach genetischen Aberrationen unterteilen sich ALL in die Subtypen
L1-L3 und AML in die Subtypen MO-M7 (Pschyrembel, 2007). Die in der Klinik
therapeutisch relevantere Einteilung der verschiedenen ALL-Typen erfolgt nach dem
immunphanotypischen Erscheinungsbild der lymphatischen Blasten. Hierbei unterscheidet
man B-Vorlaufer-ALL (Pra-B-ALL, Pro-B-ALL, common ALL) von einer reifen B-ALL oder



Einleitung

einer T-Linien-ALL (Pra-T-ALL, Pro-T-ALL, kortikale T-ALL, reife T-ALL) (Bene et al.,
1995; Siegenthaler und Blum, 2006).

In der Klinik werden zudem die ICD-10 (International Classification of Disease)-
Klassifikationen der WHO verwendet. Eine Erweiterung dieser Codierung umfasst die
ICD-0-3 (International Classification of Disease for Oncology), welche gezielt die Tumor-
erkrankungen der Onkologie abdeckt. Dort werden durch Zahlencodes die Topographie,
die Morphologie und das biologische Verhalten der Neoplasien eingeteilt. Des Weiteren
werden Akute Leuk&mien aufgrund ihrer vorhandenen Oberflachenmarker mit Hilfe von
EGIL ,European Group of the Immunological Characterization of Leukemias” klassifiziert.
Speziell fur die Abgrenzung der Biphénotypischen Leukdmien von Akuten Leukamien
kann diese Klassifikation verwendet werden. Akute Lymphatische Leuk&mien lassen sich
hierbei aufgrund ihres Differenzierungsgrades als B- und T-Zell-Leukédmien
unterscheiden. Bei den Akuten Myeloischen Leukamien kénnen lber EGIL nur MO, M6
und M7 (FAB) unterschieden werden (Bene et al., 1995; Vardiman et al., 2002,

www.who.int; www.dimdi.de).

Leukdmien zahlen zu den haufigsten Krebserkrankungen im Kindes- und Jungendalter.
Akute Lymphatische Leukamien, mittlerweile im Deutschen Kinderkrebsregister (DKKR)
als ,Lymphatische Leukadmie® betitelt, stellen zudem bei den unter 18-Jahrigen die grofdte
Gruppe der in Deutschland verzeichneten Neuerkrankungen dar. Eins von 1.200 Kindern
unter 15 Jahren erkrankt an einer Leukamie, wobei Jungen 20 % haufiger betroffen sind
als Madchen. Vor allem die akute und rasch verlaufende Form der Leukamie betrifft
Kinder. Chronische Formen treten haufiger im Erwachsenenalter auf. Seit 1980 bis 2014
wurden allein 18.900 Leukamiefélle im Deutschen Kinderkrebsregister registriert, wobei
hier von einer nahezu 100 %-igen Erfassung ausgegangen werden kann. Unter dieser
Anzahl befinden sich 15.012 Lymphatische Leukamien und lediglich 2.653 AML. Die
Uberlebensrate nach 5, 10 und 15 Jahren liegt bei diesen AML etwa bei 70 9%,
wohingegen lymphatische Erkrankungen eine bessere Prognose aufweisen (89 %-92 %).
Die in Abbildung 2 und in Abbildung 3 dargestellten Inzidenzen der zwischen den Jahren
2009-2014 bzw. 2005-2014 erfassten Erkrankungen der unter 18-Jéhrigen verdeutlichen
die enorme Prasenz padiatrischer Leuk&mien (Deutsches Kinderkrebsregister Mainz,
Stand: Jahresbericht 2015).
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Erkrankungsfalle der unter 18-Jahrigen nach
Diagnosehauptgruppen (n=12.568)
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Abbildung 2: Relative Haufigkeit der an das DKKR gemeldeten Erkrankungen nach
Diagnose-Hauptgruppen. Die Daten umfassen eine Erhebung der Jahre 2009-2014 der unter 18-
Jahrigen. Es wurden insgesamt 12.568 registrierte Patienten analysiert.

Verteilung der Leukdmieinzidenzen der
unter 18-Jdhrigen (n=19.717)
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Abbildung 3: Verteilung der Leukdmieinzidenzen der unter 18-J&hrigen nach Altersgruppen.
Prozentuale Verteilung der registrierten Leukamiepatienten und Anzahl der erfassten Patienten pro
Altersgruppe. Die Daten umfassen eine Erhebung der Jahre 2005-2014 der unter 15-Jahrigen und
eine Erhebung der Jahre 2009-2014 der 15-18-Jéhrigen (n= 19.717).
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1.3 Genetische Aberrationen und ihre Relevanz bei der

Entstehung von Leukamien

Verédnderungen der genetischen Information, sogenannte Mutationen, filhren meist zu
einem abnormalen Verhalten einer Zelle. Eine Transkriptionelle Dysregulation verursacht
eine aberranten Verknipfung von Proliferation und Migration bei bereits differenzierten
bzw. quieszenten Zellen. Im Normalfall werden solche entartete Zellen durch das
Immunsystem erkannt und eliminiert (wie in 1.1 beschrieben) oder in der Zelle werden
Mechanismen eingeleitet, die Apoptose auslosen. Jedoch bleiben manche Mutationen

vom Immunsystem oder der Zelle selbst unerkannt.

Befindet sich eine Mutation auf einem Chromosom, so spricht man von einer intra-
chromosomalen Mutation. Sind beide Chromosomen von derselben Mutation betroffen,
bezeichnet man dies als interchromosomale Mutation. Zudem unterscheidet man bei
genetischen Aberrationen Deletionen, Inversionen, Duplikationen und Translokationen.
Bei Ersterem gehen Bereiche eines Chromosoms verloren, wohingegen bei einer
Inversion ein bestimmter Genabschnitt in seiner Reihenfolge geandert wird. Hierbei geht
kein genetisches Material verloren, jedoch kann der invertierte Genabschnitt durch die
Anderung des Genlocus unter den Einfluss eines anderen Kontrollmechanismus
gelangen, sodass dies enorme Folgen fir das Expressionsprofil der Zelle haben kann.
Duplikationen beschreiben die Vervielfaltigung eines bestimmten Chromosomen-
bereiches und Translokationen die Ubertragung eines Chromosomenabschnitts auf ein
anderes Chromosom (homolog oder nicht-homolog). Bei balancierten, reziproken
Translokationen wird ein Chromosomenabschnitt auf ein nicht homologes Chromosom
Ubertragen und die beiden nicht-homologen Bereiche der gebrochenen Chromosomen
gegeneinander ausgetauscht. Das genetische Material geht zwar nicht verloren, befindet
sich der neue Genlocus jedoch nicht in inertem Material, sondern in genetisch aktiven
Bereichen, kann dies phanotypische Veranderung zur Folge haben. Da neben den beiden
mutierten Chromosomen auch die beiden intakten Chromosomen Homologien zueinander
aufweisen, kommt es wahrend der Meiose zur Bildung eines Translokationskreuzes mit
insgesamt vier Chromosomen. Die normale Segregation wird gestdrt und die Entstehung

unbalancierter Chromosomensétzen begunstigt (Trisomie, Monosomie) (Munk, 2010).

Maligne Transformationen in padiatrischen Leukamien kénnen zwei Urspriinge haben.
Zum einen eine Punktmutation, zum anderen einen DNA-Doppelstrangbruch, der
wiederum zu einer chromosomalen Translokation, einer Deletion, einer Inversion oder
einer Duplikation fihren kann (Szczepanski et al., 2010). Das bekannteste Beispiel einer

reziproken Translokation ist das Philadelphia-Chromosom. Diese 1(9;22) (q34;ql1l)-
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Translokation I0st eine CML aus, wobei durch das chimare Protein BCR-ABL die
Tyrosinkinaseaktivitdt des ABL-Proteins dauerhaft stimuliert wird. Es kommt zu einer
ungehemmten Proliferation granulopoietischer Zellen und das hamatopoietische
Gleichgewicht wird gestort (Klug et al., 2007; Munk, 2010; Virgili et al., 2008).

Meist unterliegen Leukamieerkrankungen einer Anhaufung mehrerer Aberrationen. Bei
Translokationen des MLL (mixed lineage leukemia)-Gens ist dies jedoch nicht der Fall und
der alleinige Zustand eines chimaren MLL-Proteins reicht aus, um eine Leuk&mie
auszulésen (Ayton und Cleary, 2001; Bursen et al., 2010a; Szczepanski et al., 2010).
WGS (whole genome sequencing)-Analysen bestatigten, dass MLL-r-basierte ALL bei
Kleinkindern die niedrigste Rate an somatischen Mutationen aufweisen (Andersson et al.,
2015). Translokationen auf chromosomaler Ebene stellen h&ufig den Beginn einer
Leukdmogenese dar. Translokationen des MLL-Gens, die zu einer Leukémie fihren,
liegen meist einer nicht angemessenen Reparatur eines dsDNA-Bruchs wéhrend der
Entwicklung hamatopoietischer Zellen zugrunde. Hierbei herrschen balancierte oder
reziproke Transkloaktionen vor (Reichel et al., 1998a; Richardson und Jasin, 2000). Die
entstandenen Fusionsgene, bzw. chimaren Proteine, erlangen neue Eigenschaften und
fihren zu einer Dysregulation des hamatopoietischen Gleichgewichts. Bei padiatrischen
Leukédmien, denen zum Beispiel MLL-AF4, TEL-AML1 oder AML1-ETO zugrunde liegt,
findet die genetische Aberration meist in utero statt, sodass bereits die fotale
Hamatopoiese gestort wird. Das ungeborene Kind wird durch die Disposition der Mutter
mit Risikofaktoren geféhrdet. Hier werden, neben den bereits oben beschriebenen
Risikofaktoren einer Leuka&mieentstehung, Bioflavonoide, die gezielt MLL-Briche
bewirken kdénnen, oder maternale Expositionen mit Pestiziden und Dipyronen, diskutiert
(Alexander et al., 2001; Greaves und Wiemels, 2003; Strick et al., 2000). Untersuchungen
an eineiigen Zwillingen zeigten aufl3erdem, dass diese, wenn ein MLL-Rearrangement
wahrend einer monochorialen Schwangerschaft vorliegt, eine Leukamie mit denselben

Kloneigenschaften entwickeln (Greaves et al., 2003).

Chromosomale Translokationen finden meist an sogenannten BCRs (breakpoint cluster
regions) statt. Die Entstehung solcher Cluster haben zum einen mit der Sensitivitat der
Genregion fur Doppelstrangbriiche zu tun, zum anderen finden dsDNA-Briiche mit hoher
Wahrscheinlichkeit tberall im Genom statt, jedoch bleiben nur diejenigen Aberrationen
bestehen, die dem mutierten Klon einen Vorteil verschaffen. Hiervon sind vor allem aktive
Gene mit offenem Chromatin betroffen (Greaves und Wiemels, 2003). Es werden drei
verschiedene Grinde fir die Auslésung von Doppelstrangbrichen in der Literatur
diskutiert. Dort gelten demnach die V(D)J-Rekombination, die Topoisomerase Il und die

Aktivitdt von apoptotischen Endonukleasen als relevante Ausléser (Betti et al., 2003;
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Broeker et al., 1996a; Han et al., 1993). Bei MLL-Briichen spielen vor allem die letzten
beiden Mechanismen eine grol3e Rolle. Die Bruchpunktregion des MLL-Gens weist
potentielle Bindestellen fir Topoisomerasen Il auf und der Bereich um Exon 9 ist
hochsensibel fur DNase | (Aplan et al., 1996; Strissel et al., 1998). Eine medikamenttse
Behandlung mit Topoisomerase Il-Inhibitoren (z.B. Etoposid, Teniposid) wéhrend einer
Chemotherapie anderer Krebsarten, wurde ebenfalls als Ausléser fir eine MLL-
assoziierte Leukamie (t-AML bzw. t-ALL (t: therapy related)) bestétigt. Die Bruchpunkte
waren hierbei gehauft vor Exon 12 lokalisiert (Domer et al., 1995; Le et al., 2009; Ratain
et al., 1987; Shearer et al., 2001). Neueste Untersuchungen ergaben, dass durch den
Replikationsstress einer Zelle eine Anhaufung der apoptotischen DNase Endonuklease G
im Kern zu beobachten war, welche wiederum fur die spezifische Spaltung des MLL-Gens
innerhalb seiner BCR verantwortlich ist (Gole et al., 2015). Durch homologe
Rekombination oder NHEJ (non-homologous end joining) kdnnen Doppelstrangbriiche
jedoch auch illegitim rekombiniert werden. NHEJ ist hierbei hauptséchlich fiur die
Entstehung von Fusionsproteinen, wie MLL-AF4, TEL-AML1, AML1-ETO oder auch PML-
RARa, verantwortlich (Greaves und Wiemels, 2003; Rothkamm et al., 2001).

1.4 Das MLL (mixed-lineage-leukemia)-Protein und seine

Funktionen
Das MLL-Gen, oder auch KMT2A (Histone-lysine N-methyltransferase 2A)-Gen, ist das

haufigste Ziel leukamieauslosender Translokationsereignisse und wird mit Hochrisiko-
leukamien assoziiert (Meyer et al., 2013). Der Genlocus befindet sich auf Chromosom
11923 und codiert fur eine Histonmethyltransferase, die Histon H3 an Lysin 4 methyliert
(H3K4ne23). Diese Chromatinmodifikation stellt einen epigenetischen Marker flr
transkriptionell aktive Gene dar und wird in nahezu jedem Gewebe exprimiert (Krivtsov
und Armstrong, 2007). Grundsatzlich dbertragen Histonmethyltransferasen Methyl-
gruppen von S-Adenosyl-L-Methionin auf die e-Aminogruppe der Ziellysinreste (Guo und
Guo, 2007). Epigenetische Veranderungen durch aberrante Histonmethyltransferase-
aktivitaten fuhren zu einer veranderten Zellidentitat und kénnen so infantile und adulte

Leukamien auslésen (Krivtsov und Armstrong, 2007; Liedtke und Cleary, 2009).

Das MLL-Gen kodiert fur ein Protein mit 3.969 Aminosauren, zahlt zur Gruppe der TrxG
(thritorax groupe)-Proteine und markiert durch seine H3K4-Methylierung der RNA-
Polymerase Il aktive Promotoren. lhnen gegenlbergestellt sind die PcG (polycomb
group)-Proteine, die durch die vermittelte H3K9- (SUV39H1/2) und H3K27- (EZH1/2)

Methylierung eine Stilllegung bestimmter Genbereiche initiieren (Saksouk et al., 2015).
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TrxG-Proteine sind hochkonservierte Regulatoren, die neben histonmodifizierenden
Eigenschaften, die Uber SET-Domé&nen vermittelt werden, auch DNA-bindende
Eigenschaften besitzen oder ATP-abhangige Chromatinmodulatoren darstellen. Alle drei
Untergruppen (Trx, Trr und Setl) agieren mit einer grof3en Diversitat an Komplexpartnern
in Multimeren (Hess, 2004; Schuettengruber et al., 2011).

Der Gruppe der KMT2-Proteine sind folgende vier Untereinheiten gemein: WDR5 (WD
repeat-containing protein 5), RBBP5 (retinoblastoma binding protein 5), ASH2L (absent,
small, or homeotic-like) und DPY30 (Dou et al., 2006; Rao und Dou, 2015). Diese vier
Untereinheiten bilden eine stochiometrische Kerneinheit, die mit KMT2-Enzymen
interagiert und deren Aktivitat bis zu 500-fach verstarkt (Dou et al., 2006; Patel et al.,
2009). Die katalytische SET-Domé&ne der KMT2-Proteine liegt direkt im Zentrum der
RBBP5-WDR5 und ASH2L-DPY30 Paare und wird durch Interaktion mit der WDR5-
RBBP5-ASH2L Kerneinheit konformationell geéndert, sodass diese katalytisch aktiver ist
(Dou et al.,, 2006; Rao und Dou, 2015; Southall et al., 2009; Takahashi et al., 2011).
WDRS5 interagiert direkt mit KMT2A und vermittelt die Bindung zu RBBP5 Ulber ein Val-
Asp-Val-Motiv (Avdic et al., 2011). In vitro |6ste eine Inhibierung dieser WDR5-KMT2A-
Interaktion eine Verminderung der katalytischen Aktivitat des KMT2A aus (Dharmarajan et
al., 2012; Patel et al., 2008). Neben der Regulierung Uber die Kernkomponenten werden
KMT2A/KMT2B auch Uber die Spaltung durch das Enzym Taspasel reguliert. Die
dadurch initiilerte Proteolyse bedingt die Entstehung zweier Fragmente (MLLN und MLL®),
die ein nicht-kovalentes Heterodimer bilden, welches die Aktivitat und die Expression von
Zielgenen des MLL beeinflusst (HOXA1-4) (Hsieh et al., 2003). Jedoch belegten in vivo-
Versuche mit einer unspaltbaren MLL-Proteinmutante in Mausen auch, dass die
Proteolyse erlasslich ist, um eine MLL-abh&angige Genaktivierung und Proliferation zu
erreichen. Lediglich die Unterbindung intramolekularer Interaktionen des MLL-Proteins

fuhrte zu einer vollkommenen Stérung der Embryogenese (Yokoyama et al., 2013).

Das MLL-Protein besitzt eine Vielzahl an Domé&nen und fungiert als Multiproteinkomplex
(siehe Abbildung 4). Es dient hauptséchlich der Aufrechterhaltung der HOX-
Genexpression wahrend der Embryogenese und der Hamatopoiese (Hanson et al., 1999).
Von Yu et al. untersuchte MLL”-Embryonen wiesen Misexpressionen inrer HOX-Gene auf
und zeigten Veranderungen ihrer Skelettformation, die noch in utero letal waren (Yu et al.,
1995). Am N-terminalen Teil des Proteins befinden sich zun&chst drei AT-Haken, die mit
AT-reicher DNA interagieren und so die Interaktion und die Bindung des MLL an
spezifische DNA-Bereiche gewahrleisten (Broeker et al., 1996b). Eine @hnliche Aufgabe
Ubernimmt die CXXC-Domane, welche spezifisch an unmethylierte CpG-DNA bindet
(Allen et al., 2006; Lee et al., 2001). Neben der Rekrutierung des MLL-Proteins an aktive
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Promotoren, konnte durch Deletions- und Mutationsversuche gezeigt werden, dass die
CXXC-Doméne bei MLL-Fusionsproteinen fiir die Koloniebildung und Transformation von
Knochenmark-zellen essentiell ist und die Leukamieentwicklung begunstigt (Ayton et al.,
2004; Cierpicki et al., 2010). Zudem gewahrleistet die Bindung des wt-MLL, respektive
des Fusions-proteins, an sein Zielchromatin einen Schutz vor DNA-Methylierungen, um
eine stetige Expression dieser Gene zu ermoglichen (Erfurth et al., 2008). Zwischen AT-
Haken und CXXC-Doméne befinden sich zwei SNL-Domanen (speckled nuclear
localization site), von denen SNL1 den Transport des Proteins in den Kern ermdéglicht
(Yano et al.,, 1997). Zwei wichtige Motive, die der Bindung des MLL-Proteins an das
Chromatin seiner Zielgene verhelfen, sind das hMBM (high-affinity menin binding motif)
und die LBD. Das hMBM befindet sich in den ersten 35 Aminosauren des MLL und
vermittelt die direkte Bindung zu MENIN1 (multiple endocrine neoplasia type 1)
(Yokoyama et al., 2005). Die LBD (lens epithelium-derived growth factor binding domaine)
befindet sich zwischen den Amino-sauren 112-153 und vermittelt die direkte Bindung zur
p75-Isoform des LEDGF (lens epithelium-derived growth factor) (Yokoyama und Cleary,
2008). Beide Proteine sind wichtige Kofaktoren bei der Expression und Misexpression der
MLL-Zielgene. Es konnte gezeigt werden, dass MENIN1 im Zusammenhang mit MLL-
Fusionsproteinen als Adapter dient, um die p75-Isoform des LEDGF an MLLN zu binden.
Alle drei Proteine co-lokalisieren an MLL-Zielgenen. Durch eine Deletion der LBD waren
MLL-ENL Mutanten nicht mehr in der Lage, eine myeloische Transformation zu vollziehen
und Hoxa9 zu exprimieren (Yokoyama und Cleary, 2008). Die konservierte PWWP-
Doméne des p75/LEDGF-Proteins besitzt zudem die Fahigkeit, direkt an Chromatin zu
binden (Botbol et al., 2008). Das MLL-Protein wird posttranslational proteolytisch an zwei
Positionen gespalten. Als Erkennung dienen hier die Schnittstellen (CS: cleavage site)
CS1 (aa 2666/7) und CS2 (aa 2718/9), wodurch das Enzym Taspasel das MLL-Protein in
einen N-terminalen (MLLN/N320) und einen C-terminalen Teil (MLL®/C180) separiert. Uber
die homologen FYRN (phenylalanin(F)-tyrosin(Y)-rich region n-terminal) und FYRC
(phenylalanin(F)-tyrosin(Y)-rich region c-terminal)-Domé&nen lagern sich die beiden
Fragmente kovalent aneinander an und bilden ein funktionell aktives Heterodimer (Hsieh
et al., 2003; Yokoyama et al., 2002). Im N-terminalen Teil des MLL befinden sich zudem
die beiden Repressionsdomé&nen RD1 und RD2. RD1 markiert den Bereich der zuvor
beschriebenen CXXC-Doméane und besitzt die Fahigkeit, die beiden PcG (polycomb-
group)-Proteine HPC2 und BMI-1, die unter anderem fir die HOX-Gen-Reprimierung
zustandig sind, sowie den Co-Repressor CtBP zu binden. Die zweite Repressions-
domane RD2 rekrutiert die Histondeacetylase HDAC1 oder HDAC?2 (Pirrotta, 1997; Xia et
al., 2003). In vitro konnte die reprimierende Funktion dieser beiden Histondeacetylasen

mittels Trichostatin A (TSA), einem HDAC-Inhibitor, aufgehoben werden. Zudem konnte
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fur das wt-MLL gezeigt werden, dass eine zusatzliche Bindung des CYP33 an die PHD-
Zinkfinger die Bindung von HDAC1 an die RD2 verstarkt (Xia et al., 2003). Somit findet
man innerhalb des MLL-Proteins sowohl reprimierende Faktoren der PcG-Proteine, als
auch aktivierende Funktionen der Trx-Gruppe (SET-Doméne am C-terminalen MLL). Die
PHD (plant homology domain) markiert den Bereich von vier Zinkfingermotiven. PHD3
und PHD4 werden durch eine Bromodomane, die acetylierte Lysinreste erkennt,
unterbrochen. PHD3 interagiert mit dem RNA-Erkennungsmotiv. des CYP33
(Cyclophilin33), welches wiederum fir die Reprimierung der MLL-Zielgene HOXCS,
HOXA9, CDKN1B und c-MYC zustandig ist. Somit bedingt die An- bzw. Abwesenheit des
CYP33 den reprimierenden bzw. aktivierenden Charakter des MLL-Proteinkomplexes (Al
et al.,, 2014; Fair et al., 2001; Park et al., 2010). Die Transaktivierungsdomane (TA) im
C-terminalen Teil des MLL bindet die transkriptionellen Koregulatoren CBP (CREB-
binding protein) und MOF (Males Absent of the First), die Histonacetyltransferasen
darstellen (Bannister und Kouzarides, 1996; Dou et al., 2005). Am C-terminalen Ende des
MLL liegt die SET (Su(var)3-9,enhancer-of-zeste, trithorax)-Domane, welche die Histon-
methyltransferaseaktivitat dieses Proteins vermittelt (Milne et al., 2002; Nakamura et al.,
2002, siehe auch Abbildung 4).

Unmethylierte CpG-Inseln (CGls) markieren im Allgemeinen Promotoren von Sauger-
zellen und dienen als Signal fiir CXXC-Domanen, wodurch sie eine Akkumulation von
H3K4qe fordern (Deaton und Bird, 2011). In der Literatur werden vier verschiedene Wege
beschrieben, um eine MLL-assoziierte Interaktion mit CpG-reichen Sequenzen in
Promotorndhe zu erreichen. Diese erméglichen die Aktivierung der Transkription durch
die Rekrutierung von TrxG-Proteinen an Chromatin. So kann zum einen die CXXC-
Doméane am N-terminalen Teil des MLL-Proteins eine direkte Interaktion mit nicht-
methylierten CpG-Inseln der DNA gewahrleisten, zum anderen kann das MLL auch Uber
Proteininteraktionen mit Transkriptionsfaktoren oder dem PAF1 (polymerase-associated
factor 1) an die Promotorbereiche herangefihrt werden (Muntean et al., 2010; Voo et al.,
2000). Eine dritte Variante stellt eine recht neue Form dar, bei der IncRNAs (long non-
coding RNA) Enhancerfunktionen Ubernehmen kdnnen. Es konnte gezeigt werden, dass
HOTTIP RNA (HOXA transcript at the distal tip), eine nicht kodierende RNA des 5’-Endes
des HOXA-Locus, mit dem WDR5-Protein des MLL-WDR5-Komplexes interagiert und
somit das MLL-Protein in unmittelbare Nahe der HOXA-Promotoren bringt, um deren
Histone zu modifizieren (Wang et al., 2011). Zudem fuhren bereits bestehende Histon-
modifikationen zu einer Rekrutierung von TrxG-Proteinen. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass H3K4me, und auch H3K4ne3 das MLL Uber die Bindung der
PHD-Zinkfingerdoméane an den HOXA9-Promotor rekrutiert (Milne et al., 2010).
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Das MLL-Protein dient somit der gewebespezifischen Aktivierung bestimmter Promotoren,
um eine adaquate Embryogenese und Hamatopoiese, durch Aufrechterhaltung der
embryonalen HOX-Genexpression, zu gewahrleisten. Wéahrend Differenzierungs-
prozessen ist diese spezifische HOX-Genaktivierung jedoch nicht mehr zu finden (Milne et
al., 2005a; Nakamura et al., 2002; Yokoyama et al., 2004). MLL bindet seine Zielgene
nicht nur an den Promotorbereichen, sondern co-lokalisiert mit der RNA Polymerase |l
Uber das gesamte Gen (Milne et al., 2005a). Unter den Zielgenen des MLL befinden sich,
neben den Genen des HOX-Clusters, auch transkriptionelle Regulatoren, wie z.B. die des
extrazellularen und intrazellularen Wnt-Signalweges (z.B. DKK3, FRAT2, SFRP1/2). Des
Weiteren werden auch Transkriptionsfaktoren wie Egr3, Pax9, Foxcl durch eine Deletion

des murinen Mll-Gens beeinflusst (Wang et al., 2009).

Histonmodifikationen sowie DNA-Methylierungsmuster teilen das Genom in aktive und
inaktive Bereiche, wodurch jede Zelle ihr eigenes, spezifisches Epigenom generiert und
diese Muster an Tochterzellen vererbt (Rao und Dou, 2015). Bei diesem Prozess spielt
die KMT2-Familie eine Ubergeordnete Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass KMT2A und
sein D. melanogaster Homolog Trx wahrend der DNA-Replikation und Mitose an der DNA
gebunden bleibt und somit den transkriptionellen Zustand bewahrt. Hierdurch wird die
epigenetische Vererbung von Chromatinmodifikationen an Tochterzellen sichergestellt
(Blobel et al., 2009; Petruk et al., 2012). Wahrend des Zellzyklus, in der G1/S- und der
M/G1-Phase, wird KMT2A durch die E3 Ubiquitin Ligasen SCF (SKP1-CUL1-F-box
protein) und APC/C (anaphase-promoting complex) abgebaut (Liu et al., 2007; Wang et
al., 2012). Das Wildtyp-MLL besitzt in seiner PHD2-Doméane ebenfalls eine E3 Ubiquitin
Ligase Aktivitat, welche bei den Fusionsproteinen nicht mehr vorhanden ist und somit zu
einem ,Turnover“ des MLL-X-Levels fihrt (Wang et al., 2012). Der makromolekulare MLL-
Komplex dient somit der Koordination von Chromatinmethylierungen und der

Nukleosomenumgestaltung (Slany, 2009).

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Funktionsstdrung von TrxG- oder auch PcG-
Proteinen zu einer aberranten Genexpression fuhrt und somit die Initiierung einer

Tumorgenese beginstigen kann (Sparmann und van Lohuizen, 2006).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des MLL-Proteins mit seinen funktionellen
Doménen. (A) Das unprozessierte wt-MLL mit seinen assoziierten Proteinen und funktionellen
Doméanen: hMBM (humanes MENIN1-Bindemotiv); LBD (LEDGF-Bindedoméne), AT-Haken (AT),
speckled nuclear localization side (SNL1/2), Repressionsdoméne (RD1/2), Zinkfinger (PHD1-4),
Schnittstellen der Taspasel (CS1/2), Transaktivierungsdoméne (TA), Histonmethyltransferase-
vermittelnde SET (Su(var)3-9, enhancer-of-zeste, trithorax)-Domane. Die Bruchpunktregion (BCR)
definiert den Bereich mit den haufigsten dsBriichen des MLL-Gens. (B) Die Hydrolyse durch das
Enzym Taspasel separiert das MLL-Protein an den Schnittstellen CS1 und CS2 in zwei
funktionelle Teile, dem 320 kDa schweren MLLN und dem 180 kDa schweren MLLC. Die beiden
Fragmente lagern sich Uber die homologen FYRN- und FYRC-Doménen als Heterodimer
zusammen. Die SET-Doméne vermittelt eine H3K4me an den Nukleosomen spezifischer Zielgene.
(C) Chiméares MLL-Protein mit dem N-terminalen MLL-Teil. Je nach Fusionsprotein kdnnen
DOT1L-basierte Komplexe (DotCom) oder pTEFb-basierte Komplexe (SEC, EAP, AEP) rekrutiert
werden (siehe Abbildung 6). Die eingerahmte Abbildung verdeutlicht schematisch die Begeben-
heiten einer chromosomalen Translokation des Chromosoms 11 (FP: Fusionspartner, DSB:
Doppelstrangbruch).

16



Einleitung

1.4.1 MLL-Translokationen im Kontext einer Leukamie und die

Rolle assoziierender Komplexe des chimaren MLL-Proteins

Etwa 10 % aller Leukamiefélle sind charakterisiert durch die Anwesenheit eines
rearrangierten MLL-Gens (Marschalek, 2011). Die Doppelstrangbriiche des MLL-Gens
treten gehauft zwischen Exon 9 und Exon 11 auf (siehe BCR in Abbildung 4, Kapitel 1.3.,
Meyer et al.,, 2009). Nur 3,8 % von 1.530 untersuchten MLL-Translokationen besal3en
ihren Bruchpunkt auf3erhalb dieser Bruchpunktregion (Meyer et al., 2013). Durch
Translokationsereignisse des MLL-Gens besitzt das chimare MLLN-Fusionsprotein
weiterhin die Fahigkeit GUber AT-Haken, hMBM und LBD an die Zielgene des wt-MLL zu
binden. Es fehlt jedoch u.a. die H3K4qe-vermittelnde SET-Doméne. Umgekehrt besitzen
die chimaren Proteine mit dem MLLC -Teil die histonmodifizierende Fahigkeit der SET-
Domane, jedoch wird diese nicht mehr zielgerichtet an MLL-Zielgenpromotoren ausgeiibt
(Mohan et al., 2010b, siehe Abbildung 4).

Nur etwa 40 % aller MLL-Mutationen fihren zu einer trunkierten MLL-Form. Zudem bleibt
meist das zweite MLL-Allel intakt. ShRNA-basierte knockdown-Versuche und auch
Deletionen des Wildtyp-MLL in MLL-r-basierten Leukamien zeigten in in vivo-Versuchen,
dass dieses Gen fur die Tumorgenese essentiell ist. MLL-AF9 transformierte Zellen
wiesen nach der Deletion des wt-MLL ein vermindertes Wachstum auf. Bei Mausen
konnte durch die Zugabe von KMT2A-depletieten Zellen keine MLL-AF9-induzierte
Leukamie ausgeldst werden (Thiel et al.,, 2010). Durch die positive Regulierung von
Zellzykluskomponenten, wie CDKN1B, CDKN2A und CDKN2C (cyclin dependent kinase
inhibitor), tragt das wt-MLL ebenfalls zur Zelltransformation bei (Milne et al., 2005b; Xia et
al., 2005).

In Leuk&mien besitzen die MLL-Fusionsproteine eine hohe Diversitat. Bis heute wurden
Uber 80 verschiedene Partnergene des MLL charakterisiert, die direkt, also in frame,
fusioniert sind (Meyer et al., 2013 und unpublizierte Daten des Diagnostic Center of Acute
Leukemia (DCAL) Frankfurt a.M). Das haufigste Partnergen ist das AF4-Gen, welches bei
etwa 36 % aller MLL-r diagnostiziert wurde. 57 % aller ALL-Patienten weisen eine t(4;11)-
Leukamie auf. Die Verteilung reicht hier von 49 % bei Kleinkindern bis zu etwa 80 % bei
Erwachsenen. Die meisten ALL-Neuerkrankungen (etwa 79 %) werden im Alter zwischen
null und einem Jahr verzeichnet und sind ebenfalls durch MLL-Rearrangements
charakterisiert (Marschalek, 2011; Meyer et al., 2013). Neben dem AF4-Gen findet man
bei ALL-Patienten auch Fusionen mit anderen Genen, wie AF9, ENL, AF10, ELL und AF6.
Den grofiten Anteil nehmen hierbei AF4, AF9 und ENL mit etwa 88 % aller ALL-Falle ein.
Bei Kleinkindern (<1 Jahr) weisen etwa 49 % aller ALL-Patienten das MLL-AF4
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Fusionsprotein auf. Bei AML Erkrankungen ist mit 25 % aller MLL-r Leuk&mien das AF9-
Partnergen involviert (unpublizierte Daten des Diagnostic Center of Acute Leukemia
(DCAL) Frankfurt a.M, Stand: Januar 2017, siehe Abbildung 5).

MLL-r Leukdmien
n=2.345

EPS15
AF6 2%
4%

PTD
4%

. andere
. 10%

AF4
36%
ELL
4%
AF10
8%

AF4 AF6 EPS15 andere
2% AF9 2% 2% 5%
19% AF10

andere

17%
AF9

AF6 Sk
8%
AF4
PTD 57%
12%
ENL el
ELL AF10 4%
1% 16%
AML ALL
n= 872 n=1.420

Abbildung 5: Klassifikation der Leukdmietypen und Fusionspartner. Insgesamt wurden 2.345
Leukamiepatienten bezlglich ihres Typus und des fusionierten Partnergens eingeteilt. Das
haufigste Partnergen bei ALL stellt AF4 dar. Bei AML ist AF9 das prominenteste Partnergen.
(unpublizierte Daten des Diagnostic Center of Acute Leukemia (DCAL) Frankfurt a.M, Stand:
Januar 2017).

Akute Lymphatische Leukd&mien bei Kleinkindern werden als aggressiv und schwer
behandelbar eingestuft (high-risk). Die Prognosen sind hierbei sehr schlecht und die
Behandlungsprotokolle beinhalten oft die Gabe von poly-Chemotherapien. Diese
Protokolle stiitzen sich auf Interfant-06, welches aufgrund des Alters, der Leukozyten-
anzahl (WBC: white blood count) und dem Vorhandensein von MLL-Translokationen die
Akuten Lymphatischen Leukamien in low-, medium- oder high-risk einteilen. High-risk-
Patienten sind demnach unter 6 Monate alt, sprechen auf eine initiale Behandlung mit
Prednison nicht an, haben eine WBC von tUber 300.000/ul und weisen ein rearrangiertes
MLL auf (www.kinderkebsinfo.de: Interfant-06). Das Vorhandensein von RAS-Mutationen,

hohen Leveln von FLT3 und einer geringen HOXA-Expression fihren ebenfalls zu einer
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schlechten Prognose von ALL-Patienten (Chillon et al., 2012; Driessen et al., 2013; Kang
et al., 2012; Stam et al., 2007, 2010; Trentin et al., 2009).

MLL-Fusionspartner stellen membranassoziierte sowie nukledre oder zytoplasmatische
Proteine dar. Sie beeinflussen Prozesse wie die transkriptionelle Elongation, Endozytose,
Apoptose oder steuern Chromatinmodifikationen und Signaltransduktionswege (Meyer et
al., 2009). Die chiméaren Proteine binden direkt oder indirekt chromatinmodifizierende
Proteine, wie TrxG, PcG, HATs oder HDACs (Dou et al., 2005; Ernst et al., 2001; Miller et
al., 2001; Nakamura et al., 2002; Xia et al., 2003). Sie kénnen jedoch auch multimere,
biochemische Komplexe binden, die mit ihnen assoziiert sind. Man unterscheidet hierbei
vier verschiedene Typen: den EAP-Komplex (elongation associated proteins), den AEP-
Komplex (AF4/ENL/pTEFb complex), den SEC (super elongation complex) und den
DotCom (DOT1L associated protein complex) (siehe Abbildung 6).

Die haufigsten MLL-Fusionspartner stellen EAP (elongation-associated proteins)-
Komplexpartner dar. Die EAP-Komplexpartner interagieren mit der RNA Polymerase I,
PAF1C, DOTIL, pTEFb, BRD4 und CBX8-TIP60, was das chiméare Protein dazu beféhigt,
hohe Expressionsraten zu generieren und die transkriptionelle Elongation zu beeinflussen
(Jo et al., 2011; Milne et al., 2010; Muntean et al., 2010; Okada et al., 2005; Tan et al.,
2011; Yokoyama et al., 2010). Die Kerneinheit des EAP-Komplexes besteht aus den drei
Proteinen ENL, AF4 und pTEFb, sodass durch das Vorhandensein weiterer Faktoren eine
hohe Variabilitdit an EAP-Komplexen entsteht (Deshpande et al., 2012).

Der SEC bindet neben den drei Elongationsfaktoren ELL1-3, EAF1/2 und pTEFb auch
AFF4, AFF1 (AF4) und AF9/ENL und stimuliert die Transkription (Lin et al., 2010). Die
Elongationsfaktoren ELL (eleven-nineteen Lys-rich leukemia) stellen in diesem
Zusammenhang, neben AF4, einige der haufigsten Zielgene fiir reziproke Translokations-
ereignisse mit dem MLL dar, wodurch eine direkte Assoziation zwischen diesen Genen
und einer Leukamieentstehung besteht. Die Aufgabe der ELL-Proteine ist es, das
Pausieren der Pol Il nach 30-40 nt hinter dem TSS (transcription start site) zu verhindern.
Dadurch gewéhrleisten sie eine stetige Transkription der Zielgene (Luo et al., 2012;
Shilatifard et al., 1996). AF4 stimuliert die RNA-Polymerase ll-abhangige Transkriptions-
elongation und vermittelt eine Chromatinumstrukturierung. Es fungiert als positiver
Regulator des p-TEFb und vermittelt eine Rekrutierung des Dot1 (Bitoun et al., 2007). Der
pTEFb-Komplex beinhaltet die katalytische Untereinheit CDK9 und die regulatorische
Einheit CyclinT1 bzw. CyclinT2. Dieser Komplex phosphoryliert die C-terminale Domane
(CTD) der RNA-Polymerase Il und reguliert den Ubergang zwischen Transkriptions-

initiation und Transkriptionselongation. Durch zusétzliche Phosphorylierung der negativen
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Elongationsfaktoren NELF und DSIF dissoziiert NELF von der pausierten Pol Il und
induziert die Elongation (Luo et al., 2012; Peterlin und Price, 2006). In genomweiten
Chromatin-Immunpréazipitationsstudien konnte gezeigt werden, dass der SEC speziell fir
die schnelle Transkriptionsinduktion essentiell ist. An embryonalen Stammzellen der Maus
konnte nach Zugabe von Retinsdure eine vermehrte Rekrutierung des SEC an die
Promotoren responsiver Gene wie Hoxal und Cdx1 festgestellt werden (Lin et al., 2011).
Zudem rekrutiert der SEC in Zelllinien mit einer t(4;11)-Translokation BRD4
(Bromodomaine-containing protein 4) (Dawson et al., 2011). Uber die Bromodoméne des
BRD4 wird das Fusionsprotein an acetylierte Histone herangefuihrt, was die Transkription
der Gene beeinflusst (Wu und Chiang, 2007).

Der DotCom beinhaltet neben DOT1L die Faktoren AF10, AF17, SKP1, TRRAP und
AF9/ENL und vermittelt iber DOT1L eine H3K79 Methylierung der Zielgene (Mohan et al.,
2010b). H3K79 Mono- und Dimethylierungen sind Signale fir aktive Transkriptions-
bereiche, eine Trimethylierung signalisiert reprimierte Gene (Wong et al., 2015). Der SEC
wird von allen MLL-Fusionspartnern rekrutiert, die ebenfalls Komponenten des SEC
darstellen. Dadurch wird er an den MLL-Zielgenen stabilisiert und es kommt zu einer
aberranten Expression von z.B. HOXA9 und HOXA10 und zur Entstehung aggressiver
Leukémien (Luo et al., 2012). In den Fallen, bei denen das chimére Proteine ENL oder
AF9 beinhaltet, kbnnen sogar beide Komplexe, der SEC und der DotCom, co-rekrutiert
werden (Mohan et al., 2010a). Aber auch bei MLL-AF4 Translokationen konnte zum einen
eine Interkation mit DOT1L und der Ausfihrung ektoper H3K79me nachgewiesen, zum
anderen aber auch eine Interaktion des reziproken Teils mit der pTEFb-Kinase festgesellt
werden (Benedikt et al., 2011; Krivtsov et al., 2008). AF4 initiiert durch die Rekrutierung
dieser beiden Faktoren die aberrante Expression von MLL-Zielgenen und induziert die
Leukdmogenese, denn eine DOTI1L-vermittelte H3K79mezs ist z.B. bei dem MLL-AF4-
Onkogen notwendig fir die Expression der HOXA-Gene (Krivtsov et al., 2008). DOT1L-
knockouts in Mausen bestétigten zudem, dass die Initiierung und die Aufrechterhaltung
einer MLL-AF9-basierten Leukamie von DOT1L abhéngig ist (Nguyen et al., 2011).

Der AEP-Komplex besteht aus den Proteinen AF4, ENL, pTEFb oder AFF4 (AF5g31),
ENL, pTEFb und bildet MLL/AEP-Hybride mit MLL-Fusionspartnern, die ebenfalls
Proteine des AEP-Komplexes darstellen. Sie co-lokalisierten in ChlIP-Versuchen an
Zielgenen des MLL, steigerten die Expression dieser Gene und ermoglichten die

Transformation h&dmatopoietischer Vorlauferzellen (Yokoyama et al., 2010).

Einige Proteine der vier Komplexe beinhalten direkte Fusionspartner des MLL, wodurch

eine Bindung an chimare MLL-Proteine mdéglich wird. Auch das Vorhandensein von Unter-
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einheiten der Transkriptionselongationsmaschinerie, wie des pTEFb, verdeutlichen die
enorme Auswirkung dieser assoziierten Komplexe auf das Expressionsprofil einer

mutierten Zelle (Deshpande et al., 2012).

Hauptkomponenten Erganzende Komponenten Name

AF10, AF17, TTRRAP, SKP1, B-Catenin

\ ) eseeseeesmmmm—) DotCom

BCoR, HSP70, LAF4, RING1, BCX8, uvm.

\ ] \ — EAP
! | J Teee———) [\ =P

ELL1-3, EAF1/2

] I ] ) J B~ R

Abbildung 6: Auflistung der Komplexe und Komponenten, die mit den MLL-Fusionspartnern
assoziiert sind. Man unterscheidet vier verschiedene multimere Komplexe: den DotCom (DOT1L
associated protein complex), den EAP (elongation-associated proteins), den AEP (AF4/ENL/pTEFb
complex) und den SEC (super elongation complex) (modifiziert nach Deshpande et al., 2012).

Neben diesen vier Komplexen, die an den C-terminalen, fusionierten Teil der MLL-r
binden, sorgt der PAF-Komplex (PAFc) daflr, dass der N-terminale MLL-Teil korrekt an
seine Zielgene herangefuhrt wird und aktiviert die transkriptionelle Aktivitdt Gber eine
Interaktion mit der RNA Polymerase Il. Er besteht aus den Proteinen PAF1, LEO1,
CDC73, CTR9, RTF1 und SKI8. PAFc bindet wt-MLL und MLLN direkt tGber die CXXC-
und RD2-Doménen und fordert dadurch zusatzlich die Transformationsfahigkeit von
Knochenmarkzellen (Muntean et al., 2010; Zhu et al., 2005). Die onkogene Wirkung der
chiméren MLL-Proteine lasst sich jedoch nicht nur durch den Erwerb einer
transkriptionellen Aktivierung erklaren, denn auch mit zytoplasmatischen Fusionspartnern,
die per se keine nukledren Funktionen besitzen, ist das rearrangierte MLL in der Lage,
Leukamien auszuldésen. Der Grund wird in der Fahigkeit der Dimerisierung der
Fusionsproteine gesehen. Ein prominentes Beispiel sind GAS7 und AF1p, bei denen die
Oligomerisierung zu einem onkogenen MLL fuhrt, die HOX-Zielgene aktiviert und die
Selbsterneuerung hamatopoietischer Progenitorzellen férdert. Zudem konnte in knockin-
Mausmodellen durch eine Fusion des MIl an lacZ, welches in aktivem Zustand Tetramere
bildet, eine lymphatische und eine myeloische Leuk&mie ausgeldst werden (Dobson et al.,
2000; Li et al., 2005; So et al., 2003). Somit wird bei den chiméaren Proteinen der Erwerb
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neuer Fahigkeiten als Ausléser der Leukdmien gesehen, was bedeutet, dass auch nicht-

pathogene Fusionsproteine zur Tumorgenese fuhren kénnen.

Neben den MLLN-assoziierten Fusionspartnern ist auch der reziproke Teil mit MLL® fahig,
eine Leuka&mie auszuldsen. In vivo-Versuche bestatigten, dass z.B. AF4-MLL alleine eine
pro-B ALL induzieren kann. Hierbei rekrutiert AF4-MLL ebenfalls regulatorische
Modulatoren, wie den RNA-Protein-Komplex pTEFb und fungiert als RNA Polymerase II-
Aktivator, da es die transkriptionelle Elongation steigert. Zudem wird durch Hydrolyse des
AF4-MLL durch das Enzym Taspasel die proteosomale Degradation dieses Proteins
unterbunden, sodass das reziproke Fusionsprotein als nicht abbaubare Version des AF4
positiv auf die RNA-Polymerase Il einwirkt und so ebenfalls zu malignen Prozessen
fuhren kann (Benedikt et al., 2011; Bursen et al.,, 2010a). Durch das Vorhandensein
beider Fusionsproteine, MLL-AF4 und AF4-MLL, ist es nicht verwunderlich, dass die
t(4;11)-Leukamie zu den aggressivsten MLL-r-basierten Leukémien zahlt. Das EFS (event
free survival) von Kleinkindern nach 4 Jahren liegt bei 17-18 % und bei den unter 3-
Monatigen bei etwa 5 % (Felix et al., 2000; Hess, 2004).

Untersuchungen von ALL-Patientenmaterial ergaben, dass bei einer 11g23-Translokation
etwa 1.000 Gene reprimiert und etwa 200 Gene aktiviert werden (Armstrong et al., 2002).
Auf der Basis von Genexpressionsprofilen zeigte sich zudem, dass sich MLL-basierte
Leukamien ganzlich von den sonstigen Akuten Myeloischen- oder Akuten Lymphatischen
Leukamien unterscheiden. ALL exprimieren typischerweise lymphatische Gene wie MME,
CD24, DNTT und LIG4. AML exprimiert myeloische Gene wie DF, CTSD und ANPEP.
MLL-assoziierte Leukdmien weisen hingegen keine erhthte Expression dieser Gene auf.
Ihr GEP ist durch die Expression typischer Gene, die in hAmatopoietischen Progenitor-
zellen vorliegen, wie z.B. PROML1, LMO2, FLT3, gekennzeichnet (Armstrong et al.,
2002). MLL-assoziierte ALL besitzen im Vergleich zu ALL-Patienten, die kein MLL-
Rearrangement aufweisen, ein spezifisches Genexpressionsprofil. Vor allem die Uber-
expression von HOXA9, HOXA5 und HOXA4 ist charakteristisch. MEIS1, von dem
bekannt ist, dass es eine HOXA9-abhangige Transformation beschleunigt, ist ebenfalls
Uberexprimiert. HOXA9-depletierte AML- und ALL-Zelllinien weisen einen Proliferations-
stop und eine erhéhte Apoptoserate auf, was die Relevanz dieses Gens beim
Voranschreiten dieser Leukamien verdeutlicht (Faber et al., 2008; Rozovskaia et al.,
2001).

HOX-Deregulierungen stellen den wichtigsten Mechanismus der MLL-r-induzierten
Leukdmogenese dar. Neben der Embryonalentwicklung kontrollieren die HOX-Gene die

Differenzierung hamatopoietischer Zellen. Eine hohe HOX-Genexpression ist typisch fur
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Stammzellen und frihe Vorlauferzellen. Die Reifung der Blutzellen ist jedoch
charakterisiert durch eine geringe HOX-Expression. Somit fuhrt eine kontinuierliche,
aberrante HOX-Expression, wie sie bei Zellen mit MLL-Fusionsproteinen haufig zu finden
ist, zu einem Differenzierungsblock und zu einer Population sich selbst teilender
Vorlauferzellen (Ernst et al., 2004; Horton et al., 2005; Milne et al., 2005c; Slany, 2009).
Weiterhin induziert das MLL durch die von ihm vermittelte H3K4me-Histonmodifikation
direkt die Expression der HOX-Gene (Milne et al., 2002).

1.5 Die HOX-Gene und ihre funktionellen und regulatorischen

Aufgaben

Die HOX (HomoOobox)-Gene des Menschen sind eine Klasse hochkonservierter
Transkriptionsfaktoren, die Homologe der homdotischen Gencluster in Drosophila
darstellen. Die jeweils vier humanen bzw. murinen HOX-Cluster (Cluster A-D) umfassen
39 Gene. Die Loci der Cluster befinden sich auf vier verschiedenen Chromosomen, HOXA
(7p14), HOXB (17921), HOXC (12913) und HOXD (2g31), und beinhalten zwischen neun
und elf Gene. Basierend auf ihrer Homologie und ihrer Lage innerhalb der jeweiligen
Cluster werden sie in 13 paraloge Gruppen unterteilt (Mark et al., 1997; Veraksa et al.,
2000, siehe Abbildung 7). Man geht davon aus, dass etwa 200 Homdoboxgene im
menschlichen Genom existieren, die u.a. in den Homooboxgen-Clustern MSX-, PAX-,
SIX-, LIM- oder IRX zu finden sind (Abate-Shen, 2002; Tupler et al., 2001).

HOX-Gene steuern die Zellidentitat wahrend der Embryogenese und determinieren die
Bildung des axialen Skeletts, des Metencephalons und der Extremitaten sowie die
Kdrpersegmentierung entlang der anterior-posterior Achse und Prozesse der Organ-
entwicklung. Sie werden in Zellen des hdmatopoietischen Systems und in leukdmischen
Zellen mit myeloischem oder lymphatischem Ursprung exprimiert. In differenzierten
Geweben kontrollieren sie die Homoostase und Zelldifferenzierung. Wéhrend der
Differenzierung und der Reifung von Blutzellen ist ihre Expression reprimiert (Abate-Shen,
2002; Argiropoulos und Humphries, 2007; Javed und Langley, 2013; Kelly et al., 2011,
Pearson et al., 2005; Veraksa et al., 2000). Eine Deregulierung der HOX-Gene ist nicht
nur in Leukdmien, sondern auch bei Prostata-, Lungen-, Ovarial- und Mammakarzinomen
zu finden (Shah und Sukumar, 2010).

Die HOX-Transkriptionsfaktoren aktivieren oder reprimieren ihre Zielgene durch
Interaktion mit ihrer DNA-Bindedomane, der Homdodoméne, in Exon 2. Diese 60

Aminosauren umfassende Domaéane vermittelt die sequenzspezifische Bindung an DNA-
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Elemente, die ein TAAT oder ATTA Kernmotiv beinhalten (Pearson et al., 2005; Shah und
Sukumar, 2010). Es sind in der Literatur etwa 35 direkte Zielgene der HOX-Gene in
verschiedenen Organsimen beschrieben, wie z.B. die Aktivierung des murinen RAR-3
durch Hoxb4 und Hoxd4 oder eine Regulierung des humanen EphB4 durch HOXA9 (Bruhl
et al., 2004; Pearson et al., 2005; Serpente et al., 2005). Die funktionellen Einheiten der
HOX-Proteine kdnnen neben Monomeren auch Homodimere oder Heterodimere/-trimere
darstellen. Die ersten beiden Molekllverbénde binden direkt an ihre Zielgene und
beeinflussen deren Transkription. Die dritte und vierte Variante kombinieren die HOX-
Proteine mit Transkriptionsfaktoren der TALE (three amino acid loop extension)-Familie
und bewirken eine Regulierung der Zielgene. (Abate-Shen, 2002; Shah und Sukumar,
2010; Veraksa et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass z.B. HOXD4 an CBP (CREB
binding protein) bindet, was in einer Inhibierung der HAT-Aktivitat des CBP resultiert und
somit dessen Zielgene, wie z.B. TWISTL, reprimiert (Shen et al., 2001). Jedoch konnte
eine Interaktion mit Proteinen, wie z.B. SMAD, auch zu einer Inhibierung der HOX-
Aktivitat fuhren (Li et al., 2006).

5 Drosophila melanogaster 3
Abd-B Abd-A Ubx Antp Acr Dfd pB lab

Homo sapiens
HOXA

Chr. 7p14
A13 A11  A10 A9 A7 A6 A5 A4 A3 A2 A1
HOXB —
chr. 17q21— 1 OHHEH H HEHEHTH 1+
B13 B9 B8 B7 B6 B5 B4 B3 B2 B1

e T HHHHH —H H}+—
Chr. 12913

C13 C12 C11 C10 C9 cs8 cé C5 Cc4

o — R HEHE—H— 1
Chr. 2g31

D13 D12 D11 D10 D9 D8 D4 D3 D1

Abbildung 7: Schematische Darstellung der HOX-Cluster bei Drosophila melanogaster und
Homo sapiens. Im humanen System existieren insgesamt 39 HOX-Gene, die in vier Cluster auf
vier Chromosomen verteilt sind und entlang ihrer 5° >3 Orientierung die posterior-anterior Achse
wahrend der Embryogenese determinieren. Innerhalb der vier Cluster lassen sich 13 paraloge
Gruppen klassifizieren (modifiziert nach Goodman, 2003).
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Eine aberrante HOX-Genexpression ist vor allem bei verschieden Krebsarten von hoher
Relevanz. Abate-Shen postulierte hierzu drei verschiedene Mechanismen, die zu einer
Deregulierung der HOX-Gene in entarteten Zellen fihren kénnen. Die prominenteste
Kategorie beschreibt die ,re-Expression der HOX-Gene. Hierbei findet eine HOX-
Genexpression zu einem anderen Zeitpunkt statt, als sie normalerweise in diesem
Gewebe vorkommt. Zwar wurde eine HOX-Genexpression z.B. wahrend der
Differenzierung bzw. der Embryogenese in diesen Zellen ausgefihrt, ist jedoch fir den
Zeitpunkt der ,re-Expression“ abnormal. Die zweite Kategorie beschreibt die
,Gendominanz®, bei der die betroffene Zelle eine HOX-Expression aufweist, obwohl eine
solche Expression zu keinem Zeitpunkt fir dieses Gewebe vorgesehen war. Man nennt
dies auch ,ektope“ Genexpression. In der letzten Kategorie spricht man von
~epigenetischer Deregulierung®, da die HOX-Gene zu einem Zeitpunkt herunterreguliert
bzw. stillgelegt werden, zu dem sie normalerweise exprimiert werden sollten. Hier
fungieren die HOX-Gene als Tumor-Suppressoren, wohingegen in den ersten beiden
Kategorien eine Deregulierung der HOX-Gene direkt mit der Tumorgenese in Verbindung
steht (Abate-Shen, 2002; Shah und Sukumar, 2010).

Modifizierungen der Histonmethylierungen durch TrxG-Proteine, respektive durch
Komponenten des PRC2 (polycomb repression complex 2), steuern die HOX-Expression
(Hanson et al.,, 1999). Die Transkriptionsregulierung kann jedoch auch (ber nicht-
kodierende RNAs erfolgen, wie HOTAIR (hox transcript antisense intergenic RNA),
welche die PRC2 an HOX-Gene rekrutiert oder microRNA, welche posttranskriptionell das
Level der HOX-Gene reguliert (z.B. mir-196b via MLL-Aktivierung) (Popovic et al., 2009;
Rinn et al., 2007).

1.5.1 Assoziation der HOX-Genexpression mit der Entstehung

verschiedener Leukamien

Neben Prozessen der Apoptose, der Differenzierung und der Invasion, beeinflussen HOX-
Gene auch die Proliferation. Gerade bei Leukdmien bedingt eine aberrante HOX-
Expression das Proliferationsverhalten. Das Fusionsprotein NUP98-HOXA9 wies bei
AML-Patienten eine positive Beeinflussung der Proliferationsrate durch Aktivierung von
MEIS1 und CREB1 auf. Eine co-Expression von NUP98-HOXA9 und Meisl in
transplantierten Mausen verkirzte die Zeit der AML-Entwicklung von 230 Tage auf
142 Tage (Kroon et al., 2001). Neben der Beeinflussung der Proliferation von AML-Zellen
signalisierte eine hohe Rate an z.B. HOXA9 in leukédmischen Blasten eine unglnstige

Prognose hamatopoietischer Malignitaten (Golub et al., 1999). HOXA9 band in
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Kombination mit PBX2 oder MEIS1 an die DNA und eine Uberexpression des
Homooboxgens flhrte in vitro zur Immortalisierung myeloischer Progenitorzellen (Calvo et
al., 2002; Shen et al., 1999). Hoxa9- und Meisl-Uberexpressionen in transduzierten
Knochenmarkzellen fihrten zu einer AML und einer vermehrten Proliferation myeloischer
Zellen (Kroon et al., 1998). Hoxa7 und/oder Hoxa9 beeinflussten die Latenzzeit und den
Phanotyp von Akuten Myeloischen Leukamien, waren jedoch fir die Initiierung einer AML
erlasslich (Faber et al., 2008; So et al., 2004). HOXB10 stérte die myeloische und
lymphatische Differenzierung in hé&matopoietischen Zellen von Mausen und fiihrte zu
einer AML (Thorsteinsdottir et al., 1997). RNA-Sequenzierungsdaten an MLL-X-basierten
AML-Zellen (n=179) zeigten im Vergleich zu gesunden CD34*-Stammzellen, dass AML-
Zellen keine Uberexpression inrer HOXA- (HOXA3-10) und HOXB- (HOXB2-6) Cluster
aufweisen, sondern das Level der gesunden CD34*-Progenitorzellen beibehalten. Mit
héherem Reifungsgrad, also von CD34*" bis hin zu promyeloischen und reifen
myeloischen Zellen, nahm die Expressionsrate der HOXA- und HOXB-Cluster ab
(Spencer et al.,, 2015). Zudem zeigte sich eine Korrelation zwischen einer schlechten
Prognose von AML-Patienten und der Produktion der HOXA3-HOXA10 sowie der TALE-
Proteine PBX3 und MEIS1 (Drabkin et al., 2002).

Eine Deregulierung der HOX-Gene spielt auch bei T-ALL und B-ALL eine wichtige Rolle.
So zeigten T-ALL mit einem TCRB-HOXA oder einem CALM-AF10 Fusionsprotein eine
komplette Dysregulation der HOXA-Gene, was eine Verknlpfung der HOX-Expression mit
der Entstehung von Leukdmien vermuten lasst (Soulier et al.,, 2005; Speleman et al.,
2005). Bei 11g23-translozierten ALL ist eine Uberexpression der Gene HOXA4, HOXA5
und HOXA9 charakteristisch. Im Vergleich zu normalen ALL ist das MEIS1-Gen in MLL-X-
assoziierten ALL ebenfalls meist Uberexprimiert. Es wurde jedoch bereits als Kofaktor der
HOX-Gene beschrieben und im Zusammenhang mit der Auslosung einer t(4;11)-
Leukamie mit Gberexprimiertem HOXA9 genannt (Armstrong et al., 2002; Rozovskaia et
al., 2001). In MLL-ENL-basierten T-ALL und MLL-r-basierten B-ALL liegen HOXA9,
HOXA10 und HOXC6 sowie MEIS1 jeweils Gberexprimiert vor (Ferrando et al., 2003). Bei
t(4;11)-ALL-Patienten ist charakteristischerweise eine Uberexpression der HOXA3-, A4-,
A5-, A6-, A9- und Al0-Gene uber GEP nachgewiesen worden (De Braekeleer et al.,
2012; Rozovskaia et al., 2001).

Die Expression der HOX-Gene HOXA3, HOXA5, HOXA7, HOXA9 und HOXA10 ist
sowohl bei AML als auch bei ALL mit einer MLL-Translokation hochreguliert. HOXA11 und
HOXAG sind in AML am starksten Uberexprimiert (Zangrando et al., 2009). Bis auf HOXA2
und HOXAGS fiihrt die Uberexpression der HOXA-Gene zu einem Block der hamato-
poietischen Differenzierung (Bach et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass MLL-AF4-
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exprimierende humane ESC (embryonic stem cell) im Vergleich zu ESC eine um 88,9 %
erhOhte Expression aller HOX-Gene aufweisen kdnnen. Darunter befand sich auch das
prominente MLL-Zielgen HOXA9. Das Level der ektopen MLL-AF4-Expression entsprach
hierbei dem der Leukamiezelllinien SEM und RS4;11 und die transduzierten Zellen
wiesen dieselben funktionellen und phanotypischen Eigenschaften wie ihre Kontrollzellen
auf: Die Expression von Pluripotenzmarkern wie Oct4, Nanog und hESC, typischen
Antigenen wie Tra-1-60, Tra-1-81 und SSEA-3/4 sowie die Fahigkeit zur Bildung von

Teratomen (Bueno et al., 2012).

Generell weisen MLL-r-assoziierte Leuk&mien eine HOX-Gen-Deregulierung auf, die mit
einer schlechten Prognose einhergeht, sodass sie durch ihr Genexpressionsprofil klar von
anderen ALL oder AML abgegrenzt werden kénnen. Vor allem die Uberexpression von
HOXA9 und MEIS1 ist charakteristisch (Armstrong et al., 2002; Rozovskaia et al., 2001;
Yeoh et al., 2002).

Im Kontext der Hamatopoiese und der Leukamie sind HOXA9, HOXA10 und HOXB4 am
besten untersucht. HOXA9 reguliert die Hamatopoiese und fungiert als Onkogen. Hierbei
aktiviert es Pim1, welches einen Einfluss auf die Proliferation hat und die BAD-Proteine
inaktiviert (Hu et al., 2007). HOXA9 ist das Homdoboxgen mit der schwerwiegendsten
Beeinflussung des hamatopoietischen Phanotyps. HOXA9 wird in primitiven hamato-
poietischen Zellen exprimiert und wahrend Differenzierungsphasen herunterreguliert
(Lawrence et al., 1997). In kompetitiven Repopulationsversuchen wiesen Hoxa9”-Mause
nach einer Bestrahlung die groRte Beeintrachtigung der Repopulationsfahigkeit ihrer
HSCs auf (Lawrence et al., 2005). Im Gegensatz zu Hoxb3”- bzw. Hoxb4’-knockout-
Phanotypen, wies Hoxa9 einen hochregulatorischen Effekt in HSCs auf, beeinflusste die
Differenzierung und fihrte zu Leukdmien (Argiropoulos und Humphries, 2007;
Thorsteinsdottir et al., 2002). Die Uberexpression von Hoxa9 in murinen, transgenen E2A-
PBX1 B-Zellen beschleunigte die Bildung einer Leukamie, jedoch war Hoxa9 alleine nicht
fahig, B-Zellen zu transformieren (Hassawi et al., 2013). Durch direkte Bindung aktivierte
Hoxal0 die Expression von Genen (z.B. Fgf2, Tgff32), die zu einer Expansion myeloischer
Progenitorzellen fiihrte (Shah et al.,, 2011, 2012). Eine HOXA10-Uberexpression
beeinflusste die myeloische und B-lymphatische Differenzierung und induzierte in Mausen
innerhalb von 19-50 Wochen eine AML (Thorsteinsdottir et al., 1997).

Einen enormen Einfluss auf die Selbsterneuerungs- bzw. Expansionsrate h&mato-
poietischer Stammzellen hatte die in vitro- und in vivo-Uberexpression des Transkriptions-
faktors HOXB4 (Sauvageau et al., 1995). Hamatopoietische Stammzellen halten die

Produktion aller Blutzellbestandteile durch Expansion und Selbsterneuerung wahrend der
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Embryogenese und des hamatopoietischen Stresses aufrecht (Argiropoulos und
Humphries, 2007). HOXB4-transduzierte, murine Knochenmarkzellen waren weiterhin
fahig, ex vivo lymphatische und myeloische Vorlauferzellen zu generieren (Antonchuk et
al., 2002). HOXB4 fiihrte zu einer Expansion primitiver HSC ohne deren Differenzierung
zu beeinflussen (Buske et al., 2002). Eine retrovirale Uberexpression von HOXB4 in
knochenmarktransplantierten Mausen zeigte eine 1.000-fache Anreicherung der
transduzierten HSC im Vergleich zu Kontrollzellen (Antonchuk et al.,, 2002).
Zusammengefasst dient HOXB4 der Regeneration von HSC und HOXA9/HOXA10 fuhren
jeweils alleine oder in Kombination zu myeloischen oder lymphatischen Leukamien (Kroon
et al., 1998; Sauvageau et al., 1995, 1997; Thorsteinsdottir et al., 1997). Eine definierte
Expression bestimmter HOX-Gene scheint demnach flr eine normale Hamatopoiese

notwendig zu sein und eine Stérung dieses Gleichgewichts kann enorme Folgen haben.

Die HOX-Gene und auch die HOX-Fusionen, wie NUP98-HOX, spielen eine zentrale
Rolle bei der Initiierung und Aufrechterhaltung des Selbsterneuerungsstatus wahrend der
Hamatopoiese bzw. Leukamogenese. Welcher HOX-basierte Mechanismus jedoch zur

Initiierung von Leukamien in HSC oder Progenitorzellen fuhrt, ist weitgehend ungeklart.

HOX-Gene sind wichtige prognostische Faktoren bei Leuk&mien, vor allem bei AML. Dort
geht eine Uberexpression des HOXA9-Gens mit einer hohen Rezidivrate und einer
schlechten Prognose einher, wohingegen AML mit geringen Levels an HOXA9 die beste
Prognose aufweisen und gut auf Chemotherapien ansprechen (Andreeff et al., 2008;
Golub et al., 1999). In t(4;11)-ALL wurde eine Patientengruppe beschreiben, die im
Gegensatz zu den bisher ublichen HOXA-Uberexpressionen (hier HOXA5, A9, A10) eine
geringere bis keine Expression der HOXA-Gene aufwies. Das GEP dieser HOXA"*"-
Patienten korrelierte mit einer schlechteren Prognose und einer hoheren Rezidivrate.
Diese Patientengruppe beinhaltete padiatrische Patienten, deren BCR zwischen Intron 11
und Intron 12 lag, wohingegen die HOXA"9"-Gruppe von adulten Patienten mit einer BCR
in Intron 9 und Intron 10 dominiert wurde. Die Genexpressionsprofile der padiatrischen
HOXA"-Patientengruppe wiesen zudem alle eine Uberexpression des Transkriptions-
faktors IRX1 (Iroquoisl) auf (Stam et al., 2010; Trentin et al.,, 2009). Die Zellen der
untersuchten HOXA"®™/IRX1"9"-Patienten wiesen zudem alle RAS-, KRAS- und NRAS-
Mutationen auf (Trentin et al., 2016). Des Weiteren zeigte eine Untersuchung von Klein-
kindern mit MLL-AF4-assoziierten Leukamien, dass eine Expression von IRX2, EPS8 und
TPD52 im Zusammenhang mit einer schlechten Prognose stehen kann. Gemal Kang et
al. kbnnen MLL-AF4-Patienten generell in zwei heterogene Gruppen eingeteilt werden: (1)
Die ,HOX-Gruppe“, mit einer Uberexpression einiger HOX-Gene und (2) die ,IRX-
Gruppe*, die eine Uberexpression von IRX1 und IRX2 aufweist (Kang et al., 2012). Somit
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scheint es neben der gangigen HOXA-Uberexpression in t(4;11)-basierten Leukamien
einen alternativen Mechanismus zu geben, der die Leukdmogenese dieser ALL induziert
bzw. aufrechterhalt. Hierbei scheint der Transkriptionsfaktor IRX1 bzw. IRX2 eine

besondere Rolle einzunehmen.

1.6 Die Homoobox-Transkriptionsfaktoren des IRX-Clusters

Die Iroquois-Transkriptionsfaktoren stellen Homologe der Drosophila-Gene araucan (ara),
caupolican (caup) und mirror (mirr) des Iro-Komplexes dar. In duplizierter Form findet man
im humanen System zwei Cluster mit je drei Genen (Gomez-Skarmeta et al., 1996;
McNeill et al., 1997). Der IRXA-Cluster befindet sich auf Chromosom 5 und impliziert die
Gene IRX1, IRX2 und IRX4. Der IRXB-Cluster auf Chromosom 16 umfasst die Ubrigen
drei IRX-Gene. Zudem lassen sich innerhalb der zwei Cluster drei paraloge Gruppen
definieren, welche in ihrer Orientierung und Lage innerhalb des Clusters identisch sind
(siehe farbige Gruppierung in Abbildung 8, Bosse et al., 2000; Cavodeassi et al., 2001,
Peters et al., 2000). Die IRX-Gene bzw. die IRX-Proteine weisen strukturelle und
sequenzspezifische Homologien in ihrer Homéodoméane (HD) auf. Diese zéhlen aufgrund
der drei Aminosauren-Verlangerung zur Gruppe der TALE-Proteine. Zudem besitzen alle
eine konservierte Iro-box, deren 13 Aminoséauren grol3e Kernsequenz stark mit dem EGF-
Motiv der Notch-Rezeptoren Ubereinstimmt (Cavodeassi et al., 2001; Gomez-Skarmeta et
al.,, 1996; Kim et al., 2012; McNeill et al.,, 1997). IRX-Proteine binden ihre Zielgene
sequenzspezifisch Uber ihre Erkennungssequenz ACAnNnTGT, welche auch als IBS (Iro
binding site) bezeichnet wird (Bilioni et al., 2005).

In Vertebraten determinieren Irx1-Irx4 verschiedene Stadien der Embryogenese, wie die
Strukturierung und die Formierung des ZNS, des Herzens und der Extremitaten (Bosse et
al., 1997; Bruneau et al., 2000). Im murinen System befinden sich die beiden Genloci der
IRX-Cluster auf den Chromosomen 8 und 13 (Peters et al., 2000). Die raumliche
Verteilung der sechs murinen Irx-Gene in E12 Mausembryonen zeigte, dass Irx1, -2, -3
und -5 ahnliche Expressionsgebiete, wie das Gehirn, die Extremitdten und das
Neuralrohr, aufwiesen, wohingegen Irx4 hauptsachlich im Herzen, in der Haut und im
Metencephalon exprimiert wurde. Irx1 und Irx2 hatten im Vergleich zu allen anderen Irx-

Genen eine hohe Ubereinstimmung ihrer Expressionsgebiete (Houweling et al., 2001).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des humanen IRX-Clusters. Alle IRX-Proteine
beinhalten am N-terminalen Teil eine Homdodoméane, die bei TALE (three amino acid loop
extension)-Proteinen um drei Aminosauren verlangert ist. Am C-terminalen Teil befindet sich die
Iro-box, die dem zentralen Part des EGF-Motivs der Notch-Rezeptoren &ahnelt. Die IRX-Gene
befinden sich in zwei Clustern zu je drei Genen, die drei paraloge Gruppen bilden (modifiziert nach
Kim et al., 2012).

1.6.1 Krebserkrankungen im Kontext einer IRX-Deregulierung

Die Datenlage der ektopen oder der aberranten [RX-Expression in malignen
Erkrankungen ist minimal. Die beiden Iroquois-Transkriptionsfaktoren IRX1 und IRX2
werden, wie bereits in 1.5.1 beschrieben, in Leukamien dereguliert und dienen dort als
Klassifikationsmarker zur Einteilung verschiedener t(4;11)-Patientengruppen und als
prognostische Faktoren fiir die Vorhersage des Krankheitsverlaufs (Kang et al., 2012;
Stam et al., 2010; Trentin et al., 2009, 2016). Kennzeichnend fur Magenkrebs und
Plattenepithelkarzinome des Kopfes und des Halses (HNSCC: head and neck squamous
cell carcinoma) ist die Inaktivierung des IRX1-Gens, die durch ein LOH (Loss of
Heterozygosity) und eine Methylierung der CGIs der Promotorregion des IRX1
hervorgerufen wird. Eine Infektion der Zelllinien GES-1 (epitheliale Magenkarzinomzellen)
mit Helicobacter pylori initierte denselben Effekt, wodurch auch hier eine verminderte
IRX1-Expression der infizierten Zellen detektierbar war. (Bennett et al., 2008; Guo et al.,
2010, 2011; Lu et al., 2005). In HNSCC-Zellen fuhrte eine Deregulierung von IRX1 zu
einer Beeinflussung des TGFR-Signalweges und zu einer Modulation der Mitose- und der
Apoptoseaktivitat (Bennett et al., 2009). In Magengeschwiiren fungierte IRX1 als Tumor-
Suppressor-Gen. Zudem fuhrte die Aufhebung der IRX1-Suppression zu einer
verminderten Wachstumsrate, einer verminderten Invasionsfahigkeit und einer
verminderten Tumorgenese. Die hypermethylierte IRX1-DNA konnte sogar im peripheren
Blut der Patienten nachgewiesen werden, was IRX1 als potentiellen Biomarker fur
Magenkarzinome interessant macht. Microarray-Analysen in GES-1-Zellen identifizierten
drei direkte Zielgene des IRX1l: FGF7, HIST2H2BE und BDKRB2, welche fir die

Regulierung der Angiogenese, Zellproliferation und Invasion zustandig sind (Guo et al.,
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2010). Die Reprimierung der IRX1-Expression in Magenkarzinom-Zellen konnte in vitro
durch die Expression der micro-RNA miR-544 imitiert werden, was zu einer Steigerung
der Proliferationsrate und zu einer Progression des Zellzyklus fuhrte (Zhi et al., 2013). Die
in vitro-Expression von IRX1, und folglich die Inhibierung von BDKRB2, verminderte die
Angiogenese und den Mechanismus der vaskularen Mimikry in HUVEC- und SGC-7901-
Zellen (Jiang et al.,, 2011). Eine IRX1-Hypomethylierung in Osteosarkomen stellte
ebenfalls einen potenziellen molekularen Marker dar. Eine Uberexpression des IRX1
korrelierte mit einer Hypomethylierung seines Promotors. Eine Suppression dieser Gen-
expression resultierte in einer Reduktion der Invasions- und Migrationsfahigkeit der Zellen
(Lu et al., 2015). Aberrante DNA-Methylierungen des IRX1 und einiger HOX-Gene zeigten
sich auch in Zellen von Brustkrebs- und Prostatakrebspatienten, was hier ebenfalls den
Fokus auf die Etablierung neuer Biomarker oder Therapeutika lenkte. In Rhabdomyo-
sarkomen korrelierten hypermethylierte CGls des IRX1 mit der Pathogenese dieses

bdsartigen Weichteiltumors (Day und Bianco-Miotto, 2013; Mahoney et al., 2012).

Eine Uberexpression von IRX2 in Osteosarkomen filhrte zu einer AKT-abh&ngigen
Erhéhung von MMP2, MMP9 und VEGF, was in einer gesteigerten Proliferation und einer
verstarkten Invasionsfahigkeit dieser Zellen resultierte (Liu et al., 2014a, 2015). Einige
Brustkarzinome waren durch eine IRX2-Uberexpression charakterisiert und korrelierten
zudem mit einem schnellen Fortschreiten der Erkrankung (Kadota et al., 2009; Lewis et
al., 1999). Neueste Forschungen zeigten im Zusammenhang mit primdren Mamma-
karzinomen, dass eine erhohte IRX2-Menge in den Zellen die Motilitdt unterdriickte und
die Expression von Metastasen-férdernden Chemokinen wie CCL5, CXCL9-11
verminderte, was IRX2 zu einem Marker der Metastasierung macht (Werner et al., 2015).
In Lungenkarzinomen wurden aber auch epigenetische Hypermethylierungen der IRX2-
Promotoren beschrieben (Rauch et al, 2012; Sato et al, 2014). Neben einer
deregulierten Expression fand man z.B. in Weichteilsarkomen haufig auch Amplifikationen
des Chromosoms 5p und hier im Speziellen des IRX2-Gens, was ausschlaggebend fur
den Fortschritt der Erkrankung war (Adamowicz et al.,, 2006). Squamdse Lungen-
karzinome wiesen im Gegensatz zu normalen Lungengeweben in nahezu allen Proben
Methylierungen der CpG-Inseln einiger Homdobox-Gene, wie PAX6 und IRX2, auf. Diese
konnten zukinftig in der Diagnostik als frilhe Detektionsmarker eines Lungenkarzinoms
dienen (Rauch et al., 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass IRX3 und IRX5 bei der Transition von Adenomen zu
Karzinomen die Sensitivitdt von CRC (colorectal cancer)-Zellen auf Zytostatika reduzieren
kénnen und den Zellen somit einen Wachstumsvorteil hin zu Krebszellen verschaffen

(Martorell et al., 2014). IRX3 war zudem in Leberzellkarzinomen uberexprimiert und
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forderte die Proliferation, die Migration und die Invasion von SMMC7721-Zellen (Wang et
al., 2016). In Hirntumoren wurde eine bis zu 8-fache Erhdhung der IRX3-Menge detektiert
(Ordway et al., 2006). In einer weiteren Studie hemmte IRX4 das Wachstum von
Prostatakarzinomzellen und wirkte Uber Interaktionen mit dem Vitamin-D-Rezeptor als

Tumor-Suppressor (Nguyen et al., 2012).

Die IRX-Transkriptionsfaktoren determinieren friihe Prozesse der Embryogenese und sind
im Zusammenhang mit Malignitdten wenig beschrieben. Eine Expression in h&mato-

poietischen Geweben ist atypisch und kann weitragende Folgen fir entartete Zelle haben.
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit
Die Pradsenz der chimaren Proteine MLL-AF4 und AF4-MLL steht vor allem bei

Kleinkindern in Zusammenhang mit Hochrisikoleukdamien, die aufgrund rapider
Krankheitsverlaufe, hoher Aggressivitat und hoher Rezidivrate mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind. Forschungsarbeiten der letzten Jahrzehnte konnten den
Wirkmechanismus der MLL-AF4-basierten Akuten Lymphatischen Leuk&mien bis heute
nicht komplett entschlisseln. Eine gestorte Expression der MLL-Zielgene durch die
t(4;11)-Translokationsprodukte wurde jahrelang als auslosender Mechanismus der
Leuké&mieentstehung angesehen. Vor allem die HOX-Expression ist hierbei in den Fokus
der Forschungen geriickt. Eine Uberexpression bestimmter HOXA-Gene fungiert sogar

als molekularer Marker fur die Klassifizierung verschiedener Leuk&miearten.

Als Grundlage dieser Doktorarbeit dienten die Arbeiten von Trentin et al., der bei den
Untersuchungen von t(4;11)-Patienten auf ein neues Expressionsmuster gestof3en ist.
Hiervon waren vor allem padiatrische Patienten betroffen, die im Gegensatz zu adulten
Patienten keine HOX-Deregulierung aufwiesen. Er betitelte diese Patientenkohorte als
HOXAP"-Patienten. Bei Genexpressionsanalysen dieser Kohorte identifizierte man
weitere Gene, die im Gegensatz zu den bisher bekannten HOXAM"-Patienten ein
differenziertes Expressionsverhalten aufwiesen. Interessanterweise Kkorrelierte die
Expression des Transkriptionsfaktors Iroquoisl (IRX1) mit einer fehlenden Deregulierung
der HOXA-Gene (HOXA"°%). Die Expression dieses Transkriptionsfaktors und seines
Homologs IRX2 korrelierte zudem in weiteren Analysen von t(4;11)-Patienten mit einer
schlechten Prognose, im Gegensatz zu HOXA""-Patienten (Kang et al., 2012; Stam et
al., 2010; Trentin et al., 2009). Vorangegangene Arbeiten, wie die Bachelorarbeit mit dem
Titel ,Identifizierung von direkten und indirekten IRX1 Zielgenen“ (Alessa Gramlich, 2011)
und die Masterarbeit ,Transkriptionelle Repression von HOX-Genen durch den
Homoobox-Transkriptionsfaktor IRX1“ (Alessa Gramlich, 2013) legten bereits den
Grundstein der Erforschung von IRX1 und IRX2 im Zusammenhang mit MLL-AF4-

assoziierten Leukamien.

Ziel dieser Arbeit war es, die Einflisse einer ektopen IRX1- und IRX2-Uberexpression der
t(4;11)-basierten Leukédmie nachzustellen und den molekularen Mechanismus hinter der
negativen Beeinflussung der HOXA/IRX"9"-Genotypen auf den Verlauf der Erkrankung
aufzuklaren. Hierzu wurde die Expression des IRX1 und IRX2 in HEK293T-Zellen sowie in
leukamischen SEM-Zellen durch die Benutzung der neuesten Generation der
induzierbaren Sleeping Beauty-Konstrukte imitiert. Durch diese Vektoren ist eine

Integration der GOls in das Genom der Zellen méglich, wodurch eine gemaRigte ektope
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Expression dieser Gene erreicht werden kann. Die stabil transfizierten Zellen dienten als
Grundlage fur die Beobachtungen molekularer Interkationen von IRX1/2 auf Protein- und
DNA-Ebene. Die Ergebnisse der vorangegangenen Arbeiten wurden in weiteren
Systemen validiert und durch Co-Immunprazipitationen, Chromatin-Immunprazipitationen
sowie RT-PCR-Analysen und weiteren molekularbiologischen Methoden erweitert. Durch
die Behandlung der Zellen mit dem Histondeacetylaseinhibitor Trichostatin A sollte zudem
eine Aussage dariber getroffen werden, welchen Effekt diese Art von Inhibitoren auf die
regulatorischen Mechanismen der MLL-AF4-basierten Leukdmie hat und ob IRX1 die

Reaktion der Zellen auf Inhibitoren dieser Gruppe als potenzielle Arzneistoffe beeinflusst.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Vorarbeiten zu diesem Thema

Die molekularen Mechanismen, die mit der Beeinflussung der t(4;11)-basierten Leukamie
und der zusatzlichen Expression des Transkriptionsfaktors IRX1 in Verbindung stehen,
sind bisher kaum erforscht. Als Grundlage dieser Doktorarbeit dienten meine voran-

gegangene Bachelor- und auch Masterarbeit, die thematisch direkt aufeinander aufbauen.

In der Bachelorarbeit wurden zundchst HEK293T-Zellen transient mit dem IRX1-Gen
transfiziert (IRX1::GFP). Die positiv transfizierten, grun fluoreszierenden, Zellen wurden
am FACS aussortiert und deren Genexpressionsprofil Gber Affymetrix HG-U133Plus 2.0
DNA-Microarrays im Vergleich zu mit dem Leervektor transfizierten (GFP) Zellen
untersucht. Hierbei wurden insgesamt 8.400 Gene in der Anwesenheit von IRX1
dereguliert (GEO Acc. No. GSE75376). Abbildung 9 verdeutlicht, dass unter den um
mindestens das 4-fache deregulierten Genen, neben Signaltransduktionsmediatoren und
apoptoserelevanten Genen, vor allem die Expression von Transkriptionsfaktoren (22 %)
beeinflusst wurde (siehe Abbildung 9A). Bei der Auswertung der arbitraren Lichteinheiten
der DNA-Microarray-Daten in Bezug auf die MEIS-, PBX- und HOX-Cluster, zeigte sich,
dass IRX1 eine Reprimierung der Gene dieser Cluster, ausgenommen des HOXC-
Clusters, verursacht (siehe Abbildung 9B). Diese ersten Ergebnisse der IRX1-
Uberexpression lieRen die Vermutung zu, dass IRX1 fur die Reprimierung der typischen

HOXA-Uberexpression in t(4;11)-Patienten verantwortlich sein kénnte.

In der daran angeschlossenen Masterarbeit wurden die Ergebnisse der Bachelorarbeit
z.T. validiert, jedoch war es bis dahin noch nicht mdglich, eine gleichbleibende Menge an
IRX1 in vitro zu exprimieren, was zu einer Schwankung der Effekte aufgrund
unterschiedlicher IRX1-Mengen fihrte. Mit der Etablierung der ersten Generation der
Sleeping Beauty-Konstrukte konnten diese Schwankungen zum grof3ten Teil behoben
werden. Doch hierbei zeigte sich, dass der induzierbare Promotor noch eine recht hohe
Basaltranskription aufwies und das Konstrukt generell mit einer zu hohen Kopienzahl in
das Genom intergiert wurde. Dies resultierte in einer unphysiologischen Menge des GOI
in den Zellen. Mit diesen ersten stabilen Transfektionen konnte jedoch der reprimierende
Effekt des IRX1 auf HOXA3, HOXA5, HOXA6, HOXA9 und MEIS1 bestatigt werden.
Zudem wurde gezeigt, dass der aktivierende Effekt des MLL-AF4 in co-Transfektionen
von IRX1 und MLL-AF4 nicht zum Tragen kommt. Dies spricht dafir, dass IRX1 tber den
Effekt des MLL-AF4 dominiert und direkt in den Mechanismus der MLL-AF4-basierten

Expression der HOX-Gene involviert ist.
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Abbildung 9: Auswertung des Genexpressionsprofils von transient Uberexprimiertem IRX1
in HEK293T-Zellen. DNA-Microarray-Analysen des Affymetrix HG-U133Plus 2.0 von transient
transfizierten, IRX1-exprimierenden HEK293T-Zellen. Diese wiesen im Vergleich zu mock-
transfizierten Zellen eine Deregulierung von insgesamt 8.400 Genen auf (siehe GEO Acc. No.
GSE75376). (A) Zusammenfassung der Gene, die die hdchste Deregulierung aufwiesen.
Hervorgehoben sind diejenigen Gene, die von besonderem Interesse und fiir spatere Analysen
relevant sind. Die 369 Gene, die eine 4-fache oder héhere Deregulierung aufwiesen, wurden
aufgrund ihrer Funktion zusammengefasst. Zweiundzwanzig Prozent dieser Gene stellen
Transkriptionsfaktoren dar, gefolgt von Signaltransduktionsmediatoren und apoptoserelevanten
Genen. Eine zuséatzliche Ubereinstimmung dieses GEP mit Chip-on-Chip oder weiteren GEP ergab
eine Uberlappung von bis zu 23,4 %, bzw. im Mittel 12 %. (B) Auswertung der relativen
Lichteinheiten der DNA-Microarray-Daten in Bezug auf die MEIS-, PBX- und HOX-Cluster.

2.2 Reprimierung der HOXA-Gene durch die IRX-

Transkriptionsfaktoren

Diese Doktorarbeit schloss thematisch an das Ende der Masterarbeit an. So wurde
zunachst die Validierung der Daten des DNA-Microarrays in Bezug auf die HOXA-
Genexpression vervollstandigt. Hierzu wurde das IRX1- bzw. IRX2-Gen in die zweite
Generation der Sleeping Beauty-Konstrukte Uber Sfil kloniert und als Kontrolle vollstandig
sequenziert. Die Expression der GOIs wurde in vitro Uber Fluoreszenzmikroskopie, RT-
PCR und Western Blot-Versuche bestatigt.
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Durch die Benutzung der pSBtet-IRX1-G-P-, pSBtet-IRX2cFLAG-G-P- und pSBtet-MLL-
AF4-G-P-Konstrukte war es mdoglich, das GOI mit Hilfe der ebenfalls transfizierten
Transposase pcGlobin SB100., Uber den cut and paste-Mechanismus (konservative
Transposition) in geringen Kopienzahlen in das Genom der transfizierten Zelle zu
integrieren. Dies fuhrte zu einem gemaRigten Transkriptionslevel der Transgene in
HEK293T-Zellen (siehe auch Kowarz et al., 2015; Wachter et al., 2014). Als Signal fir die
Transposition dienten die invertierten Sequenzbereiche (ITR: inverted tandem repeat), die
den Insertionsbereich flankieren. Zudem wies der Tetracyclin-induzierbare TCE-Promotor
der zweiten Generation der Sleeping Beauty-Konstrukte kaum bis keine Basaltranskription
des GOI mehr auf. Positiv transfizierte Zellen wurden mit Hilfe des ebenfalls integrierten
Resistenzmarkers (z.B. Puromycin-N-acetyl-transferase (P)) selektioniert, bis eine
homogene Zellpopulation genetisch manipulierter Zellen vorhanden war. Der Status der
positiven Integration konnte Uber einen konstitutiv exprimierten Fluoreszenzmarker, wie

z.B. GFP, sichergestellt werden.

Die folgende Abbildung fasst den schematischen Aufbau und die Funktion der einzelnen
Vektorbestandteile der in dieser Arbeit verwendeten pSBtet-Vektoren der zweiten
Generation zusammen und verdeutlicht des Weiteren den Verlauf einer stabilen

Transfektion.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Sleeping Beauty-Konstrukte der zweiten
Generation. Diese Expressionsplasmide besitzen zwei ORFs mit je einem konstitutiven (RPBSA)
und einem Tetracyclin-induzierbaren (TCE) Promotor. Die Insertion des GOl erfolgt Uber
spezifische Sfil-Schnittstellen in frame hinter den Doxycyclin-induzierbaren Promotor. Dem GOI
wird Uber den Vektor eine synthetische polyA-Sequenz (synPA/SV40pA) angefligt. Ein zweiter
ORF dieses Plasmids unter dem RPBSA-Promotor beinhaltet das Gen eines Fluoreszenzproteins
(GFP, BFP), des reversen Transaktivators rtTA25-M2 und eines Selektionsmarkers (Puromycin-N-
acetyl-transferase (P), Blasticidin-S-Deaminase (B)). Alle Proteine des konstitutiven Leserahmens
sind durch 2A-Peptide voneinander separiert und werden posttranslational proteolytisch
voneinander getrennt. Diesem zweiten ORF ist ebenfalls eine synthetische polyA-Sequenz, ein
bovine growth hormone-polyA (bGH-pA), angefuigt. Als GOl wurden folgende cDNAs einkloniert:
IRX1, IRX2_cFLAG, EGR1 cFLAG, EGR2_cFLAG, EGR3_cFLAG, MLL-AF4, MLL-AF4mCH und
luc2 (Luciferasegen als ,Leervektor). Alle Anhange wurden direkt (in frame) an die Amino-
sauresequenz des GOls angefiigt und das jeweilige Stopp-Codon an das 3'-Ende verlegt. Uber die
vorhandenen inverted tandem repeats (ITRs) und der Transposase pcGlobin SB100xe kann eine
konservative Transposition (cut and paste) in das Genom der transfizierten Zellen erfolgen (siehe
auch 4.1.10).

Die Expression des GOls der stabil transfizierten HEK293T-Zellen wurde fur 48 h durch
die Applikation von 1 pg/ml Doxycyclin induziert, die zytoplasmatische RNA isoliert, in
cDNA transkribiert und Giber RT-PCR analysiert. Die Auswertung der relativen Expression
der einzelnen HOXA-Gene erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode. Normiert

wurden die Messungen auf das Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz dienten mit dem
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Leervektor pSBtet-luc2-G-P transfizierte Zellen. Abbildung 11 zeigt neben der Uber-
prifung der Expression der inserierten Gene auch die Effekte der verschieden
transfizierten HEK293T-Zellen auf die HOXA-Genexpression. Im Fokus standen hier die
Gene HOXA3-HOXA13. Die hellgrauen Balken représentieren jeweils die Zellen mit einer
ektopen IRX1- oder IRX2-Expression. In den schwarzen Balken ist die Expression des
chiméren MLL-AF4 dargestellt und in den dunkelgrauen Balken ist jeweils eines der IRX-
Gene mit dem MLL-AF4 co-transfiziert. Die rote Linie stellt die auf 1,0 normalisierten

Werte der mit dem Leervektor transfizierten Zellen dar (n=3, +S.E.M.).

Sowohl bei der Uberexpression von IRX1, als auch bei IRX2, findet eine Reprimierung der
untersuchten HOXA-Gene statt. Wie vermutet, bedingte eine MLL-AF4-Expression eine
Steigerung der HOXA-Genexpression, wohingegen eine co-Transfektion von IRX1 oder
IRX2 mit dem chiméaren MLL-AF4 zu einer erneuten Reprimierung der untersuchten Gene
fuhrte. Die starkste Reprimierung durch IRX1 oder IRX2 war bei HOXA6 und HOXA9
auszumachen. HOXA7 wurde kaum bis gar nicht durch eines der integrierten Proteine

dereguliert.

39



Ergebnisse

A IRX1

20000 IRX1

g
n

IRX1
@ MLL-AF4
@ IRX1+ MLL-AF4

m MLL-AF4

. RX1 + MLL-AF4
15000

10000 T l

500

b
o
L

-
o
1

-

o
T
'
'

400

relative Quantifizierung [relative Einheiten]

relative Quantifizierung [relative Einheiten]

300 T T I
200 05 I
. [
100
0 - 0.0-
N ™
& &
&\'
B IRX2
15000+ IRX2 - 2.59 IRX2
e = MLL-AF4 2 . MLL-AF4
% 10000- = RX2 + MLL-AF4 % 20 @ IRX2 + MLL-AF4
u @
> 2
2 5000+ 5
® S 1.5
- | - s
S soop 5
3 @
& 4001 5 10
= s
15 | €
é 300 §
3 0.5
e 2004 G 05
£ 2
5 1001 5
0 T 0.0-
3 <& - U o8
& X A .
& S S 8 8 S 8 %043" ‘\0-\y

Abbildung 11: Inhibierung der HOXA-Gene in Anwesenheit von IRX1 bzw. IRX2. Die
Expression der stabil integrierten Gene (A) IRX1 (hellgrau), (B) IRX2 (hellgrau) und/oder MLL-AF4
(schwarz, co-Transfektion: dunkelgrau) in HEK293T-Zellen wurde durch Zugabe von 1 pg/ml
Doxycyclin induziert und Uber RT-PCR-Analysen Uberprift (A+B, jeweils links). Des Weiteren
erfolgte in den gleichen Zellen die Quantifizierung der Gene HOXA3-HOXA13 (A+B, jeweils
rechts). Die Normierung der RT-PCR erfolgte auf das Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz dienten
mit dem pSBtet-luc2-G-P transfizierte Zellen, deren Expressionlevel auf 1,0 gesetzt wurde. Gezeigt
ist die relative Quantifizierung der jeweiligen Gene nach der vergleichenden AACt-Methode (n=3,
+S.E.M.).

2.3 Beeinflussung der MLL-AF4-Komplexbildung durch IRX1
Bei der Auswertung der RT-PCR-Analysen der co-transfizierten HEK293T-Zellen zeigte

sich, dass MLL-AF4 in der Ausiibung seiner HOXA-expressionsfordernden Funktion
behindert wird. Somit galt es zu prifen, ob IRX1 direkt in den funktionell aktiven,
multimeren MLL-AF4-Komplex rekrutiert wird oder ob durch eine Stérung der Komplex-
bildung die durch das MLL-AF4 bedingte Modulation der Zielgenexpression beeinflusst
wird. Hierzu wurden HEK293T-Zellen, denen zuvor entweder das IRX1 oder der
Leevektor stabil in ihr Genom integriert worden war, transient mit mCherry-markiertem

MLL-AF4 transfiziert. Die erfolgreiche Expression der Konstrukte wurde uber die
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Expression der grinen Fluoreszenz des Vektors und der roten Fluoreszenz des mCherry-
markierten MLL-AF4 mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops kontrolliert (siehe Abbildung
12A).

Da das MLL-AF4-Protein eine Masse von etwa 260 kDa aufweist, wurde fir die Analyse
der Komplexbildung tiber Co-Immunprazipitationen (ColP) eine Affinitatsaufreinigung tber
magnetische Beads herangezogen. Zudem war durch die 3‘-terminale Markierung des
MLL-AF4-Gens eine solide Grundlage geschaffen worden, dieses Protein gezielt
aufreinigen zu konnen. Mit einem N-terminalen MLL- oder C-terminalen AF4-Antikorper
ware sonst auch immer das wt-MLL bzw. wt-AF4 mit aufgereinigt worden. Nach der
transienten Transfektion der stabil transfizierten IRX1- und mock-Zellen mit MLL-AF4mCH
(pSBtet-MLL-AFAmMCh-B-B) erfolgte die Transkriptionsinduktion der GOIs mit 1 pg/ml
Doxycyclin fur 48 h. Nach der Extraktion der Gesamtzelllysate und der Normierung der
Proteinkonzentrationen erfolgte die Immunprézipitation mit Hilfe des mCherry- bzw., als
Negativkontrolle, eines unspezifischen IgG-Antikorpers (siehe Abbildung 12, mCH-AK:
Spur drei und vier, IgG-AK: Spur funf und sechs). Als Positivkontrolle wurden jeweils in
den ersten beiden Spuren unprézipitierte Gesamtzelllysate aufgetragen und zudem die
Anwesenheit des préazipitierten MLL-AFAMCH im ersten Blot sichergestellt (siehe
Abbildung 12).

Die Untersuchung der Komplexitat des MLL-AF4mCH-Multimers im Zusammenspiel mit
IRX1 wurde unter mehreren Gesichtspunkten durchgefiihrt. Als Erstes wurde die
Anwesenheit der Komplexpartner CYP33, BMI-1 und CDK9 untersucht. CYP33 vermittelt
durch die Bindung an die PHD-Domane die Rekrutierung der Komponente der
Repressionsdomanen des MLL. Hierunter fallen die Proteine BMI-1, HPC2, CtBP und
HDAC1 (Xia et al., 2003). Hier galt es zu klaren, ob CYP33 durch IRX1 an den Komplex
herangefuhrt wird, da die trunkierte MLL-Variante durch das Fehlen der PHD-Domane
keine Bindung des CYP33 mehr ermdglicht, oder ob BMI-1 direkt durch IRX1 in den
Komplex rekrutiert wird. CDK9 stellt eine Untereinheit des pTEFb dar, welches u.a. fir die
Phosphorylierung der CTD der RNAP Il zustandig ist (Ramanathan et al., 2001). Durch
eine Inhibierung der produktiven Elongationsinitierung durch IRX1 kdnnte auch hiertiber
eine verminderte HOXA-Expression eingeleitet werden. Abbildung 12 zeigt, dass in
Anwesenheit von IRX1 keine Anderung der Komposition oder der Menge dieser Proteine
zu detektieren war. Des Weiteren wurde uberprift, ob IRX1 die Bindung des MLL-AF4 an
seine Zielgene verhindert. Dies wéare der Fall, wenn z.B. die Bindung des chiméren
Proteins an MENIN1 oder die p75-Isoform des LEDGF gestdrt wirde, denn diese beiden
Proteine sind direkt fir die Rekrutierung des MLL an die DNA seiner Zielgene

verantwortlich (siehe Kapitel 1.4). Die co-Immunprazipitationsversuche belegen jedoch,
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dass MENIN1 und LEDGF/p75 weiterhin im MLL-AF4mCH-Komplex vorhanden sind. Die
Rekrutierung des DOTI1L-Komplexes an MLL-AF4 ist per se nicht mdoglich, da der
translozierte AF4-Terminus keine Bindedomane des DOTI1L mehr besitzt. Jedoch kann
DOTI1L uber weitere Komplexe, wie dem EAP oder DotCom an MLL-AF4 herangefihrt
werden und Uber seine H3K79me direkt die Transkription der Zielgene beeinflussen
(siehe Kapitel 1.4.1). Im Fall der MLL-AF4AmMCH-transfizierten HEK293T-Zellen andert sich
allerdings die Menge des co-prazipitierten DOT1L durch die Anwesenheit von IRX1 nicht.

Die Co-Immunprazipitationsversuche bestatigten, dass IRX1 direkt mit dem MLL-
AF4AMCH-Komplex interagiert. Das Vorhandensein des IRX1 hat jedoch keinen Einfluss
auf die Komplexbildung des MLL-AF4 mit seinen Interaktionspartnern.
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Abbildung 12: Co-Immunpréazipitationsversuche des MLL-AFAmCH. HEK293T, die zuvor mit
IRX1 oder luc2 (Leervektor) stabil transfiziert worden waren, wurden transient mit MLL-AF4mCH
transfiziert. (A) Kontrolle der transfizierten HEK293T-Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie-
analysen. Die erste Spalte zeigt die Zellen im Phasenkontrast, die zweite Spalte zeigt die rote
Fluoreszenz des mCherry-markierten MLL-AF4 (pSBtet-MLL-AFAmCH-B-B). In der dritten Spalte
ist die grine Fluoreszenz des integrierten IRX1-Konstrukts (pSBtet-IRX1-G-P) dargestellt. Die
erste Zeile bestatigt die co-Transfektion der HEK293T-Zellen durch die Fluoreszenz beider Marker.
Die zweite und dritte Zeile weisen jeweils die Fluoreszenz eines der beiden Marker auf. Die
Belichtungszeit der Fluoreszenzmarker betrug 500 ms, die des Phasenkontrasts 1 ms. (B) Western
Blot-Analysen der MLL-AF4AmCH- und MLL-AF4AmCH/IRX1-exprimierenden Zellen zur Analyse der
Proteinkomposition des MLL-AF4AmCH-Komplexes. Die ersten beiden Spuren zeigen die
INPUT/Lysat Kontrolle (Positivkontrolle), die dritte und vierte Spur reprasentieren die Uber
magnetische Beads affinitatsaufgereinigten Proteine. Als Negativkontrolle erfolgte die Aufreinigung
mit einem unspezifischen IgG-Antikoérper (Spuren funf und sechs). Als Kontrolle ist im ersten
Western Blot die erfolgreiche Aufreinigung des MLL-AF4mCH-Proteins gezeigt. Die Co-
Immunpréazipitationen zeigen, dass IRX1 die Komposition des MLL-AFAmCH-Komplexes nicht
andert, jedoch selbst im Komplex vorhanden ist.

2.4 Chromatin-Immunprazipitationsanalyse zur Klarung der
funktionellen Interaktion der IRX1/MLL-AF4-Verbindung

Die vorangegangenen Untersuchungen der Protein-Protein-Interaktionen belegten, dass
IRX1 die Komposition des MLL-AF4AmCH-Komplexes zwar nicht &ndert, jedoch durch die
Prazipitation des Komplexes mit aufgereinigt werden konnte. Dies liel3 die Vermutung zu,
dass IRX1 eine funktionelle Stérung des Fusionsproteins bewirken kdnnte, was zu einer
Reprimierung der HOX-Gene in den HOXA°"-Patienten bzw. den hier co-transfizierten

Zellen fihrt. Zur Uberprifung dieser These wurden Chromatin-Immunprazipitations-
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anaylsen (ChlP) herangezogen. Durch sie ist es méglich nachzuweisen, welche Proteine
bzw. welche Transkriptionsfaktoren an bestimmte Chromatinbereiche binden. Genauer
gesagt wurden hierbei die Promotorbereiche der bekannten MLL-AF4-Zielgene, HOXA9
und HOXA10, untersucht. Die Prazipitationsversuche wurden mit einem unspezifischen
IgG-Antikodrper als Negativkontrolle und den spezifischen mCherry-, MLL-C- und IRX1-
Antikorpern durchgefuhrt. Der mCherry-Antikorper diente der Prazipitation des MLL-
AF4AmCH-Komplexes. Der MLL-C-Antikérper diente der spezifischen Detektion des
Wildtyp-MLL, da das trunkierte MLL-AF4-Protein die C-terminale Erkennungsregion
dieses Antikorpers (AS 2829-2883) nicht mehr besitzt. Die ChIP-Versuche wurden mit
verschieden transfizierten HEK293T-Zellen durchgefuhrt. Als Kontrolle wurden die mit
dem Leervektor (pSBtet-luc2-G-P) transfizierten Zellen verwendet. Zudem wurden mit den
pSBtet-IRX1-G-P- oder pSBtet-IRX1-G-P- und pSBtet-MLL-AF4mCH-B-B-Konstrukten
transfizierte Zellen herangezogen. Hierbei wurden alle Konstrukte stabil in das Genom der
Zellen integriert. Bei Doppeltransfektionen wurde jeweils ein Konstrukt stabil integriert,
wahrend das andere transient transfiziert wurde. Beide sich hieraus ergebenden
Kombinationsmoglichkeiten von IRX1 mit MLL-AF4mCH wurden analysiert. Die
Expression der pSBtet-Konstrukte wurde durch Zugabe von 1 pg/ml Doxycyclin fir 48 h
induziert. Alle Versuche wurden drei- bis fiinfmal unabhangig voneinander durchgefinhrt,
wobei in Abbildung 13 eine reprasentative Auswertung dargestellt ist. Die Auswertung
erfolgte nach der ,Percent Input Method” von life Technologies (Thermo Fisher Scientific)

und wurde in Triplikaten gemessen (+S.E.M.).

In Abbildung 13A sind sowohl der HOXA9- als auch HOXA10-Promotor dargestellt. Die
Oligonukleotide zur Amplifizierung dieser Chromatinbereiche lagen jeweils innerhalb des
ersten Exons (siehe Tabelle 7). Die Prazipitation des fixierten Chromatins mit dem
unspezifischen IgG-Antikorper ergab keine Detektion gebundener DNA, was die korrekte
Durchfuhrung des Versuchs bestéatigt (Abbildung 13, weil3e Balken). Zudem konnte durch
die Prazipitation des MLL-AF4mCH-Proteins eine groRe Menge HOXA9- und HOXA10-
Chromatin aufgereinigt werden (Abbildung 13, schwarze Balken). Bei der Prazipitation
des IRX1-Transkriptionsfaktors zeigt sich eine gesteigerte Menge des gebundenen
HOXA-Chromatins in der Anwesenheit des MLL-AF4mCH-Proteins (Abbildung 13A,
hellgraue Balken), was sich mit den Ergebnissen der ColP-Versuche deckt (siehe
Abbildung 12). Die Anwesenheit des IRX1 &nderte jedoch nicht die funktionelle
Eigenschaft des MLL-AF4mCH an sein Zielgenchromatin binden zu kénnen (Abbildung
13A, schwarze Balken, MLL-AF4 + IRX1).

Des Weiteren wurde die Bindefahigkeit des Wildtyp-MLL an die Promotorbereiche der

beiden HOXA-Gene untersucht. Diese Versuchserweiterung kam durch Arbeiten von
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Ahmad et al. zustande, der zeigen konnte, dass MLL-AF4 in der Anwesenheit eines
HDAC-Inhibitors, wie z.B. Trichostatin A (TSA) oder Apicidin, vom Promotor seines
Zielgens (hier: Arachidonat-5-Lipoxygenase) dissoziiert und stattdessen das endogene
MLL rekrutiert (Ahmad et al., 2014). Zun&chst zeigte eine Prézipitation des wt-MLL in der
Anwesenheit des IRX1 die hdchste Bindefahigkeit (Abbildung 13A, dunkelgrauer Balken,
besser sichtbar bei HOXA9). Um den Effekt des HDAC-Inhibitors auf die Bindung des
MLL-AF4mCH an das Chromatin der HOXA9- und HOXA10-Promotoren zu untersuchen,
wurden dieselben Versuchen aus Abbildung 13A wiederholt und hierbei 16 h vor der
Fixierung mit 300 nM TSA behandelt. Als Kontrolle wurden die Versuche aus Abbildung
13A mit der gleichen Menge an DMSO durchgefiihrt.

Die Kontrolle der ColP-Versuche in Abbildung 13B mit dem unspezifischen IgG-Antikérper
bestatigte wie zuvor eine korrekte und spezifische Prazipitation des Chromatins wahrend
der Behandlung mit TSA, da keine Signale des HOXA9- und HOXAL10-Promotor-
chromatins messbar waren (siehe Abbildung 13B, weil3e Balken). Die Behandlung mit
TSA filhrte jedoch im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Versuchen aus Abbildung
13A zu einem Verschwinden des IRX1 von beiden Promotorbereichen (vgl. hellgraue
Balken in Abbildung 13A+B). Wie bereits zuvor durch Ahmad et al. beschrieben,
dissoziiert MLL-AF4mCH vom Promotor der beiden Zielgene (siehe Abbildung 13B,
schwarze Balken, MLL-AF4) und fuhrt zu einer Rekrutierung des endogenen MLL (siehe
Abbildung 13B, dunkelgrauer Balken, MLL-AF4, besser sichtbar bei HOXA10). Durch die
Anwesenheit des IRX1 bei den co-transfizierten Zellen mit MLL-AF4AmCH ergab sich ein
differenziertes Bild. Obwohl IRX1 nicht mehr an den Promotoren detektierbar war (siehe
Abbildung 13B, hellgraue Balken), bewirkte eine co-Transfektion beider Faktoren in
Anwesenheit von TSA ein Ausbleiben der MLL-AF4mCH-Dissoziation und somit eine
Stabilisierung dieses Komplexes an den Promotoren (siehe Abbildung 13B, schwarze
Balken, MLL-AF4+IRX1). Durch das Besetzten der Promotorregion konnte des Weiteren
auch kein endogenes MLL rekrutiert werden (siehe Abbildung 13B, dunkelgraue Balken,
MLL-AF4 + IRX1).
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Abbildung 13: Chromatin-Immunprazipitationsversuche zur Aufklarung der funktionellen
Eigenschaften der IRX1/MLL-AFAMCH-Interaktion. Die Expression von mit dem Leervektor
transfizierten und IRX1-, MLL-AF4mCH- oder co-transfizierten HEK293T-Zellen wurden fir 48 h
mit 1 pg/ml Doxycyclin induziert. 16 h vor der Fixierung wurden die Ansatze jeweils mit 300 nM
TSA (A), bzw. der gleichen Menge DMSO (B) versetzt. Die Prazipitation der mit dem Chromatin
fixierten Proteine, bzw. Transkriptionsfaktoren, wurde mit 1I9G-, IRX1-, mCherry- (mCH) und MLL-
C-Antikorpern durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprasentativer Versuch von drei bis finf unabhéangig
durchgefiihrten Versuchen, gemessen in Triplikaten (+S.E.M.) und ausgewertet nach der ,Percent
Input Method* von life Technologies (Thermo Fisher Scientific). Die Berechnung der Signifikanzen
erfolgte nach dem ungepaarten, zweiseitigen Student’s t-test. Die p-Werte beschreiben jeweils:
** p < 0,01; **** p < 0,0001. Untersucht wurden die Promotorregionen (in Exon 1) der HOXA9- und
HOXA10-Gene. (A) Die Bindung des IRX1 wird durch MLL-AF4mCH gefordert. MLL-AF4mCH
bindet unabhangig von der Anwesenheit des IRX1 stark an beide Promotoren. Das Wildtyp-MLL
wird durch die Anwesenheit von IRX1 an die Promotoren rekrutiert. (B) TSA bewirkt die
Dissoziation des MLL-AFAmCH von den Promotoren, jedoch nur, wenn IRX1 nicht in den Zellen
vorhanden ist. Zudem wird anstatt des MLL-AF4AmCH das endogene MLL an die Promotoren
rekrutiert (siehe HOXA10). IRX1 ist nicht mehr detektierbar.
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2.5 Investigation des Effekts des pan-HDAC-Inhibitors
Trichostatin A auf die funktionellen und die komplex-
bildenden Eigenschaften des IRX1/MLL-AF4-Komplexes

Wie bereits beschrieben wurde, fuhrten die Arbeiten von Ahmad et al. zu der Erkenntnis,
dass das Fusionsprotein MLL-AF4 durch die Zugabe des HDAC-Inhibitors Apicidin vom
Promotor seiner Zielgene dissoziiert und stattdessen das endogene MLL rekrutiert. Durch
die Blockierung der Histondeacetylasen verbleiben die Acetylierungen an den Histonen
und die transkriptionelle Expression kann weiterhin reguliert werden. Zudem wird durch
die Acetylierung von Histonen im Promotorbereich die Bindung von Transkriptionsfaktoren
verbessert. Die Daten in Abbildung 13B validieren die Ergebnisse von Ahmad et al. und
erweitert sie um weitere Zielgene des MLL-AF4. Durch die Behandlung der Zellen mit
TSA zeigte sich ein weiterer Effekt. Die Dissoziation des MLL-AFAmMCH von seinen
Zielgenpromotoren wird durch die Anwesenheit des IRX1 gestort (siehe Abbildung 13B,
schwarze Balken). Dies hat zur Folge, dass MLL-AF4mCH am Promotor verbleibt und
kein endogenes MLL rekrutiert werden kann. Zudem zeigte sich, dass IRX1 durch die
TSA-Behandlung nicht mehr am Promotor detektierbar war, weder einzeln, noch im
Komplex mit MLL-AF4mCH (Abbildung 13B, hellgrauer Balken). IRX1 scheint somit den
Einfluss des pan-HDAC-Inhibitors auf das Fusionsprotein indirekt zu stéren. Unter dem
Gesichtspunkt wurden sowohl die ColP-Experimente aus 2.3 als auch die RT-PCR-

Versuche aus 2.2 um weitere Experimente in Anwesenheit des HDACI TSA erweitert.

Durch die ColP-Experimente sollte geklart werden, ob die Behandlung mit TSA die
Komplexitdt des MLL-AF4AmCH andert. Der Versuch wurde wie in 2.3 beschrieben
durchgefihrt. Die Inkubation mit 300 nM Inhibitor wurde auf 24 h ausgeweitet. Die Zellen
der ColP-Experimente in Abbildung 12 waren bereits als Kontrolle mit der gleichen Menge
DMSO uber den gleichen Zeitraum versetzt worden. Neben den bereits in 2.3 in Western
Blot-Versuchen untersuchten Proteinen des MLL-AFAmMCH-Komplexes wurden die

Versuche hier um das Protein HDAC1 erweitert.

Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, beeinflusst die Behandlung der Zellen mit 300 nM TSA
fur 24 h die Zusammensetzung der klassischen, bereits untersuchten, Interaktionspartner
nicht. Jedoch ist durch die Behandlung mit TSA der IRX1-Transkriptionsfaktor nicht mehr
im Komplex vorhanden. Dies deckt sich mit den ChiP-Daten, wo auch hier, unabh&ngig
von MLL-AF4AmCH, durch eine TSA-Behandlung kein IRX1 am Chromatin der HOXA9-
bzw. der HOXA10-Promotoren zu detektieren war (siehe Abbildung 13A+B, hellgraue
Balken). Es zeigt sich zudem, dass die Histondeacetylase HDAC1, welche zuvor im

Komplex vorhanden war, durch TSA dissoziiert (siehe Abbildung 14, letzter Blot).
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Daran angeschlossen wurden ColP-Experimente, die klaren sollten, ob IRX1 Uber die
gebundenen Interaktionspartner, wie z.B. HDAC1 (die ebenfalls in der Anwesenheit von
TSA verschwindet), MENIN1 oder LEDGF in den MLL-AF4mCH-Komplex rekrutiert wird.
Jedoch belegten diese Versuche keine direkte Protein-Protein-Interaktion der genannten
Faktoren mit dem Transkriptionsfaktor IRX1 (Daten nicht gezeigt).

-+ -+ - 4 IRX1 T

+ + + + + + MLLAFAmCH + + + + + +
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Abbildung 14: Beeinflussung der MLL-AFAmCH-Komplexkomposition durch die Behandlung
mit Trichostatin A. Western Blot-Analysen der MLL-AFAMCH- und MLL-AF4AmMCH/IRX1-
exprimierenden Zellen zur Analyse der Proteinkomposition des MLL-AF4AmCH-Komplexes. Die
jeweils ersten beiden Spuren zeigen die INPUT/Lysat-Kontrolle (Positivkontrolle), die dritte und
vierte Spur reprasentieren die Uber magnetische Beads affinitatsaufgereinigten Proteine. Als
Negativkontrolle erfolgte die Aufreinigung mit einem unspezifischen IgG-Antikérper (Spuren funf
und sechs). Als Kontrolle ist im ersten Western Blot jeweils die erfolgreiche Aufreinigung des MLL-
AF4AmCH-Proteins gezeigt. Die ColP-Experimente aus Abbildung 12 wurden um die
Proteininteraktion des HDAC1 mit dem MLL-AF4mCH-Komplex erweitert. (A) Siehe Abbildung 12.
Zusatzlich erfolgte die Zugabe von DMSO (Menge angepasst an das Volumen der zugegebenen
TSA-Losung) fur 24 h (B) Durch die Behandlung mit 300 nM TSA fiir 24 h dissoziieren IRX1 und
HDAC1 aus dem MLL-AF4mCH-Komplex.
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Neben den ColP- und ChiIP-Daten galt es ebenfalls zu Uberprifen, wie sich eine TSA-
Applikation auf die HOXA-Transkription auswirkt. So wurden im Vergleich zu den in
Abbildung 11 gezeigten Effekten des IRX1 und/oder des MLL-AF4 dieselben RT-PCR-
Experimente durchgefuhrt, bei denen die stabil transfizierten Zellen jedoch nach der
Induktion der GOI-Expression durch 1 pg/ml Doxycyclin fir 48 h zuséatzlich einer
Behandlung mit 300 nM TSA fir 24 h unterzogen wurden. Nach der Isolierung der
zytoplasmatischen RNA und der Reversen Transkription in cDNA wurden RT-PCR-
Versuche durchgefihrt. Die Normierung der Daten erfolgte auf das Haushaltsgen
GAPDH. Als Referenz dienten mit dem Leervektor transfizierte Zellen, deren Expressions-
level auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Die Auswertung der relativen Expression der
einzelnen HOXA-Gene erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode. Gezeigt ist
die relative Quantifizierung der Gene HOXA3-HOXA13 (n=3, +S.E.M.).

Im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen waren die IRX1-exprimierenden Zellen nach
der Applikation von TSA nicht mehr in der Lage, die HOXA-Transkription zu reprimieren
(Abbildung 15 A+B; hellgraue Balken). Ebenso wiesen die MLL-AF4-exprimierenden
Zellen und auch die co-transfizierten Zellen keine signifikante Uberexpression der
untersuchten HOXA-Gene mehr auf. Abbildung 15E bestétigt, dass die Applikation von
Trichostatin A das Level der zur Normierung der RT-PCR-Daten herangezogenen
GAPDH-Expression, als auch die Level der eingebachten IRX1 und/oder der MLL-AF4-

Expression nicht beeinflusst.

Somit lasst sich an dieser Stelle zusammenfassen, dass IRX1 indirekt die HOXA-
Transkription reprimieren kann und zudem dominant negativ Uber den aktivierenden
Effekt des MLL-AF4 auf die HOX-Gene wirkt. HDAC-Inhibitoren, wie Trichostatin A,
bewirken eine Dissoziation des IRX1 und MLL-AF4mCH vom Promotor der HOXA-Gene
und fihren zeitgleich zu einer Rekrutierung des wt-MLL an diese Promotoren, was zu
einer Normalisierung der HOXA-Transkription fuhrt. Zudem verhindert IRX1 nach der
Behandlung mit TSA eine Dissoziation des MLL-AF4AmCH vom HOXA-Promotor, ohne
jedoch selbst im Komplex oder am Promotor vorhanden zu sein. IRX1 beeinflusst die
Zusammensetzung des MLL-AF4AmCH-Komplexes in Bezug auf die untersuchten
Interaktionspartner nicht, ist jedoch selbst im Komplex vorhanden und dissoziiert ebenso
wie HDAC1 aus diesem Komplex, sobald ein pan-HDAC-Inhibitor appliziert wird (siehe
auch Abbildung 15D).
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Abbildung 15: Effekt der Trichostatin A-Behandlung auf die Genexpression der HOXA-Gene.
Die stabil transfizierten HEK293T-Zellen, die IRX1 und/oder MLL-AF4 exprimieren, wurden
bezlglich ihrer HOXA-Genexpression nach der Induktion mit 1 pg/ml Doxycyclin untersucht. (A+B)
RT-PCR-Analysen der verschieden transfizierten Zelllinien (A) ohne und (B) mit einer Behandlung
von 300 nM TSA fir 24 h. Die Normierung erfolgte auf das Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz
dienten mit dem Leervektor transfizierte Zellen, deren Expressionslevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote
Linie). Gezeigt ist die relative Quantifizierung der Gene HOXA3-HOXA13 (n=3, +S.E.M.). (C)
Validierung der Applikation von 300 nM TSA fiir 24 h. Die Transkription der zur Normierung der
RT-PCR herangezogenen GAPDH-Expression und auch die IRX1- und MLL-AF4-Expression
wurden durch die Behandlung nicht beeinflusst. (D) Schaubild zu Verdeutlichung der inhibierenden
und aktivierenden Eigenschaften von IRX1 im Zusammenhang mit MLL-AF4, HDACi und dem
Wildtyp-MLL (wt-MLL).
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2.6 Etablierung der nicht-viralen, stabilen Transfektion von

Suspensionszellen durch Elektroporation

Bisher war eine Validierung der Ergebnisse in leukdmischen Suspensionszelllinien, die
durch genetischen Manipulationen generiert wurden, nur unter der Zuhilfenahme viraler
Transfektionsmethoden mdoglich. Diese sind jedoch mit einigen Nachteilen behaftet.
Neben der Gréf3enlimitierung der zu transfizierenden Plasmide, der Wahrscheinlichkeit
der Insertion des GOI in aktive Genbereiche, der Erforderlichkeit spezieller S2-Labore,
aber auch der geringen Effizienz und der hohen Sterblichkeit der Zellen nach der
Transfektion, waren Suspensionszellen bisher keine geeigneten Zelllinien fir stabile
Transfektionen durch Retrovirale Systeme. Die Sleeping Beauty-Vektoren praferieren
keine bestimmte Region im Genom und integrieren am haufigsten in Bereich einer
»Sicheren Umgebung® (safe harbor). Das heif3t, sie sind in nichtkonservierten Bereichen
auB3erhalb aktiver Gene zu finden. Zudem integrieren sie haufig 50 kb vor TSS und 300 kb
von miRNA und Onkogenen entfernt. Die Wahrscheinlichkeit einer Zerstérung
regulatorisch relevanter Bereiche einer Zelle durch die konservative Transposition ist im
Gegensatz zu bisherigen Insertionsmethoden, wie z.B. den Retroviren, sehr gering
(Gogol-Ddring et al., 2016).

Durch die Verwendung des Nucleofectors™ 2b gab es die Mdaglichkeit, durch
abgestimmte Puffersysteme und Elektroporationsprotokolle Suspensionzellen zu
transfizieren. Zwar war auch hierbei die Effizienz der Transfektionen teilweise gering,
jedoch ermdglichte die Benutzung unserer Sleeping Beauty-Konstrukte, selbst geringe
Mengen an positiv transfizierten Zellen durch Selektion zu einer Population stabil
transfizierter Zellen hochzuziehen. Im Portfolio des Nucleofector-Systems gab es kein
Protokoll fur t(4;11)-positive Zellen, wie den RS4;11 oder SEM. So leitete ich Uber die
ZellgroRe und die Eigenschaften bereits beschriebener Zellen und durch Testungen
verschiedener Elektroporationsprogramme und Puffersysteme eine geeignete Bedingung
ab, die es ermoglichte, zumindest SEM-Zellen zu transfizieren. Als besonders geeignet
hat sich hierbei das Programm T-016 mit dem AMAXA® Cell line Nucleofector® Kit R
erwiesen. Die Zellen wurden wie im Protokoll des Nucleofectors™ 2b erwéhnt transfiziert.
Jedoch wurde ein Zwanzigstel der DNA-Menge durch die Transposase pcGlobin SB100yco
ersetzt, was eine Insertion des pSBtet-IRX1-G-P-Konstrukts in das Genom der SEM-
Zellen ermdoglichte. SEM-Zellen (ACC-546, DSMZ) sind B-Zell-Vorlauferzellen, die eine
MLL-AF4-Translokation aufweisen. Die transgenen SEM-Zellen wurden dber mehrere
Wochen mit 1-2 pg/ml Puromycin selektioniert, sodass eine homogen transfizierte
Zellpopulation zur Verfigung stand. Als Kontrolle wurden SEM-Zellen mit dem Leervektor

pSBtet-luc2-R-P oder pSBtet-luc2-G-P transfiziert. Die ektope Expression des IRX1 wurde
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tber Fluoreszenzmikroskopie, RT-PCR- und Westen Blot-Analysen uberpruft. Des
Weiteren erfolgte die Validierung der in HEK293T-Zellen durchgefiihrten RT-PCR-
Experimente in Bezug auf die co-Transfektionen von IRX1 und MLL-AF4. Hierzu wurde
die Expression der pSBtet-Konstrukte der transgenen SEM-Zellen fur 48 h mit 1 pg/ml
Doxycyclin induziert. Fur die Western Blot-Versuche wurde das Gesamtzelllysat
extrahiert, die Proteinkonzentrationen aufeinander normiert und die korrekte Translation
des IRX1 Uber einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen. Hierbei wurde zusatzlich
Aktin als Ladekontrolle detektiert (siehe Abbildung 16C). Fur die PCR- und RT-PCR-
Versuche wurde zytoplasmatische RNA isoliert und in cDNA revers transkribiert. Die
Normierung der RT-PCR-Versuche erfolgte auf das Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz
dienten mit dem Leervektor transfizierte bzw. untransfizierte SEM-Zellen, deren
Expressionslevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Die Auswertung der relativen
Quantifizierung der HOXA-Gene erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode
(n=3-6, +S.E.M., siehe Abbildung 16B+D). Die RT-PCR-Daten bestatigen die zuvor in
HEK293T generierten Daten in Bezug auf die reprimierende Eigenschaft des IRX1 auf die
HOXA-Gene. Wie bereits in Abbildung 11A bei den co-transfizierten HEK293T-Zellen zu
sehen ist, sind auch hier die Gene HOXA7, 10 und 13 (dunkelgrauer Balken) am
wenigsten durch IRX1 reprimiert (vgl. Abbildung 11B mit Abbildung 16D).

Durch die Etablierung einer nicht-viralen Transfektionsmethode mit Hilfe des
Nucleofectors™ 2b (Lonza) war es erstmals mdglich, die Suspensionszelllinie SEM zu
transfizieren, ohne S2-basierte Arbeiten durchfihren zu missen. Durch die Generierung
einer transgenen Zelllinie, die physiologisch die Translokationsprodukte MLL-AF4 und
AF4-MLL tragt, konnten zudem die Daten der transgenen HEK293T-Zellen in einem

geeigneten, leuk&mischen Zellsystem validiert werden.

Die Transfektion der t(4;11)-Zelllinie RS4;11 war leider nicht erfolgreich, da die
Sterblichkeit selbst nach der Testung mehrerer Elektroporationsprotokolle und
Puffersysteme zu hoch war und die Zellen zudem nach wenigen Stunden eine GFP-

ahnliche Eigenfluoreszenz aufwiesen, was eine Selektion unmoglich machte.
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Abbildung 16: Validierung der reprimierenden Eigenschaften des IRX1 in der t(4;11)-Zelllinie
SEM. Die Transfektion der Suspensionszelllinie SEM erfolgte mit Hilfe des Nucloefector™ 2b von
Lonza, dem Programm T-016 und dem AMAXA® Cell line Nucleofector® Kit R (Lonza). Die
Expression der pSBtet-Konstrukte wurde fir 48 h mit 1 upg/ml Doxycyclin induziert (A)
Fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der GFP-Fluoreszenz der mit IRX1, dem Leervektor (LV) und
untransfizierten SEM-Zellen. (B) Kontrolle der cDNA der IRX1-transfizierten Zellen. Als Kontrolle
dienten hier mit dem Leervektor transfizierte Zellen und das Haushaltsgen GAPDH. Aufgetragen ist
sowohl die aufgereinigte RNA (-Reverse Transkription (RT)), als auch die umgeschriebene cDNA
(+RT). (C) Die korrekte Translation des IRX1-Proteins wurde mit Hilfe eines spezifischen
Antikdrpers und im Vergleich zu untransfizierten SEM-Zellen in einem Western Blot nachgewiesen.
Als Ladekontrolle wurde Aktin detektiert. (D) Relative Quantifizierung der HOXA-Transkription
sowie BCL2- und MEIS1-Transkription durch RT-PCR-Analysen. Die Normierung erfolgte auf das
Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz dienten mit dem Leervektor transfizierte Zellen, deren
Expressionslevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Die Auswertung der relativen Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode (n=3-6, +S.E.M.).
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2.7 Verstarkung des reprimierenden Effekts des IRX1 durch

simultane EGR-Expression

Durch das wahrend der Bachelorarbeit angefertigte Genexpressionsprofil (GEO Acc. No.
GSE75376) IRX1-transfizierter HEK293T-Zellen zeigte sich eine Deregulierung von
insgesamt 8.400 Genen im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Zellen (siehe Abbildung
9A). Hierbei war EGR3 (Early Growth Response 3) eines der am starksten hoch-
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regulierten Gene (28-fach; p-Wert: 0,00002). EGR-Proteine (EGR1-4) gehdren den
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren an und besitzen eine hoch konservierte DNA-
Bindedomé&ne mit drei Zinkfingermotiven, welche direkt an den Promotorbereich ihrer
Zielgene binden. Die EGR1-3-Proteine besitzen zusatzlich eine Repressionsdomaéne,
welche das NAB-Protein bindet und dadurch die Transkription der Zielgene reprimiert
(O’'Donovan et al., 1999; Svaren et al., 1998). Zunachst wurde die relative Expression der
EGR1-3-Gene in den mit IRX1 transfizierten Zelllinien HEK293T und SEM Uberpruift.
Hierzu wurde die Expression der GOls der transgenen Zelllinien fur 48 h mit 1 pg/ml
Doxycyclin induziert. Nach der Isolierung der zytoplasmatischen RNA und der Reversen
Transkription in cDNA schlossen RT-PCR-Versuche mit spezifischen EGR1-3
Oligonukleotiden an. Die Normierung der RT-PCR-Versuche erfolgte auf das
Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz dienten mit dem Leervektor transfizierte HEK293T-
bzw. SEM-Zellen, deren Expressionslevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Die
Auswertung der relativen Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der vergleichenden
AACt-Methode (n=3, +S.E.M.). Wie in Abbildung 17A zu sehen ist, werden in beiden
Zelllinien die EGR1-3-Gene vermehrt transkribiert. Eine Ausnahme stellt EGR1 in der
t(4;11)-Zelllinie  SEM dar. Diese Reprimierung geht jedoch einher mit einer
Uberexpression von CDK6, welches direkt die Expression des EGR1 reprimiert (Placke et
al., 2014; Scheicher et al., 2015) (siehe 3.4). Nachdem die Daten des GEP in Bezug auf
die EGR1-3-Expression in beiden Zelllinien validiert wurden, folgten RT-PCR-
Experimente, die den Effekt der EGR-Proteine auf die HOXA-Genexpression Uberprifen
sollten. Hierzu wurde die cDNA der EGR1-3 Gene in pSBtet-G-P-Vektoren uber Sfil
kloniert und am 3‘-Ende, in frame, mit einem FLAG-Anhang versehen. Das Stopp-Codon
wurde entfernt und hinter den FLAG-Anhang gesetzt. Nach der vollstdndigen
Sequenzierung der konstruierten Vektoren wurden HEK293T-Zellen jeweils stabil mit
einem der EGR-Plasmide transfiziert und die Expression fir 48 h mit 1 pg/ml Doxycyclin
induziert. Die aberrante Transkription bzw. die aberrante Translation der Transgene
wurde Uber PCR und Western Blot sichergestellt. Hierzu wurde den stabil transfizierten
Zellen entweder die zytoplasmatische RNA, die in cDNA umgeschrieben wurde, oder das
Gesamtzelllysat extrahiert. Eine RT-PCR-Analyse im Vergleich zu Leervektor
transfizierten HEK293T-Zellen, deren Expressionlevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie),
diente der Untersuchung der Transkriptionslevel der EGR- sowie der HOXA-Gene. Die
Normierung der RT-PCR-Versuche erfolgte auf das Haushaltsgen GAPDH. Die
Auswertung der relativen Quantifizierung der HOXA-Gene erfolgte mit Hilfe der
vergleichenden AACt-Methode (n=3, +S.E.M.). In Abbildung 17B zeigt sich, dass, alleine
durch die Anwesenheit einer der drei EGR-Faktoren, ein @hnlicher regulatorischer Effekt

auf die HOXA-Transkription auftritt, wie bei der ektopen Expression von IRX1 oder IRX2
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(vgl. Abbildung 11). Vor allem die Gene HOXA3, A4, A6 und HOXA9 sind durch einen
reprimierenden Effekt der EGR-Proteine betroffen, wohingegen die anderen HOXA-Gene
keine Deregulierung aufwiesen. Alle EGR-Proteine hatten den gleichen Effekt auf die
HOXA-Genexpression.

Da die EGR-Proteine in Anwesenheit von IRX1 lUbermaRig exprimiert werden, wurde
zudem eine Chromatin-Immunprézipitation durchgefihrt, bei der Uberprift wurde, ob die
EGR-Gene direkte oder indirekte Zielgene des IRX1 darstellen. Hierzu wurden sowohl die
Promotorregion als auch die erste Intronregion des EGR1-3-Chromatins auf eine
Interaktion mit dem IRX1-Transkriptionsfaktors untersucht. Jedoch zeigte sich hier keine
direkte Bindung, was fur eine indirekte Regulierung der EGR-Gene durch IRX1 spricht
(Daten nicht gezeigt).

B
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Abbildung 17: Darstellung der regulatorischen Effekte der EGR-Proteine auf die HOXA-
Genexpression. (A) Relative Quantifizierung der Expressionslevel der EGR-Transkripte in
HEK293T- und SEM-Zellen, denen eine ektope IRX1-Expression zugrunde lag. Bis auf die CDK6-
abhangige Reprimierung des EGR1 in SEM-Zellen werden alle anderen Gene im Vergleich zu mit
dem Leervektor transfizierten Zellen Uberexprimiert (siehe rote Linie). Als Normierungswert dienten
Expressionslevel des Haushaltsgens GAPDH (n=3, +S.E.M.). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
vergleichenden AACt-Methode. (B) Relative Quantifizierung der HOXA-Genexpression im
Vergleich zu mit dem Leervektor transfizierten Zellen der HEK293T-Zellen, die eine Integration der
EGR1-3-cDNA in ihr Genom aufwiesen. Die Normierung der RT-PCR erfolgte auf das
Haushaltsgen GAPDH. Alle EGR-Proteine regulieren die HOXA-Gene in gleichem MaR. Lediglich
die Gene HOXAS3, A4, A6 und A9 (minimal) werden reprimiert. Die anderen HOXA-Gene wurden
durch die EGR-Proteine nicht dereguliert. Als Vergleich dienten mit dem Leervektor transfizierte
Zellen, deren Expressionlevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
der vergleichenden AACt-Methode (n=3, +S.E.M.).
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2.8 Direkte Aktivierung des HOXB4 durch IRX1 und Induktion

des HOXB4-spezifischen Expressionsprogramms

Bei der Analyse des Genexpressionsprofils (GEO Acc. No. GSE75376) der transient
transfizierten HEK293T-Zellen aus 2.1 ist ein weiteres interessantes Gen in den Fokus
der experimentellen Untersuchungen gerickt: das HOXB4-Gen. Dieses Homdobox-Gen
vermittelt eine gesteigerte Regenerationsrate hamatopoietischer Stammzellen und eine
Expansion der HSC ex und in vivo. Hierbei wird jedoch die normale Differenzierung und
auch die Transformierbarkeit der Zellen nicht beeinflusst (Antonchuk et al., 2002;
Sauvageau et al., 1995). Das GEP aus Abbildung 9 zeigt zudem eine 8-fache (p-Wert:
0,00002) Erhéhung der Expression des HOXB4-Zielgens TGFB1 (Transforming growth
factor beta 1), was fiir eine funktionell aktive Uberexpression des HOXB4-Gens sprechen
konnte. Uber RT-PCR-Versuche wurde der transkriptionelle Zusammenhang zwischen
HOXB4 und IRX1 genauer untersucht. Hierzu wurden transgene HEK293T-Zellen, die das
stabil inserierte IRX1, bzw. MLL-AF4, oder beide Transgene beinhalteten, fur 48 h mit
1 pg/ml Doxycyclin induziert. Nach der Isolierung der zytoplasmatischen RNA und der
Reversen Transkription in cDNA wurde die HOXB4-Transkription der jeweiligen
transgenen Zellen im Vergleich zu mit dem Leervektor transfizierten Zellen untersucht.
Die Normierung der relativen Expression erfolgte auf das Haushaltsgen GAPDH. Die rote
Linie zeigt das auf 1,0 gesetzte Level der Expression der Referenzzellen (Leervektor). Die
Auswertung der relativen Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-
Methode (siehe Abbildung 18, n=3, +S.E.M.).

Es zeigt sich, unabhéngig von der Anwesenheit des MLL-AF4, eine gesteigerte
Transkription des HOXB4 durch die Anwesenheit des Transkriptionsfaktors IRX1 (siehe
Abbildung 18A). Weitere Versuche mit Oligonukleotiden fir die Gene NOV
(Nephroblastoma overexpressed gene) und ERG (Avian erythroblastosis virus E-26 (v-
ets) oncogene related) und TGFB1, die alle direkte Zielgene des HOXB4 darstellen,
wurden angeschlossen (Oshima et al.,, 2011). Es zeigt sich hierbei, dass auch diese
downstream-Zielgene durch die Anwesenheit des IRX1 aktiviert wurden (siehe Abbildung
18B). Somit gewahrleistet IRX1 die Expression des HOXB4 und die funktionell aktive

Auslibung seiner Zielgenregulierung.
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Abbildung 18: Aktivierung der HOXB4-Transkription und der Expression seiner Zielgene
durch IRX1. Die Relative Quantifizierung der RT-PCR-Versuche erfolgte in stabil transfizierten
HEK293T-Zellen, deren zytoplasmatische RNA isoliert und in cDNA revers transkribiert wurde. Als
Vergleich dienten mit dem Leervektor transfizierte Zellen, deren Expressionlevel auf 1,0 gesetzt
wurde (rote Linie). Als Normierung diente das Haushaltsgen GAPDH. Die Auswertung der relativen
Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode (n=3, +S.E.M.). (A) Relative
Quantifizierung der HOXB4-Expression in Zellen mit einer ektopen IRX1 und/oder einer ektopen
MLL-AF4-Expression. IRX1 bedingt eine MLL-AF4-unabhingige HOXB4-Uberexpression. (B)
Relative Quantifizierung der downstream-Zielgene des HOXB4 von HEK293T-Zellen, denen die
cDNA der IRX1- oder der IRX1- und MLL-AF4-Gene stabil integriert wurden. Die Transkription der
Gene NOV, TGFB1 und ERG wurde in der Anwesenheit von IRX1 bzw. IRX1 und MLL-AF4
Uberexprimiert. Als Vergleich dienten mit dem Leervektor transfizierte Zellen, deren
Expressionlevel auf 1,0 gesetzt wurde (rote Linie). Als Normierung diente das Haushaltsgen
GAPDH. Die Auswertung der relativen Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der vergleichenden
AACt-Methode (n=3, +S.E.M.).

Zur genaueren Aufklarung der transkriptionellen Aktivierung des HOXB4 durch Irogouisl,
schlossen sich Chromatin-Immunpréazipitationsversuche an. Die Expression des stabil
inserierten IRX1 in HEK283T-Zellen wurde fir 48 h mit 1 pg/ml Doxycyclin induziert. Um
eine Lokalisation des IRX1-Transkriptionsfaktors am HOXB4-Promotor nachzuweisen,
folgte nach der Doppelfixierung der Zellen und dem Scheren des Chromatins die
Prazipitation mit anti-IRX1- und anti-IgG (Negativkontrolle)-Antikdrpern. Als Kontrolle
wurden zudem Oligonukleotide fir den Bereich des ersten Introns generiert. Zudem
wurden die Promotoren der Gene MEIS1 und HOXA9 analysiert. Als zusatzliche Kontrolle
wurden dieselben Versuche auch mit Leervektor-transfizierten HEK293T-Zellen
durchgefuhrt. Abbildung 19 zeigt reprasentativ einen von drei Versuchen, gemessen in
Triplikaten (+S.E.M.). Die Auswertung der quantitativen PCR erfolgte nach der ,Percent

Input Method® von life Technologies (Thermo Fisher Scientific).
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IRX1 bindet direkt an den Promotor und den Bereich des ersten Introns des HOXB4-
Gens. Somit ist HOXB4 ein direktes Zielgen des IRX1. Als Negativkontrolle diente die
Préazipitation des IRX1 an der Promotorregion des HOXA9, da ja bereits in Abbildung 13
gezeigt wurde, dass IRX1 ohne das Vorhandensein von MLL-AF4 nicht an die
Promotorregion der HOXA-Gene binden kann. Es zeigt sich demnach in Abbildung 19,
dass IRX1 kein HOXA9-Chromatin gebunden hatte. Die Untersuchung der Promotor- und
der Intronregion des MEIS1-Chromatins zeigte eine direkte Bindung des IRX1, die jedoch
nicht so stark war, wie bei HOXB4. Somit ist neben HOXB4 auch MEIS1 ein direktes

IRX1-Zielgen. Die Leervektorkontrollen (LV) waren bei allen ColP-Versuchen ohne Signal.
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Abbildung 19: Identifizierung der direkten IRX1-Zielgene: HOXB4 und MEIS1. Chromatin-
Immunprazipitationsversuche der Gene HOXB4, HOXA9 und MEIS1 mit Antikdrpern gegen IRX1
und dem unspezifischen IgG (Negativkontrolle). Untersucht wurden die Promotorregion und ein
Bereich des ersten Introns der jeweiligen Gene (schematische Darstellung links). Den stabil
transfizierten HEK293T-Zellen wurde entweder das IRX1-Gen oder eine Leervektorkontrolle (LV)
inseriert. Beide HOXB4- sowie MEIS1-Bereiche korrelieren mit einer hohen Menge an
gebundenem IRX1. Am HOXA9-Locus konnte kein IRX1 prazipitiert werden. Die Auswertung des
ChIP erfolgte nach der ,Percent Input Method“ von life Technologies (Thermo Fisher Scientific).
Die gezeigten Daten reprasentieren einen von drei Versuchen, gemessen in Triplikaten (+S.E.M.).
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2.9 Negativergebnisse

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden weitere Schnittstellen rund um die Effekte und die
Auswirkungen des IRX1 analysiert. Bei den hier aufgeflihrten Experimenten hatte IRX1 im
Vergleich zu den Kontrollen jedoch keinen differenzierten Effekt. Diese Daten dienen an
dieser Stelle der Darstellung, in welchem Bereich IRX1 keinen regulatorischen Einfluss
hat, um spater ein klares Bild von den Zusammenhangen zu erhalten, bei welchen IRX1
tatsachlich relevant ist.

Nach der Transfektion der t(4;11)-Zelllinie SEM und der Validierung des reprimierenden
Effekts des IRX1 auf die HOXA-Gene dieser Zelllinie wurde untersucht, ob IRX1 den
Zellzyklus dieser Zellen beeinflusst. Da die HOXA-Patientengruppe durch eine
aggressivere Form der t(4;11)-Leukdmie charakterisiert wurde, sollte die Verteilung der
einzelnen Phasen des Zellzyklus der IRX1-transfizierten SEM-Zellen im Gegensatz zu mit
dem Leervektor transfizierten Zellen dberpruft werden. Zudem wurde eine Behandlung
beider Zelllinien mit 300 nM TSA fir 24 h durchgefiihrt. Es zeigte sich bei keiner der
getesteten Bedingungen eine Veranderung der prozentualen Verteilung der G1-, G2- oder
S-Phase. Konklusion: IRX1 beeinflusst den Zellzyklus oder das Wachstumsverhalten der

Zellen nicht.

Gleichzeitig wurden Experimente mit denselben Zellen, die einer TSA-Exposition (100
nM) Uber 96 h ausgesetzt waren, durchgefuhrt. Um zu klaren, ob IRX1-transfizierte Zellen
besser oder schlechter auf eine Behandlung mit TSA ansprechen, wurde alle 24 h die
Viabilitat der Zellen gemessen. Allerdings verhielten sich beide Zelllinien exakt gleich.
Somit verursacht IRX1 keinen Vor- bzw. keinen Nachteil wahrend der Behandlung mit
mdglichen Therapeutika der Klasse der HDAC-Inhibitoren. Konklusion: IRX1 interferiert

nicht mit der Administration von HDAC-Inhibitoren.

Des Weiteren wurde geklart, ob IRX1 den Acetylierungsstatus des MENIN1, welches fur
die Rekrutierung des N-terminalen MLL-Teils an seine Zielgenpromotoren zustandig ist,
andert. Hierzu wurden ColP-Experimente mit einem MENIN1-Antikérper durchgefuhrt und
im Western Blot mit einem a-Acetyl-Lysin-Antikorper der Status der Acetylierung dieses

Proteins uberprift. IRX1 beeinflusste den Acetylierungsgrad des MENIN1 jedoch nicht.

Wie bereits in 2.5 beschrieben, wurde zur Aufklarung einer direkten Interaktion des IRX1
mit HDAC1, MENIN1 oder LEDGF eine ColP durchgefiihrt. Da HDAC1 und IRX1 durch
die Behandlung mit TSA aus dem MLL-AFAMCH-Komplex dissoziieren, lag die
Vermutung nahe, dass beide direkt miteinander interagieren. Die Western Blot-Versuche

bestatigten jedoch keine direkte Bindung des IRX1 mit den untersuchten Proteinen.
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Konklusion: IRX1 interferiert nicht mit der N-terminalen Bindung von MENIN1 und
LEDGF an MLL oder MLL-AF4.

Bei der Analyse der EGR1-3-Konstrukte und deren Effekt auf die HOXA-Genexpression
wurden ChIP-Experimente angeschlossen, die klaren sollten, ob die Uberexpression des
EGR1-3-Gene mit einer direkten Interaktion mit IRX1 einhergeht. Der IRX1-Antikérper
konnte jedoch kein Chromatin der EGR-Promotorregion co-prézipitieren, was fur eine
indirekte Regulierung dieser Gene in Anwesenheit des IRX1 spricht.

Frihe Experimente dieser Doktorarbeit untersuchten mit Hilfe von Luciferase-Assays die
Promotoraktivitdit des MLL-Gens in der Anwesenheit von IRX1. Hierzu wurden drei
verschiedene Langen des MLL-Promotorbereichs vor das Luciferasegen kloniert, wobei
die langste Variante sogar das IRX1-Bindemotiv aufwies, und in HEK293T-Zellen
transfiziert. Als Positivkontrolle wurde der EF1a-Promotor verwendet. Jedoch zeigte sich
durch die Anwesenheit des IRX1 in den Zellen keine signifikante Reduktion oder
Steigerung der Luciferase-/Promotoraktivitat.

Neben den IRX1- und IRX2-Genen wurde auch das IRX3-Gen in Bezug auf eine mdgliche
HOXA-Genregulierung untersucht. Hierzu wurde die cDNA eines FLAG-markierten IRX3
in den Sleeping Beauty-Vektor kloniert und in das Genom von HEK293T-Zellen stabil
integriert. Die Expression des Transgens erfolgte flr 48 h nach der Zugabe von 1 pg/ml
Doxycyclin. Als Referenzzellen wurden mit dem Leervektor transfizierte HEK293T-Zellen
verwendet. Nach der Isolierung der zytoplasmatischen RNA und der Reversen
Transkription in cDNA, folgten RT-PCR-Versuche mit Oligonukleotiden, die die HOXA-
Gene (HOXA3-13) amplifizierten. IRX3 hatte jedoch, im Gegensatz zu IRX1 und IRX2,
keinen reprimierenden Effekt auf die HOXA-Gene.
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2.10 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Aufklarung der
regulatorischen und proteinbiochemischen Interaktionen des
IRX1 im Kontext einer t(4;11)-Leuk&mie

Die Experimente dieser Doktorarbeit dienten der Aufklarung der Relevanz und der
Aufgaben des Iroquoisl im Kontext einer t(4;11)-basierten Leuk&mie. Durch die
Etablierung der stabilen Transfektion von leukamischen Zellen war es zudem erstmals
moglich, genmanipulative Versuche auch in einem physiologischen Umfeld nachzustellen.
Abbildung 21 fasst die Ergebnisse dieser Arbeit kurz zusammen und ordnet diese in ein
Modell ein, bei dem IRX1 unter anderem das Stammzellprogramm der t(4;11)-Patienten
andert und bei dem weitere Erkenntnisse der aktuellen Literatur mit einbezogen sind.

Somit lasst sich zusammenfassen:

»  IRX1 aktiviert direkt die HOXB4- und indirekt die EGR1-3-Expression.

»  IRX1 reprimiert direkt die MEIS1-Expression.

» IRX1 stért durch direkte Interaktion mit dem MLL-AF4-Komplex dessen
transkriptionsférdernde Eigenschaften (siehe ALOX5- und HOXA-Gene).

»  Eine Behandlung mit HDACI fiihrt zu einer Dissoziation des IRX1 aus dem MLL-
AF4AmCH-Komplex. Zudem dissoziiert das MLL-AF4mCH vom Promotor seiner
Zielgene und das endogene MLL wird rekrutiert. Zwar stort IRX1 die Dissoziation
des MLL-AF4AmCH, jedoch fihrt die Behandlung aller untersuchten Zelllinien zu
einer Normalisierung der HOXA-Genexpression.

»  IRX1 ist verantwortlich fiir die Repression der HOXA-Gene des HOXA"Y-

Patientenclusters, sowohl in der An- als auch Abwesenheit des MLL-AF4.
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3 DISKUSSION

Die Diagnose einer akuten péadiatrischen Hochrisikoleukdmie des Lymphatischen
Systems geht am haufigsten einher mit einer Translokation der Gene MLL und AF4.
Durch diese reziproke Translokation entstehen zwei chimére Proteine, das MLL-AF4 und
das AF4-MLL. Die Erforschung der Induktion und der Progression einer t(4;11)-basierten
Leukamie ist bis zum heutigen Zeitpunkt gut vorangeschritten. So ist bekannt, dass die
chiméren Proteine mit dem N-terminalen Teil des MLL hauptsachlich fur die
Leukamieentstehung zustandig sind, jedoch zeigte ein Mausmodell auch, dass selbst der
reziproke Teil alleine fahig ist, eine Leukémie auszulésen (Bursen et al., 2010b). Bis 2009
war es zudem eine weitverbreitete Meinung, dass MLL-assoziierte Leukamien mit einer
Uberexpression der HOXA-Gene einhergehen und diese aberranten Expressionen
hauptsachlich fir die Entstehung entarteter Zellen verantwortlich sind. Die Forschung und
die Aufklarung des Transkriptionsfaktors IRX1 im Kontext einer t(4;11)-basierten
Leukamie wahrend dieser Doktorarbeit und der vorangegangenen Bachelor- und
Masterarbeit wurden auf Publikationen aufgebaut, die zeigen konnten, dass es MLL-AF4-
Patienten gibt, die keine aberrante HOXA-Expression aufweisen. Diese Patientenkohorte
korrelierte zudem mit einer schlechteren Prognose und Therapierbarkeit. Allen HOXAY-
Patienten ist zudem gemein, dass sie eine Uberexpression des IRX1 aufweisen, die im
Gegensatz zu den HOXAM"-Patienten nicht vorhanden ist (Trentin et al., 2009). Somit
war und ist es von besonderem Interesse, dass die Relevanz und die Fahigkeit des IRX1
im Kontext einer MLL-AF4-basierten Leukamie aufgeklart werden. Eventuelle
Anhaltspunkte fur die Entwicklung neuer Medikationen oder die Entstehung und die
Entwicklung einer HOXA®"-charakterisierten t(4;11)-Leukamie konnten somit identifiziert

werden.

3.1 Der Einfluss des Transkriptionsfaktors IRX1 auf die HOXA-
Genexpression in t(4;11)-basierten Leukamien

Die HOX-Gene stellen Transkriptionsfaktoren dar, die die friihe Zellidentitdt und auch
spatere Prozesse, wie die Hamatopoiese, determinieren. Eine Deregulierung dieser
Prozesse fihrt zu einer Vielzahl an Malignitaten, unter anderem zu Akuten Myeloischen
und Akuten Lymphatischen Leuka&mien. Hier weisen die HOX-Gene die Fahigkeit auf,
Zellen zu immortalisieren, was zu einer Akkumulation entarteter Zellen und somit zu
Krebs fuhrt (Alharbi et al., 2013).
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Die ersten Ergebnisse, die die Grundlage dieser Arbeit bilden, beinhalten die Validierung
der DNA-Microarray-Daten in Bezug auf die Deregulierung der HOXA-Gene in Anwesen-
heit des Transkriptionsfaktors IRX1 und die Rolle von MLL-AF4 in diesem Kontext. Diese
Validierung fand sowohl in der Zelllinie HEK293T (embryonale Nierenzellen) als auch in
der leukamischen Zelllinie SEM (B-Zell-Vorlauferzelle mit t(4;11)) statt. Bei den HEK293T-
Zellen konnte der Einfluss des IRX1 alleine und auch im Zusammenhang mit MLL-AF4
untersucht werden. Die Auswertung der RT-PCR-Daten in Abbildung 11 zeigt deutlich,
dass die ektope Expression des IRX1 zu einer Reprimierung der HOXA-Gene flhrt.
Ebenso lUberwiegt der reprimierenden Effekt des IRX1 auf diese Gene, selbst wenn MLL-
AF4, welches alleine fiir eine Uberexpression der HOXA-Gene zustéandig ist, vorhanden
ist. Bei der ektopen Expression des IRX1 in der physiologischen Zelllinie SEM, die bereits
eine t(4;11)-Translokation tragt und somit die chiméren Proteine MLL-AF4 und AF4-MLL
exprimiert, zeigte sich das gleiche Bild (siehe Abbildung 16). Somit lasst sich
zusammenfassen, dass IRX1 den regulatorischen Effekt des MLL-AF4 auf die HOXA-
Gene unterdriickt und zu einer IRX1-typischen Repression dieser Gene fihrt. Diese
Ergebnisse identifizierten den ersten Effekt des IRX1 im Kontext einer t(4;11): IRX1 agiert
dominant-negativ auf die Expressionsrate der MLL-AF4-Zielgene HOXA3-13. Des
Weiteren lasst sich festhalten, dass IRX1 fir das in der HOXA'®™-Patientenkohorte

spezifische Expressionsmuster der HOXA-Gene verantwortlich ist.

Bei der naheren Betrachtung des deregulierenden Effekts des IRX1 auf die HOXA-Gene
zeigte sich, dass nicht alle HOXA-Gene gleich stark reprimiert wurden. Den starksten
regulatorischen Effekt hatte IRX1 auf HOXA3, HOXA4, HOXA5, HOXA6 und HOXA9. Den
geringsten bis keinen regulatorischen Effekt hatten IRX1 und auch MLL-AF4 auf HOXA?Y.
Dieser Trend war sowohl bei den transfizierten HEK293T als auch bei den SEM-Zellen
erkennbar (siehe Abbildung 11 und Abbildung 16). Bei der Auswertung der HOXA!*"-
Patientenkohorte wiesen vor allem die Gene HOXA3, HOXA5, HOXA7, HOXA9 und
HOXA10 eine starke Reprimierung auf (Trentin et al., 2009). Bereits publizierte Daten von
myeloischen Progenitorzellen belegten, dass HOXA7, neben HOXA9, essentiell fur die
Transformierbarkeit ist (Ayton, 2003). In lymphatischen Zellen konnte diese Relevanz des
HOXATY nicht bestétigt werden. Die Auswertung von MLL-AF4-positiven Patientenzellen in
Bezug auf deren Genexpression verdeutlichte, dass, im Gegensatz zu der Uber-
expression von HOXA9, nicht alle Patienten eine Uberexpression des HOXA7 aufweisen
und SEM-Zellen ebenfalls eine geringere Deregulierung des HOXA7 in der Heatmap

zeigen (Guenther et al., 2008).

Bei der Untersuchung der GEPs verschiedener ALL-Subtypen aus eine Kohorte von 360

ALL-Patienten wies eine Gruppe MLL-rearrangierter ALL eine exklusive Uberexpression
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der Gene HOXA9 und MEIS1 auf. In den T-ALL, BCR-ABL oder TEL-AML1 Subgruppen
wies keines dieser Gene eine Deregulierung auf (Yeoh et al., 2002). Dies spricht fiir eine
direkte Involvierung dieser beiden Gene in die MLL-vermittelte Leuk&mieentstehung.
Zudem belegten Armstrong et al., dass vor allem die Gene HOXA4, HOXA5 und HOXA9
in MLL-basierten ALL-Patienten Uberexprimiert werden, wohingegen HOXA7 keinen
Expressionsunterschied aufweist (Armstrong et al., 2002). Somit ist es nicht
unphysiologisch, dass durch die Nachahmung einer t(4;11)-ALL in HEK293T und auch in
der B-Zell ALL-Zelllinie SEM keine Deregulierung des HOXA7 festzustellen war.

Bisherige Studien belegten die hohe Relevanz der Gberexprimierten HOXA-Gene in MLL-
rearrangierten Leukadmien und im speziellen bei t(4;11)-Translokationen. GemalR3 dem
aktuellen Stand der Forschung auf diesem Gebiet scheint vor allem die Expression des
HOXA9 und des MEIS1 einen enormen Einfluss auf die Onkogenese zu haben. Umso
interessanter war die Charakterisierung eines neuen t(4;11)-Clusters, der sich aufgrund
seiner fehlenden HOXA-Expression von den bisherigen ALL-Charakterisierungen dieser
Subgruppe abhebt. Die entsprechende Patientenkohorte korrelierte zudem mit einer
hdheren Sterblichkeit nach 5 Jahren. Die Gruppe der high-risk-Patienten mit einem EFS
von 20 % + 7 % beinhaltete 7 von 30 Patienten der HOXA""-Kohorte und 23 Félle, die
durch eine Expression des IRX1 und einer HOXA"®" charakterisiert waren (Kang et al.,
2012; Trentin et al., 2009).

Neben der Beeinflussung der HOXA-Gene durch den Transkriptionsfaktor IRX1 zeigte
sich in SEM-Zellen auch eine Reprimierung der Gene MEIS1 und BCL2. MEIS1 ist im
Zusammenspiel mit HOXA9, wie oben bereits erwahnt, fir die maligne Transformation zu
Leukamiezellen essentiell und in den meisten ALL Uberexprimiert. In hdmatopoietischen
Progenitor- und Leukamiezellen Kkorreliert die Expression von HOXA9 mit einer
Expression von MEIS1. Diese indirekte Regulierung des MEIS1 durch HOXA9 ist Uber
Crebl und Pknoxl gesteuert (Hu et al.,, 2009). Somit liegt es auf der Hand, dass eine
Reprimierung der HOXA9-Expression ebenfalls in einer Reprimierung der MEIS1-

Expression resultiert.

BCL2 fungiert innerhalb des intrinsischen Apoptosewegs als regulatorisches Protein,
welches anti-apoptotische Prozesse aktiviert. MLL-AF4 aktiviert tber die DOTI1L-
vermittelte H3K79me23 die spezifische Expression des BCL2, was zu einer verminderten
Apoptoserate und zu einer stetigen Proliferation der Leukadmiezellen fiihrt (Benito et al.,
2015; Czabotar et al., 2014). Durch die Expression des IRX1 wird die Expression dieser
beiden MLL-AF4-typischen Zielgene vermindert. Es werden keine HOXA-Gene mehr

exprimiert, die Apoptose wird nicht mehr durch die Expression des BCL2 gestdrt und
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MEIS1 wird vermindert exprimiert. Alle diese Faktoren dienen der Initiierung und der
Progression einer MLL-AF4-spezifischen ALL, die besonders durch ihre hohe
Aggressivitdt und ihre schwere Therapierbarkeit gekennzeichnet ist. Durch das
Vorhandensein des IRX1 wird nicht, wie sich zun&chst vermuten lasst, diese Form der
Leukdmie abgeschwacht. Stattdessen korreliert eine héhere Sterblichkeit der Patienten
mit einer ektopen IRX1-Uberexpression (Kang et al., 2012; Stam et al., 2010). Hieraus
lasst sich ein weiterer Effekt des IRX1 im Kontext einer t(4;11)-Leukamie formulieren:
IRX1 steigert die Aggressivitat der Erkrankung trotz der Regulierung essentieller Treiber
der Leukamogenese. IRX1 bedingt somit einen neuen Krankheitsmechanismus mit
kontraren Expressionsmustern im Vergleich zu den MLL-AF4-typischen Genexpressions-
profilen. Diese sind eventuell durch eine IRX1-abhangige Arretierung der MLL-AF4-
Onkoproteine an ihre Zielgenpromotoren erklarbar. Dadurch wird die Rekrutierung des
endogenen MLL verhindert, welche normalerweise zu einer physiologischen Expression

dieser Zielgene fithren wirde.

3.2 Der MLL-AF4-Multiproteinkomplex wird durch IRX1 erweitert:
Die Folgen einer Inkorporation auf molekularbiologischer

Ebene

Vorangegangene Arbeiten bestatigten, dass IRX1 den regulatorischen Effekt des MLL-
AF4-Komplexes auf seine Zielgene, wie die HOXA-Gene, hemmt. So wurde untersucht,
ob IRX1 die Formierung des MLL-AF4-Komplexes beeinflusst und/oder die Regulierung

der Zielgene determiniert.

Durch ColP-Versuche wurde die Zusammensetzung des MLL-AF4mCH-Komplexes im
Hinblick auf géngige regulatorische Proteinpartner analysiert. Da IRX1 die Effekte des
MLL-AF4 aufhebt bzw. sogar umkehrt, wurde Gberprift, ob IRX1 die Zusammensetzung
des Multiproteinkomplexes stért. Jedoch zeigte sich bei der Affinitatsaufreinigung des mit
mCherry-markierten MLL-AF4-Komplexes durch die Anwesenheit des IRX1 kein Unter-
schied in der Fahigkeit, wichtige Bindepartner zu rekrutieren. Die ColP-Experimente
bestatigten jedoch die Vermutung, dass IRX1 direkt mit dem MLL-AF4mCH-Komplex
interagiert und ein Teil des MLL-AF4 Multiproteinkomplexes wird (siehe Abbildung 12).

Durch die angeschlossenen ChlIP-Experimente konnte der regulatorische Effekt des IRX1
im Hinblick auf die Interaktion des MLL-AF4AMCH-Komplex mit seinen Zielgenen
untersucht werden. Uber ChIP konnen direkte Interaktionen von DNA-bindenden

Proteinen mit dem Chromatin bestimmter Bereich nachgewiesen werden. Die MLL-AF4-
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Zielgene HOXA9 und HOXA10 wurden hier innerhalb ihrer Promotorregionen genauer
untersucht. Wie zu erwarten war, wurde durch die Aufreinigung des MLL-AF4mCH eine
hohe Menge des Chromatins der beiden HOXA-Promotoren aufgereinigt. Eine Bindung
des IRX1 an diese Promotoren konnte nur im Zusammenhang mit MLL-AF4mCH erreicht
werden (siehe Abbildung 13). Dies spricht fur die zuvor beschriebene Inkorporation des
IRX1 in den MLL-AF4-Komplex. Jedoch bleibt weiterhin die Frage im Raum, wie es
mdglich ist, dass auch IRX1 alleine einen reprimierenden Effekt auf die HOXA-Gene
haben kann, obwohl es nicht direkt an die Promotoren bindet. Ebenso andert das
Vorhandensein des IRX1 in den Zellen die Bindefahigkeit des MLL-AF4mCH an seine
Zielgenpromotoren nicht. Aufgrund dieser Erkenntnis gilt es zu diskutieren, welchen
Mechanismus IRX1 benutzt, um eine Deregulierung der HOXA-Gene zu bewirken. Hier
muss es zumindest zwei verschiedene Varianten geben. Zum einen wird IRX1 direkt in
den Komplex des MLL-AFAmCH rekrutiert und ist demnach in direkter Nahe der
Promotorregion lokalisiert, um eine Verminderung der Transkription einzuleiten, zum
anderen besteht die Mdglichkeit, dass kein MLL-AF4 in den Zellen vorhanden ist. Hierbei
ist IRX1 nicht an den Promotoren zu finden und vermittelt trotz dessen eine Repression
der HOXA-Gene. Somit werden wahrscheinlich in beiden Fallen Kaskaden durch IRX1
ausgeldst, die vor allem die Transkription der HOXA-Genen stdren. So ist es denkbar,
dass durch angeschlossene Untersuchungen auf Basis des GEP: GEO Acc. No.
GSE75376 weitere direkte Zielgene des IRX1 identifiziert werden koénnen, die eine
Reprimierung der HOXA-Gene hervorrufen und eine Verbindung zu regulatorischen
Kaskaden herstellen. Zwar konnte bereits gezeigt werden, dass auch EGR1-3 eine
Reprimierung der HOXA-Gene vermitteln, jedoch wurde die Expression der EGR-Gene
nicht direkt durch IRX1 reguliert.

Eine weitere Eigenschaft des IRX1 legten die ChIP-Versuche mit dem HDAC-Inhibitor
TSA dar. So zeigt sich normalerweise durch eine Behandlung mit HDACi eine
Dissoziation des MLL-AF4-Komplexes weg von seinen Promotoren (Ahmad et al., 2014).
Die Anwesenheit des IRX1 anderte dieses Verhalten jedoch und flhrte zu einer
Stabilisierung des MLL-AF4mCH an den Promotorregionen der beiden untersuchten
HOXA-Gene. Dies bestatigt, dass IRX1 gerade bei Behandlungen, die fiur die Krebs-
therapie in Frage kommen, den angestrebten Effekt nicht erzielt oder stort. Das bedeutet,
dass auch andere in der Chemotherapie verwendete Substanzen durch das
Vorhandensein des IRX1 nicht oder mit einem anderen Mechanismus wirken kdnnten.
Zwar konnte der Mechanismus der HOXA-Reprimierung in der Anwesenheit des IRX1
nicht aufgeklart werden, jedoch vermitteln die Experimente eine Idee dariber, warum die

IRX1-assoziierte t(4;11)-Leukamie als aul3erst aggressiv eingestuft wird.
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3.3 Einblicke in den Fortschritt der pharmakologischen

Inhibierung MLL-r-assoziierter Faktoren

3.3.1 HDAC-Inhibitoren

Einige Experimente dieser Arbeit wurden unter Verwendung des pan-HDAC-Inhibitors
Trichostatin A durchgefuihrt. Diese Substanz ist einer der ersten beschriebenen naturlich
vorkommenden Histondeacetylaseinhibitoren (HDACI) und inhibiert direkt die Klassen I, I
und IV der Histondeacetylasen (Bolden et al., 2006; Yoshida et al., 1990).

Epigenetische Prozesse, wie posttranslationale Acetylierungen von Lysinen,
Phosphorylierungen von Serinen oder auch Methylierungen von Lysinen oder von
Argininen der Histone, sind wichtige Prozesse, um ein spezifisches Genexpressionsprofil
einer Zelle zu erhalten und weiterzugeben. Histone verpacken das Chromatin in
strukturierte, dynamische Einheiten und erhalten den gewebespezifischen Histon-Code.
Die beiden Enzyme HAT (Histonacetylase) und HDAC (Histondeacetylase) steuern
hauptsachlich den Acetylierungsgrad der Lysine an Histonen. HAT neutralisieren, durch
Acetylierung der Lysine, die positive Ladung der Histonproteine und ermdglichen der
negativ geladenen DNA eine Offnung in das sogenannte Euchromatin. Hierdurch nimmt
die DNA eine transkriptionsfordernde Konformation an. HDAC bewirken die Entfernung
dieser Histonacetylierungen, wodurch sich Histone und DNA wieder annahern und eine
Transkription durch das Heterochromatin verhindert wird (gene silencing). Die im Nukleus
befindlichen HDAC gehoren der Klasse I, Il (Zn?*-abhangig) und der Klasse Il (NAD*-
abhangig) an. Der pan-HDAC-Inhibitor TSA fangt Zn?* ab und verhindert damit die
Aktivierung der HDAC der Klassen I, Il und IV. Die katalytische Aktivitat der Sirtuine der
Klasse Ill sind hingegen unabhangig von Zinkionen und bleiben in der Anwesenheit von
TSA aktiv (Dokmanovic et al., 2007; Khan und La Thangue, 2012; Marks, 2010). Durch
die Inhibierung der HDAC bleiben die Histonacetylierungen bestehen, wodurch das
Euchromatin weiterhin offen bleibt und DNA-bindende Proteine die Transkription
regulieren konnen. Korrekterweise sollten HAT/HDAC besser KAT (Lysinacetylase) und
KDAC (Lysindeacetylase) genannt werden, denn sie regulieren neben Histonen auch den
Acetylierungsstatus von Proteinen und Komplexen, die unter anderem die Proliferation,
die Migration, die Apoptose oder die Expression von Tumorsuppressoren, wie z.B. p53,
steuern. Insgesamt konnen im humanen System bis zu 1750 Proteine an ihren
Lysinresten acetyliert werden (Choudhary et al., 2009; Dokmanovic et al., 2007; Khan und
La Thangue, 2012).
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Da Krebserkrankungen h&aufig mit einer aberranten Genexpression einhergehen, werden
HDAC-Inhibitoren als Therapeutika stark diskutiert. Histondeacetylasen sind zwar tber
das gesamte Chromatin hinweg verteilt, HDACi &ndern jedoch nur einen Anteil von etwa
2-10 % der Genexpression in transformierten Zellen. So beeinflusste TSA in Unter-
suchungen von lymphatischen Zellen lediglich 2 % der 340 exprimierten Gene (Marks,
2010; Van Lint et al.,, 1996). Die Behandlung von CEM-Zellen mit Vorinostat oder
Romidepsin fuhrte zu einer deregulierten Expression von 22-24 % aller Gene nach einer
Inkubationszeit von 16 h (Peart et al., 2005).

HDAC-Inhibitoren vermitteln den Zelltod durch die Beeinflussung des Zellzyklus, des
DNA-Reparaturmechanismus oder der Mitose. In diesem Zusammenhang wurden und
werden Zellkultur-Versuche, Tiermodelle sowie Klinische Studien durchgefiihrt, die den
Benefit dieser Inhibitoren besser charakterisieren sollen (Khan und La Thangue, 2012).
Bei einigen Krebserkrankungen sind HDAC-Inhibitoren bereits als Medikamente
zugelassen, wohingegen sie im Gebiet der Leukémie erst in den letzten Jahren an

Relevanz gewonnen haben.

Vorklinische Studien bestatigten, dass eine gleichzeitige Behandlung mit Etoposid und
Vorinostat einen synergistischen bis additiven Effekt auf die negative Beeinflussung des
Zellzyklus in AML- und CML-Zelllinien hat. (Shiozawa et al., 2009). Vor allem in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika, wie z.B. Etoposid oder Doxorubicin, zeigte
der Einsatz von HDACIi wie z.B. Romidepsin (FK228), einen additiven Effekt auf die
Inhibierung der Proliferation von Leukamie- und Lymphomzellen (Kano et al., 2007). Als
Monotherapie war Vorinostat in eine Phase |I-Studie an 37 AML-Patienten leider erfolglos
(Schaefer et al., 2009). In Amerika sind Vorinostat und Romidepsin bereits bei CTCL
(kutanes T-Zell Lymphom) zugelassen und weisen bei dieser Erkrankung in Form einer
Monotherapie eine Ansprechrate von jeweils ca. 30 % auf (Duvic et al., 2007; Khan und
La Thangue, 2012; Olsen et al., 2007; Whittaker et al., 2010, www.fda.gov/Drugs). Es hat
sich jedoch herausgestellt, dass HDAC-Inhibitoren in Kombinationstherapien mit anderen
Chemotherapeutika gréRere Erfolge aufweisen, als in Monotherapien. Bei MDS- oder
AML-Patienten fuhrte die Kombination aus HDACi mit 5-Azacytidin oder ATRA (all-trans
Retinsaure, Tretinoin) zu einem additiven Effekt (Gore et al., 2006; Kuendgen et al.,
2006).

In ER*-Brustkrebspatientinnen wurde in einer randomisierten, doppelblind gefiihrten
Phase IlIb-Studie, die zuséatzliche Gabe von Entinostat zu der Exemestan-Basis-
Medikation gut vertragen und fuhrte zu einem OS von 28,13 Monaten im Vergleich zu
19,84 Monaten in der Placebogruppe (Yardley et al.,, 2013). Die p53- und NF-kB-
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Expression konnten zudem durch HDAC-Inhibitoren verringert und die Regulierung
nachgeschalteter Gene unterbrochen werden. Zudem zeigten HDACi der Klasse-| eine
Induktion der Seneszenz in Pankreaskarzinomzellen (Schéfer et al., 2017).

Im Zusammenhang mit t(4;11)-Leukamien wurden HDACI Uber connectivity mapping als
potenzielle Kandidaten fur eine Behandlung beschrieben. Die Applikation von TSA auf
SEM-Zellen wies nach 6 h und 24 h eine Reprimierung der HOXA-Uberexpression von
20-50 % auf. Aber auch weitere Gene, wie RUNX1 und MYC, wurden durch HDACI
gehemmt. Zudem bewirkte der HDACi TSA eine dosisabhéngige Reduktion der Viabilitat
von MLL-rearrangierten Zellen, wohingegen normale Knochenmarkzellen unaffektiert
blieben (Stumpel et al., 2012). Zwar konnten Experimente im Rahmen dieser Doktorarbeit
die zytotoxische Eigenschaft des TSA auf SEM-Zellen bestatigen (Daten nicht gezeigt),
jedoch zeigte sich, dass durch die Benutzung einer tolerierbaren Menge TSA in den
Zellen (100 nM-300 nM) ein weiterer Effekt des TSA zum Tragen kam. So konnten ChIP-
Experimente zeigen, dass TSA direkt zu einer Dissoziation des chimaren MLL-AF4mCH
von den HOXA9- und den HOXA10-Promotoren fuhrt und stattdessen das wt-MLL an den
Promotor rekrutiert (siehe Abbildung 13). Dies hat zur Folge, dass sich die HOXA-
Expression normalisiert und selbst die durch IRX1 vermittelte Repression der MLL-AF4-
Zielgene aufgehoben wird (siehe Abbildung 15). Dass HDACI zu einer Dissoziation des
chimaren Proteins flhren, wurde bereits durch Ahmad et al. mit Hilfe des HDACi Apicidin
beschrieben. Im Rahmen dieser Studie wurde jedoch der ALOX5-Promotor und nicht die
HOXA-Promotoren untersucht (Ahmad et al., 2014). Zudem bewirkte die Applikation von
TSA eine Dissoziation des IRX1 und HDAC1 aus dem MLL-AF4mCH-Komplex (siehe
Abbildung 14). Diese Daten zeigen deutlich, dass TSA als Therapeutikum in einer t(4;11)-
vermittelten ALL Erfolg haben konnte, da sich der Effekt speziell auf die MLL-assoziierten
ALL-Zellen auswirkt und die Funktion des endogenen wt-MLL, welches fir die Zellen
essentiell ist, nicht beeinflusst wird. Vielmehr werden die Auswirkungen des chimaren
Proteins revertiert und das physiologische Expressionslevel der MLL-Zielgene
wiederhergestellt. Das bedeutet, dass selbst bei entarteten Zellen, die nicht durch den
zytotoxischen Effekt des TSA eliminiert werden, durch epigenetische Umprogrammierung
eine ,Umwandlung“ in weniger aggressive oder sogar ,normale“ Zellen stattfinden konnte.
Dies héatte zur Folge, dass eine effektivere Behandlung der t(4;11)-ALL in Kombination mit
TSA und den klassischen Chemotherapien mdglich wére und somit die
Wahrscheinlichkeit eines Rickfalls verringert wiirde. Es scheint hier zwei Wege zu geben,
die wahrscheinlich zu einer Normalisierung der HOXA-Expression fuhren. So wird das
chimare Proteine in t(4;11)-Zellen ohne IRX1 verdréangt und das endogene MLL rekrutiert.

Durch die Anwesenheit des IRX1 verbleibt MLL-AF4 an den Promotoren, besitzt dann
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jedoch einen reprimierenden Charakter und das, obwohl HDAC1 von der
Repressionsdoméane des MLL-N dissoziiert. Dies unterstitzend haben Arbeiten von Xia et
al. gezeigt, dass TSA eine durch HDAC1 vermittelte Repression verhindert (Xia et al.,
2003). TSA reguliert zudem die Expression des murinen Hdacl, was zunachst in einer
vermehrten Expression dieses Gens resultiert. Durch die Rekrutierung des Hdacl an
seinen eigenen Promotor wird wiederum das Stilllegen (silencing) des eigenen Gens
vermittelt (Schuettengruber et al., 2003). Dieser Mechanismus konnte erklaren, warum
nach der TSA-Applikation in den ColP-Versuchen keine Prazipitation des HDAC1 mehr
mdglich war. Eine weitere Moglichkeit konnte sein, dass die geringere Menge des HDAC1
in der Zelle an andere Bereiche oder Proteine rekrutiert wurde und somit dem MLL-

AF4mCH nicht mehr zur Verfligung stand.

Der genaue Wirkmechanismus der HDAC-Inhibitoren bleibt jedoch weiterhin ungeklart. Im
Fall der MLL-AF4-/IRX1-abhangigen ALL scheint zumindest die Komplexbildung durch
TSA gestort und das Verhalten der rekrutierten Proteine im Bereich der HOXA-

Promotoren beeinflusst zu werden.

Die MLL-Fusionsproteine rekrutieren zum Teil Schlisselkomponenten, die fur die
Transformation und die Aktivierung der MLL-Zielgene essentiell sind. Diese Komponenten
stellen unter anderem Faktoren der transkriptionellen Elongationsmaschinerie und deren
Regulatoren dar, wie zum Beispiel AF4, p-TEFb oder DOTI1L. Die Inhibierung dieser
Targets durch kleine Molekiile ist neben der Entwicklung von HDACI in den Fokus der

Therapieentwicklung fur MLL-r-Patienten geriickt.

3.3.2 MENIN1-Inhibitoren

Das MENIN1-Protein interagiert direkt mit dem N-terminalen Teil des MLL und vermittelt
eine Interaktion des MLL-Proteinkomplexes mit seiner Zielgen-DNA. Durch Inhibierung
dieser Interaktion wird verhindert, dass das MLL-Fusionsprotein eine fehlerhafte
Regulierung seiner Zielgene, z.B. Uberexpression der HOXA-Gene, durchfiihren kann.
MENIN1-Inhibitoren besetzen den Kern der hMBM Erkennungsstelle des MENIN und
mimen eine MLL-Bindung (Cierpicki und Grembecka, 2014). Es konnte durch in vitro-
Versuche bestatigt werden, dass die beiden Inhibitoren MI-1 und MI-2 eine MLL-X-
induzierte Transformation Uber die Dissoziation des MENIN1 vom MLL-N-Teil und eine
daraus resultierende Repression der HOXA9- und MEIS1-Gene erzielen kann. Zudem
sind die beiden Inhibitoren in der Lage, Apoptoseprozesse und einen Proliferationsstop in

leukamischen, MLL-rearrangierten Zellen zu induzieren (Grembecka et al., 2012). Die
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Inhibitoren MI-463 und MI-503 fihren ebenfalls zu einer gesteigerten Apoptoserate und
einer Repression der HOXA9- und MEIS1-Expression.In in vivo-Experimenten konnten sie
zudem die MV4;11-Tumorvolumina um 80 % verringern und fuhrten bei zwei Mausen zu
einer vollkommenen Remission der Leuké&mie. Eine verlangerte Behandlungszeit von

38 Tagen fiihrte zu keiner gesteigerten Toxizitat (Borkin et al., 2015).

3.3.3 DOT1L-Inhibitoren

Die Histonmethyltransferase (HMT) DOT1L stellt ein weiteres wichtiges Target fir
pharmakologisch wirksame Molekile dar. DOT1L methyliert Histon 3 an Lysin 79
(H3K79e). In hamatologischen Malignitaten interagiert dieses Protein mit Komplexen, die
mit MLL-Fusionspartnern (z.B. DotCom, siehe Abbildung 6) oder direkt mit den
Fusionspartnern AF10, CALM, AF4, AF9, ENL und AF17 assoziiert sind, was eine
Verbindung zwischen einer abnormalen H3K79-Signatur und der Leukd&mogenese
herstellt (Bitoun et al., 2007; Deshpande et al., 2012; Mueller et al., 2007; Okada et al.,
2005, 2006; Reisenauer et al., 2009; Zeisig et al., 2005; Zhang et al., 2006). In murinen
und humanen ALL mit einer MLL-AF4-Leukamie konnte, im Gegensatz zu anderen ALL,
ein erhdhtes H3K79-Level festgestellt werden. Eine shRNA-Inhibierung des DOTL1L flhrte
in diesem Zusammenhang zu einer Abnahme des Methylierungsprofils von MLL-AF4-
Zielgenen, was die hohe Relevanz dieser epigenetischen Modifikation im Zusammenhang
mit t(4;11)-Leukamien verdeutlicht (Krivtsov et al., 2008). Zudem konnte gezeigt werden,
dass eine hohe H3K79-Dimethylierung in Leuk&mien mit einer MLL-ENL oder MLL-AF9
mit der Expression der spezifischen Zielgene korreliert. Weiterhin bewirkte der Ausschluss
des DOT1L-Bindemotivs im C-terminalen ENL-Teil den Verlust der Transformierbarkeit
des MLL-ENL (Bernt et al., 2011; Milne et al., 2005c; Mueller et al., 2007; Nguyen et al.,
2011). SAH (S-Adenosyl-L-homocystein), welches durch die Dimethylierung des SAM
(S-Adenosyl-L-Methionin) entsteht, stellt einen kompetitiven Inhibitor des DOTI1L dar.
Jedoch wéaren durch die Nutzung des SAH als Therapeutikum weitere HMT von einer
Inhibierung betroffen. Der Korper wiirde zudem ein Missverhaltnis zwischen SAM und
SAH ausgleichen (Anglin und Song, 2013). Der DOT1L-Inhibitor EPZ004777 inhibiert
selektiv die SAM-Bindeaktivitdt des DOTI1L, indem es in der Bindetasche des
Methyldonors SAM bindet und dadurch die Aktivitat der Histonmethyltransferase hemmit.
Ein inhibitorischer Effekt auf andere humane HTM konnte in vitro ausgeschlossen werden.
In einer Studie reagierten humane MLL-AF4 (MV4;11)- und MLL-AF9 (MOLM-13)-Zellen
sensitiv auf EPZ004777 und wiesen unter der Behandlung eine verminderte Viabilitat auf.
Ebenso wurde die Expression der Gene MEIS1 und HOXA9 reprimiert und die H3K79-
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Methylierung der Histone nahmen ab. Zellen ohne MLL-Translokationen blieben
unaffektiert (Daigle et al., 2011). Dieselbe Arbeitsgruppe verdffentlichte zudem einen
zweiten DOT1L-Inhibitor (EPZ-5676), der selektiver und potenter ist und in Ratten und
Mausen zu einer Regression subkutaner MV4;11-Tumoren fuhrte (Daigle et al., 2013).
Eine klinische Studie der Phase | an 42 Patienten (ALL, AML, MDS) wies durch eine
EPZ5676-Gabe ebenfalls eine Reduktion ihrer H3K79me von etwa 30 % auf und flhrte zu
drei Remissionen (zwei kompletten und einer partiellen) (Stein und Tallman, 2015). Durch
die Beeinflussung mehrerer chromatinregulierender Prozesse konnte zudem ein Benefit
bei der Therapie von MLL-r-Patienten entstehen, wie die Arbeiten von Chen et al. im
Zusammenhang mit einem DOT1L-Inhibitor (EPZ004777) und einem SIRT1-Aktivator
(SRT1720) zeigen (Chen et al., 2015). Der DOT1L-Inhibitor SYC-522 selbst induzierte
keine Apoptose in MLL-r-basierten AML-Zellen, fihrte jedoch zu einer Verringerung der
Koloniebildungsfahigkeit und zu einer héheren Sensitivitdt gegentber géangigen Chemo-
therapeutika wie Etoposid, Mitoxantron und Cytarabin. Dieser Effekt war jedoch nur in

Leukamiezellen mit MLL-Rearrangements zu finden (Liu et al., 2014b).

Neueste Untersuchungen identifizierten eine typische Ausbreitung des gebundenen MLL-
AF4 auf bis zu vier Kilobasen Uber den Promotor seiner Zielgene hinaus. Diese
Ausbreitung, auch ,spreading MLL-AF4“ genannt, korreliert mit der Bindung von MENIN1,
uCPG, einer Reduktion der H3K36me3 und einer verstarkten H3K79me2. Zudem waren
die spreading-Zielgene sensitiver auf eine Behandlung mit EPZ-5676 und ihre Expression
verringerte sich um bis zu 50 %. Die Kombination des DOT1L-Inhibitors mit dem MENIN1-
Inhibitor MI-503, bzw. dem BCL2-Inhibitor ABT-199, hatten einen synergistischen Effekt in
der Regulierung der MLL-AF4-Zielgene (Kerry et al., 2017).

Eine Reihe weiterer DOT1L-Inhibitoren mit unterschiedlich hohen Affinitdten zu DOT1L
wurden entwickelt und auch z.T. bereits in in vitro-Versuchen getestet (Anglin et al.,
2012).

3.3.4 BET-Inhibitoren

Durch Translokationsereignisse verliert das MLL-Protein seine Bromodomane, die
zwischen der dritten und der vierten PHD-Domane liegt. Jedoch ermdglicht die
Rekrutierung der MLL-Fusionspartner (z.B. AF4) die Bindung des SEC, welches das
BRD4 direkt rekrutiert und dem Komplex eine aktive Bromodomane zur Verfligung stellt.
BRD4 gehort zur Familie der BET (Bromodomaine and Extra Terminal)-Proteine und wird

im Zusammenhang mit MLL-Fusionen als Ziel fur Inhibitoren untersucht. Die Proteine
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dieser Familie erkennen Uber ihre Bromodoméne Histonacetylierungen und agieren als
Chromatin-Adapter-Proteine. Dadurch wird es z.B. dem MLL-AF4-Fusionsprotein
ermoglicht, an Bereiche mit offenem Chromatin zu gelangen und Uber den SEC eine
aberrante Transkriptionselongation voranzutreiben. Durch die Entwicklung spezifischer
BET-Inhibitoren, wie dem I-BET151, konnte in t(4;11)-Zelllinien, bei Patientenmaterial und
in Mausmodellen ein friiher Zellzyklusarrest und eine Apoptose eingeleitet werden.
Ebenso wurde die Expression von Schlisselgenen, wie dem BCL2, c-MYC und CDKB®,
reprimiert (Dawson et al., 2011). Uber RNAI-Screens konnten Zuber et al. BRD4 als
therapeutisches Ziel in AML identifizieren. Uber shRNAs und den Inhibitor JQ1 konnten in
vitro und in vivo antileukdmische Effekte erzielt werden. So waren MLL-AF9- und MLL-
ENL-Zellen sensitiv auf eine JQ1-Behandlung, was sich in einer verminderten Proliferation
und einer geringeren Anzahl an Zellen in der S-Phase verdeutlichte. G1E- und MEF-
Zellen blieben unaffektiert. In Mausmodellen konnte der shRNA-basierte knockdown des
Brd4 die Progression einer MLL-AF9-Leukamie verzégern und langere Uberlebensraten
hervorrufen. Die Gabe des BETi JQ1 konnte dieselben Effekte hervorrufen und

verlangerte signifikant die Uberlebenszeit nach der Transplantation (Zuber et al., 2011).

Ein weiterer Aspekt ist die Interaktion des BRD4 mit dem PAFc und dem p-TEFb, was
eine weitere Rekrutierung dieses Proteins an den MLL-FP-Komplex ermdglicht (siehe
auch 1.4.1).

3.3.4.1Fazit

Aggressive hamatopoietische Malignitaten, die mit aberranten Chromatinmodifikationen in
Zusammenhang stehen, bergen neue Herausforderungen in der Behandlung. Chromatin
reader wie BRD4, eraser wie HDAC oder writer wie DOT1L stellen wichtige Ziele fir die
Entwicklung neuer effektiver sowie hochspezifischer Inhibitoren in der Behandlung von
MLL-assoziierten Leukamien dar. Generell ist die Entwicklung pharmakologisch relevanter
Stoffe, die die epigenetischen Prozesse beeinflussen, immer mehr in den Fokus der
heutigen Medikamentenentwicklung gertickt und werden in Zukunft den Markt um
effektive und selektiv wirkende Arzneimittel erweitern. Die Ergebnisse dieser Arbeit
veranschaulichen deutlich den Benefit des HDACi TSA gegenlber den anderen hier
beschriebenen Inhibitoren. Ein besonderer Vorteil stellt die Rekrutierung des endogenen
MLL dar. Durch die anderen Inhibitoren, wie BETi, DOTi oder MENI, wird immer auch das
wt-MLL beeinflusst und eine ,Rehabilitierung® der Zellen ist nicht mdglich. Durch die
Verwendung des HDACi TSA, der damit einhergehenden Rekrutierung des wt-MLL und

der Normalisierung der aberranten HOXA-Expression auf ein physiologisches Level,
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konnte die Zelle ihren malignen Charakter verlieren. Dies héatte gerade in
Kombinationstherapien mit géngigen Chemotherapeutika den Vorteil, dass geringere
Menge der Ublichen Zytostatika ausreichen koénnten, um einen Grof3teil der trans-
formierten Zellen zu eliminieren. Durch das Umprogrammieren der Zellen durch HDACI
kénnte dann zusatzlich ein Rickfall durch nicht eliminierte Zellen verhindert werden. Die
Behandlung ware effektiver und die EFS womdglich l1anger. Der Nachteil, der sich daraus
fur die anderen beschriebenen Inhibitoren ergibt, ist die funktionelle Stérung des
endogenen MLL, was einen negativen Effekt hervorrufen kénnte, wenn sowohl MLL-AF4

als auch das wt-MLL funktionsunfahig waren.

Ein weiterer Vorteil der HDAC: ist, dass sie nicht, wie DOT1L und BRD4, abhangig vom
rekrutierten Komplex funktionieren. Denn durch den dynamischen Prozess der Komplex-
rekrutierung haben nicht alle MLL-FP den gleichen Komplexpartner zur selben Zeit.
Deshalb ist es effektiver, Inhibitoren gegen den N-terminalen MLL-Teil zu entwickeln, um

alle MLL-FP sicher anzusprechen.

In der folgenden Abbildung sind die transkriptionsregulierenden Eigenschaften sowie die
Angriffspunkte der beschriebenen Inhibitoren am Beispiel von MLL-AF4 zusammen-
gefasst (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Regulierung der Transkription der MLL-FP-Zielgene durch den Einsatz
verschiedener Inhibitoren am Beispiel von MLL-AF4. MLLN bindet tiber MENIN1 und LEDGF an
seine Zielgene. Im Fall von MLL-AF4 kénnen tber den C-terminalen Teil z.B. der SEC oder der
pTEFb-Komplex gebunden werden. Weitere Fusionspartner des MLL kdnnen aber auch DOT1L
rekrutieren. Der MENIN1-Inhibitor (MENi) verhindert die Bindung des MLL an seine Zielgen-
promotoren und deren Transkription wird reprimiert. BETi verhindert die Rekrutierung des BRDA4-
Komplexes und der DOT-Inhibitor die des DOTI1L. Beide haben ebenfalls einen Verlust der
Zielgentranskription zur Folge. HDAC-Inhibitoren flihren in maRigen Dosen zu einer Dissoziation
des MLL-FP und zu einer Rekrutierung des wt-MLL, was zu einer ,Normalisierung“ der
Zielgentranskription fuhrt. Hochdosiert wird ebenfalls die Transkription der Zielgene unterbunden.

3.4 IRX1 induziert direkt und indirekt die Expression der fir das

hamatopoietische System wichtigen Gene

Durch die DNA-Microarray-Analysen und die ChlP-Versuche wurden direkte und indirekte
Zielgene des IRX1 identifiziert. Hier standen unter anderem die Proteine der EGR-Familie
im Fokus. Die Gene dieser Familie werden in Anwesenheit des IRX1 indirekt
Uberexprimiert und filhren ebenfalls zu einer Reprimierung des HOXA-Clusters (siehe
Abbildung 9 und Abbildung 17). Der EGR1-Zinkfinger-Transkriptionsfaktor zum Beispiel
moduliert als Stressantwort die Apoptose und das Zellwachstum. Neben weiteren Genen,
die das Wachstum von Zellen regulieren, kontrolliert es direkt die Transkription des p21.
In in vitro-Studien konnte eine Bindung des EGR1 Uber seine Konsensussequenz
GCGGGGCG innerhalb der p21-Promotorregion nachgewiesen werden. Durch die EGR1-
vermittelte Transkriptionsinduktion des p21 wird ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase
induziert und die Proliferation gehemmt (Liu et al., 1996; Ragione et al., 2003; Thiel und

Cibelli, 2002). EGR1"-Mause wiesen eine enorme Reduktion ihrer HSC-Proliferation im
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Knochenmark auf und EGR1 wurde in diesem Zusammenhang als wichtiger Regulator
der Quieszenz in hamatopoietischen Stammzellen identifiziert. Wahrend der Mobilisierung
der HSC ist EGR1 reprimiert. In LT-HSC ist EGR1 hingegen Uberexprimiert, was fur eine
Modulation des Selbsterneuerungsprozesses und der Lokalisation dieses Proteins in HSC
spricht (Min et al., 2008). Die Quieszenz von Stammzellen stellt jedoch Probleme bei
Knochenmarktransplantationen oder Chemotherapien dar, da durch die fehlende
Proliferation maligne HSC nicht eliminiert werden kdnnen. So zeigten in vivo-Versuche,
dass p217"Mause im Gegensatz zu p21**-Mausen wahrend einer wdchentlichen
5-Fluoruracil-Behandlung eine Uberlebensrate von 10 % vs. 70 % der Kontrollgruppe

nach einem Monat aufwiesen (Cheng et al., 2000).

EGRL1 fuhrt zudem zu einer direkten Uberexpression des BMI-1 und einer direkten
Inhibierung des EZH2 (Spaapen et al., 2013). Eine Uberexpression des BMI-1 bewirkte
eine Potenzierung der repressiven Aktivitat des MLL-Komplexes in vitro und blockierte die
Expression des humanen p14*RF und p16™%4A bzw. generell den Ink4a/Arf-Locus (Fan et
al., 2008; Xia et al., 2003). Die beiden letzten Proteine sind in die Zellzyklusregulierung
involviert und induzieren einen Zellzyklusarrest. Beide befinden sich auf demselben
Genlocus, jedoch entsteht ARF durch einen alternativen Splicingprozess des Exon2 von
INK4A (Quelle et al., 1995; Sherr, 2001). Die Repression des Ink4a/Arf-Locus inhibiert die
Fahigkeit zweier Tumorsuppressorgene, das Fortschreiten des Zellzyklus zu behindern.
So wird durch die Expression des BMI-1 die Stammzelleigenschaft einer Zelle
aufrechterhalten (Molofsky et al., 2003, 2005). Des Weiteren vermittelt das ARF (murin:
pl9ARF human: pl4*"F) die Repression des MDM2, welches wiederum durch
Ubiquitinylierung des p53 dessen Transport ins Zytoplasma und somit dessen
Degradation induziert. Durch die Repression kommt es zu einer Akkumulation des p53,
was unter anderem wieder zu einer Aktivierung des p21 fuhrt und die Quieszenz der HSC
fordert. P53 ist in 50 % aller menschlichen Krebsformen mutiert und akkumuliert aufgrund
von Stresssignalen wie Hypoxie oder DNA-Schaden (Sherr, 2001). Durch die Anh&ufung
des p53 wird eine stringente und effiziente Kaskade an Apoptose- und Reparatur-
mechanismen eingeleitet. Dies deckt sich mit der Tatsache, dass vor allem t(4;11)-
Leukédmien kaum Sekundarmutationen aufweisen (Andersson et al., 2015; Bardini et al.,
2010; Prelle et al., 2013).

Die INK4a-Proteine inhibieren Cyclin-D-abhéngige Kinasen, wie z.B. CDK4, durch
Inhibierung des CCND1. Dadurch wird die Phosphorylierung des RB (retinoblastoma
protein) verhindert. RB bleibt somit weiterhin an E2F gebunden und verhindert dessen
Dissoziation, welche in einer Transition der Zellen in die S-Phase resultieren wirde. Somit

verbleiben die Zellen durch die INK4A-Proteinexpression in der G1-Phase (Baker und
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McKinnon, 2004; Sherr, 2001). Als Konsequenz fihrt eine Kaskade an regulatorischen
Prozessen durch die BMI-1-Inhibierung zu einer Verlagerung des Zellzyklus von der
S-Phase in Richtung Quieszenz, was es Tumorzellen ermdglicht, in Nischen selbst
Chemotherapien zu Uberleben und ein rasches Rezidiv, und somit eine high-risk-

Erkrankung, auszultsen.

Die Expression des EGR1 wird in HSC und LSC (leucemic stem cell) direkt durch CDK6
reprimiert. MLL-AF9 bindet direkt an den Promotorlocus des CDK6 und fordert dessen
Expression. Die EGR1-CDK6-Achse kontrolliert den Ubergang einer quieszenten Zelle in
die G1-Phase. Unter normalen Bedingungen hat die Expression des CDK®6 in HSC keine
Auswirkung auf die Hamatopoiese. Durch Stressstimuli (z.B. durch eine 5-FU-
Behandlung) wiesen CDK6"-HSC eine vermehrte Anzahl quieszenter Stammzellen auf.
Die Anwesenheit des CDK6 bewirkte in diesen stimulierten Zellen jedoch einen Austritt
der dormierenden Zellen aus der GO- in die G1-Phase. In leukdmischen Stammzellen
(LSC) zeigte sich das gleiche Bild, was CDK6 zu einem wichtigen Regulator des
Zellzyklus macht und fur die Aufrechterhaltung der Leukamie in CDK6**-Zellen von
Bedeutung ist. In vivo-Versuche bestatigten, dass ein knockdown des CDK6 in MLL-AF9-
induzierten AML zu einem signifikanten Uberlebensvorteil fiihrt (55 Tage vs. 28 Tage der
Kontrollgruppe). Zudem ist CDK6 in AML-Zellen fur einen Block der myeloischen
Differenzierung verantwortlich (Guzman, 2015; Placke et al., 2014; Scheicher et al.,
2015).

Neben der EGR-Familie reguliert IRX1 auch direkt die Expression des HOXB4. HOX-
Gene Ubernehmen eine wichtige Rolle in der Entwicklung und der Ausbildung des
hamatopoietischen Systems. Wie bereits in 2.8 beschrieben, vermittelt HOXB4 eine
gesteigerte Regenerationsrate und eine gesteigerte Expansion hamatopoietischer
Stammzellen ex und in vivo. Die normale Differenzierung und die Transformierbarkeit der
Zellen wird jedoch nicht beeinflusst (Antonchuk et al., 2002; Sauvageau et al., 1995).
HOXB4 beféahigt murine, primitive hamatopoietische Progenitorzellen des Knochenmarks
zu einer Langzeit-Repopulation von Knochenmarkzellen und zu einer Umwandlung in
Zellen mit einem HSC-Phanotyp. Irradiierte Mause konnten zudem durch die
Transplantation dieser Zellen eine multilineale Hamatopoiese aufbauen (Kyba et al.,
2002). Zur Entschlisselung der genauen Prozesse, die HOXB4 induzieren, wurden
genomweite Expressionsanalysen durchgefiihrt. Die meisten HSC-typischen Gene waren
direkte Zielgene des HOXBA4, jedoch wurden auch weitere interessante Gene durch
HOXB4 dereguliert, wie z.B. RUNX1, TGFB1l, GATA2. Neben hamatopoietischen
Prozessen wurden auch Gene der Zellteilung, des Zellzyklus und der Chromosomen-

organisation und Biogenese beeinflusst (Oshima et al., 2011). In dieser Doktorarbeit
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wurde ein Zusammenhang zwischen IRX1 und HOXB4 hergestellt, da durch ChIP-
Analysen und RT-PCR-Experimente eine Bindung des IRX1 an der Promotorregion des
HOXB4 detektiert wurde. Dies resultierte in einer Uberexpression dieses Gens (Abbildung
18, Abbildung 19). Zudem wurden die HOXB4-Zielgene NOV, ERG und TGFB1 in den
IRX1-transfizierten Zellen exprimiert, was fur eine funktionelle Uberexpression des
HOXB4 spricht. NOV war das am starksten tberexprimierte Gen in den HOXB4-Analysen
von Oshima et al. und TGFB1 wurde bereits in den hier vorgestellten DNA-Microarray-
Daten in Anwesenheit des IRX1 stark exprimiert (siehe Abbildung 18, Abbildung 9:
8-fache Uberexpression, p-Wert: 0,00002). Der durch HOXB4 induzierte Mechanismus ist
notwendig fur die Induktion und die Aufrechterhaltung leukamischer Stammzellen, was im
Fall einer IRX1-charakterisierten t(4;11) ein Indiz fur die Aggressivitat und die hohe
Rezidivrate dieses Leukamietyps sein kdnnte. Dies untermauern auch Studien von Bueno
et al., der die Expression der HOX-Cluster in humane ESC mit und ohne MLL-AF4
analysierte. Das Level des HOXB4 war in der MLL-AF4-Kohorte sogar noch héher als das
der HOXA9 und MEIS1, welche als typischer Marker und Induktoren der MLL-assoziierten
Leuk&mien gelten (Bueno et al., 2012).

Dass IRX1 nicht nur als Aktivator, sondern auch als Repressor fungiert, zeigt die
Transkriptionsrepression der HOXA-Gene und des MEIS1. Funktionell unterbindet IRX1
aber auch die Fahigkeit des MLL-AF4, seine Zielgene zu aktivieren, was in MLL-r-
Leukdmien ohne IRX1 zu einem Differenzierungs- und Apoptoseblock und einer

gesteigerten Proliferation fuhrt.

Das folgende Schaubild fasst die Erkenntnisse dieser Arbeit sowie relevante Ergebnisse
aus der Literatur, die den Zusammenhang einer IRX1-Uberexpression und einer t(4;11)-

basierten Leukamie erganzen, zusammen.
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Abbildung 21: Zusammenfassendes Schaubild der Beeinflussung einer t(4;11)-Leuk&mie im
Zusammenhang mit IRX1. Dargestellt sind die beiden Subgruppen der t(4;11)-Patienten:
HOXANgh und HOXAlw, |IRX1 aktiviert HOXB4 (direkt) und EGR1-3 (indirekt), reprimiert jedoch
MEIS1 (direkt). Es blockiert zudem MLL-AF4 in seiner Regulierung der HOXA-Genexpression und
fuhrt zu einer Reprimierung jener Gene. Die Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor TSA fihrt zu
einer Normalisierung der HOXA-Expression und zu einer Dissoziation des MLL-AF4 und einer
zeitgleichen Rekrutierung des endogenen MLL an seine Zielgenpromotoren. Zusatzliche
Signalwege oder relevante Ergebnisse aus der Literatur sind hellgrau dargestellt (siehe 3.4 und
Kihn et al., 2016).

Leukdmien mit einer Translokation des MLL- und des AF4-Gens, die eine zeitgleiche
Uberexpression des IRX1 aufweisen, stellen eine neue Subgruppe der t(4;11)-Leukamien,
die ein differenziertes Genexpressionsprofil und ein abweichendes Krankheitsverhalten

aufweisen, dar.

Als Quintessenz dieser Doktorarbeit gelten die Versuche mit dem HDACI TSA, durch
dessen Verwendung eine Normalisierung der HOXA-Expression auch in Anwesenheit des
IRX1 sattfinden konnte. Dieser Effekt war zu beobachten, obwohl IRX1 die Rekrutierung
des endogenen MLL an die Promotoren seiner Zielgene verhindert. Die Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren scheint, basierend auf den in vitro-Ergebnissen dieser Arbeit und der
Uberlegenheit dieser Substanzgruppe gegeniiber anderen in der Diskussion vorgestellten
Inhibitoren, eine vielversprechende Therapieoption der t(4;11)-Leukamieform zu bieten.
Weiterhin konnte eine Interaktion des IRX1 mit dem leukdmieinduzierenden MLL-

AF4AMCH nachgewiesen werden, was Anlass gibt, diese Leuka&mieform als neuartige
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Untergruppe mit einem differenzierten Krankheitsmechanismus zu definieren. IRX1 steht
hierbei im Mittelpunkt der Klassifizierung, da es fir die Deregulierung der géngigen
Leuk&dmiemarker verantwortlich ist und zudem die Expression von Genen induziert, die
die Aufrechterhaltung und die Expansion von Stammzellen und den Staus der Quieszenz
fordern. Alle diese Faktoren konnten die besondere Aggressivitat, die hohe
Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs und die schlechte Therapierbarkeit der HOXA""-,

IRX1M9"-1(4;11)-Leukamiepatienten erklaren.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller.

Substanzen Hersteller

Abi Prism 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems
Analysenwaage TE124S-OCE Sartorius
Blotting-Apparatur Trans-Blot® Turbo Bio-Rad
Brutschranke Heraeus
COo-Inkubator HERAcell 240 Thermo Scientific
Durchlichtmikroskop Nikon

Eismaschine Ziegra
FACSVerse™ BD Biosciences
Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 Carl Zeiss

Fluorometer Qubit® 2.0
Geldokumentation c200
Gelkammer Easycast® B2 Owl
Heizblock

Magnetisches Separations-Rack

Magnetrtihrer RCTbasic

Mini PROTEAN® Tetra Cell
Molecular Imager Chemi DOC™XRS+
Nanophotometer P330
Nucleofector™ 2b

PCR-Gerat

pH-Meter Levell

Pipettierhelfer accu-jet®

Rollmischer SRT6D

Rotator SB3

Schiittelinkubator CH4103
StepOnePlus™ Real-Time PCR
SterilGard Hood

Tape Station 2200

Thermomixer compact
Ultraschallgerat Bioruptor™ Next Gen
UV-Tisch

Vakuumpumpe VAC-MAN®
VarioSkan (Flash Multimode Reader)
Vortexer REAX 2000

Wasserbad

Wasserbad Zellkultur SE-20C

Life Technologies
Azure Biosystems
Thermo Scientific
VWR

New England Biolabs
(#S1509S)

Dynal (MPC-S)

IKA Labortechnik
Bio-Rad

Bio-Rad

Implen

Lonza

Applied Biosystems
Inolab

Brand

Stuart

Stuart

Infors

Applied Biosystems
The Baker Company, inc.
Agilent Technologies
Eppendorf
Diagenode

Frobel Laborgeréte
Promega

Thermo Scientific
Heidolph

Julabo

Julabo
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Wipptisch
Zellzahler TC10™
Zentrifugen

4.1.2 Chemikalien

Heidolph

Bio-Rad

Eppendorf (5415D, 5424)
Beckman (J2-HS, J6-HC)
VWR (Galaxy Mini Star)

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller.

Substanzen Hersteller
B-Mercaptoethanol Roth
e-Aminocapronsaure Sigma Aldrich
Aceton Roth

Acrylamid Roth

Agar Bernd Euler Biotech.
Agarose Invitrogen
Ammoniumperoxodisulfat Roth

Ampicillin Roth

Bacto Trypton Oxoid
Bisacrylamid Roth

Blasticidin S AppliChem
Brilliantblau R-250 Roth
Bromphenolblau Sigma Aldrich
BSA Fraktion V Roth

BSA New England Biolabs
CaCl» Merck

CAPS Roth
Chloramphenicol Roth
Desoxycholsaure Fluka

DMSO Sigma Aldrich
A-DNA MBI Fermentas
dNTP Roche
Doxycyclin Sigma Aldrich
DTT Invitrogen
EDTA Roth
Essigsaure Riedel-de-Haen
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Sigma Aldrich
HEPES Roth

Hi-Di™ Formamid Applied Biosystems
Hygromycin B Roche

IPTG Fermentas
Isopropanol Roth
Kaliumacetat Roth
Lipofektamin 2000 Invitrogen
Lysozym Sigma Aldrich
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Methanol

MgCl.
Milchpulver
Natriumacetat
NacCl

NaF

NaHC03

NaOH

NaszVOq4

Nonidet P-40
Paraformaldehyd
PMSF

Ponceau S (ATX)
Puromycin
Propidiumiodid
RNase A
RNase-Free-Water
Roti®Load 1
Saccharose
SDS

TEMED

Tris

Triton X-100
Tween® 20
X-Gal
Xylen-Cyanol-FF
Yeast Extract

4.1.3 Sonstige Materialien

Tabelle 3: Sonstige Materialien und deren Hersteller.

Sonstige Materialien

Sigma Aldrich
Merck

Roth

Merck

Roth
Riedel-de-Haen
Merck

Roth

Sigma Aldrich
AppliChem
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

PAA

Roth
Macherey-Nagel
Qiagen

Roth

Roth

Biomol

Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Merck

Oxoid

Hersteller

N-DNA (fur A-Marker mit Clal geschnitten)
100 bp-Marker

1 kb-Marker

50 bp-Marker

3MM Chromatographiepapier

Adhasive Verschlussfolie fir Realtime
Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit T
Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit R
Amersham™ Hybond™ P0,45 PVDF

Big Dye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Cell Counting Kit-8

Clarity™ ECL Western Substrate

Color Protein Standard Broad Range
Cryo.S-GefalRe

Thermo Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Whatman

Nerbe Plus

Lonza

Lonza

GE Healthcare
Perkin EImer

Dojindo

Bio-Rad

New England Biolabs
Greiner bio-one
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D1000 Screen Tape

Gel Extraction Kit

Magnetische Beads Protein A
Magnetische Beads Protein G
Mehrzweckgefal’ (50 ml; 15 ml)
MikrozentrifugengefalRe (5 ml; 1,5 ml)

Nitril Handschuhe S

ORA®gPCR Green ROX H Mix

Parafilm “M”

PCR-Gefalle

PCR-Platte (96 x 0,1 ml)

PCR-Purification Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Pipetten (SL20, SL200, SL2000)
(2,5)

Power SYBR® Green Master Mix

PureYield™ Plasmid Midiprep System

QIAquick® Gel Extraction Kit

Qubit® dsDNA HS Assay Kit

RNeasy Mini Kit

Sequenziergefalle

Sterile Pipetten (versch.)

Sterile Pipettenspitzen (versch.)

Zellkulturflaschen Cellstar (versch.)
Zellkulturschalen (versch.)

6-well Platte

12-well Platte

96-well Platte

Agilent Technologies
Qiagen

Cell Signaling

New England Biolabs
Greiner bio-one, Corning
Eppendorf

Greiner bio-one

VWR

HighQu

Pechiney

Greiner bio-one

Nerbe Plus

Qiagen

Thermo Scientific

Rainin

Eppendorf

Applied Biosystems
Promega

Qiagen

Life Technologies
Qiagen

Applied Biosystems
Greiner bio-one

Thermo Scientific, Sarstedt,
Greiner bio-one

Greiner bio-one
Sarstedt, Greiner bio-one
Corning

Greiner bio-one

Greiner bio-one

4.1.4 Medien, Zusatze und Reagenzien

4.1.4.1 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

Tabelle 4: Verwendete Medien und Zusatzstoffe fur die Zellkultur und deren Hersteller.

Néahrmedien und Zusatzstoffe Hersteller

Accutase PAA*/Capricorn

DMEM High Glucose/Low Glucose/High Modified PAA*

FBS PAA*

L-Glutamin (200 mM) GE Healthcare/Merck
(Biochrom)

Opti-MEM Gibco

PBS PAA*/Gibco

PEI 10 mM (Polyethylenimin) PAA*

Penicillin/ Streptomycin PAA*/Gibco/Merck

85



Material und Methoden

RPMI 1640
Trypan Blue Stain (0,4 %)
Trypsin

* PAA gehort mittlerweile zu GE Healthcare

4.1.4.2 Nahrmedien fur E. coli

Tabelle 5: Verwendete Nahrmedien fur E. coli und

wurden vor Gebrauch autoklaviert.

PAA*/Gibco
Gibco
PAA*

deren Zusammensetzung. Alle Medien

Medien Zusammensetzung
YT-Agar 1 % (w/v) Bacto Agar

0,5 % (v/v) NaCl

0,5 % (v/v) Yeast Extract

1,2 % (w/v) Bacto Trypton
YT-Medium 0,5 % (v/v) NaCl

YT/amp-Medium

4.1.5 Puffer und Lésungen

0,5 % (w/v) Yeast Extract

1 % (w/v) Bacto Trypton
+ 100 pg/ml Ampicillin

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Losungen sowie deren Zusammensetzung.

Puffer

Zusammensetzung

Anodenpuffer | (pH 10,4)

Anodenpuffer 1l (pH 10,4)

Coomassie-Blau

Elutionspuffer (ChIP)

FA-Lysispuffer (ChiP)

300 mM Tris
20 % (v/v) Methanol

25 mM Tris
20 % (v/v) Methanol

0,016 % (w/v) Brillantblau
R-250

20 % (v/v) Isopropanol

8 % (v/v) Essigsaure

50 % (w/v) Saccharose

100 mM EDTA

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylen-Cynol-FF

1 % (w/v) SDS
100 mM NaHCOs3

50 mM HEPES/KOH (pH 7,5)
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Finaler Waschpuffer (ChIP)

Kathodenpuffer (pH 9,4)

Lammli-Puffer (2x)

Low-TE

Lysispuffer (pH 7,5)

Matsudaira Puffer (pH 11/NaOH)
(Wet Blot MLL-AF4)
Puffer 1 (Mini-Prép.)

Puffer 2 (Mini-Préap.)

Puffer 3 (Mini-Préap.)

140 mM NaCl

1 mM EDTA (pH 8)

1 % (v/v) Triton X-100

0,1 % (w/v) Desoxycholsaure
1 % (w/v) SDS

Frisch hinzufigen:

1x Proteaseninhibitor

0,1 % (w/v) SDS

1 % (v/v) Triton X-100
2 mM EDTA (pH 8)
250 mM NacCl

20 mM Tris/HCI (pH 8)

25 mM Tris
40 mM e-Aminocapronsaure
20 % (v/v) Methanol

20 mM Tris/HCI (pH 6,8)
200 mM DTT

4 % (w/v) SDS

20 % (w/v) Glycerin

0,2 % (w/v) Bromphenolblau

10 mM Tris/HCI (pH 8)
0,1 mM EDTA

150 mM NacCl

20 mM HEPES

0,4 mM EDTA

2 % (v/v) Triton X-100
Frisch hinzufigen:

1 mM NazVO,4

10 mM NaF

1 mM PMSF

1x Proteaseninhibitor

10 mM CAPS
15 % (v/v) Methanol

50 mM Tris/HCI (pH 8)
10 mM EDTA

1 % (w/v) SDS
0,2 M NaOH

3 M Kaliumacetat (pH 4,8)

87



Material und Methoden

RIPA (-SDS) (ChIP)

RLN-Puffer (pH 8)

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

SDS-Laufpuffer

Staining Puffer (Zellzyklus)

Stripping-Puffer (mild) (pH 2,2/HCI)

Stripping-Puffer

TBE-Puffer

TBS-T

Trenngelpuffer (pH 8)

Waschpuffer (ChlP)

50 mM Tris/HCI (pH 8)

150 mM NaCl

2 mM EDTA (pH 8)

1 % (v/v) NP-40

0,5 % (w/v) Desoxycholsaure

50 mM TrisHCI
140 mM NacCl

1,5 mM MgCl,
0,5 % (v/v) NP-40

1M Tris

3,03 g Tris
14,4 g Glycin
19 SDS

ad. 11 MQ

0,2 mg Propidiumiodid
(Img/ml)

2 mg RNase A (100mg/ml)
10 ml PBS

15 g Glycin

1g SDS

10 ml Tween® 20
ad. 1l

100 mM NaOH
2 % (v/v) SDS
0,5 % (w/v) DTT

100 mM Tris
500 mM H3803
2,5 mM EDTA

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)
150 mM NacCl
0,2 % (v/v) Tween® 20

1M Tris

0,1 % (w/v) SDS

1 % (v/v) Triton X-100
2 mM EDTA (pH 8)
150 mM NacCl

20 mM Tris/HCI (pH 8)
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4.1.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert und mit

einer Konzentration von 100 pmol/ul angesetzt. Die Arbeitslosung betrug zwischen

2-5 pmol/ul.

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide, sortiert nach Verwendung. Neben der Bezeichnung ist
auch die Nukleotidabfolge in 523" Richtung aufgelistet. Die mit fw/F gekennzeichneten
Oligonukleotide beschreiben die in 3‘-Richtung gerichtete, die mit rev/R gekennzeichneten die in 5'-
Richtung orientierten Oligonukleotide.

Name 5" > 3

Fir RT-PCR

BCL2 fw GACTGAGTACCTGAACCGGC
BCL2 rev GGGCCAAACTGAGCAGAGTC
EGR1 fw AGCCCTACGAGCACCTGA
EGR1 rev CTGACCAAGCTGAAGAGGGG
EGR2_fw GGTTTTGTGCACCAGCTGTC
EGR2_rev TGGGAGATCCAACGACCTCT
EGR3 fw 1 ACAATCTGTACCCCGAGGAGA
EGR3 rev 1 TCCCAAGTAGGTCACGGTCT
EGR3 fw 2 CAGCGACTCGGTAGTCCATT
EGR3 rev 2 TAGGTCACGGTCTTGTTGCC
ERG_fw CAGCAGGATTGGCTGTCTCA
ERG_fw/2 GACGACTTCCAGAGGCTCAC
ERG rev CCTCCATGTAGCTGCCGTAG
ERG_rev/2 GCATGCATTAACCGTGGAGAG
GAPDH_fw GGTCACCAGGGCTGCTTTTA
GAPDH_rev CGTTCTCAGCCTTGACGGTG
HOXA10 fw CTTCCGAGAGCAGCAAAGCC
HOXA10 rev ACTCCTTCTCCAGCTCCAGT
HOXA13 fw TGCCCAACGGCTGGAA
HOXA13 rev TAAGGCACGCGCTTCTTTCT
HOXA3_fw AATGCCAGCAACAACCCTAC
HOXAS3 rev TGCTGGTTTTCTGCTTTGTG
HOXA4_fw AAGACCACAAACTGCCCAAC
HOXA4 rev GGTGTGGGCTCTGAGTTTGT
HOXAS5_fw ATTGTAGCCGTAGCCGTACC
HOXA5 rev CCGGACTACCAGTTGCATAAT
HOXAG6_fw GCTGTCGGGTTTGTACTGCT
HOXAG6_rev AGTCTCCCGGACAAGACGTA
HOXA7_fw TGAGGCCAATTTCCGCATCT
HOXAT7 _rev CGTCAGGTAGCGGTTGAAGT
HOXA9 fw AGTTGGCTGCTGGGTTATTG
HOXA9 rev CCACGCTTGACACTCACACT
HOXB4_fw CCCTGGATGCGCAAAGTT
HOXB4_rev AATTCCTTCTCCAGCTCCAAGA
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IRX1_fw

IRX1 _rev

IRX2_fw

IRX2_rev

IRX3_fw

IRX3 _rev
LEDGF_fw

LEDGF _rev
MEIS1_fw

MEIS1 rev
MENIN21_fw
MENIN1 rev
NOV_fw

NOV _rev
RPL13A_fw
RPL13A-rev
TGFB1_fw

TGFB1 rev

Fur Sequenzierungen
8*3

AF4*5
F1-MLL-Prom-seql
F2.1-MLL-Prom-seql
F3-MLL-Prom-seql
F3-MLL-Prom-seq2
MLL-P-F1-seql
MLL-P-F1-seq2
MLL-P-F3seq3
pGEMT-SP6
pGEMT-T7
SV40pA.Avi.R
TCE-SF
TCZP-IRX3-seql
TRE2.SF

GGATCTCAGCCTCTTCTCG
GTGGAGACCTGCGTGAGG
GGCTTCCCGTCCTACATG
CCACGTGCAGGCTGATCC
CTGTCCAACGTGCTCTCGTC
GGGCTGTCCTTCAGCTCATA
AGGGGTTACTTCAACCTCCGA
GCGTTTTCGATCTGCTGCTT
TCTGCCACCGGTATATTAGCTG
AACGAGTAGATGCCGTGTCA
ATGCCTGGGTAGTGTTTGGG
CATGAACGCCACCTCCATCT
TGCTACTGCCTGAGCCTAAC
GTCCACTCTGTGGTCTGTTCA
TGGTGCTTGATGGTCGAG
TGTTGATGCCTTCACAGCGTA
GTACCTGAACCCGTGTTGCT
GTTGCTGAGGTATCGCCAGG

CCCAAAACCACTCCTAGTGAG
TTCACTGTCACTGTCCTCACTGTC
GTAAACTGGGCAGCGCTTCT
CCAGTGGAGGGACGTAGGTT
TCCTGACCTCATGATCCGCC
CAGAGGCTTGAGTCTGGGGA
GAAAGGCCCTCAATGAACGC
CCCTCCTTTTCCCGAGCAAT
TGAGCCTAAGTGCTTTATGTGC
TAAGATATCACAGTGGATTTA
ATTATGCTGAGTGATATCCC
GGTACCTACCACATTTGTAGAGGTT
CCTGGAGCCAATTCCAACTCT
CTGGGCGCGCAGTATGAG
TTGACTTCCATAGAAGACAC

Fur die Konstruktion der pSBtet-Vektoren/pITR-Vektoren

EGRL1.sfi.F

EGRL1.sfi.FI.R

EGR2.sfi.F

EGR2.sfi.FI.R

EGR3.sfi.F

EGR3.sfi.FI.R

GGCCTCTGAGGCCACCATGGCTGCGGCCAAGGCCGA
GGCCTGACAGGCCTTACTTATCGTCATCGTCCTTGTAG
TCGCAAATTTCAATTGTCCTGGGAGAAAAGGTTGCTGT
CAT
GGCCTCTGAGGCCACCATGATGACCGCCAAGGCCGTA
GACAAAATCCCAGTA
GGCCTGACAGGCCTTACTTATCGTCATCGTCCTTGTAG
TCAGGTGTCCGGGTCCGAGAGGAGCA
GGCCTCTGAGGCCACCATGACCGGCAAACTCGCCGAG
AAGCTGCCGGT
GGCCTGACAGGCCTTACTTATCGTCATCGTCCTTGTAG
TCGGCGCAGGTGGTGACCACGGGGGCCA
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IRX2.bsmb.F
IRX2.Sfi.F

IRX2.Sfi.R

IRX3.bsmb.F
IRX3.Mut.F

IRX3.Mut.R
IRX3.Sfi.F
IRX3.Sfi.R

Far ChIP
hEGR1intr_fw
hEGR1intr_rev
hEGR1prom_fw
hEGR1prom_rev
hEGR2intr_fw
hEGR2intr_rev
hEGR2prom_fw
hEGR2prom_rev
hEGR3intr_fw
hEGRS3intr_rev
hEGR3prom_fw
hEGR3prom_rev
hGAPDH_fw
hGAPDH_rev
hHOXA10_fw
hHOXA10_rev
hHOXA9 downstr_fw
hHOXA9 downstr_rev
hHOXA9_fw
hHOXA9_rev
hHOXA9intr_fw
hHOXAOSintr_rev
hHOXA9pr_fw
hHOXA9pr_rev
hHOXB4 prom_fw
hHOXB4 prom_rev
hHOXB4intr_fw
hHOXB4intr_rev
hMEIS1intr_fw
hMEIS1intr_rev
hMEIS1prom_fw

CGTCTCAACTCATGTCCTACCCGCAGGGCTACCTGTA
GGCCTCTGAGGCCACCATGTCCTACCCGCAGGGCTAC
CTGTA
GGCCTGACAGGCCTTACTTATCGTCATCGTCCTTGTAG
TCTAGGTAGGGCTGGACGCCCCCGCCAACCACGGTGC
A
CGTCTCAACTCATGTCCTTCCCCCAGCTGGGATACCAA
CGGCCGCcGCGGCCGCCGCCGCCCAAGGCTACGGCG
CCTTCCT
CGGCCGCYGCGGCCGCGGCGTAGGGCGCCCCGTACA
CGGACGAGAGCACGTT
GGCCTCTGAGGCCACCATGTCCTTCCCCCAGCTGGGA
TACCAA
GGCCTGACAGGCCTTACTTATCGTCATCGTCCTTGTAG
TCGGATGAGGAGAGAGCCGATAAGACCA

TGTTTTGATGAGCGGGGCT
TCCACGGCCAAGGATCAC
ATTAGGGCTTCCTGCTTCCC
CCCGGATCCGCCTCTATTT
CGACGCCGGTTTCCTTG
CTCAGCCCAAGGCCAGT
AACTCCTGGCTTCCCAGC
AGTAGCAAACAAGTTGCTGTTTTT
CTCTCCCGCCATGGAGAC
AGCTTTAGGCTCTTGCTGGA
ATCAATACTGAGGCCGCGT
TCTGAGGCTGGGTCGTGG
CGTCCTTGACTCCCTAGTGTCCTG
GAAGGGACTGAGATTGGCCCGATG
CGCAACCACCCCAGCCAG
TTGTCCGCCGAGTCGTAGAGG
GGATATTCCACCAAAGCCCTTTCAT
GGCAATGCCAATAAAAGAGGTGTTT
ATGCTTGTGGTTCTCCTCCAGTTG
CCGCCGCTCTCATTCTCAGC
AGTGGCGGCGTAAATCCT
TGATCACGTCTGTGGCTTATTTGAA
TGGCTGCTTTTTTATGGCTTCAATT
CCGCGTGCGAGTGC
TTAAATATCCGGGGCCCCATC
AAGTCCTTTTGGAAAAATTCAGTGG
AATCCGTATTTAAGCAGAGAGTTGA
TTTGCTCACTTCTCCAGCCAA
TCTCAGCGCCTCCAAATCTTG
TTTGTGTGTGTGAAATTTAGCTATTTAGGTTTT
CGGCGTTGATTCCCAATTTATTTCA
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hMEIS1prom_rev CACACAAACGCAGGCAGTAG

hMyoC_rev GAAGTGCGAGTGCTCTTCGG

hMyoC_fw CGGCTCTCTCTGCTCCTTTG

4.1.7 Enzyme

Tabelle 8: Verwendete Enzyme und deren Hersteller.

Enzyme Hersteller

DNase Qiagen

GoTaq® DNA Polymerase (+Puffer) Promega

KAPA2G Robust PCR Kit Peqglab
PCR-Extender System (+Puffer) 5Prime

Proteinasen Inhibitor Cocktail Roche

(cOmplete Tablets)

Proteinase K (ChIP) (20 mg/ml) Ambion/Amresco
Restriktionsendonukleasen (+Puffer) New England Biolabs
RNase A Sigma Aldrich

RNase A (ChIP) (30mg/ml) Abcam

RNasin Promega
Superscript  Reverse  Transcription ~ DNA- Invitrogen
Polymerase

T4-DNA Ligase/Quick Ligase (+Puffer) New England Biolabs

4.1.8 Antikorper

4.1.8.1 Primére Antikorper

Alle Primarantikorper fur Western Blot-Versuche wurden mit 5 % BSA in TBS-T angesetzt.

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten priméaren Antikorper. Die Angaben der eingesetzten
Mengen der jeweiligen Antikérper zur Immunprazipitation beziehen sich auf einen einfachen

Ansatz, wie er in 4.2.6 beschrieben ist.

Antikorper WB/IP[ul] Beschreibung Hersteller
anti-Acetyl- 1:1000/- Polyklonaler Hase-Antikorper gegen Cell Signaling
Lysin posttranslationale  Acetylierungen (#9441)
von Lysin-Resten
anti-AKTIN 1:1000/- Polyklonaler Hase-Antikérper gegen Sigma Aldrich
das humane AKTIN-Protein (A2066)
anti-BMI1 1:1000/- Polyklonaler Hase-Antikdrper gegen Abcam
das humane BMI1-Protein (ab38295)
anti-CDK9 1:1000/- Polyklonaler Hase-Antikorper gegen Santa Cruz
das humane CDK9-Protein (sc-484)
anti-CYP33 1:500/- Polyklonaler-Maus Antikérper gegen Abcam

das humane CYP33 (PPIE)-Protein  (ab168642)
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anti-DOT1L
(KMT4)
anti-HDAC1
anti-HOXA9
anti-IRX1

anti-MENIN1

anti-MLL-C

anit-mCherry

anti-PSIP1
(LEDGF/p75)
anti-Goat IgG

1:200/-

1:4000/-

1:1000/-

1:500/5

1:1000/4,5

-/6

1:1000/5

1:1000/-

-/-

Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
das humane DOT1L-Protein
Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
das humane HDAC1-Protein
Polyklonaler Hase-Antikdrper gegen
das humane HOXA9-Protein
Polyklonaler Hase-Antikdrper gegen
das humane IRX1-Protein
Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
das humane MENIN1-Protein
Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
den C-terminalen Bereich (AA 2829-
2883) des humanen MLL-Proteins
Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
das mCherry-Protein

Polyklonaler Hase-Antikorper gegen
das humane PSIP1-Protein

Ziege IgG als Negativkontrolle in
ChIP- und ColP-Experimenten.

4.1.8.2 Sekundéare Antikorper

Alle Sekundéarantikdrper fur Western Blot-Versuche wurden mit 5

angesetzt.

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten sekundaren Antikorper.

Abcam
(ab64077)
Abcam
(ab19845)
Abcam
(ab83480)
Abcam
(ab72642)
Abcam
(ab2605)
Active Motif
(61295, 61296)

Abcam
(ab167453)
Abcam
(ab49281)
Santa Cruz
(sc-2028)

% Milch in TBS-T

Antikorper WB Beschreibung Hersteller

anti-rabbit 1:10000 Polyklonaler Ziege-Antikorper Bio-Rad
gegen Hase-lgG mit Meerrettich-
peroxidaseaktivitat.

anti-mouse 1:10000 Polyklonaler Hase-Antikérper gegen GE Healthcare
Maus-IgG mit Meerrettich- (NIF825)
peroxidaseaktivitat.

VeriBlot (HRP)  1:2000 Monoklonaler Antikérper, detektiert Abcam
nur native Antikérper und minimiert (131366)

dadurch die Detektion der schweren
und der leichten Kette nach der
Denaturierung bei IP-Versuchen.
Gekoppelt an eine Meerrettich-
peroxidase.
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4.1.9 Organismen

4.1.9.1 Zelllinien

Tabelle 11: Verwendete humane Zelllinien und deren Beschreibung. Die Kultivierung der
aufgelisteten Zellen erfolgte bei 37°C; 5-7,5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %.

Zelllinie

Zelltyp

Referenz

HEK293T

RS4;11

SEM

Humane embryonale Nierenzellen. Sie sind
ein Derivat der Zelllinie 293 und tragen
zusatzlich ein Plasmid mit einer Mutante des

ATCC® CRL-3216™
DSMZ ACC 635
(Graham et al., 1977)

temperatursensitiven Gens des SV40 T-
Antigens und einer Neomycinresistenz.
Klassifiziert —als  Sicherheitsstufe  S1.
Fibroblastisches Zellwachstum, adhérent als
Monolayer.

Humane B-Zell-Vorlauferzellen mit einer
Akuten Lymphatischen Leuk&mie (ALL L2)
isoliert aus dem Knochenmark einer 32-
jahrigen Frau. Exprimieren das Fusionsgen
MLL-AF4. Suspensionszelllinie klassifiziert
als Sicherheitsstufe S1.

Humane B-Zell-Vorlauferzellen mit einer
Akuten Lymphatischen Leukamie (ALL),
isoliert aus dem peripheren Blut eines 5-
jahrigen Madchens nach einem Rickfall
(Relaps). Exprimieren das Fusionsgen MLL-
AF4. Suspensionszelllinie klassifiziert als
Sicherheitsstufe S1.

ATCC® CRL-1873™
DSMZ ACC508
(Stong et al., 1985)

DSMZ ACC546
(Greil et al, 1994;
Reichel et al., 1998b)

4.1.9.2 Bakterienstamme

Tabelle 12: Verwendete Bakterienstamme fir Transformationen und deren Genotyp.

Bakterien- Genotyp

stamm

(E. coli)

JM110 rpsL thr leu thi lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm gIinV44 A(lac-
proAB) el4- [F' traD36 proAB* lacl?® lacZAM15] hsdR17(r'mk*)
(www.openwetware.org)

TOP10F* Fllacl? TnlO(tet?)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15

(Invitrogen)

AlacX74 deoR nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL(Str?) endA1 A (www.openwetware.org)
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4.1.10 Vektoren und Plasmide
PITR-TCZP/pITR-TCZH/pITR-TCTP: Diese konstitutiven Expressionsplasmide der 1.

Generation konnen Uber ihre inverted tandem repeats (ITRs) und einer zusatzlichen
Transposase Uber konservative Transposition (cut and paste) in das Genom von
HEK293T-/SEM-Zellen integriert werden. Die Insertion des GOI in den Vektor erfolgt Uber
spezifische Sfil-Schnittstellen in frame hinter einen Doxycyclin-induzierbaren Promotor
(TRE2, T). Zudem verflugt das Expressionsplasmid Uber eine strangabwarts gelegene
polyA-Sequenz (SV40pA) und Uber einen CMV-Enhancer (C). Ein weiterer ORF dieses
Plasmids, unter einem PGK-Promotor, besitzt das Gen eines Fluoreszenzproteins
(zsGreen: Z; dTomato: T), des reversen Transaktivators rtTA25-M2 und der Puromycin-N-
acetyl-transferase (P) bzw. Hygromycin-B Kinase (H). Alle Proteine dieses konstitutiven
Lese-rahmens werden posttranslational proteolytisch voneinander getrennt, da sie durch
ein 2A-Peptid verbunden sind.

pSBtet-G-P/pSBtet-B-B/pSBtet-R-B Diese konstitutiven Expressionsplasmide der 2.
Generation weisen so gut wie keine Basaltranskription des induzierbaren GOls ohne
Promotorinduktion auf. Auch hier kann Uber die vorhandenen inverted tandem repeats
(ITRs) und einer Transposase eine konservative Transposition (cut and paste) in das
Genom von HEK293T-/SEM-Zellen erfolgen. Die Insertion des GOI in den Vektor erfolgt
Uber spezifische Sfil-Schnittstellen in frame hinter einen Doxycyclin-induzierbaren
Promotor (TCE). Zudem wird dem GOl eine synthetische polyA-Sequenz
(synPA/SV40pA) angefiigt. Ein weiterer ORF dieses Plasmids, unter dem konstitutiven
RPBSA-Promotor, beinhaltet das Gen eines Fluoreszenzmarkers (GFP, BFP, RFP), des
reversen Transaktivators rtTA2°-M2 und das eines Selektionsmarkers (Puromycin-N-
acetyl-transferase (P), Blasticidin-S-Deaminase (B)). Alle Proteine des konstitutiven
Leserahmens werden posttranslational proteolytisch voneinander getrennt, da sie durch
ein 2A-Peptid getrennt sind. Diesem zweiten ORF ist ebenfalls eine synthetische polyA-

Sequenz, ein bovine growth hormone-polyA (bGH-pA), angefligt.

Als GOls standen folgende Varianten zur Verfugung: IRX1, IRX2_cFLAG (mit 3'-
terminalem  FLAG-Anhang), IRX3_cFLAG (mit 3'-terminalem FLAG-Anhang),
EGR1_cFLAG (mit 3'-terminalem FLAG-Anhang), EGR2_cFLAG (mit 3'-terminalem
FLAG-Anhang), EGR3_cFLAG (mit 3‘-terminalem FLAG-Anhang), MLL-AF4, MLL-AF4ST
(mit 3'-terminalem STREP-Anhang), MLL-AF4AmCH (mit 3'-terminalen mCherry) und luc2
(Luciferasegen von Photinus pyralis als Leervektor). Alle Proteinanhdnge wurden direkt
(in frame) an die Aminosauresequenz des GOls angefugt und das jeweilige Stopp-Codon
an das 3'-Ende verlegt. Als Matrize der GOIs von IRX1-3 und EGR1-3 dienten k&uflich
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erworbene cDNA-Klone der Firma Source BioScience, denen zur Verwendung in den
oben beschriebenen Vektoren spezifische Sfil-Schnittstellen und Anh&nge angefigt
wurden, bevor, nach vorherigen Kontrollsequenzierungen, die GOIls in die pITR/pSBtet-

Vektoren kloniert wurden.

PGEM-T® Vektor (Promega): Dieser pGEM®-5Zf(+) Vektor von Promega ist bereits mit
EcoRV geschnitten und mit 3'-terminalen Thymidinen an den Enden der Schnittstellen
ausgestattet. Dadurch wird eine Religation verhindert und eine bessere Insertion
erma@glicht. In diesem Fall wurden die GOIs mit dem PCR-Extender System von 5Prime
amplifiziert, welches Adenosin-Uberhange an beiden Seiten generierte.

pcGlobin SB100«,: Dieser Vektor war eine freundliche Spende von Dr. Zoltan lvics,
Paul-Ehrlich-Institut Langen. Er kodiert fur die hyperaktive Transposase, welche essentiell
fur die konservative Transposition der pITR- und pSBtet-Vektoren ist.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Standardmethoden

Die unten aufgelisteten Standardmethoden wurden wie in der Protokollsammlung
»Molecular Cloning A Laboratory Manual“ (Sambrook und Russell, 2001) aufgefiihrt
durchgefuhrt. Falls Herstellerangaben zur Durchfiihrung einer Methode vorhanden waren,

wurden diese zur Durchflihrung herangezogen.

Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA/cDNA/RNA
Blau-WeiR-Selektion mit pGEM-T® (Promega)

CCK-8 Assay (Dojindo)

Elektroporation von E. coli-Bakterien (Qiagen)

Extraktion von Gesamt-gDNA aus Saugerzellen

Fallung von Nukleinsauren (alkoholische Fallung)

Gelextraktion von DNA (QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen)

Herstellung von Calciumchlorid-kompetenten E. coli-Bakterien

Hybridisierung von synthetischen Oligonukleotiden

Isolierung von zytoplasmatischer RNA aus Saugerzellen (RNeasy Mini-Kit von
Qiagen)

Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (PureYield™ Plasmid MidiPrep System von
Promega)

Ligation von DNA mittels T4-DNA-Ligase (New England Biolabs)
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Minilysat Préaparation von Plasmid-DNA aus E.coli mittels alkalischer Lyse
PCR-Analysen

Phosphorylierung von 5'-Enden der DNA mittels T4-Polynukleotidkinase
Photometrische Bestimmung der Konzentration von DNA

Photometrische Bestimmung der Konzentration von Proteinen (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit von Thermo Fisher Scientific)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen

Reverse Transkription von RNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase
(Invitrogen)

Spaltung von DNA mit diversen Restriktionsenzymen (New England Biolabs®)
Transformation von CaClz;-kompetenten E.coli-Bakterien mittels Hitzeschock
Western Blot (Semi-dry:Trans-Blot® TURBO™ von Bio-Rad oder Wet-blot fiir MLL-
AF4AmCH)

4.2.2 RT-PCR (Real Time-PCR)

Fur die RT-PCR wurde das StepOne Plus-System von Applied Biosystems genutzt. Mit
Hilfe des interkalierenden SYBR Green | (Power® SYBR Green, Applied Biosystems oder
ORA™ RT-PCR Green ROX H MIX von highQu) erfolgte die Quantifizierung der
Amplifikate nach jedem Zyklus in Echtzeit. Mit steigender Amplifikatmenge steigt auch die
Intensitat der gemessenen Fluoreszenz. Die Auswertung der relativen Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe der vergleichenden AACt-Methode. Normiert wurden die Messungen auf
das Haushaltsgen GAPDH. Als Referenz dienten Zellen, die mit dem jeweiligen
Leervektor transfiziert wurden. Fir die PCR-Reaktion wurde pro Vertiefung einer 96-Loch-
Platte ein Ansatz mit einem Volumen von 25 pul pipettiert. Der Ansatz umfasste den
1x SYBR Green I-Mix mit 0,25 ul (ca. 7,5 ng/ul) der umgeschriebenen cDNA als Template
und jeweils 5 pmol des vorwarts- und riickwértsgerichteten Oligonukleotids und wurde mit
autoklaviertem MQ-Wasser aufgefiillt. Der PCR-Zyklus bestand aus einer 10-mindtigen
initialen Denaturierung, gefolgt von 40 Zyklen mit je 15 sec Laufzeit bei 95°C und 1 min
Elongation bei 60°C. Im Anschluss folgte ein Zyklus mit denselben Einstellungen und
einer abschlieBenden 15-sekiindigen Denaturierung bei 95°C, um die Schmelzkurven der

Transkripte zu bestimmen.
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4.2.3 Sequenzierung

Der ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer sequenziert nach der Kettenabbruch-methode nach
Sanger (Sanger et al., 1977). Durch die Benutzung vier verschiedener Fluoreszenzsignale
kann die exakte Nukleotidabfolge ermittelt werden. Zur Probenvorbereitung muss das
Transkript (1 pg) mit 1x ABI Prism™ Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Solution und 2 pmol eines Oligonukleotids auf 10 pl MQ-Wasser aufgefillt und
im PCR-Cycler 35 Zyklen amplifiziert werden. Folgendes Programm wurde hierbei
verwendet: Initiale Denaturierung fir 10 sec bei 96°C, Annealing fir 10 sec Laufzeit bei
56°C und Elongation fur 4 min bei 60°C. Die DNA wurde anschlieRend durch ein Ethanol/
3 M Natriumacetat-Gemisch gefallt, mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und in 15 pl
Hi-Di™ geldst und sequenziert.

4.2.4 Proteinextraktion

Die Gesamtzellproteine der Séugerzellen wurden extrahiert, indem die Zellen in einem
geeignetem Volumen Lysispuffer aufgenommen und fir 45 min bei 4°C rotiert wurden.
Nach einer 20-minitigen Zentrifugation bei 14.000 rpm fur 20 min bei 4°C wurde der
proteinhaltige Uberschuss in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal uberfihrt und mit
1x Lammli-Puffer oder 1x Roti®Load 1 fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C. Die Proteinkonzentration wurde anschlieBend mit Hilfe des Pierce™

BCA Protein Assay Kits photometrisch bestimmt.

4.2.5 Western Blot und Membran-Stripping

Um Proteinlysate ihrer Masse nach aufzutrennen, wurden diese Uber ein 6-12 %-iges
SDS-Gel fur 1,5 h bei 100 V aufgetrennt. Die Ubertragung auf PVDF-Membranen erfolgte
bei grol3en Proteinen wie dem MLL-AF4mCH Uber einen Wet-blot fur 16 h bei 30 Volt und
4°C in Matsudaira Puffer. Alle anderen Proteine wurden im Semi-dry Verfahren mit Hilfe
des Trans-Blot® TURBO™ von Bio-Rad im Standardprogramm Ubertragen. Erfolgreiches
Blotting wurde bei Bedarf mit einer Ponceau S-Farbung uberprift. Das Blocken der
Membran und die Detektion der Proteine mit Hilfe von HRP-konjugierten Antikdrpern
erfolgte wie in Standardwerken und in 4.1.8 angegeben. Die Visualisierung erfolgte mit
Hilfe des Molecular Imager Chemi DOC™XRS+ von Bio-Rad.

Fur das Reprobing von Membranen wurden die gebundenen Antikoérper mit Hilfe

verschiedener Stripping Puffer entfernt, sodass eine erneute Detektion mit verschiedenen
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Antikorpern angeschlossen werden konnte. Der milde Stripping Puffer wurde 2 Mal fur
10 min bei RT mit der Membran inkubiert und anschlieRend grindlich 4 Mal mit TBS-T
gewaschen. Der normale Stripping Puffer inkubierte 1 h bei 55°C mit der Membran im
Brutschrank. Auch hiernach folgte griindliches Waschen mit TBS-T.

4.2.6 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Diese Methode wurde verwendet, um herauszufinden, ob ausgewdahlte Proteine an
bestimmte Chromatinbereiche binden. Dies ist vor allem bei der Untersuchung von
Transkriptionsfaktoren von Interesse, da somit direkte und indirekte Zielgene ermittelt
oder Unterschiede in der Zusammensetzung der gebundenen Transkriptionsmaschinerie

festgestellt werden kdnnen.

Zellernte und Quervernetzung

Am ersten Tag wurden pro Ansatz 1 x 107 Zellen pro 15 cm Zellkulturschale ausgebracht.
Diese wurden am Folgetag mit 1 pg/ml Doxycyclin fir 48 h induziert. Je nach Bedarf
wurden 16 h vor der Zellernte 300 nM TSA oder das gleiche Volumen DMSO hinzugefugt.
Alle ChiIP-Versuche in dieser Arbeit wurden mit HEK293T-Zellen durchgefiihrt, welche
zundchst mit dem Medium abgeldst und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt
wurden. Die Platte wurde mit 5 ml PBS nachgesplilt, um alle auf der Platte befindlichen
Zellen abzulésen. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1.400 rpm zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 5 ml DMEM ohne Phenolrot (DMEM High
Modified) aufgenommen und die Proteine mit dem gebundenen Chromatin durch eine
Doppelfixierung quervernetzt (crosslink). Doppelfixierungen sind vor allem bei
Transkriptionsfaktoren sinnvoll, da diese nur kurz am Chromatin verweilen und keine

starke Bindung eingehen.

Fur die erste Fixierung wurde die Zellsuspension unter leichtem Vortexen tropfenweise
mit 20 pl 0,5 M Di(N-succinimidyl) Glutarat versetzt und fur 45 min bei RT inkubiert. Das
Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und fir die zweite Fixierung in 10 ml PBS
aufgenommen. Unter Vortexen wurden hierfur tropfenweise 270 pl 37 % Formaldehyd
hinzu pipettiert und 10 min bei RT rotiert. Durch die Zugabe von 1,25 ml 1 M Glycin wurde
die Reaktion abgestoppt.
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Zelllyse

Nach der Quervernetzung der Proteine an das gebundene Chromatin wurden die Zellen
lysiert. Alle folgenden Arbeiten und Zentrifugationsschritte wurden auf Eis, mit gekihlten

Losungen bzw. bei 4°C durchgefihrt.

Die Zellsuspension wurde fir 5 min bei 1.400 rpm zentrifugiert und das Pellet zweimal mit
PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBend bei 1.000 g fur 5 min zentrifugiert und
in je 1 ml FA-Lysispuffer resuspendiert. Dieser Ansatz inkubierte fr 30 min auf Eis, wobei

die Suspension alle 10 min durchmischt (vortexen) wurde.

Sonifizierung

Um eine optimale Lyse zu erreichen und das Chromatin in etwa 200-500 bp grol3e
Fragmente zu scheren, folgte die Sonifizierung mit dem Bioruptor® Next Gen (Diagenode).
Die Geréateinstellung wurde wie folgt vorgenommen: 10 Zyklen mit je 30 sec Sonifizierung
und 30 sec Pause, auf der Stufe high. Das Wasserbad sollte eine Temperatur von 4°C
haben. Die lysierten Proben wurden in 15 ml Reaktionsgefaf3e Uberfihrt und mit den
mitgelieferten  Sonifizierungsstaben verschlossen. Die Lysate wurden sechsmal
hintereinander sonifiziert, wobei nach jedem Durchgang das Wasserbad wieder auf 4°C
abgekihlt wurde. Die Lysate wurden anschlieBend in je ein Aligout a 100 ul (INPUT-
Probe) und Aliguots a 200 pl (fur Immunprazipitation) aufgeteilt, in flissigem Stickstoff

vorgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Aufhebung der Quervernetzung und Kontrolle der eluierten DNA

Um die Grof3e der gescherten Chromatinfragmente zu bestimmen, wurde zunachst die
Quervernetzung der INPUT-Probe aufgehoben und die DNA aufgereinigt. Hierzu wurden
50 pl der INPUT-Probe mit 100 ul Elutionspuffer versehen und zunachst mit 2 ul
0,5 mg/ml RNase A 5 min bei 37°C und 750 rpm geschuttelt. Es folgte die Zugabe von
5 pl 20 mg/ml Proteinase K und eine 4-stiindige Inkubation bei 65°C und 500 rpm auf dem
Heizschuttler. Die anschlieRende DNA-Aufreinigung erfolgte mit dem ChIP DNA Clean &
Concentrator™ von Zymo Research nach Herstellerangaben. Eluiert wurde die DNA in
30 pl Elution Buffer (Kit).

Mit Hilfe der 2200 Tape Station von Agilent Technologies wurde 1 pl der eluierten DNA
Uber Elektrophorese aufgetrennt. Etwa 70-80 % der DNA sollte eine GroRRe zwischen
200-500 bp haben.
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Immunprazipitation

Wahrend der Immunprazipitation und der Bead-Vorbereitung wurden ausschlief3lich Low
Binding-Reaktionsgefale verwendet. Je 10 ul der magnetischen Protein A- und Protein G-
Beads wurden dreimal mit RIPA (-SDS) gewaschen und mit 75 ng/ul einzelstrangigem
Heringsperma und 0,1 pg/ul BSA 30 min bei 4°C vorgeklart. Nach dem dreimaligen
Waschen mit RIPA (-SDS), wurden die Beads in dem doppelten Volumen RIPA (-SDS)
aufgenommen (hier: 40 pl).

Der Ansatz der Immunprazipitation wurde in der folgenden Reihenfolge
zusammenpipettiert. Je 1 Aligout a 200 pl Lysat wurde auf 1 ml RIPA (-SDS) aufgeftillt
und mit dem jeweiligen primaren Antikorper (siehe Tabelle 9) und 40 pl der vorgeklarten
Beads versehen.

Die Prazipitation erfolgte rotierend Giber Nacht bei 4°C.

Waschen und Eluieren

Die Prazipitate wurden dreimal mit 600 pl Waschpuffer und zweimal mit 600 pl finalem
Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 150 pl Elutionspuffer fir 30 min bei 30°C
und 1.250 rpm auf dem Heizschiittler. Die Aufhebung der Quervernetzung und die
Aufreinigung der DNA erfolgte dann wie bereits oben beschreiben, beginnend mit der
Zugabe von RNase A.

Quantifizierung der aufgereinigten DNA

Die Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten DNA erfolgte am Qubit® 2.0
Fluorometer von Life Technologies (Thermo Fisher Scientific) mit dem Qubit® dsDNA HS

Assay Kit nach Herstellerangaben.

Analyse der DNA uber RT-PCR

Die aufgereinigte DNA der Immunprazipitate und auch der INPUT-Proben wurden mit
Hilfe der quantitativen PCR analysiert. Je 1 pl der DNA wurde mit 1x SYBR Green | Mix
und je 0,3 ul 5 uM des vorwarts- und des ruckwartsgerichteten Oligonukleotids versehen
und mit autoklaviertem MQ auf 25 pl aufgefillt. Die Auswertung erfolgte nach der ,Percent
Input Method“ von life Technologies (Thermo Fisher Scientific).
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4.2.7 Co-Immunprazipitation (ColP)

Fur eine Co-Immunprazipitation wurden zwischen einer und drei 15 cm-Zellkulturschalen
mit je 1x10’ Zellen ausgebracht. Nach 24 h wurde je nach Bedarf eine transiente
Transfektion angeschlossen und die GOIs mit 1 pg/ml Doxycyclin fur 48 h induziert. Je
nach Durchflhrung, wurden 24 h vor der Zellernte 300 nM TSA oder das gleiche Volumen
DMSO hinzugefugt. Geerntet wurden die Zellen mit 300-900 pl Lysispuffer (+10 mM ATP).
Die Lyse erfolgte fur 45 min rotierend bei 4°C. Die Zelltrimmer wurden bei 14.000 rpm,
30 min und 4°C pelletiert und der proteinhaltige Uberstand abgenommen. Alle Protein-
konzentrationen der einzelnen Lysate wurden mit Hilfe des Pierce™ BCA Protein Assay
Kits aufeinander eingestellt. Die Préazipitation erfolgte Uber einen spezifischen Antikérper
und magnetischen Protein A- und G-Beads, die wie in 4.2.6 beschrieben vorgeklart
wurden. Die Lysate (250-400 pl) wurden mit Lysispuffer ad. 1 ml aufgefullt und mit
spezifischen Primarantikérpern (siehe Tabelle 9) und 40-80 pl Beads versehen. Die
magnetischen Immunprézipitate wurden nach einer Inkubation tGber Nacht bei 4°C auf
dem Drehrad drei- bis finfmal mit Lysispuffer (+10 mM ATP) gewaschen und in 30-60 pl
Lammli-Puffer flr 5 min bei 95°C aufgekocht und in ein frisches Reaktionsgefald Uberflhrt.
Die Analyse der ColP erfolgte Uber SDS-PAGE mit Antikbrpern gegen mogliche

Bindepartner der prazipitierten Proteine.

4.3 Zellbiologische Methoden

Um eine Kontamination der Saugerzellen zu vermeiden wurden alle Arbeiten an
Sterilbanken durchgefuhrt. Die in Tabelle 4 aufgefiihrten Medien wurden jeweils mit
10 % (v/v) FBS, 2 mM L-Glutamin und mit 100 U Penicillin/100 pg Streptomycin versetzt
und vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Die Kultivierung der verwendeten
Zellen (siehe Tabelle 11) erfolgte bei 37°C; 5-7,5 % CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95 %.

4.3.1 Kultivierung von adharenten Zellen

HEK293T-Zellen wurden alle 2-3 Tage subkultiviert, um eine maximale Konfluenz von
etwa 80 % nicht zu Uberschreiten. Hierzu wurden die Zellen chemisch mit Hilfe von je
1-2 ml Accutase oder Trypsin pro 10 cm Zellkulturplatte abgelost. Nach dem Passagieren
sollten die Zellen eine Konfluenz von etwa 20-30 % haben. Die Accutasereaktion wurde
durch die Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt. Bei der Verwendung von Trypsin

wurden die Zellen vor der Zugabe von Medium mit PBS gewaschen.
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4.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen
Die SEM- und RS4;11-Zellen wurden alle 3-4 Tage subkultiviert. Hierzu wurde ein Teil der

Zellsuspension mit frischem RPMI-Medium aufgefillt, um immer einen Teil des
konditionierten Mediums beizubehalten. Die Zellen durften hierbei eine Konfluenz von

40-50 % nicht unterschreiten, da sonst ein Proliferationsstopp zu beobachten war.

4.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Fur zellbasierte Versuche oder fur Transfektionen musste eine bestimmte Anzahl an
Zellen ausgebracht werden. Hierzu wurden die Zellen mit Hilfe des Zellzéhlers TC10 von
Bio-Rad quantifiziert. 10 pl der Zellsuspension aus zuvor mit Accutase vereinzelten Zellen
wurden mit dem gleichen Volumen einer 0,4 %-igen Trypan-Blau-Losung gemischt und
auf den Messschlitten des Zellz&hlers gegeben. Die Konzentration wurde in Gesamtzell-
zahl und Lebendzellzahl pro Milliliter sowie der prozentualen Lebendzellzahl angegeben.

4.3.4 Transfektionen

Bei einer Transfektion wird Fremd-DNA lber Plasmide entweder transient eingebracht
oder stabil in das Genom der eukaryotischen Zellen tber konservative Transposition
integriert. Bei der stabilen Transfektion wurden die Sleeping Beauty-Konstrukte (pITR und
pSBtet) zusammen mit einem fir die Transposase kodierenden Plasmid
(pcGlobin SB100yc,) co-transfiziert.

4.3.4.1 Stabile und transiente Transfektionen von HEK293T-Zellen mit
Hilfe von Polyethylenimin (PEI)

Polyethylenimin bildet Komplexe mit der hinzugefligten Plasmid-DNA und gewahrleistet

so eine Anlagerung an Zellmembranen und eine Aufnahme tber Endozytose.

Es wurden pro 10 cm Zellkulturschale 1x10° Zellen und pro 15 cm Zellkulturschale
1x10” Zellen ausgebracht. Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium
gewechselt. Die PEI-Transfektionslosung wurde wie folgt hergestellt: Fir eine 10 cm
Schale wurden 180 pl PBS mit 36 ul 10 mM PEI (Lésung A) und 180 pl PBS mit 10 pg
DNA (Losung B) vermischt. Lésung B wurde tropfenweise unter Vortexen in Lésung A
getropft. FUr eine 15 cm Platte wurden dieselben beiden Losungen mit je 450 pl PBS,
90 pl 10 mM PEI und 25 pg DNA angesetzt. Fir eine stabile Transfektion wurde ein

Zwanzigstel der jeweiligen DNA durch pcGlobin SB100y, ersetzt. Nach einer Inkubation
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fur 15 min bei RT wurde die Losung gleichm&Rig uber die Platte verteilt. Zwei Stunden
nach der Transfektion wurde die Expression der GOIs mit 1 pg/ml Doxycyclin fir 48 h
induziert. Nach einer stabilen Transfektion wurde mit Hilfe der Selektionsmarker der
pSBtet- bzw. der plITR-Vektoren eine homogen transfizierte Zellpopulation generiert,
indem die Zellen in mehreren Etappen mit dem jeweiligen Antibiotikum behandelt wurden
(Puromycin 2 pg/ml; Blasticidin S 8 pg/ml; Hygromycin B 300 mg/ml).

4.3.4.2 Transfektion der Suspensionszelllinie SEM/Nukleofektion

Die Suspensionszelllinie SEM wurde mit Hilfe des Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit R
und dem Nucleofector” 2b von Lonza nach Herstellerangaben transfiziert. Diese
Transfektionsmethode beruht auf dem Prinzip der Elektroporation, wobei kurze elektrische
Impulse das Membranpotenzial der Zelle stéren, sodass sich Poren bilden, durch die die
DNA aufgenommen werden kann. Da fir die Zelllinie SEM kein Protokoll vorgegeben war,
wurden verschiedene Varianten auf ihre Effizienz hin untersucht und es zeigte sich, dass
mit dem Kit R und dem Programm T-016 die hdchste Transfektionsrate erreicht werden
konnte und die Zellen nach der Nukleofektion tUber Wochen lebensfahig waren. Die
Selektion der positiv-transfizierten Zellen und die Induktion der GOIls durch Doxycyclin
erfolgt wie in 4.3.4.1 beschrieben.

4.3.5 Anregung der verschiedenen Fluoreszenzmarker

Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Observer Z1 von Carl Zeiss und der Software
Volocity 4.2.1 von Improvision konnten die verschiedenen Fluoreszenzmarker in den
Zellen sichtbar gemacht werden. Hierzu wurden die Marker mit einer spezifischen

Wellenlange angeregt und die Lichtemission gemessen (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Absorptions- und Emissionswellenlangen der verwendeten Fluoreszenzmarker.

Fluoreszenzmarker Absorption/Emission [nm]

BFP 365/468
GFP 466/525
mCherry 562/641

104



Material und Methoden

4.3.6 Herstellung von Dauerkulturen

Um eukaryotische Zellen als Dauerkultur in flissigem Stickstoff oder bei -80°C
aufzubewahren, wurden etwa 5x10° bis 1x10” Zellen in einem Milliliter eines Gemischs
aus 90 % FBS und 10 % DMSO aufgenommen und in Cryo.S-GefalRe Uberfuhrt.

4.3.7 Viabilitditsmessung/Zytotoxizitatsmessung mittels CCK-8

Je 5x10° SEM-Zellen pro 100 pl wurden in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte
ausgebracht und die Expression der pSBtet-Konstrukte mit 1 pg/ml Doxycyclin induziert.
Nach der Zugabe von 100 nM TSA bzw. der gleichen Menge DMSO und einer
Inkubationszeit von ein bis vier Tagen erfolgte die photometrische Viabilitdtsbestimmung.
Drei Stunden vor der Endpunktmessung wurden hierzu je 10 pl CCK-8 Reagenz
hinzugefigt. Das wasserlosliche Tetrazoliumsalz (WST-8) wird durch Dehydrogenasen
lebender Zellen zu orangefarbenem WST-8-Formazan reduziert. Die Menge des Redox-
Indikators steht somit in proportionalem Zusammenhang zu der Anzahl der lebenden
Zellen eines Reaktionsansatzes. Der Farbumschlag wurde photometrisch durch die
Absorptionsmessung mit Hilfe des VarioSkan von Thermo Scientific bei einer Wellenléange

von 450 nm gemessen.

4.3.8 Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodidfarbung (PI)

Fur die Zellzyklusanalyse wurden 5x10° SEM-Zellen, denen sowohl der Leervektor, als
auch der IRX1-exprimierende Vektor stabil ins Genom integriert wurden, fir 48 h mit
1 pg/ml Doxycyclin induziert. Die Zellen wurden pelletiert (5 min, 1.200 rpm) und mit
500 ul PBS gewaschen. Es folgte eine zweite Zentrifugation ftir 10 min bei 2000 rpm. Das
Pellet wurde anschlieend in 1 ml PBS resuspendiert und tropfenweise in 4,5 ml
eiskaltes, 80 %-iges Ethanol unter Vortexen pipettiert. Das 15 ml Reaktionsgefald wurde

mehrmals invertiert und mind. Giber Nacht bei -20°C gelagert.

Fur die Propidiumiodidfarbung wurden die fixierten Zellen fir 5 min bei 1.800 rpm
pelletiert und mit 5 ml PBS gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 5 min bei
2.300 rpm wurde das Pellet in 500 pl PBS aufgenommen und in Reaktionsgefal3e mit je
500 pl 0,25 % Triton X-100 uberfuhrt und geschittelt. Um die Zellen zu permeabilisieren
inkubierte die Suspension bei -20°C fur 5 min. Die Zellen wurden bei 4.000 rpm 5 min
pelletiert, mit 500 pl PBS gewaschen und in 600 pl Staining-Puffer aufgenommen und in
FACS-R0Ohrchen uberfuhrt.
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4.4 Datenverarbeitung

Die wahrend dieser Arbeit generierten Daten wurden mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Excel 2010 von Microsoft Corporation erstellt. Die
Diagramme sowie die Berechnung der Standardfehler S.E.M. und der Signifikanzen
wurden mit Hilfe der Software GaphPad Prism 6 von GraphPad Software Inc. angefertigt.
Die Auswertungen der FACS-Analysen erfolgte mit Hilfe der FCS Express 4 Flow (RUO)
Software von De Novo.
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AbkUlrzungsverzeichnis

5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C

% (V/V)
% (w/v)
Hg

l

AA

ad.
AF4
ALL
AML
Amp
APOD
BCA
BFP
bp
BSA
bzw.
ca.
cDNA
Ct
Da/kDA
DNA
DMEM
DMSO
dNTP
DTT
dsDNA
EDTA
EGR
FBS
FLAG
g
GAPDH
GEP
GFP
GOl

h
HDAC
HDACI
HEK293T
HCI
HOX
HSC
IRX1
kb

kDA

Grad Celsius

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Mikrogramm

Mikroliter

Acrylamid

auffillen auf

ALL-1 fused gene on chromosome 4

Akute Lymphoblastische Leukamie

Akute Myeloische Leukamie

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Bicinchoninséaure

blue fluorescent protein (blau fluoreszierendes Protein)
Basenpaare

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

circa

komplementére Desoxyribonukleinséure
cycle threshold (Schwellenwertzyklus)
Dalton/Kilodalton

Desoxyribonucleic acid/Desoxyribonukleinsaure
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

doppelstrangige DNA
Ethylendiamintetraessigsaure

early growth response

fetal bovine serum (fétales Rinderserum)
Polypeptid zur Markierung von Proteinen (DYKDDDDK)
Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Genexpressionsprofil

green fluorescent protein (grun fluoreszierendes Protein)
gene of interest

Stunde

Histondeacetylase

Histondeacetylaseinhibitor

Embryonale Nierenzellen (siehe auch 4.1.9.1)
Salzsaure

Homdobox

hematopoietic stem cell

Iroquoisl

Kilobasen

Kilodalton
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kg
LV
M
mA
min
ml
MLL
mM
MQ
ng
nM

NP-40 (IGEPAL)

ORF
PAA
PBS
PCR
PEI

Pl
PMSF
PVDF
RNA
rpm

RT
RT-PCR
SDS
sec
SEM
S.E.M.
TSA
TSS
TRIS
Triton X-100
Tween® 20
TX
versch.
wit

z.B.

Kilogramm

Leervektor

Molar

Milliampere

Minute

Milliliter

Mixed Lineage Leukemia

Millimolar

,Milli-Q", Ultrareines Wasser Typ 1
Nanogramm

Nanomolar
(p-tert-octylphenoxy)polyethoxyethanol
open reading frame (offener Leserahmen)
Polyacrylamid

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenimin

Propidiumiodid
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidenfluorid

Ribonukleinséure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

.,Real Time“-PCR

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

B-Zell-Vorlauferzelle mit t(4;11) (siehe auch 4.1.9.1)
standard error of the mean

Trichostatin A

transcription start side
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(p-tert-Octylphenoxy) polyethoxyethanol
Polyoxyethylen-20-sorbitan-monolaurat
Transkription

verschiedene

Wildtyp

zum Beispiel
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